Forschungszentrum Jilich

in der Helmholtz-Gemeinschaft

Institut fr Biotechnologie

Quantifizierung intrazellularer
Metabolitdynamiken zur Untersuchung
mikrobieller Stoffwechselnetzwerke

Arne Karsten Buchholz

o,



Berichte des Forschungszentrums Jiilich 3971







Quantifizierung intrazellularer
Metabolitdynamiken zur Untersuchung
mikrobieller Stoffwechselnetzwerke

Arne Karsten Buchholz



Berichte des Forschungszentrums Jilich ; 3971
ISSN 0944-2952

Institut flir Festkérperforschung Jal-3971

D 5 (Diss., Bonn, Univ., 2002)

Zu beziehen durch: Forschungszentrum Julich GmbH - Zentralbibliothek
D-52425 Julich - Bundesrepublik Deutschiand
= 02461/61-5220 - Telefax: 02461/61-6103 - e-mail: zb-publikation@fz-juelich.de



Zusammenfassung

In der modernen Biotechnologie kann die gezielte, rationale Steigerung der Produktivitét
zelluldrer Systeme grob in zwei Teilbereiche eingeteilt werden. Zum einen besteht die
Moglichkeit tiiber eine Optimierung der biotechnischen ProzeBfiihrung ("bioprocess
engineering") eine Steigerung der Produktivitét zu erreichen. Eine weitere Moglichkeit bildet
die gezielte Verbesserung des verwendeten zelluldren Systems {liber gentechnische Eingriffe
in dessen Stoffwechsel ("metabolic engineering").

Die Entwicklung der molekularbiologischen Techniken er6ffnet heutzutage die Moglichkeit,
gezielt in den Stoffwechsel der Produktionsorganismen einzugreifen und gestattet somit eine
rationale Entwicklung von Produktionsstimmen. Voraussetzung ist jedoch eine quantitative
Beschreibung der Dynamik und Regulation von Stofffliissen in den mikrobiellen
Stoffwechselnetzwerken.

In dieser Arbeit erfolgt die Stoffwechselquantifizierung iliber eine dynamische Methode bei
welcher der Mikroorganismus in einem definierten FlieBgleichgewichtszustand kultiviert
wird, um dann schlagartig aus dieser Gleichgewichtslage ausgelenkt zu werden
("Pulsexperiment").  Uber eine schnelle Probenahme und anschlieBende Analyse der
intrazelluldren Metabolitkonzentrationen wird die Antwort des Stoffwechsels auf diese
Verdnderung quantifiziert.

Unter Verwendung eines neuartigen Pulsaufgabesystems und in Kombination mit einer in
frilheren Arbeiten entwickelten schnellen Probenahme wurden verschiedene dynamische
Pulsexperimente durchgefilhrt.  Die Quantifizierung der dynamischen intrazelluldren
Metabolitkonzentrationen erfolgte {iber neu entwickelte Analytik-Methoden aus dem Bereich
der HPLC-MS, UV-HPLC, CE und der enzymatischen Assays.

Im Bereich der Glucose-Verstoffwechselung fanden Untersuchungen an der
Substrataufnahme durch das PEP:PTS sowie der weiteren Verwertung in Escherichia coli
K12 statt. Anhand eines gentechnisch verénderten Stammes wurden diese Untersuchungen
erweitert. An einem PTS-defizientem Stamm (E. coli 3pMK7) wurde die verdnderte
Stoffwechselsituation bei einer Umstellung der Abhéngigkeit der Substrataufnahme von PEP
auf ATP analysiert. Ebenso wurde an E. coli K12 die Verstoffwechselung von Glycerol
untersucht. Es konnte mitunter eine starke Abhédngigkeit der Glycerolaufnahme von der
intrazelluldiren ATP Konzentration nachgewiesen werden. In einem Experiment zur
Substratumstellung von Glycerol auf Glucose konnte die starke Abhéngigkeit der
Glucoseaufnahme von der verfiigbaren PEP Konzentration bestétigt werden.

Die zeitlichen Verldufe der intrazelluliren Metabolitkonzentrationen aus solchen
Experimenten bilden die Grundlage fiir die Entwicklung kinetischer (strukturierter)
Stoffwechselmodelle. Durch die Modellierung der erhaltenen Daten konnten zahlreiche
Stoffwechselphdnomene, welche zuvor nur phdnomenologisch erkldrt wurden, im Rahmen
strukturierter Modelle quantifiziert werden.






Abstract

The rational improvement of the productivity of cellular systems is one of the main goals of
modern biotechnology and may be accomplished in two ways. One approach is the
optimization of the production process ("bioprocess engineering"). Another possibility is the
improvement of the cellular system itself by manipulating the metabolic pathways
("metabolic engineering").

A precise manipulation of microbial metabolism, and thereby a rational strain development, is
possible today by using the tools of molecular biology. However, a prerequisite of this
manipulation is a detailed and quantitative knowledge of the dynamics and regulation of
metabolic fluxes in microbial metabolism.

In this work a dynamic method is used for the quantification of microbial metabolism. The
microorganism is cultivated in a substrate limited steady state and then rapidly shifted away
from this metabolic equilibrium by application of a substrate pulse ("pulse experiment").
Samples are taken using a rapid sampling and quenching technique, which was developed in
earlier works. The metabolites are then extracted and analyzed to determine the metabolic
response of the microorganism.

Using a novel system for injecting substrate pulses, a number of dynamic pulse experiments
were performed. Intracellular metabolite dynamics were quantified using newly developed
analytical techniques based on HPLC-MS, UV-HPLC, CE and enzymatic assays. .

Pulse experiments were carried out to investigate the glucose uptake and utilisation via the
PEP:PTS in Escherichia coli K12. The scope of these investigations was expanded using a
genetically modified, PTS-deficient strain E. coli 3pMK7 in order to determine the metabolic
changes taking place when the substrate uptake depends on ATP instead of PEP. Additionally,
the utilisation of glycerol by E. coli K12 and the dependency of glycerol uptake on ATP was
investigated. In a further experiment, the switch from glycerol to glucose as carbon source
during a pulse experiment showed a strong limitation of the available PEP concentration
during uptake.

The time courses of intracellular metabolite concentrations from these pulse experiments are
the basis for the development of kinetic (structured) metabolic models. The modelling of the
experimental data allowed a quantification of metabolic phenomena which up until now could
only be explained phenomenologically.
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1. Einleitung

“Wir befinden uns in etwa in der gleichen Lage wie
jemand, der sich ewn Bild von dem Leben in einer
Hausgemeinschaft machen will, indem er genau be-
obachtet, welche Personen und Dinge in das Haus
hinein gelangen beziehungsweise es wieder verlassen;
wir zeichnen an der Tir akkurat die Nahrung und die
sonstigen Waren auf, nehmen geduldig den Inhalt des
Miilleimers unter die Lupe und bemiihen uns, aus den
Daten die Ereignisse zu rekonstruieren, die sich hinter
den verschlossenen Tiiren abspielen.”

Marjory Stephenson iiber den mikrobiellen Stoff-
wechsel, 1930

Die moderne Biotechnologie versteht sich als die integrierte Anwendung von
Natur- und Ingenieurwissenschaften zum Zweck der Nutzung von lebenden Or-
ganismen oder ihrer zelluldren und subzelluldren Bestandteile (bzw. ihrer Stoff-
wechselprozesse) in groBtechnischen Anlagen [1].

