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Abkürzungsverzeichnis

1. Formelzeichen

Formelzeichen Bezeichnung Einheit

r Reaktionsrate [� mol/gTSh]
rmax MaximaleReaktionsrate [� mol/gTSh]
k Geschwindigkeitskonstante [gTS/� mol h], [1/h]
K Gleichgewichtskonstante [-]
YO2 Sauerstoff-Volumenfraktion [-]
YCO2 Kohlendioxid-Volumenfraktion [-]
pO2 Sauerstoffpartialdruck [-]
D Verdünnungsrate [1/h]
� Spezi�scheWachstumsrate [1/h]
q Volumenstrom [l/h]
VF Fermentervolumen [l]
rO2 Stoffübergang [mol/l h]
kl Stoffübergangszahl [m/h]
A Phasengrenz�äche [m2]
a VolumenbezogenePhasengrenz�äche [1/m]
kla VolumenbezogenerStoffübergangskoef�zient [1/h]
psO2 MesswertSauerstoffpartialdruck [-]
I Integratorinhalt [g h/l]
P Reglerverstärkung [-]
c� GleichgewichtskonzentrationPhasengrenz�äche[g/l]
e Regelabweichung [g/l]
y Stellgröße [l/h], [U/min]
ymin MinimalwertStellgröße [l/h], [U/min]
ymax MaximalwertStellgröße [l/h], [U/min]
Ti Nachstellzeit [h]
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b Reglerparameter [1/h]
A Häu�gkeitsfaktor [1/h]
EA Aktivierungsenergie [J/mol]
R AllgemeineGaskonstante [J/mol K]
T AbsoluteTemperatur [K]
c Konzentrationsvektor [� mol/gTS]
p Parametervektor

2. Abkürzungen

Die Bezeichnungender Geneerfolgt im DreibuchstabenkodenachBerlyn [11].
Ein Protein/Enzym,welchesbeispielsweisedurchdasGenscrYkodiertwird, trägt
danndie BezeichnungScrY.

Abkürzungenfür Metaboliteund Proteinesind in der folgendenTabellezusam-
mengefasst.

Abk. Name

PTS Phosphotransferasesystem
PTSs Phosphotransferasesysteme
PEP Phosphoenolpyruvat
Prv Pyruvat
Glc D-Glucose
Scr Sucrose(Saccharose)
eScr extrazelluläreSucrose(Saccharose)
Scr6P Sucrose6-phosphat
Glc6P Glucose6-phosphat
Fru Fructose
Fru6P Fructose6-phosphat
FDP Fructose1,6-bis-phosphat
3PG 3-Phosphoglycerat
T3P Triose3-phosphat
Gly 3P Glycerin3-phosphat
CyaA Adenylatcyclase
cAMP Zyklisches3',5'-Adenosinmonophosphat
CrpA cAMP receptorprotein
EI EnzymI derPTSs
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EIP phosphoryliertesEI
EID EI-Dimer
EIDP monophosphorylertesEI-Dimer
EIDP2 diphosphoryliertesEI-Dimer
HPr HitzestabilesProteinderPTSs
EII EnzymII derPTSs
EIIACr r EIIA carbohydraterepressionresistance
EIIBCScr /ScrA sucrosespezi�scherPTS-Transporter
EIICBGl c glucosespezi�scherPTS-Transporter
ScrB Sucrose-6-phosphat-invertase
ScrY sucrosespezi�schesPorin
ScrK ATP-abhängigeFructokinase
ScrR Sucrose-Repressor
GlpK Glycerol-Kinase
GlpF GlycerolMIP channel
LacY LactoseMFS transporter
DgsA/Mlc deoxyglucosesensitive(Transkriptionsregulator)
MCP methylacceptingchemotaxisproteins
CheA ChemotaxisKinase-phosphotransferase
CheY Chemotaxis-Regulatorprotein
CheW PurinbindendesChemotaxisprotein
CheZ Chemotaxisprotein
PgiA Phosphoglucose-isomerase
PfkA 6-Phosphofructokinase
FbaA Fructose-bis-phosphat-aldolase
GapA Gylceraldehyd3-phosphat-dehydrogenase
PgmI Phosphoglycerat-mutase
PykF Pyruvat-kinaseI
ArcA/B respirationcontrolproteins
Ntr Nitrogen-Regulatorprotein
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Zusammenfassung

In der modernenbiologischenForschungist mehrund mehrein ganzheitliches
BetrachtenzellulärerProzessegefordert,um zu einemglobalenVerständnisder
betrachtetenSystemezu kommen.Dies ist Vorraussetzungfür eine verstärkte
undeffektivereNutzungdieserSystemein Medizin,Biotechnologieundanderen
Gebieten.Die mathematischeModellierungverbundenmit einersystemtheoreti-
schenAnalysebieteteinenAnsatzmit derdembiologischenPhänotypzugrunde
liegendenKomplexität umzugehen.NebendenmetabolischenNetzwerken müs-
sendabeivor allem auchdie komplexen regulatorischenStrukturenund die Si-
gnalverarbeitungmitbetrachtetwerden.

In dieserArbeit wird die bakterielleSignalverarbeitungamBeispieldesSucrose
Phosphotransferasesystems(SucrosePTS)im BakteriumEscherichia coli unter-
sucht.Die etwa 20 verschiedenenPhosphotransferasesysteme(PTSs)der Zelle
erfüllen nebendem TransportzahlreicherKohlenhydrateauchdie Funktionei-
nessignalverarbeitendenSystems.Extra-undintrazelluläreSignalewerdenin der
ausvier ProteinenbestehendenKette in wichtige regulatorischeSignaleumge-
setzt,die vor allemdenKohlenstoffmetabolismusunddie Chemotaxisbetreffen.
Im RahmenderArbeit wurdeein detailliertesdynamischesmathematischesMo-
dell desSucrosePTSsowohl bezüglichdesTransportes,alsauchder Signalver-
arbeitungentwickelt unddiesesmit zahlreichenexperimentellenUntersuchungen
validiert. Die Arbeit stellt damit aucheineVorgehensweiseim neuentstehenden
ForschungsgebietSystembiologieexemplarischdar.

Die experimentellenUntersuchungenwurden im Fermentermit dem gentech-
nischverändertensucrosepositivenW3110-DerivatEscherichia coli LJ210durch-
geführt.Verwendetwurdeein mittelsElementaranalyseoptimiertesMedium.Es
wurdeeineRegelstrategie für Fermentationenmit niedrigerGelöstsauerstoffkon-
zentrationentwickelt.Ein experimentellerSchwerpunktderArbeit ist dieausführ-
licheUntersuchungderMethodenzurBestimmungintra-undextrazellulärerMe-
tabolite.Geradedie MessungintrazellulärerMetabolitestellt wegender kurzen
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turn-over-Zeitenvon wenigenSekundeneinenkritischenAspektderModellvali-
dierungdar. EinigeMethodenmusstenaufgrundnachgewiesenerEnzymaktivität
bei niedrigenTemperaturenum 0� C verworfen werden.Eine Probenahmetech-
nik auf derBasisderdirektenInjektionderFermentationsbrühein einekochende
Ethanol-Puffer-Lösungkonnteerfolgreichgetestetundangewendetwerden.Eini-
geintrazelluläreKonzentrationenkonntensobestimmtwerden.

Für die Modellbildungwurdeein systematischerAnsatzverwendet,der auf der
Abgrenzungvon biologischenfunktionellenEinheitenberuht.Nebenden ver-
wendetenbiologischmotiviertenKriterienwurdeein formalererAlgorithmusun-
ter Verwendungvon Clusteranalysezur AbgrenzungdieserEinheitenmit limi-
tierter Autonomievorgeschlagen.Für E. coli konnteeine funktionelle Einheit
“Kohlenstoff-Metabolismus”abgegrenztwerden,in der das PTS eine zentrale
Rolle in der Signalverarbeitunginnehat.Als UntereinheitenkonntendasSucro-
sePTSunddie Glykolyseidenti�ziert werden.

DasModell für dasSucrosePTSwurdemittelsderdetailliertenBeschreibungder
KomplexbildungunddesPhosphattransferszwischendeneinzelnenProteinender
Ketteformuliert.Die ParameterdesModellskonntenausderLiteratur (in vitro),
beziehungsweiseberuhendaufeigenenMessungenidenti�ziert werden.Simulati-
onsstudiengestütztvonexperimentellenBeobachtungenzeigten,dasssichdasdy-
namischeVerhaltendesPhosphoryltransfersinnerhalbdesPTSim Bereicheiner
Sekundeabspielt,so dassfür ganzheitlichereBetrachtungender regulatorischen
FunktiondesPTSim OrganismuseineBeschreibungvon stationärenKennlinien
ausreichendwar. Die schnellendynamischenVorgängekonntenhier vernachläs-
sigtwerden.FürstationäreBetrachtungenwurdedasVerfahrenderMetabolischen
Flussanalyseverwendet.Ein KennlinienfeldgemessenerKonzentrationenwurde
zur BeschreibungderAbhängigkeit desPhosphorylierungsgraddesPTS-Proteins
EIIACr r von denEingangsgrößenextrazelluläreSucrosekonzentrationund intra-
zelluläresPEP:Pyruvat-Verhältnisgenutzt.

Zur ValidierungdieserErgebnisseundzurIdenti�kation sensitiverParameterwur-
denExperimentemit variiertenEingangsgrößendurchgeführtunddasAusgangs-
signalEIIACr r -Phosphorylierungsgradbestimmt.Eswurdenhierbeisowohl sta-
tionäreBedingungenbei verschiedenenVerdünnungsratenundGelöstsauerstoff-
konzentrationen,als auchdynamischeVeränderungenmittels verschiedenerAn-
regungenüber die extrazelluläreSucrosekonzentrationbetrachtet.Hier wurden
Puls-,Sprung-und Fütterungsstop-Experimentedurchgeführt.Die Übereinstim-
mungzwischenExperimentund Simulationsergebnissenerwiessich nachPara-
meteranpassungals gut. Gleichesgilt auchfür ein erweitertesModell, dasdie
Glykolysemiteinschließt.
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In abschließendenweiterführendenSimulationsstudienwurde das Modell ver-
wendet,um offene biologischeFragestellungenzu bearbeiten.Nebender Ver-
änderungder signalverarbeitendenEigenschaftendesSucrosePTSbei Verände-
rung von PTS-Proteinkonzentrationenwurdedie PTS-vermittelteKohlenhydrat-
Chemotaxisbetrachtet.Die nichtphosphorylierteForm einesPTS-Proteinskonn-
te hier als möglichesVerbindungsgliedzur Chemotaxis-Signalkette identi�ziert
werden.

In einemabschließendenAusblick werdenallgemeinereaktuelleFragendesjun-
genForschungsgebietesSystembiologiekurzumrissen.
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Summary

Modernbiological researchandbiotechnologicalapplicationrequiresmoreand
morea holistic view on cellular processesfor a global understandingof the ob-
servedsystem.This enablesa moreef�cient applicationof thesesystemsin me-
dicin, biotechnology, andother�elds. Mathematicalmodelingcombinedwith sy-
stemtheoreticalanalysisprovidesaef�cient approachto dealwith theunderlying
biological complexity. Besidecomplex metabolicnetworks complex regulatory
structuresandsignaltransductionnetworkshave to beconsidered,also.

In this thesisthe bacterialsignalprocessingwas investigatedconcerningas an
examplethe sucrosephosphotransferasesystem(sucrosePTS) in the bacterium
Escherichia coli. The about20 differentphosphotransferasesystems(PTSs)of
thecell full�ll besidesthetransportof variouscarbohydrates,alsothefunctionof
onesignalprocessingsystem.Extra-andintracellularsignalsareconvertedwithin
thePTSproteinchainto importantregulatorysignalsaffectingespeciallycarbon
metabolismandchemotaxis.A detaileddynamicalmodelof thesucrosePTShas
beendevelopeddescribingtransportandsignalprocessingfunction. The model
hasbeenvalidatedwith numerousexperiments.This approachis typical in the
new evolving research�eld of systemsbiology.

The experimentalinvestigationswereperformendin a CSTRusing the sucrose
positive derivative LJ210,basedon Escherichia coli strainW3110.Themedium
componentswereoptimizedby analyzingtheelementarycompositionof thecell.
A controlstrategiefor fermentationswith low disolvedoxygenconcentrationswas
developed.A mainexperimentalfocusof this thesiswasthedetailedinvestigati-
on of methodsfor determiningintra- andextracellularmetaboliteconcentrations.
Especiallythemeasurementof intracellularmetaboliteswascritical for thevalida-
tion becauseof veryshortturnover timesof someseconds.Somemethodshadto
berejectedbecauseenzymeactivity wasnot stoppedsuf�ciently at temperatures
near0� C. A samplepreparationtechniqueusinga boiling ethanolbuffer solution
wassuccessfullytestedandapplied.Someintracellularmetaboliteconcentrations
couldthereforebemeasured.
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For themodelinga systematicapproachwasused.Herecomplex metabolicnet-
worksweredecomposedinto smallerfunctionalunits.Besidetheusedbiological-
ly basedcriteria for the demarcationof suchunits,a formal algorithmbasedon
clusteranalysiswassuggested.ConcerningE.coli afunctionalunit “carbonmeta-
bolism” couldbede�ned.HerethePTSplayedacentralrole in signalprocessing.
As subunits,thesucrosePTSandtheglycolysiscouldbeidenti�ed.

ThesucrosePTSmodelwasformulatedusinga detailleddescriptionof complex
formationandphosphatetransferbetweenthe chainproteins.Model parameters
weretakenfrom literateor wereidenti�ed with own experiments.In steadystate
calculationsmetabolic�ux analysiswasused.Simulationstudiestogetherwith
experimentalhints showed that the dynamicbehaviour of phosphatetransferin
the PTSrunswithin onesecond.Thereforefor doing a moreglobal investigati-
on a descriptionof steadystatecharacteristicswassuf�cient for describingthe
signalingpropertiesof the sucrosePTS.A characteristic�eld of measuredva-
riablesdescribedthedegreeof phosphorylationof thePTSproteinEIIA Cr r asa
functionof theinputvariablesextracellularsucroseconcentrationandintracellular
PEP:pyruvateratio.

For validatingtheseresultsandfor the identi�cation of somesensitive parame-
tersexperimentswereperformedwith varied input variables.The outputsignal
degreeof phosphorylationof EIIA Cr r wasmeasured.Steadystateconditionswith
varyingdilution rateanddisolvedoxygenconcentrationanddynamicalvariations
applyingdifferentstimuli to theculturewereconsidered.Furthermore,puls,shift
andstopfeedingexperimentswith limiting sucroseconcentrationswereperfor-
med.Simulationandexperimentalresultsmatchedwell. The sameholdsfor the
expandedsucrosePTSandglycolysismodel.

In continuative simulationstudiesthe identi�ed model is usedto addresssome
openbiologicalquestions.Thechangeof thesignalingbehaviour with changing
PTSproteinconcentrationswasinvestigatedaswell asthePTSinducedcarbohy-
dratechemotaxis.The unphosphorylatedform of the EI dimer wasidenti�ed as
themostlikely link to thechemotaxissignalchain.

In a shortoutlook,a few relevantandgeneralquestionsconcerningtheevolving
systemsbiologyweresummarized.
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Kapitel 1

Einführung

1.1 Übersicht

Für dasbeginnende21. Jahrhundertstellendie Biologie und Biotechnikzentra-
le Wachstumsgebietedar. Dies trif ft sowohl auf Forschungund Lehre,als auch
auf die technischeund wirtschaftlicheUmsetzungzu. Zahlreicheneuetablierte
Forschungsbereicheund Studiengängesowie die Gründungswellebiotechnisch
ausgerichteterFirmenbelegendies.

EinezentraleRollespielendabeidiegentechnischeGestaltung,sowie diemedizi-
nischeundtechnischeNutzungzellulärerSysteme.Die Umsetzungmolekularbio-
logischerErkenntnisseerforderteinganzheitlichesVerständnisderFunktionswei-
sesolcherSysteme,dasaberbisherkaumvorhandenist.Diesist zumeinendarauf
zurückzu führen,dassein Großteilder experimentellenUntersuchungenbisher
qualitativer und beschreibenderNatur und auf dasVerständnisbiologischerDe-
tails ausgerichtetist. Quantitative Datensind dahernur unzureichendverfügbar.
Allerdings werdenhier durch die fortschreitendeNeuentwicklungund Verbes-
serungvon AnalysemethodendeutlicheFortschritteerzielt.Doch auchdie weit-
gehendeGesamterfassungdesSystemzustandeswird aufgrundder Komplexität
derSystemenicht automatischzu einemganzheitlichenVerständnisfunktionaler
Zusammenhängeführen.Zelluläre Systemesetzensich ausFunktionseinheiten
zusammen,dieaufgrundihrerphysiologischenFunktion,ihrergenetischenStruk-
tur oder ihrer Signalverarbeitungund Regulationgegenüberihrer Umwelt rela-
tiv abgeschlossensindunddamiteinebeschränkteAutonomiebesitzen[73, 82].
Sowohl zwischenden Funktionseinheiten,als auchzwischender Vielzahl von
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Informatik

Biologie
wissenschaften

System-

Abbildung 1.1: Systembiologie(Biosystemtechnik)als interdisziplinäresAr-
beitsgebiet

Komponenten,ausdeneneineFunktionseinheitim Allgemeinenbesteht,existie-
rendurchStoff- undInformations�üssevermittelte,komplexeWechselwirkungen.
DasganzheitlicheVerhaltenzellulärerSystemeist gedanklichkaumnachvollzieh-
bar. Esbestehtdeshalbdie Gefahr, dassexperimentelleBefundefehlinterpretiert
werdenundzu falschenSchlussfolgerungenführen.

DasErreicheneinerquantitativenundganzheitlichenVerhaltensbeschreibunger-
fordert eine system-und signalorientierteBetrachtungsweisezellulärerFunkti-
onseinheiten.Dazumussdie großeMengezu verarbeitenderDatenso aufberei-
tet werden,dasssie für systemwissenschaftlicheBetrachtungenzur Verfügung
stehen.Die Informatik leistethier einenwichtigenBeitrag.Es ist dahereineen-
ge Kooperationvon Biologen,Systemwissenschaftlernund Informatikern erfor-
derlich (Abb. 1.1). Eine solchefachübergreifendeZusammenarbeitist der For-
schungsschwerpunktSystembiologie(Biosystemtechnik)derUniversitätStuttgart
[http://www.sysbio.de],in demdie vorliegendeDissertationentstandenist.

DieArbeit behandeltedieSignalverarbeitungvonBakterienamBeispieldesPhos-
phoenolpyruvat:SucrosePhosphotransferasesystem(SucrosePTS)in Escherichia
coli. E. coli hat etwa 20 Phosphotransferasesysteme(PTSs).DieseTransportsy-
stemestellenzugleichein wichtigessignalverarbeitendesSystemdesBakteriums
dar. Sowohl dieextrazelluläreKonzentrationantransportiertemKohlenhydrat,als
auchder intrazelluläreEnergiezustandderZelle werdenauf biologischeArt ver-
rechnetundverschiedeneregulatorischwirkendeSignaleerzeugt,die denMeta-
bolismusderZelleaufvielfältigeArt beein�ussen.Ziel derArbeit wares,einma-
thematischesModell desSucrosePTSaufzustellen,diesesmit geeignetenExpe-
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rimentenundanalytischenMethodenzu bestätigenunddie Nützlichkeit desMo-
dells anhandvon weiterführendenSimulationsstudienzu aktuellenForschungs-
aufgabenzuzeigen.Die Arbeit hattesowohl biologische,alsauchsystemtheoreti-
scheSchwerpunkteundzeigtso,dassderBrückenschlagzwischendiesenDiszi-
plinenmöglichundsogarnotwendigzumvollständigenVerständnisbiologischer
Systemeist. SchwerpunkteausderbiologischenForschungwaren:1) die Metho-
denentwicklungzur Analytik intrazellulärerMetabolite,sowie die Erfassungvon
intrazellulärenAntwortenauf dynamischeVeränderungenderUmgebungsbedin-
gungenund2) weiterführendeSimulationsstudienzur Variationvon Proteinkon-
zentrationenundzurChemotaxis.Als systemwissenschaftlicheSchwerpunkteder
Arbeit warenzu verstehen:Die ModellbildungzumSucrosePTSunddie mathe-
matischenBetrachtungenzurAbgrenzungbiologischerFunktionseinheiten.Doch
nur durchdie Verbindungvon quantitativerAnalyseundmathematischerModel-
lierungundSimulationauf derBasissystemwissenscha�icherBetrachtungenist
einevollständigeBeschreibungbiologischerSystemezuerreichen[80]. In diesem
Sinneliefert dieseArbeit einenBeitragzumganzheitlichenVerständnisderPTSs
undihrerFunktionim Metabolismus.

Gliederung der Arbeit

Im folgendenTeilkapitel werdendie Grundelementeder bakteriellenSignalver-
arbeitungumrissen.Danachwird der StanddesWissenszu den PTSsund zur
Signaltransduktionüber der PTSsdargestelltund bisherigemathematischeAn-
sätzezur Beschreibungdiskutiert.NebenKatabolitenrepressionund Induktorau-
schlusswird auchauf PTS-vermittelteChemotaxiseingegangen.Kap. 2 enthält
eineBeschreibung desverwendetenMaterialsund der zur Validierungdesent-
wickeltenmathematischenModellseingesetztenexperimentellenMethoden.Spe-
zielleTeilkapiteldesErgebnisteilssindderOptimierungdesMediumsfür diekon-
tinuierlicheProzessführungundderRegelungdesGelöstsauerstoffs beiniedrigen
Konzentrationengewidmet(Kap.4.1).DerBestimmungderintra-undextrazellu-
lärenMetabolitkonzentrationenkommteinezentraleBedeutungfür die Überprü-
fungdesModellszu.VerschiedeneMethodenwurdenneuentwickelt,beziehungs-
weiseausderLiteraturübernommenunddie geeignetstenMethodenausgewählt
(Kap.4.2.1).Die Bestimmungspezi�scherAktivitätenausgewählterEnzymeum
0� C ist dabeieinwichtigesKriterium (Kap.4.2.1.1).

In Kap.3 werdendieverwendeteModellierungssystematikunddieerstelltenma-
thematischenModellefür SucrosePTSundGlykolysebeschrieben.Zur wichtigen
FragederAbgrenzungbiologischerFunktionseinheitenwird dabei,ergänzendzu
denverwendetenverbalenKriterien,einformalerAlgorithmusvorgeschlagen.Zur
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schnellenDynamik desSucrosePTSund zum EI-Monomer-Dimer-Zyklus wer-
dengrundlegendeSimulationsstudiendurchgeführt,die in die Berechnungstatio-
närerKennlinienzur BeschreibungdesSucrosePTSmünden.Die durchgeführte
metabolischeFlussanalysedientdabeiderAbschätzungeinigerParameterfür das
dynamischeModell der Glykolyseund der Ab�üsse von Vorläufermolekülenin
die Biosynthese.DesWeiterenwerdendie verwendetenRechnerwerkzeugezur
Modellierung,SensitivitätsanalyseundParameteridenti�kationdargestellt.

Kap.4 enthältdenVergleichderexperimentellerhaltenenErgebnissemit denSi-
mulationsergebnissen.Auf der Basisdesidenti�zierten Modells lassensich nun
Kennlinienfür dasPTSangeben,welchedie signalverarbeitendenEigenschaften
desSucrosePTSbeschreiben.Es stehtnun ein experimentellüberprüftesdyna-
mischesModell derGlykolysevon Escherichia coli zurVerfügung.In weiterfüh-
rendenSimulationsstudienwird dasModell verwendet,um aktuelleForschungs-
fragenaufdiesemGebietzuuntersuchen.NebenderBeschreibungdesSytemver-
haltensbei gentechnischenVeränderungenderGesamtkonzentrationenderPTS-
Proteine,ist auchdie PTS-vermittelteChemotaxisGegenstandvon Simulations-
studien.

NachderDiskussionunddenSchlussbemerkungenzu denUntersuchungenrund
um dasSucrosePTS(Kap. 5), bildet dasletzteUnterkapiteleinenAusblick auf
dasaktuelleund neu entstehendeForschungsgebietSystembiologie(Kap. 5.1).
NebenaktuellenArbeiten,werdenauchneueAnsätzeund offeneFragestellun-
gendiskutiert,die zukünftigeForschungauf diesemGebietbestimmenkönnten.
Ein kurzerBlick wird zumAbschlussauf philosophischeAspektegeworfen,die
mit der ganzheitlichenBetrachtungbiologischerSystemekorrelieren,denndie
Systemtheorieentwickelt sichmehrundmehrzur wissenschaftlichenBasiseiner
verändertenWeltanschauung[79].

1.2 Bakterielle Signalverarbeitung

FunktionundLeistungeinerjedenlebendenZelle beruhenauf einemkomplexen
NetzwerkbiochemischerProzesse,in demviele Einzelreaktionenin geordneter
Weisestatt�nden.Schondas“einfache”BakteriumEscherichia coli besitztetwa
4800Gene,ungefähr2500ProteineundEnzyme,zwischen50 und70 Sensoren
zurÜberwachungvonVeränderungenderUmgebungundhundertevonmetaboli-
schenStoffwechselwegen,in denenSubstratein Zwischenprodukte,Endprodukte
und zelluläreStrukturbestandteileumgewandeltwerden[87]. Man �ndet daher
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schonin einereinfachenZelle mehrals tausendverschiedenebiochemischeRe-
aktionen,die nebeneinander, hintereinandergeschaltetundvernetztablaufenund
deshalbeinerständigenKontrolleundRegulationbedürfen.Wollen wir die Lei-
stungeneinerZelle in ihrer Gesamtheitverstehen,so müssenwir vor allem die
regulatorischenMechanismenkennen,die dengeordnetenAblauf der Einzelre-
aktionenermöglichenund damit einenzentralenTeil der Biochemieder Zelle
ausmachen.

Ein erstesZiel der zellulärenRegulation ist es, Biosynthese,Abbau und ener-
getischeVerwertungvon MetabolitenundMakromolekülenzu koordinierenund
dem aktuellenBedarf,denUmweltbedingungenund dem Entwicklungszustand
der Zelle anzupassen.Die Zelle mussjedochnicht nur die intrazellulärenReak-
tionenaufeinanderabstimmen,siemussauchständigmit derUmwelt kommuni-
zierenundmussin derLagesein,aufgeänderteUmweltbedingungenauf �e xible
Weisezu reagieren.Physikalischeoder chemischeReize,die den Umgebungs-
zustandoderdasNährstoffangebotsignalisieren,werdenvon derZelle registriert
und in ÄnderungenintrazellulärerReaktionenumgesetzt.Wie eineZelle mit der
UmweltkommuniziertundnachwelchemMechanismussieextrazelluläreSignale
verarbeitet,ist daherein weitererAspektderzellulärenRegulation.

In denZielenderRegulationbestehenUnterschiedezwischeneinzelligenSyste-
menundvielzelligenOrganismen,obwohl auchEinzelleruntereinanderkommu-
nizierenundkoordiniertegemeinsameHandlungenausführen.In derprokaryoti-
schenEinzelzellezumBeispielwerdenGenean-undabgeschaltetsowie Enzyme
aktiviert oderinaktiviert, um denStoffwechselder Zelle demNahrungsangebot,
denIonenbedingungenoderderTemperaturdesumgebendenMilieus anzupassen.
Alle Einzelzellenstehenin unmittelbaremKontaktmit der Umgebung, und sie
reagierenuntergegebenenBedingungenweitgehendunabhängigundin ähnlicher
WeiseaufUmgebungssignale.PrimäresZiel derRegulationist es,Wachstumund
TeilungderEinzelzellezugewährleisten.AucheinzelligeEukaryotenwie dieHe-
fe verfolgendiesesPrinzip.Im ZellverbandderMetazoendagegensinddie mei-
stenZellengegenüberderUmwelt abgeschirmtundnur wenigeZellenstehenin
direktemKontaktzumumgebendenMilieu, zur “Außenwelt”.Die Kommunikati-
on mit derAußenweltwird von spezialisiertenZellenübernommen,währenddie
Mehrzahlder Zellen in der weitgehendkonstantenUmgebung im “Innern” des
Organismuslebt und nur mittelbarauf Umgebungssignalereagiert.Die mit der
Bildung vielzelliger OrganismeneinhergehendeSpezialisierungmachteesdes-
halbnotwendig,WegederKommunikationzwischenverschiedenenZelltypenzu
entwickeln [69]. Die Logik prokaryotischerundeukaryotischerSignaltransdukti-
on ist dabeiaberdurchausähnlich[84].

Die AnpassungdesStoffwechselsvon Einzellernan veränderteUmgebungsbe-
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Abbildung 1.2: AllgemeinesSchemaderzellulärenSignalübertragungundVer-
arbeitungnach[70]

dingungenkann sehrrascherfolgen,ebensowie die unverzüglicheAdaptation
an solcheVeränderungen.Adaptationensind in der Regel vorübergehend,d.h.,
siehaltennur “wenig länger”alsdie sieauslösendeUmweltbedingungan.Aller-
dingskönnenauchneueangepassteStrukturenund Verhaltensweisenentstehen,
die denOrganismusbesserauf veränderteUmweltbedingungenreagierenlassen
(Epigenese).Prokaryotenüberwachenihre Umgebung durchmembrangebunde-
ne und intrazelluläreSensorenund durch ihre Transportsystemewie die PTSs.
Komplexe Signaltransduktionswege und globaleregulatorischeNetzwerke sind
mit denSensorenverbundenund führendie globaleRegulationvon Stoffwech-
selnetzwerken,zellulärenDifferenzierungsprozessenunddesVerhaltenvon Bak-
terienpopulationendurch[87]. EinegroßeAnzahlvon Rückkopplungs-undVor-
wärtskopplungsschleifen(feedback-und feedforward) sind hierbeibeteiligt [73]
undhelfenbeimVerständnisderZelle alskomplexesinformationsverarbeitendes
System[83]. DiesesSystementhältverschiedenefunktionelleEinheiten,diehier-
archischstrukturiertsind[80] undzur systematischenModellierungbiologischer
Systemeverwendetwerdenkönnen[73], wie im Kap. 3.1 dargestellt.Die PTSs
spielendabeieineentscheidendeRolle in der funktionellenEinheitKohlenstoff-
Metabolismus.

