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Zusammenfassung

Auf der Erde entwickeln sich immer neue Spezies und passen sich an das Okosystem an. Diese
staindige Weiterentwicklung der Spezies ist im Allgemeinen schlecht verstanden. Wir stellen in
dieser Arbeit ein molekulares Modellsystem vor, welches spontan neue Molekiile erzeugen
und bestehende autokatalytisch vermehren kann. Dieses System kann dazu genutzt werden,
die grundlegenden Prinzipien der Evolution zu untersuchen.

Das System wird sowohl in einer Gillespiesimulation analysiert als auch experimentell durch
eine Implementierung in DNA mit Hilfe der Tag-Ligase. In beiden Fillen kann eine Phase, in
der alle méglichen Molekiile entstehen, und eine Phase, in der eine strikte Lingenverdopplung
stattfindet, festgestellt werden. Die Erweiterung des Phasenraums der vorkommenden Poly-
mere durch eine zufillige Reaktion fiihrt zu einer Lingenverdopplungskaskade, welche fiir
alle Reproduktionsarten (enzymatisch, autokatalytisch, sexuell) stabil ist. Dieser theoretische
Prozess kann prinzipiell immer weiter fortgefithrt werden und ist nur durch die zur Verfiigung
stehenden Ressourcen beschrinkt.

Abstract

On earth, ever new species evolve and adapt to the ecosystem. This unceasing progress of the
species’ evolution is generally poorly understood. In this work, we present a model system,
which spontaneously generates new molecules and autocatalytically proliferates existing ones.
This system is satisfactory to examine fundamental principles of evolution.

The system is analysed both with the help of a Gillespie simulation and a realisation
using DNA and Taq DNA ligase. Both implementations show a phase in which all possible
molecules emerge and a phase in which a strict length-doubling of polymers is observed. The
expansion of the phase space of occurring polymers is induced by a spontaneous reaction and
leads to a length-doubling cascade, which is stable for all types of reproduction (enzymatic,
autocatalytic, sexual). In principle, this theoretical process may progress continuously and is
only restricted by available resources.
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Einleitung

s ist von je her ein Anliegen des Menschen, mehr {iber seine Abstammung herauszufin-

den. Charles Darwin untersuchte den Vorgang der Evolution an Tieren und konnte die
Prinzipien der Variation des Phanotyps in den Nachkommen und dessen Selektion durch
die grofleren Uberlebenschancen des am besten angepassten Individuums ausmachen; vgl.
Abschnitt 1.1. Dies legte den Grundstein, um die Entwicklung des Lebens verstehen zu
wollen, angefangen von den ersten Zellvorldufern vor rund 3,7 Milliarden Jahren [1] hin
zum modernen Menschen. Dieser Prozess ist durch einen Informationstransfer in Form von
Erbmaterial entlang der Entwicklung der Spezies gekennzeichnet [1]. Dieses Erbmaterial,
auch Genom genannt, beschreibt den Phianotyp des Individuums einer Spezies und variiert
innerhalb einer Spezies nur geringfiigig [1]. Neue Individuen entstehen durch Klonen, wie z. B.
der Teilung von Bakterien oder geschlechtliche Fortpflanzung [1]. Letzterer Prozess beinhaltet
eine Vermischung der Gene der Elternteile, die an die Nachkommen weitergegeben werden
und stellt damit eine Variation dar. Diese kann auch bei der geschlechtslosen Fortpflanzung
in Form eines horizontalen Gentransfers erfolgen [1]. Beim Kopieren des Genoms auf die
Nachkommen oder durch duflere Einwirkungen z. B. von ionisierender Strahlung, kann es zu
Verinderungen am Genom kommen, welche Mutation genannt wird [1]. Die Vererbungsge-
setze bei geschlechtlicher Fortpflanzung wurden erstmals von Mendel beschrieben [1]. Das
Genom ist grofler als der benétigte Informationsgehalt und insbesondere bei chromosomal™
vorliegender DNA in Eukaryoten kann es zu Anderungen der Genfunktion kommen, ohne
deren Informationsgehalt zu indern, in dem Bereiche (de)aktiviert werden. Beispiele sind das
Angelman- oder das Prader-Willi-Syndrom. Beide sind auf eine Veridnderung des 15. Chromo-
soms zuriickzufiihren [2]. Jedoch stammt die Anderung beim Prader-Willi-Syndrom vom
Vater und fiihrt u. a. zu Heif$hunger, mandelférmigen Augen und einem hingenden Mund.
Das Angelman-Syndrom wird von der Mutter vererbt und resultiert u. a. in einem flachen
Gesicht, einem breiten, lachenden Mund und einem markanten Kinn. All diese Prozesse sind
Gegenstand aktueller Forschung und recht gut untersucht [2].

Weniger gut untersucht ist das langfristige Wirken der (darwinschen) Evolution. Dabei
wird davon ausgegangen, dass eine Spezies nur in einer Nische*™ leben kann; vgl. Kapitel 1.1.
Naheliegenderweise wurden Rauber-Beute-Systeme als Modellsysteme analysiert [3]. Diese
sind in der Lage verschiedene Spezies und Nischen abzubilden. Der Konkurrenzkampf wird
analysierbar. Beobachtungen in der Natur und von Ziichtungsexperimenten kdnnten aber
ebenfalls die Verinderungen der Individuen hin zu einer neuen Spezies verdeutlichen. So
andert sich beispielsweise die Fliigellinge von Klippenschwalben in unmittelbarer Nihe zu
Autobahnen [4]. Die Tiere bekommen kiirzere Fliigel, so dass sie den schnell heranfahrenden

*  In Eukaryoten liegt das Genom in Form von DNA vor, die ihrerseits in mehreren Chromosomen gebiin-

delt ist [1].
Eine Nische bezeichnet die von einer Spezies genutzten Umweltfaktoren. Eine Nische ist also ein Unterraum
der Umwelt und mehrere koexistierende Spezies teilen sich unterschiedliche Nischen untereinander auf.

ok
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Fahrzeugen besser ausweichen konnen. Dies ist moglich, da Variation und Mutation (zufillige)
Verinderungen in den Individuen erzeugen, die einen Vorteil fiir die Nachkommen bedeuten
konnen. Dieser Vorteil kann irgendwann zu einer neuen Nische fithren und damit zu einer
neuen Spezies, die besser an die Umweltgegebenheiten angepasst ist, weil die Nische diese

besser abbildet [1].

Um das Wirken der Evolution besser analysieren zu konnen, bedient man sich auch moleku-
larer Systeme. Viele dieser Systeme versuchen den Ursprung des Lebens zu modellieren. Es ist
beispielsweise moglich, DNA in einer Umgebung (eine Pore einer heiflen Quelle), die als guter
Kandidat zur Entstehung des Lebens angesehen wird, der Linge nach aufzukonzentrieren; vgl.
Abschnitt 1.3.5. Molekulare Systeme kénnen aber auch als abstraktes Modellsystem fiir Lebe-
wesen jeglicher Art verstanden werden; vgl. Abschnitt 1.3.4. Verschiedene Spezies replizieren
sich autokatalytisch und bilden ein stabiles, reproduzierendes System. Das Ziel und gleichzeitig
der Nachteil dieser Systeme ist, dass meist eine best-angepasste Spezies entsteht. Dies steht
im Widerspruch zu den Erfahrungen der tatsichlich stattfindenden Evolution, die immer
wieder neue Spezies hervorbringt; vgl. Abschnitt 1.5. Die Spezies dhnlicher Nischen, aber
getrennter, nicht verbundener geografischer Regionen, weisen zudem besondere, den Nischen
angepasste und vergleichbare Merkmale auf. So gibt es beispielsweise in Europa Hirsche, in
Afrika Springbdcke und in Australien Kingurus, die allesamt groflere, pflanzenfressende Tiere
darstellen und diese Nische ausfiillen [1]. In dieser Hinsicht ist die Evolution sogar zum Teil
deterministisch.

Wir werden in dieser Arbeit jedoch einen anderen Ansatz wihlen: Wir reduzieren das Modell
auf das Wesentliche, wihlen einen molekularen (autokatalytischen) Reproduktionsansatz und
erginzen diesen durch das spontane Entstehen neuer Individuen als Variationskomponente.
Damit ist es moglich, losgelost von speziellen Details der betrachteten Spezies, eine universelle
Aussage tiber das Verhalten unter verschiedenen Bedingungen zu treffen. Dies fithrt zu einem
molekularen Modell, welches den immerwihrenden Prozess der Anpassung an immer neue
Nischen abzubilden vermag.

In Kapitel 1 geben wir eine Ubersicht iiber die verschiedenen Evolutionsperioden und
charakterisieren typisches Verhalten der Evolution in verschiedenen biologischen und theo-
retischen Beispielen unter unterschiedlichen Einfliissen. Aufiere Einfliisse eignen sich gut,
um spezielle Reaktionen der Evolution zu studieren. Anhand innerer Einfliisse konnen wir
die kollektive Entwicklung mehrerer Individuen, die anfinglich einer Spezies angehorten,
nachvollziehen. Sie sollen einen Uberblick iiber die méglichen Evolutionsszenarien geben,
von denen wir auch einige im Modellsystem beobachten.

Anschlieffend erldutern wir die Grundlagen des Modells und dessen Voraussetzungen, wie
DNA, abstrakte Eigenschaften der DNA und das Wachstumsverhalten im template-basierten
Prozess. Wichtige Modellsysteme im Kontext von molekularer Evolution und DNA werden
ebenfalls diskutiert. Im Folgenden leiten wir aus diesen Tatsachen eine mégliche Konstruktion
des hier vorgestellten Modells her. Abschlieflend diskutieren wir wichtige Modellsysteme, die
ebenfalls versuchen die Evolution zu erkliren.

In Kapitel 2 stellen wir die biotechnischen Grundlagen der Umsetzung des Modellsystems
sowie die technischen Parameter vor. Zur Umsetzung sind einige theoretische Berechnungen
zur Schmelztemperatur der DNA notwendig, die wir ebenfalls nutzen, um ein phinomeno-
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logisches Modell aufzustellen, welches in Simulationen weiter verwendet werden kann. Im
Rahmen der technischen Umsetzungsmoglichkeit konnen wir das lingstmdgliche evolutionire
Verhalten beobachten.

Die theoretischen Analysen werden in Kapitel 3 vorgestellt und besprochen. Nach der
Definition des Systems werden grundlegende Resultate diskutiert, die von einer Phasengrenze
abhingen. Verschiedene Charakteristika und Erweiterungen des Modells werden ebenfalls ana-
lysiert. Unter gewissen Randbedingungen ist eine prinzipiell immer fortwihrende Evolution
moglich. Die grundlegenden Ergebnisse werden ebenfalls im Hinblick auf die Perkolations-
theorie untersucht.






1 Eigenschaften der biologischen
Evolution

I n diesem Kapitel stellen wir die grundlegenden Eigenschaften der Evolution vor. Dies stellt
sich als komplex dar, da die biologische Evolution auf verschiedenen Zeitskalen ablauft [5].
Es sind evolutionire Antworten von relativ kurzen Zeitriumen [6, 7, 8], d.h. wenigen
Generationen, bis hin zu relativ langen [9, 10, 11, 12, 13], d. h. vielen Generationen, zu
beobachten. Es stellt sich die Frage, wie man einen solchen Ablauf erfassen, quantifizieren
und eventuell vorhersagen kann. Dazu betrachten wir zunichst Antworten auf duflere und
intrinsische Einfliisse, um Mdoglichkeiten der Entwicklung realer evolutionirer Systeme zu
erfassen. Dann gehen wir {iber zu diversen Modellsystemen, um das bisher theoretisch und
experimentell untersuchte Spektrum darzustellen. Bestehende Systeme geben sowohl dariiber
Auskunft, wie man ein evolutionires System konstruieren, als auch, wie man bestehende
(Modell-)Systeme charakterisieren kann.

Aus diesen Uberlegungen werden wir dann eine Vorstellung entwickeln, welche grund-
legenden Eigenschaften notwendig sind, um Evolution zu charakterisieren. Mit Hilfe der
vorgestellten Systeme und deren Eigenschaften konnen wir dann ein evolutionires System
konstruieren, welches wir in dieser Arbeit untersuchen werden.

1.1 Vorbemerkungen iiber Evolution

Zunichst mochten wir eine Ubersicht {iber das bisherige Verstindnis von Evolution geben,
angelehnt an [1] und [14]. Die Evolution ldsst sich in drei Abschnitte einteilen: physikalische,
chemische und biologische, je nachdem, welche Art der Interaktion zwischen den Spezies
vorherrscht und zu deren Entwicklung beitrigt. Die physikalische Evolution befasst sich mit
der Entstehung von Atomen aus den Elementarteilchen. Daraus entstanden dann anorganische
und organische Molekiile, die chemische Evolution.

Chemische Evolution

Das ,Ergebnis“ der chemischen Evolution ist die Bildung von biologisch funktionalen Mole-
kiilen verschiedenster Art. Aus den ersten, einfachen organischen Molekiilen bildeten sich
Makromolekiile, u. a. Lipide. Lipide sind die Grundlage zur Bildung von Membranen, die
ihrerseits zur Bildung von Organellen, wie sie in Zellen vorkommen, und auch Zellen selbst
dienen. Makromolekiile sind auch Informationstriger, wie z. B. RNA. In der sogenannten
RNA-Welt [15] iibernimmt RNA sowohl die Funktion eines Erbinformationstrigers als auch
eine Enzymfunktion. Daraus sollen sich dann gemeinsam die DNA und die Proteine entwi-
ckelt haben, die zusammen mit den Membranen die ersten biologischen Zellen darstellen,
die in Sedimenten erstmals vor ca. 3,7 Milliarden Jahren festgestellt werden konnten. Einige
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dieser Zellen konnten durch Photosynthese Sauerstoff produzieren, aber dieser wurde durch
nicht vollstindig oxidiertes Eisen in Eisenoxid gebunden. Die Zellen lebten daher in einer
sauerstoftfreien Umgebung.

In diesem Kapitel werden wir einen genaueren Uberblick iiber die Abliufe der chemischen
Evolution geben und ein theoretisches Modellsystem entwickeln, welches aus (abstrakten)
Monomeren Polymere bildet. Wir werden zeigen, dass diese Polymere den Gesetzen der
darwinschen Evolution unterliegen. Ebenfalls hat Emanuel Gregor Worst ein experimentelles
System konstruiert, welches vergleichbare Eigenschaften aufweist und dessen Grundeinheiten
aus kurzen DNA-Stringen bestehen. Prinzipiell konnen diese Einheiten biologisch relevante
Information tragen [1]. Wenn es moglich ist, diese geordnet zusammenzubauen, dann kénnten
sich so ausreichend lange DNA-Stringe aufbauen, die fiir biologisches Leben relevant sein
koénnen.

Biologische Evolution

Aus den ersten biologischen Zellen differenzierten und entwickelten sich dann vor ca. 2 Milli-
arden Jahren, als der Sauerstoffgehalt durch vollstindige Oxidation von Eisen zu Fe’* ange-
stiegen war, die zellkernfreien Prokaryoten: Blaualgen, Bakterien und Archaea. Spiter, vor
ca. 1,4 Milliarden Jahren, traten die ersten Eukaryoten auf, die das Erbgut in einem Zellkern
vom Rest der Zelle separieren. Aus ihnen entwickelten sich dann vor ca. 1,2 Milliarden Jahren
die ersten mehrzelligen Organismen. Vor ca. 0,4 Milliarden Jahren traten die ersten Hinweise
auf Landpflanzen auf. Es entstanden weitere hohere Organismen, u.a. auch der Mensch.
Darwin [16] postulierte Prinzipien, nach denen die Evolution abgelaufen sein soll.

Darwinsche Evolution

Charles Darwin [16] hat zunichst die Vorgehensweise von Ziichtern untersucht, die die
gewtiinschten Merkmale durch Auswahl (Selektion) aussuchen und gegebenenfalls zur weiteren
Zucht verwenden. Darwin ging davon aus, dass Lebewesen viel mehr Nachkommen erzeugen,
als zur Erhaltung des Bestandes notwendig wiren. Diese Nachkommen sind jedoch nicht
identisch, sondern variieren in deren Merkmalen (durch Mutation, sexuelle Fortpflanzung,
horizontalen Gentransfer). Lebewesen stehen ununterbrochen im Wettbewerb um Ressourcen,
wie Nahrung und Lebensraum. Demnach folgerte er, dass nur die best-angepassten (fittesten)
tiberleben und sich deshalb fortpflanzen konnen. Auch unterschiedliche Lebewesen stehen im
Wettbewerb untereinander. Ist eine Ressource von Lebewesen nicht oder kaum beansprucht,
so stellt diese eine Nische dar, die dann von einer neuen Art (Spezies) genutzt werden kann.
Es wird davon ausgegangen, dass eine Nische nur von einer Art bevolkert werden kann, da die
schlechter angepasste aussterben wiirde* [1].

Wenn mehrere Arten die exakt gleichen Nischen bevélkern wiirden, wiirde die fitteste die anderen
Arten letztlich vollstindig verdringen, da sie die Umweltbedingungen, um die die Arten konkurrieren
besser ausnutzen kann. Dieses Konkurrenzausschlussprinzip konnte Gause [17, 18] an Hand der Pantof-
feltierchenarten Paramecium aurelia und Paramecium candatum nachweisen. Die Pantoffeltierchen werden
in einer Bakterienkultur des Bakteriums Bacillus pyocyaneus als Nahrungsquelle gehalten, auf der die
Pantoffeltierchen gleich gut wachsen. Die Bakterienkultur wird regelmiflig ausgetauscht und die Bakterien
vermehren sich unter den gegebenen Bedingungen nicht weiter. Uberschiissige Pantoffeltierchen werden
(auch zur Biomassenbestimmung) entfernt. Anfinglich findet eine Konkurrenz um die noch vorhandene
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Einfliisse, die zur Verdnderung einer Nische oder deren Entstehung fithren, nennt man
Selektionsfaktoren. Abiotische Selektionsfaktoren sind dufSere Einfliisse wie z. B. Feuchtig-
keitsgehalt, Temperatur, Nihrstoffgehalt der Umgebung oder Lichteinstrahlung. Biotische
Selektionsfaktoren sind innere Einfliisse wie z. B. Feinde, Parasiten, Geschlechtspartner oder
um Nahrung konkurrierende Individuen der gleichen Spezies. Damit kann eine Veridnderung
der dufleren Einfluisse, aber auch der Inneren zu einer Verinderung bzw. Entstehung von
Nischen fiihren.

Verschiedene Spezies, die voneinander abhingig sind und sich zusammen in einer gemeinsa-
men oder getrennten Nische entwickeln, nennt man koevolvierende Spezies.

Spitestens seit der Entdeckung des genetischen Codes ist bekannt, dass der ,Bauplan®
eines biologischen Lebewesens im genetischen Code, der meist in Form von DNA vorliegt,
gespeichert ist. Dieser bestimmt dann auch die nicht erlernten Eigenschaften des Lebewesens,
sog. Merkmale, wie z. B. den Phinotyp (die dufiere Erscheinungsform). Anderungen an diesem
Code werden Mutationen genannt. Bei geschlechtlicher Fortpflanzung diploider Lebewesen
liegen fast™ alle Erbinformationen doppelt vor und stammen zur Hilfte vom Vater und
zur Hilfte von der Mutter. Ist die Erbanlage rezessiv, so tritt das Merkmal nur auf, wenn
beide Erbinformationen entsprechend mutiert sind. Bei einer Mutation einer dominanten
Erbinformation ist das Merkmal in jedem Fall ausgeprigt.

Unterscheidung der Evolutionsarten

In dieser Arbeit wollen wir die Bezeichungen der verschiedenen Evolutionsarten wie folgt
festlegen: Die physikalische Evolution befasst sich mit rein physikalischen, d. h. vornehmlich
kerntechnischen Wechselwirkungen. Sobald chemische, d. h. auf Molekiilebene wirkende
Wechselwirkungen auftreten, sprechen wir von chemischer Evolution. Die biologische Evolu-
tion wirkt auf biologische Organismen. Organismen bestehen aus einer, mehreren oder vielen
Zellen. Die natiirliche Evolution bezeichnet alle diese Evolutionsabschnitte, insbesondere
jedoch die biologische Evolution, falls keine dufieren, kiinstlichen Einfliisse auf die Gesamtheit
der betrachteten Individuen wirken. Allen diesen Evolutionsarten ist gemein, dass eine kol-
lektive Entwicklung der Spezies hin zu einem Optimum intrinsisch angestrebt wird. Dieses
Optimum auf der Stufe der Spezies wird durch Optimierung einzelner Individuen erreicht.

Ausgehend von Beobachtungen der biologischen Evolution wire es physikalisch sinnvoll,
einen Satz grundsitzlicher Gesetze abzuleiten, deren Vorhersagen konsistent mit allen experi-
mentellen Gegebenheiten sind, wie z. B. den ersten und zweiten Hauptsatz der Thermodyna-
mik [19]. Die darwinsche Evolution ist hingegen abgeleitet aus grundlegenden Eigenschaften
von Populationen biologischer Organismen [19]. Da fiir natiirliche Systeme die Randbedin-
gungen veranderlich und typischerweise unbekannt sind, kann dieses Prinzip jedoch meist
Hinweise auf die tatsichlichen Gegebenheiten geben [19].

Nahrung statt, so dass es P. candatum gelingt etwas besser als alleine zu wachsen. Nach dem Verbrauch der
Nahrung findet eine Umverteilung der Nahrung zwischen den beiden Pantoffeltierchenarten statt und P
anrelia kann P. candatum vollstindig verdringen.

Die Erbinformationen, die das Geschlecht bestimmen, sind fiir minnliche und weibliche Lebewesen
unterschiedlich und liegen demnach nicht notwendigerweise (z. B. im Fall von minnlichen Siugetieren oder
weiblichen Vogeln) doppelt vor.
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Wir wollen uns aber von den genauen biologischen Hintergriinden entfernen und die
grundlegenden Eigenschaften von biologischer und chemischer Evolution an Hand von
Beispielen und Modellsystemen vorstellen. Aus diesen Betrachtungen entwickeln wir dann
in Abschnitt 1.5 eine Gesamtiibersicht iiber die Eigenschaften der Evolution, die auch fiir die
chemische Evolution mafSgeblich sein konnen.

1.2 Die Zeitskalen der Evolution, innere und duflere
Einfliisse

In diesem Abschnitt stellen wir zwei Moglichkeiten vor, die Antworten der Evolution auf
Einfliisse zu erfassen: Man quantifiziert zum einen die Antworten auf dufSere Einfliisse, Ein-
fliisse die auch durch den Menschen generiert werden [6]*. In einer kontrollierten Umgebung
wiirde man z. B. Spezies in einem Okosystem beobachten und dieses manipulieren, in dem
man z. B. das Nahrungsangebot entsprechend verindert oder Individuen (selektiv) entfernt.
Unkontrolliert kimen z.B. die wirtschaftliche Nutzung des Okosystems, durch Jagd oder
Abholzung in Frage, aber auch die Einleitung von produktionstechnischen Abfallstoffen wie
Abwisser. Diese Vorgehensweise ermoglicht es insbesondere Reaktionen einzelner Spezies
auf konkrete Anderungen zu erforschen. Zum anderen schafft man gleichbleibend konstante
Bedingungen [9, 10, 11, 12], um mogliche intrinsische Faktoren zu untersuchen. Hier versucht
man, ein Okosystem von dufieren Einfliissen so weit wie moglich abzuschirmen und dessen
Entwicklung zu beobachten. Damit ist es einfacher, das kollektive Verhalten eines Okosys-
tems zu untersuchen. Gestaltet man dieses Okosystem minimalistisch, sind insbesondere
auch Aussagen zu einzelnen Spezies ohne vielzihlige andere Einfliisse machbar. Man kann
beispielsweise Bakterien in einem minimalen Nahrmedium ziichten [9, 10, 11, 12].

In den vorgestellten Beispielen zeigt die Evolution Antworten, die auf verschiedenen Zeit-
skalen ablaufen kénnen. Dabei ist die Ursache des Einflusses prinzipiell unerheblich fiir die
resultierende Zeitskala. Jedoch weisen im Allgemeinen grofie Anderungen fiir gewShnlich
eine rasche bzw. starke Reaktion auf, wihrend quasikonstante Bedingungen hiufig zu einem
Gleichgewichts- oder stationdren Zustand fithren [20, 21]. Es sind jedoch auch in der Nihe
eines Phaseniibergangs durch kleine Anderungen grofie Zustandsinderungen méglich [ 20, 21].
Fiir biologische Systeme besteht ein ,stationdrer Zustand“ aus einem Flie8gleichgewicht, da sie
sich inhdrent im Nichtgleichgewicht befinden: Lebewesen benétigen (Freie-)Energie und damit
negative Entropie in Form von Nahrung, um ihre Entropie auf einem niedrigeren Niveau als
die Umgebung zu halten und um die abgegebene Wirme zu ersetzen [22]. Aber auch dieser
Lstationdre Zustand“ unterliegt Verdnderungen, da es fiir gewShnlich bei der Reproduktion
von Individuen zu Genfehlern kommt [23, 24] und diese altern. Jedoch ist die Mutationsrate
pro Genom relativ konstant zwischen 1072 und 1, obwohl sich die Genomgréfie um mehr als
6 Groflenordungen unterscheidet [23, 24]. Letzterer Tatsache wird in dem hier vorgestellten
Modellsystem ebenfalls Rechnung getragen, indem pro Reaktion nur an einer Bindestelle
ligiert wird, wihrend die beiden Edukte nicht verindert werden.

*  Strenggenommen sind auch diese Einfliisse intrinsisch, da der Mensch ein Teil der Biosphire ist. Da dieser

aber deutlich andere Méglichkeiten zu deren Gestaltung hat als andere Lebewesen, sind diese Eingriffe
grundsitzlich anderer Natur, weswegen sie auch als extern angesehen werden.
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1.2.1 Aufere Einfliisse

Seit jeher gab es Einfliisse von aufierhalb auf das Okosystem der Erde. Sei es durch Meteoriten-
einschlige oder durch Erdbeben, Vulkanausbriiche und heifle Quellen. Die Folgen solcher
Ereignisse sind regional begrenzt oder erdumfassend. So haben z. B. Vulkanausbriiche regional
einen starken Einfluss durch die Ausbreitung von Lava und einen globalen durch die grof3fla-
chige Verteilung von Flugasche und Schwefel, der zu Schwefelsdureaerosolen umgewandelt
wird [25]. Asche und Schwefelsiure konnen sich, zunichst auf eine Halbkugel begrenzt, auf
der ganzen Erde verteilen und zu einer signifikanten Reduzierung der Sonneneinstrahlung
durch Abschattung und Wolkenbildung fithren [25]. Heifle Quellen konnen z. B. {iber einen
langen Zeitraum lokal warmes Wasser und Stoffe aus dem Erdinneren abgeben und so als
Energie- und Nahrungsquelle fiir verschiedene Lebewesen dienen [26]. Wegen dieser recht
konstanten Bedingungen werden heifle Quellen als guter Kandidat fiir den Ursprung des
Lebens angesehen [26, 27]; vgl. Abschnitt 1.3.5.

Wir werden im Folgenden Beispiele vorstellen, bei denen verschiedene evolutionire Reak-
tionen auf duflere, kontrollierte Einfliisse hervorgerufen werden. Die Anderungen duflern
sich im Phinotyp, welchem ein oder mehrere Gene zu Grunde liegen [1]. Daher kann es auf
einen Selektionsdruck eine genau angepasste Reaktion geben, wie in dem hier vorgestellen
Beispiel der Diamantschildkrote. Es kann auch zu einer Verschiebung des Merkmals fiithren,
wie z.B. bei den Klippenschwalben und der Jagd auf Rotwild und Elefanten. Die Jagd auf
Flichse jedoch bewirkt das Aussterben einer Teilpopulation mit einem entsprechend gejagten
Merkmal. Dies ist die sog. gerichtete Selektion [1]. Bei den Darwinfinken kam es vorher zu
einer aufspaltenden Selektion, die mittlerweile in eine stabilisierende Selektion tibergegan-
gen ist [1]. Wenn mehrere Gene an der Auspriagung eines Merkmals beteiligt sind, treten
verschiedene Phinotypen auf, wie z. B. beim Hausfuchs.

Einfliisse, die auf den Menschen zurtickgehen, sind besser dokumentiert und kontrolliert als
natiirliche. Schon seit langem ziichtet der Mensch Tiere und Pflanzen als Nahrungsquelle oder
als Haustiere. Als Beispiele seien hier Getreide, insbesondere Weizen, der aus wildem Emmer
geziichtet wurde [28], sowie Hunde, die von wilden Wolfen abstammen, genannt [7]. Man
ging bisher davon aus, dass ein solcher Zuchtprozess lange gedauert hat [7, 28]. Jedoch konnte
Dmitri Konstantinowitsch Beljajew zusammen mit Ljudmila Trut zeigen, dass innerhalb
weniger Generationen Silberfiichse, das sind Rotfiichse mit schwarzem Fell, typische Merkmale
von Haustieren aufwiesen, wenn sie im Hinblick auf Zahmbheit geziichtet wurden [7]. Fiichse
scheinen ein geeigneter Modellorganismus zu sein, da bisher nicht bekannt ist, dass eine
Domestizierung stattfand. Im Folgenden werden wir das Experiment zusammenfassen.

Hausfuichse

Beljajew wollte herausfinden, wie schnell die Anpassung von wilden Tieren an den Menschen
erfolgt, ein Prozess der beim Hund tausende von Jahren gedauert haben soll. Dazu ziichtete er
nicht nach Aussehen oder physischen Eigenschaften, sondern ausschlief8lich nach Verhalten.
Dabei werden Silberfiichse, die aus einer Fellzuchtfarm stammten, dahingehend ausgewihl,
wie zutraulich sie sich Menschen gegeniiber verhalten. Bosartige Tiere werden ausgeschlossen.
Damit wurden anfangs nur bis zu 5% der miannlichen und 20% der weiblichen Population
zur Zucht verwendet. Es entstanden relativ rasch Fiichse, die sich aus der Hand fiittern und
streicheln liefen, die winselten und ab der sechsten Generation auch Fiichse, die unbedingt
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(a) silberner (schwarzer) Hausfuchs (b) georgisch-weifler Hausfuchs

Abbildung 1.1: Hausfiichse. Ergebnis der Zucht nach Zahmbheit aus kommerziell geziichteten
Silberfiichsen nach ca. 35 Generationen. Es treten typische Merkmale von
Haustieren auf, wie z. B. scheckiges Fell, hingende Ohren, kiirzere und gerollte
Schwinze. Die Kopfform ist ebenfalls verandert. Hausfiichse sind gutmiitig,
treu wie Hunde und unabhingig wie Katzen [7]. Die Fellfarbe georgisch-weif3
ist in der Natur tiberhaupt nicht zu finden [29, 30]. Bild (a) aus [31] und
(b) aus [32].

menschlichen Kontakt suchten und sich dhnlich wie Hunde verhielten. Diese machten nach
30-35 Generationen bis zu 70-80% der untersuchten Population aus. Der Prozess der Domes-
tizierung konnte also stark beschleunigt werden, weil strikt nach einem geeigneten Merkmal
selektiert wurde.

Wesentlich erstaunlicher sind jedoch die einhergehenden Veridnderungen der zahmen Haus-
fiichse gegeniiber ihren kommerziell geziichteten Verwandten. Viele dieser Anderungen sind
auch bei anderen domestizierten Siugetieren bekannt, so Beljajew. Es gibt bei den Hausfiichsen
Tiere mit kiirzeren Beinen (bei allen domestizierten Sdugetieren treten Zwerg- und Riesentiere
auf). Auch tritt scheckiges Fell wie bei allen domestizierten Siugetieren auf. Des Weiteren
kénnen gerollte (wie bet Hunden und Schweinen) und verkiirzte Schwinze mit weniger
Wirbeln auftreten (wie bei Hunden, Katzen und Schafen). Es wurden auch hingende Ohren,
die es in freier Wildbahn nur bei Elefanten gibt, beobachtet, wie sie z. B. bei Hunden, Katzen,
Schweinen, Pferden, Schafen, Ziegen und Rindern zu finden sind. Diese Tatsache wurde bereits
von Darwin erwihnt [16]. Alle domestizierten Sdugetiere bis auf Schafe weisen verinderte
Reproduktionszyklen auf. Diese Verinderung ist beim Hausfuchs selten und die Welpen von
Tieren mit verdnderten Reproduktionszyklen sind nicht iiberlebensfihig. Andere Zuchtme-
thoden bei Fiichsen konnten jedoch keine Anderung des Reproduktionszyklus bewirken,
obwohl dies zuchttechnisch von Vorteil wire.

Diese Anderungen, so Beljajew, sollten auf eine Anderung des Gleichgewichts zwischen
Neurotransmittern und Hormonen zuriickzufithren sein. Anderungen an Genen, die diese
steuern, konnten zu weitreichenden Folgen in der Entwicklung fithren. Und tatsichlich werden
die meisten Verinderungen durch Verschiebungen in der Entwicklungsgeschichte bedingt.
Insbesondere wird die Sozialisationsphase, eingeleitet durch die Reaktion auf Gerdusche,
nun andauernd bis zum Stadium ,Angst vor dem Unbekannten® vergroflert und damit
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vergleichbar zu der von Hunden. Dies ist auch auf Serotonin, einen Neurotransmitter, der
die Entwicklung beeinflusst, zuriickzufiihren. Je zahmer der Hausfuchs, desto hoher ist die
Serotoninkonzentration im Gehirn. Des Weiteren produzieren die fiir die Stressanpassung
zustandigen Nebennieren in Hausfiichsen weniger Hormone, so dass es zu einer geringeren
Stressreaktion kommt. Auflerdem wurde die Schidelform kleiner und ebenmifliger zwischen
Minnchen und Weibchen sowie die Schnauze kiirzer und breiter.

Das scheckige Fell, so Trut, ist auf eine Mutation des Gens Star zuriickzufithren, welches
die Migration der Vorlduferzellen, die spiter fiir die Farbgebung verantwortlich sind, in die
spater farbgebenden Gebiete um ca. zwei Tage verzogert. Man nimmt an, dass diese nicht
mehr an threm Bestimmungsort ankommen und absterben.

Dies sind alles weitreichende Verinderungen, die nicht offensichtlich mit dem Zuchtkriteri-
um Zahmbheit zusammenhingen. Der Geschwindigkeit, mit der die Evolution voranschreitet,
und der Universalitit der Ergebnisse, hier der gemeinsamen Eigenschaften der Haustiere,
werden wir auch in Kapitel 3 wieder begegnen. Den Einfluss von weiteren dufleren Faktoren
auf die freie Evolution stellen wir anhand von mehreren Beispielen frei nach [6] dar und
wenden uns zunichst den Auswirkungen der Jagd anhand von drei Beispielen zu [33].

Jagd: Fiichse, Rotwild und Elefanten

Seit Urzeiten betreibt der Mensch Jagd. Wihrend es frither mit primitiveren Waffen sinnvoll
war, kranke, schwichelnde und kleinere Tiere zu erlegen, tritt mit moderner Waffentechnik
zunehmend auch der Jagdsport mit dem Ziel der Erlangung von Trophien als signifikante
Komponente der Jagd in Erscheinung. Auch andere moderne Fang- und Jagdmethoden, die
einen groflen Teil der Gesamtpopulation betreffen, fithren zu einem starken Selektionsdruck,
der von der Evolution auf die eine oder andere Art beantwortet wird. Besonders sei hier auch
das Sammeln - z. B. fiir wissenschaftliche Zwecke - von sehr seltenen Tier- und Pflanzenarten,
die dadurch stark dezimiert werden und deshalb aussterben kénnen, genannt.

Rotfiichse in Kanada kommen in drei Varianten vor: als Rotfuchs, als dunkelroter Fuchs
und als Silberfuchs. Um 1830 lag der Anteil an Silberfiichsen bei 16 % der Gesamtpopulation.
Da die Felle der Silberfiichse stirker nachgefragt wurden und einen hoheren Preis erzielten als
die der Roten und Dunkelroten, wurden diese stirker gejagt. Dies fiihrte bis 1930 zu einem
Riickgang der Population von Silberfiichsen auf 5 %.

Ahnlich verhilt es sich mit den Geweihen des Rotwilds und den Stofizihnen von Elefanten.
Die Sportjagd zielt hier auf grofle Geweihe und Stofzihne ab und dementsprechend haben
diese Tiere weniger gute Moglichkeiten sich fortzupflanzen, was die genetische Veranlagung
fir grofle Geweihe und Stofizihne dezimiert. Dies kann auch die Partnerwahl beeinflussen, da
eine Paarung mit weniger gejagten Tieren von Vorteil sein kann. Im Endeffekt wird sich der
Anteil der (vormals) gejagten Tiere reduzieren. So ist der Anteil an Elefanten mit fehlenden
Stofizihnen von 10 % auf 38 % gestiegen.

Neben der selektiven Jagd hinterlisst auch eine Uberjagd bzw. Uberfischung in Gewissern
genetische Spuren, die wie auch in den anderen Fillen nur schwer wieder riickgingig zu
machen ist, da der Selektionsdruck in Richtung Relaxation geringer ist. Einen Uberblick {iber
die bisher beobachteten systematischen Zusammenhinge bietet [33] und dort insbesondere

Abb. 1.
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Diamantschildkrote

Beobachtungen zu der Entwicklung der Diamantschildkréte finden sich in [34]. Diese ist in
der Chesapeake Bay (mittlerweile nur noch teilweise) seit iiber 60 Jahren (10-20 Generationen)
durch Krabbenfischerei mit bestimmten Krabbenfallen bedroht. Diese Krabbenfallen haben
eine Fangofinung, die es den Schildkroten ermdglicht als Beifang in die Fallen zu geraten.
Da sich die Fallen unter Wasser befinden und die Schildkréten Luft zum Atmen bendtigen,
ertrinken sie. Diamantschildkroten weisen einen Sexualdimorphismus in der Korpergrofie
auf, so dass die kleineren Minnchen stirker vom Beifang betroffen sind als die Weibchen.
Dies fiihrt zu einer nicht unerheblichen Reduktion der iiberlebenden Anzahl von Tieren. Im
Vergleich zu Diamantschildkréten aus dem Long Island Sound konnte folgendes festgestellt
werden: Die Weibchen der durch Krabbenfischerei bedrohten Schildkréten sind grofier und
wachsen schneller. Damit erreichen sie auch schneller eine Grofle, die nicht mehr durch die
Offnung der Krabbenfalle passt und sind ab dem Alter von 5 Jahren im Mittel um 15 % grofer.
Die Minnchen, die, weil sie kleiner sind, immer durch die Offnung passen, sind in ihrer Grofie
vergleichbar. Jedoch wurden im Gegensatz zur Kontrollgruppe in der Chesapeake Bay keine
miénnlichen Tiere gefunden, die dlter als 8 Jahre waren. Eine Gompertzfunktion kann benutzt
werden, um das Wachstumsverhalten von Tieren zu beschreiben: I(t) =1 . 41 . .e=¢"m,
wobei 1(t) die Grofle zur Zeit t, | . die minimale, | . +1_ . die maximale Grofle, ¢
der Zeitpunkt des maximalen Wachstums und A die Wachstumsrate ist. Damit finden Wolak
et al. [34] aus den Messwerten der Chesapeake Bay ebenfalls eine Verschiebung des maximalen
Wachstums gegentiber den Schildkroten des Long Island Sound von 6-8 zu 4-6 Jahren. Die
weiblichen Schildkroten werden also grofler und passen frither nicht mehr in die Fallen. Es
ist erstaunlich, dass nur weibliche Tiere von der evolutioniren Groflendnderung betroffen
sind, obwohl Schildkréten eine temperaturabhingige Geschlechtsbestimmung haben und sich
folglich die Erbanlagen teilen, die die Grofle bestimmen. Jedoch sind Mannchen schon ab dem
Alter von 3-4 Jahren geschlechtsreif und Weibchen erst ab 6-8 Jahren. Fiir Mannchen ist es
daher weniger sinnvoll, viel Energie in das Wachstum zu stecken.

In diesem Beispiel fiihrt ein Selektionsdruck zu einer sehr konkreten evolutioniren Reakti-
on.

Klippenschwalben

Brown et al. untersuchen seit 30 Jahren Klippenschwalben, die an Straflenbriicken o. A. nis-
ten [4, 35]. Dabei fiel auf, dass die Anzahl der durch den Straflenverkehr getdteten Schwalben,
die sie taglich suchten und zihlten, im Zeitraum von 1983-2012 signifikant von durchschnitt-
lich 20 auf 4 zuriickging. Im Gegensatz dazu ist die Zahl der Schwalbennester gestiegen. Da
die Zahl der verschiedensten Aasfresser konstant oder riicklaufig war, kommt eine dadurch
begriindete Abnahme der toten Schwalben nicht in Frage. Betrachtet man die Fliigellinge der
Schwalben, so fillt auf, dass diese unimodal verteilt ist und im Fall der lebenden Schwalben in
diesem Zeitraum um durchschnittlich 3 mm kiirzer geworden ist, wihrend die Fliigellinge
der toten Schwalben um 2 mm grofler wurde. Eine mdgliche Erklirung wire, dass die kiirzere
Fliigellange es erlaubt, den sich nihernden Fahrzeugen besser auszuweichen. Eine andere
wire, dass ein angelerntes Verhalten zur Meidung von Fahrzeugen fiihrt. Dies wiirde jedoch
bedeuten, dass vor allem jiingere Schwalben von Unfillen betroffen wiren, was jedoch nicht
der Fall ist.
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Hamilton [36] schlussfolgert, weil geografische Anderungen der Fliigel-, Schnabel- und
Schwanzlinge im Allgemeinen nicht zufillig, sondern geordnet sind, dass Selektionskrifte fiir
diese Anderungen verantwortlich sind, und gibt eine umfassende Ubersicht iiber die moglichen
und nachgewiesenen Faktoren, die diese bewirken konnen. Damit besteht die Moglichkeit,
dass durch die Anderung der Fliigellinge eine neue Spezies entstehen kann. Eine dhnliche
Situation besteht in Bezug auf die Schnabellinge bei der Darwinfinkenart Mittel-Grundfink,
welche von Hendry ez al. [37, 38] untersucht wurde und der wir uns nun zuwenden wollen.

Mittel-Grundfink, eine Darwinfinkenart

Darwinfinken sind Singvogelarten auf der Insel Galapagos. Hiufig vertreten sind der Klein-,
Mittel- und Grof}-Grundfink. Klein-Grundfinken haben kleine Schnibel und Groff-Grundfin-
ken grofle. Beim Mittel-Grundfink ist die Schnabelgrofle bimodal verteilt und grofler bzw.
kleiner als die des Klein-Grundfinks bzw. Grof3-Grundfinks. Wie kommt es aber zu einer
bimodalen Verteilung der Schnabelgrofie? Huber ez al. [38] sind sich sicher, dass die Aufspal-
tung urspriinglich durch unterschiedliche Nahrungstypen zustande kam. Mittlerweile ist auch
das Paarungsverhalten der Weibchen verdndert: Sie paaren sich nur mit Mannchen, die einen
vergleichbar grofien Schnabel haben. Dies lisst sich auch in dem eingeschrinkten Genfluss
zwischen den klein- und grofschnibligen Exemplaren erkennen. Sie schlussfolgern, dass der
Mittel-Grundfink deshalb am Anfang einer Artenentstehung steht.

Eine ginzlich andere Beobachtung macht Hendry et al. in [37]: Aus den Daten der Schna-
bellange, die von 1964 bis 2005 erhoben wurden, fillt in Academy Bay, Insel Santa Cruz,
Galapagos auf, dass sich zwischen 1968 und 1973 die Bimodalitit der Schnabellingenverteilung
sehr stark reduzierte. Da sich die Gesamtbreite der Verteilung nicht wesentlich geindert hat,
gehen sie davon aus, dass sich die relative Haufigkeit von Vogeln mit mittlerer Schnabellinge
vergrofSert hat. Klimatische Ursachen konnen ausgeschlossen werden, da sich die anderen
Orte der Vergleichsmessung nur ungefahr 10km voneinander entfernt befinden. Es bleibt
nur die Zunahme der Bevolkerung in der Academy Bay als Ursache iibrig. Diese nahm in
Puerto Ayora zwischen 1974 und 2001 von 9oo auf 9.582 zu und die Gesamtpopulation auf den
Galapagos nahm zwischen 1962 und 1974 von 2.391 auf 4.037 zu. Organisierte Touristentouren
werden seit 1967 angeboten. Mit den Menschen wurden sicherlich auch nicht einheimische
Pflanzen eingefiihrt. Zu dem gibt es schon seit langem sog. FinkenfutterrShren, in denen Reis
als Nahrung angeboten wird, u. a. auch weniger als 500 m von der Beobachtungsstelle in der
Academy Bay entfernt, die von mind. 100 Grundfinken gleichzeitig genutzt werden. Durch die
Beifiitterung fillt die Ursache der Speziation weg und die Artenaufspaltung wird unterdriickt.

Man sieht hier deutlich, dass die Evolutionsfolgen keinesfalls robust sind, sondern durchaus
einfach gestort werden konnen, wenn die notwendigen Voraussetzungen aufgehoben werden.

Zusammenfassung

Allen Situationen ist gemein, dass bei geniigend grofiem Selektionsdruck eine relativ rasche
Antwort auch auf genetischer Ebene erfolgt, eine Relaxation bei fehlendem Selektionsdruck
in den Ursprungszustand nur langsam vonstattengeht [33] und die Auswirkungen vielfaltiger
Natur sind. Bei Vogeln wird eine Spezies z.B. u.a. durch die Fliigelspannweite definiert,
so dass man die Reduktion der Fliigellinge als Entstehungsbeginn einer neuen Spezies auf-
fassen kann [6], wobei diese Anderung zunichst nur einige Individuen betrifft. Eine dhnliche
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Situation ergibt sich im Fall der Darwinfinken und Diamantschildkréten: Die Grenzen
zwischen Spezies und Individuen verschwinden, so dass eine strikte Definition von beiden fiir
einen beschrinkten Artenumfang nur einen gegenwirtigen (zeitlich eingeschriankten) Zustand
abbilden und nicht fiir alle Zeiten giiltig sein kann.

1.2.2 Innere Einflusse

Um diese Zusammenhinge besser zu studieren und eventuell eine Relaxation in einen dyna-
mischen, stationdren Zustand zu untersuchen, eignen sich Systeme, bei denen kein duflerer
Selektionsdruck mehr vorherrscht. Ein solches System wird von Richard Lenski [9, 10, 11, 12]
untersucht, indem das Darmbakterium Escherichia coli in einem speziellen Nihrmedium
geziichtet wird [9, 10]. Es wurden zwei bis auf eine Mutation identische Bakterien benutzt.
Diese Mutation ist neutral im benutzten Medium, erzeugt aber auf Tetrazolium/Arabinose-
Platten unterschiedlich gefirbte Kolonien, da ein Stamm Arabinose verwerten kann. Die
beiden Bakterienstimme wurden dann in je 6 Linien aufgeteilt, die sich unabhingig voneinan-
der entwickeln. Das Nahrmedium ist ein minimales und enthilt als Nahrungsquelle 139 pM
Glucose. Des Weiteren sind in dem Nahrmedium 1700 pM Zitrat enthalten. Man kann unge-
fihr 6,6 Generationen pro Tag ziichten, die jeweils 1:100 verdiinnt werden. Das Experiment
wird seit ca. 20 Jahren, d. h. seit ca. 40.000 Generationen durchgefiihrt. Es ist moglich, die
Bakterien einzufrieren und spiter zur weiteren Kultivierung oder Analyse aufzutauen. Alle
500 Generationen werden auf diese Art Proben archiviert. Es konnten unter anderem sowohl
eine Koevolution als auch der Erwerb einer neuen Eigenschaft in Form einer alternativen
Nahrungsquelle nachgewiesen werden. Diese beiden Phinomene werden wir uns nun genauer
anschauen.

Koevolution: Entstehung paralleler Linien

In [11] untersuchen Le Gac et al. das Auftreten einer Koevolution. Zwei verwandte Organismen
konnen sich dhnliche Nischen teilen und sind daher einem starken Wettbewerb unterlegen.
Das Konkurrenzausschlussprinzip besagt jedoch, dass sich zwei Spezies nicht eine gemeinsame
Nische teilen konnen, so dass letztendlich die unterlegene Spezies ausstirbt.

