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1 Einleitung

Der moderne menschliche Alltag ist abhiingig von einer Vielzahl industrieller Produkte. Uber
Jahrzehnte ermoglichte die chemische Synthese eine stetig verbesserte Bereitstellung unterschied-
lichster Wertstoffe, die in allen Industriezweigen und Lebensbereichen zum Einsatz kommen. Die
fortschreitende Umweltbelastung und der Mangel an fossilen Rohstoffen fordern jedoch nachhal-
tige Alternativen (Becker & Wittmann, 2015).

Mit den ersten Erfolgen rekombinanter DNA-Technologien in den spéten 1980er Jahren ent-
wickelte sich die Idee, Substrate mithilfe des Reaktionsnetzwerks von Mikroben in gewiinschte
Zielprodukte umzusetzen (Bailey et al., 1990; Johnson, 1983). Seitdem arbeitet die Wissenschaft
stetig daran, mit sogenannten ,,Zellfabriken® effiziente industrielle Produktionsprozesse zu eta-
blieren (Nielsen et al., 2014). Hierbei sind sowohl native Stoffwechselwege, wie beispielsweise die
Synthese von Aminoséduren oder Vitaminen, als auch die Produktion nicht-natiirlicher Produkte,
durch das Einbringen organismusfremder Gene, von Interesse. Vorteile, die sich aus der Nutzung
von Mikroben ergeben, sind die Mdoglichkeit zur Produktion komplex aufgebauter Molekiile und
die hohe Selektivitdt der Synthesen, die innerhalb eines Reaktionssystems ablaufen. Auflerdem
wird durch die primédre Nutzung nachwachsender Rohstoffe als Ausgangssubstrate die Schlie-
Bung von Rohstoffkreisldufen erreicht.

Die Effizienz und Robustheit dieser mikrobiellen Produktionsprozesse ist jedoch stark abhéngig
vom Design der mikrobiellen Produktionswirte. Wie auch in der chemischen Synthese unterliegen
die Reaktionsschritte mikrobieller Stoffwechselwege physikalisch-thermodynamischen Gesetzen,
die die Stofffliissse in ihrer Richtung und Stérke beeinflussen. Fiir eine Wirtschaftlichkeit der
Prozesse ist es notwendig, die limitierenden Schritte in den Synthesewegen zu identifizieren und
die Engstellen durch zielgerichtete Mafinahmen aufzulésen. Fiir die Anpassung der Produkti-
onswirte stehen verschiedene molekularbiologische Methoden zur Verfiigung, die eine gezielte
Stammmodifikation ermoglichen. Allerdings ist deren spezifischer Einsatz durch die Komplexi-
tat der zellularen Stoffwechselwege erschwert (Stephanopoulos et al., 1998). Frithe Versuche, die
Wirte gezielt im Interesse der Wertstoffproduktion zu manipulieren, konzentrierten sich lediglich
auf die Betrachtung der Reaktionsschritte, die unmittelbar in die spezifischen Produktbiosyn-
thesewege involviert sind. Die Erfolgsaussicht dieser Herangehensweise ist jedoch bei komplexen,
vielschrittigen Biosynthesewegen begrenzt. Deshalb sind computergestiitzte Methoden, welche
die , globalen“ zelluliren Zusammenhinge betrachten, notwendig (Bailey, 1991; Simao et al.,
2005).

Schon frith wurde von Kacser und Burns (1973) das Konzept der metabolischen Kontrollanalyse
erarbeitet. Die mathematische Methode analysiert quantitativ die Einfliisse von Enzymen auf
die Stofffliisse im metabolischen Netzwerk und ermoglicht die Identifikation von kontrollierenden
Reaktionsschritten im Metabolismus. Die der metabolischen Kontrollanalyse zugrundeliegenden
Daten sollten den in vivo-Zustand des Stoffwechsels moglichst realitdtsnah abbilden. Hierfir

eignet sich eine prozessnahe empirische Datenerhebung in Form metabolischer Analysen.
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2 Problemstellung und Zielsetzung

Die industrielle Herstellung komplex aufgebauter Molekiile, deren Synthese eine Kaskade bio-
katalytischer Schritte erfordert, wird durch die Verwendung von lebenden Mikroorganismen
ermoglicht. Vorteile dieser Produktionsweise sind die Vereinigung aller notwendigen Reaktions-
schritte in einem System sowie die bereits in die Zellen integrierte Bereitstellung von Redukti-
onsdquivalenten. Durch die Einbettung der spezifischen Biosynthesewege in den Stoffwechsel der
Wirtszellen entstehen jedoch auch Nachteile. Denn in der Regel wird eine Uberproduktion eines
Zielmolekiils durch zelluldre Regulationsstrategien unterdriickt und eventuelle Nebenproduktbil-
dungen schmaélern die Produktivitat (Wiechert & Noack, 2011). Aufgrund dessen sind natiirlich
vorkommende Mikroorganismen in der Regel fiir Produktbiosynthesen nicht ideal, vielmehr be-
darf es genetischer Eingriffe (Woolston et al., 2013).

Zur genetischen Anpassung der Produktionsstdmme kommen rationale Methoden des Metabolic
Engineering zum Einsatz. Dabei erschweren die komplexen Zusammenhénge aufeinander aufbau-
ender und zueinander in Konkurrenz stehender Stoffwechselwege die zielgerichtete Verbesserung
der Zellen erheblich. Eine umfassende Betrachtung des gesamten Metabolismus ist daher zur
Effizienzsteigerung mikrobieller Produktionsprozesse unumgénglich. Weiterhin kénnen Enzym-
eigenschaften durch Analysen von isolierten Enzymen nur unzureichend beschrieben werden,
aufgrund dessen ist eine Ubertragung der Ergebnisse von in vitro-Charakterisierungen auf Pro-
zesse mit ganzen Zellen nicht gegeben (Teusink et al., 2000; Visser et al., 2004). Stattdessen
miissen detaillierte Informationen zum Metabolismus direkt aus lebenden Zellen gewonnen wer-
den (Chassagnole et al., 2002).

Sogenannte ,,metabolische Analysen“ werden eingesetzt, um detaillierte Informationen {iber den
metabolischen Zustand der Zellen unter definierten Prozessbedingungen zu erfassen. Hierbei wird
das metabolische Gleichgewicht der Stoffwechselvorgénge durch duflere Einfliisse ausgelenkt und
die Reaktion der Zellen anhand gemessener Fluxom- und Metabolomdaten quantifiziert. Mog-
liche Verfahrensweisen sind einerseits dynamische Analysen, welche die unmittelbare Reaktion
der Zellen auf die Auslenkung mittels zeitlich hochauflésenden Probenahmen analysieren und
andererseits stationdre Analysen, die sich auf die Charakterisierung des aus der Auslenkung re-
sultierenden neuen metabolischen Gleichgewichts fokussieren (Oldiges & Takors, 2005; Weiner
et al., 2016). Eine rdumliche Trennung der ausgelenkten Zusténde (metabolische Gleichgewich-
te bei gednderter Substratverfiigbarkeit) vom Referenzzustand (metabolisches Gleichgewicht im
Produktionsprozess zum Zeitpunkt der metabolischen Analyse) vermeidet die Stérung des Pro-
zessverlaufs und ist daher in beiden Verfahren vorteilhaft (Aboka et al., 2006). Im stationdren
Modus gelingt dies beispielsweise mit der Methode des schnellen Medienwechsels; , rapid media
transition“ (RMT) (Link et al., 2010), die auch in parallelen Ansétzen durchgefithrt werden
kann, um eine Vervielfachung der Datenmenge zu erreichen (Weiner et al., 2016).

Fiir metabolische Kurzzeitanalysen werden dafiir zu interessanten Prozesszeitpunkten Zellsus-
pensionen aus dem zu analysierenden Produktionsprozess entnommen. Dabei sind ausreichende

Biomassekonzentrationen und spezifische Produktbildungsraten fiir die nachfolgenden metaboli-
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schen Analysen wichtig. Nach der Entnahme werden die Zellen durch Zentrifugation abgetrennt,
in frischem Medium resuspendiert und anschlieend in separate Analysenreaktoren tiberfithrt, in
welchen die Auslenkung der Stoffwechselwege durch eine gednderte Substratzufuhr herbeigefiihrt
wird. Geeignete Probenahmen erméglichen die quantitative Erfassung der intra- und extrazellu-
laren Metabolitkonzentrationen. Voraussetzung fiir die Vergleichbarkeit der erhobenen Daten ist
ein unverdndertes Proteom im Zeitraum der metabolischen Kurzzeitanalyse. Diese Bedingung ist
fiir eine Zeitspanne von bis zu 30 Minuten unter wachstumskontrollierten Prozessbedingungen
fir Escherichia coli (E. coli) erfiillt (Link et al., 2010; Trondle et al., 2020; Weiner et al., 2016).

