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Why Make Models?
Organizing Disparate Information into a Coherent Whole.

Why Make Models?
To Think (and Calculate) Logically about What
Components and Interactions Are Important in a
Complex System.

Why Make Models?
To Discover New Strategies.

Why Make Models?
To Make Important Corrections in the Conventional
Wisdom.

Why Make Models?
To Understand the Essential, Qualitative Features.

J. E. Bailey, 1998
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2. Abkiirzungen

e Die Bezeichnung der Gene erfolgt im Drei-Buchstaben-Kode. Ein Prote-
in/Enzym welches bspw. durch das Gen lacZ kodiert wird, triigt dann die
Bezeichung LacZ.

e Abkiirzungen fiir Metabolite sind in der folgenden Tabelle zusammengefaft.
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Kapitel 1

Einfithrung und Ubersicht

Die Herstellung von biotechnologischen Produkten hat in den letzten Jahren einen
starken Aufschwung genommen. Dies betrifft vor allem neue Wirkstoffe in der
Pharmazie, deren Herstellung ohne den Einsatz von Mikroorganismen kaum mehr
denkbar erscheint. Hat man sich noch vor einigen Jahren auf die Optimierung der
Reaktorsysteme konzentriert, um eine héhere Produktivitat zu erreichen, so tritt
heute mehr und mehr das biologische System in den Vordergrund. Dies liegt vor
allem an den jetzt verfiigbaren Méoglichkeiten der DNA Rekombinationstechnik,
die es erlaubt, das Genom eines Organismus so zu veréndern, dass bestimmte
Stoffe gebildet werden. So spricht man heute von einem Ubergang der klassischen
in die molekulare Biotechnologie [18].

Zelluldre Systeme sind durch komplexe Reaktionsnetzwerke gekennzeichnet. Das
bedeutet, dass eine grofle Anzahl von Elementen miteinander in Wechselwirkung
stehen und damit die Analyse des Verhaltens nur schwer durchfiihrbar ist. Be-
trachtet man die Herstellung von Sekundérmetaboliten, zu denen bspw. Antibioti-
ka zéhlen, so ist heute nicht ganz verstanden, warum Zellen diese Stoffe {iberhaupt
herstellen. Die biologische Phase ist daher oft als ungeordnete Ansammlung von
Metaboliten betrachtet worden, als “bags full of enzymes” [40]. Aus diesem Grund
hat man sich in biologischen Untersuchungen fast immer auf einzelne Aspekte
im Stoffwechsel konzentriert und sich weniger fiir das Gesamtverhalten inter-
essiert. Heute zeigen Ergebnisse molekularbiologischer Untersuchungen jedoch,
dass Organismen als informationsverarbeitende Systeme zu sehen sind, die durch
sensitive und leistungsstarke Regulationsmechanismen schnell und flexibel auf
neue Umweltsituationen reagieren konnen [39, 53]. Dies kann aber nur erfolgen,
wenn Prozesse, die in einer Zelle gleichzeitig ablaufen, miteinander koordiniert
werden. Aktuelle Untersuchungen beschéftigen sich daher mit “libergeordneten”
Regulationsprinzipien, die die Koordination der Zellantwort auf mehrere Reize
betreffen. Diese Untersuchungen sind in der Biologie allerdings auf qualitative
Aspekte konzentriert und von beschreibender Natur. Um das Zusammenwirken
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von Regulationsvorgéingen mit Stoffwechselvorgéingen besser verstehen zu kénnen
und um das Potenzial der Mikroorganismen technisch nutzen zu kénnen, sind
quantitative Analysen unumgénglich. Da sich durch die Vielzahl der miteinander
verkniipften Elemente und die hohe Anzahl von Riickkopplungsschleifen Proble-
me bei der Untersuchung des ganzheitlichen Verhaltens ergeben, kann der Ein-
satz von systemtheoretischen Methoden einen wichtigen Beitrag zum verbesserten
Versténdnis liefern. Damit 148t sich die Problemstellung der vorliegenden Arbeit
folgendermassen umreifien:

i. das biologische Wissen iiber zelluldre Systeme ist so zu strukturieren, dass
es mit Hilfe von Methoden der Wissensreprisentation in geeigneter Weise
dargestellt werden kann;

ii. das biologische Wissen ist einer quantitativen Analyse zugénglich zu ma-
chen, die es erlaubt, mathematische Modelle systematisch zu erstellen.

Zur Losung dieser Aufgabenstellung wird in der vorliegenden Arbeit eine Model-
lierungssystematik vorgeschlagen, die auf der Definition von Modellbausteinen
basiert. Diese konnen ausgewéhlt, parametriert und zu einem Gesamtmodell ver-
schaltet werden.

Gliederung der Arbeit

Im folgenden Kapitel wird in das Modellierungskonzept eingefiihrt, anschlieend
erfolgt die Definition der elementaren Modellbausteine Stoffspeicher, Signalwand-
ler und Stoffwandler (Kapitel 4). Das Modellierungskonzept erlaubt die Erstel-
lung von hoéher aggregierten Modellstrukturen durch Verschaltung von elemen-
taren Modellbausteinen. Schwerpunktméfiig wird in Kapitel 5 der Prozess der
Genexpression als Beispiel fiir einen aggregierten Modellbaustein behandelt. Mit
den definierten Modellbausteinen lassen sich dann auch Stoffwechselwege und
-blicke zusammensetzen. Einen zweiten Schwerpunkt dieses Kapitels stellt die
Signaltransduktion in einem Stoffwechselblock dar. Bei der Initiation der Trans-
kription spielen Wechselwirkungen zwischen Regulatorproteinen und DNA Bin-
destellen eine wesentliche Rolle. Durch das Ausnutzen des hierarchischen Auf-
baus des Stoffwechselblocks, bei dem den beteiligten Proteinen unterschiedli-
che Ebenen zugewiesen werden, gelangt man zu reduzierten Modellen. Kapitel
6 beschreibt die Umsetzung des Modellierungskonzeptes in das rechnergestiitze
Werkzeug CELLMOD. Dies basiert auf der Modellbeschreibungssprache EULER
und ermdglicht eine textuelle und eine graphische Représentation der Modelle.
Implementiert sind elementare und aggregierte Modellbausteine.



Um die Tragfshigkeit der definierten Modellbausteine zu {iberpriifen, wird das
Wachstum von FEscherichia coli auf den Zuckern Glucose und Lactose in Kapitel
7 modelliert und simuliert. Das Modell umfafit die spezifischen Aufnahme- und
Abbauwege der Zucker und einen Modellbaustein fiir die zentralen Kohlenhydrat-
abbauwege. Ausgehend von einem Grundmodell werden anschlieBend mehrere Hy-
pothesen untersucht, die sich auf aktuelle biologische Untersuchungen im Bereich
der Kataboliten Repression beziehen. Die Modellvalidierung erfolgt in Kapitel
8. Da primér die korrekte Beschreibung der intrazelluldren Regulationsmecha-
nismen interessiert, ist das Modell herangezogen worden, um das Verhalten von
genetisch veréinderten Escherichia coli Stémmen zu simulieren. Eine japanische
Arbeitsgruppe hat MeBdaten verdffentlicht [29], die von verinderten Organismen
stammen. Die Mutanten haben Verénderungen in den Signaltransduktionswegen,
die wesentlich fiir das Wachstum auf den ausgewshlten Zuckern sind und sich
daher besonders fiir eine semi-quantitative Modellvalidierung eignen.

Fiir das Versténdnis der Ableitung von Reaktionsgeschwindigkeiten enzymkata-
lysierter Reaktionen sind die beiden Verfahren der Modellreduktion Quasistatio-
naritét und “schnelles” Gleichgewicht von grofiler Bedeutung. Der grundlegende
Unterschied zwischen den beiden Verfahren ist fiir ein einfaches Beispiel in An-
hang A dargestellt. Um ganzheitliche Modelle zu erstellen, sind Teile des Stofi-
wechsels vereinfacht zu beschreiben. Grundlage dieser Vereinfachung ist in dieser
Arbeit das Verfahren der stationsiren StofffluBanalyse, welches zusammen mit
experimentellen Ergebnissen in knapper Form in Anhang B vorgestellt wird. In
Anhang C finden sich die Modellparameter fiir die dynamischen Modelle von
Kapitel 7 und 8.



Kapitel 2

Modellierungskonzept

Bei verfahrenstechnischen Prozessen hat man sich schon lange Gedanken iiber
einen systematischen Zugang zu Prozessmodellen gemacht. Eine am Institut fiir
Systemdynamik und Regelungstechnik der Universitét Stuttgart entwickelte Mo-
dellierungssystematik [44] wurde im Rahmen der Netzwerktheorie [17] auf Fra-
gen der Auslegung und Fiihrung integrierter Prozesse erweitert. Dabei wird zur
Losung dieser Aufgaben ein Prozess oder eine ganze Produktionsanlage wie in
Abbildung 2.1 gezeigt, in einzelne Prozessmodule zerlegt. Die Verschaltung der
einzelnen Anlagenteile erfolgt bspw. auf der Apparateebene. Das im Rahmen die-
ser Arbeit vorgestellte Modellierungskonzept konzentriert sich auf Ebenen, die
der Apparateebene unterlagert sind. Dazu wird eine Apparateeinheit in kleinere
Einheiten zerlegt. Bei diesen Einheiten handelt es sich um thermodynamische
Phasen, die als Komponenten der Phasenebene zu interpretieren sind. Der Struk-
turierungsprozess auf der Phasenebene entspricht damit einer Verschaltung von
Phasen zu Phasenaggregaten bis hin zu den Apparateeinheiten. Die dieser Ebene
zugeordneten Verkniipfungselemente, die in der Lage sind Phasen miteinander zu
vernetzen, sind Phasengrenzen der verschiedensten Form sowie Ventile, Pumpen
und Membranen. Die Fokussierung erfolgt hier auf den im Fermenter ablaufenden
Fermentationsprozef. Im folgenden soll die Strukturierung der Biophase in diesem
Fermenter behandelt werden. Abbildung 2.1 gibt einen Uberblick iiber die in einer
Zelle ablaufenden Reaktionen fiir die Aufnahme von Kohlenhydraten [53]. Sie faBt
Reaktionsschritte und -produkte nach ihrer Funktion im Stoffwechsel zusammen.
Der Transport umfafit dabei den oder die eigentlichen Transportschritte iiber die
Zellmembran einschlielich des fiir die Kohlenhydrate spezifischen Abbaus bis zu
den zentralen Kohlenhydratabbauwegen, die im Block “Katabole Abbaureaktio-
nen” zusammengefaft werden. Einzelne Zwischenprodukte (Precursor) sind die
Ausgangsmetabolite zur Synthese der Monomere. Diese sind wiederum die Aus-
gangsstoffe zur Bildung der Makromolekiile wie Proteine, DNA und RNA, die
den Hauptbestandteil der Zellmasse ausmachen.
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Die Anwendung der Netzwerktheorie auf zelluldre Systeme ist eng mit der For-
schungsrichtung Biosystemtechnik, einem neuen Forschungsgebiet, verbunden. Es
beschiftigt sich mit Fragestellungen, die in einer interdisziplindren Kooperation
zwischen Biologen und Systemwissenschaftlern/ Ingenieuren bearbeitet werden.
Die Fragestellungen zielen zum einen auf das bessere Verstéindnis des Zusammen-
spiels zwischen Regulationsvorgingen und Stoffwechselvorgéingen ab. Dies be-
trifft Untersuchungen iiber die Entdeckung von Regulationsmechanismen, iiber
die Wirkungsweise von Regulatorproteinen und die Aufklirung von Strategien
der Zellen zur Anpassung an verinderte Umweltbedingungen. Weitere Fragestel-
lungen beschéftigen sich mit der Umsetzung des Wissens in Hinblick auf eine
technische Nutzung.

2.1 Modellierung zellulirer Systeme

Die Modellierung von bioverfahrenstechnischen Prozessen, aber auch von Stoff-
wechselvorgingen hat eine lange Tradition. Die dabei entwickelten mathemati-
schen Modelle lassen sich grob in stukturierte und unstrukturierte Ansétze glie-
dern. Unstrukturierte Ansétze beschreiben die Vorgénge in der Zelle nur mit
einer einzigen Gleichung fiir die gesamte Biomasse und finden dank ihrer ein-
fachen Struktur Anwendung bei Aufgaben der Prozesssteuerung und -regelung.
Strukturierte Modelle unterteilen die Biophase in mehrere Bestandteile. Folgende
Modelltypen fiir strukturierte Anséitze werden unterschieden:

o Kompartmentmodelle teilen die Zelle in aktive und nicht aktive Bestandteile
auf. Aktive Anteile sind die Komponenten, die zur Synthese von neuer Zell-
masse beitragen. Modelle, die die Synthese von Makromolekiilen beschrei-
ben, kénnen ebenfalls zu den Kompartmentmodellen gerechnet werden[20,
3, 54].

metabolisch strukturierte Modelle fiir einzelne Stoffwechselsequenzen, bei
denen die Metabolite iiber reaktionskinetische Ansiitze miteinander ver-
kniipft sind [16, 74, 63].

genetisch strukturierte Modelle, welche die Expression von Genen durch
Wechselwirkungen zwischen Regulatorproteinen mit der DNA beschreiben
[31, 36]. Hierzu zihlen auch Modelle fiir die Expression von Fremdprotei-
nen [3] und das Design von Expressionssystemen [8]. Bei letzteren werden
unterschiedliche Promotor-Operator-Systeme in Bezug auf eine Maximie-
rung des gewiinschten Produktes untersucht.

e Zellmodelle, die das Verhalten von Bakterienzellen durch eine grofie An-
zahl von ZustandsgréBen fiir Zwischenprodukte, Monomere und Polymere
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beschreiben (“Cornell-Modell” und seine Erweiterungen [12, 35]). Neben
diesen Groflen umfaflt das Modell auch morphologische Eigenschaften wie
Zellvolumen und Zellform.

»Kybernetische“ Modelle konzentrieren sich auf die Beschreibung von Schliis-
selstellen im Stoffwechsel und verwenden Gleichungen fiir die Bildungsraten
der entsprechenden Schliisselenzyme [78, 79]. Die Bildung und Aktivitét die-
ser Schliisselenzyme wird von “kybernetischen” Variablen beeinflusst, die
iber eine Optimierung der Wachstumsrate berechnet werden. Substrate,
die zu einer hohen Wachstumsrate beitragen kénnen, werden dann bevor-
zugt verstoffwechselt. Erweiterungen dieser Methode beziehen immer mehr
detailliertes biologisches Wissen mit ein [62].

Zusammenfassend 148t sich sagen, dass bei diesen Modellen entweder nur ein
kleiner Teil des Stoffwechsels isoliert betrachtet wird oder wie beim “Cornell-
Modell” die Anzahl von Zustandsgréfien so grof wird, dass das ganze System sehr
uniibersichtlich ist und Modellveranderungen nur schwer durchzufiihren sind.

Die vorgelegte Arbeit verfolgt einen neuen Ansatz, der sich stark am molekularen
Aufbau der Zelle orientiert. In der molekularen Biologie steht die Aufklarung von
intrazelluldiren Regulations- und Adaptionsvorgéingen schon lange im Mittelpunkt
des Interesses. Es hat sich gezeigt, dass Organismen sehr flexibel auf Umwelténde-
rungen reagieren, indem eine ganze Reihe von Stoffwechselwegen zu- oder abge-
schaltet wird. Dies hat zur Entdeckung von Multigensystemen gefiihrt [53], bei
denen viele Stoffwechselwege im wesentlichen {iber ein gemeinsames Regulator-
protein reguliert werden. Die Regulation fiihrt beispielsweise bei der Aufnahme
und beim Stoffwechsel von Kohlenhydraten zu einem zweiphasigem Wachstum,
wenn zwei Kohlenstoffquellen vorgelegt werden. Erst nach vollstindigem Ver-
brauch der bevorzugten Kohlenstoffquelle wird das zweite Substrat aufgenom-
men. Man kann daher davon ausgehen, dass das Wachstumsverhalten der Org-
nismen in hohem Mafle durch die zellinterne Verarbeitung von Reizen beschrie-
ben werden kann. Hat man sich bisher auf die Beschreibung von metabolischen
Netzwerken konzentriert, so sollen in dieser Arbeit schwerpunktméfig Modelle
zur Stoffwechselregulation erstellt werden. Dabei werden zelluldre Strukturen fiir
die Modellierung ausgenutzt, indem eine entsprechende Abbildung auf mathe-
matische Modellstrukturen erfolgt. Auf der Ebene der Regulation sind Operons,
Regulons und Modulons [53] Beispiele fiir zelluliire Strukturen, die in den ent-
sprechenden Kapiteln diskutiert werden.

Grundlage der Abbildung von zelluldren Strukturen auf mathematische Modell-
strukturen ist die Definition von Modellbausteinen. Die Vorgehensweise zur Losung
von Modellierungsaufgaben ist bereits aus der Verfahrenstechnik bekannt [44] und
fiihrte zur Entwicklung von leistungsfihigen Rechnerwerkzeugen [76]. Die Vorge-
hensweise soll im einzelnen beschrieben werden.
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(1.) Definition eines vollstindigen Satzes von disjunkten Modellbau-
steinen.

Um eine hohe Transparenz des Modellierungsvorganges zu erreichen, sind die Mo-
dellbausteine so zu definieren, dass sie direkt zelluléren Einheiten zugeordnet wer-
den konnen. Sie werden anhand von zwei Koordinaten, den strukturellen und den
verhaltensbeschreibenden Eigenschaften, charakterisiert. Strukturelle Eigenschaf-
ten sind der Typ und die Anzahl von Ein- und Ausgangsgréfien des Bausteins.
Verhaltensbeschreibende Eigenschaften werden durch mathematische Gleichun-
gen reprisentiert, die dem Modellbaustein zugeordnet werden. Ausgehend von
elementaren Modellbausteinen, die fiir die Modellierungsaufgabe die benétigte
KorngréBe besitzen, kénnen héher strukturierte Modelle durch Verschalten von
elementaren Modellbausteine erhalten werden. Hoher strukturierte Modellbau-
steine werden im folgenden als biomolekulare Funktionseinheiten bezeichnet. Die
KorngréBe richtet sich dabei nach der Anwendung des Modells. Soll das Modell
zur Prozessfiilhrung eingesetzt werden, ist eine geringe Granularitét ausreichend.
Wird das Modell zum verbesserten Verstéindnis zelluldrer Vorginge verwendet,
ist in der Regel eine detaillierte Beschreibung notwendig.

Betrachtet wird im folgenden die Ebene der elementaren Modellbausteine. Ord-
net man hier die Modellbausteine hingichtlich ihrer strukturellen Komplexitét
auf einer Achse an, so findet sich der einzelne elementare Modellbaustein in der
Néhe des Achsenursprungs. Betrachtet man miteinander verschaltete elementa-
re Modellbausteine mit einer hohen Anzahl von Verkniipfungen, so liegen diese

g
=
[
v-g A
g w_.--9
b a Xe)
8 |
a
24
: I
=
o
>
l I ™ Strukturelle
elementarer verschaltete Komplexitdt
Modellbaustein elementare
Modellbausteine

Figure 2.2: Strukturelle und verhaltensbeschreibende Koordinaten zur Beschreibung
der Modellbausteine.

rechts davon entfernt. In der Regel bestehen fiir eine fest vorgegebene Modell-
struktur mehrere Moglichkeiten der Verhaltensbeschreibung. Diese reichen bspw.
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fiir eine Reaktion von einem Ansatz erster Ordnung bis zu einer komplizierten
Kinetik, wenn Enzyme bei der Stoffumsetzung beteiligt sind. Die Komplexitét
auf Seiten der Verhaltensbeschreibung nimmt daher einen breiten Raum ein. Da-
mit ist es moglich, Teile des Stoffwechsels, die nicht interessieren oder fiir die nur
unzureichende Informationen vorliegen mit reduzierten Modellen zu beschreiben.
Abbildung 2.2 veranschaulicht die beiden Koordinaten: Ein Punkt in der Ebe-
ne entspricht der gesamten Komplexitét des betrachteten Systems. Um zu einer
vereinfachten Beschreibung des Modellbausteins zu kommen, kann eine Reduk-
tion in beide Richtungen erfolgen (in der Abbildung der mit (1) gekennzeichne-
te Pfeil). Erfolgt eine Reduktion nur {iber den Typ der Gleichung, bspw. eine
Linearisierung eines nichtlinearen Modells, so veréndert sich nur die verhaltens-
beschreibende Koordinate (in der Abbildung der mit (2) gekennzeichnete Pfeil).
Eine quantitative Beschreibung der Verhaltenskoordinate kénnte in diesem Fall
iiber NichtlinearitdtsmafBe erfolgen [1].

(2.) Auswahl der Modellbausteine.

Der gesamte Modellierungsvorgang setzt sich aus der Auswahl, der Parametrie-
rung und der Verschaltung der Modellbausteine zusammen. Wie unten gezeigt
wird, ergeben sich eine ganze Reihe von Unterklassen eines Modellbausteintyps.
Dies legt es nahe, die Modellbausteine nach bestimmten Kriterien in einer Modell-
bausteinbibliothek abzulegen. Kann rechnergestiitzt {iber eine Bedienoberfliche
die Auswahl und die Verschaltung der Modellbausteine erfolgen, so kann der Mo-
dellierungsvorgang wesentlich erleichtert werden. Langfristig kann dann daran
gedacht werden, iiber ein Werkzeug die Gleichungen zu erstellen, Simulationen
auszufiihren und die Ergebnisse zu veranschaulichen.

Zusammenfassend lassen sich die Eigenschaften des Modellierungskonzeptes fol-
gendermaflen charakterisieren:

(i.) Transparenz: Die (mathematischen) Modellbausteine sind direkt zelluldren
Modellbausteinen zugeordnet.

(ii.) Modularitat: Die Modellbausteine sind iiber definierte Ein- und Ausgénge
miteinander zu verschalten.

(iii.) Flexibler Komplexit#tsgrad: der Grad der Komplexitdt mit der eine einzelne
Funktionseinheit beschrieben wird, héingt vom verfiigbaren Wissen und der
Zielsetzung der Modellierung ab.

(iv.) Ganzheitlichkeit: Der gesamte Stoffwechsel des Organismus ist so zu struk-
turieren, dass er mit einer begrenzten Anzahl von Funktionseinheiten be-
schrieben werden kann. Die Funktionseinheiten werden in der Regel eine
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gewisse Abgeschlossenheit gegeniiber ihrer Umgebung besitzen. Sind die re-
levanten Eingangssignale bekannt, so kann eine vollstéindige Analyse einer
fiir sich allein betrachteten Einheit durchgefiihrt werden.

Diese Vorgehensweise erlaubt — im Gegensatz zur heute vorherrschenden stoff-
fluorientierten Betrachtungsweise — eine system- und signalorientierte Betrach-
tungsweise, die sich am molekularbiologischen Aufbau der Organismen orientiert.
Die enge Verbindung von biologischem Wissen mit systemtheoretischen Metho-
den der Ingenieurwissenschaften soll damit langfristig Rechnerexperimente &hn-
lich wie mit realen Kulturen erméglichen und auch eine technische Nutzung des
biologischen Potenzials im Sinne einer Prozessbionik [52] erlauben.
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Kapitel 3

Definition elementarer
Modellbausteine

Die elementaren Modellbausteine stellen die Ausgangsbasis fiir die Erstellung
der Modelle dar. Innerhalb der Definition der Bausteine werden auch Symbole
vereinbart, die die Modellbausteine repréisentieren. Dies hat sich aus folgenden
Griinden als vorteilhaft erwiesen:

i. die Symbolik erhoht die Transparenz und erleichtert damit die Kommu-
nikation zwischen Biologen und Systemwissenschaftlern: der Biologe muf}
sich nicht mit den zugeordneten mathematischen Gleichungen beschiftigen,
sondern stellt sein Wissen anhand der strukturellen Verkniipfungen der Bau-
steine zur Verfiigung.

ii. die Symbolik fiir die Stoffumwandlungs- und Signaltransduktionsprozesse ist
so gewdhlt, dass die systemtheoretischen Ein- und AusgangsgréBen deutlich
werden.

Abbildung 3.1 gibt eine Ubersicht der elementaren Modellbausteine.

3.1 Stoffspeicher

Die Stoffspeicher dienen der Speicherung intrazellulirer Metabolite, die durch
enzymatische Reaktionen oder durch Polymerisation monomerer Zellbausteine
(Nukleotide, Aminosiuren) gebildet werden. Es erweist sich als zweckmiBig, zwi-
schen Stoffspeichern ohne und mit genetischer Information zu unterscheiden (Ab-
bildung 3.2). Die erste Klasse reprisentiert Metabolite, die als Zwischenproduk-
te durch enzymatische Umsetzung gebildet und verbraucht werden. Die zweite
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| Elementare Modellbausteine

Stoffspelcher Signalwandler
ohne genstische  mit genetischer Ansteuerung von Protein/DNA/ANA-
Information Information Stoffwandlern Wechselwirkungen

Eingangsalgnal
Elngangsslgnal
Elngangssignal Relz s
sy
Stoffwandler Steuersignal

Steusrsignal

Enzymatischer Saati
Prozess Polymerisation Abbau
Stauarsignal

Steusrsignal Stausrsignal
l__Ll Monomerfluss g

Polymeriluss

Figure 3.1: Ubersicht iiber die elementaren Modellbausteine.

Klasse entsteht durch Polymerisationsreaktionen, fiir die letztlich die DNA den
Bauplan liefert. Zu nennen sind hier neben der DNA selbst, die RNA und die
Proteine. Die Verkniipfung der Speicher und Stoffwandler erfolgt iiber Potenzial-
Strom-Kopplungen [17] und wird iiber definierte Anschliisse realisiert.

O | DD

Figure 3.2: Symbolische Darstellung der Stoffspeicher ohne (links) und mit genetischer
Information (rechts).

Das Verhalten eines Stoffspeichers entspricht dem eines Integrators, wobei voraus-
gesetzt wird, dass die Zelle ideal durchmischt ist und keine rdumlichen Abh#ingig-
keiten beriicksichtigt werden miissen. Betrachtet man die Molzahl 7n5s; des in
Abbildung 3.3 gezeigten Metaboliten M;; in der Funktionseinheit F; (Masse m;)
auf der Speicherebene als extensive Speichervariable, so gilt

an,‘j

di = J[nM,-j]l. (31)

Jlnar;] ist der dem Stoffspeicher zuflieBende oder abflieBende Molenstrom des
Metaboliten M;;. Grenzt man nun die zu modellierende Funktionseinheit, der
der betrachtete Stoffspeicher angehért, gegen ihre zelluléire Umgebung ab (in der
Abbildung gestrichelt als Bilanzraum gekennzeichnet), so 1d8t sich der Strom

!Notation nach E.D. Gilles, Skriptum zur Vorlesung “Dynamik technischer Systeme II”.
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Ja2

M.. Funktionseinheit

Bio-Phase
Apparat (Fermenter)

Figure 3.3: Die verschiedenen Ebenen bei der Strukturierung eines bioverfahrenstech-
nischen Prozesses und die zugehdrigen Austauschstrome in der schematischen Darstel-
lung. Der Metabolit M;; gehdrt zur Funktionseinheit Fj.

J[nagiz] in zwei Anteile aufspalten:

J[HM,'J'] = P[ﬂij] + Ja[nM,-j] . (32)
P[nagi;] kann als Quellterm interpretiert werden, der im Innern der Funktionsein-
heit durch reaktive Wechselwirkungen mit anderen Speichergréfien entsteht oder
vergeht, wihrend J,[nas;] den Austauschstrom mit der Umgebung der Funkti-
onseinheit beinhaltet.

Fiir den praktischen Gebrauch wird eine Gleichung fiir die auf die Biomasse
im Fermenter bezogene Fraktion ¢j; = "4 verwendet, wobei m die Biomas-
ge im Fermenter ist. Der Massenanteil ¢;; wird hier, wie in der Bioprozesstechnik
iiblich, als intrazellulire Konzentration bezeichnet. Zur Herleitung einer Diffe-
rentialgleichung fiir die intrazellulire Konzentration c;; wird angenommen, dass
die Biomasse nur im Fermenter produziert wird. Aulerdem ist es zweckmiiBig,
den Austauschstrom J,[nag;] in mehrere Anteile gemif Abbildung 3.3 aufzu-
spalten. J,, bezeichnet den Austauschstrom der den Fermenter verlifit, J,, den
Austauschstrom der Biophase mit den anderen Phasen im Fermenter und J,, den
Austauschstrom der Funktionseinheit, zu der der Metabolit gehort. Gleichung 3.2
ergibt sich damit zu

dn Mij

P Plnagis] + Ja[naeig] + Jop[nagis] + Jag[asss] - (3.3)

Geht man nun zuriick auf die Phasenebene, so konnen fiir die Komponenten der
Phasen ebenfalls Gleichungen angeschrieben werden. Hier wird die Biomasse m
als ZustandsgréBe fiir die Summe aller Metabolite j iiber alle Funktionseinheiten
i eingefiihrt. Mit den Molmassen Mg;; gilt fiir die Biomasse m im Fermenter

i i
mo= 3> miMg = m). Y cij Mg (3.4)
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Fiir die zeitliche Anderung der Biomasse m im Fermenter kann zunschst analog
oben folgende Gleichung angeschrieben werden

dm
di
In dieser Gleichung taucht nur der Austauschstrom J,, mit den anderen Anlage-

einheiten auf. Fiir die Molzahl einer Komponente in der Fliissigphase (F) und in
der Gasphase (G) gilt

= Plm] + Jo,[m]. (3:5)

dTLF
P Plnp] + Jolnr], (3.6)
dd”tG = Plng] + Ju[ng]. (3.7)

Schreibt man die Gleichungen, die die Biophase betreffen nochmals mit einer
zusétzlichen Gleichung fiir die Masse m; einer Funktionseinheit an, so wird deut-
lich, dass die Austauschstrome in den einzelnen Aggregationsstufen voneinander
abhingen.

M = Plaaglt  Ju i)t Jaolnanlt Jag[naris]
d,;?" = Plm+ Jag [ms]+ Jag[mi]
ddT = Plm]+ Jag[m].

Mit ¢;; = n’:j" gilt folgender Zusammenhang fiir den Austauschstrom J,,
Ja3 [HM,'J‘] = Gj ng [m] , (3.8)

wenn die Biomasse ausschliefilich im Fermenter erzeugt wird und nicht von aufien
zugefiihrt wird. Fiir die zeitliche Anderung von c;; ergibt sich

d’?f” = d(cgim) = ddcij ™t G ddT (3.9)
und mit Gleichung (3.5)
oo L (Ploars] + Julmaes] + Jolnaas] + Jaglnas]
cj (Plm] + Joym])) . (3.10)
Mit Gleichung (3.8) folgt
i (Pl + Julm] + Juleg] - e Pl . @)
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Fiir die Bilanzgleichung des Metaboliten M;; werden neben den beiden Quell-
termen P[nyg;] und P[m] die Austauschstrome Jy, [nag;] und Jy, [nag;] bendtigt.
Wie leicht einzusehen ist, hat der Abflu von Biomasse aus dem Fermenter J,,
keinen Einflufi auf die intrazelluléire Konzentration des Metaboliten.

