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“Das Leben ist ein wirbelnder Strom, bald lebhaft und bald
trage, vielfaltig oder einheitlich, desserRichtung konstantbleibt,
der Partik el von immer den gleichen Stoffen mit sich fortr eisst,
ununterbrocheneinzelnevonihnen aufnimmt und andere entlasst
- aber so,dassdie Form deslebendenKor persdasWesentlichste
bleibt, nicht seineMaterie.”

GeogesCuvier (franzosischeBiologe,1817)
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Abkurzungsverzeichnis

1. Formelzeichen

| Formelzeichen] Bezeichnung | Einheit
r Reaktionsrate [ mol/gTSh]
I max MaximaleReaktionsrate [ mol/gTSh]
k Geschwindigkitskonstante [gTS/ mol h], [1/h]
K Gleichgavichtskonstante [-]
Yoz SauerstdfVolumenfraktion [-]
Yco2 Kohlendioxid-\6lumenfraktion []
Po2 Sauerstdpartialdruck [-]
D Verdlinnungsrate [1/h]
Spezi scheWachstumsrate [1/h]
q Volumenstrom [I/h]
Ve Fermenterglumen [
roz Stoffibeigang [mol/l h]
K Stoffibelgangszahl [m/h]
A Phasengrenz ache [m?]
a VolumenbezogenBhasengrenz ache [1/m]
kia Volumenbezogenetoffiibegangskefzient [1/h]
Pso2 MesswertSauerstdpartialdruck [-]
I Integratorinhalt [g h/l]
P Reglerverstarkung [-]
c GleichgavichtskonzentratiorPhasengrenz ache[g/l]
e Regelabweichung [0/l]
y StellgroRe [I/h], [U/min]
Ymin Minimalwert Stellgro3e [I/h], [U/min]
Ymax Maximalwert Stellgro3e [I/h], [U/min]
Ti Nachstellzeit [h]
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Parameterektor

b Reglerparameter [1/h]

A Hau gkeitsfaktor [1/h]

Ea Aktivierungsenegie [J/mol]

R AllgemeineGaslonstante [J/mol K]

T AbsoluteTemperatur [K]

[¢ Konzentrationsektor [ mol/gTS]
b

2. Abkilrzungen

Die Bezeichnungenler Geneerfolgt im Dreibuchstabenéde nachBerlyn [11].
Ein Protein/EnzymwelchedeispielsweisdurchdasGenscrY kodiertwird, tragt
danndie BezeichnungscrY.

Abkurzungenfir Metaboliteund Proteinesindin der folgendenTabellezusam-

mengeasst.
| Abk. | Name |
PTS Phosphotransferasesystem
PTSs Phosphotransferasesysteme
PEP Phosphoenolpuvat
Prv Pyruvat
Glc D-Glucose
Scr SucrosgSaccharose)
eScr extrazellulareSucrosgSaccharose)
ScréP Sucroses-phosphat
Glc6P Glucose6-phosphat
Fru Fructose
Fru6P Fructoses-phosphat
FDP Fructosel,6-bis-phosphat
3PG 3-Phosphoglycerat
T3P Triose3-phosphat
Gly 3P Glycerin3-phosphat
CyaA Aderylatcyclase
cAMP Zyklisches3',5'-Adenosinmonophosphat
CrpA CAMP receptoiprotein
El Enzyml derPTSs
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EIP phosphorylierte&l

EID El-Dimer

EIDP monophosphorylertdsi-Dimer

EIDP2 diphosphorylierte&l-Dimer

HPr HitzestabiledroteinderPTSs

Ell Enzymll derPTSs

ENACT EllA carbohydrateepressionmesistance

EIIBCS® /ScrA

sucrosespezi schdPTS-Transporter

EIICBCI® glucosespezi schelPTS-Transporter
ScrB Sucrose-6-phosphatveartase

ScrY sucrosespezi schelorin

ScrK ATP-abhangigé&ructokinase

ScrR Sucrose-Repressor

GlpK Glycerol-Kinase

GlpF GlycerolMIP channel

LacY LactoseMFS transporter

DgsA/Mic deoxyducosesensitive (Transkriptionsrgulator)
MCP methylacceptingchemotaxigproteins
CheA ChemotaxiKinase-phosphotransferase
CheY Chemotaxis-Rgulatorprotein

CheW Purinbindende€hemotaxisprotein
Chez Chemotaxisprotein

PgiA Phosphoglucose-isomerase

PfkA 6-Phosphofructokinase

FbaA Fructose-bis-phosphat-aldolase

GapA Gylceraldehy®-phosphat-dehydrogenase
Pgmi Phosphoglycerat-mutase

PykF Pyruvat-kinasd

ArcA/B respirationcontrolproteins

Ntr Nitrogen-Rgulatorprotein
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Zusammenfassung

In der modernerbiologischenForschungist mehrund mehrein ganzheitliches
BetrachterzellularerProzessegefordert,um zu einemglobalenVerstandnigier
betrachteterSystemezu kommen.Dies ist Vorraussetzungir eine verstarkte
und effektivereNutzungdieserSystemen Medizin, Biotechnologieundanderen
GebietenDie mathematisch&odellierungverbundenmit einersystemtheoreti-
schenAnalysebieteteinenAnsatzmit derdembiologischenPhanotypugrunde
liegendenrKomplexitdt umzugehenNebendenmetabolischeNetzwerlen muis-
sendabeivor allem auchdie komplexen regulatorischerStrukturenund die Si-
gnalwerarbeitungnitbetrachtetverden.

In dieserArbeit wird die bakterielleSignaherarbeitungam BeispieldesSucrose
Phosphotransferasesyste(BsicrosePTS)im BakteriumEsderichia coli unter
sucht.Die etwa 20 verschiedeneiPhosphotransferasesyste(® Ss)der Zelle
erfillen nebendem TransportzahlreicherKohlenhydrateauchdie Funktion ei-
nessignaherarbeitende®ystemsExtra-undintrazellulareSignalewerdenin der
ausvier Proteinenbestehendeiette in wichtige regulatorischeSignaleumge-
setzt,die vor allemdenKohlenstofmetabolismusind die Chemotaxisetrefen.
Im Rahmender Arbeit wurde ein detailliertesdynamischesnathematischello-
dell desSucrosePTS sowohl beziglichdesTransportesals auchder Signaler-
arbeitungentwickelt unddieseanit zahlreicherexperimentellerUntersuchungen
validiert. Die Arbeit stellt damit aucheine Vorgehensweis@n neuentstehenden
Forschungsgebiedystembiologiexemplarischdar.

Die experimentellenUntersuchungenvurdenim Fermentermit dem gentech-
nischverandertesucroseposiienW3110-DervatEserichia coli LJ210durch-
gefuhrt.Verwendetwurdeein mittels ElementaranalyseptimiertesMedium. Es
wurdeeine Regelstratgie fir Fermentationemit niedrigerGelostsauerstéon-
zentratiorentwickelt. Ein experimentellelSchwerpunkterArbeitist die ausfuhs
liche UntersuchunglerMethoderzur Bestimmungntra- undextrazellulareMe-
tabolite. Geradedie MessungintrazellularerMetabolitestellt wegender kurzen
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turn-over-Zeitenvon wenigenSekundereinenkritischenAspektder Modellvali-
dierungdar. Einige MethodenmussteraufgrundnachgaieseneEnzymakivitét
bei niedrigenTemperaturerum O C verworfen werden.Eine Probenahmetech-
nik auf derBasisderdirektenlnjektion der Fermentationsbriihe einekochende
Ethanol-Pufer-Losungkonnteerfolgreichgetestetindangevendetwerden Eini-
geintrazellulareKonzentrationekonntenso bestimmtwerden.

Fur die Modellbildungwurde ein systematischeAnsatzverwendetder auf der
Abgrenzungvon biologischenfunktionellen Einheitenberuht. Nebenden ver-
wendeterbiologischmotiviertenKriterien wurdeein formalererAlgorithmusun-
ter Verwendungvon Clusteranalyseur AbgrenzungdieserEinheitenmit limi-
tierter Autonomie vorgeschlagenFur E. coli konnte eine funktionelle Einheit
“K ohlenstof-Metabolismus”abgerenztwerden,in der dasPTS eine zentrale
Rolle in der Signalerarbeitungnnehat.Als UntereinheiterkonntendasSucro-
sePTSunddie Glykolyseidenti ziert werden.

DasModell fir dasSucroséPTSwurdemittelsderdetailliertenBeschreilnngder
KomplexbildungunddesPhosphattransfersvischerdeneinzelnerProteinerder
Ketteformuliert. Die ParametedesModells konntenausder Literatur (in vitro),
beziehungsweideeruhendufeigenerMessungeidenti ziert werden Simulati-
onsstudiemestltzvonexperimentellerBeobachtungereigtendasssichdasdy-
namischéVerhaltendesPhosphoryltransfersinerhalbdesPTSim Bereicheiner
Sekundeabspielt,so dassfiir ganzheitlicherdBetrachtungemler regulatorischen
FunktiondesPTSim OrganismuseineBeschreibing von stationarerKennlinien
ausreichendavar. Die schnellendynamischen/organgekonntenhier vernachlas-
sigtwerden FirstationardBetrachtungemwurdedasVerfahrenderMetabolischen
Flussanalyse&erwendetEin Kennlinienfeldgemessendkonzentrationenvurde
zur Beschreibnngder Abhangigleit desPhosphorylierungsgratesPTS-Proteins
EIIAC'" von denEingangsgroReextrazellulareSucroseknzentratiorund intra-
zellularesPEP:Pyruat-\Verhaltnisgenutzt.

Zur ValidierungdieserErgebnisseindzurldenti kation sensitver Parametewur-
denExperimentanit variiertenEingangsgrof3edurchgefiihrunddasAusgangs-
signal EIIAC'"-Phosphorylierungsgragestimmt.Es wurdenhierbeisowohl sta-
tionareBedingungerbei verschiedeneWerdiinnungsratennd Gelostsauerstbf
konzentrationenals auchdynamische/eranderungemittels verschiedeneAn-
regungenuber die extrazellulareSucrose&nzentrationbetrachtetHier wurden
Puls-, Sprung-und Fiitterungsstop-Experimentizirchgefiihrt Die Ubereinstim-
mung zwischenExperimentund Simulationsegebnissererwiessich nachPara-
meteranpassundgls gut. Gleichesgilt auchfir ein erweitertesModell, dasdie
Glykolysemiteinschlief3t.
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In abschlielRendeweiterfihrenderSimulationsstudierwurde das Modell ver
wendet,um offene biologischeFragestellungerzu bearbeitenNebender Ver-
anderungder signaherarbeitendeitigenschaftemlesSucroseP TS bei Verande-
rung von PTS-Proteinknzentrationenvurde die PTS-\ermittelte Kohlenhydrat-
ChemotaxidetrachtetDie nichtphosphoryliert&orm einesPTS-Proteingonn-
te hier als mdglichesVerbindungsgliedczur Chemotaxis-Signakte identi ziert
werden.

In einemabschlielRendeAusblick werdenallgemeinereaktuelleFragendesjun-
genForschungsgebiete&dystembiologi&urz umrissen.
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Summary

Modern biological researchand biotechnologicabpplicationrequiresmore and
more a holistic view on cellular processe$or a global understandingf the ob-
sened system.This enablesa moreef cient applicationof thesesystemsn me-
dicin, biotechnologyandother elds. Mathematicamodelingcombinedwith sy-
stemtheoreticabnalysigrovidesaef cient approacho dealwith theunderlying
biological compleity. Besidecomplex metabolicnetworks complex regulatory
structuresandsignaltransductiometworks have to be consideredalso.

In this thesisthe bacterialsignal processingwvas investigatedconcerningas an
examplethe sucrosephosphotransferasystem(sucrosePTS)in the bacterium
Esderichia coli. The about20 different phosphotransferasgystemgPTSs)of

thecell full Il besideghetransporif variouscarbohydrateslsothefunction of

onesignalprocessingystemExtra-andintracellularsignalsarecorvertedwithin

the PTSproteinchainto importantregulatorysignalsaffecting especiallycarbon
metabolismandchemotaxisA detaileddynamicalmodelof the sucroséPTShas
beendevelopeddescribingtransportand signal processingunction. The model
hasbeenvalidatedwith numerousexperiments.This approachis typical in the
new evolving researcheld of systemsiology.

The experimentalinvestigationswere performendin a CSTR using the sucrose
positive derivative LJ210,basedon Esderichia coli strainW3110.The medium
componentsvereoptimizedby analyzingthe elementarycompositionof thecell.
A controlstratgyiefor fermentationsvith low disolvedoxygenconcentrationsas
developed.A main experimentafocusof this thesiswasthe detailedinvestigati-
on of methoddor determiningntra- andextracellularmetaboliteconcentrations.
Especiallythemeasuremertf intracellulammetabolitesvascritical for thevalida-
tion becaus®f very shortturn overtimesof somesecondsSomemethodshadto
be rejectedbecausenzymeactvity wasnot stoppedsufciently attemperatures
near0 C. A samplepreparatiortechniqueusinga boiling ethanolbuffer solution
wassuccessfullfestedandapplied.Someintracellularmetaboliteconcentrations
couldthereforebe measured.
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For the modelinga systemati@approachwasused.Here complex metabolicnet-
worksweredecomposethto smallerfunctionalunits.Besidetheusedbiological-
ly basedcriteriafor the demarcatiorof suchunits, a formal algorithmbasedon
clusteranalysisvassuggestedConcerninge. coli afunctionalunit “carbonmeta-
bolism” couldbede ned. Herethe PTSplayeda centralrole in signalprocessing.
As sulunits,the sucrosd”TSandthe glycolysiscouldbeidenti ed.

The sucrosePTSmodelwasformulatedusinga detailleddescriptionof complex
formationand phosphatdransferbetweernthe chainproteins.Model parameters
weretakenfrom literateor wereidenti ed with own experimentsin steadystate
calculationsmetabolic ux analysiswas used.Simulationstudiestogetherwith
experimentalhints shaved that the dynamicbehaiour of phosphatdransferin
the PTSrunswithin onesecond.Thereforefor doing a more global investigati-
on a descriptionof steadystatecharacteristicsvas sufcient for describingthe
signaling propertiesof the sucrosePTS. A characteristiceld of measuredra-
riablesdescribedhe degreeof phosphorylatiorof the PTSproteinEIIAC'" asa
functionof theinputvariablesextracellularsucroseoncentratiomndintracellular
PEP:pyruvateratio.

For validatingtheseresultsandfor the identi cation of somesensitve parame-
ters experimentswere performedwith variedinput variables.The outputsignal
degreeof phosphorylatiorf EIIAC' wasmeasuredSteadystateconditionswith
varyingdilution rateanddisolvedoxygenconcentratiomnddynamicalvariations
applyingdifferentstimuli to the culturewereconsideredfFurthermorepuls, shift
and stop feedingexperimentswith limiting sucroseconcentrationsvere perfor
med. Simulationand experimentalresultsmatchedwell. The sameholdsfor the
expandedsucroséPTSandglycolysismodel.

In continuatve simulationstudiesthe identi ed modelis usedto addresssome
openbiological questionsThe changeof the signalingbehaiour with changing
PTSproteinconcentrationsvasinvestigatedaswell asthe PTSinducedcarbohy-
dratechemotaxisThe unphosphorylatefbrm of the El dimerwasidenti ed as
themostlikely link to the chemotaxisignalchain.

In a shortoutlook, a few relevantandgeneralquestionsoncerningthe evolving
systemsiology weresummarized.
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Kapitel 1

EinfUhrung

1.1 Ubersicht

Fur dasbeginnende21. Jahrhunderstellendie Biologie und Biotechnik zentra-
le Wachstumsgebietdar. Dies trifft sovohl auf Forschungund Lehre, als auch
auf die technischaund wirtschaftlicheUmsetzungzu. Zahlreicheneu etablierte
Forschungsbereichend Studiengangesawie die Griindungswellebiotechnisch
ausgerichteteFirmenbelegendies.

EinezentraleRolle spielendabeidie gentechnisch&estaltungsowie die medizi-
nischeundtechnischéNutzungzellularerSystemeDie Umsetzungnolekularbio-
logischerErkenntnisserfordertein ganzheitliche¥erstandnisler Funktionswei-
sesolcherSystemegdasaberbisherkaumvorhandenst. Diesist zumeinendarauf
zurtick zu fuhren, dassein Grof3teilder experimentellenUntersuchungeiisher
gualitatver und beschreibendadatur und auf dasVerstandnisiologischerDe-
tails ausgerichtetst. Quantitatve Datensind dahernur unzureichendrerfigbar
Allerdings werdenhier durch die fortschreitendeNeuentwicklungund Verbes-
serungvon AnalysemethodedeutlicheFortschritteerzielt. Doch auchdie weit-
gehendeGesamtedssungdes Systemzustandesird aufgrundder Komplexitéat
der Systemenicht automatisctzu einemganzheitlicherverstandnigunktionaler
Zusammenhang#ihren. Zellulare Systemesetzensich aus Funktionseinheiten
zusammendlie aufgrundihrer physiologische-unktion,ihrer genetischestruk-
tur oderihrer Signalerarbeitungund Regulation gegeniiberihrer Umwelt rela-
tiv abgeschlossesind und damiteinebeschranktéutonomiebesitzen73, 82).
Sowohl zwischenden Funktionseinheitenals auch zwischender Vielzahl von
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Q Informatik

=
Biologie System-
wissenschaften

Abbildung 1.1: Systembiologie(Biosystemtechnik)als interdisziplinaresAr-
beitsgebiet

Komponentenausdeneneine Funktionseinheitm Allgemeinenbestehtgxistie-
rendurchStoff- undinformations tissevermittelte komplexe Wechselirkungen.
Dasganzheitliché/erhalterzellularerSystemest gedanklickkaumnachwllizieh-
bar. Esbestehdeshalbdie Gefahr, dassexperimentelleBefundefehlinterpretiert
werdenundzu falschernSchlussfolgerungefiihren.

DasErreicheneinerquantitatvenund ganzheitlicherVerhaltensbeschraing er-

fordert eine system-und signalorientierteBetrachtungsweiseellularer Funkti-

onseinheitenDazumussdie groReMengezu verarbeitendeDatenso aufberei-
tet werden,dasssie fur systemwissenschaftlichBetrachtungerzur Verfigung
stehenDie Informatik leistethier einenwichtigenBeitrag.Esist dahereineen-
ge Kooperationvon Biologen, Systemwissenschaftlenmd Informatikern erfor-

derlich (Abb. 1.1). Eine solchefachubegreifendeZusammenarbeist der For-

schungsschwerpunislystembiologi€BiosystemtechnikylerUniversitatStuttgart
[http://www.sysbio.de]in demdie vorliegendeDissertatiorentstanderst.

Die Arbeitbehandeltelie Signalherarbeitungyon BakterienamBeispieldesPhos-
phoenolyruvat:Sucros&hosphotransferasesysté€aucrosé”TS)in Esderichia
coli. E. coli hatetwa 20 Phosphotransferasesyste(fd Ss).Diese Transportsy-
stemestellenzugleichein wichtigessignalerarbeitendeSystemdesBakteriums
dar Sowvohl die extrazellulareKonzentratiorantransportierteniKohlenhydratals
auchderintrazellulareEnegiezustandler Zelle werdenauf biologischeArt ver
rechnetund verschiedeneegulatorischwirkendeSignaleerzeugtdie denMeta-
bolismusderZelle aufvielfaltige Art beein ussenZiel derArbeit wares,einma-
thematische$lodell desSucroseP TS aufzustellendieseanit geeigneterExpe-
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rimentenund analytischerMethodenzu bestatigerunddie Nitzlichkeit desMo-
dells anhandvon weiterfiihrenderSimulationsstudierzu aktuellenForschungs-
aufgaberzuzeigenDie Arbeit hattesowvohl biologische alsauchsystemtheoreti-
scheSchwerpunkteind zeigt so, dassder BriickenschlagzwischendiesenDiszi-
plinen moglichund sogamotwendigzum vollstandigenverstandnisiologischer
Systemast. SchwerpunktausderbiologischenForschungvaren:1) die Metho-
denentwicklungzur Analytik intrazellularerMetabolite,sowie die Erfassungron
intrazellularerAntwortenauf dynamische/eranderungeder Umgetlungsbedin-
gungenund 2) weiterfihrendeSimulationsstudiezur Variationvon Proteinlon-
zentrationerundzur ChemotaxisAls systemwissenschatftlictgchwerpunkteler
Arbeit warenzu verstehenDie Modellbildungzum SucrosedPTSund die mathe-
matischerBetrachtungeaur AbgrenzungiologischerFunktionseinheiterDoch
nur durchdie Verbindungvon quantitatver Analyseund mathematischevodel-
lierung und Simulationauf der Basissystemwissenscha ichdBetrachtungeimst
einevollstandigeBeschreibingbiologischelSystemeuerreicher{80]. In diesem
Sinneliefert dieseArbeit einenBeitragzumganzheitlicherVerstandnislerPTSs
undihrer Funktionim Metabolismus.

Gliederung der Arbeit

Im folgendenTeilkapitel werdendie Grundelementeler bakteriellenSignaler-
arbeitungumrissen.Danachwird der StanddesWissenszu den PTSsund zur
Signaltransduktioniber der PTSsdaigestelltund bisherigemathematischén-
satzezur Beschreiling diskutiert. NebenKatabolitenrepressioand Induktorau-
schlusswird auchauf PTS-\ermittelte ChemotaxisingegangenKap. 2 enthalt
eine Beschreilng desverwendeterMaterialsund der zur Validierungdesent-
wickeltenmathematischeWModellseingesetzteexperimentellerMethoden Spe-
zielle TeilkapiteldesErgebnisteilsindderOptimierungdesMediumsfir die kon-
tinuierlicheProzessfilhrungndderRegelungdesGeltdstsauerstés beiniedrigen
Konzentrationegewidmet(Kap.4.1).Der Bestimmunglerintra- undextrazellu-
larenMetabolitkonzentrationekommteinezentraleBedeutundiir die Uberprii-
fungdesModellszu. Verschieden®ethodenwurdenneuentwickelt, beziehungs-
weiseausder Literatur ilbernommernund die geeignetsteMethodenausgavahlt
(Kap.4.2.1).Die Bestimmungspezi scherAktivitdtenausgavahlterEnzymeum
0 CistdabeieinwichtigesKriterium (Kap.4.2.1.1).

In Kap. 3 werdendie verwendetéviodellierungssystematiknd die erstellterma-
thematischeModellefur Sucrosd®TSundGlykolysebeschrieberzur wichtigen
Frageder AbgrenzungpiologischerFunktionseinheitemwird dabei,ergdnzendzu
denverwendetenerbalerKriterien,einformalerAlgorithmusvorgeschlagerZur
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schnellenDynamik desSucrosePTS und zum EI-MonomerDimer-Zyklus wer-
dengrundlggendeSimulationsstudiedurchgefuhrtdie in die Berechnungtatio-
narerKennlinienzur Beschreibbng desSucrosePTSmiinden Die durchgefiihrte
metabolisché-lussanalysdientdabeider AbschatzunginigerParametefir das
dynamischeModell der Glykolyse und der Ab Gisse von Vorlaufermolektlerin
die BiosyntheseDes Weiterenwerdendie verwendeterRechnerwerkzeugeur
Modellierung,Sensitvitatsanalyseind Parameteridenti katiordaigestellt.

Kap. 4 enthaltdenVemleichderexperimentellerhaltenerErgebnissemit denSi-
mulationsegebnissenAuf der Basisdesidenti zierten Modells lassensich nun
Kennlinienfir dasPTSangebenyelchedie signalherarbeitendekigenschaften
desSucrosePTS beschreibenEs stehtnun ein experimentelliberpriftesdyna-
mischedMlodell der Glykolysevon Esderichia coli zur Verfigung.In weiterftih-
rendenSimulationsstudiemwird dasModell verwendetum aktuelleForschungs-
fragenaufdiesemGebietzu untersuchernNebenderBeschreiingdesSytem\er
haltensbei gentechnischeNerénderungeder Gesamtknzentrationemer PTS-
Proteine st auchdie PTS-\ermittelte ChemotaxisGegenstand/on Simulations-
studien.

NachderDiskussionund denSchlussbemerkungeau denUntersuchungenund
um dasSucrosePTS (Kap. 5), bildet dasletzte UnterkapiteleinenAusblick auf
dasaktuelleund neu entstehend&orschungsgebiebystembiologigKap. 5.1).
NebenaktuellenArbeiten, werdenauch neueAnsétzeund offene Fragestellun-
gendiskutiert,die zukinftigeForschungauf diesemGebietbestimmerkénnten.
Ein kurzerBlick wird zum Abschlussauf philosophisché\spektegeworfen, die
mit der ganzheitlicherBetrachtungbiologischerSystemekorrelieren,denndie
Systemtheorientwickelt sichmehrund mehrzurwissenschaftlicheBasiseiner
veranderteWeltanschauunfy9].

1.2 Bakterielle Signalverarbeitung

Funktionund LeistungeinerjedenlebenderZelle beruherauf einemkomplexen
NetzwerkbiochemischeProzessein demviele Einzelreaktionenn geordneter
Weisestatt nden.Schondas“einfache”BakteriumEsderichia coli besitztetwa
4800 Gene,ungefahr2500Proteineund Enzyme,zwischen50 und 70 Sensoren
zur Uberwachungvon Veranderungeder Umgelungundhundertevon metaboli-
schenStoffwechselvegen,in denenSubstraten ZwischenprodukteEndprodukte
und zellulare Strukturbestandteilemgevandeltwerden[87]. Man ndet daher
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schonin einereinfachenZelle mehralstausendverschiedendiochemischdre-
aktionen,die nebeneinandehintereinandageschaltetind vernetztablaufenund
deshalbeinerstandigerkontrolle und Regulationbedirfen Wollen wir die Lei-
stungeneiner Zelle in ihrer Gesamtheiverstehenso missenwir vor allem die
regulatorischerMechanismerkennen,die dengeordneterAblauf der Einzelre-
aktionenermoglichenund damit einenzentralenTeil der Biochemieder Zelle
ausmachen.

Ein erstesZiel der zellularenRegulationist es, Biosynthese Abbau und ener
getischeVerwertungvon Metabolitenund Makromolekulerzu koordinierenund
dem aktuellenBedarf,den Umweltbedingungemind dem Entwicklungszustand
der Zelle anzupasserDie Zelle mussjedochnicht nur die intrazellularenReak-
tionenaufeinandeabstimmensie mussauchstandigmit der Umwelt kommuni-
zierenundmussin derLagesein,auf gedndertéJmweltbedingungeauf e xible
Weise zu reagieren Physikalischeoder chemischeReize,die den Umgelungs-
zustandoderdasNahrstofangebosignalisierenwerdenvon der Zelle registriert
undin AnderungerintrazellulareReaktionerumgesetztWie eineZelle mit der
UmweltkommunizierundnachwelchemMechanismusieextrazellulareSignale
verarbeitetjst daherein weitererAspektderzellularenRegulation.

In denZielender RegulationbesteherUnterschiedewischeneinzelligenSyste-
menundvielzelligenOrganismenpbwohl auchEinzelleruntereinandekommu-
nizierenundkoordiniertegemeinsamélandlungerausfiihrenin der prokaryoti-
scherEinzelzellezumBeispielwerdenGenean-undabgeschaltetovie Enzyme
aktiviert oderinaktiviert, um den Stoffwechselder Zelle demNahrungsangebot,
denlonenbedingungeoaderder TemperatudesumgebendeMilieus anzupassen.
Alle Einzelzellenstehenin unmittelbaremKontakt mit der Umgehung, und sie
reagiereruntergegebenerBedingungenveitgehendinabhéngigindin ahnlicher
Weiseauf UmgelungssignalePrimare<iel derRegulationist es,Wachsturrund
TeilungderEinzelzellezu gewéhrleistenAuch einzelligeEukaryoterwie die He-
fe verfolgendiesesPrinzip.Im Zellverbandder Metazoerdaggensind die mei-
stenZellengegenibeder Umwelt abgeschirmtind nur wenigeZellen stehenn
direktemKontaktzumumgebendeMilieu, zur “Aul3enwelt”.Die Kommunikati-
on mit der AuRenweltwird von spezialisierterzellen tbernommenwahrenddie
Mehrzahlder Zellen in der weitgehenckonstanteriJmgelung im “Innern” des
Organismudebt und nur mittelbar auf Umgehlungssignaleeagiert.Die mit der
Bildung vielzelliger OrganismenreinhegehendeSpezialisierungnachtees des-
halb notwendig Wege der Kommunikatiorewischernverschiedene#elltypenzu
entwickeln [69]. Die Logik prokaryotischeundeukaryotischeSignaltransdukti-
onist dabeiaberdurchausihnlich[84].

