Die bakterielle Signalverarbeitung
am Beispiel des Sucrose
Phosphotransferasesystems in Escherichia
coli - Modellierung und experimentelle
Uberprufung

\on der Fakultdt Maschinenbau der Universitat Stuttgart zur
Erlangung der Wirde eines Doktor-Ingenieurs (Dr.-Ing.)
genehmigte Abhandlung

\orgelegt von

Thomas Sauter

aus Babenhausen/Schwaben

Hauptberichter: Prof. Dr. Dr. h.c. mult. E. D. Gilles
Mitberichter: Prof. Dr. J. W. Lengeler

Tag der mindlichen Prifung:  22. Dezember 2003

Institut flr Systemdynamik und Regelungstechnik der
Universitat Stuttgart

2004






Vorwort

Die vorliegende Arbeit entstand wéhrend meiner Tatigkeit als wissenschaftlicher
Mitarbeiter am Institut fir Systemdynamik und Regelungstechnik der Universitat
Stuttgart sowie am Max-Planck-Institut fir Dynamik komplexer technischer Sys-
teme in Magdeburg.

Dem Leiter beider Institutionen, Herrn Prof. Dr. Dr. h.c. mult. E.D. Gilles
danke ich fur die Betreuung und Forderung der Arbeit. Herrn Prof. Dr. JW.
Lengeler danke ich ebenfalls fiir die Forderung der Arbeit und die Ubernahme
des Mitberichts. Fir die zahlreichen wertvollen Diskussionen und Anregungen
danke ich besonders Dr. K. Jahreis, Dr. A. Kremling, Dr. K. Bettenbrock, Dr.
E. Bullinger und Dr. J. Wang. Mein Dank ergeht auch an alle anderen Kollegen
fiir die stete Diskussionsbereitschaft und das freundliche Arbeitsklima. Fur die
Unterstltzung bei den experimentellen Arbeiten danke ich herzlich M. Fleischer,
S. Rehner, A. Focke, B. Laube und H. Tietgens.

Stuttgart, im Mai 2003

Thomas Sauter






“Das Leben ist ein wirbelnder Strom, bald lebhaft und bald
trage, vielfaltig oder einheitlich, dessen Richtung konstant bleibt,
der Partikel von immer den gleichen Stoffen mit sich fortreisst,
ununterbrochen einzelne von ihnen aufnimmt und andere entlasst
- aber so, dass die Form des lebenden Kérpers das Wesentlichste
bleibt, nicht seine Materie.”

Georges Cuvier (franzosischer Biologe, 1817)
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Abkurzungsverzeichnis

1. Formelzeichen

| Formelzeichen | Bezeichnung | Einheit
r Reaktionsrate [zmol/gTS h]
Trmaz Maximale Reaktionsrate [zmol/gTS h]
k Geschwindigkeitskonstante [gTS/umol hi, [1/h]
K Gleichgewichtskonstante [-]
Yoo Sauerstoff-Volumenfraktion [-]
Ycoo Kohlendioxid-Volumenfraktion [-]
PO2 Sauerstoffpartialdruck [-]
D Verdinnungsrate [1/h]
i Spezifische Wachstumsrate [1/h]
q \olumenstrom [1/h]
Ve Fermentervolumen [1]
r02 Stofflibergang [mol/l h]
k; Stoffuibergangszahl [m/h]
A Phasengrenzflache [m?]
a Volumenbezogene Phasengrenzflache [1/m]
kia Volumenbezogener Stofflibergangskoeffizient [1/h]
Ds02 Messwert Sauerstoffpartialdruck [-]
I Integratorinhalt [g h/l]
P Reglerverstarkung [-]
c™ Gleichgewichtskonzentration Phasengrenzflache | [g/l]
e Regelabweichung [o/1]
y StellgroRe [I/h], [U/min]
Ymin Minimalwert Stellgroiie [1/h], [U/min]
Ymag Maximalwert Stellgroie [1/h], [U/min]
T; Nachstellzeit [h]
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b Reglerparameter [1/h]

A Haufigkeitsfaktor [1/h]

Ey Aktivierungsenergie [J/mol]

R Allgemeine Gaskonstante [J/mol K]
T Absolute Temperatur [K]

c Konzentrationsvektor [«mol/gTS]
p Parametervektor

2. Abkilrzungen

Die Bezeichnungen der Gene erfolgt im Dreibuchstabenkode nach Berlyn [11].
Ein Protein/Enzym, welches beispielsweise durch das Gen scrY kodiert wird, tragt
dann die Bezeichnung ScrY.

Abkirzungen fur Metabolite und Proteine sind in der folgenden Tabelle zusam-

mengefasst.
| Abk. | Name |
PTS Phosphotransferasesystem
PTSs Phosphotransferasesysteme
PEP Phosphoenolpyruvat
Prv Pyruvat
Glc D-Glucose
Scr Sucrose (Saccharose)
eScr extrazellulare Sucrose (Saccharose)
Scr6P Sucrose 6-phosphat
GlceP Glucose 6-phosphat
Fru Fructose
FrueP Fructose 6-phosphat
FDP Fructose 1,6-bis-phosphat
3PG 3-Phosphoglycerat
T3P Triose 3-phosphat
Gly 3P Glycerin 3-phosphat
CyaA Adenylatcyclase
CAMP Zyklisches 3’,5’-Adenosinmonophosphat
CrpA CAMP receptor protein
El Enzym | der PTSs
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EIP phosphoryliertes El

EID El-Dimer

EIDP monophosphorylertes EI-Dimer

EIDP2 diphosphoryliertes EI-Dimer

HPr Hitzestabiles Protein der PTSs

Ell Enzym Il der PTSs

EIACTT EIlA carbohydrate repression resistance

EIIBC<"/ScrA

sucrosespezifischer PTS-Transporter

EIICBC¢!e glucosespezifischer PTS-Transporter
ScrB Sucrose-6-phosphat-invertase

ScrY sucrosespezifisches Porin

ScrK ATP-abhangige Fructokinase

ScrR Sucrose-Repressor

GlpK Glycerol-Kinase

GlpF Glycerol MIP channel

LacY Lactose MFS transporter

DgsA/Mlc deoxyglucose sensitive (Transkriptionsregulator)
MCP methyl accepting chemotaxis proteins
CheA Chemotaxis Kinase -phosphotransferase
CheY Chemotaxis-Regulatorprotein

Chew Purinbindendes Chemotaxisprotein
Chez Chemotaxisprotein

PgiA Phosphoglucose-isomerase

PfkA 6-Phosphofructokinase

FbaA Fructose-bis-phosphat-aldolase

GapA Gylceraldehyd 3-phosphat-dehydrogenase
Pgmi Phosphoglycerat-mutase

PykF Pyruvat-kinase |

ArcA/B respiration control proteins

Ntr Nitrogen-Regulatorprotein
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Zusammenfassung

In der modernen biologischen Forschung ist mehr und mehr ein ganzheitliches
Betrachten zellularer Prozesse gefordert, um zu einem globalen Verstandnis der
betrachteten Systeme zu kommen. Dies ist Vorraussetzung fur eine verstarkte
und effektivere Nutzung dieser Systeme in Medizin, Biotechnologie und anderen
Gebieten. Die mathematische Modellierung verbunden mit einer systemtheoreti-
schen Analyse bietet einen Ansatz mit der dem biologischen Phanotyp zugrunde
liegenden Komplexitat umzugehen. Neben den metabolischen Netzwerken mis-
sen dabei vor allem auch die komplexen regulatorischen Strukturen und die Si-
gnalverarbeitung mitbetrachtet werden.

In dieser Arbeit wird die bakterielle Signalverarbeitung am Beispiel des Sucrose
Phosphotransferasesystems (Sucrose PTS) im Bakterium Escherichia coli unter-
sucht. Die etwa 20 verschiedenen Phosphotransferasesysteme (PTSs) der Zelle
erfillen neben dem Transport zahlreicher Kohlenhydrate auch die Funktion ei-
nes signalverarbeitenden Systems. Extra- und intrazelluldre Signale werden in der
aus vier Proteinen bestehenden Kette in wichtige regulatorische Signale umge-
setzt, die vor allem den Kohlenstoffmetabolismus und die Chemotaxis betreffen.
Im Rahmen der Arbeit wurde ein detailliertes dynamisches mathematisches Mo-
dell des Sucrose PTS sowohl beziiglich des Transportes, als auch der Signalver-
arbeitung entwickelt und dieses mit zahlreichen experimentellen Untersuchungen
validiert. Die Arbeit stellt damit auch eine Vorgehensweise im neuentstehenden
Forschungsgebiet Systembiologie exemplarisch dar.

Die experimentellen Untersuchungen wurden im Fermenter mit dem gentech-
nisch verénderten sucrosepositiven W3110-Derivat Escherichia coli LJ210 durch-
geflihrt. Verwendet wurde ein mittels Elementaranalyse optimiertes Medium. Es
wurde eine Regelstrategie fiir Fermentationen mit niedriger Geldstsauerstoffkon-
zentration entwickelt. Ein experimenteller Schwerpunkt der Arbeit ist die ausfihr-
liche Untersuchung der Methoden zur Bestimmung intra- und extrazellularer Me-
tabolite. Gerade die Messung intrazellularer Metabolite stellt wegen der kurzen
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turn-over-Zeiten von wenigen Sekunden einen kritischen Aspekt der Modellvali-
dierung dar. Einige Methoden mussten aufgrund nachgewiesener Enzymaktivitat
bei niedrigen Temperaturen um 0°C verworfen werden. Eine Probenahmetech-
nik auf der Basis der direkten Injektion der Fermentationsbriihe in eine kochende
Ethanol-Puffer-Losung konnte erfolgreich getestet und angewendet werden. Eini-
ge intrazelluldre Konzentrationen konnten so bestimmt werden.

Fir die Modellbildung wurde ein systematischer Ansatz verwendet, der auf der
Abgrenzung von biologischen funktionellen Einheiten beruht. Neben den ver-
wendeten biologisch motivierten Kriterien wurde ein formalerer Algorithmus un-
ter Verwendung von Clusteranalyse zur Abgrenzung dieser Einheiten mit limi-
tierter Autonomie vorgeschlagen. Fir E. coli konnte eine funktionelle Einheit
“Kohlenstoff-Metabolismus” abgegrenzt werden, in der das PTS eine zentrale
Rolle in der Signalverarbeitung innehat. Als Untereinheiten konnten das Sucro-
se PTS und die Glykolyse identifiziert werden.

Das Modell fur das Sucrose PTS wurde mittels der detaillierten Beschreibung der
Komplexbildung und des Phosphattransfers zwischen den einzelnen Proteinen der
Kette formuliert. Die Parameter des Modells konnten aus der Literatur (in vitro),
beziehungsweise beruhend auf eigenen Messungen identifiziert werden. Simulati-
onsstudien gestutzt von experimentellen Beobachtungen zeigten, dass sich das dy-
namische Verhalten des Phosphoryltransfers innerhalb des PTS im Bereich einer
Sekunde abspielt, so dass fur ganzheitlichere Betrachtungen der regulatorischen
Funktion des PTS im Organismus eine Beschreibung von stationdren Kennlinien
ausreichend war. Die schnellen dynamischen Vorgange konnten hier vernachlas-
sigt werden. Fur stationdre Betrachtungen wurde das \Verfahren der Metabolischen
Flussanalyse verwendet. Ein Kennlinienfeld gemessener Konzentrationen wurde
zur Beschreibung der Abhéngigkeit des Phosphorylierungsgrad des PTS-Proteins
ENAC™ von den EingangsgroRen extrazellulare Sucrosekonzentration und intra-
zelluldres PEP:Pyruvat-Verhaltnis genutzt.

Zur Validierung dieser Ergebnisse und zur Identifikation sensitiver Parameter wur-
den Experimente mit variierten EingangsgroRen durchgefuhrt und das Ausgangs-
signal EIIA®""-Phosphorylierungsgrad bestimmt. Es wurden hierbei sowohl sta-
tiondre Bedingungen bei verschiedenen Verdunnungsraten und Gelostsauerstoff-
konzentrationen, als auch dynamische Veranderungen mittels verschiedener An-
regungen Uber die extrazelluldre Sucrosekonzentration betrachtet. Hier wurden
Puls-, Sprung- und Fiitterungsstop-Experimente durchgefiihrt. Die Ubereinstim-
mung zwischen Experiment und Simulationsergebnissen erwies sich nach Para-
meteranpassung als gut. Gleiches gilt auch fiir ein erweitertes Modell, das die
Glykolyse miteinschlief3t.
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In abschlielenden weiterfiihrenden Simulationsstudien wurde das Modell ver-
wendet, um offene biologische Fragestellungen zu bearbeiten. Neben der Ver-
anderung der signalverarbeitenden Eigenschaften des Sucrose PTS bei Verande-
rung von PTS-Proteinkonzentrationen wurde die PTS-vermittelte Kohlenhydrat-
Chemotaxis betrachtet. Die nichtphosphorylierte Form eines PTS-Proteins konn-
te hier als mogliches Verbindungsglied zur Chemotaxis-Signalkette identifiziert
werden.

In einem abschlieBenden Ausblick werden allgemeinere aktuelle Fragen des jun-
gen Forschungsgebietes Systembiologie kurz umrissen.
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Summary

Modern biological research and biotechnological application requires more and
more a holistic view on cellular processes for a global understanding of the ob-
served system. This enables a more efficient application of these systems in me-
dicin, biotechnology, and other fields. Mathematical modeling combined with sy-
stem theoretical analysis provides a efficient approach to deal with the underlying
biological complexity. Beside complex metabolic networks complex regulatory
structures and signal transduction networks have to be considered, also.

In this thesis the bacterial signal processing was investigated concerning as an
example the sucrose phosphotransferase system (sucrose PTS) in the bacterium
Escherichia coli. The about 20 different phosphotransferase systems (PTSs) of
the cell fullfill besides the transport of various carbohydrates, also the function of
one signal processing system. Extra- and intracellular signals are converted within
the PTS protein chain to important regulatory signals affecting especially carbon
metabolism and chemotaxis. A detailed dynamical model of the sucrose PTS has
been developed describing transport and signal processing function. The model
has been validated with numerous experiments. This approach is typical in the
new evolving research field of systems biology.

The experimental investigations were performend in a CSTR using the sucrose
positive derivative LJ210, based on Escherichia coli strain W3110. The medium
components were optimized by analyzing the elementary composition of the cell.
A control strategie for fermentations with low disolved oxygen concentrations was
developed. A main experimental focus of this thesis was the detailed investigati-
on of methods for determining intra- and extracellular metabolite concentrations.
Especially the measurement of intracellular metabolites was critical for the valida-
tion because of very short turn over times of some seconds. Some methods had to
be rejected because enzyme activity was not stopped sufficiently at temperatures
near 0°C. A sample preparation technique using a boiling ethanol buffer solution
was successfully tested and applied. Some intracellular metabolite concentrations
could therefore be measured.
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For the modeling a systematic approach was used. Here complex metabolic net-
works were decomposed into smaller functional units. Beside the used biological-
ly based criteria for the demarcation of such units, a formal algorithm based on
cluster analysis was suggested. Concerning E. coli a functional unit “carbon meta-
bolism” could be defined. Here the PTS played a central role in signal processing.
As subunits, the sucrose PTS and the glycolysis could be identified.

The sucrose PTS model was formulated using a detailled description of complex
formation and phosphate transfer between the chain proteins. Model parameters
were taken from literate or were identified with own experiments. In steady state
calculations metabolic flux analysis was used. Simulation studies together with
experimental hints showed that the dynamic behaviour of phosphate transfer in
the PTS runs within one second. Therefore for doing a more global investigati-
on a description of steady state characteristics was sufficient for describing the
signaling properties of the sucrose PTS. A characteristic field of measured va-
riables described the degree of phosphorylation of the PTS protein EIIA®™ as a
function of the input variables extracellular sucrose concentration and intracellular
PEP:pyruvate ratio.

For validating these results and for the identification of some sensitive parame-
ters experiments were performed with varied input variables. The output signal
degree of phosphorylation of EIIA®"" was measured. Steady state conditions with
varying dilution rate and disolved oxygen concentration and dynamical variations
applying different stimuli to the culture were considered. Furthermore, puls, shift
and stop feeding experiments with limiting sucrose concentrations were perfor-
med. Simulation and experimental results matched well. The same holds for the
expanded sucrose PTS and glycolysis model.

In continuative simulation studies the identified model is used to address some
open biological questions. The change of the signaling behaviour with changing
PTS protein concentrations was investigated as well as the PTS induced carbohy-
drate chemotaxis. The unphosphorylated form of the EI dimer was identified as
the most likely link to the chemotaxis signal chain.

In a short outlook, a few relevant and general questions concerning the evolving
systems biology were summarized.
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Kapitel 1

Einflihrung

1.1 Ubersicht

Fir das beginnende 21. Jahrhundert stellen die Biologie und Biotechnik zentra-
le Wachstumsgebiete dar. Dies trifft sowohl auf Forschung und Lehre, als auch
auf die technische und wirtschaftliche Umsetzung zu. Zahlreiche neu etablierte
Forschungsbereiche und Studiengange sowie die Griindungswelle biotechnisch
ausgerichteter Firmen belegen dies.

Eine zentrale Rolle spielen dabei die gentechnische Gestaltung, sowie die medizi-
nische und technische Nutzung zellul&rer Systeme. Die Umsetzung molekularbio-
logischer Erkenntnisse erfordert ein ganzheitliches Verstandnis der Funktionswei-
se solcher Systeme, das aber bisher kaum vorhanden ist. Dies ist zum einen darauf
zuriick zu fuhren, dass ein Grof3teil der experimentellen Untersuchungen bisher
qualitativer und beschreibender Natur und auf das Verstandnis biologischer De-
tails ausgerichtet ist. Quantitative Daten sind daher nur unzureichend verfigbar.
Allerdings werden hier durch die fortschreitende Neuentwicklung und Verbes-
serung von Analysemethoden deutliche Fortschritte erzielt. Doch auch die weit-
gehende Gesamterfassung des Systemzustandes wird aufgrund der Komplexitat
der Systeme nicht automatisch zu einem ganzheitlichen Verstandnis funktionaler
Zusammenhange fuhren. Zelluldre Systeme setzen sich aus Funktionseinheiten
zusammen, die aufgrund ihrer physiologischen Funktion, ihrer genetischen Struk-
tur oder ihrer Signalverarbeitung und Regulation gegeniber ihrer Umwelt rela-
tiv abgeschlossen sind und damit eine beschréankte Autonomie besitzen [73, 82].
Sowohl zwischen den Funktionseinheiten, als auch zwischen der Vielzahl von
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Abbildung 1.1: Systembiologie (Biosystemtechnik) als interdisziplinares Ar-
beitsgebiet

Komponenten, aus denen eine Funktionseinheit im Allgemeinen besteht, existie-
ren durch Stoff- und Informationsfllisse vermittelte, komplexe Wechselwirkungen.
Das ganzheitliche Verhalten zellul&rer Systeme ist gedanklich kaum nachvollzieh-
bar. Es besteht deshalb die Gefahr, dass experimentelle Befunde fehlinterpretiert
werden und zu falschen Schlussfolgerungen fihren.

Das Erreichen einer quantitativen und ganzheitlichen Verhaltensbeschreibung er-
fordert eine system- und signalorientierte Betrachtungsweise zellularer Funkti-
onseinheiten. Dazu muss die grolRe Menge zu verarbeitender Daten so aufberei-
tet werden, dass sie flr systemwissenschaftliche Betrachtungen zur Verfligung
stehen. Die Informatik leistet hier einen wichtigen Beitrag. Es ist daher eine en-
ge Kooperation von Biologen, Systemwissenschaftlern und Informatikern erfor-
derlich (Abb. 1.1). Eine solche fachlibergreifende Zusammenarbeit ist der For-
schungsschwerpunkt Systembiologie (Biosystemtechnik) der Universitét Stuttgart
[http://www.sysbio.de], in dem die vorliegende Dissertation entstanden ist.

Die Arbeit behandelte die Signalverarbeitung von Bakterien am Beispiel des Phos-
phoenolpyruvat:Sucrose Phosphotransferasesystem (Sucrose PTS) in Escherichia
coli. E. coli hat etwa 20 Phosphotransferasesysteme (PTSs). Diese Transportsy-
steme stellen zugleich ein wichtiges signalverarbeitendes System des Bakteriums
dar. Sowohl die extrazelluldre Konzentration an transportiertem Kohlenhydrat, als
auch der intrazellul&re Energiezustand der Zelle werden auf biologische Art ver-
rechnet und verschiedene regulatorisch wirkende Signale erzeugt, die den Meta-
bolismus der Zelle auf vielfaltige Art beeinflussen. Ziel der Arbeit war es, ein ma-
thematisches Modell des Sucrose PTS aufzustellen, dieses mit geeigneten Expe-
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rimenten und analytischen Methoden zu bestatigen und die Nutzlichkeit des Mo-
dells anhand von weiterfiihrenden Simulationsstudien zu aktuellen Forschungs-
aufgaben zu zeigen. Die Arbeit hatte sowohl biologische, als auch systemtheoreti-
sche Schwerpunkte und zeigt so, dass der Briickenschlag zwischen diesen Diszi-
plinen mdglich und sogar notwendig zum vollstdndigen Verstandnis biologischer
Systeme ist. Schwerpunkte aus der biologischen Forschung waren: 1) die Metho-
denentwicklung zur Analytik intrazellularer Metabolite, sowie die Erfassung von
intrazelluldren Antworten auf dynamische Verdnderungen der Umgebungsbedin-
gungen und 2) weiterfiihrende Simulationsstudien zur Variation von Proteinkon-
zentrationen und zur Chemotaxis. Als systemwissenschaftliche Schwerpunkte der
Arbeit waren zu verstehen: Die Modellbildung zum Sucrose PTS und die mathe-
matischen Betrachtungen zur Abgrenzung biologischer Funktionseinheiten. Doch
nur durch die Verbindung von quantitativer Analyse und mathematischer Model-
lierung und Simulation auf der Basis systemwissenschaflicher Betrachtungen ist
eine vollstandige Beschreibung biologischer Systeme zu erreichen [80]. In diesem
Sinne liefert diese Arbeit einen Beitrag zum ganzheitlichen Verstandnis der PTSs
und ihrer Funktion im Metabolismus.

Gliederung der Arbeit

Im folgenden Teilkapitel werden die Grundelemente der bakteriellen Signalver-
arbeitung umrissen. Danach wird der Stand des Wissens zu den PTSs und zur
Signaltransduktion Uber der PTSs dargestellt und bisherige mathematische An-
sétze zur Beschreibung diskutiert. Neben Katabolitenrepression und Induktorau-
schluss wird auch auf PTS-vermittelte Chemotaxis eingegangen. Kap. 2 enthalt
eine Beschreibung des verwendeten Materials und der zur Validierung des ent-
wickelten mathematischen Modells eingesetzten experimentellen Methoden. Spe-
zielle Teilkapitel des Ergebnisteils sind der Optimierung des Mediums fiir die kon-
tinuierliche Prozessfiihrung und der Regelung des Geldstsauerstoffs bei niedrigen
Konzentrationen gewidmet (Kap. 4.1). Der Bestimmung der intra- und extrazellu-
laren Metabolitkonzentrationen kommt eine zentrale Bedeutung fiir die Uberprii-
fung des Modells zu. Verschiedene Methoden wurden neu entwickelt, beziehungs-
weise aus der Literatur Gbernommen und die geeignetsten Methoden ausgewahlt
(Kap. 4.2.1). Die Bestimmung spezifischer Aktivitdten ausgewahlter Enzyme um
0°C ist dabei ein wichtiges Kriterium (Kap. 4.2.1.1).

In Kap. 3 werden die verwendete Modellierungssystematik und die erstellten ma-
thematischen Modelle fiir Sucrose PTS und Glykolyse beschrieben. Zur wichtigen
Frage der Abgrenzung biologischer Funktionseinheiten wird dabei, ergdnzend zu
den verwendeten verbalen Kriterien, ein formaler Algorithmus vorgeschlagen. Zur
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schnellen Dynamik des Sucrose PTS und zum EI-Monomer-Dimer-Zyklus wer-
den grundlegende Simulationsstudien durchgefiihrt, die in die Berechnung statio-
narer Kennlinien zur Beschreibung des Sucrose PTS miinden. Die durchgefhrte
metabolische Flussanalyse dient dabei der Abschatzung einiger Parameter fiir das
dynamische Modell der Glykolyse und der Abfliisse von Vorldufermolekilen in
die Biosynthese. Des Weiteren werden die verwendeten Rechnerwerkzeuge zur
Modellierung, Sensitivitatsanalyse und Parameteridentifikation dargestellt.

Kap. 4 enthalt den Vergleich der experimentell erhaltenen Ergebnisse mit den Si-
mulationsergebnissen. Auf der Basis des identifizierten Modells lassen sich nun
Kennlinien flr das PTS angeben, welche die signalverarbeitenden Eigenschaften
des Sucrose PTS beschreiben. Es steht nun ein experimentell tberpriftes dyna-
misches Modell der Glykolyse von Escherichia coli zur Verfugung. In weiterfih-
renden Simulationsstudien wird das Modell verwendet, um aktuelle Forschungs-
fragen auf diesem Gebiet zu untersuchen. Neben der Beschreibung des Sytemver-
haltens bei gentechnischen Veranderungen der Gesamtkonzentrationen der PTS-
Proteine, ist auch die PTS-vermittelte Chemotaxis Gegenstand von Simulations-
studien.

Nach der Diskussion und den Schlussbemerkungen zu den Untersuchungen rund
um das Sucrose PTS (Kap. 5), bildet das letzte Unterkapitel einen Ausblick auf
das aktuelle und neu entstehende Forschungsgebiet Systembiologie (Kap. 5.1).
Neben aktuellen Arbeiten, werden auch neue Ansétze und offene Fragestellun-
gen diskutiert, die zuklnftige Forschung auf diesem Gebiet bestimmen koénnten.
Ein kurzer Blick wird zum Abschluss auf philosophische Aspekte geworfen, die
mit der ganzheitlichen Betrachtung biologischer Systeme korrelieren, denn die
Systemtheorie entwickelt sich mehr und mehr zur wissenschaftlichen Basis einer
veranderten Weltanschauung [79].

1.2 Bakterielle Signalverarbeitung

Funktion und Leistung einer jeden lebenden Zelle beruhen auf einem komplexen
Netzwerk biochemischer Prozesse, in dem viele Einzelreaktionen in geordneter
Weise stattfinden. Schon das “einfache” Bakterium Escherichia coli besitzt etwa
4800 Gene, ungeféhr 2500 Proteine und Enzyme, zwischen 50 und 70 Sensoren
zur Uberwachung von Veranderungen der Umgebung und hunderte von metaboli-
schen Stoffwechselwegen, in denen Substrate in Zwischenprodukte, Endprodukte
und zellul&re Strukturbestandteile umgewandelt werden [87]. Man findet daher
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schon in einer einfachen Zelle mehr als tausend verschiedene biochemische Re-
aktionen, die nebeneinander, hintereinandergeschaltet und vernetzt ablaufen und
deshalb einer stdndigen Kontrolle und Regulation bedirfen. Wollen wir die Lei-
stungen einer Zelle in ihrer Gesamtheit verstehen, so missen wir vor allem die
regulatorischen Mechanismen kennen, die den geordneten Ablauf der Einzelre-
aktionen ermdglichen und damit einen zentralen Teil der Biochemie der Zelle
ausmachen.

Ein erstes Ziel der zelluldaren Regulation ist es, Biosynthese, Abbau und ener-
getische Verwertung von Metaboliten und Makromolekulen zu koordinieren und
dem aktuellen Bedarf, den Umweltbedingungen und dem Entwicklungszustand
der Zelle anzupassen. Die Zelle muss jedoch nicht nur die intrazelluldren Reak-
tionen aufeinander abstimmen, sie muss auch standig mit der Umwelt kommuni-
zieren und muss in der Lage sein, auf gednderte Umweltbedingungen auf flexible
Weise zu reagieren. Physikalische oder chemische Reize, die den Umgebungs-
zustand oder das Né&hrstoffangebot signalisieren, werden von der Zelle registriert
und in Anderungen intrazellularer Reaktionen umgesetzt. Wie eine Zelle mit der
Umwelt kommuniziert und nach welchem Mechanismus sie extrazellulére Signale
verarbeitet, ist daher ein weiterer Aspekt der zellul&ren Regulation.

In den Zielen der Regulation bestehen Unterschiede zwischen einzelligen Syste-
men und vielzelligen Organismen, obwohl auch Einzeller untereinander kommu-
nizieren und koordinierte gemeinsame Handlungen ausfiihren. In der prokaryoti-
schen Einzelzelle zum Beispiel werden Gene an- und abgeschaltet sowie Enzyme
aktiviert oder inaktiviert, um den Stoffwechsel der Zelle dem Nahrungsangebot,
den lonenbedingungen oder der Temperatur des umgebenden Milieus anzupassen.
Alle Einzelzellen stehen in unmittelbarem Kontakt mit der Umgebung, und sie
reagieren unter gegebenen Bedingungen weitgehend unabhéngig und in ahnlicher
Weise auf Umgebungssignale. Priméres Ziel der Regulation ist es, Wachstum und
Teilung der Einzelzelle zu gewéhrleisten. Auch einzellige Eukaryoten wie die He-
fe verfolgen dieses Prinzip. Im Zellverband der Metazoen dagegen sind die mei-
sten Zellen gegentiber der Umwelt abgeschirmt und nur wenige Zellen stehen in
direktem Kontakt zum umgebenden Milieu, zur “Aullenwelt”. Die Kommunikati-
on mit der AulRenwelt wird von spezialisierten Zellen tbernommen, wéhrend die
Mehrzahl der Zellen in der weitgehend konstanten Umgebung im “Innern” des
Organismus lebt und nur mittelbar auf Umgebungssignale reagiert. Die mit der
Bildung vielzelliger Organismen einhergehende Spezialisierung machte es des-
halb notwendig, Wege der Kommunikation zwischen verschiedenen Zelltypen zu
entwickeln [69]. Die Logik prokaryotischer und eukaryotischer Signaltransdukti-
on ist dabei aber durchaus ahnlich [84].