3.1.1 Ein Ansatz fiir die spezifische Wachstumsrate p

In diesem Unterkapitel soll ein Zusammenhang zwischen der Anderung der Bio-
masse m im Fermenter und den Austauschstromen abgeleitet werden. Dies fiihrt
auf eine Beziehung fiir die spezifische Wachstumsrate p. In der Literatur wird
eine Reihe von Anséitzen fiir die spezifische Wachstumsrate vorgestellt. Es lassen
sich zwei Hauptklassen unterscheiden: In der ersten Klasse wird die spezifische
Wachstumsrate in Abhéngigkeit von Medienkomponenten angegeben; die zweite
Klasse gibt die spezifische Wachstumsrate in Abhéngigkeit von intrazellul&ren
Groflen an. In Tabelle 3.1 sind verschiedene Ansétze zusammengestellt. Nielsen
und Villadsen geben die Wachstumsrate in Abhéingigkeit von ausschlieflich in-
trazelluldren Raten an. Dieser Ansatz ist aber nur fiir eine bestimmte Auswahl
von intrazelluldren Raten und Metaboliten gerechtfertigt. Die Metabolite miissen
die Hauptbestandteile der Biomasse ausmachen. Daher ist dieser Ansatz nur fiir
Kompartmentmodelle geeignet.

Tabelle 3.1: Ubersicht iiber einige in der Literatur vorgestellte Ans#tze fiir die spezi-
fische Wachstumsrate .

Autor Gleichung
Extraz. Groflen
Monod [50] U= bmaz K,ci c

Tessier in [58] & = ez (1 — e7%/Ks)

Tsao [17) = (14X ) TP e

Intraz. Gréflen

Lee [38] U= fmaz (1 - c,,f::,‘:,n)m (1 - N,f\::,m)n Kibes
Nielsen [55] =Y T Iiyr;

Marr [45] B = K1 TProtein + k2 TRibosomen

Im folgenden soll aus der oben vorgestellten Aggregation der einzelnen Kompo-
nenten zur gesamten Biomasse ein neuer Ansatz vorgestellt werden. Der Quell-
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term P[m] — die Zunahme der Biomasse im Fermenter durch das Wachstum der
Zellpopulation — wird mit der spezifischen Wachstumsrate y beschrieben

Pim] = um. (3.12)
Der Zusammenhang zwischen dem Quellterm P[m] und dem Austauschstrom

Ja,[Masi;] kann folgendermaBen ermittelt werden: Die zeitliche Ableitung von Glei-
chung (3.4) ergibt

dm iJ dcij dm
@ = XX (dt ™G dt) Mg
i J G dm i J
= mY 3 0 M+ D03y Mgy (3.13)
Mit Y'Y ¢ Mgi; = 1 folgt
i J .
szdct” Mg;; = 0. (3.14)
Mit den Gleichungen (3.14) und (3.11) ergibt sich
L de 1 §iyy
> gt Mgi; = . '%7 (Plnag) + Jo[naris]
+Ja2[nM,-j] — G P[m]) Mg,-j = 0. (315)

Da in der Biophase fiir die Summe aller Quellterme 37 P[nar;] = 0 und die
Summe der Austauschstréme iiber alle Metabolite und alle Funktionseinheiten
Y5 Jos [naris] = 0 gilt, ergibt sich mit dem Ansatz fiir den Quellterm P[m] aus
Gleichung (3.12) folgende Gleichung fiir die spezifische Wachstumsrate p

1 &
po= 202 Julnw] M- (3.16)

Anschaulich gesprochen éndert sich die Biomasse nur aufgrund der Austausch-
strome der Biophase. Die angegebene Gleichung besitzt allerdings kaum prakti-
sche Relevanz, da nicht alle Austauschstrome mefitechnisch erfafit werden kénnen.
Da in den zu erstellenden Modellen nur eine geringe Anzahl von Austausch-
stromen beriicksichtigt werden kann, soll folgender Ansatz zur Berechnung der
spezifischen Wachstumsrate verwendet werden

b= 3 Y dlmaed (317)

wobei Y}, als Ausbeutekoeffizient mit der Einheit [gTM/mol] zu interpretieren ist
und j[nas] der auf die Biomasse m bezogene Stoffstrom der Komponente & in
die oder aus der Biophase (je nach Vorzeichen) ist.
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3.2 Stoffwandler fiir enzymkatalysierte Reaktionen

Die Vernetzung von Stoffspeichern erfolgt iiber gesteuerte Stoffwandler. Dem
Potenzial-Stromvektor-Konzept entsprechend stellen die SpeichergroBen naz; Ein-
gangssignale und die Austauschstrome J,, [nagij], Jo,[nasij] bzw. die Quellterme
Plna;] Ausgangssignale dar. Aufgrund der Uberlegung, dass eine ganze Reihe
von Steuereingriffen auf den Stoffwandler einwirken, bspw. die Konzentrationen
von Enzymen und von Effektoren, scheint es hier zweckmaissig, diese Eingriffe in
einem Signalwandlerbaustein zu verrechnen. Der Ausgang dieses unten beschrie-
benen Bausteins ist dann die Reaktionsgeschwindigkeit r, die als Eingangsgréfie
fiir den Stoffwandler dient. Abbildung 3.4 zeigt das Blockschaltbild eines gesteu-
erten Stoffwandlers, der die Stoffspeicher zweier Metabolite M; und M, iiber die
Reaktion

r
[yl My = |yaca| Ma (3.18)

miteinander verkniipft. Mit der Reaktionsgeschwindigkeit? r und der stéchiome-
trischen Umsatzzahl vas1 gilt dann fiir den Stoffstrom Plns]

Plnan] = v v m. (3.19)

Die Berechnung der Stoffstrome aus Stéchiometrie und Reaktionsgeschwindigkeit
stellt die Verhaltensbeschreibung des Bausteins dar.

¢r

Py ] Pln 1
——] ——
— -
Y1 Y v}

Figure 3.4: Enzymgesteuerter Stoffwandler.

Betrachtet man nun eine Funktionseinheit, welche durch ein Reaktionsnetzwerk
mit dem Ratenvektor r» und dem Vektor z intrazelluldrer Metabolite représentiert
wird, so lassen sich mit der stochiometrischen Matrix I" die Reaktionsgleichungen
schreiben als
'z =0. (3.20)
2 Aus praktischen Griinden wird fiir die Reaktionsrate r die Einheit [mol/gTM h] bzw. [umol/gTM h|
gewihlt.
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Der Vektor der Quellterme fiir alle Metabolite P[n| berechnet sich dann zu
Pln] = T rm. (3.21)

Die Vektoren der Austauschstrome Jg, [ny] und J,,[na] ergeben sich ebenfalls
durch Reaktionsnetzwerke mit den Matrizen I';, I'; und den Ratenvektoren r;
und 7,.

Ja1 [nM] = FT rnm, (322)
Jolnu] = Tirym. (3.23)

3.3 Gesteuerte Polymerisationsprozesse

Zur Beschreibung von Polymerisationsprozessen wird eine zweite Art eines struk-
turellen Modellbausteins vom Typ “gesteuerter Stoffwandler” definiert. Auch die-
ser, als Polymerisator bezeichnete Baustein besitzt Potenzial- und Steuereingéinge
sowie Stromausgénge. Polymerisationsprozesse treten bei der Bildung von Makro-
molekiilen auf. Zwei Prozesse lassen sich unterscheiden. Beim ersten erfolgt die
Synthese durch einen enzymatischen Prozess. Bei der Glycogen Synthese werden
bspw. Zuckermolekiile durch das Enzym Glycogen Synthase aneinander gereiht.
Glycogen dient der Zelle als Reservestoff, der bei Bedarf wieder in die einzel-
nen Zuckermolekiile zerlegt werden kann. Die zweite Prozessklasse unterscheidet
sich von der ersten dadurch, daf unterschiedliche Monomere in einer bestimmten
Reihenfolge aneinandergereiht werden. Der Bauplan fiir diese Polymere ist auf
den Makromolekiilen DNA und RNA kodiert. Damit der Polymerisationsprozess
starten kann, sind Wechselwirkungen zwischen diesen Nukleins&uren und regula-
torisch wirkenden Proteinen notwendig. Regulatorisch wirkende Proteine beein-
flussen auch die Elongation und Termination und stellen damit die Steuereingéinge
fiir den Polymerisationsprozess dar. Die Steuersignale werden durch Modellbau-
steine vom Typ Signalwandler beschrieben (siehe unten).

Die Synthese von DNA, RNA und Proteinen (Replikation, Transkription und
Translation) lassen sich mit folgenden stéchiometrische Beziehungen beschreiben:

TRe

Replikation: |p| dNu — DNA (3.24)
Tr
Transkription: [I] Nu X RNA (3.25)
7
Translation: |m| Am LN Protein, (3.26)

wobei p, [ und m stochiometrische Koeffizienten darstellen. Im Rahmen dieser
Arbeit werden die bendtigten Monomere als Poolgréssen fiir Nukleotide und Ami-
nosduren aufgefasst und nicht einzeln aufgeschliisselt.
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Abbildung 3.5 zeigt das Symbol fiir den Polymerisator. Steuergrosse ist die Re-
aktionsgeschwindigkeit r, die im Steuerelement berechnet wird.

r
Monomere
Energie
Polymer

Figure 3.5: Modellbaustein gesteuerter Polymerisator.

3.4 Signalwandler — Modellbausteine der Signaltransduk-
tion

Die Flexibilitét zellulirer Systeme beruht auf ihrer Fahigkeit, duflere Reize zu ver-
arbeiten. Dies duBlert sich bspw. in der Zu- oder Abschaltung von ganzen Stoff-
wechselwegen, wenn ein verdndertes Nahrstoffangebot vorliegt. Das Bindeglied
zwischen den Reizen und der Antwort des Organismus sind Signaltransduktions-
systeme, die im Rahmen des Modellierungskonzeptes durch Signalwandlerbau-
steine beschrieben werden. Der formale Aufbau eines solchen Systems und die
Bezeichnung der einzelnen Komponenten kann der Kommunikationstechnik ent-
nommen werden. Wie Abbildung 3.6 zeigt, wird der Reiz iiber Sensoren erfafit.
Ein Sender wandelt den Reiz in ein Signal um, welches von einem Empfinger an
einen Regulator weitergegeben wird. In zelluldren Systemen sind die einzelnen
Komponenten meistens durch Proteine realisiert, die in unterschiedlichen Kon-
formationen vorliegen kénnen. Die Konformationen représentieren dann einen
gewissen Aktivitdtsgrad des Proteins. Ein Protein kann daher mehrere der oben
genannten Funktionen wahrnehmen.

Im vorliegenden Kapitel sollen zun&chst Wechselwirkungen zwischen Proteinen
und DNA Bindestellen beschrieben werden. Dies erfolgt iiber den Modellbaustein
Koordinator.
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Signaliibertragung &
-verarbeitung Antwort

N

s

Sensoren Sender Empfiinger  Regulator

Stimulation

Figure 3.6: Schema der zelluldiren Signaliibertragung und Verarbeitung.

3.4.1 Modellbaustein Koordinator

Charakteristisches Kennzeichen von vielen Prozessen der Signaltransduktion ist
die Existenz mehrerer Konformationen eines Proteins. Der aktivierte Zustand
wird durch Ubertragung einer Phosphatgruppe oder einer anderen Gruppe sowie
durch Wechselwirkungen mit einem Alarmon erreicht. Haben die Proteine regu-
latorische Funktion, so treten auch Wechselwirkungen mit Nukleinsduren auf, die
die Replikation, Transkription und Translation positiv oder negativ beeinflussen.

Der Signalwandlerbaustein vom Typ Koordinator beschreibt die Wechselwirkun-
gen zwischen Proteinen untereinander, zwischen Proteinen und Effektoren sowie
zwischen Proteinen und Nukleins#uren. Eingangsgrofien in den Koordinatorbau-
stein sind also Protein-, Nukleinsiure- und Effektorkonzentrationen. Ausgangs-
groflen sind die Konzentrationen der einzelnen Konformationen. Abbildung 3.7
zeigt zwei Beispiele fiir Modellbausteine vom Typ Koordinator. Wie der linke
Teil der Abbildung zeigt, besitzt der Modellbaustein als Eingéinge die Effektor-

ry

Cp Cpr ‘p

Figure 3.7: Signalwandlerbaustein Koordinator zur Beschreibung der Komplexbil-
dung zwischen Proteinen, Effektoren und Nukleinsiuren.

konzentration cgsy. und die Gesamtproteinkonzentration cpy und als Ausginge
die Konzentrationen der beiden Konformationen cp und cpg. Im rechten Teil
der Abbildung sind die Eingangsgriéfien die Gesamtproteinkonzentration ¢pg und
die DNA Konzentration cpy. Als Ausgangsgréfle dient das noch frei verfiigbare
Protein ¢p. Dieser Typ findet zur Beschreibung der Initiation von Polymerisati-
onsprozessen Verwendung.
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Den Koordinatorbausteinen sind mathematische Gleichungen zur Verhaltensbe-
schreibung zuzuordnen. Dies soll am Beispiel der Initiation der Transkription
gezeigt. werden. Die Transkription bei E. coli beginnt mit der promotorspezifi-
schen Bindung der RNA-Polymerase P*. Sie ist ein grofles Enzym, bestehend
aus den Untereinheiten a88 (Coreenzym). Zum Erkennen des Promotors ist
die Anbindung des o-Faktors notwendig. Diese Untereinheit ist fiir das Finden
des Promotors zusténdig und dissoziiert nach der Transkriptionsinitiation wieder
ab. Hat das Holoenzym an den Promotor gebunden, so bildet sich zunéchst der
“geschlossene” Komplex. Nach einer reversiblen Konformationsinderung kommt
es zu einer Offnung einer ca. 15 Basenpaare langen Region der Promotor DNA
(“offener” Komplex PD). Mit dem Anbinden des ersten Nukleotids verldsst die
Polymerase den Promotor und bewegt sich entlang der DNA, der Ubergang zur
Elongation hat stattgefunden. Die Bildungsrate des offenen Komplexes kann als
MaB fiir die Frequenz der Initiation interpretiert werden. Die Interaktionen der
Polymerase sollen durch folgende Reaktionsgleichungen beschrieben werden.

K
PP+ =& P

1=

P+D PD, (3.27)

wobei P die durch den o-Faktor aktivierte RNA-Polymerase und D die Gesamt-
heit aller Promotoren darstellt (die Bindestelle fiir ein einzelnes Gen wird zur
Unterscheidung unten mit D? bezeichnet). Die Grosse K kann als eine fiber alle
Promotoren gemittelte Affinitét betrachtet werden. Da die Wechselwirkungen im
Vergleich zu den folgenden Syntheseschritten (Freiwerden des Promoters, Bewe-
gung der Polymerase auf der DNA) rasch erfolgen, kann angenommen werden,
dass sich die Reaktionen im “schnellen” Gleichgewicht befinden [84] (Gleichge-
wichtskonstanten K = ci:" und K = ‘fp;"). Der Koordinatorbaustein soll mit
Bausteinen vom Typ Expressor (Kapitel 4.1), die die Synthese einzelner Proteine
beschreiben, verschaltet werden. Daher ist es zweckméssig, die Menge an freien
Polymerasemolekiilen cp als Ausgangsgrésse zu verwenden. Zur Berechnung von
cp sind algebraische Gleichungen fiir die Gesamtmengen an o-Faktoren, RNA-
Polymerasen und Promotoren aufzustellen. Dabei ist jedoch zu beachten, dass im
stationdren Fall nicht nur ein einziges RNA-Polymerase Molekiil bei der Tran-
skription beteiligt ist. Durch die Grésse np, die die durchschnittliche Anzahl
aktiver Polymerasen auf der gesamten DNA repréisentiert, wird dies in den Glei-
chungen beriicksichtigt. Wie unten gezeigt, lisst sich fiir das einzelne Gen diese
Grosse aus dem Reaktionsmechanismus berechnen. Es ergeben sich somit folgen-
de algebraische Erhaltungsgleichungen fiir die Gesamtmenge an o-Faktoren c,q,
RNA-Polymerase cpp und die Gesamtmenge aller Promotorbindestellen cpg

o = C» + cp + Cpp (3.28)
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Cpop = C*p + ¢cp + mpcpp (3.29)

¢ho = €D + Cpp-. (330)

Lésung des Gleichungssystems 3.28 - 3.30

Tabelle 3.2 stellt die berechneten Gréflen aus dem Gleichungssystem 3.30 zu-
sammen. Unter Verwendung der Bindungsparameter fiir den ¢ Faktor und fiir
die DNA Wechselwirkung erhilt man das Ergebnis, dass ca. 3657 Polymerase
Molekiile frei in der Zelle sind. Dies stimmt gut mit dem in [6] gegebenen Wert
iiberein.

Tabelle 3.2: Zusammenstellung der Eingangs- und Ausgangsgrifien sowie der Para-
meter zur Berechnung der Verteilung der RNA-Polymerase auf die Promotoren mit
dem Modellbaustein vom Typ Koordinator.

Eingangsgréfen und

Parameter

Gesamt RNA-Polymerase cpg  0.0285 g mol/g TM] = 4800 [-] [6]
Gesamtanzahl Promotoren c¢pg  0.00237 [1 mol/g TM] = 400 [-] Abschitzung

Anzahl o-Faktoren 411 [-] [37]
Bindungskonstante Kj 1.22 10~% [1 mol/g TM]
Bindungskonstante K 2.44 1073 [y mol/g TM][37]
np 3 Abschitzung

Berechnete Grofien

freie Polymerasen P 3657 [-]

3.4.2 Steuereinheit zur Ansteuerung von Stoffwandlern

Wie oben ausgefiihrt werden die Stoffwandler mit Steuerelementen verbunden, die
die Syntheserate {ibergeben. Im folgenden sollen nun die Steuerelemente zur An-
steuerung enzymkatalysierter Stoffwandler betrachtet werden. Zu Beginn erfolgt
eine kurz Darstellung der Grundlagen der Enzymkinetik.

Enzyme und enzymkatalysierte Reaktionen

Einem Steuerelement mit vorgegebenen strukturellen Eigenschaften lassen sich
i.a. unterschiedliche Ansétze fiir die Reaktionsgeschwindigkeit als verhaltensbe-
schreibende Modellbausteine zuordnen. Damit diese beim Modellierungsvorgang
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fiir eine Auswahl zur Verfiigung stehen, werden sie in einer Modellbibliothek ab-
gelegt. Im folgenden sollen die wichtigsten Eigenschaften von Enzymen und bei-
spielhaft unterschiedliche Verhaltensmuster kurz vorgestellt werden. Anschlies-
send wird der Aufbau der Modellbibliothek vorgestellt.

Enzyme sind aus Aminosiuren aufgebaut. Die Reihenfolge der Anbindung wird
als Primérstruktur bezeichnet. Durchschnittlich bestehen Proteine aus 300 bis
450 Aminoséuren, das entspricht einer Genlinge von [ = 900 — 1350 bp (Basen-
paaren). Der Wert besitzt aber eine grofie Streuung. Durch Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen Peptidbindungen kann es, &hnlich wie bei der DNA, zur
Bildung einer Helix-Struktur kommen. Diese wird als Sekundérstruktur bezeich-
net. Ein weiterer Typ der Sekundérstruktur ist das S-Faltblatt, wobei ebenfalls
WasserstofIbriickenbindungen zwischen Peptiden bestehen.

Fiir die Funktion eines Enzyms ist die rdumliche Anordnung der Helices und
Faltblattstrukturen von grofler Bedeutung. Diese kdnnen kugelférmige, ellipsoi-
de oder &hnlich geformte Strukturen herausbilden, die als Domsnen oder Un-
tereinheiten bezeichnet werden und aus ca. 50-150 Aminossuren bestehen [30].
Doménen konnen katalytische oder allosterische Zentren besitzen. In den kata-
lytischen Zentren findet die Stoffumwandlung statt, wihrend in allosterischen
Zentren Effektoren binden, die die Reaktion beschleunigen (Aktivatoren) oder
hemmen (Inhibitoren). Enzyme zeichnen sich in der Regel durch eine hohe Spe-
zifitét gegeniiber den Substraten aus; ihre Reaktionsrate ist abhéngig von Tem-
peratur, pH-Wert, Metallionen- und Salzkonzentration. Freie Enzyme konnen in
unterschiedlichen Konformationen vorliegen, die unterschiedliche Affinitéiten zum
Substrat besitzen. Durch die Bindung von Substratmolekiilen kann es ebenfalls
zu Anderungen der Enzymkonformation kommen, so dass die Anbindung weiterer
Molekiile erschwert oder erleichtert wird. Abbildung 3.8 stellt drei Modellvorstel-
lungen der Stoffumsetzung schematisch einander gegeniiber. Die Enzyme sollen
zwei katalytische Zentren fiir die Stoffumsetzung besitzen. Fiir die Falle werden
die Reaktionsraten zusammengestellt und der Verlauf der Kennlinien r = f(S)
kurz diskutiert.

Mechanismus A

Mechanismus A zeigt die wohl einfachste Modellvorstellung einer enzymatischen
Stoffumsetzung. Substrat S bindet reversibel an das Enzym. Ist das Enzym mit
einem (Komplex ES) oder mit zwei Substraten besetzt (Komplex ESS), wird im
folgenden Reaktionsschritt das Produkt P gebildet und vom Enzym freigelassen.
Der reversible Schritt der Substratanbindung verléuft im Gegensatz zur Stoffum-
wandlung sehr rasch, so dass ein Gleichgewichtszustand dieser Reaktionen ange-
nommen werden kann. Unter dieser Annahme und unter der Beriicksichtigung,
dass fiir das erste Substratmolekiil zwei Bindungsplidtze zur Verfiigung stehen,
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Figure 3.8: Modellvorstellungen fiir die Umsetzung eines einzigen Substrates durch ein
Enzym. Die Unterschiede in den Mechanismen A, B und C werden im Text besprochen.

fiir das zweite nur der verbleibende freie Platz, ergibt sich die Reaktionsrate r
mit der Gesamtenzymmenge cgo und k1 = k2 = k zu

k cs cro

=2k o (3.31)

r

Ein Sonderfall ergibt sich, wenn k2 = 0 ist und die Stoffumwandlung nur im ein-
fach besetzten Enzym stattfindet. Die entsprechende Gleichung lautet mit k1 = %
_ k cg K CRro

TS 2 e (3.32)

Mechanismus B

Reaktionsmechanismus B liegt eine Modellvorstellung zu Grunde, die von Jacques
Monod entwickelt wurde [51], um experimentelle Daten zu erkliren, die einen sig-
moiden Verlauf zeigen und sich damit nicht mit der Michaelis-Menten-Gleichung
beschreiben lieBen. Dabei liegt das freie Enzym in zwei Konformationen R und
T vor. Das Substrat hat eine hohe Affinitit zum R-Zustand und eine geringe
oder gar keine Affinitét zur T-Konformation. Es wird angenommen, dass sich die
Konformationen im Grundzustand (freies Enzym) im Gleichgewicht befinden, wo-
bei Konformation T in sehr hoher Konzentration vorliegt. Es muf} allerdings die
Substratkonzentration eine bestimmte Schwelle iiberschritten haben, damit eine
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starke Anderung der Reaktionsrate bemerkt wird. Fiir den Fall, dass das Sub-
strat nur in der R-Konformation anbindet, ergibt sich die Reaktionsrate r mit
der Gesamtenzymmenge cgo und k1 = k2 = k sowie L = g zZU

k Cg (K + Cs) CEo

"= LK 4 (K + cs)?

(3.33)

Mechanismus C

Mechanismus C wurde alternativ zu Mechanismus B zur Beschreibung von Daten
vorgestellt [4], die keinen hyperbolen Verlauf zeigen. Hier wird davon ausgegan-
gen, dass sich das einzelne Enzymzentrum durch das Anbinden eines Substrat-
molekiils verindert. Wird die Anbindung von weiteren Substratmolekiilen dabei
erleichtert (e < 1), spricht man von positiver Kooperativitét. Im anderen Fall
von negativer Kooperativitéit. Die Reaktionsrate r ergibt sich mit der Gesamten-
zymmenge cgp und k1 = k2 = k zu

9 ]{JCS(K + cﬂ‘f)CEo

g (3.34)
K? + 2Kcg + %

r =

Abbildung 3.9 zeigt den Verlauf der Substratsittigungskurven fiir die Fille A,
Sonderfall A mit ¥2 = 0, B und C. Die Laufvariable ist ¢; auf der Y-Achse
ist ,," . aufgetragen. Mechanismus A zeigt einen hyperbolen Verlauf der Kurve.
Der Substratwert bei der halben Maximalrate entspricht gerade K. Der Anstieg
im Ursprung berechnet sich zu 11{ Die S#ttigungskurve fiir den Sonderfall A ist
durch ein Maximum gekennzeichnet. Im Gegensatz zu allen anderen diskutierten
Féllen geht die Séittigungskurve mit zunehmender Substratkonzentration gegen
Null. Der Verlauf der Séttigungskurven fiir die Fille B und C verlduft qualitativ
gleich. Im Falle B liegt der Wendepunkt fiir grofle Werte fiir L im Bereich > 1
(L = 0 entspricht Mechanismus A); im Falle C liegt: der Wendepunkt fiir kleine
Werte von ¢ im Bereich < 1 (& = 1 entspricht wieder Mechanismus A).

Modellbibliothek reaktionskinetischer Ansétze

In der Modellbibliothek sind die Reaktionsgleichungen abgelegt. Die Strukturie-
rungsmerkmale der Gleichungen betreffen den molekularen Aufbau des Enzyms,
die Spezifitdt der Liganden zu den katalytischen und allosterischen Zentren so-
wie die Annahmen, die zur Modellvereinfachung gemacht werden. Hier stehen
zwei Methoden zur Verfiigung. Entweder wird ein “schnelles Gleichgewicht” fiir
eine oder mehrere Reaktionen im Mechanismus angenommen oder man geht da-
von aus, dass sich die Zwischenkomplexe quasistionsr verhalten. Beide Methoden
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Figure 3.9: Sittigungskurven fiir Mechanismen A (oben links); Mechanismus A mit
k2 = 0 (oben rechts); Mechanismus B mit L = 10° (unten links) und Mechanismus C
mit @ = 10~% (unten rechts).

verfolgen eine unterschiedliche Vorgehensweise bei der Ableitung der Geschwin-
digkeitsgesetze, lassen sich iiber die Analyse der zeitlichen Dynamik formal aber
gleich behandeln (siehe Anhang A). In Tabelle 3.3 werden die Eigenschaften der
oben diskutierten Modelle zusammengefasst.

Tabelle 3.4 gibt einen Teil der Modellbibliothek mit den wichtigsten Ansétzen
wieder. Insgesamt umfafit die Bibliothek 54 Eintrdge. Abbildung 3.10 zeigt die
Verschaltung des Steuerelements mit dem Stoffwandler.

Figure 3.10: Steuerelement zur Ansteuerung des Stoffwandlers fiir enzymkatalysierte
Reaktionen.
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Tabelle 3.3: Ubersicht iiber die Attribute zur Charakterisierung enzymkatalysierter
Reaktionen. In den vorgestellten Mechanismen ist die Anbindung von Inhibitoren und
Aktivatoren nicht vorgesehen. Diese kénnen an andere Zentren (allosterische Zentren)
oder aber auch an katalytische Zentren binden und beeinflussen so die Aktivitiit der
Enzyme.

Mech. A Mech. B Mech. C
Molekularer Aufbau des Enzyms
Anzahl von katalytischen Zentren 2 2 2

Konformation, in der katalytische
Umsetzung erfolgt - R -

Spezifitit der Liganden

Wechselwirkung bei Anbindung
der Substrate - - Faktor o

Komplexe, die zur Produkt-
bildung beitragen ES (ESS) R1,R2 ES, ESS

Annahmen zur Modellreduktion
Stationaritit der Zwischenkomplexe - - -

Anbindungsschritte im schnellen
Gleichgewicht ja ja ja

3.4.3 Steuereinheit zur Ansteuerung des Modellbausteins Polymeri-
sator

Der Polymerisator findet Verwendung bei der Beschreibung der Prozesse der Re-
plikation, der Tanskription und der Translation. Fiir die Ansteuerung der Bau-
steine sollen die entsprechenden Gleichungen abgeleitet werden.

Aufbau der DNA und der Prozess der Replikation

Die DNA liegt in Bakterien als ein ringférmiges, doppelstringiges Molekiil vor,
welches aus den vier Desoxyribonukleotiden dATP, dTTP, dGTP und dCTP
aufgebaut wird. Jeweils zwei gegeniiberliegende Stréinge sind iiber Wasserstoff-
briicken miteinander verbunden, wobei aber nur die Basenpaarkombinationen
Adenin-Thymin und Guanin-Cytosin erlaubt sind. Das Genom von FEscherichia
coli besteht aus ca. 4.720.000 Basenpaaren [30]. Die Reihenfolge der Basenpaar-
kombinationen stellt die genetische Information dar. Eine bestimmte Anzahl von
Basenpaaren (Gen) reprisentiert dabei den Bauplan fiir ein Protein. Die Gene lie-
gen nicht alle direkt hintereinandner, sondern sind durch nichtkodierende Bereiche
(Kontrollsequenz?) getrennt, auf denen weitere Informationen gespeichert sind. So

3Der Begriff Kontrollsequenz meint hier den fiir das betreffende Gen/Operon relevanten Bereich an
Bindungsstellen fiir Regulatorproteine und umfat den Promotor, den Operator und Bindestellen fiir
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Tabelle 3.4: Beispiele fiir Reaktionsanséitze aus der Modellbibliothek. MM: Michaelis-
Menten-Typ; k: spezifische Aktivitit; cgo: Enzymkonzentration; c: Ligandkonzentrati-
on, dabei tiefgestellte Indizes: S, S1, S2 Substrate/Produkte; I Inhibitor; A Aktivator;
a, B, K, L kinetische Parameter; ® je nach Wahl der Parameter o; und os.

Name der Kinetik Reaktionsgleichung r =
Einsubstrat

Michaelis-Menten in [4] %0

Koshland Modell [32] kegocs (o Ks +aacs)

Ks?+2a1¢s Ks+ oz cs2

Monod Modell (MWC) ~ kemoes (Les/ o™ s

Einsubstrat
mit Effektoren

. kcgoces
MM + komp. Inhib. Ks (1+E1°211)+c5

MM + nichtkomp. Inhib.

