Untersuchungen von Dicytostelium discoideum bei der Aggregation zu einem Pseudoplasmodium
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Einleitung

In dieser Arbeit setzen wir uns mit der Aggregation von Dictyostelium discoideum zu einem so genannten Pseudoplasmodium auseinander. Physikalische sowie mathematische Methoden werden auf biologische Fragestellungen angewandt. In der Praxis verwendete Verdopplungszeiten werden auf ihren Gültigkeitsbereich hin untersucht, indem das Wachstumsverhalten und die Steigungen der Wachstumskurve analytisch behandelt werden. Unser spezielles Augenmerk richten wir dabei auf den Übergangspunkt der vegetativen Phase zur Aggregationsphase und wir versuchen diesen über ausgiebige und neu entwickelte Experimente möglichst genau zu bestimmen. Die Netzwerktheorie, ein Bereich der Komplexitätstheorie, wird von uns als Basis verwendet um ein Modell zu schaffen, welches die organisierte Aggregation beschreiben soll. Um dies zu ermöglichen, werden Bilder und Filmmaterial untersucht und mathematisch beschrieben.

Dictyostelium discoideum
Für unsere Untersuchungen standen uns aufgrund der freundlichen Unterstützung von Prof. Dr. Nellen aus dem Bereich der Genetik der Universität Kassel Dictyostelium (D.) discoideum Mutanten und ein Laborplatz zur Verfügung. D. discoideum gehört zur Klasse der Acrasiomycetes (zelluläre Schleimpilze) und wird der Familie Dictyosteliacea zugeordnet, welche sich in die Gattungen Polyphondylium und Dictyostelium aufteilen lässt. Dictyostelium kommt in unseren Breiten im Waldboden verstreut auf faulenden Pflanzenstoffen vor und man könnte sagen, dass D. discoideum sich an der Grenze zwischen einzelligen und vielzelligen Organismen befindet, da D. discoideum in beiden Formen auftritt. Aufgrund seiner widersprüchlichen Erscheinungsform war die evolutionäre Stellung von D. discoideum für lange Zeit eine Streitfrage. Untersuchungen haben gezeigt, dass eine nähere Verwandtschaft von D. discoideum zum Tierreich als zum Pflanzenreich oder zu den Pilzen vorliegt. [1]

Zyklus

Die Sporen von D. discoideum keimen zu einzelnen einkernigen Amö​ben aus. Diese ernähren sich von Bakterien, die phago​cytär aufgenommen werden. Sofern genug Nahrung vor​handen ist, vermehren sich die Amöben durch ständig ablaufende Mitosen unbe​grenzt. Dies wird als vege​tative Phase im Zyklus von D. discoideum bezeichnet. Die Amöben sind in der Lage, über ein Glyko​protein, dem sogenannten „Pre-Starvation-Faktor“ (PSF), das Verhältnis zwischen der Populations​dichte und der vorhandenen bakteriellen Nahrung zu erkennen.[1] Wenn die Populationsdichte zu groß und die Nahrung damit zu knapp ist, sondern die Amöben impulsweise „cyclisches Adenosinmonophosphat“ (cAMP) als chemisches Signal ab. Die Hungerphase der Amöben beginnt. Das Verhältnis zwischen D. discoideum und Bakterien, bei dem die Amöben beginnen, in die Hungerphase überzugehen, bezeichnen wir als kritisches Verhältnis. Die dabei vorhandene Populationsdichte der Amöben ist somit die kritische Dichte. Durch das Signal wird eine Chemotaxis der Zellen eingeleitet, welche die Zellbewegung in Richtung der steigenden cAMP-Konzentration bewirkt. Die Amöben laufen also aufeinander zu und sammeln sich an dem Punkt mit der höchsten cAMP-Konzentration (Entwicklungsphase). Dabei aggregieren die Zellen (ca. 10
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 Zellen) [2] zu einem so genannten Pseudo​plasmodium (Moundphase). Ein Plasmodium ist eine viel​kernige Cytoplasmamasse ohne trennende Zellwände, die normalerweise durch wiederholte Mitose ohne nachfolgende Zellteilung (Zytokinese) entsteht. Bei D. discoideum behält jede Zelle ihre Existenz als Individuum, weshalb dies hier auch nur als Pseudoplasmodium bezeichnet wird. 

Das Pseudoplasmodium bildet sich zu einem so genannten „Slug“ aus (Slugphase). Praktisch verhalten sich die Zellen wie ein einziger Organismus. Im Slug werden zwei unterschiedliche Zelltypen ausgebildet. Zum einen Prä-Stielzellen, die ca. 30% des Slugs ausmachen und aufgrund von höherer cAMP-Sensitivität den vorderen Bereich des Slugs bilden, und dann gibt es noch die Prä-Sporenzellen, welche die restlichen ca. 70% des Slugs umfassen. [2] Um einen geeigneten Platz für die weiterführende Entwicklung zu finden, kann sich der Slug in die Höhe strecken (Fingerphase) und sogar herumwandern. Wenn dieser Platz gefunden wurde, wird die so genannte Kulmination durch die Abnahme der cAMP-Konzentration an der Slugspitze ausgelöst (Kulminationsphase). Der Slug bildet sich zu einem mehrere Millimeter großen Sporenträger (Sporangium) mit einem runden Fruchtkörper (Sorokarp) aus. Dabei sind etwa 10
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 Zellen an der Ausbildung des Sporenträgers beteiligt.[3] Zunächst wird der Stiel aus den Prä-Stielzellen ausgebildet. Alle Zellen, die bei der Aus​bildung beteiligt waren, sterben ab. Nur die Prä-Sporenzellen, die am Stiel hinaufklettern und den Fruchtkörper bilden, werden hinterher überleben. Diese bilden nämlich Cellulosewände aus und werden zu Sporen, welche bei guten Umweltbedingungen auskeimen, um den Ent​wicklungs​kreislauf ggf. zu wiederholen.
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Die besondere Lebensweise von D. discoideum illustriert entwicklungsgeschichtlich einen sehr frühen Schritt hin zu mehrzelligen Lebewesen. Dictyostelium lässt sich problemlos vermehren, beobachten und genetisch verändern, zeigt darüber hinaus bereits fundamentale Eigenschaften mehrzelliger Organismen. Forscher schätzen den Schleimpilz deshalb als idealen Modellorganismus, um zielgerichtete Bewegungen und Kommunikation zwischen Zellen zu studieren.