In dermolekularenundbiochemischenUmsetzungvonSignaltransduktionssyste-
mensindvor allemProteinebeteiligt,diedenProzessvomEmpfangeinesReizes
durch Rezeptormoleküleüber die Signalübertragungund -verarbeitungbis zur
zellulärenAntwort umsetzen[72]. Die beteiligtenPartnerlassensich dabeiall-
gemeinin Sensoren,Sender, Empfängerund Regulatoreneinteilen(Abb. 1.2).
Der Reizwird überRezeptorenerfasstundvom Sensorin ein Signalumgewan-
delt, welchesvon einemSenderundEmpfängeran einenRegulatorweitergege-
benwird. Die Antwort kannzumBeispielin derVeränderungderExpressionbe-
stimmterGenebestehen,waszumZu- oderAbschaltenderentsprechendenStoff-
wechselwegeführt oderauchzurVeränderungdesBewegungsverhaltensderZelle
(Taxis).Ein einfachesSystemvonProteinen,dasin dieserArt zusammenarbeitet,
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wird als Zwei-Komponenten-Systembezeichnet.Sie stelleneinewichtige Form
der Signaltransduktionin Bakteriendar. Die molekulareBasisdieserForm der
Signaltransduktionist oft die zeitweilige Phosphorylierungder beteiligtenPro-
teine.DasGesamtverhaltengutbeschriebenerZwei-Komponenten-Systemekann
bezüglichSignalampli�kationundGedächtniseffektenmit derFunktionsweiseei-
nesneuronalenNetzesverglichenwerden[49,119].Entscheidendfür die Integra-
tion dervielenverschiedenenSignaleist dermodulareundhierarchischeAufbau
desgesamtenSignaltransduktionssystemsderZelle (sieheKap.3.1) [82, 80]. Bei
der Integrationentstehenoft ausdigitalenEin-Aus-Signalen(zum BeispielPro-
tein phosphoryliert/ nicht phosphoryliert)analogeSignale(zumBeispielsecond
messenger-Konzentrationen)[119].

Im FolgendenwurdenunaufdiePTSsin Escherichia coli eingegangen.Die PTSs
wurdenim RahmendesForschungsschwerpunktBiosystemtechnikderUniversi-
tät Stuttgartalsein Beispielsystemausgewählt, anhanddessendasVorgehenbei
dermathematischenundsystemwissenschaftlichenBeschreibungsignalverarbei-
tenderbakteriellerSystemeunddesresultierendenkomplexenVerhaltenserarbei-
tet wurde.

1.3 Phosphotransferasesysteme(PTSs)in Escherichia
coli

1.3.1 BiologischeGrundlagen

Escherichiacoli ist einGram-negatives,fakultativ anaerobes,nichtsporenbildendes
Bakterium.Esbesitztnormalerweisevier bisachtFlagellenje Zelle,ist beweglich
undstäbchenförmig.EsgehörtzudenEnterobacteriaceaeundschließteinegroße
Anzahl unterschiedlicherStämmeein. Viele dieserStämmesind gewöhnliche,
harmloseBewohnerdesSäugetierdarmsund wurdendeshalbin die Sicherheits-
tufe 1 eingestuft,z.B. derhier verwendeteStammE. coli K-12 undseinDerivat
LJ210.AnderedagegenverursachenInfektionendesVerdauungs-und Urogeni-
talbereichsbei MenschundTier. Auch InfektionendesBlutesunddesZentralen
Nervensystemssind bekannt.Einige Stämmevon E. coli sind daherin Sicher-
heitsstufe2 (geringesRisiko für Menschund Umwelt) eingestuft[2]. Struktur,
biochemischeFunktionundGenetikdiesesOrganismussindgutstudiertundma-
chenihn zum meist bearbeitetenaller zellulärenOrganismen.E. coli wird von
vielen Gruppenerforschtund hattebzw. hat einezentraleRolle in der Entwick-
lungdermolekularenBiologie inne[140].
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Escherichia coli kann,so wie Bakterienallgemein,einegroßeAnzahl von Sub-
stratenverwertenundderenTransportüberdie cytoplasmatischeMembranwird
katalysiertdurcheineVielzahlvon spezi�schenTransportsystemen[68]. Wie die
meistenBakterienkannsichE.coli anseinesichstetsänderndeUmweltanpassen,
um mit anderenOrganismenum die limitierten Nährstoffe konkurrierenzu kön-
nen.Um die Umgebungzu überwachenundzwischenverschiedenenSubstraten
zu wählen,benütztdie Zelle diverseSensoren.Dasin dieserArbeit beschriebene
PTSist sowohl Transport-,alsauchSensor-System[86, 122].

Die katalysierteGesamt-ReaktioneinesPTSlautet:

Substratex + PEP ! Substrat Phosphatin + Pyruvat (1.1)

Die PTSstransportierenKohlenhydratein die Zelle. DasKohlenhydratmolekül
wird dabeiwährendder Aufnahmephosphoryliert.Die übertragenePhosphoryl-
gruppestammtvomPhosphoenolpyruvat(PEP).Transportprozessein Verbindung
mit chemischerModi�kation desSubstratmolekülswerdenim Allgemeinenals
GruppentranslokationbezeichnetundstelleneinenSonderfall derABC-Transporter
dar. Diesestelleneineder größtenTransporterfamiliendar. ABC bedeutetATP-
Binding-Cassette.DieseTransporterbenötigenATP um einenStofftransportzu
gewährleisten.Die PEP-abhängigePTSstransportiereneine weite Palette von
Substraten.Dazugehörenviele Mono- undDisaccharide,wie Glucose,Fructose,
Mannose,Sucrose,Maltose,undTrehalose,aberauchandereSubstrate,wie Glu-
cosamin,Mannitol und Glucitol. Eine vollständigeAufstellungist in [112, 122]
enthalten.

Die Phosphorylgruppewird übereineKaskadecytoplasmatischerundmembran-
ständigerProteineweitergereichtundschließlichauf dastransportierteSubstrat-
molekül übertragen.Für dasin dieserArbeit genaueruntersuchteSucrosePTS
sinddie molekularenKomponentenundihr Ineinandergreifenin Abb. 1.3 darge-
stellt. Die PEP-abhängigeProtein-KinaseEnzymI (EI) unddasHistidin-Protein
(HPr) sind löslichecytoplasmatischeProteine,die anderPhosphorylierungaller
KohlenhydratemitwirkenunddaheralsallgemeinePTS-Proteinebezeichnetwer-
den.Die EnzymeII (EII) dagegensind kohlenhydratspezi�schund könnenaus
einemeinzelnenmembrangebundenenProteinmit drei Domänenbestehen,oder,
sowie für Sucrose,auszweiProteinen,vondenenzumindesteinesmembranstän-
dig ist. Für Sucroseist esdasProteinEIIBCScr [122]. Im Allgemeinenenthält
dasEII drei (IIA, IIB, IIC) undmanchmalvier (IID) funktionelleDomänen,die
entwederfrei oderfusioniertvorliegenkönnenundauchin verschiedenerReihen-
folge wie z.B. bei denglucose-und sucrosespezi�schenTransporternEIICBGl c,
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bzw. EIIBCScr . Die hydrophileEIIA-DomänekanndurchP-HPrphosphoryliert
werdenund überträgtdie Phosphorylgruppeauf die ebenfalls hydrophileEIIB-
Domäne.Die EIIC-Domäneenthältsechsbis achtpotentielleTransmembrando-
mänen,die zur Bildung desTransmembrankanalsbenötigtwerden.SeitderEnt-
deckungdesPTSvor etwa 40 Jahren[77] wurdenmehrals40 ProteinedemPTS
direktzugeordnet,sowie eineraschansteigendeZahlanNicht-PTS-Proteinen,die
mit demPTSin Wechselwirkungstehen[86, 137].

EI (GenptsI) besitzteinMolekulargewicht von63.4kD undkannsowohl alsMo-
nomer, alsauchalsDimervorliegen.Die ÜbertragungderPhosphorylgruppevom
PEPist nur auf dasEI-Dimer möglich [56, 89, 108, 166]. Für die Übertragung
derPhosphorylgruppezumHPr ist dieSituationunklar, sowohl dasEI-Monomer,
als auchdasDimer kommenin Frage(sieheauchAbb. 1.3) [20]. Ein Hinweis
zur KlärungdieserFragekannmit Hilfe von Simulationsstudiengewonnenwer-
den(sieheKap.3.2.2,Seite68).Im Dimerwird promonomererUntereinheiteine
Phosphorylgruppegebunden[166,163]. Eswurdenauchkovalent-verbundeneEI-
DimereundTrimerenachgewiesen[46]. NeuereUntersuchungenzeigen,dassEI
auchdurcheineAcetatkinaseund entwederATP oderGTP phosphoryliertwer-
den kann,wobei die Phosphorylgruppein diesemFall vom Nukleotid zu einer
Acylgruppein derAcetatkinaseunddannreversibelzumEI transferiertwird [20].
Es ist unklar, ob diesauchin einemphysiologischrelevantenBereicheineRolle
spielt.DesWeiterenwurdeeineATP-abhängigeKinaseEI-K beschrieben,die EI
ebenfallsphosphorylierenkannunddiedurchNADH undNADPH gehemmtwird
[23, 24]. Die hiergewonnenenErgebnissesindabernochzuunklar, sodassbeide
Enzymein dieserArbeit nicht mit in Betrachtgezogenwurden.Gleichesgilt für
die Kopplungder PTS-Aktivität an dasRedox-Potentialder Zelle [129] unddie
beschriebenenEffektedesPhosphat-PoolsundderExpressionderPolyphosphat-
Kinaseaufdie Glucoseaufnahme[90].

HPr (GenptsH) ist ein kleines,monomeresProteinmit einemMolekulargewicht
von 9,1 kD. Eswird durchEI~P anderN-1-PositioneinesHistidinsphosphory-
liert. EineHPr-ähnlicheDomänewurdeim fructosespezi�schenPhosphotransfer-
ProteinFPr von E. coli gefunden.FPr kannHPr in Mutantenersetzen,in denen
HPr fehlt [122]. WeiteregenetischveränderteHPr-ähnlicheProteinewurdenzur
Aufklärung desMechanismusder PTS-vermitteltenChemotaxiseingesetzt[97]
(siehedazuKap.1.4.2undKap.4.9.2).

EIIACr r (Gencrr) ermöglichtdenTransportvon Glucosein E. coli. Crr stehtfür
carbohydraterepressionresistanceunddeutetdamit bereitsauf die wichtigezu-
sätzlicheregulatorischeFunktiondiesesProteinshin (siehedazuKap.1.4.1).Das
Proteinist 18.2 kD groß, ist hitzestabilund besitzteine starke TendenzOligo-
merezu formen.Es wird ebenfalls für die Aufnahmeund Phosphorylierungan-
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Abbildung 1.4: Der sucrosespezi�scheTransporterEIIBCScr formt mit derC-
DomäneeinenTranslokationsmembrandurchdie Cytoplasma-
membran,durchdendasextrazelluläreSubstratSucrosein die
Zelle transportiertwird.

dererPTS-Kohlenhydratebenötigt,wie z.B. Sucrose.Dasist in Zellen möglich,
die dasnatürlichvorkommende,EIIBCScr -kodierendePlasmid(pUR400,[143])
besitzen.Sucrosestellt kein natürlichesSubstratfür E. coli K-12 dar, für andere
E. coli-Stämmejedochschon.Das verwendetePlasmidstammtausSalmonel-
la typhimurium. Auch die Aufnahmevon TrehaloseüberEIIT r e; sowie Glucose
überdaskryptischeMaltose-SystemMalX sindabhängigvonEIIA Cr r [122]. Das
EIIBCScr -kodierendePlasmidwurdezur Konstruktiondesin dieserArbeit ver-
wendetenE. coli K-12-DerivatsLJ210verwendet.Insgesamtsindbisheretwa 20
kohlenhydratspezi�scheEIIs für E. coli beschrieben[122].

EIIBCScr (GenscrA) ist sucrosespezi�sch.EineDomänedesProteinsformt einen
Translokationskanaldurchdie Cytoplasmamembran,durchdendasSubstratSu-
crosein dasCytoplasmaderZelletransportiertwird (Abb. 1.4).DasaktiveEnzym
liegt, so wie alle EII, als Dimer vor [143]. DasGlucose-spezi�scheGegenstück
EIICBGl c (GenptsG), formt ebenfalls mit einerDomäneeinenKanal durchdie
Cytoplasmamembran[122].

DasSucrose-spezi�scheEIIBCScr (ScrA) ist mit demPorinScrY undder Inver-
taseScrB im scrYAB-Operonkodiert (Abb. 1.5) und zusammenmit demscrK-
Operon(KinaseScrK) durchdenRepressorScrRnegativ reguliert [60, 142]. Die
beidenOperons,die durchdasgemeinsameRegulatorproteinScrRreguliert wer-
den,bildendasscr-Regulon.Der entsprechendemolekulareInduktorist intrazel-
luläreFructose.DasscrYAB-Operonist Mitglied descrpA-Modulon. Im Gegen-
satzzumscrK-Gen,ist die ExpressiondesscrYAB-Operonszusätzlichnochvom
übergeordneten,globalenRegulatorcAMP.CrpA abhängig[60, 161]. Diesmuss
bei derModellierungundbei derAnalysederSimulationsergebnissemitberück-
sichtigtwerden.
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Abbildung 1.5: Schemadesscr-Regulons.Promotoren(p), Operatoren(Ko1,
Yo2o3) und Terminatoren(t) sind durchschattierteRechtecke,
offene Ellipsen und kleinere offene Rechtecke dargestellt. �
stehtfür positiven regulatorischenEin�uss durchcAMP.CrpA
und	 für negativenEin�uss durchdenScrR-Repressor[162].

ZurCharakterisierungdesSucrosePTSwurdedasEscherichiacoli K-12 / W3110-
Derivat LJ210 (LJ110 [172] scrK+ scrY+ scrA+ scrB+ scrR+ ) verwendet[60,
142,143]. Die scr-Genewurdenvom Salmonellatyphimurium-PlasmidpUR400
überdenMulticopyvektorpJOE637in E. coli LJ110gebracht.LJ210besitztda-
durch ein PTS-abhängigesSucrose-Transportsystem(SucrosePTS) und Stoff-
wechselwege, die zusammenmit dem GlucosePTS in Abb. 1.6 gezeigtsind.
Sucroseist eine relativ billige Kohlenstoff- und Energiequelleund spielt eine
wichtigeRolle in derKultivierungvon Mikroorganismen[162]. DasScr-PTSbe-
stehtauszweiProteinenmit dreiUntereinheiten:DembereitserwähntenEIIA Cr r ,
dasdurchdascrr-Genkodiertwird unddemmembran-gebundenenEIIBCScr , das
durchdasscrA-Genkodiert wird [142]. Durch Transportund Phosphorylierung
entstehtintrazelluläresSucrose6-phosphat(Scr6P).Scr6Pwird durchdie Inver-
taseScrB (GenscrB) hydrolysiertin Glucose6-phosphat(Glc6P)undFructose.
Fructosewiederumwird durchdieATP-abhängigeFructokinaseScrK(GenscrK)
phosphoryliertzuFructose6-phosphat(Fru6P).Daszuckerspezi�schePorinScrY
(GenscrY) erleichtertdie DiffusionderextrazellulärenSucrosedurchdie äußere
Membran[162]. IntrazelluläreFructosekannin E. coli auchdurchdasFructose-
PTSunddie ATP-abhängigeMannofructokinaseMak (Genmak) phosphoryliert
werden[6].

DerverwendeteStammLJ210wurdefreundlicherweisevonderAGGenetik(Prof.
J.W. Lengeler, Dr. K. Jahreis)derUniversitätOsnabrückzur Verfügunggestellt.
Er trägtauf einemEinzelkopieplasmiddie scr-Genein einemSucrose-negativen
Stammhintergrund.Esstehtdamitein klar de�niertesTransportsystem(PTS)zur
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Abbildung 1.6: ReaktionendesSucrose-und Glucose-PTS,sowie regulatori-
scheEffekte(gestrichelt)überKatabolitenrepressionundInduk-
torausschlussbeimGlp- undLac-System[161]
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Verfügung[172, 161]. Dies ist ein Vorteil gegenüberUntersuchungenmit dem
SubstratGlucose,beidemmehrereTransportsystemein Betrachtgezogenwerden
müssen[21,33].VerschiedeneTransportersinddabeibeiverschiedenenSubstrat-
konzentrationenaktiv [81, 25]. Durchdie CharakterisierungdesScr-PTSin die-
serArbeit könnenvergleichendeundergänzendeStudienzudenArbeitenüberdas
Glc-PTSdurchgeführtwerden.HierbeimussdiezusätzlicheAbhängigkeitderEx-
pressiondesscrYAB-OperonsvomglobalenRegulatorcAMP.CrpAberücksichtigt
werden.

Die GeneptsI und ptsH sind zusammenmit dem Gencrr für EIIA Cr r im pts-
Operon(ptsHIcrr) codiert.Im Gegensatzdazusinddie Genefür die substratspe-
zi�schen EIIs meist in spezi�schenOperonsoderRegulonszusammenmit den
entsprechendenabbauendenEnzymenin einerGruppecodiert.Daspts-Operon
dagegen stehtunterder Kontrolle globalerRegulationssysteme[122], wie dem
RepressorDgsA (Mlc). Die ExpressiondesOperonserhöhtsich etwa dreifach
währenddesWachstumsauf PTS-Substratenundwird durchein Zusammenspiel
einesGlucose-undeinescAMP.CrpA-vermitteltenRegulationsmechanismuser-
reicht.AuchanaerobeWachtstumsbedingungenführenzueinerErhöhungdesEx-
pressionsniveaus.Es sind drei Promotorenidenti�ziert, derenZusammenwirken
zueinererhöhtenExpressionvonHPrundEIIA Cr r im GegensatzzuEI (etwa5:1)
führen[122].

DasGlucose-spezi�scheEIICBGl c ist ProduktdesptsG-Gens,dessenExpressi-
on negativ durch DgsA = Mlc (für deoxyglucosesensitive und making larger
colonies)undpositiv durchdencAMP.CrpA-Komplex reguliertwird. DgsAistein
wichtigerRegulatordesKohlenhydrat-Metabolismus,wennauchdie Aufklärung
molekularerZusammenhängezumTeil nochamAnfangsteht.Esist gezeigt,dass
EIICBGl c alsSensorproteinfunktionierenkönnte,dasfür die InduktiondesptsG-
Operonsverantwortlich ist [80, 120, 161]. DerGlucose-Transporterist in zahlrei-
chenArbeitensehrgut untersucht[170], vor allem bezüglichStruktur [28, 38],
Membrantopologie[16], physiologischenundbiochemischenEigenschaften[15,
107,105, 160] undderKomplexbildungmit weiterenPTS-Komponenten[32, 59].

1.3.2 StanddesWissenszur Modellbildung

Wichtige Schrittezur mathematischenBeschreibung der PTSswarendie Auf-
klärungderkinetischenEigenschaftendereinzelnenPTS-Proteinein vitro. Dazu
gehörenvor allemdieBestimmungvongeeignetenkinetischenAnsätzen.Zusätz-
lich wurdenin einerVielzahlvonArbeitenverschiedeneArtenvonexperimentel-
lenDatengewonnen,dienunin einkomplettesmathematischesModell ein�ießen
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können[122, 112, 130, 85]. DazugehörenGleichgewichtskonstantenfür Phos-
photransferreaktionen,Km -WerteeinigerEnzymefür ihre SubstrateundProduk-
te, Assoziations-und Dissoziationskonstantenfür einigeEnzymeund Substrate
undProdukte,sowie zumTeil Geschwindigkeitskonstantenfür Phosphotransfer-
reaktionen.EineZusammenfassunghierzuist in [131, 132] zu �nden.

EnzymI wird durchin vitro-Messungenmit einemPing PongBi Bi-Ansatzbe-
schrieben.Eine Untersuchungauf eineReihevon möglichenEffektorenkonnte
keinerleiEffekte nachweisen[147, 165]. In einerweiterenArbeit wurdedieser
AnsatzaufgrundandererMessergebnissein Fragegestelltund auchdaraufhin-
gewiesen,dassdie BeziehungzwischeninaktivemMonomerundaktivemDimer
mit in diemodellhafteBeschreibungmiteinbezogenwerdenmuss[108,53]. Saier
et al. [136] nahmenan,dasssichalle ReaktionendesPTSbis auf diejenigendes
EnzymsII im Gleichgewicht be�nden.Für EnzymI wurdedeswegenein Gleich-
gewichtsansatz(nearequilibriumapproach)verwendet[139].

Der TransporterEnzym IICBGl c kann mit einemMichaelis-Menten-Ansatzbe-
schriebenwerden(RandomBi Bi) [164]. Missetet al. [107] beschriebensowohl
Phosphorylierung,alsauchdie Austauschreaktionmit einemPing Pong-Ansatz,
erwähnenaberauchArbeiten,in deneneinordered-Mechanismusverwendetwur-
de. Die Reaktionsgeschwindigkeitenvon EnzymIIA wurdenals so hochange-
nommen,dassessichzu jedemZeitpunktim Gleichgewicht be�ndet [136].

Für dasgesamtePTSwurdenbereitsin einigenArbeitenkinetischeAnsätzeund
modellhafteBeschreibungenangegeben.Liao [88] gabeineGleichungan,diedas
Verhältnisvon PEPzu Pyruvat miteinbezieht.Für die HerleitungwurdenGleich-
gewichtsannahmenfür alleenzymatischeSchrittegetroffen,bisaufdieTransloka-
tion undgleichzeitigePhosphorylierungdesSubstrats.Die MaximalratedesPTS
wurdedanndurchdie GeschwindigkeitskonstantendieserReaktionundderKon-
zentrationanspezi�schemEII bestimmt.EII wurdehierbeidurcheinensequen-
tiellen Reaktionsmechanismus(RapidEquillibrium RandomBi Bi) beschrieben.
Für dieBildungsratev vonGlc6Pergabsichdamit:

v =
kE I I CB

[PEP]
[Prv]

[Glc][EI I CB]

K 1K 2K 3K 4K 5

[E I I A]
+ K 5

[PEP]
[Prv]

+
K 1K 2K 3K 4K 5

K 6[E I I A]
+

[PEP]
[Prv]

[Glc]
(1.2)

mit denGleichgewichtskonstantenK 1; K 2; K 3; K 4; K 5; K 6 undderGeschwindig-
keitskonstantekE I I CB derTranslokations-undPhosphorylierungsreaktion.
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SaierundChin [136] führtenaus,dassaufgrundder� G0 0-Wertein einerGleich-
gewichtssituationalle PhosphoproteinedesPTS im Gleichgewicht miteinander
sind und nur der letzteSchritt, der durchEIICB katalysiertwird, physiologisch
irreversibelist. Soist dasPhosphoryltransferpotentialvon EI~Pbeinahegenauso
großwie dasvon PEP[122, 31]. Ihre Betrachtungenzeigtenweiterhin,dassdas
PTSunterphysiologischenBedingungenniemalsins thermodynamischeGleich-
gewicht kommenkann.

GesamtmodelledesPTSauf derBasiskinetischerAnsätzewurdenebenfalls be-
reits beschrieben[139]. Kremling verwendetedabeifür die Phosphorylübertra-
gung vom PEPzum HPr einenreversiblenPing Pong-Mechanismus,vom HPr
zumEIIACr r einereversibleReaktionzweiterOrdnungundvon EIIA Cr r zu Glc
einenirreversiblenRandomBi Bi-Mechanismus[70]. In einemetwas komple-
xerenModell verwendeteWangfür die Übertragungsreaktionvom PEPzum EI
einereversibleMichaelis-Menten-Kinetik,vom EI zum HPr und vom HPr zum
EIIACr r AnsätzeaufderBasisdesMassenwirkungsgesetzundvomEIIA Cr r zum
EIICBGl c undEIIBCScr reversibleMichaelis-Menten-Kinetikenmit kompetitiver
Inhibition [161].

Die umfassendsteUntersuchungundModellierungdesPTSstammtvon Rohwer
et al. [131, 132]. Die Autorenentwickeltenein detaillierteskinetischesModell
unterZerlegungallerPhosphotransferreaktionenin zweiElementarreaktionenauf
der BasisdesMassenwirkungsgesetzes.Unter VerwendungzahlreicherParame-
ter ausin vitro-Messungender Literatur konntenalle benötigtenGeschwindig-
keitskonstanten,sowie Protein-und Metabolitkonzentrationangegebenwerden.
In Simulationsstudienwurdegezeigt,dassdie mit in vitro-Messungengewonnen
ParameterzurBeschreibungvon in vivo-Phänomenenverwendetwerdenkönnen.

Im RahmendieserDissertationwird dasvon Rohweret al. entwickelte Modell
herangezogen,auf dasSucrosePTSübertragenundum denEI-Monomer-Dimer-
Zyklus erweitert.Dies ist in Kap. 3.2 ausführlichbeschrieben.Durch zahlreiche
ExperimentekonntenaußerdemunsichereParameteridenti�ziert werdenundso
dasGesamtmodellvalidiertwerden(Kap.4.8).Die VerschaltungdesModellsdes
SucrosePTSmit einemModell für dieGlykolysebringtdasPTSin einenweiteren
Zusammenhangund zeigt die Verwendbarkeit desSucrosemodellsin umfassen-
derenModellen(Kap.3.3).
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1.4 Signalverarbeitung über die Phosphotransfera-
sesysteme

NebenderTransportfunktionerfüllendie PTSsin E. coli einewichtigeRolle als
ein signalverarbeitendesund-generierendesSysteminnerhalbdesKohlenhydrat-
Stoffwechsels(gestricheltePfeilein Abb. 1.3,Seite35).Die PTSsstehenin einer
zentralenPositionder zellulärenFunktionseinheit“Kohlenstoff-Metabolismus”
[80]. Die PTS-Signalverarbeitungkanndaherals ein Kriterium zur Abgrenzung
dieserFunktionseinheitherangezogenwerden.Mit derFragederAbgrenzungvon
BereichendesStoffwechselsbeschäftigtsich Kap. 3.5. Daswichtigsteregulato-
rischwirkendePTS-Proteinist EIIA Cr r . Esist andenbeidenim erstenTeilkapitel
(1.4.1)beschriebenenPhänomenenKatabolitenrepressionundInduktorausschluss
beteiligt.In derPTS-vermitteltenKohlenhydrat-ChemotaxisspieltdagegenEI ei-
ne wichtige Rolle (Kap. 1.4.2). Dies konnteauchdurch Simulationsstudienin
dieserArbeit weiteruntermauertwerden(Kap.4.9.2).WeitereWechselwirkungen
zwischenPTS-undNicht-PTS-Proteinen,auf die hiernichtgenauereingegangen
werdensoll, betreffen die Regulationder Gluconeogeneseund verwandterPro-
zessedurchdenRepressordesfru-OperonsFruR, die InteraktionzwischenEI,
der AcetatkinaseundmöglichenanderenKinasenunddie möglicheVerbindung
zwischendemPTSund der Stickstoff-Regulation[122]. Auf die Induktion von
DgsA (Mlc) durchEIICBGl c wurdebereitshingewiesen[120].

1.4.1 Katabolitenrepressionund Induktorausschluss

Alle PTSseinerZellekönnenalseineinzigesSignalverarbeitungssystembetrach-
tet werden,dasan der Kohlenstoff-Katabolitenrepressionbeteiligt ist. Die Zel-
le misst ihren katabolischenEnergiezustand,spezielldasPhosphoenolpyruvat:
Pyruvat-Verhältnis,durchdiesesSystemundverändertentsprechenddieExpressi-
ontranportierenderundkatabolischerEnzyme[76,84].Alle Gene,derenGenpro-
duktein der“Nahrungssuche”involviert sind,werdenvonPromotorenexprimiert,
derenTranskriptionsratevom globalenRegulator cAMP-receptorprotein CrpA
(GencrpA) abhängt.DieseGenebildenzusammendascrpA-Modulon.DerTrans-
portderPhosphorylgruppevomPEPzumSubstratüberdiePTS-Proteineführt zu
verschiedenenPhosphorylierungsgradendieserProteine.WachsenZellenauf ei-
nemim ÜberschussvorhandenenSubstrat,liegendiePTS-Proteine,im speziellen
EIIACr r , in nicht-phosphorylierterForm vor. In dieserForm hemmtEIIA Cr r die
Aufnahme,bzw. VerstoffwechselungdermeistenNicht-PTS-Substrate,wie zum
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BeispielLactose,Galactose,GlycerinundMelobiose.DieserProzesswird Induk-
torausschlussgenannt[50,109]. In kohlenhydratlimitiertenZellendagegenliegen
die PTS-Proteinein phosphorylierterForm vor. DasphosphorylierteEIIA Cr r -P
aktiviert auf eineunverstandeneArt die AdenylatcyclaseCyaA (GencyaA). Die-
sesEnzymsetztATP in dasAlarmoncAMP um,dessenKonzentrationdenHun-
gerzustandder Zelle widerspiegelt. cAMP kann an dascAMP-receptorprotein
CrpA bindenundderentstandeneKomplex kannwiederumaktiviert alle Promo-
torendescrpA-Modulons.Hungererhöhtdaherauf globaleArt die Genexpres-
sion desKatabolismus,währendÜberschussbedingungenzur Katabolitenrepres-
sion oderkorrekterzur Nicht-AktivierungdescrpA-Modulonsführen[73, 137].
Die Induktorkonzentrationenwerdendabeistrengdurchdie Substratkonzentrati-
on reguliert [36]. Wie bereitserwähnt,aktiviert der cAMP.CrpA-Komplex auch
dieExpressiondesptsG-Genes,wasebenfallseinewichtigeRolle für dieseRegu-
lationsvorgängespielt [63]. NebenderRegulationübercAMP scheintaucheine
VeränderungderCrpA-Konzentrationwichtig zusein[52, 58].