Die Anpassung des Stoffwechsels von Einzellern an veranderte Umgebungsbe-
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Abbildung 1.2: Allgemeines Schema der zelluléren Signaltbertragung und Ver-
arbeitung nach [70]

dingungen kann sehr rasch erfolgen, ebenso wie die unverzugliche Adaptation
an solche Verénderungen. Adaptationen sind in der Regel voribergehend, d.h.,
sie halten nur “wenig langer” als die sie auslosende Umweltbedingung an. Aller-
dings konnen auch neue angepasste Strukturen und Verhaltensweisen entstehen,
die den Organismus besser auf veranderte Umweltbedingungen reagieren lassen
(Epigenese). Prokaryoten tiberwachen ihre Umgebung durch membrangebunde-
ne und intrazelluldre Sensoren und durch ihre Transportsysteme wie die PTSs.
Komplexe Signaltransduktionswege und globale regulatorische Netzwerke sind
mit den Sensoren verbunden und flihren die globale Regulation von Stoffwech-
selnetzwerken, zellularen Differenzierungsprozessen und des Verhalten von Bak-
terienpopulationen durch [87]. Eine groe Anzahl von Riickkopplungs- und \Vor-
waértskopplungsschleifen (feedback- und feedforward) sind hierbei beteiligt [73]
und helfen beim Verstandnis der Zelle als komplexes informationsverarbeitendes
System [83]. Dieses System enthalt verschiedene funktionelle Einheiten, die hier-
archisch strukturiert sind [80] und zur systematischen Modellierung biologischer
Systeme verwendet werden kdnnen [73], wie im Kap. 3.1 dargestellt. Die PTSs
spielen dabei eine entscheidende Rolle in der funktionellen Einheit Kohlenstoff-
Metabolismus.

In der molekularen und biochemischen Umsetzung von Signaltransduktionssyste-
men sind vor allem Proteine beteiligt, die den Prozess vom Empfang eines Reizes
durch Rezeptormolekiile Gber die Signaltibertragung und -verarbeitung bis zur
zelluldren Antwort umsetzen [72]. Die beteiligten Partner lassen sich dabei all-
gemein in Sensoren, Sender, Empfanger und Regulatoren einteilen (Abb. 1.2).
Der Reiz wird Uber Rezeptoren erfasst und vom Sensor in ein Signal umgewan-
delt, welches von einem Sender und Empfénger an einen Regulator weitergege-
ben wird. Die Antwort kann zum Beispiel in der Veranderung der Expression be-
stimmter Gene bestehen, was zum Zu- oder Abschalten der entsprechenden Stoff-
wechselwege fuhrt oder auch zur Verédnderung des Bewegungsverhaltens der Zelle
(Taxis). Ein einfaches System von Proteinen, das in dieser Art zusammenarbeitet,
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wird als Zwei-Komponenten-System bezeichnet. Sie stellen eine wichtige Form
der Signaltransduktion in Bakterien dar. Die molekulare Basis dieser Form der
Signaltransduktion ist oft die zeitweilige Phosphorylierung der beteiligten Pro-
teine. Das Gesamtverhalten gut beschriebener Zwei-Komponenten-Systeme kann
bezlglich Signalamplifikation und Gedéchtniseffekten mit der Funktionsweise ei-
nes neuronalen Netzes verglichen werden [49, 119]. Entscheidend fir die Integra-
tion der vielen verschiedenen Signale ist der modulare und hierarchische Aufbau
des gesamten Signaltransduktionssystems der Zelle (siehe Kap. 3.1) [82, 80]. Bei
der Integration entstehen oft aus digitalen Ein-Aus-Signalen (zum Beispiel Pro-
tein phosphoryliert / nicht phosphoryliert) analoge Signale (zum Beispiel second
messenger-Konzentrationen) [119].

Im Folgenden wurde nun auf die PTSs in Escherichia coli eingegangen. Die PTSs
wurden im Rahmen des Forschungsschwerpunkt Biosystemtechnik der Universi-
tat Stuttgart als ein Beispielsystem ausgewahlt, anhand dessen das Vorgehen bei
der mathematischen und systemwissenschaftlichen Beschreibung signalverarbei-
tender bakterieller Systeme und des resultierenden komplexen Verhaltens erarbei-
tet wurde.

1.3 Phosphotransferasesysteme (PTSs) in Escherichia
coli

1.3.1 Biologische Grundlagen

Escherichia coli ist ein Gram-negatives, fakultativ anaerobes, nicht sporenbildendes
Bakterium. Es besitzt normalerweise vier bis acht Flagellen je Zelle, ist beweglich
und stabchenférmig. Es gehort zu den Enterobacteriaceae und schlief3t eine grofie
Anzahl unterschiedlicher Stdmme ein. Viele dieser Stdimme sind gewdhnliche,
harmlose Bewohner des Sdugetierdarms und wurden deshalb in die Sicherheits-
tufe 1 eingestuft, z.B. der hier verwendete Stamm E. coli K-12 und sein Derivat
LJ210. Andere dagegen verursachen Infektionen des Verdauungs- und Urogeni-
talbereichs bei Mensch und Tier. Auch Infektionen des Blutes und des Zentralen
Nervensystems sind bekannt. Einige Stdmme von E. coli sind daher in Sicher-
heitsstufe 2 (geringes Risiko fir Mensch und Umwelt) eingestuft [2]. Struktur,
biochemische Funktion und Genetik dieses Organismus sind gut studiert und ma-
chen ihn zum meist bearbeiteten aller zellularen Organismen. E. coli wird von
vielen Gruppen erforscht und hatte bzw. hat eine zentrale Rolle in der Entwick-
lung der molekularen Biologie inne [140].
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Escherichia coli kann, so wie Bakterien allgemein, eine groRe Anzahl von Sub-
straten verwerten und deren Transport Uber die cytoplasmatische Membran wird
katalysiert durch eine Vielzahl von spezifischen Transportsystemen [68]. Wie die
meisten Bakterien kann sich E. coli an seine sich stets &ndernde Umwelt anpassen,
um mit anderen Organismen um die limitierten Nahrstoffe konkurrieren zu kon-
nen. Um die Umgebung zu tberwachen und zwischen verschiedenen Substraten
zu wahlen, benditzt die Zelle diverse Sensoren. Das in dieser Arbeit beschriebene
PTS ist sowohl Transport-, als auch Sensor-System [86, 122].

Die katalysierte Gesamt-Reaktion eines PTS lautet:

Substrat., + PEP — Substrat Phosphat;, + Pyruvat (1.1)

Die PTSs transportieren Kohlenhydrate in die Zelle. Das Kohlenhydratmolekiil
wird dabei wéhrend der Aufnahme phosphoryliert. Die (bertragene Phosphoryl-
gruppe stammt vom Phosphoenolpyruvat (PEP). Transportprozesse in Verbindung
mit chemischer Modifikation des Substratmolekils werden im Allgemeinen als
Gruppentranslokation bezeichnet und stellen einen Sonderfall der ABC-Transporter
dar. Diese stellen eine der grofiten Transporterfamilien dar. ABC bedeutet ATP-
Binding-Cassette. Diese Transporter benétigen ATP um einen Stofftransport zu
gewéhrleisten. Die PEP-abhangige PTSs transportieren eine weite Palette von
Substraten. Dazu gehéren viele Mono- und Disaccharide, wie Glucose, Fructose,
Mannose, Sucrose, Maltose, und Trehalose, aber auch andere Substrate, wie Glu-
cosamin, Mannitol und Glucitol. Eine vollstandige Aufstellung ist in [112, 122]
enthalten.

Die Phosphorylgruppe wird (iber eine Kaskade cytoplasmatischer und membran-
standiger Proteine weitergereicht und schlief3lich auf das transportierte Substrat-
molekdl Gbertragen. Fur das in dieser Arbeit genauer untersuchte Sucrose PTS
sind die molekularen Komponenten und ihr Ineinandergreifen in Abb. 1.3 darge-
stellt. Die PEP-abh&ngige Protein-Kinase Enzym | (EI) und das Histidin-Protein
(HPr) sind l6sliche cytoplasmatische Proteine, die an der Phosphorylierung aller
Kohlenhydrate mitwirken und daher als allgemeine PTS-Proteine bezeichnet wer-
den. Die Enzyme Il (EIl) dagegen sind kohlenhydratspezifisch und kénnen aus
einem einzelnen membrangebundenen Protein mit drei Domé&nen bestehen, oder,
so wie flr Sucrose, aus zwei Proteinen, von denen zumindest eines membranstén-
dig ist. Flr Sucrose ist es das Protein EIIBC" [122]. Im Allgemeinen enthélt
das Ell drei (I1A, 1IB, IIC) und manchmal vier (11D) funktionelle Domanen, die
entweder frei oder fusioniert vorliegen kénnen und auch in verschiedener Reihen-
folge wie z.B. bei den glucose- und sucrosespezifischen Transportern EIICBS,
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bzw. EIIBC*". Die hydrophile EIIA-Doméne kann durch P-HPr phosphoryliert
werden und Ubertrégt die Phosphorylgruppe auf die ebenfalls hydrophile EIIB-
Doméne. Die EIIC-Domane enthalt sechs bis acht potentielle Transmembrando-
manen, die zur Bildung des Transmembrankanals bendtigt werden. Seit der Ent-
deckung des PTS vor etwa 40 Jahren [77] wurden mehr als 40 Proteine dem PTS
direkt zugeordnet, sowie eine rasch ansteigende Zahl an Nicht-PTS-Proteinen, die
mit dem PTS in Wechselwirkung stehen [86, 137].

El (Gen ptsl) besitzt ein Molekulargewicht von 63.4 kD und kann sowohl als Mo-
nomer, als auch als Dimer vorliegen. Die Ubertragung der Phosphorylgruppe vom
PEP ist nur auf das EI-Dimer moglich [56, 89, 108, 166]. Fiir die Ubertragung
der Phosphorylgruppe zum HPr ist die Situation unklar, sowohl das EI-Monomer,
als auch das Dimer kommen in Frage (siehe auch Abb. 1.3) [20]. Ein Hinweis
zur Klarung dieser Frage kann mit Hilfe von Simulationsstudien gewonnen wer-
den (siehe Kap. 3.2.2, Seite 68). Im Dimer wird pro monomerer Untereinheit eine
Phosphorylgruppe gebunden [166, 163]. Es wurden auch kovalent-verbundene EI-
Dimere und Trimere nachgewiesen [46]. Neuere Untersuchungen zeigen, dass El
auch durch eine Acetatkinase und entweder ATP oder GTP phosphoryliert wer-
den kann, wobei die Phosphorylgruppe in diesem Fall vom Nukleotid zu einer
Acylgruppe in der Acetatkinase und dann reversibel zum EI transferiert wird [20].
Es ist unklar, ob dies auch in einem physiologisch relevanten Bereich eine Rolle
spielt. Des Weiteren wurde eine ATP-abhéngige Kinase EI-K beschrieben, die El
ebenfalls phosphorylieren kann und die durch NADH und NADPH gehemmt wird
[23, 24]. Die hier gewonnenen Ergebnisse sind aber noch zu unklar, so dass beide
Enzyme in dieser Arbeit nicht mit in Betracht gezogen wurden. Gleiches gilt fur
die Kopplung der PTS-Aktivitat an das Redox-Potential der Zelle [129] und die
beschriebenen Effekte des Phosphat-Pools und der Expression der Polyphosphat-
Kinase auf die Glucoseaufnahme [90].

HPr (Gen ptsH) ist ein kleines, monomeres Protein mit einem Molekulargewicht
von 9,1 kD. Es wird durch EI~P an der N-1-Position eines Histidins phosphory-
liert. Eine HPr-dhnliche Domane wurde im fructosespezifischen Phosphotransfer-
Protein FPr von E. coli gefunden. FPr kann HPr in Mutanten ersetzen, in denen
HPr fehlt [122]. Weitere genetisch verédnderte HPr-&hnliche Proteine wurden zur
Aufklarung des Mechanismus der PTS-vermittelten Chemotaxis eingesetzt [97]
(siehe dazu Kap. 1.4.2 und Kap. 4.9.2).

EIIAC™ (Gen crr) ermdglicht den Transport von Glucose in E. coli. Crr steht fr
carbohydrate repression resistance und deutet damit bereits auf die wichtige zu-
satzliche regulatorische Funktion dieses Proteins hin (siehe dazu Kap. 1.4.1). Das
Protein ist 18.2 kD groR, ist hitzestabil und besitzt eine starke Tendenz Oligo-
mere zu formen. Es wird ebenfalls fiir die Aufnahme und Phosphorylierung an-
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Abbildung 1.4: Der sucrosespezifische Transporter EIIBCS¢" formt mit der C-
Domane einen Translokationsmembran durch die Cytoplasma-
membran, durch den das extrazellulare Substrat Sucrose in die
Zelle transportiert wird.

derer PTS-Kohlenhydrate benétigt, wie z.B. Sucrose. Das ist in Zellen mdglich,
die das natiirlich vorkommende, EIIBC*"-kodierende Plasmid (pUR400, [143])
besitzen. Sucrose stellt kein naturliches Substrat fur E. coli K-12 dar, fur andere
E. coli-Stdimme jedoch schon. Das verwendete Plasmid stammt aus Salmonel-
la typhimurium. Auch die Aufnahme von Trehalose tber EI177¢, sowie Glucose
tiber das kryptische Maltose-System MalX sind abhangig von EIIA®™ [122]. Das
EIIBC>“"-kodierende Plasmid wurde zur Konstruktion des in dieser Arbeit ver-
wendeten E. coli K-12-Derivats LJ210 verwendet. Insgesamt sind bisher etwa 20
kohlenhydratspezifische Ells flr E. coli beschrieben [122].

ElIBCY" (Gen scrA) ist sucrosespezifisch. Eine Doméane des Proteins formt einen
Translokationskanal durch die Cytoplasmamembran, durch den das Substrat Su-
crose in das Cytoplasma der Zelle transportiert wird (Abb. 1.4). Das aktive Enzym
liegt, so wie alle EIll, als Dimer vor [143]. Das Glucose-spezifische Gegenstiick
EIICB®! (Gen ptsG), formt ebenfalls mit einer Domane einen Kanal durch die
Cytoplasmamembran [122].

Das Sucrose-spezifische EIIBC*" (ScrA) ist mit dem Porin ScrY und der Inver-
tase ScrB im scrYAB-Operon kodiert (Abb. 1.5) und zusammen mit dem scrK-
Operon (Kinase ScrK) durch den Repressor ScrR negativ reguliert [60, 142]. Die
beiden Operons, die durch das gemeinsame Regulatorprotein ScrR reguliert wer-
den, bilden das scr-Regulon. Der entsprechende molekulare Induktor ist intrazel-
luldre Fructose. Das scrYAB-Operon ist Mitglied des crpA-Modulon. Im Gegen-
satz zum scrK-Gen, ist die Expression des scrYAB-Operons zusétzlich noch vom
ubergeordneten, globalen Regulator cAMP.CrpA abhangig [60, 161]. Dies muss
bei der Modellierung und bei der Analyse der Simulationsergebnisse mitbertick-
sichtigt werden.
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Abbildung 1.5: Schema des scr-Regulons. Promotoren (p), Operatoren (Koq,
Y0,03) und Terminatoren (t) sind durch schattierte Rechtecke,
offene Ellipsen und kleinere offene Rechtecke dargestellt. &
steht fur positiven regulatorischen Einfluss durch cAMP.CrpA
und & fur negativen Einfluss durch den ScrR-Repressor [162].

Zur Charakterisierung des Sucrose PTS wurde das Escherichia coli K-12 / W3110-
Derivat LJ210 (LJ110 [172] scrK™ scrY ™ scrA* scrB* scrR™) verwendet [60,
142, 143]. Die scr-Gene wurden vom Salmonella typhimurium-Plasmid pUR400
Uber den Multicopyvektor pJOE637 in E. coli LJ110 gebracht. LJ210 besitzt da-
durch ein PTS-abhéngiges Sucrose-Transportsystem (Sucrose PTS) und Stoff-
wechselwege, die zusammen mit dem Glucose PTS in Abb. 1.6 gezeigt sind.
Sucrose ist eine relativ billige Kohlenstoff- und Energiequelle und spielt eine
wichtige Rolle in der Kultivierung von Mikroorganismen [162]. Das Scr-PTS be-
steht aus zwei Proteinen mit drei Untereinheiten: Dem bereits erwéhnten EINAC™,
das durch das crr-Gen kodiert wird und dem membran-gebundenen EIIBC¢", das
durch das scrA-Gen kodiert wird [142]. Durch Transport und Phosphorylierung
entsteht intrazelluldres Sucrose 6-phosphat (Scr6P). Scr6P wird durch die Inver-
tase ScrB (Gen scrB) hydrolysiert in Glucose 6-phosphat (GIc6P) und Fructose.
Fructose wiederum wird durch die ATP-abhéngige Fructokinase ScrK (Gen scrK)
phosphoryliert zu Fructose 6-phosphat (Fru6P). Das zuckerspezifische Porin ScrY
(Gen scrY) erleichtert die Diffusion der extrazelluldren Sucrose durch die &duRere
Membran [162]. Intrazelluldre Fructose kann in E. coli auch durch das Fructose-
PTS und die ATP-abhangige Mannofructokinase Mak (Gen mak) phosphoryliert
werden [6].

Der verwendete Stamm LJ210 wurde freundlicherweise von der AG Genetik (Prof.
J.W. Lengeler, Dr. K. Jahreis) der Universitat Osnabriick zur Verfugung gestellt.
Er tragt auf einem Einzelkopieplasmid die scr-Gene in einem Sucrose-negativen
Stammhintergrund. Es steht damit ein klar definiertes Transportsystem (PTS) zur
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Verfligung [172, 161]. Dies ist ein Vorteil gegenuber Untersuchungen mit dem
Substrat Glucose, bei dem mehrere Transportsysteme in Betracht gezogen werden
missen [21, 33]. Verschiedene Transporter sind dabei bei verschiedenen Substrat-
konzentrationen aktiv [81, 25]. Durch die Charakterisierung des Scr-PTS in die-
ser Arbeit kdnnen vergleichende und erganzende Studien zu den Arbeiten tber das
Glc-PTS durchgefiihrt werden. Hierbei muss die zusatzliche Abhangigkeit der Ex-
pression des scrYAB-Operons vom globalen Regulator cCAMP.CrpA beriicksichtigt
werden.

Die Gene ptsl und ptsH sind zusammen mit dem Gen crr fur EIIAC™™ im pts-
Operon (ptsHIcrr) codiert. Im Gegensatz dazu sind die Gene fiir die substratspe-
zifischen Ells meist in spezifischen Operons oder Regulons zusammen mit den
entsprechenden abbauenden Enzymen in einer Gruppe codiert. Das pts-Operon
dagegen steht unter der Kontrolle globaler Regulationssysteme [122], wie dem
Repressor DgsA (Milc). Die Expression des Operons erhoht sich etwa dreifach
wéhrend des Wachstums auf PTS-Substraten und wird durch ein Zusammenspiel
eines Glucose- und eines cCAMP.CrpA-vermittelten Regulationsmechanismus er-
reicht. Auch anaerobe Wachtstumsbedingungen fuhren zu einer Erhéhung des Ex-
pressionsniveaus. Es sind drei Promotoren identifiziert, deren Zusammenwirken
zu einer erhéhten Expression von HPr und EIHAC™™ im Gegensatz zu El (etwa 5:1)
fuhren [122].

Das Glucose-spezifische EIICBY! ist Produkt des ptsG-Gens, dessen Expressi-
on negativ durch DgsA = Mic (fir deoxyglucose sensitive und making larger
colonies) und positiv durch den cAMP.CrpA-Komplex reguliert wird. DgsA ist ein
wichtiger Regulator des Kohlenhydrat-Metabolismus, wenn auch die Aufklarung
molekularer Zusammenhénge zum Teil noch am Anfang steht. Es ist gezeigt, dass
EIICBC' als Sensorprotein funktionieren kénnte, das fiir die Induktion des ptsG-
Operons verantwortlich ist [80, 120, 161]. Der Glucose-Transporter ist in zahlrei-
chen Arbeiten sehr gut untersucht [170], vor allem bezlglich Struktur [28, 38],
Membrantopologie [16], physiologischen und biochemischen Eigenschaften [15,
107, 105, 160] und der Komplexbildung mit weiteren PTS-Komponenten [32, 59].

1.3.2 Stand des Wissens zur Modellbildung

Wichtige Schritte zur mathematischen Beschreibung der PTSs waren die Auf-
kl&rung der kinetischen Eigenschaften der einzelnen PTS-Proteine in vitro. Dazu
gehoren vor allem die Bestimmung von geeigneten kinetischen Ansatzen. Zusétz-
lich wurden in einer Vielzahl von Arbeiten verschiedene Arten von experimentel-
len Daten gewonnen, die nun in ein komplettes mathematisches Modell einflie3en
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konnen [122, 112, 130, 85]. Dazu gehoren Gleichgewichtskonstanten fur Phos-
photransferreaktionen, K,,-Werte einiger Enzyme fur ihre Substrate und Produk-
te, Assoziations- und Dissoziationskonstanten flir einige Enzyme und Substrate
und Produkte, sowie zum Teil Geschwindigkeitskonstanten fur Phosphotransfer-
reaktionen. Eine Zusammenfassung hierzu ist in [131, 132] zu finden.

Enzym | wird durch in vitro-Messungen mit einem Ping Pong Bi Bi-Ansatz be-
schrieben. Eine Untersuchung auf eine Reihe von mdoglichen Effektoren konnte
keinerlei Effekte nachweisen [147, 165]. In einer weiteren Arbeit wurde dieser
Ansatz aufgrund anderer Messergebnisse in Frage gestellt und auch darauf hin-
gewiesen, dass die Beziehung zwischen inaktivem Monomer und aktivem Dimer
mit in die modellhafte Beschreibung miteinbezogen werden muss [108, 53]. Saier
et al. [136] nahmen an, dass sich alle Reaktionen des PTS bis auf diejenigen des
Enzyms Il im Gleichgewicht befinden. Fir Enzym | wurde deswegen ein Gleich-
gewichtsansatz (near equilibrium approach) verwendet [139].

Der Transporter Enzym 1HICB%* kann mit einem Michaelis-Menten-Ansatz be-
schrieben werden (Random Bi Bi) [164]. Misset et al. [107] beschrieben sowohl
Phosphorylierung, als auch die Austauschreaktion mit einem Ping Pong-Ansatz,
erwéhnen aber auch Arbeiten, in denen ein ordered-Mechanismus verwendet wur-
de. Die Reaktionsgeschwindigkeiten von Enzym IIA wurden als so hoch ange-
nommen, dass es sich zu jedem Zeitpunkt im Gleichgewicht befindet [136].

Fur das gesamte PTS wurden bereits in einigen Arbeiten kinetische Ansatze und
modellhafte Beschreibungen angegeben. Liao [88] gab eine Gleichung an, die das
Verhéltnis von PEP zu Pyruvat miteinbezieht. Fir die Herleitung wurden Gleich-
gewichtsannahmen fur alle enzymatische Schritte getroffen, bis auf die Transloka-
tion und gleichzeitige Phosphorylierung des Substrats. Die Maximalrate des PTS
wurde dann durch die Geschwindigkeitskonstanten dieser Reaktion und der Kon-
zentration an spezifischem EIl bestimmt. EIl wurde hierbei durch einen sequen-
tiellen Reaktionsmechanismus (Rapid Equillibrium Random Bi Bi) beschrieben.
Fur die Bildungsrate v von GIc6P ergab sich damit:

[PEP]

kpriep— 5 (Gl [E1ICB]
v K1K2K3K4K5 [PEP] + K1K2K3K4K5 [PEP] [Gl ] .
[EI1A] 5 [Pro] Ke[ETTA] [Pro] €

mit den Gleichgewichtskonstanten K, K, K3, K4, K5, Kg und der Geschwindig-
keitskonstante ko5 der Translokations- und Phosphorylierungsreaktion.
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Saier und Chin [136] fiihrten aus, dass aufgrund der AG°’-Werte in einer Gleich-
gewichtssituation alle Phosphoproteine des PTS im Gleichgewicht miteinander
sind und nur der letzte Schritt, der durch EIICB katalysiert wird, physiologisch
irreversibel ist. So ist das Phosphoryltransferpotential von EI~P beinahe genauso
groR wie das von PEP [122, 31]. Ihre Betrachtungen zeigten weiterhin, dass das
PTS unter physiologischen Bedingungen niemals ins thermodynamische Gleich-
gewicht kommen kann.

Gesamtmodelle des PTS auf der Basis kinetischer Ansatze wurden ebenfalls be-
reits beschrieben [139]. Kremling verwendete dabei fir die Phosphorylibertra-
gung vom PEP zum HPr einen reversiblen Ping Pong-Mechanismus, vom HPr
zum EIAC™ eine reversible Reaktion zweiter Ordnung und von EIHAS™ zu Glc
einen irreversiblen Random Bi Bi-Mechanismus [70]. In einem etwas komple-
xeren Modell verwendete Wang fiir die Ubertragungsreaktion vom PEP zum El
eine reversible Michaelis-Menten-Kinetik, vom EI zum HPr und vom HPr zum
EIAC™ Ansatze auf der Basis des Massenwirkungsgesetz und vom EIIAC™ zum
EIICBc und EIIBC*" reversible Michaelis-Menten-Kinetiken mit kompetitiver
Inhibition [161].

Die umfassendste Untersuchung und Modellierung des PTS stammt von Rohwer
et al. [131, 132]. Die Autoren entwickelten ein detailliertes kinetisches Modell
unter Zerlegung aller Phosphotransferreaktionen in zwei Elementarreaktionen auf
der Basis des Massenwirkungsgesetzes. Unter Verwendung zahlreicher Parame-
ter aus in vitro-Messungen der Literatur konnten alle benétigten Geschwindig-
keitskonstanten, sowie Protein- und Metabolitkonzentration angegeben werden.
In Simulationsstudien wurde gezeigt, dass die mit in vitro-Messungen gewonnen
Parameter zur Beschreibung von in vivo-Phdnomenen verwendet werden kdnnen.

Im Rahmen dieser Dissertation wird das von Rohwer et al. entwickelte Modell
herangezogen, auf das Sucrose PTS Ubertragen und um den EI-Monomer-Dimer-
Zyklus erweitert. Dies ist in Kap. 3.2 ausfuhrlich beschrieben. Durch zahlreiche
Experimente konnten auBerdem unsichere Parameter identifiziert werden und so
das Gesamtmodell validiert werden (Kap. 4.8). Die Verschaltung des Modells des
Sucrose PTS mit einem Modell fur die Glykolyse bringt das PTS in einen weiteren
Zusammenhang und zeigt die Verwendbarkeit des Sucrosemodells in umfassen-
deren Modellen (Kap. 3.3).
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1.4 Signalverarbeitung Uber die Phosphotransfera-
sesysteme

Neben der Transportfunktion erflllen die PTSs in E. coli eine wichtige Rolle als
ein signalverarbeitendes und -generierendes System innerhalb des Kohlenhydrat-
Stoffwechsels (gestrichelte Pfeile in Abb. 1.3, Seite 35). Die PTSs stehen in einer
zentralen Position der zelluldren Funktionseinheit “Kohlenstoff-Metabolismus”
[80]. Die PTS-Signalverarbeitung kann daher als ein Kriterium zur Abgrenzung
dieser Funktionseinheit herangezogen werden. Mit der Frage der Abgrenzung von
Bereichen des Stoffwechsels beschéftigt sich Kap. 3.5. Das wichtigste regulato-
risch wirkende PTS-Protein ist EIIA"". Es ist an den beiden im ersten Teilkapitel
(1.4.1) beschriebenen Phdnomenen Katabolitenrepression und Induktorausschluss
beteiligt. In der PTS-vermittelten Kohlenhydrat-Chemotaxis spielt dagegen El ei-
ne wichtige Rolle (Kap. 1.4.2). Dies konnte auch durch Simulationsstudien in
dieser Arbeit weiter untermauert werden (Kap. 4.9.2). Weitere Wechselwirkungen
zwischen PTS- und Nicht-PTS-Proteinen, auf die hier nicht genauer eingegangen
werden soll, betreffen die Regulation der Gluconeogenese und verwandter Pro-
zesse durch den Repressor des fru-Operons FruR, die Interaktion zwischen El,
der Acetatkinase und moglichen anderen Kinasen und die mdgliche Verbindung
zwischen dem PTS und der Stickstoff-Regulation [122]. Auf die Induktion von
DgsA (Mlc) durch EINICB&! wurde bereits hingewiesen [120].

1.4.1 Katabolitenrepression und Induktorausschluss

Alle PTSs einer Zelle kdnnen als ein einziges Signalverarbeitungssystem betrach-
tet werden, das an der Kohlenstoff-Katabolitenrepression beteiligt ist. Die Zel-
le misst ihren katabolischen Energiezustand, speziell das Phosphoenolpyruvat:
Pyruvat-Verhéltnis, durch dieses System und veréndert entsprechend die Expressi-
on tranportierender und katabolischer Enzyme [76, 84]. Alle Gene, deren Genpro-
dukte in der “Nahrungssuche” involviert sind, werden von Promotoren exprimiert,
deren Transkriptionsrate vom globalen Regulator cAMP-receptor protein CrpA
(Gen crpA) abhéngt. Diese Gene bilden zusammen das crpA-Modulon. Der Trans-
port der Phosphorylgruppe vom PEP zum Substrat tiber die PTS-Proteine fuhrt zu
verschiedenen Phosphorylierungsgraden dieser Proteine. Wachsen Zellen auf ei-
nem im Uberschuss vorhandenen Substrat, liegen die PTS-Proteine, im speziellen
ENAC™, in nicht-phosphorylierter Form vor. In dieser Form hemmt EIAC"" die
Aufnahme, bzw. Verstoffwechselung der meisten Nicht-PTS-Substrate, wie zum
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Beispiel Lactose, Galactose, Glycerin und Melobiose. Dieser Prozess wird Induk-
torausschluss genannt [50, 109]. In kohlenhydratlimitierten Zellen dagegen liegen
die PTS-Proteine in phosphorylierter Form vor. Das phosphorylierte EIIAC™-P
aktiviert auf eine unverstandene Art die Adenylatcyclase CyaA (Gen cyaA). Die-
ses Enzym setzt ATP in das Alarmon cAMP um, dessen Konzentration den Hun-
gerzustand der Zelle widerspiegelt. CAMP kann an das CAMP-receptor protein
CrpA binden und der entstandene Komplex kann wiederum aktiviert alle Promo-
toren des crpA-Modulons. Hunger erhoht daher auf globale Art die Genexpres-
sion des Katabolismus, wahrend Uberschussbedingungen zur Katabolitenrepres-
sion oder korrekter zur Nicht-Aktivierung des crpA-Modulons fiihren [73, 137].
Die Induktorkonzentrationen werden dabei streng durch die Substratkonzentrati-
on reguliert [36]. Wie bereits erwahnt, aktiviert der cCAMP.CrpA-Komplex auch
die Expression des ptsG-Genes, was ebenfalls eine wichtige Rolle fir diese Regu-
lationsvorgange spielt [63]. Neben der Regulation iber CAMP scheint auch eine
Veranderung der CrpA-Konzentration wichtig zu sein [52, 58].