. . kepoes (Lol 2)
oder nichtess. Aktiv. ¢

oy Kg
e e
Ks (14 ) +es U+ [ 7)
R kegoes (1451 25)
MM + Substratiibersch. o2, <8
Kateca(l+ KAaz)

MM + ess. Aktiv. ECBO (10, 4 o) (eat Ka)

Monod Modell + -
k 1+ 28 o=
allosterische Effektoren erocs (4 xcs)

1+ e
€5 \n I
Ks (45 + L 1+ )
Zweisubstrat
Reversible MM-Kinetik ~ fcs0(Ks2cs1~ 8 Ks1c53)

Kg1 Kg2+ Ksgcsi+Kgicge

erfolgt das Ablesen der Information und die Synthese von RNA (Transkription)
nur, wenn das Protein RNA-Polymerase im Bereich der Kontrollsequenz ange-
bunden hat (Abbildung 3.11). Neben der RNA-Polymerase kénnen noch weitere
regulatorisch wirkende Proteine an die Kontrollsequenz binden. Dies hat in der
Regel Wechselwirkungen mit der Polymerase zur Folge und der Ablesevorgang
kann gar nicht stattfinden oder wird verstérkt.

Der Zeitraum der Replikation setzt sich aus der DNA-Synthesephase (Zeit C') und
der Zeit nach der Synthese bis zur Zellteilung (Zeit D) zusammen. Die geneti-
sche Information mufB vollstindig in doppelter Anzahl vorliegen, bevor sie auf die
Tochterzellen verteilt werden kann. Man stellt bei Experimenten Verdopplungs-

weitere Effektoren, bspw. fiir Crp.
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Figure 3.11: Genkarte von E.coli. Der Startpunkt der DNA Verdopplung (Origin,
oriC) befindet sich bei Position 84. Die Strukturgene sind durch die Bereiche der Kon-
trollsequenzen voneinander getrennt, wobei jedem Strukturgen zumindest eine Kon-
trollsequenz vorsteht. In Ausnahmefillen finden sich Kontrollsequenzen auch mitten
im Strukturgen.

zeiten von nur 20 Minuten fest und mufl daher davon ausgehen, dass der Prozess
der Replikation wieder beginnt, bevor die laufende Replikationsrunde vollsténdig
abgeschlossen ist, da die minimale Zeit D auch etwa bei 20 Minuten liegt. Das
bedeutet, dass sich die C und D Phasen iiberlagern (Abbildung 3.12). Der Prozess
der Replikation beginnt immer an einer festen Stelle, dem Origin und wird iiber
das Protein DNA-Polymerase katalysiert. Das DNA-Molekiil wird in 100 Minu-
ten eingeteilt. Somit kann der Startpunkt fiir ein Gen genau quantifiziert werden.
Ausgehend vom Origin wird der neue Strang von zwei Seiten aus repliziert. Die
Zellteilung kann erfolgen, wenn die DNA komplett in zweifacher Ausfertigung
vorliegt. Wie in Abbildung 3.12 zu sehen ist, liegen Gene in der Nihe des Origins
bei hohen Wachstumsraten in vielfacher Ausfertigung vor. Die rrn Gene, die ribo-
somale RNA kodieren und in der N#he des Origins kodiert sind, liegen bei einer
Wachstumsrate von p = 2.08 1/h in fast 8-facher Menge vor. Folgende Beziehung
wird von Cooper [10] angegeben, um die Anzahl von DNA-Kopien npy 4 bei einer
Wachstumsrate p in Abhéngigkeit der Zeiten C und D zu ermitteln

1
noNA = (2(0;:'?)“ - 2’1’7";)- (3.35)

Berticksichtigt man die Position z eines bestimmten Genes auf der DNA so erhélt
man ebenfalls nach Cooper folgende Beziehung zur Ermittlung der Anzahl von
Templates n, eines bestimmten Genes

D+C(1-
2( 15;2 =)

0<z<1, (3.36)

Ng =

wobei z = 0 die Originstelle und z = 1 die Terminusstelle bedeutet. Die Zah-
lenwerte auf der Genkarte miissen entsprechend umgerechnet werden. Abbil-
dung 3.13 zeigt den Verlauf der durchschnittlichen Kopienanzahl der DNA sowie
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Figure 3.12: Darstellung der Anzahl von DNA Molekiilen bei verschiedenen Verdopp-
lungszeiten 7 nach Cooper [10]. Zeile 1 zeigt den zeitlichen Verlauf des Replikations-
prozesses fiir die Verdopplungszeit 7 = 60 Minuten. Zeilen 2 und 3 fiir 7 = 40 Minuten
und 7 = 20 Minuten. Der schwarze Punkt markiert die Bewegung der DNA Polymerase
auf der DNA. Nach der Verdopplung des DNA-Molekiils braucht die Zelle mindestens
20 Minuten (Zeit D), bis die Teilung abgeschlossen ist. Dies ist damit die kleinstmdgli-
che Verdopplungszeit 7. Die Zeit C zur Replikation der DNA liegt zwischen 40 und
70 Minuten. Wie in Zeile 2 zu sehen ist, hat die Zelle zum Zeitpunkt ¢ = 0 Minuten
bereits ein Teil der DNA repliziert und fingt nach 20 Minuten wieder mit einer neuen
Replikationsrunde an. Die Zeiten C und D iiberlappen sich also. Bei einer Verdopp-
lungszeit von nur 20 Minuten braucht die Zelle 2 Generationen, um die DNA einmal
abzulesen (Zeiten C'1 und C2). Teile der DNA in der N&he des Origins liegen hier bis
zur achtfachen Anzahl vor.

Anzahl Kopien [-]
S [+:] o

LN

02 04 06 08 1 1.2 14 16 18 2
w/m

Figure 3.13: Verlauf der Kopienanzahl fiir DNA (o), Gen rrnC (x) auf der Position

84.5 und Gen lac (+) auf Position 7.9 in Abh#ingigkeit von der Wachstumsrate p. Gene
in der Nihe des Origins (Position 84) liegen in htheren Kopienzahlen vor.
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zweier Gene. Das Gen rrnC liegt in der Nahe des Origins; Gen lac etwas weiter
entfernt (Abbildung 3.11).

Die Replikation soll hier nur am Rande betrachtet werden und daher nicht detail-
liert modelliert werden. Man kann aber davon ausgehen, dass die DNA Polyme-
rase DP mit mit Origin O in Wechselwirkung steht (Komplexe D— PO, Z) und
es nach folgendem Schema zur Synthese der DNA und damit der neuen Gene D'
kommt:

Kp
D-P+ 0 = D-PO

ke,
D—-PO — Z+ 0

k
Z 4+ pdNU — D'+ D® 4+ ---+D—P. (3.37)

Kp ist die Affinitét der DNA Polymerase zum Origin, k. und k&, sind Geschwin-
digkeitskonstanten. Abbildung 3.14 zeigt den formalen Aufbau der Signalwand-
lerbausteine zur Beschreibung der Syntheserate der Replikation. Fiir die Synthese
der DNA lisst sich die Reaktionsgeschwindigkeit rg. folgendermassen angeben:

TRe = k},- Cz. (338)

Die Rate k, lisst sich aus der Zeit C fiir die DNA Synthese (siehe oben) abschéitzen.
Diese hingt allerdings von Wachstumsrate p ab. Die Steuerung der Replikation
lasst sich geméf Abbildung 3.14 mit den Bausteinen Koordinator und Steuerein-
heit beschreiben.

Figure 3.14: Darstellung der Modellbausteine Koordinator und Steuereinheit zur Be-
schreibung der Steuerung der Replikation. Neben der Grofie ¢z konnen weitere Signale,
z.B. die Abfolge der Basenpaare auf der DNA als Eingangsgréfien dienen.
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Transkription

Im folgenden Unterkapitel soll die Synthese einer einzelnen mRNA mit den re-
levanten Schritten beschrieben werden. Anschliessend erfolgt die Definition der
entsprechenden Modellbausteine. Ausgangspunkt der Uberlegungen ist die An-
bindung eines RNA Polymerase Molekiils P an den freien Promotor D. Die
gebundene Polymerase bewegt sich anschlieflend entlang der DNA und macht da-
bei den Promoter wieder frei (*promoter clearance’). Mit der Bindung des ersten
Nukleotids beginnt die Elongation.

Transkript
-
-
c 7 T T
Promoter Strukturgen
(Kontrollsequenz) Id—l e

Figure 3.15: Prozess der Transkription im stationéren Zustand. Die RNA-Polymerase
bewegt sich mit der Geschwindigkeit k;,» auf der DNA entlang. Der Abstand zwischen
zwei Polymerasen betrigt d Basenpaare.

In biologischen Veréffentlichungen wird darauf hingewiesen, dass sich die RNA-
Polymerase mit einer konstanten Geschwindigkeit zwischen 40 und 85 Basen-
paaren/Sekunde unabhéngig von der Wachstumssituation bewegt [6]. Wenn man
davon ausgeht, dass die Pools an Monomeren fiir den einzelnen Polymerisations-
schritt keine Rolle spielen oder die Pools so gut reguliert sind, dass sie iiber einen
grofen Bereich der Wachstumsrate konstant sind, kann man annehmen, dass der
einzelne Kettenwachstumsschritt unabhéngig von der Monomerkonzentration ist.
Allerdings mufl man davon ausgehen, dass beim Unterschreiten einer minimalen
Monomerkonzentration der Polymerisationsprozess abgebrochen wird.

Das betrachtete Gen habe die Lénge von ! Nukleotiden. Folgender Mechanismus
wird ausgehend vom freien Polymerasemolekiil P vorgeschlagen:

K .
P+ D 27 pp
ke, .
PDF % Vi Dito
Fsr kq - f(NU)
Y+ NU — Y7 — Abbruch
For kq - f(NU)
Yi + NU 22 v, 57 Abbruch
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k k
Yii + NU -5 P + RNA — Zerfall, (3.39)

wobei die bei jedem Schritt frei werdende Pyrophosphatgruppe keine Beriicksich-
tigung findet. NU steht fiir eines der vier Ribonukleotidphosphate ATP, CTP,
GTP und UTP. Der Zerfall der Zwischenkomplexe bei einer Unterversorgung an
Nukleotiden kann bspw. mlt einer Kinetik vom Michaelis-Menten Typ beschrie-
ben werden: {(NU) = Ho - Fiir den Zerfall des fertigen RNA Molekiils wird
eine Zerfallskinetik erster Ordnung mit der Konstanten k, angenommen.

Die Interaktionen zwischen der RNA Polymerase und DNA Bindestellen ist oben
mit einem Baustein vom Typ Koordinator beschrieben worden. Dieser kann hier
in leicht modifizierter Form wieder Verwendung finden. Ausgangsgréfle ist hier
die Gréfe cy. Nimmt man wie oben an, dass sich der Komplex PD? sehr schnell
bildet und dass sich ¥ quasistationr verhélt, so erhélt man folgende Gleichungen
fiir den Koordinator:

cp

1 == i 4
Cpp Krr + cp Cpo (3 0)

_ Cppi
o = K |k END) (3.41)

wobei davon ausgegangen wird, dass der Pool an freier RNA Polymerase durch
diese Interaktion nicht beeinflusst wird. Zur Herleitung der Syntheserate fiir die
RNA kann davon ausgegangen werden, dass sich auch fiir die Y; ein stationsrer
Wert einstellt, da sie mit nahezu gleicher Geschwindigkeit gebildet und wieder
verbraucht werden. Damit ergibt sich aus der Bilanzgleichung

éy'. = ktr Cy;_, — ktr Cy; — k}a f(NU) Cy; (342)
fiir den stationéren Wert von cy;

_ ki CY; 1 _ Cy;_,
YT ke + kE(NU) T 1+ RENU)’ (3.43)

mit k' = ,f; Fiir das letzte Element Y;_; ergibt sich

Cy

RN N 2 0(%) (3.44)
Die Gleichung fiir die Syntheserate der mRNA lautet mit obigen Gleichungen:
Cy (t - Tt)
Ty = ktr (1 Tk f(NU))l_l ) (345)

mit der Totzeit T;, die die Zeit beriicksichtigt, die das erste Polymerasemolekiil
braucht, um ein Molekiill RNA zu synthetisieren. Sie kann iiber die Lénge des
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Strukturgens und die mittlere Geschwindigkeit der RNA-Polymerase abgeschétzt
werden. Abbildung 3.16 zeigt den Koordinatorbaustein und die Steuereinheit fiir
den Polymerisator. Eingangsgrossen in den Koordinator sind die freien Polyme-
rasemolekiile ¢p und die fiir das einzelne Gen relevante Promoterbindestelle cpi.
Ausgangsgréfe ist ¢y, welches mit der Steuereinheit verschaltet wird. Dort wird
die Syntheserate r7, berechnet.

cpi

Signale

Figure 3.16: Darstellung der Modellbausteine Koordinator und Steuereinheit zur An-
steuerung des Modellbausteins Typ Polymerisator. Neben der Gréfie cy konnen weitere
Signale, z.B. die Abfolge der Basenpaare auf der DNA als Eingangsgréfien dienen.

Aus dem vorgestellten Mechanismus kann die Anzahl der RNA Polymerasemo-
lekiile, die sich auf der DNA befinden ausgerechnet werden. Dies soll fiir den Fall
einer guten Nahrstoffversorung erfolgen, so dass die Abbruchterme vernachléissigt
werden konnen. Es gilt dann:

Cvi, = Cy, = = Cy. (3.46)

Die Polymerase “verteilt” sich auf die einzelnen Y; so dass die Summe aller Y; die

aktiven Polymerasen cp,,,,, darstellt:

k
CPyyy = Loy =1 kc:r Cppi, (3.47)

wobei der Term k., cpp: als Frequenz der Initiation interpretiert werden kann
und kg die Geschwindigkeit der Polymerase auf der DNA darstellt.

FEinfluss von Effektoren. Effektoren beeinflussen die Syntheserate der mRNA
durch eine Veréinderung der Initiationsfrequenz. Ein spezifischer Repressor kon-
kuriert dabei mit der RNA Polymerase um den Promotor, wihrend ein Aktivator
die Affinit#t der Polymerase zum Promotor erhéht. Der Mechanismus kann dann
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im Falle einer Aktivierung durch den Aktivator A folgendermassen erweitert wer-
den:

. K .
P+ D 27 pp
R A
A+ D & aAp
o aKy )
A+ PD' 27 APD
i ke, i
PD — Y+ D'+ 0
. 3 .
APD' B Y+ A+ D+ o, (3.48)

K 4 ist hier die Bindungsaffinitit des Aktivators. Wird die frei zur Verfiigung ste-
hende Menge an A in einem weiteren Baustein bestimmt, so ergibt sich folgendes
Gleichungssystem:

cp

cppi = Cpoi 3.49

i Ky + cp + 5o 4 orpea 70 (3.49)
cqcC

CapDpi = 4P Cpoi (350)

aKiKs+aKica +aKacp + cpea

Cppi + CAPDS

ktr + km f(NU) ’ (351)

ey = ko

Regulation dber Attenuation. Bei der Regulation iiber Attenuation kommt es zu
einer vorzeitigen Beendigung der Transkription, d.h. die Syntheserate der RNA
wird vermindert. Die biologischen Details sollen hier am Beispiel des Trypto-
phan Operons wiedergegeben werden. Die RNA-Polymerase bewegt sich nicht
immer mit konstanter Geschwindigkeit auf der DNA, sondern pausiert an mehre-
ren Stellen. Eine solche Pausenstelle wird bei der Transkription des ¢rp Operons
kurz nach Beginn erreicht. Die Pause der RNA-Polymerase hat die Bildung ei-
ner sekundéiren Struktur der gebildeten mRNA zur Folge, die einer Stoppstelle
entspricht. In den ersten Schritten der unmittelbar begonnen Translation wird
zweimal der Einbau der Aminosiure Tryptophan in die wachsende Proteinkette
verlangt; die Polymerase befindet sich dabei noch in der sogenannten Leaderse-
quenz. Liegt Tryptophan im Uberschuff vor, kann diese Stelle vom Ribosom gut
passiert werden. Das Ribosom folgt dicht der RNA-Polymerase, welche nun die
Stoppstelle erreicht. Translation und Transkription werden beendet. Wird dage-
gen Tryptophan bendtigt, kann das Ribosom die Stelle mit den zwei verlangten
Tryptophan nur sehr schlecht passieren, da die Konzentration an Tryptophan
niedrig und damit auch die Konzentration an beladener tRNA niedrig ist. Durch
die Pause des Ribosoms kann sich die Stoppstelle nicht bilden, Translation und
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Transkription kénnen weitergehen. Das Signal fiir den Abbruch von Transkription
und Translation ist die zellulare Tryptophan Konzentration.

Fiir das folgende Schema wird von einer guten Néhrstoffsituation ausgegangen.
Die Leadersequenz umfasse q Nukleotide, die den Einbau der Aminosédure Tryp-
tophan verlangen. Liegt Tryptophan in hoher Konzentration vor, so kommt es
zum Abbruch von Transkription (und Translation).

k Kas - h(Am
Y + Nu 5 v “t—£ )Abbruch

k kot - h(Am
Y1 + Nu — ¥, o DA bruch

Kty
Yo+ Nu — Y,
Kty

Yi, + Nu - RNA + P. (3.52)

Unter der Annahme, dass sich die Komplexe wieder quasistationér verhalten,
ergibt sich fiir cy,,_,

Cy

%t = (1 4 K, h(Am)) (3.53)

mit k, = ’,:':: . Die Syntheserate fiir die RNA ergibt sich unter ansonsten giinstigen
Bedingungen zu:

Cy (t - T:g)
(1 + kb h(Am))e

Abbildung 3.17 zeigt mogliche Verliufe der Funktionen f(Nu) und h(Am) fir
die Transkription.

ree = ki (354)

U Ve

4

Nu Am

Figure 3.17: Funktionen f(Nwu) und h(Am) in Gleichungen (3.51), (3.53) und (3.54):
bei der Attenuation kommt es bei hoher Konzentration der Aminosiuren zum Abbruch.
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Translation

Fiir die Beschreibung der Translation kann analog vorgegangen werden. Der RNA
Polymerase entspricht nun das Ribosom, die Bindestelle des Ribosoms, die Shine-
Dalgarno Sequenz ist ein Abschnitt auf der RNA, der gleich zu Beginn von der
Polymerase synthetisiert wird. Das erlaubt den Ribosomen die Proteinsynthese
nach Start der Transkription: das Ribosom folgt der RNA Polymerase unmittel-
bar. Damit stellt praktisch jedes Y; der Transkription oben eine Bindestelle fiir
das Ribosom dar. Ein wesentlicher Unterschied besteht allerdings darin, dass die
Translation mit der bereits fertigen RNA weiterléuft, dies also einen weiteren
Verstiarkungsfaktor bedeutet. Ein Abbruch der Translation kann erfolgen, wenn
nicht geniigend beladene tRNA zur Verfiigung stehen. Die Interaktionen der freien
Ribosomen mit den ¥; lisst sich mit folgendem Mechanismus beschreiben:

K. .
R+Y <& Ry

Ryt e gy
) . ky  ga - T1(Am)
X' + tRNA — tRNA + X}~ —» “Abbruch
i " ktl i 9o f Am)
Xi + tRNA* —5 {RNA + Xi”* —5 ’Abbruch
i * ky i
X:, + tRNA* — {RNA + X:, (3.55)

wobei ¥}’ mit Ribosomen unbelegte Bindestellen darstellen. Der Index s zeigt an,
wieviele Aminoséiuren anbinden kénnen. Da die Polymerase noch beim Ablesen
der genetischen Information ist - sie hat die Position i erreicht - kann s aus s = i-7
ermittelt werden, wenn m die Anzahl der eingebauten Aminoséuren am Ende des
Prozesses bezeichnet. Da 3 Nukleotide fiir eine Aminoséure kodieren ergibt sich
™ =1/3. Die Grossen tRNA* und t RN A reprisentieren mit Aminosiuren belegte
und unbelegte tRNA.

Fiir die Interaktionen der freien Ribosomen mit dem fertigen RNA Molekiil gilt
entsprechend:

K.
R + RNA ="' RRNA

ke
RRNA =4 X+ RNA

. ky 9a - [(Am)
X + tRNA — tRNA + X;° — ’Abbruch
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- f(Am)

k A
X, + tRNA* —8% 1BRNA + X, 7 25" Abbruch

k
X1 + tRNA* —3 R+ Pr,

wobei hier die Kette vollstindig durchlaufen werden kann.

(3.56)

Die Gleichungen fiir den Koordinatorbaustein ergeben sich unter der Annahme

einer schnellen Anbindung der Ribosomen zu:

CR

Cry: = Cy;
" Kri+cg
Cr
CRRNA = CRNA

K7 + cr
k CRyi

Cxi =
“ ky + gaf(Am)

CRRNA
Cx

Keu b+ gof(Am)

(3.57)

(3.58)

(3.59)

(3.60)

Analog der Vorgehensweise oben, kann davon ausgegangen werden, dass sich alle
X}, mit dhnlicher Rate bilden und verbraucht werden. Es ergibt sich aus der

Bilanzgleichung:
éXk = ktl CXp 1 — ktl Cx;, — Ya f(Am) Cxy
fiir den stationdren Wert von cx, mit g’ = 7
c _ CXp_y
X 14g¢f(Am)"

Fiir das Element X,,, ; ergibt sich

¢ = X

Hmt T (1 + g f(Am))m-t

Es ergibt sich fiir die Syntheserate ry des Proteins:

Ky
1 +¢'f(Am))m™!

Ly} Ccx .

Abbildung 3.18 zeigt die Verschaltung der Bausteine der Translation.
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Figure 3.18: Darstellung der Modellbausteine Koordinator und Steuereinheit zur Be-
schreibung der Translation. Neben der Grofle cx konnen weitere Signale, z.B. die Ab-
folge der Basenpaare auf der RNA als Eingangsgroéfien dienen.

Die Anzahl der aktiven Ribosomen kann aus folgenden Uberlegungen fiir einen
Porzess mit ausreichender N#hrstoffversorgung hergeleitet werden: Betrachtet
man das fertige RNA Molekiil so verteilen sich die Ribosomen auf alle X und
man erhilt mit

CXp1 = CXpoy = "' = CX (3.65)
fiir die aktiven Ribosomen CRENA:
aktiv

CRRNA = M Cx = M ];:“ CRRNA- (3.66)
t

‘aktiv

Betrachtet man die einzelnen Y; so hiingt die Anzahl der Ribosomen vom Ort i,
den die Polymerase zuriickgelegt hat ab. Es ergibt sich fiir die Polymerase am
Ort 1:

k 5
Cpi. = S-cxi = g M ew CRYY (3.67)
l ky

‘akiiv
Die Summe iiber alle ¢ liefert dann mit den Gleichungen 3.46 und 3.57:

1) kcﬂ Cp

cy. 3.68
ka Ko +cr @ (3.68)

L M ke o (-
Zcﬂikm T ky ZZCRY' =m 92

Einfluss von Effektoren: Feedback Inhibition der Translation. Bei der Initiation
der Translation kann es ebenfalls zu Wechselwirkungen mit Effektoren kommen.
So unterliegt die Synthese von ribosomalem Protein einer Autoregulation [53].
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Dabei konkurriert ribosomales Protein mit den Ribosomen um die Ribosomen-
bindungstelle auf der mRNA. Liegt ribosomales Protein im UberschuB vor, bspw.
weil die Synthese von rRNA vermindert wurde und dadurch keine Ribosomen
gebildet werden kénnen, dann fiihrt dieser Uberschuff zu einer Reduktion der
Synthese von ribosomalem Protein. Gleichungssystem 3.56 kann um folgende Re-
aktionsgleichungen erweitert werden, wobei Prl ein inhibitorisch wirkendes Pro-
tein darstellt, welches mit der Affinitéit K; anbindet.

K A
prl+ Y & Priv

K,
Prl + RNA' &' PrIRNA. (3.69)

Die entsprechenden Gleichungen fiir czy+ und cgrgry 4 werden entsprechend erwei-
tert

Cr
Cpyi = cy; 3.70
‘RY KTI + cr 4 KT;Kpr” Y; ( )

Cr
c = c . 3.71
RRN A Ko + ¢ + KT}( CIP"I RNA ( )

3.4.4 Synthese von Alarmonen durch einen enzymatischen Schritt

Die Synthese von Signalmolekiilen erfolgt durch einen enzymatischen Schritt, wo-
bei in der Regel das Enzym konstitutiv in der Zelle vorliegt oder so reguliert ist,
dass seine Konzentration nur kleinen Schwankungen unterliegt. Durch alloste-
rische Wechselwirkungen mit Effektoren kann das Enzym aktiviert werden und
bildet dann die Signalsubstanz. Wie in Abbildung 3.19 gezeigt, besitzt der Si-
gnalwandler vom Typ SigEnz Eingéinge fiir das Protein und den Effektor; der
Ausgang ist die Konzentration des Signalmolekiils.

Figure 3.19: Signalwandlerbaustein vom Typ SigEnz.

Um die Dynamik der Synthese richtig zu erfassen, wird fiir das Signalmolekiil A
eine Differentialgleichung verwendet, wobei die Syntheserate r,,, in Abhéngigkeit
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von Protein- und Effektorkonzentration anzuschreiben ist und unter Umstinden
ein Abbauterm rg,, zu beriicksichtigen ist.

dCA
dt

Im Falle einer essentiellen Aktivierung des Enzyms durch den Aktivator Eff
ergibt sich fiir rgyn

= Tsyn — Tab — HCA. (372)

CEff
on = k , 3.73
oy o KEff CEff ( )

wobei cgg die Enzymkonzentration und cgyy die Effektorkonzentration ist.
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Kapitel 4

Definition aggregierter
Modellbausteine

Das Modellierungskonzept bietet die Moglichkeit, elementare Modellbausteine zu
hoher strukturierten Einheiten zu verschalten. Diese aggregierten Modellbaustei-
ne stellen die wesentlichen Strukturierungselemente der Biophase dar und werden
als Funktionseinheiten bezeichnet.

In der “Metabolic Control Theory” hat man versucht, durch rein formale Kri-
terien sogenannte “monofunctional units” zu definieren [27, 66]. Die Kriterien
basieren auf dem Aufbau der stochiometrischen Matrix des zu Grunde gelegten
Reaktionsnetzwerkes. Eines der Kriterien besagt, dass keine Konservierungsbe-
dingungen zwischen zwei Subsystemen bestehen diirfen. Dieses Kriterium ist fiir
grofle Teile des Stoffwechsels nicht giiltig, da globale Speichergréfien fiir Energie
(ATP, ADP) und Redox (NAD, NADP) in vielen Reaktionen beteiligt sind. In
dieser Arbeit sollen biologisch motivierte Kriterien herangezogen werden. Damit
soll garantiert werden, dass den mathematischen Modellbausteinen auch zelluldre
Bausteine entsprechen.

Die aggregierten Modellbausteine zeichnen sich durch eine gewisse Abgeschlos-
senheit gegeniiber ihrer Umgebung aus. Um bei der Definition von Funktionsein-
heiten diese Abgeschlossenheit iiberpriifen zu kénnen, werden folgenden Kriterien
herangezogen:

i. Alle Komponenten einer Untereinheit sind an eine gemeinsame physiologi-
sche Funktion angepaft.

Kriterium i. zielt zum einen darauf ab, Elemente zusammenzufassen, die zur Syn-
these oder zum Abbau eines bestimmten Metaboliten notwendig sind. Dabei han-
delt sich um Stoffwechselwege zum Abbau von Nahrsubstraten, zum Aufbau von
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Zwischenprodukten und Sekundirmetaboliten sowie um Prozesse zur Synthese
von Makromolekiilen. Kriterium i. kann auch Anwendung finden, um Metabolite,
die Energie- oder Redoxsquivalente darstellen, zusammenzufassen. Zum anderen
kann Kriterium i. auch herangezogen werden, Modellbausteine fiir Signaltrans-
duktionssysteme festzulegen. Dabei werden Signalwandlerbausteine miteinander
verkniipft.

ii. Die fiir die Funktion einer Untereinheit zust&indigen Gene werden koordi-
niert exprimiert.

Kriterium ii. bezieht sich auf die Strukturierung der Gene auf der DNA. Einzelne
Gene oder eine Gruppe von Genen, die auf der DNA direkt hintereinander liegen
und die eine gemeinsame Kontrollsequenz besitzen sind Basis dieses Kriteriums.
Bei Prokaryoten wird der Ausdruck Operon verwendet.

iii. Die Elemente einer Einheit werden iiber ein gemeinsames Signalverarbei-
tungssystem koordiniert.

Kriterium iii. stellt die Prozesse der Signaliibertragung als wesentliches Struk-
turierungsmerkmal heraus und erlaubt die Zusammenfassung von einzelnen En-
zymen zu Stoffwechselpfaden, als auch die Zusammenfassung von Stoffwechsel-
pfaden zu hoch strukturierten Einheiten. In der Regel geniigen diese Einheiten
dann auch Kriterium i., denn sie sind auf bestimmte Aufgaben im Stoffwechsel,
wie bspw. den Transport, ausgerichtet. Wie unten gezeigt wird, stellt Kriterium
iii. die Basis zur Definition von Multigen-Systemen dar, die bei Bakterien als
“Regulon” und “Modulon” bezeichnet werden. Dazu ist es noch notwendig, eine
Klassifikation der Signaltransduktionssysteme durchzufiihren.

Das Strukturierungsmerkmal richtet sich nach dem Ausgang des Systems. Regu-
latoren sind regulatorisch wirkende Proteine, welche auf den Kontrollsequenzen
der DNA eine oder mehrere physiologisch relevante Bindungsstellen besitzen. Re-
gulatorproteine konnen durch Signalstoffe oder unterschiedliche o-Faktoren in
ihrer Aktivitdt beeinflut werden. Kontrolliert der Regulator den Abbau oder
die Synthese eines einzelnen Stofles, so besitzt er nur ein kleine Anzahl von Bin-
dungsstellen auf der DNA. Im folgenden werden hierfiir die Begriffe spezifischer
Regulator und spezifisches Signaltransduktionssystem benutzt. Regulatoren, die
die Synthese oder den Abbau von mehreren Stoffen regulieren, werden als glo-
bale Regulatoren, die Signaltransduktionssysteme dementsprechend als globale
Signaltransduktionssysteme bezeichnet.

Tabelle 4.1 gibt einen Uberblick iiber spezifische und globale Regulatoren sowie
Beispiele fiir beteiligte Gene/Operons und ihre Funktion im Stoffwechsel. Im fol-
genden sollen Funktionseinheiten unter Anwendung der oben aufgefiihrten Funk-
tionseinseinheiten definiert werden. Analog zu den elementaren Modellbausteinen
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Tabelle 4.1: Ubersicht iiber spezifische und globale Regulatoren und ihre Signaltrans-
duktionselemente.