Wie viele industrielle technische Anwendungen, so sind auch biotechnologische
Prozesse dem stdndigen Druck der Produktivitéitssteigerung unterworfen. Die
gezielte, rationale Steigerung der Produktivitit zelluldrer Systeme kann grob in
zwei Teilbereiche eingeteilt werden. Zum einen besteht die Moglichkeit {iber eine
Optimierung der biotechnischen Prozefifithrung (“bioprocess engineering”) eine
Steigerung der Produktivitit zu erreichen. Eine weitere Moglichkeit bildet die
gezielte Verbesserung des verwendeten zelluldren Systems iiber gentechnische Ein-
griffe in dessen Stoffwechsel (“metabolic engineering”) [2, 3, 4, 5, 6]. Die Resultate
letzterer Methode wéren molekularbiologisch optimierte Produktionsstimme mit
z.B. erhohter Produktivitét, erhthter Produkt/Substrat-Selektivitét, hoherer To-
leranz gegen Umwelteinfliisse oder komplett neu konstruierten Stoffwechselwegen
(7, 8].

In der Vergangenheit erfolgte das “metabolic engineering” (bzw. “metabolic
design”) meist iiber traditionelle Mutagenese-Screening Verfahren, welche trotz
ihres indirekten Ansatzes z.T. erhebliche Erfolge aufweisen konnten (z.B. in der
Domestizierung der Brau- und Béckerhefe Saccharomyces oder in der Penicillin-
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Produktion [9]).

Die Entwicklung der molekularbiologischen Techniken eréffnet heutzutage je-
doch die Moglichkeit, gezielt in den Stoffwechsel der Produktionsorganismen ein-
zugreifen und erlaubt somit erstmals eine rationale Entwicklung von Produkti-
onsstammen.

Der gezielte gentechnische Eingriff wird jedoch extrem erschwert durch die
ernorme Komplexitdt des Stoffwechsels. Wihrend ein fundiertes Wissen iiber
die Stoffwechselwege vieler Organismen existiert, so sind quantitative Erkennt-
nisse iiber die Dynamik und Regulation der Stofffliisse in diesem Netzwerk nicht
ausreichend. Eine Quantifizierung des Stoffwechsels ist jedoch eine Grundvoraus-
setzung fiir dessen gezielte Manipulation.

Die Stoffwechselquantifizierung, d.h. die Bestimmung der metaboli-
schen Stofffliisse, erfolgt iiber stationdre und dynamische Verfahren. In
der stationdren Stoffflulanalyse wird durch die Kombination von Metabolit-
Bilanzierungstechniken und Isotopenmarkierungsmethoden die Stoffflufivertei-
lung in einem definierten Fliefgleichgewichtszustand bestimmt (“metabolic flux
analysis”, MFA: siehe w.a. [10, 11, 12, 13, 14, 15, 16]) Die dadurch erhaltenen
stationdren FluBanalysen erlauben die Bestimmung sowohl intrazelluldrer Net-
tofliisse, als auch Austauschfliisse bidirektional ablaufender Reaktionsschritte.

Die vorliegende Arbeit ist im Bereich der dynamischen Stoffflulanalyse an-
gesiedelt. Die dynamische StofffluBanalyse gestattet {iber die stationfre Stoff-
flulanalyse hinaus auch die Untersuchung von Systemen auflerhalb des Flief3-
gleichgewichtszustands. Hierbei wird der Mikroorganismus in einem definierten
Flieigleichgewichtszustand kultiviert, um dann schlagartig aus dieser Gleichge-
wichtslage ausgelenkt zu werden (“Pulsexperiment”). Uber eine schnelle Probe-
nahme und anschlielende Analyse der intrazelluliren Metabolitkonzentrationen
kann die Antwort des Stoffwechsels auf diese Verdnderung quantifiziert werden
[17, 18, 19].

Die zeitlichen Verldufe der intrazelluldren Metabolitkonzentrationen aus sol-
chen Experimenten bilden die Grundlage fiir die Entwicklung kinetischer (struk-
turierter) Stoffwechselmodelle. Solche Modelle stellen die detaillierteste Moglich-
keit der intrazelluldren Stofffluanalyse dar [20]. Ziel dieser Arbeit ist es, anhand
der Erkenntnisse aus dynamischen Pulsexperimenten sowie der in vivo Bestim-
mung enzymkinetischer Parameter mittels strukturierter Stoffwechselmodelle ein
quantitatives Verstdndnis des mikrobiellen Stoffwechsels zu erlangen.

In einem iterativen Prozell zwischen dynamischem Pulsexperiment, Stoff-
wechselmodellierung und gentechnischem KEingriff wird somit nicht nur ein quan-
titatives Verstdndnis des Stoffwechsels, sondern auch eine rationale Entwicklung
von Produktionsstimmen erméglicht.
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“Je weiter sich das Wissen ausbreitet, desto mehr
Probleme kommen zum Vorschein”

Johann Wolfgang von Goethe (1749-1832)

Die Kombination von analytischen Methoden zur quantitativen Untersu-
chung mikrobieller Stoffwechselnetzwerke und deren gezielter Verinderung durch
molekularbiologische Techniken ist einer der Hauptbestandteile des “metabolic
engineering”. In einem iterativen Prozefl zwischen Stoffwechselanalyse einer-
seits und molekularbiologischen Eingriffen andererseits sollen dynamische Stoff-
wechselmodelle erarbeitet werden, welche eine systematische Entwicklung von
Mikroorganismen mit gesteigerten Produkt/Substrat-Selektivitidten und erhohter
Produktivitit gestatten. Um eine umfangreiche und akkurate Datenbasis fiir
die Entwicklung von Modellen zur Verfiigung zu stellen, ist jedoch eine si-
chere und zuverlédssige Messung intrazellulirer Metabolitkonzentrationen und
-konzentrationsverldufe unter definierten Reaktionsbedingungen unumginglich
[20]. Ein Ziel dieser Arbeit ist daher die Etablierung und Anwendung exakter
Analysenmethoden fiir Metabolite des Zentralstoffwechsels.

Analytik

Neben der Weiterentwicklung der bisher verwendeten enzymatischen und UV-
HPLC Methoden [21, 22, 23] sollen zusitzlich die Potentiale weiterer Analysen-
methoden untersucht werden. Da das zur Verfiigung stehende Probenvolumen
bei der Verwendung von enzymatischen Assays meist limitierend in bezug auf
Anzahl und Frequenz der meflbaren Analyte ist, liegt das Augenmerk hierbei
hauptsédchlich auf Methoden, welche nur sehr geringe Analysevolumina benétigen.
Diesem Kriterium entspricht z.B. die Capillarelektrophorese, welche mit Analy-
sevolumina im Nanoliterbereich arbeitet. Im Hinblick auf die Analyse eines sehr
breiten Substanzspektrums bei geringem Probevolumen ist auch die Kopplung
von HPLC und Massenspektrometrie, HPLC-MS, von Interesse. Diese Technik
ist fiir den qualitativen Nachweis einer grofien Anzahl unterschiedlicher Substan-
zen entwickelt worden [24, 25, 26], jedoch fehlt hier der quantitative Zugang zur
Analytik von Metaboliten des Zentralstoffwechsels. Fernerhin soll die Verwend-
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barkeit der *'P-NMR Spektrometrie und, im Bereich der Proteinidentifizierung
und -quantifizierung, der 2D-Gelelektrophorese untersucht werden.