Auch Nicht-PTS-Substrate, wie Glucose-6-Phosphat (Glc6P), Gluconat (GlIt) und
Lactose (Lac) kénnen zu Katabolitenrepression durch niedrige cAMP-Konzentrationen
und zu Induktorausschluss fiihren [52, 54]. Um die Rolle des PEP:Prv-Verhétnisses
endgltig klaren zu kénnen, fehlten bisher exakte analytische Methoden [53].

1.4.2 PTS-vermittelte Kohlenhydrat-Chemotaxis

Der Signaltransduktionsweg der Chemotaxis ist das Paradebeispiel eines rezep-
torregulierten Zwei-Komponenten-Signaltransduktionsweges. Dieser vergleichs-
weise einfache Signalweg zeigt viele grundsatzliche Prinzipien, aber auch noch
viele offene Fragen der Signaltransduktion innerhalb der Biologie auf [35].

Die “gerichtete” Schwimmbewegung von Bakterien (Taxis) kann als Folge eines
stdndigen Umschaltens zwischen zwei Zustdnden beschrieben werden. Wird ein
Konzentrationsgradient eines Lockstoffs in einer Lsung vorgegeben, spiegelt die
Schwimmbewegung des Bakteriums die unterschiedlichen Konzentrationen wi-
der, durch die sich das Bakterium bewegt (Chemotaxis). Schwimmt das Bakterium
Escherichia coli durch Bereiche mit einem ansteigenden Lockstoffkonzentrations-
gradienten, wird ein Signal an den Antriebsmotor gesendet, das die Wahrschein-
lichkeit einer Taumelbewegung verringert und eine Bewegung des Bakteriums in
Richtung des Gradienten bewirkt. Ahnliches gilt in umgekehrter Richtung.

Escherichia coli und andere bewegliche Bakterien erkennen viele Kohlenhydrate
als chemische Lockstoffe. Einige, wie Maltose, Galactose und Ribose, werden
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durch Transmembransensoren (MCPs - methyl-accepting chemotaxis proteins)
wahrgenommen (Abb. 1.7). MCP-Molekiile transportieren keine Kohlenhydrate
in die Zelle, messen aber extrazelluldre Lockstoffkonzentrationen durch Wech-
selwirkung mit einer periplasmatischen Bindedomane. Der Reiz wird durch die
Membran zur cytoplasmatischen Domane Ubertragen, die wiederum mit den Ro-
tationsschaltern am Flagellenmotor kommuniziert. Dies bewirkt die Kontrolle der
Schwimmbewegungen der Zelle [97, 119, 35]. Es werden hierfur verschiedene
cytoplasmatische Proteine, vor allem CheA und CheY bendtigt. CheA autophos-
phoryliert und Ubertragt die Phosphorylgruppe auf CheY. Die Phosphorylierung
von CheY induziert eine Konformationsédnderung, die eine Interaktion mit dem
Flagellenschalter erméglicht und so zu Flagellenrotation im Uhrzeigersinn (Tau-
meln oder Zufallsbewegung) fiihrt. Rotation gegen den Uhrzeigersinn (Morwaérts-
bewegung) ist der Standardzustand. Das kurzlebige phospho-CheY zerfallt durch
selbstkatalysierte Reaktion, eine Reaktion, die durch ein weiteres Protein (CheZ)
gesteigert wird. MCP kontrolliert den Fluss der Phosphorylgruppen durch die-
ses Signalverarbeitungssystem mittels Veranderung der Autophosphorylierungs-
rate von CheA durch Ligandbindung. Ein Anstieg in der Lockstoffkonzentration
bedingt die Hemmung von CheA und so eine gerichtete Vorwértsbewegung, wo-
gegen ein Abfallen der Attraktorkonzentration zur Stimulierung von CheA und
somit zur Taumelbewegung fuhrt [97]. Fir die MCP-abhangige Chemotaxis konn-
te ein Computerprogramm zu Simulationszwecken entwickelt werden, dass den
Phénotyp zahlreicher Mutanten, in denen Konzentrationen einzelner Komponen-
ten veréndert waren, reproduzieren konnte [13].

Kohlenhydrat-Lockstoffe, wie Mannitol, Mannose und Glucitol werden durch einen
anderen Mechanismus wahrgenommen (Abb. 1.7). Diese Stoffe werden durch
PEP-abhéngige PTS in die Zelle transportiert und wahrend des Transportvor-
gangs als Lockstoffe wahrgenommen. Es ist bekannt, dass die Stoffe aufgenom-
men werden missen, um Chemotaxis auszuldsen. Stoffwechsel ist dagegen nicht
notwendig. Daher 16sen auch nicht verstoffwechselbare Analoga Chemotaxis aus.
Aufgrund experimenteller Beobachtungen wurde die Hypothese formuliert, dass
Phosphorylibertragung Gber das PTS ein Signal erzeugt, das Flagellenrotation im
Uhrzeigersinn unterdriickt und so eine Schwimmbewegung zur héheren Substrat-
konzentration fordert [97].

Die Signalverbindung zwischen der PTS- und der MCP-Chemotaxis war lange
unklar. MCPs werden nicht direkt fiir die PTS-Chemotaxis benétigt, CheA und
CheY dagegen schon, was zu der Hypothese fiihrte, dass das PTS ebenfalls den
Gehalt an phospho-CheY moduliert und evt. die CheA-Aktivitat.

Escherichia coli besitzt etwa 20 Ells, die jedes fir sich als Chemorezeptor fir das
jeweilige Substrat dienen. Weder die Bindung eines Substrats an ein Ell, noch die
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Abbildung 1.7: MCP- und PTS-vermittelte Chemotaxis in Escherichia coli.
Symbole wie in Abb. 1.3, Seite 35.

Bildung von intrazelluldren Kohlenhydrat-Phosphaten I6sen eine chemotaktische
Reaktion aus. Im Gegensatz dazu sind die allgemeinen PTS-Proteine HPr und EI
sowohl fur den Transport als auch die Chemotaxis notwendig. Das Flagellensignal
entsteht durch eine transportbedingte Veranderung des Phosphatflusses durch die-
se allgemeinen PTS-Komponenten. Mutantenstimme mit HPr-&hnlichen Protei-
nen, die in der Phosphat-Transportrate vom El reduziert waren, zeigten Transport-,
aber keine Chemotaxisaktivitat. Dies fuhrte zu der Annahme, dass der Phospho-
rylierungsgrad des EI die Verbindung zum MCP-Signalweg schafft. Gereinigtes
dephosphoryliertes EI hemmt im Gegensatz zum phosphorylierten EI~P die Au-
tophosphorylierung des CheA [97].

Folgende biologische Modellvorstellung wurde formuliert: Wahrend der Aufnah-
me eines PTS-Substrats wird EI schneller dephosphoryliert durch HPr als phos-
phoryliert durch PEP. Unphosphoryliertes EI hduft sich an und inhibiert die CheA-
Autophosphorylierung. Der Phosphat-Fluss zum CheY verringert sich. Dies fiihrt
zu einer gerichteten Schwimmbewegung. Es wird angenommen, dass der geschwin-
digkeitsbestimmenden EI-Monomer-Dimer-Zyklus hier eine zentrale Rolle spielt.
Experimentell Gberprift wurde dieses Modell durch das Vermessen der Transpor-
taktivitaten von EI zu HPr und von HPr zu EIll und der Bestimmung der Fahigkeit
Chemotaxis durchzufuhren. Eine Reduktion der Transportaktivitat vom EI um
Faktor 2 verhindert bereits ein bedeutungsvolles Chemotaxis-Signal [97]. Diese
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Mutanten wurden in Simulationsstudien untersucht (siehe Kap. 4.9.2). Auch ein
grolRer intrazellularer Pool an unphosphorylierten EI-Molekiilen sollte die PTS-
Chemotaxis verhindern [3].

Bei allen Untersuchungen des PTS, so auch hier, tritt das Problem der Komplex-
bildung (’molecular crowding’) in vivo und Veranderung der Reaktionsraten und
-konstanten im Gegensatz zu den in vitro, unter anderen Bedingungen bestimmten
Werten. Unter in vivo-Bedingungen liegt moglicherweise ein grolRer Prozentsatz
der PTS-Proteine im Komplex vor. Dies kann in Simulationsstudien, durch Erho-
hung der Proteinkonzentration, bzw. Betrachtung einer groReren Bandbreite der
betroffenen Reaktionskonstanten berticksichtigt werden [132].

1.5 Aufgabenstellung

Ziel der Arbeit ist, ein mathematisches Modell des Sucrose PTS zu erstellen und
dieses Modell experimentell zu Gberprifen. E. coli besitzt etwa 20 PTSs zum
Transport verschiedener Kohlenhydrate in die Zelle. Die PTSs besitzen kohlen-
hydratspezifische Enzyme, wie den jeweiligen Transporter, der sich in der cy-
toplasmatischen Membran befindet. Fir das Kohelnhydrat Sucrose sind dies der
Transporter EIIBC*" und EIIA®"". Das Enzym | und auch, mit Einschrankungen,
HPr versorgen alle PTSs mit Phosphorylgruppen und werden daher als allgemei-
ne PTS-Proteine bezeichnet. Diese vier erwéhnten Proteine bilden das Sucrose
PTS. Alle PTSs einer Zelle kdnnen als ein einziges Signaltransduktionssystem
verstanden werden, dass in der Kohlenstoff-Katabolitenrepression involviert ist.
Sowohl die extrazelluldre Konzentration an Kohlenhydrat, als auch der intrazel-
luldre Energiezustand der Zelle werden auf biologische Art verrechnet und ver-
schiedene regulatorisch-wirkende Signale erzeugt, die den Metabolismus auf viel-
faltige Art beeinflussen. Bei der Katabolitenrepression spielt die phosphorylierte
Form des EIIAC"™ eine entscheinde Rolle, indem es die Adenylatzyklase aktiviert,
was zur Produktion des wichtigen second Signalmolekuls cAMP fihrt. Die nicht-
phosphorylierte Form des EIIA®" ist beim Induktorausschluss beteiligt und das
El ist bei der PTS-vermittelten Chemotaxis von wichtiger Bedeutung. Im Rah-
men dieser Arbeit wurde ein mathematisches Modell des Sucrose PTS erstellt.
Dabei lag das Hauptaugenmerk auf der Beschreibung der Signaltransduktionsei-
genschaften, das heisst auf der Beschreibung der Abh&ngigkeit der wichtigen re-
gulatorischen PTS-Signale von der extrazelluldren Sucrosekonzentration und der
Konzentration der intrazelluldaren PEP und Pyruvatkonzentrationen. Eine exakte
Beschreibung der Signalverarbeitung des PTS als zentrales Signaltranduktionssy-
stem des Kohlenstoff-Metabolimus ist ein wichtiger Beitrag zur mathematischen
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Beschreibung der Vorgange der Katabolitenrepression, des Induktorausschlusses
und der PTS-vermittelten Chemotaxis und zur Erstellung eines ganzheitlichen
Modells von E. coli. Zur experimentellen Uberpriifung des Modells des Sucrose
PTS wurden verschiedene Untersuchungen durchgefuhrt und die dafur notwendi-
gen analytischen Methoden entwickelt. Dies betraf insbesondere die Bestimmung
der Konzentrationen der intrazellularen Metabolite PEP und Pyruvat.

Im Rahmen dieser Dissertation wird von der Gesamtheit aller 20 Phosphotrans-
ferasesysteme (PTSs) gesprochen, wenn allgemeine, fir alle PTSs geltende Aus-
sagen getroffen werden, als auch vom Sucrose PTS als speziellem, hier mathema-
tisch und experimentell bearbeitetem System. Die Einzahl Phosphotransferasesy-
stem (PTS) beschreibt das PTS, verstanden als ein Signaltransduktionssystem.

48



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Experimente und Prozessfihrung

2.1.1 Medien

Zur Stammbhaltung wurden die Bakterien in Vollmedium (Tab. 2.1) mit 50% (v/v)
Glycerin bei -20°C eingefroren. Die Anzucht von Escherichia coli LJ210 ist in
Abb. 2.1 zusammengefasst. Ausgehend von der Stammkultur wurde 100 wl in
50 ml LBy-Medium angeziichtet. Die Kultivierung erfolgte fur 8 h in einem Was-
serbadschdttler bei 37 °C mit 120 U/min. Dann wurden je nach Optischer Dichte
der 1. Vorkultur etwa 500 I in 200 ml einer 2. Vorkultur mit synthetischem Me-
dium (Minimalmedium MM, Tab. 2.2) tberfiihrt und bei gleichen Bedingungen
16 h inkubiert. Alle Kultivierungen im Erlenmeyerkolben wurden mit einer Draht-
spirale aus Edelstahl durchgefuhrt, um die Beliiftung zu verbessern. Zur Beimp-
fung des Fermenters wurden 150 ml der 2. Vorkultur ad 1.55 | Batch-Medium
(Tab. 2.3) angeimpft.

| Vollmedium | |
Fleischextrakt | 20 g/l
Hefeextrakt | 10 g/l
Glycerin 2549/

Tabelle 2.1: Zusammensetzung des Vollmediums fur Stammhaltung und 1. Vor-
kultur. Fleischextrakt und Hefeextrakt wurden eingewogen, geldst
und bei 121°C und 1 bar Uberdruck fiir 30 min autoklaviert. Glyce-
rin wurde danach sterilfiltriert und zugegeben.
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Stammkultur Vollmedium synthetisches Medium
50 % Glycerol 8h 16h
-20°C 37°C 37°C

Abbildung 2.1: Anzuchtschema des Stammes Escherichia coli LJ210

Minimalmedium MM+ | |

NaH,PO, 34 mM
KyHPO, 64 mM
(NH4)QSO4 20 mM

C-Quelle (Sucrose, Glycerin, ...) | 5d/l
MgSO, 0.3 mM

ZnCl, 1uM

CaCl, 10 uM

FeSO, 1uM

Tabelle 2.2: Zusammensetzung des synthetischen Nahrmediums fir die 2. Vor-
kultur. Die Mediumsbestandteile wurden eingewogen, geldst und
sterilfiltriert (0.2 um PorengrdRe).
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| Batch-Medium | |

NaCl 19/
KyHPO, 10 mM
(NH4)QSO4 20 mM
Sucrose 59/l
EDTA 0.06 g/l
MgSO, 2.1 uM
ZnCl, 0.0069 uM
CaCl, 0.07 uM
FeCls 0.33 uM

Tabelle 2.3: Zusammensetzung des Néhrmediums flr die absatzweise Pro-
zessfuhrung im Fermenter (Batch-Medium). Die Mediumsbestand-
teile wurden eingewogen, geldst und sterilfiltriert (0.2 um Poren-
groRe).

Alle verwendeten Chemikalien stammen aus kommerziellem Bezug.

2.1.1.1 Medienoptimierung

In einigen Vorexperimenten zeigte sich, dass die Biomassekonzentration im Laufe
der stationdren kontinuierlichen Prozessfiuihrung im Fermenter stetig abnahm. Zur
Ermittlung eines mdglichen Nahrstoffmangels [61, 101] wurde eine Elementa-
ranalyse basierend auf der durchschnittlichen Elementarzusammensetzung einer
E.coli-Zelle [96] und des in den Vorversuchen verwendeten Mediums durchge-
fuhrt. Dabei zeigte sich, dass alle Elemente bis auf Calcium und Eisen in ausrei-
chender Menge im Medium zur Verfiigung gestellt wurden. Calcium erwies sich
aber in Hochzelldichtefermentationen als unkritischer Parameter [128]. Als kri-
tisch erwies sich dagegen die Eisenkonzentration. Im Medium, das dann in dieser
Arbeit Verwendung fand, wurde die Eisenkonzentration deutlich erhéht. Dies wur-
de durch den Einsatz des besser 16slichen Fe3*, statt Fe>* und die Verwendung des
Komplexbildners EDTA mdglich [106, 145]. Die einzusetzende Menge an EDTA
wurde in Vorversuchen ermittelt. Das sich ergebende Medium fir die kontinuierli-
che Prozessfuhrung ist in Tab. 2.4 zusammengefasst. In kontinuierlichen Fermen-
tationen wurde damit eine stationdre Biomassekonzentration erreicht. Ammonium
und Phosphat wurden in ausreichender Menge zugefiihrt, so dass das erste limi-
tierende Substrat stets der Zucker war, was durch Kontrollmessungen verifiziert
wurde.
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| Konti-Medium | |

NaCl 19/
KyHPO, 7 mM
(NH4)QSO4 45 mM
Sucrose 17 g/l
EDTA 0.25 g/l
MgSO, 24 uM
ZnCl, 0.08 uM
CaCl, 0.8 uM
FeCls 4 uM

Tabelle 2.4: Zusammensetzung des Nahrmediums flr die kontinuierliche Pro-
zessflihrung im Chemostaten. Die Mediumsbestandteile wurden
eingewogen, geldst und sterilfiltriert (0.2 um Porengréfie).

2.1.2 Verwendete Apparate und Anlagen

Fur alle Schittelkolbenexperimente und die Anzucht der Mikroorganismen wurde
ein Wasserbadschittler der Firma Infors verwendet.

Die absatzweise und kontinuierliche Fermentation wurde nach dem chemostati-
schen Prinzip in einem Rihrreaktor des Typs KLF 2000 (Bioengineering,Wald,
Schweiz) mit einem Arbeitsvolumen von 1.5 | unter aeroben und semi-aeroben
Bediungungen (Kap. 2.1.3) durchgefuhrt. Die Anlage verfuigt Gber Mess- und Re-
geleinrichtungen fur Temperatur, Druck, Drehzahl, pH-Wert und Beliftung. Zur
Messung der Volumenfraktion von Sauerstoff Y o, und Kohlendioxid Y ¢o, wird
das Fermenterabgas durch eine Trocknungseinheit einem Abgasanalysator des
Typs Siemens Ultramat/Oxymat 6 zugefuihrt. Abb. 2.2 zeigt den schematischen
Aufbau der Versuchsanlage. Durch die Anbindung der Anlage an das Prozesslei-
tsystem Simatic S7 mit der graphischen Benutzeroberflache WinCC der Firma
Siemens konnten Regler flr den Substratzulauf und die Gel6stsauerstoffkonzen-
tration (Kap. 4.1) realisiert werden. Durch die freie Programmierbarkeit der Soft-
ware konnen auch anspruchsvollere Verfahren implementiert und getestet wer-
den. Das Prozessleitsystem dient im Laborbetrieb vor allem dem Bedienen und
Beobachten der gefahrenen Anlagen. Des Weiteren werden alle on-line verflg-
baren MessgroRen aufgenommen, dargestellt und archiviert. Schaumbildung wur-
de durch einen Schaumsensor mit daran gekoppelter Antischaummittel-Zugabe
(Contraspum, Firma Zschimmer und Schwarz, Lahnstein) unterdriickt. Zur Re-
gelung des pH-Werts wurde 1 N NaOH verwendet. Die Temperierung erfolgt
uber Heiz- und Kuhlfinger. Die in situ-Sterilisierung wird durch Durchstromen
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Abbildung 2.2: Schematischer Aufbau der Fermenteranlage

mit heissem Wasserdampf erreicht. Die Entnahme von Proben erfolgte Gber ein
sterilisierbares Probenahmeventil oder fir die Bestimmung intrazellularer Meta-
bolite mittels der Schnellen Probenahmetechnik (Abb. 4.2, Seite 87).

Zum Gefriertrocknen wurde das Gerdt Lyovac GT2 der Firma Finn-Aqua ein-
gesetzt. Die Bestimmung der Optischen Dichte der Kulturen und die enzymati-
schen Tests wurden mit einem Photometer des Typs Ultrospec 2000 der Firma
Pharmacia Biotech und dem Software-Paket Swift durchgefuhrt. Eine bei 560 nm
gemessene Extinktionseinheit entspricht 0.32 ¢g7'S/l (Trockensubstanz). Fur die
Trockensubstanz pro Zelle wurde 2.8 - 10~13¢ verwendet [114] und fir das durch-
schnittliche Zellvolumen 6.83 - 10%6] [161]. Dies ergab einen Umrechnungsfaktor
zwischen den Einheiten von: 1 [umol/gT'S| = 410[uM]|

2.1.3 Durchgefiihrte Experimente im Fermenter

Zur quantitativen Charakterisierung der Signalverarbeitung uber das PTS wurden
Experimente im Fermenter durchgefuhrt. Vor der Beimpfung mit dem, durch das
beschriebene Anzucht-Schema (Abb. 2.1) erreichten Inoculum, wurde der Fer-
menter nach der in situ-Sterilisierung mit dem Batch-Medium (Tab. 2.3) befiillt.
Der absatzweise Betrieb wurde in einem Volumen von 1.55 | durchgefiihrt. Eine
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ausreichende Sauerstoffversorgung wurde sichergestellt. Bei allen Experimenten,
bis auf die Experimente mit Sauerstofflimitierung sank der Sauerstoffpartialdruck
pO, im Medium nie unter 20% des Sattigungsdrucks und damit die Sauerstoff-
konzentration nie unter 1.3 mg/l. Der Séttigungsdruck wurde bei Normaldruck
und einer Temperatur von 37°C mittels Begasung des sterilen Mediums mit Luft
ermittelt. Wenn nicht anders erwahnt, war die Ruhrerdrehzahl 1000 U/min und
die Bellftungsrate 1 I/min. Die Temperatur betrug fir alle durchgefihrten Ex-
perimente 37°C. Beim Erreichen der Ubergangsphase zwischen exponentiellem
und stationdrem Wachstum wurde durch Einschalten der Zulaufsteuerung und der
Ablaufregelung auf kontinuierliche Prozessfihrung umgeschaltet. Das Volumen
wurde hierbei auf 1.4 | verringert.

Der kontinuierliche Prozess wurde, wenn nicht anders beschrieben, mit einer kon-
stanten Verdinnungsrate D = 0.1 h~! stationar betrieben. Die Verdiinnungsrate
D berechnet sich aus dem Quotienten aus stationdrem Volumenstrom und Fer-
mentervolumen:

q
D=— 2.1
A (2.1)
mit dem stationédrer Volumenzu- und -abstrom ¢ = ¢.., = g, Und dem Fermenter-
volumen V5.

Das zur pH-Wert-Regelung zugefiihrte Laugenvolumen wurde durch eine Verrin-
gerung des Mediumvolumens ausgeglichen. Es wurden stationdre Werte extra-
und intrazellularer Metabolite bis zu einer Verdiinnungsrate bis D = 0.4 h~! ge-
messen (Kap. 4.3).

Zur Charakterisierung des Verhaltens des Signaltransduktionssystems bei dyna-
mischen Verdnderungen und damit der Validierung des dynamischen Modells
(Kap. 3.2 und Kap. 3.3) wurden D-Sprung-, Puls- und Fitterungsstop-Experimente
durchgefiihrt. Bei einem D-Sprung wird die stationdre Verdiinnungsrate sprung-
haft auf einen neuen stationaren Wert verandert und die Reaktion des Systems, d.h.
die Zeitverlaufe der Konzentrationen wichtiger Metabolite vermessen (Kap. 4.5).
Der Sprung wird durch eine Sollwertdnderung in der Zulaufsteuerung erreicht. Bei
Pulsexperimenten wurde die Sucrosekonzentration der Fermenterbriihe sprung-
haft erhoht. Die Kultur ist hierbei bei einer niedrigen Verdiinnungsrate von D =
0.1 =% in zuckerlimitiertem Zustand. Der Puls wurde durch eine manuelle Zu-
gabe von 5 ml einer konzentrierten Sucroseldsung (84 g/!) realisiert. Der Zulauf
wurde dabei nicht verandert. Die Zeitverldufe entsprechender Metabolite sind in
Kap. 4.4 gezeigt. Beim Futterungsstop-Experiment wurde ebenfalls ausgehend
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von der stationaren Kultur bei D = 0.1 h~! der Zulauf abgestellt und nach 4 Minu-
ten wieder angestellt. Auch hier sind Zeitverlaufe aufgenommen worden (Kap. 4.6).

Zur Untersuchung der Veranderungen des Phosphoenolpyruvat: Pyruvat-Verhéltnis
bei niedrigen Geldstsauerstoffkonzentrationen wurden stationédre kontinuierliche
Kulturen bei limitierenden Sauerstoffpartialdriicken von 5 % und 10 % der Satti-
gung vermessen (Kap. 4.7). Die regelungstechnische Realisierung dieser prozess-
technischen Aufgabe wurde in Kap. 4.1 beschrieben.

2.1.4 Bestimmung intrazellularer Stoffe
2.1.4.1 Phosphoenolpyruvat (PEP) und Pyruvat (Prv)

Die Konzentrationen an PEP und Prv in den aufgearbeiteten Proben wurden durch
einen zweistufigen, gekoppelten enzymatischen Test bestimmt [10]. Dabei wird
die Menge des durch PEP und Prv iber Pyruvatkinase und Lactatdehydrogenase
verbrauchten NADH spektrophotometrisch bei 340 nm gemessen. Es laufen dabei
folgende Reaktionen ab:

Pyruvatkinase : PEP + ADP — Pyruvat + AT P (2.2)

Lactatdehydrogenase : Pyruvat + NADH — Lactat + NAD™ (2.3)

2.1.4.2 Glucose 6-phosphat (GlIc6P), Fructose 6-phosphat (Fru6P) und Fruc-
tose (Fru)

Auch die Konzentrationen an GIc6P, Fru6P und Fru wurden durch einen mehrstu-
figen, gekoppelten enzymatischen Test bestimmt [10]. Dabei wurde die Menge des
uber Hexokinase, Phosphoglucoisomerase und Glucose-6-phosphatdehydrogenase
gebildete NADPH spektrophotometrisch bei 340 nm gemessen. Die dabei ablau-
fenden enzymkatalysierten Reaktionen sind:

Hexokinase : Fru+ ATP — Fru6P + ADP (2.4)

PGI : Fru6P — Glc6P (2.5)

G6PDH : Glc6P + NADP' — Phosphogluconolacton + NADPH + H*
(2.6)

Phosphogluconolacton + HoO — Phosphogluconat (2.7)
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2.1.4.3 Zyklisches Adenosinmonophosphat (CAMP)

Die Messung der Proben wurde mit einem radioaktivem Test (Fa. Amersham,
code TRK432) unter Verwendung von [? H]-markiertem cAMP durchgefiihrt.

2.1.4.4 Phosphorylierungsgrad des EIHA®™"

Das Verhaltnis des phosphorylierten zur Gesamtmenge an EIIA“"" (Phosphory-
lierungsgrad) wurde wie in [152] beschrieben bestimmt. Nach Probenahme und
Zellaufschluss in Natronlauge, Neutralisation mit Natriumacetat und Zugabe von
Ethanol, wurden die Proben tber Nacht bei -70°C inkubiert. Nach Aufnahme in
SDS-Probenpuffer wurde die Probe im SDS-Polyacrylamid-Gel elektrophoretisch
aufgetrennt. Nach Western-Hybridisierung wurden die Crr-Banden mit polyklona-
len anti-EIAC™-Antikorpern und Peroxidase-konjugierten sekundéren Antikor-
pern detektiert [58]. Der anti-EIIAC""-Antikorper wurde freundlicherweise von
der Arbeitsgruppe Genetik (Prof. Lengeler), Osnabriick zur Verfugung gestellt
und ist ein polyklonaler Antikdérper aus Kaninchen, die mit His6-EIA immuni-
siert wurden. Die Qualitat ist gut. Es zeigen sich nur wenige unspezifische Ban-
den. Die Quantifizierung erfolgte mittels Bildverarbeitung.

2.1.4.5 Makromolekilzusammensetzung

Zur Bestimmung der Metabolitabfliisse in der Metabolischen Flussanalyse (Kap. 3.3.1)
wurde die Makromolekilzusammensetzung der Zelle bendétigt. Erganzend zu be-
reits vorhandenen Werten [14] wurden in ausgewahlten Experimenten die Gehalte

an DNA [91], RNA [1] und Protein [91] mit etablierten Methoden gemessen.