Um aus den erhobenen Daten der metabolischen Analysen Informationen iiber Limitierungen
im Stoffwechselnetzwerk zu gewinnen, ist eine mathematische Betrachtung der Zusammenhénge
notwendig. Die metabolische Kontrollanalyse (MCA) erlaubt es, basierend auf den Datenséit-
zen der metabolischen Analyse, die kontrollierenden enzymatischen Schritte im Stoffwechsel der
Zellen zu bestimmen (Kacser et al., 1995). Eine mechanistische Beschreibung der beteiligten
Reaktionen ist hierfiir nicht notwendig. Voraussetzung fiir die Bestimmung der kontrollierenden
Reaktionsschritte ist ein vollstdndiger Datensatz der nicht messbaren intrazelluldren Stofffliis-
se sowie eine thermodynamische Analyse des metabolischen Netzwerks. Die Abschétzung der
experimentell nicht zugénglichen Daten wie intrazelluldre Stoffflussverteilungen, Metabolitkon-
zentrationen und Gibbs’sche Reaktionsenergien gelingt mittels computergestiitzten simulativen
Methoden. Die Wahl der verwendeten Algorithmen ist von der Verfiigbarkeit der erhobenen Da-
ten abhéangig und beeinflusst mafigeblich die Qualitdt der Resultate (Ataman & Hatzimanikatis,
2015).

Die aromatische Aminosdure L-Tryptophan ist aufgrund ihres mehrstufigen Biosynthesewegs fiir
die mikrobielle Produktion pridestiniert, da bereits eine natiirliche Stoffwechselroute im Modell-
organismus F. coli existiert und der Wertstoff vielfiltige Anwendungen in der Nahrungs- und
Futtermittel- sowie der pharmazeutischen Industrie findet (Ikeda, 2006; Sprenger, 2006). Aller-
dings verbraucht die Biosynthese von L-Tryptophan in Mikroorganismen wie E. coli viele Res-
sourcen. Es sind viele Enzyme beteiligt, mehrere Vorlaufermetabolite werden benétigt und der
gesamte Biosyntheseprozess ist energetisch aufwendig (Siméo et al., 2005). Aus dem Zentralstoff-
wechsel miissen die Vorlaufermolekiile Phosphoenolpyruvat (pep), Erythrose-4-Phosphat (edp),
L-Glutamin (L-gln), Phosphoribosyl-Pyrophosphat (prpp) und L-Serin (L-ser) bereitgestellt
werden, zudem muss der L-Tryptophanbiosynthese Energie in Form von Adenosintriphosphat
(atp) zugefithrt werden und es werden Reduktionséquivalente benétigt. Die Stochiometrie der
L-Tryptophanbiosynthese ist in Gleichung 2.1 beschrieben (Karp et al., 2018) *:

edp + 2 pep + prpp + L-gln + L-ser + atp + nadph + 2 HT + H5O (2.1)

— L-trp + pyr + L-glu + ¢3p + adp + nadp + 4 pi+ pp; + 3 HoO + CO + 2 H ‘
Um unnoétige Energieverluste durch die Produktion iiberschiissigen L-Tryptophans zu vermeiden,
wird der spezifische Biosyntheseweg auf den zelluldren Ebenen der Genexpression und Translati-

on sowie durch Riickkopplungsmechanismen von Enzymen in E. coli-Wildtypen streng reguliert

1 Die Bedeutungen der verwendeten Abkiirzungen sind dem Abkiirzungsverzeichnis (Kapitel 9) zu entnehmen.
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(S. Liu et al., 2022; Niu et al., 2019; Panichkin et al., 2016; Siméo et al., 2005; Sprenger, 2006;
Yanofsky, 2003). Diese Regulationen miissen iiberwunden werden, um L-Tryptophan wirtschaft-
lich rentabel in mikrobiellen Prozessen herstellen zu kénnen.

Durch rationales Stammdesign wurden mit E. coli bereits hohe L-Tryptophanausbeuten von
0,227 g gGlucose €rreicht, was beinahe 50 % der theoretischen Ausbeute bei Verwendung von
Glucose als Substrat entspricht (Xiong et al., 2021).

Als alternative Kohlenstoffquelle kann Glycerin fiir die Produktion von Wertstoffen wie beispiels-
weise L-Tryptophan mit F. coli-Zellen verwendet werden. Neben theoretischen Vorteilen wie dem
erhohten Reduktionsgrad verglichen mit Glucose gewinnt Glycerin als Reststoff der Biodiesel-
herstellung als Substrat an Attraktivitiat, da es giinstig und reichlich verfiighar ist (Stichnothe,
2019). Die praktische Verwendung von Glycerin zur mikrobiellen Herstellung von L-Tryptophan
zeigte jedoch, dass die Produktbildung gegeniiber der Nutzung von Glucose deutlich verringert
ist (Trondle et al., 2018b).

Um die Griinde der verringerten Produktbildung bei Nutzung von Glycerin aufzuzeigen und
die limitierenden Reaktionsschritte der L-Tryptophanbiosynthese ausgehend von Glycerin zu
identifizieren, wurden in vorangegangenen Arbeiten die Stoffwechselleistungen des genetisch mo-
difizierten E. coli-Stammes NT1259 pFaroFBLy.,in einem etablierten Zulaufverfahren mittels
metabolischer Analysen charakterisiert und die Stoffwechsellimitierungen durch eine MCA be-
stimmt (Trondle et al., 2020). Neben zusétzlichen Insertionen von Genen, deren Proteine an den
spezifischen Stoffwechselwegen zur L-Tryptophanbiosynthese beteiligt sind, wurde im verwende-
ten Stamm die Expression fiir Proteine aus dem Pentosephosphatweg und der L-Serinbiosynthese
verstirkt, um eine erhéhte Bereitstellung von Vorldufermolekiilen zu gewéhrleisten. Das Gen des
L-Tryptophan spaltenden Enzyms Tryptophanase (TRPAS2) wurde zudem deletiert, sodass der
enzymatische Abbau des Produktes verhindert wurde. Dariiber hinaus wurden Riickkopplungs-
inhibierungen von Zwischen- und Endprodukten auf Produkt bereitstellende Reaktionsschritte
entfernt. Die genetischen Modifikationen ermoglichten im Glycerin basierten Zulaufprozess im
15 L-Mafstab eine maximale extrazellulire L-Tryptophankonzentration von 14,3 gL (Trondle
et al., 2020). Mittels MCA wurden enzymatische Schritte bestimmt, die den Stofffluss in Richtung
der L-Tryptophanbildung kontrollieren. Hierbei wurden Limitierungen in der Bereitstellung der
Vorlaufermetabolite prpp und L-Serin aufgedeckt und kontrollierende Schritte unmittelbar im
spezifischen L-Tryptophanbiosyntheseweg ermittelt. Letztere waren besonders ausgepragt und
deuten auf starke Limitierungen in diesen Teilen des Stoffwechsels hin.

Die Préizision und Genauigkeit der MCA-Ergebnisse sind jedoch unter anderem auch abhéngig
vom Grad der Auslenkung, der in den spezifischen Produktbiosynthesewegen wahrend metabo-
lischer Analysen erreicht wird. Um eine unmittelbare und starke Auslenkung des Stoffwechsels
zu bewirken, miissen die Substrate spontan und in ausreichend hohen Raten von den Zellen auf-
genommen und metabolisiert werden. Fiir F. coli steht daher nur eine eingeschrankte Auswahl
an Substraten fiir metabolische Analysen zur Verfiigung. Fiir den L-Tryptophan spezifischen
Biosyntheseweg gibt es keine Substrate, die natiirlicherweise von FE. coli in ausreichend hohen
Raten aufgenommen werden kénnen. Da sich der Effekt der Auslenkung des Stoffwechsels mit
zunehmendem Abstand vom Aufnahmeort reduziert, ist die Beeinflussung der weiter entfernt

liegenden Stoffwechselwege stark vermindert (Schmitz et al., 2002).
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Es ist anzunehmen, dass durch eine verstiarkte Auslenkung in den spezifischen Produktbiosynthe-
sewegen die Genauigkeit der Vorhersagen hinsichtlich der kontrollierenden enzymatischen Reak-
tionen in diesen Stoffwechselbereichen erh6ht werden kann. Eine Moglichkeit, das Substratspek-
trum fiir metabolische Analysen zur Auslenkung des Stoffwechsels zu erweitern, ist der Einsatz
sogenannter , Transporterstamme®. Dabei handelt es sich um Produktionsstimme mit gentech-
nisch integrierten spezifischen Transportern. Diese methodische Vorgehensweise konnte beispiels-
weise fiir die pep-Aufnahme bei der metabolischen Analyse der L-Phenylalaninproduktion mit
E. coli erfolgreich eingesetzt werden (Trondle et al., 2018a). Die zusétzliche Expression der Gene
fiir einen pep-Transporter ermdglichte wahrend metabolischer Analysen eine Aufnahme von pep
in ausreichend hohen Raten, wohingegen der Prozessverlauf durch die genetische Modifikation
unveréndert blieb (Trondle et al., 2018a).