Fiir die Berechnung intrazelluldrer Metabolit-KKonzentrationen ist neben den
iiber unterschiedliche analytische Verfahren bestimmten Konzentrationen auch
eine prizise Kenntnis des Gesamtzellvolumens notwendig. Bisher wurde von ei-
nem konstanten, literatur-bekannten, spezifischen Zellvolumen Kz ausgegangen
[22]. Da das Zellvolumen jedoch eine komplexe Variable ist, die nicht nur von
Stamm zu Stamm, sondern auch mit den Wachstumsbedingungen (z.B. Substrat,
Wachstumsrate, etc. [27, 28]) variiert, mufl eine Moglichkeit der direkten experi-
mentellen Bestimmung des Zellvolumens etabliert werden.

Grundsétzlich miissen die oben beschriebenen analytischen Verfahrenstech-
niken gewéhrleisten, dafl die nach Probenahme und Aufarbeitung gemessenen
Metabolitkonzentration der tatsichlichen Metabolitkonzentration zum Probenah-
mezeitpunkt in den Zellen entsprechen. Hierzu muf der bakterielle Stoffwechsel
inaktiviert und die Stoffwechselintermediate (Metabolite, Nucleotide, Cofakto-
ren) extrahiert werden. Nach einer raschen und quantitativen Inaktivierung des
Stoffwechsels zum Zeitpunkt der Probenahme (“Quenching”) und einer Abtren-
nung der Zellen werden daher Aufschluimethoden benétigt, welche sowohl unter
Beriicksichtigung der Metabolitstabilitéit als auch der anzuwendenden Analysen-
methode reproduzierbare Ergebnisse liefern [29].

Anlagenoptimierung

Neben der analytischen Erfassung von Metabolitkonzentrationen ist aufgrund
der hohen Umsatzraten und geringen intrazelluliren Konzentrationen der mei-
sten Stoffwechselmetabolite eine schnelle Probenahme (d.h. eine hohe zeitliche
Auflésung) Voraussetzung fiir Untersuchungen der Stoffwechseldynamik. Typi-
sche Umsetzungsgeschwindigkeiten fiir intrazelluldare Metabolite liegen im Bereich
< 1,5 mM s~ [30, 21]. Bei Metabolitkonzentrationen in der GréBenordnung von
1 mM wird deutlich, dafl sowohl Inaktivierungszeiten unterhalb einer Sekunde
als auch Probenahmefrequenzen > 1 s~ notwendig sind, um dynamische Ande-
rungen intrazelluldrer Metabolitkonzentrationen verfolgen zu konnen [20] (siehe
hierzu auch Abbildung 2.1). In friiheren Arbeiten ist am Institut fiir Biotechno-
logie 2 daher ein geeignetes Probenahmesystem konstruiert worden [22] welches
in dieser Arbeit Verwendung findet.

Aus den oben genannten Griinden ist bei der Messung von Metabolitdynami-
ken auch die Gewiihrleistung eines schnellen Ubergangs von einem substratlimi-
tierten zu einem nicht-substratlimitierten Zustand der gesamten Zellpopulation
(ohne die Beeinflussung anderer experimenteller Parameter) notwendig. Dies
erfordert die Konstruktion eines Pulsaufgabesystems, welches es gestattet bei
minimaler Mischzeit dem Reaktionssystem exakte Volumina zuzufiihren.
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Abbildung 2.1.: Relaxationszeiten unterschiedlicher Prozesse in Mikroorganismen
und Bioreaktoren. Der grau schraffierte Bereich kennzeichnet das
Zeitfenster der durchgefiihrten Pulsexperimente.

Pulsexperimente

Unter Beriicksichtigung der neuartigen Analysenmethoden ist es ein weiteres Ziel
dieser Arbeit, dynamische Stoffwechseluntersuchungen an dem Mikroorganismus
Escherichia coli durchzufiihren. Obwohl die analytischen Techniken im Prinzip
fiir jeden Organismus anzuwenden sind, fiel die Wahl auf E. coli, da es sich hierbei
um einen der physiologisch, genetisch und metabolisch am besten charakterisier-
ten Mikroorganismen handelt [27, 31]. Als Ausgangsbasis fiir die dynamischen
Pulsexperimente wird E. coli in einem kontinuierlich betriebenen Bioreaktor un-
ter definierten, substrat-limitierten Reaktionsbedingungen kultiviert. Nach dy-
namischer Auslenkung des Systems aus dem Fliefigleichgewichtszustand (steady
state) durch einen Substrat-Puls, wird mittels schneller Probenahme und sofor-
tiger Inaktivierung des Stoffwechsels die Verdnderung ausgewéhlter Metabolite,
Nucleotide und Cofaktoren mit hoher zeitlicher Auflésung gemessen.

Im Vordergrund der Untersuchungen stehen die Aufnahmesysteme und Stoff-
wechselwege fiir die Substrate Glucose und Glycerol.

Modellierung

Die unter Verwendung der oben genannten Techniken durchgefiihrten dynami-
schen Pulsexperimente sollen als Basis fiir die Erstellung dynamischer und struk-
turierter Stoffwechselmodelle dienen. Unter Verwendung einer am Institut fiir
Biotechnologie 2 entwickelten Modellierungssoftware (MMT, [32]) sollen in Ko-
operation mit den Stoffwechselmodellierern Dr. J. Hurlebaus und Dipl.-Chem.
D. Degenring Stoffwechselmodelle erstellt werden.
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Diese Modelle beschréinken sich auf den Zentralstoffwechsel von E. col.
Beim Zentralstoffwechsel (Glycolyse, Citratcyclus, Pentosephosphatweg) han-
delt es sich um ein (zumindestens qualitativ) intensiv untersuchtes System (u.a.
[33, 10, 34, 35, 36]). Fernerhin ist er fiir den zelluldren Stoffwechsel hinsichtlich
der Verteilung des Kohlenstoffflusses fiir Biosynthese und Energiehaushalt von
entscheidender Bedeutung. Da der experimentelle Zeitraum, d.h. das Zeitfenster
der schnellen Probenahme, lediglich ca. 40 s umfafit, findet eine Regulation auf
genetischer Ebene wéihrend des Versuches nicht statt und kann fiir die Modellie-

rung vernachlissigt werden (siehe hierzu auch Abbildung 2.1).

In einem iterativen Prozess (siehe Abbildung 2.2) sollen die erstellten Mo-
um so ein moglichst quantitatives

delle validiert und weiterentwickelt werden,

Versténdnis des bakteriellen Stoffwechsels zu erlangen [37].

Substratpuls

-l

N

substratlimitierter
Chemostat

schnelle Probenahme

{

Modellierung

Extraktion

N

Analytik

Abbildung 2.2.: Iterative Vorgehensweise zur Stoffwechselquantifizierung. Aus-
gehend von einem substratlimitierten Chemostat wird ein Puls-
experiment durchgefiihrt. Die hieraus gewonnenen Daten dienen
als Basis fiir die Stoffwechselmodellierung. Anhand der generier-
ten Modelle werden weitere dynamische Pulsexperimente durch-
gefiihrt, welche korrekte Modelle identifizieren und validieren sol-

len.