2.1.5 Bestimmung extrazellularer Stoffe

Die Bestimmung extrazellul&rer Konzentrationen wird oft als unproblematisch an-
gesehen. Dass dies nicht immer so ist, zeigte der Versuch der Bestimmung des ex-
trazellularen Prv und PEP aus der stationdren kontinuierlichen Fermentation. Die
Probe wird in ein vorgekuhltes Reagenzglas aufgenommen, 5 Minuten bei 1°C
zentrifugiert und danach sofort filtriert (Methode 6, Abb. B.6). Es ergeben sich
Konzentration fir Prv von 0.05 mM und fir PEP von 0.3 mM (0.6 umol/gTS).
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Stockt man die Uberstande direkt nach der Probenahme mit Standard auf, be-
tragt die Wiederfindung bei Prv 0-10% und bei PEP 20-70% bei starker Streuung.
Die verschiedenen Wiederfindungsraten kénnen mit einem aktiven Transportsy-
stem fur das Garprodukt Prv erkléart werden. Das Abkuhlen der Zellsuspension
erfolgt im Reagenzglas, das im Eisbad gekihlt wird, zu langsam. Dass heilit, die
mit dieser Methode gemessenen Werte sind sehr ungenau und kénnen nur als Ab-
schatzung dienen. Dasselbe gilt auch fur Probenahme in -20°C-kalte Spritzen mit
Edelstahlkugeln und sofortiger Filtration (Methode 7, Abb. B.7). Unkritisch ist
die Bestimmung aus dem Uberstand, wenn der Metabolit in hoher Konzentration
im Uberstand vorliegt, da es dann nur zu einer geringen relativen Veranderung der
Konzentration wéhrend der Zeit der Probenahme kommt. So konnten fiir die ex-
ponentielle Batch-Phase Konzentrationen von bis zu 400 mM fur Prv und 14mM
fur PEP bestimmt werden. Die relativ hohe Konzentration des energiereichen PEP
ist eventuell durch Zelllyse wéhrend der Batch-Phase zu erklaren.
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Kapitel 3

Modellierung, Simulation und
Identifikation

3.1 Modellierungssystematik

Die Analyse komplexer physiologischer Netzwerke, wie in Abb. 3.1 beispiel-
haft veranschaulicht, wird durch die grofe Anzahl an regulatorisch wirksamen
Vorwarts- und Rickkopplungsschleifen (feedforward- und feedback) erschwert
[73]. Ein Uberblick tiber die Ansatze zur mathematischen Modellierung und Ana-
lyse in der Biotechnologie wird in [9] und [167] gegeben. Fiir E. coli wurde in den
letzten 20 Jahren ein Einzelzellmodell entwickelt [27, 149]. Das Modell bezieht
die Makromolekiilzusammensetzung, einige Signalmolekdile und andere Parame-
ter wie Zellvolumen und -oberflache mit ein. Strukturierende Elemente werden
nicht betrachtet und das Modell ist schwer zu verstehen und zu veréndern. Ein
weiterer Ansatz, die sogenannten kybernetischen Modelle, wurden von Ramkris-
hna et al. entwickelt [156], um sowohl den sequentiellen, als auch den gleich-
zeitigen Verbrauch von Substraten zu beschreiben. Der Vorteil dieses Ansatzes
ist die Mdglichkeit, das Wachstumsverhalten auf verschiedenen Substraten vor-
herzusagen, wenn als Basis Wachstumsexperimente auf einem einzelnen Substrat
herangezogen werden. Nachteile sind, dass weder der spezifische Mechanismus
der Induktion und Repression, noch die hierarchische Struktur des regulatorischen
Netzwerkes in Betracht gezogen werden [74].

Ein neuer Ansatz [73], der auch in dieser Arbeit verwendet wurde, basiert auf
dem Konzept, dass sich der zelluldre Metabolismus in Funktionseinheiten struk-
turieren lasst, die zur Modellierung verwendet werden kdnnen [80, 82]. Komplexe

58



oy, ¢

X T |
A (A
N

| %=t —

11 T o=

e e = S
tndy

-

| S ———yy

el
i -

o

I

Abbildung 3.1: Ausschnitt aus der schematischen Darstellung des Stoffwech-
selnetzwerks von Escherichia coli zur Veranschaulichung der
Komplexitét biologischer Systeme

metabolische Netzwerke kdnnen dadurch in kleinere, relevante Einheiten zerlegt
werden. Dies ist notwendig, um Probleme mit einer Vielzahl von Gleichungen und
oft unsicheren Parametern zu vermeiden. Dadurch wird die Modellbildung Gber-
sichtlicher und transparenter. Des Weiteren wird das Auffinden von Strukturen
der zelluldren Regulation erleichtert und dadurch das ganzheitliche Verstandnis
des Metabolismus gefordert [74]. Die Kontrollstrukturen in biologischen Syste-
men konnen oft durch einen hierarchischen Ansatz gegliedert werden. Dies ist in
Abb. 3.2 fur eine bakterielle Zelle schematisch dargestellt [80]. Die Komplexitat
der Einheiten nimmt dabei auf metabolischer und genetischer Ebene zu. Klei-
nere Einheiten bilden Blécke (Operons und Regulons), die unter der Kontrolle
eines spezifischen Regulators stehen. Die Regulatoren groRerer Blocke, wie zum
Beispiel CrpA, RelA und PhoR (Modulons), sind mit einem Signaltransduktions-
netzwerk verbunden, das Anderungen in der Umgebung oder im physiologischen
Zustand (integrierte Information) wahrnimmt (hier nicht dargestellt). Die Modu-
lons kénnen wiederum in noch gréReren Einheiten koordiniert werden, wie zum
Beispiel RpoD, RpoN und RpoH, und so weiter bis schliellich die gesamte Zel-
le erfasst wird [80, 84]. Die Kontrolle wird hierbei durch epistatische und globale
Regulatoren ausgeubt. Allerdings zeigt sich auf der Ebene der globalen Transkrip-
tionsregulatoren eine starke Vernetzung. Sogenannte dicht tiberlappende Regulons
(dense overlapping regulons DOR) kénnen beschrieben werden [148]. Diese ent-
sprechen dem genetischen Begriff des Modulons.
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Abbildung 3.2: Hierarchische Struktur einer bakteriellen Zelle [80]. Erlauterun-
gen im Text.
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Abbildung 3.3: Funktionelle Einheit C-Stoffwechsel in E. coli [80]. Erlauterun-
gen im Text.

In [82] wurden daher drei verbale Kriterien zur Abgrenzung biologischer Funkti-
onseinheiten definiert:

(i) Das Vorhandensein eines enzymatischen Netzwerkes mit einem gemeinsamen
physiologischen Ziel

(if) Dessen Kontrolle auf genetischer Ebene durch ein gemeinsames regulatori-
sches Netzwerk und

(iii) Die Kopplung dieses regulatorischen Netzwerks an die Umgebung (innerbalb
oder auBerhalb der Zelle) durch ein Signaltransduktionsnetzwerk.

Diese Prinzipien wurden auf die Proteinsynthese und Stoffwechselwege ange-
wendet [73]. Der C-Stoffwechsel (“Nahrungssuche”) von E. coli stellt eine sol-
che funktionelle Einheit dar (Abb. 3.3) [80]. Die Einheit ist definiert durch das
gemeinsame Ziel Katabolismus, Energieerzeugung und Chemotaxis; die geneti-
sche Einheit crpA-Modulon und ein gemeinsames Signaltransduktionssystem be-
stehend aus allen PTS der Zelle. Eine detaillierte Darstellung wurde bereits in
Kap. 1.3.1 gegeben. Fur die Chemotaxis-Signalkette bestehen zum Beispiel auch
Quervernetzungen zur generellen, bzw. MCP-vermittelten Chemotaxis-Funktionseinheit
(siehe hierzu auch Kap. 1.4.2). Neben der in dieser Arbeit formulierten Funktions-
einheit C-Stoffwechsel (“Nahrungssuche”) lieRe sich aber auch eine funktionel-
le Einheit ’Chemotaxis’ formulieren, die alle beteiligten Signalketten der MCP-
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ler und Proteinabbau (von links nach rechts und von oben nach
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und der PTS-vermittelten Chemotaxis umfassen kénnte. Dies zeigt, dass die Fra-
ge der Zerlegung komplexer Netzwerkstrukturen in kleinere Funktionseinheiten
mit eigener Funktionalitdt und begrenzter Autonomie noch langst nicht geklart
ist. In der weiteren systembiologischen Forschung wird diese Frage weiter behan-
delt werden missen. Der entwickelte formale Algorithmus kann hierzu ein erster
Schritt zur Beantwortung sein (Kap. 3.5). Die Arbeit beschaftigt sich im Weiteren
mit der mathematischen Beschreibung der Signaltransduktionseigenschaften des
Sucrose PTS innerhalb der funktionellen Einheit C-Stoffwechsel (“Nahrungssu-
che”), sowie der Glykolyse.

Zur Modellierung wurden im héchsten Detaillierungsgrad elementare Modellbau-
steine definiert [70, 73]. Metabolite werden dabei durch Stoffspeicher und enzy-
matische Reaktionen durch Stoffwandler abgebildet. Des Weiteren bestehen Bau-
steine zur Beschreibung von Polymerisations- und Degradationsprozessen, so-
wie fiir die Signalverarbeitung (Abb. 3.4). Der Prozess der Modellbildung wird
dann verstanden als das schrittweise Verschalten und Kombinieren der Teilmodel-
le zu hoher aggregierten Modellstrukturen. Dies wird in Kap. 3.4 mit dem Mo-
dellierungswerkzeug ProMoT fir das PTS gezeigt. Teilmodelle organisieren das
biologische Wissen in zwei Koordinaten. Die strukturelle Koordinate beschreibt
die Anzahl und Art der Ein- und Ausgénge (Terminals). Die Verbindungen zwi-
schen den Teilmodellen werden entsprechend der Art der Terminals festgelegt.
Die verhaltensbeschreibende Koordinate wird durch mathematische Gleichungen
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beschrieben. Eine Verkniipfung beider Koordinaten wird durch die Zuweisung
mathematischer Gleichungen zu den strukturellen Modellbausteinen realisiert. Dies
ist zum Beispiel die Zuweisung einer kinetischen Gleichung zu einem Modellbau-
stein vom Typ Stoffwandler [73, 74].

3.2 Sucrose PTS

Die detaillierte Modellierung des Sucrose PTS wurde basierend auf grundlegen-
den Arbeiten von J.M. Rohwer et al. durchgefiihrt [131, 132]. Hier wurden die
in vitro gemessenen kinetischen Parameter aller Komponenten des Glucose PTS
der Enterobacteriaceae gesammelt. Zur Beantwortung der Frage, ob die in vitro
gemessenen Parameter das in vivo-Verhalten nachbilden kénnen, wurde ein detail-
liertes kinetisches Modell aufgestellt. Jede Phosphotransferreaktion wurde dabei
in zwei Elementarreaktionen zerlegt. Dies ist hier fir die Phosphorylibertragung
vom HPr zum EIAC™™ beispielhaft gezeigt:

HP'r~P+EHA::1 HPr.P.EUA:é HPr+ EITA-P
1 -2

Die erste Elementarreaktion beschreibt dabei die Komplexbildung des Phospho-
ryldonors und des Phosphorylakzeptors und die zweite die Dissoziation des de-
phosphorylierten Donors und des phosphorylierten Akzeptors. Auf der Basis von
Literaturdaten, wie K,,-Werte, Assoziationskonstanten von PTS-Proteinen fir ih-
re Substrate, sowie Gleichgewichts- und Geschwindigkeitskonstanten fur gesam-
te Phosphorylibertragungsreaktionen, konnten alle Geschwindigkeitskonstanten
fiir die Elementarreaktionen berechnet werden. Alle Parameter konnten dabei aus
Literaturdaten gewonnen werden. Es konnte gezeigt werden, dass mit diesem in
vitro-Modell in vivo-Verhalten, wie zum Beispiel bei variierten Proteinkonzentra-
tionen, beschrieben werden kann. Wichtig ist, dass relativ hohe Proteinkonzentra-
tionen verwendet werden. Dies bildet das sogenannte ’molecular crowding’ ab,
also die lokale Erh6hung der Proteinkonzentration aufgrund von Komplexbildung
in vivo, jedoch nicht in vitro [132].

In dieser Arbeit wurde das von Rohwer beschriebene Modell verwendet und er-
weitert. Die zwei Elementarreaktionen wurden dabei jeweils zu einer Gesamt-
Phosphorylibertragungsreaktion zusammengefasst [132]. Das Modell wurde um
den Scr-spezifischen Transporter EIIBCS*" erganzt. Die notwendigen kinetischen
Parameter wurden aus der Literatur entnommen [143, 161, 162]. Des Weiteren
wurde das Modell um den Monomer-Dimer-Zyklus des EI erweitert, wie in Abb. 1.3
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(Seite 35) dargestellt. Dabei bezeichnet EID, EIDP und EIDP2 das nicht-, mono-
und diphosphorylierte EI-Dimer im Gegensatz zu den monomeren Formen EIl und
EIP. Fur die Phosphorylibertragung vom El zum HPr wurde sowohl die Mdglich-
keit der Ubertragung vom EIl-Monomer, als auch vom Dimer aus beriicksichtigt
[20].

Fir die Bildungs- und Zerfallskonstanten des EI-Dimers wurden die bei 6°C ge-
messenen Werte [18, 19] auf 37°C umgerechnet, was flr die Dissoziationskon-
stante k, des phosphorylierten Dimers beispielhaft gezeigt werden soll. Die Dis-
soziation benotigt bei 6°C (279 K) 60 Minuten und bei 23°C (296 K) 15 Minuten.
Unter Verwendung der Arrhenius-Gleichung [147]

k=A.e Ea/RT (3.1)

IRt sich die Aktivierungsenergie F 4 abschatzen:

Fa19K) 1 A enPAMERES G ararc o060/ (3.2)

m 4 - A-e—Ea/(R296K)

= E,4 = 56 k.J/mol (3.3)

Mit dem gleichen Ansatz 1aRt sich dann aus der bei 6°C gemessenen Dissoziati-
onskonstante k(279 K') = 0.001/s des phosphorylierten Dimers die Konstante
fur 37°C (310 K) abschétzen zu:

kq(310 K) = 0.001 /s - £268//mol- (/210K =1/310K)/R — () 0112/5 = 40.3/h (3.4)

Fur die Assoziationskonstante bei 37°C ergibt sich zu &,(310 K) = 1.1 - 10%/M -
s = 1.7-10%gT'S/umol - h. Der hier berechnete Wert liegt im Bereich der meisten
anderen Proteine (105 — 10%/M - s) und nicht, wie der 6°C-Wert um 2-3 Gro-
Renordnungen darunter [66, 151, 17, 124]. Fir das nichtphosphorylierte Dimer
ergeben sich leicht verschiedene Parameter, da K7, fur die nichtphosphorylierte
Form etwa zehnfach hoher als fiir das phosphorylierte Dimer ist [18].

Insgesamt wurde also folgendes Modell fiir das PTS formuliert:
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k1
EID + PEP = EIDP + Prv (1)

k2
EIDP + PEP = EIDP2 + Pru (2)
k3
EIDP2 = 2EIP (3)
k4
EIDP = EI + EIP (4)
k5
2EI = EID (5)
k—5
k6
EIP+ HPr = EI + HPrP (6) (3.5)
k7
EIDP + HPr = EID + HPrP (7)

kS8
EIDP2+ HPr k:gE[DP—i—HPrP (8)

k9
HPrP + EIIA = HPr+ EIIAP (9)

k10
EIIAP + EIIBC k‘ﬁlOEIIA + EIIBCP (10)

k11

EIIBCP + Ser ]fHEIIBCJrSGP (11)
Alle Reaktionen wurden dabei reversibel angesetzt. Lolkema et al. zeigten, dass
der Transporter fir Mannitol EnzymlI™* als Dimer vorliegt und funktionell ist
[92]. Die gesamte Proteinkette des PTS kann als Dimer vorliegen und so die bei-
den als Dimer vorliegenden Transporter mit Phosphorylgruppen versorgen. Dies
wurde in diesem Modell insoweit berticksichtigt, als dass HPr, EIIA und EIIBC
jweils das Monomer, als auch ein Molekil des Dimers bezeichnet. Diese Gleich-
setzung ist dann zuldssig, wenn entweder alle Molekiile als Dimer vorliegen oder
zwischen den kinetischen Konstanten der Molekiile in monomerer oder dimerer
Form kein Unterschied besteht. Es wurde angenommen, dass eine der beiden Vor-
aussetzungen erfillt ist. Die Parameter wurden durch Anpassung an die in Kap. 4
dargestellten Ergebnisse leicht gegeniiber den Literaturwerten verandert und sind
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| Parameter |

k1 8.9¢ + 6 [¢T'S/umol - h]
k_q 5.9¢ + 6 [gT'S/umol - h]
ko 8.9¢ + 6 [¢T'S/umol - h]
k_o 5.9¢ + 6 [¢T'S/umol - h]
s 40.3[1/A]
k_3 1.7e + 6 [¢T'S/pmol - h]
a 40.3[1/R]
k_4 1.7e + 6 [¢gT'S/pumol - h)
s 13.4[1/R]
k_s 5.0e 4+ 6 [¢T'S/umol - h]
ke 3.0e + 8 [¢T'S/umol - h]
k_g 1.2e + 7 [¢gT'S/pmol - h]
kr 2.8¢ 4+ 7[gTS/umol - h]
k_7 2.5e 4+ 7[gTS/umol - h]
kg 2.8¢ 4+ 7[gTS/umol - h]
k_g 2.5¢ 4+ 7[gTS/umol - h]
kg 0.5¢ 4+ 7 [¢gTS/umol - h]
k_g 0.5e¢ 4+ 7 [¢gT'S/umol - h]
k1o 3.0e + 7 [gTS/umol - h]
k_10 L.le+7[¢gT'S/pmol - h]
k11 2.1e+T7[l/gSecr - h
k_11 10.0 [¢T'S/pmol - h)

Tabelle 3.1: Parameter des identifizierten PTS-Modells (GI. 3.5)

in Tab. 3.1 zusammengefasst. Die Geschwindigkeitskonstante fir die Phospho-
ryliibertragung vom EIAC™ zum EIIBC®*" ist unsicher und wurde zur Halfte der
Konstanten fiir den Transfer zum EIICB% angenommen [131]. Es wurden im Ge-
gensatz zum dynamischen Modell der Glykolyse keine Vereinfachungen wie etwa
Quasistationaritat oder schnelles Gleichgewicht verwendet [70]. Dies ist sinnvoll,
da auch fur das detaillierte Modell alle Parameter des Modells auf der Basis von

Literaturdaten bestimmt werden kdnnen.

3.2.1 Untersuchung des dynamischen Verhaltens

In der PTS-vermittelten Chemotaxis wurde eine Verdnderung des Bewegungsmu-
sters von E. coli auf Glucose-Freisetzung innerhalb von 150 ms festgestellt [98].
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Abbildung 3.5: Zeitverldufe der Konzentrationen ausgewahlter PTS-Proteine
bei sprunghafter Erhohung der Sucrosekonzentration von
1mg/l(3 M) auf 300mg/l1(900 uM) zum Zeitpunkt ¢t =
0ms. Die Konzentration des monophosphorylierten EI-Dimers
EIDP wurde aus Darstellungsgrinden mit dem Faktor 100 mul-
tipliziert.

Die Dynamik des PTS ohne die dahintergeschaltete Chemotaxis-Signalkaskade
und den Flagelar-Motor (Abb. 1.7, Seite 46), sowie unter Berlcksichtigung der
Tréagheit der Zelle gegeniber der Flagellar-Bewegung, muss innerhalb von etwa
10-50 ms stattfinden. Fiihrte man fur das erléuterte PTS-Modell eine sprunghafte
Veranderung der Sucrosekonzentration durch, ergab sich Abb. 3.5. Dabei wur-
de die Sucrosekonzentration von 1 mg/l = 3 uM (Limitierung) auf 300 mg/l =
900 pM (Sattigung) erhoht, wahrend die anderen Eingangsgrofien konstant ge-
halten wurden. Alle PTS-Proteine erreichen innerhalb von 3-30 ms einen neu-
en stationdren Zustand. Die Konzentration des monophosphorylierten EI-Dimers
EIDP steigt dabei an, wahrend die Konzentration des diphosphorylierten Dimers
abnimmt. Es kommt hier also zu einer Verschiebung der Gleichgewichte. Das
dynamische Verhalten des PTS spielt im geforderten Bereich ab. Aufgrund die-
ser Schnelligkeit spielt sich das dynamische \Verhalten der Proteinkette fur die
zu bestimmenden Signaltransduktionseigenschaften des PTS innerhalb der funk-
tionellen Einheit C-Stoffwechsel keine Rolle. Sie befinden sich praktisch immer
in einem stationdren Zustand. Entscheidend sind die deutlich langsameren Reak-
tionen der Glykolyse und Genexpression. Allerdings wurde der ebenfalls lang-
same El-Monomer-Dimer-Zyklus im ndchsten Teilkapitel gesondert untersucht.
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Zur Beschreibung der Signaltransduktionseigenschaften ist die Betrachtung von
stationdren Kennlinien ausreichend (Kap. 3.2.3).

3.2.2 EI-Monomer-Dimer-Zyklus: Simulationsstudien zu ver-
schiedenen Modellvorstellungen

Der Monomer-Dimer-Zyklus wurde oft als geschwindigkeitsbestimmender Schritt
innerhalb des PTS angesehen [20]. Dabei war allerdings bisher ungekléart, ob der
Zyklus von Komplexbildung und -zerfall bei jeder Ubertragung einer Phospho-
rylgruppe durchlaufen wird [20]. Simulationsexperimente zeigen (Abb. 3.6), dass
auch bei Zuckermangel (3mg/l = 9 M) der Phosphorylierungsgrad der PTS-
Proteine HPr, EIIA und EIIBC, d.h. der Anteil von phosphoryliertem Protein an
der Gesamtkonzentration (siehe auch Kap. 3.2.3) immer Null ist, wenn die P-
Ubertragung vom EIl zum HPr ist nur vom Monomer aus maoglich ist, weswegen
das Dimer zuerst dissoziieren und nach erfolgter P-Weitergabe wieder assoziieren
muss. Dabei wurden physiologisch relevante PEP:Pyruvat-Verhéltnisse (0.01 bis
10) betrachtet. Fur Zuckerlimitierung ist aber ein hoher Phosphorylierungsgrad zu
erwarten, was fur EIIA®™ in Kap. 4 auch experimentell gezeigt wurde. Das Mo-
dell mit der alleinigen Phosphatiibertragung vom EI-Dimer aus mit den bereits
aufgefuhrten kinetischen Parametern muss daher verworfen werden.

Wird dagegen die P-Ubertragung vom Monomer und Dimer aus erlaubt, wie in
Fig. 1.3, Seite 35 dargestellt, kann das experimentell beobachtete Verhalten auch
im Modell erreicht werden. Dies ist im nachsten Teilkapitel ausfihrlich beschrie-
ben (siehe auch Abb. 3.7). Der Monomer-Dimer-Zyklus wird jetzt kaum noch
durchlaufen, sondern die vorherrschende Form ist das Dimer, das nicht mehr stén-
dig in die Monomere zerfallt. Das Dimer kann sowohl die Phosphorylgruppe vom
PEP aufnehmen als auch zum HPr weiterleiten. Lolkema et al. zeigten, dass der
Transporter fir Mannitol EnzymIl™# als Dimer vorliegt und funktionell ist [92].
Die gesamte Proteinkette des PTS kann als Dimer vorliegen und so die beiden als
Dimer vorliegenden Transporter mit Phosphorylgruppen versorgen. Ein als Dimer
vorliegendes und funktionierendes EI passt sehr gut in dieses Bild der komplett
als Dimer vorliegenden PTS-Kette.

Eine zweite Mdglichkeit zur Erreichung eines physiologisch sinnvollen Modelles
ist die deutliche Erhéhung der Geschwindigkeitskonstanten fur die Dissoziations-
und Assoziationsreaktionen des Dimers. In einer weiteren Simulationsstudie (Da-
ten nicht gezeigt) wurden die Konstanten fur Hin- und Riickreaktion der Reaktio-
nen 3-5in Gl. 3.5 jeweils um denselben Faktor erhéht, was die Gleichgewichtsla-
ge (K.,) nicht verandert. Ab einem Faktor von etwa 10000 ergeben sich Verlaufe
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Abbildung 3.6: Phosphorylierungsgrad  der ~ PTS-Proteine  Uber  dem
PEP:Pyruvat-Verhaltnis bei [eSCR] = 0.003¢g/l ~ 9uM,
wenn die Phosphoryliibertragung nur vom EIl-Monomer zum
HPr moglich ist und der Monomer-Dimer-Zyklus also bei jeder
Ubertragung durchlaufen werden muss.

69



der Phosphorylierungsgrade, dhnlich den Verlaufen mit P-Ubertragung vom Di-
mer aus. Es ist unklar, ob solch enorme Steigerungen der Reaktionsraten durch
das bisher nicht berticksichtigte 'molecular crowding’, also die lokale Erhéhung
der Proteinkonzentration und Komplexbildung, in vivo erreicht wird. In dieser Ar-
beit wurde daher mit einer moglichen P-Ubertragung vom Dimer aus gerechnet.
Eventuell kdnnte in einem solchen Fall auch auf die Beschreibung von Monomer
und Dimer verzichtet werden.

Durch diese Studie wird der Nutzen der mathematischen Modellierung und Si-
mulation deutlich. Es kdnnen Hypothesen fiir Teilbereiche des Stoffwechsels, die
sich bisher einer experimentellen Messung entzogen haben, erarbeitet werden.

3.2.3 Stationare Kennlinien

Zur Beschreibung der Signaltransduktionseigenschaften des PTS wurden statio-
nére Kennlinien berechnet. Diese beschreiben die Abhdngigkeit der Phosphory-
lierungsgrade der PTS-Proteine, d.h. des Anteils von phosphoryliertem Protein an
Gesamtprotein, von der Substrat-, sowie PEP- und Prv-Konzentration. Die letzt-
genannten GroRen stellen die EingangsgrélRen und die Phosphorylierungsgrade
die Ausgangsgrofien des Systems beziiglich der Signaltransduktion dar. Die vier-
te EingangsgroRe Sucrose 6-Phosphat (Scr6P) beeinflusst im physiologisch rele-
vanten Bereich weder den Stofffluss, noch die Signaltransduktion Gber das PTS
und wurde deswegen nicht betrachtet [132]. Fir eine Sucrosekonzentration von
[Ser] = 0.3 ¢/l ergibt sich fir die PTS-Proteine die in Fig. 3.7 dargestellte Ab-
hangigkeit. Mit zunehmendem PEP:Pyruvat-Verhdltnis ergibt sich jeweils auch
ein zunehmender Phosphorylierungsgrad, wobei die Verlaufe fur die einzelnen
PTS-Komponenten unterschiedlich sind. Dies bedeutet, dass man an den einzel-
nen Gliedern der Signaltransduktionskette verschiedene Signale abgreifen kann.
Diese kénnen der Realisierung von verschiedenen regulatorischen Vorgangen tber
das PTS, wie etwa Katabolitenrepression und Chemotaxis dienen. Die errechne-
ten Kennlinien hdngen nicht nur vom PEP:Pyruvat-Verhéltnis, sondern auch auch
von der Gesamtmenge an PEP und Pyruvat ab. Fir Gesamtkonzentrationen von
mehr als 4 umol/gT'S ist dies zu vernachldssigen, wie in den Berechnungen fir
Fig. 3.7 geschehen.

Bezieht man die Abhéngigkeit von der dritten EingangsgroRe, der extrazellularen
Sucrosekonzentration, in die Darstellung der Kennlinien mit ein, ergibt sich fur
ENAC™ der in Abb. 3.8 gezeigte Verlauf. Der Phosphorylierungsgrad des wichti-
gen Signals EIIA®™ hangt, genauso wie der der anderen Komponenten, auch stark
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von der extrazelluléren Zuckerkonzentration ab. Fir niedrige Zuckerkonzentratio-
nen ergibt sich ein hoher Phosphorylierungsgrad, was einer hohen Konzentration
von EIIACT-P entspricht und damit zu einer Aktivierung der cAMP-Produktion
uber die Adenylatcyclase fiihrt, bei gleichzeitiger Verringerung des Induktorau-
schlusses tber das unphosphorylierte EIIA“"". Bei hohem Zuckergehalt dage-
gen ergeben sich niedrige Phosphorylierungsgrade, die zu einer Drosselung der
CAMP-Produktion und zu verstarktem Induktorauschluss fiihren.

Das PTS erweist sich damit als integrierendes System, das sowohl Signale von
auBerhalb, als auch innerhalb der Zelle verrechnet und daraus Ausgangssignale
erzeugt. Die vorgestellten Kennlinien beschreiben die Signaltransduktion (iber das
PTS auf geeignete Weise fir in vivo Betrachtungen. Das Zusammenspiel mit den
im Vergleich langsameren Prozessen der Glykolyse wird im néchsten Teilkapitel
(Kap. 3.3) behandelt.

3.3 Glykolyse

Zur Charakterisierung der Signaltransduktion innerhalb der funktionellen Einheit
C-Stoffwechsel (Abb. 3.3, Seite 61) wird auch das Zusammenspiel des Sucrose
PTS mit der Glykolyse betrachtet. Das PTS-Produkt Scr6P wird tber ScrB und
ScrK in die Glykolyse eingespeist und die Endprodukte der Glykolyse PEP und
Pyruvat sind wiederum EingangsgroRen fir das PTS. PTS und Glykolyse stellen
somit einen geschlossenen Kreis dar. In Abb. 3.9 sind alle Metabolite und die
betrachteten Reaktionen dargestellt.

3.3.1 Metabolische Flussanalyse

Ziel des Verfahrens der metabolischen Flussanalyse ist die Berechnung von Stoff-
flussverteilungen durch ein gegebenes Reaktionsnetzwerk mit Hilfe von Messun-
gen der Aufnahme- und Produktionsraten extrazellularer Stoffe im stationédren Zu-
stand [70]. Daten zur Kinetik und Regulation werden hierzu nicht benétigt. Die
theoretischen Grundlagen sind ausfihrlich in [115] dargestellt. Die Anwendung
des Verfahrens auf die katabolischen Abbaureaktionen in E. coli wurde ebenfalls
bereits beschrieben [139, 70].

In Abb. 3.10 ist die berechnete Flussverteilung fiir aerobes Wachstum einer statio-
naren kontinuierlichen Kultur bei einer Durchflussrate von D = 0.1 [, ] darge-
stellt. Die doppelt umrandeten Vierecke enthalten die gemessenen Aufnahme- und
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Bildungsraten der extrazelluldren Produkte und Substrate. Intrazelluldare Metabo-
lite sind in ein Oval eingetragen und Enzyme in ein einfach umrandetes Viereck.
Ins Modell aufgenommen wurden nur die intrazellularen Metabolite, die sich an
Verzweigungspunkten des Stoffwechsels befinden. Die fett gezeichneten Pfeile
aus den Einheiten heraus, beschreiben die Abfllsse in die anabolische Monomer-
synthese.

Am Verzweigungspunkt GIc6P flieRen Stoffstrome sowohl in die Glykolyse, als
auch in den Pentosephosphatweg (PPW). Das Verhaltnis betrégt etwa % zu i und
liegt damit auch flr Sucrose in dem Bereich wie es fur Wachstum auf Glucose
(30-50% in den PPW) bestimmt wurde [70, 158, 157].