AuchNicht-PTS-Substrate,wie Glucose-6-Phosphat(Glc6P),Gluconat(Glt) und
Lactose(Lac)könnenzuKatabolitenrepressiondurchniedrigecAMP-Konzentrationen
undzuInduktorausschlussführen[52,54].UmdieRolledesPEP:Prv-Verhätnisses
endgültigklärenzukönnen,fehltenbisherexakteanalytischeMethoden[53].

1.4.2 PTS-vermittelte Kohlenhydrat-Chemotaxis

Der Signaltransduktionsweg der Chemotaxisist dasParadebeispieleinesrezep-
torreguliertenZwei-Komponenten-Signaltransduktionsweges.Dieservergleichs-
weiseeinfacheSignalweg zeigt viele grundsätzlichePrinzipien,aberauchnoch
viele offeneFragenderSignaltransduktioninnerhalbderBiologie auf [35].

Die “gerichtete”Schwimmbewegungvon Bakterien(Taxis)kannalsFolgeeines
ständigenUmschaltenszwischenzwei Zuständenbeschriebenwerden.Wird ein
KonzentrationsgradienteinesLockstoffs in einerLösungvorgegeben,spiegeltdie
SchwimmbewegungdesBakteriumsdie unterschiedlichenKonzentrationenwi-
der, durchdiesichdasBakteriumbewegt (Chemotaxis).SchwimmtdasBakterium
Escherichiacoli durchBereichemit einemansteigendenLockstoffkonzentrations-
gradienten,wird ein SignalandenAntriebsmotorgesendet,dasdie Wahrschein-
lichkeit einerTaumelbewegungverringertundeineBewegungdesBakteriumsin
RichtungdesGradientenbewirkt. Ähnlichesgilt in umgekehrterRichtung.

Escherichia coli undanderebeweglicheBakterienerkennenviele Kohlenhydrate
als chemischeLockstoffe. Einige, wie Maltose,Galactoseund Ribose,werden
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durch Transmembransensoren(MCPs - methyl-acceptingchemotaxisproteins)
wahrgenommen(Abb. 1.7). MCP-MolekületransportierenkeineKohlenhydrate
in die Zelle, messenaberextrazelluläreLockstoffkonzentrationendurch Wech-
selwirkung mit einerperiplasmatischenBindedomäne.Der Reiz wird durchdie
Membranzur cytoplasmatischenDomäneübertragen,die wiederummit denRo-
tationsschalternamFlagellenmotorkommuniziert.Diesbewirkt dieKontrolleder
Schwimmbewegungender Zelle [97, 119, 35]. Es werdenhierfür verschiedene
cytoplasmatischeProteine,vor allemCheAundCheYbenötigt.CheAautophos-
phoryliert und überträgtdie Phosphorylgruppeauf CheY. Die Phosphorylierung
von CheY induzierteineKonformationsänderung,die eine Interaktionmit dem
Flagellenschalterermöglichtundsozu Flagellenrotationim Uhrzeigersinn(Tau-
melnoderZufallsbewegung)führt. RotationgegendenUhrzeigersinn(Vorwärts-
bewegung)ist derStandardzustand.Daskurzlebigephospho-CheYzerfällt durch
selbstkatalysierteReaktion,eineReaktion,die durchein weiteresProtein(CheZ)
gesteigertwird. MCP kontrolliert den Flussder Phosphorylgruppendurch die-
sesSignalverarbeitungssystemmittels Veränderungder Autophosphorylierungs-
ratevon CheAdurchLigandbindung.Ein Anstieg in derLockstoffkonzentration
bedingtdie Hemmungvon CheAundsoeinegerichteteVorwärtsbewegung,wo-
gegenein Abfallen der Attraktorkonzentrationzur Stimulierungvon CheA und
somitzurTaumelbewegungführt [97]. FürdieMCP-abhängigeChemotaxiskonn-
te ein Computerprogrammzu Simulationszwecken entwickelt werden,dassden
PhänotypzahlreicherMutanten,in denenKonzentrationeneinzelnerKomponen-
tenverändertwaren,reproduzierenkonnte[13].

Kohlenhydrat-Lockstoffe,wieMannitol,MannoseundGlucitolwerdendurcheinen
anderenMechanismuswahrgenommen(Abb. 1.7). Diese Stoffe werdendurch
PEP-abhängigePTS in die Zelle transportiertund währenddes Transportvor-
gangsalsLockstoffe wahrgenommen.Es ist bekannt,dassdie Stoffe aufgenom-
menwerdenmüssen,um Chemotaxisauszulösen.Stoffwechselist dagegennicht
notwendig.DaherlösenauchnichtverstoffwechselbareAnalogaChemotaxisaus.
AufgrundexperimentellerBeobachtungenwurdedie Hypotheseformuliert, dass
PhosphorylübertragungüberdasPTSeinSignalerzeugt,dasFlagellenrotationim
UhrzeigersinnunterdrücktundsoeineSchwimmbewegungzurhöherenSubstrat-
konzentrationfördert[97].

Die Signalverbindungzwischender PTS- und der MCP-Chemotaxiswar lange
unklar. MCPswerdennicht direkt für die PTS-Chemotaxisbenötigt,CheA und
CheY dagegenschon,waszu der Hypotheseführte,dassdasPTSebenfalls den
Gehaltanphospho-CheYmoduliertundevt. dieCheA-Aktivität.

Escherichia coli besitztetwa20EIIs, die jedesfür sichalsChemorezeptorfür das
jeweiligeSubstratdienen.WederdieBindungeinesSubstratsaneinEII, nochdie
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Abbildung 1.7: MCP- und PTS-vermittelte Chemotaxisin Escherichia coli.
Symbolewie in Abb. 1.3,Seite35.

Bildung von intrazellulärenKohlenhydrat-Phosphatenlöseneinechemotaktische
Reaktionaus.Im Gegensatzdazusinddie allgemeinenPTS-ProteineHPr undEI
sowohl für denTransportalsauchdieChemotaxisnotwendig.DasFlagellensignal
entstehtdurcheinetransportbedingteVeränderungdesPhosphat�ussesdurchdie-
seallgemeinenPTS-Komponenten.Mutantenstämmemit HPr-ähnlichenProtei-
nen,diein derPhosphat-TransportratevomEI reduziertwaren,zeigtenTransport-,
aberkeineChemotaxisaktivität. Dies führtezu derAnnahme,dassderPhospho-
rylierungsgraddesEI die Verbindungzum MCP-Signalweg schafft. Gereinigtes
dephosphoryliertesEI hemmtim GegensatzzumphosphoryliertenEI~Pdie Au-
tophosphorylierungdesCheA[97].

FolgendebiologischeModellvorstellungwurdeformuliert:WährendderAufnah-
me einesPTS-Substratswird EI schnellerdephosphoryliertdurchHPr als phos-
phoryliertdurchPEP. UnphosphoryliertesEI häuftsichanundinhibiertdieCheA-
Autophosphorylierung.DerPhosphat-FlusszumCheYverringertsich.Diesführt
zueinergerichtetenSchwimmbewegung.Eswird angenommen,dassdergeschwin-
digkeitsbestimmendenEI-Monomer-Dimer-ZyklushiereinezentraleRollespielt.
ExperimentellüberprüftwurdediesesModell durchdasVermessenderTranspor-
taktivitätenvonEI zuHPrundvonHPrzuEII undderBestimmungderFähigkeit
Chemotaxisdurchzuführen.Eine Reduktionder Transportaktivität vom EI um
Faktor 2 verhindertbereitsein bedeutungsvolles Chemotaxis-Signal[97]. Diese
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Mutantenwurdenin Simulationsstudienuntersucht(sieheKap. 4.9.2).Auch ein
großerintrazellulärerPool an unphosphoryliertenEI-Molekülensollte die PTS-
Chemotaxisverhindern[3].

Bei allenUntersuchungendesPTS,soauchhier, tritt dasProblemderKomplex-
bildung('molecularcrowding') in vivo undVeränderungderReaktionsratenund
-konstantenim Gegensatzzudenin vitro, unteranderenBedingungenbestimmten
Werten.Unter in vivo-Bedingungenliegt möglicherweiseein großerProzentsatz
derPTS-Proteineim Komplex vor. Dieskannin Simulationsstudien,durchErhö-
hungder Proteinkonzentration,bzw. BetrachtungeinergrößerenBandbreiteder
betroffenenReaktionskonstantenberücksichtigtwerden[132].

1.5 Aufgabenstellung

Ziel derArbeit ist, ein mathematischesModell desSucrosePTSzu erstellenund
diesesModell experimentellzu überprüfen.E. coli besitztetwa 20 PTSszum
TransportverschiedenerKohlenhydratein die Zelle. Die PTSsbesitzenkohlen-
hydratspezi�scheEnzyme,wie den jeweiligen Transporter, der sich in der cy-
toplasmatischenMembranbe�ndet. Für dasKohelnhydratSucrosesind diesder
TransporterEIIBCScr undEIIACr r . DasEnzymI undauch,mit Einschränkungen,
HPr versorgenalle PTSsmit Phosphorylgruppenundwerdendaheralsallgemei-
ne PTS-Proteinebezeichnet.Diesevier erwähntenProteinebilden dasSucrose
PTS.Alle PTSseiner Zelle könnenals ein einzigesSignaltransduktionssystem
verstandenwerden,dassin der Kohlenstoff-Katabolitenrepressioninvolviert ist.
Sowohl die extrazelluläreKonzentrationan Kohlenhydrat,als auchder intrazel-
luläre Energiezustandder Zelle werdenauf biologischeArt verrechnetund ver-
schiedeneregulatorisch-wirkendeSignaleerzeugt,diedenMetabolismusaufviel-
fältige Art beein�ussen.Bei derKatabolitenrepressionspieltdie phosphorylierte
FormdesEIIACr r eineentscheindeRolle,indemesdieAdenylatzyklaseaktiviert,
waszurProduktiondeswichtigensecondSignalmolekülscAMP führt. Die nicht-
phosphorylierteForm desEIIA Cr r ist beim Induktorausschlussbeteiligtunddas
EI ist bei der PTS-vermitteltenChemotaxisvon wichtiger Bedeutung.Im Rah-
men dieserArbeit wurde ein mathematischesModell desSucrosePTS erstellt.
Dabeilag dasHauptaugenmerkauf derBeschreibungderSignaltransduktionsei-
genschaften,dasheisstauf derBeschreibungderAbhängigkeit derwichtigenre-
gulatorischenPTS-Signalevon derextrazellulärenSucrosekonzentrationundder
Konzentrationder intrazellulärenPEPund Pyruvatkonzentrationen.Eine exakte
BeschreibungderSignalverarbeitungdesPTSalszentralesSignaltranduktionssy-
stemdesKohlenstoff-Metabolimusist ein wichtigerBeitragzur mathematischen
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Beschreibungder VorgängederKatabolitenrepression,desInduktorausschlusses
und der PTS-vermitteltenChemotaxisund zur Erstellungeinesganzheitlichen
Modellsvon E. coli. Zur experimentellenÜberprüfungdesModellsdesSucrose
PTSwurdenverschiedeneUntersuchungendurchgeführtunddie dafürnotwendi-
genanalytischenMethodenentwickelt. DiesbetrafinsbesonderedieBestimmung
derKonzentrationenderintrazellulärenMetabolitePEPundPyruvat.

Im RahmendieserDissertationwird von der Gesamtheitaller 20 Phosphotrans-
ferasesysteme(PTSs)gesprochen,wennallgemeine,für alle PTSsgeltendeAus-
sagengetroffenwerden,alsauchvomSucrosePTSalsspeziellem,hiermathema-
tischundexperimentellbearbeitetemSystem.Die EinzahlPhosphotransferasesy-
stem(PTS)beschreibtdasPTS,verstandenalsein Signaltransduktionssystem.

48



Kapitel 2

Material und Methoden

2.1 Experimenteund Prozessführung

2.1.1 Medien

Zur Stammhaltungwurdendie Bakterienin Vollmedium(Tab. 2.1)mit 50%(v/v)
Glycerin bei -20� C eingefroren.Die Anzuchtvon Escherichia coli LJ210ist in
Abb. 2.1 zusammengefasst.Ausgehendvon der Stammkulturwurde 100 � l in
50 ml LB0-Mediumangezüchtet.Die Kultivierungerfolgtefür 8 h in einemWas-
serbadschüttlerbei 37 � C mit 120U/min. Dannwurdenje nachOptischerDichte
der1. Vorkultur etwa 500� l in 200ml einer2. Vorkultur mit synthetischemMe-
dium (MinimalmediumMM + , Tab. 2.2)überführtundbei gleichenBedingungen
16h inkubiert.Alle Kultivierungenim Erlenmeyerkolbenwurdenmit einerDraht-
spiraleausEdelstahldurchgeführt,um die Belüftungzu verbessern.Zur Beimp-
fung desFermenterswurden150 ml der 2. Vorkultur ad 1.55 l Batch-Medium
(Tab. 2.3)angeimpft.

Vollmedium
Fleischextrakt 20g/l
Hefeextrakt 10g/l

Glycerin 2.5g/l

Tabelle2.1: ZusammensetzungdesVollmediumsfür Stammhaltungund1. Vor-
kultur. Fleischextrakt und Hefeextrakt wurdeneingewogen,gelöst
undbei121� C und1 barÜberdruckfür 30min autoklaviert. Glyce-
rin wurdedanachsteril�ltriert undzugegeben.
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Abbildung 2.1: AnzuchtschemadesStammesEscherichia coli LJ210

MinimalmediumMM +

NaH2PO4 34 mM
K2HPO4 64 mM

(NH4)2SO4 20 mM
C-Quelle(Sucrose,Glycerin,...) 5 g/l

MgSO4 0.3mM
ZnCl2 1 � M
CaCl2 10 � M
FeSO4 1 � M

Tabelle2.2: ZusammensetzungdessynthetischenNährmediumsfür die 2. Vor-
kultur. Die Mediumsbestandteilewurdeneingewogen,gelöstund
steril�ltriert (0.2 � m Porengröße).
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Batch-Medium
NaCl 1 g/l

K2HPO4 10 mM
(NH4)2SO4 20 mM

Sucrose 5 g/l
EDTA 0.06g/l
MgSO4 2.1 � M
ZnCl2 0.0069� M
CaCl2 0.07� M
FeCl3 0.33� M

Tabelle2.3: Zusammensetzungdes Nährmediumsfür die absatzweisePro-
zessführungim Fermenter(Batch-Medium).Die Mediumsbestand-
teile wurdeneingewogen,gelöstund steril�ltriert (0.2 � m Poren-
größe).

Alle verwendetenChemikalienstammenauskommerziellemBezug.

2.1.1.1 Medienoptimierung

In einigenVorexperimentenzeigtesich,dassdieBiomassekonzentrationim Laufe
derstationärenkontinuierlichenProzessführungim Fermenterstetigabnahm.Zur
Ermittlung einesmöglichenNährstoffmangels[61, 101] wurde eine Elementa-
ranalysebasierendauf der durchschnittlichenElementarzusammensetzungeiner
E.coli-Zelle [96] und desin denVorversuchenverwendetenMediumsdurchge-
führt. Dabeizeigtesich,dassalle Elementebis auf CalciumundEisenin ausrei-
chenderMengeim Mediumzur Verfügunggestelltwurden.Calciumerwiessich
aberin Hochzelldichtefermentationenals unkritischerParameter[128]. Als kri-
tischerwiessichdagegendieEisenkonzentration.Im Medium,dasdannin dieser
ArbeitVerwendungfand,wurdedieEisenkonzentrationdeutlicherhöht.Dieswur-
dedurchdenEinsatzdesbesserlöslichenFe3+ , stattFe2+ unddieVerwendungdes
KomplexbildnersEDTA möglich[106, 145]. Die einzusetzendeMengeanEDTA
wurdein Vorversuchenermittelt.DassichergebendeMediumfür diekontinuierli-
cheProzessführungist in Tab. 2.4zusammengefasst.In kontinuierlichenFermen-
tationenwurdedamiteinestationäreBiomassekonzentrationerreicht.Ammonium
undPhosphatwurdenin ausreichenderMengezugeführt,so dassdaserstelimi-
tierendeSubstratstetsder Zucker war, wasdurchKontrollmessungenveri�ziert
wurde.
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Konti-Medium
NaCl 1 g/l

K2HPO4 7 mM
(NH4)2SO4 45mM

Sucrose 17 g/l
EDTA 0.25g/l
MgSO4 24 � M
ZnCl2 0.08� M
CaCl2 0.8� M
FeCl3 4 � M

Tabelle2.4: ZusammensetzungdesNährmediumsfür die kontinuierlichePro-
zessführungim Chemostaten.Die Mediumsbestandteilewurden
eingewogen,gelöstundsteril�ltriert (0.2� m Porengröße).

2.1.2 VerwendeteApparate und Anlagen

FüralleSchüttelkolbenexperimenteunddieAnzuchtderMikroorganismenwurde
ein WasserbadschüttlerderFirmaInforsverwendet.

Die absatzweiseund kontinuierlicheFermentationwurdenachdemchemostati-
schenPrinzip in einemRührreaktordesTyps KLF 2000(Bioengineering,Wald,
Schweiz)mit einemArbeitsvolumenvon 1.5 l unteraerobenund semi-aeroben
Bediungungen(Kap.2.1.3)durchgeführt.Die AnlageverfügtüberMess-undRe-
geleinrichtungenfür Temperatur, Druck, Drehzahl,pH-Wert undBelüftung.Zur
MessungderVolumenfraktionvon Sauerstoff YO2 undKohlendioxidYCO2 wird
das Fermenterabgasdurch eine TrocknungseinheiteinemAbgasanalysatordes
Typs SiemensUltramat/Oxymat6 zugeführt.Abb. 2.2 zeigt denschematischen
AufbauderVersuchsanlage.Durchdie AnbindungderAnlageandasProzesslei-
tsystemSimatic S7 mit der graphischenBenutzerober�ächeWinCC der Firma
SiemenskonntenRegler für denSubstratzulaufunddie Gelöstsauerstoffkonzen-
tration(Kap.4.1) realisiertwerden.Durchdie freie Programmierbarkeit derSoft-
ware könnenauchanspruchsvollere Verfahrenimplementiertund getestetwer-
den.DasProzessleitsystemdient im Laborbetriebvor allem demBedienenund
Beobachtender gefahrenenAnlagen.DesWeiterenwerdenalle on-line verfüg-
barenMessgrößenaufgenommen,dargestelltundarchiviert.Schaumbildungwur-
de durch einenSchaumsensormit darangekoppelterAntischaummittel-Zugabe
(Contraspum,Firma Zschimmerund Schwarz, Lahnstein)unterdrückt.Zur Re-
gelungdespH-Werts wurde 1 N NaOH verwendet.Die Temperierungerfolgt
überHeiz- und Kühl�nger. Die in situ-Sterilisierungwird durchDurchströmen
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Abbildung 2.2: SchematischerAufbauderFermenteranlage

mit heissemWasserdampferreicht.Die Entnahmevon Probenerfolgteüberein
sterilisierbaresProbenahmeventil oderfür die BestimmungintrazellulärerMeta-
bolitemittelsderSchnellenProbenahmetechnik(Abb. 4.2,Seite87).

Zum Gefriertrocknenwurde dasGerätLyovac GT2 der Firma Finn-Aquaein-
gesetzt.Die Bestimmungder OptischenDichte der Kulturenund die enzymati-
schenTestswurdenmit einemPhotometerdesTyps Ultrospec2000der Firma
PharmaciaBiotechunddemSoftware-PaketSwift durchgeführt.Einebei560nm
gemesseneExtinktionseinheitentspricht0:32gTS=l (Trockensubstanz).Für die
TrockensubstanzproZellewurde2:8� 10� 13g verwendet[114] undfür dasdurch-
schnittlicheZellvolumen6:83� 1016l [161]. DiesergabeinenUmrechnungsfaktor
zwischendenEinheitenvon:1[�mol =gTS] = 410[�M ]

2.1.3 Durchgeführte Experimente im Fermenter

Zur quantitativenCharakterisierungderSignalverarbeitungüberdasPTSwurden
Experimenteim Fermenterdurchgeführt.Vor derBeimpfungmit dem,durchdas
beschriebeneAnzucht-Schema(Abb. 2.1) erreichtenInoculum,wurde der Fer-
menternachder in situ-Sterilisierungmit demBatch-Medium(Tab. 2.3) befüllt.
Der absatzweiseBetriebwurdein einemVolumenvon 1.55l durchgeführt.Eine
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ausreichendeSauerstoffversorgungwurdesichergestellt.Bei allenExperimenten,
bisaufdieExperimentemit Sauerstof�imitierung sankderSauerstoffpartialdruck
pO2 im Medium nie unter20% desSättigungsdrucksund damit die Sauerstoff-
konzentrationnie unter 1.3 mg/l. Der Sättigungsdruckwurde bei Normaldruck
undeinerTemperaturvon 37� C mittelsBegasungdessterilenMediumsmit Luft
ermittelt. Wennnicht anderserwähnt,war die Rührerdrehzahl1000U/min und
die Belüftungsrate1 l/min. Die Temperaturbetrugfür alle durchgeführtenEx-
perimente37� C. Beim Erreichender Übergangsphasezwischenexponentiellem
undstationäremWachstumwurdedurchEinschaltenderZulaufsteuerungundder
Ablaufregelungauf kontinuierlicheProzessführungumgeschaltet.DasVolumen
wurdehierbeiauf1.4l verringert.

DerkontinuierlicheProzesswurde,wennnichtandersbeschrieben,mit einerkon-
stantenVerdünnungsrateD = 0:1h� 1 stationärbetrieben.Die Verdünnungsrate
D berechnetsich ausdem QuotientenausstationäremVolumenstromund Fer-
mentervolumen:

D =
q

VF
(2.1)

mit demstationärerVolumenzu-und-abstromq = qzu = qab unddemFermenter-
volumenVF .

Daszur pH-Wert-RegelungzugeführteLaugenvolumenwurdedurcheineVerrin-
gerungdesMediumvolumensausgeglichen.Es wurdenstationäreWerte extra-
und intrazellulärerMetabolitebis zu einerVerdünnungsratebis D = 0:4h� 1 ge-
messen(Kap.4.3).

Zur CharakterisierungdesVerhaltensdesSignaltransduktionssystemsbei dyna-
mischenVeränderungenund damit der Validierung des dynamischenModells
(Kap.3.2undKap.3.3)wurdenD-Sprung-,Puls-undFütterungsstop-Experimente
durchgeführt.Bei einemD-Sprungwird die stationäreVerdünnungsratesprung-
haftaufeinenneuenstationärenWertverändertunddieReaktiondesSystems,d.h.
die ZeitverläufederKonzentrationenwichtigerMetabolitevermessen(Kap.4.5).
DerSprungwird durcheineSollwertänderungin derZulaufsteuerungerreicht.Bei
Pulsexperimentenwurde die Sucrosekonzentrationder Fermenterbrühesprung-
haft erhöht.Die Kultur ist hierbeibei einerniedrigenVerdünnungsratevon D =
0:1h� 1 in zuckerlimitiertemZustand.Der PulswurdedurcheinemanuelleZu-
gabevon 5 ml einerkonzentriertenSucroselösung(84g=l) realisiert.Der Zulauf
wurdedabeinicht verändert.Die ZeitverläufeentsprechenderMetabolitesind in
Kap. 4.4 gezeigt.Beim Fütterungsstop-Experimentwurde ebenfalls ausgehend
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vonderstationärenKulturbeiD = 0:1h� 1 derZulaufabgestelltundnach4Minu-
tenwiederangestellt.AuchhiersindZeitverläufeaufgenommenworden(Kap.4.6).

ZurUntersuchungderVeränderungendesPhosphoenolpyruvat:Pyruvat-Verhältnis
bei niedrigenGelöstsauerstoffkonzentrationenwurdenstationärekontinuierliche
Kulturenbei limitierendenSauerstoffpartialdrückenvon 5% und10% derSätti-
gungvermessen(Kap.4.7).Die regelungstechnischeRealisierungdieserprozess-
technischenAufgabewurdein Kap.4.1beschrieben.

2.1.4 Bestimmungintrazellulär er Stoffe

2.1.4.1 Phosphoenolpyruvat (PEP) und Pyruvat (Prv)

Die KonzentrationenanPEPundPrvin denaufgearbeitetenProbenwurdendurch
einenzweistu�gen,gekoppeltenenzymatischenTestbestimmt[10]. Dabeiwird
die MengedesdurchPEPundPrv überPyruvatkinaseundLactatdehydrogenase
verbrauchtenNADH spektrophotometrischbei340nmgemessen.Eslaufendabei
folgendeReaktionenab:

Pyruvatkinase : PEP + AD P ! Pyruvat + AT P (2.2)

Lactatdehydrogenase: Pyruvat + N AD H ! Lactat + N AD + (2.3)

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

AuchdieKonzentrationenanGlc6P, Fru6PundFruwurdendurcheinenmehrstu-
�gen, gekoppeltenenzymatischenTestbestimmt[10]. DabeiwurdedieMengedes
überHexokinase,PhosphoglucoisomeraseundGlucose-6-phosphatdehydrogenase
gebildeteNADPH spektrophotometrischbei 340nm gemessen.Die dabeiablau-
fendenenzymkatalysiertenReaktionensind:

H exokinase : F ru + AT P ! F ru6P + AD P (2.4)

PGI : F ru6P ! Glc6P (2.5)

G6PDH : Glc6P + N AD P+ ! Phosphogluconolacton+ N AD PH + H +

(2.6)
Phosphogluconolacton+ H2O ! Phosphogluconat (2.7)
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2.1.4.3 ZyklischesAdenosinmonophosphat(cAMP)

Die Messungder Probenwurde mit einemradioaktivem Test (Fa. Amersham,
codeTRK432)unterVerwendungvon [3H ]-markiertemcAMP durchgeführt.

2.1.4.4 PhosphorylierungsgraddesEIIA Cr r

DasVerhältnisdesphosphoryliertenzur Gesamtmengean EIIA Cr r (Phosphory-
lierungsgrad)wurdewie in [152] beschriebenbestimmt.NachProbenahmeund
Zellaufschlussin Natronlauge,Neutralisationmit NatriumacetatundZugabevon
Ethanol,wurdendie ProbenüberNachtbei -70� C inkubiert.NachAufnahmein
SDS-Probenpuffer wurdedieProbeim SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophoretisch
aufgetrennt.NachWestern-HybridisierungwurdendieCrr-Bandenmit polyklona-
len anti-EIIACr r -Antikörpernund Peroxidase-konjugiertensekundärenAntikör-
pern detektiert[58]. Der anti-EIIACr r -Antikörper wurde freundlicherweisevon
der ArbeitsgruppeGenetik (Prof. Lengeler),Osnabrückzur Verfügunggestellt
und ist ein polyklonalerAntikörper ausKaninchen,die mit His6-EIIA immuni-
siertwurden.Die Qualitätist gut. Eszeigensichnur wenigeunspezi�scheBan-
den.Die Quanti�zierungerfolgtemittelsBildverarbeitung.

2.1.4.5 Makr omolekülzusammensetzung

ZurBestimmungderMetabolitab�üssein derMetabolischenFlussanalyse(Kap.3.3.1)
wurdedie MakromolekülzusammensetzungderZelle benötigt.Ergänzendzu be-
reitsvorhandenenWerten[14] wurdenin ausgewähltenExperimentendieGehalte
anDNA [91], RNA [1] undProtein[91] mit etabliertenMethodengemessen.

2.1.5 Bestimmungextrazellulärer Stoffe

Die BestimmungextrazellulärerKonzentrationenwird oft alsunproblematischan-
gesehen.Dassdiesnicht immersoist, zeigtederVersuchderBestimmungdesex-
trazellulärenPrv undPEPausderstationärenkontinuierlichenFermentation.Die
Probewird in ein vorgekühltesReagenzglasaufgenommen,5 Minuten bei 1� C
zentrifugiertund danachsofort �ltriert (Methode6, Abb. B.6). Es ergebensich
Konzentrationfür Prv von 0.05mM und für PEPvon 0.3 mM (0.6 � mol/gTS).
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Stockt man die Überständedirekt nachder Probenahmemit Standardauf, be-
trägtdieWieder�ndungbeiPrv0-10%undbeiPEP20-70%beistarkerStreuung.
Die verschiedenenWieder�ndungsratenkönnenmit einemaktiven Transportsy-
stemfür dasGärproduktPrv erklärt werden.DasAbkühlender Zellsuspension
erfolgt im Reagenzglas,dasim Eisbadgekühltwird, zu langsam.Dassheißt,die
mit dieserMethodegemessenenWertesindsehrungenauundkönnennuralsAb-
schätzungdienen.Dasselbegilt auchfür Probenahmein -20� C-kalteSpritzenmit
Edelstahlkugelnund sofortigerFiltration (Methode7, Abb. B.7). Unkritisch ist
die BestimmungausdemÜberstand,wennderMetabolit in hoherKonzentration
im Überstandvorliegt,daesdannnurzueinergeringenrelativenVeränderungder
KonzentrationwährendderZeit derProbenahmekommt.Sokonntenfür die ex-
ponentielleBatch-PhaseKonzentrationenvon bis zu 400mM für Prv und14mM
für PEPbestimmtwerden.Die relativ hoheKonzentrationdesenergiereichenPEP
ist eventuelldurchZelllysewährendderBatch-Phasezuerklären.
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Kapitel 3

Modellierung, Simulation und
Identi�kation

3.1 Modellierungssystematik

Die Analyse komplexer physiologischerNetzwerke, wie in Abb. 3.1 beispiel-
haft veranschaulicht,wird durch die großeAnzahl an regulatorischwirksamen
Vorwärts-und Rückkopplungsschleifen(feedforward- und feedback)erschwert
[73]. Ein ÜberblicküberdieAnsätzezurmathematischenModellierungundAna-
lysein derBiotechnologiewird in [9] und[167] gegeben.FürE.coli wurdein den
letzten20 Jahrenein Einzelzellmodellentwickelt [27, 149]. DasModell bezieht
die Makromolekülzusammensetzung,einigeSignalmoleküleundandereParame-
ter wie Zellvolumenund -ober�ächemit ein. StrukturierendeElementewerden
nicht betrachtetund dasModell ist schwerzu verstehenund zu verändern.Ein
weitererAnsatz,die sogenanntenkybernetischenModelle,wurdenvon Ramkris-
hna et al. entwickelt [156], um sowohl den sequentiellen,als auchden gleich-
zeitigenVerbrauchvon Substratenzu beschreiben.Der Vorteil diesesAnsatzes
ist die Möglichkeit, dasWachstumsverhaltenauf verschiedenenSubstratenvor-
herzusagen,wennalsBasisWachstumsexperimenteaufeinemeinzelnenSubstrat
herangezogenwerden.Nachteilesind,dasswederder spezi�scheMechanismus
derInduktionundRepression,nochdiehierarchischeStrukturdesregulatorischen
Netzwerkesin Betrachtgezogenwerden[74].