3. Theoretische Grundlagen

“Der Blick des Forschers fand nicht selten mehr als er
zu finden winschte”

Gotthold Ephraim Lessing (1729-1781)

3.1. Biologische Grundlagen

3.1.1. Genomische Biologie

“Metabolic engineering”, d.h. die gezielte Verbesserung zelluldrer Systeme mit-
tels gentechnischer Eingriffe, ist ein Oberbegriff fiir eine grofle Anzahl unter-
schiedlichster Methoden und Techniken. Der in dieser Arbeit gewihlte Ansatz,
die Quantifizierung intrazellulirer Metabolitdynamiken, 148t sich am besten dem
Bereich der “Metabolomics” zuordnen. Zu dem Forschungsgebiet der genomi-
schen Biologie gehéren neben Metabolomics und Proteomics auch Genomics und
Transcriptomics (siehe Abbildung 3.1).

Die Genomanalyse (Genomics) ist eine géngige, zum Grofiteil automatisier-
te Technik, welche Daten iiber den genetischen Hintergrund eines Organismus
liefert. Sie liefert jedoch keine Angaben {iber die Aktivierung und Expressi-
on spezifischer Gene. Diese Daten werden durch mRNA-Transkriptionsprofile
(Transcriptomics, DNA Chip Technology) ergénzt. Die Transkriptionsanalyse
gestattet Aussagen iiber die Expression spezifischer Gene unter bestimmten ex-
perimentellen Bedingungen.

Die genetische Information eines Organismus ist in seiner DNA gespeichert,
welche zunéchst in einzelstringige mRNA (messenger RNA) transkribiert wird.
Diese Boten-RNA gibt vor, welche Proteine gebildet werden. Sie iiberbringt die
genetische Information von der DNA zum Ort der Proteinbiosynthese, den Ribo-
somen. Wihrend der Translation erfolgt die Ubersetzung einer linearen Basen-
sequenz in die Folge von Aminosiduren eines Peptids. Es kommt zu spezifischen
Wechselwirkungen der mRNA mit der tRNA (transfer RNA). An den tRNA-
Tripletts héingt je eine Aminoséure, die durch Peptidbindungen miteinander ver-
kniipft werden, so dafl eine Polypeptidkette entsteht. Durch ein Stoppsignal
endet der Polypeptidfaden und das Proteinprodukt kann daraus entstehen [38].
Trotzdem kann von der mRNA einer Zelle nicht auf die Proteinzusammenset-
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zung geschlossen werden, da es z.B. zu posttranslationalen Modifikationen kom-
men kann. Deshalb ist fiir eine Funktionsanalyse die Kenntnis der in der Zelle
vorhandenen Proteine wichtig [39, 40].

3.1.1.1. Proteomanalyse (Proteomics)

Die Proteomanalyse (Proteomics) [41] beschreibt die Untersuchung der in einem
Organismus zu einem bestimmten Zeitpunkt und unter bestimmten Bedingungen
vorhandenen Proteine. Hieraus ergibt sich der Phénotyp der Zellen. Es ist die
logische Fortsetzung der Genomanalyse und eine Ergénzung der Transkriptions-
analyse.

Die wesentlichen Arbeitsblocke der Proteomanalyse sind zum einen die De-
tektion von Proteinen (z. B. durch 2D-Gelelektrophorese), zum anderen die Cha-
rakterisierung der einzelnen Proteine. Die zugehdrigen Gene werden, soweit sie
noch nicht bekannt sind, identifiziert [42].

Ist das Proteom von Bakterien bekannt, konnen effizientere Produkti-
onsstdmme hergestellt werden, indem die Expression der Proteine so beeinflufit
wird, dafl hohere Produktionsausbeuten und Produktraten erzielt werden [43].
Im Hinblick auf die Stoffwechselmodellierung stellen qualitative Angaben iiber
die Expression eines Enzyms, bzw. quantitative Aussagen iiber Enzymmengen
eine wichtige Information fiir die Bestimmung der spezifischen Katalysatorkon-
zentrationen der in vivo Kinetiken dar.

DNA
{(Genome)

mRNA

2 (Transcriptome)

A IRE V Enzymes
W (Proteome)

Metabolites
(Metabolome)

Abbildung 3.1.: Grobe Einteilung der genomischen Biologie in die Bereiche Ge-
nomics (DNA-Sequenzanalyse), Transcriptomics (Proteinexpres-
sion), Proteomics (Proteinanalyse) und Metabolomics (Analyse
niedermolekularer Zellbestandteile)
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3.1.1.2. Metabolomanalyse (Metabolomics)

Unter Metabolomics versteht man die Untersuchung der in einer Zelle vorhande-
nen niedermolekularen Bestandteile in unterschiedlichen Wachstumsphasen und
unter variierenden Bedingungen [45, 46]. Hierbei kann es sich um Momentaufnah-
men des gesamten Metabolitspektrums (“metabolite fingerprinting”, siehe z.B.
[47]) oder um die zeitlichen Verldufe einzelner Metabolite (z.B. [48, 49, 22, 50])
handeln.

Die Daten aus der Metabolomanalyse unter dynamischen Bedingungen die-
nen der Berechnung von n vivo Enzymkinetiken und bieten somit erstmals die
Moglichkeit, den Stoffwechsel der untersuchten Organismen zu quantifizieren.
Fernerhin koénnen iiber die intrazellulire Akkumulation von Stoffwechselproduk-
ten limitierende Schritte (sog. “bottlenecks”) identifiziert und unter Zuhilfenah-
me iterativer gentechnischer Eingriffe eliminiert werden.

Die Grundvoraussetzung fiir ein effektives “metabolic engineering” liegt in
der interdisziplindrem Kooperation dieser unterschiedlichen Wissenschaftsberei-
che. Ein quantitatives Verstédndnis von Stoffwechselnetzwerken erfordert die kom-
binierte Anwendung von Genomics, Transcriptomics, Proteomics, Metabolomics
und mathematischer Modellierung [51].

3.1.2. Charakterisierung von Escherichia coli

FEscherichia coli (E. coli) ist ein gram-negatives, fakultativ anaerobes, nicht spo-
renbildendes, prokaryontisches Bakterium aus der Familie der Enterobacteria-
ceae. Diese Bakterien sind gut bewegliche, peritrich begeifielte Stdbchen mit
einer Grofle von ca. 1,0 - 4,0 um. FE. coli wurde erstmalig im Jahre 1885 vom
deutschen Kinderarzt Theodor Escherich (1857-1911) als “Bacterium coli com-
munale” beschrieben [52].

Der Stoffwechsel ist aerob (Sauerstoff-Atmung) oder fakultativ anaerob
(Gérung, Nitrat-Atmung) und zum Wachstum reicht eine einfache synthetische
Nahrlosung bestehend aus Kohlenstoffquelle, Stickstoffquelle und Mineralsalzen.
Unter optimalen Bedingungen (Komplexmedium, 37° C, pH-Wert zwischen 6,5-
7,3) liegt die Generationszeit bei 20 Minuten [53, 27].

E. coli ist einer der sowohl molekularbiologisch als auch genetisch am de-
tailliertesten untersuchten Organismen. Schon friihzeitig wurde er in der Bio-
technologie zur Darstellung von diversen Produkten verwendet, z.B. Enzymen
wie Asparaginase und Penicillin-Acylase; durch Umsetzung von Vorstufen auch
Asparaginséure und Tryptophan [54]. Mit dem Einsatz von mikrobiellen Klo-
nierungssystemen in der Gentechnologie und der kompletten Sequenzierung des
E. coli Genoms im Jahre 1997 [55] entwickelte sich dieser Mikroorganismus zum
wichtigsten Wirtsorganismus zur Expression heterologer Proteine, z.B. Insulin,
Interferon und Somatostatin. Heutzutage dient E. coli in der Forschung vorrangig
als Organismus zur Klonierung, Amplifikation und Expression von Gensequenzen,
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Abbildung 3.2.: Escherichia coli

bzw. in der Industrie zur Darstellung einer Vielzahl von Enzymen, Aminosduren,
Vitaminen und Nucleotiden [56]. Sowohl die wirtschaftliche Relevanz, als auch
die umfangreichen molekularbiologischen, genetischen und fermentationstechni-
schen Untersuchungen machen E. coli zu einem idealen Modellorganismus fiir die
Stoffwechseluntersuchungen der vorliegenden Arbeit.