Die Anpassungles Stoffwechselsvon Einzellernan verdndertdUmgehungsbe-
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Abbildung 1.2: AllgemeinesSchemalerzellularenSignallbertragungnd Ver-
arbeitungnach[70]

dingungenkann sehrrascherfolgen,ebensowie die urverzuglicheAdaptation
an solcheVeranderungenAdaptationensind in der Regel vortibegehendd.h.,
sie haltennur “wenig langer” als die sie auslosend&mweltbedingungn. Aller-
dingskdnnenauchneueangepasst8trukturenund Verhaltensweiseentstehen,
die denOrganismushesseiauf verandertddmweltbedingungemeagierenassen
(Epigenese)Prokaryoteniberwachenihre Umgelung durchmembrangetnde-
ne und intrazellulareSensorerund durchihre Transportsystemwie die PTSs.
Komplexe Signaltransduktionsvge und globale regulatorischeNetzwerle sind
mit den Sensorerverbundenund fliihren die globale Regulationvon Stoffwech-
selnetzwerkn, zellularenDifferenzierungsprozessend desVerhaltervon Bak-
terienpopulationedurch[87]. Eine grol3eAnzahlvon Riickkopplungs-und Vor-
wartslopplungsschleifeiffeedback-und feedforward) sind hierbeibeteiligt [ 73]
und helfenbeim Verstandnisier Zelle als komplexesinformationserarbeitendes
Systen]83]. DiesesSystenmenthaltverschiedenéunktionelleEinheiten die hier-
archischstrukturiertsind[80] und zur systematischeModellierungbiologischer
Systemeverwendetwerdenkdnnen[73], wie im Kap. 3.1 dagestellt.Die PTSs
spielendabeieineentscheidend®olle in derfunktionellenEinheit Kohlenstof-
Metabolismus.

In dermolekularerundbiochemischetymsetzung/on Signaltransduktionssyste-
mensindvor allemProteinebeteiligt,die denProzesyom EmpfangeinesReizes
durch Rezeptormolekuiléiber die Signaliibertragungind -verarbeitungbis zur
zellularenAntwort umsetzer{72]. Die beteiligtenPartnerlassensich dabeiall-
gemeinin SensorenSender Empfangerund Regulatoreneinteilen (Abb. 1.2).
Der Reizwird UberRezeptorererfasstund vom Sensorin ein Signalumgevan-
delt, welchesvon einemSendemund Empfangeran einenRegulatorweitegege-
benwird. Die Antwort kannzum Beispielin derVeranderungler Expressiorbe-
stimmterGenebestehenyaszumZu- oderAbschalterderentsprechendestoff-
wechselvegefuhrt oderauchzur VeranderunglesBewegungserhaltenslerZelle
(Taxis).Ein einfachesSystenmvon Proteinendasin dieserArt zusammenarbeitet,
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wird als Zwei-Komponenten-SystelmezeichnetSie stelleneine wichtige Form

der Signaltransduktionn Bakteriendar Die molekulareBasisdieserForm der
Signaltransduktionst oft die zeitweilige Phosphorylierungler beteiligtenPro-

teine.DasGesamterhaltengut beschriebenezwei-Komponenten-Systeni@nn
bezuglichSignalampli kationundGedachtnisééktenmit derFunktionsweisei-

nesneuronalemMetzesvemglichenwerden[49, 119]. Entscheidendiir die Integra-

tion dervielenverschiedene®ignaleist der modulareund hierarchischéufbau

desgesamtersignaltransduktionssysterdsr Zelle (sieheKap. 3.1) [82, 80]. Bei

der Integration entsteheroft ausdigitalen Ein-Aus-Signalenzum Beispiel Pro-
tein phosphoryliert nicht phosphoryliertanalogeSignale(zum Beispielsecond
messengeKonzentrationen)119].

Im Folgenderwurdenunaufdie PTSsin Esderichia coli eingegangenDie PTSs
wurdenim RahmendesForschungsschwerpunBiosystemtechnikier Universi-
tat Stuttgartals ein Beispielsystenausg&éhlt, anhanddesserdasVorgehenbei
dermathematischeand systemwissenschaftliché3eschreilbnng signalerarbei-
tenderbakteriellerSystemainddesresultierendekomplexenVerhaltensrarbei-
tetwurde.

1.3 Phosphotransferasesystem@TSs)in Esdherichia
coli

1.3.1 BiologischeGrundlagen

Esderichiacoli istein Gram-ngatives fakultatv anaerobegjichtsporenbildendes
Bakterium Esbesitztnormalerweis@ier bisachtFlagellene Zelle,ist beweglich
undstabchenférmigEs gehortzu denEnterobacteriaceasdschlief3teinegrol3e
Anzahl unterschiedlicheStammeein. Viele dieser Stammesind gewdhnliche,
harmloseBewohnerdesSaugetierdarmand wurdendeshalbin die Sicherheits-
tufe 1 eingestuftz.B. der hier verwendeté&StammeE. coli K-12 und seinDerivat
LJ210.Anderedag@enverursachennfektionendesVerdauungsund Urogeni-
talbereichdei Menschund Tier. Auch InfektionendesBlutesund desZentralen
Nervensystemsind bekannt.Einige Stammevon E. coli sind daherin Sicher
heitsstufe2 (geringesRisiko fur Menschund Umwelt) eingestuft[2]. Struktur
biochemisché&unktionund GenetikdieseOrganismussindgut studiertund ma-
chenihn zum meist bearbeiteteraller zellularenOrganismenE. coli wird von
vielen Gruppenerforschtund hattebzw. hateinezentraleRolle in der Entwick-
lung dermolekularerBiologie inne[140].
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Esderichia coli kann,sowie Bakterienallgemein,einegrof3eAnzahlvon Sub-
stratenverwertenund derenTransportiiberdie cytoplasmatischdembranwird
katalysiertdurcheineVielzahlvon spezi schenTransportsystemei68]. Wie die
meisterBakterienkannsichE. coli anseinesichstetsinderndé&Jmweltanpassen,
um mit andererOrganismerum die limitierten Nahrstofe konkurrierenzu kén-
nen.Um die Umgelung zu tibermachenund zwischenverschiedeneubstraten
zuwahlen,benitztdie Zelle diverseSensorenDasin dieserArbeit beschriebene
PTSist sovohl Transport-alsauchSensoiSystem[86, 122,.

Die katalysierteGesamt-ReaktiorinesPTSlautet:

Substrate, + PEP ! Substrat Phosphat, + Pyruvat (1.2)

Die PTSstransportiererKohlenhydratdn die Zelle. Das Kohlenhydratmolekdil
wird dabeiwéhrendder AufnahmephosphoryliertDie Ubertragen&hosphoryl-
gruppestammtvom Phosphoenolpuvat(PEP). Transportprozesse Verbindung
mit chemischeModi kation desSubstratmolekilsverdenim Allgemeinenals
GruppentranslokatiobezeichnetindstelleneinenSonderéll derABC-Transporter
dar Diesestelleneineder gré3tenTransportedmiliendar ABC bedeutetATP-
Binding-CassetteDiese TransportetbendtigenATP um einen Stofftransportzu
gewahrleisten.Die PEP-abhangig@®TSstransportierereine weite Palette von
SubstratenDazugehdorerviele Mono- und Disaccharidewie Glucose Fructose,
Mannose SucroseMaltose,und TrehaloseaberauchandereSubstratewie Glu-
cosamin,Mannitol und Glucitol. Eine vollstandigeAufstellungist in [112, 122
enthalten.

Die Phosphorylgruppeird UbereineKaskadecytoplasmatischeund membran-
standigerProteineweiteigereichtund schliel3lichauf dastransportiertéSubstrat-
molekul UbertragenFur dasin dieserArbeit genauemuntersuchteSucrosePTS
sind die molekularerKomponentemundihr Ineinandegreifenin Abb. 1.3 dage-
stellt. Die PEP-abhangigProtein-Kinaséenzym| (El) und dasHistidin-Protein
(HPr) sindl6sliche cytoplasmatisch@roteine die an der Phosphorylierungller
KohlenhydratenitwirkenunddaheralsallgemeinePTS-Proteindezeichnetver-
den.Die Enzymell (Ell) dag@ensind kohlenhydratspezi schund kénnenaus
einemeinzelnermembrangetndenerProteinmit drei Doméanerbestehenoder,
sowie fur Sucroseauszwei Proteinenyon denernzumindestinesmembranstan-
dig ist. Fur Sucroseist esdasProteinEIIBCS® [122]. Im Allgemeinenenthalt
dasEll drei (I1A, 11B, 11C) und manchmalier (IID) funktionelleDoméanendie
entwedeiffrei oderfusioniertvorliegenkénnenundauchin verschiedenereihen-
folge wie z.B. bei denglucose-und sucrosespezi schefiransporterrEIICBC'¢,
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bzw. EIIBCS . Die hydrophileEIIA-Domanekanndurch P-HPrphosphoryliert
werdenund Ubertragtdie Phosphorylgruppauf die ebenélls hydrophile EIIB-
Doméne Die EIIC-Domaneenthéltsechsbis achtpotentielleTransmembrando-
manengdie zur Bildung desTransmembrankanalsenotigtwerden.Seitder Ent-
deckungdesPTSvor etwa 40 Jahrer{77] wurdenmehrals40 ProteinedemPTS
direktzugeordnetsowie eineraschansteigendahlanNicht-PTS-Proteinerdie
mit demPTSin Wechselvirkung steher{86, 137).

El (Genptsl) besitztein Molekulargewicht von 63.4kD undkannsawvohl alsMo-
nomer alsauchalsDimer vorliegen.Die UbertragunglerPhosphorylgruppeom
PEPist nur auf dasEI-Dimer mdglich [56, 89, 108, 164. Fiir die Ubertragung
derPhosphorylgruppeumHPrist die Situationunklar, sovohl dasEl-Monomer
als auchdasDimer kommenin Frage(sieheauchAbb. 1.3) [20]. Ein Hinweis
zur Klarung dieserFragekannmit Hilfe von Simulationsstudiegevonnenwer-
den(sieheKap.3.2.2,Seite68).Im Dimerwird pro monomeretJntereinheieine
Phosphorylgruppgehunden166,163. Eswurdenauchkovalent-verbundeneeEl-
Dimereund Trimerenachg&iesen[46]. NeuereUntersuchungereigen,dassEl
auchdurcheine Acetatkinaseund entwederATP oder GTP phosphoryliertwer-
den kann,wobei die Phosphorylgruppén diesemFall vom Nukleotid zu einer
Acylgruppein derAcetatkinaseinddannreversibelzumEl transferiertwvird [20].
Esist unklar, ob diesauchin einemphysiologischrelevantenBereicheineRolle
spielt. DesWeiterenwurdeeine ATP-abhangig&inaseEI-K beschriebendie El
ebenélls phosphorylierekkannunddie durchNADH undNADPH gehemmtwird
[23, 24]. Die hiergewonnenerkErgebnissesindabernochzu unklar, sodassheide
Enzymein dieserArbeit nicht mit in Betrachtgezogerwurden.Gleichesgilt fur
die Kopplungder PTS-Aktvitat an dasRedox-Potentiatler Zelle [129] und die
beschriebenekffekte desPhosphat-Poolsnd der Expressiorder Polyphosphat-
Kinaseaufdie Glucoseaufnahmi®0].

HPr (GenptsH) ist ein kleines,monomere$roteinmit einemMolekulagewicht
von 9,1kD. Eswird durchEI~P ander N-1-PositioneinesHistidins phosphory-
liert. EineHPr-ahnlicheDoméanewurdeim fructosespezi scheRhosphotransfer
ProteinFPrvon E. coli gefundenFPrkannHPr in Mutantenersetzenin denen
HPr fehlt [122]. WeiteregenetischveranderteHPr-&hnlicheProteinewurdenzur
Aufklarung desMechanismugier PTS-\ermitteltenChemotaxiseingesetz{97]
(siehedazuKap.1.4.2undKap.4.9.2).

EINAC™ (Gencrr) ermoglichtdenTransportvon Glucosein E. coli. Crr stehtfir
carbohydrateepressiorresistancaind deutetdamit bereitsauf die wichtige zu-
satzlicheregulatorischd=unktiondiesesProteinshin (siehedazuKap. 1.4.1).Das
Proteinist 18.2 kD grof3,ist hitzestabilund besitzteine starle TendenzOligo-
merezu formen.Eswird ebenélls fur die Aufnahmeund Phosphorylierungn-
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DomaéneeinenTranslokationsmembrasurchdie Cytoplasma-
membrandurchdendasextrazelluldreSubstratSucrosan die
Zelletransportierivird.

dererPTS-Kohlenhydratebenotigt,wie z.B. SucroseDasist in Zellen mdglich,

die dasnaturlichvorkommendeEIlIBCS¢ -kodierendePlasmid(pUR400,[143])

besitzenSucrosestellt kein nattrlichesSubstraffir E. coli K-12 dar, fir andere
E. coli-Stammejedoch schon.Das verwendetePlasmidstammtaus Salmonel-
la typhimurium Auch die Aufnahmevon TrehalosdiberEll'®; savie Glucose
UberdaskryptischeMaltose-SystenMalX sindabhangig/onEIIAC'" [122]. Das
ElIBCS -kodierendePlasmidwurde zur Konstruktiondesin dieserArbeit ver

wendeterk. coli K-12-DervatsLJ210verwendetlnsgesamsind bisheretwa 20

kohlenhydratspezi sché&lls fur E. coli beschriebefil22].

EIIBCS (GenscrA) ist sucrosespezi sciEine DomanedesProteinformt einen
Translokationskanalurchdie CytoplasmamembramurchdendasSubstratSu-

crosein dasCytoplasmalerZelletransportiertvird (Abb. 1.4).Dasaktive Enzym

liegt, sowie alle Ell, als Dimer vor [143]. Das Glucose-spezi sch&egenstlick
EIICB®'¢ (GenptsG), formt ebenélls mit einer DomaneeinenKanal durchdie

Cytoplasmamembrgi 22].

DasSucrose-spezi sch&IIBCS®" (ScrA) ist mit demPorin ScrY undder Inver-

taseScrBim scrYAB-Operonkodiert (Abb. 1.5) und zusammemmit dem scrK-

Operon(KinaseScrK) durchdenRepressoScrRnegativ reguliert[60, 142. Die

beidenOperonsgdie durchdasgemeinsam®&egulatorproteinScrRreguliert wer-

den,bildendasscr-Regulon. Der entsprechendeolekularelnduktorist intrazel-
lulare Fructose DasscrYAB-Operonist Mitglied descrpA-Modulon.Im Gegen-
satzzum scrK-Gen,ist die ExpressiordesscrYAB-Operonszusatzlichnochvom

UbegeordnetenglobalenRegulator cAMP.CrpA abhangig60, 161]. Dies muss
bei der Modellierungund bei der Analyseder Simulationsegebnissamitbertick-
sichtigtwerden.
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Abbildung 1.5: Schemades scr-Regulons. Promotoren(p), Operatoren(Ko,
Y0,03) und Terminatoren(t) sind durchschattierteRechteck,
offene Ellipsen und kleinere offene Rechteck dagestellt.
stehtflr positiven regulatorischerkin uss durch cAMP.CrpA
und fur nggativenEin uss durchdenScrR-Repressdi62)].

Zur CharakterisierundesSucrosd®TSwurdedasEsderichiacoli K-12/W3110-
Derivat LJ210(LJ110[172] scrK* scrY" scrA" scrB" scrR') verwendet60,
142,143]. Die scr-Genewurdenvom SalmonellayphimuriumPlasmidpUR400
UberdenMulticopyvektorpJOE637n E. coli LJ110gebrachtLJ210besitztda-
durch ein PTS-abhangigeSucrose-TansportsystenfSucrosePTS) und Stoff-
wechselege, die zusammemit dem GlucosePTS in Abb. 1.6 gezeigtsind.
Sucroseist eine relativ billige Kohlenstof- und Enegiequelleund spielt eine
wichtige Rolle in derKultivierungvon Mikroorganismerj162]. DasScrPTSbe-
stehtauszwei Proteinermit drei UntereinheitenDembereitserwahnterElIAC'T,
dasdurchdascrr-Genkodiertwird unddemmembran-getndenerEIlIBCS®, das
durchdasscrA-Genkodiertwird [142]. Durch Transportund Phosphorylierung
entstehintrazellularesSucroses-phospha{Scr6P).Scr6Pwird durchdie Inver
taseScrB (GenscrB) hydrolysiertin Glucose6-phospha{GIlc6P)und Fructose.
Fructosewiederumwird durchdie ATP-abhangig&ructokinasecrK (GenscrK)
phosphorylierzu Fructoses-phosphaFru6P).Daszuckerspezi schePorinScrY
(GenscrY) erleichtertdie Diffusionder extrazellularenrSucrosedurchdie aul3ere
Membran[162]. IntrazellulareFructosekannin E. coli auchdurchdasFructose-
PTSunddie ATP-abhangigélannofructokinaséMak (Genmak) phosphoryliert
werden[6].

Derverwendet&tammlLJ210wurdefreundlicherweise@onderAG Genetik(Prof.
J.W Lengeler Dr. K. Jahreisder UniversitatOsnabrickzur Verfigunggestellt.
Er trAgtauf einemEinzelkopieplasmiddie scr-Genein einemSucrose-ngativen
Stammhintegrund.Es stehtdamitein klar de niertes TransportsystertPTS)zur
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Abbildung 1.6: Reaktionendes Sucrose-und Glucose-PTSsowie regulatori-
schekffekte(gestricheltYiberKatabolitenrepressiamdIinduk-
torausschlusbeimGlp- undLac-Systenj161]
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Verfigung[172, 161]. Dies st ein Vorteil gegentiberUntersuchungemit dem

SubstraGlucosepeidemmehrerelransportsystemia Betrachigezogerwerden
mussen21, 33]. Verschieden@&ransportesinddabeibeiverschiedeneBubstrat-
konzentrationemktiv [81, 25]. Durch die CharakterisierunglesScrPTSin die-

serArbeitkonnernvergleichendainderganzend&tudienzudenArbeiteniberdas
Glc-PTSdurchgefuhriverdenHierbeimussdie zusatzlicheAbhangigleit derEx-

pressiordesscrYAB-OperonsromglobalenRegulatorcAMP.CrpAberticksichtigt
werden.

Die Geneptsl und ptsH sind zusammermit dem Gencrr fur EIIAC™ im pts
Operon(ptsHicrr) codiert.Im Gegensatalazusind die Geneflr die substratspe
zi schen Ells meistin spezi schenOperonsoder Regulonszusammemnit den
entsprechendeabbauendefnzymenin einer Gruppecodiert. Das ptsOperon
dagegen stehtunter der Kontrolle globaler Regulationssystem§l22], wie dem
RepressoiDgsA (Mic). Die Expressiondes Operonserhohtsich etwa dreifach
wéahrenddesWachstumsauf PTS-Substrateandwird durchein Zusammenspiel
einesGlucose-und einescAMP.CrpA-vermitteltenRegulationsmechanismues-
reicht.Auch anaerob&Vachtstumsbedingungdéithrenzu einerErhohungdesex-
pressionsmieaus.Es sind drei Promotorendenti ziert, derenZusammenwirkn
zueinererhohterExpressiorvon HPrundEIIAC™ im GegensatzuEl (etwa5:1)
fuhren[122].

Das Glucose-spezi sch&ElICBC'¢ ist ProduktdesptsGGens,desserExpressi-
on negativ durch DgsA = Mic (fur deoxyducosesensitve und making lamger
colonies)undpositivdurchdencAMP.CrpA-Komplex reguliertwird. DgsAistein
wichtiger RegulatordesKohlenhydrat-Metabolismugyennauchdie Aufklarung
molekulareiZusammenhangaumTeil nochamAnfangsteht.Esist gezeigtdass
EIICB®'¢ als Sensorproteifunktionierenkénnte dasfiir die InduktiondesptsG
Operonsverantvortlich ist [80, 120, 161]. Der Glucose-Tansporteistin zahlrei-
chenArbeitensehrgut untersuch{17(], vor allem beziglichStruktur[28, 3§,
Membrantopologig¢16], physiologischemnd biochemischerEigenschaftefl5s,
107,105, 160 undderKomplexbildungmit weiterenPTS-Komponentefi32, 59].

1.3.2 StanddesWissenszur Modellbildung

Wichtige Schritte zur mathematischeBeschreibong der PTSswarendie Auf-

klarungder kinetischerEigenschaftemereinzelnenPTS-Proteinen vitro. Dazu
gehdorenvor allemdie Bestimmungron geeignetekinetischerAnsatzenZusatz-
lich wurdenin einerVielzahlvon Arbeitenverschieden@rten von experimentel-
len Datengevonnengdie nunin einkomplettesnathematischedglodell ein ieRen
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kénnen[122, 112 130, 85]. DazugehorenGleichgeavichtskonstanterfiir Phos-
photransferreaktioneik,-WerteeinigerEnzymefir ihre Substrateind Produk-
te, Assoziations-und Dissoziationsknstanterfir einige Enzymeund Substrate
und Produkte sowie zum Teil Geschwindigkitskonstanteritir Phosphotransfer
reaktionenEine Zusammerdssundierzuistin [131, 132 zu nden.

Enzyml wird durchin vitro-Messungemit einemPing PongBi Bi-Ansatzbe-
schriebenEine Untersuchunguf eine Reihevon maglichenEffektorenkonnte
keinerlei Effekte nachweiserj147, 165]. In einer weiterenArbeit wurde dieser
AnsatzaufgrundandereMessegebnissan Fragegestelltund auchdaraufhin-
gewiesen,dassdie Beziehungzwischeninaktivem Monomerund aktivem Dimer
mit in die modellhafteBeschreinng miteinbezogenverdenmuss[108,53]. Saier
etal. [136] nahmenan, dasssich alle ReaktionerdesPTSbis auf diejenigendes
Enzymsll im Gleichgevicht be nden. Fir Enzyml wurdedeswgenein Gleich-
gewichtsansatZnearequilibriumapproachyerwende{139].

Der TransportefEnzym [ICB®'¢ kann mit einem Michaelis-Menten-Ansatbe-
schrieberwerden(RandomBi Bi) [164]. Missetet al. [107] beschriebersovohl
Phosphorylierungals auchdie Austauschreaktiomit einemPing Pong-Ansatz,
erwahneraberauchArbeiten,in denereinordered-Mechanismu@rwendetvur-
de. Die Reaktionsgeschwindigktenvon EnzymIlA wurdenals so hochange-
nommengdassessichzujedemZeitpunktim Gleichgeavicht be ndet[136)].

Fur dasgesamtd®TSwurdenbereitsin einigenArbeitenkinetischeAnsatzeund
modellhafteBeschreibngenanggebenLiao [88] gabeineGleichungan,die das
Verhéltnisvon PEPzu Pyruvat miteinbeziehtFur die HerleitungwurdenGleich-
gewichtsannahmefiir alle enzymatisch&chrittegetrofen, bisaufdie Transloka-
tion undgleichzeitigePhosphorylierunglesSubstratsDie MaximalratedesPTS
wurdedanndurchdie GeschwindigkitskonstanterlieserReaktionundder Kon-
zentrationan spezi schemeEll bestimmt.EIll wurde hierbeidurcheinensequen-
tiellen ReaktionsmechanismiRapidEquillibrium RandomBi Bi) beschrieben.
Fur die Bildungsratev von Glc6Pergabsichdamit:

[PEP]

ElICB [GIC][EIl CB]
v= [Prv] (1.2)
KiKoKaKaKs  [PEP]  KiKoKgK4Ks [PEP][Glc]
[EITA] > [Prv] Ke[EIlA] [Prv]

mit denGleichgeavichtskonstanterK |; K ,; K 3; K4; Ks; Kg undderGeschwindig-
keitskonstantekg || cg derTranslokationsund Phosphorylierungsreaktion.
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Saierund Chin[136] fuhrtenaus,dassaufgrundder G° %“Wertein einerGleich-

gewichtssituationalle PhosphoproteindesPTS im Gleichgevicht miteinander
sind und nur der letzte Schritt, der durch EIICB katalysiertwird, physiologisch
irreversibelist. Soist dasPhosphoryltransferpotentiabn EI~P beinahegenauso
groBwie dasvon PEP[122, 31]. Ihre Betrachtungezeigtenweiterhin,dassdas

PTSunterphysiologischemBedingungemiemalsins thermodynamisch&leich-

gewicht kommenkann.

GesamtmodellelesPTSauf der BasiskinetischerAnsatzewurdenebenélls be-
reits beschrieber139]. Kremling verwendetedabeiflr die Phosphorylibertra-
gungvom PEP zum HPr einenreversiblenPing Pong-Mechanismusjom HPr
ZUMEIIA®'" einereversibleReaktionzweiterOrdnungundvon EIIAC™ zu Glc
einenirreversiblenRandomBi Bi-Mechanismug70]. In einemetwas komple-
xerenModell verwendetéNangfiir die Ubertragungsreaktionom PEPzum El
einereversibleMichaelis-Menten-Kinetikyom El zum HPr und vom HPr zum
EIIAC" AnsatzeaufderBasisdesMassenwirkungsgesetmdvom EIAC' zum
EIICB®'¢ und EIIBCS® reversibleMichaelis-Menten-Kinetiknmit kompetitver
Inhibition [161].

Die umfassendsténtersuchungind ModellierungdesPTS stammtvon Rohwer
et al. [131, 132]. Die Autoren entwickelten ein detaillierteskinetischesModell

unterZerlegungaller Phosphotransferreaktionenzwei Elementarreaktioneauf

der BasisdesMassenwirkungsgesetzdgnter VerwendungzahlreicherParame-
ter ausin vitro-Messungerder Literatur konntenalle bendtigtenGeschwindig-
keitskonstantensowie Protein-und Metabolitkonzentratioranggebenwerden.
In Simulationsstudiemurdegezeigt,dassdie mit in vitro-Messungemgevyonnen
Parameterur Beschreilnngvonin vivo-Phanomenewmerwendetverdenkénnen.

Im RahmendieserDissertationwird dasvon Rohweret al. entwickelte Modell
herangezogergufdasSucrosePTSUbertragerundum denEl-MonomerDimer-
Zyklus erweitert.Diesist in Kap. 3.2 ausfuhrlichbeschriebenDurch zahlreiche
Experimentekonntenaul3erdenunsichereParametelidenti ziert werdenund so
dasGesamtmodeNalidiertwerden(Kap. 4.8).Die VerschaltunglesModellsdes
SucrosdPTSmit einemModell fur die GlykolysebringtdasPTSin einenweiteren
Zusammenhangnd zeigt die Verwendbarkit desSucrosemodellgr umfassen-
derenModellen(Kap. 3.3).
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1.4 Signalverarbeitung tGber die Phosphotransfera-
sesysteme

Nebender Transportfunktiorerfillendie PTSsin E. coli einewichtige Rolle als
ein signalerarbeitendeand -generierendeSysteminnerhalbdesKohlenhydrat-
StoffwechselggestricheltePfeilein Abb. 1.3, Seite35). Die PTSssteherin einer
zentralenPositionder zellularenFunktionseinheit’K ohlenstof-Metabolismus”
[80]. Die PTS-Signalerarbeitungkanndaherals ein Kriterium zur Abgrenzung
dieserFunktionseinheiherangezogewerdenMit derFragederAbgrenzung/on
BereichendesStoffwechselsbeschaftigtsich Kap. 3.5. Daswichtigsteregulato-
rischwirkendePTS-Proteinst EIAC'" . Esist andenbeidenim ersterTeilkapitel
(1.4.1)beschriebeneRh&dnomeneKatabolitenrepressiamndInduktorausschluss
beteiligt.In derPTS-\ermitteltenKohlenhydrat-Chemotax&pieltdagegenEl ei-
ne wichtige Rolle (Kap. 1.4.2). Dies konnte auch durch Simulationsstudiernn
dieserArbeit weiteruntermauenverden(Kap.4.9.2).WeitereWechselirkungen
zwischenPTS-undNicht-PTS-Proteinerguf die hier nicht genaueringeggangen
werdensoll, betrefen die Regulation der Gluconeogenesend verwandterPro-
zessedurch den Repressodesfru-OperonsFruR, die InteraktionzwischenEl,
der Acetatkinasaund méglichenandererKinasenund die moglicheVerbindung
zwischendem PTS und der Stickstof-Regulation[122]. Auf die Induktion von
DgsA (Mic) durchElICB® ¢ wurdebereitshingewiesen[120].

1.4.1 Katabolitenrepressionund Induktorausschluss

Alle PTSseinerZelle kbnnenalsein einzigesSignalerarbeitungssystebetrach-
tet werden,dasan der Kohlenstof-Katabolitenrepressiobeteiligt ist. Die Zel-
le misstihren katabolischerEnegiezustand speziell das Phosphoenolguvat:
Pyruwat-\VerhaltnisdurchdiesesSystenmundveranderentsprechendie Expressi-
ontranportierendenndkatabolischeEnzyme[76, 84]. Alle Gene derenGenpro-
duktein der“Nahrungssucheihvolviert sind,werdenvon Promotorerexprimiert,
derenTranskriptionsratesom globalenRegulator cAMP-receptorprotein CrpA
(GencrpA) abhangtDieseGenebildenzusammeidascrpA-Modulon.Der Trans-
portderPhosphorylgruppeom PEPzumSubstratiberdie PTS-Proteindiihrt zu
verschiedene®hosphorylierungsgradeheserProteine WachserZellen auf ei-
nemim UberschussorhandeneSubstratliegendie PTS-Proteingm speziellen
EIIAC'™ in nicht-phosphorylierteForm vor. In dieserForm hemmtEINAC'" die
Aufnahme,bzw. Verstofwechselungler meistenNicht-PTS-Substrateyie zum
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BeispielLactose GalactoseGlycerinundMelobiose DieserProzessvird Induk-
torausschlusgenann{50, 109. In kohlenhydratlimitierteizellendageenliegen
die PTS-Proteingn phosphorylierteiForm vor. Das phosphorylierteEIIAC'"-P
aktiviert auf eineurverstandenért die AderylatcyclaseCyaA (GencyaA). Die-
sesEnzymsetztATP in dasAlarmoncAMP um, desserKonzentratiordenHun-
gerzustandler Zelle widerspigelt. ;CAMP kann an dascAMP-receptorprotein
CrpA bindenundderentstanden&omplex kannwiederumaktiviert alle Promo-
torendescrpA-Modulons.Hungererhéhtdaherauf globale Art die Genepres-
sion desKatabolismuswahrendUberschussbedingungenr Katabolitenrepres-
sion oderkorrekterzur Nicht-AktivierungdescrpA-Modulonsfuhren[73, 137].
Die Induktorkonzentrationenverdendabeistrengdurchdie Substratknzentrati-
on reguliert [36]. Wie bereitserwdhnt,aktiviert der CAMP.CrpA-Komplex auch
die ExpressiordesptsG-Geneswasebenélls einewichtige Rolle fur dieseRegu-
lationsvorgangespielt [63]. Nebender RegulationtibercAMP scheintaucheine
Veranderungler CrpA-Konzentratiorwichtig zu sein[52, 58].

