Inhaltsverzeichnis

I. EINFUHRUNG UND GRUNDLAGEN

1 THEMATISCHE EINORDNUNG DER ARBEIT .......cooiiiiiiiieirrrrrrereesnnsss e 3
2 PROBLEMSTELLUNG. .........cccocrssssss s 5
3 ZIELSETZUNG DER ARBEIT ... s s sssssssss s s s nnnnnas 8
4 PHYSIOLOGIE VON BAKTERIEN .........ocirr s 10
4.1 ESCREFICHIA COLI cuuunnnannanvonnnnnnniosnnanrinssnnnicosssansecsssassosssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssnss 10
4.2 SubstrataufnahmemechaniSmMen........oeiiiiiiniieiisieiisieissienisneensseeensseesseeessseecsane 11
4.3 GluKkosemetaboliSINUS .....ccueivveeiieiiseecsiinisennsncssnecssnnsssenssecsssecssnssssesssessssesssssssassssasnne 11

43.1 Embden-Meyerhof-Parnas-Weg (Glykolyse) ........ccoceeviiniiiiieniieiecieeee, 13

4.3.2 Pentose-Phosphat-Weg..........cooviieiiiiiieceee e 13

433 Zitronensdurezyklus und anaplerotische Reaktionen............cccccoeeeieerciieennenenneen. 15

434 Biosynthese der aromatischen AMINOSAUTEN ..........cccvvevieiiieniieeiieie e 16
4.4 Austauschrate der MetabolitPools......c.uuiiieivvniicisssnricssssnnrccssssnnsscssssssecssssssesssnanns 18
5 REAKTIONSTECHNIK ... s 19
5.1 ProzesSfiIUNg ......uccoeeiiiiiiiiiniiisnicisniicnsnnicssnnicsssnissssnissssnesssssessssssssssnssssssossssssssnsssses 19
5.2 Berechnung charakterisierender GroBen ..........ieeicvvrecssercsssencssnrcssnnrcssnnncssssnenes 20
6 BIOCHEMISCHE ANALYTIK ... snsses 22
6.1 HPLC-gekoppeltes Massenspektrometer (LC-MS/MS) ...cccuvereerscnriccscsnnsecssssnssees 22
6.2 LC-MS/MS-Analyse von 13C-Markierungen ........................................................... 25
6.3 NMR-SPEKIroSKOPIC....uueiersriersricsssrisssarissssrissssressssrssssssesssssssssssssssssossssssssssssssssssssssess 27
6.4  Vergleich von NMR und MS-Analytik der PC-Markierung ............coeeeeveeererecnnes 27
7 STOFFFLUSSANALYSE (SFA) ... e 30
71 Prinzip der 13C-Stoffﬂussanalyse .............................................................................. 30
7.2 Markierungsexperiment und Markierungsanreicherung.........c.cceceeeeeerueccunecnncns 31
7.3 Isotopisch stationire 13C-Markierungsexperimente ............................................... 34
7.4 Isotopisch instationire 13C-Markierungsexperimente ............................................ 36
7.5 Mathematische Modellierung.........c.cceiveiciveicssneicssnnicsssressssrcsssnesssnesssssessssscssssoses 37

7.5.1 Definition der Zustandsvariablen ..............cocceeviieiiiiiiienieiiieeceee e 38

7.5.2 Fluss- und Markierungsbilanzen ............cccceeveiieeiiieniieesiieecee e 39

7.5.3 Isotopisch instationdrer Fall ...........cccccoovveeiiiiiiiiiiieeece e 40

7.5.4 SEeNSTLIVITATSANALYSE ....veeviieiiieeiieeiieeiie ettt ettt ettt ettt e s te e e ssaeensee s 40

7.5.5 MESSIMOAEIL ..ot 41

III



Inhaltsverzeichnis

7.6 ParameteranPassun@.....cc.cccceecesencssrecssssncssssecssssesssssessssesssssesssssossssssssssossssssssssssses 41
7.7 StatistisChe AUSWEITUNG . ....ueiiiiiivrriciissnriecsssnricssssssresssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 43
7.8 Experimentelles DeSi@N.......uuuiiiciicericisirnnicssssnniissssnsecsssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssss 43
7.9 Generelles Vorgehen bei der SFA .......uiiiiiiviiiisiinnsnicssnnissssnissssncsssnsssssnesssssesanns 44
8 FLUX-BALANCE-ANALYSE...... .ot s s sss s s nmnnas 46