Le Gac et al. konnten nach 6.500 Generationen eine Aufspaltung der Bakterienkultur
in zwei Linien, die sie L und S nannten, feststellen. Die knappe Ressource ist Glucose. L
kann schneller als S damit wachsen, aber L gibt Nebenerzeugnisse ab, die S verwerten kann.
Betrachtet man die Gene, die exprimiert werden, d. h. welche genetische Information in
der Zelle Verwendung findet, so stellt man fest, dass diese bei L als auch bei S teilweise
verschieden sind; auch im Vergleich zum Ursprungsbakterium. In der S-Linie kommt ein
alternativer Reaktionsweg fiir Glucose zum Tragen und in der L-Linie findet sich ein neues
Glucosetransportprotein. Dies ermdglicht zum einen die Verwertung von Abfallprodukten des
gewohnlichen Glucosereaktionswegs und zum anderen die schnellere Aufnahme von Glucose.
Das bedeutet, dass je mehr Bakterien der L-Linie vorhanden sind, desto mehr Abfallprodukte
fallen an und desto mehr Nahrung fiir die S-Linie steht bereit. Die L-Linie erzeugt also durch
ithr Vorhandensein eine Nische, die es der S-Linie ermoglicht zu wachsen.

Wie kam es zu einer solchen Entwicklung? Le Gac et al. betrachteten dazu die Evolution
zwischen verschieden alten (6.500, 17.000 und 40.000 Generationen) L- und S-Linien in
den Konzentrationen 9:1 und 1:9, um zu tiberpriifen wie sich die beiden Linien entwickelt
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haben. Diese charakterisierten sie anhand haufigkeitsabhingiger Selektion. Es gibt positive
und negative hiufigkeitsabhingige Selektion [39, 11]. Bei einer positiven Kopplung nimmt
die Fitness, d. h. die Fihigkeit seine Eigenschaften weiterzugeben, mit dem Vorkommen der
Spezies zu. Bei einer negativen Kopplung nimmt die Fitness mit zunehmendem Vorkommen
ab. Wenn die beiden Linien aus der selben Generation stammen, hat die jeweils niedriger
konzentrierte einen Vorteil, also eine negative hiufigkeitsabhingige Selektion. Geringer
konzentrierte L-Linien kénnen in S-Linien jeden Alters eindringen. Altere S-Linien kénnen
in jiingere L-Linien eindringen, jedoch keine jiingeren S-Linien in iltere L-Linien. Damit ist
gezeigt, dass die S-Linie aussterben wiirde, wenn sie sich nicht zusammen mit der L-Linie
entwickelt hitte. Das bedeutet, dass die L-Linie in die Nische der S-Linie eingegriffen hat, da
ansonsten die S-Linie nicht weiter von der Anpassung der L-Linie beeinflusst worden wire.

Le Gac et al. konnen also feststellen, dass eine Linie ein Nebenprodukt produziert, welches
die andere Linie verwerten kann, so dass sich eine Nische in zwei aufgespalten hat. Damit kén-
nen sich die beiden Linien gemeinsam entwickeln, indem sie auf gegenseitige Entwicklungen
reagieren.

Eine neue Eigenschaft: die Verwertung einer alternativen Nahrungsquelle

Wir erinnern uns, dass im Nihrmedium neben wenig Glucose Zitrat im Uberfluss vorkommt.
Es wire also fiir die Bakterien sehr vorteilhaft, so Blount [10], auch Zitrat als Nahrungsquelle
nutzen zu konnen. Escherichia coli kann allerdings Zitrat als Energiequelle in einer Sauerstoffat-
mosphire nicht nutzen - eine Eigenschaft, die diese Spezies definiert. Jedoch kann E. coli mit
Hilfe eines Cosubstrates wie Glucose oder Fructose [40] unter einer sauerstofffreien Umge-
bung Zitrat verwerten. Man geht davon aus, dass die fehlende Moglichkeit des Zitrattransports
durch die Zellmembran unter Sauerstoff der einzige Grund fiir dessen Nichtverwertung ist.
Atypische E. coli bewerkstelligen dies mit Hilfe eines Plasmids [41], das sind eigenstidndige
DNA-Ringe, die sich autonom replizieren kénnen [14]. Diese Plasmide wurden von anderen
Bakterien erworben [41].

Dennoch hat sich nach weniger als 31.500 Generationen ein Zit* Phinotyp entwickelt, wie
Blount ez al. feststellen. Dieser Phianotyp kann Zitrat als einzige Energiequelle nutzen, da er
in einem Medium und auf Agar-Platten, welche nur Zitrat als Energiequelle enthalten, gut
wichst. Ein weiterer Test auf Zitratverwertung ist das Simmons-Agar. Wenn die Organismen
das Zitrat als einzige vorhandene Energiequelle nutzen konnen, dann verbrauchen sie ebenfalls
Stickstoff, der in Form von Ammoniumdihydrogenphosphat vorliegt. Der Verbrauch dieses
Stoffes erzeugt einen Anstieg des pH-Werts, der mit Bromthymolblau angezeigt wird [42].
Dieser Test ist positiv beim Zit*t Phinotyp. Jedoch erfolgt die Zitratverwertung langsamer als
die Glucoseverwertung, da das Wachstum langsamer respektive schneller in entsprechenden
Medien ist. Neben dem Zit* Phinotyp existiert ein Zit~ Phinotyp, der Glucose besser ver-
werten kann und daher anfangs schneller wichst und letztlich, unabhingig vom anfinglichen
Verhiltnis, mit einem 1%-igen Konzentrationsverhiltnis vorkommt; es handelt sich also um
eine negative hiufigkeitsabhingige Selektion.

Blount et al. folgern weiter, dass der Erwerb der Moglichkeit Zitrat zu verwerten in
mehreren Schritten erfolgte. Dies legt zum einen die lange Zeitverzégerung bis zum Entstehen
dieser Mutation nahe. Zum anderen wachsen Bakterien bis zur 33.000. Generation, wenn
tiberhaupt, dann langsamer auf einem Medium, das nur Zitrat enthilt, d. h. sie brauchen viele
Stunden um zu wachsen; jiingere Bakterien wachsen sofort. Daher stellt sich die Frage, ab

15



1 Eigenschaften der biologischen Evolution

welcher Generation die Bakterien iiberhaupt auf einem Zitrat-Agar wachsen kénnen und
wann notwendige Mutationen, um Zitrat verwerten zu konnen, stattgefunden haben. Durch
den Glucosemangel herrscht dort ein stirkerer Selektionsdruck, so dass die darauf folgenden
Anpassungsschritte moglicherweise schneller ablaufen. Von je 200 parallelen Experimenten
traten bei der 20.000., der 27.000. und den neueren Generationen vereinzelt (d. h. bis zu 2)
Zit" Phinotypen auf. Dabei kam es bei fast allen Experimenten zu einer Bildung mehrerer
Kolonien, was darauf hindeutet, dass notwendige Mutationen schon frither stattgefunden
haben miissen; die letztlich fiir diesen Phinotyp entscheidende Mutation aber spiter, da der
Zitt Typ um mindestens 6 Tage verzogert, verglichen mit dem bereits ausgeprigten Zit™ Typ,
auftritt.

Blount et al. stellen zwei mogliche Szenarien der Evolution vor: jene von Gould [43, 10]
und jene von Conway Morris [44, 10]. Gould behauptet, dass historische Zufille die Evolution
grofitenteils unvorhersehbar machen. Obwohl jede lokale Anderung entlang der evolutioniren
Entwicklung eine kausale Beziehung zu den jeweiligen Umstinden hitte, wire das Ergebnis
jedoch von den Details der jeweiligen Anderungen abhingig, so dass kleine Anderungen
der Umstinde weitreichende Auswirkungen hitten. Insbesondere bedeutet das, dass eine
Evolution unter gleichen Bedingungen ausgehend von einem Punkt in der Vergangenheit eine
ganzlich andere Welt als die heutige zur Folge hitte. Morris indes behauptet, dass die Wege der
Evolution zwar verschieden seien, jedoch die Ziele begrenzt. Daher sei Evolution konvergent
und konne daher allgemein wiederholt werden mit dem Ergebnis, dass bis auf unwesentliche
Details die wesentlichen Eigenschaften reproduziert wiirden.

Wir meinen jedoch, dass beide Szenarien zugleich (un)zutreffend sind. Wesentlich ist der
historische Verlauf der Anpassung einer Spezies. Hat eine Spezies im Laufe der Evolution
eine Eigenschaft erworben, kann dies zu einer schnelleren oder auch langsameren Anpassung
fithren. Die Ausprigung erfolgt typischerweise schneller bei einem erneuten oder dhnlichen
Selektionsdruck im Vergleich zum urspriinglichen Selektionsdruck oder kann andere Aus-
priagungen auch verhindern. Falls eine Ausprigung abhanden gekommen ist, ist auch die
Geschichte des Verlusts wesentlich: Die Auspriagung kann noch latent vorhanden sein und
gegebenenfalls schnell wieder zur Ausprigung gelangen oder wihrend dieses Verlusts abhanden
gekommen sein oder gar Ausprigungen verhindern.

Stagnation des Artenreichtums im Meer fiir lingere Zeiten

Auch die Entwicklung der Lebewesen im Meer und an Land lduft unterschiedlich ab und ist
in weiten Teilen unabhingig voneinander. Daher ist es sinnvoll, diese getrennt zu betrachten.
Stollmeier et al. [13] untersuchen in einem Modell die mdglichen Ursachen von Stagnation
und Wachstum der Biodiversitit der Erde. Am Anfang des Phanerozoikums (vor 541 Ma) gab
es nur wenige Spezies. Diese Anzahl hat sich bis heute auf einige Millionen vergroflert. Die
Landlebewesen sind in dieser Zeit exponentiell gewachsen, wohingegen die Anzahl der Mee-
reslebewesen auch Stagnationen unterlegen ist. Sie nehmen an, dass sich die Meereslebewesen
dennoch exponentiell vermehren, jedoch dieses Wachstum durch voriibergehende Verlangsa-
mungen und Unterbrechungen gekennzeichnet ist. Unterschiedliche Raten fiir Entstehung p.
und Aussterben ¢ sollen fiir den qualitativen Unterschied zwischen dem kontinentalen und
dem marinen Wachstum der Artenvielfalt verantwortlich sein. Spezies werden in Klassen nach
der Anzahl der Abhingigkeiten eingeordnet, so dass ein Aussterben einer Spezies in Klasse
1, ebenfalls das Aussterben der abhingigen Spezies in den Klassen | > 1; zur Folge hat. Die
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Aussterbensrate nehmen sie als konstant an (Van Valen-Gesetz) und jede entstehende Spezies
(1> 2) ist von einer anderen zufillig gewahlten Spezies in der nichst niedrigeren Klasse ab-
hingig. (Eine Abhingigkeit von mehreren Spezies fithrt zu einer zu groflen Aussterbensrate.)
Entstehende Spezies werden mit definierten Wahrscheinlichkeiten entweder in die Klasse der
Ursprungsspezies |, oder in die Klassen |, £ 1 eingeordnet.

Abhingig von dem Parameter A := < treten im Zeitverlauf ausgewogene und unausgewogene
Zustinde auf. Unausgewogene Zustinde kennzeichnen sich durch eine Akkumulierung hin zu
grofleren Klassen, so dass Diversitdtsmaxima auftreten. Diese werden von grofleren Ausster-
benskaskaden gefolgt, welche sich als Diversititsplateau zeigen. Am Ende eines Plateaus steht
dann wieder ein ausgewogener Zustand und weiteres Wachstum ist moglich. Fiir die Anzahl
der Meereslebewesen ist A & 0,68 und fiir die kontinentale Artenvielfalt ist A, & 0,57. Mit
diesen Parametern treten Plateaus, die linger als eine Zeit d dauern, mehr als doppelt so hiufig
fiir das Wachstum der Anzahl der Meereslebewesen im Vergleich zu den Landlebewesen auf.

Zusammenfassung

Anhand dieser Beispiele kann man deutlich erkennen, dass es sinnvoll ist, auch weitestgehend
abgeschlossene, keinem dufleren Selektionsdruck ausgesetzte Systeme zu untersuchen. Insbe-
sondere konnen ginzlich neue Eigenschaften entstehen (wie die Moglichkeit, eine reichlich
vorhandene Energiequelle wie Zitrat anzuzapfen), die wir in dem in dieser Arbeit untersuchten
Modell als Restriktion auf eine der méglichen Nahrungsquellen wiederfinden werden; vgl.
Abschnitt 3.2.2. Auch die Ausbildung neuer Linien in Form einer zusammenhingenden Ent-
wicklung ist eine Eigenschaft, die wir spiter theoretisch darstellen werden; vgl. Abschnitt 3.2.3.
Von besonderer Bedeutung ist im Weiteren auch die Herausbildung von Plateaus, wie eine
Analyse zeigen wird; vgl. Abschnitt 3.2.2.

Im Folgenden werfen wir einen Blick auf die Moglichkeiten von Modellsystemen zur Erfor-
schung der Anfinge und Grundlagen der Evolution und deren Fihigkeiten diese abzubilden.

1.3 Modellsysteme und Grundlagen fiir chemische Evolution

Wir wollen nun die Anfinge der chemischen Evolution beleuchten, d.h. den Ubergang von che-
mischen Molekiilen zu biologisch funktionalen Einheiten beschreiben. Dieser Ubergang wird
als chemische Evolution bezeichnet [1]. Grundlegende Experimente wurden von Miller [45]
und Urey durchgefiihrt, in denen sie zeigen konnten, dass unter relativ einfachen und mit der
Urerde kompatiblen Bedingungen verschiedene Aminosduren entstehen. Aus den Proben von
Originalexperimenten Millers, die er unter leicht abgewandelten Bedingungen durchgefiihrt
hatte, konnten Johnson et al. [46] feststellen, dass sich gegebenenfalls auch grofiere Mengen
von Aminosduren herstellen lassen. Es liegt also nahe, dass eben solche Aminosiduren am
Ursprung des Lebens vorhanden waren und in den ersten ,,Organismen“* Verwendung fanden.
Wollrab et al. [47] untersuchten Millers Experiment zusitzlich mit modernen Methoden und
konnten verschiedene Klassen organischer Molekiile in Losung nachweisen. Einen Uberblick
tiber weitere Reaktionswege und -methoden zur Entstehung biologisch relevanter Molekiile

*  Organismus meint in diesem Zusammenhang eine einfache, sich selbst reproduzierende und mutierende

Entitit.
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bietet [48] in Kapitel 7. Als Beispiele seien hier die Fischer-Tropschsynthese, eine katalytische
Synthese von Kohlenwasserstoffen aus Kohlenmonoxid, und die Streckersynthese, eine Syn-
these von Aminosduren aus Aldehyden und Ammoniak sowie Cyanwasserstoff, welche alle
als Produkte des Millerexperiments vorkommen, genannt. Die weitere Synthese und Stabilitit
von Bausteinen der RNA und DNA, wie z. B. Purinen (z. B. Adenin und Guanin), Pyrimidine
(z.B. Cytosin, Uracil und Thymin) sowie Zucker (z. B. Ribose) sowie die Nukleosidsynthese,
werden in [48] in den Kapiteln 8 und 9 vorgestellt.

Haben sich geeignete Molekiile fiir eine chemische Evolution gebildet, stellt sich die Frage,
wie sich diese vermehren, entwickeln und selektieren konnen. Grundlegende Arbeiten wurden
von von Kiedrowski [49, 50, 51], Orgel et al. [52], Eigen und Schuster [53, 19, 54, 55, 56],
Kauffman [57, 56] und Braun et al. [58, 59, 60] veroffentlicht. Diese Arbeiten werden wir im

Folgenden genauer vorstellen, aber zunichst wenden wir uns dem grundlegenden Aufbau der
DNA zu.

1.3.1 Der Aufbau der DNA

Im Folgenden beschreiben wir den Aufbau der DNA, wie er in [1] und [14] beschrieben und
in Abb. 1.2 dargestellt ist. Die DNA ist ein lineares, antiparalleles, gerichtetes Polymer aus
Nukleotiden. Ein Nukleotid besteht aus einem Phosphatrest und einem Nukleosid, welches
seinerseits aus einer Pentose und einer von 4 Nukleinbasen besteht. Bei der DNA ist als Pentose
Desoxyribose verbaut. An dieser hingt dann eine der 4 Nukleinbasen Cytosin, Thymin,
Adenin oder Guanin. Diese werden tiblicherweise entsprechend mit C, T, A und G abgekdirzt.
Der Phosphatrest und die Pentose bilden das ,Riickgrat“ der DNA, in dem sie als Polymer
die lineare Struktur vorgeben, vgl. Abb. 1.2.a-b.A. Dabei gibt die Nummerierung der Pentose
die Bezeichnung fiir die Enden der DNA an. Der Phosphatrest ist am 5. Kohlenstoffatom der
Pentose und die OH-Gruppe am 3. gebunden. Folglich heiflen die Enden 5’ respektive 3°; vgl.
Abb. 1.2.b.C. Als Nukleinbasen kommen die vier von Kossel identifizierten [61] Pyrimidine
Cytosin und Thymin und die Purine Adenin und Guanin vor; vgl. Abb. 1.2.a-b.B. Dabei
sind alle diese Bestandteile kovalent gebunden. Zwischen Purinen und Pyrimidinen kann sich
jedoch auch zusitzlich eine schwache Bindung in Form von Wasserstoffbriicken ausbilden,
welche Hybridisierung genannt wird. Dabei hybridisieren C und G (mit 3) sowie A und T
(mit 2 Wasserstoftbriicken) jeweils untereinander, so dass 2 antiparallele DNA-Stringe mit
den Nukleinbasen innen und einander gegentiber hybridisieren. Es entsteht eine Doppelhelix,
deren Struktur Watson und Crick [62] richtig deuten konnten; vgl. Abb. 1.2.c.

DNA ist flexibel und kann auch stabile dreidimensionale Strukturen ausbilden [63].

RNA ist ein dhnlich aufgebautes, allerdings einstringiges, lineares Polymer. Es hybridisiert
auf Grund seiner veridnderten Struktur hauptsichlich nur mit sich selbst und besitzt die
Fihigkeit, sich falten zu konnen (d. h. eine dreidimensionale Struktur auszubilden), so dass
diese eine enzymatische Funktionalitit haben kann. Die Unterschiede zum Aufbau der DNA
sind: Als Pentose ist bei der RNA Ribose verbaut und die Funktionalitdt der Nukleinbase
Thymin tibernimmt Uracil (U), dem im Vergleich die CH;-Gruppe fehlt.

Die Abfolge der einzelnen Nukleotide kodiert die genetische Information, welche im
biologischen Sinn von den Eltern an deren Nachkommen weitergegeben wird. Im Hinblick
auf die Konstruktion von evolutiondren Systemen mit DNA- oder RNA-dhnlichen Molekiilen
ergeben sich interessante Konsequenzen, die wir im Folgenden analysieren werden.
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Abbildung 1.2: Der Aufbau der DNA. (A) Das ,Riickgrat“ der DNA besteht aus einem
linearen Polymer aus einem Phosphatrest am 5’-Ende einer Desoxyribose an
deren 3’-Ende. (B, C) Am 1’-Ende ist eine der 4 Nukleinbasen Cytosin (C),
Thymin (T) sowie Adenin (A) und Guanin (G) kovalent gebunden. (C) DNA
hybridisiert antiparallel mit den konjugierten Basen A-T und C-G, so dass
sich eine dreidimensionale Doppelhelix, wie in Schema (c) ergibt. Die Angabe
von Sequenzen erfolgt normalerweise vom 5’-Ende zum 3’-Ende. Abb. (a-b)
inspiriert von [1] und [14]; Abb. (c) aus [64] frei nach [62].

1.3.2 Antiparallele, kodierende, lineare Polymere

In diesem Abschnitt beschreiben wir die grundlegenden Moglichkeiten der Hybridisierung
(d. h. der schwachen Bindung) von allgemeinen antiparallelen, kodierenden, linearen Poly-
meren und geben eine Ubersicht iiber die méglichen Reaktionsformen, wie Faltung und
Hybridisierung. Zwei vollstindig komplementire Polymere kénnen vollstindig hybridisieren;
vgl. Abb. 1.3.a. Diese Situation bezeichnen wir im Folgenden als Volliiberlappung. Diese
Eigenschaft lisst sich nutzen, um die vollstindige Information, die in einem solchen Polymer
kodiert ist, zu verarbeiten, d. h. zu erkennen, zu kopieren bzw. aneinander zu hingen. Werden
zwei komplementire Stringe kovalent gebunden, wie in Abb. 1.3.b, so hat der resultierende
Strang die Eigenschaft, sich auf sich selbst hybridisieren zu kénnen. Das X beschreibt hier
einen moglichen Sequenzanteil, der benétigt wird, um die strukturelle Biegung zu vollziehen
und welcher durchaus ein Teil der ehemaligen Sequenzen C und C sein kann. Bei der DNA be-
trigt die Linge einer solchen Sequenz X minimal 3 Basen [65, 66] und wird Hairpin* genannt.

*  Ein Hairpin ist eine Hybridisierung innerhalb eines Molekiils, die nur teilweise ausgebildet ist, so dass eine

Schleife entsteht.
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Abbildung 1.3: Verhalten von kodierenden, antiparallelen, linearen Polymeren bei Hy-
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bridisierung. Es werden die verschiedenen Moglichkeiten der Hybridisierung
in Abhingigkeit von der Kodierung (Sequenzen) dargestellt. (a-b) Komple-
mentire, disjunkte Sequenzen hybridisieren. Im Fall der Selbsthybridisierung
bleibt ein Bereich X moglicherweise unhybridisierbar aufgrund von struktu-
rellen Einschrinkungen. Dies ist bei sog. palindromischen Sequenzen, das sind
selbstkomplementire Sequenzen, der Fall. (c-d) Repetitive, komplementire
Sequenzen konnen zu einer Teilhybridisierung fithren, die sich dann in eine
Vollhybridisierung auflsst (d). (e-f) Uberhinge aus beliebigen Stringen sind
sowohl bei Hybridisierung als auch bei Selbsthybridisierung moglich. (g) All-
gemeines Beispiel fiir Uberhinge und den daraus resultierenden kovalenten
Bindungsmechanismus. Zwei teilkomplementire Stringe hybridisieren und
es bilden sich Uberhinge. Diese dienen als Templates fiir andere Stringe, die
hybridisieren und so bei Anwesenheit entsprechender Enzyme kovalent ge-
bunden werden kénnen. (h) Uberhinge treten bei rein selbstkomplementiren
Stringen nicht auf.
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Tritt eine selbstkomplementire™ Sequenz in einem Evolutionsexperiment als Template**
(Matrize) auf, so treten die Hybridisierung der Edukte auf dem Template und die Selbsthy-
bridisierung des Templates in Konkurrenz, da die Hybridisierungsenergien vergleichbar sind,
insbesondere je linger die Stringe sind. Erst wenn die Edukte kovalent gebunden sind, ist
die Hybridisierungsenergie grofier, sofern man von einer konstanten Bindungsenergie pro
Bindungsstelle ausgeht, weil eine grofere Anzahl an Bindungsstellen pro Molekiil gebunden
ist. Dies bedeutet, dass ein selbstkomplementires Template sich selbst grofStenteils inaktivieren
kann; vgl. Abb. 2.2 und Kap 2.3.1. Fiir DNA kann die Bindungsenergie einfach berechnet
werden. Diese Berechnung werden wir in Abschnitt 2.4.1 genauer erldutern.

Eine weitere mogliche Konstellation sind repetitive Sequenzen wie in Abb. 1.3.c-d. Diese
konnen teilweise oder ganz iiberlappen; vgl. Abb. 1.3.c,d. Da die Volliiberlappung energetisch
glinstiger ist, wird im Allgemeinen diese eingenommen. Der Prozess zum Erreichen der Voll-
tiberlappung ist Gegenstand aktueller Forschung [67]. Es werden zwei mdgliche Kandidaten
untersucht: Zum einen konnen versetzte Stringe aneinander ,vorbeigleiten (,slithering® ge-
nannt). Zum anderen konnen mehrere, intern hybridisierte Regionen konkurrieren, um eine
energetisch giinstigere Uberlappung (d. h. bei komplementiren Sequenzen die vollstindige
Uberlappung) zu erreichen. Dieser Prozess wird ,interne Versetzung® (,internal displacement*)
genannt. Porschke [68, 67] folgert aus seinen Untersuchungen zu RNA, dass die Reaktionski-
netik zweiter Ordnung sei und deshalb verschobene Sequenzen in der Lage sein miissen, sich
so neu anzuordnen, dass eine voll ausgebildete Struktur entsteht, ohne sich ginzlich zu 16sen.

Sind nur Teilstringe komplementir zueinander, so bilden sich Uberhinge; vgl. Abb. 1.3.e-f.
Dabei kdnnen sowohl zwei Stringe als auch nur ein Strang mit Selbsthybridisierung involviert
sein. Uberhinge treten insbesondere auch bei zwei selbstkomplementiren Stringen mit in-
vertierten Sequenzblécken (AA - AA) in einer Konstellation wie in Abb. 1.3.e (X=A, Y=A
und B=@=B) auf. Auf solche Uberhiinge kénnen dann andere, insbesondere auch kiirzere
Stringe hybridisieren und z. B. enzymatisch kovalent gebunden werden; vgl. Abb. 1.3.g. Dies
fithrt im Strang zu wiederholtem Auftreten bereits vorhandener Sequenzen, falls die beiden
Matrizen selbstkomplementir sind und aus zwei gleichen, komplementiren Stringen bestehen,
die in unterschiedlicher Reihenfolge angeordnet sind; vgl. Abb. 1.3.e mit X=A, Y=A und
B=@=B bzw. Abb. 1.3.g mit C=B. Bei nur einem selbstkomplementiren Strang kénnen keine
Uberhinge auftreten; vgl. Abb. 1.3.h.

Folgen fiir ein Evolutionsexperiment

Auf ein Evolutionsexperiment, das auf antiparallelen, kodierenden, linearen Polymeren basiert,
haben die vorhergehenden Betrachtungen weitreichende Folgen. Die Grundmechanismen sol-
cher Polymere sind die Hybridisierung, kovalente Bindung und im Fall flexibler Polymere auch
die Ausbildung von Strukturen. Wir wollen uns hier auf die ersten beiden Eigenschaften be-
schrinken, da sie relevant fiir das in dieser Arbeit untersuchte System sind; vgl. Abschnitt 1.4.4

*  Eine Sequenz ist selbstkomplementir, wenn sie aus zwei gleich langen Teilen besteht, die komplementir
zueinander sind. Eine solche Sequenz kann auf sich selbst vollstindig hybridisieren bis auf die Stelle, an der
die beiden Teilsequenzen aufeinander treffen; dort bildet sich ein Hairpin aus.

*ok

Als Template bzw. Matrize wird ein Einzelstrang bezeichnet, auf dem andere komplementire (Teil-)Striange
hybridisieren konnen. Dadurch wird die Information iiber die Abfolge der hybridisierten Stringe vom
Template auf diese iibertragen [1]. Die kovalente Bindung der hybridisierten Strange stellt eine (inverse)
Kopie der Information des Templates dar.
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und Kapitel 2 und 3. Diese kénnen genutzt werden, um die kodierten Informationen weiterzu-
geben bzw. zu kopieren. Eine Kopie kann z. B. aus Monomeren erstellt werden, aber auch
grofere Polymereinheiten, die auf einem Template hybridisieren konnen, eignen sich dazu. Sie
tragen zwar schon eine Teilinformation in sich, jedoch ist deren Anordung auf einem Template
im Allgemeinen nicht beliebig, so dass in der Anordung ebenfalls Information gespeichert
ist. Um diese Information zu kopieren, konnen diese Polymereinheiten kovalent gebunden
werden. Einen solchen Fall mochten wir hier in Abhingigkeit von bestimmten Templates
betrachten.

Ist das Template selbstkomplementir, so ist es wahrscheinlicher, dass das Template durch
Faltung und Hybridisierung inaktiviert wird; vgl. Abb. 1.3.b,f. Wird dieses Template um
ein zusitzliches Polymer erweitert, so ist im Allgemeinen die Selbstkomplementaritit nur
lokal und das Template kann sich durch Faltung in den selbstkomplementiren Bereichen
inaktivieren. Ersteres reduziert lediglich die Rate der Informationsweitergabe, letzteres kann
jedoch Information vor dem Kopierprozess verschleiern. Eine unvollstindige Kopie ist die
Folge.

Im Fall von zwei unterschiedlichen, selbstkomplementiren Templates, die aus den beiden
gleichen komplementiren Polymereinheiten aufgebaut sind, kénnen sich auch Uberhinge
bilden; vgl. Abb. 1.3.¢ (X=A, Y=A und B=g=B). Diese Uberhinge sind die Folge einer
Indexverschiebung, so dass die kodierte Information nicht vollstindig kopiert wird; vgl.
Abb. 1.3.g (C=B). Zudem kann tiber diesen Prozess auch neue Information hinzugefiigt
werden, wenn die Polymere C und C linger sind und weitere Informationen tragen.

Diese beiden Szenarien sind fiir eine vollstindige Informationsweitergabe hinderlich. Ins-
besondere in Zellen, bei der Zellteilung, werden die gesamten genetischen Informationen
weitergegeben [1, 14]. Eine vollstindige Informationsweitergabe wird erreicht, falls die Po-
lymereinheiten vollstindig und korrekt auf dem Template hybridisieren konnen und dann
kovalent verbunden werden. Dazu miissen die bendtigten Polymereinheiten vollstindig vor-
handen sein und das Template darf keine repetitiven oder selbstkomplementiren Bereiche im
Hinblick auf die Polymereinheiten aufweisen. Damit kdnnen die oben dargestellten hinderli-
chen Prozesse vermieden werden.

Im folgenden Abschnitt untersuchen wir die Moglichkeit, zwei Polymereinheiten auf einem
Template kovalent zu binden. Die Experimente wurden durch von Kiedrowski beschrieben.
Er benutzt zwar eine selbstkomplementire Sequenz, die aber nur 6 Basen umfasst und daher
praktisch keinen Hairpin ausbilden kann, da dieser nur 1-2 Basenpaare lang ist. Jedoch
sind seine Uberlegungen wichtig im Hinblick auf eine mégliche Implementierung einer
autokatalytischen Reaktion, wie wir sie in Kapitel 2 und 3 verwenden werden.

1.3.3 Ein autokatalytischer Replikator

Von Kiedrowski hat das erste nicht-enzymatische, selbst-replizierende System, welches selbst-
komplementire Sequenzen nutzt und in dem sich Edukte und Produkte wieder voneinander
16sen, in [49] vorgestellt. Damit ist es moglich, eine autokatalytische Reaktion in DNA
durchzufiihren und zu untersuchen. Die Sequenzen fiir das Template und die Edukte sind so
gewahlt, dass keine Verschiebungen auftreten konnen und die Reaktion nach der kovalenten
Bindung der Edukte beendet ist.
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Abbildung 1.4: Das selbst-replizierende Hexadeoxynukleotid von von Kiedrowski. Das
Hexadeoxynukleotid ist bis auf die Enden und Z identisch zum Aufbau der
DNA und hat die Sequenz: GGC GCC (T, griin). Darauf konnen dann die
Edukte A (blau, Sequenz: GCC) und B (rot, Sequenz: GGC) hybridisieren
und schliellich kovalent binden. Diese Reaktion ist nur in Anwesenheit von
EDC [N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-ethyl-carbodiimid] méglich. Die ver-
schiedenen Versionen der Reste sind fiir unterschiedliche Experimente benutzt
worden. In [50] wird eine Ubersicht geboten und A%, B2, T? als Reaktanden so-
wie optional T! als Template genutzt. Abb. aus [50]; neu erstellt und angepasst
an die Erklirung.
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Von Kiedrowski hat zwei Varianten dieses Experiments konstruiert, z. B. [49, 50]. Die
Abfolge der Basen ist bei den beiden Experimenten identisch, aber die Reaktanden sind tiber
andere Molekiile verbunden und haben unterschiedliche, reaktive Reste; vgl. Abb. 1.4. Die
Reaktion lduft in der Form:

A"+B —T" (1.1)
o[ T*e+p
ab. Dabei bezeichnen of T*]¢ die autokatalytische Reaktionsrate mit der Konstanten a, der
Templatekonzentration [T*] und der Ordnung {, sowie 3 die spontane Bildungsrate fiir das
Template T*. Eine allgemeine Betrachtung dieses Reaktionstyps werden wir in Kapitel 1.4.1
durchfiihren.

Im Experiment [49] wurden die Edukte A', B! und T' verwendet und es konnen die
Produkte T' und A —%A%, bei dem der A-Strang antiparallel gebunden ist, entstehen. Von
Kiedrowski konnte nachweisen, dass das Produkt T' autokatalytisch wichst, indem er die Tem-
platekonzentration erhéhte. Dabei konnte er ebenfalls die Konstanten o =7,9-10~*m %57,
B=3,19-10"m 's7! und die Reaktionsordnung mit { = 1/2 bestimmen. Allerdings konn-
te die typische sigmoidale Kurve bei autokatalytischen Reaktionen wegen eines zu kleinen
Verhiltnisses der beiden Raten nicht reproduziert werden; vgl. Abschnitt 1.4.2.

In [50] konnte von Kiedrowski erstmals ein experimentelles System vorstellen, welches
eine sigmoidale Wachstumskurve aufweist. Die Edukte sind A?, B> und T' als Template.
Als Produkt entsteht T?. Das Template T! dient zur Aktivierung der autokatalytischen
Reaktion; vgl. auch Abschnitt 2.2.4. Die Konstanten wurden zu o = 7,43m 7*s~! und 3 =
1,77-102m's7! bestimmt, bei einer Reaktionsordnung von { = !/2. (Eine theoretische
Analyse werden wir in Abschnitt 1.4.1 vorstellen.) Da das Verhiltnis nun eine Groflenordnung
grofler ist, kann das sigmoidale Verhalten gemessen werden.

Von Kiedrowski hat also herausgefunden, dass eine grofie autokatalytische Konstante fiir
ein effizientes Wachstum zu dem gewtinschten, sigmoidalen Verhalten fiihrt und es bisweilen
notwendig ist, eine autokatalytische Reaktion durch Zufiigen des entsprechenden Templates
zu aktivieren, um die Reaktionen schneller ablaufen zu lassen.

Welche Folgen autokatalytisches Wachstum im allgemeinen Fall haben kann, werden wir im
Abschnitt 1.4.1 analysieren. Wir gehen nun von dem Wachstum eines einzelnen Individuums
zu einem Modell einer kollektiven Dynamik {iber, das die Reaktionen zwischen solchen
autokatalytisch reproduzierenden Einheiten beschreibt.

1.3.4 Entwicklung von Zusammenhangen von Spezies

Ein einzelnes Individuum ist nicht in der Lage, sich evolutionir zu verhalten; es wird eine
kollektive Dynamik bendtigt, die sicherstellt, dass sich mehrere Spezies stabil nebeneinander
entwickeln kénnen. Grundlegende und weitreichende Arbeiten wurden hierzu von M. Eigen
und P. Schuster verfasst [19, 54, 55]. Dort werden mehrere mdgliche Reaktionspfade im
Hinblick auf eine evolutionire Tauglichkeit untersucht. Als Losung dieses Problems wird
der Hyperzyklus vorgestellt. Ein Hyperzyklus ist ein (mehrfach) zyklisch verbundener
Reaktionspfad aus autokatalytisch selbst-reproduzierenden Einheiten.

M. Eigen verfasste eine Abhandlung [53] iiber die Evolution biologischer Makromolekiile
durch Selbstorganisation. In dem Artikel werden verschiedene theoretische und experimen-
telle Konzepte (u. a. der Hyperzyklus) vorgestellt, von denen wir hier ein fiir diese Arbeit
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besonders relevantes hervorheben méchten: Den Entropieverlauf in einem Selektionspro-
zess. Ausgehend vom Prigogine-Glansdorfl-Theorem [69] kann eine Verbindung zwischen
Selektion und irreversiblen Prozessen hergestellt werden. Die Entropie in einem konstant
durchflossenen System ist minimal und nimmt linear mit der Zeit zu. Wenn ein Mutant mit
einem grofleren Selektionswert als das vorher selektierte Exemplar durch eine stochastisch
signifikante Fluktuation erzeugt wird, fithrt dies zu einem negativen Beitrag in der Entropie.
Nach Prigogine und Glansdorff muss ein solches Ereignis zu einem Zusammenbruch des
stationdren Zustandes fithren. Dies bedeutet, dass eine Spezies durch eine andere ausgetauscht
wurde. Die linear anwachsende Entropie macht also einen ,Knick“ und wichst letztlich pa-
rallel zur alten Kurve wieder genauso stark an. Der Versatz der beiden Kurven entspricht
der Entropiedifferenz aus dem Zugewinn der internen Ordnung. Dies bedeutet auch, dass
eine vormals selektierte Spezies im Zuge dieses Prozesses von einer anderen abgelost worden
ist. Die thermodynamische Beschreibung deckt aber im Gegenzug die internen, evolutionir
relevanten Anderungen nur in der Form ab, dass sie stattgefunden haben; nicht jedoch, welche
Anderungen mit welchen Auswirkungen sich vollzogen haben. Auch in dem hier vorgestellten
System treten solche Umwilzungen auf, die sich in einer Verringerung der Entropie duflern;
vgl. Abschnitt 3.2.4 und Abb. 3.6. Da sich das System nicht im stationiren Zustand befindet,
ist der Verlauf der Entropie nicht linear.

Wir gehen nun dazu {iber, die Hyperzyklen, wie sie von Eigen und Schuster [19, 54, 55]
beschrieben wurden, darzustellen. Die Abhandlung ist in drei Teile gegliedert, von denen der
erste die Entstehung behandelt, der zweite eine abstrakte Ubersicht gibt und der dritte eine
realistische Umsetzung beschreibt.

Der erste Teil [19] beschiftigt sich mit der Entstehung des Lebens, das sich, auch bis zum
Auftreten der ersten Zelle, iterativ abgespielt haben muss, dhnlich der gegenwirtigen darwin-
schen Evolution. Der genetische Code ist demnach eine Einmal-und-fiir-immer-Selektion.
Grundlegend zur Herstellung von Produkten ist ein Reaktionszyklus. Aus den Edukten und
(mehreren) Zwischenschritten wird mit Hilfe eines Katalysators, z.B. eines Enzyms, die
Reaktion vollzogen. Aus solchen Reaktionszyklen kann durch einen iterativen Prozess eine
Hierarchie entstehen, die nacheinander die Produkte der verschiedenen Zyklen ineinander
transformiert. Diese Hierarchie kann wiederum einen zyklischen Charakter aufweisen, wenn
das finale Produkt wieder ein Edukt des ersten Zyklus darstellt. Dieser hat die Eigenschaft auto-
katalytisch zu sein. Jeder autokatalytische Reaktionszyklus ist ein Hyperzyklus der Ordnung 1,
aber wird zur besseren Unterscheidung nicht so genannt und mit I, bezeichnet. Ein zyklisches
Reaktionsnetzwerk aus autokatalytischen Reaktionszyklen nennt man Hyperzyklus (der
Ordung 2); vgl. Abb. 1.5. Hohere Ordnungen werden entsprechend gebildet.

Grundvoraussetzung fiir ein darwinsches, selbst-selektives System ist, dass es gewisse Struk-
turen auf Kosten anderer dynamisch stabilisieren kann. Eigen und Schuster postulieren fiir
ein molekulares, darwinsches System folgende Voraussetzungen an Metabolismus, Selbst-
Replikation und Mutabilitit: Im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit vorgestellten System
fordern sie, dass der Metabolismus, in Form von sowohl Bildung als auch Zersetzung, spontan
und unabhingig voneinander sein muss. Diese Forderung ist in einem Gleichgewichtssystem
notwendig, da sich ansonsten eine stabile Verteilung der bestehenden Konkurrenten einstellen
wiirde. Selektion kann also nur wirken, wenn aus energiereichen Edukten Produkte und
energiearmer Abfall entstehen. Selbst-Replikation ist unerlisslich, so dass es zum einen zu
keinem Informationsverlust kommt und zum anderen eine auftretende Mutation ebenfalls
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Abbildung 1.5: Hyperzyklus, abstrakte Darstellung. (a) Der Autokatalysator [Hyperzyklus
1. Ordnung] ist eine selbstreproduzierende Einheit. (b) Ein katalytischer Hy-
perzyklus (2. Ordnung) besteht aus einem Zyklus sich selbst antreibender
Autokatalysatoren. Jeder Zyklus benétigt zur Reaktionsfortfithrung weite-
re Edukte und kann weitere Produkte abgeben (nicht eingezeichnet). Freie
Darstellung nach [19].

die Moglichkeit hat, sich zu vermehren. Beim Prozess der Selbst-Replikation kommt es un-
weigerlich zu Fehlern, die sich in Mutationen duflern. Mutationen sind die Quelle fiir neue
Information und konnen damit einen evolutiondr wirksamen Vorteil aufweisen.

Eigen und Schuster betrachten ein durchflossenes System, in dem sich Individuen bilden
und degradieren konnen. Die Bildung wird mit A.Q.x; beschrieben, wobei Q. die Qualitit
(Nicht-Mutation) der Kopie darstellt. Die Degradation wird mit D;x. beschrieben. Der Ein-
bzw. Ausfluss wird mit @, bezeichnet. Es ergibt sich:

X; = (AiQi_Di)Xi"‘ZWika‘*"I’i- (1.2)
A
Um die Massenerhaltung fiir die fehlerhaften Kopien einzuhalten gilt:
Z(AiQi_Di)Xi = Zzwikxk' (1.3)
i i ki

Mit Hilfe der gemittelten Uberschussproduktion E(t) (E; = A, — D,) und Einfiihrung einer
Quasispezies v, als Linearkombination der Individuen kann man schreiben™:

Vi = (A —E(1)y:- (1.4)

Jede Spezies mit A, < E(t) wird aussterben und, da E(t) mit der Auswahl von Spezies mit
groflen Eigenwerten zunimmt, wird E(t) ansteigen bis eine einzige Quasispezies ausgewihlt
ist; diese wiederum ist eine Verteilung von (unterschiedlichen) Individuen.

*  Die Randbedingungen fiir diese Zusammenfassung sind zum einen eine konstante Gesamtindividuendichte,

die durch einen anteilsmifligen Zu- bzw. Abfluss des Gesamtstroms geregelt wird. Zum anderen kompensiert
der Gesamtstrom die Uberschussproduktion. Wir definieren W;; = (A;Q; — D;). X, sind dann die Eigenwerte
des linearen Systems aus W, und w;
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Eigen und Schuster analysieren zunichst getrennt davon den Informationsgehalt der Quasi-
spezies und stellen das daraus resultierende Stabilitdtskriterium einer Spezies auf. Die Anzahl
der Informationseinheiten (Nukleotide) ist beschrinkt. Diese Grenze ist umgekehrt propor-
tional zur mittleren Fehlerrate pro Informationseinheit.

In Teil IT [54] beschreiben Eigen und Schuster verschiedene Szenarien gekoppelter, auto-
katalytischer Reaktionszyklen mit Hilfe einer Fixpunktanalyse. Dazu renormieren sie die
entsprechenden Konzentrationen und bilden sie auf einen Simplex ab. Die hier vorgestellen
Beispiele bestehen aus 3 unterschiedlichen, gleichartigen Individuen und werden daher auf
einen 3-Simplex (Dreieck) abgebildet. Unverbundene Individuen aus Katalysatoren wachsen
mit konstanter Rate und haben einen stabilen Fixpunkt im Inneren (Koexistenz). Autoka-
talytische Individuen nehmen mit einer linearen Rate zu und weisen, je nach Rate, einen
instabilen, metastabilen oder stabilen (mit wachsender Rate) Fixpunkt bei den jeweiligen
Einzelindividuen auf (reine Selektion). Drei katalytische Hyperzyklen prosperieren mit einer
quadratischen Rate und sind bei jedem der Individuen stabil. Eine Quelle im Simplex treibt das
System zu den Eckpunkten und folglich gibt es metastabile Fixpunkte, wenn ein katalytischer
Hyperzyklus fehlt. Demnach wird, je nach Anfangsbedingungen, ein solcher Hyperzyklus
selektiert. Es ist also nicht moglich, eine differenziertere Selektion darzustellen. Kopplungen
selbstreplikativer Zyklen sind diesbeziiglich ebenfalls nicht erfolgversprechend: Eine Kette von
gekoppelten Autokatalysatoren ist nur unter geringen Konzentrationen und geordneten Raten,
die eine Minimalkonzentration bestimmen, stabil*. Verzweigungen sind ebenfalls nicht stabil
und fithren letztlich zu einem stationiren Zweig. Ein Hyperzyklus jedoch weist neben den
drei metastabilen Fixpunkten bei den jeweiligen Autokatalysatoren einen stabilen Fixpunkt
im Simplex auf, welcher ein stabiler Strudel ist. Letztere stellt damit eine stabile Koexistenz
mehrerer Spezies dar. Jedoch ist es fiir Hyperzyklen der Grofle 5 oder grofler moglich, einen
stabilen Grenzzyklus zu erreichen.

Eigen und Schuster gehen dazu iiber, Netzwerke aus Hyperzyklen zu analysieren. Wenn
einem Hyperzyklus ein externer Katalysator oder Autokatalysator als Parasit hinzugefiigt
wird, hingt es von den jeweiligen Raten ab, wer gewinnt. Die Rate zur nichsten Einheit des
Hyperzyklus bezeichnen wir mit k, und die zum Parasit mit k. Der externe Katalysator

gewinnt, wenn das Verhiltnis o grofler als die Gesamtkonzentration ist. Andernfalls bleibt

die Konzentration des Parasits gleich. Da dann der Hyperzyklus an Konzentration zunimmt,
gewinnt dieser. Im Fall des externen Autokatalysators gewinnt derjenige Teil, der die grofiere
Rate hat; der andere stirbt aus. Koppelt man zwei Hyperzyklen A und B tiber einen Wachs-
tumsfaktor, dann treten sie bei einer linearen Ankopplung (¢, =k Acf\cB—cc—f;q)) in Wettbewerb.
Eine Kooperation ist mit einer quadratischen Ankopplung méglich (¢, =k,cicg — Z—?<I>)
Die Eigenschaften eines Hyperzyklus sind demnach die Koexistenz seiner einzelnen Teile
und deren gemeinsames Wachstum, sowie eine adaptive Anpassungsfihigkeit im Falle von
Verzweigungen im Zyklus. Spezies auflerhalb des Hyperzyklus kénnen verdringt werden.
Demnach ist der Hyperzyklus eine Einmal-und-fiir-immer-Selektion. Erweitert man die
reaktiven Kopplungen innerhalb des Hyperzyklus um eine externe Katalyse, lassen sich stabile
Oszillationen unter den beteiligten Spezies fiir grofiere (n > 5) Hyperzyklen beobachten.

* Dasin dieser Arbeit vorgestellte System gehort zu dieser Klasse und ist stabil bei der grofitmdglichen Spezies.

Das Ziel der Analyse ist aber nicht der Endzustand, der auch fiir die natiirliche Evolution unbekannt ist,
sondern der Verlauf bis dieser erreicht ist.
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In der Abhandlung [55] beschreiben Eigen und Schuster den realistischen Hyperzyklus. Die
externe Katalyse der (Vorginger der) DNA-Molekiile werden von (primitiven) Replikasen
tibernommen. Demnach entwickelten sich nach Eigen und Schuster aus den ersten Polynu-
kleotiden GC-reiche Quasispezies, die die ersten Enzyme (Replikasen) codierten. Diese haben
sich dann in Form von Hyperzyklen organisiert, die sich ebenfalls weiter entwickelten und
auf einzelne Reaktionsraume aufgeteilt wurden. Daraus haben sich die ersten Vorlaufer der
heutigen Zellen entwickelt. Die Rolle des Hyperzyklus wird als einen (zur Organisation)
notwendigen Schritt von den ersten biologisch aktiven Molekiilen zur ersten Zelle dargestellt.
Weitere Abliufe der Evolution beschreiben wir in Kapitel 1.5.

Wir wollen nun wieder einen Schritt von der abstrakten Organisation zurticktreten und
betrachten einige zur Implementierung in DNA oder RNA notwendige Voraussetzungen fiir
eine template-basierende Reaktion.

1.3.5 Ein aufkonzentrierender Reaktor im thermischen Gefille

Heifle Quellen stellen eine Energie- und Nahrungsquelle im kalten Ozeanwasser dar, die
z.B. von Archaea und Bakterien genutzt wird; vgl. Kap. 1.2.1 und [26]. Da heifle Quellen
eine porenformige Struktur aufweisen, gibt es Modelle, die die Entstehung des Lebens in
Form einer RNA-Welt dort postulieren [27]. Die Poren konnten eine Funktionalisierung
aufweisen, so dass bestimmte Reaktionsarten in bestimmten Poren ablaufen: Elementare
Reaktionen finden auf der heiflen Seite nahe des vulkanischen Felsens statt und auf deren
Edukte aufbauende Reaktionen in kilteren Poren weiter im Wasser.