Auch Nicht-PTS-Substrateyie Glucose-6-Phosph&BGic6P),Gluconat(Glt) und
LactosgLac)kénnernzuKatabolitenrepressiaurchniedrigecAMP-Konzentrationen
undzulnduktorausschludsinren[52,54]. Umdie RolledesPEP:Prv-¥rhatnisses
endgultigklarenzu kdénnen fehltenbisherexakteanalytischeMethoden53].

1.4.2 PTS-vermittelte Kohlenhydrat-Chemotaxis

Der Signaltransduktionsvgeder Chemotaxidst dasParadebeispietinesrezep-
torreguliertenZwei-Komponenten-Signaltransduktiongyes.Dieservegleichs-
weiseeinfacheSignalveg zeigt viele grundsatzliché’rinzipien,aberauchnoch
viele offeneFragender SignaltransduktiomnerhalbderBiologie auf[35].

Die “gerichtete” Schwimmb&egungvon Bakterien(Taxis) kannals Folge eines
standigenUmschaltengwischenzwei Zustadnderbeschriebenverden.Wird ein
KonzentrationsgradieminesLockstofs in einerLésungvorgegebenspigyeltdie
Schwimmbevegung desBakteriumsdie unterschiedlichefiKonzentrationemwi-
der, durchdie sichdasBakteriumbewegt (Chemotaxis)SchwimmtdasBakterium
Esderichiacoli durchBereichemit einemansteigendebockstofkonzentrations-
gradientenyird ein Signalan denAntriebsmotorgesendetgdasdie Wahrschein-
lichkeit einerTaumelb&egungverringertund eineBewegungdesBakteriumsn
RichtungdesGradienterbewirkt. Ahnlichesgilt in umgelehrterRichtung.

Esderichia coli und anderebewegliche Bakterienerkennenviele Kohlenhydrate
als chemische_ockstofe. Einige, wie Maltose, Galactoseund Ribose,werden
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durch TransmembransensoréNICPs - methyl-acceptingchemotaxisproteins)
wahigenommen(Abb. 1.7). MCP-Molekuiletransportiererkeine Kohlenhydrate
in die Zelle, messemberextrazellulareLockstofkonzentrationerdurch Wech-
selirkung mit einer periplasmatischeBindedoméneDer Reiz wird durchdie
Membranzur cytoplasmatische®omaneiibertragendie wiederummit denRo-
tationsschalteramFlagellenmotokommuniziert.Diesbewirkt die Kontrolleder
Schwimmbevegungender Zelle [97, 119, 35]. Es werdenhierfur verschiedene
cytoplasmatisch@roteine vor allem CheAund CheY benétigt. CheA autophos-
phoryliert und Gbertragtdie Phosphorylgruppauf CheY. Die Phosphorylierung
von CheY induzierteine Konformationsanderunglie eine Interaktionmit dem
Flagellenschalteerméglichtund so zu Flagellenrotationm Uhrzeigersinn(Tau-
melnoderZufallsbevegung)fuhrt. RotationgegendenUhrzeigersin\Vorwarts-
bewvegung)ist der Standardzustan@askurzlebigephospho-Che¥erféllt durch
selbstkatalysiert®eaktion eineReaktiondie durchein weiteresProtein(CheZz)
gesteigertwird. MCP kontrolliert den Flussder Phosphorylgruppedurch die-
sesSignalherarbeitungssystemittels Verdnderungler Autophosphorylierungs-
ratevon CheAdurchLigandbindungEin Anstieg in der Lockstofkonzentration
bedingtdie Hemmungvon CheAund so einegerichteteVorwartsba&egung,wo-
gegen ein Abfallen der Attraktorkonzentratiorzur Stimulierungvon CheA und
somitzur Taumelb&vegungfuhrt[97]. Furdie MCP-abhé&ngig€hemotaxikonn-
te ein Computerprogrammu Simulationszweogn entwickelt werden,dassden
PhanotyahlreicheMutanten,in denenKonzentrationeminzelnerKomponen-
tenveranderwaren,reproduzieremkonnte[13].

Kohlenhydrat-Lockstd&, wie Mannitol, MannosaundGlucitol werdendurcheinen
anderenMechanismusvahigenommen(Abb. 1.7). Diese Stoffe werdendurch
PEP-abhangigeTS in die Zelle transportiertund wahrenddes Transportor-
gangsals Lockstofe wahigenommenEs st bekanntdassdie Stoffe aufgenom-
menwerdenmissenum ChemotaxisauszultsenStofiwechselist daggennicht
notwendig.Daherl6senauchnichtverstofwechselbarénalogaChemotaxisus.
Aufgrund experimentelleBeobachtungewurdedie Hypotheseormuliert, dass
PhosphorylibertragurigherdasPTSein SignalerzeugtdasFlagellenrotationm
UhrzeigersinrunterdrickiundsoeineSchwimmbe&egungzur hbhererSubstrat-
konzentratiorfordert[97].

Die Signaherbindungzwischender PTS-und der MCP-Chemotaxisvar lange
unklar MCPswerdennicht direkt fir die PTS-Chemotaxi®endtigt,CheA und
CheY dag@enschon,was zu der Hypothesduhrte, dassdasPTS ebenélls den
Gehaltanphospho-CheYnoduliertundevt. die CheA-Aktivitat.

Esderichia coli besitztetwa 20 Ells, die jedesfur sichalsChemorezeptdiir das
jeweilige Substratlienen Wederdie BindungeinesSubstratanein Ell, nochdie
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Abbildung 1.7: MCP- und PTS-\wermittelte Chemotaxisin Esderichia coli.
Symbolewie in Abb. 1.3, Seite35.

Bildung vonintrazellularerKohlenhydrat-Phosphatéiseneinechemotaktische
Reaktionaus.Im Gegensatalazusind die allgemeinerPTS-ProteingdPrundEl
savohl fir denTransportlsauchdie Chemotaxisiotwendig DasFlagellensignal
entstehtlurcheinetransportbedingt®eranderunglesPhosphat ussedurchdie-
se allgemeinenPTS-KomponentenMutantenstammaenit HPrahnlichenProtei-
nen,diein derPhosphat-fansportrateomEl reduziertvaren zeigtenTransport-,
aberkeine Chemotaxisaktitat. Dies fihrte zu der Annahme dassder Phospho-
rylierungsgraddesEl die Verbindungzum MCP-Signalveg schaft. Gereinigtes
dephosphorylierteEl hemmtim Gegensatzum phosphorylierterEl~P die Au-
tophosphorylierunglesCheA[97].

FolgendebiologischeModellvorstellungwurdeformuliert: Wahrendder Aufnah-
me einesPTS-Substratgvird El schnellerdephosphoryliertiurchHPr als phos-
phoryliertdurchPERP UnphosphorylierteEl hauftsichanundinhibiertdie CheA-
AutophosphorylierungDer Phosphat-Flusaum CheY verringertsich.Diesflhrt
zueinergerichteterSchwimmbe&egung.Eswird angenommerdassiergeschwin-
digkeitsbestimmendeBl-MonomerDimer-Zyklus hier einezentraleRolle spielt.
ExperimentelliberpruftwurdediesesModell durchdasVermessewler Transpor
taktivitdtenvon El zu HPrundvon HPr zu Ell undderBestimmungder Fahigleit
ChemotaxisdurchzufiihrenEine Reduktionder Transportaktritat vom EI um
Faktor 2 verhindertbereitsein bedeutungssles Chemotaxis-Signg97]. Diese
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Mutantenwurdenin Simulationsstudiemnintersuch{(sieheKap. 4.9.2).Auch ein
grof3erintrazellularerPool an unphosphoryliertertl-Molekilen sollte die PTS-
Chemotaxisrerhindern3].

Bei allenUntersuchungedesPTS,soauchhier, tritt dasProblemder Komplex-
bildung (‘'molecularcrowding’) in vivo und Verdnderungler Reaktionsratennd
-konstantenm Gegensatzu denin vitro, unterandererBedingungerestimmten
Werten.Unter in vivo-Bedingungeriegt moéglicherweiseein grol3erProzentsatz
derPTS-Proteineém Komplex vor. Dieskannin SimulationsstudiergurchErho-
hungder Proteinlonzentrationpzw. Betrachtungeinergro3ererBandbreiteder
betrofenenReaktionsknstanterericksichtigiverden[132].

1.5 Aufgabenstellung

Ziel der Arbeit ist, ein mathematischeSlodell desSucrosePTSzu erstellenund
diesesModell experimentellzu Uberprifen.E. coli besitztetwa 20 PTSszum
TransportverschiedeneKohlenhydraten die Zelle. Die PTSsbesitzenkohlen-
hydratspezi scheEnzyme,wie den jeweiligen Transporterder sich in der cy-
toplasmatischeMembranbe ndet. Fir dasKohelnhydratSucrosesind diesder
TransporteEIIBCS" undEIIAC"". DasEnzyml undauch,mit Einschrankungen,
HPrversogenalle PTSsmit Phosphorylgruppeandwerdendaherals allgemei-
ne PTS-ProteinebezeichnetDiesevier erwahntenProteinebilden das Sucrose
PTS. Alle PTSseiner Zelle kdnnenals ein einzigesSignaltransduktionssystem
verstanderwerden,dassin der Kohlenstof-Katabolitenrepressiomvolviert ist.
Sowohl die extrazellulareKonzentratioran Kohlenhydratals auchder intrazel-
lulare Enegiezustandder Zelle werdenauf biologischeArt verrechneund ver
schiedeneegulatorisch-wirlendeSignaleerzeugtdie denMetabolismusufviel-
faltige Art beein ussenBei der Katabolitenrepressiospieltdie phosphorylierte
FormdesEIIAC' eineentscheind®olle,indemesdie Aderylatzyklaseaktiviert,
waszur ProduktiondeswichtigensecondSignalmolekilsAMP flihrt. Die nicht-
phosphoryliertedcorm desEIIAC'" ist beim Induktorausschlusiseteiligt und das
El ist bei der PTS-\ermitteltenChemotaxisvon wichtiger Bedeutunglm Rabh-
men dieserArbeit wurde ein mathematischedodell desSucrosePTS erstellt.
Dabeilag dasHauptaugenmerkuf der Beschreilng der Signaltransduktionsei-
genschaftendasheisstauf der Beschreilnng der Abh&ngigleit der wichtigenre-
gulatorischerPTS-Signaleson der extrazellularenSucroseknzentratiorund der
Konzentratiorder intrazellularenPEPund PyruvatkonzentrationenEine exakte
BeschreibnngderSignaherarbeitunglesPTSalszentralesSignaltranduktionssy-
stemdesKohlenstof-Metabolimusist ein wichtiger Beitragzur mathematischen
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Beschreilbing der Vorgangeder Katabolitenrepressiomesinduktorausschlusses
und der PTS-ermittelten Chemotaxisund zur Erstellungeinesganzheitlichen
Modells von E. coli. Zur experimentellerJberprifungdesModells desSucrose
PTSwurdenverschieden&ntersuchungedurchgefuhrunddie dafiirnotwendi-
genanalytischetMethoderentwickelt. Diesbetrafinsbesonderdie Bestimmung
derKonzentrationeerintrazellularenVietabolitePEPund Pyru\at.

Im RahmendieserDissertationwird von der Gesamtheitller 20 Phosphotrans-
ferasesystem@TSs)gesprochenywennallgemeinefur alle PTSsgeltendeAus-
sagemgetrofenwerdenalsauchvom SucrosdPTSalsspeziellemhier mathema-
tischundexperimentellbearbeitetendystemDie EinzahlPhosphotransferasesy-
stem(PTS)beschreibtlasPTS,verstanderalsein Signaltransduktionssystem.
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Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Experimente und Prozessfiihrung

2.1.1 Medien

Zur Stammhaltungvurdendie Bakterienin Vollmedium(Tah 2.1) mit 50% (v/v)
Glycerin bei -20 C eingefroren Die Anzuchtvon Esderichia coli LJ210ist in
Abb. 2.1 zusammengekst.Ausgehendvon der Stammkulturwurde 100 | in
50 ml LBo-MediumangeziichteDie Kultivierungerfolgtefir 8 h in einemWas-
serbadschuttldpei 37 C mit 120 U/min. Dannwurdenje nachOptischemDichte
der1. Vorkultur etwa 500 | in 200ml einer2. Vorkultur mit synthetischenMe-
dium (MinimalmediumMM ™, Tah 2.2) Gberfiihrtund bei gleichenBedingungen
16hinkubiert.Alle Kultivierungenm Erlenmegerkolbenwurdenmit einerDraht-
spiraleausEdelstahidurchgefuhrtum die Bellftungzu verbessernZur Beimp-
fung desFermentersvurden150 ml der 2. Vorkultur ad 1.551 Batch-Medium
(Tah 2.3) angeimpft.

| Vollmedium | |
Fleischetrakt | 209/l
Hefeetrakt | 1049/l
Glycerin 2.5¢9/l

Tabelle2.1: ZusammensetzurdesVollmediumsfur Stammbhaltungind 1. Vor-
kultur. Fleischatrakt und Hefeextrakt wurdeneingavogen,geldst
undbei121 C undl barUberdruckfiir 30 min autoklaviert. Glyce-
rin wurdedanactsteril Itriert undzugeeben.
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V- A-

Stammkultur Vollmedium synthetisches Medium
50 % Glycerol 8h 16h
-20°C 37°C 37°C

Abbildung 2.1: AnzuchtschemdesStammedEsderichia coli LJ210

MinimalmediumMM * \ \

NaH,PO, 34 mM
KoHPO, 64 mM
(NH4)2804 20mM
C-Quelle(SucroseGlycerin,...) | 549/l
MgSO, 0.3mM
ZnCl, 1 M
CaCl 10 M
FeSQ 1 M

Tabelle2.2: ZusammensetzungessynthetischemNahrmediumgir die 2. Vor-
kultur. Die Mediumsbestandteilevurden eingavogen, geléstund
steril Itriert (0.2 m Porengroéfi3e).
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| Batch-Medium| |

NaCl 1g/l
KoHPO, 10mM
(N H4)QSO4 20mM
Sucrose 59/
EDTA 0.0649/l
MgSOy 21 M
ZnCl, 0.0069 M
CaCl 0.07 M
FeCk 0.33 M

Tabelle2.3: Zusammensetzungles Nahrmediumsfir die absatzweisePro-
zessfuhrungm FermenteBatch-Medium)Die Mediumsbestand-
teile wurdeneingavogen,geldstund steril ltriert (0.2 m Poren-
groie).

Alle verwendeteiChemikalienstammerauskommerziellemBezug.

2.1.1.1 Medienoptimierung

In einigenVorexperimenterzeigtesich,dasslie Biomasseknzentrationm Laufe
derstationarerkontinuierlichenProzessfihrungn FermentestetigabnahmZur
Ermittlung einesmaoglichenNahrstofmangels[61, 101] wurde eine Elementa-
ranalysebasierendauf der durchschnittlicherElementarzusammensetzueiger
E.coli-Zelle [96] und desin den VorversuchernverwendeterMediumsdurchge-
fuhrt. Dabeizeigtesich, dassalle Elementebis auf Calciumund Eisenin ausrei-
chendeiMengeim Medium zur Verfligunggestelltwurden.Calciumerwiessich
aberin Hochzelldichtefermentationeais unkritischerParamete{128]. Als kri-
tischerwiessichdaggendie Eisenlonzentrationlm Medium,dasdannin dieser
Arbeit Verwendundand,wurdedie Eisenlonzentratiomdeutlicherhéht Dieswur-
dedurchdenEinsatzdesbesseltslichenFe** , stattFe?* unddie Verwendungles
KomplexbildnersEDTA mdglich[106, 145. Die einzusetzend®lengeanEDTA
wurdein Vorversucherermittelt. Dassichergebendéediumfir die kontinuierli-
cheProzessfihrungtin Tah 2.4 zusammengesst.In kontinuierlichenFermen-
tationerwurdedamiteinestationardBiomasseknzentratiorerreicht Ammonium
und Phosphatvurdenin ausreichendeMengezugefihrt,so dassdaserstelimi-
tierendeSubstratstetsder Zucker war, was durch Kontrollmessungeneri ziert
wurde.
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| Konti-Medium | |
NaCl 1g/
KoHPO, 7mM
(NH4)QSO4 45mM
Sucrose 17 gl

EDTA 0.25¢/1
MgSO, 24 M
ZnCl, 0.08 M
CaCb 0.8 M
FeCk 4 M

Tabelle2.4: Zusammensetzundes Nahrmediumdtir die kontinuierlichePro-
zessfuhrungm ChemostatenDie Mediumsbestandteilevurden
eingavogen,geldstundsteril ltriert (0.2 m Porengrol3e).

2.1.2 VerwendeteApparate und Anlagen

Faralle Schittellolbenexperimentaunddie AnzuchtderMikroorganismerwurde
ein Wasserbadschuttleler Firmalnfors verwendet.

Die absatzweisend kontinuierlicheFermentatiorwurde nachdem chemostati-
schenPrinzipin einemRuhrreaktordes Typs KLF 2000 (Bioengineering,\&ld,
Schweiz)mit einemArbeitswolumenvon 1.51 unteraerobenund semi-aeroben
BediungungeriKap.2.1.3)durchgefuhrtDie AnlageverfugtiberMess-undRe-
geleinrichtungeritr TemperaturDruck, Drehzahl,pH-Wert und Bellftung. Zur
Messungder Volumenfraktionvon SauerstdfY o, und KohlendioxidY ¢, wird
das Fermenterabgadurch eine Trocknungseinheieinem Abgasanalysatodes
Typs SiemendJltramat/Oxymat6 zugefihrt.Abb. 2.2 zeigt den schematischen
AufbauderVersuchsanlag®urchdie Anbindungder AnlageandasProzesslei-
tsystemSimatic S7 mit der graphischerBenutzerober achaNVinCC der Firma
SiemengonntenRegler fiir denSubstratzulautind die Geldstsauerstéifonzen-
tration(Kap.4.1)realisiertwerden Durchdie freie Programmierbamit der Soft-
ware kdnnenauchanspruchsvllere Verfahrenimplementiertund getestetwer-
den.DasProzessleitsystemientim Laborbetriebvor allem dem Bedienenund
Beobachterder gefahrenenAnlagen.Des Weiterenwerdenalle on-line verfiig-
barenMessgroReaufgenommendaigestelltundarchviert. Schaumbildungvur-
de durch einenSchaumsensanit darangekoppelterAntischaummittel-Zugabe
(ContraspumFirma Zschimmerund Schwarz, Lahnstein)unterdriickt.Zur Re-
gelungdes pH-Werts wurde 1 N NaOH verwendet.Die Temperierungerfolgt
UberHeiz- und Kihl nger. Die in situ-Sterilisierungwird durch Durchstrémen
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Abbildung 2.2: SchematischehufbauderFermenteranlage

mit heissemWasserdampérreicht.Die Entnahmevon Probenerfolgte Giberein
sterilisierbareg’robenahmeentil oderfir die BestimmungntrazellularerMeta-
bolite mittelsder SchnellerProbenahmetechni@bb. 4.2, Seite87).

Zum Gefriertrocknenwurde das GeratLyovac GT2 der Firma Finn-Aquaein-
gesetztDie Bestimmungder OptischenDichte der Kulturenund die enzymati-
schenTestswurdenmit einemPhotometeides Typs Ultrospec2000 der Firma
PharmacidiotechunddemSoftware-Raket Swift durchgefihrtEine bei 560nm
gemessené&xtinktionseinheitentspricht0:32gT S=I (Trockensubstanz)Fir die
Trockensubstanpro Zellewurde2:8 10 3gverwendef114] undfiir dasdurch-
schnittlicheZellvolumen6:83 10l [161]. DiesemabeinenUmrechnungstktor
zwischendenEinheitenvon: 1[ mol =gT S] = 410[M ]

2.1.3 Durchgefihrte Experimenteim Fermenter

Zur quantitatvenCharakterisierunger SignalerarbeitungiberdasPTSwurden
Experimentam FermentedurchgefuhrtVor der Beimpfungmit dem,durchdas
beschriebenénzucht-SchemgAbb. 2.1) erreichteninoculum, wurde der Fer
menternachderin situ-Sterilisierungmit demBatch-Medium(Tah 2.3) befllt.
Der absatzweis®etriebwurdein einemVolumenvon 1.551 durchgefihrtEine
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ausreichend&auerstdi’ersogungwurdesichegestellt.Bei allen Experimenten,
bis auf die Experimenteanit Sauerstofmitierung sankderSauerstdpartialdruck
pO, im Medium nie unter 20% des Sattigungsdrucksind damit die Sauerstdt
konzentrationnie unter 1.3 mg/l. Der Sattigungsdruckvurde bei Normaldruck
und einerTemperatuvon 37 C mittels BegasungdessterilenMediumsmit Luft
ermittelt. Wenn nicht anderserwéhnt,war die Ruhrerdrehzah1000 U/min und
die Beliuftungsratel I/min. Die Temperaturbetrugfur alle durchgefihrterex-
perimente37 C. Beim Erreichender Ubeigangsphasewischenexponentiellem
undstationarenWachstumwurdedurchEinschalterderZulaufsteuerungndder
Ablaufregelungauf kontinuierlicheProzessfihrungmgeschaltetDas Volumen
wurdehierbeiauf 1.4 verringert.

DerkontinuierlicheProzessvurde,wennnichtanderseschriebenmnit einerkon-
stantenVerdiinnungsrat® = 0:1h ! stationarbetriebenDie Verdiinnungsrate
D berechnesich ausdem Quotientenaus stationaremvolumenstromund Fer
menterolumen:

q
D=1
\

mit demstationareiMolumenzu-und-abstromg = @, = G UnddemFermenter
volumenVk.

(2.1)

Daszur pH-Wert-ReyelungzugefihrteLaugewolumenwurdedurcheineVerrin-
gerungdes Mediumwlumensausgglichen. Es wurdenstationareWerte extra-
undintrazellularemMetabolitebis zu einerVerdinnungsratbisD = 0:4h ! ge-
messer{Kap.4.3).

Zur CharakterisierunglesVerhaltensdes Signaltransduktionssystenbei dyna-
mischenVeranderungemnd damit der Validierung des dynamischenModells
(Kap.3.2undKap.3.3)wurdenD-Sprung- Puls-undFitterungsstop-Experimente
durchgefuhrtBei einemD-Sprungwird die stationarévVerdinnungsrateprung-
haftaufeinenneuerstationareertverdndertinddie ReaktiondesSystemsd.h.
die Zeitverlaufeder Konzentrationemvichtiger MetabolitevermesseiiKap. 4.5).
Der Sprungwird durcheineSollwertdnderungn derZulaufsteuerungrreicht.Bei
Pulsexperimentenwurde die Sucroseknzentrationder Fermenterbrihesprung-
haft erh6ht.Die Kultur ist hierbeibei einerniedrigenVerdiinnungsrateon D =
0:1h ! in zuckerlimitiertem Zustand.Der Puls wurde durch eine manuelleZu-
gabevon 5 ml einerkonzentrierterSucroselosun¢B84g=I) realisiert.Der Zulauf
wurdedabeinicht verdndertDie Zeitverlaufeentsprechendeavletabolitesindin
Kap. 4.4 gezeigt.Beim Futterungsstop-Experimemturde ebenélls ausgehend
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vonderstationarerkulturbeiD = 0:1h ! derZulaufabgestellundnach4 Minu-
tenwiederangestelltAuchhiersindZeitverlaufeaufgenommemworden(Kap.4.6).

Zur UntersuchunglerVeranderungedesPhosphoenolguvat: Pyruvat-\Verhaltnis
bei niedrigenGeldstsauerstfonzentrationenvurdenstationarekontinuierliche
Kulturenbei limitierendenSauerstdpartialdriclenvon 5% und 10% der Satti-
gungvermesseiiKap.4.7).Die regelungstechnischRealisierunglieserprozess-
technischeufgabewurdein Kap. 4.1 beschrieben.

2.1.4 Bestimmungintrazellular er Stoffe
2.1.4.1 Phosphoenolpyruat (PEP)und Pyruvat (Prv)

Die KonzentrationeanPEPundPrvin denaufgearbeiteteRrobenwvurdendurch
einenzweistu gen, gekoppeltenenzymatischeestbestimmt[10]. Dabeiwird
die MengedesdurchPEPund Prv tberPyruvatkinaseund Lactatdehydrogenase
verbrauchtemADH spektrophotometrisdhei 340nm gemesserktslaufendabei
folgendeReaktionerab:

Pyruvatkinase: PEP + ADP ! Pyruvat+ ATP (2.2)

Lactatdehydrogenase: Pyruvat+ NADH ! Lactat + NAD " (2.3)

2.1.4.2 Glucose6-phosphat(Glc6P),Fructose6-phosphat(Fru6P) und Fruc-
tose(Fru)

Auchdie Konzentrationean GIc6R, Fru6PundFruwurdendurcheinenmehrstu-
gen, gekoppelterenzymatischemestbestimm{i10]. Dabeiwurdedie Mengedes
uberHexokinasePhosphoglucoisomerasadGlucose-6-phosphatdehydrogenase
gebildeteNADPH spektrophotometrischei 340 nm gemesserDie dabeiablau-
fendenenzymkatalysierteReaktionersind:

Hexokinase: Fru+ ATP ! Fru6P + ADP (2.4)
PGl : FrueP ! Glc6P (2.5)
G6PDH : GIc6P + NADP* ! Phosphoduconolacton+ NADPH + H*
(2.6)
P hosphoduconolacton+ H,O! Phosphoduconat (2.7)
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2.1.4.3 Zyklisches Adenosinmonophospha{cAMP)

Die Messungder Probenwurde mit einemradioaktvem Test (Fa. Amersham,
codeTRK432)unterVerwendung/on [°H ]-markiertemcAMP durchgefihrt.

2.1.4.4 PhosphorylierungsgraddesEIIA ©'"

Das Verhaltnisdesphosphorylierterzur Gesamtmengan EIIAC'™ (Phosphory-
lierungsgrad)vurdewie in [152] beschrieberestimmt.Nach Probenahmeind
Zellaufschlussn NatronlaugeNeutralisatiormit Natriumacetatind Zugabevon
Ethanol,wurdendie ProbeniiberNachtbei-70 C inkubiert. Nach Aufnahmein
SDS-Probenp@ér wurdedie Probeim SDS-Polyacrylamid-Gedlektrophoretisch
aufgetrenntNachWestern-Hybridisierungiurdendie Crr-Bandermit polyklona-
len anti-EIIAC'" -Antikérpern und Peroxidase-njugiertensekundarermntikor-
perndetektiert[58]. Der anti-EIIAC" -Antikorper wurde freundlicherweisevon
der ArbeitsgruppeGenetik (Prof. Lengeler),Osnabrickzur Verfligunggestellt
und ist ein polyklonalerAntikorper ausKaninchendie mit His6-EIlIA immuni-
siertwurden.Die Qualitatist gut. Es zeigensich nur wenigeunspezi scheBan-
den.Die Quanti zierungerfolgtemittels Bildverarbeitung.

2.1.4.5 Makr omolekllzusammensetzung

Zur BestimmunglerMetabolitab Ussean derMetabolischerrlussanalys@ap.3.3.1)
wurdedie Makromolekilzusammensetzudgr Zelle benotigt.Erganzendzu be-
reitsvorhandeneiVerten[14] wurdenin ausg&véhltenExperimenterie Gehalte
anDNA [91], RNA [1] undProtein[91] mit etablierterMethodengemessen.

2.1.5 Bestimmungextrazellularer Stoffe

Die BestimmungextrazellulareiKonzentrationewird oft alsunproblematischn-
gesehenDassdiesnichtimmersoist, zeigtederVersuchder Bestimmunglesex-
trazellularerPrv und PEPausder stationarerkontinuierlichenFermentationDie
Probewird in ein vorgekihltesReagenzglasaufgenommenS Minutenbei 1l C
zentrifugiertund danachsofort Itriert (Methode6, Abb. B.6). Es ergebensich
Konzentratiorfir Prv von 0.05mM und fir PEPvon 0.3 mM (0.6 mol/gTS).