Aufgrund fehlender Moglichkeiten von FE. coli Metabolite des Aromatenbiosynthesewegs aus
dem extrazelluliren Raum aufnehmen zu kénnen, waren die hervorgerufenen Unterschiede
in den Stofffliissen und Metabolitkonzentrationen in bisherigen metabolischen Analysen der
L-Tryptophanbiosynthese in den spezifischen Produktsynthesewegen nur sehr gering (Trondle,
2019). Deshalb ist ein Ziel dieser Arbeit auch mithilfe eines spezifischen Transporterstammes
weitere limitierende Schritte in der L-Tryptophanproduktion mit E. coli, ausgehend von Glyce-
rin als Substrat, durch eine verstirkte Auslenkung in den produktspezifischen Synthesewegen zu
bestimmen. Mittels MCA kénnen die Enzyme identifiziert werden, die positive oder negative Kon-
trollen auf die Stofffliisse in der L-Tryptophanbiosynthese ausiiben. Durch molekulargenetische
Mafnahmen soll versucht werden, die festgestellten kontrollierenden Effekte zu beheben (Pro-
jektpartner der Universitat Stuttgart). Fiir positive Kontrollen (verstarkende Wirkung) werden
Uberexpressionen der entsprechenden Enzyme angestrebt, zur Behebung negativer Kontrollen
(inhibierende Wirkung) konnen beispielsweise Deletionen eingefithrt oder die Enzymaktivitét
anderweitig abgeschwacht werden.

Shikimat ist ein Zwischenprodukt des allgemeinen Biosynthesewegs aromatischer Aminosduren
und aufgrund der Ndhe zum Produkt L-Tryptophan ein geeignetes Substrat fiir die Auslenkung
der produktspezifischen Stoffwechselwege. Mithilfe eines vom Projektpartner der Universitét
Stuttgart bereitgestellten Transporterstammes zur Aufnahme von Shikimat in die Zellen sind me-
tabolische Analysen im Zulaufverfahren mit Shikimat als Substrat zur verstirkten Auslenkung
der produktspezifischen Biosynthesewege moglich. Das zugrundeliegende 15 L-Zulaufverfahren
zur Herstellung von L-Tryptophan basierend auf den Substraten Glycerin und Ammoniak wird

dazu aus vorherigen Arbeiten iibernommen (Trondle et al., 2020; Trondle et al., 2018b).

Ausreichende Biomassekonzentrationen und messbare spezifische Produktbildungsraten sind ent-
scheidend fiir die Wahl des Analysezeitpunkts. Die metabolische Kurzzeitanalyse erfolgt in vier
parallelen Ansétzen mit unterschiedlichen Kohlenstoffquellen. Die dabei verwendeten Substrate
und Zulaufraten miissen darauf ausgerichtet sein, das metabolische Gleichgewicht der Zellen aus
dem Produktionsprozess gezielt und messtechnisch nachweisbar auszulenken. Durch die Zufiih-
rung der Substrate in drei konstanten, ansteigenden Stufen wird die Einstellung von 12 neuen
metabolischen Gleichgewichten angestrebt und die Gesamtmenge an Informationen iiber den

metabolischen Zustand der Zellen vervielfacht. Basierend auf den gewonnenen Fluxom- und
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Metabolomdaten kénnen mittels computergestiitzten Methoden die intrazelluldren Stoffflussver-
teilungen abgeschétzt werden und eine thermodynamische Netzwerkanalyse erfolgen. Darauf
aufbauend lassen sich mittels der MCA-Methodik die kontrollierenden Enzyme in den Zellen
identifizieren und Handlungsmafinahmen zur Verbesserung der Stdmme ableiten.

Anhand von Prozesscharakterisierungen der nachfolgend vom Projektpartner (Universitat Stutt-
gart) gezielt genetisch modifizierten E. coli-Stdmme im standardisierten Prozessverfahren zur
L-Tryptophanherstellung kann die Produktbildung der erhaltenen Stadmme evaluiert werden
und ein Vergleich der Produktionsleistungen erfolgen. Eine erneute metabolische Analyse mit
anschlieBender MCA mit einem ausgewihlten verbesserten E. coli-Stamm erméglicht die Uber-
priifung, ob Limitierungen im Stoffwechselnetzwerk tatsdchlich aufgehoben wurden und, ob neu

kontrollierende Stoffwechselreaktionen im verbesserten Produktionsstamm auftreten.

Aus ungeklarten Griinden tritt das Produktionsende in Prozessen zur L-Tryptophanproduktion
mit E. coli ausgehend von der Kohlenstoffquelle Glycerin abrupt und auffallend friih ein (Tréndle
et al., 2020; Trondle et al., 2018b). Nach der Induktion werden zunéchst hohe Produktbildungs-
raten erreicht und weiteres Zellwachstum beobachtet, bis nach etwa 65 h bis 70 h die Produktion
unvermittelt stoppt, die Zellatmung rapide zuriickgeht und das Zellwachstum abnimmt. In der
Folge kommt es zu einer Abnahme der Produktkonzentration aufgrund weiterer Zugabe von Zu-
laufmedien und Titrationsmitteln. Ein dhnliches Verhalten wurde auch fiir Produktionsprozesse
der aromatischen Aminosédure L-Phenylalanin ausgehend von Glycerin beobachtet (Weiner et al.,
2017).

Da die Produktionsdauer die Effizienz der Prozesse beeinflusst und ein frither Produktionsab-
bruch die Produktionsleistung stark beeintréchtigt, ist ein weiteres Ziel dieser Arbeit, mogli-
che Griinde fiir das frithe Produktionsende Glycerin basierter Produktionsprozesse aromatischer
Aminosauren aufzuzeigen (Trondle et al., 2020; Trondle et al., 2018b; Weiner et al., 2016). An-
hand von Literaturdaten und Modellbetrachtungen ist zunéchst das Aufstellen von moglichen
Hypothesen, die den verfrithten Produktionsabbruch erklaren, sinnvoll. Basierend auf diesen Ar-
beitshypothesen werden Konzepte erarbeitet, die den Nachweis der potenziellen Ursachen ermog-
lichen. Dies kann am sinnvollsten durch eine Erweiterung der Prozessanalysen beziehungsweise
die Identifikation von bisher unbekannten Metaboliten im Reaktionsmedium erfolgen. Expressi-
onsanalysen ausgewéahlter Gene, die vom Projektpartner der Universitiat Stuttgart durchgefiithrt
werden, konnen zur Aufkldrung der Ursachen unterstiitzend hinzugezogen werden. Abschliefend
werden die entwickelten analytischen Verfahren in die Probenanalyse standardisierter Produkti-
onsprozesse und metabolischer Analysen integriert.

Die folgende Vorgehensweise ist daher geplant, um diese Zielstellungen zu erreichen:

o FEtablierung und Evaluierung von neuen Methoden zur thermodynamischen Stoffflussana-
lyse
o Parallelisierte metabolische Analyse der L-Tryptophanproduktion mit erweitertem Sub-

stratspektrum

— Prozesscharakterisierung mit Transporterstimmen
— Gezielte Auslenkung durch angepasste Zulaufprofile mit neuen Substraten

— Quantifizierung extra- und intrazellularer Metabolite
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— Thermodynamische Stoffflussanalyse
— Metabolische Kontrollanalyse der L-Tryptophanproduktion

— Vorschlédge zur genetischen Modifikation des Produktionsstamms

e Prozesscharakterisierung der L-Tryptophanproduktion mit gezielt modifizierten Stammen

im standardisierten Zulaufverfahren im 15 L-Maflstab

— Beurteilung und Vergleich der Prozessleistungen

— Auswahl eines Stammes fiir weitere metabolische Analysen

o Parallelisierte metabolische Analyse der L-Tryptophanproduktion mit gezielt genetisch

modifiziertem Produktionsstamm

— Prozesscharakterisierung des angepassten Produktionsstammes

Gezielte Auslenkung durch angepasste Zulaufprofile mit natiirlichen Substraten
— Quantifizierung extra- und intrazellularer Metabolite
— Thermodynamische Stoffflussanalyse