Der Autbau von Strukturen, welcher notwendig fiir Leben ist, macht eine lokale Reduktion
der Entropie notwendig [70, 58]. Diese kann aber nur im Nichtgleichgewicht auftreten; vgl.
auch [22]. Zellen nutzen dazu einen komplexen Metabolismusapparat, um Nahrung durch
die Zellmembran zielgerichtet in die Zelle zu transportieren. Auch werden unterschiedliche
Funktionen in unterschiedlichen Regionen, z. B. Organellen, durchgefiihrt. So ist der Zellkern
z.B. fiir die Aufbewahrung und Verarbeitung der Erbinformationen in Form von DNA
zustindig und die Mitochondrien fiir den Stoffabbau und die Energiegewinnung [1], dhnlich
zu der hier vorgestellten Separation in Form von Funktionalititen und Energiefliissen.

Braun et al. [58, 59, 60] stellen eine solche vulkanische Pore im Labor nach und untersuchen
die Reaktion von DNA in dieser unter einem thermischen Gradienten mit und ohne Durch-
fluss, um die moglichen Produkte zu analysieren bzw. eine Akkumulation der Produkte zu
erreichen, so dass diese selektiert als Edukte einer potenziellen weiteren Reaktion in groflerer
Konzentration in beispielsweise einer anderen Pore zur Verfiigung stehen. Dazu realisieren
sie eine templatebasierte Reaktion mit DNA. Abgesehen von lebenden Zellen, in denen die
Raten enzymatisch bei einer gegebenen Temperatur angepasst werden, erfolgt die Ablésung
des Produkts vom Template und die anschlieflende Bindung der Edukte auf das Template
typischerweise in einem thermisch oszillierenden Prozess. Dies ist ebenfalls fiir das Protokoll
des Experiments in Kapitel 2 notwendig.

Wenn von einem anfinglichen Reservoir von Einheiten ausgegangen wird und sich diese im
Laufe der Reaktionen zu grofleren Einheiten zusammenlagern, wird folglich die Konzentration
der Einheiten abnehmen. Dies kann man verhindern, indem man die grofleren Einheiten
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Reaktoren. Die Reaktoren bestehen aus einer
Borsilikatkapillare, die mit Hilfe eines Peltierelements auf einer Seite gekiihlt
wird (blau dargestellt). Auf der gegeniiberliegenden Seite wird mittels eines
ohmschen Widerstandes (a) bzw. in der Mitte mit einem Laser (b) geheizt.
Auf Grund des Temperaturunterschiedes bilden sich Konvektionsrollen (oran-
ge) aus und es kommt zu Thermodiffusion (griin). Damit werden lingere
DNA-Stringe, die sich im Reaktionsvolumen befinden, z. B. vornehmlich in
der linken, unteren Ecke akkumuliert (a). Die Kapillare in (a) ist offen und
durchflossen, wihrend jene in (b) abgeschlossen ist. Abbildung (a) nach [59]
und Abbildung (b) im Schnitt und der Draufsicht frei nach [58].

in einem kleineren Reaktionsvolumen anreichert. Eine vergleichbare Strategie werden wir
im Abschnitt 3.5.5 anwenden, um die Limitierung der begrenzten Ausgangsmolekiilzahl zu
umgehen.

Die Anreicherung realisieren Braun et al. mittels zweier physikalischer Effekte: Konvektion
und Thermodiffusion. Wie in Abbildung 1.6.a zu erkennen ist, wirkt die Thermodiffusion fiir
DNA von einer heiflen in Richtung einer kiihleren Region [71]. Die Grofie der Thermodif-
fusion im Gleichgewichtszustand wird durch den Soretkoetfizienten S beschrieben. Duhr
und Braun finden, dass DNA schon von einer mit einem Laser um 1K bis 2K gegeniiber
Raumtemperatur erhitzten Region wegdiffundiert, was einen positiven Soreteffekt darstellt.
Dabei ist der Soretkoeffizient von der Linge der DNA abhingig: S ~ +/L. D.h., dass
lingere DNA-Stringe einer grofleren Thermodiffusion unterliegen. Demnach kann sich unter
Thermodiffusion ein Lingengradient entlang des Temperaturgradienten ausbilden und damit
eine Lingenselektion von DNA entlang des Temperaturgradienten erzielt werden.

Die Konvektion tibernimmt in der Pore drei Aufgaben: Zum einen durchmischt sie das Reak-
tionsvolumen und zum anderen wirkt sie hauptsichlich senkrecht zum Temperaturgradienten
und damit zur Thermodiffusion, so dass eine weitere Akkumulation entlang dieser Achse
erfolgt, d. h. in Abb. 1.6.a werden sich die lingeren DNA-Stringe in der linken unteren Ecke
anreichern. Die Ausbildung von Konvektionsrollen ist stabil, wie Weggler et al. in [72] auch
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fiir binire Flissigkeiten und grofle Rayleighzahlen feststellen konnten. Die Rayleighzahl ist
proportional zum Temperaturgradienten und abhingig von physikalischen Fluideigenschaften
und der Linge des Temperaturgradienten.

Zum dritten wird durch Konvektion die Suspension aus DNA umgewilzt und damit
Temperaturinderungen ausgesetzt, die dafiir sorgen, dass sich das Produkt vom Template 16sen
und neue Edukte darauf hybridisieren kénnen. Damit wird das Temperaturprotokoll einer
PCR* nachgestellt.

Braun et al. realisieren die Pore durch eine Borsilikatkapillare, welche verschiedene Ab-
messungen fiir verschiedene Experimente hat: Der Querschnitt ist rechteckig mit 100 pm auf
50 pm beim abgeschlossenen Reaktor [58] bzw. 100 pm auf 2000 pm oder 70 pm auf 1400 pm
beim durchflossenen Reaktor [59]. Der mit Paraffindl abgeschlossene Reaktor wird auf der
unteren Seite durch einen Siliziumwafer hindurch mit einem Peltierelement auf 24 °C gekiihlt.
Die Erhitzung erfolgt in der Mitte mit einem Laser auf 59 °C bis 86 °C [58]; vgl. Abb. 1.6.b. Der
durchflossene Reaktor ist auf der heiflen Seite mit Indiumzinnoxid beschichtet und zwischen
zwel Saphirgldsern eingeschlossen, von denen die kalte Seite tiber einen Kupferblock mit
einem Peltierelement auf 23 °C gekiihlt wird. Die Erhitzung der heiflen Seite auf 61 °C bis
94 °C erfolgt durch einen Strom durch das Indiumzinnoxid [59]; vgl. Abb. 1.6.a.

Der abgeschlossene DNA-Reaktor

Die von Braun et al. eingesetzte DNA besteht zum einen aus einem 143 bp langen Template
und zum anderen aus einem PCR-Reaktionsgemisch. Mit den oben genannten Temperaturen
und Abmessungen bildet sich ein doppelter, zyklischer Konvektionsstrom mit einer mittleren
Geschwindigkeit von 45 pm /s und damit mit einer Umlaufzeit von 80 s aus. Die lingeren DNA-
Stringe sammeln sich im unteren Bereich an den Rindern. Wegen der geringen Konzentration
konnten nur bestimmte Lingen (86 bp, 143 bp und 1530 bp) untersucht werden, die alle
nachgewiesen werden konnten. Es entsteht also ein vermutlich vielfiltiges Reaktionsgemisch,
bei dem im Hinblick auf den Ausgangsstrang auch unvollstindig replizierte Stringe gebildet
werden.

Der offene DNA-Reaktor

Kreysing et al. [59] untersuchen in einem vergleichbaren Experiment, ob es moglich ist, auch
lingere DNA-Stringe in einem durchflossenen Reaktor zu erzeugen; vgl. Abb. 1.6.a. Da
sich kiirzere Stringe schneller replizieren kdnnen, haben diese typischerweise einen Vorteil,
der sich in deren Konzentrationszunahme dufiert. Durch die Offnung der Pore an deren
beiden Enden und einem Zufluss eines DNA-Leitergemisches*™ von 20 bp bis 200 bp in 20 bp
Schritten, konnte gezeigt werden, dass es einen Bereich der Durchflussgeschwindigkeit gibt,
der eine Trennung von kiirzeren und lingeren Stringen zuldsst. Kiirzere Stringe werden mit

*  Eine Polymerasekettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren zur Vervielfiltigung von beliebigen DNA-Strin-
gen; vgl. [1]. Es werden sogenannte Primer, das sind kurze, zum Anfang des zu vervielfiltigenden Stranges
komplementire DNA-Stringe, und einzelne Nukleotide zugefiigt. Das Enzym Polymerase, tiblicherweise
aus dem Bakterium Thermus aquaticus und dann auch Tag-Polymerase genannt, verbindet ab dem Primer
die Nukleotide zu einem komplementiren DNA-Strang, so dass sich der Ausgangsstrang verdoppelt.

*k

Eine DNA-Leiter ist ein Gemisch aus verschieden langen DNA-Stringen mit jeweils bekannten Konzentra-
tionen. Diese wird tiblicherweise dazu benutzt, um die Konzentration und die Linge unbekannter DNA
durch Vergleich zu bestimmen [73].
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dem Fluss aus dem System entfernt und lingere sammeln sich auf der kalten Seite in der
flussarmen Zone zwischen Riickfluss der Konvektion und dem Einlass, weil sie sich durch
die Thermodiffusion in der kalten Region anreichern. Dies ermdglicht eine relativ genaue
Trennung von akkumulierten und ausgewaschenen Stringen.

Der durch die Konvektion getriebene Temperaturwechsel fiir die akkumulierten DNA-
Stringe ermoglicht auch hier eine PCR-dhnliche Reaktion. Es werden zwei unterschied-
liche DNA-Stringe mit einer Linge von 36 bp und 75bp im Zufluss zusammen mit dem
PCR-Reaktionsgemisch zugefiigt. Dies fiihrt dazu, dass sich nur der lingere Strang effizient
replizieren kann und der kiirzere ausgewaschen wird und schliellich nach ca. 6 h verschwindet.

Theorie eines RNA-Reaktors

Obermeyer et al. [60] untersuchen die oben genannte Versuchsanordnung theoretisch im
Zusammenhang mit RNA. RNA speichert genetische Informationen und kann auch enzy-
matisch wirken, weil sie sich wie ein Enzym auf sich selbst faltet, existiert die Hypothese
einer RNA-Welt [15]. Es ergibt sich die Frage, auf welchem Weg sich RNA zu RNA-Enzymen
entwickelt hat. Obermeyer et al. analysieren deswegen die Strukturen der RNA, wie diese im
RNA-Reaktor entstehen.

Im RNA-Reaktor-System konnen drei Arten von Reaktionen ablaufen. Zum einen konnen
sich beliebige RNA-Molekiile ligieren, was einer spontanen Entstehung von neuen Molekiilen
entspricht und zum anderen kdnnen sich RNA-Molekiile falten und aufeinander hybridisieren,
was zum Erhalten oder Kopieren von Information dient. Zum dritten kdnnen die Molekiile
wieder zerkleinert werden, indem sie eher an einer Stelle, an der sie als Einzelstrang vorliegen,
wieder gespalten werden. Insbesondere wird dadurch ein Selektionsdruck in Richtung hybridi-
sierter Sequenzen erzeugt, was die aus informationstheoretischer Sicht relevante Eigenschaft
der Informationsweitergabe eines RNA-Reaktors in diesem System implementiert und folglich
kann auch die (Teil-)Sequenzweitergabe nachgewiesen werden.

Es werden stindig Monomere mit einer konstanten Rate hinzugefiigt und Stringe mit der

Rate ~ ¢V entnommen, wobei L. eine charakteristische Sequenzlinge ist, die durch die
Randbedingungen* bestimmt wird. Diese Rate bezieht die starke Akkumulation in einer Pore
bzw. im Reaktor mit ein. Die Ligationsrate der Mono- bzw. Oligomere ist konstant und die
Spaltungsrate an der Blndungsstelle Kiist 3, - (1—py g). Dabei ist p; i die Basenpaarungswahr-
scheinlichkeit fiir zwei benachbarte Basen. Damit sind hybridisierte Basen stabiler. Es werden
sowohl intra- als auch intermolekulare Basenpaarungen zugelassen, die mit Vienna [74] berech-
net werden und temperaturabhingig fiir zwei verschiedene Temperaturen (10°C und 60 °C)
ausgewertet werden.

Obermeyer et al. untersuchen dann die Strukturen der entstehenden Molekiile, die jeweils
ab einer bestimmten Linge fiir zwei verschiedene Langen (35 bp und 50 bp) auftreten. Dabei
werden die Molekiile in fiinf Klassen eingeteilt: Einmal in einen Hairpin, das ist ein grofitenteils
selbstkomplementirer Doppelstrang, der auf sich selbst hybridisiert und damit eine kurze
Schleife bildet, und zum anderen in einen sog. Doppelhairpin, der aus zwei Hairpins besteht,
die tiber einen kurzen Einzelstrang am Stamm (d. h. dem selbstkomplementiren Doppelstrang)
verbunden sind; zum dritten in einen sog. Hammerhead, was ein Doppelhairpin ist, der an

*  In die Randbedingungen gehen Parameter wie Soretkoeffizient, Temperaturgradient und Abmessungen [60]

ein.
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(a) (b) ©

Abbildung 1.7: Faltungen im stationdren Zustand. Obermeyer et al. kdnnen im stationiren
Zustand drei grundsitzliche Faltungen identifizieren; vgl. [60]. (a) Hairpin:
Ein grofitenteils selbstkomplementirer Doppelstrang, der auf sich selbst hybri-
disiert und eine Schleife bildet. (b) Doppelhairpin: Zwei iiber einen (kurzen)
Einzelstrang an deren Enden verbundene Hairpins. (¢) Hammerhead: Ein
Doppelhairpin, der an den freien Enden wiederum auf sich selbst hybridisiert.
Abbildung nach [60]. Strukturen berechnet mit [75, 76]. Die Sequenzen sind
frei gewihlt.

den freien Enden wiederum einen Doppelstrang bildet und damit eine Schleife. Diese drei
Strukturen kdénnen ebenfalls wenige, nicht hybridisierende Basen aufweisen; vgl. Abb. 1.7.
Des Weiteren wird zwischen anderen Faltungen und Einzelstringen unterschieden.

Die Linge ist exponentiell abnehmend verteilt und temperaturabhingig. Bei niedrigeren
Temperaturen konnen die Stringe besser hybridisieren und es treten lingere Stringe auf. Dann
ist auch die Faltungswahrscheinlichkeit, insbesondere fiir mittlere Lingen, grofler. Dementspre-
chend sieht auch die Verteilung der Strukturen aus: Bei grofler Temperatur kommen insgesamt
weniger Strukturen vor und es konnen nur Hairpins und wenige Doppelhairpins beobachtet
werden. Bei niedriger Temperatur und kurzer Linge sind die Vorkommenswahrscheinlich-
keiten in der Reihenfolge Hairpin, Doppelhairpin, Hammerhead und andere abnehmend.
Insgesamt ldsst sich in diesem Fall fiir diese Reihenfolge eine Zunahme fiir groflere Lingen
beobachten, da diese langere Stringe zur Ausbildung benétigen.

Diese Beobachtungen gehen einher mit der beobachteten Informationsweitergabe; es
werden nur auf relativ kurzen Sequenzabschnitten Korrelationen beobachtet. Schon ab
Korrelationslingen grofler als 3 kommen nicht mehr alle Sequenzmotive vollstindig vor
und es findet eine Selektion statt. Ausgehend von der Flief3gleichgewichtslingenverteilung
kénnen Obermeyer ez al. effektive Raten zur Erzeugung (k) und Vernichtung (k_), wel-
che Spaltung und Hybridisierung umfassen, bestimmen. Aus diesen konnten sie eine Dif-
ferentialgleichung, die einem Replikationsprozess gleicht, fiir die mittlere Konzentration (n)
aufstellen: & (n) =k, —k_ (n) +r (n). Dabei ist r die Replikationsrate und Motive werden
mit der Rate k, erzeugt und mit der Rate k_ zerstort. 1 ist das Komplement von n. Die
Replikationseffizienz /k_ ist abhingig von der Spaltungsrate [3,. Sequenzen werden also spon-
tan erzeugt, proportional zu ithrem Vorhandensein degradiert und proportional zu ihrem
Komplement kopiert.
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Braun et al. konnen experimentell und theoretisch die Situation in einer Pore eines vul-
kanisch aktiven Felsens nachstellen und dort die Bildung und Aufkonzentrierung lingerer
Stringe am Boden des Reaktionsvolumens nachweisen. Theoretisch konnte auch die Informa-
tionsselektionsdynamik untersucht werden und das Entstehen, Kopieren und Degradieren
von Information festgestellt werden.

Zusammenfassung

Wir haben nun einen Uberblick iiber die Grundlagen der Materialien und Methoden zur
Konstruktion eines chemischen evolutioniren Systems gegeben. Der Informationstransport
und die Informationsverarbeitung eines solchen Systems wurde am Beispiel der DNA vorge-
stellt. Es gibt aber auch konstruierte Informationstriger, die diese Aufgabe ebenfalls erfiillen
konnen [77]. Betrachtet man lineare, kodierende, antiparallele Polymere, wie DNA, so gibt es
mehrere Besonderheiten und Einschrinkungen zu beachten, die allesamt auf deren Struktur-
bildung zuriickzufiihren sind. Damit kann man dann versuchen, einen Replikator wie den
von von Kiedrowski [49, 50, 51] zu konstruieren, welcher auch die Grundlage der Betrach-
tungen des folgenden Abschnitts ist. Eigen und Schuster [19, 54, 55] konnten das kollektive
Verhalten von autokatalytisch agierenden Reaktionen analysieren. Braun ez al. [58, 59, 60]
konnten theoretisch und experimentell die Aufkonzentrierung in einem Reaktionsvolumen
mit thermischem Gefille nachweisen. Dies ist fiir den Erhalt der Reaktion von entscheidender
Bedeutung. Wir werden uns nun dem Wachstumsverhalten einer autokatalytischen Reaktion
zuwenden und dies genauer analysieren.

1.4 Analyse der Voraussetzungen fiir ein System fiir
chemische Evolution und dessen Konstruktion

In diesem Abschnitt untersuchen wir ein autokatalytisches Minimalsystem zur Demonstrati-
on der grundlegenden Wachstumsverhalten und deren Abhingigkeiten. Im Speziellen steht
dabei das grundlegende Wachstumsverhalten von Dimeren bei einem anfinglichen Vorrat an
Monomeren im Hinblick auf die Konstruktion eines chemischen evolutioniren Systems im
Fokus. Weitere Reaktionen laufen nicht ab.

1.4.1 Analysen von von Kiedrowski

Von Kiedrowski betrachtet in [78] ein minimales Replikationssystem, bei dem aus einem
anfinglichen Vorrat an Monomeren autokatalytisch Dimere entstehen. Dies ist derzeit die
Grundlage fiir alle kiinstlichen Selbstreplikationssysteme. Dabei wird ein lineares, selbst-
komplementires Molekiil verwendet, welches als Template (Matrize) fungiert und damit
autokatalytisch reagiert; vgl. Abb. 1.8. Dabei wird die Information des Molekiils AA, d. h. die
Abfolge der verbundenen Einzelmolekiile entlang des linearen Molekiils AA, als Vorlage fiir
die reversible schwache Bindung der Edukte (A und A) genutzt, die ihrerseits dann untereinan-
der irreversibel kovalent binden (A|A-AA — AA-AA). Diese Reaktionsstruktur findet sich
in der DNA wieder, welche demzufolge als Grundlage fiir kiinstliche selbstreproduzierende
Systeme dient. Fiir solche Systeme werden hiufig die Nukleinbasen Cytosin und Guanin
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A A AA
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AA-AA " AA-AA

Abbildung 1.8: Schema einer minimalen autokatalytischen Reaktion. Die Reaktion wird
im Fall der autokatalytischen Reproduktion links herum durchlaufen. Das

Template (Matrize) AA dient als Vorlage und die Edukte A und A binden
reversibel schwach darauf zum Produkt A|A-AA. Dann reagiert A|A-AA

irreversibel kovalent zu AA-AA, welches dann in zwei AA dissoziiert. Nicht
kovalente Reaktionen werden als reversibel angenommen. Frei nach [78].

verwendet, da sie eine groffere Hybridisierungsenergie aufweisen; vgl. Abschnitt 1.3.1. Die
DNA kann effizient allerdings nur enzymatisch kovalent gebunden werden*, so dass eine von
selbst ablaufende Reaktion durch von Kiedrowski dadurch realisiert wird, dass er die reaktiven
Enden modifiziert (siche Kapitel 1.3.3 und Abb. 1.4). Orgel [52] verwendet dagegen die mit
der DNA chemisch verwandte RNA mit modifizierten Nukleotidbindungen, reaktiven Enden
sowie einer Templatelinge von 4 Basen. In beiden Systemen sind zudem die linearen Molekiile
selbstkomplementir, d. h. dass Produkt und Template strukturell identisch sind und damit das
Produkt wieder als Template fungieren kann.

Um ein solches System theoretisch analysieren zu kdnnen, wird es auf zwei Reaktionsmog-
lichkeiten reduziert: die spontane und die autokatalytische Bildung des Produkts [80, 78] (und
Kapitel 3.1). Da die Zwischenschritte durch reversible Reaktionen abgebildet werden und
damit sich selbst equilibrieren, kénnen die Teilraten zu einer Rate zusammengefasst werden.
Damit lasst sich die Reaktion verkiirzt schreiben als:

2A1 MAP (15)

wobei A, ein Monomer und A, ein kovalent gebundenes Dimer bezeichnet. Die spontane
Rate ist 3 und die autokatalytische o[ A,]°, wobei o die Stirke der Autokatalyse angibt.
Von Kiedrowski findet in [49] (siehe auch Abschnitt 1.3.3) einen Wert von { = % Fiir ein

autokatalytisches Wachstum liegt C typischerweise im Bereich von % und 1. Man kann diese

Eine nicht enzymatische Bindung von Pyrimidin-DNA-Oligomeren ist durch Katalyse eines komple-
mentdren DNA-Doppelstrangs auch nicht enzymatisch méglich [79]. Zwei Pyrimidin-DNA-Oligomere
kénnen parallel an eine DNA-Doppelhelix binden und mit chemischen Wirkstotfen kovalent verbunden
werden [79].
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Reaktion dann analytisch als Differentialgleichung darstellen:*

dA,(t)
dt

= (A —2A,(0))" [a(AS+ A1) +B] (1.6)

A ,(t) bezeichnet die Konzentration von A, im Zeitverlauf und A° die Anfangskonzentration
von A_. Von Kiedrowski nutzt diese Gleichung, um das System zu analysieren. Da wir hier
eine weitergehende Analyse vornehmen, stellen wir alle Graphen als direkte Simulation von
Gl. 1.5 mit dem in Kapitel 3 diskutierten Programm dar.

Fiir den Reaktionsanfang kann man schreiben: % = aA,(t)°. Nach Separation der Varia-
blen und Integration erhalten wir fir 0 < { < 1:

A= YR+ (—0 = <,/(Ag)+%at> (1.7)

=3

und fiir { =1 erhilt man:
A,(t) = Ade™. (1.8)

Dies ist ein exponentielles Wachstum. Gl. 1.7 beschreibt fiir den Fall { = 3 ein parabolisches
Wachstum. (Fiir { = 0 steigt A,(t) linear mit Steigung a an.)

Im Folgenden wollen wir die Unterschiede zwischen den beiden Wachstumsarten darstellen,
so wie von Kiedrowski diese beobachtet. Betrachtet man in Abb. 1.9.a-b jeweils eine Kurve
mit vergleichbarem Parameter, so stellt man fest, dass ein exponentielles Wachstum schneller
ablduft als ein parabolisches. Da von Kiedrowski nicht den gesamten Parameterraum betrachtet,
kann er eine Grenzkurve fiir 3 — O nur fiir parabolisches Wachstum feststellen, jedoch nicht
fiir exponentielles. Eine genauere Analyse findet sich im folgenden Abschnitt.

Von Kiedrowski konnte eine Abschitzung beziiglich des Wachstumstyps™™ fiir die in
Abb. 1.8 gezeigte Reaktion herleiten. Demnach ist:

4chq2
8K,cq? + (1+q)* — (1+q) v/8K,cq? + (1 + q)°

(= (1.9)

. _ [AJA—AA] [AA—AA] _
wobei K = ferl, K, = HAas , =K, ([A]+[A[A—AA])([A]+[AJA— AA])]

und ¢ =[AA]+[A|A—AA]+2[AA—AA] ist. Diese Konstanten hingen nur von den Gleich-
gewichtskonstanten und den Gleichgewichtskonzentrationen [X] ab. In dieser Beschreibung
wurden insbesondere eine schwache Bindung der Edukte mit sich selbst oder untereinander
sowie strukturelle Bindungen wie Hairpinbildung Vernachl'aissigt Man erkennt sofort, dass der

Grenzwert fiir K, — oo unabhingig von q bzw. K, gegen 3 . strebt. Ein grofies K, bedeutet,

* Fiir ein reines spontanes Wachstum wiirde sich die Differentialgleichung =2 dAZ(t =0-(A]— 2A2(t)>2 ergeben.
1
Diese hat die Losung: A,(t) = 5 [A? -3 <Bt + W) ], welche eine Hyperbel darstellt, die in den Wert
1
lim,_, o, A,(t) = ;A sittigt.
*k

Mit Wachstumstypen ist z. B. logarithmisches, lineares, parabolisches, exponentielles oder hyperbolisches
Wachstum gemeint. Hier ist im Speziellen die Unterscheidung von parabolischem und exponentiellem
Wachstum gemeint.
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dass ein grofSer Teil des Produktes schwach auf dem Template gebunden bleibt und nicht
dissoziiert. Damit stehen sowohl Produkt als auch Template fiir eine weitere Reaktion nicht
zur Verfiigung; dies nennt man Produktvergiftung. Fiir experimentell relevante Parameter gibt
es fiir Molekiile, die mehrere Nukleotide umfassen, aber einen Bereich, der { gegen 1 streben
lasst. Dies ist insbesondere dann moglich, wenn Produktvergiftung vermieden wird. Fiir eine
Abschitzung dieser Parameter sei auf [78] verwiesen.

Szathmary [81, 78] findet jedoch, dass exponentielles Wachstum unablissig fiir darwin-
sche Selektion ist, falls die Gesamtkonzentration der konkurrierenden Templates konstant
ist. Exponentielles Wachstum ist daher eine condicio sine qua non, um einen darwinschen
Selektionsprozess in einem kiinstlichen System zu realisieren [78].

Szathmary [81] betrachtet zweli, sich exponentiell vermehrende Populationen P, und P,.
Diese werden in einem Durchflussreaktor geziichtet, in den gentigend Nahrung zugefiihrt
und Abfallstoffe sowie iiberschiissige Individuen mit einer Rate ® abgefiihrt werden. Die
Wachstumsraten seien k, respektive k,, die Gesamtkonzentration P =P, +P, und damit ergibt
sich der Ausfluss zu ® =k, P, + k,P,. Dann ergeben sich die Konzentrationsinderungen zu:

R=KR—E? (1.10)
P
fiir i € {1;2}. Aus Gleichgewichtszustand (P, = 0) lassen sich 3 Fixpunkte bestimmen: k, =k,
P, =0 und P, = 0. Im ersten Fall ist der Fixpunkt neutral, die beiden Populationen sind
hinsichtlich ihres Wachstums identisch und die Konzentrationen konstant. Fiir k; > k, ist
P, =0 stabil und P, =0 instabil und umgekehrt. Fiir 0. B.d. A. P, = 0 kénnen wir mit ® und
P aus Gleichung 1.10 zwei entkoppelte Differentialgleichungen herleiten:

. P2
P, :<k1_kz)P1_(k1_k2)?1 (1.11)
2

by = (ky—ky Py (k)2 (112)
Wenn P, klein ist, dann iiberwiegt der lineare Teil der Gleichungen 1.11 und 1.12. Damit
wichst P, und P, nimmt ab. Damit setzt sich die Population P, durch, wihrend P, auf lange
Sicht verschwindet. Die beiden Fixpunkte sind also Attraktoren fiir die beiden Fille, dass eine
Population ausstirbt und die andere tiberlebt.

Obwohl exponentielles Wachstum {iberlegen ist, wollen wir dennoch im folgenden Ab-
schnitt exponentielles mit parabolischem Wachstum vergleichen.

1.4.2 Vergleich von exponentiellem mit parabolischem Wachstum

Um den Einfluss der verschiedenen Wachstumstypen zu untersuchen, vergleichen wir hier
exponentielles mit parabolischem Wachstum, wie es teilweise zuvor schon von Kiedrowski
durchgefiihrt hat [78]. Da hyperbolisches Wachstum ein intrinsisch anderes Verhalten zeigt,
werden wir es im folgenden Abschnitt analysieren. Ziel dieser beiden Abschnitte ist es, die
notwendigen Grundlagen zu schaffen, um ein System fiir Evolution zu konstruieren; vgl.
Abschnitt 1.4.4, und die Gemeinsamkeiten der verschiedenen Wachstumstypen diesbeziiglich
zu erldutern.



1.4 Analyse der Voraussetzungen fiir ein System fiir chemische Evolution und dessen Konstruktion

Exponentielles Wachstum zeichnet sich per Definition dadurch aus, dass die Wachstumsrate

pro Einheitsdichte konstant ist; vgl. [81]: :—2 = a.. Damit verschwindet auch die 2. Ableitung

% [In(A,)] = 0. Im Gegensatz dazu nimmt das parabolische Wachstum mit der Wurzel der

Einheitsdichte ab; vgl. [81]: ﬁ—i =a- ‘/1A_. Damit ist klar, dass auf lange Zeiten exponentielles

dem parabolischen Wachstum {iberlegen ist.

Parabolisches Wachstum findet man hiufig bei templatebasierenden Prozessen, siehe [81]:
Vereinfacht betrachten wir das Gleichgewicht zwischen hybridisiertem (H) und dissoziiertem
(D) Template und den entsprechenden Reaktionskonstanten k;, und k;, so dass sich die

k
Reaktion zu: H <5 2D ergibt. Der Gleichgewichtszustand ist dann kyH = k, D? und bei
kg
grofen Konzentrationen kann die Gesamtkonzentration G als G = D+ 2H = 2H genihert
werden, da die Hybridisierung schneller erfolgt als die Dissoziation (ky < k). Dann ist der

Gleichgewichtszustand niherungsweise: D = 4/ t—: VH=,/ 2% -+/G. Es ist ersichtlich, dass

nur freie Strange D als autokatalytisches Template dienen konnen und daher die Abhingigkeit
von der Gesamtkonzentration in die Ratengleichung mit { = 1/2 eingehen muss.

Wir betrachten nun die Differentialgleichung A, = a- A% 4+ wie auch von Kiedrowski
in [78]. Die Wachstumstypen ergeben sich in Abhingigkeit von (: exponentiell ((=1),
parabolisch ({ =1/2) und hyperbolisch (¢ =2). Dazu betrachten wir wie von Kiedrowski
Kurvenscharen dhnlich zu denen in Abb. 1.9.a-b. Wir werden ebenfalls den Reaktionsbeginn,
d. h. die Bildung des ersten Molekiils, auf den Anfang, in unserem Fall willkiirlich auf t =
10722 > 0, verschieben, um den Reaktionsbeginn, der fiir alle Wachstumstypen identisch ist,
gesondert zu untersuchen. Die Analyse des Wachstums fiir verschiedene Parameter ermdglicht
es uns, Aussagen zu treffen, die spezifisch fiir diese Parameter sind. Des Weiteren sind die hier
vorgestellten Analysen umfassender, da zum einen der untersuchte Parameterraum grofier
gewihlt wurde und zum anderen die logarithmische Struktur der Abhingigkeit von den
Wachstumsparametern dargestellt wird. Der Unterschied zur linearen Darstellung wird an
entsprechenden Stellen erldutert.

Zunichst betrachten wir das Wachstum fiir einen festen autokatalytischen Parameter a und
verindern die spontane Bildungsrate 3. Wir stellen fest, dass es sowohl fiir exponentielles als
auch fiir parabolisches Wachstum fiir sehr kleine 3 eine Grenzkurve gibt, die im Wesentlichen
ein freies, autokatalytisches Wachstum nach einem spontan gebildeten Dimer A, beschreibt;
vgl. Abb. 1.9.a-b. In linearer Zeit gibt es auch eine Grenzkurve in beiden Fillen fiir grofle
B, die jedoch fiir logarithmische Zeiten verschwindet, da ein grofleres [3 zu einer schnelleren
spontanen Bildung von weiteren Molekiilen fiihrt. Kleine [3 zeigen die typischen sigmoidalen
Wachstumskurven, die man bei autokatalytischem Wachstum bei begrenzten Ressourcen
beobachten kann [78]. Fiir groflere [3 wird die Konzentration anfinglich immer steiler, so
dass eine Kurvenschar in Abhingigkeit von wachsendem [3 entsteht, die letztlich in einen
sehr steilen Anstieg miindet. Wegen der schwicheren Autokatalyse im Fall des parabolischen
Wachstums erfolgt dort die Aufspaltung schneller.

37



1 Eigenschaften der biologischen Evolution

Da (3 daher im Wesentlichen die Zeitskala definiert, macht eine solche Betrachtung, zumal sie
damit auch indirekt a skaliert, im Hinblick auf die Charakterisierung von Wachstumsverhalten
weniger Sinn. Aus Abb. 1.12.c geht hervor, wie sich die Zeit in Abhingigkeit von [3 bei
korrekter Skalierung dndert: t ~ 37'. Daher wenden wir uns nun den Abhingigkeiten von a
und der Anfangskonzentration zu und definieren die Zeitskala durch 3 = 1.

Die Dimerkonzentration in Abhingigkeit von einer logarithmischen Zeitskalierung zeigt
einen sigmoidalen Verlauf, der fiir kleine o zu dquidistanten Kurven fiithrt. Fiir kleine a gibt es
eine Grenzkurve; vgl. Abb. 1.9.c-d. Die Grenzkurven sind fiir { < 1 und kleine a identisch,
da diese hauptsichlich durch die spontane Reaktion zu Stande kommen. Fiir grofSe a wird
diese vernachlissigbar, so dass die Abhingigkeit der Halbwertszeit* von a zweigeteilt ist;
vgl. Abb. 1.12.a. Fiir grofle a (fiir o > 10" respektive niherungsweise a2 > 1072 bei [A, ], = 2")
fillt die spontane Reaktion nicht mehr ins Gewicht und a bestimmt im Wesentlichen die
Zeit. Daher sind die beiden Exponenten mit b & 1 vergleichbar; vgl. Abb. 1.12.a. Fiir kleine
Zeiten (fiir o < 107° respektive niherungsweise a < 1072 bei [A ], = 2") ist die Halbwertszeit
nahezu konstant. Die Sittigung kommt zu Stande, da die spontane Reaktion signifikant wird
und damit die Reaktion unabhingig vom autokatalytischen Anteil ist. Zwischen den beiden
Abschnitten ist der Ubergang stetig. Im Allgemeinen ist die Halbwertszeit fiir kleinere
grofier.

Die Abhingigkeit der normierten Dimerzeitentwicklung von der Anfangskonzentration
ist in beiden Fillen durch in der Zeit verschobene sigmoidale Kurven gekennzeichnet; vgl.
Abb. 1.10.a-b. Der Abstand zwischen den Kurven ist kleiner fiir kleinere (. Damit hingt die
Halbwertszeit auch mit einem Potenzgesetz von der Anfangskonzentration ab und ist fiir
kleinere C ebenfalls grofler und fillt langsamer ab; vgl. Abb. 1.12.b.

Die Zeit bis zum Reaktionsbeginn ist nur abhingig von [3 und der Anfangskonzentration,
da der autokatalytische Term wegen des nicht vorhandenen Templates verschwindet. Dabei ist
diese Zeit t, proportional zur reziproken Anfangskonzentration [A,];" und zur quadratisch
reziproken spontanen Rate 372, also t, ~[A,];"- 37 vgl. Abb. 1.11.

1.4.3 Hyperbolisches Wachstum

Im Gegensatz zum parabolischen oder exponentiellen Wachstum, nimmt das hyperbolische
Wachstum ({ = 2) eine Sonderstellung ein: Es hat ein Ende in endlicher Zeit [81]. Fiir 5 =0
ergibt sich die Losung der Differentialgleichung zu (vgl. Gl. 1.7):

Ay()= — (113)

- —at
A

Dieser Ausdruck ist eine Hyperbel und wichst, bei zur Gentige vorhandenen Edukten, ins
Unendliche fiir t — (a- AY)™". Dieser Zeitpunkt tritt frither fiir grofle o+ AJ ein [81]. Da

die Wachstumsrate pro Einheitsdichte mit der Dichte wichst: ﬁ—z =a-A,, ist das Charakte-
ristikum dieser Wachstumsart, dass das Haufigste tiberlebt, sei es, weil es zunichst hiaufiger
vorkommt oder schneller wachsen kann. Selektion ist demnach eine Funktion der Anfangs-
bedingungen [81]. Folglich ist die Sigmoidalkurve bei Ressourcenbegrenzung sehr steil und

naherungsweise (bis auf Anfang und Ende) eine senkrechte Gerade.

*  Die Halbwertszeit meint hier die Zeit, die bendtigt wird, um die Hilfte der Monomere zu verbrauchen,

womit auch die Hilfte der Dimere erzeugt worden ist.
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(d) parabolisches Wachstum: { = %, =1

Abbildung 1.9: Wachstumsverhalten von Dimeren. Konzentration der Dimere bei der Reak-

tion nach Gl. 1.5 im Zeitverlauf fiir verschiedene Wachstumsarten. Abbildun-
gen (a, c) zeigen exponentielles Wachstum ({ = 1), welches einen schnelleren
Anstieg zeigt als parabolisches Wachstum ({ = %) in Abb. (b, d). Beide Wachs-
tumsarten zeigen bei Verdnderung von [3 eine nicht dquidistante Kurvenschar,
die sowohl fiir grofle als auch kleine (3 eine Uberlappung in den dickeren,
schwarzen Kurven zur Folge hat. Von Kiedrowski [78] sah dies in Abb. (b) fiir
kleine 3. Eine Ubersicht, wie [ die Zeit reskaliert, findet sich im Text und in
Abb. 1.12.c. Auch bei Variation von a in Abb. (c, d) ergibt sich eine Uberlap-
pung fiir kleine a. Bei logarithmischer Skalierung sind die sigmoidalen Kurven
dquidistant fiir alle grofen, betrachteten o; jedoch wiirden sich diese bei einer
linearen Skalierung ebenfalls in einer Grenzkurve tiberlappen; vgl. Abb. 1.12.a.
Anfangskonzentration [A,] = 2V. Alle Kurven wurden auf die Anfangszeit
t = 107% verschoben. Das Verhalten der Zeit bis zum Reaktionsbeginn findet

sich in Abb. 1.11. a und 5 wurden im Bereich von 10K, k = —9...9 variiert.
Abbildungen (a, b) teilweise nach [78].
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(a) exponentielles Wachstum: { =1

(b) parabolisches Wachstum: { = %

Abbildung 1.10: Wachstumsverhalten von Dimeren fiir verschiedene Anfangskonzentra-

tionen. Zum besseren Vergleich wurde die Konzentration aller Kurven nor-
miert. Alle Kurven sind in logarithmischer Zeit, beginnend mit der grofiten
Anfangskonzentration, dquidistant angeordnet. Das exponentielle Wachs-
tum erfolgt schneller als das parabolische; vgl. Abb. 1.9. Die Parameter sind
a =10 und 3 = 1, die Anfangsmonomerkonzentration wurde im Bereich
von 25, k =13, 15...25 variiert. Alle Kurven wurden auf die Anfangszeit
t = 107%* verschoben.
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Abbildung 1.11: Zeit bis zum Reaktionsbeginn fiir verschiedene Parameter fiir eine speziel-
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le Realisierung. Andere Realisierungen fithren zu parallelen Geraden. Grofiere
Anfangskonzentrationen fithren zu einer kiirzeren Zeit bis zum Reaktions-
beginn: t, ~[A,];" und groflere spontane Reaktionsraten ebenfalls zu einer
kiirzeren Zeit bis zum Reaktionsbeginn: t, ~ [372. Die Proportionalititskon-
stanten sind gerundet 3,43 - 107" fiir die Anfangskonzentration und 5,9 fiir
(3. Die Zeit bis zum Reaktionsbeginn ist unabhingig von C und a (nicht
dargestellt). Vergleiche auch Abb. 1.9, 1.10 und 1.13.
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Abbildung 1.12: Halbwertszeiten des Wachstums in Abhingigkeit von «, [3 und der An-

fangskonzentration. Die Kurven wurden mit einem Potenzgesetz angendhert:
ty; = a-x , wobei x die Abszisse bezeichnet. Die Halbwertszeit bezeichnet in
diesem Fall gerade die Zeit, die benétigt wird, um die Hilfte der Ausgangsmo-
lekiile (Monomere) zu verbrauchen bzw. die Halfte der Dimere zu erzeugen.
(a) Die Abhingigkeit der Halbwertszeit von a ist fiir alle Wachstumsarten
zweigeteilt. Fiir kleine Zeiten ist die Abhingigkeit flacher als fiir grofle Zeiten
und verlduft fiir { < 1 waagerecht |b| < 0,004(2) und mit b=0,53(1) fiir { =2
flacher als fiir grofle a. Die Proportionalititskonstanten sind (fiir kleine und
grofle Zeiten) fiir { = %: a~r3,8-10% a~3,4-108% fir(=1:a=3,5-107°,
a=7,4-100%und fir (=2:2=6,4-10"",a=1,9-1071° Ab a > 1 verliuft
die Halbwertszeit fiir alle betrachteten ¢ mit b =0,99(1). (b) Der Zusammen-
hang zwischen Anfangsmolekiilzahl [A ] und der Halbwertszeit ist fiir alle

Wachstumsarten unterschiedlich und verliuft flacher je kleiner C ist. Fiir { = !

ista=0,16(1) und b =1,50(1), fiir { =1 ist a=10,56(3) und b = 1,93(3) unél
fir (=21ist a=10,30(1) und b =2,00(1). (c) Ausgehend von Gl. 1.6 kann zur
Reskalierung der Zeit [3 ausgeklammert werden, wenn man o = - 3 setzt.
Dann ist b=1,000(1) und a~ 3,4-107* fiir { = 1/2,a~ 6,8- 107" fiir { = 1
und ax 1,1- 107" fiir { = 2. Wie zu erwarten, ist der Exponent unabhingig
von der Art der Autokatalyse. Alle Kurven wurden vor der Auswertung auf

die Anfangszeit t = 107 verschoben.
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Gl. 1.13 ist ein Modell fiir sexuelle Fortpflanzung, da (hier ohne Unterscheidung der
Geschlechter) zwei Individuen bendtigt werden, um einen zusitzlichen Nachkommen zu
erzeugen [14, 81].

Fiir grofle [ iiberwiegt dieser Reaktionsweg und es stellt sich eine vergleichbare Situation
wie im vorherigen Abschnitt ein: eine Grenzkurve in linearer Zeit, die bei logarithmischer Zeit-
skala verschwindet und erkennbar sigmoidal verlduft. Bei kleinen [3 hat die spontane Bildung
kaum Relevanz und es bildet sich im Grenzfall die steile Sigmoidalkurve fiir hyperbolisches
Wachstum aus; vgl. Abb. 1.13.a.

Bei Veridnderung von o fillt im Gegensatz zum exponentiellen Wachstum auf, dass die
Abstinde hin zu groflen autokatalytischen Raten einen Ubergang von kleineren zu grofieren
Abstinden erfahren. Dies ist bedingt durch den Ubergang des Exponenten des Potenzgesetzes
von b=0,53(1) hin zu b =0,99(1); vgl. Abb. 1.13.b und 1.12.a.

Da die Reaktionsraten nicht speziell von der Anfangskonzentration abhingen, ist das
Verhalten vergleichbar zu den anderen Wachstumsarten, insbesondere zum exponentiellen
Wachstum; vgl. Abb. 1.13.c und 1.12.b.

Die Halbwertszeit bei korrekter Reskalierung der Zeit ist qualitativ unabhingig von der
Wachstumsart; vgl. Abb. 1.12.c.

Im folgenden Abschnitt wollen wir die hier gewonnenen Ergebnisse nutzen, um ein System,
welches chemische Evolution in Form einer strikten Lingenverdopplung zeigt, zu konstruie-
ren.

1.4.4 Konstruktion eines Systems fiir Evolution

Ziel dieses Abschnitts ist es, ein System zu konstruieren, welches auf Grund seiner Selbst-
dhnlichkeit in der Lage ist, eine Lingenverdopplung aufzuweisen. Diese kann als dynamische
Selektion von Polymeren bestimmter Linge im Zeitverlauf angesehen werden, so dass ein
solches Modell als Grundlage fiir ein evolutionires System dienen kann [80]. Insbesondere
wollen wir tiberpriifen, ob es moglich ist, mit einem allgemeinen Parametersatz eine selbst-
standige Langenselektion zu konstruieren, d. h. ohne dufleres Eingreifen. Das schematische
Vorgehen stellt sich wie folgt dar:

Man stelle sich eine Menge an chemisch identischen Ausgangsmolekiilen vor, die in der
Lage sind, die in Gl. 1.5 beschriebene Reaktion sowohl spontan als auch autokatalytisch
durchzufiihren. Diese schreiben wir mit n =1 um als:

Ay (114)

27,
o Ag, I+
Dann gibt es eine endliche Zeit, in der fast alle Molekiile reagiert haben. Es sind doppelt so
grofle Molekiile (hier: Dimere) entstanden. Aus diesen Molekiilen (A ; hier: n = 2) kdnnten
sich dann in einem nichsten Schritt wiederum lingenverdoppelte Molekiile (A, ) bilden.
Dieser Schritt kann sich wiederholen, insbesondere, wenn sich die grundlegenden Reaktions-
eigenschaften nicht andern. Dafiir darf sich die Zahl der reaktiven Zentren pro Molekiil fiir
verschiedene Molekiilgrofien nicht dndern. Ein reaktives Zentrum ist eine Stelle in einem
Molekiil, an dem eine Reaktion stattfinden kann. Ohne Beschrinkung der Allgemeinheit
nehmen wir daher zur Illustrierung eine lineare Struktur an. Dies stellt sicher, dass nach jeder
Reaktion die zwei Enden als Reaktionszentren in Betracht kommen. Des Weiteren ist so auch
ein autokatalytisches Schema tiber eine Templatehybridisierung oder Vergleichbares denkbar.
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(c) hyperbolisches Wachstum: { =2, a=10,3=1

Abbildung 1.13: Hyperbolisches Wachstum von Dimeren. Konzentration der Dimere fiir
hyperbohsches Wachstum (C = 2) nach Gl. 1.5. (a) Bei Verdnderung von [3
gibt es einen Ubergang von der fiir grofle 3 charakteristischen Sigmoidalkurve
hin zu einer fiir hyperbolisches Wachstum charakteristischen sehr steilen Sig-
moidalkurve bei kleinen [3. Diese stellt eine Grenzkurve dar, da der Einfluss
der spontanen Reaktion abnimmt. (b) Bei Verinderung der autokatalytischen
Rate hin zu kleinen Werten deutet sich, wie zu erwarten, eine Uberlappung
an (nicht dargestellt). Wie beim (sub)exponentiellen Wachstum (vgl. Abb. 1.9)
gibt es hier auch in der logarithmischen Darstellung keine Uberlappung bei
grofien autokatalytischen Werten. Dort ist jedoch ein Ubergang zu verschie-
den groflen Abstinden zu erkennen. Wie in Abb. 1.12.a zu erkennen ist, gibt
es fiir { =2 zwei verschiedene Bereiche unterschiedlich starker Autokatalyse.
(c) Aus Abb. 1.10 und 1.12.b ist ersichtlich, dass die parallelen Abstinde etwas
grofler als beim exponentiellen Wachstum sind. Falls nicht anders angegeben
ist [A,;]=2". Alle Kurven wurden auf die Anfangszeit t = 107%* verschoben.
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Abbildung 1.14: Schema eines Reaktionssystems zur Lingenverdopplung. Aus Edukten,
hier Monomeren, werden zunichst Dimere gebildet (2A; — A,). Nachdem
diese Reaktion (fast) vollstindig abgelaufen ist, wird eine typengleiche Reakti-
on mit dem Produkt der vorhergehenden Reaktion gestartet: 2A,, — A,
(hier 2A, — A,). Nachdem diese beendet ist, kann repetitiv in gleicher Wei-
se eine fortlaufende Lingenverdopplung ablaufen, solange bis letztlich die
Edukte aufgebraucht sind.

