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Hintergrund

« Expressionslevel von Protein andert sich
evolutionar uber

1. neutral evolutionary drift

2. Selektion (von Mutanten mit erhohter Fitness)
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Hintergrund

« Expressionslevel von Protein andert sich
evolutionar uber

1. neutral evolutionary drift

2. Selektion (von Mutanten mit erhohter Fitness)

\

optimales expr. Level
Optimierung? Voraussagbar?
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Untersuchtes System: Lac Operon von E.coli

Lactose

IPTG / % Glycerol

Cost Benefit
Growth

lacZYA
Evolution Evolution Evolution
no lactose low lactose high lactose
Lactose

\J
IPTG Lactose
\, Glycerol \/ Glycerol Glycerol
|

Ll R e

Wie Zellen Denken Sandro Andreotti



Untersuchtes System: Lac Operon von E.coli
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IPTG induziert Lac Operon; wird nicht metabolisiert
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Mathematische Formulierung
(cost-benefit-theory)

Kosten := relative (gegenuber Zellen ohne Lac
Produktion) Reduktion der Wachstumsrate
wegen Belastung durch Produktion +
Anwesenheit von Lac-Proteinen

Nutzen := relative (gegenuber Zellen ohne Lactose)
Zunahme der Wachstumsrate wegen
Energiegewinn aus Lactose Metabolisierung

Fithess := Nutzen - Kosten
Ziel: max(Fitness)
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Mathematische Formulierung
(cost-benefit-theory)
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Wie bestimmt man die Kosten?

Messen der Wachstumsrate bei
unterschiedlichen
Konzentrationen von IPTG ohne
Lactose

0.06 -

0.04 -

0.02 -

2 Kandidaten fur Kostenfkt.

Cost,n (relative growth rate reduction)

1. T)‘l(Z) — W(JZ+77{]ZZ 00" 0.5 1.0 5
Relative Lac expression (Z/Z,)
NoZ Z = Expressionslevel d. Lac Proteine
2 N, (2) = S M := maximale Kapazitat fiir Prod.
' 1 — Z/M nicht essentieller Proteine
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Mathematische Formulierung
(cost-benefit-theory)
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Herleitung von: /) =
9 N2(£) 1 — Z/M

¢g= BR/(K + R)
¢(Z)=B(R—eZ)/(K+R—¢eZ)
N(Z) =(g(0) — g(£))/g(0) =noZ/(1 — Z/M)

Y

no = eK/R(K +R)
M= (K+ R)/e
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Mathematische Formulierung
(cost-benefit-theory)

o
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Wie bestimmt man den Nutzen?

Messen der Wachstumsrate bei
verschiedenen Konzentrationen
von Lactose bei voll induziertem
Lac System (IPTG)

01

JTIJF+

=01

Relative growth rate difference

Beobachtung

Nutzenfkt. beschrieben
durch bekannte Transport &

Katabolismus Kinetik
ﬁ External lactose (L) (mM)

10 102 100 102

+Wachstum = Lactose-Abbau-Rate = Umsatz LacZ

L., := Lactose konz. In Zelle

0:= rel. Wachstums-Vorteil je LacZ
Molek. (bei Lactose Sattigung)
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Nutzenfkt: B(Z) = 6[ZLi,]



Mathematische Formulierung
(cost-benefit-theory)

B(Z) = 8{ZLip)

LacZ Rate = Lactose Einstrom via LacY &
(' Wong, Gladney & Keasling (1997) ) 5
» 008
VoIZLis] ﬂv YL] = Vy £ o
z 1N Y Y K‘f g E .
=
! '
= 0 L b
B(Z) = Ky + L : — L 1

Relative Lac expression (£/Z,,)

Wir erhalten die Fitnessfunktion g:

NoZ /L

— 45
—Z/M K+ L

g= )+ B(Z)=—
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Mathematische Formulierung
(cost-benefit-theory)

Optimalitat

Bestimme Z so, dass Fitness (g) fur gegebene
Lactose Konzentration maximiert wird.

dg

Sehr einfach —lése —— =0
dZ

Zope =M| 1=/ 2=

o~

f."IT] 0 L + KY)
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Theoretisches Optimum vs. biologische Evolution
(serial dilution Experiment)

Fragestellung:

Verandert sich Lac-Expression bei E.coli Uber Generationen in
Nahrmedium mit hoher/niedriger Lactose Konzentration auf das

theoretische Optimum?

Versuchsaufbau:
-7 X 10ml Kulturen (0mM, 0.1mM, 0.2mM, 0.5mM, 1mM, 2mM, 5mM)
-Bei OmM und 0.1mM Testreihe IPTG Zusatz
-Verdlinnung 1:100 alle 24 Std.
-alle 72 Std. einfrieren von Samples (-80°C)
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Theoretisches Optimum vs. biologische Evolution
(serial dilution Experiment)

Versuchsaufbau:

-Bestimmung d. Enzymaktivitat von LacZ
mittels enzymatic assay (ONPG-

assay)
HO HO _oH
P-Galactosidase A0
T Ho % ¥ Ho
HO :
R0 HO OH NO,
o-Nitrophenyl- D-Galactose o-Nitrophenol

B-p-galactopyranosid

(ONPG)
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Theoretisches Optimum vs. biologische Evolution
(serial dilution Experiment)

Versuchsaufbau:

-Bestimmung d. Enzymaktivitat von LacZ
mittels enzymatic assay (ONPG-

assay) . —— : : : :
- Bestimmung des LacZ Levels mittels ™[ | R 4
quantitativer Gelelektrophorese ok | ? '
o I.-"
_ i 0.8 51’:
Ergebnisse: N |
. 3 [l
-Anderungen der LacZ Aktivitat und % o
Expression T ol B
-LacZ Aktivitat (je Molekil) s |
. 021 |
unverandert :
-LacZ Expression von adaptierten 0 05‘
E.coli sehr nah an theoretischem 3 ’ > 3 P

Optlmum L (mh)
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Theoretisches Optimum vs. biologische Evolution
(serial dilution Experiment)

Populationsgenetik — Simulation

Einziger Parameter: Mutations-
wahrscheinlichkeit(p)

Ergebnisse:
-p~107-3x107

-einzelne Mutation anstatt
Kombination von Mutationen
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Zusammenfassung und Ausblick

- Zellen konnen sich (relativ schnell) zu Expressionsleveln entwickeln die
optimale Losung einer Kosten — Nutzen Funktion darstellen

- Testen von Kosten — Nutzen Modellen fur komplexere Genregulationsnetze

Formulierung und Test von Theorie Uber optimales Genregulations - Design
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