3.1.2.1. Phosphotransferase System (PTS)

Der Transport des Substrates in die Zelle erfolgt im Falle eines Zuckers (Glucose,
Fructose, Mannit) iiber das phosphoenolpyruvat-abhingige Phosphotransferase
System (PEP:PTS). Durch ein integrales Membranprotein (Enzym II, E;;) wird
Zucker unter Phosphorylierung in die Zelle geschleust. Die Phosphatgruppe wird
nicht direkt vom Phosphoenolpyruvat auf den Zucker, sondern iiber Enzym I auf
das Protein HPr {ibertragen. Die phosphorylierte Form von HPr reagiert mit
einem peripheren Membranprotein (Enzym III, E;;7, je nach Nomenklatur auch
E;r4), von welchem aus das integrale Membranprotein (Enzym II, E;;) dann die
Phosphatgruppe auf den Zucker iibertrigt (sieche Abbildung 3.3) [53, 57].

Die Enzyme II und III sind fiir jeden Zucker unterschiedlich, nur Enzym I und
HPr sind am Transport aller Zucker beteiligt. In E. coli sind bisher insgesamt 16
Phosphotransferase Systeme bekannt [27]. Sie sind nicht nur fiir den Transport
von Substraten in die Zelle verantwortlich, sondern spielen auch eine grofie regu-
latorische Rolle. So hemmen z.B. Zucker, die direkt durch das PTS aufgenom-
men werden den Transport und die Verwertung gleichzeitig vorhandener Zucker
(Katabolit-Repression). Im Zusammenhang mit dem Phosphotransferase System
ist Adenosin-3’,5-monophosphat (cAMP) zu erwihnen. Wihrend der Verstoff-
wechselung von Glucose ist nur eine geringe cAMP-Konzentration in der Zelle
meflbar. Dies ist bedingt durch die von Adenylat Cyclase katalysierte Reaktion
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von ATP zu cAMP (sieche Abbildung 3.3), welche nur dann eine hohe Aktivitét
zeigt, wenn die Komponenten des Phosphotransferase Systems phosphoryliert
sind. Dieser Fall tritt nur dann ein, wenn keine Zucker zwecks Transport durch
die Zellmembran phosphoryliert werden. Sobald keine Glucose mehr vorhanden
ist, steigt der Phosphorylierungsgrad von PTS-Komponenten und die Adenylat
Cyclase wird aktiviert; die zellinterne cAMP-Konzentration steigt stark an. Mit
einem Anstieg von cAMP und der Bildung des Komplexes CRP-cAMP (CRP
= cAMP Rezeptor Protein) ist nun die Transkription von u.a. dem lac-Operon
moglich, welches wihrend des Wachstums auf Glucose nicht exprimiert wird und
eine Verstoffwechselung anderer Kohlenstoffquellen gestattet [58].

3.1.3. Glycolyse

Die Glycolyse (Abbildung 3.4), auch bekannt als EMP-Weg nach den an seiner
Aufklarung beteiligten Forschern Embden, Meyerhof und Parnas, ist der wichtig-
ste Abbauweg von Glucose zu Pyruvat. Dieser anaerobe, katabolische Stoffwech-
selweg liefert chemische Energie in Form von Adenosin-5’-triphosphat (ATP);
gleichfalls entsteht die reduzierte Form des Nicotinamid-Adenin-Dinucleotids
(NADH). Die Gesamtreaktion verliuft als Bilanz nach folgender Gleichung:

Glucose + 2ADP + 2P; + 2NAD — 2Pyruvat + 2ATP + 2NADH + 2H,O + 4H*
(3.1)

i CAMP +PP ;
Adenylat ATP
Cyclase

Aktivierung
Glucose-6-P

_//"CV Eq EIIIN‘P_X HPr XEI NPI Pyruvat
Glucose
Ey~P Ep HPr ~P E, PEP

Zellmembran

Inhibierung
Glycerol + ATP
Glycerolkinase
Glycerol-3-phosphat + ADP

Abbildung 3.3.: PEP-abhingiges Phosphotransferase System am Beispiel Gluco-
se: Die Glucose wird durch das membranstédndige Enzym IT und
das phospho-Enzym III zu Glucose-6-phosphat phosphoryliert
und in das Cytoplasma abgegeben.
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Abbildung 3.4.: Reaktionen der Glycolyse (Pfeile nach unten) und der Gluconeo-
genese (nach oben weisende Pfeile)

3.1.4. Gluconeogenese

Die Gluconeogenese ist die enzymgesteuerte Neubildung von Kohlenhydraten im
Organismus durch Umkehr der Glycolyse, wobei die Gluconeogenese jedoch in
einigen Reaktionsschritten von der Glycolyse abweicht. Die Gluconeogenese ver-
braucht Energie in Form von ATP. Sie bewirkt in bestimmten Mikroorganismen,
die in Abwesenheit von D-Glucose wachsen, die Umsetzung von Pyruvat, D-
oder L-Lactat, Glycerol oder von bestimmten Aminosduren. Aus energetischen
Griinden und zwecks gezielter Regulation besitzt die Gluconeogenese bei einigen
Reaktionsschritten eigene Mechanismen und Enzymsysteme!. So verliuft z.B. die

Lyor allem um die irreversiblen Reaktionsschritte der Glycolyse (Glucose — G6P, F6P —
FBP, PEP — Pyruvat) zu umgehen
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Reaktion vom Phosphoenolpyruvat zum Pyruvat indirekt iiber den Umweg des
Oxaloacetats. Fernerhin katalysiert ein fiir die Gluconeogenese spezifisches En-
zym, die Fructosebisphosphat-Phosphatase, die Reaktion vom Fructosebisphos-
phat zum Fructose-6-phosphat.

3.1.5. Citratcyclus

Der Citratcyclus (Citronensiure-Cyclus, TCA-Cyclus, Krebs-Cyclus, siehe Ab-
bildung 3.5) stellt das amphibolische Stoffwechsel-Schema des oxidativen Endab-
baus der Kohlenstoffquelle (z.B. Glucose, Glycerol) zu Kohlendioxid dar. Ein je-
weils zwei Kohlenstoff-Atome umfassendes Bruchstiick aus dem Fett-, Eiweif- und
Kohlenhydrat-Abbau, der Acetyl-Rest, tritt nach Aktivierung als Acetyl-CoA in
den Citratcyclus ein. Die Energiegewinne duflern sich in der Bildung von Reduk-
tionsdquivalenten, d.h. der reduzierten Formen von Flavin-Adenin-Dinucleotid
(FADH,) und NADH sowie in der Phosphorylierung von Guanosin-5’-diphosphat
(GDP) zu Guanosin-5’-triphosphat (GTP) durch anorganisches Phosphat (P;)
[59]. Der Citratcyclus dient nicht nur als terminaler Oxidationsprozefl der Nihr-
stoffe, sondern ist auflerdem Lieferant fiir Biosynthese-Vorstufen. Die vier, bzw.
fiinf Kohlenstoff-Atome enthaltenen Oxoséduren bilden durch Transaminierung die
Aminosduren L-Asparaginsdure bzw. L-Glutaminsiure; aus Oxaloacetat kénnen
iiber die Gluconeogenese Zucker, z.B. Ribose, gebildet werden.
Die Gesamtreaktion verliuft als Bilanz nach folgender Gleichung [60] :

Acetyl-CoA +3 NAD + FAD+ GDP + P, —
2 COy+ CoA + 3 NADH + FADH, + GTP (3.2)

3.1.6. Pentosephosphatweg

Im zelluléren Stoffwechsel erfiillt der Pentosephosphatweg (PPP, siehe Abbildung
3.6) zwei Hauptaufgaben. Zum einen stellt er Ribose-5-phosphat bereit, welches
zur Synthese von Nucleinsduren und Nucleotiden benétigt wird und zum anderen
dient er der Synthese von Reduktionsidquivalenten in der Form von NADPH,
welches neben NADH Elektronen fiir Redoxreaktionen bereitstellt.