— Metabolische Kontrollanalyse

¢ Vergleichende Gegeniiberstellung der Ergebnisse des metabolischen Zustands vor und nach
der genetischen Modifikation

e Identifikation von Ursachen fiir den verfrithten Produktionsabbruch

Aufstellen von Hypothesen anhand von Literatur und Modellergebnissen

Erweiterung der Metabolitanalysen und Anpassung der analytischen Methoden

Integration der entwickelten analytischen Methoden in die Probenanalyse

— Genexpressionsanalysen
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3 Theoretische Grundlagen

3.1 Biologische Grundlagen — FEscherichia coli

E. coli ist ein Gram-negatives und peritrich begeifieltes Bakterium, das im Jahr 1885 erstmals
vom Kinderarzt und Bakteriologen Theodor Escherich aus dem gastrointestinentalen Trakt von
Sauglingen isoliert wurde (Blattner et al., 1997). Zwar ist E. coli ein harmloses und natiirliches
Darmbakterium von Séugetieren, dennoch kénnen pathogene Varianten schwere Infektionskrank-
heiten des Urinal- und Intestinaltraktes hervorrufen (Braz et al., 2020). Das fakultativ anaerobe
Bakterium ist unter variablen Umweltbedingungen zur Vermehrung und zu schnellem Wachs-
tum befdhigt, weshalb die Anzucht der Zellen und die Kultivierung im Labor praktikabel und
einfach zu kontrollieren ist.

Als in den frithen 1990er Jahren Methoden des metabolic engineering an Bedeutung gewan-
nen, wurde E. coli aufgrund seiner giinstigen Eigenschaften héufig als Wirt ausgewahlt und
entwickelte sich zum wichtigsten Modellorganismus der Molekularbiologie und Biotechnologie
(Pontrelli et al., 2018). Uber die Jahre wurden groe Mengen an qualitativen und quantitativen
Informationen liber F. coli gesammelt und zahlreiche genetische Werkzeuge zur genetischen Mo-
difikation der Wildtypen entwickelt (Baneyx, 1999). Methoden wie das A-Red-Rekombinations-
oder CRISPR/CAS-System ermoglichen eine effiziente, flexible und zielgerichtete Modifikation
des E. coli-Genotyps (Jiang et al., 2015). Experimentelle Datensétze des Transkriptoms, Pro-
teoms und Metaboloms trugen zu den grofien Erfolgen des metabolic engineering von E. coli bei
(Adamczyk & Reed, 2017).

Aufgrund des grofien Interesses an E. coli als Modellorganismus und Produktionswirt wurde das
Genom bereits im Jahr 1997 erfolgreich sequenziert (Blattner et al., 1997) und das erste genom-
weite stochiometrische E. coli-Modell im Jahr 2000 verdffentlicht (Edwards & Palsson, 2000).
Verbesserungen und Erweiterungen durch Reed et al. (2003), Feist et al. (2007) und Orth et al.
(2011) fithrten zur Verfeinerung und Optimierung des urspriinglichen Modells.

Das grofie Wissen iiber FE. coli und die damit einhergehende methodische Expertise ermdglichten
die industrielle Produktion verschiedenster natiirlicher Stoffwechselprodukte sowie neuer, orga-
nismusfremder Molekiile (Pontrelli et al., 2018). Hierzu zéhlen kleine Molekiile wie proteinogene
Aminosduren oder Ethanol, Proteine, wie das humane Insulin (Johnson, 1983) und Ribonukle-

inséuren, wie beispielsweise mRNA-Impfstoffe (T. Liu et al., 2021).
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3.2 Kohlenstoffmetabolismus!

Der Kohlenstoffmetabolismus der Zelle besteht aus einem Netzwerk an seriell vernetzten enzy-
matisch katalysierten Reaktionen. Dabei wandelt ein Stoffwechselweg, welcher aus einer Reihe
von aufeinander folgenden Reaktionen besteht, ein Molekiil in ein anderes Molekiil oder mehrere
Molekiile um. Diese Stoffwechselwege sind miteinander verkniipft und ihre Aktivitdten werden
durch unterschiedliche Regulationsmechanismen und zelleigene Kommunikationsmittel koordi-
niert.

Zu den wesentlichen Aufgaben des Metabolismus zdhlen einerseits der Abbau von Substraten
(wie beispielsweise Stickstoff- oder Kohlenstoffquellen) zur zelluldren Energiegewinnung und an-
dererseits der simultane Aufbau von komplexen Molekiilen wie Speichermolekiilen, Zellstruktur-
molekiilen oder Nukleotiden, die zum Zellwachstum und zum Erhalt der zelleigenen Funktio-
nen bendétigt werden. Dabei werden Prozesse, die zur Energiegewinnung der Zelle beitragen als
katabole Reaktionen bezeichnet und Reaktionen, die Energie zur Synthese von Molekiilen beno-
tigen, werden dem Anabolismus zugeordnet. Durch energiespeichernde Molekiile wie atp oder
Adenosindiphosphat (adp) und sogenannte Cofaktoren sind anabole an katabole Reaktionen ge-
koppelt, sodass thermodynamisch ungiinstige Reaktionen durch energiefreisetzende Reaktionen
ermoglicht werden.

Die fiir diese Arbeit relevanten Stoffwechselwege des Kohlenstoffmetabolismus von E. coli wer-
den im Folgenden dargestellt und erldutert. Betrachtet werden die zentralen Bereiche Glykolyse,
Gluconeogenese, Pentosephosphatweg und Citratzyklus. Dariiber hinaus werden die Reaktionen
zur Aufnahme von Glycerin, die Synthese aromatischer Aminosiuren, die L-Serinbiosynthese, die
oxidative Phosphorylierung, die Bildung von Nebenprodukten sowie der Methylglyoxal-Bypass
beschrieben. Die ausgewéhlten Stoffwechselwege sind in Abbildung 3.1 schematisch vereinfacht
dargestellt. Falls nicht anderweitig angegeben, wurden die Informationen der Online-Datenbank
EcoCyc (Karp et al., 2018) oder allgemeiner biochemischer Literatur (Berg et al., 2018) entnom-

men.

1 Die Abkiirzungen fiir Protein- und Metabolitnamen wurden geméfl den Angaben des in dieser Arbeit verwen-
deten genomweiten stochiometrischen E. coli-Modell 1JO1366 vergeben. Abkiirzungen der Proteine sind in
Varsalien geschrieben, die der Metabolite in Gemeinen. Genbezeichnungen werden klein und kursiv geschrie-
ben.
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Abbildung 3.1: Vereinfachte Darstellung des zentralen Kohlenstoffmetabolismus von E. coli mit den
Stoffwechselbereichen Glykolyse, Gluconeogenese, L-Serinbiosynthese, Citratzyklus, Pentosephosphatweg
sowie dem Biosyntheseweg aromatischer Aminosduren und oxidativer Phosphorylierung. Die Abkiirzun-
gen der Enzyme und Metabolite sind geméfl den Bezeichnungen im genomweiten Modell ¢JO1366. Die
Pfeilrichtungen geben Reaktionsrichtungen an, Doppelpfeile symbolisieren reversible Reaktionen.
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Glykolyse und Gluconeogenese

Die Glykolyse ist ein alter, hochkonservierter Stoffwechselweg, der in nahezu allen Zellen sowohl
prokaryotischer als auch eukaryotischer Art vorkommt. Die Glykolyse dient zum Abbau von
Hexosen zu Pyruvat und in ihrem Verlauf werden entscheidende Vorldufermolekiile fiir die Bio-
synthese von Makromolekiilen sowie Energiespeichermolekiilen gebildet.

Glucose, das Ausgangsmolekiil der Glykolyse, tritt durch spezifische Transporter wie das
Phosphotransferase-System (PTS) in die Zelle ein und wird durch die gleichzeitige Ubertragung
einer Phosphatgruppe von pep zu Glucose-6-Phosphat (g6p) phosphoryliert, wodurch Pyruvat
entsteht. Die zusédtzliche Phosphatgruppe stabilisiert die Hexose und verhindert den Riickfluss
aus der Zelle, da gbp kein Substrat des Glucosetransporters ist. Der Transport von der Zellau-
Benseite in das Zellinnere ist somit irreversibel (Postma et al., 1993).