Regulator Gen/Operon Funktion

spezifisch
Lacl lacZYA Abbau Lactose
GalR galETKM Abbau Galactose
AraC araBAD, Abbau Arabinose
araE, araFG
TrpR trpEDCBA  Synthese Tryptophan
gobal
Crp lac, ara, Kataboliten Repression
gal, cya,
ptsG,erp
ppGpp rrn Synthese sSRNA
ArcA gltA, icd, Aerobe Atmung
suc, sdh
o3 htpX, hipG  Hitzeschock

sind auch hier die Ein- und Ausginge sowie eine mathematische Beschreibung
festzulegen.

4.1 Modellbausteine zur Beschreibung der Genexpression

Die Synthese eines Proteins verlangt zwei miteinander gekoppelte Polymerisa-
tionsprozesse: Transkription und Translation. Zun&chst soll der Transkriptions-
baustein betrachtet werden (Abbildung 4.1), dessen Aufgabe die Bereitstellung
von RNA ist. Der neue Modellbaustein 148t sich mit zwei elementaren Modell-
bausteinen vom Typ Signalwandler sowie mit einem Stoffwandler vom Typ Po-
lymerisator, einem Stoffwandler vom Typ enzymatische Reaktion (RNA-Abbau)
und einem Modellbaustein vom Typ Stoffspeicher mit genetischer Information
aufbauen. Die mathematischen Gleichungen zur Beschreibung des Modellbau-
steins ergeben sich durch eine Zusammenstellung der Gleichungen der entspre-
chenden elementaren Modellbausteine und sind Tabelle 4.2 zusammengestellt.
Analog kann der Aufbau des Translationsbausteins erfolgen. Die jeweils verwen-
deten elementaren strukturellen Modellbausteine sind identisch (siehe ebenfalls
Tabelle 4.2).
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Cp

— Koordinator

) Sigmale
Nukleotide
—

Nukleotide
—

Figure 4.1: Transkriptionsbaustein. Die Anschlufistellen fiir diesen Modellbaustein
sind durch schwarze Punkte gekennzeichnet. Die Information der DNA D* geht an zwei
Stellen in den Baustein ein: (i) Uber den Koordinatorbaustein wird die Interaktion der
Kontrollsequenz mit der Polymerase beschrieben. (ii) Uber das Steuerelement kann die
Strukturinformation beriicksichtigt werden.

4.1.1 Modellbaustein Expressor

Der Baustein der Genexpression in Abbildung 4.2 zeigt die Verschaltung der
Funktionseinheiten der Transkription und der Translation.

Fiir den Fall einer guten N#hrstoftversorgung lautet die Gleichung fiir die Synthese
von RNA

depyva ke, cp

= o — (k, . 41
di Koy + cp Cpo (kz + 1) crna (4.1)

Betrachtet man nun einen stationéren Zustand der RNA Konzentration, so ergibt
sich fiir die Syntheserate des Proteins folgender Ausdruck, wenn die entsprechen-
den Terme alle eingesetzt werden:

kctr cp kc” Cr 1
KT,- + cp KTI + Cr ]{Jz

rm = Cpot (42)
Demnach ist die Rate proportional zur Anzahl der Promotorbindestellen ¢pgs.
Die beiden ersten Faktoren stellen die Initiationsfrequenz der Transkription bzw.
der Translation dar. Eine hohe Abbaurate &k, der RNA sorgt dafiir, dass weniger
Bindestellen fiir die Ribosomen zur Verfiigung stehen. Bei der Erstellung des Mo-
dells in Kapitel 6 wird die Initiation der Translation nicht betrachtet. Allerdings
spielen Effektoren bei der Initiation der Transkription eine Rolle. Abbildung 4.3
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Tabelle 4.2: Ubersicht iiber den Modellbaustein zur Beschreibung der Genexpression.
Die Transkriptionseffizienz nr¢ und die Translationseffizienz 7z, werden in iibergeord-
neten Signalwandlerbausteinen berechnet.

Modellbaustein  Signal- Signal-  Gleichung
eingang ausgang
Transkription
Koordinator €p; Cpjs cy cppi = KT:;}‘:' cp CDOI
— Cppi
CNu oy = kow bt
Steuerelement ¢y, CN, T rr, = k ey (t-13)
» ENu T T T (1+k (D))
Stoffwandler [ Yer TTr
. de
Stoffspeicher CRNA sz =rr, — (k: +p)crna
Translation
Koordinator CR,
CRNA; CAm  CX CRRNA = g1 cp CRNA

— CRRNA
x = ke, gellhm)

Steuerelement  cx, cam rT rop = (tg f(’i;;" Jym-t ex
Stoffwandler Ty Vi TTL

. dc
Stoffspeicher cpr dfr =rr — MkcCpr

zeigt eine vereinfachte Symbolik fiir den Expressorbaustein mit den entsprechen-
den Gleichungen. Die Rechnungen oben zeigen, dass zur Berechnung von ¢y die
Geschwindigkeiten k., und k; bendtigt werden. Da diese fiir die einzelnen Gene
in den Anwendungsbeispielen nicht zur Verfiigung stehen, wird unten ¢y nur als
Funktion der Signale angegeben und der Parameter k¥ zur Berechnung der Syn-
theserate der Proteine aus den Messungen und aus Literaturwerten abgeschétzt.
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Figure 4.2: Expressionsbaustein. Die Anschlufstellen fiir diesen Modellbaustein sind
durch schwarze Punkte gekennzeichnet. Die Verschaltung berticksichtigt, dass neben
der fertigen RNA, auch die sich gerade bildenden Molekiile zur Syntheserate beitragen.
Dazu ist der Ausgang des Koordinators der Transkription mit dem Koordinator der
Translation verschaltet.

Signale

Cy

Steuerelement

¢y = flep,, Signale)

r=key

c=r1-pc

Figure 4.3: Expressionsbaustein fiir das Modell in Kapitel 6. Der Ausgang cy aus dem
Koordinatorbaustein ergibt sich aus der Lésung eines algebraischen Gleichungssystems.
Wie in Kapitel 3 gezeigt, werden in diesem die Signale von Effektoren miteinander
verrechnet. Im Steuerelement wird die Rate der Proteinsynthese berechnet.
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4.2 Stoffwechselweg

Die im folgenden vorgestellte Funktionseinheit Stoffwechselweg faBit einen oder
mehrere Modellbausteine vom Typ Expressor, Signalwandlerbausteine sowie Me-
tabolite zusammen. Der Stoffwechselweg zeichnet sich durch ein spezifisches Si-
gnaltransduktionssystem aus.

Diese Funktionseinheit kann in zwei Teilnetzwerke aufgeteilt werden, die hauptséchlich
iiber Signalleitungen verbunden sind. Das Stoffwechselnetzwerk umfafit dabei die

| Signal

- Stoffspeicher
= Stoffwandler
Regulationsnetzwerk - Signalwandler

Stofffluf | Siolhs

Stoffwechselnetzwerk
Stoffwechselweg

Figure 4.4: Die Funktionseinheit Stoffwechselweg mit den beiden Teilnetzen
Stoffwechsel- und Regulationsnetzwerk. Der Stoffflu8 wird iiber den Stelleingriff (En-
zymmenge und -aktivitit) eingestellt. Der Stoffflul im Regulationsnetzwerk zur Syn-
these der Enzyme ist von untergeordneter Bedeutung.

Stofffliisse, wihrend das Regulationsnetzwerk die Synthese der benétigten Enzy-
me und die Signaliibertragung beschreibt.

4.2.1 Aufbau eines Stoffwechselwegs

Betrachtet man die in Abbildung 4.5 gezeigten Abbaureaktionen fiir einige Koh-
lenstoffquellen, so stellt man fest, dass diese am Ende gemeinsame Metabolite
(Glc6P, Fru6P, TrioP) besitzen. Diese sind Teil eines Stoffwechselweges, der als
“zentraler Kohlenhydratabbau” bezeichnet wird. Es erscheint zunichst zweck-
méssig, fiir jeden Zucker jeweils Stoffspeicher und Stoffwandler zusammenzufas-
sen, die zu diesem zentralen Kohlenhydratabbauweg filhren (Kriterium i.). Wie
in der Abbildung zu sehen ist, fiihrt die Anwendung dieses Kriteriums zu Uber-
schneidungen, da Elemente zu mehreren Einheiten gehéren konnen. Dies wird
besonders bei den Abbaureaktionen fiir Lactose und Galactose deutlich. Das En-
zym LacZ (B-Galactosidase) spaltet die intrazellulire Lactose in Glucose und
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Figure 4.5: Anwendung des Kriterium i. zur Abgrenzung von Funktionseinheiten.
Gezeigt sind Abbauwege der Kohlenhydrate Glucose (Glc), Lactose (Lac), Galactose
(Gal) (nicht alle Enzyme eingezeichnet) Mannitol (Mtl) und Glycerin (Gly). Auf Grund
der Uberschneidung der Wege fiir Lactose und Galactose, ist der Lactose Abbauweg
stirker hervorgehoben.

Galactose, die iiber ihre spezifischen Stoffwechselwege weiter abgebaut werden.
Eine verbesserte Strukturierung kann durch die Anwendung der Kriterien ii. und
iii. erfolgen. Bei Kriterium ii. spielt die genetische Stuktur eine wesentliche Rolle,
bei Kriterium iii. die Signaltransduktion. Abbildung 4.6 zeigt den Stoffwechselweg
Lactose nach Anwendung der beiden Kriterien.

Im aggregierten Modellbaustein fiir den Lactoseabbau wird die Synthese der zwei
physiologisch relevanten Enzyme LacZ und LacY beschrieben. Die entsprechen-
den Gene liegen direkt hintereinander auf der DNA und kénnen mit einem einzi-
gen Modellbaustein vom Typ Expressor beschrieben werden (Kriterium ii.). Fiir
die Regulation des Operons ist hier nur die Initiation der Transkription von Be-
deutung. Das Produkt aus dem Expressor lacl ist ein Protein, welches spezifisch
fiir Lactose an der Regulation der Expression des lacZYA Operon beteiligt ist.
Die Eingangssignale cp und c¢yp reprisentieren den EinfluB der iibergeordneten
Regulation. Eine Methode zur Verrechnung dieser Signale mit Lacl im Baustein
Koordinator wird im néchsten Abschnitt vorgestellt.

Die Enzymmengen von LacZ und LacY sind Signaleingénge in die Stoffwandler,
die durch ihre Stéchiometrie gekennzeichnet sind. Das Stoffwechselnetzwerk wird
durch die Metabolite Lac und Allo vervollstindigt. Die spezifische Regulation er-
folgt nach dem Prinzip der Induktion. Der Metabolit Allolactose inaktiviert dabei
den Repressor Lacl, der dann den Prozess der Transkription nicht mehr blockie-
ren kann. Die Abgeschlossenheit des Bausteins wird deutlich, da alle wesentlichen
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Signale cP
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Koordinator

DNA Allo
lacZYA —¢
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B
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Figure 4.6: Aggregierter Modellbaustein fiir den Stoffwechselweg Lactose. Regulati-
onsnetzwerk und Stoffwechselnetzwerk sind durch die gestrichelte Linie getrennt. Die
Ein- und Ausgénge der Funktionseinheit sind durch schwarze Punkte gekennzeichnet.

cCrp

DNA
lacl —4

Lactose

Signale, die fiir die Einstellung des Stoffflusses bendtigt werden — also die Konzen-
trationen von Lacl, von den Enzymen LacY und LacZ und von Allolactose — im
Baustein selbst verarbeitet werden.

4.3 Stoffwechselblock

Die Funktionseinheit Stoffwechselblock ist ein aggregierter Modellbaustein, des-
sen Elemente Stoffwechselwege und globale Signaltransduktionssyteme sind (Kri-
terium iii.). Abbildung 4.7 zeigt ein allgemeines Schema eines Stoffwechselblocks.

Sigual
——| Signaltransduktionssystem |

! ! ]

Stoffwechselblock

Figure 4.7: Allgemeines Schema eines Stoffwechselblocks.

Fiir den Stoffwechselblock crp Modulon wird in Kapitel 6 ein detailliertes Modell
erstellt. Abbildung 4.8 zeigt die verwendeten Stoffwechselwege und Signaltrans-
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duktionssysteme. Der Modellbaustein besitzt zwei Signaleingéinge. Die externe

¢rp Modulon
Gle PhosphoTransferase cAMP P
— System (PTS) ErAP | Synthese
| ..
EIA

| Lactose Transport + Abbau Gal

l Signal

Lace;

* Gle

Gleg, Glucose Transport (PTS)

Figure 4.8: Stoffwechselblock c¢rp Modulon mit Signaltransduktionssystem und Stoff-
wechselwegen.

Glucose ist ein Signal fiir das PTS; der zweite Signaleingang stellt die Wechsel-
wirkung der RNA-Polymerase mit dem Protein Crp dar. Dieses Signal wird im
Koordinatorbaustein weiterverarbeitet und dient als Eingang fiir die Stoffwech-
selwege.

Die Interaktionen bei der Initiation der Transkription der Lactose und Glucose
abbauenden Enzyme sind allerdings recht kompliziert: Das Protein Crp erhsht
die Affinitéit der Polymerasebindung an die DNA und es kommt zu einer Akti-
vierung des Ablesevorgangs. Es gibt aber auch Wechselwirkungen zwischen dem
im Lactose Stoffwechselweg wirkenden spezifischen Regulator Lacl und der Poly-
merase. Beide Proteine konkurrieren um sich iiberlappende Bindungsstellen auf
der DNA Kontrollsequenz. Blockiert Lacl die Anbindung der Polymerase, kann
das Ablesen der Gene nicht erfolgen. Neben diesen Wechselwirkungen sind auch
Interaktionen zwischen Crp und Lacl beschrieben [23]. Interessanterweise zeigen
diese Wechselwirkungen eine positive Kooperativitét, was fiir ein positiv und ein
negativ wirkendes Regulatorprotein zunéchst nicht ganz einsichtig scheint. Die
physiologische Bedeutung wird klar, wenn man sich vorstellt, dass sich die Zelle
auf die Moglichkeit einer schlechteren Versorgung mit Nahrstoffen einstellt. Durch
den kooperativen Effekt der beiden Regulatoren Crp und Lacl ist die Zelle in der
Lage, noch schneller auf die Notwendigkeit der Synthese der entsprechenden En-
zyme zu reagieren. Durch die positive Kooperativitét sind mehr Crp Molekiile
bereits auf der DNA gebunden. Fillt das Regulatorprotein Lacl durch Zugabe
von Lactose von der DNA ab, so fiihrt die erhhte Anzahl von Crp Molekiilen zu
einer rascheren Expression.

Die Wechselwirkungen im Stoffwechselblock crp Modulon lassen sich folgender-
maflen zusammenfassen:
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RNA-Polymerase — Lacl Kompetition um Bindestellen:

Lacl blockiert Ablesen der Gene
RNA-Polymerase — Crp  Aktivierung der Anbindung:

Crp erhoht Bindungs-Affinitét der Polymerase
Crp — Lacl positive Kooperativitét:

ermdglicht rasche Umstellung des Stoffwechsels

Fiir die Strukturierung der Funktionseinheiten ergibt sich nun folgendes Problem:
Anderungen der Konzentration eines Proteins auf der Ebene eines einzelnen Stoff-
wechselwegs haben infolge der beschriebenen Wechselwirkungen Anderungen in
dariiber liegenden Ebenen zur Folge. Gleiches gilt fiir Anderungen auf der Ebene
des Stoffwechselblocks, die sich auf Stoffwechselwege und auf {ibergeordnete Ebe-
nen auswirken. Das bedeutet, dass alle Proteine, die miteinander in Wechselwir-
kungen stehen, mit einem einzigen Modellbaustein beschrieben werden miifiten,
der eine Unzahl von Ein- und Ausgéingen aufzuweisen hitte.

Folgende Eigenschaft der Regulatorproteine kann aber fiir eine Strukturierung
und damit zur Losung des gestellten Problems ausgenutzt werden: Die Anzahl
der Bindungsstellen fiir Regulatorproteine auf der Ebene des Stoffwechselwegs
sind sehr viel kleiner als auf den dariiber liegenden Ebenen. Dies liegt daran,
dass die Stoffwechselwege, die ja spezifisch fiir einen einzigen Metaboliten sind,
durch eine kleine Anzahl von Genen und Operons gekennzeichnet sind. Man kann
davon ausgehen, dass sich diese Anderungen in einer iibergeordneten Ebene nicht
bemerkbar machen, da dort die Anzahl der Bindestellen um ein Vielfaches grofler
ist; der Effekt einer Anderung an einer einzigen Bindungsstelle wird quasi wegge-
puffert. Mit dem gleichen Argument haben Anderungen von Regulatorproteinen
im Stoffwechselblock keine signifikanten Anderungen der Verteilung der RNA-
Polymerase zur Folge. Wie in Abbildung 4.9 gezeigt, erfolgt die Signaliibertragung
ausgehend von der Anbindung der RNA-Polymerase damit unidirektionell in die
unteren Ebenen von Stoffwechselblock und -weg und macht den hierarchischen
Aufbau der Funktionseinheiten deutlich.

In der obersten Ebene in Abbildung 4.9 wird die Bildung des Initiationskomplexes
PD aus RNA-Polymerase, o-Faktor und DNA Promotor Bindestelle beschrieben.
Dieser Koordinator ist in Kapitel 3.4.1 beschrieben. Die Ausgangsgrosse ist die
freie Menge an Polymerase-Molekiilen cp. In der Ebene des Stoffwechselblocks
wird die Wechselwirkung der RNA-Polymerase mit dem Protein Crp und der
DNA Bindungsstelle erfafit. Die Signalausgéinge sind jetzt die freien Mengen an
Polymerase und die freie Menge an Crp. In der dritten Ebene wird dann der Ein-
fluss des Repressors Lacl beriicksichtigt. Die Ausgéinge des dritten Koordinators
stellen dann alle Informationen bereit, um ein individuelles Gen anzusteuern.

Die Vorgehensweise reduziert die komplexen Vorgéinge auf eine hierarchisch auf-
gebaute Struktur. Der nichste Abschnitt gibt die notwendigen mathematischen
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Figure 4.9: Hierarchischer Aufbau des Stoffwechselblocks fiir das erp Modulon.

Gleichungen fiir die Modellbausteine an.

4.3.1 Eine Methode zur mathematischen Beschreibung hierarchisch
aufgebauter Funktionseinheiten

In der Literatur ist bisher nur ein Verfahren zur Beschreibung der Zellantwort
in einem Multigen-System beschrieben worden [36]. Dieses Verfahren ist in ei-
ner Reihe von Verdffentlichungen zur Anwendung gekommen [85, 11] und soll
hier kurz diskutiert werden. Fiir die Berechnung der Transkriptionseffizienz wird
folgender Ansatz gemacht: Sie ist proportional zu der Belegung ¢ = 'Z;‘; der
RNA-Polymerase. Der EinfluB eines Proteins, welches das Ablesen verhindert (Be-
legungsrate v,) ergibt sich durch den Faktor 1 —1, (Anteil der freien Plitze). Der
Einflu} eines Aktivators mit der Belegungsrate 13 und dem Aktivierungsfaktor o
geht mit (1 + a9)3) in die Rechnung ein. Die Syntheserate ist damit proportional
zu

T o~ ’(/)1 (1 bl ’lpg) (1 + Ot’(/)3) . (43)

Bei dieser Vorgehensweise werden die Anteile an belegten Plitzen ¢; berechnet, in
dem die einzelnen Bindungsstellen als unabhéngig voneinander betrachtet werden
und es zu keinerlei Wechselwirkungen kommt; entscheidend ist nur der mit Protein
belegte Anteil einer bestimmten Bindungsstelle. Multipliziert man aber bspw. die
ersten beiden Faktoren in obiger Gleichung aus, so erhslt man unter anderem den
Summanden 1 105; das bedeutet, dass die Berechnung die gleichzeitige Anbindung

53



beider Proteine an ihre Bindungsstellen zulafit. Im Falle des lac Operons trifft
aber gerade dieser Fall nicht zu. Die beiden Bindungsstellen {iberlappen und
kénnen nur von der RNA-Polymerase oder vom Regulatorprotein Lacl besetzt
werden. Im folgenden soll nun ein neues Verfahren vorgestellt werden, welches die
molekularen Wechselwirkungen beriicksichtigt und eine Strukturierung mit einen
hierarchischen Aufbau erlaubt. In den Simulationsrechnungen und der Diskussion
sollen die Moglichkeiten und Grenzen des Verfahrens aufgezeigt werden.

Ausgehend von einem vollstéindigen Reaktionsschema, welches alle Wechselwir-
kungen beschreibt sind dann die entsprechenden Gleichungen fiir jede Ebene des
reduzierten Modells abzuleiten. Jede Ebene reprisentiert damit einen Teil des
Gesamtnetzwerkes. Die Ableitung der mathematischen Gleichungen soll an einem
Beispiel erldutert werden, wobei zun#chst nur zwei Ebenen betrachtet werden.

Gesamtmodell

Die Proteine P und C stehen mit der spezifischen Kontrollsequenz D, in Wech-

selwirkung. Die Strukturgene von D, kodieren ein Enzym, dessen Synthese mo-

delliert werden soll. Neben der Kontrollsequenz D, steht Protein P noch mit

weiteren Bindungsstellen D, in Wechselwirkung. Protein P* ist nur in der mit

dem o-Faktor aktivierten Form P aktiv.

K

P*+ ¢ =& P. (4.9)

Protein C wird durch den Metaboliten cAM P aktiviert und kann nur in komple-

xierter Form an die DNA binden. Mit dem Wechselwirkungsparameter o gelten
folgende Reaktionsgleichungen fiir die Kontrollsequenz D,

Kll
P + D, = PD,
K
C* + cAMP = C
K,
C + D, = (D,
aKz
C + PDy = CPD,, (4.5)

wobei C und P positiv miteinander wechselwirken (o < 1)!. Die Groflen PD,
und CPD, beschreiben den Initiationskomplex, wenn P alleine und wenn P und

'Die Gleichgewichtskonstanten sind als Dissoziationskonstanten angeschrieben. Ein Faktor < 1 be-
deutet, dass die Bindung stérker wird.
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C gemeinsam an die Kontrollsequenz gebunden haben. Die Wechselwirkung der
Kontrollsequenz D4y mit P 188t sich durch die Reaktionsgleichung

K,
P+ D, & PD, (4.6)

beschreiben, wobei von einer gemittelten Affinitdt K; der RNA-Polymerase zu
allen Promotoren D ausgegangen wird. Die Affinitét K1, der Polymerase zu D,
ist in der Regel schwécher, da iiber Protein C eine Aktivierung erfolgt.

Reduziertes Modell

Die Dekomposition von Reaktionsnetzwerk 4.4 — 4.6 in zwei Koordinatoren er-
folgt, indem Protein P die oberste und Protein C die zweite Ebene darstellen.
Grundlage fiir P ist hierbei der Koordinatorbaustein aus Kapitel 3, Abbildung 3.7
rechts. Er ist lediglich um zusétzliche Ein- und Ausgangsgrdfien zu erweitern. Das
Reaktionssystem lautet:

K,
PP+ o0 = P
K,

P+ D PD,

Kll
P+ D, = PD,. C%

Auf der obersten Ebene werden geméfl Abbildung 4.9 die Wechselwirkungen von
P mit den Bindungsstellen 1 und 2 sowie dem o-Faktor berticksichtigt. In der
zweiten Ebene ist zun#chst die Aktivierung durch ¢cAMP und die Anbindung
an die freie DNA Bindungsstelle zu beriicksichtigen, weiterhin die Bindung der
freien Polymerase an die Bindungsstelle. Fiir Koordinator 2 ergibt sich damit das
Reaktionsschema zu

K
C* + cAMP = C(C
K,
C + D, = (D,
Kll
P + D, = PD,
QKQ
C + PD, = CPD,. (4.8)
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Figure 4.10: Struktur des Modells und Simulation von ¢p in Abhéngigkeit von cAM P:
Durchgezogene Linie Gesamtmodell; gestrichelte Linie reduziertes Modell.

Simulationsstudien

Abbildung 4.10 veranschaulicht die Struktur des Modells und den Verlauf der
Ausgiénge der Koordinatoren in Abhéingigkeit von cAMP. Im Verlauf von freier
RNA Polymerase im Gesamtmodell ist der zusétzliche Bedarf fiir Dy infolge der
Wechselwirkung von C' mit der Bindungsstelle zu erkennen: die Kurve verlduft
monoton fallend. Im reduzierten Modell findet keine Informationsiibertragung von
der unteren Ebene in die obere Ebene statt. Damit ist der Ausgang unabhéngig
von Coapp-

001 002 003 004 005 006 007 008 008 04
CAMP [umolig]

Figure 4.11: Verlauf von copp in Abhingigkeit von der Menge an Bindungsstellen.

Bei beiden Rechnungen ist eine gleiche Anzahl von Bindungsstellen ¢pg, und c¢po, =
1.32 10~2 [pmol/g TM] angenommen. Weitere Parameter siche Tabelle 4.3.

Abbildung 4.11 zeigt den Verlauf von ccpp, wenn die Anzahl von Bindungsstel-
len fiir P und C gleich wiren. In diesem Bereich wirkt die Konzentration an
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Tabelle 4.3: Zusitzliche Parameter zu Tabelle 3.2 zur Lsung der algebraischen Glei-
chungen.

EingangsgréBen und

Parameter

Gesamtmenge Protein C 0.005 [umol/g TM] [37]
Gesamtanzahl Promotoren D0y 40 [-]

Bindungskonstante K1, 2.0 107! [pmol/g TM]
Bindungskonstante Kpp 2.44 [pmol/g TM] [37]
Bindungskonstante K» 2.44 1075 [umol/g TM] [37]
Faktor o 0.01 [

np fiir Dy 10

RNA-Polymerase limitierend, da viele Bindungsstellen bedient werden miissen.
Es ergibt sich ein relativ grofier Fehler.
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Kapitel 5

Umsetzung des
Modellierungskonzeptes in ein
Modellierungswerkzeug

Durch die modulare Struktur des Modellierungskonzepts bietet sich die Umset-
zung in ein Rechnerwerkzeug mit einer objekt-orientierten Umgebung an. Die Um-
getzung in reine Simulationswerkzeuge ist nur bedingt moglich. Die Simulations-
umgebung ACSL bietet durch Verwendung von Unterprogrammen die Moglich-
keit eines modularen Aufbaus des Modells. Unter Verwendung des symbolverar-
beitenden Programms MATHEMATICA ist eine Umgebung vorgestellt worden, die
die Erstellung von Modellen und die Simulation mit ACSL ermdglicht [33, 34].
Zwei objekt-orientierte Ansétze sind beschrieben [73, 75|, die sich aber haupt-
séchlich auf die Beschreibung der dynamischen Stofffliisse konzentrieren und kei-
ne Objektklassen fiir die Signaltransduktion beinhalten. In diesem Kapitel soll
die Umsetzung des Modellierungskonzeptes in eine C**-Umgebung beschrieben
werden. Diese erlaubt die Erstellung der Modelle sowohl mit einem Texteditor
als auch iiber eine graphische Benutzeroberfliche. Die Modellerstellung iiber die
Benutzeroberfliche besitzt allerdings nicht den vollen Funktionsumfang.

5.1 Die Modellbeschreibungssprache EULER

Die auf dem Industriestandard C*t* basierende Modellbeschreibungssprache Eu-
LER (expert oriented, unified modeling language for thermodynamic systems) [47,
48, 46] ist eine allgemeine Sprache, die zunschst kein spezifisches Fachwissen zur
Implementierung der Modellbausteine voraussetzt. Sie kann damit auch fiir elek-
trotechnische, mechanische und andere verfahrenstechnische Systeme eingesetzt
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werden. Die mit EULER erstellten Modelle werden in Codegenerator-Files fiir die
Simulationsumgebung D1va [49] iibersetzt. Der Codegenerator legt anschliefend
die entsprechenden Files fiir die Simulationsumgebung an.

Den in den vorangegangenen Kapiteln definierten Modellbausteinen entsprechen
im Modellierungskonzept Objektklassen. Diese Klassen zeichnen sich durch die
Anzahl und Art der Anschliisse sowie durch die mathematische Beschreibung
aus. Ein wesentliches Merkmal ist die Vererbung von Eigenschaften an andere
Objektklassen. Beispielsweise lassen sich alle reaktionskinetischen Ansitze zur
Beschreibung einer Reaktion A — B ausgehend von einer einzigen Klasse be-
schreiben, die nur die strukturellen Eigenschaften, wie Anzahl der Anschliisse
fiir Substrate und Signale, enthélt. Ableitungen dieser Modellklasse iibernehmen
dann diese Eigenschaften und zusétzlich noch die unterschiedlichen reaktionski-
netischen Gleichungen.

Das Modellierungswerkzeug soll den Benutzer hauptséchlich bei der Erstellung
der mathematischen Gleichungen entlasten. Am aufwendigsten ist hierbei die Er-
stellung der Differentialgleichungen der Metabolite gem#B Gleichung (3.11) und
der algebraischen Erhaltungsgleichungen, wenn bspw. ein Protein in mehreren
Konformationen vorliegt. Wie in Kapitel 6 gezeigt wird, ergibt sich fiir das Pro-
tein Crp ein recht umfangreiches algebraisches Gleichungssystem.

5.2 Implementierung der Modellbausteine in CELLMOD

Mit Hilfe der Modellbeschreibungssprache EULER wurde das Programmpaket
CELLMOD erstellt, welches elementare und aggregierte Modellbausteine sowie
eine Modellbibliothek mit reaktionskinetischen Ansétzen zur Verfiigung stells.
Tabelle 5.1 gibt cine Ubersicht iiber Modellbausteine und die Namen der zu-
gehdrigen Objektklassen.

5.2.1 Stoffspeicher

Der elementare Modellbaustein vom Typ Stoffspeicher zur Beschreibung intrazel-
lulérer Stoffe wird durch die Objektklasse IStorage représentiert. Abbildung 5.1
zeigt den sogenannten “Ableitungsbaum”, der die von einer Oberklasse abgeleite-
ten Unterklassen zeigt. Die Unterklassen besitzen spezifische Attribute sowie alle
Eigenschaften der entsprechenden Oberklasse.

Die Objektklasse IStorage besitzt die Konzentrationen c fiir die Gesamtkonzen-
tration des Stoffes und pe fiir die Konzentration der freien (unbelegten) Kom-
ponente als Zustandsgrofen. Dies hat sich als zweckméBig erwiesen, da fiir die
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Tabelle 5.1: Modellbausteine und zugehérige Objektklassen.