Il. MATERIAL UND METHODEN

9 BIOLOGISCHE SYSTEME ...........oo s 49
9.1 Charakterisierung von E. coli F82PC22.....uuuuievvuiiivvuriissnrcsssnnesssnesssnssssssosssssossssoses 49
9.2 StaMMBAIEUNG....uuueiirriiinriiinriiiniininiinissicsssicssssicssssisssssesssssessssesssssossssssssssssssssssanss 50
9.3 VOTKUITUY ouuveiiiniiiiiiniinieciinteisinteisntecsnnscssstecssseessssessssseessssesssssesssssessssssssssssssssssssssases 50
10 KULTIVIERUNGEN IM SENSORREAKTOR.........ccciiiiiimiiinrersnssesssssssssssssnsennenns 51
10.1 Ausstattung des BiOreaKtors ......ccueeierverccrsnrcissnncssnncssnicsssnecsssnecssssessssesssssessssssssnsecs 51
10.1.1  InokulierungSeinneit..........ccceeriieiiiiriiieiieie et 52
10.1.2  SubstrataufgabeeinhEit ............cocouiieiiiiiiiieeeeeeeee e e 52
10.2 Regelung des KultivierungsSpProzZesses.....ccccecveeeccsssanrecssssnssesssssssassssssssssssssssssssssssses 53
10.3 Vorbereitung der KultiVierung ........cccecevveeccsricssnncssnnicssnnicssanccsssnessssesssssessssssssnsees 53
10.4 Durchfiihrung der Kultivierungen .........cecceceecisvercssnicssnnncssnnicsssncssssesssssesssssossssees 54
11 DURCHFUHRUNG DER "*C-MARKIERUNGSEXPERIMENTE..........cccceevueuuae 55
11.1 Batch-Experiment mit dem Wildtyp E. coli K12 ..........uuuieevvvuericisvrnnrccsssnnercsssnsneces 55
11.2 Fedbatch-Experimente mit E. coli F82PC22........uuucvvueievvuricssurinssnrcssnrcsssnessnssosnsees 56
11.2.1  Fermentationsverlauf und Planung der Experimente..........c.cccccceevviienciirennennnne. 56
11.2.2  Ermittlung eines geeigneten Markierungssubstrats..........cccccveeeeveercieeenveeenneeenne 57
1123 Zeitdauer der C-MarkierungseXperimente...................oweeveeveeeeeeereeereessssesennen. 58
11.2.4  Markierungsexperimente im Sensorreaktor ...........ccoevveeevierieeiieenieeieeniiesieeaeens 59
11.2.5  Betrieb des Sensorreaktors (S1aVe) .......ccceeevveeeeiiieiiieeieecie et 60
11.2.6  Betrieb des 42-Liter-Produktionsreaktors (Master) .........ccccvueerevveercreeenieeenreeenne, 61
11.2.7  Online-Glukosemessung und Regelung der Glukosezufuhr.............ccccceeeienee. 61
11.2.8  Regelung der AminosaureZufuhr ............ccceeiiiiiiiiiiieiiieiiceceee e 62
11.2.9  Steuerung des Master-Slave-Betriebs .........cccceeviiieiiieiiiiiiieccecce e 62
11.3  Isotopisch instationire MarKkierungsexperimente..........cccceeevuneecsssnseccssssssscsssnssseee 63
11.3.1  Experimentelles DeSi@N.........cccuiiriiiiiiiiiiiiieeiieie ettt 63
11.3.2  Aufbau und Durchfiithrung der EXperimente............cccceeevievieeiienieniieiieeieeens 64