Die durch die etabolische Flussanalyse bestimmten Stoffflisse (Reaktionsraten)
dienen der Berechnung der maximalen Reaktionsrate fur die dynamische Model-
lierung. Dabei kann mittels des kinetischen Ansatzes fur ein Enzym bei bekannter
stationdrer Reaktionsrate r*, Konzentrationsvektor ¢* und Parametervektor p* die
maximale Rate fiir die enzymatisch katalysierte Reaktion 7, bestimmt werden:

Tmaz = f(C_*,p*) (36)

3.3.2 Dynamisches Modell

Das dynamische Modell fiir die Glykolyse wurde bereits beschrieben [70, 71, 161,
162]. Es umfasst die Metabolite und Reaktionen, wie in Abb. 3.9 dargestellt. Die
verwendeten kinetischen Ansétze und die Parameter des Modells, die zum Teil
durch Identifikation aus experimentellen Ergebnissen bestimmt wurden, sind in
Anhang A (Seite 124) zusammengefasst.

Die Glykolyse-Enzyme werden weitgehend konstitutiv exprimiert, so dass ihre
Gesamtkonzentration relativ konstant ist. Dies ist in einigen Arbeiten experimen-
tell nachgewiesen worden [7], speziell durch DNA-Expressionsprofiling mittels
Microarrays. Hier wurden kaum Expressionsunterschiede der Glykolyse-Enzyme
beim Vergleich von Wachstum auf Glucose und Glycerol gefunden [118]. Und
auch bei einer Uberexpression wichtiger Enzyme kam es kaum zu einer Verande-
rung des Gesamtflusses Uber die Glykolyse, was auf eine hohe Robustheit dieses
zentralen Stoffwechselwegs hindeutet [138].

Die Abfliisse in die Biosynthesereaktionen, wie in Abb. 3.10 aufgefihrt, sind
als Reaktionen erster Ordnung beschrieben [70]. Die Konstanten wurden aus der
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Flussanalyse und den stationdren Metabolitkonzentrationen bestimmit:
T?\:/y[Ztabolit = k]S\EJIZtabolit ’ [Metabolzt] (37)

Noch nicht im Modell enthalten sind zwei spezifische Prv-Transporter, wie bereits
beschrieben [75, 78]. Diese werden flir Experimente mit dem Substrat Pyruvat von
Bedeutung sein.

3.4 Modellierungswerkzeug, Sensitivitatsanalyse und
Parameteridentifikation

Die dynamischen Modelle fiir das PTS und die Glykolyse wurden mittels des Mo-
dellierungswerkzeugs ProMoT implementiert [41]. ProMoT bietet die Moglich-
keit mittels objekt-orientierter Modellierung das skizzierte Modellierungskonzept
(Kap. 3.1) anzuwenden und die zu erstellenden Modellgleichungen automatisch
zu generieren. Diese kdnnen anschlieBend simuliert und analysiert werden. Bei-
spielsweise kann eine Sensitivitatsanalyse der Modellparameter sowie eine Schét-
zung unbekannter Parameter aus experimentellen Daten erfolgen [42]. Die Im-
plementierung erfolgt durch Verknlpfung der in Abb. 3.4 dargestellten elemen-
taren Modellbausteine und Zuweisung der entsprechenden kinetischen Ansatze.
Der strukturelle Modellaufbau ist fiir den PTS-Baustein in Fig. 3.11 und Fig. 3.12
gezeigt.

Die Strukturierung und hierarchische Gliederung erfolgt dabei anhand der festge-
legten biologischen funktionellen Einheiten und Untereinheiten.

Mit ProMoT konnen Modelle fir die Simlulationsumgebung DIVA erstellt wer-
den. Der ProMoT-Benutzer kann so auf die umfangreichen in DIVA implemen-
tierten Simulations- und Analysemethoden, sowie die numerischen Methoden zu-
rickgreifen [99, 155]. Einfache Simulationen sind auch mit parallel in MATLAB
(und ACSL) implementierten Modellen durchgefiihrt worden. Sensitivitatsanaly-
sen und Parameteridentifikation sind allerdings aus Griinden enorm langer Re-
chenzeit kaum mehr in MATLAB zu realisieren.

Innerhalb der Modellvalidierung kommt der Schatzung von unsicheren oder un-
bekannten Parametern mit Hilfe von Messdaten aus einem realen Experiment ei-
ne wichtige Aufgabe zu. Es ist hierfiir notwendig, dass diese Parameter gegeniiber
der Zielfunktion aus der Differenz zwischen simulierten MessgroRen und Messda-
ten sensitiv sind. Daher ist vor einer Parameterschatzung zu tberprifen, ob eine
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solche Parametersensitivitat vorliegt. Diese Sensitivitatsanalyse wurde in dieser
Arbeit auf der Basis der Fisher-Informationsmatrix durchgefiihrt, was in friiheren
Arbeiten bereits ausfuhrlich dargestellt wurde [99, 161]. Dieses Verfahren liefert
die Parameter des Modells, die mit den gegebenen Messdaten und der geforderten
Genauigkeit gemeinsam geschatzt werden kénnen.

Fur die Parameteridentifikation muss die Zielfunktion fiir das Schatzverfahren mi-
nimiert werden [99]. Als numerische Ldser wurden hierftr in MATLAB die Rou-
tine SIMPS (Simplex-Strategie) und die bereits etablierte Evolutionsstrategie ver-
wendet [127]. Das Verfahren erwies sich allerdings gegenuber der Identifikation
mit DIVA als sehr langsam.

3.5 Abgrenzung biologischer Funktionseinheiten mit
mathematischen Methoden

Zur Abgrenzung relevanter Einheiten aus dem komplexen Metabolismus-Netzwerk
einer Zelle kénnen neben den hier verwendeten verbalen Kriterien auch formale-
re mathematische Verfahren geprift werden [29, 141]. Speziell die Metabolische
Kontrolltheorie ist hierflr eingesetzt worden [62, 133]. Sie ist eine Analyseme-
thode flr die Bestimmung der Verteilung der Kontrolle des Flusses und der Meta-
bolitkonzentrationen in einem Stoffwechselweg durch die Enzyme, die den Stoff-
wechselweg bilden.

Ein neues Verfahren, das sich bei einem ersten Vergleich mehrerer Vorgehenswei-
sen als vielversprechend erwies, soll hier dargestellt werden. Es verwendet ein be-
reits formuliertes DAE-Modell (Differential- und algebraische Gleichungen) eines
biologischen Netzwerkes. Zustdnde des Modells kénnen dabei sowohl Metabolit-
und Enzymkonzentrationen, als auch Konzentrationen extrazelluldrer Substrate
oder der Biomasse sein. Ziel war eine gleichzeitige Gruppierung sowohl von Me-
taboliten, als auch von Genprodukten zu ermdéglichen, da zur Modellierung einer
Funktionseinheit sowohl Metabolit-, als auch Genproduktkonzentrationen mathe-
matisch in einer Einheit beschrieben werden missen. Dies entspricht nicht der
Abgrenzung von genetischen Funktionseinheiten, wie sie von biologischer Seite
seit langem vorgenommen werden und die in einer genetschen Strukturierung in
Operons, Regulons und Modulons resultiert. Mit der Hilfe von Linkage-Methoden
aus der Cluster-Analyse konnten die modellierten Zustandsvariablen unter Ver-
wendung eines Abstandsmafes unterteilt werden [8, 43].

Die Linkage-Methoden sind statische Verfahren und ermdéglichen die interne Struk-
turierung einer Menge von Objekten. Sie werden in zahlreichen Anwendungen
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eingesetzt. Man bendtigt hierfir ein Abstandsmald zwischen den zu strukturie-
renden Objekten, das die Strukturierungskriterien widerspiegelt. Dies kann ent-
weder direkt aus den Objekten oder Uber einen zugehdrigen Eigenschaftsvektor
berechnet werden. Die betrachteten Objekte sind hier die Elemente des Reak-
tionsnetzwerkes, reprasentiert durch die Zustdande das DAE-Modells [161]. Aus
der Abstandsinformation erhdlt man durch einen Linkage-Algorithmus [43] ei-
ne Baumstruktur (Dendrogramm), die die hierarchische Gliederung der Variablen
darstellt. Diese Hierarchie basiert, anders wie das von Lengeler formulierte Kon-
zept [80], nicht auf Epistasie, also auf der Dominanz eines Regulators uber einen
anderen, sondern auf einem quantifizierbaren Abstandsmal. Es existieren ver-
schiedene Linkage-Methoden (single, complete, average, centroid, ward), die sich
jeweils nur im Subalgorithmus zur Abstandsberechnung unterscheiden. Basierend
auf dieser Hierarchie kénnen Gruppen von Zusténden isoliert werden, die kaum
mit anderen Zustdnden wechselwirken und daher den gesuchten Einheiten, bzw.
Untereinheiten entsprechen.

Es wurden verschiedene Abstandsmalie untersucht, die sich in zwei Gruppen auf-
teilen lassen: Erstens auf der Basis der Jacobi-Matrix des linearisierten Systems
an verschiedenen Punkten des Zustandsraumes und zweitens auf der Basis von
typischen Losungen des Systems. Unter Verwendung der Jacobi-Matrix konnten
gute Ergebnisse fur Metabolische Netzwerke ohne Genexpression erzielt werden,
wéhrend eine gleichzeitige Gruppierung von Metaboliten und Genprodukten nicht
moglich war (nicht gezeigt).

Ein zweiter Ansatz war die Verwendung von typischen Lésungen (Trajektorien)
des Modells. Durch Korrelierung, wann die verschiedenen Zustande aktiv sind,
erhélt man die fir den Linkage-Algorithmus notwendige Abstandsinformation.
Die entscheidenden Schritte des Algorithmus waren die Wahl von typischen Tra-
jektorien und die Definition von Aktivitat. Es wurden zwei Arten von Variablen
definiert, entsprechend dem typischen Verlauf ihrer Trajektorien: Langsame I-
Variablen (Integral) zeigen normalerweise flache Rampen mit verschiedenen Stei-
gungen in den betrachteten Zeitintervallen (Abb. 3.13). Sie wurden aktiv definiert,
wenn ihre Konzentration zunimmt, d.h. die Ableitung positiv ist. Genprodukte fal-
len normalerweise in diese Klasse. Im Gegensatz dazu sind schnelle P-Variablen
(Proportional) durch Spriinge, bzw. steile Rampen gekennzeichnet und wurden
als aktiv definiert, wenn ihr Werte tiber einem bestimmten Schwellenwert liegen.
Formal wurden die langsamen und schnellen Variablen tber die Berechnung eines
Index I; getrennt:
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Abbildung 3.13: Normierte Trajektorien und deren Ableitungen von typischen
P- und I-Variablen. Erlduterungen siehe Text.

mit dem Maximum £ und dem Mittelwert f; der Konzentrationsanderungsge-
schwindigkeit des Stoffes i entlang der betracheteten Trajektorie. Fur eine schnel-
le Komponente (P-Variable) ist die maximale Konzentrationsanderungsgeschwin-
digkeit hoch verglichen mit Mittelwert, da sich die Konzentration des Stoffes 7
nach einer Anderung der Umgebungsbedingungen zuerst schnell, dann aber kaum
noch dndert. Daher ist fiir schelle P-Variablen der Index I; kleiner als fir langsa-
me I-Variablen. In der Anwendung dieses Algorithmus auf weitere Modelle und
Zustandsvariablen kdnnen weitere Definitionen von Aktivitat notwendig werden.
Dies wird in weiterfuhrenden Betrachtungen mit anderen Modellen, zum Beispiel
zur EGF-Signalverarbeitung, untersucht.

Unter Verwendung dieser Aktivitatsdefinition konnte der Abstand zwischen zwei
Zustanden berechnet werden, abhangig davon wie oft beide Zusténde in einer
typischen Trajektorie zusammen aktiv sind. Basierend auf diesem Abstandsmaf
konnte die Baumstruktur mit den bereits erwahnten Linkage-Methoden berechnet
werden. Fur ein Modell, das neben den in dieser Arbeit verwendeten Module flr
das Scr-PTS und die Glykolyse, auch noch Bausteine fiir den Transport von Glu-
cose, Lactose und Glycerin enthélt [161], ist das sich ergebende Dendrogramm in
Abb. 3.14 gezeigt [74]. Es wurden alle Zustande des Modells, also auch die extra-
zellularen, miteinbezogen, was fur eine Bestimmung der intrazelluldren Einheiten
nicht unbedingt notwendig ist. Zur Identifikation isolierter Einheiten betrachtet
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Abbildung 3.14: Dendrogramm: Erzeugt durch Cluster-Analyse eines Modells

des Transports von vier Kohlenhydraten und der Glykolyse
[161]. Die horizontale Achse beschreibt den Abstand zwischen
den Zusténden und Gruppen. Durch Auftrennung an der gestri-
chelten Linie erhalt man die benannten Einheiten.
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man den Abstand zwischen der Einheit und dem Zusammenschlusspunkt mit ei-
ner weiteren Einheit. Dieser Isolationsindex ist ein Mal} fur die Abgetrenntheit
einer Einheit. Bei PTS, der Glycerin-Einheit und der Sucrose-Einheit ist ein ho-
her Isolationsindex zu erkennen. Wie bereits erlautert, werden in den mit diesem
Algorithmus ermittelten Einheiten sowohl Metabolite, als auch Genprodukte zu-
sammengefasst.

Fur die Glykolyse und die Lactose-Einheit ist er etwas geringer, doch immer noch
hoch genug, um sie als separierte Einheiten zu identifizieren. Dieser etwas gerin-
gere Abstand ist aus biologischer Sicht nicht zu erklaren. Dagegen sind die Ab-
stdnde bei Abstandsmal} =~ 1.4 (rechts der gestrichelten Linie) zu gering, um eine
weitere hierarchische Strukturierung dieser fiinf Einheiten (metabolic pathways)
zu erhalten. So kdnnen Einheiten, wie das hierarchisch dominante crpA-Modulon
nicht erkannt werden.

Einige Ergebnisse wie die Zuordnung der Gesamtkonzentration des Glucose-Transporters
(EOptsg) zur Glykolyse sind ungewodhnlich beziiglich der klassischen Einteilung.
Es wurden aber alle mit verbalen Kriterien definierten Einheiten (PTS, Glycerin-
Einheit, Glykolyse, Lactose-Einheit, Sucrose-Einheit) ebenfalls durch diesen for-
malen Algorithmus gefunden. So sind zum Beispiel fur das PTS alle dazugehori-
gen modellierten Zustande EI, HPr, EIIA, EIICB%! und EIIBC®" durch U-Linien
geringer Hohe verbunden. Die Hohe der U-Linien reprasentiert den Abstand zwi-
schen den verbundenen Zustanden. Die verschiedenen PTS-Proteine sind daher
sehr eng miteinander verbunden und Klar getrennt von den anderen Einheiten.
Dasselbe zeigt sich auch fir die anderen Gruppen. PEP und Prv wurden hier der
Glykolyse und nicht dem PTS zugeordnet. Betrachtet man nur die funktionelle
Einheit Sucrose-Transport und -Metabolismus und die Glykolyse, so ergaben sich
zwei Untereinheiten: Das Sucrose-PTS und die Glykolyse mit den Metaboliten
GIc6P und Fru bis PEP und Prv.

Dieser formale, mathematische Ansatz bietet die Mdglichkeit, biologisch-motivierte
Strukturen im Hinblick auf die tatsdchliche Vernetzung zu Gberprifen. Der Ansatz
muss aber noch an weiteren Modellen anderer Struktur Gberpriift werden. Im Wei-
teren kann er zur Strukturierung komplexer metabolischer Netzwerke unbekann-
ter oder unsicherer Struktur verwendet werden und so derartige Netzwerke einer
modularen Modellierung zuganglich machen. Ein dhnlicher Ansatz wurde bereits
zum Clustering der Zellzyklusproteine von Caulobacter crescentus basierend auf
Expressionsdaten verwendet [47] und kann also sowohl mit experimentellen wie
auch simulierten Daten genutzt werden. Dies wurde auch mit anderen Ansétzen
zur Cluster-Analyse bereits gezeigt [22][110][171].
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Kapitel 4

Experimentelle und
Simulations-Ergebnisse

4.1 Sauerstoffregelung

Es soll die Geldstsauerstoffkonzentration bei stationdren kontinuierlichen Kultu-
ren auf einem konstanten, relativ kleinen Wert von 5 bis 10 % der Sattigung gehal-
ten werden. Der in Abb. 4.1 skizzierte Regelkreis wurde betrachtet. Im Fermenter
konnen drei Phasen unterschieden werden, die Biophase bestehend aus den Mi-
kroorganismen, die Flissigphase und die Gasphase [161]. Der Stofflibergang -
des Sauerstoffs aus der gasférmigen Phase, bestehend aus aufsteigenden Gasbla-
sen und dem Gasvolumen Uber der Flissigkeit, in die flissige Phase wird durch

Fermenter (flissige Phase)
PO2-Sonde

Pso2_soll n,Qzu Po2 Pso2
o Regler > >

Abbildung 4.1: Regelkreis der poo-Regelung mit Fihrungsgréfie Pso2_soll, der
Regelgrofie Po2 und dem Messwert Pso2. Als StellgroRen kon-
nen sowohl die Drehzahl n des Fermenterriihrers, als auch der
\Volumenstrom Qzu der Zuluft verwendet werden.
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Gleichung 4.1 beschrieben:

o2 = kl%(c* —[03]) = kia(c* — [Oq)) 4.2)

k;: Stoffiibergangszahl
Vi = a: Volumenbezogene Phasengrenzflache

ot Gleichgewichtskonzentration an der Phasengrenzflache

In der Regel kann man den Transport des Sauerstoffs von der Phasengrenzflache
in den Kern der Flussigkeit als den geschwindigkeitsbestimmenden Schritt an-
nehmen. Fir die Bilanz des Sauerstoffs in der fliissigen Phase ergibt sich mit dem
Zu- und Abfluss und dem volumenbezogenen zeitverdnderlichen Verbrauch ¢, (t)
durch den Stoffwechsel der Mikroorganismen:

% = ka(c” — [0a]) — q,(t) + D([02]™ — [03]) (42)

Zur Messung der Sauerstoffkonzentration als Partialdruck poo wird am ISR ei-
ne Platin-Silber-Sauerstoffsonde der Firma Bioengineering eingesetzt. Bei ausrei-
chender Anstromung weist der Sensor PT;-Verhalten auf. Die Anzeige erreicht
98 % des Endwerts in weniger als 45 s. Dies entspricht einer maximalen Zeitkon-
stante Ts = 11.5 s. Der vom Sensor angezeigte Messwert p,o» Wird tber folgende
Sensorgleichung beschrieben:

. 1
Dso2 = ?(pm — Ps02) (4.3)
S

Es treten eine Reihe von Stérungen auf. Messrauschen ergibt sich bei hohen Riihr-
erdrehzahlen dadurch, dass Luftblasen mit hoher Geschwindigkeit gegen die Mem-
bran des Sauerstoffsensors prallen und diese dadurch in Berlhrung mit der ge-
sattigten Grenzschicht der Luftblase kommt. Bei niedrigen Drehzahlen kénnen
Luftblasen zeitweise an der Membran haften. Der dabei angezeigte Wert der Mes-
seinrichtung strebt mit der Zeitkonstante der Sonde gegen den Sattigungswert.
Des Weiteren flhrt verbrauchter Elektrolyt zu immer schwécheren Sondensigna-
len. Stérungen des Sauerstoffverbrauchs treten durch die pulsférmige Zugabe des
Antischaummittels (Kap. 2.1.2) und durch Pumpenverschleily bedingte Schwan-
kungen in der Feedingrate auf.

Es wurden eine Reihe von Regelverfahren untersucht [48, 4]. Die besten Resulta-
te wurden mit einem adaptiven PI-Regler je nach StellgroRe mit oder ohne Anti-
Windup erzielt. Als StellgréBen wurden sowohl die Ruhrerdrehzahl, als auch die
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Bellftungsrate verwendet. Der PI-Regler macht den Sollwert zu einer stabilen Ru-
helage des geschlossenen Regelkreises und hat keine bleibende Regelabweichung.
Allerdings muss ein Kompromiss zwischen schneller Ausregelung von Regelab-
weichungen und Stéranfalligkeit eingegangen werden.

Von adaptiven Reglern spricht man, wenn die Reglerparameter bei Anderung der
Streckenparameter ebenfalls gedndert werden. Dazu muss die Parameterédnderung
der Strecke erkannt werden und eine Adaptionsstrategie vorliegen, nach der die
Parameter des Reglers verédndert werden. Selbsteinstellende Adaptationsfahigkeit
wurde durch einen adaptiven Regler mit Ruckflhrung (des Integratorinhalts I)
erreicht. Die Reglergleichung 4.4 beschreibt die Abhangigkeit der Stellgroiie y
von der Regelabweichung e und dem Integratorinhalt /:
1

y= Ple+ T ) (4.4)
Fur den adaptiven Regler wurden die Anderungen des Integratorinhalts 7 und der
Reglerverstarkung P mit folgender Adaptionsregel implementiert:

C(=bilte 1> Lo+ Al
I= € Loy < T < Lo + Al (45)
62] +e ,I < ]soll

) b P ;I > Loy + AT
P = 0 ;Isoll < I < [soll + Al (46)
_bQP ,I < Isoll

Bei groRen Sollwertspriingen, aber auch plétzlichen Anderungen der Strecken-
parameter kann es zu langer andauernden groRen Regelabweichungen kommen.
Diese kdnnen den Integratorinhalt des PI-Reglers stark verandern. Wenn die Stell-
groRe an die Stellwertbeschrankung stoft, ist die weitere Integration der Regelab-
weichung jedoch nicht mehr sinnvoll. Durch dieses Hochwinden (Windup) des
Integrators kdnnen nicht schwingungsfahig parametrierte Regler starke Schwin-
gungen erzeugen. Man kann dieses Verhalten durch sogenannte Anti-Windup-
Strategien verhindern [5]. Dies erwies sich in Versuchen mit dem Volumenstrom
der Zuluft als StellgroRe als sinnvoll und wurde mit der StellgroRe y, der Rege-
labweichung e, der Reglerverstarkung P und der Nachstellzeit T; in folgender
Berechnungsvorschrift realisiert:

f edt s UYmin S Yy S Ymaz
I=¢ (&2 —e)Ti ;Y < Ymin 4.7)

(ym% - €>ﬂ 'Y > Ymaz
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Abbildung 4.2: Schnelle Probenahmetechnik [139]. Erlduterungen im Text.

4.2 Methodenentwicklung: Analytik intra- und ex-
trazellularer Metabolite

4.2.1 Bestimmung intrazellularer Metabolitkonzentrationen

Der Umsatz intrazelluldrer Metabolite liegt im Bereich weniger Sekunden [126][37][153].
Dies erfordert ein Abstoppen (Quenching) des Zellmetabolismus in weniger als
einer Sekunde, um nachtrégliche Verédnderungen der Konzentrationen zu verhin-
dern [135]. In der Literatur sind Methoden beschrieben. Diese wurden tberprift.
Des Weiteren ist eine einfache schnelle Probenahmetechnik notwendig, die mit-
tels einer Nadel mit diinnem, kurzem Metallrohr realisiert wurde (Abb. 4.2). Der
Fermenterinhalt stromte ohne zusétzlich angelegten Uberdruck aus. Auch fiir die
Probenahmerdhrchen wurde kein Unterdruck verwendet. Diese einfache Technik
erlaubt eine Entnahme von Proben aus dem Fermenter innerhalb von ca. 800 ms.
Eine &hnliche Probenahmetechnik mit Verwendung von Unterdruck in den Probe-
nahmerdhrchen wurde von Theobald verwendet [153].

Weitere Problemfelder, die beim Quenching zu beachten sind, sind Empfindlich-
keit gegen Stérungen wahrend der Kulturfiihrung im Fermenter oder im Schuttel-
kolben, Zellaufschluss bei Einfrieren der Zellen, zum Teil Instabilitat der Meta-
bolite bei hohen Temperaturen und Enzymaktivitat bei tiefen Temperaturen.

Will man intra- und extrazelluldare Konzentrationen getrennt bestimmen, ist eine
schnelle Abtrennung des Mediums von der Zellmasse notwendig. Kritisch hier-
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bei ist neben der bendtigten Zeit, dass extrazellular vorliegende Metabolite an der
Zellmembran anhaften kénnen und so die Messung desselben intrazellulér vorlie-
genden Metaboliten verfalschen kénnen. Zur Abtrennung wurden ebenfalls einige
Methoden untersucht.

Der letzte notwendige Schritt ist der Aufschluss der Zellen, um die intrazellularen
Metabolite messen zu kdnnen. Auch hierzu sind verschiedene Methoden moglich.

4.2.1.1 Studie zur Enzymaktivitat bei Temperaturen bis —10 °C

Zum Abschétzen der verbleibenden Aktivitadt der Enzyme Glucose 6-phosphat-
Dehydrogenase (G6PDH) und Pyruvat-Kinase (PK) bei Quenching mittels Ab-
kiihlen der Zellen wurden die enzymatischen Tests fir die Glc6P- und PEP-Bestimmungen
(siehe Kap. 2.1.4.1, bzw. 2.1.4.2) bei verschiedenen Temperaturen mit einer Stan-
dardldsung bekannter Konzentration (0.5 g/l Glc 6-P, bzw. 0.15 mM PEP) durch-
geflihrt. Im Wasserbad wurde ein Becherglas mit dem zehnfachen Ansatz aller
Reagenzien, die fiir eine Konzentrationsbestimmung notwendig sind ohne das
Substrat, auf die entsprechende Temperatur gebracht und gehalten. Durch einen
Magnetrihrer war eine stetige Durchmischung des Ansatzes und der Kihlflis-
sigkeit gewdhrleistet. Bei positiven Temperaturen wurden die Messungen in ei-
nem beheizbaren wasserbad durchgefiihrt. Die tiefen Temperaturen wurden mit
Kaltemischungen aus Wasser, Eis und Ammoniumchlorid realisiert. Hierzu wur-
den zu jeweils 500 g Eis und 300 g Wasser bei 0°C 3 g, bei -6°C 60 g und
bei -10°C 100 g Ammoniumchlorid zugegeben. Die Temperatur im Becherglas
wurde durch ein Thermometer mit Sensorstab durchgefiihrt. Die Reaktion wur-
de durch Zugabe des ebenfalls temperierten Substrats gestartet. Die verwendeten
Enzyme waren G6PDH aus Hefe und PK aus Kaninchenmuskulatur (Roche). Zu
definierten Zeitpunkten wurden die enzymatische Umsetzungen durch Quecksil-
berchlorid abgestoppt. Hierzu wurde je ein Zehntel des Reaktionsansatzes in tem-
perierte Eppendorff-Cups berflhrt, in denen bereits Quecksilberchlorid (14 ul,
50 mg/ml) vorgelegt war. Es erfolgte eine sofortige Durchmischung. Quecksilber-
chlorid fuhrt zu einem vollstdndigen Abstoppen der Reaktion, ohne die Extinktion
zu beeinflussen, was in Vorversuchen gezeigt wurde. Dem enzymatischen Ansatz
musste zur Gefrierpunktserniedrigung bei -6°C 13% und bei -10°C 25% Metha-
nol zugesetzt werden. Die Extintionsverlaufe bei verschiedenen Temperarturen
sind fur G6PDH in Abb. 4.3 dargestellt. Bei den tieferen Temperaturen wird im
betrachteten Messzeitraum der Endwert der Reaktion nicht erreicht.
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Abbildung 4.3: Messung der Reaktionskinetik der Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenase bei verschiedenen Temperaturen

Aus den Steigungen der Umsetzung sind die relativen spezifischen Enzymaktivi-
taten bei verschiedenen Temperaturen bestimmt worden (Abb. 4.4).

Bei 0 Grad sind die Enzyme zu etwa 3% (PK) und 10% (G6PDH) aktiv. Zieht man
eine typische intrazelluldre Glc6-P-Konzentration fur E. coli von etwa 2 ymol/gTS
und eine Enzymaktivitat bei 37°C von etwa 5000 pmol/gTS h [70], in Betracht,
so errechnet sich fur 0°C ein moglicher Umsatz des gesamten vorhandenen GIc6P
innerhalb von 14 Sekunden. Fir 10°C ergibt sich 5 Sekunden und fiir -10°C im-
merhin noch 28 Sekunden. Diese Abschatzung lasst sich auf den gesamten Meta-
bolismus der Zelle tbertragen. Methoden, bei denen das Abstoppen des Metabo-
lismus nur durch ein Abkuhlen der Zellen auf eine Temperatur um den Gefrier-
punkt des Wassers herum erreicht werden soll, kénnen also, sobald sie langer als
einige Sekunden bendtigen, zu einer deutlichen Verfalschung der Messergebnisse
fiihren. Diese Methoden (wie zum Beispiel das unten beschriebene Abstoppen des
Stoffwechsels mit eiskalter Saline) sind daher als sehr kritisch zu bewerten.
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Abbildung 4.4: Messung der relativen spezifischen Enzymaktivitat der Glucose-
6-Phosphat-Dehydrogenase und Pyruvat-Kinase bei verschiede-
nen Temperaturen

4.2.1.2 Phosphoenolpyruvat (PEP) und Pyruvat (Prv)

Diese beiden Metabolite sind zur Beschreibung des PTS sehr wichtig, da sie di-
rekte Eingangssignale darstellen. Zur Methodenentwicklung wurde deswegen die
Messung dieser beiden Metabolite exemplarisch herangezogen.

Veroffentlichte intrazellulare PEP- und Prv-Messungen fur Escherichia coli.
Fir PEP bestimmte Hogema zwischen 1.6 und 3.8 mM in gewaschenen Zellen,
denen wiederum die C-Quelle, auf der sie vor dem Waschen gewachsen waren,
zugesetzt wurde [50]. Hierbei wurde das Problem von extrazelluldr vorliegendem
PEP und Prv umgangen, die Zellen jedoch vor der Messung sehr lange behandelt.
Als Quenchingmittel wurde Perchlorséure eingesetzt, wie auch schon in friihe-
ren Arbeiten [174] und fir Saccharomyces cerevisiae [153]. Zellaufschluss mit-
tels Perchlorséure wurde auch bereits nach Quenching in Methanol bei E. coli
eingesetzt. Fur den stationdren Zustand einer kontinuierlichen Kultur ergab sich
dabei 1.2 mM [146]. In gehungerten Zellen nach Glucose-Puls wurde mittels ei-
ner Extraktionsmethode mit kochendem Wasser und HPLC-Analytik PEP zwi-
schen 0.35 mM (vor dem Puls) und 0.03 mM (nach dem Puls) bestimmt [12].
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Der Aufschluss mit kochendem Wasser wurde bereits flr Streptococcus lactis be-
schrieben [154]. Lowry et al. stoppten den Zellmetabolismus nach Filtration auf
Trockeneis und schlossen die Zellen mit Perchlorsdure und EDTA auf. Sie mal3en
fur Zellen aus der exponentiellen Phase, die auf Glucose gewachsen waren, etwa
0.1 mM, fiir Wachstum auf diversen anderen C- und N-Quellen zwischen 0.1 mM
und 1 mM und fir Acetat-gewachsene Zellen 0.2 mM [93, 55]. Quenching in
flussigem Stickstoff und anschliessendes Kochen in TRIS/EDTA ergab fiur den
stationdren Zustand einer kontinuierlichen glucoselimitierten Fermentation eine
PEP-Konzentration von 2.2 mM [139].