Ein neuerAnsatz[73], der auchin dieserArbeit verwendetwurde,basiertauf
demKonzept,dasssichderzelluläreMetabolismusin Funktionseinheitenstruk-
turierenlässt,diezurModellierungverwendetwerdenkönnen[80,82]. Komplexe
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Abbildung 3.1: Ausschnittausder schematischenDarstellungdesStoffwech-
selnetzwerksvon Escherichia coli zur Veranschaulichungder
Komplexität biologischerSysteme

metabolischeNetzwerke könnendadurchin kleinere,relevanteEinheitenzerlegt
werden.Diesist notwendig,umProblememit einerVielzahlvonGleichungenund
oft unsicherenParameternzu vermeiden.Dadurchwird die Modellbildungüber-
sichtlicherund transparenter. Des Weiterenwird dasAuf�nden von Strukturen
der zellulärenRegulationerleichtertund dadurchdasganzheitlicheVerständnis
desMetabolismusgefördert[74]. Die Kontrollstrukturenin biologischenSyste-
menkönnenoft durcheinenhierarchischenAnsatzgegliedertwerden.Diesist in
Abb. 3.2 für einebakterielleZelle schematischdargestellt[80]. Die Komplexität
der Einheitennimmt dabeiauf metabolischerund genetischerEbenezu. Klei-
nereEinheitenbilden Blöcke (Operonsund Regulons),die unter der Kontrolle
einesspezi�schenRegulatorsstehen.Die RegulatorengrößererBlöcke,wie zum
BeispielCrpA, RelA undPhoR(Modulons),sindmit einemSignaltransduktions-
netzwerkverbunden,dasÄnderungenin derUmgebungoderim physiologischen
Zustand(integrierteInformation)wahrnimmt(hier nicht dargestellt).Die Modu-
lonskönnenwiederumin nochgrößerenEinheitenkoordiniertwerden,wie zum
BeispielRpoD,RpoNundRpoH,undsoweiterbis schließlichdie gesamteZel-
le erfasstwird [80, 84]. Die Kontrollewird hierbeidurchepistatischeundglobale
Regulatorenausgeübt.AllerdingszeigtsichaufderEbenederglobalenTranskrip-
tionsregulatoreneinestarkeVernetzung.SogenanntedichtüberlappendeRegulons
(denseoverlappingregulonsDOR) könnenbeschriebenwerden[148]. Dieseent-
sprechendemgenetischenBegriff desModulons.
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Abbildung 3.2: HierarchischeStruktureinerbakteriellenZelle [80]. Erläuterun-
genim Text.
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Abbildung 3.3: FunktionelleEinheitC-Stoffwechselin E. coli [80]. Erläuterun-
genim Text.

In [82] wurdendaherdrei verbaleKriterien zurAbgrenzungbiologischerFunkti-
onseinheitende�niert:
(i) DasVorhandenseineinesenzymatischenNetzwerkesmit einemgemeinsamen
physiologischenZiel
(ii) DessenKontrolle auf genetischerEbenedurchein gemeinsamesregulatori-
schesNetzwerkund
(iii) Die KopplungdiesesregulatorischenNetzwerksandieUmgebung(innerbalb
oderaußerhalbderZelle)durcheinSignaltransduktionsnetzwerk.
DiesePrinzipienwurdenauf die Proteinsyntheseund Stoffwechselwege ange-
wendet[73]. Der C-Stoffwechsel(“Nahrungssuche”)von E. coli stellt einesol-
che funktionelleEinheit dar (Abb. 3.3) [80]. Die Einheit ist de�niert durchdas
gemeinsameZiel Katabolismus,Energieerzeugungund Chemotaxis;die geneti-
scheEinheitcrpA-Modulonundein gemeinsamesSignaltransduktionssystembe-
stehendausallen PTS der Zelle. Eine detaillierteDarstellungwurde bereitsin
Kap.1.3.1gegeben.Für die Chemotaxis-SignalkettebestehenzumBeispielauch
Quervernetzungenzurgenerellen,bzw. MCP-vermitteltenChemotaxis-Funktionseinheit
(siehehierzuauchKap.1.4.2).Nebenderin dieserArbeit formuliertenFunktions-
einheitC-Stoffwechsel(“Nahrungssuche”)ließesich aberaucheinefunktionel-
le Einheit 'Chemotaxis' formulieren,die alle beteiligtenSignalkettender MCP-
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Abbildung 3.4: ElementareModellbausteine:Stoffspeicherohneundmit gene-
tischerInformation,Stoffwandler, Polymerisator, Signalwand-
ler undProteinabbau(von links nachrechtsundvon obennach
unten)

undderPTS-vermitteltenChemotaxisumfassenkönnte.Dieszeigt,dassdie Fra-
ge der Zerlegungkomplexer Netzwerkstrukturenin kleinereFunktionseinheiten
mit eigenerFunktionalitätund begrenzterAutonomienoch längstnicht geklärt
ist. In derweiterensystembiologischenForschungwird dieseFrageweiterbehan-
delt werdenmüssen.Der entwickelteformaleAlgorithmuskannhierzuein erster
SchrittzurBeantwortungsein(Kap.3.5).Die Arbeit beschäftigtsichim Weiteren
mit der mathematischenBeschreibungder Signaltransduktionseigenschaftendes
SucrosePTSinnerhalbder funktionellenEinheit C-Stoffwechsel(“Nahrungssu-
che”),sowie derGlykolyse.

Zur Modellierungwurdenim höchstenDetaillierungsgradelementareModellbau-
steinede�niert [70, 73]. MetabolitewerdendabeidurchStoffspeicherundenzy-
matischeReaktionendurchStoffwandlerabgebildet.DesWeiterenbestehenBau-
steinezur Beschreibung von Polymerisations-und Degradationsprozessen,so-
wie für die Signalverarbeitung(Abb. 3.4). Der Prozessder Modellbildungwird
dannverstandenalsdasschrittweiseVerschaltenundKombinierenderTeilmodel-
le zu höheraggregiertenModellstrukturen.Dies wird in Kap. 3.4 mit demMo-
dellierungswerkzeugProMoT für dasPTSgezeigt.Teilmodelleorganisierendas
biologischeWissenin zwei Koordinaten.Die strukturelleKoordinatebeschreibt
die AnzahlundArt derEin- undAusgänge(Terminals).Die Verbindungenzwi-
schendenTeilmodellenwerdenentsprechendder Art der Terminalsfestgelegt.
Die verhaltensbeschreibendeKoordinatewird durchmathematischeGleichungen
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beschrieben.Eine VerknüpfungbeiderKoordinatenwird durch die Zuweisung
mathematischerGleichungenzudenstrukturellenModellbausteinenrealisiert.Dies
ist zumBeispieldieZuweisungeinerkinetischenGleichungzueinemModellbau-
steinvom Typ Stoffwandler[73, 74].

3.2 SucrosePTS

Die detaillierteModellierungdesSucrosePTSwurdebasierendauf grundlegen-
denArbeitenvon J.M. Rohweret al. durchgeführt[131, 132]. Hier wurdendie
in vitro gemessenenkinetischenParameteraller KomponentendesGlucosePTS
der Enterobacteriaceaegesammelt.Zur BeantwortungderFrage,ob die in vitro
gemessenenParameterdasin vivo-Verhaltennachbildenkönnen,wurdeeindetail-
lierteskinetischesModell aufgestellt.JedePhosphotransferreaktionwurdedabei
in zwei Elementarreaktionenzerlegt. Dies ist hier für die Phosphorylübertragung
vomHPr zumEIIACr r beispielhaftgezeigt:

H Pr � P + EI I A
k1


k � 1

H Pr � P � EI I A
k2


k � 2

H Pr + EI I A � P

Die ersteElementarreaktionbeschreibtdabeidie KomplexbildungdesPhospho-
ryldonorsund desPhosphorylakzeptorsund die zweitedie Dissoziationdesde-
phosphoryliertenDonorsunddesphosphoryliertenAkzeptors.Auf derBasisvon
Literaturdaten,wie KM -Werte,AssoziationskonstantenvonPTS-Proteinenfür ih-
re Substrate,sowie Gleichgewichts-undGeschwindigkeitskonstantenfür gesam-
te Phosphorylübertragungsreaktionen,konntenalle Geschwindigkeitskonstanten
für die Elementarreaktionenberechnetwerden.Alle Parameterkonntendabeiaus
Literaturdatengewonnenwerden.Eskonntegezeigtwerden,dassmit diesemin
vitro-Modell in vivo-Verhalten,wie zumBeispielbei variiertenProteinkonzentra-
tionen,beschriebenwerdenkann.Wichtig ist, dassrelativ hoheProteinkonzentra-
tionenverwendetwerden.Dies bildet dassogenannte'molecular crowding' ab,
alsodie lokaleErhöhungderProteinkonzentrationaufgrundvonKomplexbildung
in vivo, jedochnicht in vitro [132].

In dieserArbeit wurdedasvon RohwerbeschriebeneModell verwendetund er-
weitert. Die zwei Elementarreaktionenwurdendabei jeweils zu einer Gesamt-
Phosphorylübertragungsreaktionzusammengefasst[132]. DasModell wurdeum
denScr-spezi�schenTransporterEIIBCScr ergänzt.Die notwendigenkinetischen
Parameterwurdenausder Literatur entnommen[143, 161, 162]. DesWeiteren
wurdedasModell umdenMonomer-Dimer-ZyklusdesEI erweitert,wie in Abb. 1.3
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(Seite35) dargestellt.DabeibezeichnetEID, EIDP undEIDP2dasnicht-,mono-
unddiphosphorylierteEI-Dimerim GegensatzzudenmonomerenFormenEI und
EIP. FürdiePhosphorylübertragungvomEI zumHPrwurdesowohl dieMöglich-
keit der Übertragungvom EI-Monomer, als auchvom Dimer ausberücksichtigt
[20].

Für die Bildungs-undZerfallskonstantendesEI-Dimerswurdendie bei 6� C ge-
messenenWerte [18, 19] auf 37� C umgerechnet,wasfür die Dissoziationskon-
stantekd desphosphoryliertenDimersbeispielhaftgezeigtwerdensoll. Die Dis-
soziationbenötigtbei6� C (279K) 60Minutenundbei23� C (296K) 15Minuten.
UnterVerwendungderArrhenius-Gleichung[147]

k = A � e� EA =RT (3.1)

läßtsichdie AktivierungsenergieEA abschätzen:

kd(279K )
kd(296K )

=
1
4

=
A � e� EA =(R�279K )

A � e� EA =(R�296K )
= e� EA �(1=279K � 1=296K )=R (3.2)

) EA = 56kJ=mol (3.3)

Mit demgleichenAnsatzläßtsichdannausderbei 6� C gemessenenDissoziati-
onskonstantekd(279K ) = 0:001=s desphosphoryliertenDimersdie Konstante
für 37� C (310K) abschätzenzu:

kd(310K ) = 0:001=s� e56kJ=mol �(1=279K � 1=310K )=R = 0:0112=s= 40:3=h (3.4)

FürdieAssoziationskonstantebei37� C ergibt sichzuka(310K ) = 1:1 � 106=M �
s = 1:7� 106gTS=�mol � h. DerhierberechneteWert liegt im Bereichdermeisten
anderenProteine(105 � 106=M � s) und nicht, wie der 6� C-Wert um 2-3 Grö-
ßenordnungendarunter[66, 151, 17, 124]. Für dasnichtphosphorylierteDimer
ergebensich leicht verschiedeneParameter, da K 0

eq für die nichtphosphorylierte
Form etwazehnfachhöheralsfür dasphosphorylierteDimer ist [18].

InsgesamtwurdealsofolgendesModell für dasPTSformuliert:
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EI D + PEP
k1

k� 1

 E I DP + Prv (1)

EI DP + PEP
k2

k� 2

 E I DP2 + Prv (2)

EI DP2
k3

k� 3

 2EI P (3)

EI DP
k4

k� 4

 E I + EI P (4)

2EI
k5

k� 5

 E I D (5)

EI P + H Pr
k6

k� 6

 E I + H PrP (6)

EI DP + H Pr
k7

k� 7

 E I D + H PrP (7)

EI DP2 + H Pr
k8

k� 8

 E I DP + H PrP (8)

H PrP + EI I A
k9

k� 9

 H Pr + EI I AP (9)

EI I AP + EI I BC
k10

k� 10

 E I I A + EI I BCP (10)

EI I BCP + Scr
k11

k� 11

 E I I BC + S6P (11)

(3.5)

Alle Reaktionenwurdendabeireversibelangesetzt.Lolkemaet al. zeigten,dass
der Transporterfür Mannitol EnzymIImtl als Dimer vorliegt und funktionell ist
[92]. Die gesamteProteinkettedesPTSkannalsDimer vorliegenundsodie bei-
denalsDimer vorliegendenTransportermit Phosphorylgruppenversorgen.Dies
wurdein diesemModell insoweit berücksichtigt,als dassHPr, EIIA und EIIBC
jweils dasMonomer, alsauchein Molekül desDimersbezeichnet.DieseGleich-
setzungist dannzulässig,wennentwederalleMolekülealsDimer vorliegenoder
zwischendenkinetischenKonstantender Moleküle in monomereroderdimerer
FormkeinUnterschiedbesteht.Eswurdeangenommen,dasseinederbeidenVor-
aussetzungenerfüllt ist. Die ParameterwurdendurchAnpassungandie in Kap.4
dargestelltenErgebnisseleicht gegenüberdenLiteraturwertenverändertundsind
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Parameter
k1 8:9e+ 6[gTS=�mol � h]
k� 1 5:9e+ 6[gTS=�mol � h]
k2 8:9e+ 6[gTS=�mol � h]
k� 2 5:9e+ 6[gTS=�mol � h]
k3 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]
k5 13:4[1=h]
k� 5 5:0e+ 6[gTS=�mol � h]
k6 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]
k8 2:8e+ 7[gTS=�mol � h]
k� 8 2:5e+ 7[gTS=�mol � h]
k9 0:5e+ 7[gTS=�mol � h]
k� 9 0:5e+ 7[gTS=�mol � h]
k10 3:0e+ 7[gTS=�mol � h]

k� 10 1:1e+ 7[gTS=�mol � h]
k11 2:1e+ 7[l=gScr � h]

k� 11 10:0[gTS=�mol � h]

Tabelle3.1: Parameterdesidenti�zierten PTS-Modells(Gl. 3.5)

in Tab. 3.1 zusammengefasst.Die Geschwindigkeitskonstantefür die Phospho-
rylübertragungvomEIIA Cr r zumEIIBCScr ist unsicherundwurdezurHälfteder
Konstantenfür denTransferzumEIICBGl c angenommen[131]. Eswurdenim Ge-
gensatzzumdynamischenModell derGlykolysekeineVereinfachungenwie etwa
QuasistationaritätoderschnellesGleichgewicht verwendet[70]. Diesist sinnvoll,
daauchfür dasdetaillierteModell alle ParameterdesModellsauf derBasisvon
Literaturdatenbestimmtwerdenkönnen.

3.2.1 UntersuchungdesdynamischenVerhaltens

In derPTS-vermitteltenChemotaxiswurdeeineVeränderungdesBewegungsmu-
stersvon E. coli auf Glucose-Freisetzunginnerhalbvon 150msfestgestellt[98].
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Abbildung 3.5: Zeitverläufe der Konzentrationenausgewählter PTS-Proteine
bei sprunghafter Erhöhung der Sucrosekonzentration von
1mg=l(3 �M ) auf 300mg=l(900�M ) zum Zeitpunkt t =
0ms. Die KonzentrationdesmonophosphoryliertenEI-Dimers
EIDPwurdeausDarstellungsgründenmit demFaktor100mul-
tipliziert.

Die Dynamik desPTSohnedie dahintergeschalteteChemotaxis-Signalkaskade
und denFlagelar-Motor (Abb. 1.7, Seite46), sowie unterBerücksichtigungder
Trägheitder Zelle gegenüberder Flagellar-Bewegung,mussinnerhalbvon etwa
10-50msstatt�nden.Führtemanfür daserläutertePTS-Modelleinesprunghafte
Veränderungder Sucrosekonzentrationdurch,ergab sich Abb. 3.5. Dabei wur-
dedie Sucrosekonzentrationvon 1mg=l = 3�M (Limitierung) auf 300mg=l =
900�M (Sättigung)erhöht,währenddie anderenEingangsgrößenkonstantge-
haltenwurden.Alle PTS-Proteineerreicheninnerhalbvon 3-30 ms einenneu-
enstationärenZustand.Die KonzentrationdesmonophosphoryliertenEI-Dimers
EIDP steigtdabeian,währenddie KonzentrationdesdiphosphoryliertenDimers
abnimmt.Es kommt hier also zu einer Verschiebung der Gleichgewichte. Das
dynamischeVerhaltendesPTSspielt im gefordertenBereichab. Aufgrund die-
ser Schnelligkeit spielt sich dasdynamischeVerhaltender Proteinkette für die
zu bestimmendenSignaltransduktionseigenschaftendesPTSinnerhalbder funk-
tionellenEinheitC-StoffwechselkeineRolle. Sie be�nden sichpraktischimmer
in einemstationärenZustand.Entscheidendsinddie deutlichlangsamerenReak-
tionen der Glykolyseund Genexpression.Allerdings wurde der ebenfalls lang-
sameEI-Monomer-Dimer-Zyklus im nächstenTeilkapitel gesondertuntersucht.

67



Zur Beschreibung der Signaltransduktionseigenschaftenist die Betrachtungvon
stationärenKennlinienausreichend(Kap.3.2.3).

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

DerMonomer-Dimer-Zykluswurdeoft alsgeschwindigkeitsbestimmenderSchritt
innerhalbdesPTSangesehen[20]. Dabeiwar allerdingsbisherungeklärt,ob der
Zyklus von Komplexbildung und -zerfall bei jederÜbertragungeinerPhospho-
rylgruppedurchlaufenwird [20]. Simulationsexperimentezeigen(Abb. 3.6),dass
auchbei Zuckermangel(3mg=l = 9�M ) der Phosphorylierungsgradder PTS-
ProteineHPr, EIIA undEIIBC, d.h.der Anteil von phosphoryliertemProteinan
der Gesamtkonzentration(sieheauchKap. 3.2.3) immer Null ist, wenn die P-
Übertragungvom EI zumHPr ist nur vom Monomerausmöglich ist, weswegen
dasDimerzuerstdissoziierenundnacherfolgterP-Weitergabewiederassoziieren
muss.DabeiwurdenphysiologischrelevantePEP:Pyruvat-Verhältnisse(0.01bis
10)betrachtet.FürZuckerlimitierungist abereinhoherPhosphorylierungsgradzu
erwarten,wasfür EIIACr r in Kap.4 auchexperimentellgezeigtwurde.DasMo-
dell mit der alleinigenPhosphatübertragungvom EI-Dimer ausmit denbereits
aufgeführtenkinetischenParameternmussdaherverworfenwerden.

Wird dagegendie P-Übertragungvom Monomerund Dimer auserlaubt,wie in
Fig. 1.3,Seite35 dargestellt,kanndasexperimentellbeobachteteVerhaltenauch
im Modell erreichtwerden.Diesist im nächstenTeilkapitelausführlichbeschrie-
ben (sieheauchAbb. 3.7). Der Monomer-Dimer-Zyklus wird jetzt kaum noch
durchlaufen,sonderndievorherrschendeFormist dasDimer, dasnichtmehrstän-
dig in dieMonomerezerfällt.DasDimerkannsowohl diePhosphorylgruppevom
PEPaufnehmenalsauchzumHPr weiterleiten.Lolkemaet al. zeigten,dassder
Transporterfür Mannitol EnzymIImtl alsDimer vorliegt undfunktionell ist [92].
Die gesamteProteinkettedesPTSkannalsDimervorliegenundsodiebeidenals
DimervorliegendenTransportermit Phosphorylgruppenversorgen.Ein alsDimer
vorliegendesund funktionierendesEI passtsehrgut in diesesBild der komplett
alsDimervorliegendenPTS-Kette.

EinezweiteMöglichkeit zurErreichungeinesphysiologischsinnvollenModelles
ist diedeutlicheErhöhungderGeschwindigkeitskonstantenfür dieDissoziations-
undAssoziationsreaktionendesDimers.In einerweiterenSimulationsstudie(Da-
tennichtgezeigt)wurdendieKonstantenfür Hin- undRückreaktionderReaktio-
nen3-5 in Gl. 3.5 jeweilsumdenselbenFaktorerhöht,wasdieGleichgewichtsla-
ge(K eq) nicht verändert.Ab einemFaktorvon etwa10000ergebensichVerläufe
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Abbildung 3.6: Phosphorylierungsgrad der PTS-Proteine über dem
PEP:Pyruvat-Verhältnisbei [eSCR] = 0:003g=l � 9�M ,
wenn die Phosphorylübertragung nur vom EI-Monomer zum
HPr möglichist undderMonomer-Dimer-Zyklus alsobei jeder
Übertragungdurchlaufenwerdenmuss.
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der Phosphorylierungsgrade,ähnlichdenVerläufenmit P-Übertragungvom Di-
mer aus.Es ist unklar, ob solchenormeSteigerungender Reaktionsratendurch
dasbishernicht berücksichtigte'molecularcrowding', alsodie lokaleErhöhung
derProteinkonzentrationundKomplexbildung,in vivoerreichtwird. In dieserAr-
beit wurdedahermit einermöglichenP-Übertragungvom Dimer ausgerechnet.
Eventuellkönntein einemsolchenFall auchauf die Beschreibungvon Monomer
undDimerverzichtetwerden.

Durch dieseStudiewird der Nutzender mathematischenModellierungund Si-
mulationdeutlich.EskönnenHypothesenfür TeilbereichedesStoffwechsels,die
sichbishereinerexperimentellenMessungentzogenhaben,erarbeitetwerden.

3.2.3 StationäreKennlinien

Zur Beschreibung der SignaltransduktionseigenschaftendesPTSwurdenstatio-
näreKennlinienberechnet.Diesebeschreibendie Abhängigkeit der Phosphory-
lierungsgradederPTS-Proteine,d.h.desAnteilsvonphosphoryliertemProteinan
Gesamtprotein,von derSubstrat-,sowie PEP-undPrv-Konzentration.Die letzt-
genanntenGrößenstellendie Eingangsgrößenund die Phosphorylierungsgrade
die AusgangsgrößendesSystemsbezüglichderSignaltransduktiondar. Die vier-
te EingangsgrößeSucrose6-Phosphat(Scr6P)beein�usstim physiologischrele-
vantenBereichwederdenStoff�uss, nochdie SignaltransduktionüberdasPTS
und wurdedeswegennicht betrachtet[132]. Für eineSucrosekonzentrationvon
[Scr] = 0:3g=l ergibt sich für die PTS-Proteinedie in Fig. 3.7 dargestellteAb-
hängigkeit. Mit zunehmendemPEP:Pyruvat-Verhältnisergibt sich jeweils auch
ein zunehmenderPhosphorylierungsgrad,wobei die Verläufefür die einzelnen
PTS-Komponentenunterschiedlichsind.Diesbedeutet,dassmanan deneinzel-
nenGliedernder SignaltransduktionsketteverschiedeneSignaleabgreifenkann.
DiesekönnenderRealisierungvonverschiedenenregulatorischenVorgängenüber
dasPTS,wie etwa KatabolitenrepressionundChemotaxisdienen.Die errechne-
tenKennlinienhängennichtnur vomPEP:Pyruvat-Verhältnis,sondernauchauch
von der Gesamtmengean PEPund Pyruvat ab. Für Gesamtkonzentrationenvon
mehrals 4�mol =gTS ist dieszu vernachlässigen,wie in denBerechnungenfür
Fig. 3.7geschehen.

Beziehtmandie Abhängigkeit vonderdrittenEingangsgröße,derextrazellulären
Sucrosekonzentration,in die Darstellungder Kennlinienmit ein, ergibt sich für
EIIACr r derin Abb. 3.8gezeigteVerlauf.Der Phosphorylierungsgraddeswichti-
genSignalsEIIACr r hängt,genausowiederderanderenKomponenten,auchstark
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vonderextrazellulärenZuckerkonzentrationab. FürniedrigeZuckerkonzentratio-
nenergibt sichein hoherPhosphorylierungsgrad,waseinerhohenKonzentration
von EIIACr r -P entsprichtunddamit zu einerAktivierungdercAMP-Produktion
überdie Adenylatcyclaseführt, bei gleichzeitigerVerringerungdesInduktorau-
schlussesüber dasunphosphorylierteEIIA Cr r . Bei hohemZuckergehalt dage-
genergebensich niedrigePhosphorylierungsgrade,die zu einerDrosselungder
cAMP-ProduktionundzuverstärktemInduktorauschlussführen.

DasPTSerweistsich damit als integrierendesSystem,dassowohl Signalevon
außerhalb,als auchinnerhalbder Zelle verrechnetund darausAusgangssignale
erzeugt.Die vorgestelltenKennlinienbeschreibendieSignaltransduktionüberdas
PTSauf geeigneteWeisefür in vivo Betrachtungen.DasZusammenspielmit den
im Vergleich langsamerenProzessenderGlykolysewird im nächstenTeilkapitel
(Kap.3.3)behandelt.

3.3 Glykolyse

Zur CharakterisierungderSignaltransduktioninnerhalbderfunktionellenEinheit
C-Stoffwechsel(Abb. 3.3, Seite61) wird auchdasZusammenspieldesSucrose
PTSmit der Glykolysebetrachtet.DasPTS-ProduktScr6Pwird überScrB und
ScrK in die Glykolyseeingespeistunddie Endprodukteder GlykolysePEPund
Pyruvat sindwiederumEingangsgrößenfür dasPTS.PTSundGlykolysestellen
somit einengeschlossenenKreis dar. In Abb. 3.9 sind alle Metaboliteund die
betrachtetenReaktionendargestellt.

3.3.1 MetabolischeFlussanalyse

Ziel desVerfahrensdermetabolischenFlussanalyseist dieBerechnungvonStoff-
�ussverteilungendurchein gegebenesReaktionsnetzwerkmit Hilfe von Messun-
genderAufnahme-undProduktionsratenextrazellulärerStoffe im stationärenZu-
stand[70]. Datenzur Kinetik und Regulationwerdenhierzunicht benötigt.Die
theoretischenGrundlagensind ausführlichin [115] dargestellt.Die Anwendung
desVerfahrensauf die katabolischenAbbaureaktionenin E. coli wurdeebenfalls
bereitsbeschrieben[139, 70].

In Abb. 3.10ist dieberechneteFlussverteilungfür aerobesWachstumeinerstatio-
närenkontinuierlichenKultur bei einerDurch�ussratevon D = 0:1[h� 1] darge-
stellt.Die doppeltumrandetenViereckeenthaltendiegemessenenAufnahme-und
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BildungsratenderextrazellulärenProdukteundSubstrate.IntrazelluläreMetabo-
lite sindin ein Oval eingetragenundEnzymein ein einfachumrandetesViereck.
Ins Modell aufgenommenwurdennur die intrazellulärenMetabolite,die sichan
VerzweigungspunktendesStoffwechselsbe�nden. Die fett gezeichnetenPfeile
ausdenEinheitenheraus,beschreibendie Ab�üsse in die anabolischeMonomer-
synthese.

Am VerzweigungspunktGlc6P�ießen Stoffströmesowohl in die Glykolyse,als
auchin denPentosephosphatweg (PPW).DasVerhältnisbeträgtetwa 3

4 zu 1
4 und

liegt damit auchfür Sucrosein demBereichwie esfür Wachstumauf Glucose
(30-50%in denPPW)bestimmtwurde[70, 158,157].

Die durchdie etabolischeFlussanalysebestimmtenStoff�üsse (Reaktionsraten)
dienenderBerechnungdermaximalenReaktionsratefür die dynamischeModel-
lierung.DabeikannmittelsdeskinetischenAnsatzesfür einEnzymbeibekannter
stationärerReaktionsrater � , Konzentrationsvektorc� undParametervektorp� die
maximaleRatefür dieenzymatischkatalysierteReaktionr max bestimmtwerden:

rmax =
r �

f (c� ; p� )
(3.6)

3.3.2 DynamischesModell

DasdynamischeModell für dieGlykolysewurdebereitsbeschrieben[70, 71, 161,
162].Esumfasstdie MetaboliteundReaktionen,wie in Abb. 3.9dargestellt.Die
verwendetenkinetischenAnsätzeund die ParameterdesModells, die zum Teil
durch Identi�kation ausexperimentellenErgebnissenbestimmtwurden,sind in
AnhangA (Seite124)zusammengefasst.