Um die Aussagen allgemeingiiltig zu halten, werden wir insbesondere in Kapitel 3 ein expo-
nentielles Wachstum (C = 1) wihlen, was auch eine Moglichkeit in einer templatebasierten
Reaktion ist [78].

Ein Reaktionssystem zur Lingenverdopplung kénnen wir mit Hilfe folgender Beobach-
tungen konstruieren: Erstens die Endlichkeit der Halbwertszeit t;; und damit verbunden
die endliche Zeitspanne bis fast alle Molekiile reagiert sind und sich ein Plateau ausbildet.
Und zweitens die Totzeit bis zum Reaktionsanfang t, der darauf folgenden Reaktion. Lige
nun eine Vielfaches (grofler als 1) der Halbwertszeit der Reaktion innerhalb der Totzeit zum
Reaktionsstart der folgenden Reaktion (t;; > t,), so wiirde die erste Reaktion (fast) vollstindig
ablaufen und erst dann konnte eine weitere, auf den Produkten der ersten aufbauende Reak-
tion stattfinden. Die Reaktionen kénnen mit Gleichung 1.14 beschrieben werden. Die erste
Reaktion ist die Reaktion von Monomeren zu Dimeren (n = 1), die zweite die Reaktion von
Dimeren zu Tetrameren (n = 2). Die Struktur aller (beider) Reaktionen ist identisch. Damit
sind diese selbstahnlich und stellen eine Lingenverdopplungskaskade dar, die - im Allgemeinen
bei gleichen Reaktionsbedingungen - in gleicher Weise weitergehen kann, bis die ndtigen
Edukte nicht mehr in ausreichender Zahl vorhanden sind; vgl. Abb. 1.14, Abschnitt 3.2.2
und 3.4.1.

Die Halbwertszeit ist abhingig von der Plateaukonzentration und dem autokatalytischen
Parameter. Aus Abb. 1.12.a und 1.12.b ergibt sich die Gesamtabhingigkeit zu: t;; ~ o' -[A,]5".
Insbesondere ist zu beachten, dass wir a so wihlen, dass die Halbwertszeit nicht sittigt; vgl.
Abb. 1.12.a. Die entsprechende minimale Anfangskonzentration, die in der Nihe der Sittigung
liegt, definiert den Phasentibergangspunkt. Des Weiteren wird hier der in Abhingigkeit von
C verschiedene Exponent mit u bezeichnet, welcher niherungsweise v = 2 fiir { > 1 ist; vgl.

Abb. 1.12.b.

Die Totzeit bis zum Reaktionsanfang ergibt sich aus Abb. 1.11 zu: t, ~[A]J". Dat, 2ty
ist, ldsst sich t, und ty; gleichsetzen und man kann (fiir ein festes k; vgl. Gl. 3.4) schreiben:

O[c ~ [Al]é_u - Cxc,kfglz_k : [Al]é_u' (1'15)
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1.5 Abliufe der Evolution

A Natiirliche Evolution B Evolutions-Kollaps ~ C Wahllose Wucherung
Zeit Zeit Zeit

A A

» » »

Komplexitit der S[;ezies Komplexitit der Sp'ezies Komplexizéit

Abbildung 1.15: Mégliche Verldufe der Evolution in einem Okosystem. Natiirliche Evo-
lution (A) zeichnet sich dadurch aus, dass im Zeitverlauf mehrere Spezies
existieren, die im Mittel immer komplexer werden, da sie sich anpassen. Bei
fixen, kiinstlichen Umweltbedingungen kommt es vor, dass sich eine am bes-
ten angepasste Spezies ausbildet und die weitere Evolution kollabiert (B).
Fehlender Selektionsdruck kann zu einer wahllosen Wucherung (C) fiihren,
da sich Lebewesen ausbilden, die sich kaum mehr unterscheiden, dennoch
konnen diese komplexer werden. Veroffentlicht in [82].

Diese Gleichung hat die gleiche Struktur wie Gl. 3.5. Um eine Langenverdopplung fiir beliebige
k bis zur Linge 2* zu erhalten, ist die Plateaukonzentration der jeweiligen Linge zu betrachten.
Der Korrekturfaktor gibt die Konzentration der entsprechenden Linge an; vgl. Abschnitt 3.4.1
und Gl. 3.4. Der Exponent 1—u = —1 ist vergleichbar mit dem in Kapitel 3.4.2 in der vollen
Rechnung gefundenen (y =—1); vgl. auch Abb. 3.8.

Zusammenfassung

Wir konnten in diesem Abschnitt das allgemeine Verhalten von autokatalytischen Reaktio-
nen fiir verschiedene Wachstumstypen untersuchen. Ein templatebasierender Prozess zeigt
typischerweise ein parabolisches Wachstum. Durch Vermeidung von Produktinhibition ist es
moglich, ein nahezu exponentielles Wachstum zu erreichen. Hyperbolisches Wachstum ist
typisch fiir sexuelle Reproduktion.

Des Weiteren konnten wir Voraussetzungen fiir ein lingenverdoppelndes System, welches
auf einer autokatalytischen Reaktion beruht, herleiten. Diese unterscheiden sich qualitativ
nicht von der zu Grunde gelegten Wachstumsart.

Inwieweit sich die Ergebnisse reproduzieren lassen und welche weiteren Schlussfolgerungen
wir ziehen kénnen, werden wir in Kapitel 3 behandeln.

Nun wenden wir uns abschlieflend allgemeinen Betrachtungen zur Evolution zu und welche
Verlaufe diese aufzeigen kann.
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1.5 Ablaufe der Evolution

In diesem Abschnitt fassen wir die vorhergehenden Ergebnisse zusammen und leiten daraus
allgemeine Eigenschaften der Evolution ab. Wir postulieren, dass diese Eigenschaften allge-
meingiiltig sind und sich auf alle Evolutionsstadien von chemischer zu weit fortgeschrittener
biologischer Evolution iibertragen lassen*.

Zunichst werden wir einige Hypothesen zur Entstehung biologischen Lebens vorstellen.
Die Progenote [83, 84, 85] ist eine Art Urzelle, aus der sich einzelne Zellarten, wie Bak-
terien, Eukaryoten und Blaualgen, differenziert haben. Die Grundlage zur Weitergabe der
Information ist in einem aperiodischen Kristall, der DNA, gespeichert, dessen Eigenschaften
Schrédinger [22] vor dessen Entdeckung untersucht hat. Aus diesen Hypothesen leiten wir
dann grundlegende Eigenschaften evolutionirer Systeme ab, die wir zur Interpretation der
Ergebnisse in den Kapiteln 2 und 3 benétigen.

Diese Eigenschaften konnen zu verschiedenem evolutioniren Verhalten fithren, welches wir
anhand von Abbildung 1.15 charakterisieren und Beispiele dazu vorstellen.

Die Progenote

Obwohl es prinzipiell in vielen Systemen mdoglich ist, dass beliebige Arten von Lebewe-
sen entstehen, gibt es eine Begrenzung in deren Vielfalt. Dies macht es beispielsweise auch
erst moglich, Arten zu klassifizieren. In der Anfangsphase der chemischen Evolution, in
der sich erst sukzessive die notigen, funktionalen Molekiile gebildet haben, hat anfangs ein
Zustand existiert, in dem einzelne Exemplare von Urzellen nach und nach Vorlaufer heu-
tiger Zellbestandteile produziert haben, die sie auch untereinander ausgetauscht haben, so
Woese [83, 84, 85]. Woese postuliert einen gemeinsamen Vorfahren von Prokaryoten und
Eukaryoten, den er Progenote nennt. Dieser gemeinsame Vorfahre enthilt die verschiedenen
funktionalen Einheiten, die notwendig sind, eine lebende Zelle zu bilden. Jede dieser Einheiten
beinhaltet sein eigenes informationsverarbeitendes System. Eine rudimentire Zellteilungs-
funktion ist vorhanden, jedoch stellt diese nicht sicher, dass in jeder Tochterzelle jedes dieser
Systeme (in ausreichender Zahl) vorhanden ist. Daher kénnen bei der Zellteilung durchaus
sehr unterschiedliche Zellen entstehen, von denen auch viele nicht {iberlebensfihig wiren.
Da sich die Progenoten in einem einfachen Zustand befinden und daher kompatibel zueinan-
der sind, ist ein horizontaler Gen- bzw. Systemtransfer zwischen verschiedenen Progenoten
moglich, der eventuell fehlende Systeme ausgleichen kann. Die Systeme der Progenoten entwi-
ckeln sich ausgehend von der RNA-Welt von funktionalen RNA-Ketten hin zur Trennung
vom Informationsspeicher (RNA und DNA) und der Funktion (Enzyme). Auf diesem Weg
wird auch ein sicher arbeitendes Zellteilungssystem bendtigt, um die verschiedenen Systeme
vollstindig auf die Tochterzellen aufzuteilen. Aus der Progenote entwickeln sich dann die drei

Die Allgemeingiiltigkeit der Evolution fiir alle biologischen Lebewesen - vom Virus tiber das Bakterium
zu hoheren Lebewesen wie Sdugetieren - ist evident [1, 14]. Daher stellen wir hier die Hypothese auf, dass
die gleichen Mechanismen ebenfalls ganz am Anfang bei der chemischen Evolution eine Rolle gespielt
haben; eine vergleichbare Aussage treffen auch Eigen und Schuster [19]. Freilich kann dies erst als plausibel
angeschen werden, wenn ein derartiger Ubergang von selbstassemblierenden, chemischen Molekiilen hin zu
einfachsten biologischen Lebewesen im Labor vollzogen wurde. Im Gegensatz dazu geht Woese [83, 84, 85]
jedoch davon aus, dass die darwinschen Eigenschaften der Evolution erst aufgetreten sind, als sich die ersten
Zellen als Spezies ausbildeten, da erst dann eine Unterscheidung zwischen Geno- zu Phinotyp mdglich ist.
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Hauptzellarten Bakterien, Blaualgen und Eukaryoten auch durch horizontalen (d. h. arten-
tibergreifenden) System- bzw. Gentransfer. Dies erklart auch, dass verschiedene Zellorganellen
der Eukaryoten aus verschiedenen Evolutionsstadien stammen: Mitochondrien besitzen z. B.
ein eigenes Genom [1] wihrend der GrofSteil des iibrigen genetischen Codes, der zur Funktion
einer Zelle notwendig ist, sich im Zellkern befindet. Der Ubergang von der Progenote zu als
Spezies ausgebildeten Zellen markiert dann auch erstmals die Unterscheidung Phanotyp und
Genotyp, d. h. Aussehen und Informationsspeicher sind klar getrennt und bedingen einander.

Das bedeutet, dass der Ubergang von einer Situation, wie sie sich am Anfang der chemischen
Evolution darstellte, von einer wahllosen Wucherung, in der (fast) alle moglichen Konforma-
tionen der Lebewesen vorkommen und es daher keinen Sinn macht, sie zu unterscheiden (vgl.
Abb. 1.15.¢), hin zu der von Darwin charakterisierten natiirlichen Evolution (vgl. Abb. 1.15.a)
stattgefunden hat.

Diese Arbeit mochte in dieser Hinsicht auch Antworten auf die Fragen geben, die da-
durch entstehen: Warum setzte plotzlich die darwinsche Evolution ein und war nicht vorher
prasent? Wie konnten die notwendigen RNA-Sequenzen entstehen, die ein System letztlich
ausmachen?™

Neben der Arbeit von Woese mochten wir einen weiteren Zugang vorstellen, der nahelegt,
dass der Informationsgehalt der ersten chemischen evolvierenden Molekiile eine zunichst
untergeordnete Rolle gespielt hat.

Der aperiodische Kristall

Schrodinger unterscheidet in seinem Buch ,What is Life?“ [22] zwischen dem fiir das Leben
interessanten, aperiodischen Kristall und dem unter physikalischen Aspekten interessanten,
periodischen Kristall. Der periodische Kristall ist, so Schréodinger, ein sehr kompliziertes
Objekt, welches aus der faszinierendsten und komplexesten Materialstruktur unbelebter Natur
besteht. Einmal entschliisselt, definiert die Kristallstruktur zusammen mit dem zu Grunde
liegenden, erzeugenden Molekiil den gesamten makroskopischen, aperiodischen Korper. Eben-
so verhilt es sich mit dem aperiodischen Kristall. Seine Kristallstruktur mag vordergriindig
unwichtig erscheinen™™, jedoch trigt seine lokale (Un-)Ordnung die Information, aus denen
die schonsten und bemerkenswertesten Lebewesen entstanden sind.

Seit Watson und Crick [62], sowie Nirenberg und Matthaei [86] sind die Anfinge der
Entschlisselung des genetischen Codes bekannt, welcher dann auch alsbald grundlegend
entschliisselt wurde [1, 14]. Nirenberg und Matthei konnten nachweisen, dass ein RNA-
Strang, der nur aus Uracil besteht, die Aminosdure Phenylalanin kodiert. Nirenberg et al. [87]

Zu Beginn der Evolution, also im oder vor dem Zustand der Progenote, kann keine sinnvolle Unterscheidung
zwischen Geno- und Phinotyp getroffen werden, da die informations- bzw. funktionstragenden Molekiile
nicht einer speziellen Spezies von Zelle zugeordnet sind. Daher ist es sinnvoll, nur den Phinotyp als die
Spezies definierende Eigenschaft anzusehen, also auch im Fall der (zunichst funktionslosen) RNA- bzw.
DNA-Stringe. Diese Arbeit legt zudem nahe, dass die Information zunichst eher eine untergeordnete Rolle
gespielt hat. Die Selektion der Linge, wie sie hier vorgestellt wird, kann dazu dienen, gentigend lange DNA-
bzw. RNA-Stringe zu produzieren, die dann im weiteren Verlauf durch Selektion ein System im obigen
Sinne darstellen kénnten.

** Die Kristallstruktur jedoch stellt sicher, dass die Information stabil in Form einer Doppelhelix aufbewahrt
wird und dass diese raumlich stark komprimiert in Form von Chromosomen in der Zelle und besonders im
Zellkern gespeichert werden kann [1].
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fanden dann wenige Jahre spiter fiir fast alle Basen heraus, dass letztlich ein Basentriplett
eine Aminosiure codiert. Damit ist der von Schrédinger postulierte Informationstriger - ein
aperiodischer Kristall - identifiziert [22].

Jedoch wollen wir hier in dieser Arbeit diesen Ansatz nicht weiter verfolgen. Herauszufin-
den, wie sich dieser Kristall, die DNA, verindert und neue Arten entstehen, ist in vielfaltiger
Weise Gegenstand biologischer Forschung, der Genetik und Evolutionsbiologie. Vielmehr
wihlen wir aus mehreren Griinden einen anderen Ansatz. Zum einen kann es, so wie Schro-
dinger es postulierte, gar keinen kleinen aperiodischen Kristall in der chemischen Evolution
gegeben haben, da chemische Molekiile schon die kleinsten biologisch und chemisch aktiven
Einheiten darstellen. Damit wire das Molekdil schon selbst der Informationstrager und miisste
zugleich eine biologische Funktion, nimlich sich zu evolvieren, erfiillen. Obwohl dies méglich
erscheint, steht dies im Widerspruch zum Aufbau gegenwirtiger biologischer Zellen. Diese
bestehen aus DNA und der dazu passenden biologischen ,Maschinerie®, aus Enzymen, die eine
entsprechende Interaktion und damit einen konstruktiven Ablauf im Sinne einer lebenden
Zelle ermoglichen [1, 14]. Aber woher kamen die passenden Enzyme? Eine Antwort liefern
hier Woese sowie Lehn im folgenden Abschnitt. Jedoch besteht das Problem, wie die erste
RNA bzw. DNA sich zuverlissig gebildet hat.

Selbstorganisation und Evolution

Lehn [88, 89] untersucht die Moglichkeiten supramolekularer Chemie und deren Erweiterun-
gen. Supramolekulare Chemie bezeichnet die Interaktion von (bestimmten) Molekiilen iiber
geeignete Wechselwirkungen, wie z. B. intermolekulare Krifte und Wasserstoftbriickenbildung.
Die Supramolekiile, angelehnt an die Funktionalitit von Biomolekiilen, haben dadurch In-
teraktionsmoglichkeiten, die tiber die grundlegenden chemischen Eigenschaften hinausgehen.
Durch Selbstassemblierung kénnen so verschiedene, neue Strukturen entstehen, wie z. B.
Flissigkristalle, Liposome (Vesikel) und supramolekulare Polymere. Diese supramolekularen
Einheiten kénnen tiber duflere physikalische und chemische Einfliisse, wie z. B. Temperatur,
Druck, elektrische und magnetische Felder, Redoxpotential, pH-Wert, (un)geladene Molekiile
und Metallionen, verindert werden und so Information speichern, aber auch verarbeiten,
z.B. durch molekulare Erkennungsprozesse. Damit ist es auch moglich, eine (durch dufiere
Einfliisse) programmierte Selbstassemblierung von Supramolekiilen zu bewerkstelligen. Gibt
es prinzipiell mehrere Moglichkeiten der Selbstassemblierung und konnen damit komplexere,
also nicht direkt vorhersagbare Strukturen aus supramolekularen Einheiten entstehen, spricht
man auch von Selbstorganisation. Hier tritt zunehmend die intrinsische, gegenseitige Beein-
flussung unterschiedlicher supramolekularer Einheiten in den Fokus. Selbstassemblierung
von Supramolekiilen ist nur moglich, wenn die zu Grunde liegenden Molekiile sich dyna-
misch durch die Erkundung der Energie- bzw. Strukturhyperfliche an die Programmierung
anpassen. Dann spricht man auch von der Chemie der dynamischen Strukturen. Auf einem
supramolekularen Niveau ist die Interaktion nicht kovalent, die Dynamik physikalisch und
die Supramolekiile sind durch komplementire Wechselwirkungen gekennzeichnet. Aber auch
fiir chemische Molekiile sind dynamische Strukturen moglich. Die Bindung erfolgt funktionell
und kovalent, die Dynamik ist chemisch und die Wechselwirkung erfolgt durch komplemen-
tare funktionelle Gruppen. Betrachtet man ein Ensemble solcher Molekiile, eine Bibliothek
dynamischer Strukturen, so kann man einen Satz von Komponenten als Genotyp und das
dynamische System und die Sitze der Bestandeteile als Phinotyp bezeichnen. Die Chemie der
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dynamischen Strukturen wurde bisher benutzt, um dynamische Rezeptoren bzw. Substrate
fiir molekulare Erkennungsprozesse zu erzeugen, bioaktive Substanzen zu suchen und dyna-
mische Materialien (z. B. dynamische Polymere) zu entwickeln. Eine Bibliothek dynamischer
Strukturen kann z. B. durch Erzeugung einer riesigen Menge an molekularen Schliisseln fiir
ein biologisches Schloss durch thermodynamische bzw. kinetische Selektion, d. h. stirkste bzw.
schnellste Interaktion, einen passenden Schliissel finden. Es ist z. B. iminhaltigen Einheiten
auch moglich, Informationen kurzlebig in der Form als auch langlebig als neues Molekiil
abzuspeichern. Die Chemie der dynamischen Strukturen gibt letztlich Zugang zu chemischen
Netzwerken dynamischer Struktur. In diesen sind die einzelnen Einheiten {iber verstirkende
oder gegensitzliche Wechselwirkungen verkniipft.

Ausgehend davon kann sich die Chemie der dynamischen Strukturen daher auch zur
Beschreibung und Erforschung chemischer Evolution eignen.” Chemische Netzwerke dynami-
scher Struktur konnen prinzipiell zusammenhingend evolvieren, indem eine Riickkopplung
zwischen mehreren Spezies zu einer gleichzeitigen Optimierung der (oder einiger) Spezies
tithrt, also einem Koevolutionsprozess, z. B. der Optimierung und Expressionssteigerung
einer Schliissel-Schloss-Kombination. Da die funktionale Interaktion der supramolekularen
Einheiten beliebig abstrahiert werden kann, kann eine supramolekulare Interaktion auf ver-
schiedenen Ebenen der Komplexitit wirken und auch z. B. aus Symmetriegriinden zu einer
Selektion fithren. So wird in [90] das symmetrischste Supramolekiil gebildet und von den
ansonsten stabilen Supramolekiilen katalysiert. Lehn fasst zusammen, dass Selbstorganisation
der fundamentale kosmische Prozess ist, welcher im Laufe der Evolution des Universums
zur Bildung komplexer Materie gefiihrt hat, ausgehend von Teilchen bis hin zum denkenden
Organismus.

Nischenbildung

Bei vielen Lebewesen tritt, so Laland und Odling-Smee [91, 92, 93], lokale Nischenbildung
auf. So suchen viele Lebewesen ihre Lebensraume, Partner und Hilfsmittel und gestalten
wesentliche Teile ihrer lokalen Umwelt, wie Nester, Baue und Wege. Beispielsweise ziichten
Blattschneiderameisen in ihren Nestern auf den gesammelten Blattstiicken Pilze (Leucocopri-
neae und Pterulaceae), von denen sie sich ernihren [94]. Dabei achten sie auf Reinlichkeit,
um Verunreinigungen mit anderen Pilzen zu vermeiden und ziichten das Bakterium Strep-
tomyces auf ihrem Integument™™, um dessen Candicidin zur Bekimpfung anderer Pilzarten
einzusetzen [94]. Auch enthalten Walnussbiume einen Stoff, der dhnlich zu Juglon ist, der mit
den abgefallenen Blittern in den Boden eingetragen wird und damit das Pflanzenwachstum
hemmt [96].

Lehn stellt Selbstorganisation von insbesondere abstrahierbaren chemisch-funktionalen Einheiten, die
auch Informationen verarbeiten konnen, im Zeitverlauf in den Vordergrund. Es ist aber ebenfalls wichtig,
die funktionalen, chemischen Reaktionsarten in einem ortlichen bzw. zeitlichen Kontext zu betrachten;
d. h., dass es u. U. ebenso wichtig ist, die richtige chemische Reaktion zur rechten Zeit am rechten Ort
auszufithren, um eine Selektion zu ermdglichen. In Eukaryoten ist z. B. die Genexpression durch mehrere
raumlich und zeitlich getrennte Reaktionen gekennzeichnet [1]. Dabei wird die Information des Gens auf
RNA kopiert (Translation), verarbeitet und schliefllich in der Transkription in ein Protein iibersetzt [1].

** Das Integument ist die duflere Hiille eines Lebewesens [95]. Im Fall der Ameisen ist dies der Chitinpanzer.
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Odling-Smee und Laland leiten aus Beobachtungen in der Natur verschiedene Mechanismen
ab, wie Nischenbildung auftreten kann. Zum einen durch genetische Vererbung, so dass,
falls in jeder Generation jeder Organismus seine ontogenetische Umgebung gleichermaflen
andert, die Vorfahren eine Quelle natiirlicher Selektion ihrer Nachkommen durch wiederholte
Nischenbildung darstellen kénnen. Das heift, dass eine Anderung der lokalen Umwelt durch
kollektives Verhalten einzelner Individuen eine Nische darstellt. Diese Nische, welche durch-
aus unterschiedlich fiir unterschiedliche Individuen sein kann, kann zu einer evolutioniren
Reaktion fiihren, so dass die entsprechenden Nachkommen entsprechend selektiert werden.
Beispielsweise wihlen Kuckuckseltern immer wieder ein Wirtsnest der selben Vogelart fiir
ihre Eier, die der selbigen angepasst sind und vererben damit verdnderte Gene an ihre Nach-
kommen. Im Allgemeinen ist die gewahlte Vogelart von Kuckuck zu Kuckuck unterschiedlich.
Die dadurch verinderten Selektionsdriicke fithren zu einer kiirzeren Brutzeit gegeniiber der
Wirtsvogelart oder dem Herauswerfen der Wirtsvogeleier. Aber auch eine auflergenetische
Vererbung ist moglich. Regenwiirmer verindern die Bodenbeschaffenheit so, dass sie nur opti-
mal in dem von ihnen bearbeiteten Boden leben konnen. Auch indirekte Geninteraktionen
sind moglich.

Eine Nische kann sich auch in Form einer scheinbaren Symbiose darstellen. Produziert ein
Lebewesen ein (Abfall-) Produkt, welches ein anderes verwerten kann, kann dies einen Vorteil
fiir andere Lebewesen darstellen. Dies ist nicht notwendigerweise eine Symbiose im klassischen
Sinn, falls das produzierende Lebewesen das Abfallprodukt nicht weiter verwenden kann. Die
verbrauchenden Lebewesen nutzen lediglich das ohnehin anfallende Abfallprodukt zur eigenen
Verwertung. Der Ursprung der Nischenbildung kann aber auch rein erlerntes Verhalten sein.
Britische Meisen haben gelernt, Milchflaschen zu 6ffnen und die Milch zu trinken. Daraus
konnten Fihigkeiten entstehen, besser zu lernen oder die Enzyme zur Verwertung von Milch
zu optimieren. Nischenbildung kann damit die Dynamik der Evolution verindern, indem
sie nicht nur Gene, die an verschiedene Umweltsituationen angepasst sind, sondern auch
Moglichkeiten entsprechende Gene zu verindern, weitergibt.

Kontinuierliche Nischenbildung als Evolutionsmotor

Wie bei Lenski ez al. konnen die vorhandenen Spezies z. B. durch Einfluss auf die (begrenzte)
duflere Nahrung einen Evolutionsdruck verursachen und damit eine innere Nische darstellen:
Ist gentigend Nahrung vorhanden, konnen Arten, die diese Nahrung verwerten konnen und
ansonsten keinen Einschrinkungen unterliegen, frei wachsen. Wird die Nahrung durch den
nun erhohten Verbrauch knapper, wird auch das Wachstum gehemmt. Im Experiment von
Lenski ez al. fihrt dies nach vielen Generationen dazu, dass eine andere Nahrungsquelle
gefunden wird, die ergiebiger ist, und damit eine neue Nische darstellt.

In den nachfolgend vorgestellten Systemen kommt es zu einer fortwihrenden Bildung neuer
Nischen, die es den jeweiligen Spezies erlauben, sich zu vermehren und so eine (prinzipiell)
unendliche Kette an neuen Spezies zu bilden (vgl. Abb. 1.14)*. Dabei stellt die jeweilige, in
tiberwiegender Zahl vorhandene Spezies (A,), die Nische in Form von verwertbarer Nahrung
fir die im Folgenden wachsende Spezies (A,,) dar, die die doppelte Linge besitzt. Eine
Nischenabfolge wurde in [91, 92, 93] beschrieben.

* Durch die beschrinkte Verfiigbarkeit von Nahrung im System muss es natiirlich letztlich zu einem Abbruch

der Kette kommen.
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Gaiahypothese und natiirliche Auslese

Die Gaiahypothese wurde zuerst von Lovelock und spiter auch von Margulis entwickelt [97].
Sie besagt, dass das Okosystem der Erde einen Zustand einreguliert, der sicherstellt, dass Leben
ermoglicht wird. Die Gaiahypothese betrachtet den Zusammenhang zwischen der Selektion
einzelner Organismen und deren Einfluss auf eine solche Selbstregulierung. Damit wird die
grofite aller Nischen, die Erde, von ihren Bewohnern, den Tieren und Pflanzen, so verindert,
dass ein vielfiltiges Leben moglich ist. Dem Einfluss von Organismen auf deren Umwelt,
speziell den Nischen, in denen sie leben, wird in der klassischen Evolutionstheorie wenig
Beachtung geschenkt.

In den folgenden Abschnitten stellen wir das Modellsystem von Lenton [98] zur Beschrei-
bung einer Gaia-Welt vor. Betrachtet man die Erdatmosphire, so sieht man, dass sich diese
in einem starken Ungleichgewicht befindet, da sie grofle Mengen an reaktiven Gasen wie
Sauerstoff und Methan beinhaltet. Im Gegensatz dazu sind die Atmosphiren von Mars und
Venus nahezu im Gleichgewicht und enthalten viel Kohlenstoffdioxid. Die Ursache des Un-
gleichgewichtszustandes der Atmosphire der Erde liegt in dem Vorhandensein von Pflanzen,
die aus Sonnenlicht und Kohlenstoffdioxid Sauerstoff gewinnen und so den Treibhauseffekt
des CO, mindern. Das fiihrt letztendlich zu giinstigen Lebensbedingungen. Ein Anstieg der
CO,-Konzentration wiirde auch zu Schiden an den Pflanzen fiihren [99].

Generell gibt es abiotische Antworten auf Umweltverinderungen. Diese beeinflussen das
Wachstum der besser angepassten Lebewesen, welche wiederum Einfluss auf die Population
haben und damit Umweltverinderungen bewirken kdnnen. Aber auch klassische Evolution
tithrt zur Selektion auf Grund von Umweltverinderungen, die auch aus den beiden zuvor
genannten Mechanismen resultieren kénnen.

Das Modellsystem von Lenton [98] beschreibt einen Planeten mit einer Art von Vegetation,
den ,Ginsebliimchen®. Der Planet hat eine Albedo, d. h. einen Reflexionsgrad, von 0,4 und
wird von einer Sonne beschienen. Die Einstrahlungsintensitit nimmt im Laufe der Zeit, wie
auf der Erde, zu. Auf dem Planeten leben zwei Arten von Ginsebliimchen, die exponentiell
wachsen konnen. Die Schwarzen haben eine Albedo von 0,15 und die WeifSen eine von
0,65 und erzeugen wegen des unterschiedlichen Reflexionsgrads daher eine unterschiedliche
Temperatur bei einer gegebenen Sonneneinstrahlung. Beide haben eine optimale Wachstums-
temperatur von 22,5 °C und kénnen zwischen 5 °C und 40 °C iiberleben. Demnach wire es
von Vorteil, wenn bei einer geringen Sonneneinstrahlung schwarze Ginsebliimchen wachsen,
da sie die Temperatur des Planeten erhchen. Bei grofler Sonneneinstrahlung entsprechend
weifle. Lenton stellt fest, dass, bei Zunahme der Sonneneinstrahlung, sich zunichst vermehrt
schwarze Ginsebliimchen bilden, die die Temperatur anheben und nach und nach auch
weille, die die urspriingliche Temperatur absenken. Es stellt sich eine Temperatur zwischen
ca. 20°C und 30°C ein. Dieses Modellsystem beschreibt lediglich den Zusammenhang eines
dufleren Einflusses auf statische Pflanzen. Daher betrachten wir ein erweitertes Modell, bei
dem sich ebenfalls die Ginsebliimchen evolutionir verindern kénnen.

Das erweiterte Modellsystem beherbergt Gansebliimchen, die durch Mutation ihre Albedo
im Bereich von 0,2 und 0,65 in 0,05 Schritten anpassen konnen. Anfangs wachsen nur Ginse-
bliimchen mit einer Albedo von 0,4, die der des Planeten entspricht. Da aber zunichst die
Sonneneinstrahlung niedrig und die optimale Temperatur noch nicht erreicht ist, entstehen
solche Ginsebliimchen mit einer Albedo von 0,35, wobei die Folgenden nach und nach mit
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steigender Einstrahlung schrittweise immer heller werden. Diese wechseln sich in threm Vor-
kommen ab und die Temperatur wird zwischen ca. 23 °C und 30 °C mit dem Auftreten der
ersten Mutation eingeregelt.

Wir kénnen konstatieren, dass Selektion die Regulation der Temperatur nur leicht beein-
flusst und keinesfalls zerstort, da der Einfluss der Umwelt tiberwiegt. Fiithrt man zusitzlich
noch Herbivoren und Carnivoren in das Modellsystem ein, so stellt man fest, dass der domi-
nante Herbivor durch die Ginsebliimchen-Umwelt-Riickkopplung bestimmt wird und nicht
umgekehrt. Des Weiteren wird die Widerstandskraft durch ein verzweigteres Nahrungsnetz
mit mehr Verkniipfungen gestirkt.

Das Kernresultat dieser Beobachtungen, welches wir weiter verfolgen mochten, ist, dass
man die Gesamtheit aller Organismen und deren Umwelt vollstindig betrachten muss, um zu
verstehen, welche Merkmale fortbestehen und dominieren konnen.

Reaktionen der Evolution

In Abschnitt 1.2.1 wurden mdogliche evolutionire Reaktionen auf duflere Einfliisse beschrie-
ben. Diese Reaktionen méchten wir hier charakterisieren. Es sind zwei Reaktionstypen zu
beobachten: Zum einen eine sehr konkrete, bisweilen auch vorhersehbare Reaktion und zum
anderen eine vielfiltige Reaktion.

Die konkrete Reaktion konnen wir z. B. bei der Jagd auf Silberfiichse, Rotwild und Elefanten
beobachten. Die Jagd fiihrt letztlich zur Reduzierung der gejagten Eigenschaft, sodass ein
Uberleben wahrscheinlicher wird. Im Einzelnen sind dies das praktische Aussterben der
gejagten Silberfiichse zugunsten anderer Fellfarben, und die Reduzierung der Geweihgrofie
bzw. Stofizahnlinge bei Rotwild und Elefanten.

Eine vielfiltige Reaktion auf eine konkrete Selektion kann im Fall der Hausfiichse beob-
achtet werden. Nur nach Zahmbheit selektiert, werden diese zum einen zahm in Form einer
konkreten Reaktion. Aber es treten auch weitere Reaktionen auf: Die Hausfiichse weisen teil-
weise z. B. ein scheckiges Fell, Verinderungen an den Schwinzen und Ohren sowie verkiirzte
Beine auf.

Diese beginnenden Verinderungen markieren den Anfang der Differenzierung in eine
neue Art. Aber auch das Gegenteil ist moglich. Wie beim Beispiel der Darwinfinken gezeigt
wurde, vereinigen sich zwei Arten mit unterschiedlichen Schnabelgrofien auf Grund eines
reichhaltigeren Nahrungsangebots wieder zuriick in eine Art.

Diese Art von Dynamik und Artenbildung kann man in einem Evolutionsbaum, wie in
Abb. 1.15.a darstellen. Aber wie konnen solch unterschiedliche Reaktionen auf einen einzelnen
Einfluss folgen? Einen Hinweis gibt die Evolutionstheorie von Kimura [100]. Er geht davon
aus, dass viele Gene inaktiv sind und die Mutationsrate konstant iiber das gesamte Genom ist.
Daher konnen viele Mutationen still, d. h. ohne Effekt, auftreten und erst spiter ,aktiviert®
werden, so dass dann die Mutation sich manifestiert. Eine Mutation, die viele stille Mutationen
aktiviert, fithrt letztlich zu einer vielfiltigen Reaktion.

Ein weiteres, in realen Systemen eher selten vorkommendes Szenario ist der Evolutions-
Kollaps. Anstelle der kontinuierlichen Produktion von neuen Arten, fithrt diese Art der
Entwicklung zu wenigen iiberlebenden Arten, von denen nach und nach weitere aussterben,
bis letztlich auch die letzte stirbt. Ein Beispiel fiir eine solche Entwicklung ist ein umgekippter
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1.5 Abliufe der Evolution

See.™ Jedoch fiihrt die Konstruktion vieler Beispielsysteme fiir (chemische) Evolution meist
zu einer Art, die letztlich als am besten angepasste gesehen wird und als einzige {iberlebt [101].
Damit stellen diese beiden Beispiele einen Evolutions-Kollaps dar; vgl. Abb. 1.15.b.

Darwinsche Eigenschaften des vorgestellten Systems

Um die verschiedenen mdoglichen Verldufe der Evolution zu untersuchen, stellen wir in dieser
Arbeit ein molekulares System vor. Es ist reduziert auf die wesentlichen Eigenschaften, die
fiir Evolution bendtigt werden: Reproduktion und Variation. Wie in Kapitel 1.4.4 schon
beschrieben, erfolgt die Reproduktion autokatalytisch und die Variation durch Entstehung
von (neuen) Polymeren.

Die Polymere kodieren keine Information, so dass die Unterscheidung verschiedener Spezies
iber den Phinotyp erfolgt. Die Polymerlinge ist demnach die definierende Eigenschaft der
Spezies.

Doch wie kénnen in einem solchen System evolutionire Eigenschaften auftreten? Es sind
nicht die Molekiile selbst, sondern deren zeitliche Abfolge, die als Phinotyp die grundlegen-
den Eigenschaften der Evolution zeigen. Diese sind: Mutation, Selektion und (zumindest
anfingliche) Koexistenz, so dass die tauglichsten selektiert werden, also ein ,Uberleben der
Tauglichsten® (am besten angepassten) [1].** In Form einer Lingenselektion, nimlich der
Lingenverdopplung, zeigen wir in den folgenden beiden Kapiteln, dass durch Mutation neue
Arten (Langen) von Molekiilen entstehen kénnen und, dass dies durch einen Koexistenskampf
von mehreren Molekiilen stattfindet und sich damit das Molekiil mit der doppelten Linge
als best-angepasstes am stirksten vermehrt. Aber auch die anderen Molekiile konnen (und
werden) miteinander reagieren und es stellt sich eine Koexistenz der verschiedenen Molekiile
ein. Ist die Wachstumsrate grof$ genug, konnen sich die lingenverdoppelten Molekiile gegen-
tiber den anderen durchsetzen, weil deren Wachstumsrate im entscheidenden Zeitraum grofSer
ist als diejenige aller anderen. Bei zu geringer Wachstumsrate sind alle Reaktionen so stark
miteinander verwoben, dass keine Vorzugsreaktionen auszumachen sind und praktisch alle
moglichen Polymere entstehen. Diese Verwobenheit vergleicht Schrédinger [22] mit einem
Meisterwerk von Stickarbeit, z. B. die Bildwirkereien (Teppichkartons) von Raphael.

Wenn nihrstoffreiche (Ab-)Wisser, die typischerweise phosphatreich sind, in einen See gelangen, dann
vermehren sich aufgrund dessen die Pflanzen (insbesondere Algen) sehr stark, so dass es zunichst tagsiiber
zu einer hohen und nachts zu einer niedrigen Sauerstoffkonzentration im See kommt. Durch diese Eu-
trophierung verbraucht der Abbau der abgestorbenen Pflanzen jedoch viel Sauerstoff, so dass es letztlich
zu einem starken Sauerstoffmangel insbesondere in den unteren Wasserschichten kommt und anaerobe
Bakterien die Zersetzung der organischen Stoffe iibernehmen und der See umkippt. [1, 14] Dieser Prozess
ist durch die schrittweise Einschrinkung der Artenvielfalt gekennzeichnet, bis letztlich nur die anaeroben
Bakterien sehr langsam die Biomasse zersetzen.

Die genaue Definition von darwinscher Evolution ist objektiv gesehen umstritten. Je nach Blickwinkel
des Definierenden spielen Erkenntnisse, die erst spiter erlangt wurden, eine grofiere Rolle und es wird
z.B. zwingend ein Genom vorausgesetzt, was bei biologischen Systemen jedoch nicht zu Widerspriichen
fiihrt. Hier werden wir aber auf die urspriinglichen Erkenntnisse Darwins zuriickgreifen: Durch Mutation
(Verinderung) werden (teilweise sichtbare, eventuell auch [orts-]Jabhingige) Eigenschaften [1] vererbt, die
dann fiir die Nachkommen, die variieren, einen Vorteil darstellen, so dass sich eben diese selektiv, d. h.
vorteilhaft, vermehren.

*k
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1 Eigenschaften der biologischen Evolution

Wir kénnen also zum einen eine fortschreitende Selektion (mit Koexistenz) feststellen, die
vergleichbar zu Abb. 1.15.a ist. Zum anderen, im Fall einer kleinen autokatalytischen Rate,
entsteht eine Vielzahl an Polymerlingen, wie es in Abb. 1.15.c dargestellt ist.

Zusammenfassung

In diesem Abschnitt haben wir eine Ubersicht iiber mégliche Verliufe von Evolution gegeben.
Keine Evolution findet bei der wahllosen Wucherung statt, bei der alles mogliche entstehen
kann; sie kdnnte aber im Zustand Progenote den Ursprung der modernen Zelle darstellen [83,
84, 85]. Kiinstliche evolvierende Systeme zeigen meist einen Evolutionskollaps, bei dem
letztlich nur eine Spezies tiberlebt [101]. Molekulare Modellsysteme, die ein vergleichbares
Verhalten zur natiirlichen Evolution zeigen, sind derzeit unbekannt.

Es wurden grundlegende Eigenschaften der darwinschen Evolution vorgestellt und diese in
den Kontext des hier vorgestellten Systems tibertragen. Ausgehend von der Gaia-Hypothe-
se [98] und der Nischenbildung [91], ordnen wir den Selektions- und Variationsmechanismus
des Systems ein.

In den folgenden beiden Kapiteln stellen wir die experimentelle Realisierung und die
theoretische Beschreibung vor.

54



2 Experimentelle Realisierung mit DNA

m Folgenden stellen wir die experimentelle Realisierung* eines evolvierenden Systems vor.

Teile dieses Kapitels wurden in [82] und [102] verdffentlicht. Anlehnend an Abschnitt 1.3.2
werden vier unterschiedliche Experimente konstruiert, die zur Uberpriifung der dargestell-
ten Limitierungen dienen. In einem Experiment kann eine selektive Lingenverdopplung
beobachtet werden.

Zuerst stellen wir den allgemeinen Aufbau der Experimente vor und dann die einzelnen Ex-
perimente und deren Unterschiede. Ein erster Ansatz, in dem ein Doppelstrang (Linge 20 bp)
ligiert wird, fithrt zu einer ,wahllosen Wucherung“ (vgl. Abb. 1.5.c), bei der alle Lingen, die
entstehen konnen, auftreten. Dies ist moglicherweise auf eine unvollstindige Hybridisierung
mit Uberhingen (Indexverschiebungen) zuriickzufithren. Um dies zu iiberpriifen, wird in
einem zweiten Experiment das Enzym Mung-Bean-Nuclease dazu benutzt, freie Einzelstringe
in Nukleotide zu zerlegen. Diese ist auch bei niedrigen Konzentrationen so effektiv, dass
spontan gebildete Einzelstringe zerlegt werden, so dass keine Selektion von lingeren Stringen
stattfinden kann. In einem dritten Experiment werden mit den beiden Enzymen Afel und
BstUI an einem speziellen 10 bp-Doppelstrang die entstehenden, fiir Indexshifts typischen,
heterogenen Stringe in ihre beiden urspriinglichen Teile zerlegt. Da heterogene Stringe wih-
rend des gesamten Experimentverlaufs auftreten, stehen auch immer Monomerstringe fiir den
weiteren Verlauf zur Verfiigung. Es tritt keine Langenskalentrennung auf und es entstehen fast
alle moglichen Stringe. In einem vierten Experiment werden neben den Monomeren (mehrere
unterschiedliche 10 bp-Doppelstringe) und der Ligase spezielle Linker, das sind alle moglichen
Produkte doppelter Linge, die den Informationsgehalt erhalten, hinzugefiigt. Damit ldsst
sich die ndtige Zeit- und Lingenskalenseparation erreichen und eine Lingenverdopplung
beobachten.

Wir beschreiben nun den allgemeinen Aufbau der Experimente, analysieren die Sequenzen
bzw. konstruieren diese theoretisch. Ausgehend von diesen Berechnungen leiten wir eine For-
mel ab, die die Hybridisierung allgemein beschreibt und die wir im nichsten Kapitel benutzen
werden. Am Ende prisentieren und diskutieren wir die Ergebnisse aus den entsprechenden
Experimenten und beschreiben die Funktionsweise von UNAFold.

Die Ergebnisse des Abschnitts 2.2 wurden teilweise und die des Abschnitts 2.3 grofitenteils
in [82] veroffentlicht.

Die Experimente wurden von Emanuel Gregor Worst in der Arbeitsgruppe von Albrecht Ott durchge-
fithrt [102]. Das Design der Experimente, Sequenzen und der verwendeten Enzyme stammen ebenfalls von
thm. Mein Beitrag bestand aus dem Designen der Linker und der damit verbundenen Sequenzen sowie der
allgemeinen Analyse der Sequenzen, deren Hybridisierungseigenschaften und Schmelztemperaturen und
des damit verbundenen allgemeinen Modells in Abschnitt 2.4.2. Die Experimente wurden von Emanuel
Gregor Worst und mir ausgewertet.
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2 Experimentelle Realisierung mit DNA

2.1 Biotechnischer Aufbau

In diesem Abschnitt beschreiben wir zunichst den allgemeinen experimentellen Ablauf sowie
die verwendeten Enzyme und den Reaktionspuffer. Danach stellen wir die Analyse mittels
Gelelektrophorese und die Auswertung mit Image] [103] vor.

2.1.1 Grundsatzliche Verfahrensweise

Jedes Experiment wird in mehrfacher Ausfithrung parallel in PCR Soft Tubes in einem PCR-
Thermozykler inkubiert. Dabei stellt jede PCR Soft Tube bei ihrer Entnahme eine Probe dar,
die analysiert wird. Der Thermozykler ist ein Gerit zur gezielten Erhitzung und Abkiihlung
von PCR Soft Tubes, um z.B. eine PCR durchzufiithren. Hier wird er genutzt, um eine
LCR*-Reaktion durchzufiihren. Ein Template entsteht durch spontane Ligation oder wird
hinzugegeben. Auf diesem konnen in der Sequenz passende Stringe hybridisieren und werden
dann von der Ligase ligiert. Ligierte Stringe konnen ihrerseits wieder als Template fungieren.
Um die entstandenen Doppelstringe wieder zu trennen und die Proben zu durchmischen,
wird die Temperatur kurzzeitig erh6ht und rasch wieder verringert. In einigen Experimenten
werden zudem weitere Enzyme eingesetzt, die entweder auf Doppelstringe oder Einzelstringe
einwirken. Das Temperaturprotokoll wird bei den jeweiligen Experimenten vorgestellt. Wih-
rend die Enzyme hinzugegeben werden, werden die Proben eisgekiihlt, schnell gevortexed und
herunterzentrifugiert. Im Folgenden werden wir uns den verwendeten Enzymen zuwenden.

2.1.2 Tag-Ligase und Reaktionspuffer

Die Taq-Ligase [104] ist eine Ligase des Bakteriums Thermophilus aguaticus, welches aus einem
Geysir des Yellowstone Nationalparks stammit. Sie ist hitzestabil bei einer Halbwertszeit von
40 min bei 95 °C bzw. von 5 min bei 100 °C. Fiir eine optimale Aktivitit bendtigt sie Mg”* -
Ionen und 80°C [105]. Sie verbindet zwei auf einem Strang hybridisierte, aneinanderstoflende
Einzelstringe. Auf Grund der im Folgenden durchgefiihrten Experimente konnte nachgewie-
sen werden, dass die Ligase ebenfalls in der Lage ist, zufillig zusammentreffende Einzelstringe
mit einer geringeren Rate zu ligieren**. Die Aktivitit der Tag-Ligase ist temperaturabhingig;
vgl. Abb. 2.1.

Der bendtigte Reaktionspuffer ist in Tabelle 2.1 aufgelistet. Er stellt Energie in Form
von NAD fiir die Ligase bereit und puffert eine reaktionsgiinstige Umgebung. Damit keine
Tropfen im Reaktionsgefifl enstehen, wird ein leichtes Benetzungsmittel verwendet. Die
verwendeten Salze stellen eine bekannte Metallionenkonzentration ein, welche einen Einfluss
auf die Bindungsenergie der Doppelhelix hat [106]. In diesem Puffer wurden alle Experimente
durchgefiihrt.

* Die LCR ist eine mit der PCR verwandte Reaktion, bei der auf einem Template keine Nukleotide, sondern
lingere DNA-Stringe mit Hilfe einer Ligase, wie z. B. der Tag-Ligase miteinander verkniipft, d. h. ligiert,
werden [107].