56



Stockt man die Uberstandadirekt nach der Probenahmaenit Standardauf, be-
tragtdie Wieder ndungbei Prv 0-10%undbei PEP20-70%bei starker Streuung.
Die verschiedenefVieder ndungsraterkdnnenmit einemaktiven Transportsy-
stemflr dasGarproduktPrv erklart werden.Das Abkuihlen der Zellsuspension
erfolgtim Reagenzglasgjasim Eisbadgekuhltwird, zulangsamDassheifl3t,die
mit dieserMethodegemesseneWertesindsehrungenawndkdnnennur als Ab-
schatzunglienen.Dasselbailt auchfir Probenahme -20 C-kalteSpritzenmit
Edelstahlkugelrund sofortiger Filtration (Methode7, Abb. B.7). Unkritisch ist
die BestimmungausdemUberstandwennder Metabolitin hoherKonzentration
im Uberstandrorliegt, daesdannnur zu einergeringerrelatvenVeranderungler
Konzentratiorw&hrendder Zeit der Probenahmé&ommt. So konntenfur die ex-
ponentielleBatch-Phas&onzentrationewon bis zu 400mM fir Prvund 14mM
fur PEPbestimmtwerden Die relatv hoheKonzentratiordesenegiereicherPEP
ist eventuelldurchZelllyse wahrendder Batch-Phaseu erklaren.
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Kapitel 3

Modellierung, Simulation und
ldenti kation

3.1 Modellierungssystematik

Die Analyse komplexer physiologischemNetzwerle, wie in Abb. 3.1 beispiel-
haft veranschaulichtwird durch die grol3e Anzahl an regulatorischwirksamen
Vorwarts-und Ruckkopplungsschleiferffeedforward- und feedback)erschwert
[73]. Ein Uberblickiiberdie Ansatzezur mathematischeModellierungund Ana-
lysein derBiotechnologievird in [9] und[167] gegebenFirE. coli wurdein den
letzten20 Jahrenein Einzelzellmodellentwiclkelt [27, 149]. DasModell bezieht
die Makromolekilzusammensetzuranige Signalmolekilaind andereParame-
ter wie Zellvolumenund -ober &chemit ein. StrukturierendeElementewerden
nicht betrachtetund dasModell ist schwerzu versteherund zu verandernEin
weitererAnsatz,die sogenanntekybernetischeModelle, wurdenvon Ramkris-
hnaet al. entwickelt [156], um sownvohl den sequentiellenals auchden gleich-
zeitigenVerbrauchvon Substraterzu beschreibenDer Vorteil diesesAnsatzes
ist die Moglichkeit, dasWachstumsgrhaltenauf verschiedeneisubstratervor-
herzusagenyennals BasisWachstumseperimenteauf einemeinzelnenSubstrat
herangezogewerden.Nachteilesind, dasswederder spezi scheMechanismus
derinduktionundRepressiomochdie hierarchisch&trukturdesregulatorischen
Netzwerlesin Betrachtgezogerwerden[74].

Ein neuerAnsatz[73], der auchin dieserArbeit verwendetwurde, basiertauf
demKonzept,dasssich der zellulareMetabolismusn Funktionseinheitestruk-
turierenlasst,die zur Modellierungverwendetverdenkénnen80, 82). Komplexe
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Abbildung 3.1: Ausschnittausder schematischearstellungdes Stoffwech-
selnetzwerksson Esderichia coli zur Veranschaulichunger
Komplexitat biologischerSysteme

metabolischéNetzwerle kdnnendadurchin kleinere,relevanteEinheitenzerlegt
werdenDiesist notwendigum Problemenit einerVielzahlvon Gleichungerund
oft unsichererParameterrzu vermeidenDadurchwird die Modellbildunglber
sichtlicherund transparenteiDes Weiterenwird dasAuf nden von Strukturen
der zellularenRegulation erleichtertund dadurchdasganzheitlicheverstandnis
desMetabolismuggefordert[74]. Die Kontrollstrukturenin biologischenSyste-
menkonnenoft durcheinenhierarchischensatzgegliedertwerden Diesist in
Abb. 3.2 flr einebakterielleZelle schematisclilamgestellt[80]. Die Komplexitat
der Einheitennimmt dabeiauf metabolischeund genetischeEbenezu. Klei-
nere Einheitenbilden Blocke (Operonsund Regulons),die unter der Kontrolle
einesspezi schenRegulatorsstehenDie Regulatorengréf3ereBlocke, wie zum
BeispielCrpA, RelA undPhoR(Modulons),sind mit einemSignaltransduktions-
netzwerkvertunden,dasAnderungerin derUmgelungoderim physiologischen
Zustand(integrierte Information)wahrnimmt(hier nicht dagestellt).Die Modu-
lons kdnnenwiederumin nochgréf3ererEinheitenkoordiniertwerden,wie zum
BeispielRpoD, RpoN und RpoH, und so weiter bis schlief3lichdie gesamteZel-
le erfasstwird [80, 84]. Die Kontrollewird hierbeidurchepistatischeindglobale
RegulatorerausgetbtAllerdingszeigtsichaufderEbenederglobalenTranskrip-
tionsregyulatorereinestarke VernetzungSogenanntdichtiberlappend®egulons
(denseoverlappingregulonsDOR) kdnnenbeschriebemverden[148]. Dieseent-
sprecherdemgenetischemegriff desModulons.
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Abbildung 3.2: Hierarchischestruktureinerbakteriellerzelle [80]. Erlauterun-
genim Text.
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Abbildung 3.3: FunktionelleEinheitC-Stofwechselin E. coli [80]. Erlauterun-
genim Text.

In [82] wurdendaherdreiverbaleKriterien zur AbgrenzungbiologischerFunkti-
onseinheiterle niert:

(i) DasVorhandenseirinesenzymatischeietzwerlesmit einemgemeinsamen
physiologischerZiel

(i) DesserKontrolle auf genetischeEbenedurch ein gemeinsamesegulatori-
sched\etzwerkund

(i) Die KopplungdiesegegulatorischerMetzwerksandie Umgehlung(innerbalb
oderauf3erhallwler Zelle) durchein Signaltransduktionsnetzwerk.

Diese Prinzipienwurden auf die Proteinsynthesend Stoffwechselvege ange-
wendet[73]. Der C-Stofwechsel(“Nahrungssuche”yon E. coli stellt eine sol-
che funktionelle Einheit dar (Abb. 3.3) [80]. Die Einheitist de niert durchdas
gemeinsameiel KatabolismusEnegieerzeugungind Chemotaxisdie geneti-
scheEinheitcrpA-Modulonundein gemeinsameSignaltransduktionssystebe-
stehendausallen PTS der Zelle. Eine detaillierte Darstellungwurde bereitsin
Kap. 1.3.1gegeben Fiur die Chemotaxis-Signatitebesteherzum Beispielauch
Quenernetzungerurgenerellenbzw. MCP-vermitteltenChemotaxis-Funktionseinheit
(siehehierzuauchKap.1.4.2).Nebenderin dieserArbeit formuliertenFunktions-
einheit C-Stofwechsel(“Nahrungssuche”)iel3e sich aberaucheine funktionel-
le Einheit'Chemotaxis'formulieren,die alle beteiligtenSignallettender MCP-
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Abbildung 3.4: ElementaréVodellbausteineStoffspeicherohneund mit gene-
tischerInformation, Stofwandler Polymerisatqr Signalvand-
ler und Proteinabbaivon links nachrechtsundvon obennach
unten)

undder PTS-\ermitteltenChemotaxisumfasserkénnte.Dies zeigt,dassdie Fra-
ge der Zerlegung komplexer Netzwerkstrukturern kleinereFunktionseinheiten
mit eigenerFunktionalitatund begrenzterAutonomienochlangstnicht geklart
ist. In derweiterensystembiologischeRorschungwird dieseFrageweiterbehan-
deltwerdenmuissenDer entwickelte formale Algorithmuskannhierzuein erster
Schrittzur Beantwortungsein(Kap. 3.5). Die Arbeit beschéaftigsichim Weiteren
mit der mathematischeBeschreiling der Signaltransduktionseigenschaftées
SucrosePTSinnerhalbder funktionellenEinheit C-Stofwechsel(“Nahrungssu-
che”), sawie derGlykolyse.

Zur Modellierungwurdenim héchsterDetaillierungsgra@lementarélodellbau-
steinede niert [70, 73]. MetabolitewerdendabeidurchStoff'speicherund enzy-
matischeReaktionerdurchStoffwandlerabgebildetDesWeiterenbesteherBau-
steinezur Beschreilnng von Polymerisationsund Degradationsprozessesp-
wie fur die SignaherarbeitungAbb. 3.4). Der Prozessler Modellbildungwird
dannverstandemlsdasschrittweisé/erschalterundKombiniererderTeilmodel-
le zu héheraggreiertenModellstrukturenDies wird in Kap. 3.4 mit dem Mo-
dellierungswerkzeu@roMoT fur dasPTSgezeigt.Teilmodelleorganisiererdas
biologischeWissenin zwei KoordinatenDie strukturelleKoordinatebeschreibt
die Anzahlund Art der Ein- und Ausgangg Terminals).Die Verbindungerezwi-
schenden Teilmodellenwerdenentsprechender Art der Terminalsfestgelgt.
Die verhaltensbeschreibend@ordinatewird durchmathematisch&leichungen
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beschriebenEine Verknipfungbeider Koordinatenwird durch die Zuweisung

mathematischegleichungerzudenstrukturellerModellbausteinenealisiert.Dies
istzumBeispieldie ZuweisungeinerkinetischerGleichungzu einemModellbau-

steinvom Typ Stoffwandler[73, 74].

3.2 SucrosePTS

Die detaillierteModellierungdesSucrosePTSwurde basierencauf grundlegen-
den Arbeitenvon J.M. Rohweret al. durchgefihrf131, 132. Hier wurdendie
in vitro gemessenekinetischenParametealler KomponenterdesGlucosePTS
der EnteobacteriaceaggesammeltZur Beantwortungder Frage,ob die in vitro
gemesseneiRarametedasin vivo-Verhaltemachbilderkbnnenwurdeein detail-
lierteskinetischedViodell aufgestelltJedePhosphotransferreaktiomurde dabei
in zwei Elementarreaktionererlegt. Diesist hier fr die Phosphorylibertragung
vomHPrzumEIAC'™ beispielhafigezeigt:

HPr P+ EIIAklePr p EIIAkaHPr+EIIA P

1 2

Die ersteElementarreaktiobeschreibtdabeidie Komplexbildung desPhospho-
ryldonorsund desPhosphorylakzeptonsnd die zweite die Dissoziationdesde-
phosphorylierteionorsund desphosphoryliertekzeptors Auf derBasisvon
Literaturdatenwie Ky, -Werte,Assoziationsknstantewvon PTS-Proteineffiir ih-
re Substratesawie Gleichgavichts-und Geschwindigkitskonstanteritir gesam-
te Phosphorylibertragungsreaktion&onntenalle Geschwindigkitskonstanten
fur die Elementarreaktionelberechnetverden Alle Parametekonntendabeiaus
Literaturdatergevonnenwerden.Es konntegezeigtwerden,dassmit diesemin
vitro-Modell in vivo-Verhaltenwie zumBeispielbei variiertenProteinlonzentra-
tionen,beschriebemverdenkann.Wichtig ist, dassrelativ hoheProteinlonzentra-
tionenverwendetwerden.Dies bildet dassogenanntémolecular crowding' ab,
alsodie lokale Erh6hungderProteinlonzentratioraufgrundvon Komplexbildung
in vivo, jedochnichtin vitro [132].

In dieserArbeit wurdedasvon Rohwerbeschrieben&lodell verwendetund er
weitert. Die zwei Elementarreaktionemwurdendabeijeweils zu einer Gesamt-
Phosphoryliibertragungsreaktisnsammengekst[132]. DasModell wurdeum
denScrspezi schenTransporteEIIBCS® erganzt.Die notwendigerkinetischen
Parametemwurdenausder Literatur entnommer{143, 161, 162]. Des Weiteren
wurdedasModellumdenMonomerDimer-ZyklusdesEl erweitertwiein Abb. 1.3
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(Seite35) dagestellt.DabeibezeichneEID, EIDP und EIDP2 dasnicht-, mono-
unddiphosphoryliertél-Dimerim Gegensatzu denmonomerer-ormenEl und
EIP. Firdie Phosphorylibertragunggm El zumHPrwurdesowvohl die Mdglich-
keit der Ubertragungrzom EI-Monomer als auchvom Dimer ausberticksichtigt
[20].

Fur die Bildungs-und ZerfallskonstanterdesEl-Dimerswurdendie bei 6 C ge-
messenemVerte[18, 19] auf 37 C umgerechnetwasfir die Dissoziationskn-
stanteky desphosphorylierterDimersbeispielhafigezeigtwerdensoll. Die Dis-
soziationbendtigtbei6 C (279K) 60 Minutenundbei23 C (296K) 15 Minuten.
UnterVerwendungler Arrhenius-Gleichungl147]

k=A e Ea=RT (3.1)

laRtsichdie Aktivierungsenagie E o abschétzen:

ka(79K) 1 A e Ea=(R279K)
ka(296K) ~ 4~ A e Ea=(R29%K)

— @ Ea (1=279K  1=206K )=R (3.2)

) Ea = 56kJ=mol (3.3)

Mit demgleichenAnsatzla3tsichdannausderbei 6 C gemessenebDissoziati-
onslonstanteky(279K ) = 0:001=s desphosphorylierterDimersdie Konstante
fur 37 C (310K) abschéatzeru:

ka(310K) = 0:001=s g>°kI=mol (1=27% 18100 = :0112=s= 40:3=h (3.4)

Fur die Assoziationsknstanteébei 37 C emibt sichzuk,(310K) = 1:1 10°=M

s = 1:7 1PgTS=mol h. Derhierberechnet&Vertliegtim Bereichdermeisten
andererProteine(1°> 1°=M s) und nicht, wie der 6 C-Wert um 2-3 Gro-
Renordnungewarunter[66, 151, 17, 124]. Fur dasnichtphosphoryliertdimer
ergebensich leicht verschieden®arameterda K gq fur die nichtphosphorylierte
Form etwa zehnfichhéheralsflr dasphosphoryliertddimerist [18].

InsgesamivurdealsofolgendesdModell fir dasPTSformuliert:
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k1
EID+ PEP ~ EIDP + Prv (1)

k2
EIDP + PEPk 2EIDP2+ Prv (2)
k3
EIDP2k 32EIP 3)
k4
EIDP ) 4EI + EIP 4)
2E| N EID 5
‘s )
k6
EIP+HPrk 6EI + HPrP (6) (3.5)
k7
EIDP+HPrk7EID+HPrP (7)

k8
EIDP2+ HPrk 8EIDP+HPrP (8)
k9
HPrP+EIIAk9HPr+EIIAP 9)

k10
EITAP + EIIBC ) loEIIA+ EIIBCP (10)

k11
EIIBCP+Scrk llEIIBC+ S6P (12)

Alle Reaktionenvurdendabeireversibelangesetztlolkemaet al. zeigten,dass
der Transporterfiir Mannitol EnzymlI™ als Dimer vorliegt und funktionell ist
[92]. Die gesamtdProteinlettedesPTSkannals Dimer vorliegenund sodie bei-
denals Dimer vorliegendenTransportemit Phosphorylgruppewersogen.Dies
wurdein diesemModell insoweit berticksichtigtals dassHPr, EIIA und EIIBC
jweils dasMonomer alsauchein Molekul desDimersbezeichnetDieseGleich-
setzungst dannzuléassigwennentwedelalle Molekile als Dimer vorliegenoder
zwischendenkinetischenKonstanterder Molekiile in monomereroderdimerer
Formkein UnterschiedestehtEswurdeangenommergdassinederbeidenVvor-
aussetzungeerfillt ist. Die ParametewurdendurchAnpassungndie in Kap.4
dagestellterErgebnissdeicht gegentibedenLiteraturwerterveranderundsind
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| Parameter]

ky 8:9e+ 6[gTS=mol h]
kK 1 5:9e+ 6[gTS=mol h]
ks 8:9e+ 6[gTS=mol h]
k » 5:9e+ 6[gTS=mol h]
ks 40:3[1=h]

K 3 1:7e+ 6[gTS=mol h]
K4 40:3[1=h]

K 4 1:7e+ 6[gTS=mol h]
ks 134[1=h]

K s 5:0e+ 6[gTS=mol h]
Ke 3:0e+ 8[gTS=mol h]
K 6 1:2e+ 7[gTS=mol h]
k7 2:8e+ 7[gTS=mol h]
K 7 2:5e+ 7[gTS=mol h]
ks 2:8e+ 7[gTS=mol h]
K g 2:5e+ 7[gTS=mol h]
ko 0:5e+ 7[gTS=mol h]
K g 0:5e+ 7[gT S=mol h]
K10 3:0e+ 7[gTS=mol h]
K 10 l:le+ 7[gTS=mol h]
K1y 2:1e+ 7[l=gScr h]
K 11 10:0[gT S= mol
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Tabelle3.1: Parametedesidenti zierten PTS-Modell§Gl. 3.5)

in Tah 3.1 zusammengesst.Die Geschwindigkitskonstantefiir die Phospho-
rylibertragungrom EIIAC'" zumEIIBCS®" ist unsichemundwurdezur Halfte der
Konstanterfiiir denTransfezumEIICB®'¢ angenommefiL31]. Eswurdenim Ge-
gensatzumdynamischemModell derGlykolysekeineVereinfaichungenvie etwa
QuasistationaritaaderschnellesGleichgavicht verwendef{70]. Diesist sinnvoll,
daauchfir dasdetaillierteModell alle ParametedesModells auf der Basisvon
Literaturdaterbestimmiwerdenkdnnen.

3.2.1 UntersuchungdesdynamischenVerhaltens

In derPTS-ermitteltenChemotaxisvurdeeineVeranderunglesBewegungsmu-
stersvon E. coli auf Glucose-Freisetzunignerhalbvon 150 ms festgestell{98].
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Abbildung 3.5: Zeitverlaufe der Konzentrationerausgevdhlter PTS-Proteine
bei sprunghafter Erh6hung der Sucrose&nzentration von
1mg=I(3 M ) auf 300mg=I(900 M ) zum Zeitpunktt =
0ms. Die Konzentratiordesmonophosphorylierte&l-Dimers
EIDP wurdeausDarstellungsgriindemit demFaktor 100 mul-
tipliziert.

Die Dynamik desPTS ohnedie dahintegeschalteteChemotaxis-Signalkaskade
und denFlagelarMotor (Abb. 1.7, Seite46), savie unter Berticksichtigungler
Tragheitder Zelle gegentiberder FlagellarBewegung, mussinnerhalbvon etwa
10-50msstatt nden.Fuhrtemanfir daserlautertePTS-Modelleinesprunghatfte
Veréanderungler Sucrose&nzentrationdurch, ergab sich Abb. 3.5. Dabeiwur-
de die Sucroseknzentrationvon1mg=l = 3 M (Limitierung) auf 300mg=| =
900 M (Sattigung)erhoht,wadhrenddie anderenEingangsgrof3eRonstantge-
haltenwurden.Alle PTS-Proteinesrreicheninnerhalbvon 3-30 ms einenneu-
enstationdrerZustand Die Konzentratiordesmonophosphorylierte&l-Dimers
EIDP steigtdabeian, wahrenddie KonzentratiordesdiphosphorylierterbDimers
abnimmt. Es kommt hier also zu einer Verschielbing der Gleichgeavichte. Das
dynamischéV/erhaltendesPTS spieltim geforderterBereichah Aufgrund die-
ser Schnelligleit spielt sich dasdynamischeVerhaltender Proteinlette flr die
zu bestimmendesignaltransduktionseigenschaftéesPTSinnerhalbder funk-
tionellenEinheit C-Stofwechselkeine Rolle. Sie be nden sich praktischimmer
in einemstationarerzustand Entscheidendgind die deutlichlangsamereiiReak-
tionen der Glykolyse und Genepression Allerdings wurde der ebenélls lang-
sameEl-MonomerDimer-Zyklus im néchstenreilkapitel gesonderuntersucht.
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Zur Beschreilng der Signaltransduktionseigenschaftish die Betrachtungvon
stationarerKennlinienausreichengKap. 3.2.3).

3.2.2 EI-Monomer-Dimer-Zyklus: Simulationsstudienzu ver-
schiedenenModellvorstellungen

DerMonomerDimer-Zykluswurdeoft alsgeschwindigkitsbestimmendeschritt

innerhalbdesPTSangesehef0]. Dabeiwar allerdingsbisherungeklart,ob der

Zyklus von Komplexbildung und -zerfall bei jeder Ubertragungeiner Phospho-
rylgruppedurchlauferwird [20]. Simulations&perimentezeigen(Abb. 3.6),dass
auchbei Zuckermangel3mg=l = 9 M ) der Phosphorylierungsgrader PTS-

ProteineHPr, EIIA und EIIBC, d.h. der Anteil von phosphoryliertenProteinan

der Gesamtknzentration(sieheauchKap. 3.2.3) immer Null ist, wenn die P-

Ubertragungrom EI zumHPr ist nur vom Monomerausmaglichist, weswegen

dasDimer zuerstdissoziiererundnacherfolgterP-Weitelgabewiederassoziieren
muss.DabeiwurdenphysiologischrelevantePEP:Pyruat-\Verhaltniss€0.01 bis

10) betrachtetFur Zuckerlimitierungist aberein hoherPhosphorylierungsgraa

erwarten,wasfir ENAC'" in Kap. 4 auchexperimentellgezeigtwurde.DasMo-

dell mit der alleinigenPhosphatibertragungom El-Dimer ausmit den bereits
aufgefuhrterkinetischerParameternrmussdaherverworfenwerden.

Wird dag@endie P-Ubertragungzom Monomerund Dimer auserlaubt,wie in

Fig. 1.3, Seite35 dagestellt, kanndasexperimentellbeobachtet&erhaltenauch
im Modell erreichtwerden Diesist im nachsteeilkapitelausfihrlichbeschrie-
ben (sieheauch Abb. 3.7). Der MonomerDimer-Zyklus wird jetzt kaum noch
durchlaufensonderrdie vorherrschendBormist dasDimer, dasnicht mehrstan-
dig in die Monomerezerfallt. DasDimer kannsownohl die Phosphorylgruppeom

PEPaufnehmerals auchzum HPr weiterleiten.Lolkemaet al. zeigten,dassder
Transportefiir Mannitol EnzymII™ als Dimer vorliegt und funktionell ist [92].

Die gesamtdProteinlettedesPTSkannals Dimervorliegenundsodie beidenals
Dimervorliegenderirransportemit Phosphorylgruppewersogen.Ein alsDimer

vorliegendeaund funktionierende<l passtsehrgut in diesesBild der komplett
alsDimervorliegenderPTS-Kette.

EinezweiteMoglichkeit zur Erreichungeinesphysiologischsinnvollen Modelles
ist die deutlicheErh6hungder Geschwindigkitskonstanterfiir die Dissoziations-
undAssoziationsreaktionetlesDimers.In einerweiterenSimulationsstudi¢Da-

tennichtgezeigt)wurdendie Konstanteritir Hin- und Ruckreaktiorder Reaktio-
nen3-5in Gl. 3.5jeweilsum denselberfraktorerhdht,wasdie Gleichgavichtsla-
ge (K ¢g) nichtverandertAb einemFaktorvon etwa 10000ergebensich Verlaufe
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der Phosphorylierungsgradahnlichden Verlaufenmit P-Ubertragung/om Di-
mer aus.Es ist unklar, ob solch enormeSteigerungerer Reaktionsratemurch
dasbishernicht berticksichtigtémolecular crowding’, alsodie lokale Erhéhung
derProteinlonzentratiorundKomplexbildung,in vivo erreichtwird. In dieserAr-
beit wurde dahermit einermoglichenP-Ubertragungyom Dimer ausgerechnet.
Eventuellkbnntein einemsolchenFall auchauf die Beschreilingvon Monomer
undDimer verzichtetwerden.

Durch dieseStudiewird der Nutzender mathematischeModellierungund Si-
mulationdeutlich.EskénnenHypotheserilr TeilbereichedesStoffwechselsdie
sichbishereinerexperimentellerMessungentzogerhabengrarbeitetverden.

3.2.3 Stationare Kennlinien

Zur Beschreilong der SignaltransduktionseigenschaftéesPTS wurdenstatio-
nareKennlinienberechnetDiesebeschreiberlie Abhangigleit der Phosphory-
lierungsgradeler PTS-Proteined.h.desAnteils von phosphoryliertenfProteinan
Gesamtproteinyon der Substrat-saovie PEP-und Prv-KonzentrationDie letzt-
genannterGrofl3enstellendie EingangsgrofRennd die Phosphorylierungsgrade
die AusgangsgrofRedesSystemseziiglichder Signaltransduktiomlar. Die vier-
te EingangsgroR&ucroses-Phospha(Scr6P)beein usstim physiologischrele-
vantenBereichwederden Stoff uss, nochdie SignaltransduktioriiberdasPTS
und wurde deswgen nicht betrachte{132]. Flr eine Sucroseknzentratiorvon
[Scr] = 0:3g=I emibt sichfur die PTS-Proteinalie in Fig. 3.7 dagestellteAb-
hangigleit. Mit zunehmendenPEP:Pyruat-Verhaltnisemibt sich jeweils auch
ein zunehmendePhosphorylierungsgraayobei die Verlaufefir die einzelnen
PTS-Komponenterunterschiedlictsind. Dies bedeutetdassmanan deneinzel-
nenGliedernder Signaltransduktionsitte verschieden&ignaleabgreifenkann.
DiesekdnnenderRealisierungyonverschiedeneregulatorischeivorgangeriiber
dasPTS,wie etwa Katabolitenrepressionnd Chemotaxigdienen.Die errechne-
tenKennlinienhangemichtnur vom PEP:Pyruat-\Verhaltnis,sonderrauchauch
von der Gesamtmengan PEPund Pyruvat ah Fur Gesamtknzentrationewon
mehrals4 mol =gT S ist dieszu vernachlassigerie in denBerechnungefiir
Fig. 3.7geschehen.

Beziehtmandie Abhangigleit von derdritten Eingangsgrol3ejerextrazellularen
Sucroseknzentrationjn die Darstellungder Kennlinienmit ein, ergibt sich fur
EIIAC'™ derin Abb. 3.8 gezeigteVerlauf. Der Phosphorylierungsgradeswichti-
genSignalsEIIAC™" hangtgenausavie derderandereriKomponenterauchstark
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vonderextrazellularerZuckerkonzentratiorah FUrniedrigeZuckerkonzentratio-
nenegibt sichein hoherPhosphorylierungsgradaseinerhohenKonzentration
von EIIAC'"-P entsprichtund damit zu einer Aktivierungder cAMP-Produktion
Uberdie Aderylatcyclasefihrt, bei gleichzeitigerVerringerungdesinduktorau-
schlussediber das unphosphorylierteEIIAC'". Bei hohemZuckemehaltdage-
genemgebensich niedrigePhosphorylierungsgraddie zu einer Drosselungder
CAMP-Produktiorund zu verstarkteminduktorauschlusg&ihren.

Das PTS erweistsich damit als integrierendesSystem,dassowvohl Signalevon
aullerhalbals auchinnerhalbder Zelle verrechneund darausAusgangssignale
erzeugtDie vorgestellterKennlinienbeschreibedie Signaltransduktiofiberdas
PTSauf geeignetaVeisefur in vivo BetrachtungenDasZusammenspighit den
im Vemgleichlangsamere®rozesseder Glykolysewird im nachsterreilkapitel
(Kap. 3.3) behandelt.

3.3 Glykolyse

Zur Charakterisierunger SignaltransduktiomnerhalbderfunktionellenEinheit

C-Stofwechsel(Abb. 3.3, Seite61) wird auchdasZusammenspielesSucrose
PTS mit der Glykolyse betrachtetDas PTS-ProdukitScr6Pwird tiber ScrB und

ScrK in die Glykolyseeingespeistind die Endprodukteder Glykolyse PEPund

Pyruvat sind wiederumEingangsgrof3efur dasPTS.PTSund Glykolysestellen
somit einengeschlosseneKreis dar In Abb. 3.9 sind alle Metaboliteund die

betrachteteReaktionerdaigestellt.

3.3.1 MetabolischeFlussanalyse

Ziel desVerfahrenglermetabolischerlussanalysest die Berechnungon Stoff-

ussverteilungerdurchein gegebenefReaktionsnetzwerkit Hilfe von Messun-
genderAufnahme-undProduktionsrateextrazellulareiStoffe im stationarerZu-

stand[70]. Datenzur Kinetik und Regulationwerdenhierzunicht benotigt.Die

theoretischerGrundlagersind ausfihrlichin [115] dagestellt.Die Anwendung
desVerfahrensauf die katabolischem\bbaureaktionein E. coli wurdeebenélls

bereitsbeschriebefl 39, 70].

In Abb. 3.10ist die berechnet&luss\erteilungfiir aerobesVachstuneinerstatio-
narenkontinuierlichenKultur bei einerDurch ussratevonD = 0:1[h !] dage-
stellt. Die doppeltumrandeteVierecle enthalterdie gemessenefiufnahme-und
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Bildungsraterder extrazellularerProdukteund SubstratelntrazellulareMetabo-
lite sindin ein Oval eingetragerund Enzymein ein einfachumrandete¥iereck.
Ins Modell aufgenommenvurdennur die intrazellularenMetabolite,die sichan
Verzweigungspunktedes Stoffwechselsbe nden. Die fett gezeichneteriPfeile
ausdenEinheitenherauspeschreibewie Ab tisse in die anabolisché/lonomer
synthese.