Fur intrazelluléres Pyruvat wurden mit den oben aufgefiihrten Methoden folgende
Werte gemessen: 0.4 bis 1.2 mM [50], 0.4 mM sowohl fir Glucose-, als auch
Acetat-gewachsene Zellen [93, 55] und 2.8 mM fiir den stationdren Zustand der
kontinuierlichen Fermentation [139], bzw. 6.5 mM [146].

Weitere veroffentlichte Methoden.  Quenching mit 60%-igem Methanol (-45°C,
bzw. -40°C) und Zellaufschluss mit Chloroform wurde fur Aspergillus niger [134]

und Hefe [65] angewendet. Fir Hefe wurde auch gezeigt, dass Waschen mit ei-

nem Methanol-Wasser-Gemisch (50/50, v/v, -40°C) nicht zur Verfélschung der

Bestimmung intrazelluldrer Metabolite fuhrt [135]. Fir Escherichia coli wurde

auch der Zellaufschluss mit TCA schon friih beschreiben [168, 95], ebenso wie

der Aufschluss mit TRIS/EDTA, Ethanol, Butanol, Schwefelsdure, Ameisenséure

[95] und mit Methanol.

Methodenentwicklung. Fir die Methodenentwicklung wurden, wenn nicht an-
ders beschrieben, jeweils Standards (0.15 mM PEP und 0.15 mM Pyruvat) und
wie Probe behandelte Standards verwendet. Hierzu wurde dasselbe Volumen an
Standard, wie in der jeweiligen Methode an Probe genommen wurde, genauso
behandelt wie Probe und am Ende der Aufreinigung und Messung die Wiederfin-
dung bestimmt. AuRBerdem wurden Proben aus einer stationdren kontinuierlichen
Kultur (D = 0.1 A~!) von Escherichia coli LJ210 und mit Standard aufgestock-
te stationdare Proben vermessen. Hierzu wurde direkt nach der Probenahme aus
dem Fermenter ebenfalls eine definierte Menge an Standard dazugegeben (aufge-
stockt). Durch Messung und Vergleich mit einer nicht aufgestockten Probe, wurde
auch hier die Wiederfindung des Standards bestimmt. Die im Folgenden beschrie-
benen Methoden sind im Anhang B (ab Seite 128) dargestellt.
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Fur den Formiat-Aufschluss (Methode 4, Abb. B.4) wurden die Zellen durch Fil-
trieren (Millipore Durapore Membranfilter, PorengréRRe 0.2 M) vom Medium ab-
getrennt. Mit 2 ml Saline wurde nachgespult. Und die Zellen wurden dann in ko-
chender Ameisenséure aufgeschlossen. Der Vorgang der Probenahme dauerte bis
hierher etwa 20 Sekunden. Nach Neutralisation, Zentrifugation und Gefriertrock-
nung (Gerét Lyovac GT2, danach Iésen in 1.5 ml Aqua dest.) erfolgte die Messung
[95]. Das Abstoppen des Zellmetabolismus sollte hier durch rasches Nachspiilen
des Filters mit eiskalter Saline erreicht werden. Dieses Verfahren ist kritisch zu
bewerten, da es zum einen recht lange dauert, gemessen an den turn-over-Zeiten
und zum anderen bei tiefen Temperaturen um den Gefrierpunkt noch Ezymakti-
vitat vorhanden sein kann, wie in einer Studie (Kapitel 4.2.1.1) gezeigt werden
konnte. Des Weiteren waren die Ergebnisse stark schwankend und schlecht re-
produzierbar. Auch konnte ein Zersetzen speziell der phosphorylierten Metabolite
(PEP, GIc6P, Fru6P) von etwa 50% gezeigt werden. Aus diesen Griinden wurde
diese Methode nicht weiterverfolgt.

Bei der direkten Injektion in gekuhlte, hochkonzentrierte Perchlorsaure (35%, -
20°C) erfolgte das Abstoppen des Metabolismus durch Temperaturerniedrigung
und gleichzeitige Denaturierung der Enzyme (Methode 9, Abb. B.9). Eine gute
Durchmischung wurde durch sofortiges Schitteln gewahrleistet. Die Mischtempe-
ratur betrug etwa +5°C. Der Zellaufschluss wurde durch drei Gefrier-Tau-Zyklen
realisiert. Hierzu wurden die bei -20°C gefrorenen Proben in ein Eisbad (+1°C)
gestellt und durch stédndiges Schiitteln in etwa 20 Minuten aufgetaut. Daraufhin
wurden die Proben wieder bei -20°C eingefroren. Danach wurde die Probe neutra-
lisiert und vermessen. Nachteile bei dieser Methode sind, dass die Temperaturer-
niedrigung wegen des Mischungsverhaltnisses Perchlorséure/Probe nicht schnell
genug erfolgt und relativ viele Bearbeitungsschritte zu einem hohen Fehler fiih-
ren. Eine Anderung des Mischungsverhaltnis wird durch das bei der Neutralisati-
on anfallende Perchlorat verhindert. Standardmessungen haben gezeigt, dass etwa
80% des vorgelegten PEP zersetzt wurden, wéhrend Prv zu nahezu 100% wie-
dergefunden wurde. Vor allem aus diesem Grund wurde die Methode verworfen.
Des weiteren storte das anfallende Perchlorat die enzymatische Bestimmung der
Metabolite, was auch durch Zentrifugieren nicht vollstandig verhindert werden
konnte.

Weniger konzentrierte Perchlorsaure (7%) wurde in Verbindung mit drei Gefrier-
Tau-Zyklen ebenfalls zum Zellaufschluss verwendet. Das Abstoppen des Meta-
bolismus erfolgte hierbei durch Zugabe der Probe in ein auf Trockeneis (-70°C)
stehendes Reagenzglas (Methode 5, Abb. B.5). Nach Auftauen bei 0°C (in 30 Mi-
nuten im Eisbad bei +1°C, unterstitzt durch Schitteln) wurde die Probe zehn Mi-
nuten zentrifugiert und danach wurden die Zellen mit der Perchlorséure versetzt.
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‘ MetabO“t ‘ CNiederschlag [MmOZ/gTS] ‘ CUeberstand [,umOl/gTS] ‘

Prv 0.4 1.0
PEP 0.6 3.5
Glc6P 0.1 0.6

Tabelle 4.1: Verteilung verschiedener Metabolite zwischen Niederschlag und
Uberstand nach Quenching in gekiihltem Methanol (-70°C) und
Aufschluss mit Perchlorséure (7%)

Auf diese Weise ist ein Abtrennen der Zellen vom Medium moglich. Allerdings
war die Zeit fur das Zentrifugieren zu lange, wie der Studie zur Enzymaktivitat
bei tiefen Temperaturen (Kapitel 4.2.1.1) zu entnehmen ist.

Nach Quenching der Zellen in ein auf Trockeneis stehendes Reagenzglas wur-
den die Zellen auch durch Kochen in TRIS/EDTA aufgeschlossen [95, 139]. Trotz
der bereits beschriebenen Probleme fiir das Quenching wurden in der stationéren
Kultur Werte fur Prv (0.6-1.6 xmol/gTS, 2.0-4.4 + 0.5 xmol/gTS) und PEP (2.7-
4.7 pmol/gTS, 2.0-3.7 £ 0.4 umol/gTS) gemessen, die im Bereich der Litera-
turwerte liegen. Bei mit Standard aufgestockten Proben kam es jedoch zu einem
Verlust des aufgestockten Standards. Ein Teil des PEP konnte dabei wahrend des
Kochens zu Prv dephosphoryliert werden.

Nach dem Quenching im Reagenzglas auf Trockeneis wurde auch der Zellauf-
schluss mit einem Ethanol (75%) / HEPES (0.25 M, pH 7.5)-Gemisch untersucht
[45]. Die Ergebnisse waren kaum reproduzierbar und waren mit jeweils 0.4 +
0.2 umol/gTS fir PEP und Prv sehr niedrig. Die Methode wurde fur die Meta-
bolite des zentralen Stoffwechsels verworfen, wurde aber fiir die CAMP-Analytik
verwendet, da hier eine getrennte Bestimmung von intra- und extrazellul&rer Kon-
zentration erforderlich ist (Kapitel 4.2.1.5).

Derselbe Aufschluss mit Perchlorsdure (7%) wurde auch nach Quenching in ge-
kiihltem Methanol (-70°C) uberpraft. Nach Zentrifugation (-20°C) wurden die
Zellen mit Perchlorsdure und drei Gefrier-Tau-Zyklen (Methode 10, Abb. B.10)
aufgeschlossen. Neben der aufwendigen Aufarbeitung stellt der in Methanol statt-
findende Zellaufschluss ein wichtiges Problem dar. Nach dem Quenching befin-
den sich etwa 50 - 80% der Metabolite im Uberstand (Tab. 4.1). Bei dieser Metho-
de blieb dagegen der wie Probe behandelte Standard zu circa 95% erhalten. Die
Metabolite blieben auch im gekihlten Methanol stabil (Methode 8, Abb. B.8).
Eine direkte Messung im Methanol-Uberstand war wegen einer erheblichen Sto-
rung (Tribung) der enzymatischen Reaktion durch das Methanol nicht méglich.
Da im stationdren Zustand der Zucker-limitierten kontinuierlichen Kultur weder

93



| Zellen | Lebendzellzahl [%] |

unbehandelt 95
Quenching mit Methanol (-70°C, 100%) 5
Quenching in Reagenzglas (-70°C) 90

Tabelle 4.2: Vergleich der Lebendzellzahlen von Escherichia coli LJ210
aus einer stationdren Kkontinuierlichen Kultur nach verschiede-
nen Quenching-Methoden bei -70°C, ermittelt durch Farbung mit
Acridin-Orange

PEP und Prv, noch GIc6P extrazelluldr gefunden wurden, waren die hohen Meta-
bolitkonzentrationen im Uberstand nach Quenching dem Zellaufschluss oder Her-
ausstromen aus der Zelle zuzuschreiben. Auch zur Messung der Gesamtkonzen-
tration war die Methode wegen sehr schlechter Reproduzierbarkeit nicht geeignet.

Das Gleiche gilt fir Kochen der Probe in einem Ethanol (75%) / HEPES (0.25 M,
pH 7.5)-Gemisch nach erfolgtem Quenching in gekiihltem Methanol (Methode 11,
Abb. B.11). Die Reproduzierbarkeit ist sehr schlecht. Die Farbung mit dem Vitali-
tatsfarbstoff Acridin-Orange [67, 150] zeigte bei Zellen nach Methanol-Quenching
etwa 95% tote Zellen im Gegensatz zu etwa 5% bei der unbehandelten Kontrol-
le (Tab. 4.2). Fir das Quenching der Zellen in einem auf Trockeneis stehenden
Reagenzglas wurden etwa 10% an toten Zellen festgestellt, so dass diese Art des
Quenchings durchaus in Betracht gezogen werden kann.

Als geeignetste Methode erwies sich die direkte Injektion der Probe in kochen-
des Ethanol (75%) / HEPES (0.25 M, pH 7.5)-Gemisch, Inkubieren bei +90°C
und Lyophilisieren (Methode 1, Abb. B.1). Hierbei wurden 5 ml des Ethanol-
Puffer-Gemisches bei +95°C im Wasserbad flr zwei Minuten vorinkubiert. Das
Gemisch erreichte dabei eine Temperatur von etwa +80°C. Das Reagenzglas mit
dem Gemisch wurde herausgenommen, schnell auf3en abgetrocknet und gewogen.
Danach wurden etwa 2 ml Probe zugegeben und das exakte Volumen mittels Waa-
ge bestimmt. Das Gemisch wurde nun fiir vier Minuten im Wasserbad inkubiert.
Danach erfolgte Abkuhlen im Eisbad auf 0°C fiir 10 Minuten. Nach Zentrifu-
gieren fir 5 Minuten bei +1°C, wurde der Uberstand abgenommen, lyophilisiert
und in 1.5 ml Aqua dest. resuspendiert und die Probe gemessen. Dieses Verfah-
ren beruhte auf einer von Gonzales et al. fir Hefe angewandten Methode [45].
Der wie Probe behandelte Standard wurde bei Prv zu 95% und bei PEP zu 80%
wiedergefunden, siehe auch Tab. 4.4. Die Wiederfindung bei mit Standard aufge-
stockten Proben betrug fur Prv 80% und fir PEP etwa 70%, das heisst ein Teil der
Menge dieser Metabolite wurde wéhrend der Probenahme durch die Zellen oder
Zellbestandteile umgesetzt, bzw. der Messung entzogen. Da bei dieser Metho-
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de nur die Gesamtkonzentrationen der Metabolite bestimmt werden konnten, ist
sie fur Batch-Fermentationen und Schiittelkolben-Experimente ungeeignet (Ka-
pitel 2.1.5). Sie kann aber fiir kontinuierliche Zucker-limitierte Fermentationen
angewendet werden, da hier Prv und PEP extrazelluldr nur in geringen Konzen-
trationen vorliegen und dies deshalb vernachléssigt werden kann (Kapitel 2.1.5).
Bei der Probenahme kiihlte das Gemisch fiir etwa 10 Sekunden bis auf 65°C,
wurde aber dann tber 80°C gehalten. Die gegenlber der Orginalarbeit [45] leicht
verringerte Ethanolkonzentration (58%, statt >66%) beeinflusste die Messergeb-
nisse nicht. Fur die kontinuierliche Kultur ergaben sich bei einer Verdiinnungsrate
von D = 0.1h~" stationare Konzentrationen von 0.654-0.15 ;mol/gTS fir Prv
und 1.4+0.15 pmol/gTS fur PEP, die im Bereich der aufgefiihrten Literaturwerte
liegen. Die weiteren Ergebnisse werden in Kapitel 4 (ab Seite 84) dargestellt.

4.2.1.3 Glucose 6-Phosphat (GIc6P), Fructose 6-Phosphat (Fru6P) und Fruc-
tose (Fru)

Zur Uberpriifung des Modells fiir die Glykolyse sind Messungen von weiteren
Glykolyse-Metaboliten unabdingbar [153]. Es wurden GIlc6P, Fru6P und Fru aus-
gewdhlt. Die Analytik ist aber auch auf weitere Metabolite ausweitbar.

Veroffentlichte intrazelluldare GIc6P- und Fru6P-Messungen fir Escherichia
coli. Bhattacharya maR in gehungerten Zellen nach Glucose-Puls mittels einer
Extraktionsmethode mit kochendem Wasser und HPLC-Analytik fir GIc6P zwi-
schen 0.35 mM (vor dem Puls) und 1.03 mM (nach dem Puls) [12]. Lowry et al.
stoppten den Zellmetabolismus nach Filtration auf Trockeneis und schlossen die
Zellen mit Perchlorsdure und EDTA auf. Sie malien fiir Zellen aus der exponen-
tiellen Phase, die auf Glucose gewachsen waren, etwa 0.8 mM und fir Acetat-
gewachsene Zellen zwischen 0.2 mM und 0.5 mM [93, 55]. Moses und Sharp ma-
Ren flr verschiedene C-Quellen zwischen 1.1 und 3.2 mM [111]. Quenching in
flussigem Stickstoff und anschlielendes Kochen in TRIS/EDTA ergab fiir den sta-
tiondren Zustand einer kontinuierlichen Fermentation eine Glc6P-Konzentration
von 3.5 mM [139], bzw. 0.3 mM [146].

Fir intrazellul&res Fru6P wurden mit den oben aufgefiihrten Methoden folgende
Werte angegeben: 0.64 mM (vor dem Puls) und 0.91 mM (nach dem Puls) [12],
0.34 mM fur Glucose-gewachsene Zellen und zwischen 0.1 mM und 0.7 mM fir
Wachstum auf diversen C-Quellen [93, 55], zwischen 0.02 und 1.3 mM fur ver-
schiedene C-Quellen [111] und 0.6 mM flr eine stationdre kontinuierliche Kultur
[139].
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Methodenentwicklung. Die Methodenentwicklung wurde analog zu den PEP-
und Prv-Methoden (Kapitel 4.2.1.2) durchgefiihrt, allerdings nicht in derselben
Ausfihrlichkeit. Es ergaben sich nahezu dieselben Ergebnisse und Schlussfolge-
rungen, auf deren ausfiihrliche Darstellung daher verzichtet wird. Einige interes-
sante Punkte sollen aber erwéhnt werden:

Extrazellulér liegt in der stationdren kontinuierlichen Kultur, das heisst bei ei-
ner konstanten Verdinnungsrate von D = 0.1 h~!, weder GIc6P, noch Fru6P
vor. Die Wiederfindung des aufgestockten Standards in Proben, die direkt in ko-
chendes EtOH/HEPES-Gemisch injiziert wurden (Methode 1, Abb. B.1), betragt
85% fir Glc6P und 90% fir Fru6P, siehe auch Tabelle 4.4. Nach dem Aufschluss
mit Ameisensdure (Methode 4, Abb. B.4) konnten fur GIc6P intrazelluldre Kon-
zentrationen von 1.2 - 2 mM und fir Fru6P von 0.5 - 1.1 mM bestimmt wer-
den. Fur den EtOH/HEPES-, sowie den PCA-Aufschluss nach Probenahme im
Reagenzglas auf Trockeneis (Methoden 11 und 5, Abb. B.11 und B.5) und den
EtOH/HEPES-Aufschluss nach Quenching in Methanol (Methode 11, Abb. B.11)
konnten weder GIc6P noch Fru6P nachgewiesen werden. Mit dem Aufschluss
mittels TRIS/EDTA wurden fiir GIc6P Konzentrationen von etwa 2 mM gemes-
sen, wobei der Nachweis des aufgestockten Standards zu 80% gelang. Die Fru6P-
Messung (Probe und Aufstockung) war unsicher. Die Methode ist fiir GIc6P ge-
eignet.

4.2.1.4 Zusammenfassung der Methodenentwicklung fir die Glykolyse-Metabolite

In Tabelle 4.3 sind alle untersuchten Methoden und die jeweiligen relevanten Feh-
lerquellen dargestellt. Fir das Abstoppen des Zellmetabolismus erwiesen sich die
Injektion in geklhltes Methanol (100%, —70°C) wegen der auftretenden Zell-
lyse und der schlechten Reproduzierbarkeit und Filtrationsmethoden wegen des
zu langsamen Quenchings als ungeeignet. Geeignet ist das Quenching in einem
auf Trockeneis stehenden Reagenzglas. Wird diese Methode allerdings mittels
Zentrifugieren bei 0°C zum Abtrennen der Biomasse verwendet, ist sie wegen
der Enzymaktivitat bei 0°C zweifelhaft. Weitere vorgeschlagene Verfahren zur
Biomasseabtrennung wie Filtrieren oder direktes Zentrifugieren sind ebenfalls zu
langsam. Das Methanol-Quenching entféllt wegen der erwéhnten Zelllyse. Aus
diesen Grunden wurde Methode 1 (Direkte Injektion in kochendes EtOH/HEPES,
Abb. B.1) trotz des erwéhnten Nachteils, dass keine Trennung in intra- und extra-
zelluldre Konzentration moglich ist, verwendet. Die Wiederfindung der verschie-
denen Metabolite (Standards), auch in aufgestockten stationdren Proben, ist in
Tab. 4.4 zusammengefasst. Eine Wiederfindung von 100% hieRe, dass die gesamte
eingesetzte Standardmenge am Ende der Behandlung nachgewiesen werden kann.
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Methode

| Fehlerquellen

(4) Filtrieren, Kochen in

Ameisensaure

Zu langsames Quenching, schlechte Re-
produzierbarkeit, Denaturierung von PEP,
G6P, F6P

(9) Injektion in 35%-PCA
(—20°C)

Zu langsames Quenching, viele Bearbei-
tungsschritte, Denaturierung von PEP

(5) Gekdihltes Rggl. (—70°C),
Aufschluss mit PCA

Enzymaktivitat bei 0°C, viele Bearbei-
tungsschritte

(3) Gekdihltes Rggl. (—70°C),
Aufschluss durch Kochen mit
TRIS/EDTA

Enzymaktivitat bei 0°C,Verlust des auf-
gestockten Standards

(2) Gekdihltes Rggl. (—70°C),
Aufschluss mit kochendem

Enzymaktivitat bei 0°C

EtOH/HEPES

(10) Gekihltes Methanol | Zellaufschluf3, viele Bearbeitungsschritte,
(—=70°C), Aufschluss mit | schlechte Reproduzierbarkeit

PCA

(11) Gekihltes Methanol | Zellaufschluf3, schlechte Reproduzierbar-
(—70°C), Aufschluss mit | keit

kochendem EtOH/HEPES

(1) Injektion in kochendes
EtOH/HEPES

Extrazellulér vorliegende Metabolite (Ge-
samtmessung)

Tabelle 4.3: Methoden zur Analytik intrazellularer Metabolite mit relevanten
Fehlerquellen, wie im Text erlautert. Die Nummerierung entspricht
der Reihenfolge im Anhang B.
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| Metabolit | Wiederfindung Standard [%] | Wiederfindung Aufstockung [%] |

Glc 85 85
Scr 83

G6P 89 85
F6P 93 90
Fru 82

PEP 80 70
Prv 95 80

Tabelle 4.4: Wiederfindung von Standards verschiedener Metabolite und auf sta-
tionére Proben aufgestocktem Standard nach vierminutigem Ko-
chen in Ethanol/HEPES (Methode 1, Abb. B.1)

Bei einer Wiederfindung von 90% gehen also 10% verloren. Die Wiederfindung
ist ausreichend hoch.

4.2.1.5 Zyklisches Adenosin-Monophosphat (CAMP)

Zur Bestimmung des wichtigen Alormons oder sekundaren Signalstoffs (second
messenger) CAMP wurden mehrere Verfahren zum Abstoppen des Zellstoffwech-
sels und zur Trennung der Zellen vom umgebenden Medium getestet. Diese Schrit-
te der Probenahme sind auch fiir cCAMP kritisch. Es ist nicht bekannt, wie die Re-
gulation des intrazellularen cAMP-Spiegels durchgefiihrt wird. Deswegen wurde
auch hier versucht, ein moglichst schnelles Abstoppen des Metabolismus zu reali-
sieren. Da bis zu 95% des cAMP extrazelluldr vorliegt [30, 102], muss eine sorg-
faltige Trennung der Zellen vom Medium erfolgen, um die fir die Regulationsvor-
géange entscheidende Konzentration an intrazellularem cAMP exakt bestimmen zu
kénnen. Auch fir den Aufschluss der Zellen sowie die Aufarbeitung der Proben
wurden mehrere Verfahren getestet.

Verdéffentlichte Methoden.  Epstein et al. gewinnen Uberstande durch Filtration
oder durch Abkuhlen der Kultur und Zentrifugation. Der intrazelluldre Gehalt an
CAMP wird nach Filtration mit Filtern der Porengrosse 0.65 pm und Extraktion
durch Kochen in 0.2 N Schwefelséure bestimmt [30]. Die von der Gruppe Feren-
ci publizierten Ergebnisse mit cAMP-Messungen [116, 117] entstanden aufgrund
von direkter Filtration aus der Chemostat-Kultur. Der Filter mit den Zellen wird
sofort in eisgekiihltes Ethanol (60%) Uberfuhrt und das Ethanol vor der Messung
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abgezogen. Uberstiandewerte wurden direkt aus dem Filtrat bestimmt [117]. Taka-
hashi et al. und Inada et al. bestimmen die extrazellulire Konzentration aus Uber-
stdnden, die sie nach zweiminutigem Zentrifugieren gewinnen [152, 57]. Hogema
et al. haben mehrere Methoden fiir das Quenching verglichen: Zentrifugieren, Fil-
trieren und Quenching in kaltem Methanol. Als zuverléssigste Methode erwies
sich Filtrieren durch Glassfaserfiltern und Kochen in Ameisensdure [52, 51].

Veroffentlichte cAMP-Messungen.  Flr intrazelluldre Messungen aus der ex-
ponentiellen Phase einer Schiittelkolbenkultur werden Werte zwischen 0.7 - 5 uM
[51], 0.3 - 2.5 uM [30] und 15 ;zM [116] angegeben. Fur extrazellulare Werte wur-
de ebenfalls aus der exponentiellen Phase eines Schiittelkolbenversuchs 220 M
gemessen [116]. Die cCAMP-Exkretion ist mit der intrazelluldren Konzentration
korreliert [30].

Uberpriifung verschiedener Methoden. Gemessen wurde in einer Sucrose-
limitierten stationaren Chemostat-Kultur mit der Verdiinnungsrate D = 0.1 A1,
Methode 3 (TRIS/EDTA, Abb. B.3) [139] erlaubt nur eine Bestimmung der Ge-
samtkonzentration und scheidet aus diesem Grund aus. Der gemessene Wert fur
die stationdre Chemostat-Kultur betragt 150 M. Methode 4 (Formiat-Methode,
Abb. B.4) [52] lieferte fur die intrazellulare Konzentration der stationar wachsen-
den Kultur: 1245 pM. Aufgrund des relativ hohen Werts und vor allem der grof3en
Streuung wurde diese Methode nicht weiterverfolgt. Methode 2 (Trockeneisbad,
Ethanol/HEPES, Abb. B.2) basiert auf der Aufschlussmethode von Gonzales [45],
erganzt um eine neue Quenching-Methode. Die Probe wird in ein auf Trocken-
eis stehendes Reagenzglas injiziert und gefriert innerhalb von etwa 20 Sekunden.
Nach Auftauen im Eisbad (Dauer etwa 20 minuten, unterstiitzt durch standiges
Schitteln) wird die Probe bei +1°C zentrifugiert und der erhaltene Niederschlag
durch Zugabe von 5 ml kochendem Ethanol/HEPES-Gemisch (s. Methode 1) auf-
geschlossen. Nach vierminltigem Inkubieren und Abkuhlen im Eisbad (10 Mi-
nuten), wird der Uberstand durch Zentrifugieren gewonnen und vermessen. Es
tritt bei dieser Methode keine Zelllyse auf [161]. Ein kritischer Punkt war die
vollstandige Abtrennung der extrazellularen Flussigkeit (Auswischen mit einem
Tuch) nach dem Zentrifugieren. Die Wiederfindung des eingesetzten Standards
betrug 90% - 100%. Fur die intrazelluldére cAMP-Konzentration der Chemostat-
Kultur von E. coli LJ210 ergab sich 4.0+0.8 nmol/gTS (1.740.3 «M). Fir die ex-
trazelluldare cCAMP-Konzentration unter diesen Bedingungen ergab sich 286459
nmol/gTS (120+25 ;:M). Beide Werte lagen im Bereich der oben aufgefiihrten
Literaturwerte. Die intrazellulare Konzentration erhéhte sich bei Zugabe extra-
zelluldren Standards, was darauf hindeutete, dass ca. 0.2% des Mediums beim
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Trocknen nicht entfernt wird, was bei diesen Konzentrationsverhaltnis kaum ins
Gewicht féllt. In einer exponentiell auf Sucrose wachsenden Schittelkolbenkul-
tur von E. coli LJ210 wurde ein geringerer Wert gemessen (1.7 nmol/gTS) [161],
was aber damit tibereinstimmte, dass bei hoheren Wachtstumsraten ein geringerer
CAMP-Gehalt erwartet wird [122]. Aufgrund der guten Ergebnisse mit Standards
wurde Methode 2 (Abb. B.2) fir die cAMP-Messungen in dieser Arbeit verwen-
det.

4.3 Stationare kontinuierliche Kultur

Fur die stationére kontinuierliche Kultur von Escherichia coli LJ210 wurden die
Konzentrationen von Scr, PEP und Prv, sowie der Phosphorylierungsgrad des
EIHAS™ und die Konzentration von cAMP bestimmt. Stationar meint hier im
biverfahrenstechnischen Sinn eine Fermentationskultur, die bei einer definierten
Wachstumsrate konstant wachst und nicht wie im biologischen Sinne eine “nicht-
wachsende” Kultur. Die gemessenen Werte sind die fur die Validierung des PTS-
Modells wichtigen Eingangs- und AusgangsgroRen. Der Fermentationsprozess
wurde dabei mit den Verdiinnungsraten D = 0.1 — 0.4 h~! betrieben. Dies ent-
spricht Generationszeiten von 415 und 104 Minuten. Nach der Anderung der Ver-
dunnungsrate wurde das Erreichen des neuen stationdren Zustands durch Verfol-
gung der Abluftkonzentrationen von Sauerstoff und Kohlendioxid, sowie der Bio-
massekonzentration kontrolliert. Die gemessenen Werte wurden mit den durch das
Modell errechneten Werten in Abb. 4.5 und Abb. 4.6 dargestellt.

Die stationdre (konstante) intrazellulare Konzentration von PEP nimmt mit stei-
gender Verdiinnungsrate D zu, erreicht bei D = 0.2 h~! (Generationszeit 108
Minuten) ihren Maximalwert und féllt danach wieder leicht ab, wohingegen die
Pyruvatkonzentrationen bei steigender Verdlinnungsrate stetig zunimmt, bis bei
der maximalen untersuchten Verdiinnungsrate von D = 0.4 h~! (Generationszeit
415 Minuten) eine intrazelluldre Konzentration von [Prv] = 3.3 [umol/gT S] er-
reicht wird (Abb. 4.5). Dies erscheint durch einen deutlich gréRReren Fluss vom
PEP wegen der erhdhten PTS-Transportrate plausibel. Beide Verldufe werden
vom Modell ausreichend gut beschrieben, was darauf hinweist, dass Verénde-
rungen der Enzymkonzentrationen tatsédchlich kaum eine Rolle spielen, wie in
Kap. 3.3 diskutiert. Bei sehr hohen Verdiinnungsraten (D = 0.4 h~!, Generati-
onszeit 415 Minuten) kommt es allerdings zu grélReren Abweichungen, speziell
bei der PEP-Konzentration, wobei hier doch Verschiebungen im metabolischen
Netzwerk durch verénderte Genexpression eine Rolle spielen kénnen. Die ex-
trazelluldre Sucrosekonzentration steigt ebenfalls mit steigender Verdiinnungsrate
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an, was auch durch das Modell wiedergegeben wird (Abb. 4.5). Der Anstieg wird
vom Modell weniger steil berechnet, als im Experiment gemessen, wobei diese
Messungen allerdings wegen Problemen in der Prozessfiihrung stark fehlerbela-
stet sind (Kap. 2.1.5).