Die Glykolyse-Enzymewerdenweitgehendkonstitutiv exprimiert, so dassihre
Gesamtkonzentrationrelativ konstantist. Diesist in einigenArbeitenexperimen-
tell nachgewiesenworden[7], spezielldurchDNA-Expressionspro�lingmittels
Microarrays.Hier wurdenkaumExpressionsunterschiedederGlykolyse-Enzyme
beim Vergleich von Wachstumauf Glucoseund Glycerol gefunden[118]. Und
auchbei einerÜberexpressionwichtigerEnzymekameskaumzueinerVerände-
rungdesGesamt�ussesüberdie Glykolyse,wasauf einehoheRobustheitdieses
zentralenStoffwechselwegshindeutet[138].

Die Ab�üsse in die Biosynthesereaktionen,wie in Abb. 3.10 aufgeführt,sind
alsReaktionenersterOrdnungbeschrieben[70]. Die Konstantenwurdenausder
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FlussanalyseunddenstationärenMetabolitkonzentrationenbestimmt:

r syn
M etabolit = ksyn

M etabolit � [M etabolit ] (3.7)

Nochnicht im Modell enthaltensindzweispezi�schePrv-Transporter, wie bereits
beschrieben[75,78].Diesewerdenfür Experimentemit demSubstratPyruvatvon
Bedeutungsein.

3.4 Modellierungswerkzeug,Sensitivitätsanalyseund
Parameteridenti�kation

Die dynamischenModellefür dasPTSunddieGlykolysewurdenmittelsdesMo-
dellierungswerkzeugsProMoT implementiert[41]. ProMoT bietetdie Möglich-
keit mittelsobjekt-orientierterModellierungdasskizzierteModellierungskonzept
(Kap. 3.1) anzuwendenund die zu erstellendenModellgleichungenautomatisch
zu generieren.Diesekönnenanschließendsimuliert und analysiertwerden.Bei-
spielsweisekanneineSensitivitätsanalysederModellparametersowie eineSchät-
zungunbekannterParameterausexperimentellenDatenerfolgen[42]. Die Im-
plementierungerfolgt durchVerknüpfungder in Abb. 3.4 dargestelltenelemen-
tarenModellbausteineund Zuweisungder entsprechendenkinetischenAnsätze.
DerstrukturelleModellaufbauist für denPTS-Bausteinin Fig. 3.11undFig. 3.12
gezeigt.

Die StrukturierungundhierarchischeGliederungerfolgtdabeianhandderfestge-
legtenbiologischenfunktionellenEinheitenundUntereinheiten.

Mit ProMoT könnenModelle für die SimlulationsumgebungDIVA erstelltwer-
den.Der ProMoT-Benutzerkannso auf die umfangreichenin DIVA implemen-
tiertenSimulations-undAnalysemethoden,sowie dienumerischenMethodenzu-
rückgreifen[99, 155].EinfacheSimulationensindauchmit parallelin MATLAB
(undACSL) implementiertenModellendurchgeführtworden.Sensitivitätsanaly-
senund Parameteridenti�kationsind allerdingsausGründenenormlangerRe-
chenzeitkaummehrin MATLAB zu realisieren.

Innerhalbder Modellvalidierungkommtder Schätzungvon unsicherenoderun-
bekanntenParameternmit Hilfe von MessdatenauseinemrealenExperimentei-
newichtigeAufgabezu.Esist hierfürnotwendig,dassdieseParametergegenüber
derZielfunktionausderDifferenzzwischensimuliertenMessgrößenundMessda-
tensensitiv sind.Daherist vor einerParameterschätzungzu überprüfen,ob eine
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t_glce

t_camp

t_escr

t_glc t_f6p t_eiia

psi1_ptsexpr t_eiiap

pts_hi_52483

pts_hi
glc_scr_pts

glc_scr_pts_52479

pts-ges....

t_g6p

t_pep

t_prv

Abbildung 3.11: Implementierungdes PTS-Bausteinsmittels des Modellie-
rungswerkzeugsProMoT. DasPTSwird hierbeizur Vereinfa-
chungin dieallgemeinen(pts_hi)unddiespezi�schenProteine
(glc_scr_pts)aufgeteilt.Ein- undAusgängefür Konzentratio-
nensindmit “t_” gekennzeichnet.
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t_hpr

reaction 7

reaction 8

reaction 3

reaction 2

reaction 1

reaction 4

sum_hpr

reaction 6

pep

sum_eidp2

eip sum_eip

reaction 5
ei sum_ei

sum_eidp
eidp

sum_eid
eid

eidp2

prv

hpr

hprp
sum_hprp

t_hprp

.... pts-hi

t_prv

t_pep

Abbildung 3.12:ProMoT-ImplementierungdesBausteinsfür die allgemeinen
PTS-ProteineEI undHPr. Ein- undAusgängefür Konzentra-
tionensind mit “t_” gekennzeichnet.Die Nummerierungder
Stoffwandlerist entsprechendGl. 3.5.

78



solcheParametersensitivität vorliegt. DieseSensitivitätsanalysewurde in dieser
Arbeit aufderBasisderFisher-Informationsmatrixdurchgeführt,wasin früheren
Arbeitenbereitsausführlichdargestelltwurde[99, 161]. DiesesVerfahrenliefert
dieParameterdesModells,diemit dengegebenenMessdatenunddergeforderten
Genauigkeit gemeinsamgeschätztwerdenkönnen.

FürdieParameteridenti�kationmussdieZielfunktionfür dasSchätzverfahrenmi-
nimiertwerden[99]. Als numerischeLöserwurdenhierfür in MATLAB dieRou-
tineSIMPS(Simplex-Strategie)unddiebereitsetablierteEvolutionsstrategiever-
wendet[127]. DasVerfahrenerwiessichallerdingsgegenüberder Identi�kation
mit DIVA alssehrlangsam.

3.5 AbgrenzungbiologischerFunktionseinheitenmit
mathematischenMethoden

ZurAbgrenzungrelevanterEinheitenausdemkomplexenMetabolismus-Netzwerk
einerZelle könnennebendenhier verwendetenverbalenKriterien auchformale-
re mathematischeVerfahrengeprüftwerden[29, 141].Spezielldie Metabolische
Kontrolltheorieist hierfür eingesetztworden[62, 133]. Sie ist eineAnalyseme-
thodefür dieBestimmungderVerteilungderKontrolledesFlussesundderMeta-
bolitkonzentrationenin einemStoffwechselweg durchdieEnzyme,diedenStoff-
wechselweg bilden.

Ein neuesVerfahren,dassichbeieinemerstenVergleichmehrererVorgehenswei-
senalsvielversprechenderwies,soll hierdargestelltwerden.Esverwendeteinbe-
reitsformuliertesDAE-Modell (Differential-undalgebraischeGleichungen)eines
biologischenNetzwerkes.ZuständedesModellskönnendabeisowohl Metabolit-
und Enzymkonzentrationen,als auchKonzentrationenextrazellulärerSubstrate
oderderBiomassesein.Ziel wareinegleichzeitigeGruppierungsowohl vonMe-
taboliten,alsauchvon Genproduktenzu ermöglichen,dazur Modellierungeiner
Funktionseinheitsowohl Metabolit-,alsauchGenproduktkonzentrationenmathe-
matischin einer Einheit beschriebenwerdenmüssen.Dies entsprichtnicht der
Abgrenzungvon genetischenFunktionseinheiten,wie sie von biologischerSeite
seit langemvorgenommenwerdenunddie in einergenetschenStrukturierungin
Operons,RegulonsundModulonsresultiert.Mit derHilfe vonLinkage-Methoden
ausder Cluster-Analysekonntendie modelliertenZustandsvariablenunterVer-
wendungeinesAbstandsmaßesunterteiltwerden[8, 43].

DieLinkage-MethodensindstatischeVerfahrenundermöglichendieinterneStruk-
turierungeinerMengevon Objekten.Sie werdenin zahlreichenAnwendungen
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eingesetzt.Man benötigthierfür ein Abstandsmaßzwischenden zu strukturie-
rendenObjekten,dasdie Strukturierungskriterienwiderspiegelt. Dies kannent-
wederdirekt ausdenObjektenoderübereinenzugehörigenEigenschaftsvektor
berechnetwerden.Die betrachtetenObjektesind hier die ElementedesReak-
tionsnetzwerkes,repräsentiertdurchdie ZuständedasDAE-Modells [161]. Aus
der Abstandsinformationerhält man durch einenLinkage-Algorithmus[43] ei-
neBaumstruktur(Dendrogramm),diediehierarchischeGliederungderVariablen
darstellt.DieseHierarchiebasiert,anderswie dasvon LengelerformulierteKon-
zept[80], nicht auf Epistasie,alsoauf derDominanzeinesRegulatorsübereinen
anderen,sondernauf einemquanti�zierbarenAbstandsmaß.Es existierenver-
schiedeneLinkage-Methoden(single,complete,average,centroid,ward),diesich
jeweilsnur im SubalgorithmuszurAbstandsberechnungunterscheiden.Basierend
auf dieserHierarchiekönnenGruppenvon Zuständenisoliert werden,die kaum
mit anderenZuständenwechselwirkenunddaherdengesuchtenEinheiten,bzw.
Untereinheitenentsprechen.

EswurdenverschiedeneAbstandsmaßeuntersucht,diesichin zweiGruppenauf-
teilen lassen:Erstensauf der Basisder Jacobi-MatrixdeslinearisiertenSystems
an verschiedenenPunktendesZustandsraumesund zweitensauf der Basisvon
typischenLösungendesSystems.UnterVerwendungderJacobi-Matrixkonnten
guteErgebnissefür MetabolischeNetzwerkeohneGenexpressionerzieltwerden,
währendeinegleichzeitigeGruppierungvonMetabolitenundGenproduktennicht
möglichwar (nichtgezeigt).

Ein zweiterAnsatzwar die Verwendungvon typischenLösungen(Trajektorien)
desModells. Durch Korrelierung,wanndie verschiedenenZuständeaktiv sind,
erhält man die für den Linkage-AlgorithmusnotwendigeAbstandsinformation.
Die entscheidendenSchrittedesAlgorithmuswarendie Wahl von typischenTra-
jektorienunddie De�nition von Aktivität. Es wurdenzwei Arten von Variablen
de�niert, entsprechenddem typischenVerlauf ihrer Trajektorien:LangsameI-
Variablen(Integral)zeigennormalerweise�ache Rampenmit verschiedenenStei-
gungenin denbetrachtetenZeitintervallen(Abb. 3.13).Siewurdenaktiv de�niert,
wennihreKonzentrationzunimmt,d.h.dieAbleitungpositiv ist.Genproduktefal-
len normalerweisein dieseKlasse.Im GegensatzdazusindschnelleP-Variablen
(Proportional)durch Sprünge,bzw. steile Rampengekennzeichnetund wurden
alsaktiv de�niert, wennihr WerteübereinembestimmtenSchwellenwertliegen.
FormalwurdendielangsamenundschnellenVariablenüberdieBerechnungeines
Index I i getrennt:

I i =
f max

i

f i
(3.8)
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Abbildung 3.13:NormierteTrajektorienund derenAbleitungenvon typischen
P-undI-Variablen.ErläuterungensieheText.

mit demMaximumf max
i unddemMittelwert f i derKonzentrationsänderungsge-

schwindigkeit desStoffesi entlangderbetrachetetenTrajektorie.Füreineschnel-
le Komponente(P-Variable)ist diemaximaleKonzentrationsänderungsgeschwin-
digkeit hochverglichenmit Mittelwert, da sich die KonzentrationdesStoffes i
nacheinerÄnderungderUmgebungsbedingungenzuerstschnell,dannaberkaum
nochändert.Daherist für schelleP-VariablenderIndex I i kleinerals für langsa-
me I-Variablen.In derAnwendungdiesesAlgorithmusauf weitereModelleund
ZustandsvariablenkönnenweitereDe�nitionen von Aktivität notwendigwerden.
Dieswird in weiterführendenBetrachtungenmit anderenModellen,zumBeispiel
zurEGF-Signalverarbeitung,untersucht.

UnterVerwendungdieserAktivitätsde�nition konntederAbstandzwischenzwei
Zuständenberechnetwerden,abhängigdavon wie oft beideZuständein einer
typischenTrajektoriezusammenaktiv sind.Basierendauf diesemAbstandsmaß
konntedieBaumstrukturmit denbereitserwähntenLinkage-Methodenberechnet
werden.Für ein Modell, dasnebendenin dieserArbeit verwendetenModulefür
dasScr-PTSunddie Glykolyse,auchnochBausteinefür denTransportvon Glu-
cose,LactoseundGlycerinenthält[161], ist dassichergebendeDendrogrammin
Abb. 3.14gezeigt[74]. EswurdenalleZuständedesModells,alsoauchdieextra-
zellulären,miteinbezogen,wasfür eineBestimmungderintrazellulärenEinheiten
nicht unbedingtnotwendigist. Zur Identi�kation isolierterEinheitenbetrachtet
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Abbildung 3.14:Dendrogramm:ErzeugtdurchCluster-AnalyseeinesModells
des Transportsvon vier Kohlenhydratenund der Glykolyse
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denZuständenundGruppen.DurchAuftrennungandergestri-
cheltenLinie erhältmandiebenanntenEinheiten.
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mandenAbstandzwischenderEinheitunddemZusammenschlusspunktmit ei-
ner weiterenEinheit. DieserIsolationsindex ist ein Maß für die Abgetrenntheit
einerEinheit.Bei PTS,der Glycerin-EinheitundderSucrose-Einheitist ein ho-
her Isolationsindex zu erkennen.Wie bereitserläutert,werdenin denmit diesem
AlgorithmusermitteltenEinheitensowohl Metabolite,alsauchGenproduktezu-
sammengefasst.

FürdieGlykolyseunddieLactose-Einheitist eretwasgeringer, dochimmernoch
hochgenug,um siealsseparierteEinheitenzu identi�zieren. Dieseretwasgerin-
gereAbstandist ausbiologischerSichtnicht zu erklären.Dagegensind die Ab-
ständebeiAbstandsmaß� 1:4 (rechtsdergestricheltenLinie) zugering,umeine
weiterehierarchischeStrukturierungdieserfünf Einheiten(metabolicpathways)
zuerhalten.SokönnenEinheiten,wie dashierarchischdominantecrpA-Modulon
nicht erkanntwerden.

EinigeErgebnissewiedieZuordnungderGesamtkonzentrationdesGlucose-Transporters
(E0ptsg)zur GlykolysesindungewöhnlichbezüglichderklassischenEinteilung.
Eswurdenaberalle mit verbalenKriterien de�niertenEinheiten(PTS,Glycerin-
Einheit,Glykolyse,Lactose-Einheit,Sucrose-Einheit)ebenfalls durchdiesenfor-
malenAlgorithmusgefunden.SosindzumBeispielfür dasPTSalledazugehöri-
genmodelliertenZuständeEI, HPr, EIIA, EIICBGl c undEIIBCScr durchU-Linien
geringerHöheverbunden.Die HöhederU-Linien repräsentiertdenAbstandzwi-
schendenverbundenenZuständen.Die verschiedenenPTS-Proteinesind daher
sehreng miteinanderverbundenund klar getrenntvon den anderenEinheiten.
Dasselbezeigtsichauchfür die anderenGruppen.PEPundPrv wurdenhier der
Glykolyseund nicht demPTSzugeordnet.Betrachtetmannur die funktionelle
EinheitSucrose-Transportund-MetabolismusunddieGlykolyse,soergabensich
zwei Untereinheiten:DasSucrose-PTSund die Glykolysemit denMetaboliten
Glc6PundFrubisPEPundPrv.

Dieserformale,mathematischeAnsatzbietetdieMöglichkeit,biologisch-motivierte
Strukturenim Hinblick aufdietatsächlicheVernetzungzuüberprüfen.DerAnsatz
mussabernochanweiterenModellenandererStrukturüberprüftwerden.Im Wei-
terenkanner zur Strukturierungkomplexer metabolischerNetzwerke unbekann-
ter oderunsichererStrukturverwendetwerdenundsoderartigeNetzwerke einer
modularenModellierungzugänglichmachen.Ein ähnlicherAnsatzwurdebereits
zumClusteringderZellzyklusproteinevon Caulobactercrescentusbasierendauf
Expressionsdatenverwendet[47] undkannalsosowohl mit experimentellenwie
auchsimuliertenDatengenutztwerden.Dies wurdeauchmit anderenAnsätzen
zurCluster-Analysebereitsgezeigt[22][110][171].
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Kapitel 4

Experimentelleund
Simulations-Ergebnisse

4.1 Sauerstoffregelung

Essoll die Gelöstsauerstoffkonzentrationbei stationärenkontinuierlichenKultu-
renaufeinemkonstanten,relativ kleinenWertvon5 bis10% derSättigunggehal-
tenwerden.Der in Abb. 4.1skizzierteRegelkreiswurdebetrachtet.Im Fermenter
könnendrei Phasenunterschiedenwerden,die BiophasebestehendausdenMi-
kroorganismen,die Flüssigphaseunddie Gasphase[161]. Der Stoffübergangr O2

desSauerstoffs ausdergasförmigenPhase,bestehendausaufsteigendenGasbla-
senunddemGasvolumenüberder Flüssigkeit, in die �üssige Phasewird durch

PO2-Sonde

Regler
Pso2_soll

-

n,Qzu Po2

Fermenter (flüssige Phase)

Pso2

Abbildung 4.1: RegelkreisderpO2-Regelungmit FührungsgrößePso2_soll,der
RegelgrößePo2unddemMesswertPso2.Als Stellgrößenkön-
nensowohl die Drehzahln desFermenterrührers,als auchder
VolumenstromQzuderZuluft verwendetwerden.
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Gleichung4.1beschrieben:

rO2 = kl
A
VF

(c� � [O2]) = kla(c� � [O2]) (4.1)

kl : Stoffübergangszahl
A

VF
= a: VolumenbezogenePhasengrenz�äche

c� : GleichgewichtskonzentrationanderPhasengrenz�äche

In derRegel kannmandenTransportdesSauerstoffs von derPhasengrenz�äche
in den Kern der Flüssigkeit als den geschwindigkeitsbestimmendenSchritt an-
nehmen.FürdieBilanzdesSauerstoffs in der�üssigenPhaseergibt sichmit dem
Zu- undAb�uss unddemvolumenbezogenenzeitveränderlichenVerbrauchqv(t)
durchdenStoffwechselderMikroorganismen:

dc
dt

= kla(c� � [O2]) � qv(t) + D([O2]zu � [O2]) (4.2)

Zur Messungder Sauerstoffkonzentrationals PartialdruckpO2 wird am ISR ei-
nePlatin-Silber-SauerstoffsondederFirmaBioengineeringeingesetzt.Bei ausrei-
chenderAnströmungweist der SensorPT1-Verhaltenauf. Die Anzeigeerreicht
98% desEndwertsin wenigerals45s. DiesentsprichteinermaximalenZeitkon-
stanteTS = 11:5s. DervomSensorangezeigteMesswertpsO2 wird überfolgende
Sensorgleichungbeschrieben:

_psO2 =
1

TS
(pO2 � psO2) (4.3)

EstreteneineReihevonStörungenauf.Messrauschenergibt sichbeihohenRühr-
erdrehzahlendadurch,dassLuftblasenmit hoherGeschwindigkeitgegendieMem-
brandesSauerstoffsensorsprallenund diesedadurchin Berührungmit der ge-
sättigtenGrenzschichtder Luftblasekommt. Bei niedrigenDrehzahlenkönnen
LuftblasenzeitweiseanderMembranhaften.DerdabeiangezeigteWertderMes-
seinrichtungstrebtmit der Zeitkonstanteder Sondegegen den Sättigungswert.
DesWeiterenführt verbrauchterElektrolyt zu immerschwächerenSondensigna-
len.StörungendesSauerstoffverbrauchstretendurchdiepulsförmigeZugabedes
Antischaummittels(Kap. 2.1.2)und durchPumpenverschleißbedingteSchwan-
kungenin derFeedingrateauf.

EswurdeneineReihevonRegelverfahrenuntersucht[48, 4]. Die bestenResulta-
te wurdenmit einemadaptivenPI-Regler je nachStellgrößemit oderohneAnti-
Winduperzielt.Als Stellgrößenwurdensowohl die Rührerdrehzahl,alsauchdie
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Belüftungsrateverwendet.DerPI-ReglermachtdenSollwertzueinerstabilenRu-
helagedesgeschlossenenRegelkreisesundhatkeinebleibendeRegelabweichung.
Allerdingsmussein KompromisszwischenschnellerAusregelungvon Regelab-
weichungenundStöranfälligkeit eingegangenwerden.

Von adaptivenReglernsprichtman,wenndie Reglerparameterbei Änderungder
Streckenparameterebenfallsgeändertwerden.DazumussdieParameteränderung
der Strecke erkanntwerdenund eineAdaptionsstrategie vorliegen,nachder die
ParameterdesReglersverändertwerden.SelbsteinstellendeAdaptationsfähigkeit
wurde durch einenadaptiven Regler mit Rückführung(desIntegratorinhaltsI )
erreicht.Die Reglergleichung4.4 beschreibtdie Abhängigkeit der Stellgrößey
von derRegelabweichunge unddemIntegratorinhaltI :

y = P(e+
1
Ti

I ) (4.4)

Für denadaptivenReglerwurdendie ÄnderungendesIntegratorinhaltsI undder
ReglerverstärkungP mit folgenderAdaptionsregel implementiert:

_I =

8
<

:

� b1I + e ; I > I soll + � I
e ; I soll � I � I soll + � I
b2I + e ; I < I soll

(4.5)

_P =

8
<

:

b1P ; I > I soll + � I
0 ; I soll � I � I soll + � I
� b2P ; I < I soll

(4.6)

Bei großenSollwertsprüngen,aberauchplötzlichenÄnderungender Strecken-
parameterkanneszu längerandauerndengroßenRegelabweichungenkommen.
DiesekönnendenIntegratorinhaltdesPI-Reglersstarkverändern.WenndieStell-
größeandieStellwertbeschränkungstößt,ist dieweitereIntegrationderRegelab-
weichungjedochnicht mehrsinnvoll. Durch diesesHochwinden(Windup) des
Integratorskönnennicht schwingungsfähigparametrierteRegler starke Schwin-
gungenerzeugen.Man kann diesesVerhaltendurch sogenannteAnti-Windup-
Strategienverhindern[5]. Dieserwiessich in Versuchenmit demVolumenstrom
der Zuluft als Stellgrößeals sinnvoll und wurdemit der Stellgrößey, der Rege-
labweichunge, der ReglerverstärkungP und der NachstellzeitTi in folgender
Berechnungsvorschriftrealisiert:

I =

8
<

:

R
edt ; ymin � y � ymax

( ymin
P � e)Ti ; y < ymin

( ymax
P � e)Ti ; y > ymax

(4.7)
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Abbildung 4.2: SchnelleProbenahmetechnik[139]. Erläuterungenim Text.

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

4.2.1 Bestimmungintrazellulär er Metabolitk onzentrationen

DerUmsatzintrazellulärerMetaboliteliegt im BereichwenigerSekunden[126][37][153].
Dies erfordertein Abstoppen(Quenching)desZellmetabolismusin wenigerals
einerSekunde,um nachträglicheVeränderungenderKonzentrationenzu verhin-
dern[135]. In derLiteratursindMethodenbeschrieben.Diesewurdenüberprüft.
DesWeiterenist eineeinfacheschnelleProbenahmetechniknotwendig,die mit-
telseinerNadelmit dünnem,kurzemMetallrohrrealisiertwurde(Abb. 4.2).Der
FermenterinhaltströmteohnezusätzlichangelegtenÜberdruckaus.Auch für die
Probenahmeröhrchenwurdekein Unterdruckverwendet.DieseeinfacheTechnik
erlaubteineEntnahmevon ProbenausdemFermenterinnerhalbvon ca.800ms.
EineähnlicheProbenahmetechnikmit VerwendungvonUnterdruckin denProbe-
nahmeröhrchenwurdevonTheobaldverwendet[153].

WeitereProblemfelder, die beimQuenchingzu beachtensind,sindEmp�ndlich-
keit gegenStörungenwährendderKulturführungim Fermenteroderim Schüttel-
kolben,Zellaufschlussbei Einfrierender Zellen,zum Teil Instabilitätder Meta-
bolitebei hohenTemperaturenundEnzymaktivität bei tiefenTemperaturen.

Will manintra- undextrazelluläreKonzentrationengetrenntbestimmen,ist eine
schnelleAbtrennungdesMediumsvon der Zellmassenotwendig.Kritisch hier-
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bei ist nebenderbenötigtenZeit, dassextrazellulärvorliegendeMetaboliteander
ZellmembrananhaftenkönnenundsodieMessungdesselbenintrazellulärvorlie-
gendenMetabolitenverfälschenkönnen.Zur Abtrennungwurdenebenfallseinige
Methodenuntersucht.

Der letztenotwendigeSchrittist derAufschlussderZellen,umdie intrazellulären
Metabolitemessenzukönnen.AuchhierzusindverschiedeneMethodenmöglich.

4.2.1.1 Studiezur Enzymaktivität bei Temperaturen bis � 10 � C

Zum Abschätzender verbleibendenAktivität der EnzymeGlucose6-phosphat-
Dehydrogenase(G6PDH)und Pyruvat-Kinase(PK) bei Quenchingmittels Ab-
kühlenderZellenwurdendieenzymatischenTestsfür dieGlc6P-undPEP-Bestimmungen
(sieheKap.2.1.4.1,bzw. 2.1.4.2)beiverschiedenenTemperaturenmit einerStan-
dardlösungbekannterKonzentration(0.5g/l Glc 6-P, bzw. 0.15mM PEP)durch-
geführt. Im Wasserbadwurdeein Becherglas mit dem zehnfachenAnsatzaller
Reagenzien,die für eine Konzentrationsbestimmungnotwendigsind ohnedas
Substrat,auf die entsprechendeTemperaturgebrachtund gehalten.Durch einen
Magnetrührerwar eine stetigeDurchmischungdesAnsatzesund der Kühl�üs-
sigkeit gewährleistet.Bei positiven Temperaturenwurdendie Messungenin ei-
nembeheizbarenwasserbaddurchgeführt.Die tiefen Temperaturenwurdenmit
KältemischungenausWasser, Eis undAmmoniumchloridrealisiert.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 Ammoniumchloridzugegeben.Die Temperaturim Becherglas
wurdedurchein Thermometermit Sensorstabdurchgeführt.Die Reaktionwur-
dedurchZugabedesebenfalls temperiertenSubstratsgestartet.Die verwendeten
EnzymewarenG6PDHausHefeundPK ausKaninchenmuskulatur(Roche).Zu
de�nierten Zeitpunktenwurdendie enzymatischeUmsetzungendurchQuecksil-
berchloridabgestoppt.Hierzuwurdeje einZehnteldesReaktionsansatzesin tem-
perierteEppendorff-Cupsüberführt,in denenbereitsQuecksilberchlorid(14 � l,
50mg/ml)vorgelegt war. EserfolgteeinesofortigeDurchmischung.Quecksilber-
chloridführt zueinemvollständigenAbstoppenderReaktion,ohnedieExtinktion
zu beein�ussen,wasin Vorversuchengezeigtwurde.DemenzymatischenAnsatz
musstezur Gefrierpunktserniedrigungbei -6� C 13%undbei -10� C 25%Metha-
nol zugesetztwerden.Die Extintionsverläufebei verschiedenenTemperarturen
sind für G6PDHin Abb. 4.3 dargestellt.Bei dentieferenTemperaturenwird im
betrachtetenMesszeitraumderEndwertderReaktionnichterreicht.
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Abbildung 4.3: Messung der Reaktionskinetik der Glucose-6-Phosphat-
Dehydrogenasebei verschiedenenTemperaturen

Aus denSteigungenderUmsetzungsinddie relativenspezi�schenEnzymaktivi-
tätenbei verschiedenenTemperaturenbestimmtworden(Abb. 4.4).

Bei 0 GradsinddieEnzymezuetwa3%(PK) und10%(G6PDH)aktiv. Ziehtman
einetypischeintrazelluläreGlc6-P-Konzentrationfür E.coli vonetwa2 � mol/gTS
undeineEnzymaktivität bei 37� C von etwa 5000� mol/gTSh [70], in Betracht,
soerrechnetsichfür 0� C einmöglicherUmsatzdesgesamtenvorhandenenGlc6P
innerhalbvon 14 Sekunden.Für 10� C ergibt sich5 Sekundenundfür -10� C im-
merhinnoch28 Sekunden.DieseAbschätzunglässtsichaufdengesamtenMeta-
bolismusderZelle übertragen.Methoden,bei denendasAbstoppendesMetabo-
lismusnur durchein Abkühlender Zellen auf eineTemperaturum denGefrier-
punktdesWassersherumerreichtwerdensoll, könnenalso,sobaldsie längerals
einigeSekundenbenötigen,zueinerdeutlichenVerfälschungderMessergebnisse
führen.DieseMethoden(wie zumBeispieldasuntenbeschriebeneAbstoppendes
Stoffwechselsmit eiskalterSaline)sinddaheralssehrkritischzubewerten.