Der oxidative Pentosephosphatweg (PPP) 1&8t sich in drei Hauptreaktions-
gruppen einteilen:

1. Oxidation von Glucose-6-phosphat zu Ribulose-5-phosphat unter der Bil-
dung von NADPH und COs.

2. Enzymatische Reaktionen, die die Umsetzung von Ribulose-5-phosphat in
Ribose-5-phosphat und Xylulose-5-phosphat katalysieren.

3. Transaldolase- und Transketolase- Reaktionen die die Synthese von Hexose-
6-phosphaten aus Pentose-5-phosphaten katalysieren.

13
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Im oxidativen Zweig des Pentosephosphat-Weges wird Glucose-6-phosphat zu
Ribulose-5-phosphat umgesetzt. Die Metabolite und katalysierenden Enzyme
sind in Abbildung 3.6 aufgefiihrt.

Das Verhiltnis von gebildetem NADPH zu Pentose-5-phosphat betrigt 2:1.

3 Glucose-6-phosphat + 6 NADPT — (3.3)
3 Pentose-5-phosphat +3 CO, +6 NADPH +6 H "

Ist in der Zelle ein hoherer Bedarf an NADPH vorhanden, so mufl der
gebildete Uberschufi an Pentose-5-phosphaten abgebaut werden. Dazu die-
nen die Transketolase- und Transaldolase-Reaktionen. Transketolase katalysiert
den Transfer einer Glycolaldehyd-Gruppe von Xylulose-5-phosphat auf Ribose-
5-phosphat oder Erythrose-4-phosphat. Es entsteht Sedoheptulose-7-phosphat

Glycolyse
v
Phosphoenolpyruvat

1L 2.7.1.40 Pyruvatkinasc

1.2.1.51 Pyruvat Dehydrogenase
e ——
Pyruvat Acetyl-CoA

4.1.3.7 Citrat-Synthcasc

4.1.1.49
4.1.132
Phosphoenol- Hzg\

pyruvatcarboxylase

/ Citrat \&i Aconitasc

cis-Aconitat

Oxaloacetat
NADH; 4213
Malat-Dehydrogenase 1.1.1.37 \
Isocntrat

Pyruvatcarboxylase

L-Malat Coenzym A 1 1.1.41 Isocitrat-Dehydrogenase
NADH2 COy
Fumarasc 4.2.1.2
J 2- Oxoglutarat
H>O
Fumarat
1.2.7.3 Oxoglutarat-Dehydrogenase
FADH,
) Succmyl CoA NADHZ CO
Succinat-Dehydrogenase 1.3.99.1
Succmat GDP,P,

6. 2 1.5 Succinat-Thiokinase
GTP, CoA

Abbildung 3.5.: Oxidativer Endabbau der Kohlenstoffquelle im Citratcyclus
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und Glyceraldehyd-3-phosphat.  Transaldolase katalysiert den Transfer ei-
ner Dihydroxyaceton-Gruppe von Sedoheptulose-7-phosphat auf Glyceraldehyd-
3-phosphat unter der Bildung von Erythrose-4-phosphat und Fructose-6-
phosphat. Beide Enzyme zusammen katalysieren die Umwandlung von Pentose-
5-phosphaten in Fructose-6-phosphat und Glyceraldehyd-3-phosphat.

2 Xylulose-5-phosphat + Ribose-5-phosphat — (3.4)
2 Fructose-6-phosphat + Glyceraldehyd-3-phosphat

Somit konnen alle iiberschiissigen Pentose-5-phosphate als Fructose-6-
phosphat und Glyceraldehyd-3-phosphat in den EMP-Weg eingeschleust wer-
den. Da alle Reaktionen reversibel sind, ist die Umkehrung (die Bildung von
Pentose-5-phosphaten aus Fructose-6-phosphat und Glyceraldehyd-3-phosphat)
der Reaktionen moglich. Sie wird genutzt, wenn in der Zelle Pentose-5-phosphate
(z.B. Erythrose-4-phosphat zur Bildung aromatischer Aminosiuren) nicht aber
NADPH gebraucht wird.

Nach Ergebnissen aus *C-Glucose Markierungsexperimenten verstoffwechselt
E. coli bis zu 28 % des Substrates iiber den Pentosephosphat-Weg [61]. Der
Pentosephosphat-Weg ist neben der Glycolyse der wichtigste Stoffwechselweg zum
Abbau von Glucose.

Abbildung 3.7 zeigt eine Einordnung des Zentralstoffwechsels (Glycolyse, Glu-

3NAD(P) 3 NAD(P)H

3 Glucose-6-phosphat === 3 6-Phosphogluconolacton

1.1.1.49 Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase 3 B0 3.1.1.31 Gluconolactonase

3 6-Phosphogluconat

1.1.1.44
1K 3 NAD(P) 6-Phosphogluconat-
; e Dehydrogenase
3 Ribose-5-phosphat ~ . 3 NAD(P)H
3 Ribulose-5-phosphat + 3 CO,
=

3 Xylulose-5-phosphat

Xylulose-5-phosphat Glycerinaldehyd-3-phosphat Fructose-6-phosphat
l 2.2.1.1 Transketolase N:
Ribose-5-phosphat Sedoheptulose-7-phosphat Erythrose-4-phosphat Fructose-6-phosphat
/: Transketolase
Xylulose-5-phosphat » Glycerinaldehyd-3-phosphat

Abbildung 3.6.: Oxidativer Zweig des Pentosephosphat-Weges
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coneogenese, Pentosephosphatweg, Citratcyclus) in den Gesamtstoffwechsel der
Zelle.

3.1.7. Regulation

Sowohl die Glycolyse als auch die Gluconeogenese laufen bei E. coli im Cyto-
plasma ab, wobei jedoch eine Regulation notwendig ist. Andererseits wiirde,
bei gleichzeitigem Ablauf von Glycolyse und Gluconeogenese, ein stindiger und
sinnloser ATP-Verbrauch stattfinden. Eine Regulation, welche den einen Stoff-
wechselweg ausschaltet, wihrend der andere aktiviert ist, erfolgt

1. durch allosterische Regulation,

2. durch das Ausmaf, in dem den einzelnen Stoffwechselwegen ihre jeweiligen
Substrate zur Verfiigung stehen,

3. durch eine geregelte Neusynthese von Enzymen zwecks Anpassung an eine
verdnderte Stoffwechselsituation.