Am Verzweigungspunk&Ic6P ief3en Stoffstromesowohl in die Glykolyse,als
auchin denPentosephosphatvgy(éPPW).DasVerhélltnisbetrétgtetvva?1 Zu %1 und
liegt damit auchfir Sucrosen dem Bereichwie esfur Wachstumauf Glucose
(30-50%in denPPW)bestimmtwurde[70, 158,157].

Die durchdie etabolisché-lussanalysdestimmtenStoff Gisse (Reaktionsraten)
dienender Berechnungler maximalenReaktionsratéir die dynamischeéMlodel-
lierung.DabeikannmittelsdeskinetischemAnsatzedur ein Enzymbeibekannter
stationareReaktionsrate , Konzentrationsektorc undParametergktorp die
maximaleRatefir die enzymatisclkatalysierteReaktionr max bestimmtwerden:

_ r
Mmax = @ (3.6)

3.3.2 DynamischesModell

Dasdynamischéviodell fur die Glykolysewurdebereitsbeschriebefi70, 71, 161,
162]. Esumfasstdie Metaboliteund Reaktionenwie in Abb. 3.9 daigestellt.Die
verwendeterkinetischenAnsatzeund die ParameterdesModells, die zum Teil
durchldenti kation ausexperimentellenErgebnisserbestimmtwurden,sind in
AnhangA (Seitel24)zusammengefsst.

Die Glykolyse-Enzymewerdenweitgehendkonstitutiv exprimiert, so dassihre
Gesamtknzentratiorrelativ konstantst. Diesist in einigenArbeitenexperimen-
tell nachgaviesenworden[7], spezielldurch DNA-Expressionspro lingmittels
Microarrays.Hier wurdenkaumExpressionsunterschieder Glykolyse-Enzyme
beim Vemleich von Wachstumauf Glucoseund Glycerol gefunden[118]. Und
auchbei einerUberexpressiorwichtiger Enzymekam eskaumzu einerVerande-
rung desGesamt ussesiberdie Glykolyse,wasauf einehoheRolustheitdieses
zentralerStoffwechselvegshindeutef138].

Die Ab Usse in die Biosynthesereaktionenyie in Abb. 3.10 aufgefthrt,sind
als ReaktionerersterOrdnungbeschriebelfi70]. Die Konstanterwurdenausder
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FlussanalysenddenstationarerMetabolitkonzentrationebestimmt:
[ etabolit = Ki etabore (M €tabolt] (3.7)

Nochnichtim Modell enthaltersindzweispezi schePrv-Transporterwie bereits
beschriebefir5, 78]. Diesewerdenflr Experimentemit demSubstraPyruvatvon
Bedeutungsein.

3.4 Modellierungswerkzeug,Sensitvitatsanalyseund
Parameteridenti kation

Die dynamischemModellefiir dasPTSunddie GlykolysewurdenmittelsdesMo-
dellierungswerkzeugBroMoT implementier{41]. ProMoT bietetdie Moglich-
keit mittels objekt-orientierteModellierungdasskizzierteModellierungskonzept
(Kap. 3.1) anzuwendemnd die zu erstellenderModellgleichungerautomatisch
zu generierenDiesekdnnenanschlieRendimuliert und analysiertwerden.Bei-
spielsweis&anneineSensitvitatsanalyselerModellparametesawvie eineSchat-
zung unbekannteParameteraus experimentellenDatenerfolgen[42]. Die Im-
plementierungerfolgt durch Verknipfungderin Abb. 3.4 damgestelltenelemen-
tarenModellbausteinaind Zuweisungder entsprechendekinetischenAnsétze.
Der strukturelleModellaufbaust fur denPTS-Bausteim Fig. 3.11undFig. 3.12
gezeigt.

Die Strukturierungundhierarchisché&liederungerfolgt dabeianhandlerfestge-
legtenbiologischerfunktionellenEinheitenund Untereinheiten.

Mit ProMoT kénnenModelle fur die Simlulationsumgelng DIVA erstelltwer-
den.Der ProMoT-Benutzerkann so auf die umfangreichenn DIVA implemen-
tiertenSimulations-und Analysemethodersowie die numerischemMethoderzu-
rackgreifen[99, 155]. EinfacheSimulationersindauchmit parallelin MATLAB
(und ACSL) implementierterModellendurchgefihrivorden.Sensitvitatsanaly-
senund Parameteridenti kationsind allerdingsaus GrindenenormlangerRe-
chenzeikkaummehrin MATLAB zurealisieren.

Innerhalbder Modellvalidierungkommtder Schatzungron unsichereroderun-
bekannterParametermit Hilfe von MessdatermuseinemrealenExperimentei-
newichtige Aufgabezu. Esist hierfirnotwendig dassdieseParametegegeniber
derZielfunktionausderDifferenzzwischersimuliertenMessgrolRenndMessda-
ten sensitv sind. Daherist vor einerParameterschatzurgy tberprifenpb eine
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solcheParametersensititit vorliegt. Diese Sensitvitdtsanalysevurdein dieser
Arbeit aufderBasisderFisherIinformationsmatrixdurchgefihrtwasin friheren
Arbeitenbereitsausfihrlichdagestelltwurde[99, 161]. DiesesVerfahrenliefert
die ParametedesModells,die mit dengegebenemMessdateminddergeforderten
Genauiglkit gemeinsangeschatztverdenkdnnen.

Furdie Parameteridenti katiormussdie Zielfunktionfir dasSchatzerfahrenmi-
nimiertwerden99]. Als numerischa.6serwurdenhierfirin MATLAB die Rou-
tine SIMPS(Simplex-Stratgyie) unddie bereitsetablierteEvolutionsstratgie ver-
wendet[127]. DasVerfahrenerwiessich allerdingsgegentberder Identi kation
mit DIVA alssehrlangsam.

3.5 AbgrenzungbiologischerFunktionseinheitenmit
mathematischenMethoden

Zur AbgrenzungelevanterEinheitenausdemkomplexenMetabolismus-Netzwerk
einerZelle kbnnennebendenhier verwendeteverbalenKriterien auchformale-
re mathematisch¥erfahrengepriftwerden[29, 141]. Spezielldie Metabolische
Kontrolltheorieist hierfir eingesetztvorden[62, 133]. Sie ist eine Analyseme-
thodefir die BestimmunglerVerteilungderKontrolledesFlussesindderMeta-
bolitkonzentrationein einemStoffwechselveg durchdie Enzyme die denStoff-
wechselveg bilden.

Ein neuesverfahrendassichbeieinemerstenverleichmehrereMorgehenswei-
senalsvielversprechendrwies,soll hier dagestelltwerden Esverwendetin be-
reitsformuliertesDAE-Modell (Differential-undalgebraisch&leichungengines
biologischerNetzwerles.ZustdndaelesModellskdnnendabeisovohl Metabolit-
und Enzymlonzentrationenals auch KonzentrationerextrazellularerSubstrate
oderderBiomassesein.Ziel war einegleichzeitigeGruppierungsonvohl von Me-
taboliten,alsauchvon Genprodukterzu ermoglichendazur Modellierungeiner
Funktionseinheisovohl Metabolit-,alsauchGenproduktknzentrationemathe-
matischin einer Einheit beschrieberwerdenmuissenDies entsprichtnicht der
Abgrenzungvon genetischerrunktionseinheitenyie sie von biologischerSeite
seitlangemvorgenommerwerdenunddie in einergenetsche®trukturierungn
OperonsReyulonsundModulonsresultiert.Mit derHilfe vonLinkage-Methoden
ausder ClusterAnalysekonntendie modelliertenZustandsariablenunter Ver-
wendungeinesAbstandsmal3amterteiltwerden[8, 43].

Die Linkage-Methodesindstatisch&/erfahrenundermoglicherdieinterneStruk-
turierungeiner Mengevon Objekten.Sie werdenin zahlreichenAnwendungen
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eingesetztMan bendétigthierfir ein Abstandsmalzwischenden zu strukturie-
rendenObjekten,dasdie Strukturierungskriterienviderspigelt. Dies kannent-
wederdirekt ausden Objektenoder GibereinenzugehorigerEigenschaftsektor
berechnetverden.Die betrachteterObjekte sind hier die Elementedes Reak-
tionsnetzwerks, reprasentierturchdie ZustandedasDAE-Modells [161]. Aus
der Abstandsinformatiorerhalt man durch einenLinkage-Algorithmus[43] ei-
ne BaumstruktuDendrogramm)gie die hierarchisché&liederungderVariablen
darstellt.DieseHierarchiebasiert,anderswie dasvon LengelerformulierteKon-
zept[80], nicht auf Epistasiealsoauf der DominanzeinesRegulatorstibereinen
anderensondernauf einemquanti zierbarenAbstandsmal3Es existierenver-
schiedenéinkage-Methodelisingle,completeaverage centroid ward),die sich
jeweils nurim Subalgorithmugur AbstandsberechnungterscheiderBasierend
auf dieserHierarchiekbnnenGruppenvon Zustanderisoliert werden,die kaum
mit anderernZustanderwechselirken und daherdengesuchterkinheiten,bzw.
Untereinheiterentsprechen.

Eswurdenverschieden@bstandsmaldentersuchtdie sichin zwei Gruppenauf-
teilen lassenErstensauf der Basisder Jacobi-MatrixdeslinearisiertenSystems
an verschiedeneunktendes Zustandsraumesnd zweitensauf der Basisvon
typischenLésungendesSystemsUnter Verwendungler Jacobi-Matrixkonnten
guteErgebnissdir MetabolischeNetzwerle ohneGenepressiorerzieltwerden,
wahrenceinegleichzeitigeGruppierungzon Metabolitenund Genproduktemicht
moglichwar (nichtgezeigt).

Ein zweiter Ansatzwar die Verwendungvon typischenLdsungen(Trajektorien)
desModells. Durch Korrelierung,wanndie verschiedeneZustandeaktiv sind,
erhalt mandie fur den Linkage-AlgorithmusnotwendigeAbstandsinformation.
Die entscheidendeS8chrittedesAlgorithmuswarendie Wahl von typischenTra-
jektorienund die De nition von Aktivitat. Es wurdenzwei Arten von Variablen
de niert, entsprechendlem typischenVerlauf ihrer Trajektorien:Langsamel-
Variablen(Integral) zeigennormalerweiseache Rampemnit verschiedeneStei-
gungenn denbetrachteteZeitintenallen(Abb. 3.13).Siewurdenaktiv de niert,
wennihre Konzentratiorzunimmt,d.h.die Ableitungpositv ist. Genproduktédal-
len normalerweisen dieseKlasse.Im Gegensatalazusind schnelleP-Variablen
(Proportional)durch Springe bzw. steile Rampengekennzeichnetind wurden
alsaktiv de niert, wennihr WerteibereinembestimmterSchwellenwertiegen.
Formalwurdendie langsamemindschnellervVariableniiberdie Berechnungines
Index |; getrennt:

I = L (38)
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P-undI-Variablen ErlauterungesieheText.

mit demMaximumf ™ unddemMittelwertf; derKonzentrationsanderungsge-
schwindigleit desStoffesi entlangderbetracheteteifirajektorie.Fureineschnel-

le KomponentéP-Variable)ist die maximaleKonzentrationsdnderungsgeschwin-
digkeit hoch verglichenmit Mittelwert, da sich die Konzentrationdes Stoffes i
nacheinerAnderungderUmgehungsbedingungeruerstschnell,dannaberkaum
nochandert.Daherist flr schelleP-Variablenderindex |; kleineralsfir langsa-
me I-Variablen.In der AnwendungdiesesAlgorithmusauf weitereModelle und
ZustandsariablenkénnenweitereDe nitionen von Aktivitat notwendigwerden.
Dieswird in weiterfihrendeBetrachtungemit andererModellen,zumBeispiel
zur EGF-Signalerarbeitunguntersucht.

UnterVerwendunglieserAktivitatsde nition konnteder Abstandzwischenzwel
Zusténderberechnetwverden,abhéangigdavon wie oft beide Zustandein einer
typischenTrajektoriezusammeraktiv sind. Basierendauf diesemAbstandsmal3
konntedie Baumstruktumit denbereitserwahnteriLinkage-Methodemerechnet
werden.Fur ein Modell, dasnebendenin dieserArbeit verwendetemModule fur
dasScrPTSunddie Glykolyse,auchnochBausteindir denTransportvon Glu-
cose LactoseundGlycerinenthalt{161], ist dassichergebenddendrogramnin
Abb. 3.14gezeig{74]. Eswurdenalle ZustandedlesModells,alsoauchdie extra-
zellularenmiteinbezogenwasfir eineBestimmunglerintrazellularerEinheiten
nicht unbedingtnotwendigist. Zur ldenti kation isolierter Einheitenbetrachtet
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denZustédndemndGruppenDurchAuftrennungandergestri-
cheltenLinie erhaltmandie benanntertinheiten.
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mandenAbstandzwischender Einheitund demZusammenschlusspunitit ei-
ner weiterenEinheit. Dieserlsolationsind& ist ein Mal} fiir die Abgetrenntheit
einerEinheit.Bei PTS,der Glycerin-Einheitund der Sucrose-Einheiist ein ho-
herIsolationsind& zu erkennen Wie bereitserlautertwerdenin denmit diesem
AlgorithmusermitteltenEinheitensonvohl Metabolite,als auchGenproduktezu-
sammengefsst.

Furdie Glykolyseunddie Lactose-Einheitst er etwasgeringerdochimmernoch
hochgenug,um sieals separierté&Einheitenzu identi zieren. Dieseretwasgerin-
gereAbstandist ausbiologischerSicht nicht zu erklaren.Dagegensind die Ab-
stédndebei Abstandsmald 1:4 (rechtsdergestrichelterLinie) zu gering,umeine
weiterehierarchische&trukturierungdieserfiinf Einheiten(metabolicpathways)
zuerhaltenSokénnenEinheiten wie dashierarchiscldominantecrpA-Modulon
nichterkanntwerden.

EinigeErgebnissavie die ZuordnungderGesamtinzentratiordesGlucose-Tansporters
(EOptsg)zur Glykolysesind ungavohnlich beztiglichderklassischerkinteilung.
Eswurdenaberalle mit verbalenKriterien de nierten Einheiten(PTS,Glycerin-
Einheit,Glykolyse,Lactose-EinheitSucrose-Einheitg¢benélls durchdiesenfor-
malenAlgorithmusgefundenSosind zum Beispielfur dasPTSalle dazugehori-
genmodellierterZustandeEl, HPr, EIIA, EIICBC'¢ undEIIBCS®" durchU-Linien
geringerHoheverlunden Die HohederU-Linien reprasentiertlenAbstandzwi-
schendenverbundenenZustandenDie verschiedene®TS-Proteinesind daher
sehreng miteinandervertundenund klar getrenntvon den anderenEinheiten.
Dasselbezeigtsichauchfur die anderenGruppen PEPund Prv wurdenhier der
Glykolyse und nicht dem PTS zugeordnetBetrachtetman nur die funktionelle
EinheitSucrose-Tansporund-Metabolismusunddie Glykolyse,soergabensich
zwei UntereinheitenDas Sucrose-PTind die Glykolyse mit den Metaboliten
Glc6PundFru bis PEPundPrv.

Dieserformale,mathematischAnsatzbietetdie Méglichkeit, biologisch-motvierte
Strukturenm Hinblick aufdie tatsachlich&/ernetzungu tberpriufenDer Ansatz
mussabemochanweiterenModellenandereiStrukturiberpriftwerdenlm Wei-
terenkanner zur Strukturierungkomplexer metabolischeNetzwerle unbekann-
ter oderunsichereiStrukturverwendetverdenund so derartigeNetzwerle einer
modularerModellierungzuganglichmachenEin ahnlicherAnsatzwurdebereits
zum Clusteringder Zellzyklusproteinevon Caulobactercrescentudvasierencuf
Expressionsdateverwende{47] und kannalsosovohl mit experimentellerwie
auchsimuliertenDatengenutztwerden.Dies wurdeauchmit anderenAnséatzen
zur ClusterAnalysebereitsgezeig22][110][171].
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Kapitel 4

Experimentelle und
Simulations-Ergebnisse

4.1 Sauerstoffregelung

Essoll die Geldstsauerstéifonzentratiorbei stationarerkontinuierlichenKultu-
renaufeinemkonstantentelatv kleinenWertvon 5 bis 10% derSattigunggehal-
tenwerdenDerin Abb. 4.1skizzierteRegelkreiswurdebetrachtetlm Fermenter
kénnendrei Phaserunterschiedemverden,die Biophasebestehendwusden Mi-
kroorganismengie Flussigphasenddie Gasphas§l61]. Der Stofflibeigangr o,
desSauerstdb ausder gasformigerPhasepestehendusaufsteigendeGasbla-
senund demGaswlumenuberder Flissigleit, in die Ussige Phasewird durch

Fermenter (flissige Phase)
PO2-Sonde

Pso2_soll n,Qzu Po2 Pso2
= Regler - >

Abbildung 4.1: Regelkreisderpo2-Regelungmit FiihrungsgréRBso2_sollder
RegelgroRePo2unddemMesswertPso2 Als StellgroRerkon-
nensavohl die Drehzahln desFermenterriihrersls auchder
VolumenstronQzuder Zuluft verwendetverden.

Jy!
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Gleichung4.1beschrieben:

rozzk.\’f—F(c [02)) = ka(c  [02)) (4.1)

k,: Stoffibeigangszahl
% = a: VolumenbezogenBhasengrenz ache
c : GleichgavichtskonzentratioranderPhasengrenz ache

In der Regel kannmandenTransportdesSauerstdt von der Phasengrenz ache
in den Kern der Flussigleit als den geschwindigkitsbestimmendeBchritt an-
nehmenFirdie Bilanz desSauerstdt in der tissigenPhaseergibt sichmit dem
Zu- und Ab uss unddemvolumenbezogenezeitveranderlichevVerbrauchg, (t)
durchdenStoffwechselder Mikroorganismen:

%: = ka(c [0O) aq(t)+ D(O]*" [O]) (4.2)

Zur Messungder Sauerstdkonzentratiorals Partialdruckpo, wird am ISR ei-
nePlatin-SilberSauerstdsondederFirmaBioengineeringingesetztBei ausrei-
chenderAnstrémungweist der SensorPT;-Verhaltenauf. Die Anzeigeerreicht
98% desEndwertsn wenigerals45s. DiesentsprichieinermaximalenZeitkon-
stantels = 11:5s. Dervom Sensoangezeigtdlesswerpso, wird Uberfolgende
Sensogleichungbeschrieben:

1
Pso2 = T—(poz Pso2) (4.3)
s

EstreteneineReihevon Storungerauf. Messrauscheergibt sichbeihohenRUhr
erdrehzahledadurchdasd uftblasenmit hoherGeschwindigkitgegendie Mem-
brandes Sauerstdsensorsprallenund diesedadurchin Berthrungmit der ge-
sattigtenGrenzschichder Luftblase kommt. Bei niedrigenDrehzahlerkdnnen
LuftblasenzeitweiseanderMembranhaften.Der dabeiangezeigtéVertderMes-
seinrichtungstrebtmit der Zeitkonstanteder Sondegegen den Sattigungswert.
DesWeiterenfuhrt verbrauchteElektrolyt zu immer schwachereisondensigna-
len. StérungerdesSauerstdi erbrauchgretendurchdie pulsférmigeZugabedes
Antischaummittelg{Kap. 2.1.2) und durch Pumpenerschleil3edingteSchwan-
kungenin derFeedingratauf.

EswurdeneineReihevon Regelverfahrenuntersuch{48, 4]. Die besterResulta-
te wurdenmit einemadaptven Pl-Regler je nachStellgroRemit oderohneAnti-
Winduperzielt. Als StellgroRerwurdensonohl die Riuhrerdrehzahklsauchdie
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BelUftungsratererwendetDer Pl-Ragler machtdenSollwertzu einerstabilenRu-

helagedesgeschlossendRegelkreisesindhatkeinebleibenderRegelabweichung.
Allerdings mussein KompromisszwischenschnellerAusreggelungvon Regelab-
weichungerund Storanfalligleit eingeggangenwerden.

Von adaptven Reglern sprichtman,wenndie Reglerparametebei Anderungder
Streclenparameteebenélls geédndertverden Dazumussdie Parameteranderung
der Strecle erkanntwerdenund eine Adaptionsstratgie vorliegen,nachder die
ParametedesReglersveranderiverden.Selbsteinstellendadaptationsfahig&it
wurde durch einenadaptven Regler mit Ruckfihrung(desIntegratorinhaltsl )
erreicht.Die Rgylergleichung4.4 beschreibidie Abhangigleit der Stellgré3ey
von derRegelabweichung unddemintegratorinhalt :

y=P(e+ %I) (4.4)

Fur denadaptven Regler wurdendie Anderungerdesintegratorinhaltd undder
Reglenerstarkung® mit folgenderAdaptionsrgelimplementiert:

< bl+e ;I >lgy+ |
L= . € ; ISO|| I IsoII + I (4.5)
b2| te < Tson
8
< bP > g+ |
R=_0 st I dson+ | (4.6)
T kP <sa

Bei groRenSoliwertspriingenaberauch plétzlichen Anderungender Streclen-
parametekanneszu langerandauerndegrof3enReggelabweichungekommen.
DiesekdnnendenintegratorinhalidesPI-ReglersstarkverandernWenndie Stell-
groReandie Stelwertbeschrankungto(3t,ist die weiterelntegrationder Regelab-
weichungjedochnicht mehrsinnvoll. Durch diesesHochwinden(Windup) des
Integratorskbnnennicht schwingungsfahigparametriertdRegler starke Schwin-
gungenerzeugenMan kann diesesVerhaltendurch sogenannteAnti-Windup-
Stratgienverhindern[5]. Dieserwiessichin Versuchemmit demVolumenstrom
der Zuluft als StellgrofR3eals sinnvoll und wurde mit der StellgrofRey, der Rege-
labweichunge, der ReglerverstarkungP und der NachstellzeitT; in folgender
Berechnungswschriftrealisiert:

8 R

< edt s Ymin Y Ymax
= (% OTi ;¥Y< Ymn (4.7)

(e T Y > Yimax
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Abbildung 4.2: SchnelleProbenahmetechn[it39]. Erlauterungenm Text.

4.2 Methodenentwicklung: Analytik intra- und ex-
trazellular er Metabolite

4.2.1 Bestimmungintrazellular er Metabolitk onzentrationen

DerUmsatzntrazellulareMetaboliteliegtim BereichwenigerSekundefil26][37][153].
Dies erfordertein Abstoppen(Quenching)desZellmetabolismusn wenigerals
einerSekundeum nachtragliche/eranderungeder Konzentrationerzu verhin-
dern[135]. In derLiteratursind MethodenbeschriebernDiesewurdeniberpruft.
DesWeiterenist eine einfacheschnelleProbenahmetechnikotwendig,die mit-
telseinerNadelmit dinnem kurzemMetallrohrrealisiertwurde (Abb. 4.2). Der
FermenterinhalstromteohnezusatzlichangelgtenUberdruckaus.Auch fir die
Probenahmeréhrchemurdekein UnterdruckverwendetDieseeinfacheTechnik
erlaubteineEntnahmevon ProbenausdemFermenteinnerhalbvon ca.800ms.
Eine&hnlicheProbenahmetechnikit Verwendung/on Unterdruckin denProbe-
nahmeroéhrchewurdevon Theobaldverwende{153].

WeitereProblemfelderdie beim Quenchingzu beachtersind, sind Emp ndlich-

keit gegenStérungerwdhrendderKulturfihrungim Fermenteoderim Schuttel-
kolben, Zellaufschlussei Einfrierender Zellen, zum Teil Instabilitatder Meta-
bolite bei hohenTemperaturemnind Enzymaktvitat beitiefen Temperaturen.

Will manintra- und extrazellulareKonzentrationemetrenntbestimmenist eine
schnelleAbtrennungdesMediumsvon der Zellmassenotwendig.Kritisch hier-

87



beiist nebenderbendétigterZeit, dassextrazellularvorliegendeMetaboliteander
Zellmembraranhafterkonnenundsodie Messunglesselbemtrazellulérvorlie-
genderMetabolitenverfalscherkbnnen Zur Abtrennungvurdenebenélls einige
Methodenuntersucht.

DerletztenotwendigeSchrittist derAufschlussderZellen,umdieintrazellularen
Metabolitemesserzu kénnen Auch hierzusindverschieden&ethodemrmaoglich.

4.2.1.1 Studie zur Enzymaktivitat bei Temperaturenbis 10 C

Zum Abschatzerder verbleibenderAktivitat der EnzymeGlucose6-phosphat-
DehydrogenaséG6PDH) und Pyruvat-Kinase(PK) bei Quenchingmittels Ab-
kihlenderZellenwurdendie enzymatischemestsfur die Glc6P-undPEP-Bestimmungen
(sieheKap.2.1.4.1 bzw. 2.1.4.2)beiverschiedenefiemperaturemit einerStan-
dardlésunghekannteKonzentratior(0.5 g/l Glc 6-R, bzw. 0.15mM PEP)durch-
gefuhrt.Im Wasserbadvurde ein Becheglas mit dem zehnhchenAnsatzaller
Reagenziendie fur eine Konzentrationsbestimmungptwendigsind ohne das
Substratauf die entsprechend@emperatuigebrachiund gehalten Durch einen
Magnetrihremwar eine stetigeDurchmischungles Ansatzesund der Kiihl Us-
sigkeit gewahrleistet.Bei positiven Temperaturewurdendie Messungernn ei-
nem beheizbaremnwasserbadiurchgefiihrt Die tiefen Temperaturerwurdenmit
KéaltemischungemusWasserEis und Ammoniumchloridrealisiert.Hierzuwur-
den zu jeweils 500 g Eis und 300 g Wasserbei 0 C 3 g, bei -6 C 60 g und
bei -10 C 100 g Ammoniumchloridzugegyeben.Die Temperatuim Becheglas
wurde durchein Thermometemit SensorstalolurchgefihrtDie Reaktionwur-
de durchZugabedesebenalls temperierterSubstratgestartetDie verwendeten
EnzymewarenG6PDHausHefe und PK ausKaninchenmuskulatuiRoche).Zu
de nierten Zeitpunktenwurdendie enzymatisché&JmsetzungemurchQuecksil-
berchloridabgestopptdierzuwurdeje ein ZehnteldesReaktionsansatzés tem-
perierteEppendorf-Cups Uberflihrt,in denenbereitsQuecksilberchlorid14 |,
50 mg/ml)vorgelegt war. EserfolgteeinesofortigeDurchmischungQuecksilber
chloridfiihrt zu einemvollstandigerAbstopperderReaktion ohnedie Extinktion
zu beein ussenwasin Vorversuchergezeigtwurde.Demenzymatischensatz
musstezur Gefrierpunktserniedrigunbei-6 C 13% undbei-10 C 25% Metha-
nol zugesetziverden.Die Extintions\erlaufebei verschiedenefemperarturen
sindfur G6PDHin Abb. 4.3 dagestellt.Bei dentieferenTemperaturenvird im
betrachteteMesszeitraunder Endwertder Reaktionnicht erreicht.
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Abbildung 4.3: Messung der Reaktionskinetik der Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenasbeiverschiedenefemperaturen

Aus denSteigungerder Umsetzungsind die relatven spezi schenEnzymakivi-
tatenbeiverschiedenememperaturebestimmiworden(Abb. 4.4).

Bei 0 Gradsinddie Enzymezu etwa 3% (PK) und10%(G6PDH)aktiv. Ziehtman
einetypischentrazellulareGlc6-P-Konzentratioritr E. colivonetwa2 mol/gTS
und eine Enzymaktvitat bei 37 C von etwa 5000 mol/gTSh [70], in Betracht,
soerrechnesichfir 0 C einmoglicherUmsatzdesgesamteworhandeneisIc6P
innerhalbvon 14 SekundenFur 10 C emibt sich5 Sekunderundfir -10 C im-
merhinnoch28 SekundenDieseAbschatzundasstsichaufdengesamtemMeta-
bolismusder Zelle GibertragenMethoden bei denendasAbstopperdesMetabo-
lismusnur durchein Abkuhlender Zellen auf eine Temperatuum den Gefrier
punktdesWasserserumerreichtwerdensoll, kénnenalso,sobaldsie langerals
einigeSekunderbendtigenzu einerdeutlichenVerfalschunglerMessegebnisse
fuhren.DieseMethoden(wie zumBeispieldasuntenbeschrieben@bstopperdes
Stoffwechselanit eiskalterSaline)sind daherals sehrkritisch zu bewerten.
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Abbildung 4.4: Messundglerrelatvenspezi scherEnzymakivitat derGlucose-
6-Phosphat-Dehydrogeseund Pyruvat-Kinasebeiverschiede-
nenTemperaturen

4.2.1.2 Phosphoenolpyruat (PEP)und Pyruvat (Prv)

DiesebeidenMetabolitesind zur Beschreibnng desPTS sehrwichtig, da sie di-
rekteEingangssignaldarstellenZur Methodenentwicklungvurdedeswegendie
MessunglieserbeidenMetaboliteexemplarischherangezogen.