Im darauffolgenden Schritt wird gbp durch die Phosphoglucose-Isomerase (PGI) zu Fructose-6-
Phosphat (f6p) umgelagert. Dieses wird unter Verbrauch von atp durch eine weitere Phosphory-
lierung, katalysiert durch die Phosphofructo-Kinase (PFK), zu Fructose-1,6-Bisphosphat (fbp)
umgesetzt. Mittels der Fructose-1,6-Bisphosphat-Aldolase (FBA) wird fbp in die Triosen Di-
hydroxyacetonphosphat (dhap) und Glycerinaldehydphosphat (g3p) gespalten. Die beiden Pro-
dukte der FBA werden durch die Triosephosphat-Isomerase (TPI) reversibel ineinander um-
gewandelt. Im Gleichgewicht liegt ein Grofiteil der Triosephosphate als dhap vor. Das g3p
wird schnell durch die nachfolgenden Reaktionen der Glykolyse entfernt. Den Anfang bildet
hierbei die Reaktion der Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPD), sie katalysiert
unter Phosphatverbrauch und Reduktion von oxidiertem Nikotinamidadeninnukleotid (nad)
zu reduziertem Nikotinamidadeninnukleotid (nadh) die Bildung von 1,3-Bisphosphoglycerat
(13DPG). Im darauffolgenden Schritt wird 13DPG durch die Phosphoglycerat-Kinase (PGK)
zu 3-Phosphoglycerat (3pg) umgesetzt. Das hohe Phosphorylgruppeniibertragungspotenzial er-
moglicht die energieliefernde Phosphorylierung von adp zu atp im selben Schritt. Die re-
versible Gleichgewichtsreaktion zwischen 3pg und 2-Phosphoglycerat (2pg) wird durch die
Phosphoglycerat-Mutase (PGM) katalysiert. 2pg wird in der darauffolgenden Reaktion durch
Dehydrierung, katalysiert durch die Enolase (ENO), in pep iiberfiihrt. Schliefllich wird im letzten
Schritt der Glykolyse, mittels des Enzyms Pyruvat-Kinase (PYK), pep irreversibel zu Pyruvat
dephosphoryliert. Die frei werdende Phosphatgruppe dient zum Energiegewinn in Form von
atp aus adp. In der Bilanz werden im Verlauf der Glykolyse aus einem Molekiil Glucose zwei
Molekiile Pyruvat generiert und dabei zwei atp-Molekiile sowie zwei Molekiile des reduzierten

Reduktionsdquivalents Nicotinamidadenindinukleotid (nadh) gewonnen.

Wird die Glykolyse in entgegengesetzter Richtung durchlaufen, spricht man von Gluconeoge-
nese. Es handelt sich dabei jedoch nicht um die genaue Umkehr der Glykolyse, da einige zu-
sétzliche Enzyme notwendig sind, um das Gleichgewicht in die entgegengesetzte Richtung zu
verschieben. Die Umsetzung von Pyruvat zu pep erfolgt in gluconeogener Richtung durch die
Phosphoenolpyruvat-Synthase (PPS), hierbei wird atp verbraucht. Alle weiteren Reaktionen sind
reversibel und werden durch die Enzyme der Glykolyse katalysiert, mit Ausnahme der PFK. Die
Riickreaktion von Fructose-1,6-Bisphosphatase (FBP) zu f6p wird durch das zusétzliche Enzym
FBP katalysiert.
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Glycerinmetabolismus

Im Gegensatz zu Glucose erfolgt die Aufnahme von extrazellulér vorliegendem Glycerin (glyc) in
die Zelle durch passive Diffusion, die durch die Permease GIpF (glycerol facilitator) erleichtert
stattfinden kann (Hayashi & Lin, 1965; Heller et al., 1980). Ist Glycerin in die Zelle gelangt,
wird es unter aeroben Bedingungen durch die Glycerin-Kinase (GLYK) bei Verbrauch von atp
zu Glycerin-3-Phosphat (gly3p) phosphoryliert. gly3p reagiert unter katalytischer Wirkung der
Glycerin-Phosphat-Dehydrogenase (GLY3PD) weiter zu dhap. Dabei werden zwei frei werdende
Elektronen auf Ubiquinol (q8) iibertragen und reduziertes Ubiquinol (q8Hs) wird freigesetzt.
Uber dhap ist der Glycerinmetabolismus reversibel mit der Glykolyse und Gluconeogenese
verkniipft. Herrschen anaerobe Bedingungen vor, wird Glycerin zundchst durch die Glycerin-
Dehydrogenase (GLYCDx) zu Dihydroxyaceton (dha) umgesetzt und anschlieBend durch die
Dihydroxyacetonphosphat-Transferase (DHAPT) zu dhap phosphoryliert. Dazu wird pep zu
Pyruvat dephosphoryliert.

L-Serinbiosynthese

Die Aminosédure L-Serin (L-ser) wird in einem Nebenzweig der Glykolyse bzw. Gluconeogenese ge-
bildet. Ausgehend von 3pg wird durch dessen Oxidation, katalysiert durch die 3-Phosphoglycerat-
Dehydrogenase (PGCD), unter Reduktion von oxidiertem Nikotinamidadeninnukleotid (nad)
zu reduziertem Nikotinamidadeninnukleotid (nadh), 3-Phosphohydroxypyruvat (3php) gebildet.
Die 3-Phosphoserin-Aminotransferase (PSERT) katalysiert die Ubertragung einer Aminogruppe
von L-Glutamat (L-glu) auf 3php, wodurch Phospho-L-Serin (L-pser) und o-Ketoglutarat (akg)
entstehen. Die L-Serinbildung wird schlieilich durch Dephosphorylierung von L-pser unter Ver-
brauch von H9O, katalysiert durch die Phosphoserin-Phosphatase (PSP__L), realisiert. L-Serin
ist nicht nur wichtiger Bestandteil von Proteinen, sondern es dient auch als Vorldufermolekiil
zur Bildung der Aminosduren L-Glycin, L-Cystein, L-Tryptophan und Phospholipiden, weshalb
der Bedarf an L-Serin grof§ ist (Pizer & Potochny, 1964; Stauffer, 2004). Die Regulation des
Biosynthesewegs wird hauptséichlich durch eine Riickkopplungsinhibierung des ersten Enzyms,
der PGCD erreicht (Grant et al., 1996). Drei verschiedene L-Serin-Deaminasen katalysieren den
Abbau von L-Serin zu Pyruvat und Ammonium, zwei der drei Enzyme werden nur in Abwesen-
heit von Glucose exprimiert (Selvarasu et al., 2009). Durch einen H*-Symporter kann L-Serin

in die Zelle und aus ihr heraus transportiert werden (Hagewood et al., 1994).

Citratzyklus und Glyoxylat-Bypass

Unter aeroben Bedingungen wird das gebildete Pyruvat im Citratzyklus vollstdndig oxidiert.
Die katabolen Prozesse dieses Stoffwechselweges dienen dem Aufbau von Vorldufermolekiilen
fiir die Biosynthese zahlreicher Makromolekiile und ermoglichen die Maximierung der atp-
Ausbeute. Zur Einschleusung in den Stoffwechselweg wird Pyruvat unter Verbrauch eines
Molekiils CoenzymA (coA) und Reduktion von nad zu nadh, katalysiert durch die Pyruvat-
Dehydrogenase (PDH), zu Acetyl-CoenzymA (acCoA) umgewandelt. Bei der oxidativen Car-
boxylierung des Pyruvats wird COq freigesetzt. In der Eingangsreaktion des Citratzyklus re-
agiert acCoA mit Oxalacetat (oaa), unter katalytischer Einwirkung der Citrat-Synthase (CS),
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in einer Aldoladdition und anschlieender Hydrolyse zu Citrat (cit). Dabei wird das coA wieder
freigesetzt. Das entstehende cit wird durch den (Iso-)Citrat-Hydrolase-Komplex (ACONT) zu
Isocitrat (icit) isomerisiert. Es folgen zwei Decarboxylierungsschritte. Der erste wird katalysiert
durch die Isocitrat-Dehydrogenase (ICDH), dabei entsteht akg und es wird das erste reduzierte
Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (nadph) gebildet. In der zweiten oxidativen Decarboxy-
lierung, realisiert durch die a-Ketoglutarat-Dehydrogenase (AKGDH), wird Succinyl-CoenzymA
(succCoA) gebildet und nad zu nadh reduziert. Es folgt die Umsetzung zu Succinat (suc) mit-
tels der Succinyl-CoenzymA-Synthase (SUCOAS), wodurch ein Molekiil atp generiert und coA
freigesetzt wird. In der nachfolgenden Oxidation von suc zu Fumarat (fum), katalysiert durch
die Succinat-Dehydrogenase (SUCD), dient oxidiertes Ubiquinol (q8) als Elektronenakzeptor,
wodurch energiereiches reduziertes Ubiquinol (q8Hs2) gewonnen wird. Im weiteren Verlauf wird
fum mittels der Fumarase (FUM) zu Malat (mal) hydratisiert. Der Citratzyklus wird durch die
Oxidation von mal zu oaa geschlossen, hierbei wird ein weiteres Molekiil nadh gewonnen. Diese
Reaktion wird durch die Malat-Dehydrogenase (MDH) katalysiert. mal kann alternativ durch
die Malat-Enzyme; malic enzymes (ME) zu Pyruvat umgesetzt werden. COy und ein Molekiil
reduziertes Nikotinamidadenindinukleotidphosphat (nadph) werden dabei frei.