Das PTS-Ausgangssignal Phosphorylierungsgrad des EIIAC™ nimmt mit stei-
gender Verdinnungsrate und damit niedrigerem PEP:Prv-Verhéltnis und erhoh-
ter Sucrosekonzentration wie erwartet ab (Abb. 4.6). Durch den erhdhten Trans-
port werden dem PTS vermehrt Phosphorylgruppen entzogen und ein niedrigerer
stationarer Phosporylierungsgrad stellt sich ein. Gegenuber einem Phosphorylie-
rungsgrad von etwa 70% bei D = 0.1h~! und D = 0.2h7!, erhdlt man fiir
D = 0.3h7! etwa 40 % und fir D = 0.4 h~! praktisch 0 %. Bei dieser hohen
Transportrate sind dem System an dieser Stelle alle Phosphorylgruppen entzogen.

Die intrazelluldre Konzentration des second messenger CAMP nimmt mit steigen-
der Verdinnungsrate und damit besserer Substratversorgung der Zelle ab, wobei
simulierter und gemessener Verlauf nicht tibereinstimmen. Dies kann ein Hinweis
darauf sein, dass die EIIA™-Phosphorylierung nicht das einzige regulatorisch
wirkende Signal fiir die Adenylatzyklase ist, wie bereits vermutet [53, 125, 152].

4.4 Pulsexperiment

Die stationare kontinuierliche, auf Sucrose wachsende Kultur (D = 0.1 ~~!) von
E. coli LJ210 wurde durch pulsférmige Erhéhung der extrazelluldren Sucrose-
konzentration (eScr) aus dem stationdren Zustand ausgelenkt und die Reaktion
des Systems durch Messung wichtiger ZustandsgroRen (Metabolitkonzentratio-
nen) verfolgt. Die Kultur befand sich bei einer stationdren Sucrosekonzentration
von etwa 1mg/l = 3 M im induzierten Zustand. Die Anregung wurde durch
Zugabe einer definierten Menge konzentrierter Sucrose-L6ésung bis zu einer End-
konzentration von 0.3 g/I erreicht. Da die Art der Anregung dem in der Rege-
lungstechnik gebrauchlichen Verfahren der Charakterisierung des Ubertragungs-
verhaltens eines Systems durch Anregung mit dem Testsignal Impuls &hnlich ist,
wird hier ebenfalls der Begriff Pulsexperiment verwendet.

In Abb. 4.7 und 4.8 sind die gemessenen und simulierten Zeitverlaufe dargestellt.

In Abb. 4.7 oben erkennt man die sprunghafte Erh6hung der Sucrose-Konzen-
tration, welche im Verlauf von etwa 200 s wieder verbraucht wird. Es stellte sich
dann derselbe stationdre Wert von [eScr] = 1.2mg/l = 3.3 uM wieder ein wie

102



\o
— eSCR-s
025k © eSCR-m i
0.2r B
30.15* .
0.1f |
0.05+ B
0 ‘ o) [e) _O ‘ ‘
0 100 200 300 400 500 600
t[s]
0.1 TR¥F ¥ ¥ T ¥ T 3
[ R — CAMP-s*5
! \ o CAMP-m*5
! ! ‘== EllA-s
: 1 * EIA-m
! E
: @
%) i !
= : !
Q ! 1
= ; !
o - 1 i
= 0.05 i i
= ! .
1 z
o 1 '
1 *
1 vVox * *
______ ¥ ! e K i
1 e
R
4
— 9 - = -
(@]
0 L L L L L L L
0 100 200 300 400 500 600
t[s]

Abbildung 4.7: Dynamische Antwort des PTS und des intrazellularen cAMP
(mit Faktor 5 multipliziert) auf eine Stérung des stationdren Zu-
stands einer kontinuierlichen Kultur (D = 0.1 ~~!) von E. coli
LJ210 durch Sucrose-Puls. Die extrazellulare Sucrosekonzen-
tration wurde dabei zum Zeitpunkt ¢ = 0 s von 1 mg/l auf eine
Endkonzentration von [eScr] = 300mg/l erhoht. Punkte mar-
kieren Messungen und Linien Simulationsergebnisse.
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Abbildung 4.8: Dynamische Antwort der Glykolyse auf eine Stérung des sta-
tiondren Zustands einer kontinuierlichen Kultur (D = 0.1h71)
von E. coli LJ210 durch Sucrose-Puls. Die extrazelluldre Su-
crosekonzentration wurde dabei zum Zeitpunkt ¢ = 0s von
1mg/l auf eine Endkonzentration von [eScr] = 300mg/l er-
hoht. Punkte markieren Messungen und Linien Simulationser-
gebnisse.

104



vor der Storung. Innerhalb dieses relativ kurzen Zeitintervalls kénnen regulatori-
sche Effekte auf Ebene der Genexpression vernachlédssigt werden. Der Puls konnte
in allen gemessenen und simulierten Zustandsgrofien verfolgt werden. So ist dies
in Abb. 4.8 oben fiir die in der Glykolyse friih auftretenden intrazellularen Meta-
bolite GIc6P, Fru und Fru6P gut zu erkennen. GIc6P und Fru6P wurden jeweils
aus ihrem stationdren Zustand ausgelenkt, erreichten fiir die Zeit der Zuckersat-
tigung ein neues stationdres Niveau und kehrten dann nach dem Verbrauch der
Sucrose wieder in den friiheren stationdren Zustand zurlck. Fur die intrazellula-
re Fructose Fru wurde ein ahnlicher Verlauf simuliert. Die streuenden Messwerte
konnten allerdings auch durch andere Verlaufe beschrieben werden. In Abb. 4.8
unten ist eine gute Ubereinstimmung von Experiment und Simulation fir Prv zu
erkennen. Der Phosphoryl-Donor PEP wurde durch den erhéhten Abfluss durch
den deutlich erhéhten Transport stark vermindert und nimmt fur diese Zeit einen
stationdren Wert von [PE P| ~ 1 umol/gT'S ein, der aber noch deutlich Gber Null
liegt. Das in der Simulation zu erkennende Uberschwingen bei der Riickkehr in
den stationdren Zustand konnte so im Experiment noch nicht nachgewiesen wer-
den und konnte auch auf einen strukturellen Fehler im Modell, zum Beispiel in
der Beschreibung der Abfliisse in die Biosynthese, hindeuten.

In Abb. 4.7 unten ist die Konzentration des PTS-Proteins EIIAC™ in nichtphos-
phorylierter Form dargestellt. Diese wurde bestimmt aus dem gemessenen Phos-
phorylierungsgrad des Proteins und dem in der Literatur vorhandenen Messwert
fir die Gesamtkonzentration von [EI1TA°™™|, = 0.1 umol/gTS [132]. ENAC™™
befand sich wéhrend der erhohten Sucrosekonzentration komplett im dephospho-
rylierten Zustand. Dies ermdglicht einen erhéhten Induktorausschluss tber EHHAC™
und fihrt zu einer verringerten CAMP-Produktion durch die Adenylatzyklase CyaA.
Die intrazellulare Konzentration an cAMP nahm sprunghaft ab und stieg nach En-
de der Pulsphase wieder auf den friiheren stationdren Zustand.

Die simulierten Trajektorien beschreiben die gemessenen Zeitverlaufe gut. Auf-
grund der zahlreichen Messungen konnten etwa 12 Parameter des Modells identi-
fiziert werden, die in Anhang A enthalten sind.

4.5 Sprungexperimente

Wahrend der kontinuierlichen Prozessfiihrung mit der Verdiinnungsrate D = 0.1 h~!
(Generationszeit 415 Minuten, stationdre Sucrosekonzentration 1 mg/l) wurde die
sich im stationdren Zustand befindliche Kultur durch sprunghafte Erhéhung der
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Abbildung 4.9: Sprunghafte Erhéhung der Verdiinnungsrate von D = 0.1 h~!
(Generationszeit 415 Minuten, stationdre Sucrosekonzentration
1mg/l) auf D = 0.2h~! (Generationszeit 208 Minuten, sta-
tiondre Sucrosekonzentration 3mg/l) zum Zeitpunkt ¢ = 0h.
Verlauf der intrazelluldren Metabolite Glc6P, Fru6P, PEP und
Prv, sowie der Makromolekille DNA und RNA und des Phos-
phorylierungsgrads von EIIAC™ im Zeitfenster bis 6 h.

Verdunnungsrate auf D = 0.2 h~! (Generationszeit 208 Minuten, stationare Su-
crosekonzentration 3mg/l) zum Zeitpunkt ¢ = 0 h gestort. Die Art der Anre-
gung ist dem in der Regelungstechnik gebréuchlichen Verfahren der Charakteri-
sierung des Ubertragungsverhaltens eines Systems durch Anregung mit dem Test-
signal Sprung ahnlich und wird hier, wie in der Bioverfahrenstechnik tblich, als
D-Sprung bezeichnet. Bis zur Einstellung eines neuen stationéren Zustands wur-
den die Zeitverldufe wichtiger Metabolite und Makromolekile gemessen und in
Abb. 4.9 im Zeitfenster bis 6 2 und Abb. 4.10 im Zeitfenster bis 0.5 h dargestelit.

Am Verlauf der intrazelldaren Metabolite ist zu erkennen, dass vor Erreichen eines
neuen (verandeten) stationdren Zustands eine Ubergangsphase von etwa 2 bis 4
Stunden durchlaufen wurde. Dies gilt auch fur die DNA- und RNA-Konzentrationen.
Der neue stationdre Zustand war also durch eine veranderte Makromolekilzusam-
mensetzung der Zelle gekennzeichnet. Allerdings bleibt in zukinftigen Experi-
menten zu klaren, welchen Einfluss eine eventuelle Anderung der ZellgréBe hat.
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Abbildung 4.10: Sprunghafte Erhéhung der Verdiinnungsrate von D = 0.1~ ~!
(Generationszeit 415 Minuten, stationdre Sucrosekonzentrati-
on 1mg/l) auf D = 0.2h~! (Generationszeit 208 Minu-
ten, stationdre Sucrosekonzentration 3mg/l) zum Zeitpunkt
t = 0h. Verlauf der intrazellularen Metabolite PEP und Prv,
sowie des Phosphorylierungsgrads von EINAC™™ im Zeitfenster
bis 0.5 h.

Die Neusynthese der Makromolekiile ist im mathematischen Modell bis jetzt nicht
vorgesehen. Fur die stationdren Zustande der modellierten Metabolite stimmten
die Simulations- und experimentelle Ergebnisse aber Uberein (Abb. 4.5), ebenso
wie fir den qualitativen Verlauf der Phosphorylierungsgrades des EIIAC™ (Da-
ten nicht gezeigt). Der Phosphorylierungsgrad war fiir einen Zeitraum von etwa
0.1 h um etwa 20 % verringert und kehrte danach praktisch wieder auf den Wert
bei D = 0.1~ zurlck. Fir den nicht gezeigten Sprung von D = 0.1 A~ ! auf
D = 0.4 h~* sprang der Phosphorylierungsgrad bereits vor dem ersten Messwert
(15 s) auf Null und veranderte sich dann nicht mehr. Durch den stark erhohten
Transport wurde der Phosphoryl-Pool des PTS komplett entleert. Dies war bei
D = 0.2 h~! nicht zu beobachten.

Insgesamt war die schnelle Dynamik der Phosphoryl-Entleerung des PTS beim
D-Sprung vergleichbar mit dem Puls-Experiment (Kap. 4.4) und die langsame
Dynamik der Genexpression mit dem verwendeten Modell nicht zu beschreiben.
Dies kann in zukiinftigen Arbeiten in einem Gesamtzellmodell mit detaillierterer
Beschreibung der Biosynthese erfolgen.

4.6 Futterungsstop-Experimente

Beim Fitterungsstop-Experiment wurde ebenfalls ausgehend von der stationdren
Kultur bei D = 0.1 A~ der Zulauf abgestellt und nach 4 Minuten (0.067 Stun-
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Abbildung 4.11: Fltterungsstop-Experiment. Ausgehend von der stationéren
Kultur bei D = 0.1 h~! wird bei t = 0 h der Zulauf abgestellt
und nach 4 Minuten (¢t = 0.067 h) wieder angestellt. Darge-
stellt sind gemessene (Punkte) und berechnete (Linien) Ver-
laufe der externen Sucrosekonzentration eScr, sowie des Phos-
phorylierungsgrads von EIIAC"™,

den) wieder angestellt. Der Sauerstoffpartialdruck in der Losung, po», nahm dabei
sprunghaft zu und fiel nach Einschalten des Feedings wieder auf den stationéren
Wert der kontinuierlichen Kultur (Daten nicht gezeigt). Dieser Versuch kann da-
her auch als “Inverser Puls” bezeichnet werden, im Gegensatz zum beschriebenen
Sucrose-Puls-Experiment (Kap. 4.4), der ein spiegelbildliches pp»-Signal lieferte.

Die gemessenen und berechneten Zeitverlaufe der externen Sucrose-Konzentration
eScr, sowie des Phosphorylierungsgrades von EIIAC™™ sind in Abb. 4.11 gezeigt.
Die Sucrosekonzentration war mit den verwendeten analytischen Methoden im
mg-Bereich nicht zu bestimmen. Der berechnete Verlauf zeigte eine rasche Ab-
nahme der Sucrose praktisch bis auf Null und nach Wiedereinschalten des Fee-
dings eine ebenso rasche Rickkehr auf den stationdren Wert. Das PTS-Protein
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EIAC™ lag, wahrend keine Nahrlosung zugefiihrt wird, komplett phosphoryliert
vor, da die Phosphorylgruppen nicht mehr zum Transport ben6tigt werden und
damit riickstauten. Dies konnte im Experiment gezeigt werden, das auch gut vom
mathematischen Modell beschrieben wird (Abb. 4.11 rechts oben). Auch der phos-
phorylierte Metabolit PEP lag wéhrend des Inversen Pulses in einer konstanten,
eventuell leicht erhéhten Konzentration vor und kehrte nach bei erneutem Feeding
wieder auf den stationdren Wert zurtick. Der in diesem Experiment bestimmite sta-
tion&re Wert lag mit 1.8 umol/gT'S geringfugig unter dem stationdren Wert, der
sich in den Ubrigen Messungen ergeben hat (2.6 umol/gT'S) und damit auch un-
ter dem berechneten Wert. Vom Modell wurde allerdings ein standiger Abfluss des
Metaboliten und damit eine Entleerung des Pools beschrieben. Durch einen bisher
im Modell nicht berlicksichtigten Regulationsmechansimus wird die Konzentrati-
on von PEP auf einem hohen Niveau gehalten. Die physiologische Funktion kann
sein, dass bei erneutem Auftreten von Substrat der Transport sofort mit maxima-
ler Geschwindigkeit starten kann. Auch dieses Verhalten sollte durch ein Gesamt-
zellmodell mit detaillierterer Beschreibung der Biosynthese zu beschreiben sein.
Auch fir den intrazellularen Pool an Prv ergab sich im Modell eine Entleerung,
die im Experiment nicht zu beobachten war. Es kam nur zu einer geringen Absen-
kung der Konzentration, die durch einen verminderten Fluss vom PEP zu erklaren
war. Insgesamt bietet dieses Experiment eine Mdéglichkeit in weiterfihrenden Ar-
beiten die Verschaltung von Einheiten des zentralen Kohlenstoff-Metabolismus zu
studieren.

4.7 Sauerstofflimitierung

Zur Untersuchung der Verédnderung des Phosphoenolpyruvat:Pyruvat-\Verhaltnis
und des Phosphorylierungsgrades von EIIAC"" bei niedrigen Gelostsauerstoffkon-
zentrationen wurde die stationare kontinuierliche Kultur (D = 0.1 ~~1) bei limi-
tierenden Sauerstoffpartialdriicken von 5% und 10% der Sattigung vermessen.
Die regelungstechnische Realisierung dieser prozesstechnischen Aufgabe wur-
de in Kap. 4.1 beschrieben. Die Kultur wurde nach aerobem kontinuierlichem
Wachstum (mindestens drei Tage) auf Sucrose sauerstofflimitiert gefahren. Nach
mindestens zwei Tagen wurden die Messungen durchgefiihrt. Die Messergebnis-
se sind in Tab. 4.5 zusammengefasst. Mit abnehmendem Sauerstoffpartialdruck
in der Losung und damit erhéhter Sauerstofflimitierung ergab sich eine Erhéhung
des PEP:Prv-Verhaltnis von 1.6 bei pps = 70 % zu 2.8 bei po, = 5 %. Die Ge-
samtmenge von PEP und Prv stieg leicht an. Gleichzeitig erhdhte sich auch der
Phosphorylierungsgrad des EIIAC™ leicht, wahrend die extrazellulare Sucrose-
konzentration keiner messbaren Veranderung unterlag. Diese Messwerte wurden

109



| poz [%] | PEP [umol/gTS] | Prv [umol/gTS] | PEP:Prv | eScr [g/I] | Pg.(EIIA) [] |

70 2.5 1.6 1.6 0.002 0.70
10 2.9 1.4 2.1 0.002 0.72
5 3.6 1.3 2.8 0.002 0.76

Tabelle 4.5: PEP:Prv-Verhiltnis, Sucrosekonzentration und Phosphorylierungs-
grad von EINAC™ in Abhangigkeit der Sauerstoffkonzentration
wahrend der stationdren Kkontinuierlichen Prozessfiihrung (D =
0.1A~1h).

ebenfalls fir die Validierung der PTS-Kennlinien herangezogen, die im ndchsten
Teilkapitel dargestellt ist.

Bei Sauerstofflimitierung kommt in E. coli das wie das crpA-Modulon ebenfalls
global wirkende Regulationssystem ArcA/B ins Spiel. Es kommt zu zahlreichen
regulatorischen Eingriffen auf der Ebene der Genexpression. Dies betrifft auch
den zentralen Kohlenstoff-Katabolismus [113]. Dies resultiert in einer Verande-
rung der Stofffliisse durch das zentrale metabolische Netzwerk [169]. Es kann da-
mit auch zu einer Verschiebung des PEP:Prv-Verhéltnisses kommen, wie im Ex-
periment gezeigt. Auch die beim Aerob-Anaerob-Ubergang stattfindenden langsa-
men dynamischen Prozesse mit Zeitkonstanten im Stundenbereich sind bereits be-
schrieben [26]. Die exakte mathematische Beschreibung dieser Vorgange erfordert
die Verschaltung der Biologischen Funktionseinheiten fur das crpA-Modulon mit
dem ArcA/B-System. Diese systembiologische Fragestellung wird in einem nach-
folgenden Projekt bearbeitet, wobei auch noch das bei Stickstoffmangel wichtige
globale Regulationssystem NtrB/C miteinbezogen wird.

4.8 Kennlinien-Validierung

Mit den in den vorigen Kapiteln beschriebenen Ergebnissen konnten die berechne-
ten stationdren Kennlinien fir das PTS experimentell validiert werden. In Abb. 4.12
ist das Kennlinienfeld des PTS aufgetragen. Dargestellt ist der Phosphorylierungs-
grad von EIIAC™ in Abhéngigkeit des PEP:Prv-Verhiltnis und der extrazellu-
laren Sucrosekonzentration. Man erkennt, dass die maximale Phosphorylierung
bei hohem PEP:Prv-Verhéltnis und geringer Sucrosekonzentration erreicht wird.
Im Gegensatz dazu ist EIIAC™ bei geringem PEP:Prv-Verhaltnis und hoher Su-
crosekonzentration praktisch vollstandig dephosphoryliert. Die Phosphorylierung
hangt von beiden Parametern ab, wobei bei hohen Zuckerkonzentrationen der Ein-
fluss des PEP:Prv-Verhéltnis sehr gering ist. EIHIAC™ ist in diesem Fall dephospho-
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Abbildung 4.12: Berechnetes Kennlinienfeld (GI. 3.5) und experimentelle Er-
gebnisse (Punkte) fir das PTS. Dargestellt ist der Phospho-
rylierungsgrad von ENAC™ in Abhéngigkeit des PEP:Prv-
Verhaltnisses und der Sucrosekonzentration.
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ryliert. Gleiches gilt flir ein sehr geringes PEP:Prv-Verhdltnis. Die Zuckerkonzen-
tration ist dann hierbei von untergeordneter Wichtigkeit. Wie hier gut zu erkennen
ist, integriert das PTS die Eingangssignale von auf3erhalb und innerhalb der Zelle
zu einem Ausgangssignal.

Die Punkte in Abb. 4.12 stellen die gemessenen Daten dar. Diese sind aus ver-
schiedenen Experimenten gewonnen worden und spiegeln verschiedene Stoff-
wechselsituationen wieder. Die Signaliibertragungseigenschaften des PTS in die-
sen verschiedenen Experimenten werden durch das Modell sehr gut beschrieben.
Die Abweichung der Messpunkte vom Kennlinienfeld ist gering. Auch die von
Hogema [50] gemessenen Daten lassen sich durch das Modell gut beschreiben
(Daten nicht gezeigt).

Als entscheidende Modellparameter erwiesen sich die Geschwindigkeitskonstan-
ten fur die Phosphoryliibertragung von HPr zu EINAC™™ (ky, k_o). Aufgrund der
vorhandenen Messinformation Gber den Phosphorylierungsgrad des EIIAC™ konn-
ten die Parameter fiir den Zu- und Abfluss zu und von EIIAC™ identifiziert wer-
den. Gegenuber dem von Rohwer et al. verdffentlichten Modell [132], wurden
die Geschwindigkeitskonstanten k-, kg, kg, k1o und k_g verringert und £_, und
k_g leicht erhoht, was insgesamt eine Verringerung des Flusses Uber das PTS
bedeutet. Betrachtet man zum Beispiel den EIIA®""-Phosphorylierungsgrad von
70% im stationdren Zustand der kontinuierlichen Kultur bei einer \erdiinnungsra-
te D = 0.1 h~!, so wird dieser nun durch das angepasste Modell beschrieben. Mit
den urspringlichen Parametern hatte sich ein Phosphorylierungsgrad unter diesen
zuckerlimitierten Bedingungen von nahezu 100% ergeben.

Es steht nun ein detailliertes Modell des PTS zur Verfugung, das experimentell
gut validiert wurde. Dieses Modell kann in Simulationsstudien dazu verwendet
werden, um am Rechner in silico zu experimentieren, analog zu Experimenten,
wie sie der Biologe im Labor in situ durchfiihren kann. Dieses Verfahren soll im
folgenden Teilkapitel veranschaulicht werden.

4.9 Weiterfihrende Simulationsstudien

Uber in silico-Experimente lassen sich die Ergebnisse von realen Experimenten
im biologischen Labor abschatzen, die zum einen zeitaufwendig und schwierig
durchzufuhren sind oder zum anderen mit dem momentanen Stand der Technik
nicht realisierbar sind. Die Variation der Proteinkonzentration eines PTS-Proteins
kann Uber die Amplifikation des entsprechenden Gens mittels gentechnischer Me-
thoden erreicht werden. Dies ist aber ebenso ein sehr aufwendiger Versuch, wie
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die systematische Analyse der PTS-vermittelten Chemotaxis, wie sie im zweiten
Unterkapitel gezeigt ist. Ein bereits in dieser Arbeit beschriebenes Beispiel ist die
Untersuchung des EI-Monomer-Dimer-Zyklus (Kap. 3.2.2), die zeigte, dass der
Zyklus wohl nicht bei jeder Phosphoryl-Transferreaktion durchlaufen wird.

4.9.1 Variation der Proteinkonzentrationen

Der Verlauf der berechneten und experimentell validierten Kennlinien, die die
Signaltransduktionseigenschaften des PTS beschreiben, héngt neben den bisher
betrachten EingangsgroRen eScr, PEP und Prv, auch von der Gesamtkonzentra-
tion der PTS-Proteine ab. Diese Abhangigkeit liefert der Zelle eine weitere Ein-
griffsmoglichkeit zur Anpassung der Signallibertragung an die jeweiligen Bedin-
gungen. Die Expression der Substrat-speziellen Ells hdngt in starkem Mafle von
der Konzentration des Substrats und des globalen Regulators, wie CAMP.CrpA ab
[122]. Und auch fiir die generellen PTS-Proteine EI und HPr wird eine zwei- bis
dreifache Veranderung ihrer Konzentration in Abhé&ngigkeit verschiedener Koh-
lenstoffquellen beschrieben, wobei auf Glucose die héchsten Konzentrationen er-
reicht werden [103]. Des Weiteren wurden zahlreiche Studien an gentechnisch
manipulierten Stdmmen mit gegeniiber dem Wildtyp veranderten PTS-Proteinkonzentrationen
durchgefihrt [39, 132, 144, 159]. In diesem Zusammenhang interessant ist auch
die gentechnische Konstruktion eines Multidoménen-Fusionsproteins aller vier
Proteine des Glucose-PTS. Die Phosphoryltransfer-Aktivitat des gereinigten Fu-
sionsproteins war drei- bis viermal héher als die einer dquimolaren Mischung der
isolierten Proteine [100]. Dieses Phdnomen kann in vivo aufgrund von Komplex-
bildung und damit verbunder lokaler Erhéhung der Proteinkonzentrationen eine
wichtige Rolle spielen [132].

Die Abhéngigkeit der PTS-Signaltransduktion von den Proteinkonzentrationen
soll am Beispiel der Konzentration des Transporters EIIBC®" und ihrem Einfluss
auf den Phosphorylierungsgrad des EIIAC™" erlautert werden. Die berechnete Ab-
hangigkeit ist in Abb. 4.13 gezeigt. Der Phosphorylierungsgrad &nderte sich von
10 % bis 70 %, wenn die EIIBC-Konzentration von 5% bis 300 % der in dieser
Arbeit verwendeten Konzentration von [E11BC|; = 0.036 [umol/gT S] variiert
wurde. Diese Konzentration wurde von Rohwer et al. aus Glucose-Schiittelkolbenexperimenten
bestimmt [132] und beschrieb auch die Sucroseexperimente gut. Lag der Trans-
porter nur in geringer Menge vor, stauten sich aufgrund einer verminderten Ge-
samtreaktionsrate die Phosphorylgruppen im PTS, was gleichbedeutend mit ei-
nem hohen Phosphorylierungsgrad ist. Bei hoher Transporterkonzentration wur-
den die Phosphorylgruppen vermehrt abgezogen, falls, wie in dieser Studie vor-
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Abbildung 4.13:
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Berechnete Abhangigkeit des stationdren Phosphorylierungs-
grads von EIAC™ von der Gesamtkonzentration des Trans-
porters EIIBCS" (in % der in dieser Arbeit verwendeten Kon-
zentration) bei konstanten Eingangsgréfen eScr = 0.03 g/l =
88 M (Séttigung) und PEP : Prv = 2.
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ausgesetzt, genligend Substrat vorhanden war. Es ergab sich ein niedrigerer Phos-
phorylierungsgrad. Ahnlich starke Abhangigkeiten wurde auch bei weiteren Un-
tersuchungen fir andere Gesamtkonzentrationen gefunden. In weiterfiihrenden
Arbeiten sollten auch analytische Verfahren zur Quantifizierung der Gesamtkon-
zentrationen unter verschiedenen experimentellen Bedingungen entwickelt und
etabliert werden, um so die Signalverarbeitung ber das PTS noch differenzierter
beschreiben zu kdnnen.

4.9.2 PTS-vermittelte Chemotaxis

Zur quantitativen Analyse der PTS-vermittelten Chemotaxis, deren Grundlagen
in Kap. 1.4.2 erldutert wurden, liegen einige experimentelle Daten vor: In in vivo-
Untersuchungen nach fotoinduzierter Freisetzung von PTS-Substraten wie Glu-
cose und computerunterstiitzter Bewegungsanalyse konnten Reaktionen der PTS-
Chemotaxis von innerhalb 200 ms gemessen werden [98]. Dynamische Verénde-
rungen des PTS, hier speziell des El, missen also in einem Zeitfenster von et-
wa 10-30 ms erfolgen kdnnen, damit die gesamte Signaltransduktion, das Schal-
ten des Motors und die Reaktion der Zelle gentigend schnell erfolgen kann. Der
Schwellenwert fur Glucose in diesem Test liegt bei 10 nM. Bei 50 nM ist die
Sattigung fast erreicht und ab 200 nM wird die Dephosphorylierung des phospho-
CheY limitierend. Mit 50-100 nM Glucose wurde bereits eine vorwértsgerichtete
Schwimmbewegung erreicht, doch die Antwortrate nahm mit steigender Gluco-
sekonzentration noch weiter zu. Ein K,-Wert von 5 M wurde in Transporttests
gemessen. In einer abschédtzenden Rechnung ergibt sich, dass Substrattransport
nahe des Schwellenwertes oder des Sattigungswertes zu sehr geringen Verande-
rungen der intrazellularen PEP-Konzentration (kleiner 1%) flhrt, was deswegen
nicht als Signal fur die PTS-Chemotaxis in Frage kommen kann. EI dagegen &n-
dert sich zwischen 25% und 45% und kann daher die Signalfunktion erfullen [98].