IV



Inhaltsverzeichnis

12 ANALYTISCHE METHODEN .........o s n s 66
12.1  Stoppen des ZellStofTWECHSEIS ......uuerieriverriciisnricsissniicsisnnrcssssnsrecsssssssssssssssssssssssees 66
12.2  Freisetzen der Metabolite (EXtraktion)......ccccccceeiicccisissssnnseiiccsssscssssnsssssccsssssssssansens 66
12.3 Bestimmung der BiomasseKonzentration..........c.eececeecssencssnnccsssncssssncssnsnesssssesnsees 67
12.3.1  OptiSChe DIiChte (ODig00). . e veervreerreerireeirieniieeieeniieeieesieeeteesseesseesseessreeseessseenseens 67
12.3.2  Biotrockenmasse (BTM) .....cc.cooviiiiiiiiiiiieecieeee ettt e 67
12.4 Extrazelluliire AnalytiK.....coooceeeerivniicsissnniicssssnricssssnnnscsssssnssssssssassssssssssssssssssssssssses 67
12.4.1  Glukosekonzentration SChnelltest...........ccceevuieriiiiiiiiiiieiieeceeeee e 67
12.4.2  Glukosekonzentration mit ENZymtest ...........cceeiiriiiiiieiiieniiiieeieceeeeee e 67
12.4.3  Organische Sduren mittels HPLC ..........c.ccoooiiiiiiiiie e 68
12.4.4  Aminosduren mittels HPLC ... 68
12.5 LC-MS/MS-Analytik der intrazelluliren Metabolite.........c.ccceeeevueenruecsuercsncnsuncnne 68
12.6 NMR-Analyse der s C-MarkierungSmusSter ........ccceeeeeeessrrcssnresssressssrcssssrcssssscssssecs 69
13 DURCHFUHRUNG DER "*C-STOFFFLUSSANALYSEN.......cccceereremrerererernnnn. 70
13.1 Extrazellulire Raten und Kohlenstoffbilanz..............ceeeeeeseeiisnennsnencsneecnsneecsnnnes 70
13.2 Berechnung der Standardabweichung der MeSSUNgen ........ccceeverecruercscnnressnnrcsnnees 71
13.3 Berechnung der intrazelluliiren Konzentrationen ...........ceeeceecseecsnecsenssnenseecenne 71
13.4 Isotopenkorrektur der MS-Daten.........cccceeeirnriccsssannicssssnsncsssssssecssssssssssssssssssssssses 71
13.5 Berechnung von MarKierungsanteilen ...........cccceevvuerecscsnrrccsssnnrecsssnssscssssssscssssssseces 72
13.6 Konsistenzkontrolle der MarKierungSmuster ........cccececceecssseccsssncsssnsessnsresssssesnsees 72
13.7 Parameteranpassung und Berechnung der Stofffliisse......ccoceeverseecsuecsenssnensunnnne 72
13.8 Verwendete Netzwerkmodelle.........ueeecueeeisneiiisneeissneecssnencssnnncssneecssnecssnsecssssecsssees 73
13.8.1  Netzwerkmodell des E. coli K12 Wildtyps......cccceeeeiieriiiiiiiieiieecee e 73
13.8.2  Netzwerkmodell fiir E. coli F82PpC22 .....ccoiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee e 76
13.8.3  Netzwerkmodell der isotopisch instationéren SFA .........c..ccccoeviieiiiniiienieniieene 77
14 FLUX-BALANCE-ANALYSE ........coo oo sss s ss s s s s ss s s sssssssnn 78
14.1 Stochiometrisches Modell.........ueiecnneeiiiniiisniiisniissnnecssnenssnncssneessssessssseessssecssssees 78
14.2 Optimierung der Produktausbeute.........c.cccevvereesnicssnnncssnnicssnnicssnncssnnessnnessnsscsnsees 78



Inhaltsverzeichnis

ll. ISOTOPISCH STATIONARE STOFFFLUSSANALYSE

15 STATIONARE "*C-STOFFFLUSSANALYSE FUR E. COLI K12 ........ceueuenen.. 81
15.1  MarKierungseXperiment .......ccccceccessrecsssssrresssssssesssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssssss 81
15.2 MarKierungSmeSSUNG ......ccoveeerssrecsssrccsssresssssessssssssssssssssssssssasssssesssssssssssossssssssnsssssnsess 82
15.3 ParameteranpasSUuN.... ... eeccessrecsssrccsssrcsssssessssssssssscssssssssssssssssssssssesssssosssssossnsssssnssss 85
15.4 Ermittelte Stofffliisse des NetZWeErKS .....ccueeeveeivieeissneecssnecssnnecssneecssnecssneecssssecsnnees 86
15.5 Vergleich der Netto-Fliisse mit Literaturdaten .........coccceeeeicvneecsscsnneccscssnnecsssnnssees 88
15.6 Diskussion und FOIZErungen .......ceecevveiccsvrnccsnicssnncssnsicssssissssnesssssesssssssssssossssssssnsecs 920
16 STOFFFLUSSANALYSEN MIT E. COLIF82PC22........ceeiiiiirinreeeennnnenees 91
16.1 Konzentrationsverliufe, spezifische Raten und C-Bilanzen ............cccocvuerrecicnneneen. 91
16.2 Vergleich der Konzentrationsverhiltnisse mit E. coli K12............uueeeevevueerecssnenene 96
16.3 Theoretische Produktausbeute von E. coli F82pC22........ccueeevuricvvercssercssnnrcsnnees 97
16.4 Ergebnisse der 13C-Markierungsmessungen ........................................................... 98
16.4.1  Massenisotopomere der intrazelluldren Metabolite ............ccceevevierciieeniieeeeieenee, 98
16.4.2  2D-NMR Messung der proteinogenen AMIiNOSAUTEN..........ceeerveeerveeerveeenveennnns 98
16.5 Stoffflussanalysen mit den LC-MS/MS-Datensatzen.........cceeeereecruerssaccseecssnecsanes 100
16.5.1  Parameteranpassung fiir die Phase 1 .........cccoooieiiiiiiiiiiiniiiieeee e 100
16.5.2  Berechnete Stofffliisse der Phase 1........cocooiiiiiiiiiiiiiieee 101
16.5.3  Maogliche Griinde fiir die Abweichungen bei der Anpassung...........ccccceeennennn. 102
16.5.4  Erweiterung des E. coli Modells fiir F82pC22........ccccciiiiiiiiiniiiiiecieeeee 104
16.5.5  Parameteranpassung mit den zusétzlichen Austauschfliissen.............cccceeeee.n. 105
16.5.6  Berechnete Stofffliisse mit dem erweiterten E. coli Modell ...............cccccoeeee 106
16.6 Ergebnisse der Flux-Balance-ANQIYSe .........uuueeeeeueeesvueicssaencsssrissssnessssssssssrossssscsanes 108
16.6.1  Vergleich der Netto-Fiisse mit der optimalen Stoffflusslage.............cccccvenenne. 110
16.7 Vorschlige zur Erhohung der CHD-Ausbeute..........ccouvereccssvniccsssnnrccsssnnnecsssnnnes 111
16.8 Stoffflussanalyse mit dem NMR-Datensatz .......c...ccceeevvvvnricccsnnrccsssnnrccssnsnecsssnnnes 112
17 FOLGERUNGEN AUS TEIL ... s s 114