Der Citratzyklus erfiillt nicht nur den Zweck der Energiegewinnung, sondern er stellt auch den
Ausgangspunkt fiir die Synthese von Aminosduren wie unter anderem L-glu und L-Aspartat so-
wie anderer Makromolekiile dar. Anaplerotische Reaktionen, wie beispielsweise die Decarboxylie-
rung von Pyruvat zur Bereitstellung von oaa mittels der Oxalacetat-Dehydrogenase (OAADC),
filllen die Zwischenmetabolite des Citratzyklus wieder auf und erhalten den Kreislauf aufrecht
(U. Sauer & Eikmanns, 2005). Zu den anaplerotischen Reaktionen zéhlen aulerdem die Carboxy-
lierung von pep zu oaa durch die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PPC) sowie die umgekehrte
Reaktion der Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PPCK). Moglich ist das Wiederauffiillen der
Metabolitpools auch durch die Aufnahme der Zwischenprodukte wie zum Beispiel Succinat oder
Malat aus dem extrazellularen Raum.

Alternativ kann in einer abgekiirzten Variante des Citratzyklus, auch genannt Glyoxal-Bypass,
aus zwei Molekiilen acCoA suc und mal gebildet werden. Dieser Stoffwechselweg ermdéglicht das
Wachstum auf niedermolekularen Kohlenstoffquellen wie Acetat oder Pyruvat. Wie im Citratzy-
klus wird mit der Kondensation von oaa zu cit und der darauffolgenden Isomerisierung zu icit be-
gonnen. Es folgt die Spaltung des icit in suc und Glyoxylat (glx) mittels der Isocitrat-Lyase (ICL).
Darauffolgend reagiert glx unter katalytischer Wirkung der Malat-Synthase (MALS) und Ver-

brauch eines weiteren Molekiils acCoA zu mal.

Pyruvatmetabolismus und angrenzende Reaktionen

Herrschen anaerobe Bedingungen vor, betreiben Enterobakterien wie E. coli anaerobe Atmung
(Valley, 1988) und gemischte Sauregérung (Fuchs, 2014). Zur anaeroben Atmung zéhlen bei-
spielsweise die Fumaratatmung zur Succinatbildung (Guest, 1979) sowie die Nitratatmung (Val-
ley, 1988). Die gemischte Sauregirung ermoglicht den E. coli-Zellen die Nutzung von Pyruvat
zur Bildung der Produkte Acetat, Formiat (for) und Ethanol (etoh). Das zentrale Enzym hierbei
ist die Pyruvat-Formiat-Kinase (PFL), die unter Abspaltung von for, die Bildung von acCoA
katalysiert. In der Folge kann entweder, katalysiert durch die Alkohol-Dehydrogenase (ADH),
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etoh oder durch die katalytische Wirkung der Phosphat-Acetyl-Transferase (PTAr) und Acetat-
Kinase (ACKr), Acetat gebildet werden. Alternativ kann Acetat durch Decarboxylierung von
Pyruvat, katalysiert durch die Pyruvat-Oxidase (POX), entstehen. Bei der Oxidation von for
durch die Formiat-Hydrogen-Lyase (FHL) wird zudem CO2 und Wasserstoff gebildet.

Laktatmetabolismus und Methylglyoxal-Bypass

Extrazelluldres D-Laktat kann als Substrat in die Zelle aufgenommen und durch die Laktat-
Dehydrogenase Laktat-Dehydrogenase (LDH) zu Pyruvat umgesetzt werden, ausgehend von
welchem der Ubergang in den Citratzyklus und die Gluconeogenese erfolgen kann. AuBerdem
kann D-Laktat im sogenannten Methylglyoxal-Bypass entstehen (Ozyamak et al., 2010). Aus-
gehend von dhap wird in diesem zur Glykolyse parallel verlaufenden Stoffwechselweg durch die
katalytische Wirkung der Methylglyoxal-Synthase (MGSA), unter Abspaltung eines Phosphat-
rests, Methylglyoxal (mgo) gebildet. Uber diverse Glyoxylasen (GLYOX) kann mgo in D-Laktat
umgesetzt werden und durch die katalytische Aktivitdt der LDH kann es weiter in Pyruvat

iiberfithrt werden. Es kann auch zur Ausscheidung von mgo kommen.

Pentosephosphatweg

Der Pentosephosphatweg ist der entscheidende Stoffwechselweg fiir die Bereitstellung von nadph,
das in reduktiven Biosynthesen benétigt wird. Die nadph-Gewinnung erfolgt im oxidativen Teil
des Pentosephosphatwegs, im nicht-oxidativen Teil werden diverse Zuckermolekiile ineinander
umgewandelt und Vorldufermolekiile unter anderem fiir die Biosynthese aromatischer Amino-
sduren generiert (Sprenger, 1995).

Der oxidative Teil beginnt mit der Umsetzung von gbp zu 6-Phosphogluconat (6pg) mittels der
Enzyme Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase (G6PDH) und 6-phosphogluconolactonase (PGL),
dabei wird ein erstes nadph-Molekiil gebildet. Die 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (GND)
katalysiert die Decarboxylierung zu Ribulose-5-Phosphat (ru5p), wobei ein weiteres Molekiil
nadph entsteht.

Im nicht-oxidativen Teil kann die Umsetzung von ru5p durch die Ribulose-5-Phosphat (RPI) zu
Ribose-5-Phosphat (r5p) erfolgen oder es reagiert unter katalytischer Wirkung der Ribulose-5-
Phosphat-Epimerase (RPE) zu Xylulose-5-Phosphat (x5p). Die beiden Pentosephosphate kon-
nen durch die Transketolase 1 (TKT1) in g3p und Sedoheptulose-7-Phosphat (s7p) iiberfiihrt
werden, wodurch eine reversible Verkniipfung mit der Glykolyse entsteht. In einer durch die
Transketolase 2 (TKT2) katalysierten Reaktion findet die reversible Umwandlung der Metaboli-
te f6p und g3p in edp und x5p statt. Die Transaldolase (TALA) ermoglicht die Bildung von e4p
und f6p aus s7p und g3p. Auch diese Reaktion ist in beide Richtungen offen und verbindet die
Glykolyse und Gluconeogenese mit dem Pentosephosphatweg.

Eine weitere Moglichkeit zur Verwertung von rbp ist die Synthese von prpp, katalysiert durch
die Phosphoribosyl-Pyrophosphat-Synthetase (PRPPS). Das prpp ist an verschiedenen Stoff-
wechselwegen beteiligt und wird unter anderem als Vorlaufermetabolit in der Aminosdure- und

Purinbiosynthese benétigt.
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Biosynthese aromatischer Aminosauren

Die Synthese der drei aromatischen proteinogenen Aminosduren L-Phenylalanin, L-Tyrosin und
L-Tryptophan beginnt mit dem sogenannten Shikimatstoffwechselweg. Die erste Reaktion in der
Biosynthese der aromatischen Aminosduren wird durch drei Isoenzyme der 3-Deoxy-D-Arabino-
Heptulosonat-7-Phosphat-Synthase (DDPA), unter Verbrauch von pep und edp, katalysiert. Da-
bei entsteht 3-Deoxy-D-Arabino-Heptulosonat-7-Phosphat (dahp) und ein Phosphatrest wird
freigesetzt. Die Isoformen des Enzyms werden jeweils durch eine der drei aromatischen Amino-
sauren inhibiert (McCandliss et al., 1978; Ray et al., 1988; Schoner & Herrmann, 1976). Die
Riickkloppungsinhibierung ist entscheidend fiir die Regulation des Stoffwechselwegs und verhin-
dert in natiirlichen Stdmmen die Uberproduktion dieser Aminoséuren (Smith et al., 1962). dahp
wird durch die 3-Dehydroquinat-Synthase (DHQS) oxidiert und zu 3-Dehydroquinat (3dhq) zy-
klisiert. Im weiteren Verlauf dehydriert die 3-Dehydroquinat-Dehydratatse (DHQTi), 3dhq zu
3-Dehydroshikimat (3dhs), welches durch die an nadph gekoppelte Reduktion der Shikimat-
Dehydrogenase (SHK3Dr) zu Shikimat (shk) umgesetzt wird. shk wird im néchsten Schritt,
katalysiert durch die Shikimat-Kinase (SHIKK), unter atp-Verbrauch zu Shikimat-3-Phosphat
(s3p) phosphoryliert. Durch Kondensation von jeweils einem Molekiil pep und s3p, wird 5-
Enolpyruvoylshikimat-3-Phosphat (3psme) synthetisiert. Diese Reaktion wird durch die Kata-
lyse der 5-Enolpyruvoylshikimat-3-Phosphat-Synthase (PSCVT) realisiert. Im letzten Schritt
des gemeinsamen Teils der Synthese aromatischer Aminosduren wird unter katalytischer Wir-
kung der Chorismat-Synthase (CHORS), 3psme in Chorismat (chor) tiberfiithrt. chor ist die
Zweigstelle, an der sich die Synthesewege von L-Phenylalanin und L-Tyrosin von der L-Trypto-
phanbiosynthese trennen.