Modellbaustein Objektklasse
Stoffspeicher Biomasse BStorage
Stoffspeicher in der Fliissigphase LStorage
Stoffspeicher (intrazellulir) IStorage
Stoffwandler Transformer
Stoffwandler — Transportprozess Channel
Stoffwandler — Polymerisationsprozess Polymerisator
Signalwandler — Koordinator SigCoor
Signalwandler — enzym. Reaktion SigEnz
Signalwandler — Aktor SigP
Modellbaustein Expression Expressor
IStorage
Metal Meta2 Prot
Protl Prot2 PComplex

Figure 5.1: Ableitungsbaum der Objektklasse IStorage. Die Pfeilrichtung zeigt von
der Oberklasse in die Unterklasse.

Berechnung der Komplexe von Proteinen mit der DNA die Konzentration der frei-
en (unbelegten) Komponenten bendtigt wird und sich die Gesamtkonzentration
als Summe aller Komplexe, an denen der Metabolit beteiligt ist, berechnet. Der
Befehl set class FastComponent setzt die Anschliisse fiir die einzelnen Sum-
manden. Uber den Befehl set class ReactionTerminalS wird der Anschluf an
die Stoffwandler festgelegt. Dadurch wird bei jeder Verkniipfung des Speichers
mit einem Stoffwandlerbaustein der Wert der Konzentration c¢ iibergeben und im
Gegenzug der reaktive Stoffstrom ry iibernommen (Stromvektor-Prinzip).

class IStorage
{
set class FastComponent {import state Concentration & c;}
state Concentration pc;
public:
interface (out):
<> gtate Concentration ¢ : out;
<> set class ReactionTerminalS varies ReactionTerminal : in

{}e);
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Die erste hier betrachtete Unterklasse Metal ordnet dann dem strukturellen Mo-
dellbaustein einen verhaltensbeschreibenden Modellbaustein zu, der die Gleichung
fiir die zeitliche Ableitung ¢ der Konzentration des StofIspeichers enthilt. Ein-
gangsgrofe in diesem Baustein ist die spezifische Wachstumsrate mu. Es werden
die Raten {iber alle Anschliisse im ReactionTerminal aufsummiert. Fiir Metabo-
lite, die der Klasse Metal angehoren, wird angenommen, dass sie keine Komplexe
mit anderen Stoffen bilden oder die Menge der Komplexe unwesentlich gegeniiber
der Gesamtmenge ist. Die Gesamtmenge ¢ und die Menge an freier Komponente
pc sind damit gleichzusetzen.

class Metal extends IStorage
{
public:
dynamic Time t;
interface (out):
import state Activity mu : out;
dynamic:
¢’ == sum[p in ReactionTerminalS] p.r*p.gamma - ¢ * mu;
c == pc;

Wie oben ausgefiihrt liegen Regulatorproteine und DNA Bindungsstellen in un-
terschiedlichen Konformationen vor. Zur Zeit gibt es keinerlei rechnergestiitzte
Mboglichkeit, sich die algebraischen Gleichungen automatisch generieren zu lassen.
Mit den im folgenden vorgestellten Klassen soll ein erster Schritt dazu unternom-
men werden. Fiir diese Modellbausteine ist die Objektklasse Prot1 definiert, die
neben einer Differentialgleichung fiir die Gesamtmenge ¢ eine algebraische Glei-
chung besitzt, die die Summe iiber alle Komplexe bildet. Zur Beschreibung der
Komplexbildung ist der Baustein PComplex definiert. Dieser Baustein besitzt als
Eingang die Konzentrationen pc von zwei Stoffen partl und part2, die in der
Gleichung zur neuen Ausgangsgrofie pc verkniipft werden.

class PComplex extends Prot

{
FastComponent pu(pc);
import IStorage & part_1;
import IStorage & part_2;
part_1.FastComponent pi(c);
part_2.FastComponent p2(c);
const Concentration K;

dynamic:
part_l.pc * part_2.pc ==K * pc;
c == sum [p in FastComponent] p.c;

}

Die Funktionsweise soll an einem einfachen Beispiel gezeigt werden. Die Stoffe A
und B bilden einen Komplex AB. Die entsprechenden Programmaufrufe lauten
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Protl 4;
Protl B;
PComplex AB(A,B);

Folgende Gleichungen ergeben sich (die Bezeichnung der ZustandsgrioBen erfolgt
durch den Namen des Stoffes, dann folgt ein Punkt und anschlieBend die Zu-
standsgroBe selbst):

d:;.c = —muA.c, Ac =Apc + AB.c (5.1)
dz.c = —muB., B.c =B.pc + AB.c (5.2)
A.pc+B.pc= K, AB.pc, AB.c = AB.pc. (5.3)

In den Differentialgleichungen erscheint nur der Verdiinnungsterm. Setzt man
zur Kontrolle die Gleichungen ineinander ein, erhélt man das algebraische Glei-
chungssystem

ApexB.
Ac =Apc + be > B.pe (5.4)
K
ApexB.
B =Bpc + ~PCTIPC (5.5)
K

Das Modell soll nun erweitert werden, indem die bereits vorhandenen Bausteine
beibehalten werden. Der Komplex AB bildet einen weiteren Komplex ABC mit
dem Stoff C. Der Aufruf lautet

Protl C;
PComplex ABC(AB,C);

und die entprechenden verdnderten bzw. zusitzlichen Gleichungen

d;'c = —muC.c (5.6)

Cc = Cpc +ABCc (5.7

AB.c = ABC.c+ AB.pc erweiterte Gleichung (5.8)
AB.pecxCpc = K, ABC.pc (5.9)
ABC.c = ABC.pc. (5.10)
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Die algebraischen Gleichungen fiir A und B bleiben unverdndert. Die zusitzlichen
Eintréige kommen {iber die Gleichung fiir AB.c indirekt dazu. Setzt man zur
Kontrolle wiederum alle Terme entsprechend ein, ergibt sich

A.pc* B.pc A.pc* B.pc* C.pc

Ac= A A1
A N (51D
_ A.pc* B.pc A.pc* B.pc* C.pc
B.c= Bupc + K, + K, + K2 (5.12)
_ A.pcx B.pc* C.pc
Cc= C.pc + K« K2 . (5.13)

Der Vorteil dieser programmtechnischen Konstruktion ist die Erstellung von Glei-
chungen auch fiir grofle Reaktionsnetzwerke, da bereits definierte Komplexe zur
Bildung von weiteren Komplexen herangezogen werden kénnen. Dieser Vorteil
iiberwiegt den Nachteil, dass die Gleichungen verschachtelt und undurchsichtig
werden und die Anzahl der Gleichungen pro Komplex um zwei zunimmt.

5.2.2 Stoffwandler

Aus praktischen Griinden sind in einem ersten Schritt Bausteine implementiert
worden, die eine Kombination aus Steuerelement und eigentlichem Stoffwandler
darstellen. Diese werden im folgen kurz vorgestellt. Als Beispiel wird die Klasse
Transformer2 betrachtet, welche eine Reaktion vom Typ A — B repriisentiert.
Die Klasse Transformer2 enthélt als Zustand die Reaktionsrate r; als Eingang fiir
die Enzymmenge ist die Variable enz vorgesehen. Die Anschliisse fiir die Stoffspei-
cher sind mit ¢ und b bezeichnet.

class Transformer2
{
state ReactionRate r;
interface (out):
const Concentration emz : in;
interface:
>> ReactionTerminal a :out(r);
<< ReactionTerminal b :out(r);
a.gamma -1;
b.gamma 1;

}

Diesem strukturellen Modellbaustein soll ein verhaltensbeschreibender Modell-
baustein, der die Gleichung der Michaelis-Menten-Kinetik enthalt, zugeordnet
werden. Der Eintrag fiir die Kinetik in der Modellbibliothek lautet:
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class MM
{
public:
import const Concentration & ce;
import state Concentration & si;
import state ReactionRate & r;
const Activity sa;
const Concentration Ksi;
dynamic:
r == ce*sa*sl/(Kesl+sl);

}

Nach der Vereinbarung der Variablen ce, s1 und r sowie der Parameter sa und
K1 ist dann die entsprechende Gleichung fiir r angegeben. Die Zuweisung des
kinetischen Ausdrucks zu der strukturellen Hiille erfolgt, indem die Variablen der
Kinetik auf die entsprechenden Grofien in der strukturellen Hiille verweisen.

class Transformator2 MM extends Reaction2
{
MM f(ce->enz,sl->a.c,r);

}

Eine Reaktion Glc6P — Fru6P iiber das Enzym Phosphoglucoseisomerase
(Pgi) laft sich mit den vereinbarten Bausteinen folgendermafien schreiben:

Metal Glc6P, FruéP;
Transformer2 MM Pgi;
connect:

Glc6P - Pgi - Fru6P;

Das Schliisselwort connect verschaltet Stoffwandler und Stoffspeicher.

5.2.3 Signalwandler

Als Beispiel fiir einen Signalwandler sei ein Koordinator betrachtet. Er besitzt
die Eingéinge p und d fiir ein Protein und eine DNA Bindungsstelle. Der Ausgang
Pasi ist der mit Protein belegte Anteil an der DNA.

class SigCoorl

{

public:
import IStorage & p;
import IStorage & d;
gtate Fraction Psi : ont;
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PComplex pd(p,d);

dynamic:
Psi == pd.pc/p.c;
}

5.3 Die graphische Bedienoberfliche
von CELLMOD

Die graphische Bedienoberfliche gliedert sich auf dem Bildschirm in drei Teil-
bereiche: Im Auswahlbereich werden alle bereits ausgewéhlten Objekte mit dem
Namen angezeigt. Das entsprechende Symbol ist im Vorschaufenster zu sehen.
Auf der Aktionsfliche kénnen dann die Objekte miteinander verschaltet werden
(Abbildung 5.2).

Vorschaufenster

Auswahlbereich

Aktionsfenster

Figure 5.2: Graphische Bedienoberfliche von CELLMOD mit Auswahlbereich, Vor-
schaufenster und Aktionsfliche.

Um Modellbausteine auszuwéhlen steht ein Klassenbrowser zur Verfiigung. Dieser
zeigt zunichst alle Oberklassen an. Durch ein Anklicken mit der Maus kénnen die
Unterklassen sichtbar gemacht werden. Alle Attribute eines Objektes kénnen mit
dem Instanzenbrowser betrachtet und gegebenenfalls modifiziert werden. Damit
kénnen bspw. Anfangswerte der Differentialgleichungen oder kinetische Parame-
ter gesetzt werden.
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Die Verschaltung auf der Aktionsfldche erfolgt mit dem Connectmenue, welches
mit der rechten Maustaste auf dem Objekt aufgebaut wird. Die Anschliisse fiir
die Stofffliisse und Signalfliisse sind unterschiedlich gekennzeichnet, um die Ver-
schaltung zu erleichtern. Die Anschliisse fiir die Stofffliisse sind nur in den Mo-
dellbausteinen Transformer zu sehen, da dort die Anzahl genau festgelegt ist. Bei
den Stoffspeichern kann von jedem Punkt des Bausteins auf der Oberfliche eine
Stofffluverbindung gezogen werden. Abbildung 5.3 zeigt den Instanzen- und den
Klassenbrowser.

MODELEBAUSTEIN
Anachiss
Kinetk
SICGNALWANDEER
- - STOFESPEICHER

BT

Poly:
STOFEWANDLER

Figure 5.3: Links: Instanzenbrowser: Hier knnen die Parameter bspw. fiir einen re-
aktionskinetischen Ausdruck modifiziert werden. Rechts: Klassenbrowser.
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Kapitel 6

Modell der
Kataboliten-Repression

Das Modellierungskonzept soll auf das Beispiel des Bakteriums Escherichia coli
angewendet werden. Das Bakterium gilt als sehr gut untersucht und die Stéchio-
metrie des zelluldren Reaktionsnetzwerks gilt als aufgeklért.

Wichst eine Escherichia coli Kultur auf einer Substratmischung aus zwei Koh-
lenstoffquellen, so werden oft zwei Wachstumsphasen beobachtet. Zuerst wird der
bevorzugte Zucker verbraucht und erst nach einer Umstellung des Stoffwechsels
erfolgt der Abbau des zweiten Zuckers. Dieses Verhalten wird als Diauxie bezeich-
net und wurde erstmals von Jacques Monod im Jahre 1942 hinsichtlich der mole-
kularen Regulationsmechanismen griindlich untersucht [50]. Seit dieser Zeit sind
eine Vielzahl von Verdffentlichungen erschienen und die biomolekularen Details
sind weitestgehend bekannt. Allerdings sind die Mechanismen, die dem Phéino-
men Diauxie zu Grunde liegen unterschiedlich und abh#ngig von den vorgelegten
Zuckern. Das am besten untersuchte Beispiel ist die Glucose-Lactose Diauxie,
deren Erforschung grundlegende Erkenntnisse zum Versténdnis des Wachstums-
verhaltens von Escherichia coli geliefert hat.

Auch die Theoretiker haben sich schon seit langem mit der Glucose-Lactose Di-
auxie beschiftigt und in den letzten drei Dekaden sind einige mathematische
Modelle vorgestellt worden. 1997 présentierten Wong et al. [85] ein Modell der
Glucose-Lactose Diauxie, welches die biomolekularen Erkenntnisse sehr gut be-
schreibt. Allerdings wird fiir die Glucoseaufnahme nur ein sehr einfacher Ansatz
ohne den Prozess der Gruppentranslokation gemacht. Damit kann auch der Si-
gnalweg der Kataboliten Repression nur vereinfacht abgebildet werden.

Fiir die Kataboliten Repression soll im folgenden ein detailliertes Modell ent-
wickelt und dynamische Simulationsstudien durchgefiihrt werden, wobei zunéchst
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das Wachstumsverhalten eines Wildtyp Stammes im Vordergrund steht. Im Lau-
fe der Arbeit konnten auch aktuelle Forschungsergebnisse biologischer Arbeits-
gruppen in das Modell integriert werden. Diese Resultate sind aber noch nicht
vollstéindig abgesichert. Aus diesem Grund erfolgt zunéchst die Vorstellung eines
Grundmodells (Unterkapitel 6.1), welches in den Unterkapiteln 6.3-6.5 verfeinert
wird. Die aktuellen biologischen Forschungsergebnisse sind als Hypothesen for-
muliert und werden anhand von Simulationsrechnungen diskutiert.

6.1 Grundmodell

Im Modell ist das gesamte biochemische Reaktionsnetzwerk von E. coli in drei
Funktionseinheiten strukturiert:

o Stoffwechselweg Glucose Transport/spezifischer Abbau

o Stoffwechselweg Zentraler Kohlenhydratabbau/ Abflisse in die Monomer-
synthese

o Stoffwechselblock ¢rp Modulon
mit den Einheiten

— Phosphotransferase System (PTS)
— Synthese von cAMP

— Regulator Crp

— Stoffwechselweg Lactose

wobei die ersten drei Einheiten das globale Signaltransduktionssystem des
Modulon beschreiben.

6.1.1 Stoffwechselweg Glucose Transport/spezifischer Abbau

Glucose wird von E. coli iiber eine grofie Anzahl von Transportern aufgenommen.
Neben dem fiir Glucose spezifischen PTS zeigen noch eine Reihe anderer Trans-
portproteine eine mehr oder weniger starke Affinitdt zu Glucose und kénnen diese
in die Zelle transportieren. Intrazelluldre Glucose wird iiber das Enzym Gluko-
kinase in GIlc6P umgewandelt. Glucose-Transporter, Glukokinase und intrazel-
luldire Glucose sind im Stoffwechselweg Glucose-Abbau zusammengefafit, wobei
der Transporter hier nicht {iber ein spezifisches Protein festgelegt ist, sondern viel-
mehr die Klasse eines mittelaffinen Transporters reprisentiert. Im vorgestellten
Stoffwechselweg sind die Enzyme als konstitutiv angenommen. Untersuchungen
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iiber die Regulation der Enzymkonzentration sind sehr selten, vielmehr hat man
sich auf die Regulation der Enzymaktivitit konzentriert. In diesem Bereich ist ei-
ne umfangreiche Anzahl von Literaturstellen zu finden (siehe z.B. [13]). Es ergibt
sich folgendes Reaktionsschema! fiir den Stoffwechselweg Glucose Transport und
Abbau (siehe auch Abbildung 6.1)

Tg1 Tg2
(Gleew) = Gle = (GicBP). (6.1)

6.1.2 Stoffwechselweg zentraler Kohlenhydratabbau/Abfliisse Mono-
mersynthese

Das Reaktionschema, fiir den Zentralen Kohlenhydratabbau lautet

Tz21 T22 T23
Gle6P = Fru6P = FBP = 2TrioseP

Tz4 Tz5 T26
TrioseP = 3PG = PEP <= Prv. (6.2)

In den Bilanzgleichungen fiir die Metabolite werden die Abfliisse in andere Be-
reiche des Zentralen Kohlenhydratabbaus und Abfliisse direkt in die Biosynthese

Tabelle 6.1: Zusammenstellung der verwendeten reaktionskinetischen Ansétze fiir die
Stoffwechselwege Glucose Abbau und Zentraler Kohlenhydratabbau. Abkiirzungen: B
AbfluB Biosynthese; *Kinetik vom Michaelis-Menten (MM) Typ; MM Kinetik mit
nichtkompetitiver Hemmung; “Monod-Wyman-Changeux Modell mit n = 4; ¢ Rever-
sible MM Kinetik; *MM Kinetik mit essentieller Aktivierung; Gleichungen siche Kapi-
tel 3.

Rate Enzym Kinetik Effektoren  Rate Kinetik

TPPWeisp 1. Ord.
o1 o~ MM* - TPPWruep 1. Ord.
re2 Gk MM + It GIc6P  TPPWyypeer 1. Ord.
Ty Pgi MM - TBaiesr 1. Ord.
T22 Pik MWwWC* PEP,ADP 7By e 1. Ord.
r;3s  Fda Revers. MM¢ - T Brriosep 1. Ord.
Ty Gap Revers. MM - TBspc 1. Ord.
725 Eno Revers. MM - TBprp 1. Ord.
726 Pyk MM + A¢ FDP TTCApEp 1. Ord.

TBpyy 1. Ord.

'Extrazellulire Metabolite werden mit Index ex bezeichnet. Steht ein Metabolit in einer Reaktions-
gleichung in Klammer bedeutet dies, dass er zu einer anderen Funktionseinheit bzw. zur Flissigphase
gehort.
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durch die in Tabelle 6.1 zusammengestellten Raten beriicksichtigt. Die Abfliisse
gind mit dem im Anhang B vorgestellten Verfahren der StoffluBanalyse berechnet.
Abbildung 6.1 fafit die beiden oben vorgestellten Stoffwechselwege zusammen.

Zentraler
Kohlenhydrat-
abbau

Figure 6.1: Stoffwechselwege fiir spezifische Glucoseaufnahme und Abbau sowie die
zentralen Kohlenhydratabbauwege. Um die Flufirichtung in den zentralen Abbauwe-
gen zu verdeutlichen sind entsprechende Pfeile eingetragen. Der Pentosephosphatweg
(PPW) wird ausgehend von Glc6P durchlaufen, wobei die Abfliisse im PPW in die
Biosynthese durch die FluBanalyse berlicksichtigt sind (Anhang B). Uber die Metaboli-
te Fru6P und TrioseP ist der PPW wieder an die Glykolyse angekoppelt. Der Abflul
von PEP zum TCA ist eine anaplerotische Reaktion, die zur Aufrechterhaltung des
Stoffflusses durch den TCA dient.

6.1.3 Stoffwechselblock c¢rp Modulon

Wie in Abbildung 4.8 gezeigt, umfafit dieser Stoffwechselblock ein globales Si-
gnaltransduktionssystem und den in Abbildung 4.6 gezeigten Stoffwechselweg fiir
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den Transport und Abbau von Lactose. Das Signaltransduktionssystem umfafit
die Modellbausteine fiir das PTS und die Synthese von cAMP. Der Regulator
des Signaltransduktionsweges ist das Protein Crp, dessen Verteilung auf die spe-
zifischen Bindungsplitze mit einem Koordinator beschrieben wird.

Signaltransduktionssystem: PTS
Das bakterielle Phosphotransferase System (PTS) ist ein komplexes Beispiel eines

zusammengesetzten Bausteins, da es neben der Funktion als Signaliibertragungs-
system auch die Funktion eines Transportsystems besitzt. In Abbildung 6.2 ist

7“%““%”“7”

Koordinator

# * * Pyruvnt
zu Stoff- EODA EIIAP
wandler Transport

Figure 6.2: Das PTS kann mit einem Koordinatorbaustein beschrieben werden.
Eingéinge sind die Gesamtkonzentrationen der beteiligten Enzyme sowie die externe
Glucose und die Metabolite PEP und Pyruvat. Ausgéinge sind bspw. die verschiedenen
Konformationen EITA, EITAP, EI und EIP.

dieser Baustein mit seinen Signalein- und ausgéngen dargestellt.

Fiir das PTS soll folgender Reaktionsmechanismus angenommen werden
T1
(PEP) + HPr < (Pyv) + HPrP
T
HPrP + EIIA < HPr + EIIAP

T
(Glew) + EITAP = (GIc6P) + EIIA, (6.3)

wobei der erste Reaktionsschritt durch das Enzym ET katalysiert wird. Schritt 2
iibertréigt die Phosphatgruppe von HPrP auf Enzym EITA. Schritt 3 des Me-
chanismus wird durch das eigentliche Transportenzym EIICB realisiert. Diese
Aufteilung der Reaktionsschritte erscheint aus zwei Griinden zweckméBig: die
Proteine EI und H Pr sind generelle PTS Proteine, die fiir alle PTS Transporter
notwendig sind. In Schritt 2 erfolgt die Ubertragung auf ein fiir Glucose spe-
zifisches Enzym. Der Mechanismus kann damit einfach erweitert werden, wenn
HPrP die Phosphatgruppe auf Proteine fiir andere Zucker iibertréigt. Schritt 3
stellt den eigentlichen Transportschritt dar, wobei mehrere Einzelschritte denkbar
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sind. So ist die Reihenfolge der Anbindung von Gle,, und EIT AP nicht festgelegt.
Man kann daher von einem Random-Mechanismus ausgehen. Auch die Beobach-
tung, dass intrazellulire Glucose moglicherweise iiber das PTS phosphoryliert
werden kann, 148t sich wie unten gezeigt recht einfach in Schritt 3 integrieren.

Ein detailliertes Modell fiir das Glucose PTS ist von Rohwer [64] erstellt worden.
In diesem Modell werden fiir die einzelnen Schritte der Phosphatiibertragung
Zwischenkomplexe angenommen. Zur Ermittlung der Geschwindigkeitskonstan-
ten wird die Annahme getroffen, dass sich die Zwischenkomplexe quasistationér
verhalten. Die von Rohwer ermittelten Parameter sind Grundlage der unten ge-
zeigten Simulationsrechnungen.

Abbildung 6.3 zeigt den kinetischen Mechanismus fiir die Schritte 1 und 3 in der
Cleland Notation [9]. Fiir Schritt 1 ist ein reversibler Ping-Pong Mechanismus

X1~ @
PEP Prv HPr HPrP st e,
Y, ——
EICB EIICB
EI EIP EI N

Figure 6.3: Kinetischer Mechanismus der Stoffumsetzung fiir die Schritte 1 (links)
und 3 (rechts) des PTS in der Cleland Notation.

angenommen; fiir Schritt 2 eine reversible Reaktion zweiter Ordnung und fiir
Schritt 3 ein irreversibler Random BiBi Mechanismus. Damit ergeben sich die
Reaktionsraten fiir das PTS zu

[
cpep (Ki1Cpy + 2P ) — Kyicpy, (CPEP + QCHPrP)
y K1 y

rn = ki 6.4
! LBt K cpy +aFl7 + cppp + acuprp (©4)
re = ko (cer1a cuprr — Kacprriap cupy) (6.5)
CEITAP CGLC,
r3 = ksc e . 6.6
s 8 PRHOEO (Kgr1ap + cprrap) (Kaic., + Clces) (66)
Die entsprechenden Gleichungen fiir die PTS Proteine ergeben sich zu
dcuprp
= r — 7 6.7
S (67)
Cgpr = CHPr0 — CHPrP (6-8)
dcerrap
vy — 7 6.9
AT = gy oy (69)
CEIIA = CEITA0 — CEIIAP- (6-10)
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Da hier sehr hohe Flufiraten auftreten, ist die Vernachléssigung der Verdiinnungs-
terme durch Wachstum gerechtfertigt. Fiir die Enzyme EI und EIICB ist nur die
Gesamtkonzentration cgrg bzw. cgrropy von Bedeutung.

Regulatorprotein Crp

Ein fiir den Transport von Zuckern wichtiges Protein ist Crp (cCAMP receptor
protein) welches durch cAMP aktiviert werden kann und bei der Initiation ei-
ner groBen Anzahl von Transportenzymen eine Rolle spielt. Obwohl das Protein

Cep l l cp
C

€camP . Derp
— Koordinator crp ~—

[

Figure 6.4: Der Koordinatorbaustein fiir Crp. Gezeigt sind die Ein- und Ausgiinge
des Bausteins.

zwei Bindungsstellen fiir cAM P besitzt, wird die aktive Form mit der Anbin-
dung von bereits einem cAM P Molekiil erreicht [22]. Die Anbindung von Crp
an die spezifischen Bindungsstellen erfolgt nur in der, durch cAMP aktivier-
ten Form cAM P.Crp. Die Kontrollregion fiir das Gen crp, welches Crp kodiert,
besitzt zwel Bindungsstellen. Bei c¢rp wirkt cAM P.Crp als Aktivator, d.h. es er-
leichtert die Anbindung der Polymerase. Fiir die Initiation der Transkription des
crp Gens wurde von der Arbeitsgruppe von Aiba ein komplexes Modell beschrie-
ben [19, 24] (Abbildung 6.5). Die Transkription kann starten, wenn kein Crp

/ R e 777777
Kontroll- L Struktur-
Sequenz  crp2 erpl gene

€CAMP-Crp concentration

Figure 6.5: Modell der Initiation der Transkription fiir das erp Gen. Aus [19]
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gebunden hat. Die Bindungsstelle D, besitzt eine hohere Affinitét fiir Crp als
die Bindungsstelle Dp. Ist aber diese Bindungsstelle alleine besetzt, kann die
RNA-Polymerase an den Promotor anbinden, 1duft aber in die “falsche” Richtung
und synthetisiert eine nicht verwertbare anti-sense mRNA. Sind beide Stellen be-
legt, kann die Transkription in der richtigen Richtung starten.

Proteine, deren Expression durch Crp aktiviert werden, zeichnen sich durch einen
schwachen Promotor aus. Die Ebenen der in Abbildung 4.9 gezeigten Hierarchie
werden den folgenden Berechnungen zu Grunde gelegt. Der Ausgang cp dieses
Blocks wird als Konstante aufgefafit, da die Gesamtmenge cpp und die Menge
der o-Faktoren als zeitlich konstant angenommen werden. Gemé8 der in Kapi-
tel 4 vorgestellten Methode ergeben sich folgende Reaktionsgleichungen fiir den
Koordinatorbaustein:

K
P+ Dyp = PDey
Kc'rpl
C +Dap =  DepCl
Kcrp2
C +Dap = DaupC2
Kc'rpl
C +DapCl = DypCl12
aKcrpl
C +PDyy =  PDgCl
Ochrpl
C +PDyp =  PDgyC2
aKmpl
C +PDyCl = PDgyCl12. (6.11)

Die Gleichung, die fiir die Gesamtmenge an Promotor zu l6sen ist, lautet:

CDO0yp = CDgyp T CPDyp T CDepcl + CDypo2 +

€DerpC12 T CPDuypCl + CPDupc2 + €PDLp012 - (6.12)
Fiir den Komplex Y ergibt sich in diesem Falle

Cy = CPDyp T CPDypC2 + CPDp012, (6.13)

und damit die Gleichung fiir die Synthese von C

éc = key — (kb + p)cc. (6.14)
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Adenylatzyklase Cya

Bei der Transkription der Adenylatzyklase wirkt der Regulator Crp als Repressor.
Die entsprechenden Reaktionsgleichungen lauten:

P + Dye = PDy,

Iic\rpl
C +Dga = DgC. (6.15)
(6.16)

Die Gleichung fiir die Gesamtmenge an Promotor lautet:
CDUya = CDoya + CPDeya T CDeyaC - (6.17)
Fiir den Komplex Y ergibt sich:
Cy = CPDyy, > (6.18)
und damit die Gleichung fiir die Synthese von Cya

éCU“ =k Cy — (kmb + IL) CCya - (619)

Synthese von cAMP

Die Synthese des Alarmons cAMP wird mit einem Modellbaustein vom Typ
SigEnz beschrieben. Es wird angenommen, dass die Aktivierung der Adenylat-
zyklase durch EIIAP essentiell ist. Experimentelle Erkenntnisse sprechen dafiir,
dass cAMP aus der Zelle ausgeschieden wird. Ein Transportsystem wurde aller-
dings noch nicht dafiir entdeckt. Das Ausschleusen von cAM P wird daher durch
eine Reaktion erster Ordnung beriicksichtigt. Fiir intrazelluldres cAM P ergibt
sich dann mit der Konzentration der Zyklase ccy, und der Affinitét Kgrrap des
Aktivators folgende Differentialgleichung

de.amp k CEITAP

= — . 2
di syn CCya EITAP + Kgiap (ktmt + N) CcAMP (6 0)

Stoffwechselweg Lactose

Das Reaktionsschema fiir den in Abbildung 4.6 gezeigten Stoffwechselweg lautet

T Ti2
(Lace;) = Lac = (Gle) + (Gle6P) + Allo. (6.21)
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Das Enzym LacY transportiert Lactose in die Zelle, wo sie von LacZ in Glucose
und Galactose gespalten wird. Da der Galactose Stoffwechsel nicht im Modell
aufgenommen ist, wird als zweites Spaltprodukt gleich Gic6P eingesetzt, wel-
ches beim Abbau der intrazelluliren Galactose entsteht. Die Allolactose wird als
Nebenprodukt gebildet und nicht weiter verstoffwechselt. Die Umsetzung in das
Nebenprodukt erfolgt mit einer anderen Rate als in die Hauptprodukte. r;5 steht
damit fiir zwei Raten, die im folgenden diskutiert werden: Fiir die Stoffumsetzung
von LacZ wird folgender Reaktionsmechanimus angesetzt

Ks
Lac + LacZ = X

k
X — (Glew) + (GlcBP)) + LacZ

E+
X ;\—‘_ Allo + LacZ, (6.22)

wobei angenommen wird, dass die Anbindung von Lac;, an das Enzym sehr
schnell verliuft (Bindungskonstante Kj,). Der Quotient @ = z; bezeichnet das
Verhiltnis der beiden Geschwindigkeitskonstanten in der dritten Reaktionsglei-
chung. Tabelle 6.2 fafit die kinetischen Ans#tze fiir den Lactose Transport und
Abbau zusammen.