Zielsetzung
Wir wollten Selbstorganisationsprozesse in der Natur verstehen und untersuchen, bzw. überprüfen inwieweit die Netzwerktheorie in der Lage ist, diese zu beschreiben. D. discoideum schien uns dafür besonders gut geeignet und nach ein paar kurzen Telefonaten bot uns freundlicherweise Prof. Dr. Nellen der Universität Kassel im Bereich Biologie die Mittel dazu an. Uns war es damit erlaubt, die Labore aus dem Bereich der Genetik zu verwenden und unsere Untersuchungen konnten beginnen. Wir fragten uns, bei welcher Dichte genau die Zellen beginnen in die Hungerphase überzugehen. Dies schien nicht trivial zu sein, also setzten wir uns zum Ziel dies als erstes zu untersuchen, bevor wir uns mit der eigentlichen Aggregation beschäftigten.

Zwischen D. discoideum in einer Nährlösung und D. discoideum in einer Bakterien​aufschwemmung muss deutlich unterschieden werden. D. discoideum in einer Nährlösung haben in etwa eine Verdopplungszeit von acht Stunden. Ein kritisches Verhältnis zwischen Nahrung und D. discoideum (bei dem D. in die Hungerphase übergeht) anzugeben ist, kaum möglich, da D. discoideum sich in Flüssignahrung befindet. Wir sprechen daher von einer kritischen Dichte. D. discoideum in einer Bakterienaufschwemmung haben dagegen eine Verdopplungszeit von etwa drei Stunden und es lässt sich prinzipiell ein kritisches Verhältnis angeben.

Uns war es möglich Kulturen unterschiedlicher Dichte sowohl in Bakterienaufschwem​mungen als auch in einer Nährlösung anzusetzen. Gezählt haben wir D. discoideum und die Bakterien in sogenannten Zählkammern (Kammern über die ein Raster graviert ist), also manuell. Erst viel später war es uns möglich das automatische Zählgerät zu verwenden, das leider nur D. discoideum in einer Nährlösung zählt.

Kritische Dichte von Dictyostelium discoideum in einer Nährlösung
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Zuerst beschäftigen wir uns mit D. discoideum in einer Nährlösung. Von Interesse für uns ist die kritische Dichte der Zellen pro ml Nährlösung. Zur Bestimmung dieser kritischen Dichte muss das Wachstumsverhalten von D. discoideum näher untersucht werden. Die in der Praxis erwartete Verdopplungszeit der Zellen beträgt acht Stunden. Diese Verdopplungszeit wird hier als idealisiertes Wachstumsverhalten W(t) gehandhabt, da es im „Normbereich“ (nicht zu geringe und nicht zu hohe Zelldichte) mit dem realen Wachstumsverhalten relativ genau 
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(A ist die Anfangsdichte der Population) übereinstimmt.
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Das idealisierte Wachstumsverhalten stimmt allerdings nur in einem bestimmten Bereich mit dem realen Wachstumsverhalten überein. In unserem Fall liegt dieser Bereich ca. zwischen 20 und 30 Stunden. Unter 20 Stunden ist die Verdopplungszeit etwas geringer, was dazu führt, dass die realen Messwerte unter der idealisierten Wachstumskurve liegen und nach ca. 30 Stunden fangen die realen Messwerte an, gegen einen Grenzwert zu konvergieren. Dies kommt dadurch, dass die Zelldichte zu hoch ist, die Zellen in die Hungerphase übergehen und die Zellteilung einstellen. Die von uns gesuchte kritische Dichte gibt den Punkt an, bei dem die Zellen anfangen in die Hungerphase überzugehen, also die Messkurve abzuflachen beginnt. Genauer gesagt, suchen wir die rechte Intervallgrenze des „Normbereiches“. Diesen Punkt findet man recht leicht, da er angibt, wann die Differenz zwischen idealisiertem Wachstum und realen Wachstum anfängt, sich schlagartig zu erhöhen.

Wir können nun aufgrund der geringen Abweichungen der parallel gemessenen Messwerte mit sehr großer Sicherheit sagen, dass die gesuchte Intervallgrenze zwischen 31 und 37 Stunden liegt. Dort beginnt die Differenz enorm zu steigen. Somit liegt die kritische Dichte der D.-discoideum-Zellen in einer Nährlösung zwischen 1,5*10
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 und 2*10
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 Zellen pro ml Nährlösung.

Uns interessierte besonders der Grenzbereich, in dem die Verdopplungszeit von acht Stunden in Nährlösung gilt, über den wir nahezu keine näheren Informationen gefunden haben. Literatur sowie Fachkundige scheinen diese Fragestellung noch nicht näher untersucht zu haben, dabei bietet das Thema auch in evolutionärer Hinsicht einige interessante Aspekte. Wäre es z.B. von Vorteil für die Zelle, früher oder später in die Hungerphase überzugehen? Und warum hat sich gerade dieses kritische Verhältnis von 1,5*10
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 - 2*10
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 Z/ml gebildet?

Wachstumsrate von Dictyostelium discoideum in einer Bakterienaufschwämmung
Nun wenden wir uns D. discoideum in einer Bakterienaufschwemmung zu. Erneut soll die kritische Dichte der D.-discoideum-Zellen untersucht werden. Die in der Praxis angenommene Verdopplungsrate von D. discoideum in einer Bakterienaufschwämmung beträgt drei Stunden. Gemessen wurde die Wachstumsrate unterschiedlicher Kulturen mit unterschiedlichen Anfangspopulationsdichten (APD) (von 3*10
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 Z/ml bis 1,8*10
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 Z/ml) über ca. vier Stunden. Es soll genauso vorgegangen werden wie bei D. discoideum in einer Nährlösung. Es wird also die Differenz zwischen der Idealwachstumskurve (
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Diese Differenz ist bei Kulturen mit einer niedrigen APD wie erwartet fast konstant. In Abb.3 ist die annähernde Konstanz der Werte gut erkennbar. Der anfängliche Abfall der Kurve mit einer APD von 1,7*10
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 Zellen lässt sich durch neue Umgebungsbedingungen der Zellen erklären, da diese zu Beginn in neues Medium gebracht wurden, was sie in ihrem Wachstumsverhalten irritiert haben könnte. Für diese Annahme spricht auch der weitere Verlauf der Kurve. In die Graphik integriert ist die berechnete Streuung der Messwerte (Messfehler). Diese berechnet sich aus : 
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Dabei ist s die Streuung, 
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 die Messwerte, m der Mittelwert der Messwerte und n die Anzahl der Messungen. Durch die niedrige Streuung werden unsere Aussagen weiter bekräftigt.
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Anders verhält es sich bei Kulturen mit einer hohen APD. Bei diesen Messungen muss man allerdings berücksichtigen, dass die Zählung manuell vorgenommen wurde, was bedeutet, dass sich hohe Populationsdichten nur mit einem hohen Fehler messen lassen, da die Zellen in die Hungerphase übergehen und anfangen Zellhaufen zu bilden. In diesem Zustand muss geschätzt werden, wie viele Zellen sich in einem Haufen aufhalten. Aus diesem Grund gilt: je größer der Haufen, desto größer der Fehler. Die Messwerte mit der niedrigsten APD (in Abb.4 blau dargestellt) lassen sich mit gutem Willen als relativ konstant bezeichnen. Doch schon bei den anderen Messwerten ist die Streuung zu hoch. Aus dem starken Anstieg der Kurven ab einer Populationsdichte von über 1,8*10
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 Z/ml ließe sich ablesen, dass die gesuchte kritische Dichte sich dort befinden müsste, jedoch ist die Streuung recht hoch und der Abfall des letzten rot markierten Wertes zeigt, dass bei diesem wohl tendenziell die Anzahl der D.-discoideum-Zellen zu hoch geschätzt wurde. Eine alternative Interpretation der Messwerte ist, dass die vermutete Verdopplungszeit von drei Stunden nicht mehr zuzutreffen scheint. Wenn dies jedoch der Fall wäre, dann ergäbe das vermutlich Kurven mit einem konstant steigenden Fehler. Ebenso wäre es möglich, aus den Werten abzulesen, dass die Abweichungen um Null herum streuen und man damit relativ gut an das theoretische Wachstum herankommt. Die Streuung ist unserer Meinung allerdings so hoch, dass keine genauen Aussagen getätigt werden können.
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Kritische Dichte von Dictyostelium discoideum in einer Bakterienaufschwämmung