Die Chorismat-Mutase (CHORM) katalysiert den letzten gemeinsamen Schritt der Synthese von
L-Tyrosin und L-Phenylalanin. Ausgehend vom entstehenden Produkt Prephenat (pphn) erfolgt
die Biosynthese der beiden Aminoséuren in unterschiedlichen Reaktionen. Fiir die Bildung von
L-Tyrosin wird pphn zunéchst durch die Prephenat-Dehydrogenase (PPND), bei Reduktion von
nad, oxidativ zu 4-Hydroxyphenylpyruvat (hpp) decarboxyliert und dieses anschlieend durch
die L-Tyrosin-Aminotransferase (TYRTA) zu L-Tyrosin transaminiert. Die Aminogruppe liefert
dabei L-glu, sodass akg entsteht.

Die Vorstufe von L-Phenylalanin, Phenylpyruvat (phpyr), wird durch die Dehydrierung und
Decarboxylierung von pphn durch die Prephenat-Dehydratase (PPNDH) synthetisiert. Diese
Reaktion wird durch die PPNDH katalysiert. Analog zur L-Tyrosinsynthese wird L-Phenylalanin
durch Transaminierung von phpyr, katalysiert durch die L-Phenylalanin-Transaminase (PHETA),
gebildet. Die Aminogruppe wird auch in dieser Reaktion von L-glu iibertragen, wodurch akg ent-
steht.

Die L-Tryptophansynthese erfolgt iiber die Zwischenstufe Anthranilat (anth), welches durch
die Ubertragung einer Aminogruppe von L-gln auf chor gebildet wird. In der durch die
Anthranilat-Synthase (ANS) katalysierten Reaktion werden Pyruvat und L-glu freigesetzt. anth
wird im darauffolgenden Schritt mit dem Vorldufermolekiil prpp, das im Pentosephosphat-
weg generiert wird, unter katalytischer Wirkung der Anthranilat-Phosphoribosyl-Transferase
(ANPRT) zu Phosphoribosylanthranilat (pran) kondensiert. Dabei wird Pyrophosphat (pp;)
freigesetzt. Durch die Phosphoribosyl-Anthranilat-Isomerase (PRALI) wird die Umsetzung von
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pran zu Carboxyphenylamino-Desoxyribulose-5-Phosphat (2cdr5p) ermoglicht. Es folgt, ka-
talysiert durch die Indol-3-Glycerin-Phosphat-Synthase (IGPS), die Ringbildung zu Indol-3-
Glycerinphosphat (3ig3p), wobei HoO und COy abgegeben werden. Die Katalyse der letzten
beiden Schritte der L-Tryptophanbiosynthese werden durch einen gemeinsamen Enzymkomplex
ermoglicht. In der ersten Reaktion wird durch die Indol-Glycerin-Phosphat-Aldolase (TRPS3)
3igdp in g3p und Indol gespalten. In der letzten Reaktion, realisiert durch die Tryptophan-
Synthase (TRPS2), reagiert Indol mit dem Vorlaufermolekiil L-Serin, das aus einem Nebenzweig

der Glykolyse bereitgestellt wird, zu L-Tryptophan. Dabei wird HoO abgespalten.

Energiestoffwechsel und oxidative Phosphorylierung

atp ist ein an vielen Prozessen der Zelle beteiligter Energietrager, der in den verschiedenen Stoff-
wechselwegen verbraucht wird. Dementsprechend muss an anderer Stelle fiir die atp-Gewinnung
Energie aufgewendet werden. Die oxidative Phosphorylierung ist ein aerober Prozess, der die
atp-Generierung bei gleichzeitiger HoO-Bildung ermdglicht. Dabei gewéhrleistet die Elektronen-
transportkette den Transfer von Elektronen von Reduktionséquivalenten wie nadh oder redu-
ziertem Flavinadenindinukleotid (fadhg) auf den terminalen Elektronenakzeptor Sauerstoff. Die
Elektronen-Donatoren werden in Oxidationsreaktionen der Glykolyse, dem Citratzyklus oder
dem Pentosephosphatweg gewonnen.

Die Reaktionen der Elektronentransportkette sind stark exergon und durch einen Protonengra-
dient an der Cytoplasmamembran wird erreicht, dass die Energie portionsweise freigesetzt wird.
Die Protonenpumpen NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase (NADH5), NAD-Transhydrogenase
(THD2) und Cytochrom-Terminal-Oxidase (CYTBO) erhalten den Gradienten aufrecht und
katalysieren die Ubertragung der Elektronen auf Sauerstoff. Die Energie des Gradienten wird
von der Adenosintriphosphat-Synthase (ATPS4rpp) fiir die Phosphorylierung von adp zu atp
genutzt.

Die Menge an metabolisch verfiighbarer Energie ergibt sich aus den intrazellularen Konzentratio-
nen der Energiedquivalente Adenosinmonophosphat (amp), adp und atp. Anhand dieser kann
der energetische Zustand der Zellen bewertet werden (Chapman et al., 1971). Hierfiir wird der

sogenannte , energy charge“ berechnet:

[atp] + [adp]

1
EC= 2 [atp] + [adp] + [amp]

(3.1)

Befinden sich Zellen im Wachstum, liegt der energy charge oberhalb von 0,8. Fiir vitale, aber
nicht wachsende Zellen ergeben sich Werte von 0,5 bis 0,8. Bei Werten unterhalb von 0,5 sterben
die Zellen ab.

3.2.1 Stofftransportprozesse

Durch zwei Membranen und eine dazwischen liegende Zellwand grenzt sich eine E. coli-Zelle von

ihrer Umgebung ab. Die amphiphilen Eigenschaften der in den Membranen enthaltenen Lipide
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ermoglichen den Aufbau einer Doppelschicht. Durch sie entsteht ein nach auflen abgegrenzter
Raum, der alle zur Erhaltung und Wachstum der Zelle notwendigen Bestandteile vereint und
zusammenhalt. In der Kompartimentierung und Abgrenzung liegt die Hauptaufgabe der Zell-
membran, jedoch ist ein Stoffaustausch der Zelle mit ihrer Umgebung fiir die Erhaltung des
Stoffwechsels essenziell. Das Vorhandensein von Barrieren bedingt somit auch die Notwendigkeit
von Transportmechanismen, die einen Austausch von Ionen und Molekiilen zwischen dem Zell-
inneren und dem extrazelluldren Raum erméglichen. Aus diesem Grund arbeiten in jeder Zelle
zahlreiche Transportsysteme zusammen, um einen homéostatischen Zustand des intrazelluldren
Milieus aufrechtzuerhalten (Schuldiner, 2018). Etwa 40-50 % aller bakterieller Membranprote-
ine iben Transportfunktionen aus (Boujard et al., 2014), deren Interaktion und Aktivitat durch
verschiedene Mechanismen wie thermodynamische Kréfte, duflerliche Reize und Bediirfnisse der
Zelle gesteuert werden. Zur Aufrechterhaltung der intrazelluliren Prozesse existiert in E. coli
eine Vielzahl an verschiedenen Transportern, durch die diverse Molekiile und Ionen unterschied-
licher Ladung die Zellmembran passieren kénnen. Dabei ist eine Unterscheidung in aktive und

passive Transportphidnomene iiblich (Voet et al., 2010).