Rate Enzym Kinetik Effektoren

™ LacY MM + L@ EITA

rp LacZ  MM? (Hauptprodukte) -

+ crLac —a Ks cano _
k" cmo Ks + ¢rac

(Nebenprodukt Allo)

Tabelle 6.2: Zusammenstellung der verwendeten reaktionskinetischen Ansétze fiir den
Stoffwechselweg Lactose Abbau. Die Hauptprodukte der zweiten Reaktion sind Glucose
und Galactose. °MM Kinetik mit nichtkompetitiver Hemmung; ®Kinetik vom MM Typ

Im Koordinatorbaustein fiir Lacl wird die Kompetition zwischen dem Repressor
und der RNA-Polymerase beriicksichtigt. Insgesamt gibt es in der Kontrollsequenz
fiir das Lactose Gen drei Bindungsstellen fiir Lacl und es kann gezeigt werden,
dass der Repressor an zwei Bindungsstellen gleichzeitig binden kann und dabei
die DNA verbiegt. Allerdings zeigen Untersuchungen von Oehler et al. [56] dass
der Operator O1 physiologisch den gré8ten EinfluB besitzt. Aus diesem Grund
ist im vorgestellten Reaktionsmechanismus nur eine Bindungsstelle vorgesehen.
Es ergibt sich folgendes Reaktionsschema

Ky
Lacl + Allo = LA
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Lacl + Dy, = LDy,
K
P + Dln,c = P Dlmc
C +Dpe = Dy, .C
,3 Klac
Lacl + D, .C = LCDy,, (6.23)

wobei Parameter § die positive Kooperation zwischen Crp und Lacl beschreibt [23].

Die Gleichung, die fiir die Gesamtmenge an Promotor zu l6sen ist, lautet:

CDOge = €Dy + CPDy + Do + CLODy, - (6.24)

Fiir den Komplex Y ergibt sich in diesem Falle
Cy = CPD,M (625)
und damit die Gleichung fiir die Enzyme LacY und LacZ

tm, = key — (kb + 1) cgp - (6.26)

6.2 Verschaltung der Modellbausteine

Abbildung 6.6 zeigt zuniichst den Signaltransduktionsweg im c¢rp Modulon und
die Verschaltung mit den spezifischen Expressor Bausteinen. Der Weg besteht aus
dem Koordinator fiir das PTS, dem Baustein SigEnz fiir die Bildung von cAM P
und den Koordinatoren fiir die Polymerase und das Protein Crp.

Die Verschaltung des Stoffwechselblocks und der Stoffwechselwege erfolgt geméf
Abbildung 6.7. Die einzelnen Blécke sind hauptséchlich {iber StofffluBleitungen
miteinander verbunden. Es findet nur ein geringer Austausch von Signalen zwi-
schen den Einheiten statt. Intensive Signalfliisse finden innerhalb der Einheiten
statt, vor allem innerhalb des crp Modulons, was zeigt, dass die einzelnen Ein-
heiten eine gewisse Abgeschlossenheit besitzen. Betrachtet man das ungestérte
Wachstum des Organismus auf Glucose als Regelstrecke, wirkt das crp Modulon
als Regler, der aktiv wird, wenn es zu einer Stérung (hier Mangel an Glucose)
kommt. Die Signale, die dem Regler anzeigen, dass er aktiv werden soll, sind die
Glucose im Medium und Metabolite im Zentralen Kohlenhydratabbauweg. Die
Regelstrecke besitzt somit am Eingang und am Ausgang MefBstellen, die ihren
physiologischen Zustand charakterisieren. Die Aktivitdt des Reglers liegt damit
in der Bereitstellung eines neuen Aufnahmesystems.
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Figure 6.6: Verschaltung der Modellbausteine fiir den Signaltransduktionsweg im crp
Modulon.
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Figure 6.7: Verschaltung des Stoffwechselblocks crp Modulon mit den Stoffwechsel-
wegen fiir den Transport und Abbau von Glucose und dem Zentralen Kohlenhydratab-
bauweg.
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6.2.1 Parametrisierung der Modellbausteine

Zur Parametrisierung der Modellbausteine sind eine ganze Reihe von kinetischen
Parametern notwendig, die grob in zwei Klassen gegliedert werden knnen:

- spezifische Aktivitdten und Bindungskonstanten fiir die Stoffwandler vom
Typ enzymatische Reaktion

- Bindungskonstanten zur Beschreibung der Protein-Protein und der Prote-
in-DNA Wechselwirkungen.

Die Bindungskonstanten sind fiir Escherichia coli weitestgehend in der Literatur
zu finden. Allerdings sind diese nicht in vivo, sondern mit gereinigten Enzymen
bzw. DNA Fragmenten ermittelt worden. Aus der Berechnung der intrazelluliren
Stofffliisse und Werte von intrazellulsiren Metabolitkonzentrationen 148t sich bei
Kenntnis der Enzymkonzentration die spezifische Aktivitiit eines Enzyms ermit-
teln. Die Rate r berechnet sich, wie oben gezeigt, folgendermafen:

r = kcgo flemi, ) (6.27)

Mit den berechneten Stofffliissen r,ecn aus der StofffluBanalyse kann man dann
obige Gleichung nach der spezifischen Aktivitéit & auflésen

Trech
k= ree . 6.28
CEo f(CMiv i ) ( )
Ist die Enzymkonzentration konstant oder nicht bekannt, kann nach der maxi-
malen Rate 7,0 = k cgo aufgelist werden. Alle Parameter sind im Anhang C
zusammengestellt.

6.2.2 Simulationsstudien

Simulationsstudien des Grundmodells sollen dazu dienen, das grundlegende Ver-
halten des Modells aufzuzeigen und den Verlauf von charakteristischen Zustands-
groflen zu diskutieren. Abbildung 6.8 zeigt den Verlauf der Zustandsgréfien in der
Fliissigphase (Glucose, Lactose) und den Verlauf der Biomasse. Im zeitlichen Ver-
lauf der Biomasse sind zwei Wachstumsphasen zu erkennen, die mit dem Verlauf
der Zuckerkonzentrationen einhergehen. Zunsichst wird nur die Glucose verstoff-
wechselt und erst nach deren Verbrauch die Lactose. In der Umschaltphase geht
die spezifische Wachstumsrate fast auf Null zuriick und steigt beim Wachstum auf
Lactose wieder an. Um das Phinomen zu verstehen, werden zunichst GréBen aus
dem oben vorgestellten Signaltransduktionssystem (Abbildung 6.6) betrachtet.
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Figure 6.8: Verlauf von Glucose, Lactose und Biomasse in der Fliissigphase.

Abbildung 6.9 links zeigt den Verlauf des Proteins EIIA in unphosphorylierter
und phosphorylierter Form (EIIAP). Der Verlauf der GriBen ist spiegelbildlich,
da die Gesamtmenge an Protein unveréindert ist. In der ersten Wachstumsphase
ist die Komponente fast vollsténdig in unphosphorylierter Form, da die Phosphat-
gruppe als Energiequelle fiir die Aufnahme der extrazelluldren Glucose benétigt
wird. Der scharfe Verlauf in der Ubergangsphase wird durch die rechte Abbildung
verdeutlicht. Gezeigt ist der Verlauf der Aufnahmeraten an Glucose nur in der
ersten Wachstumsphase. Glucose wird iiber zwei Systeme mit unterschiedlichen
Affinitéten aufgenommen. Fiir die Simulation ist angenommen, dass sich das PTS
als “scavenger system” verhilt, also nur eine niedrige maximale Aufnahmerate

ElIA, EIIAP (—) Glucoseaufnahmeraten
0.1 '\ 10000
1 - 1
0.08 N =~‘1 _ 8000
E =
3 0.06 2 6000
g £
=0.04 3: 4000
0.02 2000
o——=== 0
0 10 5

5 2 3
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Figure 6.9: Links: Verlauf von unphosphoryliertem und phosphoryliertem EIIA.
Rechts: Verlauf der beiden Aufnahmeraten fiir Glucose in der ersten Wachstumspha-

se. Durchgezogene Linie: Aufnahmerate des niedrig affininen Transporters; Gestrichelte
Linie: Rate des PTS.

besitzt. Die hohere Affinitdt macht sich bei niedrigen Substratkonzentrationen
bemerkbar: wihrend das PTS noch voll aktiv ist, nimmt die Aufnahme {iber den
zweiten Transporter rasch ab. Erst nach fast vollstdndigem Verbrauch der Glu-
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cose fillt die Aufnahmerate iiber das PTS auf Null ab. Dies hat zur Folge, dass
die Phosphatgruppen nicht mehr weiter iibertragen werden kénnen und EITAP
fast komplett in phosphorylierter Form vorliegt. Der weitere zeitliche Verlauf von
EITA hingt nun in starkem MaBe von den kinetischen Parametern des PTS
ab. Da die Reaktionsgleichungen als reversibel angenommen werden und als Ein-
gangsgrofle keine Glucose mehr vorhanden ist, aber die Metabolite PEP und
Pyruvat noch vorliegen, beobachtet man, dass die phosphorylierte Form EITAP
ein Maximum durchliuft und um einen stationiiren Wert pendelt.

Abbildung 6.10 zeigt den zeitlichen Verlauf von zwei weiteren GréBen im Signal-
transduktionsweg: ¢cAMP und Crp. Der Verlauf von ¢cAMP ist eng mit dem

CAMP -3 Crp
0.05 x10
0.04 6
50.03 By
g g
So.02 Z
2
0.01
0 0
0 5 10 0 5 10
t[h] t[h]

Figure 6.10: Links: Verlauf von cAM P. Rechts: Verlauf von Crp.

Verlauf von ETTAP gekoppelt. EITAP ist essentieller Aktivator der Adenylat-
zyklase. cAM P nimmt nach Verbrauch von Glucose schnell zu. In der zweiten
Wachstumsphase nimmt cAM P wieder ab, da der Komplex ¢cAM P.Crp ein Re-
pressor der Synthese der Adenylatzyklase ist. Der Komplex cAMP.Crp ist ein
Aktivator der Synthese von Crp selbst. Daher ist hier ebenfalls ein Anstieg in
der zweiten Wachstumsphase zu beobachten. Durch den Riickgang der cAM P
Konzentration kommt es zur Erniedrigung der Crp Konzentration. Der erneute
Anstieg beider Kurven am Ende des Simulationslaufes ist durch den vollstindigen
Verbrauch beider Substrate zu erklsren.

Abbildung 6.11 zeigt den Verlauf der Syntheserate der Enzyme fiir den Lactoseab-
bau und den Verlauf von LacZ. Der Anstieg von LacZ am Ende der Simulation
ist wiederum auf den Einflu der Wachstumsrate zuriickzufiihren.

Im folgenden soll die Rolle des PTS fiir das gezeigte Verhalten noch einmal her-
ausgestrichen werden. In der Simulationsstudie ist die maximale Rate des Trans-
portenzyms variiert. Abbildung 6.12 zeigt fiir zunehmende Werte das Verhalten
des Systems. Gezeigt ist der zeitliche Verlauf von Biomasse, EITA, cAMP und
LacZ. Fiir niedrige Werte ist kein zweiphasiges Wachstum mehr zu erkennen.
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Figure 6.11: Verlauf der Syntheserate der Enzyme fiir den Lactoseabbau, Verlauf von
LacZ.
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Figure 6.12: Zeitlicher Verlauf von Biomasse, EITA, cAM P und LacZ in Abhéngig-

keit der Glucoseaufnahmerate iiber das PTS. Variiert wurde die maximale Aufnahme-
rate, die in Pfeilrichtung zunimmt.
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Dieses héngt in starkem Mafle von der Aufnahme der Glucose iiber das PTS ab.

6.3 Modellerweiterung: Phosphorylierung intrazellulédrer
Glucose

In diesem Abschnitt steht die Phosphorylierung intrazelluldrer Glucose Glc im
Vordergrund. Glc gelangt {iber Nicht-PTS Transporter in die Zelle und entsteht
zusétzlich bei der Spaltung von intrazellulirer Lactose, wie in Abbildung 6.13
veranschaulicht ist. Es soll folgender Hypothese nachgegangen werden:

Glegy Lac
) O O
extrazelluliir e ~a +

r

intrazellulir l{ \‘\\ l i
O glk\\® OLac O
G6P Gle W Gal

lacZ

Figure 6.13: Schematische Darstellung der Phosphorylierung der intrazelluliren Glu-
cose. Intrazelluldre Glucose Glc entsteht durch Spaltung der Lactose sowie durch direkte
Aufnahme aus dem Medium. Glc wird iiber die Glukokinase phosphoryliert. Alternativ
besteht die Moglichkeit der Phosphorylierung durch das PTS (gestrichelt gezeichnet).

o Intrazellulire Glucose kann zusétzlich zur Glukokinase auch iiber das PTS
phosphoryliert werden.

Glucose, die aus dem Medium aufgenommen wird, mufl zunéchst durch die Zell-
wand gelangen, da die phosphorylierte Komponente an der Innenseite der Mem-
bran liegt. Aus diesem Grund scheint es plausibel, dass Glucose, die intrazellulir
gebildet wird, ebenfalls {iber die Innenseite der Membran phosphoryliert werden
kann. Der Mechanismus der enzymatischen Umsetzung ist dann wie in Abbil-
dung 6.14 gezeigt entsprechend zu erweitern. Die beiden Substrate Glec und ex-
trazelluléire Glucose verhalten sich kompetitiv zueinander, da sie um die gleiche
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Figure 6.14: Erweiterung des Mechanismus fiir das Enzym EIICB um die Phospho-

rylierung von intrazelluldrer Glucose. Beide Komplexe ¥; und Y3 tragen zur Bildung
von GlebP bei.

Enzymbindungsstelle konkurrieren. Die entsprechenden Raten r} fiir die extrazel-
lulére Glucose und 7§ fiir die intrazelluldre Glucose ergeben sich zu

ks crrreBo CrrrAP CRLCeqp

T; = K@icer Calc (6'29)
(Kzirap + ceriar) (Kate,, + Cotee + Kot )
o= agprren k3 €rrcBo CEIIAP CGLC (6.30)
3 = Ko .
(Kgriap + cerrar) (Kate + caie + %Z,lflc“)
-

wobei agrrcop ein Maf dafiir ist, ob die zweite Reaktion einen gréBeren Maximal-
wert besitzt als die erste Reaktion. Parameter agrrop soll nun in der folgenden
Simulationsstudie variiert werden. Abbildung 6.15 zeigt den Verlauf der beiden
Raten rgp und ry iiber die die intrazellulére Glucose phosphoryliert wird. Die
intrazellulsire Glucose wird in der ersten Wachstumsphase fast vollsténdig iiber
die Glukokinase phosphoryliert. In der zweiten Wachstumsphase nimmt die Rate

Rate Glukokinase Rate PTS
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Figure 6.15: Verlauf der Raten der Phosphorylierung intrazellulfirer Glucose in

Abh#ngigkeit des Parameters agrrop. Links: Rate der Glukokinase. Rechts: Rate des
PTS.

iiber das PTS mit groBerem agrrcp zu. Die zunehmende Aktivitdt des PTS hat
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indirekte Folgen in der zweiten Wachstumsphase. Protein EITA liegt vermehrt in
nichtphosphorylierter Form vor, was bedeutet, dass die Lactoseaufnahme wieder
verstirkt gehemmt wird. Abbildung 6.16 zeigt den zeitlichen Verlauf von EITA,
der Lactoseaufnahmerate, der spezifischen Wachstumsrate p und der Biomasse-
konzentration. Die Auswirkungen der verminderten Lactoseaufnahmerate sind im
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Figure 6.16: Verlauf der Konzentration von EIIA (links oben) und der Lactoseauf-
nahmerate (rechts oben) sowie von Wachstumsrate g (links unten) und Biomassekon-
zentration (rechts) in Abh#ngigkeit von Parameter agrics.

schwiicheren Anstieg der Wachstumsrate und damit in der Biomasse zu erkennen.

Der vorgestellte Riickkopplungsmechanismus hat fiir die Zelle folgenden Vorteil.
Eine hohe Lactoseaufnahme fithrt unter Umsténden zu hohen Konzentrationen an
phosphorylierten Metaboliten, die, obwohl essentiell, in hohen Konzentrationen
toxisch wirken kénnen. Dies wird durch Hemmung des Lactoseaufnahmesystems
verhindert. Folgende Simulationsstudie variiert die maximale Aufnahmerate an
Lactose und stellt den Verlauf von Glc6P fiir die Falle mit und ohne Riickkopp-
lung dar. Abbildung 6.17 macht deutlich, dass Anderungen in der Lactoseaufnah-
me recht drastische Anderungen im zeitlichen Verlauf von Glykolysemetaboliten
haben kénnen. Durch die Riickkopplung wird der variierte Parameter — hier die
maximale Lactoseaufnahmerate — insensitiv. Diese Erkenntnis ist auch in Hinblick
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Figure 6.17: Vergleich der beiden Modelle in Hinblick auf das Verhalten von Glc6P.
Links Modell mit Riickkopplung; rechts ohne Riickkopplung in Abhingigkeit der ma-
ximalen Lactoseaufnahme, die in Pfeilrichtung erhht wurde.

auf die Identifizierung unbekannter Parameter von Bedeutung, da der meftechni-
sche Aufwand zur Bestimmung der Parameter erheblich sein kann. Durch Simu-
lationsstudien kann im Vorfeld abgeklédrt werden, welche Parameter eine niedrige
Sensitivitét besitzen und bei der Identifikation zunéchst zuriickgestellt werden
kénnen.

6.4 Modellerweiterung: Komplexierung LacY mit FITA

In diesem Abschnitt soll untersucht werden, welchen Einflul die Komplexierung
des Lactosetransporters LacY mit dem PTS Protein EITA hat. EIIA bindet
allosterisch an das Transportenzym und inhibiert die Aufnahme von Lactose.
Bei der Anwendung der Methoden aus der Enzymkinetik geht man in der Regel
davon aus, dass inhibitorisch oder aktivierend wirkende Effektoren in deutlich
grofleren Konzentrationen vorliegen als Enzyme. Physiologisch relevante Werte
aus der Literatur zeigen, dass bspw. Intermediate aus dem Kohlenhydratabbau
im Durchschnitt im Bereich von 0.1 - 10 [gmol/g] liegen; Enzymkonzentrationen
im Bereich von 107* - 1072 [umol/g]. In der Bilanzgleichung der Metabolite wird
der am Enzym gebundene Anteil daher in der Regel vernachlissigt.

Bei Protein-Protein Wechselwirkungen ist jedoch zu erwarten, dass die Mengen-
verhéltnisse eine Rolle spielen konnen. Die Gesamtenzymmenge an LacY liegt im
Bereich von 0.06 [umol/g]; die des Effektors EITA im Bereich von 0.1 [umol/g].
Um die Wechselwirkung zu beschreiben, ist der Modellbaustein fiir das PTS zu
erweitern. Im Reaktionssystem (6.3) ist dazu die zweite Gleichung zu modifizie-
ren. Unphosphoryliertes EITA ist in drei Konformationen zu betrachten: freie
Form EITA', gebunden an freien Lactosetransporter LacY™* und gebunden an
den Lactosetransporter, der bereits mit dem Substrat komplexiert ist LacY™**. Es
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wird angenommen, dass die drei Konformationen im Gleichgewicht miteinander
stehen. Es gilt mit der Bindungskonstanten K;

K; K;
LacY* & EIIA' & LacY™ (6.31)

An der Phosphatiibertragung kann aber nur das freie EIT A’ teilnehmen. Die ent-
sprechende Reaktionsrate r) ergibt sich mit dem Anteil £g7ra nach Anwendung
der Regel von Cha zu

7. ’2 = ke (fEUA' cgrra caprr — Ko Crirap CHPr) . (6-32)

Setzt man die Bindungskonstante K fiir den Effektor und K fiir das Substrat
Lactose ein, ergibt sich fiir £grr4 mit der Gesamtenzymkonzentration cgorecy

EITA
LacY* + FIIA' + LacY™
K; K
K;Kg + Kgcgoracy + CEOLacY CLaces

gEI 1A

(6.33)

Abbildung 6.18 zeigt in Abhéngigkeit der Bindungskonstanten K; den zeitlichen
Verlauf von EITA und EITA'. Wahrend die Gesamtmenge an unphosphorylier-
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Figure 6.18: Zeitlicher Verlauf von EITA und EIIA'(freieForm). Variiert wurde die
Bindungskonstante K.

tem EITA in der zweiten Wachstumsphase eine starke Abhéngigkeit vom Parame-
ter zeigt, ist der freie Anteil nahezu unveréndert. Fiir grofie Bindungskonstanten,
was einer schwachen Anbindung entspricht, fallen die Kurven fast aufeinander.
Das Gesamtverhalten des Systems wird kaum merklich beeinfluft.
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Um die Auswirkungen der Komplexbildung besser zu veranschaulichen, ist ein in
der Literatur vorgestelltes reales Experiment in einer Simulationsstudie nachge-
bildet worden. Rohwer et al. [65] haben in Salmonella typhimurium das Glyce-
rin Aufnahmesystem vorinduziert und die Hemmung der Aufnahme von Methyl-
Glucopyranosid iiber ein PTS untersucht. Das Glycerin System wird #hnlich wie
das Lactose-Aufnahmesystem durch ETIA inhibiert, nur dass nicht der Transpor-
ter, sondern die folgende Kinase inhibiert wird. Bei den Experimenten, bei denen
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Figure 6.19: Zeitlicher Verlauf von EITA (EIIA'), LacY, PTS Aufnahmerate und
Biomasse. Modell mit Beriicksichtigung der Komplexierung durchgezogene Linie, Mo-
dell ohne Beriicksichtigung der Komplexierung gestrichelte Linie.

das Glycerin Aufnahmesystem bereits voll induziert war, konnte eine deutliche
Hemmung des PTS beobachtet werden. Mit dem vorgestellten Modell soll der
Versuch in folgender Weise nachgebildet werden: Zunéchst liegt in einem Batch
nur Lactose im Medium vor und die entsprechenden Enzyme werden synthetisiert.
Nach ca. 8 Stunden — kurz bevor die Lactose vollstéindig verbraucht ist — wird
Glucose mit fester Rate und Konzentration zugefiihrt. Abbildung 6.19 zeigt das
Verhalten der Modelle mit und ohne Beriicksichtigung der Komplexierung. Freies
Protein EIIA liegt im Fall der Komplexierung in deutlich niedrigerer Konzen-
tration vor. Damit kann das PTS im Vergleich zum Modell ohne Komplexierung
weniger Zucker aufnehmen und die Biomasse geht in Folge der Verdiinnung durch

88



den Zufluf} sogar zuriick. Nach Verbrauch der Lactose wird kein neues LacY mehr
synthetisiert und infolge der Verdiinung durch das Wachstum nimmt die Konzen-
tration ab. Damit steigt das freie FIIA langsam an.

6.5 Modellerweiterung: Regulation der Synthese von EIICB

Wiéhrend des Entstehens der vorliegenden Arbeit haben sich biologische Ar-
beitsgruppen intensiv mit der Regulation der Synthese des Glucose Transporters
EIICB beschiftigt. Zwei wesentliche Aspekte gelten heute als sicher: (i) Die
Synthese wird durch den ¢cAM P.Crp Komplex aktiviert. (ii) Die Synthese erfolgt
nur, wenn Glucose im Medium vorhanden ist. Allerdings ist der Mechanismus
der Induktion Schwerpunkt laufender biologischer Forschungstétigkeit und noch
nicht vollsténdig aufgekldrt. In diesem Abschnitt soll zunéchst die Aktivierung
durch cAM P.Crp in das Modell aufgenommen werden und anschliefend ein vor-
geschlagener Mechanismus der Induktion diskutiert werden.

6.5.1 Aktivierung der Synthese durch cAMP.Crp

Das in Abschnitt 6.1.3 erstellte Modell fiir den Koordinatorbaustein fiir das Crp
Protein ist zunéchst zu erweitern. Folgende Reaktionsgleichungen miissen zusétz-
lich aufgenommen werden:

K
P + Dpt&G = PDpt&G
Kcrpl
C +Dptsg = Dptsgc. (6.34)

Die Gleichung, die fiir die Gesamtmenge an Promotor zu l6sen ist, lautet:

CDOptoc = CDpra T CPDpuc + CDpauciC - (6.35)

Fiir die nachfolgende Simulation ist die Anfangsbedingung so gewéhlt, dass EIICB
zunéchst nicht in der Zelle vorhanden ist. Alle anderen Bedingungen entsprechen
dem oben vorgestellten Grundmodell. Wie in Abbildung 6.20 zu sehen ist, nimmt
die Konzentration von EIICB zu. Da jedoch zu Beginn der Simulation nur eini-
ge Molekiile vorhanden sind, liegt Protein EII A gréfitenteils in phosphorylierter
Form vor. Dies fiihrt zum Anstieg von cAM P, was wiederum die Synthese von
EIICB beschleunigt. Durch diesen Effekt wird EIICB rasch gebildet; der Anteil
an phosphoryliertem EIIA geht zuriick, da das Phosphat nun fiir den Transport
bendtigt wird. Der cAM P Spiegel senkt sich wieder. Nach Verbrauch der Glucose
steigt der cAM P Spiegel erwartungsgemis an. Dies fiihrt zu einer verstirkten Ex-
pression von EIICB, was aber zu diesem Zeitpunkt physiologisch gesehen wenig
sinnvoll erscheint, da keine Glucose mehr im Medium vorhanden ist.
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Figure 6.20: Zeitlicher Verlauf von EIICB, EIIA, EITAP, cAM P und Biomasse.
Protein EITC B liegt zu Beginn des Experiments nicht vor und wird erst synthetisiert.
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6.5.2 Induktion von EIICB durch Glucose

Da zunéchst keine Modellvorstellungen tiber diesen Mechanismus vorhanden wa-
ren, ist ein einfacher Signaltransduktionsweg postuliert und untersucht worden.
Abbildung 6.21 zeigt schematisch die Modellerweiterung mit einem hypotetischen
Repressor R, der durch Glucose inaktiviert wird. Die entsprechenden Gleichungen
lauten:

K
R + Gle = RG
Ks
R +Dyss = RDpe (6.36)
°P¢ rc
Expressor
ptsG

@EcEy
1
Glumse4—| Koordinator

Ln Stoff— * ENA  EINAP *
wandler Transport

pymm

Figure 6.21: Schematische Darstellung des Modells mit Induktion durch Glucose.

Der Effekt der Induktion von EIICB hat Anderungen im Signaltransduktions-
weg sowie Anderungen der katabolen FluBverteilung zur Folge. Abbildung 6.22
stellt die beiden Modellvarianten gegeniiber. Ein deutlicher Effekt auf den Stoff-
fluB} ist nur zu erwarten, wenn die interne Glucose auch iiber das PTS phospho-
ryliert wird. Durch den Anstieg von EIICB in der zweiten Wachstumsphase
dndert sich auch der Phosphorylierungsgrad der PTS Proteine. Gezeigt ist hier
der Verlauf von EITTAP, welches in der zweiten Wachstumsphase dann deutlich
niedrigere Werte annimmt, da die Phosphatgruppen auf EI/C B iibertragen sind.
Damit &ndert sich auch der Verlauf von cAMP (nicht gezeigt), was Anderungen
der Syntheseraten der betroffenen Enzyme zur Folge hat. Anderungen ergeben
sich auch in der FluBverteilung zwischen Glukokinase und PTS bei der Phos-
phorylierung der intrazellulédren Glucose. Wird die weitere Synthese von EIICB
verhindert, so steigt die Rate der Glukokinase wieder an; im anderen Fall erfolgt
die Phosphorylierung der intrazelluldren Glucose ausschlieflich iiber das PTS.
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Figure 6.22: Zeitlicher Verlauf von EIICB, EITAP, Glukokinase Rate und PTS

Rate. Modell ohne Beriicksichtigung der Induktion durchgezogene Linie, Modell mit
Beriicksichtigung der Induktion gestrichelte Linie.
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Das JAHREIS-Modell der Induktion

Zum Abschlufl des Kapitels soll eine noch bisher unversffentlichte Modellvorstel-
lung der Induktion von EIICB, die von Knut Jahreis, Osnabriick (persdnliche
Mitteilung), entwickelt wurde, niher untersucht und in einem mathematischen
Modell abgebildet werden. Abbildung 6.23 zeigt schematisch den Mechanismus.
Das Transportprotein EIICB liegt wie die anderen Komponenten des PTS in
phosphorylierter und nicht phosphorylierter Form vor. Bei Anwesenheit von Glu-
cose im Medium ist davon auszugehen, dass EIIC B hauptséchlich in der nicht-
phosphorylierten Form vorliegt. Ist keine Glucose vorhanden oder geht Glucose
aus, so sollte die phosphorylierte Form dominieren. Die nichtphosphorylierte Form
deaktiviert ein Protein DgsA. Die aktive Form dieses Proteins ist der Repressor,
der den Operator von ptsG belegt und das Ablesen der genetischen Information
im anderen Fall verhindert.

O Gleex keine Glukose
extrazellulir ¢

1 K

intrazelluliir Y ®
O DgsA aktiv
GlesP () DgsA inaktiv 7222:

Figure 6.23: Modellvorstellung der Induktion von EIIC B. Links: Glucose vorhanden.
DgsA liegt in der inaktiven Form vor. Rechts: Keine Glucose im Medium vorhanden.
DgsA ist aktiv und hemmt die Synthese von EIICB.

Um die biologische Modellvorstellung umzusetzen, sind zunichst die zusétzli-
chen Modellbausteine auszuwihlen, zu parametrieren und zu verschalten. Abbil-
dung 6.24 zeigt die Modellbausteine und ihre Verschaltung. Im oberen Koordi-
natorbaustein wird zunéchst der aktive und inaktive Anteil von DgsA ermittelt.
Nach der Vorstellung von JAHREIS sind bestimmte Konformationen des Trans-
porters daran beteiligt. Der Mechanismus der Anbindung von DgsAugi, an die
DNA und die Modifikation des Signals aus der oberen Ebene erfolgt analog der
Vorgehensweise bei Lactose.

In einem ersten Schritt ist der Koordinatorbaustein zur Beschreibung der Ak-
tivierung/Deaktivierung von DgsA zu betrachten. Es wird angenommen, dass
beide Konformationen im Gleichgewicht miteinander stehen und sich die Gleich-
gewichtskonstante Kpgs4 als eine Funktion von EITCB ausdriicken 146t:

K DgsA
Dg'SAirmkﬁv = DQSAmktiv (637)
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Figure 6.24: Schematische Darstellung des Modells mit Induktion durch ein PTS
Protein nach der Modellvorstellung von JAHREIS.