Veroffentlichte intrazellular e PEP-und Prv-Messungenfur Esderichia coli.
Fur PEPbestimmteHogemazwischenl.6 und 3.8 mM in gewvaschenerZellen,
denenwiederumdie C-Quelle,auf der sie vor dem Waschergewvachsenwaren,
zugesetzwvurde[50]. HierbeiwurdedasProblemvon extrazellularvorliegendem
PEPundPrvumgangendie Zellenjedochvor derMessungsehrlangebehandelt.
Als Quenchingmittewurde Perchlorsaureingesetztwie auchschonin friihe-
ren Arbeiten[174] undfur Sactraromycescerevisiae[153]. Zellaufschlussmit-
tels Perchlorsdurevurde auchbereitsnach Quenchingin Methanolbei E. coli
eingesetztFir denstationarerZustandeiner kontinuierlichenKultur ergabsich
dabeil.2 mM [146]. In gehungerteiZellen nachGlucose-Pulsvurde mittels ei-
ner Extraktionsmethodenit kochendemWasserund HPLC-Analytik PEP zwi-
schen0.35mM (vor dem Puls) und 0.03 mM (nachdem Puls) bestimmt[12].
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Der Aufschlussmit kochendemiVassemwurdebereitsfir Streptococcusactis be-
schrieber{154]. Lowry et al. stopptendenZellmetabolismusachFiltration auf
Trockeneisundschlossemie Zellenmit PerchlorsaurendEDTA auf. Siemal3en
fur Zellenausder exponentiellerPhasedie auf Glucosegevachsernwaren,etwa
0.1mM, fur Wachstumauf diverserandererC- undN-Quellenzwischer0.1 mM

und 1 mM und fir Acetat-gevachseneZellen 0.2 mM [93, 55]. Quenchingin

Ussigem Stickstof und anschliessenddsochenin TRIS/EDTA ergab fir den
stationarerZustandeiner kontinuierlichenglucoselimitiertenFermentatioreine
PEP-Konzentratiorvon2.2mM [139].

Furintrazellulareyruvatwurdenmit denobenaufgefihrterMethoderfolgende
Werte gemessen0.4 bis 1.2 mM [50], 0.4 mM sowohl fiir Glucose-,als auch
Acetat-gevachsen&ellen[93, 55] und 2.8 mM flr denstationéarerZustandder
kontinuierlichenFermentatiof139], bzw. 6.5mM [146].

Weitereverotffentlichte Methoden.  Quenchingnit 60%-igemMethanol(-45 C,
bzw. -40 C) undZellaufschlussnit Chloroformwurdeflr Aspenillus niger [134]
und Hefe [65] angavendet.Fur Hefe wurde auchgezeigt,dassWaschemit ei-
nem Methanol-WassetGemisch(50/50, v/v, -40 C) nicht zur Verfalschungder
BestimmungintrazellularerMetabolitefuhrt [135]. Flr Esderichia coli wurde
auchder Zellaufschlussmit TCA schonfriih beschreibel68, 95], ebensowie
derAufschlusamit TRIS/EDTA, Ethanol,Butanol,SchwefelsdureAmeisensaure
[95] und mit Methanol.

Methodenentwicklung Furdie Methodenentwicklungvurden,wennnichtan-
dersbeschriebenjeweils Standard¢0.15mM PEPund 0.15mM Pyruvat) und
wie ProbebehandelteStandardyverwendetHierzu wurde dasselbé/olumenan
Standardwie in der jeweiligen Methodean Probegenommenwurde, genauso
behandeltvie Probeundam Endeder Aufreinigungund Messunglie Wieder n-
dungbestimmt.Au3erdemwurdenProbenauseinerstationarerkontinuierlichen
Kultur (D = 0:1h 1) von Esderichia coli LJ210und mit Standarcaufgestock-
te stationareProbenvermessenHierzu wurde direkt nachder Probenahmewus
demFermenteebenélls einede nierte Mengean Standardlazuggeben(aufge-
stockt).DurchMessungundVermleichmit einernichtaufgestockte®robe wurde
auchhierdie Wieder ndungdesStandard®estimmt.Die im Folgenderbeschrie-
benenMethodensindim AnhangB (ab Seite128)dagestellt.
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Fur denFormiat-Aufsthluss(Methode4, Abb. B.4) wurdendie ZellendurchFil-
trieren(Millipore DuraporeMembran Iter, Porengré3€.2 M) vom Mediumab-
getrenntMit 2 ml SalinewurdenachgespultUnd die Zellenwurdendannin ko-
chenderAmeisensauraufgeschlossemer Vorgangder Probenahmeauertebis
hierheretwa 20 SekundenNachNeutralisationZentrifugationund Gefriertrock-
nung(GeratLyovacGT2,danachHosenin 1.5ml Aquadest.)erfolgtedie Messung
[95]. DasAbstopperdesZellmetabolismusollte hier durchraschedNachsptlen
desFilters mit eiskalterSalineerreichtwerden.DiesesVerfahrenist kritisch zu
bewerten,daeszum einenrechtlangedauert,gemesseman denturn-over-Zeiten
und zum andererbei tiefen Temperaturerum den Gefrierpunktnoch Ezymaki-
vitat vorhanderseinkann,wie in einer Studie (Kapitel 4.2.1.1)gezeigtwerden
konnte.Des Weiterenwarendie Ergebnissestark schwankend und schlechtre-
produzierbarAuch konnteein Zersetzerspeziellderphosphorylierteetabolite
(PER GIc6R Fru6P)von etwa 50% gezeigtwerden.Aus diesenGriindenwurde
dieseMethodenicht weitenerfolgt.

Bei der direkteninjektion in gekuhlte,hochlonzentriertePerchlorsaure (35%, -
20 C) erfolgte dasAbstoppendesMetabolismusdurch Temperaturerniedrigung
und gleichzeitigeDenaturierungder Enzyme(Methode9, Abb. B.9). Eine gute
DurchmischungvurdedurchsofortigesSchuttelrgewahrleistetDie Mischtempe-
raturbetrugetwa +5 C. Der Zellaufschlussvurdedurchdrei GefrierTau-Zyklen
realisiert.Hierzuwurdendie bei -20 C gefrorenerProbenin ein Eisbad(+1 C)
gestelltund durch standigesSchiittelnin etwa 20 Minuten aufgetaut Daraufhin
wurdendie Probenwiederbei-20 C eingefrorenDanachwurdedie Probeneutra-
lisiert und vermessenNachteilebei dieserMethodesind, dassdie Temperaturer
niedrigungwegendesMischungserhaltnisse®erchlorséure/Prob@cht schnell
genugerfolgt undrelatv viele Bearbeitungsschritteu einemhohenFehlerfih-
ren.Eine AnderungdesMischungserhaltniswird durchdasbei derNeutralisati-
onanfallendePerchlorawerhindert Standardmessungéabergezeigt dassetwa
80% desvorgelegten PEP zersetztwurden,wahrendPrv zu nahezul00% wie-
degefundenwurde.Vor allemausdiesemGrundwurdedie Methodeverworfen.
DesweiterenstdrtedasanfallendePerchloradie enzymatischdestimmungder
Metabolite,was auchdurch Zentrifugierennicht vollstandig verhindertwerden
konnte.

WenigerkonzentriertéPerchlorsauie (7%) wurdein Verbindungmit drei Gefrier
Tau-Zyklenebenélls zum Zellaufschlussrerwendet Das Abstoppendes Meta-
bolismuserfolgte hierbeidurchZugabeder Probein ein auf Trockeneis(-70 C)
stehendeReagenzgla@Methode5, Abb. B.5). NachAuftauenbeiO C (in 30 Mi-
nutenim Eisbadbei+1 C, unterstutztlurchSchiittelnwurdedie ProbezehnMi-
nutenzentrifugiertund danachwurdendie Zellen mit der Perchlorsdureersetzt.
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‘ Metabolit\ CN ieder schlag [m0| :gTS] ‘ Cueberstand [m0| :gTS] ‘

Prv 0.4 1.0
PEP 0.6 3.5
Glc6P 0.1 0.6

Tabelle4.1: Verteilung verschiedeneMetabolite zwischenNiederschlagund
Uberstandnach Quenchingin gekiihitemMethanol (-70 C) und
Aufschlusamit Perchlorsauré€rz%)

Auf dieseWeiseist ein Abtrennender Zellenvom Medium mdaglich. Allerdings
war die Zeit fir dasZentrifugierenzu lange,wie der Studiezur Enzymakitvitét
beitiefen TemperatureriKapitel 4.2.1.1)zu entnehmerst.

Nach Quenchingder Zellen in ein auf Trockeneisstehendefkeagenzglasvur-
dendie ZellenauchdurchKochenin TRIS/EDRA aufgeschlossej®5, 139]. Trotz
derbereitsbeschriebeneRroblemelir dasQuenchingvurdenin der stationaren
Kultur Werteftr Prv(0.6-1.6 mol/gTS,2.0-4.4 0.5 mol/gTS)undPEP(2.7-
4.7 mol/gTS,2.0-3.7 0.4 mol/gTS)gemessendie im Bereichder Litera-
turwerteliegen.Bei mit StandardaufgestockteriProbenkam esjedochzu einem
Verlustdesaufgestockterstandardskin Teil desPEPkonntedabeiwahrenddes
Kochenszu Prvdephosphorylieniverden.

Nach dem Quenchingim Reagenzglasuf Trockeneiswurde auchder Zellauf-
schlusanit einemEthanol(75%)/ HEPES(0.25M, pH 7.5)-Gemish untersucht
[45]. Die Ergebnissewarenkaum reproduzierbaund warenmit jeweils 0.4
0.2 mol/gTSfir PEPund Prv sehrniedrig. Die Methodewurdefur die Meta-
bolite deszentralerStoffwechselsserworfen,wurdeaberfiir die cAMP-Analytik
verwendetdahier einegetrenntdBestimmungronintra- undextrazellulareion-
zentrationerforderlichist (Kapitel 4.2.1.5).

DerselbeAufschlussmit Perchlorsaue (7%) wurdeauchnachQuenchingn ge-
kuhltem Methanol (-70 C) uberprift. Nach Zentrifugation(-20 C) wurdendie
Zellen mit Perchlorsadureind drei GefrierTau-Zyklen(Methodel0, Abb. B.10)
aufgeschlossemNebenderaufwendigerAufarbeitungstelltderin Methanolstatt-
ndende Zellaufschlussin wichtigesProblemdar Nachdem Quenchingbe n-

densichetwa50- 80%derMetaboliteim UberstandTah 4.1).Bei dieseMetho-
de blieb dag@ender wie ProbebehandeltéStandardzu circa 95% erhalten.Die
Metabolite bliebenauchim gekiuhltenMethanolstabil (Methode8, Abb. B.8).
Eine direkte Messungm Methanol-Uberstand/ar wegeneinererheblicherSto-
rung (Tribung) der enzymatischemfeaktiondurchdasMethanolnicht méglich.
Daim stationarerzustandder Zuckerlimitierten kontinuierlichenKultur weder
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| Zellen | Lebendzellzahj%6] |

unbehandelt 95
Quenchingnmit Methanol(-70 C, 100%) 5
Quenchingn Reagenzgla&70 C) 90

Tabelle4.2: Vegleich der Lebendzellzahlenvon Esderichia coli LJ210
aus einer stationarenkontinuierlichen Kultur nach verschiede-
nen Quenching-Methodebei -70 C, ermittelt durch Farbung mit
Acridin-Orange

PEPundPrv, nochGlc6Pextrazellulargefunderwurden,warendie hohenMeta-
bolitkonzentrationeim UberstandhachQuenchinglemZellaufschlus®derHer-

ausstromerusder Zelle zuzuschreibenAuch zur Messungder Gesamtknzen-
trationwar die MethodewegensehrschlechteReproduzierbamit nichtgeeignet.

DasGleichegilt fir KochenderProbein einemEthanol(75%)/ HEPES(0.25M,
pH 7.5)-Gemish nacherfolgtemQuenchingn gekuhltemMethanol(Methodel 1,
Abb. B.11).Die Reproduzierbamt ist sehrschlechtDie Fartungmit demVitali-
tatsfarbstof Acridin-Orangg67, 150]zeigtebeiZellennachMethanol-Quenching
etwa 95%tote Zellenim Gegensatzu etwa 5% bei der unbehandelteKontrol-
le (Tah 4.2). Fur dasQuenchingder Zellen in einemauf Trockeneisstehenden
Reagenzglasiurdenetwa 10% antotenZellenfestgestelltso dassdieseArt des
Quenchingslurchausn Betrachtgezogerwerdenkann.

Als geeignetstdMethodeerwiessich die direkte Injektion der Probein kochen-
desEthanol (75%)/ HEPES(0.25 M, pH 7.5)-Gemish, Inkubierenbei +90 C
und Lyophilisieren(Methode 1, Abb. B.1). Hierbei wurden5 ml desEthanol-
Puffer-Gemischedei +95 C im Wasserbadur zwei Minuten vorinkubiert. Das
Gemischerreichtedabeieine Temperatuvon etwa +80 C. DasReagenzglamit
demGemischwurdeherausgenommeasc¢hnellaul3erabgetrockneindgenvogen.
Danachwvurdenetwa 2 ml ProbezugegeberunddasexakteVolumenmittelsWaa-
ge bestimmt.DasGemischwurdenunflr vier Minutenim Wasserbadhkubiert.
Danacherfolgte Abkiihlenim Eisbadauf O C fir 10 Minuten. Nach Zentrifu-
gierenfur 5 Minutenbei +1 C, wurdeder Uberstancabgenommenyophilisiert
undin 1.5ml Aquadest.resuspendiertind die ProbegemesserDiesesVerfah-
ren beruhteauf einervon Gonzaleset al. fir Hefe angevandtenMethode[45].
Der wie Probebehandeltestandardvurdebei Prv zu 95% und bei PEPzu 80%
wiedegefundensieheauchTah 4.4.Die Wieder ndungbei mit Standardaufge-
stocktenProberbetrugfir Prv80%undfir PEPetwa 70%,dasheisstein Teil der
MengedieserMetabolitewurdewé&hrendder Probenahmelurchdie Zellenoder
Zellbestandteilaumgesetzthzw. der MessungentzogenDa bei dieserMetho-

94



de nur die Gesamtknzentrationemler Metabolitebestimmtwerdenkonnten,ist
sie fir Batch-Fermentationeand Schittellolben-Experimenteingeeigne{Ka-
pitel 2.1.5). Sie kann aberfiur kontinuierlicheZuckerlimitierte Fermentationen
angevendetwerden,da hier Prv und PEPextrazellularnur in geringenKonzen-
trationenvorliegenund diesdeshallbvernachlassigiverdenkann (Kapitel 2.1.5).
Bei der Probenahméihlte das Gemischfur etwa 10 Sekunderbis auf 65 C,
wurdeaberdanniber80 C gehaltenDie gegeniibederOrginalarbeif45] leicht
verringerteEthanollonzentration58%, statt>66%) beein usstedie Messegeb-
nissenicht. Furdie kontinuierlicheKultur emgabersichbeieinerVerdiinnungsrate
von D = 0:1h ! stationareKonzentrationervon 0.65 0.15 mol/gTSfiir Prv
undl1.4 0.15 mol/gTSfur PER dieim Bereichderaufgefuhrteriiteraturwerte
liegen.Die weiterenErgebnissaverdenin Kapitel 4 (ab Seite84) daigestellt.

4.2.1.3 Glucose6-Phosphat(Glc6P),Fructose6-Phosphat(Fru6P) und Fruc-
tose(Fru)

Zur Uberprufungdes Modells fiir die Glykolyse sind Messungervon weiteren
Glykolyse-Metaboliterunabdingbaf153]. EswurdenGIlc6R Fru6PundFru aus-
gewdahlt. Die Analytik ist aberauchaufweitereMetaboliteausweitbar

Veroffentlichte intrazellular e Glc6P- und Fru6P-Messungenfir Escerichia
coli. Bhattacharyanal3in gehungerterZellen nachGlucose-Pulsnittels einer
Extraktionsmethodenit kochendemNasseund HPLC-Analytik fur GIc6P zwi-
schen0.35mM (vor demPuls)und 1.03mM (nachdemPuls)[12]. Lowry etal.
stopptendenZellmetabolismusachFiltration auf Trockeneisund schlosserie
Zellenmit Perchlorsaureind EDTA auf. Sie maRRerfur Zellenausder exponen-
tiellen Phasedie auf Glucosegenvachsenwaren,etwa 0.8 mM und fir Acetat-
gewachsen&ellenzwischerD.2mM und0.5mM [93, 55]. Mosesund Sharpma-
Benfur verschieden€-Quellenzwischenl.1 und 3.2 mM [111]. Quenchingn
Ussigem Stickstof undanschlieRenddsochenin TRIS/EDTA ergabfir densta-
tionarenZustandeiner kontinuierlichenFermentatioreine Glc6P-Konzentration
von 3.5mM [139], bzw. 0.3mM [146].

Far intrazellulared~ru6Pwurdenmit denobenaufgeftuhrteniViethodenfolgende
Werteanggeben:0.64 mM (vor demPuls)und 0.91mM (nachdemPuls)[12],

0.34mM flr Glucose-geachsen&ellenund zwischen0.1 mM und 0.7 mM far

Wachstumauf diversenC-Quellen[93, 55], zwischen0.02und 1.3 mM fir ver

schieden€-Quellen[111] und0.6 mM fur einestationarekontinuierlicheKultur

[139].
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Methodenentwicklung Die Methodenentwicklungvurdeanalogzu denPEP-
und Prv-Methoden(Kapitel 4.2.1.2)durchgefihrtallerdingsnicht in derselben
Ausfuhrlichkeit. Es ergabensich nahezulieselberErgebnissaind Schlussfolge-
rungen,auf derenausfuhrlicheDarstellungdaherverzichtetwird. Einige interes-
santePunktesollenabererwahntwerden:

Extrazellularliegt in der stationarerkontinuierlichenKultur, das heisstbei ei-

ner konstanterVerdiinnungsrateon D = 0:1h !, wederGIc6P noch Fru6P
vor. Die Wieder ndungdesaufgestocktersStandardsn Probendie direkt in ko-

chende€tOH/HEPES-Gemischjiziert wurden(Methodel, Abb. B.1), betragt
85%fur Glc6Pund90%flr Fru6R sieheauchTabelle4.4.NachdemAufschluss
mit Ameisensaur¢Methode4, Abb. B.4) konntenfir Glc6PintrazellulareKon-

zentrationervon 1.2 - 2 mM und fir Fru6Pvon 0.5 - 1.1 mM bestimmtwer

den.Fur den EtOH/HEPES-,sowie den PCA-Aufschlussnach Probenahmem

Reagenzglaauf Trockeneis(Methodenll und 5, Abb. B.11 und B.5) und den
EtOH/HEPES-AufschlussachQuenchingn Methanol(Methodell, Abb. B.11)

konntenweder Glc6P noch Fru6P nachgaiesenwerden.Mit dem Aufschluss
mittels TRIS/EDTA wurdenfur Glc6P Konzentrationewon etwa 2 mM gemes-
sen,wobeiderNachweisdesaufgestockteistandardzu 80%gelang Die Fru6P-
Messung(Probeund Aufstockung)war unsicher Die Methodeist fur Glc6P ge-
eignet.

4.2.1.4 Zusammenfassungler Methodenentwicklungfur die Glyk olyse-Metabolite

In Tabelle4.3sindalle untersuchteiMethoderunddie jeweiligenrelevantenFeh-
lerquellendalgestellt.Fir dasAbstopperdesZellmetabolismugrwiesersichdie
Injektion in gekihltesMethanol (100%, 70 C) wegen der auftretenderzell-
lyse und der schlechterReproduzierbamit und Filtrationsmethodemnvegendes
zu langsamerQuenchingsals ungeeignetGeeignetist dasQuenchingin einem
auf TrockeneisstehenderReagenzglaswird dieseMethodeallerdingsmittels
Zentrifugierenbei 0 C zum Abtrennender Biomasseverwendet,ist sie wegen
der Enzymaktvitat bei 0 C zweifelhaft. Weitere vorgeschlagené&/erfahrenzur
Biomasseabtrennungie FiltrierenoderdirektesZentrifugierersindebenélls zu
langsam.Das Methanol-Quenchingntfallt wegen der erwahntenZelllyse. Aus
diesenGrindenvurdeMethodel (Direktelnjektionin kochende&tOH/HEPES,
Abb. B.1) trotz deserwahnterNachteils,dasskeineTrennungn intra- undextra-
zellulareKonzentratiormoglichist, verwendetDie Wieder ndungderverschie-
denenMetabolite (Standards)auchin aufgestockterstationarenProben,ist in
Tah 4.4zusammengekst EineWieder ndungvon 100%hiel3e dassdie gesamte
eingesetzt&tandardmengamEndederBehandlungrachgaviesenwerdenkann.
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Methode

Fehlerquellen |

(4) Filtrieren, Kochen in
Ameisensaure

Zu langsameguenching,schlechteRe-
produzierbarkit, Denaturierungygon PER
G6R F6P

(9) Injektion in 35%-PCA
( 200)

Zu langsame®uenchingyviele Bearbei-
tungsschritteDenaturierungyon PEP

(5) GekuhlteRggl.( 70 C),
Aufschlussmit PCA

Enzymaktvitat bei 0 C, viele Bearbei-
tungsschritte

(3) GekuhltesRggl.( 70 C),
AufschlussdurchKochenmit
TRIS/EDTA

Enzymaktvitat bei O C,Verlust des auf-
gestocktersStandards

(2) GekuhlteRggl.( 70 C),
Aufschluss mit kochendem
EtOH/HEPES

Enzymaktvitatbei0 C

(10) Gekuhltes Methanol
( 70C), Aufschluss mit
PCA

ZellaufschluRRyiele Bearbeitungsschritte
schlechterReproduzierbanmkit

(11) Gekuhltes Methanol
( 70C), Aufschluss mit
kochendenEtOH/HEPES

ZellaufschluB3 schlechteReproduzierbar
keit

(1) Injektion in kochendes
EtOH/HEPES

ExtrazellularnvorliegendeMetabolite(Ge-
samtmessung)

Tabelle4.3: Methodenzur Analytik intrazellularerMetabolite mit relevanten
Fehlerquellenwie im Text erlautert Die Nummerierungentspricht
derReihenfolgegm AnhangB.
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| Metabolit| Wieder ndungStandard%] | Wieder ndungAufstockung[%] |

Glc 85 85
Scr 83

G6P 89 85
F6P 93 90
Fru 82

PEP 80 70
Prv 95 80

Tabelle4.4: Wieder ndungvon Standardserschiedenavlietaboliteundauf sta-
tionare Probenaufgestocktenttandardnach vierminutigemKo-
chenin Ethanol/HEPESMethodel, Abb. B.1)

Bei einerWieder ndungvon 90% gehenalso 10% verloren.Die Wieder ndung
ist ausreichendhoch.

4.2.1.5 ZyklischesAdenosin-Monophosphat(cAMP)

Zur Bestimmungdeswichtigen Alormons oder sekundarersignalstofs (second
messengeAMP wurdenmehrereverfahrenzum AbstopperdesZellstoffwech-

selsundzurTrennungderZellenvomumgebendeMediumgetestetDieseSchrit-
te derProbenahmsindauchfur cAMP kritisch. Esist nichtbekanntwie die Re-

gulationdesintrazellularercAMP-Spiggelsdurchgefuhrwird. Deswgenwurde
auchhierversuchtein moglichstschnelleAbstopperdesMetabolismuszureali-

sieren.Dabis zu 95% descAMP extrazellularvorliegt [30, 104, musseinesomg-

faltige TrennungderZellenvom Mediumerfolgen,umdiefir die Regulationswor-

gangeentscheidendgonzentratioranintrazellularencAMP exaktbestimmerzu

konnen.Auch fur denAufschlussder Zellen sowie die Aufarbeitungder Proben
wurdenmehrereéverfahrengetestet.

Veroffentlichte Methoden. Epsteinetal. gewvinnenUberstandelurchFiltration
oderdurchAbkihlenderKultur und Zentrifugation.Der intrazellulareGehaltan
cAMP wird nachFiltration mit Filtern der Porengross@.65 m und Extraktion
durchKochenin 0.2N Schwefelsdurbestimm{30]. Die vonder GruppeFeren-
ci publiziertenErgebnissanit cCAMP-Messungefil 16, 117] entstandemaufgrund
von direkterFiltration ausder Chemostat-Kiltur. Der Filter mit denZellen wird
sofortin eisgekuhlte€thanol(60%) tberfihrtund dasEthanolvor derMessung
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abgezogenJberstandeertewurdendirektausdemFiltrat bestimm{117]. Taka-
hashietal. undInadaetal. bestimmerdie extrazellulareKonzentratiorausUber
stéandendie sienachzweiminutigenZentrifugierergewvinnen[152, 57]. Hogema
etal. habemrmehrereMethoderfir dasQuenchingrerglichen:ZentrifugierenFil-
trieren und Quenchingin kaltem Methanol.Als zuwerlassigsteMethodeerwies
sichFiltrierendurchGlasséaser lternund Kochenin Ameisensaurgs2, 51].

Veroffentlichte cAMP-Messungen. Fir intrazellulareMessungerausder ex-
ponentiellerPhaseeinerSchittellolbenkulturwerdenWertezwischer0.7-5 M
[51],0.3-2.5 M [30]und1l5 M [116]ang@ebenFirextrazellulareNertewur-
de ebendlls ausder exponentiellenPhasesinesSchiittellolberversuch220 M
gemesserfl16]. Die cAMP-Exkretionist mit der intrazellularenKonzentration
korreliert[30].

Uberpriifung verschiedenerMethoden. Gemessemwurde in einer Sucrose-
limitierten stationarerChemostat-Kiltur mit der Verdiinnungsrat® = 0:1h 1.
Methode3 (TRIS/EDTA, Abb. B.3) [139] erlaubtnur eine Bestimmungder Ge-
samtlonzentratiorund scheidetausdiesemGrund aus.Der gemessengVert fir
die stationareChemostat-Kiltur betragtl50 M. Methode4 (Formiat-Methode,
Abb. B.4) [52] lieferteflr die intrazellulareKonzentratiorder stationamwachsen-
denKultur:12 5 M. Aufgrunddesrelativ hohenwWertsundvor allemdergrof3en
Streuungwurde dieseMethodenicht weiterverfolgt. Methode2 (Trockeneisbad,
Ethanol/HEPESAbb. B.2) basiertaufderAufschlussmethodeon Gonzale$45],
erganztum eine neueQuenching-MethodeDie Probewird in ein auf Trocken-
eisstehendeReagenzglamijiziert undgefriertinnerhalbvon etwa 20 Sekunden.
Nach Auftauenim Eisbad(Daueretwa 20 minuten,unterstitztdurch standiges
Schitteln)wird die Probebei +1 C zentrifugiertund der erhalteneNiederschlag
durchZugabevon 5 ml kochendenktthanol/HEPES-Gemisdls. Methodel) auf-
geschlossenNach vierminutigemIinkubierenund Abkihlenim Eisbad(10 Mi-
nuten),wird der Uberstanddurch Zentrifugierengevonnenund vermessenEs
tritt bei dieserMethodekeine Zelllyse auf [161]. Ein kritischer Punktwar die
vollstandigeAbtrennungder extrazellularenFlissigleit (Auswischenmit einem
Tuch) nachdem Zentrifugieren.Die Wieder ndung deseingesetzterstandards
betrug90% - 100%. FUr die intrazellularecAMP-Konzentratiorder Chemostat-
KulturvonE. coli LJ210ergabsich4.0 0.8nmol/gTS(1.7 0.3 M). Firdie ex-
trazellularecAMP-Konzentratiorunter diesenBedingungerergab sich 286 59
nmol/gTS(120 25 M). Beide Wertelagenim Bereichder obenaufgefuhrten
Literaturwerte.Die intrazellulareKonzentrationerhdhtesich bei Zugabeextra-
zellularenStandardswas daraufhindeutete dassca. 0.2% des Mediums beim
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Trocknennicht entferntwird, wasbei diesenKonzentrationserhaltniskaumins
Gewicht fallt. In einerexponentiellauf Sucrosewvachsenderschittellolbenkul-
tur von E. coli LJ210wurdeein geringereMVert gemesse(il.7 nmol/gTS)[161],
wasaberdamitiibereinstimmtedassbei hdherenNachtstumsrateain geringerer
cAMP-Gehalterwartetwird [122]. AufgrunddergutenErgebnissanit Standards
wurdeMethode2 (Abb. B.2) fur die cAMP-Messungelin dieserArbeit verwen-
det.

4.3 Stationare kontinuierliche Kultur

FUr die stationarekontinuierlicheKultur von Esderichia coli LJ210wurdendie
Konzentrationervon Scr, PEP und Prv, sovie der Phosphorylierungsgrades
EIIAC'™ und die Konzentrationvon cAMP bestimmt. Stationarmeint hier im
biverfahrenstechnische®inn eine Fermentationskultudie bei einerde nierten
Wachstumsratkonstantvachstundnichtwie im biologischerSinneeine*“nicht-
wachsendeKultur. Die gemesseneWertesinddie fur die ValidierungdesPTS-
Modells wichtigen Eingangs-und AusgangsgroRerDer Fermentationsprozess
wurdedabeimit denVerdinnungsrated = 0:1  0:4h ! betriebenDiesent-
sprichtGenerationszeitevwon 415und 104 Minuten.Nachder Anderungder Ver-
dinnungsratevurdedasErreichendesneuenstationarerZustandsidurchVerfol-
gungderAbluftkonzentrationemon Sauerstdfund Kohlendioxid,sowie derBio-
masseknzentratiorkontrolliert. Die gemessenewWertewurdenmit dendurchdas
Modell errechnetemVertenin Abb. 4.5und Abb. 4.6 dagestellt.