Zur exakten Bestimmung der kritischen Dichte in einer Bakterienaufschwämmung läge es nahe, die Dichte zu bestimmen, an welcher D. discoideum das Wachstumsverhalten ändert. Dies lässt sich für D. in einer Bakterienaufschwämmung jedoch nur sehr ungenau durchführen, da das automatisierte Zählgerät nicht in der Lage ist, diese Zählung durchzuführen und wir somit auf manuelle Zählungen angewiesen sind. Diese sind aber besonders bei hohen Dichten sehr ungenau. Mit dem bei D. discoideum in eine Nährlösung durchgeführten Verfahren können wir hier folglich nicht arbeiten. Wir versuchten also alternative Wege und das Experimentieren mit so genanntem konditionierten Medium (CM) war einer der Versuche. Diesen wollen wir hier exemplarisch für alle unsere Versuche dieser Richtung ausführlich beschreiben.
D. discoideum synthetisiert, sekretiert und akkumuliert stetig ein Glykoprotein, der so genannte „Pre-Starvation-Faktor (PSF). Dieses wird als Signal von den Amöben verwendet um die Anzahl der Zellen zu bestimmen und somit das Verhältnis zwischen Anzahl der Bakterien und Anzahl der Amöben zu ermitteln. Nach Eintritt in die Hungerphase wird ein weiteres Signal zur Bestimmung der hungernden Amöbenzahl abgesondert, das so genannte „conditioned medium factor“ (CMF). Eine Zelle sondert in etwa zwölf Moleküle CMF pro Minute ab und besitzt eine CMF-Sensibilität von etwa 0,3 ng pro ml. [1]
Die Idee des Versuches ist es eine genau bestimmte und konstante Anzahl von Amöben über die Signalstoffe PSF und CMF (in einer Lösung, die wir dann CM nennen) mehr Amöben wahrnehmen zu lassen, als wirklich vorhanden sind, um sie dazu zu bringen in die Hungerphase überzugehen. Die Amöben, welche nur aufgrund der Signalstoffe wahrgenommen werden und sich gar nicht in der Lösung befinden bezeichnen wir als „virtuelle Zellen“. Wir geben also in D.-discoideum-Bakterien-Lösungen unterschiedlich konzentriertes CM und errechnen bei, welcher Gesamtmenge an Zellen (mit den virtuellen) die Amöben beginnen, in die Hungerphase zu gehen. Der Vorteil des Experimentes ist, das wir eine geringere Anzahl von Zellen zählen müssen. Somit wäre der enorm große Messfehler beseitigt, der bei manuellen Zählungen durch große Zelldichten entstanden ist.
Versuchsbeschreibung
Von uns wurde am Vortag eine D.-discoideum-Bakterien-Lösung so vorbereitet, dass sie am nächsten Tag in etwa 1*10
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 bis 3*10
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 Zellen pro ml dicht gewachsen ist. Dies wurde am Versuchstag geprüft. Das Ergebnis der Zählung ergab ca. 2,2*10
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 D.-discoideum-Zellen pro ml und in etwa 10
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 Bakterien pro ml. Der Rest der Lösung bestand ausschließlich aus Phosphatpuffer, welcher das Experiment in keiner Weise beeinflusst. Aus dieser Lösung wurden etwa 10 ml abgenommen und unter 2000 rpm 5 Minuten zentrifugiert. Der dabei entstehende Absatz an D.-discoideum-Zellen und Bakterien wurde anschließend entfernt und die nun klarere Flüssigkeit wurde erneut zentrifugiert. Das Ganze wurde ca. 2-3 mal durchgeführt, damit möglichst alle D.-Zellen und Bakterien abzentrifugiert waren. Das Resultat des Zentrifugierens ist eine Lösung, die fast ausschließlich die Sekrete der Zellen enthält und somit auch das PSF und möglicherweise etwas CMF. Damit wäre das CM gewonnen.

Aus den restlichen 20 ml wurden in der Zwischenzeit Proben in die Kammern einer sogenannten Costarplatte gefüllt. In zehn Kammern wurden exakt 1ml gefüllt. Dann wurden Zellen etwa eine halbe Stunde stehen gelassen, damit sie sich absetzen können. Dies ermöglichte uns eine bessere Beobachtung.

Es wurden anschließend zehn weitere Mischungen aus Phosphatpuffer und dem CM hergestellt. Die Mischungen müssen ein Volumen von exakt 1ml betragen. Der Anteil von CM beträgt in der ersten Mischung genau 90 Vol %, in der zweiten 80 Vol %, usw. bis zur zehnten Mischung, in der kein CM mehr vorkommt. Den Rest der Mischungen macht der Phosphatpuffer aus. Die fertigen Mischungen werden vorsichtig mit den unterschiedlichen D.-discoideum-Bakterien-Lösungen vermengt.

Unter einem Mikroskop wird nun beobachtet, wie die Amöben auf die unterschiedlichen CM-Konzentrationen reagieren. Mit 100% CM würden die Amöben etwa 2,2*10
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 Zellen pro ml virtuelle Zellen zählen, da das CM aus einer Lösung mit 2,2*10
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 Zellen pro ml entnommen wurde. Die Amöben haben sich in der Zwischenzeit auf ca. 2,7 Zellen pro ml vermehrt. Beide Dichten werden zur leichteren Handhabung auf 2,5*10
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 Zellen pro ml gemittelt. Wir beobachteten die Amöben und zählten die Anzahl der „länglichen“ Amöben, denn diese befinden sich in Bewegung und somit in der Hungerphase. Es sind deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Proben zu erkennen. Wir beobachteten einen monoton steigenden Anstieg an Zellen die in Hunger sind bei immer höherer CM-Dichte. Ein mit bloßem Auge erkennbarer starker Anstieg an Zellen in der Hungerphase war zwischen einer Gesamtanzahl (mit virtuellen Zellen) zwischen 4*10
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 und 4,3*10
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 Zellen pro ml.