*k

Eine zufillige Ligation ist moglich, weil spontan neue Striange in dem zufilligen Ligations-Experiment
entstehen. Dieses enthilt keine Templates unter den benutzten Sequenzen, so dass zwei von diesen darauf
hybridisieren kénnten, um auf diesem Weg ligiert zu werden.
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Abbildung 2.1: Temperaturabhingigkeit der Taq-Ligase. Die Taq-Ligase hat eine tempera-
turabhingige Aktivitit, die im Temperaturverlauf langsam ansteigt und nach
65 °C rasch abfillt. Datenwerte aus [108]. Fiir die theoretischen Untersuchun-
gen in Abschnitt 3.5.1 wurde die Aktivitat durch eine stiickweise definierte
Funktion angefittet.

| Konzentration | Stoff | Erlduterung
20mM Tris-HCI biochemischer Puffer [109]
25mM Kaliumacetat Salz, liefert K*-Ionen
10mM Magnesiumacetat | Salz, liefert Mg?*-Tonen
10mM Dithiothreitol Proteinkonservator [110]
1mM NAD Cofaktor fiir die Tag-Ligase [105, 111]
0,1% Triton X-100 Benetzungsmitttel [112]

Tabelle 2.1: Reaktionspuffer der Taq-Ligase. Triss HCL ist eine schwache Siure mit Puffer-
kapazitit, um den pH-Wert (7,4 bei 25 °C) konstant zu halten [109]. Dithiothreitol
ist eine Verbindung, die Proteine in ihrer funktionellen Form konserviert [110].
NAD ist, wie ATP, ein Cofaktor, der die bendtigte Energie zur Reaktion (Ligation)
liefert [105, 111]. Triton X-100 ist ein schwaches, nicht denaturierend wirkendes
Benetzungsmittel, welches die Aktivitdt der meisten Enzyme bewahrt. Diese Stoffe
dissoziieren keine Metallionen, die die Struktur der DNA verindern konnten [75].
Die einzigen Ionen sind die K*- und Mg?*-Ionen der beiden Acetate.
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2 Experimentelle Realisierung mit DNA

2.1.3 Mung-Bean-Nuclease

Die Mung-Bean-Nuclease [113] ist ein Enzym, welches Einzelstrang-DNA in ithre Nukleotide
zerlegt und aus Mungbohnenkeimlingen stammt. Fiir hybridisierte DNA bedeutet das, dass
Uberhinge zerlegt und abgeschnitten sowie Hairpins gespalten werden. Der Nucleasepuffer
enthilt Zn?*-Ionen, welche zur Reaktion notwendig sind und auch nach Verdiinnung in einer
ausreichenden Konzentration vorliegen, sowie Na*-Ionen und hat einen pH-Wert von 5,0. Der
Einfluss der Natriumionen ist vergleichbar mit den Kaliumionen und der pH-Wert stellt sich
wegen der Pufferung auf den der von der Taq-Ligase benétigten ein. Damit arbeitet die Mung-
Bean-Nuclease moglicherweise ineffizienter. Die Mung-Bean-Nuclease kann durch Erhitzen
inaktiviert werden* [114] und wird daher im Reaktionsverlauf hinzugefiigt.

2.1.4 Afel und BstUI

Afel und BstUT sind Restriktionsenzyme [115, 116]. Afel stammt urspriinglich aus dem Bakteri-
um Alcaligenes faecalis und BstUI stammt aus dem Bakterium Bacillus stearothermophilus U4s8.
Restriktionsenzyme schneiden doppelstringige DNA an bestimmten Stellen. Afel schneidet
die Sequenz ... AGC]GCT... und BstUI die Sequenz ...CGJCG... an den angegebenen
Stellen. Dies sind antiparallele Sequenzen. Bei geeignet gewihlten Sequenzen konnen damit
Hetero(di)mere geschnitten werden, wihrend Homo(di)mere unbeeinflusst bleiben. Die Reak-
tionspuffer sind kompatibel und vergleichbar zum Taq-Ligase-Puffer. BstUT ist hitzestabil [117]
aber Afel nicht [118]; daher wird wihrend des Reaktionsverlaufs mehr Afel dazugegeben.

2.1.5 Gelelektrophorese und Auswertung

Nach der Probenentnahme werden diese mit einem Ladepuffer versehen und bei —20°C
eingefroren. Die Proben werden mit einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese™™ analysiert und
unter UV-Licht abfotografiert. Anhand der Schwirzung und einer Kalibrierungskurve fiir
verschiedene Lingen und bekannte Konzentrationen kann durch Integration und Hintergrund-
subtraktion auf die Konzentration riickgeschlossen werden. Diese Quantifizierung wird mit
Image] [103] durchgefiihrt. Die Konzentration wird gegentiiber der Zyklenzahl aufgetragen
und analysiert.

* Es sei darauf hingewiesen, dass Erhitzen keine geeignete Methode ist, die Mung-Bean-Nuclease zu inakti-
vieren [114]: Bevor die Nuclease thermisch inaktiviert wird, beginnt die DNA zu ,,atmen®, d. h. sie geht
zumindest teilweise vom hybridisierten in den dissoziierten Zustand iiber. Es wird stattdessen eine Phenol-
Chloroform-Extraktion und anschlieende Ethanol-Fillung empfohlen.

*k

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese [1] ist ein Verfahren zur Auftrennung von geladenen Molekiilen.
Die Proben werden mit einem Farbstoff (Bromphenolblau) versetzt und in sog. Taschen (Aussparungen im
Gel) eingefiillt. Als Grundlage dient ein Polyacrylamid-Gel. Zwischen den Taschen und dem gegeniiberlie-
genden Ende wird eine Spannung von 140V fiir 60 bis 90 min angelegt. In dieser Zeit wandern kurze DNA-
Striange schneller durch das Gel und werden so von lingeren separiert. Der Vorgang wird mit Eiswasser
gekiihlt, um weitere Reaktionen und eine Zersetzung zu verhindern. Der Farbstoff dient der Abschitzung,
wie weit die Auftrennung schon erfolgt ist. Danach werden die DNA-Stringe mit Ethidiumbromid gefirbt
und mit UV-Durchlicht sichtbar gemacht und abfotografiert. Wir verwenden eine Gelkonzentration von
15 bis 20 %, um eine Aufspaltung von 5 bis 150 bp zu erhalten [119].



2.2 Experimente: Sequenzen und Zyklenprotokoll

Strang Sequenz

Z GGCAT CTTAG TACAT ATCAG

Z CTGAT ATGTA CTAAG ATGCC

Kombinationen Sequenz

24 GGCAT CTTAG TACAT ATCAG GGCAT CTTAG TACAT ATCAG
77 CTGAT ATGTA CTAAG ATGCC CTGAT ATGTA CTAAG ATGCC
77 =77 CTGAT ATGTA CTAAG ATGCC GGCAT CTTAG TACAT ATCAG
77 = 77 GGCAT CTTAG TACAT ATCAG CTGAT ATGTA CTAAG ATGCC

Tabelle 2.2: Sequenz des Experiments ,,wahllose Wucherung®. Es wurde eine Sequenz zu-
fallig ausgesucht, deren Schmelztemperatur im Bereich der grofiten Ligaseaktivitit
liegt und die keine Sekundirstrukturen bildet. Die verschiedenen Hybridisierungs-
moglichkeiten dieser Sequenz und der daraus resultierenden Sequenzen sind in
Abb. 2.2 dargestellt.

Zusammenfassung

In diesem Abschnitt haben wir den grundlegenden biotechnologischen Aufbau der Experimen-
te beschrieben. Es wird eine LCR-Reaktion mit der Tag-Ligase und deren Puffer durchgefiihrt.
Um Uberhinge zu schneiden oder die daraus entstehenden Produkte zu degradieren, werden
zusitzlich die Mung-Bean-Nuclease bzw. Afel und BstUI benutzt. Analysiert werden die
Proben mittels Gelelektrophorese.

Nun gehen wir dazu iiber, die in den Experimenten verwendeten Sequenzen und die
Temperaturprotokolle zu erldutern.

2.2 Experimente: Sequenzen und Zyklenprotokoll

Im Folgenden stellen wir die benutzten Sequenzen und das Zyklenprotokoll vor. Die zyklisch
variierten Temperaturen sind so gewihlt, dass sie in etwa mit den von UNAFold [75, 76] vor-
hergesagten iibereinstimmen. Fiir die verschiedenen Experimente wurden zufillige Sequenzen
gewihlt, die gegebenenfalls wegen der eingesetzten Enzyme spezifische Besonderheiten in der
Sequenz aufweisen oder entsprechend zufillig gewdhlt wurden, so dass sie nicht gegenseitig
aufeinander hybridisieren.

Zunichst stellen wir das Experiment ,wahllose Wucherung® vor, in dem nur ein DNA-
Strang und die Ligase benutzt werden.

2.2.1 Wahllose Wucherung (Tag-Ligase)

Das Experiment ,wahllose Wucherung® beginnt mit 20 bp DNA-Stringen mit der Sequenz Z;
vgl. Tab. 2.2. Dies ist eine zufillig ausgewihlte Sequenz, deren Schmelztemperatur im Bereich
der grofSten Ligaseaktivitit liegt und nicht in sich indexverschoben hybridisiert.
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2 Experimentelle Realisierung mit DNA

Die Proben werden fiir 15 min bei 60 °C inkubiert, dann fiir 1 min bei 66 °C. Nach einer
weiteren 15 min Phase bei 60 °C wird die Temperatur fiir 1 min auf 84 °C erhéht. Angefangen
mit einem Denaturierungsschritt fiir 1,5 min bei 84 °C, wird der oben beschriebene Zyklus
wiederholt. Nach je 1 oder 2 Zyklen wird eine Probe entnommen.

Zunichst betrachten wir die moglichen Kombinationen des Strangs Z und dessen Komple-
ment, wie sie im ersten Reaktionsschritt auftreten kénnen, um Vorhersagen tiber den weiteren
Verlauf des Experiments treffen zu konnen. In Tabelle 2.2 sind alle Kombinationsméglichkei-

ten aufgelistet. Die Homodimere ZZ und ZZ sind zucinander komplementir, wihrend die

beiden Heterodimere ZZ und ZZ jeweils selbstkomplementir sind. Wir erwarten, dass ein sig-
nifikanter Anteil der Heterodimere auf sich selbst hybridisiert, also in gefalteter Form vorliegt.
Da hierzu nur ein Molekiil vorliegt und diese Situation energetisch dhnlich zu einer Hybridisie-
rung mit einer Teiliiberlappung ist, wird erstere bevorzugt. Alle moglichen Typen von bindren
Reaktionen sind in Abbildung 2.2 aufgelistet. Der Ausgangsstrang und die Homodimere
hybridisieren ohne einen signifikanten Anteil von Faltung (Abb. 2.2.e-f). Die Heterodimere
konnen sich gut falten und es tritt dementsprechend auch ein grofler Anteil an Faltungen
unterhalb der Schmelztemperatur auf (Abb. 2.2.c). Die unterschiedlichen Heterodimere be-
einflussen sich nicht und reagieren parallel nur mit sich selbst (Abb. 2.2.a). Heterodimere
und Homodimere zeigen ein vergleichbares Verhalten (Abb. 2.2.b). Um den Einfluss der
Uberhangbildung zu verdeutlichen, wurde der Stoffmengenanteil der verschiedenen, iiber-
hangbildenden Hybridisierungstypen aus der biniren Hybridisierung aus den Abb. 2.2.a-b in
Abb. 2.2.d zusammengefasst. Fiir selbstkomplementire Stringe sind die Wahrscheinlichkeiten
untereinander zu hybridisieren geringer als fiir ein Homo- und ein Heterodimer und bei einer
niedrigeren Temperatur. Diese Abbildung ist allenfalls als eine Abschitzung zu interpretieren,
da kombinatorische und sterische Effekte eine volle Rechnung mit drei Stringen erfordern,
welche von UNAFold nicht bereitgestellt wird [75]. Da sich moglicherweise auch andere
Strukturen ausbilden konnten, die die Hybridisierungseigenschaften der DNA verindern, wie
z.B. die Triple-Helix-Bildung [79], ist eine solche Berechnung nur in Ausnahmefillen einfach
zu realisieren. Des Weiteren sind die Konformationen, die entstehen konnen, entsprechend
eingefirbt dargestellt. Man sieht, dass die Homo-Heterodimerhybridisierung eine Uberlap-
pung bilden kann, die nicht zu ligierbaren Uberhingen fiihrt und daher nicht autokatalytisch
verlingert werden kann. Welchen Einfluss die Uberhangbildung auf die Bildung von Stringen
hat, untersuchen wir im folgenden Abschnitt. Danach gehen wir tiber, den Einfluss von
Hetero(di)meren zu untersuchen.

Die Ergebnisse der ,wahllosen Wucherung® werden in Abschnitt 2.3.1 vorgestellt.

2.2.2 Einzelstrangzerlegung (Tag-Ligase und Mung-Bean-Nuclease)

Um den Einfluss der Uberhinge zu analysieren, werden in diesem Experiment mit Hilfe
der Mung-Bean-Nuclease die iberhingenden Einzelstringe in ihre Nukleotide zerlegt. Die
Sequenz ist die gleiche wie beim vorherigen Experiment.

Der Zyklus ist ebenfalls derselbe mit einem weiteren Schritt bei 30 °C fiir 5 min. Ab dem
sechsten Zyklus wird ein anderes Schema benutzt: 30 min bei 30 °C, 15 min bei 60 °C, 1 min
bei 66°C, 15 min bei 60°C, 1 min bei 84 °C und 5 min bei 30°C. Am Anfang eines solchen
Zyklus wird eine Einheit Mung-Bean-Nuclease hinzugefiigt.
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Abbildung 2.2: Hybridisierungsverhalten des Experiments ,,wahllose Wucherung® fiir

(teil-) komplementire Sequenzkombinationen. Abbildungen (a) und (b) zei-
gen, dass es bei teiliiberlappenden, selbstkomplementiren Sequenzen kaum zu
einer teilweisen Crosshybridisierung kommt, sondern stattdessen die selbst-
komplementiren Stringe mit steigender Temperatur zunichst Dimere bilden,
sich dann zu Monomeren falten und schliefSlich ungefaltet vorliegen. Der

nicht selbstkomplementire Strang ZZ liegt nicht dimerisiert vor. Das Gemisch
beeinflusst den Verlauf der Zustinde nur marginal (c). Die Crosshybriden
liegen, wie zu erwarten, genau teilhybridisiert vor (d). Die Farbe der Struktur
entspricht der des Hybrids. Der Stoffmengenanteil ist jedoch sehr gering, so
dass diese hier gesondert aus den Abb. (a) und (b) dargestellt werden. Fiir
groflere DNA-Konzentrationen steigt der relative Anteil (nicht dargestellt).
Die Hybridisierung der komplementiren Stringe (e) und (f) folgt dem typi-
schen Verlauf. Struktur und Stoffmengenanteil wurde mit UNAFold [75, 76]
berechnet.



2 Experimentelle Realisierung mit DNA

Da die Mung-Bean-Nuclease auch bei hoheren Temperaturen, bei denen die Doppelstringe
getrennt vorliegen, aktiv ist [114], besteht die Moglichkeit, dass sie in dieser Phase zerlegt
werden konnen. Die Ergebnisse dieses Experiments werden in Abschnitt 2.3.2 vorgestellt.

2.2.3 Heterodimerzerlegung (Tag-Ligase, Afel und BstUI)

Fine andere Art Uberhinge zu unterdriicken, ist sie im bereits ligierten, hybridisierten Zustand
wieder zu trennen und die dadurch entstandenen Hetero(di)mere wieder zu spalten. Dies
ist die Aufgabe der Restriktionsenzyme Afel und BstUI, falls geeignete Sequenzen gewihlt
wurden (vgl. Kap. 2.1.4). Daher suchen wir folgende Sequenz: Q = CGTTA TTAGC und
deren Komplement Q = GCTAA TAACG aus. Damit werden die Heterodimere QQ und

QQ zerlegt, wihrend die Homodimere unbeeinflusst bleiben.

Der Zyklus hat zwei Temperaturen und stellt sich wie folgt dar: 13,5 min bei 34 °C und
1 min bei 60 °C. Nach 20 Zyklen wurden die Temperaturen auf 60 °C und 76 °C erhdht, jeweils
am Anfang mit einem Denaturierungsschritt bei 60 °C bzw. 76 °C fiir 1,5 min. BstUI wurde
nach 8, 12, 20 und 32 Zyklen hinzugegeben und Afel zusitzlich auch nach Zyklus 15 und 18,
sowie alle 2 Zyklen ab dem 22. Zyklus.

Bei langsamer Reaktionsgeschwindigkeit der Zerlegung kann es dazu kommen, dass keine
Zeitskalenseparation mehr eintritt und verschiedene Lingen n von X vorliegen, die dann
miteinander reagieren kdnnen. Die Folge wire, dass keine Lingenselektion moglich ist.

Im Abschnitt 2.3.3 stellen wir die Ergebnisse zur Heterodimerzerlegung vor.

2.2.4 Langenselektion (Tag-Ligase und Linker)

Eine Zeitskalenseparation lisst sich durch eine schnellere spontane Bildung von neuen Mo-
lekiilen erreichen. Eine geringe Zugabe der sich spontan bildenden Molekiile erfiillt diesen
Zweck. Diese Losung bereitet aber auch den Weg, um Molekiile zu generieren, die den vollen
Informationsgehalt erhalten und weitergeben. Damit sind auch Indexverschiebungen aller Art
und Uberhinge weitestgehend unterdriickt. Mit einem solchen Experiment liefie sich daher
eine Lingenverdopplung realisieren.

Das Zyklenprotokoll fiir dieses Experiment ist kiirzer. Einmalig wird die DNA 1 min bei
80°C denaturiert. Der Zyklus startet dann mit 2 min bei 28 °C und fiir 1 min bei 80 °C. Nach
24 Zyklen werden 80 fmol der 40 bp Linker hinzugegeben und die Temperatur auf 55 °C und
90 °C erhoht. Nach 29 Zyklen werden 40 fmol der 80 bp Linker zugefiigt und die Temperatur
auf 74 °C und 94 °C respektive erhoht, um den gednderten Schmelztemperaturen Rechnung zu
tragen.

Im Folgenden werden wir ein vereinfachtes Experiment beschreiben, welches dazu dient,
die Linkersequenzen zu finden und die Temperaturen auszurechnen. Danach berechnen wir
die Sequenzen, Linker und Temperaturen fiir das tatsichlich durchgefiihrte Experiment.
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2.2 Experimente: Sequenzen und Zyklenprotokoll

Spezies Sequenz

A TGTGC CTTTG ACACC TGATC
A GATCA GGTGT CAAAG GCACA
B GGAGT TGGTT ATTTG GACCG
B CGGTC CAAAT AACCA ACTCC
C CTTAC ACGAG CTACA TGACG
C CGTCA TGTAG CTCGT GTAAG
D GGGAA GTTGT GAAGA CTAGC
D GCTAG TCTTC ACAAC TTCCC
Linker Sequenz

SAB | AACCA ACTCC GATCA GGTGT
8BC | ATTTG GACCG CTTAC ACGAG
£CD | ACAAC TTCCC CGTCA TGTAG
SDA | GAAGA CTAGC TGTGC CTTTG

Tabelle 2.3: Sequenzselektion fiir das Experiment. Es wurden aus zufillig generierten Se-

quenzen die am besten passenden herausgesucht (siehe Text). Die Linker £ sind
nicht identisch mit denen des Experiments; sie dienen lediglich dazu, die Tempera-

turen des Teiliiberlapps einfacher zu quantifizieren. £XY bedeutet hier, dass der
Linker ein Template fiir die Ligation von Spezies X mit Spezies Y ist.

Suche der Sequenzen und Temperaturoptimierung

Zur Optimierung der Sequenzen wurden 290.000 Sitze von Sequenzen mit festem CG zu AT-
Verhiltnis von 1: 1 erzeugt, die dann weiter mit UNAFold analysiert wurden*. Jeder Satz
enthilt 4 Sequenzen, deren Komplement und 4 Linker als Einzelstringe, die alle 20 bp lang
sind. Die Linker verbinden je zwei unterschiedliche Einzelstringe, die dann als Template fiir
thr Komplement dienen. Aus den generierten Sitzen wurden diejenigen ausgeschlossen, deren
Intersequenzschmelztemperaturen iiber 7 °C lagen. Aus diesen wurde eine Sequenz ausgewihlt,
die eine geringe Temperaturspanne sowohl zwischen den Linkern und den Sequenzen als auch
unter den Sequenzen aufweist. Damit wird gewahrleistet, dass die Reaktionsgeschwindigkei-
ten der verschiedenen, parallel ablaufenden Reaktionen vergleichbar sind und die Produkte
daher in dhnlichen Konzentrationen vorliegen. Der ausgewihlte Sequenzsatz und dessen
Schmelztemperaturen sind in Tabelle 2.3 und 2.4 aufgelistet.

Dazu wurde zum einen das Programm pwgen mit den Optionen -s -0 benutzt, die nicht benétigten,
anderen Zeichen geloscht, und Sequenzen mit dem passenden Verhiltnis heraussortiert. Die Optionen
stellen sicher, dass zufillige Zeichenketten generiert werden. Zum anderen wurde das Programm melt.pl
aus dem UNAFold-Paket [75, 76] mit den Optionen -n DNA -N 0.025 -M 0.01 -C 0.000001 benutzt.
Die Salz- und DNA-Konzentrationen sind vergleichbar zum Experiment: Na*: 25 mm, Mg?*: 10 mm und
Gesamt-DNA-Konzentration: 1 pm.



2 Experimentelle Realisierung mit DNA

Sequenz | Template | Schmelztemperatur Mittelwert
Standardabweichung
zweite Reaktionsstufe - Linker
A CAB 40,2°C T=403°C
B £AB 39,5°C 0 =0,94°C
C £CD 39,7°C
D £CD 40,5°C
B £BC 41,6°C
C £BC 40,2°C
A DA 41,9°C
D £DA 39,0°C
zweite Reaktionsstufe - Komplemente
A A 65,2°C T =64,2°C
B B 64,3°C 0 =0,66°C
C C 63,7°C
D D 63,5°C

Tabelle 2.4: Schmelztemperaturen der Sequenzen, wie sie zur Selektion der Sequenzen (sie-
he Tabelle 2.3) herangezogen wurden. Sowohl die Teiliiberlappung (Hybridisie-
rung mit den Linkern) als auch die Volliiberlappung sollten eine nicht allzu grofle
Streuung aufweisen, damit die parallel ablaufenden Reaktionen mit vergleichbaren
Geschwindigkeiten ablaufen (siehe Text).
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Abbildung 2.3: Stoffmengenanteil der ausgewdhlten DNA-Sequenzen in Abhingigkeit
von der Temperatur. Das Schmelzverhalten der ausgewihlten Sequenzen
und deren Komplemente ist dhnlich. Bei niedrigen Temperaturen liegt eine
vollstindige Hybridisierung vor (xx.x = 1; X € {A,B,C, D}), wihrend bei
hohen Temperaturen die Stringe fast vollstindig entfaltet sind (). & % R Yx,)-
Der Anteil der Stringe, die gefaltet sind (xs 0,15 %x, <0,1), ist gering und
Selbsthybridisierung (Yx.xe; Xxx) kommt praktisch nicht vor. Damit sind
die ausgewihlten Stringe gut geeignet, um das Reaktionsschema umzusetzen.
Die jeweiligen Schmelztemperaturen (T,) sind ebenfalls vergleichbar: Mittel-
wert: 66,4 °C, Standardabweichung: 2,09. T ist diejenige Temperatur, bei der
die Gesamtdimerkonzentration bei niedrigen Temperaturen halbiert ist.



2 Experimentelle Realisierung mit DNA

Eine weitere mogliche Einschrinkung wire eine ungleiche Verfiigbarkeit der DNA-Stringe.
Diese liegen, wie aus Abb. 2.3 hervorgeht, maximal nur zu einem Stoffmengenanteil von 10 %
in der gefalteten Form vor, was keinen erheblichen Unterschied darstellt und einen parallelen
Reaktionsverlauf nicht behindert.

Im Folgenden beschreiben wir die im Experiment tatsichlich verwendeten Sequenzen und

Linker.

Optimierte Linker und volle kombinatorische Analyse

Die im vorherigen Abschnitt besprochenen Sequenzen und Linker weisen im Hinblick auf
die experimentelle Realisierung entscheidende Nachteile auf: Zum einen sind die Linker
Molekiile, die im weiteren Reaktionsverlauf nicht mehr vorkommen und daher bei den
autokatalytischen Reaktionen nicht verbraucht werden und im weiteren Reaktionsverlauf nur
spontan ligieren kdnnen, was sich unter Umstinden negativ auswirken konnte. Daher wihlen
wir hier Linker, die doppelstringig vorliegen und dem zu ligierenden Produkt entsprechen.
Damit ist sichergestellt, dass diese nicht als parasitire Molekiile im Gemisch verbleiben und an
der weiteren Reaktion teilnehmen kénnen. Zum zweiten werden die anfinglichen Sequenzen
auf eine praktikable, minimale Linge von 10 bp gekiirzt*. DNA hat eine Persistenzlinge von
ca. 150 bp und ist auch ungefihr ab dieser Linge in der Lage in Ringen ligiert zu werden [121].
Damit stellt sie kein gutes Modell fiir ein starres, lineares Polymer dar, so dass wir davon
absehen, Lingen tiber 160 bp zu betrachten und daher Linker bis zu einer Linge von 80 bp
verwenden.

In Tabelle 2.5 sind die im Linker-Experiment verwendeten Sequenzen samt den zugehorigen
Linkern aufgelistet. Die Linker werden mit £ bezeichnet und dienen als Template fiir die
jeweiligen komplementiren Sequenzen und liegen als Doppelstrang vor. Die lingst-mogliche
Sequenz ist ABCD. Sie kann dann im nichsten Schritt nur noch rein spontan mit den noch
vorhandenen Molekiilen ligiert werden; im Idealfall mit sich selbst, so dass als lingstes Molekiil
ABCDABCD entsteht mit den Nachteilen aus dem Experiment ,wahllose Wucherung® und
der Moglichkeit, andere als lineare Strukturen zu bilden.

Tabelle 2.6 listet alle Hybridisierungstemperaturen auf, die im Experiment nach Konstruk-
tion vorkommen. Die Temperaturen der exakten Komplemente liegen nahe beieinander,
mit einer Standardabweichung von o < 1,92°C, die fiir lingere Stringe kleiner wird. Die
Temperaturen der Linker mit den jeweiligen Einzelstrangen ist geringfiigig grofier, da der
Entropiegewinn geringfiigig grofSer ist, was sich auf kleinere Temperaturen stirker auswirkt.
Um die berechneten Temperaturen herum wurden dann die kalten und heiflen Grenztem-
peraturen des Zyklus festgelegt. Durch entsprechende Wahl der niedrigen Temperatur, ist es
moglich, oberhalb der Schmelztemperatur der kiirzeren Stringe zu bleiben und diese damit
nicht mehr templatebasiert, sondern allenfalls nur noch spontan reagieren zu lassen.

Die Ergebnisse der Langenselektion analysieren wir in Abschnitt 2.3.4.

Lingen ab 5 bp sind auf einem Polyacrylamid-Gel noch zu erkennen [119], aber benétigen eine grofiere
Konzentration als die letztlich im Experiment verwendete von weniger als 140 nm Gesamtkonzentration
bei 10 bp, welche noch ausreichend gut zu quantifizieren ist. Des Weiteren brauchen Ligasen eine gewis-
se Erkennungslinge, um DNA zu ligieren, welche ebenfalls bei ca. 5bp pro zu ligierendem Teilstrang
liegt [120].
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2.2 Experimente: Sequenzen und Zyklenprotokoll

Sequenzen der ersten Reaktionsstufe

Bezeichnung Sequenz
a, TGTGC CTTTG
a, ACACC TGATC
b, GGAGT TGGTT
b, ATTTG GACCG
c, CTTAC ACGAG
c, CTACA TGACG
d, GGGAA GTTGT
d, GAAGA CTAGC
Sequenzen der zweiten Reaktionsstufe
Bez. Linker Sequenz
A=aa, | Laa, TGTGC CTTTG ACACC TGATC
B=bb, | £bb, GGAGT TGGTT ATTTG GACCG
C=cc, | Lec, CTTAC ACGAG CTACA TGACG
D=dd, | £dd, GGGAA GTTGT GAAGA CTAGC
Sequenzen der dritten Reaktionsstufe
Bez. Linker Sequenz
AB £AB TGTGC CTTTG ACACC TGATC GGAGT TGGTT ATTTG GACCG
CD £CD CTTAC ACGAG CTACA TGACG GGGAA GTTGT GAAGA CTAGC
Sequenzen der vierten Reaktionsstufe
Bez. Linker Sequenz
ABCD | £ABCD | TGTGC CTTTG ACACC TGATC GGAGT TGGTT ATTTG GACCG
CTTAC ACGAG CTACA TGACG GGGAA GTTGT GAAGA CTAGC

Tabelle 2.5: Sequenzen des Linker-Experiments. Alle Sequenzen, die im Experiment benutzt

wurden ohne die zugehdrigen Komplemente. Die mit Kleinbuchstaben bezeich-

neten Sequenzen sind die Ausgangssequenzen. Dabei entsteht nach Schema aus
den Sequenzen x x, (x € {a,b,c,d}) die Sequenz X. Grofibuchstaben bezeichnen
Sequenzen, die nach Schema entstehen. Linker werden mit £ bezeichnet und sind
Molekiile, die im System entstehen kénnen. £XY besteht aus den Sequenzen X

und Y und ist damit ein Template fiir Y und X.




2 Experimentelle Realisierung mit DNA

Template | Sequenz | Schmelztemperatur Mittelwert
Standardabweichung
erste Reaktionsstufe
d, d, 34,1°C T=37,0°C
, c, 35,1°C o =1,92°C
c, o 35,3°C
a, a, 36,7°C
b, b, 37,7°C
d, d, 37,7°C
b, b, 39,1°C
a, a, 40,0°C
£C ) 35,8°C T =39,2°C
£D d, 36,4°C 0=2,35°C
£c c 38,0°C
£A a, 39,2°C
£B b, 39,5°C
£D d, 39,6°C
£B b, 41,5°C
£A a, 43,4°C
zweite Reaktionsstufe
D D 63,5°C T =64,2°C
C C 63,7°C o =0,66°C
B B 64,3°C
A A 65,2°C
£CD C 63,8°C T =64,3°C
£CD D 64,0°C 0 =0,54°C
£AB B 64,2°C
£AB A 65,2°C
dritte Reaktionsstufe
CD CD 78,3°C T =79,0°C
AB AB 79,6°C 0 =0,65°C
£ABCD | CD 78,4°C T=79,1°C
£ABCD | AB 79,7°C 0 =0,65°C
vierte Reaktionsstufe
ABCD | ABCD | 86,6°C |

Tabelle 2.6: Schmelztemperaturen der Sequenzen wie sie hauptsichlich im Experiment
vorkommen. Aufgelistet sind die Schmelztemperaturen der Stringe mit ihren
jeweiligen Komplementen und den Linkern. Fiir lingere Stringe gibt es eine
geringere Abweichung untereinander sowie zu den Linkern.
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2.3 Ergebnisse

Zusammenfassung

In diesem Abschnitt haben wir die Zyklenprotokolle der vier Experimente vorgestellt sowie
die benutzten Sequenzen und deren Hybridisierungseigenschaften. Die Schmelztemperaturen
der Sequenzen wurden mit UNAFold [75, 76] berechnet und es wurden Linker-Sequen-
zen zufillig generiert und die geeignetsten ausgewihlt, welche eine geringe Streuung in der
Schmelztemperatur aufweisen.

Nun gehen wir zu den Ergebnissen der jeweiligen Experimente iber, um diese darzustellen
und zu analysieren.

2.3 Ergebnisse

In diesem Abschnitt stellen wir die Ergebnisse der durchgefithrten Experimente vor. Die
,wahllose Wucherung® fithrt, ausgehend von einem 20 bp-Strang, zum sukzessiven Auftreten
aller moglicher Lingen. Damit ldsst sich keine Selektion erkennen. Die Einzelstrangzerlegung
durch die Mung-Bean-Nuclease hat den Nachteil, dass alle Stringe bei Temperaturen, die
grofier als ihre Schmelztemperatur sind, als Einzelstrang vorliegen und daher ebenfalls zerlegt
werden. Es lisst sich so also keine effektive Lingenselektion bewerkstelligen. Die Heterodi-
merzerlegung fithrt zu einer grofleren Verfiigbarkeit der Ausgangsmolekiile einer Reaktion,
die vormals aus einer Hetero(di)merreaktion stammen, so dass eine Zeitskalenseparation nicht
eintritt und damit ebenfalls keine Lingenselektion. Durch die Zugabe von Linkern kann die
Zeitskalenseparation aufrechterhalten werden, so dass eine Lingenselektion auftritt. Zunichst
beschreiben wir die ,wahllose Wucherung®.

2.3.1 Wahllose Wucherung

In Abbildung 2.4 ist das Ergebnis einer reinen Ligation mit der Tag-Ligase und des Dop-
pelstrangs Z dargestellt. Es entstehen sukzessive jeweils um 20 bp lingere Stringe mit ab-
nehmender Konzentration. Der Konzentrationsverlauf fiir jede Linge nimmt zunichst zu,
zeigt ein Maximum, welches fiir lingere Striange auch spater und mit einer niedrigeren Kon-
zentration auftritt, und nimmt schliefflich ab. Wie wir bereits in Abschnitt 2.2.1 diskutiert
haben, kann dies zum einen auf eine mogliche Uberhangligation zuriickgefiihrt werden: Es
entstehen Stringe mit dem (End-)Motiv ZZ bzw. ZZ, wobei in diesem Fall Z bzw. Z sowie
das Motiv auch je als Repetition vorliegen konnen. Diese Motive ermdglichen zum einen
eine Faltung aber auch eine Hybridisierung eines in der Lange nicht passenden Stranges, so
dass beliebige Vielfache der Ausgangsstranglinge entstehen konnen; vgl. auch Abb. 2.2. Die
Experimente Einzelstrangzerlegung und Heterodimerzerlegung dienen u. a. dem Nachweis
dieser Hypothese. Zum anderen laufen die templatebasierenden Reaktionen im Vergleich zum
Entstehungsprozess neuer Lingen, z. B. spontan oder tiber den oben genannten Mechanismus
der Uberhangligation, zu langsam ab, um eine Zeitskalenseparation zu erreichen.

Ein vergleichbares Verhalten zeigt das theoretische Modell in Kapitel 3.2.1, welches wir dort
analysieren.

Im Folgenden gehen wir der Frage nach, ob die Entfernung von Einzelstringen, also
insbesondere von Uberhingen, ausreichend ist, um eine Lingenverdopplung zu erreichen.
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2 Experimentelle Realisierung mit DNA
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Abbildung 2.4: Wahllose Wucherung. Der urspriingliche 20 bp DNA-Strang wurde zufillig
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gewiahlt, so dass keine Sekundirstrukturen entstehen, und dieser mit Taq-
Ligase inkubiert. Die Zeit ist durch die Reaktionszyklen gegeben, deren Ma-
ximaltemperaturen bis tiber die Schmelztemperatur der lingsten, jeweilig
auftretenden Stringe reicht. Aus dem 20 bp DNA-Strang bilden sich sukzes-
sive immer ldngere Stringe, deren Maximalkonzentration ebenso abnimmt.
Alle messbaren Stringe haben eine Linge, die ein Vielfaches von 20bp ist;
vgl. Abb. 2.2. Die Kurven dienen der optischen Fithrung. Eingefiigt sind
die (zur besseren Darstellung bearbeiteten) Gele, die ausgewertet wurden.
Veroffentlicht in [82].



2.3 Ergebnisse

2.3.2 Einzelstrangzerlegung

Wir untersuchen nun, welchen Einfluss die Entfernung von Einzelstringen mit Hilfe der
Mung-Bean-Nuclease auf das Experiment ,wahllose Wucherung® hat. Die Grundlagen wurden
in Abschnitt 2.2.2 vorgestellt. Bei der Zugabe der Mung-Bean-Nuclease entstehen weniger
neue Stringe und Lingen {iber 40 bp sind nicht mehr detektierbar, wie aus Abbildung 2.5 zu
erkennen ist. Damit wird ersichtlich, dass die Mung-Bean-Nuclease effektiv die Uberhinge
abbaut und auch die einzelstringige DNA iiber der Schmelztemperatur zerlegt.

In [82, supplementary material] wird ein weiteres Experiment untersucht, in dem die Mung-
Bean-Nuclease zu einem spiteren Zeitpunkt und mit einer geringeren Konzentration zugefiigt
wird. In diesem Experiment bilden sich aber zeitnah Stringe der Linge 60 bp, so dass keine
Lingenselektion beobachtet werden kann. Wir kénnen keine Konfiguration finden, in der
sowohl Uberhinge effizient entfernt werden und sich eine ausreichend grofle Reproduktions-
rate vorhandener Stringe einstellt. Damit ist die Einzelstrangzerlegung ungeeignet um eine
Lingenselektion zu erreichen.

Wir wenden uns daher der anderen Méglichkeit der Verringerung der Folgen von Uberhang-
bildung zu, nimlich dem Autkommen von Hetero(di)meren, indem wir diese degradieren.

2.3.3 Heterodimerzerlegung

In Abschnitt 2.2.3 haben wir die Grundlagen der Heterodimerzerlegung mit Hilfe von Afel
und BstUI vorgestellt. Aus Abbildung 2.6 geht hervor, dass es moglich ist, bis zu einer
Linge von 40 bp eine Langenselektion zu erreichen, da sich keine messbare Anzahl von 30 bp-
Strangen bildet. Jedoch ab einer Linge von 40 bp bilden sich, wie im Experiment ,wahllose
Wucherung®, wieder alle moglichen Stringe aus.

Dies kann daran liegen, dass die Zeitskalen nicht vollstindig separieren. Fiir kiirzere Stringe
lduft die Ligationsreaktion langsamer ab, so dass die Restriktionsenzyme mehr Zeit haben,
die entstandenen Hetero(di)mere zu zerlegen. Bei hoheren Temperaturen lduft die Ligation
schneller ab und die Restriktionsenzyme arbeiten zu langsam, um alle Stringe zu zerlegen.
Des Weiteren ist die Konzentration von 10 bp-Stringen noch nicht soweit abgefallen, so dass
nicht nur lingere Uberhinge entstehen bzw. der Schmelztemperaturabstand der verschiedenen
DNA-Lingen abnimmt, so dass eine Hybridisierung zwischen verschiedenen Lingen immer
wahrscheinlicher wird und letztlich auch Homomere mit allen moglichen Lingen entstehen
konnen, die von den Restriktionsenzymen unbeeinflusst bleiben.

Damit ist auch die Heterodimerzerlegung ungeeignet, insbesondere fiir groflere Temperatu-
ren und einer damit verbundenen grofieren Ligationsrate, eine Lingenselektion aufzuzeigen.

Wir wihlen einen ginzlich anderen Ansatz und versuchen damit, die Bildung von Uber-
hangligationen effizient zu unterdriicken und eine Langenselektion zu erhalten, indem wir
sog. Linker zu der Taqg-Ligase-Reaktion hinzufiigen.

2.3.4 Langenselektion

Wie schon in Abschnitt 2.2.4 vorgestellt, diskutieren wir hier die Ergebnisse der Ligation
mit Hilfe von Linkern £. Wir konnen, wie in Abbildung 2.7 dargestellt, erkennen, dass eine
Lingenselektion in Form einer Lingenverdopplung auftritt. Wesentlich ist, dass sich kurz
nachdem sich das DNA-Molekiil doppelter Linge gebildet hat das aktuelle DNA-Molekiil
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Abbildung 2.5: Einzelstrangzerlegung mit Hilfe der Mung-Bean-Nuclease. Zeitentwicklung
des DNA-Doppelstrangs Z bei Ligation mit der Tag-Ligase und zugefiigter
Mung-Bean-Nuclease ab Zyklus 6. Ein Lingenverdopplungsschritt ist moglich,
aber lingere Stringe entstehen nicht, da die Mung-Bean-Nucleaseaktivitit so
grofl ist, dass sie im Bereich grofler Temperaturen, bei denen die Stringe nicht
hybridisiert sind, diese ebenfalls zerlegt, obwohl sie nicht temperaturstabil
ist [114]. Damit stehen letztlich immer weniger Stringe zur Verfiigung. Die
Kurven dienen der optischen Fiithrung. Eingefiigt sind die (zur besseren Dar-
stellung bearbeiteten) Gele, die ausgewertet wurden. Veroffentlicht in [82].
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Abbildung 2.6: Heterodimerzerlegung mit Hilfe von Afel und BstUI und Ligation mit der

Taq-Ligase. Es wurde der Doppelstrang Q inkubiert. Es entstehen bis zur
Auswertungsgrenze von 80 bp alle moglichen Lingen bis auf 30 bp. Dies legt
nahe, dass der Mechanismus der Hetero(di)merzerlegung am Anfang wirksam
ist, da dort die Reaktionen langsamer ablaufen. Mit grofleren Temperaturen
und lingeren Stringen entstehen auch wieder kleinere Uberhinge, die eine
Lingenskalenseparation verhindern. Die Kurven dienen der optischen Fiih-
rung. Eingefiigt sind die (zur besseren Darstellung bearbeiteten) Gele, die
ausgewertet wurden. Veroffentlicht in [82].
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Abbildung 2.7: Lingenselektion. Acht 10bp DNA-Sequenzen, die nicht gegenseitig hybri-
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disieren (siehe Tab. 2.5), bilden die Ausgangssequenzen und werden durch
Linker, die doppelt so lange Templatesequenzen sind, verbunden. Linker ste-
hen bis zur 80 bp Spezies zur Verfiigung (siehe Text). Ab Zyklus 24 und 29
wurden die Maximaltemperaturen erhoht, um den Schmelztemperaturen der
lingeren DNA-Stringe Rechnung zu tragen. Die durch Linker angestofiene
Ligation fithrt zu einer sukzessiven Langenverdopplung der jeweils iiberwie-
genden Molekiile. Molekiile anderer Lingen sind in diesem Bereich nicht
detektierbar. Die Kurven dienen der optischen Fiithrung. Die Konzentration
wurde aus den eingefiigten (hier bearbeiteten) Elektrophoresegelen ermittelt.
Veroffentlicht in [82].



2.4 Exkurs: UNAFold und Hybridisierungsraum

(fast vollstandig) abgebaut hat. Daher zeigen alle entstehenden Lingen ein Maximum, welches
sich schnell bei hohen Zyklustemperaturen und langsam bei niedrigen ausbildet. Der Abfall
ist kongruent mit dem Wachstum des in der Linge verdoppelten, folgenden Molekiils. Die
entstehenden Molekiile treten daher im Bereich des Maximums exklusiv und sukzessive auf.

Da fiir Lingen tiber 80bp keine Linker mehr konstruiert wurden, entsteht als nichst
mogliches Molekiil, vergleichbar dem Experiment ,wahllose Wucherung®, ein DNA-Strang
der Linge 120 bp.

Damit konnte eine Moglichkeit gefunden werden, eine Lingenselektion durchzufiihren.
Wesentlich dafiir ist eine Zeitskalenseparation zwischen dem Aufbau bestehender Molekiile
und der Erzeugung neuer Molekiile (siche Abschnitt 1.4.4). Dies konnte durch exponentielles
Wachstum der nétigen Sequenzen (Tab. 2.5) durch die Hinzugabe von Linkern erreicht
werden. Da exponentielles Wachstum schneller als jedes spontane Wachstum ist, entstehen
kaum Molekiile mit nicht durch die Linker vorgegebenen Sequenzen; vgl. Kap. 1.4.

Den sukzessiven Aufbau von Molekiilen mit doppelter Linge werden wir in einem theoreti-
schen Modell in Kapitel 3.2.2 untersuchen.

Zusammenfassung

Es wurden in diesem Abschnitt die Ergebnisse der vier vorgestellten Experimente diskutiert.
Das Experiment ,wahllose Wucherung® fithrt zur Entstehung von allen mdglichen Lingen.
Die Einzelstrangzerlegung ldsst nur einen Verdopplungsschritt zu und die Heterodimerzerle-
gung ist effektiv im Unterdriicken von 30 bp-Sequenzen; es entstehen jedoch alle moglichen
lingeren Sequenzen. Die Hinzugabe von Linkern fiihrt im Experiment ,Lingenselektion zu
einer Auswahl von sich verdoppelnden DNA-Lingen.

Die Experimente ,wahllose Wucherung” und ,Heterodimerzerlegung® erinnern an das
Evolutionsszenario ,wahllose Wucherung®, da (fast) alle moglichen Lingen entstehen (vgl.
Abb. 1.15.c), wihrend die Einzelstrangzerlegung einen Evolutions-Kollaps zeigt, weil keine
lingeren Stringe mehr auftreten; vgl. Abb. 1.15.b. Lediglich das Experiment ,Lingenselektion®
hat Ahnlichkeiten mit der natiirlichen Evolution, da sukzessive neue Lingen (mit doppelter
Linge) auftreten und andere Lingen zumindest zeitweise wiahrend des Wachstums prisent
sind; vgl. Abb. 1.15.a.

Im Folgenden erldutern wir die Funktionsweise des Programms UNAFold und konstruieren
mit dessen Hilfe einen Satz an phinomenologischen Gleichungen, um die temperaturabhingige
Hybridisierung von komplementiren, unterschiedlich langen DNA-Stringen aufzustellen.

2.4 Exkurs: UNAFold und Hybridisierungsraum

Abschlieflend méchten wir die theoretische Funktionsweise der Software UNAFold erliutern.
Ausgehend von einem einfachen Modell erkliren wir die Grundlagen der Berechnungen {iber
die Gibbs-Energie und der Zustandssumme.

Um im folgenden Kapitel auch Berechnungen mit den tatsichlich verfiigbaren DNA-Strin-
gen machen zu kdnnen, stellen wir hier ein phinomenologisches Modell auf. Dieses Modell
gibt den Stoffmengenanteil der verfiigbaren DNA-Stringe, die im Allgemeinen unterschiedli-
che Linge haben, unabhingig von ihrer Sequenz an.
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2.4.1 Funktionsweise von UNAFold

Die Funktionsweise von UNAFold ist u. a. in den Verdffentlichungen [75, 76] beschrieben,
an denen wir uns orientieren.

Der einfachste Ansatz zur DNA-Hybridisierung ist ein Zweizustandsmodell, bei dem die
DNA entweder hybridisiert ist oder nicht. Dabei nimmt man tblicherweise an, dass die
beiden betrachteten Stringe zueinander perfekt komplementir sind. Durch den Ubergang
sind Anderungen in der Gibbs-Energie (AG), der Enthalpie (AH) und der Entropie (AS) zu
verzeichnen. Die Legendretransfomation zwischen G und H (AG = AH —TAS) beschreibt
den Ubergang zwischen G und H. Durch die experimentell ermittelten Anderungen in
G bzw. H [106] (dort in Tabelle 1) fiir paarweise Basen (AG,), deren Enden (AG;) und
Selbstkomplementaritit (AGy), lisst sich AG berechnen und ergibt sich zu*:

AG =D AG; + AGg + AG (2.1)

Da paarweise Basen betrachtet werden, gibt es fiir einen Strang der Linge n genau n—1 Beitrige.
Fiir Anderungen in der Salzkonzentration werden ebenfalls Korrekturterme angegeben [106].

Aus dem van’t Hoff’schen Gesetz AG = —RT - ln(%ﬂ%?) lasst sich eine Beziehung zwischen

AG und der Gleichgewichtskonstante angeben, da beim Schmelzen gerade die Hilfte der
Stringe dissoziiert sind:

— 1AG =T = AH (2.2)
R- ln<§[AB]init.>

™~ AS+R-In(Cr/r)

wobei T die Schmelztemperatur, R die Gaskonstante und A und B die Konzentration der
beiden Stringe ist, bzw. C; die Gesamtkonzentration an Stringen. Fiir selbstkomplemen-
tire DNA-Stringe ist f = 1 und fiir nicht selbstkomplementire DNA-Stringe bei gleicher
Konzentration ([A], ;. =[B]. ;. ) ist { = 4. Fiir nicht selbstkomplementire DNA-Stringe, die
ungleich konzentriert sind, ergibt sich 0. B.d. A. [A],,;, > [Bl.;.: Cr=[Al.. — %[B]init‘ mit
f=17T[106].

UNAFold berechnet daneben ebenfalls die gesamte Zustandssumme, so dass die beiden
Strange nicht komplementir sein miissen, mehrere Groflenordnungen unterschiedlich kon-
zentriert sein diirfen, und es wird sowohl Faltung als auch Hybridisierung entsprechend
berticksichtigt. Es wird angenommen, dass das Volumen gut durchmischt ist und sich bei einer
gegebenen Temperatur im thermodynamischen Gleichgewicht befindet.

Es konnen neben der Schmelztemperatur auch andere experimentell relevante Groflen wie
die UV-Absorptionsrate und die Wirmekapazitit berechnet werden.

init. init.