In ausfihrlichen Simulationsstudien wurden diese experimentellen Ergebnisse mit
Berechnungen durch das Modell verglichen [123]. Im ersten Schritt wurde hierzu
das PTS im stationdren Zustand durch Sprunge in der extrazelluldren Sucrose-
konzentration ausgelenkt, wie dies in vivo in einem Zuckergradienten vorstell-
bar ist. Es wurde dabei von stationdren Sucrosekonzentrationen im Bereich von
0.3mg/1 (0.9 uM) bis 100 mg/l (290 M) ausgegangen und Spiinge von 0.01 %
bis 100 % ausgefihrt. Insgesamt wurden in dieser Studie 30000 Spriinge berechnet
und die Reaktion der einzelnen PTS-Komponenten analysiert. Betrachtet wurde
das Erreichen einer einprozentigen Anderung der jeweilgen PTS-Komponente be-
zogen auf ihre Gesamtkonzentration. Die Ergebnisse sind in Tab. 4.6 zusammen-
gefasst. Das bisher vermutete verbindende Element zwischen PTS und Chemotaxis-
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| PTS-Protein | Antwortzeit [ms] | Antworthéhe [%] |

EID 8-10 20-50
El 1000-4000 1-4
HPr 8-30 2-5
EIIA 6-37 3-8
EIIBC 1 2-10

Tabelle 4.6: Antwortzeiten und -héhe (bezogen auf die Gesamtkonzentration des
jeweiligen Proteins) auf Spriinge in der extrazellularen Sucrosekon-
zentration, wie im Text erlautert.

Signalkette ist das dephosphorylierte EI-Monomer (El). Diese Komponente rea-
giert viel zu langsam im Vergleich zu den geforderten 20 ms und zeigt auch nur
eine geringe prozentuale Konzentrationsverédnderung. Das unphosphorylierte EI-
Dimer (EID) dagegen reagiert innerhalb des geforderten Zeitfensters mit einer ho-
hen Konzentrationsénderung von 20 % bis 50 % und ist damit mit deutlich hoherer
Wahrscheinlichkeit als das EI-Monomer das gesuchte verbindende Element. Die-
ses Ergebnis ist naturlich von dem gewahlten mathematischen Modell abhéngig.
Wiirde man zum Beispiel durch eine deutliche Erhéhung der entsprechenden Pa-
rameter (siehe hierzu Kap. 3.2.2) davon ausgehen kénnen, dass der EI-Monomer-
Zyklus in jeder Phosphoryl-Transferreaktion durchlaufen wird, wiirden sich na-
tarlich in auch andere Ergebnisse in einer solchen Simulationsstudie ergeben. Die
anderen PTS-Komponenten reagieren ebenfalls schnell genug, um eine Reaktion
der Zelle innerhalb von 200 ms zu ermdglichen, zeigen aber eine deutlich gerin-
gere Antworthéhe und erscheinen daher als mogliche verbindende Elemente auch
eher unwahrscheinlich.

In einer zweiten Simulationsstudie wurde das Verhalten des EI-Dimer (EID) ge-
nauer untersucht. Simuliert wurde hierzu ein von Lux et al. durchgefiihrtes Ex-
periment [97]. Hierbei wurden gentechnisch veranderte Stdamme bezuglich des
Glucose PTS konstruiert, die die Phosphoryl-Ubertragung vom EI zum EHA®™
durch verschiedene HPr und HPr-ahnliche Proteine bewerkstelligen. Diese Prote-
ine besitzen verschiedene Phosphoryltransfer-Aktivitaten von El und zu EHNA®™,
die auch experimentell bestimmt wurden. Die verschiedenen Stamme wurden auf
ihre Fahigkeit untersucht, weiterhin PTS-vermittelte Chemotaxis durchzufiihren
und das Ergebnis in qualitativer Art festgehalten. Dieses Experiment wurde nun
auch im Rechner durchgefiihrt. Hierzu wurden die beiden Phosphotransferakti-
vitaten des HPr jeweils in einem Bereich von 40 % bis 120 % variiert und an je-
dem dieser Punkte die beschriebenen Simulationen mit Sucrose-Spriingen durch-
geflihrt. Tragt man nun die berechnete Zeit fiir eine EID-Konzentrationsdnderung
von einem Prozent auf, ergibt sich Abb. 4.14.
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Reaktionskonstanten k6, k7, k8

Abbildung 4.14: Zeit fir relative Anderung der EID-Konzentration um ein Pro-
zent bei Spriingen der extrazelluldaren Sucrosekonzentration
Uber den (genetisch verénderten) Phosphotransferaktivitaten
des HPr von EIl (Konstanten k6, k7, k8) und nach EIll (Kon-
stante k9). Vergleich mit qualitativen experimentellen Beob-
achtungen zur Glucose-PTS-Chemotaxis [97]: + Ch. tritt auf, -
Ch. selten, +/- und -/+ geringe, bzw. keine Ch., jeweils durch
Erhohung der Expression des HPr-&hnlichen Proteins verbes-
sert
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Die Reaktionszeiten liegen bei diesen Simulationsexperimenten zwischen 30 und
60 ms, wobei sich bei hohen Phosphoryltransferaktivitaten vom El und zum EIA
kirzere Zeiten ergeben. Bei geringeren Phosphoryltransferaktivitaten erhoht sich
die Zeit bis zu einer einprozentigen Verédnderung der Konzentration des EID. Alle
anderen EI-Spezies reagieren deutlich langsamer (im Bereich von 100-500 ms)
und sind daher als verbindendes Element zur Chemotaxis-Signalkette eher un-
wahrscheinlich. HPr dagegen reagiert schnell genug, erreicht aber nur eine deut-
lich geringere Antworthdhe (Tab. 4.6). Das beobachtete qualitative Verhalten der
verschiedenen HPr-Mutanten wird in den errechneten Ergebnissen wiedergege-
ben. Die mit + gekennzeichneten Chemotaxis-positiven Stdmme zeigen eine ver-
kirzte Reaktionszeit gegenlber den schwach-, beziehungsweise nicht-Chemotaxis-
aktiven Stammen. Die Unterscheidung zwischen diesen Stdmmen kann allerdings
nicht wiedergefunden werden, ebenso wie eine quantitative Beschreibung der ex-
perimentellen Ergebnisse.

Insgesamt zeigen die Simulationsstudien also, dass das unphosphorylierte El-
Dimer EID im Gegensatz zu den anderen PTS-Komponenten sehr gut das ver-
bindende Element von der PTS- zur Chemotaxis-Signalkette darstellen kann und
die biologische Modellvorstellung untermauert.
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Kapitel 5

Ausblick

In dieser Arbeit wurde ein mathematisches Modell zur Beschreibung der Signal-
verarbeitung tber das bakterielle Sucrose Phosphotransferasesystem (PTS) ent-
wickelt und experimentell verifiziert. Es wurden hierfiir sowohl biologische, als
auch ingenieurwissenschaftliche Methoden verwendet. Dies ist im neu entstehen-
den Forschungsgebiet ’Systembiologie’ notwendig (Kap. 5.1).

Fur zuklnftige Arbeiten stehen eine Vielzahl an Mdglichkeiten ausgehend von
den validierten Bausteinen fur das PTS und die Glykolyse zur Verfligung, die
auch noch weiter berprift werden kdnnen. Einige Projekte, die im Rahmen von
Folgearbeiten und -antrdgen bearbeitet werden, sollen kurz dargestellt werden.

Notley-McRobb et. al. stellten eine deutliche Zunahme des cAMP-Spiegels bei
Glucosekonzentrationen unterhalb 0.3 mM fest [116]. Erste Simulationsstudien
mit dem in dieser Arbeit vorgestellten Modell zeigten, dass im erwahnten Konzen-
trationsbereich bereits eine Zunahme des Adenylatzyklase-aktivierenden EIAC™-
P auftreten kann. In weitergehenden Simulationsstudien und vor allem detail-
lierten experimentellen Untersuchungen soll die Signalverarbeitung innerhalb der
Katabolitenrepression hier genauer charakterisiert werden.

Innerhalb der Katabolitenrepression ergibt sich durch die Verhinderung des Ab-
baus eines Substrats bei Anwesenheit eines zweiten, “héherwertigen” Substrats
eine Hierarchie der Zuckerverwertung (Klasse A und B-Substrate). Gerade fir
die “niederwertigeren” 5-Glucoside (Klasse B), die ebenfalls tber ein PTS aufge-
nommen werden (bgl-Operon), wurden in den letzten Jahren viele molekularbio-
logische Details aufgeklart [44]. Durch Entwurf eines entsprechenden bgl-Moduls
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Abbildung 5.1: Blockdiagramm des PTS-Glykolyse-Modells. Die Funktionen
G1, Gy und G5 beschreiben hierbei PTS, Glykolyse und Pyru-
vatkinase. Die Grollen z; und z9 stehen fiir die Abfliisse in den
weiteren Stoffwechsel und in die Biosynthese.

und Verschaltung mit dem bereits vorhandenen PTS-Baustein, kdnnen die Prinzi-
pien dieser hierarchischen Regelung besser verstanden werden. Als weitere Klasse
B-Substrate kommen hier auch Mannitol und Glucitol in Frage.

Die Verschaltung von biologischen funktionellen Einheiten spielt auch eine wich-
tige Rolle, wenn man die Wechselwirkung mehrerer globaler Regulationssysteme
untersuchen will. Hierbei soll neben der Regulation des Kohlenstoff-Metabolismus,
in der das PTS eine zentrale signalverarbeitende Position inne hat, die Sauerstoff-
(Fnr, ArcA/B) und Stickstoff-abhangige (NtrB/C) Regulation betrachtet werden.
Des Weiteren kommen auch noch FIhD/C und das RelA/SpoT-System in Betracht.
Auch hierbei muss das bestehende mathematische Modell um zusatzliche Module
erweitert und diese dann verschaltet werden. Diese Modellierungsaufgaben wer-
den durch ausfihrliche experimentelle Untersuchungen mit verschiedenen Anre-
gungen aller betrachteter Regulationssysteme erganzt.

Um bei der mathematischen Modellbildung effizient mit der biologischen Kom-
plexitat umgehen zu kdnnen, scheint eine Reduktion der bisher recht ausfihrli-
chen Modelle, die fir eine funktionelle Einheit praktisch alle Metabolite und de-
ren Verknlipfungen berticksichtigen, notwendig. Ziel ist es, das oft einfache be-
obachtete Verhalten (Phanotyp) aus dem biochemischen Reaktions- und Regula-
tionsnetzwerk abzuleiten. Dies entspricht in der Regelungstechnik der Beschrei-
bung des Ubertragungsverhaltens eines Systems. In einem ersten Schritt soll fir
das in dieser Arbeit entwickelte und validierte Modell des PTS und der Glykolyse
das Gesamtlbertragungsverhalten bestimmt werden. Eine Beschreibung biologi-
scher Systeme in der regelungstechnischen Blockdiagramm-Darstellung, wie sie
in Abb. 5.1 fur das PTS-Glykolyse-Modell vorgeschlagen ist, kann hierzu wichtig
sein, um die Regelstruktur des Systems erfassen zu kénnen.

Dieser PTS-spezifische Ausblick stellt mit den gerade erlduterten systembiolo-
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gischen Ansétzen bereits wesentliche Aspekte und Fragestellungen der System-
biologie dar. Dieses noch recht junge Forschungsgebiet soll abschlieRend kurz
umrissen werden.

5.1 Systembiologie (Systems Biology)

Die molekularbiologische Forschung der letzten Jahrzehnte war gepragt von qua-
litativen und beschreibenden Untersuchungen. Dabei wurden meist individuelle
Komponenten, wie Gene oder Proteine und individuelle Wechselwirkung unter-
sucht. Die Forschung war dabei vor allem auf das Verstandnis molekularbiolo-
gischer Details ausgerichtet. Was aber bisher stark vernachldssigt wurde, ist die
guantitative Analyse des ganzheitlichen Verhaltens zellularer Teilsysteme, das
sich aufgrund des Zusammenwirkens einer grofieren Anzahl miteinander vernetz-
ter molekularer Komponenten (Gene, Proteine, etc.) ergibt. Betrachtungen des
ganzheitlichen Verhaltens sind aber notwendig, um die Wirkungsmechanismen
etwas komplexer strukturierter Einheiten der Regulation und Signaltransduktion,
denen man in zelluldren Systemen in vielfaltigen Formen begegnet, tberhaupt
verstehen zu kdnnen [40].

Rein gedanklich ist dieses Verhalten aufgrund des Zusammenwirkens einer gro-
Reren Anzahl vernetzter Komponenten nicht mehr nachvollziehbar. Hier braucht
man das Hilfsmittel der mathematischen Modellierung. Dies erlaubt es, das heu-
te verfugbare biologische Wissen mit einer systemwissenschaftlichen Denkwei-
se zu verbinden [40]. Die hierfur erforderliche interdisziplindre Zusammenarbeit
zwischen verschiedenen Forschungsrichtungen wie Biologie, Systemwissenschaft
und Informatik, hat in den letzten Jahren zu einer drastischen Verdnderung der
Biologie gefihrt [74]. Es entstand das neue Forschungsgebiet der Systembiologie
(Systems Biology). Das biologische System soll mit Hilfe systemwissenschaft-
licher Untersuchungen besser verstanden werden [64]. Systembiologie stellt ei-
ne ganzheitliche Biologie dar, wie sie von Biologen seit langem angestrebt ist,
allerdings aufgrund von Hemmnissen, wie fehlender quantitativer Daten, nur in
geringerem Umfang realisiert werden konnte.

Die neuen Konzepte in der Systembiologie umfassen einen globalen und ganzheit-
lichen Ansatz in der Forschung und eine Verbindung von biologischem Wissen
und systemwissenschaftlicher Betrachtung. Es werden die Interaktionen aller fiir
eine funktionelle Einheit relevanter Elemente betrachtet. Dies erfordert aber eine
enge Verzahnung mit dem biologischen Experiment. Nur so kénnen die erstell-
ten mathematischen Modelle auf ihre Giltigkeit und ihren pradiktiven Charakter
untersucht werden.
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Es haben sich so zwei sich ergdnzende Herangehensweisen in der Systembiologie
herauskristallisiert. In der ersten werden experimentelle Informationen von allen
Ebenen des betrachteten biologischen Systems (DNA-, RNA-, Protein-, Metabolom-
Ebene, ...) integriert. Hierbei werden sowohl metabolische, als auch regulatorische
Netzwerke betrachtet. Dies wird dadurch mdglich, dass in den letzten Jahren ei-
ne Reihe von ganzlich neuen und hocheffizienten Analysemethoden entwickelt
wurden, was eine weitreichende Erfassung des Zellzustandes ermdglicht, bzw.
in Zukunft ermdglichen wird. Ein wirkliches Verstandnis des biologischen Sy-
stems wird allerdings nur durch die Anwendung systemwissenschaftlicher Theo-
rien und Verfahren erreicht werden. In dieser zweiten Heransgehensweise wird
ein besonderes Augenmerk auf wichtige Regelkreisstrukturen, wie zum Beispiel
feedback-Kontrolle gelegt. Diese Vorgehensweise wird in der klassischen Biolo-
gie ebenfalls zum Teil verfolgt [80, 81, 82, 83], kann aber durch die Méglichkeiten
der Systemwissenschaften erganzt werden. Eine entscheidende Aufgabe bei die-
ser Herangehensweise ist Konzentration auf zellspezifische Indikatoren, wie der
CAMP-Konzentration oder dem PEP:Prv-Verhéltnis, bei der Modellierung. Dies
wird die Modellbildung deutlich vereinfachen, indem vor allem die Anzahl der
notwendigen Zustdnde und Parameter verringert wird.

Weitere entscheidende systembiologische Fragestellungen umfassen die Struktu-
rierung komplexer Netzwerke in kleinere Einheiten und deren Modellierung, so-
wie die Modellreduktion. Komplexe biologische Strukturen zeigen oft ein einfa-
ches phéanotypisches Verhalten. Die molekularbiologischen Strukturen, mit denen
bestimmte Grundformen der Signalubertragung realisiert werden, die immer wie-
der zur Anwendung kommen, missen charakterisiert werden. Zu kléaren bleibt
auch, wie eine Funktionseinheit Robustheit ihres Verhaltens gegenuber Storein-
flissen realisiert, beziehungsweise wann diese nicht mehr zustande kommt und
die Funktion des Systems sich drastisch andert oder zusammenbricht (Fragilitat).

Diese exemplarischen systembiologischen Aufgabenfelder zeigen, dass die Biolo-
gie heute wieder vermehrt Fragen relevant werden, wie sie auch flir andere Syste-
me gestellt werden und die daher als einer allgemeinen Systemtheorie zugehdorig
gelten kdnnen. Hier beruihren sich so verschiedene Anwendungsfelder, wie Natur-
wissenschaften, Ingenieur-Wissensschaften, Soziologie, Psychologie, Sprachwis-
senschaft, Philosophie und Kunst. So wurde etwa in der Sprachwissenschaft in-
nerhalb der entstehenden philosophischen Strémung des Strukturalismus Sprache
als ein komplexes System von Zeichen begriffen, das einer bestimmten Struktur
folgt und das man analysieren kann. Wegen seiner Vorliebe fur formale Konstruk-
tionen ergab sich fiir den Strukturalismus eine N&he zur Logik und Kybernetik
[173]. Der postmoderne Philosoph Derrida spricht sogar von einer eindeutigen
Bedeutung von einem komplexen und sich verandernden Spiel von Zeichenstruk-
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turen und damit von dynamischem Verhalten von Textbedeutungen. Er nimmt dies
zum Anlass, um die sogenannte Vernunftbestimmtheit unserer Sprache und Welt
zu widerlegen (Dekonstruktion) und geht damit im systembiologischen Sprachge-
brauch vom linearen zum vernetzten Denken uber [173]. Die Biologen Maturana
und Valera unterscheiden verschiedene Lebensformen in ihrer Struktur, erkennen
aber beziglich ihrer Organisation sehr viele Gemeinsamkeiten, die an wesentli-
chen Merkmalen festgemacht werden. Das unabhéngige dynamische Verhalten
wird dabei als wesentliches Charakteristikum des Systems verstanden (Autopoie-
se) [104]. Der Soziologe Luhmann wendet unter anderem das Konzept der Auto-
poiese auf soziale Phdnomene an und formuliert eine allgemeine Systemtheorie
flr soziale Systeme [94, 121].

Systemtheoretisches Denken wird also sowohl in die Biologie getragen, als auch
inspiriert durch Erkenntnisse in dieser Leitwissenschaft in verschiedenste Berei-
che der Forschung und des gesellschaftlichen Denkens. Das Leben und viele damit
zusammenhangende Prozesse werden mehr und mehr als eine Systemerscheinung
verstanden [34]. Systemtheorie entwickelt sich dadurch zur wissenschaftlichen
Basis einer veranderten Weltanschauung [79].
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Anhang A

Glykolyse- und cAMP-Modell

In den folgenden Tabellen werden Kurzel fir reaktionskinetische Ansétze [147]
verwendet:

MM - Michaelis-Menten-Kinetik

MM-+I - Michaelis-Menten-Kinetik mit nichtkompetitiver Inhibition

MM-+A - Michaelis-Menten-Kinetik mit essentieller Aktivierung

rMM - reversible Michaelis-Menten-Kinetik

MWC - Monod-Wyman-Changeux-Modell (Symmetrie) mitn = 4

Die maximale Reaktionsraten r,,,, sind in [umol/gT'S h] angegeben, die Kon-
stanten fur Bindungsaffinitaten in [umol /gT'S] und n, L und V in [—].
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| Enzym | Kinetik | r= .. | Parameter | Beschreibung
. ([S6P] _ V[Fru])
ScrB | rMM [[5(5}3] | Fiiff Fonae = 40720 Max. Reaktionsrate
1+ + Kg1 =0.42 flr S6P
Ksi Ks2 Kgo =175 flr Fru
V=1 \erhéltnis
ScrK | MM+I [ Fg;j“ [Fru] T'maz = 21000 Max. Reaktionsrate
(1 + T ) (Ks + [Frul) Kqg=20.7 far Fru
u K; =149 flr F6P
e (T TP
PgiA | rMM | ng.D] 76 ;]2 Fonaw = 3000 Max. Reaktionsrate
1+ + Kg1 = 0.49 fur G6P
Ks1  Ks Ks = 50 fiir F6P
— V =0.04 Verhaltnis
T'maz | F6P)] (1 + [Z?P]>
PfkA MWC cl - Tmaz = 0200 Max. Reaktionsrate
) (1 L PEP ) Ks =003 filr F6P
Ko (1 N [F6P]) Ll Ki ) | | Ka=0.06 fir ADP
Ks (1 | [ADP ) K;=1.79 fiir PEP
Ky n=4 Tetramer
L=4e+6 Konformation




9C1

(1181 '2) :Z'ValpgeL

- ([FBP] v [T3P])

FbaA | rMM [?gp] [Tg;qf Ponaw = 9000 Max. Reaktionsrate
1+ + Kg1 =0.32 fur FBP
Ksi  Ks» Kgy = 0.22 fir T3P
V=1 Verhéltnis
. ([YI?P] —V[?}?G])
GapA | rMM [T?iD] 5P 5]2 Pinae = 13880 Max. Reaktionsrate
1+ + Kg1 =0.13 fur T3P
Ksi  Ks Koo = 4.5 firr 3PG
V=1 Verhaltnis
Pgml | MM Tmar3PG] P = 8400 Max. Reaktionsrate
Ks + [3PC] Ks =024 fiir 3PG
PykF | MM+A rmaa| PEP]|FBP] Tmaz = 6000 Max. Reaktionsrate
(Ks +[PEP]) (Ka+[FBP]) | - 99 fiir PEP
K, =0.35 fur FBP




Parameter | |

e 65.467 [umol /gT S h|
Karp 4.5 [pmol /gT'S]
Kgrrap | 0.00655 [umol/gT S|
Kab 16060.05 [h™!]

Tabelle A.3: Parameter des cAMP-Modells

Der Stoffwechsel der intrazelluldren Konzentration des second messenger und in-
direkten PTS-Ausgangssignals CAMP wird mit einer Bildungs- und einer Abbau-
reaktion in einem einfachen Modell beschrieben. Das extrazelluldr vorliegende
CAMP wird nicht betrachtet. Die Bildungsreaktion wird dabei mit einer Kine-
tik der essentiellen Aktivierung beschrieben. Mit dem (konstant angenommenen)
Substrat ATP und dem Aktivator EIIAP ergibt sich:

[ATP)[EITAP]
Karp + [ATP))(Kgiiap + [EIIAP))

(A1)

max
T'bild = Thild (

Fir die Abbaureaktion wurde eine Ansatz erster Ordnung verwendet, der sowohl
AusschleufRung als auch den moglichen Abbau zusammenfasst:

Tab = Kab[CAMP] (AZ)
Die Bilanzgleichung fur cAMP ergibt sich damit zu:

d[cAM P]

gp bild ~ Tab— p[cAM P] (A.3)

Die angepassten Parameter des Modells sind in Tab. A.3 aufgelistet.
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Anhang B

Ubersichtsschaubilder: Methoden
zur Metabolit-Analytik

Die Schaubilder sind erganzend zur Beschreibung der jeweilige Methode in Kap. 4.2.1,
ab Seite 91.

128



Abstoppen
des Metabolismus

Zellaufschluf3

Direkte Injektion der Probe (V=2ml)

in 5ml Ethanol (75%)/HEPES ( 0,25M,pH 7,5)

(vorinkubiert bei 95°C, 3min)

'

Inkubieren (4 min. bei 95°C)

)

Abkihlen (0°C, 10 min.)

'

Zentrifugieren (5min., 4200rpm, 1°C)

)

Uberstand lyophilisieren

)

Messen

Abbildung B.1: Methode 1: Direkte Injektion der Probe
Ethanol/HEPES-Gemisch, zur Bestimmung von Gesamtkon-

zentrationen
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Abstoppen
des Metabolismus

Abtrennen
der Biomasse

Zellaufschluf3

Abbildung B.2: Methode 2: Quenching auf Trockeneis, Aufschluss mit kochen-
dem Ethanol/HEPES-Gemisch, zur Bestimmung intra- und ex-

Injektion der Probe (V=2ml)
in Reagenzglas (vorgekihlt auf =70°C)

!

Abkiihlen (-70°C, 10 min.)

!

Auftauen (1°C, im Eisbad)

!

Zentrifugieren (10min., 4500rpm, 4°C)

!

Zugabe von 5ml Ethanol/HEPES—-Gemisch
(vorinkubiert bei 95°C, 3min)
auf Pellet

!

Inkubieren (4min., 95°C)

!

Zentrifugieren (5min., 4500rpm, 1°C)

!

Uberstand lyophilisieren, Messen

trazellularer Konzentrationen (speziell cAMP)
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Abstoppen Injektion der Probe (V=2ml)
des Metabolismus In Reagenzglas (-70°C, 10min)

'

Auftauen (0°C), Zugabe von
(Vprobe/2)ml TRIS(20mM)/EDTA(2mM)
(vorgekiihlt:—2°C, Probe noch gefroren)

l

Zellaufschiuf Inkubation fiir 30 min. (-20°C)

'

Auftauen (0°C)

!

Tropfenweise Zugabe
Zellaufschluf3 zu (Vprobe/2)ml TRIS/EDTA
(vorerhitzt auf 90°C)

l

Inkubation fiir 10 min. (90°C)

'

Zentrifugieren (15min., 4200rpm, 1°C)

l

Filtrieren des Uberstandes (0,2um~—Filter)
Messen

Abbildung B.3: Methode 3: Quenching in Trockeneis, Aufschluss mit
TRIS/EDTA, zur Bestimmung von Gesamtkonzentrationen
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schnelles Pipettieren der Probe
auf Filter (0.1-0.4ml)
Nachspiilen mit Saline (0°C)

Abtrennen \L

Abstoppen
des Metabolismus

der Biomasse

trockenen Filter in
2.5ml 0.2N HCOOH (95°C) geben

!

Zellaufschluf3 Inkubieren (8min., 95°C)

!

Zentrifugieren (5min.,4500rpm)

!

Uberstand lyophilisieren

!

Messen

Abbildung B.4: Methode 4: Filtrieren, Aufschluss mit Ameisensédure, zur Be-
stimmung intra- und extrazellularer Konzentrationen
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Abstoppen
des Metabolismus

Abtrennen
der Biomasse

Zellaufschluf3

Abbildung B.5: Methode 5: Quenching im Reagenzglas in Trockeneis, Auf-
schluss mit Perchlorsdure, zur Bestimmung intra- und extrazel-

Injektion der Probe (V=3ml)
In Reagenzglas (=70°C, 10 min.)

!

Auftauen (Eisbad)

!

Zentrifugieren (10min., 4200rpm, 1°C)

!

Resuspendieren des Pellets
in 1ml PCA (7%, 1°C)

!

3 Gefrier-Tau-Zyklen

!

Neutralisation mit 6N NaOH (pH 7)
im Eisbad

!

Zentrifugieren

!

Messen

lularer Konzentrationen
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Injektion der Probe (V=2ml)
in ein Reagenzglas
(vorgekihlt im Eisbad)

!

Zentrifugieren (5min., 4200rpm, 1°C)

!

Uberstand filtrieren (0,2um-—Filter)

!

Kuhlen (im Eisbad)

!

evt. Erhitzen

!

Messen

Abstoppen
des Metabolismus

Abtrennen
der Biomasse

Abbildung B.6: Methode 6: Quenching im Eisbad, Zentrifugieren, zur Bestim-
mung extrazellularer Konzentrationen
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Abstoppen Entnahme der Probe (V=3ml)
in vorgekiihlte Spritze (-20°C)
(gefillt mit 5ml Edelstahlkugeln)

)

Probe filtrieren (0,2um—Filter)

)

Kuhlen (im Eisbad)

)

evt. Erhitzen

)

Messen

des Metabolismus

Abtrennen
der Biomasse

Abbildung B.7: Methode 7: Direktes Filtrieren, Quenching mit Edelstahlkugeln,
zur Bestimmung extrazellularer Konzentrationen
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Abtrennen Zentrifugieren der Probe (V=2ml)
der Biomasse (12.000 rpm, Eppifuge)

!

Resuspendieren des Pellets
mit 2ml physiologischer Kochsalzlésung

!

Zentrifugieren (12.000 rpm, Eppifuge)

!

Injektion von 2ml Uberstand
in 5 ml Methanol(vorgekihlt)

!

Abkihlen (5min., =70°C)

!

Zentrifugieren (5min., 4200rpm, —20°C)

!

Aufkonzentrieren des Uberstandes
mit dem Rotationsdampfer
(15°C oder 30-35°C, 30-60min.)

!

Messen

Abstoppen
des Metabolismus

Abbildung B.8: Methode 8: Quenching in Methanol, zum Nachweis von Meta-
boliten im Uberstand
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Abstoppen Direkte Injektion der Probe (V=4ml)
des Metabolismus in 2ml 35%-PCA (ca.—25°C)

Zellaufschluf3 \L

Abkihlen (10 min., =70°C)

l

Auftauen (0°C)

'

3 Gefrier—Tau-Zyklen

l

Neutralisation mit 6N NaOH (pH 7)
im Eisbad

'

Zentrifugieren (5min., 4200rpm, 1°C)

l

Messen

Abbildung B.9: Methode 9: Direkte Injektion in konzentrierte Perchlorsdure,
zur Bestimmung von Gesamtkonzentrationen
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Abstoppen
des Metabolismus

Abtrennen
der Biomasse

Zellaufschluf3

Abbildung B.10: Methode 10: Quenching in Methanol, Aufschluss mit Per-
chlorsdure, zur Bestimmung intra- und extrazellulérer Kon-
zentrationen

Direkte Injektion der Probe (V=1ml)
in 5ml Methanol (vorgekiihlt-70°C)

l

Abkihlen (5 min., =70°C)

'

Zentrifugieren (5min., 4200rpm,—20°C)

'

Resuspendieren des Pellets
in 1ml 7% PCA (eisgekiihlt)

l

3 Gefrier-Tau-Zyklen

'

Neutralisation mit 6 N NaOH (pH 7)
im Eisbad

l

Zentrifugieren (5min., 4200rpm, 1°C)

'

Messen
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Abstoppen
des Metabolismus

Abtrennen
der Biomasse

Zellaufschluf3

Abbildung B.11: Methode 11: Quenching in Methanol, Aufschluss mit kochen-
dem Ethanol/HEPES-Gemisch, zur Bestimmung intra- und

Direkte Injektion der Probe (V=1ml)
in 5ml Methanol (vorgekihlt —70°C)

l

Abkihlen (5 min., =70°C)

'

Zentrifugieren (5min., 4500rpm,-20°C)

'

Zugabe von 5ml Ethanol(75%)/HEPES
(vorinkubiert bei 95°C,3min.)
zum gekdihlten Pellet

l

Inkubieren (4min., 95°C)

'

Zentrifugieren (5min.,4500rpm,1°C)

l

Uberstand lyophilisieren

'

Messen

extrazelluldarer Konzentrationen
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