Die gesuchte kritische Dichte liegt nach diesem Experiment also bei etwas über 
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Zellen pro ml. Eine Zählung der Bakterien ergab ein kritischen Verhältnis zwischen D. discoideum und Bakterien von etwa 1: 200 bis 1:300.

Systemtheorie
D. discoideum ermöglicht es uns eventuell zu verstehen, wie in der Natur der Schritt vom relativ einfachen Einzeller zum komplexen Mehrzeller und gar zu Lebewesen, die in der Lage sind über sich selber zu reflektieren, vollzogen wurde. Doch um diesen Schritt zu verstehen, darf man eine D.-discoideum-Zelle nicht als Individuum betrachten, sondern als Teil eines komplexen Systems: der Population. Wir denken also, dass der reguläre reduktionistische Ansatz an dieser Stelle versagen wird. Doch die Systemtheorie (bzw. Komplexitätstheorie) wurde für solche Anwendungen entworfen, denn die Systemtheoretiker haben es sich zur Aufgabe gemacht Gesamtsysteme zu begreifen und Phänomene der Natur durch Eigenschaften des Systems und nicht durch deren Agenten zu beschreiben. Wir persönlich bevorzugen die Netzwerktheorie zur Beschreibung von Systemen, da sie schon häufig in der Praxis erfolgreich angewendet wurde, relativ einfach ist und verwendet wird, um dynamische (bzw. wachsende) Systeme zu beschreiben. Gleichzeitig wollen wir untersuchen ob und wie es möglich ist, mit Hilfe der Netzwerktheorie ein System wie eine D.-discoideum-Population zu beschreiben.
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Netzwerktheorie [4]

Ein Netzwerk besteht aus einer Reihe von Knoten, welche untereinander verbunden sind. Diese Knoten sind eine Abstrahierung der betrachteten Objekte, dabei kann es sich um Personen, Flughäfen, Glühwürmchen, Neuronen, Geschäfte und vieles mehr handeln. Eine Verbindung ist immer eine bestimmte Beziehung (bzw. ein Bezug) zwischen zwei Knoten, sie kann einen Link, eine Kabelverbindung, Sichtkontakt, eine Reisemöglichkeit, eine Synapse und noch vieles andere darstellen. Physiker entwickelten die Netzwerktheorie aus der mathematischen Graphentheorie, um sie als Modell für die Beschreibung der Natur zu nutzen. 

In der Netzwerktheorie wird zwischen verschiedenen Netzwerktypen unterschieden. Zum einen gibt es die Zufallsnetzwerke nach Erdós und Lényi. Zufällige Netzwerke werden konstruiert, in dem für eine fixe Anzahl von Knoten und für jede mögliche Verbindung zufällig mit einer konstanten Wahrscheinlichkeit bestimmt wird, ob die Verbindung zustande kommt. Somit ist es für jeden Knoten gleich wahrscheinlich eine Verbindung zu erhalten, egal zu welchem anderen Knoten. Die Verteilung der Verbindungen entspricht somit einer Poissonverteilung. [4] Dieses Modell ist aber nicht vollständig zur Beschreibung der Netzwerke geeignet, die in der Natur zu finden sind, denn natürliche Netzwerke besitzen meistens bestimmte Strukturen, die in Zufallsnetzwerken nicht vorkommen können. 

Natürliche Netzwerke bestehen aus keiner fixen Anzahl an Knoten, sondern sie sind dynamisch, d.h. sie wachsen und verändern sich. In ihnen findet man Strukturen (so genannte Cluster) und sie sind im Gegensatz zu den egalitären zufälligen Netzwerken aristokratisch. Aristokratisch bedeutet, dass es im Netzwerk Knoten gibt, welche eindeutig anderen Knoten in der Verbindungszahl überlegen sind. Diese Knoten werden dann als Hubs bezeichnet. Ein Beispiel dazu wäre der Flughafen in Berlin, zu dem wesentlich mehr Fluglinien fliegen als zum Flughafen Calden bei Kassel oder ein großer Zellhaufen, der eine höhere Konzentration des Lockstoffes cAMP absondert als ein kleiner Zellhaufen und somit auch von mehr Zellen angesteuert wird.

Rich Get Richer
Um natürliche Netzwerke beschreiben zu können, brauchte man also ein neues Modell. Dies führte zu der Entwicklung von „Skalenfreien Netzwerken“ nach Albert-László Barabási.[4] Dieser Netzwerktyp zeichnet sich vor allem dadurch aus, dass er das Wachstum von Netzwerken beschreiben kann und dadurch in vielen Fällen eine genauere Beschreibung der Natur liefert. In skalenfreien Netzwerken tauchten zum ersten Mal Hubs auf. Skalenfrei sind die Netzwerke insofern, dass die Verbindungsverteilung sich durch eine Potenzfunktion beschreiben lässt (es somit viele Knoten mit wenigen und wenige Knoten mit vielen Verbindungen gibt) und der Kurvenverlauf somit unabhängig von der Skalierung ist. Doch nach welchen Regeln entstehen solche skalenfreien Netzwerke? Zwei Eigenschaften sind für die Bildung von skalenfreien Netzwerken entscheidend: [4]

Wachstum: Es wird eine geringe Anfangszahl an Knoten festgelegt. Diese werden dann genauso wie im zufälligen Netzwerk untereinander verbunden. Mit jedem Schritt wird nun ein neuer Knoten hinzugefügt und auch dieser wird auf zufällige Weise mit den anderen verbunden. Die ältesten Knoten, welche die meiste Zeit hatten um Verbindungen zu sammeln, sind somit auch die Hubs.