89



-10 0 10 20 30 40
0

20

40

60

80

100

T  [°C]

E
A

  [
%

]

G6PDH
PK

Abbildung 4.4: Messungderrelativenspezi�schenEnzymaktivität derGlucose-
6-Phosphat-DehydrogenaseundPyruvat-Kinasebeiverschiede-
nenTemperaturen

4.2.1.2 Phosphoenolpyruvat (PEP) und Pyruvat (Prv)

DiesebeidenMetabolitesindzur BeschreibungdesPTSsehrwichtig, dasie di-
rekteEingangssignaledarstellen.Zur Methodenentwicklungwurdedeswegendie
MessungdieserbeidenMetaboliteexemplarischherangezogen.

Veröffentlichte intrazellulär e PEP- und Prv-Messungenfür Escherichia coli.
Für PEPbestimmteHogemazwischen1.6 und 3.8 mM in gewaschenenZellen,
denenwiederumdie C-Quelle,auf der sie vor demWaschengewachsenwaren,
zugesetztwurde[50]. HierbeiwurdedasProblemvonextrazellulärvorliegendem
PEPundPrvumgangen,dieZellenjedochvor derMessungsehrlangebehandelt.
Als QuenchingmittelwurdePerchlorsäureeingesetzt,wie auchschonin frühe-
ren Arbeiten[174] und für Saccharomycescerevisiae[153]. Zellaufschlussmit-
tels Perchlorsäurewurde auchbereitsnachQuenchingin Methanolbei E. coli
eingesetzt.Für denstationärenZustandeinerkontinuierlichenKultur ergabsich
dabei1.2 mM [146]. In gehungertenZellennachGlucose-Pulswurdemittelsei-
ner Extraktionsmethodemit kochendemWasserund HPLC-Analytik PEPzwi-
schen0.35 mM (vor dem Puls) und 0.03 mM (nachdem Puls) bestimmt[12].
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DerAufschlussmit kochendemWasserwurdebereitsfür Streptococcuslactisbe-
schrieben[154]. Lowry et al. stopptendenZellmetabolismusnachFiltration auf
TrockeneisundschlossendieZellenmit PerchlorsäureundEDTA auf.Siemaßen
für ZellenausderexponentiellenPhase,die auf Glucosegewachsenwaren,etwa
0.1mM, für WachstumaufdiversenanderenC- undN-Quellenzwischen0.1mM
und 1 mM und für Acetat-gewachseneZellen 0.2 mM [93, 55]. Quenchingin
�üssigem Stickstoff und anschliessendesKochenin TRIS/EDTA ergab für den
stationärenZustandeinerkontinuierlichenglucoselimitiertenFermentationeine
PEP-Konzentrationvon2.2mM [139].

Für intrazelluläresPyruvatwurdenmit denobenaufgeführtenMethodenfolgende
Werte gemessen:0.4 bis 1.2 mM [50], 0.4 mM sowohl für Glucose-,als auch
Acetat-gewachseneZellen [93, 55] und2.8 mM für denstationärenZustandder
kontinuierlichenFermentation[139], bzw. 6.5mM [146].

Weitereveröffentlichte Methoden. Quenchingmit 60%-igemMethanol(-45� C,
bzw. -40� C) undZellaufschlussmit Chloroformwurdefür Aspergillus niger [134]
und Hefe [65] angewendet.Für Hefe wurdeauchgezeigt,dassWaschenmit ei-
nem Methanol-Wasser-Gemisch(50/50,v/v, -40� C) nicht zur Verfälschungder
BestimmungintrazellulärerMetaboliteführt [135]. Für Escherichia coli wurde
auchder Zellaufschlussmit TCA schonfrüh beschreiben[168, 95], ebensowie
derAufschlussmit TRIS/EDTA, Ethanol,Butanol,Schwefelsäure,Ameisensäure
[95] undmit Methanol.

Methodenentwicklung. FürdieMethodenentwicklungwurden,wennnichtan-
dersbeschrieben,jeweils Standards(0.15 mM PEPund 0.15mM Pyruvat) und
wie ProbebehandelteStandardsverwendet.Hierzu wurdedasselbeVolumenan
Standard,wie in der jeweiligen Methodean Probegenommenwurde,genauso
behandeltwie ProbeundamEndederAufreinigungundMessungdie Wieder�n-
dungbestimmt.AußerdemwurdenProbenauseinerstationärenkontinuierlichen
Kultur (D = 0:1h� 1) von Escherichia coli LJ210undmit Standardaufgestock-
te stationäreProbenvermessen.Hierzu wurdedirekt nachder Probenahmeaus
demFermenterebenfalls einede�nierte MengeanStandarddazugegeben(aufge-
stockt).DurchMessungundVergleichmit einernichtaufgestocktenProbe,wurde
auchhierdieWieder�ndungdesStandardsbestimmt.Die im Folgendenbeschrie-
benenMethodensindim AnhangB (abSeite128)dargestellt.
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Für denFormiat-Aufschluss(Methode4, Abb. B.4) wurdendie ZellendurchFil-
trieren(Millipore DuraporeMembran�lter, Porengröße0.2� M) vomMediumab-
getrennt.Mit 2 ml Salinewurdenachgespült.Und die Zellenwurdendannin ko-
chenderAmeisensäureaufgeschlossen.Der VorgangderProbenahmedauertebis
hierheretwa20 Sekunden.NachNeutralisation,ZentrifugationundGefriertrock-
nung(GerätLyovacGT2,danachlösenin 1.5ml Aquadest.)erfolgtedieMessung
[95]. DasAbstoppendesZellmetabolismussolltehier durchraschesNachspülen
desFilters mit eiskalterSalineerreichtwerden.DiesesVerfahrenist kritisch zu
bewerten,daeszumeinenrechtlangedauert,gemessenandenturn-over-Zeiten
undzum anderenbei tiefen Temperaturenum denGefrierpunktnochEzymakti-
vität vorhandenseinkann,wie in einerStudie(Kapitel 4.2.1.1)gezeigtwerden
konnte.DesWeiterenwarendie Ergebnissestark schwankendund schlechtre-
produzierbar. AuchkonnteeinZersetzenspeziellderphosphoryliertenMetabolite
(PEP, Glc6P, Fru6P)von etwa 50%gezeigtwerden.Aus diesenGründenwurde
dieseMethodenichtweiterverfolgt.

Bei der direktenInjektion in gekühlte,hochkonzentriertePerchlorsäure (35%, -
20� C) erfolgtedasAbstoppendesMetabolismusdurchTemperaturerniedrigung
und gleichzeitigeDenaturierungder Enzyme(Methode9, Abb. B.9). Eine gute
DurchmischungwurdedurchsofortigesSchüttelngewährleistet.DieMischtempe-
raturbetrugetwa +5� C. Der Zellaufschlusswurdedurchdrei Gefrier-Tau-Zyklen
realisiert.Hierzu wurdendie bei -20� C gefrorenenProbenin ein Eisbad(+1� C)
gestelltund durchständigesSchüttelnin etwa 20 Minuten aufgetaut.Daraufhin
wurdendieProbenwiederbei-20� C eingefroren.DanachwurdedieProbeneutra-
lisiert undvermessen.Nachteilebei dieserMethodesind,dassdie Temperaturer-
niedrigungwegendesMischungsverhältnissesPerchlorsäure/Probenicht schnell
genugerfolgt und relativ viele Bearbeitungsschrittezu einemhohenFehlerfüh-
ren.EineÄnderungdesMischungsverhältniswird durchdasbei derNeutralisati-
onanfallendePerchloratverhindert.Standardmessungenhabengezeigt,dassetwa
80% desvorgelegtenPEPzersetztwurden,währendPrv zu nahezu100%wie-
dergefundenwurde.Vor allemausdiesemGrundwurdedie Methodeverworfen.
DesweiterenstörtedasanfallendePerchloratdie enzymatischeBestimmungder
Metabolite,was auchdurch Zentrifugierennicht vollständigverhindertwerden
konnte.

WenigerkonzentriertePerchlorsäure(7%)wurdein Verbindungmit dreiGefrier-
Tau-Zyklenebenfalls zum Zellaufschlussverwendet.DasAbstoppendesMeta-
bolismuserfolgtehierbeidurchZugabeder Probein ein auf Trockeneis(-70� C)
stehendesReagenzglas(Methode5, Abb. B.5).NachAuftauenbei0� C (in 30Mi-
nutenim Eisbadbei+1� C, unterstütztdurchSchütteln)wurdedieProbezehnMi-
nutenzentrifugiertunddanachwurdendie Zellenmit derPerchlorsäureversetzt.
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Metabolit cN ieder schlag [�mol =gTS] cUeberstand [�mol =gTS]
Prv 0.4 1.0
PEP 0.6 3.5

Glc6P 0.1 0.6

Tabelle4.1: Verteilung verschiedenerMetabolite zwischenNiederschlagund
Überstandnach Quenchingin gekühltemMethanol (-70� C) und
Aufschlussmit Perchlorsäure(7%)

Auf dieseWeiseist ein AbtrennenderZellenvom Mediummöglich.Allerdings
war die Zeit für dasZentrifugierenzu lange,wie der Studiezur Enzymaktivität
bei tiefenTemperaturen(Kapitel4.2.1.1)zuentnehmenist.

Nach Quenchingder Zellen in ein auf TrockeneisstehendesReagenzglaswur-
dendieZellenauchdurchKochenin TRIS/EDTA aufgeschlossen[95, 139].Trotz
derbereitsbeschriebenenProblemefür dasQuenchingwurdenin derstationären
Kultur Wertefür 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) gemessen,die im Bereichder Litera-
turwerteliegen.Bei mit StandardaufgestocktenProbenkamesjedochzu einem
VerlustdesaufgestocktenStandards.Ein Teil desPEPkonntedabeiwährenddes
KochenszuPrv dephosphoryliertwerden.

Nach demQuenchingim Reagenzglasauf Trockeneiswurdeauchder Zellauf-
schlussmit einemEthanol(75%)/ HEPES(0.25M, pH 7.5)-Gemisch untersucht
[45]. Die Ergebnissewarenkaum reproduzierbarund warenmit jeweils 0.4 �
0.2 � mol/gTSfür PEPund Prv sehrniedrig.Die Methodewurdefür die Meta-
bolitedeszentralenStoffwechselsverworfen,wurdeaberfür diecAMP-Analytik
verwendet,dahiereinegetrennteBestimmungvonintra-undextrazellulärerKon-
zentrationerforderlichist (Kapitel4.2.1.5).

DerselbeAufschlussmit Perchlorsäure (7%) wurdeauchnachQuenchingin ge-
kühltem Methanol (-70� C) überprüft.Nach Zentrifugation(-20� C) wurdendie
Zellen mit Perchlorsäureund drei Gefrier-Tau-Zyklen(Methode10, Abb. B.10)
aufgeschlossen.NebenderaufwendigenAufarbeitungstelltderin Methanolstatt-
�ndende Zellaufschlussein wichtigesProblemdar. NachdemQuenchingbe�n-
densichetwa50- 80%derMetaboliteim Überstand(Tab. 4.1).Bei dieserMetho-
de blieb dagegender wie ProbebehandelteStandardzu circa95%erhalten.Die
Metabolitebliebenauchim gekühltenMethanolstabil (Methode8, Abb. B.8).
EinedirekteMessungim Methanol-Überstandwar wegeneinererheblichenStö-
rung (Trübung)der enzymatischenReaktiondurchdasMethanolnicht möglich.
Da im stationärenZustandder Zucker-limitierten kontinuierlichenKultur weder
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Zellen Lebendzellzahl[%]
unbehandelt 95

Quenchingmit Methanol(-70� C, 100%) 5
Quenchingin Reagenzglas(-70� C) 90

Tabelle4.2: Vergleich der Lebendzellzahlenvon Escherichia coli LJ210
aus einer stationärenkontinuierlichen Kultur nach verschiede-
nenQuenching-Methodenbei -70� C, ermittelt durchFärbung mit
Acridin-Orange

PEPundPrv, nochGlc6Pextrazellulärgefundenwurden,warendie hohenMeta-
bolitkonzentrationenim ÜberstandnachQuenchingdemZellaufschlussoderHer-
ausströmenausderZelle zuzuschreiben.Auch zur MessungderGesamtkonzen-
trationwardieMethodewegensehrschlechterReproduzierbarkeit nichtgeeignet.

DasGleichegilt für KochenderProbein einemEthanol(75%)/ HEPES(0.25M,
pH7.5)-GemischnacherfolgtemQuenchingin gekühltemMethanol(Methode11,
Abb. B.11).Die Reproduzierbarkeit ist sehrschlecht.Die Färbungmit demVitali-
tätsfarbstoff Acridin-Orange[67,150]zeigtebeiZellennachMethanol-Quenching
etwa 95%toteZellen im Gegensatzzu etwa 5% bei derunbehandeltenKontrol-
le (Tab. 4.2). Für dasQuenchingder Zellen in einemauf Trockeneisstehenden
Reagenzglaswurdenetwa 10%antotenZellenfestgestellt,sodassdieseArt des
Quenchingsdurchausin Betrachtgezogenwerdenkann.

Als geeignetsteMethodeerwiessich die direkteInjektion der Probein kochen-
desEthanol (75%) / HEPES(0.25 M, pH 7.5)-Gemisch, Inkubierenbei +90� C
und Lyophilisieren(Methode1, Abb. B.1). Hierbei wurden5 ml desEthanol-
Puffer-Gemischesbei +95� C im Wasserbadfür zwei Minuten vorinkubiert.Das
GemischerreichtedabeieineTemperaturvon etwa +80� C. DasReagenzglasmit
demGemischwurdeherausgenommen,schnellaußenabgetrocknetundgewogen.
Danachwurdenetwa2 ml ProbezugegebenunddasexakteVolumenmittelsWaa-
gebestimmt.DasGemischwurdenunfür vier Minuten im Wasserbadinkubiert.
Danacherfolgte Abkühlen im Eisbadauf 0� C für 10 Minuten. Nach Zentrifu-
gierenfür 5 Minutenbei +1� C, wurdederÜberstandabgenommen,lyophilisiert
und in 1.5 ml Aqua dest.resuspendiertunddie Probegemessen.DiesesVerfah-
ren beruhteauf einervon Gonzaleset al. für Hefe angewandtenMethode[45].
Der wie ProbebehandelteStandardwurdebei Prv zu 95%undbei PEPzu 80%
wiedergefunden,sieheauchTab. 4.4.Die Wieder�ndungbei mit Standardaufge-
stocktenProbenbetrugfür Prv80%undfür PEPetwa70%,dasheissteinTeil der
MengedieserMetabolitewurdewährendderProbenahmedurchdie Zellenoder
Zellbestandteileumgesetzt,bzw. der Messungentzogen.Da bei dieserMetho-
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de nur die Gesamtkonzentrationender Metabolitebestimmtwerdenkonnten,ist
sie für Batch-Fermentationenund Schüttelkolben-Experimenteungeeignet(Ka-
pitel 2.1.5).Sie kannaberfür kontinuierlicheZucker-limitierte Fermentationen
angewendetwerden,da hier Prv und PEPextrazellulärnur in geringenKonzen-
trationenvorliegenunddiesdeshalbvernachlässigtwerdenkann(Kapitel 2.1.5).
Bei der Probenahmekühlte dasGemischfür etwa 10 Sekundenbis auf 65� C,
wurdeaberdannüber80� C gehalten.Die gegenüberderOrginalarbeit[45] leicht
verringerteEthanolkonzentration(58%,statt>66%)beein�usstedie Messergeb-
nissenicht.FürdiekontinuierlicheKultur ergabensichbeieinerVerdünnungsrate
von D = 0:1h� 1 stationäreKonzentrationenvon 0.65� 0.15 � mol/gTSfür Prv
und1.4� 0.15� mol/gTSfür PEP, die im BereichderaufgeführtenLiteraturwerte
liegen.Die weiterenErgebnissewerdenin Kapitel4 (abSeite84)dargestellt.

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

Zur ÜberprüfungdesModells für die Glykolysesind Messungenvon weiteren
Glykolyse-Metabolitenunabdingbar[153]. EswurdenGlc6P, Fru6PundFruaus-
gewählt.Die Analytik ist aberauchaufweitereMetaboliteausweitbar.

Veröffentlichte intrazellulär e Glc6P- und Fru6P-Messungenfür Escherichia
coli. Bhattacharyamaßin gehungertenZellen nachGlucose-Pulsmittels einer
Extraktionsmethodemit kochendemWasserundHPLC-Analytik für Glc6Pzwi-
schen0.35mM (vor demPuls)und1.03mM (nachdemPuls)[12]. Lowry et al.
stopptendenZellmetabolismusnachFiltration auf Trockeneisundschlossendie
Zellenmit PerchlorsäureundEDTA auf. Siemaßenfür Zellenausderexponen-
tiellen Phase,die auf Glucosegewachsenwaren,etwa 0.8 mM und für Acetat-
gewachseneZellenzwischen0.2mM und0.5mM [93, 55]. MosesundSharpma-
ßenfür verschiedeneC-Quellenzwischen1.1 und 3.2 mM [111]. Quenchingin
�üssigemStickstoff undanschließendesKochenin TRIS/EDTA ergabfür densta-
tionärenZustandeinerkontinuierlichenFermentationeineGlc6P-Konzentration
von 3.5mM [139], bzw. 0.3mM [146].

Für intrazelluläresFru6Pwurdenmit denobenaufgeführtenMethodenfolgende
Werteangegeben:0.64mM (vor demPuls)und0.91mM (nachdemPuls)[12],
0.34mM für Glucose-gewachseneZellenundzwischen0.1mM und0.7mM für
Wachstumauf diversenC-Quellen[93, 55], zwischen0.02und1.3 mM für ver-
schiedeneC-Quellen[111] und0.6mM für einestationärekontinuierlicheKultur
[139].
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Methodenentwicklung. Die Methodenentwicklungwurdeanalogzu denPEP-
und Prv-Methoden(Kapitel 4.2.1.2)durchgeführt,allerdingsnicht in derselben
Ausführlichkeit. EsergabensichnahezudieselbenErgebnisseundSchlussfolge-
rungen,auf derenausführlicheDarstellungdaherverzichtetwird. Einige interes-
santePunktesollenabererwähntwerden:

Extrazellulärliegt in der stationärenkontinuierlichenKultur, dasheisstbei ei-
ner konstantenVerdünnungsratevon D = 0:1h� 1, wederGlc6P, noch Fru6P
vor. Die Wieder�ndungdesaufgestocktenStandardsin Proben,die direkt in ko-
chendesEtOH/HEPES-Gemischinjiziert wurden(Methode1, Abb. B.1), beträgt
85%für Glc6Pund90%für Fru6P, sieheauchTabelle4.4.NachdemAufschluss
mit Ameisensäure(Methode4, Abb. B.4) konntenfür Glc6PintrazelluläreKon-
zentrationenvon 1.2 - 2 mM und für Fru6Pvon 0.5 - 1.1 mM bestimmtwer-
den.Für denEtOH/HEPES-,sowie denPCA-AufschlussnachProbenahmeim
Reagenzglasauf Trockeneis(Methoden11 und 5, Abb. B.11 und B.5) und den
EtOH/HEPES-AufschlussnachQuenchingin Methanol(Methode11,Abb. B.11)
konntenwederGlc6P noch Fru6Pnachgewiesenwerden.Mit dem Aufschluss
mittels TRIS/EDTA wurdenfür Glc6PKonzentrationenvon etwa 2 mM gemes-
sen,wobeiderNachweisdesaufgestocktenStandardszu80%gelang.Die Fru6P-
Messung(ProbeundAufstockung)war unsicher. Die Methodeist für Glc6Pge-
eignet.

4.2.1.4 Zusammenfassungder Methodenentwicklungfür die Glykolyse-Metabolite

In Tabelle4.3sindalleuntersuchtenMethodenunddiejeweiligenrelevantenFeh-
lerquellendargestellt.FürdasAbstoppendesZellmetabolismuserwiesensichdie
Injektion in gekühltesMethanol (100%, � 70� C) wegen der auftretendenZell-
lyse und der schlechtenReproduzierbarkeit und Filtrationsmethodenwegendes
zu langsamenQuenchingsals ungeeignet.Geeignetist dasQuenchingin einem
auf TrockeneisstehendenReagenzglas.Wird dieseMethodeallerdingsmittels
Zentrifugierenbei 0� C zum Abtrennender Biomasseverwendet,ist sie wegen
der Enzymaktivität bei 0� C zweifelhaft.WeiterevorgeschlageneVerfahrenzur
Biomasseabtrennungwie FiltrierenoderdirektesZentrifugierensindebenfalls zu
langsam.DasMethanol-Quenchingentfällt wegender erwähntenZelllyse. Aus
diesenGründenwurdeMethode1 (DirekteInjektionin kochendesEtOH/HEPES,
Abb. B.1) trotz deserwähntenNachteils,dasskeineTrennungin intra-undextra-
zelluläreKonzentrationmöglichist, verwendet.Die Wieder�ndungderverschie-
denenMetabolite(Standards),auchin aufgestocktenstationärenProben,ist in
Tab. 4.4zusammengefasst.EineWieder�ndungvon100%hieße,dassdiegesamte
eingesetzteStandardmengeamEndederBehandlungnachgewiesenwerdenkann.
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Methode Fehlerquellen
(4) Filtrieren, Kochen in
Ameisensäure

Zu langsamesQuenching,schlechteRe-
produzierbarkeit,DenaturierungvonPEP,
G6P, F6P

(9) Injektion in 35%-PCA
(� 20� C)

Zu langsamesQuenching,viele Bearbei-
tungsschritte,Denaturierungvon PEP

(5) GekühltesRggl.(� 70� C),
Aufschlussmit PCA

Enzymaktivität bei 0� C, viele Bearbei-
tungsschritte

(3) GekühltesRggl.(� 70� C),
AufschlussdurchKochenmit
TRIS/EDTA

Enzymaktivität bei 0� C,Verlust des auf-
gestocktenStandards

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

Enzymaktivität bei 0� C

(10) Gekühltes Methanol
(� 70� C), Aufschluss mit
PCA

Zellaufschluß,vieleBearbeitungsschritte,
schlechteReproduzierbarkeit

(11) Gekühltes Methanol
(� 70� C), Aufschluss mit
kochendemEtOH/HEPES

Zellaufschluß,schlechteReproduzierbar-
keit

(1) Injektion in kochendes
EtOH/HEPES

ExtrazellulärvorliegendeMetabolite(Ge-
samtmessung)

Tabelle4.3: Methodenzur Analytik intrazellulärerMetabolite mit relevanten
Fehlerquellen,wie im Text erläutert.Die Nummerierungentspricht
derReihenfolgeim 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�ndungvonStandardsverschiedenerMetaboliteundaufsta-
tionäre ProbenaufgestocktemStandardnach vierminütigemKo-
chenin Ethanol/HEPES(Methode1, Abb. B.1)

Bei einerWieder�ndungvon 90%gehenalso10%verloren.Die Wieder�ndung
ist ausreichendhoch.

4.2.1.5 ZyklischesAdenosin-Monophosphat(cAMP)

Zur BestimmungdeswichtigenAlormonsodersekundärenSignalstoffs (second
messenger)cAMP wurdenmehrereVerfahrenzumAbstoppendesZellstoffwech-
selsundzurTrennungderZellenvomumgebendenMediumgetestet.DieseSchrit-
tederProbenahmesindauchfür cAMP kritisch.Esist nichtbekannt,wie dieRe-
gulationdesintrazellulärencAMP-Spiegelsdurchgeführtwird. Deswegenwurde
auchhierversucht,einmöglichstschnellesAbstoppendesMetabolismuszureali-
sieren.Dabis zu 95%descAMP extrazellulärvorliegt [30, 102], musseinesorg-
fältigeTrennungderZellenvomMediumerfolgen,umdiefür dieRegulationsvor-
gängeentscheidendeKonzentrationanintrazelluläremcAMP exaktbestimmenzu
können.Auch für denAufschlussderZellensowie die AufarbeitungderProben
wurdenmehrereVerfahrengetestet.

Veröffentlichte Methoden. Epsteinetal.gewinnenÜberständedurchFiltration
oderdurchAbkühlenderKultur undZentrifugation.Der intrazelluläreGehaltan
cAMP wird nachFiltration mit Filtern der Porengrösse0.65 � m und Extraktion
durchKochenin 0.2N Schwefelsäurebestimmt[30]. Die von derGruppeFeren-
ci publiziertenErgebnissemit cAMP-Messungen[116, 117]entstandenaufgrund
von direkterFiltration ausder Chemostat-Kultur. Der Filter mit denZellenwird
sofort in eisgekühltesEthanol(60%)überführtunddasEthanolvor derMessung
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abgezogen.ÜberständewertewurdendirektausdemFiltrat bestimmt[117].Taka-
hashietal. undInadaetal. bestimmendieextrazelluläreKonzentrationausÜber-
ständen,diesienachzweiminütigemZentrifugierengewinnen[152, 57]. Hogema
etal. habenmehrereMethodenfür dasQuenchingverglichen:Zentrifugieren,Fil-
trieren und Quenchingin kaltem Methanol.Als zuverlässigsteMethodeerwies
sichFiltrierendurchGlassfaser�lternundKochenin Ameisensäure[52, 51].

Veröffentlichte cAMP-Messungen. Für intrazelluläreMessungenausder ex-
ponentiellenPhaseeinerSchüttelkolbenkulturwerdenWertezwischen0.7- 5 � M
[51], 0.3- 2.5� M [30] und15� M [116] angegeben.FürextrazelluläreWertewur-
deebenfalls ausderexponentiellenPhaseeinesSchüttelkolbenversuchs220 � M
gemessen[116]. Die cAMP-Exkretionist mit der intrazellulärenKonzentration
korreliert[30].

Überprüfung verschiedenerMethoden. Gemessenwurde in einer Sucrose-
limitierten stationärenChemostat-Kultur mit der VerdünnungsrateD = 0:1h� 1.
Methode3 (TRIS/EDTA, Abb. B.3) [139] erlaubtnur eineBestimmungder Ge-
samtkonzentrationundscheidetausdiesemGrundaus.Der gemesseneWert für
die stationäreChemostat-Kultur beträgt150 � M. Methode4 (Formiat-Methode,
Abb. B.4) [52] liefertefür die intrazelluläreKonzentrationderstationärwachsen-
denKultur: 12� 5 � M. Aufgrunddesrelativ hohenWertsundvorallemdergroßen
StreuungwurdedieseMethodenicht weiterverfolgt. Methode2 (Trockeneisbad,
Ethanol/HEPES,Abb. B.2)basiertaufderAufschlussmethodevonGonzales[45],
ergänztum eineneueQuenching-Methode.Die Probewird in ein auf Trocken-
eisstehendesReagenzglasinjiziert undgefriert innerhalbvon etwa20 Sekunden.
NachAuftauenim Eisbad(Daueretwa 20 minuten,unterstütztdurchständiges
Schütteln)wird die Probebei +1� C zentrifugiertunddererhalteneNiederschlag
durchZugabevon5 ml kochendemEthanol/HEPES-Gemisch(s.Methode1) auf-
geschlossen.NachvierminütigemInkubierenund Abkühlen im Eisbad(10 Mi-
nuten),wird der Überstanddurch Zentrifugierengewonnenund vermessen.Es
tritt bei dieserMethodekeine Zelllyse auf [161]. Ein kritischer Punkt war die
vollständigeAbtrennungder extrazellulärenFlüssigkeit (Auswischenmit einem
Tuch) nachdem Zentrifugieren.Die Wieder�ndung deseingesetztenStandards
betrug90%- 100%.Für die intrazellulärecAMP-Konzentrationder Chemostat-
Kultur vonE. coli LJ210ergabsich4.0� 0.8nmol/gTS(1.7� 0.3� M). Fürdieex-
trazellulärecAMP-KonzentrationunterdiesenBedingungenergabsich 286� 59
nmol/gTS(120� 25 � M). BeideWerte lagenim Bereichder obenaufgeführten
Literaturwerte.Die intrazelluläreKonzentrationerhöhtesich bei Zugabeextra-
zellulärenStandards,was daraufhindeutete,dassca. 0.2% desMediumsbeim
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Trocknennicht entferntwird, wasbei diesenKonzentrationsverhältniskaumins
Gewicht fällt. In einerexponentiellauf SucrosewachsendenSchüttelkolbenkul-
tur von E. coli LJ210wurdeein geringererWert gemessen(1.7nmol/gTS)[161],
wasaberdamitübereinstimmte,dassbeihöherenWachtstumsrateneingeringerer
cAMP-Gehalterwartetwird [122]. AufgrunddergutenErgebnissemit Standards
wurdeMethode2 (Abb. B.2) für die cAMP-Messungenin dieserArbeit verwen-
det.

4.3 Stationärekontinuierliche Kultur

Für die stationärekontinuierlicheKultur von Escherichia coli LJ210wurdendie
Konzentrationenvon Scr, PEP und Prv, sowie der Phosphorylierungsgraddes
EIIACr r und die Konzentrationvon cAMP bestimmt.Stationärmeint hier im
biverfahrenstechnischenSinn eineFermentationskultur, die bei einerde�nierten
Wachstumsratekonstantwächstundnichtwie im biologischenSinneeine“nicht-
wachsende”Kultur. Die gemessenenWertesinddie für die ValidierungdesPTS-
Modells wichtigen Eingangs-und Ausgangsgrößen.Der Fermentationsprozess
wurdedabeimit denVerdünnungsratenD = 0:1 � 0:4h� 1 betrieben.Diesent-
sprichtGenerationszeitenvon415und104Minuten.NachderÄnderungderVer-
dünnungsratewurdedasErreichendesneuenstationärenZustandsdurchVerfol-
gungderAbluftkonzentrationenvonSauerstoff undKohlendioxid,sowie derBio-
massekonzentrationkontrolliert.Die gemessenenWertewurdenmit dendurchdas
Modell errechnetenWertenin Abb. 4.5undAbb. 4.6dargestellt.