Bei der allosterischen Regulation greifen niedermolekulare Produkte in die
Regulation der biologischen Reaktionsketten ein. Dies geschieht, indem sie hem-
mend (als Inhibitoren) oder fordernd (als Aktivatoren) auf die Enzym-Aktivitit
wirken. Wenn ein Enzym-Molekiil an einer Stelle eine kurzzeitige Kopplung mit
einem Effektor eingegangen ist, wird die rdumliche Konfiguration im aktiven Zen-
trum des Enzyms reversibel verdndert, so dal das Substrat nicht mehr aufgenom-
men werden kann. Wichtige Schliisselenzyme fiir eine kurzfristige, allosterische
Regulation bei der Glycolyse sind Pyruvatkinase, 6-Phosphofructo-1-kinase, und
Fructose-1,6-bisphosphatase. Ein bedeutender allosterischer Effektor ist neben
ATP und Adenosin-5'-diphosphat (ADP) das Fructose-2,6-bisphosphat (FBP)
[62].
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Abbildung 3.7.: Eine Einordnung des Zentralstoffwechsels in den Gesamtstofi-
wechsel der Zelle verdeutlicht das hohe Mafl an Komplexitit von
Zu- und Abfliissen in diesem System.
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3.2. Verfahrenstechnische Grundlagen

3.2.1. Bakterienwachstum in statischer Kultur

Das Bakterienwachstum in statischer Kultur, in einer sogenannten Batchfermen-
tation (stirred tank reactor, STR), stellt eine der einfachsten Methoden der bio-
logischen Prozefifithrung dar [63]. Bei einer logarithmischen Auftragung der Zell-
zahl, bzw. der Biomasse, beobachtet man unter optimalen Bedingungen und nur
einer Kohlenstoffquelle eine typische Wachstumskurve (siehe Abbildung 3.8).
Wihrend der exponentiellen Phase folgt das Zellwachstum dem allgemeinen
Wachstumsgesetz (siehe Gleichung 3.5), wobei sich die maximale Wachstumsge-
schwindigkeit ft,,q, aus der Steigung bei halblogarithmischer Auftragung ergibt.

dx

@ 3.5
o = HmaaT (3:5)

X = Zelldichte (z.B. als Biotrockenmasse) [g -L™!]

tmaz = spezifische Wachstumsgeschwindigkeit [h—?]

Zur Beschreibung der spezifische Wachstumsgeschwindigkeit g in Abhéngig-
keit von der Substratkonzentration S und einer Sattigungskonstanten Kg dient
ein einfacher empirischer Ansatz nach Monod (siehe Gleichung 3.6 und Abbildung
3.9). In realen Systemen, wo zusétzlich noch Substrat- und Produkthemmung in
die Gleichung fiir die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit mit einflieffen, sind
die Verhiltnisse allerdings wesentlich komplizierter.

_5
Ks+ S

U= Pmaz (3'6)

» Zeit
Abbildung 3.8.: Wachstumskurve: Adaptions- oder lag-Phase (1); exponentielles

Wachstum (2); Ubergangsphase (3); stationire Phase (4) und
Absterbe Phase (5)
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( Mmax

» 7

K Substratkonz. [mol/1]

Abbildung 3.9.: Abhéngigkeit der spezifischen Wachstumsgeschwindigkeit ;1 von
der Substratkonzentration S. Im Bereich geringer Substratkon-
zentration ist u stark von S abhéngig (extern reguliert), es gilt
Gleichung 3.6

3.2.2. Bakterienwachstum in kontinuierlicher Kultur

Bei der kontinuierlichen Kultivierung von Zellen wird sterile Nahrlésung dem Bio-
reaktor kontinuierlich zugegeben und gleichzeitig die gleiche Menge umgesetzte
N#hrlosung mit Mikroorganismen dem System entnommen (continuous stirred
tank reactor, CSTR). Es bestehen mehrere Moglichkeiten der Kultivierung, der
Chemostat, der Turbidostat und der Nutristat. In allen wird im homogen ge-
mischten Bioreaktor ein Fliefigleichgewicht (steady state) eingestellt. Beim Che-
mostat wird das Zellwachstum durch die Verfiigbarkeit eines Substrats geregelt,
d.h. durch die Durchflulrate. Im Turbidostat z.B. wird das Zellwachstum durch
Messung der Biomassen-Konzentration und Regelung des Néhrlosungs-Zu- und
-Abflusses konstant gehalten [63, 6]. Die Verhéltnisse in diesem offenen System
(mit konstantem Volumen) lassen sich durch das Aufstellen einer Massenbilanz
beschreiben (siehe Gleichung 3.7).

Akkumulation = Konvektion + Reaktion (3.7)

Die molare Anderung einer Komponente i mit der Zeit V - dgi ist gleich der

Summe aus der Menge ¢, die mit dem Volumenstrom Fy in den Reaktor ein-,
bzw. ausgespiilt wird (Konvektion) und dem Teil der im Reaktor verbraucht
oder erzeugt wird (Reaktion):

dC dC;
V. dtz =Iv- (Cy, ein — Ci) +V - ( dtl) (3.8)
~— Metabolismus,
Akkumulation Konvektion Rea;c,tion

Im Falle einer kontinuierlichen Kultur mit dem limitierenden Substrat C's und
dem Produkt Cp erhédlt man mit folgenden Randbedingungen,
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OX, ein = 0 (39)
Cs ein = Cs, o (3.10)
Cpein = 0 (3.11)
V
— = 12
== (312
einen Satz von drei Differentialgleichungen:
dCx 1
=2 = . (=C -C 3.13
X = S (=Cx)+pCx (3.13)
dCyg 1
— = —(Cs,0—Cs)—gqs-C 3.14
dt - (Cs, 0 s) —qs-Cx ( )
dCp 1
= 2. (=Cp)—qp-C 3.15
dt - (—=Cp) —qp - Cx ( )

Hierbei ist p die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit der Biomasse, ¢g ist die
spezifische Umsetzungsgeschwindigkeit fiir das Substrat und ¢p die biomasse-
spezifische Umsetzungsgeschwindigkeit fiir das Produkt. Da im stationéren Zu-
stand keine Anderung an Biomasse, Substrat oder Produkt statt findet, folgt
daraus,

1

0 = —-(=CX™) 4 p- Ox" (3.16)
1 w w

0 = —+(Cs0—C§™) —qs- Cx ™™ (3.17)
1 w w.

0 = —-(=C¥"™) = aqp-C5° (3.18)

Die drei GroBen C/*", C$" und C'§"" sind somit fiir den Gleichgewichts-
zustand definiert. Soll eine hohere Biomasse bei gleichbleibender Gleichgewichts-
konzentration von Substrat und Produkt erreicht werden, so kann die Verweil-
zeiten der Biomasse Tgiomasse Und des Medium 7se450m entkoppelt werden. Man
erhilt folgende Bedingungen fiir den stationédren Zustand:

1

0 = ———— - (=C") + p- Cx G (3.19)
TBiomasse
1
0 = (Cs, 0= C§™) — qs - Cx 7™ (3.20)
TMedium
1
0 = (=CGIY — qp - OGO (3.21)
TMedium

Wenn man die Gleichungen nach der spezifischen Wachstumsgeschwindigkeit
p und der spezifischen Umsetzungsgeschwindigkeit fiir das Substrat ¢¢ und das
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Produkt gp auflost, erkennt man, daf die spezifische Wachstumsgeschwindigkeit
4 im stationdren Zustand allein von der Biomassenverweilzeit 7g;omasse abhéngt:

1

= — =D (3.22)

TBiomasse
1 Cg, o — CF"
= - 3.23

s TMedium C)C;‘gw. ( )
1 CG’gw.

awp = e (3.24)

TMedium CX
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4. Verfahrenstechnische Methoden

“To the ignorant, the great results alone are admirable,
to the knowing, rather the infinite device and sleight of
hand that made them possible.”