[image: image65.wmf]Preferential attachment: Wachstum alleine kann nicht für die Ausbildung von skalenfreien Netzwerken verantwortlich sein. Es spielt ein weiterer Effekt eine entscheidende Rolle: „rich get richer“ oder auch als „preferential attachment“ bezeichnet. Knoten mit hohen Verbindungs​zahlen werden dabei bevorzugt ausgewählt und bekommen somit mit höherer Wahrscheinlichkeit eine weitere Verbindung. Dazu ein einfaches Beispiel: Wenn jemand eine Suchmaschine sucht, dann wird ihm mit hoher Wahrscheinlichkeit „Google“ angeraten, da die meisten Leute selbst „Google“ benutzen. Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Knoten eine neue Verbindung bekommt (p(k)), ist proportional zur Anzahl der schon vorhandenen Verbindungen (k). [4]
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Organisierte Aggregation

Die gemeinsame, komplex organisierte Aggregation zu einem Pseudoplasmodium und die vielen Fragen, die sich daraus entwickeln (z.B. wie es möglich ist, dass die Zellen sich an einem Ort versammeln), geben Anlass dazu, den Organisationsprozess aus systemtheoretischer Sicht näher zu betrachten. Das System sollte dazu in vereinfachter und idealisierter Form betrachtet werden, um das komplexe Verhalten leichter durchschauen zu können.
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Wenn die D.-discoideum-Population im Verhältnis zur verfügbaren Nahrung zu groß wird, dann gehen die Zellen in Hungerphase, sondern cAMP als Lockstoff ab und etwa 10
[image: image24.wmf]5

 Zellen sammeln sich im so genannten Aggregationszentrum, um ein Pseudoplasmodium zu bilden. Diese Zellen stammen aus einem Umkreis von etwa „einem bis einigen Kubikzentimenter“. [3] Beim „Zusammenkommen“, dem sogenannten „Streaming“, bilden sich teilweise erstaunliche Wirbel. Wie ist es möglich, dass sich solche Muster bilden und wie bilden die Zellen das Aggregationszentrum aus? Die Netzwerktheorie hat an sich selbst an vielen Stellen den Anspruch, reale Netzwerke richtig modellieren zu können. Besonders die skalenfreien Netzwerke von Barabási sollen dies vollbringen. Um nun die Fragen bei der Aggregation des D. discoideum zu klären soll hier ein Modell mit Hilfe der Netzwerktheorie auf Basis unserer Messwerte entwickelt werden und es soll getestet werden inwieweit es möglich ist mithilfe skalenfreier Netzwerke Effekte der Aggregation zu modellieren und nachzuvollziehen.

Zu Beginn muss geklärt werden, was wir als Knoten und Verbindung betrachten um das Verhalten von D. discoideum modellieren zu können. Da wir Effekte modellieren wollen, die dadurch entstehen, dass die Amöben in die Hungerphase übergehen und beginnen, aufeinander zu reagieren, ist es sinnvoll zwei Zellen als untereinander verbunden zu betrachten, wenn die eine Zelle auf eine andere reagiert und deshalb in den Zustand der anderen Zelle übergeht. Aus diesem Grund definieren Hubs die Zustände. Als Zustand gilt hier primär die Angehörigkeit zu einer Zellgruppierung einer bestimmten Größe. Etwas anderes als Verbindung anzusehen könnte bewirken, dass die zu beschreibenden Effekte nur noch schwer oder gar nicht zu erkennen wären. Uns stehen jedoch zwei Möglichkeiten dafür zur Verfügung was als Knoten betrachtet wird werden kann: 1. jede Amöbe und 2. jede in „Hunger gegangene“ Amöbe. Würde man jede Amöbe als Knoten ansehen, dann würde sich diese Wahl spätestens bei der Ermittlung der Knoten mit vielen Verbindungen (den Hubs), also Zellen, bei denen viele andere Zellen zusammenlaufen, als unpraktisch herausstellen. Wir erkennen unter dem Mikroskop die Hubs daran, dass bei ihnen eine hohe Zelldichte zu beobachten ist. Es gibt jedoch Orte, an denen sich viel Nahrung befindet und sich deswegen dort viele Zellen auf kleinem Raum befinden. Diese Zellen haben allerdings noch zu fressen und reagieren somit auf kein cAMP und sondern auch keines ab. Es sind also einzelne Knoten ohne Verbindung und keine Hubs. Um Verwechslungen zu vermeiden, schließen wir diese Zellen schon zu Beginn aus unserem Netzwerk aus. Deswegen betrachten wir D.- discoideum-Zellen in Hungerphase als Knoten und den Zustandsübergang, in Folge einer Reaktion auf den anderen, als Verbindung zwischen diesen beiden Zellen.

Knotenwachstum
Die Vermutung legt nun nahe, dass die Formen beim Streaming durch die Zellen entstehen, die den „Zustand“ vieler anderer Zellen bestimmen (ergo: Zellen die andere Zellen stark beeinflussen). Diese Zellen entsprächen den Hubs in einem Netzwerk. Um zu überprüfen ob diese Analogie gilt und Hubs somit im Netzwerk ebenfalls einen Streamingeffekt hervorrufen, müssen die Eigenschaften des Netzwerkes möglichst genau geklärt werden. Begonnen werden soll mit dem Wachstum der Knotenzahl. Im Modell von Barabási wird mit jedem Wachstumsschritt ein neuer Knoten hinzugefügt. Das Netzwerk wächst also linear an. Dies ist nicht realistisch und somit auch nicht anwendbar, da wir versuchen das Modell und die Realität in Deckung zu bringen. In wirklich steigt die Anzahl der Zellen, die in die Hungerphase eintreten alles andere als linear an. Schon die Existenz eines kritischen Verhältnisses zwischen Nahrung und spricht deutlich gegen einen linearen Anstieg. Sobald nämlich das kritische Verhältnis erreicht wird, beginnt ein Großteil der Zellen in die Hungerphase überzugehen. Das Netzwerkwachstum muss also nicht-linear sein, wenn wir das Modell mit der Realität in Übereinstimmung bringen wollen. Doch wie wächst unser Netzwerk genau?
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Beginnen wir zuerst mit einer genaueren Wachstumsanalyse von D. discoideum. Das Wachstum der Population lässt sich recht genau mit einer logistischen Funktion beschreiben. Um die Anzahl der Zellen zu bestimmen, die in die Hungerphase eintreten, ist jedoch nur der Teil ab 31 Stunden wirklich entscheidend. Das Abflachen der Wachstumskurve lässt sich deshalb relativ einfach durch eine quadratische Funktion beschreiben. Daher verwenden wir diese Funktion als Näherung anstatt der logistischen. Da sich die quadratische Funktion aber mit den zwei vorhandenen Punkten nicht eindeutig bestimmen lässt, wird der Punkt bei 23h zur Analyse hinzugezogen.
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Über die quadratische Näherungskurve, wir nennen sie D(t) (siehe Abb.10), lässt sich feststellen wie viele Amöben mit jedem Zeitschritt (z.B. jede Stunde) mit der Zellteilung aufgehört haben und somit in Hunger gegangen sind. Im Genauen errechnet sich die Anzahl der in Hunger gegangenen Zellen, indem man für die gemessene Anzahl an Zellen berechnet, wie sie sich ideal nach der Folge 
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(n ist der verwendete Zeitschritt in Stunden) verdoppeln und dann die gemessene Anzahl der Zellen von den idealen Anzahl abziehen (also I(t)-D(t)).