2.4.2 Hybridisierungsraum

Im Folgenden stellen wir ein Modell vor, um bei einer festen DNA-Sequenz Hybridisierungen
von unterschiedlichen Lingen schneller zu berechnen. Mit UNAFold werden die verschiede-
nen Kombinationen berechnet und mit einer Sigmoidfunktion angefittet. Die Sigmoidfunktion

*  Wir wollen AG beispielhaft anhand der Hybridisierung der Sequenz CGTACG und deren Komplement
berechnen: AG = AG,(CG/GC) + AG,(GT/CA) + AG;(TA/AT) + AG,(AC/TG) + AG5(CG/GC) +
AGg(C/G)+ AG(G/C)+ AGg. Die Sequenz ist selbstkomplementir und mit den Zahlenwerten aus [106]
berechnet sich AG zu: AG =—2,17 — 1,44 —0,88 — 1,44 — 2,17 4+ 0,98 + 0,98 + 0,43 = —5,71 kcal /mol.



2.4 Exkurs: UNAFold und Hybridisierungsraum

ist eine gute Niherung fiir perfekt hybridisierende Stringe, wie man in Abb. 2.3 erkennen
kann. Sicherlich gibt es sehr grofle Abweichungen von dieser Kurve bei nicht perfekt hybridi-
sierenden Striangen wie z. B. bei sich faltenden Stringen, nicht hybridisierenden Stringen o.4.,
wie aus Abb. 2.2.b ersichtlich ist. Daher ist der gewihlte Ansatz, indem eine Sigmoidfunktion
angefittet wird, in diesen Fillen nicht optimal, aber wir betrachten hier vornehmlich perfekt
hybridisierende Stringe. Aus den so gewonnenen Parametern fiir die Sigmoidfunktion und
deren Giiltigkeitsbereich finden wir eine Funktion durch Anfitten, die diese Werte beschreibt,
so dass es moglich ist, temperaturabhingige Naherungswerte fiir den Hybridisierungsanteil der
DNA-Stringe schneller zu bestimmen, um diese in anderen Programmen einfacher verwenden
zu konnen; vgl. Abschnitt 3.5.1. Alle Funktions- und Parameterbezeichnungen in diesem
Abschnitt sind alphabetisch und unabhingig von denen des Rests dieser Arbeit gewihlt.

Es wurde fiir eine feste Sequenz und dessen Komplement fiir verschiedene Lingen mit dem
Programm hybrid2.pl* aus dem UNAFold-Paket die temperaturabhingige Hybridisierungs-
kurve berechnet. Die Linge der DNA-Stringe wurde in 10 bp-Schritten vergréfiert*™. An den
Stoffmengenanteil wurde die Sigmoidfunktion:

x(Tyn,m) = (14 e[T_A(“’m)]’B(“’m))_l (2.3)
mit den Parametern A(n,m) und B(n, m) angefittet, wobei A(n,m) die Schmelztemperatur
angibt, B(n,m) die Breite der Funktion und n sowie m die Linge in 10 bp-Bausteinen. Aus
den empirisch ermittelten Werten fiir A und B wurden entsprechende, passende Funktionen
gewihlt. A(n,m) beschreibt eine gekriimmte Ebene in n,m:

A(n,m)=c¢(m)- [1 — e_a(m)'“J“b(m)] , mit: (2.4)
a(m)=d- ™t
bm) = g-c™¥
c(m)=k-m+1

Die Parameter ergeben sich zu: d = 9,13964; 0 = —0,0326832; f = —2,64004; g = 2,904 85;
h = —0,000941309; 1 = 1,98539; j = —21,1422; k = 0,045953 1 und | = 85,8959 und sind in
Abb. 2.8.a-b zusammen mit den angefitteten Werten dargestellt. Die Breite der Sigmoidfunk-
tion B(n,m) kann durch eine Ebene angenihert werden und ist in Abb. 2.8.c zusammen mit
den Fitwerten dargestellt:

B(n,m)=p-n+q-m-+r (25)

Dabei sind p = 0,207996; q = 0,014 1387 und r = —0,248774.

Es werden nur Werte in Abb. 2.8 dargestellt, bei denen A(n,m) weniger als 15°C von
der mit melt.pl berechneten Schmelztemperatur abweicht. Eine grofle Abweichung deutet
auf Faltungen oder nicht hybridisierende Stringe hin. Fiir kleine Stringe, die auf langen

*  Das Programm hybrid2.pl wurde mit den Optionen -n DNA -N 0.025 -M 0.010 -A 0.0000009 -B

0.0000009 und den beiden DNA-Stringe aufgerufen, um die Hybridisierungskurve zu berechnen.

** Die zugrundeliegende Sequenz ist: TGTGC CTTTG ACACC TGATC GGAGT TGGTT ATTTG GACCG
CTTAC ACGAG CTACA TGACG GGGAA GTTGT GAAGA CTAGC CCTGT TGAGT CTCGA
AATGG CAGTT AAGCG CGCAA GTTAG GATAG TGGGT GTACA GATCG ACACT GGTAG
ACCAA GGTTC. Sie ist am Anfang identisch zur in Tab. 2.5 vorgestellten und nach dem gleichen Auswahl-
kriterium fortgefiihrt. Bei lingeren Stringen liegt diese Sequenz repetitiv vor, bei kiirzeren abgeschnitten.

77



2 Experimentelle Realisierung mit DNA

90
80
70
60
50
40
30

90
80
70
60
50
40
30

70 80
oy 1w 2 30 4, 0 &

(a) A(n,m) - Seitenansicht

A(n,m) ——

90

805
700
60<
50
40
30

0 10 20 30 40 50 60 70 80
n

(b) A(n,m) - Seitenansicht

30 20

s 70 60 30 4

(c) B(n,m) - Seitenansicht

Abbildung 2.8: Hybridisierungsraum. A(n, m) und B(n, m) sind Parameter zur Sigmoidfunk-

tion (Gl. 2.3), die den Stoffmengenanteil der hybridisierten Stringe angibt.
A(n,m) ist eine gekriimmte Funktion, deren Werte fiir kleine n nur teilweise
definiert sind (siehe Text). Insbesondere die Kriimmung in A(n,m) wird gut
wiedergegeben (b). B(n,m) stellt eine oszillierende Ebene dar (siche Text),
die durch eine Fliche angenihert wurde. Da beide Funktionen symmetrisch
in n und m sind, sind die Funktionswerte nur fiir m < n dargestellt bzw.

mafigeblich.



2.4 Exkurs: UNAFold und Hybridisierungsraum

hybridisieren sollen, liegt eher eine Faltung vor, weshalb eine Grenze m(n) fiir diese Fille
angefittet wurde (nicht dargestellt), die sich ergibt zu:

m(n)>s-n+t (2.6)

Mit s = 7,90909; t = —3,27273 und fiir n < 10. Entsprechende m(n) hybridisieren nicht
sigmoidal aufeinander, sondern kénnen ein Maximum aufweisen. Dies ist insbesondere der
Fall fiir die Parameter s = 12,57; t = —6,14 und n < 7; der maximale Stoffmengenanteil
an hybridisierten Stringen ist dann y,_ . < 0,02, so dass praktisch keine Hybridisierungen
vorliegen. Zwischen den durch die beiden Parametersitze definierten Grenzen befindet sich
der Ubergang zur Ausbildung der Hybridisierungen, so dass dort keine allgemeingiiltige
Aussage getroffen werden kann. Auflerhalb der Grenze von Gl. 2.6 wird ein Stoffmengenanteil
von mindestens y > 0,94 erreicht.

Es sei angemerkt, dass die Hybridisierung von unterschiedlich langen DNA-Sequenzen
weitestgehend (d. h. abhingig von der Sequenz) symmetrisch ist und daher ein Tupel von
Lingen (u,v) auf das Tupel (n, m) = (min[u, v],max[u,v]) abgebildet wird, da m > n.

Gleichung 2.3 mit den angegebenen Parametern kann zur schnelleren, niherungsweisen
Auswertung des hybridisierten Stoffmengenanteils in weitergehenden Anwendungen heran-
gezogen werden. Fiir andere, nicht faltende Sequenzen miissen gegebenenfalls die Parameter
angepasst werden. Dieser Ansatz ist fiir faltende Sequenzen u. U. nicht zielfithrend, da von ei-
ner sigmoidalen Temperaturabhingigkeit der Hybridisierung nicht mehr ausgegangen werden
kann.

Zusammenfassung

Wir haben die prinzipielle Funktionsweise von UNAFold erldutert. Ein einfaches Modell
zur Bestimmung der Schmelztemperatur kann aus dem van’t Hoff’schen Gesetz hergeleitet
werden, in das die fiir paarweise Basen gemessene Gibbs-Energie eingeht. Die vollstindige
Zustandssumme ermdglicht UNAFold eine genauere Berechnung von T .

Wir konnten ein phinomenologisches Modell aufstellen, welches den sigmoidalen, tempera-
turabhingigen Hybridisierungsanteil zweier komplementirer DNA-Stringe niherungsweise
beschreibt. Damit kann in einem weiteren Programm die hybridisierte Stoffmenge schneller
berechnet werden. Der funktionale Zusammenhang der Hyperflichen fiir Schmelztemperatur
und Breite der Sigmoidalkurve wurde gezeigt.

Wir gehen nun dazu iiber, das theoretische Modell mit spontaner und autokatalytischer
Ligation vorzustellen und zu analysieren.
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3 Theorie

I n diesem Kapitel stellen wir die theoretische Modellierung und Analyse eines Systems
vor, anhand dessen wir die Eigenschaften der Evolution untersuchen. Ausgehend von Ab-
schnitt 1.4 stellen wir eine Reaktionsgleichung auf, die universell, je nach Parameterwahl,
eine Lingenselektion mit Koexistenz aufweist. Ausziige aus diesem Kapitel wurden in [82]
und [122] verdffentlicht und die Grundlagen wurden in [80] gelegt.

Zunichst analysieren wir die Ergebnisse in Abhingigkeit von den Parametern und im Hin-
blick auf Evolutionseigenschaften. Es werden Evolutionsbiume sowohl fiir die theoretischen
als auch fiir die experimentellen Ergebnisse aufgestellt und verglichen. Danach wird niher
auf den Aspekt der Selbstihnlichkeit eingegangen und ein Phasentibergang definiert. Das
Wachstum und der stationire Zustand wihrend der auftretenden Plateaus werden ebenfalls
beschrieben.

Weitergehend werden Modifikationen an den Gleichungen vollzogen, die es ermdglichen
eventuelle Limitierungen der Beschreibung zu umgehen. Zum einen verwenden wir die
korrigierten Raten fiir die Ligaseaktivitit und die DNA-Hybridisierung aus Abschnitt 2.4.2
und Abb. 2.1. Zum anderen werden die Unterschiede der verschiedenen Wachstumstypen aus
Abschnitt 1.4.2 und 1.4.3 mit dem exponentiellen Wachstum verglichen. Schlief}lich kénnen wir
mit Hilfe von Abschnitt 1.3.5 durch Aufkonzentrierung ein praktisch unendlich evolvierendes
System vorstellen.

Abschlieflend analysieren wir das System in Bezug auf Perkolation. Perkolation tritt im
Zusammenhang mit der Verkniipfung von gleichartigen Einheiten auf, falls diese sich nachein-
ander in verschiedenen Groflenregionen verkniipfen.

3.1 Systemdefinition

Wir betrachten ein System aus linearen Polymeren A _, die aus n Monomeren bestehen™. Zwei
Polymere A und A kénnen sich zum Molekiil A, verketten. Dies kann entweder spontan
mit der Rate [3 stattfinden oder autokatalytisch mit der Rate of A, ]

A +A_ An+m, (3.1)

Gl[lkn+mjlc—"_ﬁ

die proportional zur Konzentration des Produkts A, . ist; vgl. Gl. 1.5. Dies ist die allge-
meinste Reaktion zweier spontan und autokatalytisch reagierender Reaktanten. Im Folgenden
setzen wir ( = 1 und betrachten exponentielles Wachstum, da dies das Beispielsystem fiir ein

*  Allgemeiner betrachten wir Entititen bzw. Molekiile, deren Struktur nebensichlich ist, solange sich

die Reaktionsart nicht dndert, d. h. hat ein Molekiil q Reaktionszentren, so kann es an q Stellen mit
einem anderen reagieren, unabhingig von seiner tatsichlichen Grof3e (Linge). Bei linearen, codierenden,
hybridisierenden Polymeren ist ¢ =2 und bei linearen, gerichteten Polymeren ist = 1. Wir werden im
Folgenden von Polymeren aus einer Sorte ungerichteter Monomere sprechen und daher ist hier q = 1.
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Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Reaktion aus Gl. 3.1. Zwei Molekiile kénnen
sich spontan treffen und verbinden (a). Zwei Molekiile kénnen autokatalytisch
miteinander reagieren, wie z. B. auf einem Target hybridisieren (d. h. nicht
kovalent binden), welches als Template fungiert, dort untereinander kovalent

reagieren und sich wieder vom Template ablosen (b). Dies ist die allgemeine
Form der Reaktion aus Abb. 1.8.

evolutionires Verhalten darstellt; vgl. Abschnitt 1.4.1. Der autokatalytische Reaktionsweg
kann als eine Hybridisierung auf einem Template verstanden werden. Eine schematische
Darstellung wird in Abb. 3.1 gezeigt.

Eine solche chemische Reaktion ist stochastisch, weswegen wir sie mit Hilfe eines modifi-
zierten Gillespie-Algorithmus berechnen bzw. simulieren [123, 124, 125, 126]*. Der Gillespie-
Algorithmus setzt voraus, dass das Reaktionseinheitsvolumen gut durchmischt und homogen
ist. Dabei gibt in den Simulationsergebnissen die Konzentration [A ] die Anzahl der Molekii-
le A, pro Einheitsvolumen an. Als Anfangsbedingung wird eine gegebene Konzentration an
Monomeren betrachtet, die im Zeitverlauf reagieren konnen. Diese Anzahl ist eine Potenz
von 2 ([A,], = 29). Andere Molekiile sind anfangs nicht vorhanden ([A_], =0, fiir n > 1),
wobei [A ], die Anfangskonzentration von A zur Zeit t = 0 darstellt. Da [3 die Zeit definiert,
wihlen wir 3 = 1; vgl. Abschnitt 1.4.2.

Trotz der stochastischen Natur geben wir zum besseren Verstindnis die chemischen Raten-
gleichungen nach [127] an:

A ] = (t[ A ] + B)[ALA, ]
- Z(l + 8n+m,k) <°‘[An+m+k] + B) [An—i-m][Ak] (3-2)
k
1, fallsi=j

Dabet ist J;; das Kronecker-Delta mit §;; = . Es kann sich aus beliebigen Mole-

0, fallsi#j
kiilen A und A | ein neues Molekiil A | = bilden. Diese Tatsache macht ein geschlossenes,
analytisches Losen der Gleichungen schwierig. Daher beschrinken wir die analytischen Lo-
sungen im Folgenden auf unter Voraussetzungen 16sbare, aber dennoch wichtige Spezialfille.
Diese Voraussetzungen wurden aus den Simulationsdaten gewonnen.

*  Der entwickelte Algorithmus basiert auf dem Gillespie-Algorithmus [123, 124], der optimiert wurde.

Die Auswahl erfolgt sukzessive fiir jeden Reaktanten und stellt daher sicher, dass alle Reaktionen ihr
entsprechendes statistisches Gewicht bekommen. Dabei wird direkt gewihlt [125]. Teilweise wurde das
Speicherlayout stark minimiert und mit geeigneten Compileroptionen beschleunigt, was die grofle Anzahl
an rechenintensiven Berechnungen erst ermdglichte. Viele Rechnungen wurden aber auch ohne letztere
Optimierung durchgefithrt. Um mehrere Berechnungen parallel durchzufithren, wurde GNU Parallel
benutzt [126].
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3.2 Analyse

Wir betrachten nun den Zeitverlauf der Konzentrationen fiir verschiedene autokatalytische
Parameter a. In Abhingigkeit von diesem gibt es zwei unterschiedliche Bereiche. Fiir kleine
a, d. h. eine schwache Autokatalyse, treten sukzessive immer groflere Polymere auf. Fiir
grofle a, d. h. eine starke Autokatalyse, treten hauptsichlich Polymere auf, die sich sukzessive
in der Linge verdoppeln. Dazwischen finden wir einen Phaseniibergang, den wir niher in
Abschnitt 3.4.2 untersuchen.

Im Folgenden analysieren wir die beiden Bereiche im Zeitverlauf.

3.2.1 Wahllose Wucherung: a klein

Der typische zeitliche Verlauf bei einem kleinen autokatalytischen Parameter ist in Abb. 3.2
dargestellt. Die einzelnen, um ein Monomer lingeren Molekiile treten sukzessive auf und
haben einen vergleichbaren Verlauf, der ein Maximum aufweist. Auch die Maxima treten
nacheinander mit geringer werdender Konzentration auf. Die Maxima folgen naherungsweise
einem Potenzgesetz mit [A ] .. ~ t™. Der Abfall der einzelnen Molekiile fillt auf eine
geneigte, einhiillende Gerade zusammen, wobei kiirzere Molekiile schneller abgebaut werden.
Diese Gerade gehorcht dem gleichen Gesetz. Die ersten Molekiile, deren Wachstum streng
sukzessive erfolgt, sind farbig markiert; das Wachstum der schwarz dargestellten Molekiile ist

von Fluktuationen tiberlagert und daher nicht differenziert dargestellt.

Die verschiedenen Polymere erscheinen nach und nach in logarithmischer Zeit immer
schneller. Dabei folgt der Zeitpunkt des Erscheinens der lingeren Molekiile niherungsweise
einem Potenzgesetz. Der Verlauf ist in Abb. 3.4 gezeigt.

3.2.2 Langenselektion: o grof

Eine starke Autokatalyse fithrt zu einer Lingenverdopplung und damit zu einer Lingense-
lektion, wie sie in Abb. 3.3 dargestellt ist. Es entstehen kontinuierlich und sukzessive neue
Polymere A, mit n =25, k € N also mit einer verdoppelten Linge: Bei einer grofien autoka-
talytischen Verbindungsrate a ist die Erzeugung von wachsenden Polymeren grofier als alle
anderen Reaktionen, so dass die Polymere, die die grofite Konzentration aufweisen, ein Plateau
zeigen. Da wir die Reaktion mit Monomeren beginnen, entstehen zuerst Dimere, die in einem
Plateau sittigen. Danach besteht jedoch die Moglichkeit, dass Tri- oder Tetramere entstehen.
Obwohl zunichst die Rate, mit der Trimere wachsen, grofler ist und diese demnach zuerst
entstehen, sinkt diese Rate, da ein Reaktant (Monomere) auch von einer vorausgehenden
Reaktion verbraucht wird: der Erzeugung von Dimeren. Daher erwarten wir, dass diese
Reaktionen langsamer werden und schliefllich ausklingen. Die Tetramerreaktion verhalt sich
jedoch anders: Da die Edukte reichlich vorhanden sind und produziert werden, wichst damit
die Reaktionsrate. Schliellich reagieren die Dimere zu Tetrameren und diese sittigen in einem
Plateau.
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Abbildung 3.2: Spontane Reaktion linearer Molekiile bei kleinem autokatalytischen Parame-

ter o. Aus den am Anfang vorhandenen Monomeren bilden sich im Zeitverlauf
nach und nach Molekiile, die immer um ein Monomer linger werden, da
Monomere fiir einen langen Zeitraum vorhanden sind. Ab einer gewissen
Linge ist diese Ordnung nicht mehr strikt und es fehlen Lingen. Die streng
geordneten Molekiile sind farbig hervorgehoben. Das Maximum der jewei-
ligen Molekiile ist ebenfalls geordnet. Die iiber verschiedene Realisationen
gemittelten Maxima der jeweiligen Molekiile sind rot eingezeichnet. Sie folgen
einem Potenzgesetz mit v = 1,67(1) (siche Text). Die Fehlerbalken sind die
Standardabweichungen iiber 20 Liufe. Die Verldufe der verschiedenen Poly-
mere weisen einen dhnlichen stetigen Verlauf auf: Der Anstieg ist monoton,
gefolgt von einem Maximum, der in einen monotonen Abfall iibergeht, der
allen Molekiilen dhnlich ist. Parameter: [A,], =2",a = 107". Veroffentlicht
in [82].
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Abbildung 3.3: Autokatalytische Reaktion linearer Molekiile bei groffem autokatalytischem
Parameter a. Es treten zwei Sorten von Molekiilen auf: diejenigen, die aus

einer Langenverdopplung resultieren, und andere. Erstere weisen eine um Gro-

flenordnungen grofiere Konzentration auf als die restlichen und sind farblich
gen g
gekennzeichnet. Diese wachsen exponentiell, zeigen ein Plateau mit einem

Maximum und einen Abfall, der eine Schulter aufweisen kann. Die Maxima
fallen bei moderat iiberkritischem autokatalytischem Parameter o fiir ver-

schiedene Liufe zusammen und gehorchen fiir verschiedene Lingen einem

Potenzgesetz. Die Mittelwerte und Standardabweichungen sind rot eingetragen.
Ebenfalls gut zu erkennen sind Molekiile, die aus zwei aufeinanderfolgenden,
lingenverdoppelten Polymeren resultieren (n = 3,6,12 und 24). Diese sind

jedoch um Groflenordnungen geringer konzentriert. Eine noch geringere

Konzentration haben sporadisch auftretende, weitere Molekiile. Parameter:

[A,],=2",a=10"". Veroffentlicht in [82].
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Selbstihnlichkeit

Es ist wesentlich festzustellen, dass dies ein allgemeingiiltiges Schema ist. Anstatt den Reak-
tionsweg von Tetrameren (Plateaukonzentration [A,]p,, ) zu Oktameren zu untersuchen,
konnte man auch die Reaktion von Monomeren zu Dimeren oder jede andere Verdopplungs-
reaktion von einem Polymer der Linge 2% betrachten. Demnach liefert die Betrachtung von
Monomeren mit der Konzentration [A, |, , die man als Tetramere identifiziert, vergleich-
bare Ergebnisse. Folglich wurde nur die Anfangskonzentration ungefihr geviertelt. Diese
Selbstahnlichkeit hat weitreichende Folgen, auf welche wir niher im Abschnitt 3.4.1 eingehen.

Liangenverdoppelte Polymere

Ein lingenverdoppeltes Polymer (A, ) wichst zunichst exponentiell (vgl. Abschnitt 3.4.3), da
die Konzentration des vorausgehenden Polymers (A ), welches an dieser Stelle ein Plateau
zeigt, relativ konstant ist. Danach geht die Konzentration iiber in eine Sittigung, wiahrend
der das nichste Polymer mit doppelter Linge (A, ) wichst. Das Plateau weist ein Maximum
auf. Darauf folgt ein stetiger Abfall, der eine Schulter zeigen kann. Diese tritt auf, falls
einerseits noch ein Teil der Molekiile des Polymers mit halber Linge (A ) nicht reagiert
hat und das Polymer mit doppelter Lange (A, ) in das Plateau sittigt. Zum anderen muss
das System, in Abhingigkeit von a, in geringer Konzentration andere Lingen aufweisen, die
nicht aus einer Lingenverdopplung resultieren. Die Schulter kann ansteigen, insbesondere bei
mittleren Werten von o. In der Nihe des Phaseniibergangs ist die Form des Plateaus leicht
ansteigend, glatt und vergleichbar in der Linge. Hohere Ordnungen zeigen, wenn sie sich dem
Phaseniibergang weiter nahern, kein ausgeprigtes Plateau. Fiir groflere o wird das Plateau
zunehmend waagerecht, dessen Linge* statistisch verteilt und der Ubergang ins Plateau immer
kiirzer.

Fiir kleinere a sind die Plateaulingen und auch deren Maxima deterministisch. Die Maxima
der lingenverdoppelten Polymere folgen einem Potenzgesetz:

mit einem Exponenten von & =—0,52(2).

Deterministische Plateaulange: andere Langen und Reaktionsbeginn

Wenn die Plateaulinge deterministisch ist, bleibt eine signifikante Konzentration {ibrig, die
nicht in der Lingenverdopplungsreaktion verbraucht wird. Daher treten besonders Polymere
der Linge m = 27! 425 (2. B. m = 3,6,12 und 24) in einer grofleren Konzentration auf,
wenn die entsprechenden Edukte in groflerer Konzentration vorhanden sind. Diese und die
Polymere aus der Liangenverdopplungsreaktion sind gut zu erkennen und reagieren dann
weiter zu beliebigen anderen Polymeren, die in geringerer Konzentration auftreten.

Folglich bricht in diesem Fall gegen Ende der Reaktion die Liangenverdopplungskaskade
zusammen, da die anderen Lingen eine vergleichbare Konzentration erreicht haben. Dies tritt
umso frither ein, je kleiner o ist.

* Mit Plateaulinge wird in dieser Arbeit die Dauer des Plateaus bezeichnet.
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Da die Plateaulinge deterministisch ist, muss auch das Auftreten der neuen, lingenverdop-

pelten Polymere deterministisch sein. Die Zeitspanne folgt einem Potenzgesetz und ist in
Abb. 3.4 dargestellt.

Statistische Plateauldnge

Fiir sehr grofle Werte von o sind die Plateaulingen nicht mehr deterministisch, sondern
statistisch verteilt; vgl. Abschnitt 3.4.4. Wegen der groflen Autokatalyse erfolgt das Wachstum
eines neuen lingenverdoppelten Polymers sehr schnell, wohingegen die Entstehung eines neuen
Polymers linger dauert. Daher treten typischerweise entweder keine anderen Lingen auf oder
nur in geringer Konzentration. Es kann aber passieren, dass das Plateau so kurz ist, dass der
langsamere Abfall noch nicht abgeschlossen ist und eine signifikante Anzahl an Restmolekiilen
iibrig bleibt. Diese konnen mit anderen Molekiilen reagieren, typischerweise mit einem
anderen Polymer aus der Lingenverdopplungsskala oder mit sich selbst. Es tritt entweder eine
gemeinsame, zunichst unabhingige Reaktion ein, die Molekiile von den Polymeren [A ]
verbraucht, oder eine davon unabhingige Langenverdopplung; vgl. Abb. 3.5.

Die statistische Verteilung der Plateaulinge resultiert aus dem Warten auf die Entstehung
eines neuen Polymers. Daher haben die beiden Groflen die gleiche Verteilung.

3.2.3 Koexistenz

Eine geringe Autokatalyse (a klein) fiithrt, da fast alle Polymerlingen entstehen, zu einer
Koexistenz vieler Molekiile. Eine differenzierte Form der Koexistenz ldsst sich im Bereich der
Lingenverdopplung erkennen; vgl. Abb. 3.3. Bei moderaten autokatalytischen Parametern,
also einer deterministischen Plateaulinge, haben fiir groflere Zeiten die Polymere A, eine
vergleichbare Konzentration und werden in einer Nische geduldet, d. h. sie tragen zur Lingen-
verdopplungskaskade nicht mehr bei. Ebenfalls existieren Polymere der Linge m = 2k 4 2k+1,
die sich ebenfalls untereinander verdoppeln, aber auch aus der Langenverdopplungskaskade ge-
speist werden. In noch geringerer Konzentration sind andere Molekiile vorhanden. Wir stellen
fest, dass weitere, teilweise auch geordnete Reaktionen neben der Lingenverdopplungskaskade
ablaufen und diese Linien damit koexistieren.

Ein anderes Bild zeichnet sich fiir sehr grofie autokatalytische Parameter o ab. Dort kommt
es bei einzelnen Realisierungen vor, dass andere (urspriinglich) nicht aus der Verdopplungskas-
kade stammende Polymere einen signifikanten Anteil erreichen und teilweise sowie zeitweise
auch eine groflere Konzentration erreichen als diejenigen, die aus einer Verdopplung resultie-
ren; vgl. Abb. 3.5. Dieser Sachverhalt stellt eine Koexistenz zweier Entwicklungslinien dar,
die aufeinander beruhen kénnen, was wir als Koevolution bezeichnen. Andere Molekiile sind
jedoch weitaus geringer konzentriert.

Ein koevolvierendes Polymer (A ) kann entstehen, wenn das Polymer doppelter Linge
(A,,) ein kurzes Plateau auf Grund statistisch verteilter Plateaulingen aufweist und eine
signifikante Restkonzentration von A im System verbleibt. Dieses Polymer kann dann
mit einem anderen weiter reagieren, insbesondere falls dessen Plateau eine groflere Linge
aufweist, da dann eine Reaktion wahrscheinlicher ist, oder unabhingig davon mit sich selbst.
Beide Reaktionstypen kommen in Abb. 3.5 vor: A; + A, — Ay und 2A,, — A,,. Die
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Abbildung 3.4: Auftreten aller Polymere fiir « = 107 (rot) und fiir die lingenverdoppelten

88

Polymere o = 107! (blau). Fiir a = 107! folgt der Zeitpunkt des Auftretens
einem Potenzgesetz: t, . (n) ~ n*1°?. Die rote Kurve dient der optischen
Fiihrung. Verdffentlicht in [82].
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Abbildung 3.5: Koevolution. Lingenverdopplung mit statistisch verteilten Plateauldngen. Es
kann bei kurzen Plateaus moglich sein, dass noch eine signifikante Konzentra-
tion tbrigbleibt (A,). Diese Molekiile konnen zu einem spiteren Zeitpunkt
weiter reagieren und Molekiile aus der Langenverdopplungskaskade verbrau-
chen (gestrichelt gezeichnet). Es entstehen neue Lingen (fett markiert), die
sich nach dem selben Schema entwickeln oder sich unabhingig davon verdop-
peln konnen. Eine genaue Analyse der stattfindenden Reaktionen findet sich
im Text. Andere Polymere haben eine geringe Konzentration und sind nicht
eingezeichnet. Die Parameter sind a = 10? und [A ], = 2'. Veroffentlicht
in [82].
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Abbildung 3.6: Entropie S=—>"_p, log(p,), wobei p_ die relative Haufigkeit des Polymers
A ist. Rist die Anzahl der Bindungen, die proportional zur inneren Energie
des Systems ist. Die Entropie der Lingenselektion ist geringer als die der
»wahllosen Wucherung®, so dass erstere eine groflere Ordnung aufrechterhilt.
Veroffentlicht in [82].

Zwischenreaktion verbraucht ein weiteres Polymer (A ) aus der Lingenverdopplungskaskade:
A+ Ay — Ay, Dabei sei angemerkt, dass das Polymer Ay, zu einem spiteren Zeitpunkt
eine groflere Konzentration aufweist als A .

3.2.4 Entropie

Wie wir in den Voriiberlegungen zu Abschnitt 1.2 schon angedeutet haben, ist es notwendig,
so Schrodinger, dass Lebewesen ihre Entropie auf einem niedrigeren Niveau halten als ihre
Umgebung [22]. Dies wird mit Hilfe von Nahrung bewerkstelligt, die zugleich die abgegebene
Wirme ersetzt. Dies ist notwendig, um dem irreversiblen Zerfall, der nach dem zweiten
Hauptsatz der Thermodynamik fiir Gleichgewichtssysteme gilt, entgegenzuwirken und so
eine Entropieabnahme zu erreichen, so dass spontane, selbst-organisierende Phinomene
entstehen konnen [70, 128]; vgl. auch Abschnitt 1.3.4 und 1.3.5.

Aus Abb. 3.6 geht hervor, dass die Entropie in Abhingigkeit der Reaktionsanzahl, ein
Maf} fiir die innere Energie des Systems, fiir den Parameterbereich, der Lingenselektion
zeigt, geringer ist als im Fall der ,wahllosen Wucherung®. Damit hilt die Lingenselektions-
phase die Ordnung im System aufrecht, ermdglicht Kodierung von Information und zeigt
Selbstorganisation.

Aus Abb. 3.6 geht hervor, dass die Entropie, ein Maf} fiir die innere Energie des Systems,
in Abhingigkeit von der Reaktionsanzahl fiir den Parameterbereich, der Langenselektion
zeigt, geringer ist als im Fall der ,wahllosen Wucherung®. Damit hilt die Lingenselektions-
phase die Ordnung im System aufrecht, ermdglicht Kodierung von Information und zeigt
Selbstorganisation.
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3.3 Vergleich von Theorie, Experiment und Evolution

Zusammenfassung

In diesem Abschnitt konnten wir die Reaktionsgleichungen vorstellen, analysieren und einen
Uberblick tiber die moglichen Verliufe geben. Eine kleine Autokatalyse fiihrt zu vielen, kaum
differenzierten Polymeren und dhnelt einer ,wahllosen Wucherung®. Grofle Werte fiir den
autokatalytischen Parameter fithren jedoch zu einer Lingenselektion, der Lingenverdopp-
lungskaskade. Neben den Polymeren mit sich verdoppelnder Linge existiert eine Familie aus
Polymeren, die aus zwei solcher aufeinanderfolgenden, lingenverdoppelten Polymere besteht.
Auch weitere Polymere treten auf. Die Lingenverdopplungskaskade ist selbstihnlich. Fiir
sehr grofle Autokatalyseraten werden die Plateaulingen der lingenverdoppelten Polymere
statistisch verteilt und es kénnen davon unabhingige Kaskaden entstehen.

Die Entropie der ,wahllosen Wucherung® ist monoton steigend und grofer als die der
Lingenselektion. Damit hilt die Langenselektion eine grofiere Ordnung im System aufrecht.

Im Folgenden vergleichen wir die Ergebnisse von Experiment und Theorie.

3.3 Vergleich von Theorie, Experiment und Evolution

Der Reaktionsablauf ist in Theorie und Experiment verschieden und damit auch die Definition
der Zeit. Das theoretische Modell geht von einer kontinuierlich ablaufenden Reaktion aus,
d. h. in der templatebasierten Reaktion hybridisieren und reagieren die Edukte instantan und
die Produkte trennen sich ebenfalls instantan. In einem Zeitschritt laufen diese Reaktionen
also so schnell ab, so dass keine weitere Reaktion stattfindet; vgl. Abschnitt 3.1.

Im Experiment jedoch lduft die auf die autokatalytische Reaktion bezogene Zeit nicht
kontinuierlich, sondern in Zyklen ab. Pro Zyklus kann nur ein Teil der Templates als solche
fungieren; der Rest hybridisiert auf seinem Komplement oder faltet sich, falls moglich. Wah-
rend des restlichen Zyklus kann dann mit Hilfe der Ligase ligiert werden; vgl. Abschnitt 2.1.1.
Diese Reaktionen laufen wihrend des Zyklus entsprechend schnell ab, aber sie werden von
einem (lange dauernden) Zyklus gestoppt. Der Zyklus ist entsprechend gewihlt, damit alle
Reaktionen gentigend Zeit haben, vollstindig abzulaufen. Danach wird iiber die Schmelztempe-
ratur erhitzt, alle Stringe schmelzen und kénnen wihrend des Abkiihlens wieder entsprechend
hybridisieren. Dabei stellt die Probenentnahme am Zyklusende eine Art Stop-Motion-Auf-
nahme des zugrunde liegenden Reaktionsverlaufs dar, wobei die Probenentnahme effektiv
nichtlinear in der Zeit ist.

Damit erscheint ein Vergleich, insbesondere die Zeit betreffend, nicht sinnvoll. Dennoch wi-
re z. B. im Fall der Langenverdopplungskaskade die Abfolge der entstehenden Polymerlingen
vergleichbar.

Wahllose Wucherung

Abbildungen 2.4 und 3.2 haben einen vergleichbaren Verlauf. In beiden Fillen entstehen
sukzessive aus den Monomeren™, um die Monomerlinge lingere, neue Polymere. Der Kon-
zentrationsverlauf zeigt ein Maximum, welches fiir kiirzere Polymere einen grofieren Wert

*  Die Monomere sind im Experiment ,,wahllose Wucherung® 20 bp-Stringe.
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3 Theorie

aufweist. Je linger die Polymere werden, desto geringer ist der Abstand der Maxima. Da es
keinerlei Selektion beziiglich der entstehenden Lingen gibt, ist der Verlauf, in Theorie und
Experiment, dhnlich zur wahllosen Wucherung; vgl. Abb. 1.15.c und Abb. 3.7.a-b.

Langenselektion

In den Abbildungen 2.7 und 3.3 ist eine Lingenselektion dargestellt. Ausgehend von Monome-
ren* bilden sich sukzessive Polymere mit doppelter Linge. Die Konzentrationen haben einen
an- und absteigenden Verlauf mit einem Maximum und kommen gréfStenteils nur exklusiv
vor.

Anlehnend an Abschnitt 1.4.4 stellen wir fest, dass alle notwendigen Voraussetzungen zur
Entstehung einer Lingenselektion vorliegen: Die Reaktionen verlaufen gentigend schnell, so
dass ein Grof3teil der Verdopplungsreaktion abgelaufen ist, bevor sich ein neues Polymer
bildet. In beiden Fillen wurde die autokatalytische Rate vergroflert: Im theoretischen Modell
direkt und im Experiment durch die Zugabe von Linkern, die dazu fiithren, dass die entspre-
chende Lingenverdopplungsreaktion anfangs schneller abliuft und somit der Totzeit bis zur
Entstehung eines neuen Polymers zuvorkommt.

Das Ergebnis ist, mit Einschrinkungen, vergleichbar mit der natiirlichen Evolution; vgl.
Abb. 1.15.a und Abb. 3.7.c-d. Die Einschrinkungen sind zum einen das relativ schnelle Aus-
sterben der Vorfahren und zum anderen, dass im dargestellten Fall der Entstehungszeitpunkt
sowie die Linge der entstehenden Spezies deterministisch sind.

Gemeinsamkeiten mit der darwinschen Evolution

Um das Verhalten der Lingenselektion auf die darwinsche Evolution hin zu untersuchen,
werden im Folgenden die notwendigen Begrifflichkeiten erliutert bzw. identifiziert. Da
die Polymere nur die Eigenschaft ,Lange besitzen, ist diese das Unterscheidungsmerkmal
fir eine Spezies; vgl. Abschnitt 1.5. Da im biologischen Kontext eine Spezies von einer
anderen deutlich zu unterscheiden ist, sehen wir davon ab, im Fall der ,wahllosen Wucherung*
von Spezies zu sprechen. Im Fall der Lingenverdopplungskaskade sind jedoch die einzeln
auftretenden Polymere gut zu unterscheiden und kénnen demnach als Spezies identifiziert
werden. Im Folgenden dient eine solche Spezies ebenfalls als Nische; vgl. Kap. 1.1, 1.2.2
und 1.5. Im theoretischen Modell luft die Entstehung einer neuen Spezies wie folgt ab: Aus
den zwei vorherigen Spezies A, und A, bildet sich durch Variation zunichst ein neues
Polymer: A, ,..i. Dieses wichst jedoch nicht so stark, weil dessen Nische verschwindet
(vgl. Abschnitt 3.2.2) und stattdessen in einer neuen, leicht verinderten Nische (nur das
Polymer A ,..,) das Polymer A, durch Variation entsteht und weitaus stirker wichst. Dieser
Vorgang kann als Selektion identifiziert werden. Damit treten alle typischen Eigenschaften
der darwinschen Evolution auf.

Im Folgenden gehen wir dazu {iber, die physikalischen Eigenschaften des Systems genauer
zu analysieren und beginnen mit dem Phaseniibergang und dessen Konsequenzen.

*  Die Monomere sind im Experiment Lingenselektion 10 bp-Stringe.
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3.3 Vergleich von Theorie, Experiment und Evolution
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Abbildung 3.7: Verliufe der Evolution als Evolutionsbaum. Bild (A) und (B) zeigen ein

zur ,wahllosen Wucherung” vergleichbares Verhalten (vgl. Bild 1.15.c) im
unterkritischen Fall im Experiment und in der Simulation; Bild (C) und (D)
entsprechend den tiberkritischen Fall, welcher Ahnlichkeiten zur Abb. 1.15.a
aufweist (siche Text). Es ist die Linge gegen die Zeit aufgetragen. Die Helligkeit
bildet die Gesamtmasse (Konzentration - Lange) ab. (A) Alle moglichen Lin-
gen erscheinen nacheinander und die Konzentration nimmt mit zunehmender
Zeit ab. Ein vergleichbares Bild zeigt sich in (B). Im Inset ist ein Ausschnitt
fiir kiirzere Lingen dargestellt. Bei allen entwickelt sich das Maximum der
Gesamtmasse fiir groflere Zeiten hin zu grofleren Lingen. (C) Aus den kiir-
zeren Spezies wichst die nichste mit doppelter Linge sukzessive heraus. Die
Spezies mit 120 bp Linge bildet sich nicht mit Hilfe von Linkern und resultiert
daher nicht aus einer Lingenverdopplung. (D) Betrachtet man nur die sich
lingenverdoppelnden Spezies (alle mit Konzentration grofler als 500), so treten
diese ebenfalls in der Simulation sukzessive auf (Inset). Die gelb dargestellten
Molekiile sind in geringer Konzentration fast in allen Lingen vorhanden, aber
es gibt prominente Spezies, die in deutlich grofleren Konzentrationen auftreten
(hellgelb bzw. schwarz dargestellt). Logische, horizontale Verbindungslinien,
die das Abstammungsverhiltnis angeben, sind nicht eingezeichnet.
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3.4 Phaseniibergang, Selbstahnlichkeit und Plateaulange

Nachdem wir einen Uberblick tiber das Verhalten des Systems gegeben und den biologischen
Zusammenhang erldutert haben, gehen wir nun dazu tiber, das System niher zu untersuchen.

Da zwei grundsitzlich unterschiedliche Ergebnisse (,wahllose Wucherung® und Langen-
selektion) im System auftreten, muss es einen Phaseniibergang zwischen den beiden geben.
Dessen Verlauf folgt aus der Selbstiahnlichkeit, die wir nun niher charakterisieren.

3.4.1 Selbstahnlichkeit: Plateaukonzentration

Wenn Lingenselektion auftritt, ist das System selbstdhnlich, wie wir in einem Passus in
Abschnitt 3.2.2 bereits erldutert haben: Jedes Polymer, welches ein Plateau zeigt und sich in
einem solchen mit der Konzentration [A_ Jp;,. befindet, kann als Monomer mit entsprechender
Konzentration angesehen werden und reagiert hauptsichlich nur mit sich selbst zu einem
Dimer (A, ). Daraus resultiert die Lingenverdopplungskaskade und wir konnen die zu
erwartende Konzentration eines sich verdoppelnden Polymers in Abhingigkeit von der
Anfangskonzentration angeben:

1
[Azk];{l% < 2_1‘ : [AI]O (3-4)

[Ay];,, ist das Supremum der maximal méglichen Plateaukonzentration. Wegen des Teil-
chenverlusts an andere Reaktionen wird die tatsichliche Plateaukonzentration entsprechend
geringer sein.

Dies bedeutet, dass die Konzentrationen idealerweise dquidistant in logarithmischer Auftra-
gung sind. Damit ist alleine die Zeitverteilung mafSgeblich fiir die Verteilung der Maxima; vgl.
Gl. 3.3.

3.4.2 Phaseniibergang

Der Phasentibergang, der in Abbildung 3.8 dargestellt ist, ist abhingig von der anfinglichen
Konzentration der Monomere ([A,];) durch ein Potenzgesetz mit Exponent y. Dieser Ex-
ponent ist negativ (y = —1) und hat zusammen mit der Selbstihnlichkeit eine folgenreiche
Konsequenz: Identifiziert man ein Polymer A, mit einem Monomer entsprechend verrin-
gerter Konzentration, bendtigt man einen grofleren autokatalytischen Parameter, um immer
noch Lingenselektion zu beobachten, weil mit groflerer Linge die Konzentration sinkt. Dies
wiederum bedeutet, dass man einen grofleren autokatalytischen Parameter benétigt, damit
ein lingeres Polymer ebenfalls selektiert wird. Daher ist die Phasengrenze, welche von der
anfinglichen Monomerkonzentration abhingt, nur bis zu einer gegebenen Polymerlinge
giiltig*:

a, ~ [Al]g - Cxc,k&’_ : [Al]g’ (35)

*  Die Abhingigkeit von der maximalen Polymerlinge fillt moglicherweise fiir sehr grofie autokatalytische

Parameter weg; vgl. Abschnitt 3.6.3
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Abbildung 3.8: Phaseniibergang zur Lingenverdopplung. Der kritische autokatalytische
Parameter o ist skaleninvariant und hingt zum einen von der Anfangskon-
zentration ab: a ; ~[A,]], y =—1.0(1). Das System ist selbstdhnlich, wenn
eine Lingenverdopplung vorliegt fiir o> a_}, da, wenn (fast) alle Molekiile
zu dem nichsten, doppelt so langen Molekiil reagiert sind, man dieses wie-
der als Ausgangsmolekiil mit halbierter Anfangskonzentration ansehen kann;
vgl. Gl 3.4. Damit ist o ebenfalls von der maximalen Linge, bis zu der
eine Lingenverdopplung stattfindet, abhingig und y negativ. Also ergibt sich
niherungsweise o, zu Gl. 3.5. Abbildung veroffentlicht in [82].
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so dass wir mit Hilfe von Gl. 3.4 eine Abschitzung fiir eine Lingenselektion bis mindestens
zum Polymer A, fiir a > o) angeben konnen.

Unterhalb dieses Wertes und/oder fiir eine groflere Polymerlinge entstehen Polymere
vielzdhliger, unterschiedlicher Langen; vgl. Abschnitt 3.2.1 und es ist nicht mehr méglich,
hervorstechende Lingen zu identifizieren.

Dabei definieren wir, dass eine Lingenselektion bis zum Polymer A,  erfolgt, wenn es kein
Polymer (A, ;... A,, ;) gibt, das eine groflere Konzentration einnimmt als A, _, bis zu dem
Zeitpunkt t, an dem dieses seine Maximalkonzentration ([A,, ],..(t)) erreicht.

Im Folgenden werden wir die Vorginge wihrend des Plateaus genauer analysieren.

3.4.3 Gleichgewicht im Plateau und exponentielles Wachstum

Das charakteristische Verhalten eines Molekiils, welches ein Plateau zeigt, beginnt mit einem
exponentiellen Wachstum. Nach einem flieBenden Ubergang folgt ein Plateau, in dem die
Molekiilzahl (nahezu) konstant ist. Danach folgt ein exponentieller Abfall.

Im Bereich des Plateaus von A, sind die Erzeugungs- und Verlustrate gleich. Wir nehmen
an, dass 3 vernachlissigbar ist, a > o) Mit 25 > 4n und keine weiteren Reaktionen ablaufen

als: 2A_ — A, und 2A,_ — A, . Dann ist A,_stationir ([A, ] = 0) und das Polymer A,_
wichst exponentiell:

d 2
E[Aétn] = a[A4n][A2n]Plat.' (36)

Aus der Massenerhaltung (4[A ]+ 2[A, ]+[A,,]=0) folgt, dass der Verlust an A ebenfalls
exponentiell ist. Die Lebensdauer des exponentiellen Wachstums bzw. Zerfalls von A _ ist

demnach ([A_](t) ~ eiﬁ):

fo=a (A R S a2 A 37)

ew s dPlat. 0

mit n = 2¢ und Gl. 3.4. Dieses Ergebnis stimmt mit den Simulationsdaten iiberein; vgl.

Abb. 3.9.

3.4.4 Plateaulange

Im tiberkritischen Fall (a > o ) entstehen Plateaus, die in ihrer Linge als auch Form unter-
schiedlich sind. Mit zunehmendem autokatalytischem Parameter a wird die Form der Plateaus
eckiger, da die Wachstumsreaktionen schneller ablaufen (Gl. 3.7). Dadurch dndert sich auch
die Struktur der Plateaus und auch deren Entstehungsprozess: Bei schwach iiberkritischer
Autokatalyse (a2 o) ist die Plateauform runder und leicht ansteigend und hat eine determi-
nistische Linge. Wenn die Autokatalyse grofier gewihlt wird (a>> o), ist die Plateaulinge
statistisch verteilt und die Form eckiger; vgl. Nebengraphen Abb. 3.13.