Robert Louis Stevenson (1850-1894)

4.1. Biologisches Testsystem

4.1.1. Stammbeschreibung

In der Regel erfolgten alle Versuche mit dem Prokaryonten E. coli K12 DSM
498 (DSM Stammbhaltung, D). Untersuchungen zur Glucoseaufnahme wurden
mit einem PTS-defizienten E. coli 3pMK7 (Genotyp: ptsl::glf, pACAC tac - glk)
durchgefiihrt. Basierend auf E. coli 1.J110 wurde hier das PTS I System ent-
fernt; zusétzlich befinden sich auf einem Plasmid neben einer Chloramphenicol-

Resistenz ein Glucosefacilitator (glf) und eine Glucokinase (glk) aus Zymomonas
mobilis [64, 65].

4.1.2. Stammbhaltung

Die Stammbhaltung erfolgt in Glycerolkryokulturen [66]. Dazu werden die Mikro-
organismen in 100 ml Komplexmedium aus Hefeextrakt, Trypton und Glucose
bis zu einer optischen Dichte von ODgsq = 12 (entspricht ca. 4,0 g 17! Bio-
trockenmasse) inkubiert. Die Inkubation erfolgt in 1000 ml Schiittelkolben mit
vier Schikanen bei 37°C und 140 U min~!. Nach mikroskopischer Kontrolle auf
Kontamination wird die Kultur mit 30 ml sterilem 85% Glycerol versetzt und in
2 ml Portionen bei -80°C eingefroren.

4.2. Apparativer Aufbau und Durchfithrung der Versuche

4.2.1. Bioreaktor

Der Fermentationsprozef3 fiir alle Pulsversuche wird in einem Riihrkessel-
Bioreaktor des Typs ATGU 503 der Firma Infors AG durchgefiihrt. Der Bio-
reaktor besteht aus einem Edelstahlzylinder mit 20 1 Arbeitsvolumen sowie ei-
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nem Edelstahldeckel, in welchem Vorrichtungen zur Aufnahme verschiedener
Meflsonden und Anschliisse angebracht sind. Das Riihrorgan bildet ein Schei-
benriihrer, dessen Riihrwelle von oben angetrieben wird. An der Unterseite
befindet sich ein AuslaB zur Entnahme von Proben. Uber eine angeschlosse-
ne Steuereinheit konnen die Sollwerte verschiedener Parameter, u.a. Riihrerge-
schwindigkeit, Druck, Zuluft und Temperatur eingestellt und geregelt werden.
Fernerhin konnen die Ist-Werte diverser Mefigréflen durch Erfaflung mit einem
Siemens-SMP-Interface on-line analysiert werden. Es kénnen die Werte fiir pH,
Temperatur, Riihrergeschwindigkeit, Zuluft, pO,, CO,, Gewicht und Druck in
Zeitabstdnden bis ca. 1 s erfafit werden. Zur Datenaufnahme dient das Pro-
gramm Labview (National Instruments Corporation, USA). Zur Messung des
pH-Wertes wird eine Gel-pH-Einstabmefikette verwendet. Der angeschlossene
MeBverstirker steuert zur pH-Regelung eine Laugen-Pumpe (NHj, 25%). Die
Temperaturmessung und Regelung erfolgt iiber ein Pt-100 Widerstandsthermo-
meter, welches sich im Boden des Bioreaktors befindet. Der COs-Volumenstrom
in der Abluft wird iiber ein MeBgeriit (Binos, Leybold-Heraeus, D) verfolgt. Uber
einen piezoelektronischen Druckaufnehmer wird der Druck im Bioreaktor erfafit
und auf 0,23 bar Uberdruck geregelt.

Um definierte Volumenstrome an Nahrmedium zu erhalten, wird eine Dosier-
strecke verwendet. Diese erfafit den aktuellen Volumenstrom iiber den Gewichts-
verlust eines Medium-Vorratsgefif, welches sich auf einer Waage befindet. Durch
die Regelung der Dosierpumpe lassen sich so die vorgegebenen Volumenstrome
einhalten. Der Ablauf von Kulturmedium aus dem Bioreaktor wird durch eine
zweite Pumpe geregelt, welche an die Gewichtsregelung des Bioreaktors ange-
schlossen ist.

4.2.2. Automatisierte Probenahme

Um dynamische Stoffwechselvorginge in Zellen analysieren zu konnen, wer-
den Mikroorganismen in einem Bioreaktor substratlimitiert fermentiert. Durch
schnelle Zugabe des limitierenden Substrats in einem Pulsexperiment wird der
Metabolismus aus dem Gleichgewicht gebracht. Um dynamische Vorgénge in der
Zelle beobachten zu konnen, miissen dem Bioreaktor sehr schnell Proben entnom-
men und der Stoffwechsel gestoppt werden. Zu diesem Zweck wurde am Institut
fiir Biotechnologie 2 eine rechnergestiitzte Abfiillanlage konstruiert, welche eine
kontinuierliche Probeentnahme in Absténden unter 230 ms gestattet. Die Auto-
matisierung gestattet sowohl die Entnahme einer grofien Anzahl an Proben pro
Zeiteinheit, als auch ein hohes Mafl an Reproduzierbarkeit durch exaktes Einhal-
ten vorgegebener Zeiten [67, 22]. Das von H.-B. Cuypers entwickelte und von
W. Boos modifizierte Programm QND [68] ermdoglicht eine frei konfigurierbare
Ansteuerung von Vorschubeinheit, Probenahme- und Pulsventilen.
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4,2.2.1. Vorschubeinheit

Die Aufgabe der Vorschubeinheit ist die Aufnahme und der Transport von 160
Probebehiltern (50 ml Zentrifugenréhrchen, Corning), welche in 10 Magazinen zu
je 16 Stiick angeordnet sind. Diese werden mit Hilfe von einem Magazinlader ein-
zeln auf einen Zahnriemen geschoben, unter dem Probenahmeventil vorbeigefah-
ren, und mit einem pneumatischen Magazinauswerfer zuriick auf die Ladefliche

beférdert (siehe hierzu auch Abbildung 4.1).

Pulsbehalter

Bioreaktor

QND

Pulsventil

Probenahmeventil

<
<

Magazinauswerfer

Zahnriemen
e ’_‘ ’_‘ < 1 —

i IS S60000000000000
0000000000000000
0000000000000 000
0000000000000 000
[DO0O000000000000] | '

Magazin /" N\

&
<

COOO00O00O0O0OOOOOO0O

Magazinlader
Fuhrungsschienen

Abbildung 4.1.: Schematische Darstellung der schnellen Probenahme
Zu Beginn des Probenahmeprozesses befinden sich auf der rechten Seite der

Vorschubeinheit 10 Magazine mit je 16 Zentrifugenrohrchen mit 15 ml -50°C
kalter wafiriger 60% Methanol-HEPES (70 mM) Losung.
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1. Der Bediener startet den Probenahmeprozef}; die Bezugszeit des Pro-
gramms wird festgelegt

2. Die Magazinladeeinrichtung schiebt das erste Mag