Die stationäre(konstante)intrazelluläreKonzentrationvon PEPnimmt mit stei-
genderVerdünnungsrateD zu, erreichtbei D = 0:2h� 1 (Generationszeit108
Minuten) ihren Maximalwert und fällt danachwiederleicht ab,wohingegendie
Pyruvatkonzentrationenbei steigenderVerdünnungsratestetigzunimmt,bis bei
dermaximalenuntersuchtenVerdünnungsratevon D = 0:4h� 1 (Generationszeit
415Minuten)eineintrazelluläreKonzentrationvon [Prv] = 3:3[�mol =gTS] er-
reicht wird (Abb. 4.5). Dies erscheintdurcheinendeutlichgrößerenFlussvom
PEP wegen der erhöhtenPTS-Transportrateplausibel.Beide Verläufe werden
vom Modell ausreichendgut beschrieben,was daraufhinweist, dassVerände-
rungender Enzymkonzentrationentatsächlichkaum eine Rolle spielen,wie in
Kap. 3.3 diskutiert.Bei sehrhohenVerdünnungsraten(D = 0:4h� 1, Generati-
onszeit415 Minuten) kommt esallerdingszu größerenAbweichungen,speziell
bei der PEP-Konzentration,wobei hier dochVerschiebungenim metabolischen
Netzwerkdurch veränderteGenexpressioneine Rolle spielenkönnen.Die ex-
trazelluläreSucrosekonzentrationsteigtebenfallsmit steigenderVerdünnungsrate
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an,wasauchdurchdasModell wiedergegebenwird (Abb. 4.5).DerAnstieg wird
vom Modell wenigersteil berechnet,als im Experimentgemessen,wobei diese
MessungenallerdingswegenProblemenin der Prozessführungstarkfehlerbela-
stetsind(Kap.2.1.5).

Das PTS-AusgangssignalPhosphorylierungsgraddes EIIA Cr r nimmt mit stei-
genderVerdünnungsrateund damit niedrigeremPEP:Prv-Verhältnisund erhöh-
ter Sucrosekonzentrationwie erwartetab (Abb. 4.6).DurchdenerhöhtenTrans-
port werdendemPTSvermehrtPhosphorylgruppenentzogenundein niedrigerer
stationärerPhosporylierungsgradstellt sichein. GegenübereinemPhosphorylie-
rungsgradvon etwa 70% bei D = 0:1h� 1 und D = 0:2h� 1, erhält man für
D = 0:3h� 1 etwa 40% und für D = 0:4h� 1 praktisch0%. Bei dieserhohen
TransportratesinddemSystemandieserStelleallePhosphorylgruppenentzogen.

Die intrazelluläreKonzentrationdessecondmessengercAMP nimmtmit steigen-
derVerdünnungsrateunddamitbessererSubstratversorgungderZelle ab,wobei
simulierterundgemessenerVerlaufnichtübereinstimmen.DieskanneinHinweis
daraufsein,dassdie EIIA Cr r -Phosphorylierungnicht daseinzigeregulatorisch
wirkendeSignalfür dieAdenylatzyklaseist, wie bereitsvermutet[53, 125,152].

4.4 Pulsexperiment

Die stationärekontinuierliche,auf SucrosewachsendeKultur (D = 0:1h� 1) von
E. coli LJ210 wurde durch pulsförmigeErhöhungder extrazellulärenSucrose-
konzentration(eScr)ausdem stationärenZustandausgelenktund die Reaktion
desSystemsdurch Messungwichtiger Zustandsgrößen(Metabolitkonzentratio-
nen)verfolgt. Die Kultur befandsichbei einerstationärenSucrosekonzentration
von etwa 1mg=l = 3�M im induziertenZustand.Die Anregungwurdedurch
Zugabeeinerde�niertenMengekonzentrierterSucrose-Lösungbiszu einerEnd-
konzentrationvon 0:3g=l erreicht.Da die Art der Anregungdem in der Rege-
lungstechnikgebräuchlichenVerfahrenderCharakterisierungdesÜbertragungs-
verhaltenseinesSystemsdurchAnregungmit demTestsignalImpulsähnlichist,
wird hierebenfallsderBegriff Pulsexperimentverwendet.

In Abb. 4.7und4.8sinddiegemessenenundsimuliertenZeitverläufedargestellt.

In Abb. 4.7 obenerkennt man die sprunghafteErhöhungder Sucrose-Konzen-
tration,welcheim Verlaufvon etwa 200s wiederverbrauchtwird. Esstelltesich
dannderselbestationäreWert von [eScr] = 1:2mg=l = 3:3�M wiederein wie
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vor derStörung.Innerhalbdiesesrelativ kurzenZeitintervalls könnenregulatori-
scheEffekteaufEbenederGenexpressionvernachlässigtwerden.DerPulskonnte
in allengemessenenundsimuliertenZustandsgrößenverfolgtwerden.Soist dies
in Abb. 4.8obenfür die in derGlykolysefrüh auftretendenintrazellulärenMeta-
bolite Glc6P, Fru und Fru6Pgut zu erkennen.Glc6Pund Fru6Pwurdenjeweils
ausihrem stationärenZustandausgelenkt,erreichtenfür die Zeit der Zuckersät-
tigung ein neuesstationäresNiveauund kehrtendannnachdemVerbrauchder
Sucrosewiederin denfrüherenstationärenZustandzurück.Für die intrazellulä-
re FructoseFru wurdeein ähnlicherVerlaufsimuliert.Die streuendenMesswerte
könntenallerdingsauchdurchandereVerläufebeschriebenwerden.In Abb. 4.8
untenist eineguteÜbereinstimmungvon ExperimentundSimulationfür Prv zu
erkennen.Der Phosphoryl-DonorPEPwurdedurchdenerhöhtenAb�uss durch
dendeutlicherhöhtenTransportstarkvermindertundnimmt für dieseZeit einen
stationärenWertvon[PEP] � 1�mol =gTS ein,derabernochdeutlichüberNull
liegt. Dasin der Simulationzu erkennendeÜberschwingenbei der Rückkehr in
denstationärenZustandkonnteso im Experimentnochnicht nachgewiesenwer-
denund könnteauchauf einenstrukturellenFehlerim Modell, zum Beispiel in
derBeschreibungderAb�üsse in die Biosynthese,hindeuten.

In Abb. 4.7 untenist die KonzentrationdesPTS-ProteinsEIIA Cr r in nichtphos-
phorylierterForm dargestellt.DiesewurdebestimmtausdemgemessenenPhos-
phorylierungsgraddesProteinsunddemin der LiteraturvorhandenenMesswert
für die Gesamtkonzentrationvon [EI I ACr r ]t = 0:1�mol =gTS [132]. EIIA Cr r

befandsichwährenddererhöhtenSucrosekonzentrationkomplettim dephospho-
ryliertenZustand.DiesermöglichteinenerhöhtenInduktorausschlussüberEIIA Cr r

undführtzueinerverringertencAMP-ProduktiondurchdieAdenylatzyklaseCyaA.
Die intrazelluläreKonzentrationancAMP nahmsprunghaftabundstieg nachEn-
dederPulsphasewiederaufdenfrüherenstationärenZustand.

Die simuliertenTrajektorienbeschreibendie gemessenenZeitverläufegut. Auf-
grundderzahlreichenMessungenkonntenetwa12ParameterdesModellsidenti-
�ziert werden,die in AnhangA enthaltensind.

4.5 Sprungexperimente

WährendderkontinuierlichenProzessführungmit derVerdünnungsrateD = 0:1h� 1

(Generationszeit415Minuten,stationäreSucrosekonzentration1mg=l) wurdedie
sich im stationärenZustandbe�ndliche Kultur durchsprunghafteErhöhungder
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Abbildung 4.9: SprunghafteErhöhungder Verdünnungsratevon D = 0:1h � 1

(Generationszeit415Minuten,stationäreSucrosekonzentration
1mg=l) auf D = 0:2h� 1 (Generationszeit208 Minuten, sta-
tionäreSucrosekonzentration3mg=l) zum Zeitpunkt t = 0h.
Verlauf der intrazellulärenMetaboliteGlc6P, Fru6P, PEPund
Prv, sowie der MakromoleküleDNA und RNA und desPhos-
phorylierungsgrads von EIIA Cr r im Zeitfensterbis6 h.

Verdünnungsrateauf D = 0:2h� 1 (Generationszeit208Minuten,stationäreSu-
crosekonzentration3mg=l) zum Zeitpunkt t = 0h gestört.Die Art der Anre-
gungist demin der RegelungstechnikgebräuchlichenVerfahrender Charakteri-
sierungdesÜbertragungsverhaltenseinesSystemsdurchAnregungmit demTest-
signalSprungähnlichundwird hier, wie in derBioverfahrenstechniküblich, als
D-Sprungbezeichnet.Bis zur EinstellungeinesneuenstationärenZustandswur-
dendie Zeitverläufewichtiger Metaboliteund Makromolekülegemessenund in
Abb. 4.9im Zeitfensterbis6h undAbb. 4.10im Zeitfensterbis0:5h dargestellt.

Am VerlaufderintrazellärenMetaboliteist zuerkennen,dassvor Erreicheneines
neuen(verändeten)stationärenZustandseineÜbergangsphasevon etwa 2 bis 4
Stundendurchlaufenwurde.Diesgilt auchfür dieDNA- undRNA-Konzentrationen.
DerneuestationäreZustandwaralsodurcheineveränderteMakromolekülzusam-
mensetzungder Zelle gekennzeichnet.Allerdings bleibt in zukünftigenExperi-
mentenzu klären,welchenEin�uss eineeventuelleÄnderungderZellgrößehat.
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Abbildung 4.10:SprunghafteErhöhungderVerdünnungsratevon D = 0:1h � 1

(Generationszeit415 Minuten,stationäreSucrosekonzentrati-
on 1mg=l) auf D = 0:2h� 1 (Generationszeit208 Minu-
ten, stationäreSucrosekonzentration3mg=l) zum Zeitpunkt
t = 0h. Verlauf der intrazellulärenMetabolitePEPund Prv,
sowie desPhosphorylierungsgradsvonEIIA Cr r im Zeitfenster
bis0.5h.

Die NeusynthesederMakromoleküleist im mathematischenModell bisjetztnicht
vorgesehen.Für die stationärenZuständeder modelliertenMetabolitestimmten
die Simulations-undexperimentelleErgebnisseaberüberein(Abb. 4.5), ebenso
wie für denqualitativenVerlauf der PhosphorylierungsgradesdesEIIA Cr r (Da-
ten nicht gezeigt).Der Phosphorylierungsgradwar für einenZeitraumvon etwa
0:1h um etwa 20% verringertundkehrtedanachpraktischwiederauf denWert
bei D = 0:1h� 1 zurück.Für dennicht gezeigtenSprungvon D = 0:1h� 1 auf
D = 0:4h� 1 sprangderPhosphorylierungsgradbereitsvor demerstenMesswert
(15 s) auf Null und verändertesich dannnicht mehr. Durch denstarkerhöhten
Transportwurde der Phosphoryl-PooldesPTS komplett entleert.Dies war bei
D = 0:2h� 1 nicht zubeobachten.

Insgesamtwar die schnelleDynamik der Phosphoryl-EntleerungdesPTSbeim
D-Sprungvergleichbarmit dem Puls-Experiment(Kap. 4.4) und die langsame
DynamikderGenexpressionmit demverwendetenModell nicht zu beschreiben.
Dieskannin zukünftigenArbeitenin einemGesamtzellmodellmit detaillierterer
BeschreibungderBiosyntheseerfolgen.

4.6 Fütterungsstop-Experimente

Beim Fütterungsstop-Experimentwurdeebenfalls ausgehendvon derstationären
Kultur bei D = 0:1h� 1 der Zulauf abgestelltund nach4 Minuten (0.067Stun-
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Abbildung 4.11:Fütterungsstop-Experiment.Ausgehendvon der stationären
Kultur beiD = 0:1h� 1 wird bei t = 0h derZulauf abgestellt
und nach4 Minuten (t = 0:067h) wiederangestellt.Darge-
stellt sind gemessene(Punkte)und berechnete(Linien) Ver-
läufederexternenSucrosekonzentrationeScr, sowie desPhos-
phorylierungsgradsvon EIIA Cr r .

den)wiederangestellt.DerSauerstoffpartialdruckin derLösung,pO2, nahmdabei
sprunghaftzu und�el nachEinschaltendesFeedingswiederauf denstationären
Wert derkontinuierlichenKultur (Datennicht gezeigt).DieserVersuchkannda-
herauchals“InverserPuls”bezeichnetwerden,im Gegensatzzumbeschriebenen
Sucrose-Puls-Experiment(Kap.4.4),dereinspiegelbildlichespO2-Signallieferte.

DiegemessenenundberechnetenZeitverläufederexternenSucrose-Konzentration
eScr, sowie desPhosphorylierungsgradesvon EIIA Cr r sindin Abb. 4.11gezeigt.
Die Sucrosekonzentrationwar mit denverwendetenanalytischenMethodenim
mg-Bereichnicht zu bestimmen.Der berechneteVerlauf zeigteeinerascheAb-
nahmeder Sucrosepraktischbis auf Null und nachWiedereinschaltendesFee-
dings eine ebensorascheRückkehr auf denstationärenWert. Das PTS-Protein
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EIIACr r lag,währendkeineNährlösungzugeführtwird, komplettphosphoryliert
vor, da die Phosphorylgruppennicht mehrzum Transportbenötigtwerdenund
damitrückstauten.Dieskonnteim Experimentgezeigtwerden,dasauchgutvom
mathematischenModell beschriebenwird (Abb. 4.11rechtsoben).Auchderphos-
phorylierteMetabolit PEPlag währenddesInversenPulsesin einerkonstanten,
eventuellleichterhöhtenKonzentrationvor undkehrtenachbeierneutemFeeding
wiederaufdenstationärenWertzurück.Der in diesemExperimentbestimmtesta-
tionäreWert lag mit 1:8�mol =gTS geringfügigunterdemstationärenWert, der
sich in denübrigenMessungenergebenhat(2:6�mol =gTS) unddamitauchun-
terdemberechnetenWert.VomModell wurdeallerdingseinständigerAb�uss des
MetabolitenunddamiteineEntleerungdesPoolsbeschrieben.Durcheinenbisher
im Modell nichtberücksichtigtenRegulationsmechansimuswird dieKonzentrati-
onvonPEPaufeinemhohenNiveaugehalten.Die physiologischeFunktionkann
sein,dassbei erneutemAuftretenvon SubstratderTransportsofortmit maxima-
ler Geschwindigkeit startenkann.AuchdiesesVerhaltensolltedurcheinGesamt-
zellmodellmit detailliertererBeschreibungderBiosynthesezu beschreibensein.
Auch für denintrazellulärenPool an Prv ergabsich im Modell eineEntleerung,
die im Experimentnichtzubeobachtenwar. EskamnurzueinergeringenAbsen-
kungderKonzentration,diedurcheinenvermindertenFlussvomPEPzuerklären
war. InsgesamtbietetdiesesExperimenteineMöglichkeit in weiterführendenAr-
beitendieVerschaltungvonEinheitendeszentralenKohlenstoff-Metabolismuszu
studieren.

4.7 Sauerstof�imitierung

Zur Untersuchungder VeränderungdesPhosphoenolpyruvat:Pyruvat-Verhältnis
unddesPhosphorylierungsgradesvonEIIA Cr r beiniedrigenGelöstsauerstoffkon-
zentrationenwurdedie stationärekontinuierlicheKultur (D = 0:1h� 1) bei limi-
tierendenSauerstoffpartialdrücken von 5% und 10% der Sättigungvermessen.
Die regelungstechnischeRealisierungdieserprozesstechnischenAufgabewur-
de in Kap. 4.1 beschrieben.Die Kultur wurde nachaerobemkontinuierlichem
Wachstum(mindestensdrei Tage)auf Sucrosesauerstof�imitiert gefahren.Nach
mindestenszwei Tagenwurdendie Messungendurchgeführt.Die Messergebnis-
sesind in Tab. 4.5 zusammengefasst.Mit abnehmendemSauerstoffpartialdruck
in derLösungunddamiterhöhterSauerstof�imitierung ergabsicheineErhöhung
desPEP:Prv-Verhältnisvon 1.6 bei pO2 = 70% zu 2.8 bei pO2 = 5%. Die Ge-
samtmengevon PEPund Prv stieg leicht an.Gleichzeitigerhöhtesich auchder
PhosphorylierungsgraddesEIIA Cr r leicht, währenddie extrazelluläreSucrose-
konzentrationkeinermessbarenVeränderungunterlag.DieseMesswertewurden

109



pO2 [%] PEP[� mol/gTS] Prv [� mol/gTS] PEP:Prv eScr[g/l] Pg.(EIIA) [-]
70 2.5 1.6 1.6 0.002 0.70
10 2.9 1.4 2.1 0.002 0.72
5 3.6 1.3 2.8 0.002 0.76

Tabelle4.5: PEP:Prv-Verhältnis,SucrosekonzentrationundPhosphorylierungs-
grad von EIIACr r in Abhängigkeit der Sauerstoffkonzentration
währendder stationärenkontinuierlichenProzessführung(D =
0:1h� 1).

ebenfalls für die ValidierungderPTS-Kennlinienherangezogen,die im nächsten
Teilkapiteldargestelltist.

Bei Sauerstof�imitierung kommt in E. coli daswie dascrpA-Modulonebenfalls
global wirkendeRegulationssystemArcA/B ins Spiel.Eskommtzu zahlreichen
regulatorischenEingriffen auf der Ebeneder Genexpression.Dies betrifft auch
denzentralenKohlenstoff-Katabolismus[113]. Dies resultiertin einerVerände-
rungderStoff�üsse durchdaszentralemetabolischeNetzwerk[169]. Eskannda-
mit auchzu einerVerschiebungdesPEP:Prv-Verhältnisseskommen,wie im Ex-
perimentgezeigt.AuchdiebeimAerob-Anaerob-Übergangstatt�ndendenlangsa-
mendynamischenProzessemit Zeitkonstantenim Stundenbereichsindbereitsbe-
schrieben[26]. DieexaktemathematischeBeschreibungdieserVorgängeerfordert
die VerschaltungderBiologischenFunktionseinheitenfür dascrpA-Modulonmit
demArcA/B-System.DiesesystembiologischeFragestellungwird in einemnach-
folgendenProjektbearbeitet,wobeiauchnochdasbei Stickstoffmangelwichtige
globaleRegulationssystemNtrB/C miteinbezogenwird.

4.8 Kennlinien-Validierung

Mit denin denvorigenKapitelnbeschriebenenErgebnissenkonntendieberechne-
tenstationärenKennlinienfür dasPTSexperimentellvalidiertwerden.In Abb. 4.12
ist dasKennlinienfelddesPTSaufgetragen.Dargestelltist derPhosphorylierungs-
grad von EIIACr r in Abhängigkeit desPEP:Prv-Verhältnisund der extrazellu-
lärenSucrosekonzentration.Man erkennt,dassdie maximalePhosphorylierung
bei hohemPEP:Prv-VerhältnisundgeringerSucrosekonzentrationerreichtwird.
Im Gegensatzdazuist EIIA Cr r bei geringemPEP:Prv-Verhältnisund hoherSu-
crosekonzentrationpraktischvollständigdephosphoryliert.Die Phosphorylierung
hängtvonbeidenParameternab,wobeibeihohenZuckerkonzentrationenderEin-
�uss desPEP:Prv-Verhältnissehrgeringist.EIIA Cr r ist in diesemFall dephospho-
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Abbildung 4.12:BerechnetesKennlinienfeld(Gl. 3.5) und experimentelleEr-
gebnisse(Punkte)für dasPTS. Dargestellt ist der Phospho-
rylierungsgradvon EIIA Cr r in Abhängigkeit des PEP:Prv-
VerhältnissesundderSucrosekonzentration.
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ryliert. Gleichesgilt für einsehrgeringesPEP:Prv-Verhältnis.Die Zuckerkonzen-
trationist dannhierbeivonuntergeordneterWichtigkeit.Wie hiergutzuerkennen
ist, integriertdasPTSdie EingangssignalevonaußerhalbundinnerhalbderZelle
zueinemAusgangssignal.

Die Punktein Abb. 4.12stellendie gemessenenDatendar. Diesesind ausver-
schiedenenExperimentengewonnenworden und spiegeln verschiedeneStoff-
wechselsituationenwieder. Die SignalübertragungseigenschaftendesPTSin die-
senverschiedenenExperimentenwerdendurchdasModell sehrgut beschrieben.
Die Abweichungder Messpunktevom Kennlinienfeldist gering.Auch die von
Hogema[50] gemessenenDatenlassensich durchdasModell gut beschreiben
(Datennicht gezeigt).

Als entscheidendeModellparametererwiesensichdie Geschwindigkeitskonstan-
ten für die Phosphorylübertragungvon HPr zu EIIA Cr r (k9; k� 9). Aufgrund der
vorhandenenMessinformationüberdenPhosphorylierungsgraddesEIIA Cr r konn-
tendie Parameterfür denZu- undAb�uss zu undvon EIIA Cr r identi�ziert wer-
den.Gegenüberdem von Rohweret al. veröffentlichtenModell [132], wurden
die Geschwindigkeitskonstantenk7; k8; k9; k10 und k� 9 verringertund k� 7 und
k� 8 leicht erhöht,was insgesamteine VerringerungdesFlussesüber dasPTS
bedeutet.Betrachtetmanzum BeispieldenEIIA Cr r -Phosphorylierungsgradvon
70%im stationärenZustandderkontinuierlichenKultur beieinerVerdünnungsra-
teD = 0:1h� 1, sowird diesernundurchdasangepassteModell beschrieben.Mit
denursprünglichenParameternhättesicheinPhosphorylierungsgradunterdiesen
zuckerlimitiertenBedingungenvonnahezu100%ergeben.

Es stehtnun ein detailliertesModell desPTSzur Verfügung,dasexperimentell
gut validiert wurde.DiesesModell kann in Simulationsstudiendazuverwendet
werden,um am Rechnerin silico zu experimentieren,analogzu Experimenten,
wie siederBiologe im Labor in situ durchführenkann.DiesesVerfahrensoll im
folgendenTeilkapitelveranschaulichtwerden.

4.9 Weiterführ endeSimulationsstudien

Über in silico-Experimentelassensich die Ergebnissevon realenExperimenten
im biologischenLabor abschätzen,die zum einenzeitaufwendigund schwierig
durchzuführensind oderzum anderenmit demmomentanenStandder Technik
nicht realisierbarsind.Die VariationderProteinkonzentrationeinesPTS-Proteins
kannüberdieAmpli�kation desentsprechendenGensmittelsgentechnischerMe-
thodenerreichtwerden.Dies ist aberebensoein sehraufwendigerVersuch,wie
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die systematischeAnalysederPTS-vermitteltenChemotaxis,wie sie im zweiten
Unterkapitelgezeigtist. Ein bereitsin dieserArbeit beschriebenesBeispielist die
UntersuchungdesEI-Monomer-Dimer-Zyklus (Kap. 3.2.2),die zeigte,dassder
Zykluswohl nichtbei jederPhosphoryl-Transferreaktiondurchlaufenwird.

4.9.1 Variation der Proteinkonzentrationen

Der Verlauf der berechnetenund experimentellvalidiertenKennlinien,die die
SignaltransduktionseigenschaftendesPTSbeschreiben,hängtnebendenbisher
betrachtenEingangsgrößeneScr, PEPund Prv, auchvon der Gesamtkonzentra-
tion der PTS-Proteineab. DieseAbhängigkeit liefert derZelle eineweitereEin-
griffsmöglichkeit zur AnpassungderSignalübertragungandie jeweiligenBedin-
gungen.Die ExpressionderSubstrat-speziellenEIIs hängtin starkemMaßevon
derKonzentrationdesSubstratsunddesglobalenRegulators,wie cAMP.CrpA ab
[122]. Und auchfür die generellenPTS-ProteineEI undHPr wird einezwei- bis
dreifacheVeränderungihrer Konzentrationin Abhängigkeit verschiedenerKoh-
lenstoffquellenbeschrieben,wobeiaufGlucosedie höchstenKonzentrationener-
reicht werden[103]. Des WeiterenwurdenzahlreicheStudienan gentechnisch
manipuliertenStämmenmit gegenüberdemWildtyp verändertenPTS-Proteinkonzentrationen
durchgeführt[39, 132, 144, 159]. In diesemZusammenhanginteressantist auch
die gentechnischeKonstruktioneinesMultidomänen-Fusionsproteinsaller vier
ProteinedesGlucose-PTS.Die Phosphoryltransfer-Aktivität desgereinigtenFu-
sionsproteinswardrei- bisviermalhöheralsdie eineräquimolarenMischungder
isoliertenProteine[100]. DiesesPhänomenkannin vivo aufgrundvon Komplex-
bildung und damit verbunderlokaler Erhöhungder Proteinkonzentrationeneine
wichtigeRollespielen[132].

Die Abhängigkeit der PTS-Signaltransduktionvon den Proteinkonzentrationen
soll amBeispielderKonzentrationdesTransportersEIIBCScr undihremEin�uss
aufdenPhosphorylierungsgraddesEIIA Cr r erläutertwerden.Die berechneteAb-
hängigkeit ist in Abb. 4.13gezeigt.Der Phosphorylierungsgradändertesichvon
10 % bis 70 %, wenndie EIIBC-Konzentrationvon 5% bis 300% der in dieser
Arbeit verwendetenKonzentrationvon [EI I BC]t = 0:036[�mol =gTS] variiert
wurde.DieseKonzentrationwurdevonRohweretal.ausGlucose-Schüttelkolbenexperimenten
bestimmt[132] undbeschriebauchdie Sucroseexperimentegut. Lag der Trans-
porternur in geringerMengevor, stautensich aufgrundeinervermindertenGe-
samtreaktionsratedie Phosphorylgruppenim PTS,wasgleichbedeutendmit ei-
nemhohenPhosphorylierungsgradist. Bei hoherTransporterkonzentrationwur-
dendie Phosphorylgruppenvermehrtabgezogen,falls, wie in dieserStudievor-
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Abbildung 4.13:BerechneteAbhängigkeit desstationärenPhosphorylierungs-
gradsvon EIIACr r von der GesamtkonzentrationdesTrans-
portersEIIBCScr (in % derin dieserArbeit verwendetenKon-
zentration)beikonstantenEingangsgrößeneScr = 0:03g=l =
88�M (Sättigung)undPEP : Pr v = 2.
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ausgesetzt,genügendSubstratvorhandenwar. EsergabsicheinniedrigererPhos-
phorylierungsgrad.Ähnlich starke Abhängigkeitenwurdeauchbei weiterenUn-
tersuchungenfür andereGesamtkonzentrationengefunden.In weiterführenden
ArbeitensolltenauchanalytischeVerfahrenzur Quanti�zierungderGesamtkon-
zentrationenunter verschiedenenexperimentellenBedingungenentwickelt und
etabliertwerden,um sodie SignalverarbeitungüberdasPTSnochdifferenzierter
beschreibenzukönnen.

4.9.2 PTS-vermittelte Chemotaxis

Zur quantitativen Analyseder PTS-vermitteltenChemotaxis,derenGrundlagen
in Kap.1.4.2erläutertwurden,liegeneinigeexperimentelleDatenvor: In in vivo-
UntersuchungennachfotoinduzierterFreisetzungvon PTS-Substratenwie Glu-
coseundcomputerunterstützterBewegungsanalysekonntenReaktionenderPTS-
Chemotaxisvon innerhalb200msgemessenwerden[98]. DynamischeVerände-
rungendesPTS,hier spezielldesEI, müssenalso in einemZeitfenstervon et-
wa 10-30mserfolgenkönnen,damitdie gesamteSignaltransduktion,dasSchal-
tendesMotors unddie Reaktionder Zelle genügendschnellerfolgenkann.Der
Schwellenwertfür Glucosein diesemTest liegt bei 10 nM. Bei 50 nM ist die
Sättigungfasterreichtundab200nM wird dieDephosphorylierungdesphospho-
CheYlimitierend.Mit 50-100nM Glucosewurdebereitseinevorwärtsgerichtete
Schwimmbewegungerreicht,dochdie Antwortratenahmmit steigenderGluco-
sekonzentrationnochweiterzu.Ein K M -Wert von 5 � M wurdein Transporttests
gemessen.In einer abschätzendenRechnungergibt sich, dassSubstrattransport
nahedesSchwellenwertesoderdesSättigungswerteszu sehrgeringenVerände-
rungender intrazellulärenPEP-Konzentration(kleiner 1%) führt, wasdeswegen
nicht alsSignalfür die PTS-Chemotaxisin Fragekommenkann.EI dagegenän-
dertsichzwischen25%und45%undkanndaherdieSignalfunktionerfüllen[98].

In ausführlichenSimulationsstudienwurdendieseexperimentellenErgebnissemit
BerechnungendurchdasModell verglichen[123]. Im erstenSchrittwurdehierzu
dasPTS im stationärenZustanddurchSprüngein der extrazellulärenSucrose-
konzentrationausgelenkt,wie dies in vivo in einemZuckergradientenvorstell-
bar ist. Es wurdedabeivon stationärenSucrosekonzentrationenim Bereichvon
0:3mg=l (0:9�M ) bis 100mg=l (290�M ) ausgegangenundSpüngevon 0:01%
bis100%ausgeführt.Insgesamtwurdenin dieserStudie30000Sprüngeberechnet
und die Reaktionder einzelnenPTS-Komponentenanalysiert.Betrachtetwurde
dasErreicheneinereinprozentigenÄnderungderjeweilgenPTS-Komponentebe-
zogenauf ihre Gesamtkonzentration.Die Ergebnissesindin Tab. 4.6zusammen-
gefasst.DasbishervermuteteverbindendeElementzwischenPTSundChemotaxis-
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PTS-Protein Antwortzeit[ms] Antworthöhe[%]
EID 8-10 20-50
EI 1000-4000 1-4

HPr 8-30 2-5
EIIA 6-37 3-8

EIIBC 1 2-10

Tabelle4.6: Antwortzeitenund-höhe(bezogenaufdieGesamtkonzentrationdes
jeweiligenProteins)aufSprüngein derextrazellulärenSucrosekon-
zentration,wie im Text erläutert.