Beispielrechnung:

1. 
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Die Folge K(t) gibt also an wie viele Zellen seit der Überschreitung der kritischen Dichte in Hungerphase übergegangen sind. Der Hochpunkt der Funktion D(t) gibt das Ende des Wachstums an und definiert somit den Grenzbereich von K(t). Da der Hochpunkt nach 37 Stunden erreicht ist, gilt 
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 im Intervall [32;37] (für t in Stunden) (siehe Abb.x3).

Was bedeutet das für unser Netzwerk? Da sich die Anzahl Zellen in Hungerphase näherungsweise mit K(t) beschreiben lässt und Knoten Zellen in der Hungerphase modellieren sollen, müssen wir die Anzahl der Knoten ebenfalls durch K(t) beschreiben.

Es läge nahe den Streaming-Effekt mit skalenfreien Netzwerken und ihren Hubs zu erklären, doch im Gegensatz zum Barabási-Modell, in dem das Netzwerk linear anwächst, wächst unseres potenziell. Werden dadurch Netzwerkeigenschaften, wie die Skalenfreiheit zerstört und können sich überhaupt Hubs herausbilden? Auf den ersten Blick scheinen keine Eigenschaften zerstört zu werden, denn die Geschwindigkeit, in der die Knoten auftauchen ist für die Eigenschaften irrelevant. Entscheidend ist nur, wie die Knoten verbunden werden. Im Gegensatz zu dem Barabási-Modell kommt es in unserem Netzwerk jedoch vor, dass sich mehrere Knoten gleichzeitig verbinden und dies könnte entscheidende Netzwerkeigenschaften zerstören. Es muss also im Folgenden geklärt werden ob diese ungewöhnliche Art des Netzwerkwachstums Netzwerkeigenschaften so verändert, dass es nicht mehr zur Modellierung von D. discoideum geeignet ist.

Gradverteilung

Aus netzwerktheoretischer Sicht ist es eine sehr interessante Frage, was passiert, wenn man mehrere Knoten gleichzeitig auftauchen lässt. Wir konnten in der Literatur nichts zu diesem Thema finden, also baten wir Mathias Sogorski und Stefan Beck (aus dem PhysikClub der Albert-Schweitzer-Schule Kassel), die schon seit ca. zwei Jahren intensiv an einem Programm zur Simulation und mathematischen Analyse von Netzwerken arbeiten, Netzwerke für uns zu simulieren, bei denen mit jedem Iterationsschritt mehrere Knoten gleichzeitig auftauchen und sich mit einer Wahrscheinlichkeit P(k)~k (k ist die Anzahl der vorhandenen Verbindungen) untereinander verbinden. In der Simulation wurden mit jedem Iterationsschritt zehn Knoten hinzugefügt. Wir ließen die Simulation über 200 Iterationsschritte laufen und werteten dann die Gradverteilung aus. In der Gradverteilung ist die Anzahl der Knoten gegen die Anzahl der Verbindungen aufgetragen. Unsere Vermutung: Die Gradverteilung ist skalenfrei. Das Ergebnis überraschte uns jedoch.

Auf der Gradverteilung ist zu erkennen, dass nur Knoten mit einer bestimmten Anzahl von Verbindungen (hier etwa 1, 11, 21, bis 61 Verbindungen) auftauchen. Knoten mit einer Anzahl von Verbindungen zwischen diesen Werten gibt es nicht. Dies scheint statistische Gründe zu haben, doch sowohl in der Literatur, als auch bei Fachleuten scheint dieser Effekt vollkommen unbekannt zu sein. Es sieht so aus, als wären wir auf einen neuen und bisher unbekannten Netzwerkeffekt gestoßen, der nicht wie üblich durch die Verbindungen, sondern durch das Wachstum der Knoten entsteht.

Doch was bedeutet das für unsere eigentliche Frage? Kann ein skalenfreies Netzwerk entstehen, obwohl Knoten gleichzeitig auftauchen und sich verbinden? Ein skalenfreies Netzwerk nach Barabási kann, wie uns die Gradverteilung verrät, nicht entstehen. Aber die „Peaks“ liegen auf einer skalenfreien Kurve. Deshalb lautet unsere Vermutung, dass auf Grund des schnellen Knotenwachstums sich nur Bereiche ausgebildet haben, in denen Eigenschaften eines skalenfreien Netzwerkes vorliegen. Wir vermuten, dass sich diese Bereiche ausdehnen, wenn man zwischen den Schritten, in denen die Knoten hinzugefügt werden, noch Iterationsschritte einfügt, in denen nur neue Verbindungen bei fester Knotenzahl erzeugt werden.

Um zuletzt zu entscheiden, ob nun skalenfreie Netzwerke zur Modellierung von D. discoideum verwendet werden kann oder nicht, muss zuletzt noch geklärt werden, wie sich die Knoten in unserem Modell untereinander verbinden. Vielleicht ist es uns dann sogar möglich die Gradverteilung  unseres Modells durch Experimente mit D. discoideum wiederzufinden um somit eine Übereinstimmung des Modells mit der Realität zu zeigen.

Clusterbildung von Dictyostelium discoideum
Zur weiteren Untersuchung der Netzwerkstruktur sind weitere Beobachtungen nötig. So zum Beispiel die Analyse von Verbindungs​wahrscheinlichkeiten. Diese entspräche in der Realität der Wahr​schein​lichkeit, dass zwei Zellen den selben Zustand einnehmen. Dies hat besondere Bedeutung für die Art des zu verwendenden Netzwerkes und dessen Eigenschaften. Wir gehen wie beim Knotenwachstum vor. Zuerst betrachten wir das reale biologische System, dann übertragen wir die gewonnene Erkenntnis auf unser Modell um Realität und Modellierung zur Deckung zu bringen und untersuchen zuletzt welche Folgen diese Veränderungen für unser Modell besitzt. Wir betrachten nun also den Aggregationsprozess von D. discoideum genauer.

Dazu benutzen wir kein Mikroskop, da dort die Zellbewegung nur schlecht nachzuvollziehen ist und man über einen längeren Zeitraum mikroskopieren müsste. Dies liegt an der nur langsamen Fortbewegung von D. discoideum. Aufgrund dessen haben wir das Aggregationsverhalten anhand einer Zeitraffer​aufnahme nachvollzogen, da man dort die Positionsänderung von kleineren Zellgruppen relativ gut auf fixen Bildern verfolgen kann. Dies befähigt zwar zu keinerlei Aussage über das Verbindungsverhalten der Zellen und somit über die Wahrscheinlichkeit des Zusam​menlaufens, jedoch lassen sich bei der Übertragung  bestimmte Verbindungstypen im Netzwerk ausschließen, so dass die Anzahl der möglichen Netzwerke eingeschränkt wird.