Der Entstehungsprozess ist fiir (a 2 a,) wie folgt: Wegen der schwachen Autokatalyse
entsteht schon frith das Nachfolgemolekiil A, , wenn A in der Plateauphase ist bzw. hinein-
kommt. Ersteres wichst aber nicht schnell an, weil die Reaktionen (Gl. 3.6), die zur Bildung
der Plateauphase beitragen, auf Grund der grofleren Konzentrationen der beteiligten Polymere
ein grofleres Gewicht haben, so dass die Aufbaureaktion von A_ fast bis zum Ende abliuft,
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Abbildung 3.9: Exponentielles Wachstum der selektierten Polymere (gestrichelte Kurven).
Die Lebensdauern sind 6,67(5)- 1071° fiir A,; 2,63(7)- 10~ fiir A,; 1,1(6) - 10~*
fiir Ag; 5,0(5)- 10~ fiir A, ; 2,1(4)- 10~ fiir A, und 1,1(4)- 10~ fiir A.,. Die
Daten sind identisch mit Abb. 3.3. Veroffentlicht in [82].

bevor das Nachfolgemolekiil A, stark wichst. Dies fithrt auch zu einer Bestimmung der
Linge der Plateaus: Diese ist im Wesentlichen von der Stirke der Autokatalyse abhingig und
daher fiir verschiedene Realisierungen konstant.

Im Fall einer sehr starken Autokatalyse (o> a. ) ist der Entstehungsprozess ein anderer:
Die starke Autokatalyse ldsst das Polymer A so schnell und vollstindig wachsen, dass wihrend-
dessen kaum eine andere Reaktion ablaufen kann. Da nun nur noch eine spontane Reaktion
(2A, — A,,) ablaufen kann und diese selten ist, ist die (Warte-)Zeit bis zum Reaktionsanfang
(und damit dem Ende des Plateaus des Polymers A ) exponentialverteilt [129]:

1
expv(t;T) = ;e_? (3.8)

t

EXPV(;t)=1—c = (3.9)
mit t >0 und T > 0.

Im Folgenden analysieren wir die Lange zweier aufeinanderfolgender Plateaus unterschied-
licher Polymerlingen fiir verschiedene Parameter . Wir bezeichnen mit 7, (n= 2%y den
Erwartungswert der Zeit, in der die Konzentration des Polymers A grofler als 70 % der
theoretischen Maximalkonzentration ist (vgl. Gl. 3.4). Der tatsichliche Prozentsatz hat keinen
Einfluss auf das qualitative Ergebnis.

Aus den Daten kann der Parameter T aus Gl. 3.8 mittels eines Maximum-Likelihood-Schit-
zers bestimmt werden™. Fiir die Exponentialverteilung ist der ML-Schitzer T der Mittelwert
der Stichprobe, welchen wir im Folgenden verwenden werden.

Der Maximum-Likelihood-Schitzer gibt den plausibelsten Parameterwert einer bekannten Verteilung
an. Er wird durch Maximieren der Likelihood-Funktion bestimmt, die die Wahrscheinlichkeitsdichte der
Zufallsvariablen darstellt. Ein grofler Wert der Likelihood-Funktion stellt einen Satz wahrscheinlicher
Ereignisse dar. Ziehen wir nun eine Stichprobe aus der Grundgesamtheit mit einer parameterabhingigen
Wahrscheinlichkeitsdichte, so kdnnen wir durch Maximieren der Likelihood-Funktion den besten Parameter
wihlen. Der Maximum-Likelihood-Schitzer ist der maximierte Parameter. Siehe [130].
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k [ n Ta [A,T7 2%
2| 4] 235-1071° | 233.10°1
31 8] 937-1071° | 931.1071
4116| 3,79-107° 3,73-107°
5|32| 1,50-107% 1,49-1078

Tabelle 3.1: ML-Schitzer 7, der kumulierten Exponentialverteilungen (Gl. 3.9) aus Abb. 3.10
und dessen theoretische Abschitzung (Gl. 3.10). Mit sich Verdoppelnder Molekiil-
linge vervierfacht sich die charakteristische Zeit. Gl. 3.10 st eine untere Schranke
fiir =, und beide Werte stimmen bis auf die erste Nachkommastelle tiberein.

3.4.5 Exponentielle Verteilung der Plateauldngen fiir a>> o,

Die Plateaulidngen sind bei einer groffen autokatalytischen Rate (a>> o) exponentiell verteilt
und die charakteristische Zeit ergibt sich mit Gl. 3.4 zu:

> 2% (AT (3.10)

Ty, ist die Zeit bis zum nichsten Auftreten des Polymers A, . Um die durch Simulationen er-
mittelte Plateauldngen gut mit einer Exponentialverteilung Verglelchen zu konnen, betrachten
wir die kumulative Verteilungsfunktion. Dafiir werden die durch Simulationen ermittelten
Plateauldngen sortiert und aufsummiert und ergeben die Zeitabhingigkeit. Die normierte
Anzahl wird dann als Funktion der Zeit aufgetragen; vgl. Abb. 3.10. Die analytische Losung
(Gl. 3.9) hat nur die charakteristische Zeit als freien Parameter, welche durch den Maximum-
Likelihood-Schitzer ermittelt wird.

Im Folgenden analysieren wir die Abhingigkeit der charakteristischen Zeit von den ver-
schiedenen Systemparametern.

Vergleich von gemessener mit theoretischer charakteristischer Zeit

Fiir einen festen Parametersatz und verschieden lange Polymere ist ein Vergleich in Abb. 3.10
dargestellt. Bei lediglich 10.000 Realisationen des Parametersatzes stimmen die gemessenen
und analytischen Verteilungen gut iiberein. Damit sind die Annahmen aus Abschnitt 3.4.4 als
plausibel anzusehen: Das Wachstum der Polymere ist so schnell, dass keine andere Reaktion
ablduft und die Zeit bis zum nichsten Wachstum nur durch einen Warteprozess, welcher
exponentialverteilt ist, bestimmt wird.

Die Abschitzung der charakteristischen Zeit durch Gl. 3.10 ist in Tabelle 3.1 aufgelistet.
Die Abschitzung ist eine untere Schranke und stimmt mit den gemessenen charakteristischen
Zeiten bis auf die erste Nachkommastelle iiberein.

Vergleich von Verteilung verschiedener Anfangskonzentrationen

Die charakteristische Zeit ist nach Gl. 3.10 abhingig von der Anfangskonzentration und
der Grofle des lingenverdoppelten Polymers A,,. Die charakteristische Zeit verschiedener
Anfangskonzentrationen, die einer Zweierpotenz entsprechen, knnen demnach durch die
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Abbildung 3.10: Kumulierte Plateaulingenverteilung fiir o> a_und verschiedene Lingen
der Spezies n. Parameter sind: o = 10°, [A ], = 2'%. Die gemessene Verteilung
ist fiir die verschiedenen Molekiile in der Plateauphase farbig dargestellt. Eine
Exponentialverteilung mit dem ML-Schitzer (Tab. 3.1) der gemessenen Ver-
teilung ist zum Vergleich schwarz gestrichelt eingezeichnet. Die Verteilungen
stimmen gut iberein. Pro Verteilung wurden 10.000 Messwerte betrachtet.
Veroffentlicht in [82].
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Abbildung 3.11: Vergleich der kumulierten Plateaulingenverteilung fiir verschiedene An-

fangskonzentrationen [A ], bei o, < o= 10°. Fiir [A ], = 2" sind die Kurven
durchgezogen und fiir [A ], = 2" gestrichelt. Verteilungen mit vergleichbarer
Molekiilzahl in der Plateauphase haben eine vergleichbare Verteilung, siehe
auch Tab. 3.2. Dies ist auf die Selbstihnlichkeit des Systems zuriickzufiihren.
Die kumulierten Verteilungen beinhalten 2.500 Datenpunkte.

Betrachtung eines geeigneten lingenverdoppelten Polymers zur Deckung gebracht werden,
wenn sie entsprechend selbstihnlich gewihlt wurden. Dies ist beispielhaft in Abb. 3.11 und
Tab. 3.2 fiir eine verdoppelte Anfangskonzentration dargestellt. Folglich liegen diese Ver-
teilungen idealerweise deckungsgleich auf der verdoppelten Polymerlinge: Die Verteilung
von A, bei [A,], =2" Anfangskonzentration wire also deckungsgleich mit der von Ay bei
[A,], =2". Wie aus Abb. 3.11 liegen die beiden Verteilungen bis auf eine geringe Abweichung
gut iibereinander und auch die Maximum-Likelihood-Schitzer der Verteilungen in Tab. 3.2
stimmen auf der ersten Stelle tiberein. Damit sind die Betrachtungen zur Selbstihnlichkeit
als plausibel anzusehen. Im Folgenden werden wir die Abhingigkeiten der charakteristischen
Zeit genauer untersuchen.
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[A1]o =2 [A1]o =2"

n Ta n Ta

n n

41 9,17-107° || 8| 9,48.10°1

8| 3,9-107 | 16| 3,71-107°
16| 1,51-10°% | 32| 1,56-107%
32| 623.10°%

Tabelle 3.2: ML-Schitzer T, der kumulierten Exponentialverteilungen 1 — e /" aus
Abb. 3.11 zum Vergleich.

Abhangigkeit der charakteristischen Zeit von der Anfangskonzentration und dem
autokatalytischen Parameter

Wir haben schon die Abhingigkeit von der Anfangskonzentration verdeutlicht und wollen
jetzt zusdtzlich auch die Abhingigkeit vom autokatalytischen Parameter analysieren. Dies
ermdglicht es uns, die Abhingigkeiten in Gl. 3.10 zu tiberpriifen.

Solange die Plateaulinge statistisch verteilt ist, hat Gl. 3.10 Giiltigkeit. Die Abhingigkeit
der charakteristischen Zeit T, " von der Grofle der langenverdoppelten Polymere n = 2%
ist in Abb. 3.12.a dargestellt und gehorcht einem Potenzgesetz mit einem Exponent von
ungefihr 2, was mit Gl. 3.10 iibereinstimmt. Dies gilt fiir alle autokatalytischen Parameter, die
zu einer statistischen Verteilung der Plateaulingen fiihren. Der Ubergang hin zu kleineren
autokatalytischen Parametern a ist in Abb. 3.13 wiedergegeben. Die Verteilungen tiberlappen
im Fall statistisch verteilter Plateaus, deren Konzentrationsverlauf eckig aussieht. Bei kleineren
o werden die Plateaus runder und die Verteilung ist insbesondere am Anfang steiler und keine
Exponentialverteilung mehr. Diesen Fall werden wir im folgenden Abschnitt 3.4.6 genauer
untersuchen.

Der Zusammenhang zwischen der charakteristischen Zeit 7T und der Anfangskonzentration
[A,], ist in Abb. 3.12.b wiedergegeben. Er ist ebenfalls skaleninvariant mit einem Exponenten
von nahezu —2, was sich ebenfalls mit dem analytischen Wert von Gl. 3.10 deckt. Dass bei einer
gleichzeitigen Verdopplung von Anfangskonzentration und Polymerlinge die charakteristische
Zeit gleich bleibt, haben wir bereits beispielhaft in Abb. 3.11 gezeigt. Dieser Zusammenhang
ist auch in Abb. 3.12.b gut zu erkennen, da entsprechende Werte anndhernd konstant bleiben
(nicht eingezeichnet).

3.4.6 Deterministische Plateauldngen fiir a 2 a.

Fiir Werte des autokatalytischen Parameters o in der Nihe von a_ haben die Plateaus eine
deterministische Linge und im Konzentrationsverlauf eine rundere Form. In Abb. 3.14 ist
die kumulierte Verteilung zusammen mit der entsprechenden exponentiellen Verteilung
dargestellt. Es wird deutlich, dass diese nicht iibereinstimmen und die Plateaulinge scharf
begrenzt ist. Weniger als 6 % weichen von diesem Mittelwert deutlich ab, wobei es auch zu
einer geringfligig (<3 %) fehlerhaften Erkennung der Plateaulinge, die sich prinzipbedingt
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Abbildung 3.12: Plateaulinge <[, ; und 7, in Abhingigkeit von der Anfangskonzentrati-
on und des autokatalytischen Parameters. (a) Verschiedene a > o, in Ab-
hingigkeit von der Polymerlinge sind skaleninvariant und nihern sich fiir
grofle a einer Kurve mit dem Exponenten 2,06(2) (fiir o = 10°) an. Gezeigt
ist [A,], = 2". (b) Die Plateaulinge ist in Abhingigkeit von der Anfangs-
konzentration auch fiir verschiedene Polymerlingen skaleninvariant mit dem
Exponenten —2,00(3). Die Kurven sind parallel in doppeltlogarithmischer
Darstellung wegen der Selbstahnlichkeit und weisen einen grofleren Vorfak-
tor fiir groflere Polymerlingen auf. Dargestellt sind die Kurven fiir a = 10°. In
beiden Fillen wurde {iber 50 Realisierungen gemittelt. Veroffentlicht in [82].
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Abbildung 3.13: Vergleich der kumulierten Plateaulingenverteilung fiir verschiedene o

bei einer Anfangskonzentration von [A,], = 2. Fiir Werte von a > 10°
fallen die Verteilungen aufeinander. Fiir kleinere Werte von a (hier: a = 10?)
beginnt der Ubergang zur fixen Plateaulinge, siche Abb. 3.14. Zum Vergleich
sind die entsprechenden Zeitentwicklungen eingefiigt. Man sieht, dass der
Konzentrationsanstieg in die Plateauphase sich fiir kleinere o abrundet. Die
Verteilungen bestehen jeweils aus 2.500 Datenpunkten.
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Abbildung 3.14: Kumulierte Plateaulingenverteilung fiir o 2 o und verschiedene Lingen

der Spezies n. Parameter sind: o = 1, [A, ], = 2'%. Die Verteilung ist nicht
mehr exponentiell wie in Abb. 3.10 (gestrichelte Kurven sind exponentiell
verteilt mit jeweiligem ML-Schitzer der dargestellten und gemessenen Ver-
teilung). Vielmehr ist die Plateauldnge scharf begrenzt. Weniger als 4 % sind
deutlich kiirzer und weniger als 2 % grofler. Fiir Mittelwerte und Standard-
abweichung siehe Tab. 3.3. Die kiirzeren Plateaulingen sind schon zu sehr
frithen Zeitpunkten vertreten. Das ist darauf zuriickzufiihren, dass 35 bis 74
Plateaus von den nominell 2.500 Realisierungen mehrfach erkannt wurden.

nicht beseitigen ldsst, durch den auswertenden Algorithmus wegen statistischer Schwankungen
kommt. Der Mittelwert der Plateaulidnge ist in Tab. 3.3 aufgelistet. Bemerkenswert ist die
geringe Standardabweichung.

Bisher ist kein analytischer Ausdruck fiir die Plateaulinge bekannt. Diese ist jedoch eine
Funktion der Lebensdauer t_, aus Gl. 3.7, da der Prozess der Plateaubildung auf dem sequenti-
ellen Wachstum der lingenverdoppelten Polymere beruht, wie wir in Abschnitt 3.4.4 gesehen
haben. Wir konnten einen mit der Polymerlinge abnehmenden Proportionalititstaktor zwi-
schen 39 und 47 bestimmen.
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n| N t o Tow Y

412383 | 2,72-107 7,53.-107°° | 5,82.107"1 | 4,67-10!
82397 | 1,04.-107% | 1331078 | 233.107° | 44610
16 | 2404 | 3,90.10°% 2,32-1077 | 931.1071° | 4,19.10!
3212420 | 1,47-1077 448.1071 | 3,73.107° 3,94 . 10!

GA W |

Tabelle 3.3: Mittelwerte t und Standardabweichung & der konstanten Plateaulinge aus
Abb. 3.14 fiir die verschiedenen Molekiile A in der Plateauphase. Die Standardab-
weichung ist sehr gering, was auf eine sehr konstante Plateaulidnge hinweist. Diese
ist von der Lebensdauer T, aus Gl. 3.7 abhingig (siehe Text). N der nominell
2.500 Realisierungen sind im Bereich 0.04 < P < 0.98, in dem die Plateaulinge sich
nur schwach dndert. Es wurden 35 bis 74 Plateaus mehrfach erkannt. /-, wurde
auf 3 Stellen gerundet.

Zusammenfassung

In diesem Abschnitt haben wir den Phasentibergang und die Plateaulinge des theoretischen
Systems vorgestellt und analysiert. Im unterkritischen Fall (o < @) entstehen der Reihe nach
alle moglichen Polymerlingen und eine Vielzahl von unterschiedlichen Reaktionen findet
gleichzeitig statt. Im tiberkritischen Fall (a > a_ ) werden bestimmte Polymere, die nach
und nach eine doppelte Lange aufweisen, selektiert. Die Zahl der Reaktionen ist begrenzt
und die lingenverdoppelten Polymere zeigen eine Plateauphase. Die Linge der Plateauphase
kann je nach a deterministisch oder exponentiell verteilt sein. Die zu Grunde liegenden
Prozesse wurden vorgestellt und hingen stark mit der Selbstahnlichkeit der lingenverdoppelten
Polymere zusammen, so dass wir analytische Abschitzungen insbesondere fiir die statistisch
verteilte Plateaulidnge angeben konnten.

Im Folgenden werden wir Erweiterungen dieses Systems vorstellen, die das Verstindnis in
Bezug auf die Evolution erweitern.

3.5 Betrachtungen zur Allgemeingiiltigkeit der Analysen

Bisher haben wir in diesem Kapitel hauptsichlich physikalisch relevante Eigenschaften des
Systems beschrieben und analysiert sowie das grundlegende Verhalten im Hinblick auf die
Evolution beschrieben. Im Folgenden werden wir das System sinnvoll erweitern, so dass der
Einfluss bestimmter Modifikationen auf die Evolution verdeutlicht wird.

Zunichst betrachten wir beziiglich der Vereinbarkeit von Theorie und Experiment den
Einfluss experimenteller Gegebenheiten.

3.5.1 Evolution mit korrigierten Raten fiir DNA und Ligase

In diesem Abschnitt wollen wir den Einfluss der Ligaseaktivitit und des Anteils der hybri-
disierten DNA berticksichtigen, um einen besseren Vergleich zum Experiment in Kapitel 2
ziehen zu kénnen. Wie wir bereits in Abb. 2.1 gesehen haben, hat die Ligase eine tempera-
turabhingige Aktivitit. Ebenfalls konnten wir in Kapitel 2.4.2 die Temperaturabhingigkeit
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vitdt hat ein Maximum bei T & 62°C; vgl. Abb. 2.1. Wihrend die Schmelz-
temperatur T fiir lange DNA-Stringe identisch ist, fallt diese fiir kiirzere
Stringe jedoch stark ab; vgl. Abschnitt 2.4.2. Damit ist es kiirzeren Stringen
bei hoheren Temperaturen nicht gut méglich zu hybridisieren. (a) Ganz kurze
DNA-Stringe (n = 2; 20 bp) haben wegen ihrer sehr kleinen Schmelztempera-
tur (T, & 30°C) eine kleinere effektive autokatalytische Rate als geringfiigig
lingere (n = 3;30bp; T, = 40°C) Stringe; vgl. Abb. 2.8.a. Daher wachsen
die lingeren (n > 4; 40bp) schneller. Wegen der geringeren Ligaseaktivitit
ist die effektive autokatalytische Rate jedoch so niedrig, dass keine Langense-
lektion stattfindet. (b) Praktisch unbeeinflusste Entwicklung bei ca. /3 der
Ligaseaktivitit. (c) Die grofite Ligaseaktivitit ermoglicht ein unbeeinflusstes
Wachstum. Da die Stringe der Linge n < 4 (40 bp) einen geringeren Hybridi-
sierungsanteil aufweisen, wachsen sie langsamer. (d) Die Ligaseaktivitit ist so
niedrig, dass das Ergebnis fiir lingere Stringe (n 2 4; 40 bp) einer ,,wahllosen
Wucherung® dhnelt. Die kiirzeren haben wegen ihrer geringen Schmelztem-
peratur eine noch niedrigere Reaktionsrate, so dass sie sich am Anfang von
den lingeren separieren. Die Anfangskonzentration ist [A;], = 2" und der
autokatalytische Parameter a = 0,1.
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der DNA vorstellen. Bereits in Abschnitt 2.4.1 haben wir die Abhingigkeit der Schmelz-
temperatur von den beiden Eduktkonzentrationen angegeben. Dies sind die bekannten bzw.
berechenbaren Groflen, um Korrekturen hinsichtlich der Hybridisierungseigenschaften der
DNA zu berticksichtigen. Um eine vollstindige Berechnung der Hybridisierung und Ligation
mehrerer DNA-Stringe in einer Lsung realisieren zu kénnen, fehlen insbesondere die freien
DNA-Stringe (zur Anpassung der spontanen Reaktionsrate) und die gegenseitige Wechselwir-
kung mehrerer Edukte auf einem Template (Multistranginteraktion). Diese Prozesse miissen
explizit implementiert werden, wie Berechnungen und Experimente in einem Microarray™
gezeigt haben, da sie nicht direkt in einen stationdren Zustand relaxieren. Insbesondere kann
ein nicht genau komplementirer Strang anfangs auf dessen Zielstrang stirker binden als das
perfekte Komplement des Zielstranges, wenn dieser geringfiigig (3-fach) geringere Binde- und
AblGseraten aufweist [131]. Eine Multistranginteraktion und die daraus resultierenden, freien
DNA-Stringe lieflen sich also nur mit einem erheblichen Aufwand korrekt berechnen [75], so
dass wir in dieser Arbeit einen einfacher zu berechnenden Ansatz wihlen.

Nach Gleichung 2.2 ist die Schmelztemperatur im Gleichgewicht auch von den jeweiligen
Konzentrationen abhingig. Die bendtigten Enthalpien (AH) und Entropien (AS) werden
ebenfalls von UNAFold berechnet und kénnten dhnlich zu Abschnitt 2.4.2 phinomenologisch
dargestellt werden. Dieses Vorgehen wiirde jedoch den relaxierenden Charakter der Multi-
stranginteraktion vernachlissigen und wir sehen daher davon ab, dies zu implementieren. Wir
betrachten hier deshalb lediglich die Korrektur beziiglich der auf das Maximum normierten
Ligaseaktivitit L(T) (Abb. 2.1) und den temperaturabhingigen Hybridisierungsanteil der
DNA aus Abschnitt 2.4.2. Gleichung 3.2 lisst sich dann mit Gl. 2.3 schreiben als:

LA ] = (A ] +B)[ATIA
=D 1+ 8 (oA ]+ ) [A AL (3.11)
k

mit . = L(T)- x(T,n,n+ m)-y(T,m,n+ m)**. Es wird angenommen, dass sich das Produkt
vom Template instantan nach der Ligation trennt und dass alle Edukte fiir eine spontane
Ligation zur Verfiigung stehen, dhnlich den Zyklen in Kapitel 2.

Wir betrachten nun die Zeitentwicklung bei bestimmten, konstanten Temperaturen; vgl.
Abb. 3.15. Die effektiven Reaktionsraten hingen von der Ligase-Aktivitit mit einem Maximum
bei T = 62°C ab, so dass grofiere (> 90°C) und kleinere (< 30°C) Temperaturen insbesondere
fiir langere Stringe (n > 4; 40bp) ein Verhalten dhnlich zur ,wahllosen Wucherung® zeigen. Bei
groflen Temperaturen hybridisieren die kurzen Stringe kaum noch, so dass diese Reaktionen
langsamer ablaufen und sich separieren; vgl. Abb. 3.15.d. Fiir niedrige Temperaturen gibt es
zudem noch einen Unterschied im Hybridisierungsanteil der kiirzeren DNA-Stringe, welcher
bis n = 8 (80bp) zunimmt. Daher laufen die Reaktionen dieser Stringe mit deren Linge
schneller ab, so dass diese nacheinander auftreten; vgl. Abb. 3.15.a.

*  Ein Microarray besteht aus fixierten DNA-Stringen in einer Losung, an die sich freie, in Lésung befindliche

DNA-Stringe binden konnen [131]. Zur Detektion konnen diese fluoreszierend markiert werden [131].

In den hier vorgestellten Beispielrechungen wurde ein anderer Parametersatz fiir y(T,n, m) verwendet,
da der in Abschnitt 2.4.2 vorgestellte Parametersatz aus einer nochmaligen, hindischen Optimierung der
Startwerte der Fitparamter resultiert. Die hier verwendeten Parameter sind: d = 0,556 801, 0 = —0,0287587,
f— 00454737, g = 2,04354, h = —0,003504 19, i = 1,024 61, j = —5,74185, k = 0,037 6826, | = 86,2402,
p=0,220917, q=0,0119038, r =—0,460872, s = 9,103 03 und t = —4,466 67.
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3 Theorie

Fiir mittlere Temperaturen gibt es kaum Abweichungen zur normalen Entwicklung, siehe
Abb. 3.3. Bei erhohten Temperaturen (= 60°C) sind kurze Stringe (n < 4; 40 bp) nicht mehr
so hiufig hybridisiert, so dass deren Reaktionen entsprechend langsamer ablaufen. Diese
Temperaturen sind experimentell relevant und kénnen je nach Stranglinge angepasst werden,
um eine gleichbleibende Wachstumsrate zu erzielen; vgl. Kap. 2.

Zusammenfassung

Wir konnten das Modell um den Beitrag der Ligaseaktivitit und des paarweisen Hybridisie-
rungsanteils der DNA zur Autokatalyse erweitern. Bei physikalisch relevanten Temperaturen
ist der Einfluss auf die Langenselektion nur nahe der Phasengrenze relevant. Temperaturinde-
rungen konnen aber dazu genutzt werden, die autokatalytische Rate fiir alle DNA-Lingen
gleich einzustellen. In den in Kap. 2 vorgestellten Experimenten ist der autokatalytische
Parameter unterkritisch, so dass eine Temperaturanpassung diesen effektiv erhdhen kann.

Wir gehen nun dazu iiber, den autokatalytischen Term so anzupassen, dass auch para-
bolisches und hyperbolisches Wachstum mdéglich ist, und untersuchen das Verhalten auf
Lingenselektion. Diese Wachstumstypen treten z. B. bei templatebasierten Prozessen oder
sexueller Fortpflanzung auf [81].

3.5.2 Evolution mit parabolischem, exponentiellem und hyperbolischem
Wachstum

In den folgenden Abschnitten stellen wir die verschiedenen Wachstumstypen in einer Re-
aktion nach GIl. 3.1 und deren Besonderheiten im Konzentrationsverlauf vor. Anschlieflend
vergleichen wir die Ergebnisse untereinander.

Gemeinsamkeiten der Wachstumstypen

Falls der autokatalytische Parameter so klein gewihlt wurde, dass das autokatalytische Wachs-
tum keine Rolle spielt, sind die Ergebnisse identisch zum Abschnitt 3.2.1. Wir werden im
Folgenden daher nur eine kurze Darstellung und Beschreibung in der Bildunterschrift geben.

Ebenfalls tibertragbar sind die Aussagen zur Selbstihnlichkeit in den Abschnitten 3.2.2
und 3.4.1, falls sich eine Lingenverdopplungskaskade ausbildet. Fiir geniigend grofie Werte
des autokatalytischen Parameters a ist wegen des schnellen Wachstums in allen Fillen die
Plateauverweildauer grofl gegentiber der Wachstumsdauer, so dass eine statistische Plateaulinge
auftritt. Demnach sind die Aussagen zur statistischen Verteilung der Plateaulinge aus den
Abschnitten 3.2.2, 3.4.4 und 3.4.5 ebenfalls ibertragbar.

Evolution mit parabolischem Wachstum

Das parabolische Wachstum zeigt im unterkritischen Bereich des autokatalytischen Parameters
nahe der Phasengrenze eine charakteristische Besonderheit. Die Polymerkonzentrationsverldu-
fe weisen einen parabeldhnlichen Verlauf auf, der einen steileren Anstieg hat, und treten mit
deren Maxima sortiert auf (n < 10). Bemerkenswerterweise treten bestimmte Lingen nicht
auf. Die einzelnen Konzentrationsverldufe schlieffen einander nicht ein; vgl. Abb. 3.16.b.
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Abbildung 3.16: Evolution mit parabolischem Wachstum ({ = 0,5). Konzentrationsverlauf
verschieden langer Polymere. (a) Es stellt sich ein Verlauf, wie im Fall der
ywahllosen Wucherung® ein, bei dem anfangs (hier bis n = 8) die Molekii-
le nach und nach auftreten und den charakteristischen Verlauf zeigen; vgl.
Abb. 3.2. Die Ergebnisse sind fiir o < 107 vergleichbar. Fiir groflere o tritt ein
Ubergang zur selektiven Phase ein. (b) Eine Besonderheit des Ubergangs zur
selektiven Phase ist das Auftreten einer chaotischen Selektion. In Abhingig-
keit der konkreten Realisierung entstehen verschiedene Polymere nicht. Im
Beispiel sind dies z. B. die Polymere (bis zu einer Lange von 30) 8, 13, 15, 16,
22,23, 24,25, 27 und 30. (c) Ab a > 10° gibt es eine Lingenselektion wie in
Abb. 3.3. Nahe an dieser Grenze entstehen auch andere Polymere in Nebenre-
aktionen, wie hier die Linge n = 9. Die Plateaulingen sind im tiberkritischen
Fall nicht vollstindig deterministisch. (d) Fiir o 2> 10° treten statistisch ver-
teilte Plateaus auf; vgl. Abschnitt 3.4.5. Die Anfangskonzentration ([A,],)
betrigt 2/ Monomere und [> = 1. Die Konzentration von Molekiilen, die aus
einer Langenverdopplung hervorgehen, und einige spezielle Molekiile sind
farbig eingezeichnet.
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Die Plateauform nahe der Phasengrenze ist vergleichbar mit der des exponentiellen Wachs-
tums, zeigt aber einen langsameren Anstieg. Das Plateau kann dort ebenfalls von seiner
waagerechten Form abweichen und stirker ansteigen. Der Beginn des Abfalls erfolgt schneller
als der Anstieg; vgl. Abb. 3.17.c.

Im Ubergangsbereich, bis sich die Lingenverdopplungskaskade vollstindig ausgebildet
hat, sind verschiedene Reaktionen auflerhalb dieser Kaskade moglich. Es entstehen daher
auch andere Lingen, die miteinander und den lingenverdoppelten koexistieren. Dies tritt
insbesondere im Bereich zwischen Abb. 3.16.b und 3.16.c auf. In ersterem Fall koexistieren sehr
viele Spezies in zeitlicher Abfolge miteinander bis auf wenige fehlende und werden zufillig
selektiert. In letzterem Fall koexistiert z. B. das Polymer A, mit den Lingen 2* bis 27.

Evolution mit exponentiellem Wachstum

Exponentielles Wachstum wurde bereits eingehend in den Kapiteln 3.2 bis 3.4 untersucht.
Wir gehen daher hier nur auf die besonderen Unterschiede im Vergleich mit den anderen
Wachstumstypen ein.

Der markanteste Unterschied ist die Entstehung von Schultern; vgl. Abb. 3.17.c. Diese
entstehen, wenn die deterministische Plateaulinge zu kurz ist, um fast alle Molekiile in einer
Lingenverdopplungsreaktion reagieren zu lassen: Es bleibt ein Rest an Molekiilen iiber, der
dann z. B. fiir kleinere o eine Reaktion der Form A,,+A,,.; — A ., vollzieht. Diese Reaktion
baut die Molekiile ab und es bilden sich keine Schultern aus; vgl. Abb. 3.17.b. Fiir geringfiigig
groflere o findet diese Reaktion nicht mehr statt und die restlichen Molekiile reagieren
unabhingig von den anderen in einer parallelen, verzogerten Verdopplungsreaktionskaskade.
Die Maxima der aus dieser Reaktion resultierenden Molekiile zeigen sich als Schultern im
Abfall, der auf die Plateauphase folgt; vgl. Abb. 3.17.c. Die Plateaulinge in diesem Bereich von
o ist nicht mehr rein deterministisch; vgl. auch Abb. 3.13.

Evolution mit hyperbolischem Wachstum

Die Selektion fiir hyperbolisches Wachstum tritt schon bei sehr kleinen Werten von a auf
und zeigt die charakteristische hyperbolische Wachstumsform. Andere Polymere treten in
geringerer Konzentration ebenfalls auf; vgl. Abb. 3.18.b. Groflere Werte von o selektieren
fast ausschliefSlich lingenverdoppelte Polymere, deren Plateaulinge deterministisch ist; vgl.
Abb. 3.18.c. In Abb. 3.18.d sind dann statistisch verteilte Plateaulingen zu verzeichnen und
die charakteristische Wachstumskurve ist auf Grund des schnellen Wachstums nicht mehr zu
erkennen.

Zusammenfassung

Bei allen betrachteten Wachstumsarten kénnen wir einen Ubergang finden, der eine Transition
von der ,wahllosen Wucherung” hin zu einer Lingenverdopplung beschreibt. Dieser ist, ab-
hingig von der Geschwindigkeit der Wachstumsart, bei anderen Werten des autokatalytischen
Parameters anzutreffen. Schneller wachsende Wachstumsarten konnen besser selektieren und
weisen eine geringere Koexistenz auf.
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Abbildung 3.17: Evolution mit exponentiellem Wachstum ({ = 1,0). Konzentrationsverlauf

der entstehenden Polymere. (a) Fiir o < 107 ist die Verteilung dhnlich
dem Fall der ,wahllosen Wucherung®“. Anfangs (hier bis n = 15) treten die
Molekiile nach und nach auf und zeigen den charakteristischen Verlauf; vgl.
Abb. 3.2. (b) Bis o < 10° entstehen Plateaus mit deterministischer Linge (vgl.
Abschnitt 3.4.6), sowie Polymere aus Reaktionen der Form A,, + A,,,; —
A .1, welche hier ebenfalls farbig markiert sind. (c) Fiir a < 10? sind die
Plateaulingen abgerundet und konnen unterschiedliche Lingen aufweisen. Da
nicht alle Molekiile vollstindig reagieren, entstehen an den Stellen Schultern,
an denen sich keine Polymere der Form A,,,., bilden. (d) Fiir grof8ere a treten
statistisch verteilte Plateaus auf, vgl. Abschnitt 3.4.5. Molekiile, die nicht aus
einer Langenverdopplung resultieren, sind rar. Die Anfangskonzentration
([A,],) betrigt 2/ Monomere und [> = 1. Die Konzentration von Molekiilen,
die aus einer Langenverdopplung hervorgehen, und einige spezielle Molekiile
sind farbig eingezeichnet.
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Abbildung 3.18: Evolution mit hyperbolischem Wachstum ({ = 2,0). Konzentrationsver-

112

lauf der auftretenden Polymere. (a) Fiir o < 10~ hat das hyperbolische
Wachstum keinen Einfluss und das Ergebnis gleicht dem Fall ,,wahllose Wu-
cherung“. Am Beginn (hier bis n = 16) entstehen die Polymere sukzessive
und haben einen Verlauf wie in Abb. 3.2. (b) Nach und nach entstehen die
fiir hyperbolisches Wachstum charakteristischen Wachstumskurven auch fir
lingere Polymere, so dass ab einem o> 107° eine Lingenselektion stattfindet
und Plateaus deterministischer Linge entstehen; vgl. Abschnitt 3.4.6 und
Abb. 1.13.b. Auch wenn die Molekiile der Form A .., fiir grofler werdende o
verschwinden, zeigt der Abfall keine Schulter, sondern allenfalls ein Plateau.
(c) Fiir a > 107> verschwinden die Polymere, die nicht aus einer Lingenver-
dopplung resultieren, fast vollstindig, weil das Wachstum so stark ist, dass
das Hiufigste tiberlebt; vgl. Abschnitt 1.4.3. Die Plateaus haben grofitenteils
eine deterministische Lange und der charakteristische, hyperbolische Anstieg
ist zu erkennen. (d) Falls o > 10? ist, treten statistisch verteilte Plateaus auf
(vgl. Abschnitt 3.4.5), und das Wachstum ist viel schneller als das Warten auf
die Erzeugung eines neuen Polymers. Es treten praktisch keine Molekiile auf,
die nicht aus einer Lingenverdopplung stammen. Die Anfangskonzentration
([A,],) betrigt 2/ Monomere und [> = 1. Die Konzentration von Molekiilen,
die aus einer Lingenverdopplung hervorgehen, und einige spezielle Molekiile
sind farbig eingezeichnet.



3.5 Betrachtungen zur Allgemeingiiltigkeit der Analysen

3.5.3 Vergleich der Maxima bei gleichzeitiger und getrennter Anderung
von a und [A,],

Wir betrachten in diesem Abschnitt den Konzentrationsverlauf des jeweiligen am grofiten kon-
zentrierten Polymers [A]. Dadurch werden die Plateaus der (mdglichen) Lingenverdopplung

zusammen in einem Graph dargestellt. Im Fall der ,wahllosen Wucherung ist [A] anfangs
identisch mit der Monomerkonzentration [A ] und spiter auch mit lingeren Molekiilen. Da-
mit wird eine Unterscheidung der auftretenden Realisierungsmoglichkeiten von verschiedenen
Parametern in einer Abbildung mdoglich. Wahlt man die Anfangskonzentration [A, ], als freien
Parameter, so iiberlappen sich die Graphen auf Grund der Selbstihnlichkeit, so dass wir davon
absehen, diese darzustellen.

In Abb. 3.19.a wird fiir exponentielles Wachstum lediglich der autokatalytische Parameter
a variiert und in Abb. 3.19.b zusitzlich die Anfangskonzentration. Es ist in beiden Fillen
die schrittweise Ausbildung von lokalen Maxima (d. h. von lingenverdoppelten Polymeren)
zu beobachten. Die Plateaus verlieren ihre rundliche Form und deterministische Linge und
werden eckiger bei zunehmend statistisch verteilten Lingen. Sowohl grofle o (Abb. 3.19.a)
als auch grofle Anfangskonzentrationen [A,], (Abb. 3.19.b) fithren zu einem schnelleren
Reaktionsablauf. Dies ist auch fiir die beiden anderen Wachstumstypen der Fall.

Jedoch setzt fiir parabolisches Wachstum die Plateaubildung erst fiir grofiere Werte von
a und [A,], ein; vgl. Abb. 3.19.c. Der Ubergangsbereich verhilt sich ebenfalls anders, da
dort keine geordneten Plateaus, sondern unregelmifige Maxima bzw. Plateaus auftreten;
vgl. Abb. 3.16.b. Erst groflere Parameter fithren zu einem Graph, der aus einer strikten
Lingenverdopplungskaskade resultiert.

Im Gegensatz dazu ist bei hyperbolischem Wachstum ein direkter Ubergang zu ausgezeich-
neten Maxima bzw. Plateaus schon fiir kleine Parameterwerte von a zu verzeichnen. Die
Plateauform nimmt schnell eine eckige Gestalt an; vgl. Abb. 3.19.d.

Zusammenfassung

In diesem Abschnitt konnten wir den Phasentibergang naher qualitativ untersuchen und haben
fiir exponentielles und hyperbolisches Wachstum einen direkten Ubergang zur Plateaubildung
erkennen kénnen. Bei parabolischem Wachstum erfolgt dieser Ubergang tiber eine ungeordnete
Zwischenstufe, bei der ebenfalls Maxima und auch Plateaus auftreten.

Wir gehen nun dazu iiber, das System so zu modifizieren, dass prinzipiell eine unendli-
che Evolution méglich ist. Zum einen fithren wir einen Zerfall ein und zum anderen eine
Aufkonzentrierung.

3.5.4 Zerfall

Um die Stabilitit des Lingenverdopplungsprozesses im Hinblick auf spontane Konzentrati-
onsinderungen zu untersuchen, wurde Gl. 3.2 um einen Zerfallsprozess erweitert. Bet DNA
tritt bei den in Kap. 2 benutzten Temperaturen ein solcher Effekt nicht auf. Wir haben einen
Zerfall in Monomere (A — nA) untersucht, um einer weiteren Lingenverdopplungskaskade
die Moglichkeit zu geben, sich ausbilden zu kénnen. Dieses Ergebnis konnten wir jedoch in
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ldung 3.19: Zeitverlauf der Konzentration des am grofiten konzentrierten Polymers

A, welches wir mit [A] bezeichnen. Bild (a) zeigt die Anderung der Kurven-
form fiir exponentielles Wachstum bei fester Anfangskonzentration. Falls a
fest gewdhlt wird und die Anfangskonzentration variiert, sind die Kurvenfor-
men vergleichbar. Bilder (b) - (d) zeigen das Uberqueren der Plateaugrenze
bei gleichzeitiger Anderung von o und [A,], und damit alle vorkommenden

maximalen Konzentrationsverldufe [A]. Die verschiedenen Konzentrationen
sind normiert. Fiir sehr kleine bzw. grofle autokatalytische Parameter iiber-
lappen sich die Kurven, weil lediglich die spontane Reaktion einen grofien
Beitrag hat. (a) Es ist ein fliefender Ubergang von sich ausbildenden, lokalen
Maxima (der entsprechenden lingenverdoppelten Polymere) gleicher Linge
zu erkennen, der in eine statistische Linge iibergeht. In (b) ist der Ubergang
vergleichbar zu (a). (c) Bei parabolischem Wachstum werden zunichst keine
geordneten (d. h. aus einer Langenverdopplung resultierenden) Maxima ausge-
bildet, so dass eine Regelmifigkeit nicht erkennbar ist; vgl. Abb. 3.16.b. Wenn
die Plateaus statistisch verteilt werden, tritt auch hier eine Lingenverdopp-
lung ein. (d) Es bilden sich schon fiir kleine Werte von a lokale Maxima aus,
die den Plateauphasen der lingenverdoppelten Molekiile entsprechen. Die
Maxima weisen fiir groflere a zunehmend eine lingere Plateauphase, einen
steileren Anstieg und statistisch verteilte Lingen auf.
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Abbildung 3.20: Zerfall in Monomere bei exponentiellem Wachstum. Simulationsergebnis
von Gl. 3.12. Die Polymere zersetzen sich zusitzlich mit einer konstanten
Rate 8 in Monomere. Diese Zersetzung beeinflusst das Ergebnis kaum; vgl.
Abb. 3.2 und (a) sowie Abb. 3.3 und (b). Wenn die Konzentration aller
Molekiile um ca. 2 Gréflenordnungen abgenommen hat, gewinnt der Zerfall
an Gewicht, so dass die Monomerkonzentration und alle anderen Konzen-
trationen ([A, ], n € N) ansteigen und um einen Wert fluktuieren. Diese
Fluktuationen sind fiir grofiere o grofler. Die Parameter sind: [A, ], = 2Y,
& =1.000, { = 1. Abb. 3.20.b nach [82, supplementary material].

der Simulation nicht beobachten. Gl. 3.2 lisst sich dann schreiben als:

d

S [Ann] = (aA ]+ B)[AJIA,]

_Z(l + 8n—i—m,k) <a[An+m+k] + B) [An+m][Ak]
k
—8+8n+m’12k-8, (3.12)
k

wobei & eine konstante Zerfallsrate ist. Fiir kleine Werte von & hat der Zerfall keine er-
kennbaren Auswirkungen auf den Konzentrationsverlauf. Erst wenn die Konzentration aller
Molekiile stark abgenommen hat, werden die Konzentrationen vom Zerfall beeinflusst und es
entstehen groflere Fluktuationen, je grofler a ist; vgl. Abb. 3.20. Die Verteilung ist dann iiber
groflere Zeitraume stationr.

Wird 8 um mehrere Groflenordnungen grofier gewihlt, ist der Einfluss dominant. Von
derart groflen Zerfallsraten ist bei sinnvollen experimentellen Umsetzungen von Gl. 3.12 nicht
auszugehen.

Wir erwarten daher, dass spontane Prozesse in einem sinnvollen Ausmafl den Reaktionsver-
lauf nicht nachhaltig beeinflussen.
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Abbildung 3.21: Schematische Darstellung der Aufkonzentrationsschritte. Ein Reaktions-
volumen Vi (griin), in dem sich die Edukte befinden, wird auf das Reakti-
onsvolumen der Produkte V}, (rot) halbiert, in dem jede Reaktion, die in Vi
ablauft, ebenfalls in Ve, stattfindet. Die Produkte beider Reaktionen entste-
hen gleichzeitig im Reaktionsvolumen V. Wenn diese Reaktion abgelaufen
ist, werden die Produkte zu Edukten und das Schema wiederholt sich mit V;
(rot) und V; (cyan) sowie in einem weiteren Schritt mit Vi (cyan) und V,
(gelb) solange wie die Reaktionsverdopplung stattfindet.
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Abbildung 3.22: Unendliche Evolution in aufkonzentrierenden Reaktionsvolumina. Die
Volumina der Produkte werden in jedem Lingenverdopplungsschritt halbiert
und autkonzentriert. Die jeweils dargestellten Konzentrationen sind die des
Einheitsreaktionsvolumens. Damit ergibt sich die effektive Verdopplungs-
reaktion zu A +A_— 2A, und die Rate zu % [o2[A,, ]+ [3]- Falls sich eine
Lingenverdopplungskaskade ausbildet, bleiben die Maximalkonzentrationen
der A, vergleichbar. (a) Fiir kleinere o entstehen zusitzlich Polymere der
Form A, 1 sowie andere, deren Konzentration fiir lange Zeiten mono-
ton ansteigt. (b) Grofere autokatalytische Parameter unterdriicken diese
zusdtzlichen Polymere fast vollstindig und die einzelnen Lingenverdopp-
lungsschritte sind identisch; die Zeit verlduft daher linear. Anfangskonzentra-
tion [A, ], = 2** bei exponentiellem Wachstum ({ = 1). Die Legenden von
(a) und (b) sind identisch.
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3.5.5 Die unendliche Evolution

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse des Modellsystems wurden mit einem endlichen
Vorrat an Edukten (Monomeren) durchgefiihrt. Obwohl dies eine sinnvolle Ausgangssituation
darstellt, da auch in natiirlichen Systemen die Ressourcen begrenzt sind, fithrt dies unweigerlich
dazu, dass letztlich bei immer grofler werdenden Spezies deren Individuenzahl stark abnimmt,
so dass die Rohstoffe zur Bildung neuer Individuen und damit groflerer Spezies praktisch
versiegen. — Die Lingenverdopplungskaskade wird unterbrochen und es entsteht schlief3lich
die groffitmogliche Spezies A, n = [A,],. Ein solches Verhalten wird in der Natur nicht
beobachtet, da die Individuen sterben und innerhalb des Okosystems in ihre biologisch
sinnvoll verwertbaren Einzelteile durch die Destruenten* zerlegt werden. Dies entspricht
weitestgehend dem Ansatz aus Abschnitt 3.5.4, in dem wir jedoch zeigen konnten, dass eine
unaufhorliche Evolution nicht realisierbar ist. In biologischen Systemen sind Zerfall und
Aufbau oft raumlich getrennt, was in dem hier vorgestellten Modellsystem mit einem gut
durchmischten Reaktionsvolumen nicht der Fall ist.

Ausgehend von Abschnitt 1.3.5 konnten Braun ez al. [58, 59, 60] jedoch einen anderen, fiir
molekulare Systeme sinnvolleren Ansatz vorstellen: Die groflenabhingige Aufkonzentrierung
der vorhandenen Individuen. Angelehnt an diesen Gedanken fithren wir in unser Modellsystem
eine dhnliche Vorgehensweise ein. Anschaulich kann man sich eine thermische Falle, wie jene
von Braun et al., vorstellen. Wir setzen die Modellierung der Autkonzentrierung fiir eine
Lingenverdopplungskaskade wie folgt um; vgl. auch Abb. 3.21: Die Edukte der Reaktion
befinden sich in einem doppelt so groflen Volumen (V) wie die Produkte (V}), V, C Vi, d. h.
die Produkte kénnen nur in ihrem Volumen (V;) entstehen und verbleiben dort, wihrend die
Edukte in ihrem Volumen (V) stets gut durchmischt sind. Da die Reaktionen nur in V, = %VE
stattfinden, ist die Gesamtrate % [«[A, ]+ ] daje Edukte aus Vg, und Vi bendtigt werden.
Weil die Langenverdopplungskaskade praktisch deterministisch ablduft, wird nur eine von
zwel als identisch angenommenen Hilften von Vj, simuliert: Findet eine Reaktion in einer der
Hilften statt, so wird sie auch in der anderen genauso durchgefiihrt. Pro Reaktion entstehen
daher 2 Produkte: A + A —2A . .

Dieses Reaktionsdesign ermdglicht es uns, die Reaktion de facto in einem konstanten
Reaktionsvolumen zu simulieren, so dass sich Gl. 3.2 ergibt zu:

d 1
a[An-i-m] =2 Z (a[An—l—m] + B) [An][Am]
- ‘_1'> Z(l + 8n—l—m,k) <a[An+m+k] + B) [An—‘,-m][Ak] (313)
k

Das kleinste Reaktionsvolumen, also dasjenige der letzten aus einer Lingenverdopplung
resultierenden Polymere, ist das fiir die Reaktion betrachtete Einheitsvolumen. Mit dieser Vor-
gehensweise lassen sich die Konzentrationen der anderen Polymere (A, u # 25) nicht genau
berechnen, so dass diese als Abschitzung im Bereich %[Au] < [Au] < 2[A,] gesehen werden

konnen, wobei [A ] die tatsichliche Konzentration ist. Diese fehlerbehaftete Konzentration
flieflt in die weitere Berechnung ein. Fiir gentigend grofle a treten solche Polymere jedoch mit
einer nicht signifikanten Konzentration auf, so dass diese insgesamt vernachlissigbar sind.