Signalketteist dasdephosphorylierteEI-Monomer(EI). DieseKomponenterea-
giert viel zu langsamim Vergleichzu dengeforderten20 msundzeigtauchnur
einegeringeprozentualeKonzentrationsveränderung.DasunphosphorylierteEI-
Dimer(EID) dagegenreagiertinnerhalbdesgefordertenZeitfenstersmit einerho-
henKonzentrationsänderungvon20%bis50%undist damitmit deutlichhöherer
Wahrscheinlichkeit alsdasEI-MonomerdasgesuchteverbindendeElement.Die-
sesErgebnisist natürlichvon demgewähltenmathematischenModell abhängig.
WürdemanzumBeispieldurcheinedeutlicheErhöhungderentsprechendenPa-
rameter(siehehierzuKap.3.2.2)davonausgehenkönnen,dassderEI-Monomer-
Zyklus in jederPhosphoryl-Transferreaktiondurchlaufenwird, würdensich na-
türlich in auchandereErgebnissein einersolchenSimulationsstudieergeben.Die
anderenPTS-Komponentenreagierenebenfalls schnellgenug,um eineReaktion
derZelle innerhalbvon 200mszu ermöglichen,zeigenabereinedeutlichgerin-
gereAntworthöheunderscheinendaheralsmöglicheverbindendeElementeauch
eherunwahrscheinlich.

In einerzweitenSimulationsstudiewurdedasVerhaltendesEI-Dimer (EID) ge-
naueruntersucht.Simuliert wurdehierzuein von Lux et al. durchgeführtesEx-
periment[97]. Hierbei wurdengentechnischveränderteStämmebezüglichdes
GlucosePTSkonstruiert,die die Phosphoryl-Übertragungvom EI zum EIIA Cr r

durchverschiedeneHPrundHPr-ähnlicheProteinebewerkstelligen.DieseProte-
ine besitzenverschiedenePhosphoryltransfer-Aktivitätenvon EI undzuEIIA Cr r ,
die auchexperimentellbestimmtwurden.Die verschiedenenStämmewurdenauf
ihre Fähigkeit untersucht,weiterhinPTS-vermittelteChemotaxisdurchzuführen
und dasErgebnisin qualitativer Art festgehalten.DiesesExperimentwurdenun
auchim Rechnerdurchgeführt.Hierzu wurdendie beidenPhosphotransferakti-
vitätendesHPr jeweils in einemBereichvon 40% bis 120% variiert undan je-
demdieserPunktedie beschriebenenSimulationenmit Sucrose-Sprüngendurch-
geführt.TrägtmannundieberechneteZeit für eineEID-Konzentrationsänderung
von einemProzentauf,ergibt sichAbb. 4.14.
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Abbildung 4.14:Zeit für relative ÄnderungderEID-KonzentrationumeinPro-
zent bei Sprüngender extrazellulärenSucrosekonzentration
über den (genetischveränderten)Phosphotransferaktivitäten
desHPr von EI (Konstantenk6, k7, k8) und nachEII (Kon-
stantek9). Vergleich mit qualitativen experimentellenBeob-
achtungenzurGlucose-PTS-Chemotaxis[97]: + Ch.tritt auf,-
Ch. selten,+/- und -/+ geringe,bzw. keineCh., jeweils durch
Erhöhungder ExpressiondesHPr-ähnlichenProteinsverbes-
sert
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Die Reaktionszeitenliegenbei diesenSimulationsexperimentenzwischen30 und
60ms,wobeisichbeihohenPhosphoryltransferaktivitätenvomEI undzumEIIA
kürzereZeitenergeben.Bei geringerenPhosphoryltransferaktivitätenerhöhtsich
dieZeit biszueinereinprozentigenVeränderungderKonzentrationdesEID. Alle
anderenEI-Speziesreagierendeutlich langsamer(im Bereichvon 100-500ms)
und sind daherals verbindendesElementzur Chemotaxis-Signalketteeherun-
wahrscheinlich.HPr dagegenreagiertschnellgenug,erreichtabernur einedeut-
lich geringereAntworthöhe(Tab. 4.6).DasbeobachtetequalitativeVerhaltender
verschiedenenHPr-Mutantenwird in denerrechnetenErgebnissenwiedergege-
ben.Die mit + gekennzeichnetenChemotaxis-positivenStämmezeigeneinever-
kürzteReaktionszeitgegenüberdenschwach-,beziehungsweisenicht-Chemotaxis-
aktivenStämmen.Die UnterscheidungzwischendiesenStämmenkannallerdings
nicht wiedergefundenwerden,ebensowie einequantitativeBeschreibungderex-
perimentellenErgebnisse.

Insgesamtzeigendie Simulationsstudienalso, dassdas unphosphorylierteEI-
Dimer EID im Gegensatzzu denanderenPTS-Komponentensehrgut dasver-
bindendeElementvon derPTS-zur Chemotaxis-Signalkettedarstellenkannund
die biologischeModellvorstellunguntermauert.
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Kapitel 5

Ausblick

In dieserArbeit wurdeein mathematischesModell zur BeschreibungderSignal-
verarbeitungüberdasbakterielleSucrosePhosphotransferasesystem(PTS)ent-
wickelt und experimentellveri�ziert. Es wurdenhierfür sowohl biologische,als
auchingenieurwissenschaftlicheMethodenverwendet.Diesist im neuentstehen-
denForschungsgebiet'Systembiologie'notwendig(Kap.5.1).

Für zukünftigeArbeiten steheneine Vielzahl an Möglichkeitenausgehendvon
den validiertenBausteinenfür dasPTS und die Glykolyse zur Verfügung,die
auchnochweiterüberprüftwerdenkönnen.EinigeProjekte,die im Rahmenvon
Folgearbeitenund-anträgenbearbeitetwerden,sollenkurzdargestelltwerden.

Notley-McRobbet. al. stellteneinedeutlicheZunahmedescAMP-Spiegelsbei
Glucosekonzentrationenunterhalb0:3mM fest [116]. ErsteSimulationsstudien
mit demin dieserArbeit vorgestelltenModell zeigten,dassim erwähntenKonzen-
trationsbereichbereitseineZunahmedesAdenylatzyklase-aktivierendenEIIA Cr r -
P auftretenkann. In weitergehendenSimulationsstudienund vor allem detail-
liertenexperimentellenUntersuchungensoll dieSignalverarbeitunginnerhalbder
Katabolitenrepressionhiergenauercharakterisiertwerden.

Innerhalbder Katabolitenrepressionergibt sich durchdie VerhinderungdesAb-
bauseinesSubstratsbei Anwesenheiteineszweiten,“höherwertigen”Substrats
eine Hierarchieder Zuckerverwertung(KlasseA und B-Substrate).Geradefür
die “niederwertigeren”� -Glucoside(KlasseB), dieebenfallsübereinPTSaufge-
nommenwerden(bgl-Operon),wurdenin denletztenJahrenviele molekularbio-
logischeDetailsaufgeklärt[44]. DurchEntwurfeinesentsprechendenbgl-Moduls
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Abbildung 5.1: BlockdiagrammdesPTS-Glykolyse-Modells.Die Funktionen
G1; G2 undG3 beschreibenhierbeiPTS,GlykolyseundPyru-
vatkinase.Die Größenz1 undz2 stehenfür die Ab�üsse in den
weiterenStoffwechselundin dieBiosynthese.

undVerschaltungmit dembereitsvorhandenenPTS-Baustein,könnendiePrinzi-
piendieserhierarchischenRegelungbesserverstandenwerden.Als weitereKlasse
B-SubstratekommenhierauchMannitolundGlucitol in Frage.

Die VerschaltungvonbiologischenfunktionellenEinheitenspieltaucheinewich-
tigeRolle,wennmandieWechselwirkungmehrererglobalerRegulationssysteme
untersuchenwill. Hierbeisoll nebenderRegulationdesKohlenstoff-Metabolismus,
in derdasPTSeinezentralesignalverarbeitendePositioninnehat,dieSauerstoff-
(Fnr, ArcA/B) undStickstoff-abhängige(NtrB/C) Regulationbetrachtetwerden.
DesWeiterenkommenauchnochFlhD/CunddasRelA/SpoT-Systemin Betracht.
AuchhierbeimussdasbestehendemathematischeModell umzusätzlicheModule
erweitertunddiesedannverschaltetwerden.DieseModellierungsaufgabenwer-
dendurchausführlicheexperimentelleUntersuchungenmit verschiedenenAnre-
gungenallerbetrachteterRegulationssystemeergänzt.

Um bei der mathematischenModellbildungef�zient mit der biologischenKom-
plexität umgehenzu können,scheinteineReduktionder bisherrechtausführli-
chenModelle,die für einefunktionelleEinheitpraktischalle Metaboliteundde-
ren Verknüpfungenberücksichtigen,notwendig.Ziel ist es,dasoft einfachebe-
obachteteVerhalten(Phänotyp)ausdembiochemischenReaktions-undRegula-
tionsnetzwerkabzuleiten.Diesentsprichtin derRegelungstechnikderBeschrei-
bungdesÜbertragungsverhaltenseinesSystems.In einemerstenSchritt soll für
dasin dieserArbeit entwickelteundvalidierteModell desPTSundderGlykolyse
dasGesamtübertragungsverhaltenbestimmtwerden.EineBeschreibungbiologi-
scherSystemein der regelungstechnischenBlockdiagramm-Darstellung,wie sie
in Abb. 5.1für dasPTS-Glykolyse-Modellvorgeschlagenist, kannhierzuwichtig
sein,umdie RegelstrukturdesSystemserfassenzukönnen.

DieserPTS-spezi�scheAusblick stellt mit den geradeerläutertensystembiolo-
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gischenAnsätzenbereitswesentlicheAspekteund Fragestellungender System-
biologie dar. Diesesnoch recht junge Forschungsgebietsoll abschließendkurz
umrissenwerden.

5.1 Systembiologie(SystemsBiology)

Die molekularbiologischeForschungderletztenJahrzehntewargeprägtvonqua-
litativen und beschreibendenUntersuchungen.Dabeiwurdenmeist individuelle
Komponenten,wie GeneoderProteineund individuelle Wechselwirkung unter-
sucht.Die Forschungwar dabeivor allem auf dasVerständnismolekularbiolo-
gischerDetailsausgerichtet.Wasaberbisherstarkvernachlässigtwurde,ist die
quantitative Analyse des ganzheitlichenVerhaltenszellulärer Teilsysteme,das
sichaufgrunddesZusammenwirkenseinergrößerenAnzahlmiteinandervernetz-
ter molekularerKomponenten(Gene,Proteine,etc.) ergibt. Betrachtungendes
ganzheitlichenVerhaltenssind abernotwendig,um die Wirkungsmechanismen
etwaskomplexer strukturierterEinheitenderRegulationundSignaltransduktion,
denenman in zellulärenSystemenin vielfältigen Formenbegegnet,überhaupt
verstehenzukönnen[40].

Rein gedanklichist diesesVerhaltenaufgrunddesZusammenwirkenseinergrö-
ßerenAnzahlvernetzterKomponentennicht mehrnachvollziehbar. Hier braucht
mandasHilfsmittel dermathematischenModellierung.Dieserlaubtes,dasheu-
te verfügbarebiologischeWissenmit einersystemwissenschaftlichenDenkwei-
sezu verbinden[40]. Die hierfür erforderlicheinterdisziplinäreZusammenarbeit
zwischenverschiedenenForschungsrichtungenwie Biologie,Systemwissenschaft
und Informatik, hat in den letztenJahrenzu einerdrastischenVeränderungder
Biologiegeführt[74]. EsentstanddasneueForschungsgebietderSystembiologie
(SystemsBiology). DasbiologischeSystemsoll mit Hilfe systemwissenschaft-
licher Untersuchungenbesserverstandenwerden[64]. Systembiologiestellt ei-
ne ganzheitlicheBiologie dar, wie sie von Biologen seit langemangestrebtist,
allerdingsaufgrundvon Hemmnissen,wie fehlenderquantitativer Daten,nur in
geringeremUmfangrealisiertwerdenkonnte.

Die neuenKonzeptein derSystembiologieumfasseneinenglobalenundganzheit-
lichen Ansatzin der Forschungund eineVerbindungvon biologischemWissen
undsystemwissenschaftlicherBetrachtung.Eswerdendie Interaktionenaller für
einefunktionelleEinheit relevanterElementebetrachtet.Dieserfordertabereine
engeVerzahnungmit dembiologischenExperiment.Nur so könnendie erstell-
tenmathematischenModelleauf ihre Gültigkeit undihrenprädiktivenCharakter
untersuchtwerden.

121



EshabensichsozweisichergänzendeHerangehensweisenin derSystembiologie
herauskristallisiert.In dererstenwerdenexperimentelleInformationenvon allen
EbenendesbetrachtetenbiologischenSystems(DNA-, RNA-, Protein-,Metabolom-
Ebene,...) integriert.Hierbeiwerdensowohlmetabolische,alsauchregulatorische
Netzwerke betrachtet.Dieswird dadurchmöglich,dassin denletztenJahrenei-
ne Reihevon gänzlichneuenund hochef�zienten Analysemethodenentwickelt
wurden,was eine weitreichendeErfassungdesZellzustandesermöglicht,bzw.
in Zukunft ermöglichenwird. Ein wirkliches VerständnisdesbiologischenSy-
stemswird allerdingsnur durchdie AnwendungsystemwissenschaftlicherTheo-
rien und Verfahrenerreichtwerden.In dieserzweitenHeransgehensweisewird
ein besonderesAugenmerkauf wichtigeRegelkreisstrukturen,wie zumBeispiel
feedback-Kontrollegelegt. DieseVorgehensweisewird in derklassischenBiolo-
gieebenfallszumTeil verfolgt[80,81, 82,83], kannaberdurchdieMöglichkeiten
derSystemwissenschaftenergänztwerden.EineentscheidendeAufgabebei die-
serHerangehensweiseist Konzentrationauf zellspezi�scheIndikatoren,wie der
cAMP-KonzentrationoderdemPEP:Prv-Verhältnis,bei der Modellierung.Dies
wird die Modellbildungdeutlichvereinfachen,indemvor allem die Anzahl der
notwendigenZuständeundParameterverringertwird.

WeitereentscheidendesystembiologischeFragestellungenumfassendie Struktu-
rierungkomplexer Netzwerke in kleinereEinheitenundderenModellierung,so-
wie die Modellreduktion.Komplexe biologischeStrukturenzeigenoft ein einfa-
chesphänotypischesVerhalten.Die molekularbiologischenStrukturen,mit denen
bestimmteGrundformenderSignalübertragungrealisiertwerden,die immerwie-
der zur Anwendungkommen,müssencharakterisiertwerden.Zu klären bleibt
auch,wie eineFunktionseinheitRobustheitihresVerhaltensgegenüberStörein-
�üssen realisiert,beziehungsweisewanndiesenicht mehrzustandekommt und
die FunktiondesSystemssichdrastischändertoderzusammenbricht(Fragilität).

DieseexemplarischensystembiologischenAufgabenfelderzeigen,dassdieBiolo-
gieheutewiedervermehrtFragenrelevantwerden,wie sieauchfür andereSyste-
megestelltwerdenunddie daheralseinerallgemeinenSystemtheoriezugehörig
geltenkönnen.Hier berührensichsoverschiedeneAnwendungsfelder, wie Natur-
wissenschaften,Ingenieur-Wissensschaften,Soziologie,Psychologie,Sprachwis-
senschaft,Philosophieund Kunst.So wurdeetwa in der Sprachwissenschaftin-
nerhalbderentstehendenphilosophischenStrömungdesStrukturalismusSprache
als ein komplexesSystemvon Zeichenbegriffen, daseinerbestimmtenStruktur
folgt unddasmananalysierenkann.WegenseinerVorliebefür formaleKonstruk-
tionenergabsich für denStrukturalismuseineNähezur Logik und Kybernetik
[173]. Der postmodernePhilosophDerrida spricht sogarvon einer eindeutigen
BedeutungvoneinemkomplexenundsichveränderndenSpielvonZeichenstruk-

122



turenunddamitvondynamischemVerhaltenvonTextbedeutungen.Er nimmtdies
zumAnlass,um die sogenannteVernunftbestimmtheitunsererSpracheundWelt
zuwiderlegen(Dekonstruktion)undgehtdamitim systembiologischenSprachge-
brauchvom linearenzumvernetztenDenkenüber[173]. Die BiologenMaturana
undValeraunterscheidenverschiedeneLebensformenin ihrer Struktur, erkennen
aberbezüglichihrer Organisationsehrviele Gemeinsamkeiten,die an wesentli-
chenMerkmalenfestgemachtwerden.Das unabhängigedynamischeVerhalten
wird dabeialswesentlichesCharakteristikumdesSystemsverstanden(Autopoie-
se)[104]. Der SoziologeLuhmannwendetunteranderemdasKonzeptderAuto-
poieseauf sozialePhänomenean und formuliert eineallgemeineSystemtheorie
für sozialeSysteme[94, 121].

SystemtheoretischesDenkenwird alsosowohl in die Biologie getragen,alsauch
inspiriert durchErkenntnissein dieserLeitwissenschaftin verschiedensteBerei-
chederForschungunddesgesellschaftlichenDenkens.DasLebenundvieledamit
zusammenhängendeProzessewerdenmehrundmehralseineSystemerscheinung
verstanden[34]. Systemtheorieentwickelt sich dadurchzur wissenschaftlichen
BasiseinerverändertenWeltanschauung[79].
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Anhang A

Glykolyse-und cAMP-Modell

In denfolgendenTabellenwerdenKürzel für reaktionskinetischeAnsätze[147]
verwendet:
MM - Michaelis-Menten-Kinetik
MM+I - Michaelis-Menten-Kinetikmit nichtkompetitiverInhibition
MM+A - Michaelis-Menten-Kinetikmit essentiellerAktivierung
rMM - reversibleMichaelis-Menten-Kinetik
MWC - Monod-Wyman-Changeux-Modell(Symmetrie)mit n = 4

Die maximaleReaktionsratenr max sind in [�mol =gTS h] angegeben,die Kon-
stantenfür Bindungsaf�nitäten in [�mol =gTS] undn; L undV in [� ]:

124



Enzym Kinetik r = ::: Parameter Beschreibung

ScrB rMM
rmax

�
[S6P]
K S1

� V
[F ru]
K S2

�

1 +
[S6P]
K S1

+
[F ru]
K S2

rmax = 40720
K S1 = 0:42
K S2 = 7:5
V = 1

Max. Reaktionsrate
für S6P
für Fru
Verhältnis

ScrK MM+I
rmax [F ru]

�
1 +

[F 6P]
K I

�
(K S + [F ru])

rmax = 21000
K S = 20:7
K I = 14:9

Max. Reaktionsrate
für Fru
für F6P

PgiA rMM
rmax

�
[G6P]
K S1

� V
[F 6P]
K S2

�

1 +
[G6P]
K S1

+
[F 6P]
K S2

rmax = 3000
K S1 = 0:49
K S2 = 50
V = 0:04

Max. Reaktionsrate
für G6P
für F6P
Verhältnis

PfkA MWC
rmax [F 6P]

�
1 +

[F 6P]
K S

� n� 1

K S

0

B
B
@

�
1 +

[F 6P]
K S

� n

+ L

�
1 +

[PEP]
K I

� n

�
1 +

[AD P]
K A

� n

1

C
C
A

rmax = 6200
K S = 0:03
K A = 0:06
K I = 1:79
n = 4
L = 4e+ 6

Max. Reaktionsrate
für F6P
für ADP
für PEP
Tetramer
Konformation

T
abelle

A
.1:Z

usam
m

enstellungderverw
endetenreaktionskinetischenA

nsätze
fürdie

S
toffw

echselwege
S

ucrose6-P
hosphat-A

bbauund
zentraler

K
ohlenhydratabbau
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FbaA rMM
rmax

�
[F BP]

K S1
� V

[T3P]
K S2

�

1 +
[F BP]

K S1
+

[T3P]
K S2

rmax = 9000
K S1 = 0:32
K S2 = 0:22
V = 1

Max. Reaktionsrate
für FBP
für T3P
Verhältnis

GapA rMM
rmax

�
[T3P]
K S1

� V
[3PG]
K S2

�

1 +
[T3P]
K S1

+
[3PG]
K S2

rmax = 13880
K S1 = 0:13
K S2 = 4:5
V = 1

Max. Reaktionsrate
für T3P
für 3PG
Verhältnis

PgmI MM
rmax [3PG]

K S + [3PG]
rmax = 8400
K S = 0:24

Max. Reaktionsrate
für 3PG

PykF MM+A
rmax [PEP][F BP]

(K S + [PEP]) (K A + [F BP])
rmax = 6000
K S = 0:22
K A = 0:35

Max. Reaktionsrate
für PEP
für FBP

T
abelle

A
.2:(2.Teil)
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Parameter
r max

bil d 65:467[�mol =gTSh]
K AT P 4:5[�mol =gTS]

K E I I AP 0:00655[�mol =gTS]
K ab 16060:05[h� 1]

TabelleA.3: ParameterdescAMP-Modells

DerStoffwechselderintrazellulärenKonzentrationdessecondmessengerundin-
direktenPTS-AusgangssignalscAMP wird mit einerBildungs-undeinerAbbau-
reaktionin einemeinfachenModell beschrieben.Das extrazellulärvorliegende
cAMP wird nicht betrachtet.Die Bildungsreaktionwird dabeimit einer Kine-
tik deressentiellenAktivierungbeschrieben.Mit dem(konstantangenommenen)
SubstratATPunddemAktivatorEIIAP ergibt sich:

rbil d = r max
bil d

[AT P][EI I AP ]
(K AT P + [AT P])(K E I I AP + [EI I AP ])

(A.1)

Für die AbbaureaktionwurdeeineAnsatzersterOrdnungverwendet,dersowohl
AusschleußungalsauchdenmöglichenAbbauzusammenfasst:

rab = K ab[cAM P] (A.2)

Die Bilanzgleichungfür cAMP ergibt sichdamitzu:

d[cAM P]
dt

= rbil d � rab � � [cAM P] (A.3)

Die angepasstenParameterdesModellssindin Tab. A.3 aufgelistet.
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Anhang B

Übersichtsschaubilder:Methoden
zur Metabolit-Analytik

DieSchaubildersindergänzendzurBeschreibungderjeweiligeMethodein Kap.4.2.1,
abSeite91.
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Überstand lyophilisieren

Abkühlen (0°C, 10 min.)

Direkte Injektion der Probe (V=2ml)

(vorinkubiert bei 95°C, 3min)
in 5ml Ethanol (75%)/HEPES ( 0,25M,pH 7,5)

Abstoppen  

Inkubieren (4 min. bei 95°C)

Zentrifugieren (5min., 4200rpm, 1°C)

Zellaufschluß

Messen

des Metabolismus

Abbildung B.1: Methode 1: Direkte Injektion der Probe in kochendes
Ethanol/HEPES-Gemisch,zur Bestimmungvon Gesamtkon-
zentrationen
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Abstoppen  

in Reagenzglas (vorgekühlt auf -70°C)

Abkühlen (-70°C, 10 min.)

Inkubieren (4min., 95°C)

Zentrifugieren (5min., 4500rpm, 1°C)

Injektion der Probe (V=2ml)

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

Überstand lyophilisieren, Messen

auf Pellet

Zentrifugieren (10min., 4500rpm, 4°C)

Auftauen (1°C, im Eisbad)

Abtrennen 
der Biomasse

Zellaufschluß

des Metabolismus

Abbildung B.2: Methode2: QuenchingaufTrockeneis,Aufschlussmit kochen-
demEthanol/HEPES-Gemisch,zur Bestimmungintra- undex-
trazellulärerKonzentrationen(speziellcAMP)
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Abstoppen  Injektion der Probe (V=2ml) 

(Vprobe/2)ml TRIS(20mM)/EDTA(2mM)

Inkubation für 30 min. (-20°C)

(vorerhitzt auf 90°C)

Inkubation für 10 min. (90°C)

Zentrifugieren (15min., 4200rpm, 1°C)

Auftauen (0°C), Zugabe von

Filtrieren des Überstandes (0,2µm-Filter)
Messen

zu (Vprobe/2)ml TRIS/EDTA
Tropfenweise Zugabe 

Auftauen (0°C)

Zellaufschluß

Zellaufschluß

(vorgekühlt:-2°C, Probe noch gefroren)

In Reagenzglas (-70°C, 10min)des Metabolismus

Abbildung B.3: Methode 3: Quenching in Trockeneis, Aufschluss mit
TRIS/EDTA, zurBestimmungvon Gesamtkonzentrationen

131



Abstoppen  

Abtrennen 

der Biomasse

schnelles Pipettieren der Probe
auf Filter (0.1-0.4ml)

Nachspülen mit Saline (0°C)

2.5ml 0.2N HCOOH (95°C) geben

trockenen Filter in 

Inkubieren (8min., 95°C)Zellaufschlu�

Zentrifugieren (5min.,4500rpm)

Überstand lyophilisieren

Messen 

des Metabolismus

Abbildung B.4: Methode4: Filtrieren, Aufschlussmit Ameisensäure,zur Be-
stimmungintra-undextrazellulärerKonzentrationen
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Abstoppen  

Abtrennen 
der Biomasse

Injektion der Probe (V=3ml) 

Auftauen (Eisbad)

Zentrifugieren (10min., 4200rpm, 1°C)

Resuspendieren des Pellets

3 Gefrier-Tau-Zyklen

Messen

Zentrifugieren

Neutralisation mit 6N NaOH (pH 7)

im Eisbad

In Reagenzglas (-70°C, 10 min.)

Zellaufschlu�

des Metabolismus

in 1ml PCA (7%, 1°C)

Abbildung B.5: Methode5: Quenchingim Reagenzglasin Trockeneis,Auf-
schlussmit Perchlorsäure,zurBestimmungintra-undextrazel-
lulärerKonzentrationen
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Abtrennen 
der Biomasse

Messen

Kühlen (im Eisbad)

Überstand filtrieren (0,2µm-Filter)

Zentrifugieren (5min., 4200rpm, 1°C)

(vorgekühlt im Eisbad)
in ein Reagenzglas 

Injektion der Probe (V=2ml)

evt. Erhitzen

des Metabolismus

Abstoppen  

Abbildung B.6: Methode6: Quenchingim Eisbad,Zentrifugieren,zur Bestim-
mungextrazellulärerKonzentrationen
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Messen

Abstoppen  Entnahme der Probe (V=3ml)

(gefüllt mit 5ml Edelstahlkugeln)

der Biomasse

Abtrennen 
Probe filtrieren (0,2µm-Filter)

Kühlen (im Eisbad)

evt. Erhitzen

des Metabolismus in vorgekühlte Spritze (-20°C)

Abbildung B.7: Methode7:DirektesFiltrieren,Quenchingmit Edelstahlkugeln,
zurBestimmungextrazellulärerKonzentrationen
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(12.000 rpm, Eppifuge)

mit 2ml physiologischer Kochsalzlösung

Resuspendieren des Pellets

Zentrifugieren (12.000 rpm, Eppifuge)

Injektion von 2ml Überstand

in 5 ml Methanol(vorgekühlt)

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

Abstoppen  

Messen

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

Aufkonzentrieren des Überstandes

Abkühlen (5min., -70°C)

Zentrifugieren der Probe (V=2ml)

des Metabolismus

der Biomasse

Abtrennen 

Abbildung B.8: Methode8: Quenchingin Methanol,zumNachweisvon Meta-
bolitenim Überstand
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Direkte Injektion der Probe (V=4ml)

Abkühlen (10 min., -70°C)

3 Gefrier-Tau-Zyklen

Messen

Zentrifugieren (5min., 4200rpm, 1°C)

im Eisbad

Neutralisation mit 6N NaOH (pH 7)

Auftauen (0°C)

in 2ml 35%-PCA (ca.-25°C)

Zellaufschlu�

Abstoppen  

des Metabolismus

Abbildung B.9: Methode9: Direkte Injektion in konzentriertePerchlorsäure,
zurBestimmungvon Gesamtkonzentrationen
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in 1ml 7% PCA (eisgekühlt)

3 Gefrier-Tau-Zyklen

Abstoppen  

Abtrennen 
der Biomasse

Messen

Neutralisation mit 6 N NaOH (pH 7)

im Eisbad

Resuspendieren des Pellets

Zentrifugieren (5min., 4200rpm,-20°C)

Abkühlen (5 min., -70°C)

Direkte Injektion der Probe (V=1ml)

in 5ml Methanol (vorgekühlt-70°C)

Zellaufschlu�

des Metabolismus

Zentrifugieren (5min., 4200rpm, 1°C)

Abbildung B.10: Methode10: Quenchingin Methanol, Aufschlussmit Per-
chlorsäure,zur Bestimmungintra- und extrazellulärerKon-
zentrationen
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Direkte Injektion der Probe (V=1ml)Abstoppen  

Abtrennen 
der Biomasse

Abkühlen (5 min., -70°C)

Zentrifugieren (5min., 4500rpm,-20°C)

Inkubieren (4min., 95°C)

(vorinkubiert bei 95°C,3min.)

Zentrifugieren (5min.,4500rpm,1°C)

Überstand lyophilisieren

Messen 

Zugabe von 5ml Ethanol(75%)/HEPES

zum gekühlten Pellet

in 5ml Methanol (vorgekühlt -70°C)

Zellaufschlu�

des Metabolismus

Abbildung B.11: Methode11:Quenchingin Methanol,Aufschlussmit kochen-
dem Ethanol/HEPES-Gemisch,zur Bestimmungintra- und
extrazellulärerKonzentrationen
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