VI



Inhaltsverzeichnis

IV. ISOTOPISCH INSTATIONARE STOFFFLUSSANALYSE

18 ENTWICKLUNG EINER SCHNELLEN PROBENAHMEEINHEIT .................. 119
18.1  Stopp des ZellStofTWECRSEIS ......ccovuerririvrniiciisrniicsissnnicssssnrecssssnssscsssssssssssssssssnnsns 120
18.2  Probenahmeventil........ceiiiieininniennneninnensnenseensennnecseissesseessesssssssssssesssssessens 121
18.3 Probenahmeteller fiir Probengefille .........cccooveeevvricsvriiscnricssenccssnrcssnncssnnncssnsncsanns 123
18.4 Charakterisierung der Probenahmeeinheit............ccccevvvvereccivvnnricsssnniccscsnnnecsscnnnes 127

18.4.1  Ermittlung des Probenvolumens ............cceeoveeriiieeiiieiieecee e 127

18.4.2  Test der Isolierung des Probenahmetellers............cccoevuieiiiiiieniiieniieniiciee, 129
19 ENTWICKLUNG EINES MOBILEN SYSTEMS ... 130
20 STEUERUNG UND REGELUNG DES REAKTORSYSTEMS........................ 132
20.1 HardwareKoOmMpPONENTEN .......ccicvericsisrnrecssssarresssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 133
20.2  SoOftwaremMOAUIC.......ccieeeiueiiseeisenisnecsnissenisecssnecsessssesssecsssecssnssssssssasssssssssssssasssassnn 134
20.3 Funktionsumfang der Steuer- und Regeleinheit ...........ccceevereeceririnrcscercscnnrcsnnnes 136

20.3.1  Die BenutzeroberflaChe..........ccooiiiiiiiiiiiiiiiic e 137
21 FREISETZUNG DER INTRAZELLULAREN METABOLITE.........ccccceeeuennee. 139
22 MARKIERUNGSEXPERIMENT UND "*C-STOFFFLUSSANALYSE ............. 142
22.1  MarkierungseXperiment .....cccccceecsssercssanecssssesssssesssssessssesssssosssssosssssssssssssssssssansess 142
22.2 Intrazellulire Metabolitkonzentrationen..........ceceeeeciseeiiseeccsnecssnecsssnecssseecsnenes 145

22.2.1  Uberpriifung des metabolisch stationiiren Zustands...............cccocevveverereveuennns. 145

22.2.2  Vergleich der Metabolitkonzentrationen mit Literaturdaten...............c.ccevuenneene. 146

22.2.3  Einflussfaktoren auf die gemessenen Metabolitkonzentrationen....................... 147
22.3 Markierungsmessung mittels LC-IMS/MS .....iiiiivrniccsssnnicssssnsresssssssssssssssssssnns 152
22.4 Griinde fiir die langsame Dynamik der Anreicherung........cccccceeevrercuercscnercscnnces 154
22.5 Anpassung der MetabolitkonzZentration..........c.eccevveeccssrccssnncsssrcssnncssnsncssssncsnsees 157
22.6 Anpassung der MarKierungsverliufe...........coveiiciivvniccsivnnicssssnnnccsssnnsccssssssecsnns 159
22.7 Vergleich der Stofffliisse von zwei EXperimenten .........ceececiisnerccscsnneccsssnnsecsnns 162
23 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK.......ccoiiieecininnsrrnnnesssss s eennnnas 166
23.1  ZuSammenfasSUNG.......cccecrercrsrrcssrncsssrncssssesssssesssssesssssesssssssssssessssssssssssssssssssnssssssssss 166
23.2  Folgerungen und AUSDIICK....ccccviiiiivrriicsissnniessssnrecssssnnnssssssnsecsssssssessssssssssssssssssssns 169

VI