Die stationargkonstante)ntrazellulareKonzentratiorvon PEP nimmt mit stei-
genderVerdinnungsrat® zu, erreichtbei D = 0:2h ! (Generationszeil08
Minuten) ihren Maximalert und fallt danachwiederleicht ab, wohingegendie
Pyruvatkonzentrationerbei steigendeVerdinnungsratstetig zunimmt, bis bei
dermaximalenuntersuchteierdiinnungsrateon D = 0:4h ! (Generationszeit
415Minuten) eineintrazellulareKonzentratiorvon[Prv] = 3:3[ mol =gT S] er
reichtwird (Abb. 4.5). Dies erscheintdurch einendeutlich gré3erenFlussvom
PEP wegen der erhdhtenPTS-Transportrateplausibel. Beide Verlaufe werden
vom Modell ausreichendyut beschriebenwas daraufhinweist, dassVerande-
rungender Enzymlonzentrationeratsachlichkaum eine Rolle spielen,wie in
Kap. 3.3 diskutiert. Bei sehrhohenVerdunnungsrate(D = 0:4h !, Generati-
onszeit415 Minuten) kommt es allerdingszu gréRerenAbweichungenspeziell
bei der PEP-Konzentrationwobei hier doch Verschiebingenim metabolischen
Netzwerk durch veranderteGenepressioneine Rolle spielenkdnnen.Die ex-
trazellulareSucroseknzentratiorsteigtebenélls mit steigendeMerdinnungsrate
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Abbildung 4.5: StationareKonzentrationerder PTS-Eingangsgrof3eBcr (aus
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an,wasauchdurchdasModell wiedegegebenwird (Abb. 4.5). Der Anstieg wird
vom Modell wenigersteil berechnetals im Experimentgemessenyobeidiese
Messungerallerdingswegen Problemenn der Prozessfuhrungtarkfehlerbela-
stetsind(Kap.2.1.5).

Das PTS-Ausgangssign@hosphorylierungsgrades EIIAC™ nimmt mit stei-
genderVerdiunnungsratend damit niedrigeremPEP:Prv-¥rhaltnisund erhoh-
ter Sucroseknzentratiorwie erwartetab (Abb. 4.6). DurchdenerhdhtenTrans-
portwerdendemPTSvermehrtPhosphorylgruppeantzogerundein niedrigerer
stationarePhosporylierungsgrastellt sich ein. GegentbereinemPhosphorylie-
rungsgradvon etwa 70% bei D = 0:1h *undD = 0:2h 1, erhaltman fiir

D = 0:3h ! etwa40% undfir D = 0:4h ! praktisch0%. Bei dieserhohen
TransportratsinddemSystemandieserStellealle Phosphorylgruppeentzogen.

Die intrazellulareKonzentratiordessecondmessengetAMP nimmtmit steigen-
derVerdunnungsratand damitbessereSubstratersogungder Zelle ab, wobel
simulierterundgemessenérerlaufnicht ibereinstimmerDieskannein Hinweis
daraufsein, dassdie EIIAC""-Phosphorylierunguicht das einzige regulatorisch
wirkendeSignalftr die Aderylatzyklasest, wie bereitsvermutet{53, 125,152].

4.4 Pulsexperiment

Die stationarekontinuierliche auf Sucrosevachsenddultur (D = 0:1h 1) von
E. coli LJ210wurde durch pulsférmigeErhéhungder extrazellularenSucrose-
konzentration(eScr) ausdem stationarernZustandausgelenkund die Reaktion
des Systemsdurch Messungwichtiger ZustandsgrofRe(Metabolitkonzentratio-
nen)verfolgt. Die Kultur befandsich bei einerstationarerSucroseknzentration
von etwa 1mg=l = 3 M im induziertenZustand.Die Anregungwurde durch
Zugabeeinerde nierten MengekonzentrierteiSucrose-LOosunbis zu einerEnd-
konzentratiorvon 0:3g=l erreicht.Da die Art der Anregungdemin der Rege-
lungstechnikgebrauchlichewerfahrender CharakterisierunglesUbertragungs-
verhaltensinesSystemsdurchAnregungmit demTestsignalmpuls &hnlichist,
wird hier ebenélls derBegriff Pulsexperimentverwendet.

In Abb. 4.7und4.8sinddie gemessenemndsimuliertenZeitverlaufedaigestellt.

In Abb. 4.7 obenerkennt mandie sprunghafteErhéhungder Sucrose-kKnzen-
tration,welcheim Verlaufvon etwa 200s wiederverbrauchtwird. Esstelltesich
dannderselbestationaréMertvon [eScr] = 1:.2mg=Il = 3:3 M wiederein wie
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Abbildung 4.7: DynamischeAntwort des PTS und desintrazellularencAMP
(mit Faktor5 multipliziert) aufeineStérungdesstationarerzu-
standseinerkontinuierlichenKultur (D = 0:1h 1) von E. coli
LJ210 durch Sucrose-PulsDie extrazellulareSucroseknzen-
trationwurdedabeizum Zeitpunktt = 0s von 1mg=| aufeine
Endkonzentrationvon [eScr] = 300mg=I erhdéht.Punktemar
kierenMessungemindLinien Simulationsegebnisse
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Abbildung 4.8: DynamischeAntwort der Glykolyse auf eine Stérungdessta-
tiondarenZustandseinerkontinuierlichenKultur (D = 0:1h 1)
von E. coli LJ210durch Sucrose-PulsDie extrazellulareSu-
croselonzentrationwurde dabeizum Zeitpunktt = 0s von
1mg=l auf eine Endlkonzentratiorvon [eScr] = 300mg=l er
héht. PunktemarkierenMessungerund Linien Simulationser
gebnisse.
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vor der Storung.Innerhalbdiesegelatv kurzenZeitintenalls kbnnenregulatori-
scheEffekteaufEbenederGenepressiornvernachlassigerden Der Pulskonnte
in allengemessenennd simuliertenZustandsgréReverfolgt werden.Soist dies
in Abb. 4.8 obenfir die in der Glykolysefriih auftretenderntrazellularerMeta-
bolite GIc6R Fru und Fru6Pgut zu erkennen.GIc6P und Fru6Pwurdenjeweils
ausihrem stationarerzustandausgelenkterreichterfir die Zeit der Zuckersat-
tigung ein neuesstationareNiveauund kehrtendannnachdem Verbrauchder
Sucrosewiederin denfriiherenstationarerZustandzurtck.Fur die intrazellula-
re Fructose-ruwurdeein dhnlicherVerlaufsimuliert. Die streuendeMesswerte
konntenallerdingsauchdurchandereVerlaufebeschriebenverden.in Abb. 4.8
untenist einegute Ubereinstimmungon Experimentund Simulationfiir Prv zu
erkennen.Der Phosphoryl-DonoPEPwurde durchdenerhdhtenAb uss durch
dendeutlicherhéhtenTransportstarkvermindertund nimmt fiir dieseZeit einen
stationareWertvon[PEP] 1 mol =gT S ein,derabemochdeutlichiberNull
liegt. Dasin der Simulationzu erkennenddJberschwingerbei der Riickkehr in
denstationarerZustandkonntesoim Experimentnochnicht nachgaiesenwer-
denund kénnteauchauf einenstrukturellenFehlerim Modell, zum Beispielin
derBeschreibbngderAb Usse in die Biosynthesehindeuten.

In Abb. 4.7 untenist die KonzentratiordesPTS-Protein€IIAC" in nichtphos-
phorylierterForm daigestellt.DiesewurdebestimmtausdemgemesseneRhos-
phorylierungsgradlesProteinsund demin der Literatur vorhandenemesswert
fur die Gesamtlnzentratiorvon [EI I AC™"]; = 0:1 mol =gT S [132]. EIIAC'"
befandsichwéhrenddererhdhterSucroseknzentratiorkomplettim dephospho-
ryliertenZustandDiesermdglichteinenerhthterinduktorausschlugsberElNA €'
undfuhrtzueinerverringerterctAMP-Produktiordurchdie AderylatzyklaseCyaA.
Die intrazellulareKonzentratiolmancAMP nahmsprunghafabundstieg nachEn-
dederPulsphaseviederaufdenfriiherenstationérerZustand.

Die simuliertenTrajektorienbeschreiberlie gemessenegdeitverlaufegut. Auf-
grundderzahlreicherMessungekonntenetwa 12 ParametedesModellsidenti-
ziert werdendiein AnhangA enthaltersind.

4.5 Sprungexperimente

WaéhrendderkontinuierlicherProzessfuhrungit derVerdinnungsrat® = 0:1h
(Generationsze#t15Minuten,stationareSucrose&nzentratiori mg=I) wurdedie
sichim stationarerZustandbe ndliche Kultur durch sprunghafteErhéhungder
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Abbildung 4.9: SprunghafteErhéhungder Verdiinnungsrateon D = 0:1h 1
(Generationsze#15 Minuten, stationareSucroseknzentration
1mg=l) aufD = 0:2h ! (Generationszei208 Minuten, sta-
tionare Sucrose&nzentratior3mg=l) zum Zeitpunktt = Oh.
Verlauf der intrazellularenMetabolite GIc6R Fru6R PEPund
Prv, savie der MakromolekileDNA und RNA und desPhos-
phorylierungsgrasivon EIIAC'" im Zeitfenstetbis 6 h.

Verdiunnungsratauf D = 0:2h ! (Generationszei208 Minuten, stationareSu-
croselonzentration3mg=Il) zum Zeitpunktt = Oh gesttrt.Die Art der Anre-
gungist demin der RggelungstechnilgebrauchlicheVerfahrender Charakteri-
sierungdesUbertragungsserhaltenginesSystemslurchAnregungmit demTest-
signal Sprungahnlichund wird hier, wie in der Bioverfahrenstechnikiblich, als
D-SprungbezeichnetBis zur EinstellungeinesneuenstationérerZustandsvur-
dendie Zeitverlaufewichtiger Metaboliteund Makromolekilegemessemind in
Abb. 4.9im Zeitfenstebis 6 h undAbb. 4.10im Zeitfensterbis 0:5h damgestellt.

Am VerlaufderintrazellarerMetaboliteist zu erkennendassvor Erreichereines
neuen(verandeten}tationarerZustandseine Ubeigangsphaseon etwa 2 bis 4
Stunderdurchlauferwurde.Diesgilt auchfir die DNA- undRNA-K onzentrationen.
DerneuestationareZustandwvar alsodurcheineveranderté/lakromolektlzusam-
mensetzungler Zelle gelkennzeichnetAllerdings bleibt in zukinftigenExperi-
mentenzu klaren,welchenEin uss eineeventuelleAnderungder ZellgréRehat.
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Abbildung 4.10: Sprunghafté&€rhéhungder VerdiinnungsrateonD = 0:1h 1
(Generationsze#15 Minuten, stationareSucrose&nzentrati-
on1mg=l) auf D = 0:2h ! (Generationszei208 Minu-
ten, stationareSucrose&nzentration3mg=l) zum Zeitpunkt
t = 0h. VerlaufderintrazellularenMetabolite PEPund Pry,
sowie desPhosphorylierungsgiavon EIIAC'" im Zeitfenster
bis0.5h.

Die NeusynthesderMakromolekulastim mathematischeklodell bisjetztnicht
vorgesehenFur die stationarerzustandeder modelliertenMetabolite stimmten
die Simulations-und experimentelleErgebnisseabertberein(Abb. 4.5), ebenso
wie flir denqualitatven Verlauf der PhosphorylierungsgradeesEIAC'" (Da-
ten nicht gezeigt).Der Phosphorylierungsgragar flr einenZeitraumvon etwa
0:1h um etwa 20% verringertund kehrtedanachpraktischwiederauf denWert
beiD = 0:1h ! zurlick.Fur dennicht gezeigterSprungvon D = 0:1h ! auf
D = 0:4h ! sprangderPhosphorylierungsgragereitsvor demerstenMesswert
(15 s) auf Null und veréandertesich dannnicht mehr Durch denstark erhéhten
Transportwurde der Phosphoryl-PootlesPTS komplett entleert.Dies war bei
D = 0:2h 1! nichtzubeobachten.

Insgesamtvar die schnelleDynamik der Phosphoryl-EntleerundesPTS beim
D-Sprungvemleichbarmit dem Puls-Experimen{Kap. 4.4) und die langsame
Dynamik der Genepressiomrmit demverwendeterModell nicht zu beschreiben.
Dieskannin zukinftigenArbeitenin einemGesamtzellmodelinit detaillierterer
BeschreibnngderBiosyntheseerfolgen.

4.6 Futterungsstop-Experimente

Beim Fitterungsstop-Experimenturdeebenélls ausgehendon der stationaren
Kultur beiD = 0:1h ! der Zulauf abgestelliund nach4 Minuten (0.067 Stun-
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Abbildung 4.11: Fltterungsstop-Experimenfusgehendvon der stationaren
KulturbeiD = 0:1h ! wird beit = 0h derZulaufabgestellt
und nach4 Minuten (t = 0:067h) wiederangestelltDarge-
stellt sind gemessené¢Punkte)und berechnetdLinien) Ver
laufederexternenSucroseknzentratioreScr sowie desPhos-
phorylierungsgradgon EIIAC' .

den)wiederangestelltDer Sauerstdpartialdruckin derLésung po2, nahmdabei
sprunghafzu und el nachEinschalterdesFeedingsviederauf denstationéren
Wert der kontinuierlichenKultur (Datennicht gezeigt).DieserVersuchkannda-
herauchals“InverserPuls”bezeichnewverdenjm Gegensatzumbeschriebenen
Sucrose-Puls-Experime(i{ap. 4.4),derein spiegelbildlichespo,-Signallieferte.

Die gemessenamdberechnetedeitverlaufederexternenSucrose-kKnzentration
eScy savie desPhosphorylierungsgradesn EIIAC'" sindin Abb. 4.11gezeigt.
Die Sucroseknzentrationwar mit den verwendeteranalytischenviethodenim
mg-Bereichnicht zu bestimmenDer berechnetd/erlauf zeigteeine rascheAb-
nahmeder Sucrosepraktischbis auf Null und nachWiedereinschaltedesFee-
dings eine ebensarascheRuckkehr auf den stationarenWert. Das PTS-Protein
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EINAC lag, wahrendkeineNahrlosungzugefihrtwird, komplettphosphoryliert
vor, da die Phosphorylgruppenicht mehr zum Transportbendétigtwerdenund
damitrickstautenDieskonnteim Experimenigezeigtwerdendasauchgutvom
mathematischeklodell beschriebewird (Abb. 4.11rechtsoben).Auchderphos-
phorylierteMetabolit PEPlag wahrenddesinversenPulsesin einerkonstanten,
eventuellleichterh6hterKonzentratiorvor undkehrtenachbeierneutenfeeding
wiederaufdenstationareWert zuriick.Derin diesemExperimenbestimmtesta-
tionareWert lag mit 1:8 mol =gT S geringfligigunterdemstationaren\ert, der
sichin dendbrigenMessungerergebenhat(2:6 mol =gT S) und damitauchun-
terdemberechnetelVert. VomModell wurdeallerdingsein standigeAb uss des
MetabolitenunddamiteineEntleerunglesPoolsbeschrieberDurcheinenbisher
im Modell nichtbertcksichtigtefRegulationsmechansimuwsird die Konzentrati-
onvon PEPaufeinemhohenNiveaugehaltenDie physiologischd-unktionkann
sein,dassbei erneutemAuftretenvon Substrader Transportsofort mit maxima-
ler Geschwindigkit starterkann.Auch diesesverhaltersolltedurchein Gesamt-
zellmodellmit detailliertererBeschreilbing der Biosynthesezu beschreibersein.
Auch fir denintrazellularenPool an Prv ergabsichim Modell eine Entleerung,
dieim Experimenmnicht zu beobachtemvar. Eskamnur zu einergeringenAbsen-
kungderKonzentrationgie durcheinenverminderterFlussvom PEPzu erklaren
war. InsgesambietetdiesesExperimenkineMdaglichkeitin weiterfihrendei\r-
beitendie Verschaltungon EinheitendeszentralerKohlenstof-Metabolismusu
studieren.

4.7 Sauerstof imitierung

Zur Untersuchungler Veranderungles Phosphoenoluvat: Pyrunat-Verhaltnis
unddesPhosphorylierungsgradesnEIIAC' beiniedrigenGelostsauersttfon-
zentrationerwurdedie stationarekontinuierlicheKultur (D = 0:1h 1) beilimi-
tierendenSauerstdpartialdriiclen von 5% und 10% der Sattigungvermessen.
Die regelungstechnisch®ealisierungdieserprozesstechnischefsufgabe wur-
de in Kap. 4.1 beschriebenDie Kultur wurde nachaerobemkontinuierlichem
Wachstum(mindestensirei Tage)auf Sucrosesauerstofmitiert gefahren.Nach
mindestengwei Tagenwurdendie MessungerdurchgefuhrtDie Messegebnis-
sesindin Tah 4.5 zusammengefkst.Mit abnehmenderSauerstdpartialdruck
in derLosungunddamiterhdhterSauerstoimitierung ergabsicheineErhéhung
desPEP:Prv-¥rhaltnisvon 1.6 bei po, = 70% zu 2.8 beipo, = 5%. Die Ge-
samtmengeon PEPund Prv stigg leicht an. Gleichzeitigerhdhtesich auchder
PhosphorylierungsgradesEIIAC'" leicht, wahrenddie extrazellulareSucrose-
konzentratiorkeinermessbareVeranderunginterlag.DieseMesswertevurden
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| Poz [%] | PEP[ mol/gTS]| Prv[ mol/gTS]| PEP:Prv| eScrg/l] | Pg.(EIIA)[] |

70 2.5 1.6 1.6 0.002 0.70
10 29 1.4 2.1 0.002 0.72
5 3.6 1.3 2.8 0.002 0.76

Tabelle4.5: PEP:Prv-¥rhaltnis,Sucroseknzentratiorund Phosphorylierungs-
grad von EIIAC™ in Abhangigleit der Sauerstdkonzentratio
wahrendder stationarenkontinuierlichenProzessfihrundD =
0:1h 1.

ebendlls fur die Validierungder PTS-Kennlinienherangezogerie im nachsten
Teilkapiteldagestelltist.

Bei Sauerstoimitierung kommtin E. coli daswie dascrpA-Modulon ebenélls

globalwirkendeRegulationssysteni\rcA/B ins Spiel. Es kommt zu zahlreichen
regulatorischerkingriffen auf der Ebeneder Genepression.Dies betrifft auch
denzentralenKohlenstof-Katabolismug113]. Dies resultiertin einerVerande-
rungder Stoff Gisse durchdaszentralemetabolisché&etzwerk[169]. Eskannda-

mit auchzu einerVerschieling desPEP:Prv-¥rhaltnissekommen,wie im Ex-

perimentgezeigt Auchdie beimAerob-Anaerob-Ubgrangstatt ndenderangsa-
mendynamischerozessenit Zeitkonstantemm Stundenbereickindbereitsbe-

schriebenj26]. Die exaktemathematischBeschreibingdiesenNorgangeerfordert
die VerschaltunglerBiologischenFunktionseinheitefiir dascrpA-Modulonmit

demArcA/B-System DiesesystembiologischEragestellungvird in einemnach-
folgendenProjektbearbeitetwobeiauchnochdasbei Stickstofmangelwichtige

globaleRegulationssystentrB/C miteinbezogenvird.

4.8 Kennlinien-Validierung

Mit denin denvorigenKapitelnbeschriebeneBrgebnisselkonntendie berechne-
tenstationarerKennlinienfir dasPTSexperimentellvalidiertwerdenlIn Abb. 4.12
istdasKennlinienfelddesPTSaufgetragerDargestelltist derPhosphorylierungs-
grad von EIIAC' in Abhangigleit des PEP:Prv-¥rhaltnisund der extrazellu-
l&aren SucroseknzentrationMan erkennt, dassdie maximalePhosphorylierung
bei hohemPEP:Prv-¥rhaltnisund geringerSucroseknzentratiorerreichtwird.
Im Gegensatalazuist EIIAC™ bei geringemPEP:Prv-¥érhaltnisund hoherSu-
croselonzentratiorpraktischvollstandigdephosphoryliertDie Phosphorylierung
hangtvon beidenParameterrab,wobeibeihohenZuckerkonzentrationederEin-
uss desPEP:Prv-¥rhaltnissehrgeringist. EIHAC'" istin diesenfall dephospho-
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Abbildung 4.12: BerechneteKennlinienfeld(Gl. 3.5) und experimentelleEr-
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rylierungsgradvon EIIAC'" in Abhangiglkit des PEP:Prv-
Verhaltnissesindder Sucrose&nzentration
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ryliert. Gleichegilt fir einsehrgeringedPEP:Prv-¥rhaltnis.Die Zuckerkonzen-
trationist dannhierbeivon untegeordneteWichtigkeit. Wie hiergutzuerkennen
ist, integriertdasPTSdie Eingangssignaleon auRerhaltundinnerhalbderZelle
zu einemAusgangssignal.

Die Punktein Abb. 4.12 stellendie gemesseneBatendar. Diesesind ausver-
schiedenerExperimentengevonnenworden und spiegeln verschiedenestoff-
wechselsituationewieder Die SignalibertragungseigenschaftlgsPTSin die-
senverschiedeneixperimenterwerdendurchdasModell sehrgut beschrieben.
Die Abweichungder Messpunktervom Kennlinienfeldist gering. Auch die von
Hogema[50] gemesseneBatenlassensich durch dasModell gut beschreiben
(Datennicht gezeigt).

Als entscheidend®lodellparameteerwiesersich die Geschwindigkitskonstan-
tenflr die Phosphoryliubertragungon HPr zu EIIAC™™ (kg; k o). Aufgrund der
vorhandeneMessinformatioriiberdenPhosphorylierungsgratesellA €™ konn-
ten die Parameteffiir denZu- und Ab uss zu undvon EIIAC'" identi ziert wer
den. Geggenuberdemvon Rohweret al. vertffentlichtenModell [132], wurden
die Geschwindigkitskonstanterk;; kg; Kg; kig undk ¢ verringertundk 7 und
k g leicht erhdht,was insgesamtine Verringerungdes Flussestiber dasPTS
bedeutetBetrachtetmanzum Beispielden EIIA €' -Phosphorylierungsgraebn
70%im stationarerzustandderkontinuierlicherKultur beieinerVerdinnungsra-
teD = 0:1h 1, sowird diesemundurchdasangepasst®lodell beschrieberiit
denurspringlicherParameterméattesichein Phosphorylierungsgrachterdiesen
zuckerlimitiertenBedingungervon nahezul00%ergeben.

Es stehtnun ein detailliertesModell desPTS zur Verfiigung,dasexperimentell
gut validiert wurde. DiesesModell kannin Simulationsstudiemazuverwendet
werden,um am Rechnerin silico zu experimentierenanalogzu Experimenten,
wie siederBiologeim Laborin situ durchfihrerkann.DiesesVerfahrensoll im
folgendenTeilkapitelveranschaulichiverden.

4.9 Weiterfuhr endeSimulationsstudien

Uberin silico-Experimentdassensich die Ergebnissevon realenExperimenten
im biologischenLabor abschatzendie zum einenzeitaufwendigund schwierig
durchzufuhrersind oder zum anderermit dem momentanerStandder Technik
nichtrealisierbasind.Die VariationderProteinlonzentratioreinesPTS-Proteins
kannuberdie Ampli kation desentsprechende@ensmittelsgentechnischdyle-
thodenerreichtwerden.Dies ist aberebenscein sehraufwendigeVersuch wie
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die systematisch@&nalyseder PTS-\ermitteltenChemotaxisyie sieim zweiten
Unterkapitelgezeigtist. Ein bereitsin dieserArbeit beschriebeneBeispielist die
UntersuchunglesEIl-MonomerDimer-Zyklus (Kap. 3.2.2),die zeigte,dassder
Zyklus wohl nicht beijederPhosphoryl-Tansferreaktiomlurchlauferwird.

4.9.1 Variation der Proteinkonzentrationen

Der Verlauf der berechneterund experimentellvalidierten Kennlinien, die die
Signaltransduktionseigenschaftdas PTS beschreibenhangtnebenden bisher
betrachterEingangsgréfeeScr PEPund Prv, auchvon der Gesamtknzentra-
tion der PTS-Proteineah DieseAbhangigleit liefert der Zelle eineweitereEin-
griffsmoglichleit zur Anpassungler Signaltibertragungn die jeweiligen Bedin-
gungen.Die Expressiorder Substrat-spezielleklls hangtin starkem MalRevon
derKonzentratiordesSubstratsinddesglobalenRegulators wie cCAMP.CrpA ab
[122]. Und auchfir die generellerPTS-Proteindl und HPr wird einezwei- bis
dreifacheVeranderunghrer Konzentrationn Abhangigleit verschiedeneKoh-
lenstofquellenbeschriebenyvobeiauf Glucosedie hochsterKonzentrationerr-
reicht werden[103]. Des WeiterenwurdenzahlreicheStudienan gentechnisch
manipulierterStammemit gegenibedemWildtyp verdnderte®TS-Proteinknzentrationen
durchgefuhr{39, 132 144, 159]. In diesemZusammenhangnteressanist auch
die gentechnisch&onstruktioneines Multidomanen-Fusionsproteiraler vier
ProteinedesGlucose-PTSDie Phosphoryltransfefktivitat desgereinigtenFu-
sionsproteinsvar drei- bis viermalhdherals die eineraquimolarerMischungder
isoliertenProteing[100]. DiesesPh&anomerkannin vivo aufgrundvon Komplex-
bildung und damit verbunderlokaler Erh6hungder Proteinlonzentrationereine
wichtigeRolle spielen[132].

Die Abhangigleit der PTS-Signaltransduktiomon den Proteinlonzentrationen
soll amBeispielderKonzentratiordesTransporter&lIBCS" undihremEin uss
aufdenPhosphorylierungsgradeseIlAC™ erlautertwerden Die berechneté\b-
hangigleitist in Abb. 4.13gezeigt.Der Phosphorylierungsgraéhdertesich von
10 % bis 70 %, wenndie EIIBC-Konzentrationvon 5% bis 300 % derin dieser
Arbeit verwendeterKonzentrationvon [EI 1 BC]; = 0:036] mol =gT S] variiert
wurde.DieseKonzentratiowurdevon Rohweretal. ausGlucose-Schiittetidbenexperimenten
bestimmt[132] und beschriebauchdie Sucroserperimentegut. Lag der Trans-
porternur in geringerMengevor, stautensich aufgrundeinervermindertenGe-
samtreaktionsratdie Phosphorylgruppemm PTS,was gleichbedeutendhit ei-
nemhohenPhosphorylierungsgraidt. Bei hoherTransporterknzentrationvur-
dendie Phosphorylgrupperermehrtabgezogentalls, wie in dieserStudievor-
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Abbildung 4.13: BerechnetéAbhéngigleit desstationarerPhosphorylierungs-
gradsvon EIIAC™ von der Gesamtknzentrationdes Trans-
portersEIIBCSY (in % derin dieserArbeit verwendeterKon-
zentrationpeikonstanterktingangsgroReeScr = 0:03g=I =
88 M (SattigungundPEP : Prv= 2.
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ausgesetzggenugendubstravorhanderwar. Esergabsichein niedrigerePhos-
phorylierungsgradAhnlich starke Abhangigleitenwurdeauchbei weiterenUn-
tersuchungeritir andereGesamtknzentrationergefunden.In weiterfihrenden
Arbeitensolltenauchanalytische/erfahrenzur Quanti zierungder Gesamtkn-
zentrationernunter verschiedenemxperimentellenBedingungerentwickelt und
etabliertwerden,umsodie SignaherarbeitungiberdasPTSnochdifferenzierter
beschreibezu kdnnen.

4.9.2 PTS-vermittelte Chemotaxis

Zur quantitatven Analyseder PTS-wermitteltenChemotaxisderenGrundlagen
in Kap. 1.4.2erlautertwurden liegeneinigeexperimentelleDatenvor: In in vivo-
UntersuchungemachfotoinduzierterFreisetzungron PTS-Substratewie Glu-
coseundcomputerunterstutzt@ewegungsanalyskonntenReaktionerderPTS-
Chemotaxisson innerhalb200 ms gemessemwerden[98]. Dynamische/erande-
rungendesPTS, hier spezielldesEl, missemalsoin einemZeitfenstervon et-
wa 10-30mserfolgenkdnnen,damitdie gesamteSignaltransduktiondasSchal-
tendesMotors und die Reaktionder Zelle gentigendchnellerfolgenkann.Der
Schwellenwerffir Glucosein diesemTestliegt bei 10 nM. Bei 50 nM ist die
Sattigungrasterreichtundab200nM wird die Dephosphorylierungesphospho-
CheY limitierend.Mit 50-100nM Glucosewurdebereitseinevorwartsgerichtete
Schwimmbevegungerreicht,dochdie Antwortratenahmmit steigende/Gluco-
selonzentratiomochweiterzu. Ein K, -Wertvon5 M wurdein Transporttests
gemessenin einer abschatzendeRechnungemibt sich, dassSubstrattransport
nahedesSchwellenwertesderdesSattigungswertegu sehrgeringenVerande-
rungenderintrazellularenPEP-Konzentrationkleiner 1%) fuhrt, wasdeswgen
nichtals Signalfir die PTS-Chemotaxigh Fragekommenkann.El daggenan-
dertsichzwischer25%und45%undkanndaherdie Signalfunktionerfullen[98].