Für unsere Untersuchung stand uns ein Filmausschnitt aus „Life cycle of cellular slime mold“[5] zur Verfügung, welcher D. discoideum auf einem Bakterienrasen zeigt. Die Zellhaufenbewegung in der Hungerphase ist relativ gut mit einem fast 2000fachen Zeitraffer zu erkennen. Einzelne Zellen sind zwar nicht als Individuen zu erfassen, jedoch lässt sich der Weg einzelner kleiner Zellhaufen nachvollziehen. Somit haben wir nun einzelne aufeinander folgende Bilder genauer analysiert, in dem wir sie herausgenommen und die gezeigten Strukturen von D. discoideum auf einem Raster genauer untersucht haben. Die Auswertung der ersten drei Bilder, auf denen sich schon kleine Zellgruppen herausgebildet haben, ergab folgende Ergebnisse:

Dabei wurden von uns die Anzahl der Ansammlungen an Zellen immer in Fünferschritten (also von 1 bis 5 Kästchen, 6 bis 10 Kästchen, usw.) zusammen​gefasst, damit das Ergebnis durch seinen höheren Kon​trast aussage​kräftiger wird. Die niedrigen Anfangs​werte aller drei Kur​ven lassen sich durch die manu​elle Über​tragung und Auswertung der Bilder erklären. Diese kleinen Zellhaufen wurden einfach nicht berücksichtigt aufgrund ihrer kleinen Größe (bei uns 0,25 bis 1,25mm²).

An Kurve 1 (blau) ist deutlich zu erkennen, dass es zu Beginn der Aggregation viele kleine Gruppen von Zellen gibt, jedoch keine wirklich große vorhanden ist, da die größte Gruppe nur 63 Kästchen umfasst. Im weiteren Verlauf (Kurve 2, grün) sinkt die Anzahl der kleineren Ansammlungen, dafür treten aber auch ein paar wenige größere Ansammlungen (132 Kästchen) auf. In Kurve 3 (rot) verstärkt sich diese Entwicklung noch durch weniger kleine Gruppen, stattdessen gibt es nun ein größeres Zentrum, welches 154 Kästchen umfasst. Auf dem vierten Bild hat sich diese Situation noch weiter zugespitzt, da auf ihm nur noch eine Amöbenansammlung zu erkennen ist, welche dann aber schon um die 1000 Kästchen beinhaltet.

Die Entwicklung von vielen kleinen hin zu wenigen großen Zellhaufen legt den Schluss der Verschmelzung der einzelnen Strukturen nahe. Dies wird durch Bild 4 noch bestätigt. Es haben sich nahezu alle Ansammlungen an Zellen in einer vereinigt. Somit werden zuerst kleinere Zellhaufen (Cluster) ausgebildet, welche sich dann untereinander zu immer größeren Zellansammlungen verbinden, bis die benötige Anzahl an Zellen zur Ausbildung eines Slug erreicht ist.


Vermutungen

Unser Modell besitzt auch Cluster als Äquivalent zu den Zellhaufen. Die Cluster werden durch die Verbindungen bestimmt und somit sagen Clusterverteilungen auch etwas über Verbindungsverteilungen aus. Daher vermuten wir, dass die Gradverteilung, die aus der Simulation bestimmt wurde (Abb.12), sich ebenfalls in der Verteilung der Cluster wiederfinden lässt.

Besonders am Anfangszustand gehen viele Amöben gleichzeitig in die Hungerphase über. Dies, genauso wie das gleichzeitige Auftauchen und Verbinden von Knoten, kann erklären, wieso es nur Knoten mit einer bestimmten Anzahl von Verbindungen gibt. (siehe „Gradverteilung“) In der Realität würde das bedeutet, dass nur spezielle Clustergrößen auftreten würden. Doch reale D. discoideum-Verhalten sich nicht so mathematisch exakt wie das Modell. Es gehen zwar viele D. discoideum gleichzeitig in die Hungerphase, aber besonders am Ende der Hungerphase, geschieht dies auch immer mehr nacheinander. Wir vermuten also, dass man bei weiterer ausführlicher Untersuchung der Clusterverteilung eine Art Mischung aus skalenfreier und „typisierter“ Verteilung findet.

Was genau die Gradverteilung unseres Modells zu bedeuten hat wissen wir noch nicht und auch, dass sich diese Gradverteilung in der Zellhaufenentwicklung wiederfindet ist noch eine Vermutung. Somit ist unser Ziel, die Aggregation von D. discoideum zu modellieren noch nicht erreicht, doch die bisherigen Erkenntnisse sind Teilergebnisse von großer Bedeutung um dieses Ziel zu erreichen. 

Ergebnisse und Diskussion
Wir haben uns mit der Systemtheorie befasst und dabei D. discoideum als Untersuchungsobjekt von Selbstorganisationsprozessen und zur Verifikation der Netzwerktheorie bei der Modellierung solcher Prozesse gefunden. Wir haben die kritische Dichte von D. discoideum in Nährlösung recht genau zwischen 1,5*10
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 und 2*10
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Zellen pro ml bestimmt. Wir hinterfragten unsere Messungen und ließen uns aufwendige Versuche zur möglichst genauen Bestimmung der kritische Dichte von D. discoideum in einer Bakterienaufschwämmung einfallen und bestimmten sie zwischen 4*10
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 und 4,3*10
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 Zellen pro ml. Wir versuchten ein Modell zur organisierten Aggregation von D. discoideum zu entwerfen. Dazu befassten wir uns mit der Netzwerktheorie. Beim Entwurf des Modells gingen wir stets wie folgt vor: Zuerst wurde das reale System betrachtet (D. discoideum), dann wurden die Erkenntnisse auf das Modell übertragen und zuletzt wurde betrachtet welche Folgen diese Modifikation für das Modell besitzt. So untersuchten wir den Eintritt in die Hungerphase der Zellen möglichst genau. Des weiteren fanden wir anscheinend über das Verhalten von D. discoideum. eine neue Netzwerk​eigenschaft, die durch eine Kombination von Knoten- und Verbindungswachstum charakterisiert werden kann.