Die aktive Form von DgsA berechnet sich aus der Gesamtkonzentration cpgs a0
und der Gleichgewichtskonstanten Kpgs4 zu

C
CDgsAgptiv — 1 +D’i;{ADU " (638)
gs

Um eine sinnvolle Funktion Kpys4 = f(EIICB) anzugeben, ist zunéchst zu iiber-
legen, welche Konformationen von EIIC B hier zum Tragen kommen kénnen. Da-
zu wurde eine Vorstudie durchgefiihrt, die bei konstanter Konzentration cgrrepo
den zeitlichen Verlauf einzelner Konformationen des Enzyms verfolgt (die ein-
zelnen Konformationen von ETICB sind Abbildung 6.14 zu entnehmen). Ab-
bildung 6.25 stellt zwei Gruppen einander gegeniiber. In Gruppe 1 sind die un-
phosphorylierten Konformationen freies EIICB', X2 und X3 zusammengefafit.
Gruppe 2 fafit alle Konformationen zusammen, an die extrazellulire Glucose (X2,
Y1) oder intrazelluldre Glucose (X3, Y2) gebunden hat. Es ergeben sich folgen-
de Gleichungen fiir die Anteile fg; und fge am gesamten Enzym cgricpe mit
€G1 = CEIICB + Cx2 + ¢x3 und cge = cx3 + cx3 + Cy1 + Cy1

cG1 Kgrrap
fo = = (6.39)
CEIICBO Kgrrap + crrrap
for = ce2  _ Koelcin Colee + Kaices Colcin (6.40)
@ = = .
CEIICBO Kaicin Kateow + Kaiey, Colees + Kateos Calein

Die Abbildung macht deutlich, dass als Signal fiir die Induktion, die in Gruppe 2
zusammengefafiten Konformationen sinnvoller erscheinen. Dies ist damit zu be-
griinden, dass nach dem Verbrauch der Glucose ein schirferes Signal zu erkennen
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Figure 6.25: Anteil der Konformationen in Gruppe 1 (links) und in Gruppe 2 (rechts)
an der gesamten Konzentration cgrropo. Variiert wurde die maximale Rate der Phos-
phorylierung der intrazellulsiren Glucose iiber das PTS.

ist. Im linken Teil der Abbildung ist zudem ein neuer Anstieg der Kurve in der
zweiten Wachstumsphase zu erkennen. Dies liegt an der Phosphorylierung der
intrazelluliren Glucose und wiirde zu einer weiteren Synthese fiihren. In Gruppe
2 gpielt dies keine grofe Rolle. Mit zunehmender Phosphorylierung nimmt die
Kurve sogar ab, da die Affinitét von EITAP zu EIICB stérker ist.

Die gesuchte Funktion Kpg,a = f(EIICB) muB noch Eckwerte erfiillen. Fafit
man die Konformationen von Gruppe 2 zur Konzentration cgs zusammen, so
muf} gelten:

G2 =0) =0 (&e)

= —=1) — Kpaz, (6.41)
CEIICBO CEIICBO

wobei K,pq, ein festzulegender Parameter ist, der in den Simulationsexperimenten
anzupassen ist. Abbildung 6.26 zeigt den Verlauf von EIICB und DgsAgps, fiir
unterschiedliche Anfangsbedingungen mit der Funktion

Kmaz ( caz )2

CEIICBO

Km+( cG2 )2'

CEITCBO

f = (6.42)

Liegt Glucose im Medium vor, so wird EIICB synthetisiert. Nach Verbrauch
von Glucose kommt es infolge des Anstiegs von cAM P noch kurzzeitig zur weite-
ren Synthese. Da nun aber DgsA in aktivierter Form vorliegt, wird die Synthese
reprimiert. Die Konzentration der aktiven Form von DgsA nimmt ab, da intrazel-
lulére Glucose den Gleichgewichtszustand wiederum verschiebt. Ist keine Glucose
vorhanden, so wird nur ein Basalniveau an EIICB gebildet. DgsA ist in der
aktiven Form und verhindert eine starke Transkription des ptsG Gens.
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Figure 6.26: Zeitlicher Verlauf von EIICB und DgsA fiir unterschiedliche Anfangs-
bedingungen. Durchgezogene Linien: Glucose und Lactose zu Beginn im Medium vor-
handen. Gestrichelte Linien: Nur Lactose im Medium vorhanden.

6.6 Zusammenfassung

In diesem Kapitel sind detaillierte Modellvorstellungen iiber die Kataboliten Re-
pression bei FEscherichia coli in ein mathematisches Modell umgesetzt worden.
Damit konnte gezeigt werden,

o dass die Definition der Modellbausteine tragféhig ist, um detailliertes biolo-
gisches Wissen abzubilden

e dass das Modell dem ganzheitlichen Anspruch gerecht wird, da das gesamte
biochemische Reaktionsnetzwerk beriicksichtigt ist, wobei ein kleiner Teil
des Stoffwechsels sehr detailliert, der andere Teil sehr vereinfacht abgebildet
wurde

e dass die Moglichkeit besteht, Hypothesen umzusetzen sowie Vorstudien zu
machen, um Biologen Hinweise zu geben, ob Modellvorstellungen sinnvoll
scheinen (siehe JAHREIS-Modell der Induktion).
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Kapitel 7

Simulationsstudien genetisch
verinderter Organismen — die
KIMATA-Stamme

Ziel der folgenden Simulationsstudien ist es, zu zeigen, dass das im letzten Kapi-
tel vorgestellte Modell reale Experimente in Schiittelkolben korrekt wiedergibt.
Der Begriff der Modellvalidierung ist hier etwas weiter gefafit: Das Verhalten der
Stamme soll qualitativ richtig wiedergegeben werden, wobei aber die vorhandenen
Zeitverldufe von wenigen Zustandsgrofien quantitativ richtig beschrieben werden
sollen. Experimente, die geniigend Daten liefern, um das Modell vollsténdig zu
validieren, sind zur Zeit nicht verfiigbar. Dies liegt hauptséchlich an der aufwen-
digen Mefltechnik, um den zeitlichen Verlauf von intrazelluldren Proteinmengen
und Metabolitkonzentrationen zu bestimmen. Die Menge an Protein wird heute
oft iiber die spezifische Akivitit bestimmt, wobei man annimmt, dass zwischen
beiden Groflen ein konstanter Umrechnungsfaktor besteht. Dies ist bei den in
diesem Kapitel vorgestellten Experimenten fiir das Enzym LacZ der Fall. Die
in Vert6ffentlichungen angegebenen Daten sind in der Regel in units angegeben.
Aus einer anderen Arbeit ist ein Referenzwert fiir die maximale Konzentration
angegeben [26]. Damit ist ein Umrechnungsfaktor gefunden, der in allen Simula-
tionsrechnungen verwendet wurde.

Kimata et al. aus der Arbeitsgruppe von H. Aiba in Nagoya, Japan, haben in
einer Verdffentlichung [29] eine ganze Reihe von Stémmen vorgestellt, die Muta-
tionen in den im vorhergehenden Kapitel modellierten Signaltransduktionswegen
besitzen. Bei den Experimenten sind die Zeitverldufe der LacZ Aktivitit und der
Biomasse angegeben. Als Ausgangsstamm wurde eine E. coli-Mutante gewahlt,
die einen veréinderten Promotor fiir die lac-Gene besitzt. Dieser Stamm wird im
folgenden als Referenzstamm bezeichnet. Ausgehend davon, sind Mutationen in
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den Genen crr,crp, ptsG, cya und lacY eingebracht und untersucht worden. Wei-
terhin sind in diese Mutanten bestimmte Gene wieder auf einem Plasmid einge-
bracht worden, die aber eine verdinderte Kontrollsequenz besitzen. Die Anpassung
der Daten erfolgte an insgesamt sechs Stdmme; im folgenden sollen drei Stdmme
ausfiihrlicher diskutiert werden.

7.1 Die L8UV5-Mutation — der Referenzstamm

Fiir die Modellierung wird von dem in Kapitel 6 vorgestellten Grundmodell aus-
gegangen, wobei die Phosphorylierung der intrazelluldren Glucose iiber das PTS,
die Komplexierung von EIIA mit LacY und die Regulation der Synthese von
EIICB integriert sind. Bei der Induktion von EIICB liegt allerdings der ein-
fachere Ansatz zu Grunde (Kapitel 6.5.2), da das JAHREIS-Modell noch in der
Entwicklung begriffen ist und noch keine gesicherten Erkenntnisse vorliegen, ob
der Mechanismus Giiltigkeit besitzt.

Der L8UV5-Stamm besitzt eine veréinderte Kontrollsequenz des lac Operons, so
dass der Stamm nur eine sehr schwache Abhingigkeit von dem Aktivator Crp
zeigt. Damit es aber trotzdem zur Expression der Gene kommt, wurde ein starker
Promotor eingesetzt. Diese Mutationen sind im Modell realisiert, in dem

(i) der Wechselwirkungsparameter a zwischen Crp und der RNA-Polymerase
fiir das lac Operon stark vermindert wurde (Gleichung (6.11)) und

(if) das Eingangssignal cp (freie Polymerase) in den Koordinatorbaustein fiir
Crp stirker gewichtet wurde (siche Abbildung 6.4).

Abbildung 7.1 zeigt den zeitlichen Verlauf von der Konzentrationen von Biomasse
und LacZ im Vergleich zu den experimentellen Daten. Das Signaltransduktions-
system fiir das c¢rp Modulon wird durch die Verldufe der Konzentrationen von
EIIA, cAMP, Crp und Cya charakterisiert, die in Abbildung 7.2 gezeigt sind.
Fiir den Stoffwechselweg Lactose sind intrazelluléire Lactose und Allolactose ge-
zeigt. Die Verldufe der Konzentrationen von EIT A’ und ¢cAM P sind aus Kapitel 6
bekannt. Die Konzentration von Crp nimmt nach dem Verbrauch von Glucose
zu. Dies liegt zum einen an der positiven Autoregulation und zum anderen an
der niedrigen Wachstumsrate. Nach dem Abklingen des cAM P Spiegels sinkt
Crp wieder ab. Die negative Riickkopplung von ¢cAMP auf die Konzentration
der Adenylatzyklase ist kaum zu bemerken, da hier ebenfalls die Wachstumsrate
einen Beitrag in der Bilanzgleichung hat. Lactose gelangt sehr schnell in die Zel-
le und staut sich an, da die weiteren Enzyme noch nicht synthetisiert sind. Der
Induktor Allolactose wird erst mit Verzdgerung gebildet. Nach der Induktion der
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Figure 7.1: Zeitlicher Verlauf der Simulationsergebnisse und der experimentellen Da-
ten von Biomasse und LacZ beim Referenzstamm.
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Figure 7.2: Zeitlicher Verlauf von EITA', cAM P, Crp, Cya, Lac;, und Allolactose.



Lactose Enzyme steigt intrazelluldre Lactose weiter an, bis ein zweites Plateau
erreicht ist.

7.1.1 Zugabe des Induktors IPTG ins Medium

In einem weiteren Experiment ist im Medium der Stoff IPTG zugegeben worden,
der einen #hnlichen molekularen Aufbau wie Allolactose besitzt, aber von der
Zelle stets aufgenommen wird. IPTG wirkt intrazelluldr als Induktor und kann
die Expression der Gene auslosen. Zu Beginn des Experiments sind die Zellen
schon induziert, so dass beide Substrate gleichzeitig aufgenommen werden. Durch
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Figure 7.3: Zeitlicher Verlauf der Simulationsergebnisse und der experimentellen Da-
ten von Biomasse und LacZ; Simulation von EITA’ und der Aufnahmeraten iiber die
einzelnen Systeme bei der Zugabe von externem IPTG.

die hohe Aufnahmerate von Lactose steht kaum freies EITA’ fiir das PTS zur

Verfiigung (Abbildung 7.3). Hier macht sich besonders deutlich der Effekt der
Komplexierung bemerkbar.

100



7.2 Die crp Mutante

Bei dieser Stammvariante ist das crp Gen ausgeschaltet. Da der Einflufl auf die
Expression der lac-Gene nur sehr schwach ist, zielt dieses Experiment auf die Syn-
these der Regulation des PTS ab. Abbildung 7.4 zeigt wiederum die Verldufe von
Biomasse und LacZ. Der erste MeBpunkt der LacZ-Aktivitit zeigt bereits einen
sehr hohen Wert an, so dass davon ausgegangen werden muf, dass der Stamm
bereits in einem Medium mit Lactose kultiviert wurde. Da bei dieser Ausgangs-
situation damit zu rechnen ist, dass das Enzym der Proteolyse unterliegt, ist ein
zusitzlicher Stoffwandler zur Beschreibung des Abbaus in das Modell aufgenom-
men worden. Der Verlauf der Mefldaten fiir LacZ kann nicht optimal beschrieben
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Figure 7.4: Zeitlicher Verlauf der Simulationsergebnisse und der experimentellen Da-
ten von Biomasse und LacZ bei der crp Mutanten.

werden, da zu vermuten ist, dass die Messungen in diesem Experiment nicht
ganz konsistent sind. Die Simulationsrechnung gibt die Tendenz richtig wieder.
Das Transportprotein EIIC B kann nicht synthetisiert werden, da cAM P.Crp als
Verstirkungsfaktor fehlt. Durch den Ausfall des PTS wird keine Diauxie mehr
beobachtet. Der Verlauf von EITA, cAMP, Crp, Cya, interner Lactose und Al-
lolactose ist in Abbildung 7.5 zu sehen. Protein EJICB befindet sich zu etwas
mehr als 50% in phosphoryliertem Zustand, was zur cAMP Synthese fithrt. Der
Verlauf von Cya ist nahezu konstant. Durch den hohen Induktionszustand liegt
auch Allolactose nach kurzer Zeit in hoher Konzentration in der Zelle vor.

7.3 Die crp Mutante mit dem Plasmid pthl1l1l

Um zu {iberpriifen, ob der Einflul des PTS tatséichlich so signifikant ist, wur-
de das entsprechende Gen pisG fiir den Glucosetransporter EIICB auf einem
Plasmid in den Organismus gebracht. Die Expression erfolgt konstitutiv, da die
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Figure 7.5: Zeitlicher Verlauf von EITA', cAM P, Crp, Cya, Lac;, und Allolactose
bei der crp Mutanten.
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Figure 7.6: Zeitlicher Verlauf der Simulationsergebnisse und der experimentellen Da-
ten von Biomasse und LacZ bei der crp Mutanten mit dem Gen pts@ auf Plasmid.
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Kontrollsequenz nur einen unregulierten Promotor enthélt. Abbildung 7.6 zeigt
den Verlauf von Biomasse und LacZ. Es ist wiederum ein zweiphasiges Wachstum
zu erkennnen, was aber nicht so deutlich ausgeprigt ist. Die Glucoseaufnahme
iiber das PTS ist bei diesem Stamm geringer. Infolge dessen ist der cAM P Spie-
gel relativ hoch. Da aber die Expression der lac Gene nur schwach von diesem
Wert abhéngt, ist in der ersten Phase keine Synthese zu erkennen. Der Wert von
EIIA reicht aus, die Aufnahme von Lactose zu hemmen. Erst nach Verbrauch
der Lactose kommt es zu Synthese der lac Proteine (Abbildung 7.7).
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Figure 7.7: Zeitlicher Verlauf von EITA', cAMP, Crp, Cya, interner Lactose und
Allolactose bei der c¢rp Mutante mit dem Plasmid pth111 fiir pésG.

7.4 Weitere Stammkonstruktionen

Fiir zwei weitere Stammkonstrukte sollen der Vergleich zwischen Simulation und
Experiment gezeigt und die wesentlichen Eigenschaften kurz diskutiert werden.

7.4.1 Expression von LacY

Der Stamm mit konstitutiver Expression des Lactose Aufnahmesystems (Abbil-
dung 7.8) zeigt ein #hnliches Verhalten wie die Zugabe von IPTG ins Medium
(siehe oben). Beide Zucker werden gleichzeitig aufgenommen. Durch die Komple-
xierung erfolgt kaum Transport {iber das PTS.
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Figure 7.8: Zeitlicher Verlauf der Simulationsergebnisse und der experimentellen Da-
ten von Biomasse und LacZ; Simulation von EITA’ und der Aufnahmeraten tiber die
einzelnen Systeme bei der Uberexpression von LacY .

7.4.2 Die erp Mutante mit dem Plasmid pha7

Auf dem Plasmid pha?7 ist das crp Gen kodiert. Damit ist der Ausgangsstamm
fast rekonstruiert (Abbildung 7.9). Die Expression erfolgt auch hier konstitutiv
durch die Verwendung eines anderen Promotors in der Kontrollsequenz. Damit
entfillt die Autoregulation der Synthese von Crp. Das Verhalten des Stammes
entspricht dem des Ausgangstammes.

7.5 Zusammenfassung

In diesem Abschnitt erfolgte eine semi-quantitative Validierung des in Kapitel 6
erstellten Modells. Dazu haben experimentelle Daten aus der Literatur Verwen-
dung gefunden. Ein Referenzstamm wurde genetisch verindert und das Experi-
ment mit den gleichen Ausgangsbedingungen wiederholt. Bei einem Experiment
sind die Umweltbedingungen durch Zugabe eines Analogons gesindert worden.
Tabelle 7.1 fafit die Stdmme und die wesentlichen Verhaltenseigenschaften zu-
sammen. Die Parameter fiir die Simulationsrechnungen sind in Anhang C zusam-
mengestellt.
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Figure 7.9: Zeitlicher Verlauf der Simulationsergebnisse und der experimentellen Da-
ten von Biomasse und LacZ; Simulation von EITA’ und der Aufnahmeraten iiber die
einzelnen Systeme bei der crp Mutanten mit dem Plagmid pha7.

Tabelle 7.1: Zusammenstellung der untersuchten Stammvarianten unter Angabe der
Kohlenhydratquellen und Erliuterungen zu beobachteten Effekten.

Stamm Medium  Diauxie
L8UV5 Gle,Lac ja
Glc, Lac, nein  Induktion von auBen
IPTG
L8UVS5 crp Glc,Lac nein keine Expression des PTS
Transporters
L8UVS5 crp + pthlll  Gle,Lac ja konst. Expression des PTS
Transporters
L8UV5 lacYt Glc,Lac nein  Komplexierung ETTA
mit LacY verhindert
Induktor Ausschluff
L8UVS5 crp + pha? Glc,Lac ja konst. Expression Crp
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Kapitel 8

Schlu3bemerkung

Aus zwei Griinden ist es angebracht, am Ende dieser Arbeit einen Blick iiber
das Fachgebiet hinaus zu machen: (i.) Die Biotechnologie riickt immer mehr ins
Zentrum des offentlichen Interesses. Die Moglichkeiten der Veréinderung des gene-
tischen Codes beschéftigt nicht nur Wissenschaftler, Ethiker, Theologen und Phi-
losophen sondern auch die breite Offentlichkeit. Heute kann festgestellt werden,
dass neben rein wissenschaftlichen Fragestellungen zunehmend mehr wirtschaft-
liche und ethische Aspekte die Diskussionen beherrschen, sei es durch versinder-
te Lebensmittel wie Tomaten, Soja und Mais oder aber auch durch die Ein-
satzmoglichkeiten in der Medizin. Die vorliegende Arbeit ist auf die Quantifizie-
rung von Stoffwechselvorgéingen ausgerichtet, auch von gentechnisch veréinderten
Lebewesen. Fiir den Wissenschaftler gibt es kaum Anhaltspunkte, was er aus
ethischer Sicht zu tun und zu lassen hat: zu verzwickt scheinen heute die Folgen
wissenschaftlichen Handelns. Hans Jonas (Das Prinzip Verantwortung, Suhrkamp
TB, 1984) hat sich mit ethischen Aspekten technischer Entwicklungen beschiftigt
und stellt das Prinzip Verantwortung in den Mittelpunkt seines Denkens. Waren
die Handlungsmaximen friither auf Zeitgenossen und auf einen engen rdumlichen
Horizont beschrankt, so macht die moderne Technik es notwendig, Maximen,
die neue Groflenordungen umfassen, festzulegen: Handle so, dass die Wirkun-
gen deiner Handlung vertriglich sind mit der Permanenz echien menschlichen
Lebens auf Frden. Diese Maxime macht deutlich, dass dem Erwerb wissenschaft-
licher Erkenntnisse eine zunehmend groflere Bedeutung zukommt, denn nur durch
handfestes Wissen iiber ein zu untersuchendes System ist ein Wissenschaftler in
der Lage, mégliche Folgen seines Handelns abzuschétzen. Insbesonders in der mo-
dernen (molekularen) Biotechnologie sind die Konstruktion und der Einsatz von
gentechnisch veréinderten Organismen gerade deshalb so umstritten, weil die Fol-
gen noch nicht abgesichert sind. Vielleicht kann langfristig betrachtet auch hier
der Einsatz von mathematischen Modellen zu einem verbesserten Verstdndnis der
Zusammenhénge beitragen.
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(ii.) Die Arbeit beschaftigt sich mit Leben und zwar mit der Minimalform: dem
Einzeller. Viele Gedankengebsude in alter und neuer Philosophie sind der Frage
”Was ist Leben?” nachgegangen, die auch heute im Mittelpunkt der Auseinander-
setzungen zwischen Geistes- und Naturwissenschaften steht. Aus neueren Publi-
kationen wird klar, dass das Verstindnis von ”» Woher kommen wir?” und ” Wohin
gehen wir?” in all seinen Facetten ohne die Entdeckungen der modernen Biologie
nicht zu beantworten ist. Die Theorie des Neurobiologen und Erkenntnistheore-
tikers Humberto Maturana (Was ist Erkennen?, Piper, 1994) 158t sich bspw. auf
folgende Kurzformel bringen: Leben ist Erkennen. Maturana ist der Begriinder
des radikalen Konstruktivismus. Diese Denkrichtung sagt, dass es keine objektive
Wahrheit in unserer Welt gibt, sondern, dass wir als Beobachter der Welt die
Wirklichkeit immer nur subjektiv wahrnehmen konnen. Interessanterweise 148t
sich diese Denkrichtung auch auf friihe Arbeiten aus den Gebieten der Kyber-
netik und der Systemtheorie zuriickfiihren, wobei der Begriff des Systems eine
zentrale Rolle spielt. Bei Maturana wird das untersuchte Objekt — die einzelne
Zelle oder der Mensch — als System aufgefaBt, welches durch eine Grenze von der
Umwelt abgetrennt ist. Das System versucht nun, Anderungen der Umwelt so
auszugleichen, dass sich ein stabiler Gleichgewichtszustand einstellt (Homdosta-
se). Ubertragen auf erkenntnistheoretische Aspekte bedeutet dies, dass das bio-
logische System die Umwelt bezogen auf die Stérung konstruiert. Damit kommt
der Wahrnehmung der Umwelt bzw. dem Erkennen eine wesentliche Bedeutung
im Verstdndnis des Phinomens Leben zu. Maturana hat neben philosophischen
Aspekten auch Folgen fiir die Gesellschaft und Politik untersucht und kommt
zum Schlufl, dass der Umgang mit seinen Mitmenschen und der Natur auf einer
kooperativen und toleranten Basis erfolgen muf. Paul Watzlawick (Die Unsi-
cherheit unserer Wirklichkeit, Piper, 1995) schreibt hierzu: “ Aus der Idee des
Konstruktivismus ergeben sich zwei Konsequenzen. Erstens die Toleranz fiir die
Wirklichkeiten anderer - denn dann haben die Wirklichkeiten anderer genausoviel
Berechtigung als meine eigene. Zweitens ein Gefiihl der absoluten Verantwortlich-
keit. Denn wenn ich glaube, daB ich meine eigene Wirklichkeit herstelle, bin ich
fiir diese Wirklichkeit verantwortlich, kann ich sie nicht jemandem anderen in die
Schuhe schieben.” Damit 148t sich eine Briicke zu Hans Jonas schlagen, der in
seinen Arbeiten die Bedeutung der Verantwortung jedes Einzelnen fiir sein Tun
und Handeln herausgearbeitet hat.
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Kapitel 9

Zusammenfassung

Das Verstéindnis des Wachstums- und Produktbildungsverhaltens von Mikroor-
ganismen setzt detailliertes molekularbiologisches Wissen voraus. Um aber das
Potential von biologischen Systemen auch nutzen zu kénnen, z.B. um gezielt ge-
netische Veriinderungen zur Herstellung relevanter biotechnologischer Produkte
durchfiihren zu kénnen, reichen qualitative Betrachtungen nicht mehr aus. Ein
moglicher Zugang zu einer quantitativen Beschreibung ist die Erstellung von ma-
thematischen Modellen.

Diese Arbeit stellt eine Modellierungssystematik vor, die es erlaubt, mathema-
tische Modelle durch Auswahl, Parametrierung und Verschaltung von Modell-
bausteinen zu erstellen. Um eine mdoglichst hohe biologische Transparenz zu er-
halten, sind die Modellbausteine so definiert, dass sie sich eng an zelluldren
Strukturen orientieren. Die Modellbausteine haben definierte Ein- und Ausgénge
und erlauben es, ausgehend von Grundbausteinen (elementare Modellbausteine)
komplexe Modelle durch Aggregation zu bilden. Eine quantitative Modellanaly-
se wird durch Zuordnung von mathematischen Gleichungen zu den Modellbau-
steinen ermdglicht. Elementare Modellbausteine sind Stoffspeicher, Stoffwandler
und Signalwandler. Der modulare Charakter des Modellierungskonzeptes wird in
besonderem Mafle durch aggregierte Modellbausteine, die hier als Funktionsein-
heiten bezeichnet werden, deutlich. Die Aggregation von Modellbausteinen und
damit ihre Abgrenzung gegeniiber ihrer Umgebung erfolgt anhand biologischer
Kriterien. Das wichtigste und aussagekréftigste Kriterium betrachtet dabei den
Austausch von Information zwischen der Funktionseinheit und seiner Umgebung.
Ist dieser Informationsflul im Vergleich zu Vorgéingen in der Funktionseinheit
sehr gering, so stellen die zusammengefaBten Elemente eine Einheit mit begrenz-
ter Autonomie dar. Besondere Kennzeichen dieser Einheiten sind (i) hierarchische
Strukturen und (ii) die Verarbeitung von Signalen durch lokale bzw. globale Si-
gnaltransduktionselemente. Um dem Anspruch gerecht zu werden, ganzheitliche
Modelle zu erstellen, d. h. Modelle, die das ganze biochemische Reaktionsnetzwerk
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umfassen, erlaubt das Modellierungskonzept die Beschreibung von Funktionsein-
heiten mit unterschiedlicher Komplexitét, d. h. die Funktionseinheiten werden
hinsichtlich ihrer Struktur und ihrem Verhalten je nach vorhandenem Wissen
und Anwendung des Modells beschrieben.

Ein zentraler Punkt dieser Arbeit ist ein Verfahren zur Modellreduktion unter
Ausnutzung hierarchischer Strukturen in der Zelle. Dies ist fiir die Initiation der
Transkription bei einem Bakterium gezeigt. Bei dem untersuchten Fall sind meh-
rere Proteine als “Mitspieler” beteiligt. Das Prinzip, nach dem die Hierarchie
geordnet wird, ist in der Biologie ein altbekanntes: ausgehend von Vorgéngen,
die die ganze Zelle betreffen — das Allgemeine — hinunter bis zum einzelnen Stoff-
wechselweg — das Spezielle. Demnach steht auf der obersten Stufe der Hierarchie
ein fiir das Ablesen aller Gene notwendiges Protein, die RNA-Polymerase, auf
der untersten Stufe ein Protein, welches spezifisch fiir die Induktion oder die Re-
pression eines einzelnen Stoffwechselweges verantwortlich ist. Ausgehend von der
obersten Ebene erfolgt die Ermittlung der Signale zur Berechnung der Synthe-
gerate. Das Signal der obersten Ebene wird dabei durch die Eingangssignale der
folgenden Ebenen modifiziert, bis in der untersten Ebene das endgiiltige Signal
berechnet wird.

Das vorgestellte Modellierungskonzept ist auch Grundlage fiir ein rechnergestiitz-
tes Modellierungswerkzeug, welches den Benutzer bei der Erstellung der mathe-
matischen Gleichungen unterstiitzen soll. Es steht das objekt-orientierte Pro-
grammpaket CELLMOD zur Verfiigung, welches auf der Programmiersprache C*+
beruht. In diesern Modellierungswerkzeug sind elementare und aggregierte Mo-
dellbausteine implementiert, die in einer Textdatei oder (mit geringerer Funk-
tionalitéit) auf einer graphischen Bedienoberfliche ausgewihlt, parametriert und
verschaltet werden kénnen.

In der vorliegenden Arbeit wird exemplarisch gezeigt, dass die Anwendung des
vorgestellten Modellierungskonzeptes zu einem aussagekriftigen mathematischen
Modell fiihrt. Das untersuchte Phénomen der “Kataboliten Repression” beschreibt
die Unterdriickung der Synthese von Stoffwechselwegen in Anwesenheit einer do-
minanten N&hrstoffquelle. Als Beispiel hierfiir ist das Wachstum des Modellorga-
nismus Escherichia coli auf den Kohlenstoffquellen Glucose und Lactose unter-
sucht worden. In Anwesenheit von Glucose wird die Synthese der Lactose aufneh-
menden und abbauenden Enzyme reprimiert. Der Lactose- und der Glucosestofi-
wechsel sind Elemente einer hoher strukturierten Funktionseinheit - des crp Mo-
dulons. Diese Funktionseinheit zeigt beispielhaft wie die oben genannten Eigen-
schaften hierarchischer Aufbau und Signaltransduktionseinheiten in Beziehung
stehen. Ausgehend von einem Grundmodell sind Aspekte akueller biologischer
Arbeiten als Hypothesen formuliert und in Simulationsstudien iiberpriift worden.
Dabei zeigt sich, dass die definierten elementaren und aggregierten Modellbau-
steine eine tragfihige Basis zur Beschreibung des komplexen Wachstumsmusters
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des Organismus darstellen. Eine semi-quantitative Validierung des Modells er-
folgt durch die Nachbildung von Mutanten, die in der Literatur beschrieben sind
und fiir die zwar wenige, aber aussagekriftige Mefigréflen zur Verfiigung stehen.
Es ist ein Satz an Parametern ermittelt worden, der das Wachstumsverhalten der
vorgestellten Stimme sehr gut wiedergibt.

Summary

The understanding of the growth and production behaviour of microorganisms
requires a detailed knowledge in microbiology and genetics. To use the high poten-
tial of biological systems, e.g. in biotechnology, the knowledge has to be structured
and collected in an apparent form. This will be a basis for setting up mathematical
models.