In ausfihrlicherSimulationsstudiewurdendieseexperimentellerErgebnissanit
BerechnungedurchdasModell verglichen[123]. Im erstenSchrittwurdehierzu
dasPTSim stationdrenZustanddurch Spriingein der extrazellularenSucrose-
konzentrationausgelenktwie diesin vivo in einemZuckemgradientenvorstell-
barist. Es wurde dabeivon stationarerSucroseknzentrationerm Bereichvon
0:3mg=1(0:9 M ) bis100mg=I(290 M ) ausggangerund Sptingevon 0:01%
bis 100% ausgefuhrtinsgesamivurdenin dieserStudie30000Springeberechnet
und die Reaktionder einzelnenPTS-Komponenteranalysiert.Betrachtetwurde
dasErreichereinereinprozentigednderungderjeweilgenPTS-Komponentée-
zogenaufihre GesamtlnzentrationDie Ergebnissesindin Tah 4.6 zusammen-
gefasstDasbishervermuteteverbindendé&lementzwischerPTSundChemotaxis-
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| PTS-Protein| Antwortzeit[ms] | Antworthéhe[%] |

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

Tabelle4.6: Antwortzeitenund-hdhe(bezogeraufdie Gesamtknzentratiordes
jeweiligenProteins)auf Spriingen derextrazellularerSucrose&n-
zentrationwie im Text erlautert.

Signalletteist dasdephosphoryliert&l-Monomer(El). DieseKomponentgea-
giertviel zu langsamm Vemgleich zu dengeforderter20 ms und zeigtauchnur

einegeringeprozentualdkonzentrationseranderungDasunphosphoryliert&l-

Dimer (EID) daggenreagierinnerhalbdesgeforderterzZeitfenstersnit einerho-

henKonzentrationsanderumgn 20% bis 50% undist damitmit deutlichhdherer
Wahrscheinlichkit alsdasEl-Monomerdasgesuchtererbindenddelement.Die-

sesErgebnisist nattrlichvon demgewvahltenmathematischeModell abhangig.
Wirdemanzum BeispieldurcheinedeutlicheErhdhungderentsprechendelPa-

rameter(siehehierzuKap. 3.2.2)davon ausgehekdnnen dassder EI-Monometr

Zyklus in jeder Phosphoryl-Tansferreaktiordurchlaufenwird, wirdensich na-

turlich in auchandereErgebnissen einersolchenSimulationsstudiergebenDie

andererPTS-Komponentemeagiererebenélls schnellgenug,um eineReaktion
der Zelle innerhalbvon 200 ms zu ermdglichenzeigenabereinedeutlichgerin-

gereAntworth6heunderscheinemlaheralsmoglicheverbindenddElementeauch
eherunwahrscheinlich.

In einerzweitenSimulationsstudievurdedasVerhaltendesEIl-Dimer (EID) ge-
naueruntersuchtSimuliert wurde hierzuein von Lux et al. durchgefihrte€x-
periment[97]. Hierbei wurdengentechnisclveranderteStammebeziiglichdes
GlucosePTSkonstruiert,die die Phosphoryl-Ubertragungom EI zum EINAC'T
durchverschiedenélPrund HPr-ahnlicheProteinebewerkstelligen DieseProte-
ine besitzerverschieden®hosphoryltransfefktivititenvon El undzu EIIAC™T,
die auchexperimentellbestimmtwurden.Die verschiedeneStammewurdenauf
ihre Fahigleit untersuchtweiterhin PTS-\ermittelte Chemotaxisdurchzufihren
und dasErgebnisin qualitatver Art festgehaltenDiesesExperimentwurdenun
auchim RechnerdurchgefiihrtHierzu wurdendie beidenPhosphotransferakii-
vitdtendesHPr jeweils in einemBereichvon 40% bis 120% variiert und an je-
demdieserPunktedie beschriebene8imulationermit Sucrose-Springesturch-
gefuhrt. Tragtmannundie berechnet&eit fir eineEID-Konzentrationsdnderung
von einemProzentauf, ergibt sichAbb. 4.14.
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Reaktionskonstanten k6, k7, k8

Abbildung 4.14: Zeit fur relatve Anderungder EID-Konzentratiorum ein Pro-
zent bei Spriingender extrazellularenSucrose&nzentration
Uber den (genetischverandertenPhosphotransferakitaten
desHPr von El (Konstanterk6, k7, k8) und nachEll (Kon-
stantek9). Vemleich mit qualitativen experimentellenBeob-
achtungerzur Glucose-PTS-Chemotax@87]: + Ch.tritt auf, -
Ch. selten,+/- und -/+ geringe,bzw keine Ch., jeweils durch
Erhohungder ExpressiordesHPrahnlichenProteinsverbes-
sert
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Die ReaktionszeitetiegenbeidiesenSimulationsg&perimenterewischen30 und
60 ms,wobeisichbeihohenPhosphoryltransferakiitdtenvom El undzumEIA
kirzereZeitenergeben Bei geringererPhosphoryltransferakiitatenerhohtsich
die Zeit biszu einereinprozentigeiveranderungler KonzentratiordesglD. Alle
andererkEl-Speziegeagiererdeutlichlangsamelim Bereichvon 100-500ms)
und sind daherals verbindende€lementzur Chemotaxis-Signakdte eherun-
wahrscheinlichHPr dageenreagiertschnellgenug,erreichtabernur einedeut-
lich geringereAntworthéhe(Tah 4.6). Dasbeobachtetgualitatve Verhaltender
verschiedenemPr-Mutantenwird in den errechneterErgebnisserwiedegege-
ben.Die mit + gekennzeichnete@hemotaxis-posiien Stammezeigeneinever-
kurzteReaktionszeigegeniubedenschwach-,beziehungsweisa@cht-Chemotaxis-
aktivenStdmmenDie UnterscheidungwischendiesenStammerkannallerdings
nicht wiedegefundenwverden ebensavie einequantitatve Beschreibngderex-
perimentellerErgebnisse.

Insgesamtizeigendie Simulationsstudieralso, dassdas unphosphorylierteEl-
Dimer EID im Gegensatzzu denanderenPTS-Komponentersehrgut dasver-
bindendeElementvon der PTS-zur Chemotaxis-Signatttedarstellerkannund
die biologischeModellvorstellunguntermauert.
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Kapitel 5

Ausblick

In dieserArbeit wurdeein mathematischellodell zur Beschreilnng der Signal-
verarbeitungiber dasbakterielleSucrosePhosphotransferasesyst€RiT'S) ent-
wickelt und experimentellveri ziert. Eswurdenhierfir sovohl biologische,als
auchingenieurwissenschaftlichdethodenverwendetDiesist im neuentstehen-
denForschungsgebieSystembiologie'notwendig(Kap.5.1).

Fur zukUnftige Arbeiten steheneine Vielzahl an Moglichkeiten ausgehendion
den validierten Bausteinerfir dasPTS und die Glykolyse zur Verfligung,die
auchnochweiter iberpriftwerdenkénnen.Einige Projekte die im Rahmenvon
Folgearbeiterund-antragerbearbeitetverden sollenkurz dagestelltwerden.

Notley-McRobbet. al. stellteneine deutlicheZunahmedescAMP-Spigels bei
Glucosebnzentrationerunterhalb0:3mM fest[116]. Erste Simulationsstudien
mit demin dieserArbeit vorgestellterModell zeigtendassm erwahnterkKonzen-
trationsbereichereitseineZunahmedesAderylatzyklase-akiiierenderEIlIAC'" -
P auftretenkann. In weitelgehenderSimulationsstudierund vor allem detail-
liertenexperimentellerUntersuchungesoll die Signaherarbeitungnnerhalbder
Katabolitenrepressionier genauecharakterisiertverden.

Innerhalbder Katabolitenrepressioarmibt sich durchdie VerhinderungdesAb-
bauseinesSubstratdei Anwesenheikeineszweiten,“héherwertigen”Substrats
eine Hierarchieder Zuckerverwertung(KlasseA und B-Substrate) Geradefur
die “niederwertigeren” -Glucosidg(KlasseB), die ebenélls iberein PTSaufge-
nommenwerden(bgl-Operon)wurdenin denletztenJahrerviele molekularbio-
logischeDetailsaufgeklar{44]. DurchEntwurfeinesentsprechenddrgl-Moduls
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Abbildung 5.1: Blockdiagrammdes PTS-Glylolyse-Modells.Die Funktionen
G1; G2 undGg3 beschreibemierbeiPTS, Glykolyseund Pyru-
vatkinaseDie Grof3enz; undz, steherfirr die Ab Uisse in den
weiterenStoffwechselundin die Biosynthese.

undVerschaltungnit dembereitsvorhandene®TS-Bausteinkdnnendie Prinzi-
piendiesethierarchischeRegelungbesseverstandemerden Als weitereKlasse
B-Substrat&kommenhier auchMannitol und Glucitol in Frage.

Die Verschaltungon biologischerfunktionellenEinheitenspieltaucheinewich-
tige Rolle,wennmandie Wechselirkung mehrereglobalerRegulationssysteme
untersuchewwill. Hierbeisoll neberderRegulationdesKohlenstof-Metabolismus,
in derdasPTSeinezentralesignalerarbeitend@ositioninne hat,die Sauerstdf
(Fnr, ArcA/B) und Stickstof-abhangiggNtrB/C) Regulationbetrachtetverden.
DesWeiterenkommenauchnochFIhD/CunddasRelA/SpoTSystenin Betracht.
Auch hierbeimussdasbestehendmathematisch®odell umzusatzlicheviodule
erweitertund diesedannverschaltetverden.DieseModellierungsaufgabewer-
dendurchausfuhrlicheexperimentelleUntersuchungemit verschiedeneAnre-
gungenaller betrachteteRegulationssystemerganzt.

Um bei der mathematischeModellbildungef zient mit der biologischenKom-

plexitdt umgeherzu kdnnen,scheinteine Reduktionder bisherrechtausfihrli-
chenModelle, die fur einefunktionelle Einheit praktischalle Metaboliteund de-
ren Verknipfungerbertcksichtigennotwendig.Ziel ist es,dasoft einfachebe-
obachteteverhalten(Phanotyp)ausdembiochemischemReaktions-und Regula-
tionsnetzwerkabzuleitenDies entsprichtin der Regelungstechnikler Beschrei-
bung desUbertragungserhaltensinesSystemsIn einemerstenSchritt soll fiir

dasin dieserArbeit entwickelteundvalidierteModell desPTSundderGlykolyse
dasGesamtubertragungsthaltenbestimmtwerden.Eine Beschreilong biologi-

scherSysteman der regelungstechnischeBlockdiagramm-Darstellungyie sie
in Abb. 5.1f0r dasPTS-Glylolyse-Modellvorgeschlageist, kannhierzuwichtig

sein,umdie RegelstrukturdesSystemserfasserzu kbnnen.

DieserPTS-spezi scheAusblick stellt mit den geradeerlautertensystembiolo-
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gischenAnsétzenbereitswesentlicheAspekteund Fragestellungeder System-
biologie dar. Diesesnoch recht junge Forschungsgebiedoll abschlieRendkurz
umrissenverden.

5.1 Systembiologig(SystemsBiology)

Die molekularbiologisch&orschunglerletztenJahrzehntevar gepragtvon qua-
litativen und beschreibendebintersuchungerDabeiwurdenmeistindividuelle
Komponentenwie Geneoder Proteineund individuelle Wechselvirkung unter
sucht.Die Forschungwar dabeivor allem auf dasVerstandnignolekularbiolo-
gischerDetailsausgerichtetWas aberbisherstark vernachlassigivurde, ist die
guantitatve Analyse des ganzheitlichenVerhaltenszellularer Teilsysteme,das
sichaufgrunddesZusammenwirknseinergréf3ererAnzahlmiteinandenvernetz-
ter molekularerKomponentenGene, Proteine,etc.) emibt. Betrachtungerdes
ganzheitlicherVerhaltenssind aber notwendig,um die Wirkungsmechanismen
etwaskomplexer strukturierterEinheitender Regulationund Signaltransduktion,
denenmanin zellularenSystemenin vielfaltigen Formenbegegnet, Uberhaupt
versteherzu konnen[40].

Rein gedanklichist diesesVerhaltenaufgrunddesZusammenwirknseinergro-
BerenAnzahlvernetzteiKomponentemicht mehrnachwllziehbar Hier braucht
mandasHilfsmittel der mathematischeModellierung.Dies erlaubtes,dasheu-
te verfligbarebiologischeWissenmit einer systemwissenschaftlichddenkwei-
sezu verbinden40]. Die hierfur erforderlicheinterdisziplindreZusammenarbeit
zwischenverschiedeneRorschungsrichtungenmie Biologie, Systemwissenschaft
und Informatik, hatin denletztenJahrenzu einer drastischerVeranderungler
Biologie gefiihrt[74]. EsentstandlasneueForschungsgebieter Systembiologie
(SystemsBiology). Das biologischeSystemsoll mit Hilfe systemwissenschaft-
licher Untersuchungebesseiverstanderwerden[64]. Systembiologiestellt ei-
ne ganzheitlicheBiologie dar, wie sie von Biologen seit langemangestrebtst,
allerdingsaufgrundvon Hemmnissenwie fehlenderquantitatver Daten,nur in
geringeremJmfangrealisiertwerdenkonnte.

Die neuerKonzepten derSystembiologieimfassereinenglobalenundganzheit-
lichen Ansatzin der Forschungund eine Verbindungvon biologischemWissen
und systemwissenschaftlich&etrachtungEswerdendie Interaktioneraller fur
einefunktionelleEinheitrelevanterElementebetrachtetDies erfordertabereine
engeVerzahnungnit dembiologischenExperiment.Nur so kénnendie erstell-
tenmathematischeModelle auf ihre Giltigkeit undihren pradiktiven Charakter
untersuchtverden.
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Eshabersichsozweisichemganzendélerangehensweisem der Systembiologie
herauskristallisiertlin dererstenwerdenexperimentellenformationenvon allen
EbenerdesbetrachtetebiologischerSystemgDNA-, RNA-, Protein- Metabolom-
Ebene,..)integriert. Hierbeiwerdensonvohl metabolischealsauchregulatorische
Netzwerle betrachtetDies wird dadurchmdglich, dassin denletztenJahrenei-
ne Reihevon ganzlichneuenund hochefzienten Analysemethodemntwickelt
wurden,was eine weitreichendeErfassungdes Zellzustandesrmaoglicht, bzw.
in Zukunft ermdglichenwird. Ein wirkliches VerstandnisdesbiologischenSy-
stemswird allerdingsnur durchdie Anwendungsystemwissenschaftlich@heo-
rien und Verfahrenerreichtwerden.In dieserzweitenHeransgehensweiseird
ein besonderesugenmerkauf wichtige Regelkreisstrukturenwie zum Beispiel
feedback-Kntrolle gelegt. DieseVorgehensweiswird in derklassischerBiolo-
gieebenéllszumTeil verfolgt[80, 81, 82,83], kannaberdurchdie Moglichkeiten
der Systemwissenschaftemganztwerden.Eine entscheidend@ufgabebei die-
serHerangehensweidgst Konzentratiorauf zellspezi schelndikatoren,wie der
cAMP-Konzentratioroderdem PEP:Prv-¥rhaltnis,bei der Modellierung.Dies
wird die Modellbildung deutlichvereinfachen,indemvor allem die Anzahl der
notwendigerZustandeund Parametererringertwird.

Weitereentscheidendsystembiologisch&ragestellungenmfasserdie Struktu-
rierungkomplexer Netzwerle in kleinereEinheitenund derenModellierung,so-
wie die Modellreduktion.Komplexe biologischeStrukturenzeigenoft ein einfa-
chesphanotypische¥erhalten Die molekularbiologische®trukturenmit denen
bestimmteGrundformerder Signallibertragungealisiertwerden die immerwie-
der zur Anwendungkommen,missencharakterisiertverden.Zu klaren bleibt
auch,wie eine FunktionseinheiRolustheitihres VerhaltengyegeniiberStorein-
Ussen realisiert,beziehungsweiseranndiesenicht mehr zustandekommt und
die FunktiondesSystemssichdrastischandertoderzusammenbrichtFragilitat).

DieseexemplarischemsystembiologischeAufgabenfeldezeigen dasdie Biolo-

gie heutewiedervermehrtFragenrelevantwerden wie sieauchfir andereSyste-
me gestelltwerdenund die daherals einerallgemeinerSystemtheorieugehorig
geltenkdnnen Hier bertuhrersichsoverschieden@&nwendungsfeldemwie Natur

wissenschafteringenieurWissensschafteigoziologie PsychologieSprachwis-
senschaftPhilosophieund Kunst. Sowurde etwa in der Sprachwissenschaift-

nerhalbderentstehendephilosophischestromungdesStrukturalismussprache
als ein komplexes Systemvon Zeichenbeggriffen, daseinerbestimmterStruktur
folgt unddasmananalysiererkann.WegenseineNorliebeflr formaleKonstruk-
tionenergab sich fur den Strukturalismuseine Nahezur Logik und Kybernetik
[173]. Der postmoderndhilosophDerrida spricht sogarvon einer eindeutigen
Bedeutungron einemkomplexenundsichveranderndepielvon Zeichenstruk-
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turenunddamitvondynamischenVerhaltenvon TextbedeutungerEr nimmtdies
zum Anlass,um die sogenannt&ernunftbestimmtheiinsereiSpracheund Welt
zuwiderlegen(Dekonstruktion)Jundgehtdamitim systembiologischeSprachge-
brauchvom linearenzumyvernetzterDenkentiber[173]. Die BiologenMaturana
undValeraunterscheidemnerschiedenéebensformemn ihrer Struktur erkennen
aberbezuglichihrer Organisationsehrviele Gemeinsaméiten, die an wesentli-
chenMerkmalenfestgemachtverden.Das unabhangigelynamischeVerhalten
wird dabeialswesentliche€harakteristikundesSystemsserstanderfAutopoie-
se)[104]. Der SoziologeLuhmannwendetunteranderendasKonzeptder Auto-
poieseauf sozialePhanomenean und formuliert eine allgemeineSystemtheorie
fur sozialeSystemd94, 121].

Systemtheoretisché3enkenwird alsosowohl in die Biologie getragenalsauch
inspiriertdurchErkenntnissen dieserLeitwissenschafin verschiedenstBerei-
chederForschunginddesgesellschaftlicheBenkens.DasLebenundviele damit
zusammenhangenéeozessaverdenmehrundmehralseineSystemerscheinung
verstanderi{34]. Systemtheorieentwickelt sich dadurchzur wissenschaftlichen
BasiseinerveréanderteWeltanschauun{y9].
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Anhang A

Glykolyse-und cAMP-Modell

In denfolgendenTabellenwerdenKiurzel fir reaktionskinetischénsatze[147]
verwendet:

MM - Michaelis-Menten-Kinetik

MM+l - Michaelis-Menten-Kinetiknit nichtkompetitiver Inhibition

MM+A - Michaelis-Menten-Kinetiknit essentielleAktivierung

rMM - reversibleMichaelis-Menten-Kinetik

MWC - Monod-Wyman-Changeux-Mode{Symmetrie)mitn = 4

Die maximaleReaktionsratem,,x sindin [ mol =gT S h] angegeben,die Kon-
stanterflr Bindungsahitaten in [ mol =gT Sjundn; L undV in[ |
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| Enzym| Kinetik | r= | Parameter | Beschreiling
[S6P] [Fru]
max KSl V KSZ .

ScrB rMM [S6P]  [Frul max = 40720 Max. Reaktionsrate

1+ + Kgi = 0:42 fur S6P

Ksi  Ksz Kss= 75 fur Fru
v=1 Verhaltnis
ScrK | MM+ E ég{i‘x Fru] Fmax = 21000 Max. Reaktionsrate
1+ —— (Kg+ [Fru]) Ksg= 207 far Fru
FGI6P] - K, = 149 fiir F6P
. max KS]_ V KSZ .

PgiA rMM [G6P] [F6P] I'max = 3000 Max. Reaktionsrate

1+ + Ksi = 0:49 fur G6P

Ksi  Ks2 Ksz = 50 fur F6P

- V = 0:04 Verhéltnis
Mmax [F6P] 1+ @

PfkA MWC 0 =1 | rmax = 6200 Max. Reaktionsrate

cepp n LF [PKEiF’] Ks = 0:03 fiir F6P

Ks% 14 [F6P1 7 | n§ Ka = 0:06 fiir ADP

Ks 1+ [ADP] K, = 1.79 fur PEP

Ka n=4 Tetramer
L =4e+6 Konformation




9T

(I18L°2) :z'ValleqeL

[FBP] Vv [T3P]

FbaA | rMM G IglP] [T3F?]2 r'max = 9000 Max. Reaktionsrate
1+ + Kg1 = 0:32 fur FBP
Ksi  Ksz Kgy = 0:22 fr T3P
v=1 Verhéltnis
[T3P] . [3PC]
max K V K
GapA | rMM [TZIlD] €2 é]z Fmax = 13880 Max. Reaktionsrate
1+ + Kg1 = 0:13 far T3P
Ksi  Ksz Ksy= 45 fur 3PG
T V=1 Verhaltnis
Pgml | MM % Fmax = 8400 Max. Reaktionsrate
s + [3PC] Ks = 0:24 fiir 3PG
PEP]FBP .
PykF | MM+A Fimax| Il ] Fmax = 6000 Max. Reaktionsrate
(Ks+ PEPD(Ka+[FBPD | (o= 0:22 fiar PEP
Ka = 0:35 fur FBP




Parameter] |

roiy 65:467[ mol =gT Sh]
Katp 45[ mol :gTS]
Keiiap 000655: mol :gT S]
K 1606005[n 1]

Tabelle A.3: ParametedescAMP-Modells

Der StoffwechselderintrazellularerKonzentratiordessecondnessengeundin-
direktenPTS-Ausgangssignats\MP wird mit einerBildungs-undeinerAbbau-
reaktionin einemeinfachenModell beschriebenDas extrazellularvorliegende
cAMP wird nicht betrachtetDie Bildungsreaktionwird dabeimit einer Kine-
tik deressentiellektivierungbeschriebenMit dem(konstantangenommenen)
SubstratATP unddemAktivatorEIIAP emibt sich:

[ATP][EIIAP]

Foild = Thig (Katp + [ATP])(Kg 1 ap + [EITAP]) (A.1)

Fur die Abbaureaktioowurdeeine AnsatzersterOrdnungverwendetder sovohl
AusschleulRunglsauchdenmdglichenAbbauzusammerdsst:

Fab= Ka[CAMP] (A.2)

Die Bilanzgleichungir cAMP emibt sichdamitzu:

d[cAM P
% = twa Ta  [CAMP] (A3)

Die angepassteRarametedesModellssindin Tah A.3 aufgelistet.
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Anhang B

Ubersichtsschaubilder:Methoden
zur Metabolit-Analytik

Die SchaubildesinderganzenaurBeschreilnngderjeweilige Methodein Kap.4.2.1,
abSeite91.
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Direkte Injektion der Probe (V=2ml)
in 5ml Ethanol (75%)/HEPES ( 0,25M,pH 4,5
(vorinkubiert bei 95°C, 3min)

'

Zellaufschlu® Inkubieren (4 min. bei 95°C)

)

Abkihlen (0°C, 10 min.)

'

Zentrifugieren (5min., 4200rpm, 1°C)

)

Uberstand lyophilisieren

)

Messen

Abstoppen
des Metabolismus

Abbildung B.1: Methode 1: Direkte Injektion der Probe in kochendes
Ethanol/HEPES-Gemisclzur Bestimmungvon Gesamthn-
zentrationen
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Abstoppen Injektion der Probe (V=2ml)
des Metabolismus in Reagenzglas (vorgekihlt auf -70°C

!

Abkuhlen (-70°C, 10 min.)

!

Auftauen (1°C, im Eisbad)

!

Zentrifugieren (10min., 4500rpm, 4°C

!

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

!

Zellaufschlufy Inkubieren (4min., 95°C)

!

Zentrifugieren (5min., 4500rpm, 1°C)

!

Uberstand lyophilisieren, Messen

Abtrennen
der Biomasse

Abbildung B.2: Methode2: Quenchingauf Trockeneis Aufschlusamit kochen-
demEthanol/HEPES-Gemischur Bestimmungntra- und ex-
trazellulareiKonzentrationelispeziellcAMP)
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Abstoppen Injektion der Probe (V=2ml)
des Metabolismus In Reagenzglas (-70°C, 10min)

!

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

l

ZellaufschluR Inkubation fir 30 min. (-20°C)

'

Auftauen (0°C)

'

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

l

Inkubation fiir 10 min. (90°C)

'

Zentrifugieren (15min., 4200rpm, 1°C)

l

Filtrieren des Uberstandes (0,2um-Filtd
Messen

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

Abtrennen
der Biomasse \L
trockenen Filter in
2.5ml 0.2N HCOOH (95°C) geben

!

Zellaufschlu Inkubieren (8min., 95°C)

!

Zentrifugieren (5min.,4500rpm)

!

Uberstand lyophilisieren

!

Messen

Abstoppen
des Metabolismus

Abbildung B.4: Methode4: Filtrieren, Aufschlussmit Ameisensaurezur Be-
stimmungintra- und extrazellulareiKonzentrationen
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Abstoppen
des Metabolismus

Abtrennen
der Biomasse

Zellaufschlu

Abbildung B.5: Methode 5: Quenchingim Reagenzglasn Trockeneis, Auf-
schlusamit Perchlorsaureur Bestimmungntra- undextrazel-

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

!

Auftauen (Eisbad)

!

Zentrifugieren (10min., 4200rpm, 1°C)

!

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

!

3 Gefrier-Tau-Zyklen

!

Neutralisation mit 6N NaOH (pH 7)
im Eisbad

!

Zentrifugieren

!

Messen

lularerKonzentrationen
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Injektion der Probe (V=2ml)
in ein Reagenzglas
(vorgekuhlt im Eisbad)

!

Zentrifugieren (5min., 4200rpm, 1°C)

!

Uberstand filtrieren (0,2um-Filter)

!

Kuhlen (im Eisbad)

!

evt. Erhitzen

!

Messen

Abstoppen
des Metabolismus

Abtrennen
der Biomasse

Abbildung B.6: Methode6: Quenchingm Eisbad,Zentrifugierenzur Bestim-
mungextrazellularelKonzentrationen
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Abstoppen Entnahme der Probe (V=3ml)
in vorgekihlte Spritze (-20°C)
(gefullt mit 5ml Edelstahlkugeln)

)

Probe filtrieren (0,2pum-Filter)

)

Kuhlen (im Eisbad)

)

evt. Erhitzen

)

Messen

des Metabolismus

Abtrennen
der Biomasse

Abbildung B.7: Methode7: DirektesFiltrieren,Quenchingnit Edelstahlkugeln,
zur BestimmungextrazellularelKonzentrationen
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Abtrennen Zentrifugieren der Probe (V=2ml)
der Biomasse (12.000 rpm, Eppifuge)

!

Resuspendieren des Pellets
mit 2ml physiologischer Kochsalzldsun

!

Zentrifugieren (12.000 rpm, Eppifuge

!

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

!

Abkudhlen (5min., -70°C)

!

Zentrifugieren (5min., 4200rpm, -20°C|

!

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

!

Messen

Abstoppen
des Metabolismus

Abbildung B.8: Methode8: Quenchingn Methanol,zum Nachweisvon Meta-
bolitenim Uberstand
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Abstoppen Direkte Injektion der Probe (V=4ml)
des Metabolismus in 2ml 35%-PCA (ca.-25°C)

Zellaufschlu \L

Abkuhlen (10 min., -70°C)

l

Auftauen (0°C)

'

3 Gefrier-Tau-Zyklen

l

Neutralisation mit 6N NaOH (pH 7)
im Eisbad

'

Zentrifugieren (5min., 4200rpm, 1°C)

l

Messen

Abbildung B.9: Methode9: Direkte Injektion in konzentriertePerchlorséure,
zur Bestimmungvon Gesamtknzentrationen
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Abstoppen
des Metabolismus

Abtrennen
der Biomasse

Zellaufschlu

Abbildung B.10: Methode 10: Quenchingin Methanol, Aufschlussmit Per
chlorsaure zur Bestimmungintra- und extrazellularerkon-
zentrationen

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

l

Abkuhlen (5 min., -70°C)

'

Zentrifugieren (5min., 4200rpm,-20°C)

'

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

l

3 Gefrier-Tau-Zyklen

'

Neutralisation mit 6 N NaOH (pH 7)
im Eisbad

l

Zentrifugieren (5min., 4200rpm, 1°C)

'

Messen
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Abstoppen
des Metabolismus

Abtrennen
der Biomasse

Zellaufschlu

Abbildung B.11: Methodell1: Quenchingn Methanol Aufschlussmit kochen-
dem Ethanol/HEPES-Gemisclzur Bestimmungintra- und

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

l

Abkuhlen (5 min., -70°C)

'

Zentrifugieren (5min., 4500rpm,-20°C)

!

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

l

Inkubieren (4min., 95°C)

'

Zentrifugieren (5min.,4500rpm,1°C)

l

Uberstand lyophilisieren

'

Messen

extrazellulareKonzentrationen
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