Anscheinend entsteht ein Netzwerk mit im Mittel typischen Clustergrößen, das die Eigenschaften von skalenfreien Netzwerken besitzt. Dafür sprechen die „Peaks“, die sich auf einer skalenfreien Kurve befinden und das simulierte Netzwerk. Wir vermuten, dass sich die Eigenschaften von skalenfreien Netzwerken auf D. discoideum übertragen. Für die Biologie wären folgende Eigenschaften interessant:

1. Small World Effekt: Es lassen sich extrem schnell und effizient Informationen zwischen Verbindungen austauschen.

2. Resistenz gegen zufällige Zerstörungen (bzw. Veränderungen) von Knoten oder Verbindungen.

3. skalenfreie NW sind eine stabile und leicht aufzubauende Struktur. [6]

Bei einer Wiederholung einiger Messungen stellten wir eine interessante „Anfangssensibilität“ fest. Das bedeutet, dass die Messergebnisse von vielen Faktoren abhängen, die wir teilweise nicht beeinflussen können. Z.B. die Kultur, aus der unsere Probezellen stammten, Alter der Zellen, Temperatur der Umgebung, sowie der Stoffe mit denen wir arbeiteten, usw. Anscheinend scheinen die bestimmten Werte, besonders die kritischen Dichten um etwa 
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 Zellen pro ml, aufgrund dieser Anfangssensibilität, zu schwanken. Aufgrund der Kontrollmessungen können wir jedoch bei fast allen Messungen eine hohe Streuung ausschließen. Damit trifft die hohe Genauigkeit einiger Zahlen speziell auf die verwendeten Bedingungen zu. Wir hoffen auch hier bis zum Landeswettbewerb genügend Messungen gemacht zu haben, um weitere Werte zu erhalten.

Wir sind uns durchaus bewusst, dass mit diesem Text unsere Arbeit nicht beendet ist, denn z.B. ist noch nicht gezeigt ob sich die skalenfreien Netzwerke dazu eignen D. discoideum zu modellieren. Doch es wurden schon wichtige Teilergebnisse um dies zu klären gewonnen. Einige der nächsten Schritte wären:

· Genauere Analyse der Clusterverteilungen von D. discoideum
· Möglicherweise Übertragung von neuen Erkenntnissen auf unser Modell

· Mathematische Analyse unseres Modells (ClusterCoeffizient, mittlere Weglänge, mittlere Schleifenlänge, etc.)
· Vergleich der Netzwerkeigenschaften von unserem Modell und den skalenfreien Netzwerken

Doch das ist auch eins der Dinge die wir an der Forschung mögen: Mit jeder neuen Erkenntnis tauchen auch immer neue Fragen auf.
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Abb.1: [1] Dargestellt ist der Lebenszyklus von D. discoideum, beginnend mit der vegetativen Phase (Wachs�tumsphase). Bei nicht aus�reichender Nahrung fangen die Amöben an sich zu sammeln („streaming“). Es entsteht ein Pseudoplasmo�dium („mound“) der sich zu einem Slug weiter entwickelt, welcher in der Lage ist zu wan�dern. Zuletzt entsteht der Fruchtkörper aus dessen Sporen bei geeigneten Bedin�gungen erneut Amöben er�wachsen. Die Entwicklung verläuft über ca. 24 Stunden.
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Abb.2: Hier ist die Zelldichte D (in Zellen pro ml) in Abhängigkeit der Zeit t (in Stunden) aufgetragen. Gelb ist das idealisierte Wachstumsverhalten gezeichnet. Die grünen und blauen Punkte geben die tatsächlich gemessene Zelldichte von zwei parallel gezählten Zellkulturen an.
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Abb.3: Hier ist die Differenz der Zelldichten DD zwischen den realen und der idealisierten Wachstumskurve in Abhängigkeit zur Zeit t, aufgetragen.
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Abb.5: Dargestellt sind die Differenzen der idealen zur realen Wachstumsrate (in einer Bakterien�aufschwem�mung mit einer idealen Verdopplungs�zeit von drei Stunden und die berechnete Streuung (Messfehler). Gemessen wurde bei unterschiedlich hohen Anfangs�populations�dichten (APD) über vier Stunden.





Abb.5: Dargestellt sind die Differenzen der idealen zur realen Wachstumsrate (in einer Bakterien�aufschwem�mung mit einer idealen Verdopplungs�zeit von drei Stunden und die berechnete Streuung (Messfehler). Gemessen wurde bei unterschiedlich hohen Anfangs�populations�dichten (APD) über vier Stunden.





Abb.6 [7]: Die Komponenten eines Netzwerkes werden in der Physik als Knoten bezeichnet und sie sind Abstrahierungen der Agenten des betrachteten Systems. Die Verbindungen zwischen den Knoten stellen im�mer einen Bezug zwischen den Komponenten dar. Dar�gestellt ist hier die Topologie eines Be�ziehungs�geflechtes von „guten Kontakten“ innerhalb einer 10. Klasse (2004) der Georg-August-Zinn-Schule Kassel. Das Netzwerk resultiert aus den Ergebnissen einer Umfrage, die von Florian Grundmann im Rahmen einer Jugend-Forscht-Arbeit durchgeführt wurde.





Abb.7: Darstellung der En�twick�lung eines skalen�freien Netz�werkes. In jedem Schritt wird ein neuer Knoten hin�zu�gefügt (weiße Kreise) und unter Berücksichtigung des preferential attachment mit zwei anderen Knoten ver�bun�den.





Abb.8: Wirbelmuster das beim „Streaming“ entsteht. [3]





Abb.9: Gezeigt ist eine typische Wachstumskurve von D. in Nährlösung (grüner Graph) und das Idealwachstum, das zu beobachten wäre, wenn das Wachstum nicht durch die Hungerphase gestoppt würde (roter Graph). Die Idealwachs�tums�kurve errechnet sich aufgrund der Verdopp�lungszeit von acht Stunden durch � EMBED Equation.3  ���. � EMBED Equation.3  ��� ist die Anfangsdichte der Po�pulation.





Abb.10: Dargestellt ist das ideale Wachstum (rot) mit einer Verdopplungszeit von 8 Stunden und eine durch die Messpunkte gelegte quadratische Funktion (blau), welche die Messkurve im Intervallbereich [32;37] ersetzt.





Abb.11: Dargestellt ist die Differenz des realen Wachstums und der angepassten Messkurve (siehe Abb.10), welche somit die Anzahl der hungernden Zellen, also das Knotenwachstum im Netzwerk beschreibt.





Abb.14: Dargestellt ist die Anzahl der Zellhaufen mit einer bestimmten Fläche von Kästchen in Abhängigkeit von der Anzahl der Kästchen, welche der Zellhaufen beansprucht. Dabei wurden die Zellhaufen je in Fünferschritten zusammen�gefasst, um das Ergebnis kontrastreicher zu machen. Die Bilder wurden innerhalb weniger Minuten aufgenommen.





Abb.13: Dargestellt ist ein Ausschnitt aus Strukturen von D. discoideum während der Hun�ger�phase in einem der Aus�wer�tung dien�enden Raster.





Abb.12.: Dargestellt ist die Gradverteilung nach 200 Iterationsschritten eines simulierten Netzwerkes. In der Simulation wurden mit jedem Iterationsschritt zehn Knoten gleichzeitig hinzugefügt und mit einer Wahrscheinlichkeit P(k)~k verbunden. Man kann an der Gradverteilung erkennen, dass nur Knoten mit ca. 1, 11, 21, 31, 41, 51, 61 auftauchen. Die „Peaks“ scheinen auf einer skalenfreien Kurve zu liegen.
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