The thesis starts with a presentation of the research field, followed by an intro-
duction in the modeling concept. In the thesis, a systematic approach to develop a
detailed metabolic model is introduced. The approach is based on the definition of
modeling objects (submodels) with defined in- and outputs. To guarantee a high
biological transparency the modeling objects can be assigned directly to cellular
units, e.g. a single enzymatic reaction step or e.g. complete pathways for trans-
port and degradation of carbohydrates. Elementary modeling objects represent
modeling objects with the highest resolution, i.e. substance storages, substance
transformers and signal transformers. Substance storages represent metabolites,
substance transformers stand for enzymatic reaction steps or polymerization steps
while signal transformers describe processes of signal transduction and processing.
A mathematical description is realized by assigning equations to the modeling
objects. The following chapter describes the aggregation of elementary modeling
objects to 'functional units’, i.e. units with higher complexity. Three criteria are
given to demarcate functional units. The most important one describes the orga-
nization according signal transduction and processing. Special characteristics of
functional units are (i) a hierarchical structure and (ii) signal processing in local
as well as global signal transduction elements.

An important point discussed in the chapter is signal processing in hierarchical
structured units. For the initiation of transcription, in general, activators or in-
hibitors interact with the RNA polymerase to modify the initiation frequency.
However, the influence of these effectors is limited to a small number of binding
sites, e.g. the lactose repressor Lacl has only one binding site on the whole E.
coli genome. Hence, the repressor will clearly influence the initiation frequency
of the lac operon, but it will not influence the overall distribution of the RNA
polymerase inside the cell. This fact is used in a new method to describe signal
processing. Every protein involved in transcription of a gene is assigned to one
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level in hierarchy. Signals are transduced from top level to the lower level, but
not vice versa.

A computer tool is necessary to set up models with a large number of equations.
The software package CELLMOD is based on C** and supports the modeler by
generating the required equations automatically. A number of elementary and
aggregated modeling objects are implemented. Central in this tool is a model
library for enzyme catalysed reactions, including about 42 entrys, starting from a
simple Michaels-Menten equation up to complex models for 4 reaction partners.

The modeling concept is applied to carbohydrate uptake in Escherichia coli. The
phenomenon of “glucose catabolite repression” means the repression of uptake of
carbon sources if glucose is present in the medium. Only if glucose has run out,
transport systems of other available carbohydrates are synthesised. This is due
to a complex signal transduction pathway starting from the main glucose upta-
ke system. The mathematical model developed in this thesis describes the main
glucose uptake system and further elements in the signaltransduction pathway.
They represent the highest level of control in a functional unit called crp modu-
lon, named after the final target of the signal transduction pathway, the protein
Crp. Besides the description of the signal transduction pathway, the metabolic
pathways for lactose uptake and degradation and for the glycolysis are also inclu-
ded in the model. Finally the simulation results are compared to data published
in the literature. The comparision of simulation results and experimental data
of a wild type strain and of strains which are genetically modified are in good
agreement.
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Anhang A

Modellreduktionsverfahren fiir
Reaktionssysteme:
Quasistationaritit — Schnelles
Gleichgewicht

In der Literatur werden einige Verfahren vorgestellt, die eine vereinfachte mathe-
matische Beschreibung von Reaktionssystemen erlauben. Okino und Mavrovou-
niotis [57] geben in einer Ubersicht die Gebiete “Lumping”, Sensitivititsanalyse
und Analyse der Zeithierarchien an. Beim “Lumping” wird die Anzahl der Zu-
standsgrofien durch Zusammenfassen in eine neue Zustandsgréfle reduziert. Bei
der Sensitivititsanalyse werden solche ZustandsgréBen eliminiert, die keinen oder
nur einen geringen Einflul auf das Verhalten des Systems haben. Bei der Analyse
der Zeithierarchien interessiert nur das Verhalten in einem bestimmten, vorge-
gebenen Zeitfenster. Vorgéinge, die schneller ablaufen, werden dann als einge-
schwungen betrachtet und mit algebraischen Gleichungen beschrieben. Um die
Verfahren der Zentrumsmannigfaltigkeit oder der Singuléren Stérungsrechnung
anwenden zu kdnnen, miissen die Systemgleichungen eine bestimmte Form besit-
zen. Verfahren wie das “Balancing” und die “Minimum simplification” sind in [70]
beschrieben.

Am hiufigsten werden jedoch die Schlagworte “Quasistationaritit” und “Schnel-
les Gleichgewicht” verwendet, wenn zur Berechnung von reaktionskinetischen
Gleichungen Modellvereinfachungen getroffen werden miissen. In diesem Anhang
wird gezeigt, wie fiir lineare Systeme beide Modellreduktionstechniken im Rah-
men der Modalanalyse behandelt werden kénnen. In einer Arbeit von Fraser wird
eine geometrische Interpretation der Verfahren gezeigt [14]. Schuster und Schuster
stellen die beiden Verfahren gegeniiber [67].
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A.1 Beispielsystem

Am Beispiel des folgenden Reaktionsmechanismus sollen auch die wesentlichen
Schritte, wie man zu vereinfachten Modellen kommt, vorgestellt werden. Als Bei-
spielsystem wird folgender Reaktionsmechanismus angenommen.

u* ki ko ko
S 81 2T s 2 (A1)

Die Bilanzgleichungen ergeben sich zu
5’1 = —]{315’1 + ]{3_15’2 + u* (A2)
8, k181 — (k_y + k2)Ss (A.3)

Zur Ermittlung der Kenngréfien des Systems bietet es sich an, das Gleichungs-
system zu normieren. Es ergibt sich mit der neuen Zeit 7 = k; ¢ (die Ableitung
nach der neuen Zeit ist mit einem Apostrophen gekennzeichnet)

Si = —Sl + Klsz +u (A4)

Sé = Sl - (Kl + AC)Sz mit (A5)
ke _ky

Kl = kl Ac= k;l (A6)

Die stationsiren Zustéinde des Systems lauten

K1 + Acu
Ac

u

5i° = Ac

555 = (A7)

Die Anwendung des Verfahrens der Modalanalyse erfordert die Berechnung der
Jacobi Matrix J und der Modalmatrix M. Damit ist eine Transformation des
Systems z,, in neue Koordinaten z,,, moglich. Fiir das lineare Beispielsystem
158t sich die Jacobi Matrix direkt aus den Gleichungen anschreiben.

-1 K,
J= ; (A.8)
1 _Kl — Ac
die Eigenwerte ergeben sich zu
—Ki — Ac—1— \/1+2(K; — Ac) + (K, + Ac)?
—Ky — Ac—1+/1+ 2K, — Ac) + (K, + Ac)?
2= 9 . (A.10)
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Mit dem Ansatz

Loy = Mzneu (All)
lautet das System in neuen Koordinaten
Fpew = MYIM + M 'bu= Az, + M tbu, (A.12)

mit der Diagonalmatrix A, die die Eigenwerte enthilt und dem Vektor 57 = [1 0].
Fiir das Beispiel ergibt sich die Modalmatrix M~! zu

o 1

= (A.13)
VA + (K + Ac— 1)2
-1 L (Ki+ Ac— 1+ /4K, + (K + Ac— 1)2)
(A.14)
1 L (1 Ky — Ac+ 1K, + (K + Ac— 1)?)

A.2 Modellreduktion

Der Begriff quasi stationéires Verhalten wird verwendet, wenn die Zeitkonstante
7; eines Modes viel kleiner als die Zeitkonstanten der anderen Moden ist.

T < T (A15)

Der Begriff “viel kleiner” ist in der Literatur nicht prézise definiert. Als Erfah-

rungswert dient folgende Faustformel 7; &~ 7.

Die Modellvereinfachung besteht nun darin, die Dynamik dieses schnellen Zu-

standes zu vernachlissigen und die zeitliche Anderung der ZustandsgroBe zu Null
zu setzen. Im folgenden sollen zwei Sonderfélle betrachtet werden.

Falll: K1 — 0

a. Ac<<1 k1 >> ks
Die Eigenwerte ergeben sich in diesem Fall zu

M= -1 — 71 =1  schnell (A.16)

X = —Ac — T = fic langsam (A.17)

Der erste Mode ist schnell; seine zeitliche Ableitung wird zu Null gesetzt.
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Nach der Umrechnung in die alten Zustéinde ergibt sich fiir S; eine algebraische
Gleichung und fiir S; eine Differentialgleichung. Die Ordnung des Systems ist um
1 reduziert. Fiir die alten Zusténde ergibt sich

8§35 = (A.18)

J

Sz = Slss — Ac Sz (Alg)
b. Ac>>1 k1 << kg

Die Eigenwerte ergeben sich hier zu

1
M =—Ac — =, schnell (A.20)

Ag=-1 — =1 langsam (A.21)

In diesem Fall ergibt sich nach Umrechnung in die alten Koordinaten eine alge-
braische Gleichung fiir S, und eine Differentialgleichung fiir S;.

S = u-% (A.22)

S,

ss _ Pl
S50 = Ac (A.23)

Fall 2: Ac — 0
Die Eigenwerte ergeben sich zu

M = -1-K; (A.24)
A =0 (A.25)

Das Verschwinden eines Eigenwertes deutet hier direkt auf eine Abhéngigkeit der
Zustandsgréflen hin.

Die Modalmatrix ergibt sich hier

(A.26)

w37

1 1

Der neue Zustand m; = —8; + K Ss weist grofie Ahnlichkeit mit einer Gleichung
auf, die gilt, wenn sich ein Gleichgewicht zwischen S} und S; eingestellt hat. Dann
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gilt 0 = —8; + K S,. Der erste Mode reprasentiert demnach das Einschwingen
des Systems auf einen Zustand, der dem Zustand im Gleichgewicht entspricht.

Zur Behandlung von Reaktionssystemen, in denen neben Reaktionen, die sehr
schnell ablaufen, auch Reaktionen, die langsam ablaufen, vorkommen, hat Cha [7]
eine Methode vorgestellt. Die Reaktanden, die im Gleichgewicht angenommen
werden, werden zu einer neuen Zustandsgréfie @ = Sy + S zusammengefafit.
In der Modalmatrix entspricht diese Vorgehensweise dem zweiten Mode my =
Si + Ss.

u* k fs
— Q 257 mig Js2 = 22 (A.27)
Es ergeben sich folgende Gleichungen fiir @
Q = Si+5 (A.28)
, Ac
Q —u—1+K1Q (A.29)
Fiir S; und S, erhilt man
K
S = fa@Q = 1+ K, Q (A.30)
S = foQ@= .. Q (A.31)
Y ‘O B '

Das Verfahren der Modalanalyse zeigt, dass die Annahme eines “schnellen Gleich-
gewichts” ein Sonderfall der Annahme von Quasistationaritét ist. In diesem Fall
existiert ein direkter algebraischer Zusammenhang zwischen den Zustandsgréfien,
was einen verschwindenden Eigenwert zur Folge hat. Wie oben gezeigt, gibt es
einen Zusammenhang zwischen der Modalmatrix M~ und der Methode von Cha.
Dies wurde bereits von Palsson und Lightfoot beobachtet [60], die das Phéno-
men jedoch nicht weiter verfolgten. Fiir komplexe Reaktionssysteme besteht die
Schwierigkeit in der Ermittlung derjenigen Kenngréfien, die die Anwendung einer
der beiden vorgeschlagenen Wege rechtfertigen. Fiir die Ableitung der kinetischen
Gleichungen fiir die Stoffwandler und zur Beschreibung der Wechselwirkungen
von Proteinen und DNA ist stets die Annahme eines schnellen Gleichgewichts
gemacht.
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Anhang B

Das Verfahren der stationiren
Stofffluflanalyse

Ziel des Verfahrens ist die Berechnung von Stoffflufiverteilungen durch ein ge-
gebenes Reaktionsnetzwerk mit Hilfe von Messungen der Aufnahme- und Pro-
duktionsraten extrazelluldirer Stoffe im stationsren Zustand. Kinetische Daten
werden fiir dieses Verfahren nicht benétigt. Die Zusammenstellung der theoreti-
schen Grundlagen basiert auf dem Buch von Nielsen und Villadsen [55]. Erste
Arbeiten, die sich mit der Berechnung von stationéren Raten bei chemischen
Reaktoren beschéftigen, gehen auf Madron et al. [43] zuriick. Eine wegweisende
Arbeit fiir die Berechnung der Stofflulverteilung bei Escherichia coli findet sich
bei Holms [21].

Eine alternative Vorgehensweise zur Berechnung von Stoffflissen stammt von
Varma und Palsson [81, 82]. Sie legen der Berechnung der Stofffliisse ein Optima-
litatskriterium zu Grunde. So konnte gezeigt werden, dass mit der Maximierung
der Wachstumsrate auch quantitative Aussagen gemacht werden kénnen, die gut
mit experimentellen Ergebnissen iibereinstimmen [83]. Das Verfahren wurde auch
zur Berechnung von FluBiverteilungen herangezogen, um optimale Produktaus-
beuten, bspw. an Aminossuren zu erhalten [80].

B.1 Theoretische Grundlagen

Im folgenden soll ein Netzwerk mit j katabolen Reaktionen (Ratenvektor 7), n,
intrazelluldren Metaboliten (Vektor z) und n; Substraten/Produkten betrachtet
werden. Mit der stéchiometrischen Matrix I zur Beschreibung der Reaktionsglei-
chungen gilt

Pz =0 (B.1)
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Die Bilanzgleichung fiir einen einzelnen Stoffspeicher ¢,; aus Kapitel 3 kann fol-
gendermaflen angeschrieben werden

J
C;m' = Z’)’j,‘fj — UCgi. (B2)

Matrix [ ist noch um die Abfliisse der Precursor z in die Monomersynthese zu
erginzen. Dabei mufy die Zusammensetzung der Makromolekiile Ma an Mono-
meren Mo sowie letztendlich die Zusammensetzung der Biomasse an Makromo-
lekiilen bekannt sein. Das Modell umfasse n,,, Monomere und n,, Makromo-
lekiile.

Fiir die Bildung eines einzelnen Monomers Mo; und eines Makromolekiils Ma;
gelten folgende Reaktionsgleichungen

TMoi .
Ymou 1 + Ymoyp T2 + -+ — Moy 1=1,Nme (B.3)
TMai i
YVmag, MO1 + Ymag, MO2 + --- —  May i=1,Mma, (B.4)

wobei angenommen wird, dass Makromolekiile nicht aktiv abgebaut, sondern
nur durch Wachstum verdiinnt werden. Monomere sind in einigen Féllen fiir die
Synthese anderer Monomere notwendig. Dies ist in der ersten Gleichung bereits
beriicksichtigt, indem auf der linken Seite der Reaktion nicht die Monomere, son-
dern gleich die entsprechenden Precursor auftauchen. Die Elemente +,,, werden
in der Matrix T'py,, die Elemente 7y, in der Matriz 'y, zusammengefafit.

Die stationére Syntheserate r,, ergibt sich mit der Konzentration an Makromo-
lekiilen ¢y, der spezifischen Wachstumsrate g und Gleichung (B.2) zu

T™™ae = H CMa> (B5)
die stationére Syntheserate s, ergibt sich zu
TMo = F?nn, TMa — M CuMos (BG)

auf Grund der hohen Flufiraten kann der Verdiinnungsterm hier aber vernachlissigt
werden. Obige Gleichung wird mit Gleichung (B.5) zu

TMo = Fﬁa H Cpg - (B7)
vereinfacht.

Fiir die i intrazelluldren katabolen Metabolite ergibt sich dann das Bilanzglei-
chungssystem zu .
e =1I0T¢ —TT ry, — pc. (B.8)
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Da der Verdiinnungsterm hier auch vernachléssigt werden, kann ergibt sich fiir
den stationéiren Fall mit Gleichung B.7 folgendes Gleichungssystem

0=1T% -T2 1T neye. (B.9)
Erweitert man Matrix I* um die entsprechenden stochiometrischen Koeffizienten
der Matrizen I'y,, [y und der Biomassenzusammensetzung cys, sowie den Ra-

tenvektor # um die Rate yu, errechnet sich das Gleichungssystem mit der neuen
Matrix I und dem neuen Ratenvektor r zu

0="ITr. (B.10)
Die stationére Gleichung fiir die [ extrazellulsren Stoffe S ergibt sich mit der

Durchflufirate D, dem Vektor der Zulaufkonzentrationen cgy, der Matrix I's und
der Biomassenkonzentration ¢, zu

0 =Dlcgz —cg) +IEre (B.11)

Das gesamte Gleichungssystem hat folgende Struktur
D
(csz — cs) [ T's ]
0 = Cg + r.
FT

TT

(B.12)

~ -

Der Vektor g der Aufnahme- und Produktbildungsraten besitzt die Dimension
(my + ny) x 1, Vektor r der intrazelluliren Fliisse die Dimension (j + 1) x 1 und
Matrix 77T die Dimension (n; +ng) x (j + 1).

Fiir die Berechnung von unbekannten Fliissen ist folgende Aufteilung der Vekto-
ren g, r und der Matrix 77 zweckmiBig:

/. r T Ty
q= q = [ r k :| CI{T = T3 T4 (B13)
nk T5 Tﬁ

gemessene extrazellulire Metabolite (dim m)
nicht gemessene extrazellulire Metabolite (dim c)
intrazellulére Metabolite im ’steady state’ (dim o)

7, bekannte intrazelluldre Raten (dim k)
r, unbekannte intrazellulire Raten (dim u)
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Folgende Fille sollen betrachtet werden:
Fall: m —u+0=0
Mit den Matrizen A und B

Tg 0 I _Tl
A=|T, —I B=|0 -T |, (B.14)
Ts 0 0 Ty

und A quadratisch, det(A) # 0 ergibt sich der Vektor der unbekannten intrazel-
luléren Raten und der nicht gemessenen extrazelluldren Raten zu

[T"] = A™'B [qm] (B.15)

q. Tk

Fallll: m —u+0> 0

Hier ergibt sich ein iiberbestimmtes System und es besteht die Mglichkeit Mef3-
fehler in das Verfahren zu integrieren. Mit dem MeBfehler § ergibt sich die Mes-
sung zu

q,=4,+96 (B.16)

Der Fehler sei normalverteilt und besitze die Kovarianzmatrix F. Das Residuum
€ ergibt sich zu

e:B[qm]—A[“] (B.17)

Tk q,

Die Losung fiir das Optimierungsproblem min(ef F~1¢) lautet:

i) -yt ees[n] e

c k

Der geschitzte Fehler ) ergibt sich mit zjm =Tiry +Taf zu

b=qg —4¢ (B.19)
Mit der Testfunktion h mit ) .

h=86F1§ (B.20)

148t sich die Giite der Schiitzung ermitteln. h ist x? verteilt mit dem Freiheitsgrad
m — u + o. Wenn fiir ein Konfidenzintervall & > x? gilt, dann ist die Schéitzung
als unbefriedigend zu betrachten.
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B.2 Experimentelle Ergebnisse

Fiir einen exemplarisch ausgew&hlten Fermentationsprozess bei Wachstum auf
Glucose unter aeroben Bedingungen sollen die Ergebnisse vorgestellt werden. Die
Experimente wurden am Institut fiir Systemdynamik und Regelungstechnik der
Universitét Stuttgart durchgefiihrt. Das Netzwerk umfafit j = 42 Reaktionen,
ng = 26 intrazelluléire Metabolite, [ = 8 Substrate/Produkte, 7, = 44 Monome-
re und 7, = 7 Makromolekiile. Die Anzahl der bekannten intrazelluliren Raten
betréigt n;y = 8. Dabei sind solche Raten, die nur bei anaeroben Bedingungen
bzw. bei Wachstum auf anderen Zuckern relevant sind. Diese konnen fiir dieses
Experiment zu Null gesetzt werden.

Tabelle B.1 fafit die Werte aus dem Experiment zusammen. Messungen der Ma-

Tabelle B.1: Zusammenstellung der Mefiwerte der Makromolekiile, der Aufnahme-
bzw. Produktbildungsraten sowie weiterer Versuchsdaten. ®*geschiitzte Werte

Makromolekiil [g/eTM] Aufnahme/Bildung [mmol/gTM h]

Protein 0.610 Glucose Aufnahme 5.41
RNA 0.170 Ammonium Aufnahme 3.73
DNA 0.033 Oy Aufnahme 9.06
Lipid 0.084 CO; Bildung 9.70
Glycogen® 0.033 Lactat Bildung 0.0
Peptidoglycan® 0.033 Formiat Bildung 0.0
Lipopolysach.® 0.033 Acetat Bildung 3.13
Ethanol Bildung 0.0
weitere Daten
Biomasse 0.61 [gTM/]I] DurchfluBrate 0.3 [1/h]
Gasdurchsatz 60 [1/h]

kromolekiile Glykogen, Peptidoglycan und Lipopolysacharrid liegen nicht vor und
sind abgeschiitzt. Die fiir die Berechnung der Fliisse bendtigten Matrizen T, T'g,
Tyno und Ty, sind der Arbeit von Sauter [68] entnommen. Abbildung B.1 zeigt
die Flufiverteilung fiir das ausgewéhlte Experiment.
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Figure B.1: Berechnete FluBlverteilung fiir ein exemplarisch ausgewihltes Experiment:
Aerobes Wachstum auf Glucose bei einer Durchflufirate von D = 0.3 [1/h]. Die Flu8-
raten sind die geschéitzten Werte. Die gemessenen Werte stimmen mit den geschétzen
Werten gut iiberein. Die Testfunktion A legg‘ibt sich hier zu A = 2.07 und ist fiir das
gewihlte Konfidenzintervall von 95% ausreichend.



Anhang C

Zusammenstellung der
Modellparameter

C.1 Parameter des Modells in Kapitel 7

Zentraler Abbau

Pgi

Tz 4730.58  ‘aus Flussverteilung berechnet

Ks 049 Bindungskonst. Substrat/Produks [69]
Pfk

Tmaz  4115.27  aus Flussverteilung berechnet

Ks  0.03 Bindungskonst. Substrat [5]

Ks 006 Bindungskonst. Aktivat. ADP [5]

K 1.79 Bindungskonst. Inhib.PEP [5]

N 4 Anzahl Zentren [5]

L 4000000 Verhiltnis R/T Konformationen [5]
Fda

I'maz D143.15 aus Flussverteilung berechnet
Ko  0.324 Bindungskonst. Substrat [2]
Kso 0.215 Bindungskonst. Produkt [2]
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Z. A. (Forts.)

Gap
Tmaz 261967.21 aus Flussverteilung berechnet
Ks1 4.8 Bindungskonst. Substrat (empirisch)
Kso 4.8 Bindungskonst. Produkt [28]
Eno
T'maz 13373.99 aus Flussverteilung berechnet
Ks 0.24 Bindungskonst. Substrat [72]
Pyk
Tmaz 12286.96 aus Flussverteilung berechnet
Ks 0.20 Bindungskonst. Substrat [71]
Ka 0.10 Bindungskonst. Aktivat. FDP [71]
FluB Biosyn.
KBger 27.03 aus Flussverteilung berechnet
KpPWereer 394.59 aus Flussverteilung berechnet
Brewsp 24.39 aus Flussverteilung berechnet
Brrioser 42.55 aus Flussverteilung berechnet
kP PWayusr 135.14 aus Flussverteilung berechnet
KPPWrrigeer  31-84 aus Flussverteilung berechnet
kBype 1866.67 aus Flussverteilung berechnet
kBppe 1142.86 aus Flussverteilung berechnet
krcappp 4714.28 aus Flussverteilung berechnet
Bore 6877.78 aus Flussverteilung berechnet
Lactose
LacY
k 115000.0
Kg 0.32 Bind. konst. Substrat Simulationsst.
(0.064) [25]
Kr 0.05 Bindungskonst. Inhibitor
(0.048-0.11) [59]
LacZ
Keraupe =k 202164.89 aus Flussverteilung berechnet
Ks 12.2 Bindungskonst. Substrat [41]
Knepen = kT 12000 Simulationsstudie
a 0.1 Simulationsstudie
Lacl
K3 1.22e-9 Bindungskonst. DNA [36]
Kb 2.44e-4 Bindungskonst. Allolactose [36]
¢Enzym Syn.
Kk’ 4600 Rechnung aus max. Wert [26]
CDNA 1.32e-5 eigenes Experiment
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PTS Glucose
Schritt 1

Schritt 2

Schritt 3

Crp

Crp Synth./Abbau

Cya

cAMP Abbau

Cya Synth./Abbau

ky
Kn
Kio
[
CEIo

ko

Ka
CHPro
CEI1A0

ks
Kaices
Kaie

KEI IAP

Klac
Keya
Kcrpl
Kc'rp2
Ky
Kb
Ky
Kz
[0

CN

k7
CpNa
kmb

ksyn
KEI IAP

kuut

k7
CpNa
kab

1e9
0.67
0.04
1.334
0.012

300000
0.77
0.12
0.105

200000
0.0012
0.08
0.0085

2.44e-5
2.44e-5
2.44e-5
2.44e-4
2.44e-5
2.44
16.42
0.165
0.01
6.6e-4

400

1.32e-5
0.6

100000
10

126
400

1.32e-5
0.6
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aus Flussverteilung berechnet
GG-Konstante [64]
GG-Konstante [64]

k[/k}_n aus [64]

Gesamt EI [64]

aus Flussverteilung berechnet
GG-Konstante [64]

Gesamt HPr [64]

Gesamt EITA [64]

aus Flussverteilung berechnet
Bindungskonst. Substrat [61]
Bindungskonst. Simulationsstudie
Bindungskonst. Substrat [61]

Bindungskonst. DNA [37]
Ubernahme der Daten fiir lac
Ubernahme der Daten fiir lac
Faktor 10 schwicher
Ubernahme der Daten fiir lac
Bindungskonst. cAMP [37]
Simulationsstudie ¢; = 0.057
Simulationsstudie 1, = 0.858
Simulationsstudie

ca. 40-50 Bindungsstellen

Rechnung aus max. Wert [26]
eigenes Experiment
Simulationsstudie

Simulationsstudie
Simulationsstudie

(85]
Simulationsstudie

eigenes Experiment
Simulationsstudie



Glucose

Gle - Transporter

Comaz 14000 Simulationsstudie
Ks 0.18 Bindungskonst. Substrat
Glk
Tmaz 45552.11 aus Flussverteilung berechnet
Ks 0.16 Bindungskonst. Substrat Simulationsstudie
(16.3)  [15]
K; 13.17 Bindungskonst. Inhib. Gle6P [15]

weitere Parameter

MGegi: 180.2¢e-6
MGpree 332.0e-6

YPTS 3.05e-5
Yaic 3.05e-5
YLacY 10e-5

Anmerkungen

a Die maximale Reaktionsrate r,,,; setzt sich aus spezifischer Aktivitét £ und
der Enzymkonzentration cgp zusammen: 7., = kcgg. Da fiir viele Fille
die Enzymkonzentration gar nicht bekannt ist, die maximale Rate sich aber
berechnen léfit (siehe b), wird die Enzymkonzentration nicht explizit im
Modell verwendet.

b Die maximale Reaktionsrate r,,; 148t sich berechnen, wenn die stationéren
Fliisse g bekannt sind. Diese lassen sich bspw. mit der Methode der stati-
ondren FluBanalyse berechnen (sieche Anhang B). AuBerdem miissen noch
die Konzentrationen der beteiligten Metabolite cpr; aus Messungen ermit-
telt werden. Fiir das vorgestellte Modell sind Werte aus der Literatur [42]
entnommen. Der reaktionskinetische Ausdruck 188t sich in allgemeiner Form
folgendermaflen anschreiben:

Z (CM,')
o = Tmaz 5 C1
0 N (CM,) ( )
dies 1886 sich nach 7,4, auflésen
To N (CM,')
Tmaz = . C.2
Z (CM,') ( )
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¢ Analog der Vorgehensweise von b 148t sich die Konstante & fiir die Abfliisse
in die Biosynthese ermitteln.

To

k= (C.3)

CM

d Die Translation ist nicht modelliert. Die Translationseffizienz kann damit
& =1 gewahlt werden.

C.2 Parameter des Modells in Kapitel 8

Aufgrund der geringen Anzahl der Mefigréfien und dem priméren Ziel einer semi-
quantitativen Beschreibung der Experimente wurde auf den Einsatz eines rech-
nergestiitzten Identifikationstools verzichtet. Zur Anpassung mufiten nur einige
wenige Parameter modifiziert werden. Diese betreffen das PTS sowie die Expres-
sion der Lactose Gene.

In der verwendeten Literaturstelle sind keine Angaben zu finden, ob bei den
Experimenten Nebenprodukte gebildet wurden. Bei den Mutanten ist zudem zu
beobachten, dass die Wachstumsrate beim Wachstum auf beiden Zuckern sehr
viel geringer ist, als bei Wachstum auf Glucose allein (dies trifft nicht bei der
Zugabe von IPTG zu; dort ist eine dhnliche Wachstumsrate zu beobachten). Eine
plausible Erklérung fiir dieses Verhalten ist bis jetzt noch nicht gefunden, so dass
die Parameter +y; zur Berechnung der Wachstumsrate fiir jede Mutante bestimmt
wurden.

Die Parameter, die die Mutation kennzeichnen, sind mit einem e versehen (im
Referenzstamm sind im Vergleich zum Ausgangsstamm in Kapitel 6 ebenfalls
Mutationen eingebracht).

127



L8UV5 Referenzstamm

PTS

ky 8e+5

ks 1.07e+5
¢Enzym Synthese Lactose

Kk 4600

kNeben 170

«a im Crp Block 0.7 .
Wachstumsrate

YpPTS 3.05e-5

YGie 3.05e-5

YLacy 6.6e-5
L8UV5 crp Mutante
Lactose

kab 0.14
Crp

CDNAcrp le-30 .
Wachstumsrate

Yaic 1.1e-5

YLacy 1.8e-5
L8UV5 crp Mutante,
+ pth111 Plasmid
Crp

CDNAgrp 1e-30 °
Glucose PTS

CEIICBO 0.01 (konstant) e
Wachstumsrate

YaGic 3.1e-5

YPTS 3.1e-5

YLacY 5.6e-5
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L8UVS5 + IPTG

Lactose
kap 0.16
Wachstumsrate
YGie 2e-5
Yprs  2e-5
Viacy  3€-5
L8UV5 + LacYt
Lactose
CLacvo 0.045 (konstant) e
kap 0.9
Wachstumsrate
Yaie 0.6e-5
vprs  0.6e-5
YLacY 4.1e-5

L8UV5 crp Mutante,
+ pha7 Plasmid

Crp

Corpo 0.005 (konstant) e
fLactose

K 3000
Wachstumsrate

YaGic 2.75e-5

yprs  2.75e-5

YLacYy 9e-5

Anmerkungen

e Beim Wild-Typ ist davon ausgegangen, dass der Promotor schwach ist und
durch Crp aktiviert wird. Der Referenzstamm besitzt den bla Promotor
anstelle des Crp abhingigen Promotor, was in damit unabhéngig von Crp
macht.

f Die experimentellen Daten zeigen, dafl die Expressionsrate fiir LacZ geringer
ist, als bei den anderen Experimenten und im Modell durch die konstante
Expression von Crp nicht erklirt werden kann. Der Wert dieses Parameters
ist deshalb veréindert, um eine gute Anpassung an die Daten zu erhalten.
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