*  Destruenten sind (Mikro-)Organismen, die abgestorbenes, organisches Material zersetzen und damit in

organisch verwertbare Stoffe tiberfithren [1].
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Wie aus Abb. 3.22 ersichtlich ist, ist die Aufkonzentrierung ein geeignetes Mittel, die Kon-
zentration der einzelnen nacheinander entstehenden Polymere auf einem nahezu konstanten
Konzentrationsniveau zu halten. Da die jeweiligen Maximalkonzentrationen praktisch nicht
abnehmen, sind auch die Reaktionszeiten der einzelnen Polymerlingen vergleichbar, so dass
eine lineare Zeitskala gewihlt werden kann; vgl. Abb. 3.22.b. Fiir kleinere a entstehen zusitz-
lich, vergleichbar der bereits besprochenen Verdopplungskaskade in Abb. 3.3, Polymere der
Linge Ay i zusammen mit dem Polymer A, und weitere in geringerer Konzentration;
vgl. Abb. 3.22.a.

Zusammenfassung

Durch schrittweises Aufkonzentrieren der Produkte in einem halbierten Reaktionsvolumen
konnten wir die Maximalkonzentration der lingenverdoppelten Polymere nahezu konstant
halten. Damit bewegt sich die Evolution in einem linearen Zeitrahmen und kann prinzipiell
beliebig lange andauern.

Wir gehen nun dazu iiber, das System auf eine andere Art zu modifizieren, um eine stabile
Koexistenz zwischen den Polymeren einer Evolutionsstufe zu analysieren.

3.5.6 Koexistenz

Im Folgenden gehen wir der Frage nach, wie robust die Lingenselektion im Hinblick auf
eine nicht exakte Autokatalyse fiir { = 1 (exponentielles Wachstum) ist. Dazu modifizieren
wir das Modell aus Gl. 3.2 derart, dass auch andere Lingen von einem Template katalysiert
werden konnen und verlassen demnach die strikt autokatalytische Reaktion. Die Reaktion
A, +A, — A, kannjetzt auch von lingeren Molekiilen A}, 1 > n+ m katalysiert werden*,
so dass sich Gl. 3.2 schreiben lisst als:

%[An—‘rm]: <a > [A1]+B> [AL AL

>n+m

- Z(l + 8n+m,k) <°‘ Z [A]+ ﬁ) [A, W [AL (3.14)
k I>n+m

Anschaulich bedeutet dass, dass lingere Molekiile ebenfalls katalytisch titig werden kénnen
und als Template fungieren. Im zweiten Verdopplungsschritt kann also das Polymer A,
sowohl A,, A; als auch A, katalysieren. Dementsprechend verindert sich das Verhalten in
der lingenselektierten Phase wie folgt: Neben dem lingenverdoppelten Polymer A, entsteht
zusitzlich das Polymer A;. Dieses weist zwar eine geringere Konzentration auf als A, aber
zeigt ebenfalls ein Plateau. Die Konzentration ist, obwohl A, katalytisch wirkt, geringer, da
ein Teil der Edukte (A,) stark an Konzentration abnimmt; vgl. Abschnitt 3.2.2. Demnach
sind die lingenverdoppelten Polymere immer grofler konzentriert als die restlichen.

Es entstehen fiir jeden Lingenverdopplungsschritt k Polymere der Linge n, 27! < n < 2%;
vgl. Abb. 3.23. Dabei verdoppelt sich in jedem Schritt auch das Polymer A, i, welches
sich gleichzeitig zu A, bildet und aus den beiden vorhergegangenen lingenverdoppelten

* Esist auch der gegenteilige Fall denkbar, in dem kiirzere Templates lingere Produkte katalysieren kénnen,

also I < n+ m. Dann ist jedoch keine Lingenselektion mehr méglich (Zhnlich der ,wahllosen Wucherung®).
Lediglich fiir n + m—1 <1< n+ m kdnnen noch Polymere selektiert werden.
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Abbildung 3.23: Koevolution nach Gl. 3.14. Es kommt im {iberkritischen Fall zu einer Lin-
genselektion. Die lingenverdoppelten Polymere haben jeweils die grof3te
Konzentration. Es treten weitere, kiirzere Polymere auf, die mit den lin-
genverdoppelten koevolvieren. Polymere der Linge u(k) = 257! + 252 sind
gestrichelt in der Farbe von A, v(k) = 2 eingezeichnet. Die sich aus u(k)
und v(k), k =2,3,... entwickelnden entsprechend gestrichpunktet. Der Lin-
genunterschied zwischen u(k) und v(k) wird mit jeder Langenverdopplung
grofler, so dass weitere Polymere zwischen u(k) und v(k) entstehen (in ent-
sprechender Farbe gekennzeichnet). Dieses Schema ldsst sich fiir kleine (a)
und grofSe (b) o erkennen. In (b) kommt es fiir k =5 zu einem weiteren Evo-
lutionsschritt fiir alle kiirzeren Polymere als A ;. Die Anfangskonzentration
betrigt 2! bei exponentiellem Wachstum. Die grauen Polymere sind nicht
in der Legende aufgefiihrt, da sie nur eine niedrige Konzentration erreichen
oder dicht beieinander liegen. Abb. 3.23.a in leicht modifizierter Form in [82]
veroffentlicht.

119



3 Theorie

Polymeren besteht. Ebenfalls bildet sich gleichzeitig das Polymer A,;_,, welches sich aus A,
und A,__; zusammensetzt. Diese beiden Molekiile (A, 51, Ay_,) reagieren vornehmlich
im darauffolgenden Schritt mit A, oder auch untereinander; vgl. Abb. 3.23.

Koexistenz

Mit den im vorherigen Abschnitt entstehenden Molekiilen stellt sich eine Koexistenz von
diesen selektierten Molekiilen und den lingenverdoppelten ein. Diese sind zur katalytischen
Vermehrung von den lingenverdoppelten abhingig und ernihren sich grofitenteils auch
von diesen. Damit koevolvieren diese Molekiile zusammen. Speziell ist auch ein weiterer
Evolutionsschritt ohne die lingenverdoppelten Molekiile moglich, wie z.B. in Abb. 3.23.b.
Dort ist das Plateau der anderen Molekiile kiirzer und neue Molekiile entstehen, wihrend A 5
maximal ist.

Diese Situation unterscheidet sich grundlegend von der bisher beobachteten Koevolution,
die eher spontan in einer Realisierung auftritt; vgl. Abb. 3.5. Hier ist der Prozess gekoppelt an
die lingenverdoppelten Molekiile und daher zu einem gewissen Grad (es kénnen auch andere
Molekiile auftreten) deterministisch.

Zusammenfassung

In diesem Abschnitt konnten wir durch eine Modifikation des katalytischen Terms die kataly-
tische Wirkung eines (lingenverdoppelten) Molekiils erweitern, so dass andere Molekiile in
Abhingigkeit und zeitgleich von den lingenverdoppelten entstehen. Diese anderen Molekiile
konnen wiederum selbst miteinander reagieren und sich unabhingig von den lingenverdoppel-
ten Molekiilen entwickeln.

3.6 Perkolation

Wir haben in dieser Arbeit bislang hauptsichlich die biologisch relevanten Grundlagen und
Aspekte des Systems behandelt sowie die daraus resultierende physikalische Perspektive.
Jedoch ist das System ebenfalls in einem anderen, nicht-biologischen Kontext von Relevanz,
namlich der Netzwerkforschung. Diese beschiftigt sich u. a. mit dem Verhalten von Graphen,
die aus Knoten (vertices) und Kanten (edges) bestehen. Ein Knoten ist die kleinste Einheit in
einem Graph und eine Kante eine Verbindung zwischen zwei Knoten. Mit Kanten verbundene
Knoten werden Cluster genannt. Damit stellt das Polymer A  ein Cluster der Grofle n dar,
welches aus n Knoten und n— 1 Kanten besteht. Um die Notation und Ausdrucksform
konsistent zu halten, werden wir bevorzugt die bisherige Nomenklatur beibehalten, obwohl
die Resultate moglicherweise auch allgemeingiiltiger sein kénnen.

Ein allgegenwirtiger Prozess, der mit Hilfe der Netzwerkforschung untersucht werden kann,
ist das Fragmentieren [132]. Dieser Prozess beschreibt das In-Stiicke-Brechen homogener Teile,
wobei in vielen Fillen die daraus entstehenden Stiicke eine vergleichbare Grofle haben [132].
Der zeitinverse Prozess wird Perkolation genannt und beschreibt das Zusammenlagern dhnlich
grofler Einheiten; vgl. Abb. 3.24; der allgemeine Prozess der Zusammenlagerung heifdt im
Gegensatz dazu Aggregation [132]. Beide Prozesse konnen Phaseniiberginge zeigen.
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Abbildung 3.24: Perkolation ist der riickwirts ablaufende Prozess des Zerfalls. In jedem
Schritt werden zwei Einheiten zu einer grofleren, neuen Einheit verbunden
bis letztlich eine einzelne grofle Einheit entsteht. Dabei werden im Gegensatz
zur normalen Aggregation systematisch nur Einheiten vergleichbarer Grofle
vereinigt. Frei ibernommen aus [132].

Schroder et al. [132] geben mehrere Beispielsysteme, die, wenn sie sich langsam dndern,
knistern. Dazu gehoren das Knittern von Papier oder das Verbrennen von Holz. Letzteres
kommt durch verdampfende Wasserreste oder Harzeinschliisse zu Stande. Es sind also Pro-
zesse, die Einheiten verbinden oder vernichten, die ein solches Verhalten hervorrufen. Ein
Beispiel fiir Perkolation ist der Barkhauseneffekt, bei dem die Weiss-Bezirke im Zuge der
Magnetisierung eines ferromagnetischen Materials ummagnetisiert werden und sich damit
zusammenlagern [132]. Bei der Entmagnetisierung werden die entsprechenden weissschen
Bezirke wieder fragmentiert, um eine verschwindende Gesamtmagnetisierung zu erhalten. Ein
anderes Beispiel ist eine Epidemie, bei der aus einzelnen mit einer Krankheit infizierten Perso-
nen, die gut mit anderen Personen vernetzt sind, immer grofiere, infizierte Personengruppen
entstehen, so dass letztlich ein Grof3teil infiziert ist [133]. In diesem Fall wire es beispielsweise
wiinschenswert, den Beginn der Perkolation zu verzgern [133]. Perkolation lasst sich also in
einem Netzwerk [132] als auch auf einem Gitter beobachten [134].

Ein dhnliches Verhalten zeigt auch das in dieser Arbeit vorgestellte System im Fall der
Lingenverdopplung. Systeminhirent werden aus gleich (dhnlich) groflen Polymeren solche
mit doppelter Linge. Dies deutet auf einen perkolativen Phaseniibergang™ hin. Daher werden
wir im Folgenden das Verhalten des Systems in Abhingigkeit vom autokatalytischen Parameter
untersuchen. Eine Veroffentlichung dariiber ist in Vorbereitung [122]. Zunichst geben wir
aber einen kurzen Uberblick iiber die verwendeten Methoden und hiufig studierten Systeme.

3.6.1 Methoden und Beobachtungsgroen

Es gibt mehrere Fragestellungen, die im Kontext der Perkolation beantwortet werden kon-
nen. Diese sind im Einzelnen die Eigenschaft der (Nicht-)Selbstmittelung ((non-)self-avera-
ging) [132], der Verlauf des Ordnungsparameters [133] und die (Nicht-)Existenz der diskreten
Skaleninvarianz (discrete-scale-invariance) [135]. Anhand dieser Eigenschaften konnen die
Systeme klassifiziert werden.

Als Ordnungsparameter wihlt man fiir gewShnlich die Grofle des grofiten Clusters. Hier
charakterisiert dieser die Lange (aber nicht die Haufigkeit des Vorkommens) des lingsten
Polymers. Wir bezeichnen den Ordnungsparameter mit @. Die Struktur des Problems ist

Der hier betrachtete perkolative Phaseniibergang ist im Hinblick auf eine andere Fragestellung, nimlich
der Herausbildung einer einzelnen groflen Komponente, definiert. Damit unterscheidet er sich fundamental
von dem in Kapitel 3.4.2 vorgestellten, der auf die Entstehung sich immerwihrend reproduzierender
Einheiten abzielt. Die Phasentiiberginge sind demnach nicht direkt vergleichbar.
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beispielsweise im zeitlichen Verlauf des Ordnungsparameters zu erkennen. D’Souza et al. [133]
geben eine Ubersicht: Es sind kontinuierliche Phaseniiberginge moglich, die jedoch Spriinge
im Ordnungsparameter fiir eine endliche Realisierung zeigen konnen. Zwei weitere Klassen
bilden die Phaseniiberginge, die einen einzelnen Sprung entweder lange vor oder am Ende
des Prozesses aufweisen. Es gibt aber auch nicht konvergente, nicht selbstmittelnde Prozesse
mit echten unstetigen Spriingen. Cho et al. [136] konnten ein System finden, das durch
Anderung zweier Parameter alle diese Eigenschaften zeigt und zudem noch eine ultralangsame
Konvergenz aufweist. Solche echten unstetigen Spriinge zeigt beispielsweise das Bohman-
Frieze-Wormald-Modell [137, 138, 139]. In einem gewissen Parameterbereich tritt lediglich ein
einzelner Sprung auf, wihrend in einem anderen sich mehrere nacheinander bilden [138].
Fiir selbstmittelnde Systeme verschwindet die relative Varianz des Ordnungsparameters [132,

140, 136]:

R _(on—(oy . {a:O, selbstmittelnd (315)

v (0) N-—o0 a>0, nicht selbstmittelnd,

wobei (-) eine Ensemblemittelung bedeutet und N die Systemgrofie darstellt. Nicht-selbstmit-
telnde Systeme weisen im Grenzwert fiir unendlich grofle Systeme jedoch einen verteilten
Ordnungsparameter auf, so dass die relative Varianz nicht verschwindet [132, 135, 140].

Die relative Varianz kann Oszillationen vor [141] und nach [135] dem Phasentiibergang
aufweisen, die auf einen (vergangenen) Phaseniibergang hinweisen konnen [135]. Diese Oszilla-
tionen konnen bei einer strikten Lingenverdopplung, wie sie generisch in vielen perkolativen
Systemen vorkommt, aus einer strikten Langenverdopplung resultieren [141]. Diesem Prozess
kann eine diskrete Skaleninvarianz zu Grunde liegen, die sich aus einer diskreten Translations-
invarianz ergeben kann, welche wiederum aus der Diskretheit des zu Grunde liegenden Gitters
oder Netzwerks resultiert [141]. Daraus ist es moglich, den Perkolationsphaseniibergang aus
den ensemblegemittelten, mikroskopischen Zustandsinderungen des Ordnungsparameters
vorherzusagen [141].

Diskrete Skaleninvarianz ist eine besondere Form der Skaleninvarianz. Letztere geht durch
die Skalierung des Ordnungsparameters um (.(A) hervor, wenn man den willkiirlichen Para-
meter x mit A skaliert [140]:

0(x) = nO(Ax). (3.16)
Die Losung ist ein Potenzgesetz [140]:

O(x) ~x", mit u:—ln—H. (3.17)
InA

Die Skaleninvarianz heifSt diskret, wenn die obige Relation nur fiir bestimmte, abzihlbare
A Mgy A, ... gilt, die als A, = A" geschrieben werden konnen [140]. A wird fundamentales
Skalierungsverhiltnis genannt [140]. Damit ist es moglich, die diskrete Skaleninvarianz in
einem logarithmisch aufgetragenen Graph an Hand der Oszillationen in der relativen Va-
rianz und, doppelt logarithmisch aufgetragen, an den linearen Einhiillenden der einzelnen
Realisierungen des grofSten Polymers zu erkennen [135].

Schroder er al. [135] stellen fest, dass eine diskrete Skaleninvarianz moglicherweise bei der
Ensemblemittelung verloren gehen kann, und schlagen als Abhilfe eine Reskalierung der Zeit
nach Gl. 3.16 vor, die vor der Ensemblemittelung angewendet wird, so dass die einzelnen
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Realisierungen wieder gegeneinander ausgerichtet sind. Diese Reskalierung dndert bei einem
selbstmittelnden System die Ensembleeigenschaften nicht, weil dann die beiden Reskalierungs-
faktoren fiir alle Realisierungen (fast) identisch sind. Dazu verwenden Schroder ez al. die
relative Grofle des grofiten Clusters und die Verkniipfungsdichte und normieren diese auf den
jeweiligen Phasentibergangspunkt. Wir werden die relative Linge des lingsten Polymers benut-
zen, die dann schon fiir verschiedene Systemgroflen im Endzustand den Wert 1 aufweist als
Abhingigkeit von der Anzahl der Reaktionen. Die Anzahl der Reaktionen hat, beispielsweise
im streng lingenverdoppelnden Fall bei rein statistisch verteilten Plateaus, die Eigenschaft,
die verschiedenen Realisierungen (fast) identisch werden zu lassen, da essentiell die gleichen
Reaktionen ablaufen, die aber in der Realzeit wegen der statistischen Verteilung der jeweiligen
Plateauanfinge nicht koinzidieren. Das (ideale) System ist also eigentlich selbstmittelnd, da
die verschiedenen Realisierungen (fast) identisch sind, aber in Realzeit nicht-selbstmittelnd, da
die identischen Realisierungen zu (sehr) verschiedenen Zeiten stattfinden.

In der Realzeitdarstellung sind die einzelnen Realisierungen von der Zeit abhingig und daher
beeinflusst diese Zeitabhigigkeit das Ensemblemittel {iber die verschiedenen Realisierungen.
Auch wenn prinzipiell die gleiche Abfolge der Zustinde (Polymere) fiir jedes System generiert
wird, konnen diese zu unterschiedlichen Zeiten auftreten. Wir wollen daher hier von einem
zeitlichen Ensemblemittel sprechen. Im Gegensatz dazu wird bei einer Ensemblemittelung
tiber die verschiedenen Realisierungen in Abhingigkeit der Reaktionszahl die Zeitfluktuation
entfernt und das Ensemblemittel ist zeitunabhiangig und hat den Charakter eines statistischen
Mittels von Konfigurationen entsprechenden statistischen Gewichts. Wir nennen dieses Mittel
daher hier ein statistisches Ensemblemittel.

Diese Darstellung erinnert an physikalische Systeme, von denen sowohl ein Zeitmittel als
auch ein Ensemblemittel gebildet werden kann. Treten alle Konfigurationen im Phasenraum
im Vergleich der beiden Mittel gleich haufig auf, so spricht man von einem ergodischen System;
ansonsten von einem nicht-ergodischen [125]. Ein Beispiel fiir ein ergodisches System [142] ist
Sinais [143] zwei-Scheiben-Problem [125]. Es werden zwei Scheiben in eine Kiste mit periodi-
schen Randbedingungen betrachtet, die aneinander stoflen konnen, wobei diese so grof} sind,
dass sie nicht aneinander vorbei konnen. Im stationiren Bezugssystem einer Scheibe beschreibt
der fiir die zweite Scheibe zugingliche Raum eine entprechend ,eingedellte®, ausgefiillte Rau-
te [125]. Diese wird sowohl durch eine Simulation von zwei Scheiben beschrieben als auch
durch das wiederholte Platzieren beider Scheiben bei korrektem statistischen Gewicht. Ein
nicht-ergodisches System ist ein Sonnensystem mit wenigen, kleinen Planeten mit geringer
Masse und einer schweren Sonne [125]. Vernachlissigt man die Planeten-Planeten-Interaktion
und nimmt eine unendlich schwere Sonne an, so beschreiben diese Keplerbahnen [125]. Aber
auch die Planeten-Planeten-Interaktion verindert diese Bahnen nur geringfiigig [125, 144]
und es entstehen damit stabile Unterriume im Phasenraum [144], in denen sich die Planeten
bewegen. Weil diese Unterriume begrenzt sind, liegt ein nicht-ergodisches System vor.

Wir gehen nun dazu tiber, fiir das hier vorgestellte System wichtige Grenzfille und oft
behandelte Systeme zu diskutieren.
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Abbildung 3.25: Globalhomophile Perkolation und modified Erdés-Rényi. Das modified
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Erdds-Rényi Modell zeigt Realisierungen, die auch nach Reskalierung nicht
koinzidieren (vgl. Abb. (a,c)), und die relative Varianz ist endlich; vgl.
Abb. (a). Damit ist das modified Erdds-Rényi Modell nicht selbstmittelnd.
(a,c) Das grofite Cluster wichst sprunghaft und die einzelnen Realisierungen
konnen durch eine Einhiillende beschrieben werden. (a) Die relative Varianz
zeigt vor und nach dem Phasentibergang Oszillationen, die fiir verschiedene
Systemgrofien nicht koinzidieren. Der Phasentibergang ist fiir die betrachte-
ten Systemgroflen gleich lokalisiert. (b) Die globalhomophile Perkolation
weist deterministische Realisierungen auf: Die Grofle des grofiten Clusters
wird strikt verdoppelt. (b,d) Die Oszillationen der verschiedenen Systemgro-
len in der relativen Varianz sind fiir verschiedene Systemgroflen vor dem
Phaseniibergang unterschiedlich. Uberkritisch koinzidieren sie jedoch und
haben eine logarithmische Periodizitit. Diese wird fiir geringe Clusterzahlen
leicht durchbrochen. Entnommen aus [145].
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3.6.2 Beispielsysteme

Bei allen Beispielsystemen beginnen wir mit einem leeren Graph, d.h. es sind nur nicht
verbundene Knoten vorhanden. Es wird dann zufillig eine gewisse Anzahl an Knoten gewihlt,
die dann nach den angegebenen Regeln verbunden werden. Es sei angemerkt, dass dieses
Vorgehen sich grundlegend von dem in dieser Arbeit betrachteten System unterscheidet. Hier
hat jedes Polymer das gleiche Gewicht, aber dort hat ein Cluster der Grofie n auch n Knoten
und wird damit auch n-mal so hiufig ausgewihlt.

Ein Beispiel fiir ein nicht selbstmittelndes Modellsystem ist das modified Erdds-Rényi
Modell [133]. Es werden drei Knoten zufillig ausgewihlt und die beiden grofiten Komponenten
G, und G,, G, > G, des gesamten Netzwerks betrachtet. Falls G, =G,, werden zufillig zwei
der gewihlten Knoten ¢; und ¢; verbunden. Falls G, > G, und mindestens zwei der gewéhlten
Knoten in Clustern sind, welche gleichgroff zu G, sind, werden diese zwei Knoten verbunden,
ansonsten zwei Knoten aus Clustern, die kleiner als G, sind [146]. Der zeitliche Verlauf der
Grofle der grofiten Komponente und die relative Varianz ist in Abb. 3.25.a,c dargestellt. Wir
fassen kurz die Erkenntnisse aus [135] zusammen: Der Verlauf der grofiten Komponente ist
tiir verschiedene Realisationen unterschiedlich, was auf ein nicht selbstmittelndes System
hinweist. Die relative Varianz ist positiv und daher ist das System nicht selbstmittelnd. Es sind
jedoch Oszillationen zu erkennen, so dass bestimmte Clustergrofien bevorzugt werden. Eine
Reskalierung bringt den linearen Zusammenhang im log-log-Plot der diskreten Skaleninvarianz
zum Vorschein; vgl. Abb. 3.25.c.

Die globalhomophile Perkolation wurde von Schroder ez al. [135] vorgestellt und wir stellen
kurz die Analysen dar. Es wird eine Verbindung aus allen moglichen Verbindungen, die Cluster
der gleichen Grofle (und moglicherweise auch dasselbe Cluster) verbinden, gleichverteilt
zufillig ausgewihlt. Dies fithrt zu einer strikten Groflenverdopplung und, da das zweitgrofSte
Cluster zunichst wachsen muss, um mit dem grofiten verbunden werden zu kénnen, zu
einer makroskopischen Verzogerung dieses Schritts. Dieses Modell ist im Gegensatz zum
modified Erd6s-Rényi Modell selbstmittelnd, obwohl es eine Treppe im Verlauf des grofiten
Clusters zeigt; vgl. Abb. 3.25.b. Weil die Ubergangspunkte insbesondere fiir gréflere Systeme
zu gleichen, unendlich kleinen, deterministischen Zeitpunkten stattfinden, weist die relative
Varianz lokalisierte Peaks auf, so dass die relative Varianz fast {iberall verschwindet; vgl.
Abb. 3.25.b,d. Damit ist die globalhomophile Perkolation selbstmittelnd. Des Weiteren kann
aus Abb. 3.25.d anhand der in der logarithmischen Auftragung periodischen Peaks auf eine
diskrete Skaleninvarianz fiir iiberkritische Systeme geschlossen werden.

Cho et al. [147] beschreiben ein Modell mit einem Verbindungskern™ K;; ~ (ij)* mit einem
variablen Gewicht w, wobei 1 und j die jeweiligen Clustergrofien sind. Fiir «» = 1 entspricht
das dem Erdds-Rényi Modell und fiir o = 0 einer linearen Polymerisation. Der letzte Fall ist
deshalb hier interessant und die Ratengleichung ergibt sich dann zu:

(0= S <000 (0)— Zny(1), (3.18)

>0
s=itj © ¢

*  Der Verbindungskern ist die Zusammenfassung aller Vorfaktoren der beiden Clusterdichten n;(t) und ny(t)

in Gleichung 3.18 [147].
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wobei n(t) die Dichte der Cluster mit Grofie s sind und ¢(t) die Gesamtdichte. Diese Gleichung
ist dquivalent zu Gl. 3.2 mit « =0 und [3 = !/c2. Damit ist diese Gleichung zeitabhingig, wenn
w # 1. Cho et al. finden, dass ¢(t) linear mit der Zeit abfillt und dass die Clustergroflenvertei-
lung exponentiell abfillt, wenn s grof wird. Dazu betrachten sie die Erzeugendenfunktion
von n(t): f(z,t) = > n (t)z* mit der Fugazitit* z im Bereich 0 < z < 1. Damit und aus Gl. 3.18
erhalten sie eine Differentialgleichung fiir {(z,t). Die Losung geben sie an mit: {(z,t) = %
fiir t < 1 und f(z,t) = 0 fiir t > 1. Sie finden, dass fiir t < 1 eine Reihenentwicklung in z:
n (t) = (1—t)*t" liefert. Cho et al. schlieffen daraus, dass die Clustergréfle exponentiell
abnimmt, wenn s grof§ wird. Insbesondere wihlen sie & = 1—t so, dass sich n(t) ~ 8%~
ergibt mit s* & 1/s. Sie finden, dass die charakteristische Grofle s* fiir 8 — 0 divergiert und es
zu einem Phaseniibergang 1. Ordnung kommt, da die Clustergrofie einen plotzlichen Sprung
in der Grofle des grofiten Clusters vollzieht. Fiir endliche Clustergroflen ergibt sich nach
Cho et al. die Grofle des grofiten Clusters bei einem Phasentibergang bei t. =1 zu:

(3-19)

0 falls O<t<1
G(t) =
®© {1 falls t> 1.

Dieses Ergebnis weicht vom Resultat ab, welches Cho ez al. aus der Smoluchowski Koagulati-
onsgleichung™ erhalten: t, = oco.

3.6.3 Analyse

Im Folgenden analysieren wir das in dieser Arbeit vorgestellte System im Hinblick auf
(Nicht-)Selbstmittelung, die diskrete Skaleninvarianz, den Verlauf des Ordnungsparameters
und der relativen Varianz in Abhingigkeit verschiedener autokatalytischer Parameter a. Diese
wihlen wir im Einzelnen zu a = 107 (,,wahllose Wucherung®), o = 10' (runde Plateaus
variabler Linge) sowie o = 10° und a = 107 (statistisch verteilte Plateaus), wobei diese
Werte exemplarisch herausgegriffen wurden und typische Beispiele des jeweiligen Verhaltens
darstellen™ * *.

Das Minimum und Maxium des grofiten Polymers in Abhingigkeit von der Reaktionszahl
und der Realzeit liegen fiir o = 107 dicht beieinander und weisen wie der Durchschnitt kaum
Spriinge auf; vgl. Abb. 3.26.a,c. Diese resultieren aus der Endlichkeit des Systems. Die relative
Varianz in Abhingigkeit von der Reaktionszahl verlduft stetig und nimmt fiir groflere Systeme
ab aufler dem Fall geringer Teilchenzahlen; vgl. Abb. 3.26.b,d. Dies ist ein starker Hinweis auf
eine Selbstmittelung. In Abhingigkeit von der Realzeit kommt es bei der relativen Varianz zu
aperiodischen Oszillationen fiir kleine Zeiten, die vom Entstehen der ersten Polymere (A,
A,, ..., A;) herrithren. Fiir grofle Zeiten zeigt die relative Varianz einen Peak, der fiir groflere
Systemgroflen schmailer wird. Dazwischen, im Bereich von Abb. 3.17.a, ist thr Zahlenwert

*  Die Fugazitit ist eine Korrekturgrofie fiir unterkritische, reale Systeme, um die Gleichungen des idealen

Systems anwenden zu konnen [148].

Die Smoluchowski Koagulationsgleichung beschreibt das Koagulieren (Zusammenklumpen) von Teil-

chen in einer Lésung auf Grund von Diffusion [149].

* * *Fiir o < 10~* gibt es kaum Oszillationen in R (p). Fiir o > 10! werden diese Oszillationen streng periodisch
und gehen ab o > 10° in Peaks {iber. Bis a < 10? verliuft der Durchschnitt von G(p) glatt und wird bis
a < 10* wellig, um dann nahe am Minimum zu liegen. ([A, ], = 2%).

*k
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Abbildung 3.26: Grofites Polymer und relative Varianz in Abhingigkeit von der Anzahl
der Reaktionen und der Zeit fiir « = 107°. (a) Die Realisierungen des grofiten
Polymers werden von stetigen minimal (min) und maximal (max) méglichen
grofiten Polymeren eingehiillt und der Durchschnitt (avg) der Realisierun-
gen verlduft glatt. Das deutet darauf hin, dass das System selbstmittelnd ist.
(b) Die relative Varianz nimmt fiir grofiere Systeme kleinere Werte an. Das
weist darauf hin, dass das System selbstmittelnd ist. Auf Grund der endli-
chen Systemgrofle sind am Anfang und am Ende groflere Werte moglich.
(c) Die Minima und Maxima des grofiten Polymers in Echtzeit sind stetig
und liegen dicht beieinander. Dies ist ein starkes Indiz fiir Selbstmittelung.
Schwankungen am Anfang und Ende, insbesondere des Durchschnitts des
grofiten Polymers, sind auf die endliche Grofle zuriickzufiithren. (d) Die
relative Varianz in Realzeit weist bis auf die Randbereiche einen niedrigen
Wert auf. Die Oszillationen sind auf die endliche Systemgrofle zurtickzufiih-
ren und resultieren aus dem sukzessiven Aufbau der ersten Polymere (A,
A,, ..., AJ). (a,c,d) fiir eine Anfangskonzentration von [A,], = 2%. Der
Konzentrationsverlauf ist vergleichbar mit Abb. 3.17.a.
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Abbildung 3.27:
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Grofites Polymer und relative Varianz in Abhingigkeit von der Anzahl der
Reaktionen und der Zeit fiir & = 10", (a) Die minimale und maximale Grofie
des grofiten Polymers weisen am Anfang Spriinge auf und sind klar getrennt,
was auf eine Nicht-Selbstmittelung hindeutet. Die Spriinge sind auch im
Durchschnitt erkennbar, der ansonsten glatt verlduft. (b) Wenn das grofite Po-
lymer Spriinge zeigt, oszilliert die relative Varianz. Die Oszillationen weisen
fiir groflere Systeme eine stirkere Amplitude und eine Zunahme der Anzahl
der Schwingungen auf. Die grofler werdende Amplitude verschwindet im Mi-
nimum fiir grofle Systeme und weist daher auf eine diskrete Skaleninvarianz
und ein nicht-selbstmittelndes System hin. Fiir grofle Zeiten sind die Verliufe
vergleichbar und durch eine geringe Teilchenzahl bedingt. (c) Verlauf wie in
(a). Der Durchschnitt zeichnet die Treppenstruktur in Realzeit jedoch nicht
nach. (d) Im Zeitverlauf weist die relative Varianz ebenfalls Oszillationen
auf, die jedoch einen konstanten Wert fiir die Minima zeigen. Fiir grofle
Zeiten (und damit geringen Teilchenzahlen) tritt ein Maximum am Ende auf.
(a,c,d) fiir eine Anfangskonzentration von [A ], = 2%°. Der Zeitverlauf der
einzelnen Konzentrationen ist in Abb. 3.17.c dargestellt.
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Abbildung 3.28: Grofdtes Polymer und relative Varianz in Abhingigkeit von der Anzahl der
Reaktionen fiir a = 10°. (a) Fiir eine Anfangskonzentration von [A,], = 2'°
fallen Minimum, Maximum und demnach auch der Durchschnitt der Grofle
des grofSten Polymers fiir kleine Reaktionszahlen nahezu aufeinander. Dies
ist auf die strikte, ungestorte Langenverdopplung zuriickzufiihren. Fiir gro-
flere Reaktionszahlen ist der Durchschnitt nahe am Minimum, wihrend das
Maximum groflere Werte annimmt. Hier treten auch andere Reaktionen auf,
die zum einen die Reaktionsanzahl leicht verringern konnen, wenn vorher
Zwischenreaktionen, d. h. Reaktionen, die keine Lingenverdopplung zur
Folge haben, aufgetreten sind und diese jetzt zu kiirzeren als den lingen-
verdoppelten Polymeren reagieren. Das Maximum kann jedoch leicht zu
grofleren Werten hin verschoben werden; es gentigt eine vorzeitige Reaktion
der grofiten Polymere. (b) Groflere Anfangskonzentrationen ([A,], = 2%°)
fiihren zu einem ausgedehnteren Bereich, in dem Minimum und Maximum
zusammentfallen. Es entstehen jedoch fiir groflere Reaktionsanzahlen eine
starkere Abweichung von Durchschnitt und Minimum. Wegen der gréfleren
Anfangskonzentration sind Reaktionen, die nicht zu einer Lingenverdopp-
lung fithren, wahrscheinlicher. (¢) Fiir den Bereich der strikten Langenver-
dopplung verschwindet die relative Varianz bis auf die Verdopplungsschritte
fast iiberall: Ein Zeichen fiir ein selbstmittelndes, diskret skaleninvariantes
System. Grofiere Reaktionszahlen zeigen eine endliche relative Varianz auf
Grund der geringen Teilchenzahlen. Der Konzentrationsverlauf findet sich

in Abb. 3.17.d.
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Abbildung 3.29: Grofites Polymer und relative Varianz in Abhingigkeit von der Anzahl der
Reaktionen und der Zeit fiir a = 10’. (a) Der Bereich, in dem Maximum und
Minimum aufeinander fallen, wird mit wachsendem a grofier; vgl. Abb. 3.28.b.
Fiir kleine Reaktandenzahlen ist der Durchschnitt nahe beim Minimum und
das Maximum erreicht groflere Werte. (b) Die relative Varianz zeigt diskrete,
periodische Peaks, die mit der Systemgrofe zunehmen. Die relative Varianz
verschwindet also fast {iberall, so dass ein selbstmittelndes System vorliegt.
Die Periodizitit weist auf eine diskrete Skaleninvarianz hin. (¢) Minima und
Maxima sind in Realzeit getrennt voneinander und der Durchschnitt mittelt
sich zu einer glatten Kurve zwischen Minimum und Maximum. (d) Die
relative Varianz zeigt in der Zeitabhingigkeit einen endlichen Wert. (a,c,d)
fiir eine Anfangskonzentration von [A ], = 2%. Der zeitliche Verlauf der
Konzentrationen ist vergleichbar mit Abb. 3.17.d.
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3.6 Perkolation

gering. Fiir a = 107 zeigt das System ein vergleichbares Verhalten in Abhingigkeit von der
Realzeit und der Reaktionszahl und die relative Varianz deutet auf ein selbstmittelndes System

hin.

Im Fall der Lingenverdopplung mit runden Plateaus unterschiedlicher Linge (a0 = 10,
Abb. 3.17.¢c) zeigt das grofite Polymer fiir beide Abhingigkeiten anfangs im Minimum und
Maximum eine Treppenstruktur, die sich nach dem Aufbau der lingenverdoppelten Polymere
auflost und in einen stetigen Verlauf {ibergeht; vgl. Abb. 3.27.a,c. Der Durchschnitt in Ab-
hingigkeit von der Reaktionszahl lisst durch seine Oszillationen nahe des Minimums den
Aufbau der lingenverdoppelten Polymere erkennen; vgl. Abb. 3.27.a. Im selben Bereich sind
auch in der relativen Varianz periodische Oszillationen zu erkennen, deren Amplitude mit
steigender Systemgrofie wichst; vgl. Abb. 3.27.b,d. Daran schliefit sich ein Minimum mit
einem folgenden Peak an. Ersteres nimmt mit der SystemgrofSe ab und letzteres ist eine Folge
der endlichen Systemgrofie. Das System ist also anfangs nicht selbstmittelnd und zeigt eine
diskrete Skaleninvarianz.

Groflere autokatalytische Parameter (o = 10°) fiihren zu statistisch verteilten Plateaus
(Abb. 3.17.d) und das Minimum und das Maximum des grofiten Polymers fallt in Abhingigkeit
von der Reaktionsanzahl im relevanten Bereich praktisch zusammen; vgl. Abb. 3.28.a,b. Die
Lingenverdopplungsreaktion lduft hier soweit ungestort ab, so dass kaum Abweichungen zu
erkennen sind. Danach sind die Molekiilzahlen gering und das Maximum nimmt grof3ere
Werte an, da es zur spontanen Bildung grofierer Polymere kommt. Entsprechend wird auch
das Minimum glatter, weil andere kleinste Polymere iibrigbleiben. Fiir niedrige Anfangskon-
zentrationen ist der Durchschnitt ist davon kaum beeinflusst, wihrend er fiir groflere im
Zeitverlauf zunichst welliger wird und dann glatt zwischen Maximum und Minimum liegt.
Ein solcher Ubergang ist demnach insbesondere auch fiir grofie Systeme zu erwarten und wird
tiir grof8e a hin zu groflen Systemgrofien verschoben; vgl. Abb. 3.29.a. Die relative Varianz
weist im relevanten Bereich sittigende Peaks auf, die einen Maximalwert von 0,124 erreichen;
vgl. Abb. 3.28.c. Diese Peaks sind periodisch und sonst verschwindet die relative Varianz
fast iberall. Demnach liegt ein diskret skaleninvariantes, selbstmittelndes System vor. Fiir
groflere Reaktionszahlen zeigt die relative Varianz wegen der geringen Polymeranzahlen und
der endlichen Autokatalyse ein anderes Verhalten.

Groflere autokatalytische Parameter (o = 107) fithren zu vergleichbaren Ergebnissen, wobei
der relevante Bereich ausgedehnter ist und die relative Varianz einen geringeren Maximalwert
erreicht, der fiir groflere Systemgrofen als noch zunehmend extrapoliert werden kann; vgl.
Abb. 3.29.a,b. In Abhingigkeit von der Realzeit zeigen sowohl Minimum als auch Maximum
des grofiten Polymers eine Treppe und liegen getrennt voneinander. Der Durchschnitt liegt
glatt und gerade in der Mitte; vgl. Abb. 3.29.c. Entsprechend weist auch die relative Varianz
ein entsprechend des geraden Durchschnitts ausgedehntes, fluktuierendes Plateau auf; vgl.
Abb. 3.29.d. Dies deutet auf ein nicht selbstmittelndes System hin und ist die Konsequenz der
statistischen Plateaulingenverteilung. Da deren Aufbau, aus Reaktionssicht gesehen, determi-
nistisch ist und strikt erfolgt, ist auch die Abhingigkeit von der Reaktionszahl deterministisch
und fiir alle Laufe bis auf Ausreifler identisch. Jedoch ist die Entstehung der nichsten Stufe aus
Realzeitsicht rein statistisch und nicht vorhersagbar, so dass dies zu véllig unterschiedlichen
Realisierungen fiihrt, die daher nicht mit dem Mittel iibereinstimmen.
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3 Theorie

Zusammenfassung

Wir konnten das System im Hinblick auf Perkolation untersuchen und haben unterschiedliches
Verhalten fiir Reaktionszahl und Realzeit feststellen konnen. Es obliegt dem Betrachter, wo
sein Interesse liegt: Die Reaktionszahl betrachtet den reinen Verdopplungsprozess und die auf-
tretenden Reaktionen, wihrend die Realzeit auf die tatsichlich stattgefundenen Realisierungen
eingeht.

Die relative Varianz unterkritischer Systeme weist darauf hin, dass diese selbstmittelnd sind;
vgl. Abb. 3.26.b. Fiir groflere o folgt ein Bereich, der in der relativen Varianz Oszillationen
mit wachsender Amplitude fiir groflere Systeme zeigt. Dies deutet darauf hin, dass das System
in diesem Bereich nicht-selbstmittelnd ist und eine diskrete Skaleninvarianz aufweist; vgl.
Abb. 3.27.b. Im Bereich statistisch verteilter Plateaus sind in der relativen Varianz Peaks zu
sehen, die auf ein selbstmittelndes, diskret skaleninvariantes System hinweisen; vgl. Abb. 3.28.c
und Abb. 3.29.b.

Um eine unbeeinflusste Lingenverdopplung zu erreichen, ist es notwendig, dass neben einer
Vergroflerung der Anfangskonzentration auch der autokatalytische Parameter entsprechend
Gl. 3.5 vergroflert wird. Jedoch legt die Extrapolation von Abb. 3.28.b und Abb. 3.29.a
nahe, dass es einen Grenzwert fiir a gibt, weil die Grenze bis zu der praktisch eine strikte
Lingenverdopplung stattfindet sich hin zu groferen Reaktionszahlen verschieben lasst. Falls
sich diese Grenze bis zum Ende der Reaktion verlegen liefle, gibe es keine anderen als die
lingenverdoppelten Polymere. Die Systemgrofle konnte dann beliebig anwachsen, ohne dass
der Lingenverdopplungsmechanismus gestort wire.

Wir haben ein System gefunden, das an Hand eines Parameters sowohl selbstmittelnd als
auch nicht selbstmittelnd bzw. selbstmittelnd und diskret skaleninvariant sein kann. Damit
deckt das hier vorgestellte System eine Auswahl der mdglichen Systeme in Abhingigkeit eines
einzelnen Parameters ab.
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Diskussion, Zusammenfassung und
Ausblick

as evolutiondre Verhalten auf der Erde ist gekennzeichnet durch ein immerwihrendes

Fortschreiten der Entwicklung. Es bilden sich aus den bestehenden Arten auf Grund
neuer Umweltbedingungen und Interaktionen der Spezies neue Arten heraus, die jeweils tem-
porir dominant in ithrer Nische sind [13]. Dieser Prozess ist unvereinbar mit der Annahme, es
entstiinde eine best-angepasste Spezies [19]. Wir konnten ein Modellsystem entwickeln, wel-
ches die Grundlagen molekularer, autokatalytischer Reproduktion einbezieht und temporir
dominante Arten (Langen) hervorbringt. Gleichgiiltig, welche genaue Wachtumsart gewihlt
wird, z. B. eine sexuelle Reproduktion, ist eine solche Phase stabil in Abhingigkeit von der
Stirke des Wachstums. Wenn man dieses Ergebnis auf grofiere Objekte iibertragen mochte,
wiren die am schnellsten wachsenden Spezies solange stabil, bis aus ihren Ressourcen™ eine
neue, kaum mit ithnen wechselwirkende Spezies entstiinde. Wir haben hier vorwiegend ein
exponentielles, autokatalytisches Wachstum untersucht.

In der unselektiven Phase, ,wahllose Wucherung“ genannt, treten, angefangen von Mono-
meren, alle moglichen Lingen an Polymeren auf. Diese sind anfangs in ihrer Reihenfolge des
Auftretens auch der Linge nach sortiert und groflere Polymere erreichen nicht die Konzentra-
tion von kiirzeren. In diesem Fall kann keine selektive Evolution stattfinden.

Die selektive Phase ist gekennzeichnet durch nacheinander proliferierende Polymere, die
in ihrer Linge jeweils verdoppelt sind. Diese konnen je nach Grofle des autokatalytischen
Parameters ein mehr oder weniger ausgepragtes Plateau in threm Maximum aufweisen. Ausge-
pragte Plateaus resultieren aus einem schnellen Wachstum, welches, nach einem vollstandigen
Ablauf der Reaktion, auf die Entstehung des nichsten Polymers wartet. Daher ist die Linge
der Plateaus statistisch verteilt. Wenig ausgeprigte Plateaus haben eine deterministische Linge,
da das folgende Polymer schon wihrend der Wachstumsphase entsteht.

Das System ist in der Lage, Koexistenz zu zeigen, so dass neben den lingenverdoppelten
Polymeren auch andere auftreten. Diese entstehen zufillig bzw., wenn auch lingere Polymere
katalytisch wirken, deterministisch. Damit ist eine wesentliche Eigenschaft der Evolution, die
Koexistenz mehrerer, unterschiedlicher Nischen, reproduzierbar.

Mit diesem System wurde die Grundlage fiir eine Modellsystemklasse zur Analyse evolu-
tiondrer Systeme gelegt. Diese beinhalten eine Mdglichkeit, spontan neue, nicht vorhandene
Individuen zu generieren und vorhandene Individuen autokatalytisch zu reproduzieren. Damit
sich eine stabile Population und damit eine (temporir) dominante Spezies einstellt, diirfen die
Variations- bzw. Mutationsraten nicht zu grofd sein [19].

*  Die Ressourcen konnten in diesem Fall entweder direkt von der neuen Spezies verwertet werden oder in

einem fur andere Spezies nicht oder kaum zuginglichen Verwertungsprozess zur Herstellung von Nahrung.
Es sei angemerkt, dass der Mensch sich durch die Landwirtschaft eine solche, von anderen Lebewesen wenig
beeinflusste Nahrungsproduktion aufgebaut hat, die von deren Ressourcen Gebrauch macht.
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Diskussion, Zusammenfassung und Ausblick

Es besteht einerseits die Erweiterbarkeit um einen genetischen Code, der den Polymeren zu-
sitzlich innewohnt. Hiermit liefe sich die Propagation und Stabilitit genetischer Information
untersuchen und somit weitere, realistischere Aussagen iiber das Fortschreiten der Evolution
treffen. Andererseits konnte die Einfithrung von abgeschlossenen Einheiten, wie sie als Zellen
in héheren Organismen vorkommen oder als Organellen, wie sie in Zellen vorkommen kon-
nen, eine Entmischung der verschiedenen funktionalen Reaktionspfade erméglichen. Diese
konnten zu getrennt entstehenden Produkten fithren, die zusammen interagieren und eine
moglicherweise neuartige (funktionelle) Eigenschaft aufweisen. Demgegeniiber steht die reine
Interpretation des Modells als ein molekularbiologisches. In diesem Zusammenhang wire
eine weitergehende Funktionalitdt der Spezies durch beispielsweise eine mehrdimensionale
Struktur ein zu implementierendes Merkmal. Man denke hier an RNA, die sich falten und in
diesem Zustand eine enzymatische Funktion erfiillen kann [19].

Diese Erweiterungen kommen der speziell untersuchten Situation entgegen und kénnen
einen weiteren, genaueren Einblick in die Funktionsweise und Bedingungen der Evolution
gewihren.
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Anhang

Nomenklatur

A Molekiil
A Komplement des Molekiils A.

A-A Hybridisierung des Molekiils A auf dem Molekiil A.

A|A-AA Hybridisierung der Molekiile A und A auf dem Molekiil AA.

A1 Konzentration des Molekiils A.

Alp,,. Plateaukonzentration des Molekiils A.

A

[A] Konzentration des Molekiils, welches im Ensemble die grofite Konzentration zeigt.

[A]
[A], Anfangskonzentration des Molekiils A.
[A]
[A]

e Maximalkonzentration des Molekiils A.

n,m beliebige Lingen
k,l k,1€N: Lingen der Form n =2 und m = 2.

Volliiberlappung Vollstindige Hybridisierung von zwei komplementiren Stringen (ohne
Uberhinge).

ML-Schatzer Maximum-Likelihood-Schitzer
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