Die Membranen weisen einen hohen hydrophoben Anteil auf, sodass kleine lipophile Molekiile,
Gase und auch manche ungeladene Molekiile ungehindert hindurchdiffundieren (Boujard et al.,
2014). Der passive Stoffaustausch dieser Molekiile wird angetrieben durch ein Konzentrations-
gefille, das auch die Transportrichtung bestimmt. Polaren Molekiilen wird die Diffusion durch
sehr spezifische Membranproteine erméglicht, hierzu zéhlt beispielsweise der nach innen gerich-
tete Transport von HoO (Agre et al., 2002; Hénin et al., 2008). Durch spezifische Interaktionen
im Innern eines Ionenkanals kann die hochselektive Diffusion von Ionen erleichtert werden. Bei-
spielsweise diffundieren Kaliumionen durch spezifische KT-Kanalproteine, wihrend Na*-Ionen
zuriickgehalten werden (D. B. Sauer et al., 2013). Dies tragt zur Aufrechterhaltung des Membran-
potentials bei. Fiir Glycerin besitzt F. coli das Facilitator-Protein GIpF, welches einen Kanal
fiir die erleichterte Diffusion von Glycerin bildet (Heller et al., 1980; Stroud et al., 2003).

Erfolgt der Transport entgegen der thermodynamisch begiinstigten Richtung des elektrochemi-
schen Gradienten oder ist der Austausch an eine Substratumsetzung gekoppelt, so sind struktu-
rell spezifische und energiebereitstellende Hilfsproteine notwendig. Eine Moglichkeit zur Uber-
windung der Energiebarriere ist die Kopplung der Transportreaktion an die Spaltung eines en-
ergiereichen Molekiils. ABC (atp binding cassette)-Transporter generieren durch die Hydrolyse
von atp Energie, um die Konformationsédnderung zur Bindung und Freisetzung des Molekiils zu
bewirken (Moussatova et al., 2008; Oldham et al., 2008). Der Import von Glucose erfolgt via
des PTS, das in einer Enzymkaskade zugleich pep zu Pyruvat dephosphoryliert und Glucose zu
g6p phosphoryliert. Die chemische Modifikation des transportierten Molekiils verhindert einen
Riicktransport nach auBen und sichert den Verbleib in der Zelle (Postma et al., 1993).

Eine weitere Moglichkeit, die fiir den Transport notige Energie aufzubringen, ist die Ausnutzung
eines Konzentrationsgradienten einer zweiten Spezies. Ist der Transport des Zielmolekiils und
der Hilfsspezies dabei gleichgerichtet, so wird der Transporter als Symporter bezeichnet. Sind

die Richtungen entgegengesetzt, handelt es sich um einen Antiporter.
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Zur Erweiterung des Substratspektrums kénnen spezifische Transportproteine anderer Organis-
men in das F. coli-Genom integriert oder native Transporter zur verstdrkten Aufnahme tberex-
primiert werden (Kubota et al., 2015; Trondle et al., 2018a). Fiir den Transport von Shikimat,
ein Zwischenprodukt der Chorismatbiosynthese, besitzt E. coli einen spezifischen HT-Symporter,
codiert durch das shiA-Gen. Dieser weist jedoch eine sehr geringe Transportkapazitdt fiir Shiki-
mat auf (Brown & Doy, 1976). Whipp et al. (1998) klonierten das bereits identifizierte shiA-Gen
auf einem multicopy-Plasmid und erreichten damit eine gesteigerte Aufnahme, sodass FE. coli
mit Shikimat als alleiniger Kohlenstoffquelle zum Wachstum beféhigt war. Kubota et al. (2015)
identifizierten ein shiA-Gen in Corynebacterium glutamicum (C. glutamicum), welches dem Bak-

terium die Aufnahme des Shikimats und Wachstum mit dieser Kohlenstoffquelle ermdoglichte.

Obwohl viele Transportmechanismen bekannt und die zugrundeliegenden Proteine strukturell
untersucht sind, gibt es weiterhin zahlreiche Molekiile, deren Transportwege nicht aufgeklart
sind. Beispielsweise lagen lange Zeit keine Informationen zu Austauschprozessen von Pyruvat
vor. Erst im Jahr 2018 wurde ein Gen, codierend fiir einen spezifischen H'-Symporter, von
Kristoficova et al. identifiziert und bekannt gegeben. Die Arbeiten legten jedoch die Existenz
weiterer Pyruvat-Transportmechanismen nahe, die weiterhin nicht im Detail aufgeklart sind
(Kristoficova et al., 2018).

3.2.2 Metabolitentoxizitat

Durch die Entwicklung von Methoden des metabolic engineering kann gezielt in den Stoffwechsel
von FE. coli eingegriffen werden, um beispielsweise Produktbiosynthesen zu optimieren. Hierfiir
konnen Teile des Stoffwechsels ausgeschaltet oder neue Enzyme fiir die Biosynthese neuer Mo-
lekiile eingefiihrt werden. Es kénnen erwiinschte Reaktionen verstérkt und unerwiinschte abge-
schwécht und dadurch Stofffliisse effektiv umgeleitet werden. Jede Verdnderung des Stoffwechsels
kann jedoch auch unbeabsichtigte Nebeneffekte oder Nebenreaktionen auslésen und in der Folge
kann es zur Akkumulation toxischer Nebenprodukte, Intermediate oder auch zur toxischen Wir-
kung der Produkte auf die Zelle kommen. Die Toxizitdt von Metaboliten ist ein komplexes Phé-
nomen, das durch verschiedene Mechanismen wie eine allgemeine Stressantwort, enzymatische
Inhibierung, Schiadigung von DNA oder durch Proteininaktivierung und -schiadigung verursacht
werden kann (Pontrelli et al., 2018). Die auftretenden Effekte kénnen das Wachstum, aber auch
die Produktbildung hemmen und zuletzt auch den Zelltod herbeifithren. Prinzipiell kommen zur
Linderung toxischer Effekte molekulargenetische Eingriffe oder bioprozesstechnische Mafinah-
men infrage.

Viele der Molekiile, die potenziell als Biotreibstoffe eingesetzt werden kénnen, wirken schon in
sehr niedrigen Konzentrationen toxisch auf die Zelle (Dunlop et al., 2011). Beispielsweise drin-
gen hydrophobe Produkte wie Capronsédure oder Caprylsdure in die Zellmembran ein, erhohen
deren Permeabilitit und Fluiditéit, behindern den Energietransfer und beeintrachtigen die Funk-
tion der Membranproteine (Dunlop et al., 2011; Pontrelli et al., 2018). Um fiir diese Prozesse
wirtschaftliche Produktivitdten zu erreichen, muss die Toxizitdt der Produkte auf die Zellen ver-
ringert werden (Alper et al., 2006). Eine Moglichkeit die Problematik zu beheben und die Zelle

vor der eigenen Produktion zu schiitzen, ist die Expression von Exportern, die die Abgabe von
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toxischen Endprodukten an das Medium beschleunigen (Dunlop et al., 2011; Mundhada et al.,
2016). Fiir einige Produkte wie beispielsweise L-Serin und Isobutanol konnte durch adaptive La-
borevolution die Toleranz der Zellen gegeniiber den entstehenden Metaboliten gesteigert werden
(Atsumi et al., 2010; Mundhada et al., 2016; Mundhada et al., 2017; Royce et al., 2015). Zur
Abschwichung dieser Effekte konnen auch prozesstechnische Mafinahmen, die eine simultane
Entfernung der Produkte aus den Kultivierungen ermoglicht, angewandt werden. Beispielsweise
konnte die Isobutanol-Produktivitiat durch in situ-Produktentfernung via Gas-Stripping gestei-
gert werden (Baez et al., 2011).

Toxische Wirkung kann jedoch nicht nur unmittelbar in den Produktbiosynthesewegen entstehen,
sondern sie kann allgemein durch Verschiebungen im Metabolismus und durch Anderungen in der
Substratzufuhr hervorgerufen werden. Als Beispiel soll im Folgenden die Methylglyoxal (mgo)-
Bildung angefiihrt werden. Beginnend von dhap wird in einem zur Glykolyse parallel verlaufen-
den Stoffwechselweg durch die MGSA mgo gebildet und ein Phosphatrest abgespalten (Hopper
& Cooper, 1971). Die Synthese von mgo endet nicht in einer Sackgasse, sondern es kann in zwei
Glutathion abhiangigen Reaktionen zu Laktat und iiber die LDH weiter zu Pyruvat umgesetzt
werden (Hofmann & Babel, 1983).

Im Metabolismus von E. coli tritt die mgo-Bildung bei akutem intrazelluldrem Phosphatmangel
oder erhohten dhap-Konzentrationen auf (Booth, 2005). Die enzymatische Aktivitiat der MGSA
dient einerseits dem Abbau des hochtoxischen dhaps und andererseits der Riickgewinnung von
Phosphat zur Aufrechterhaltung der Glykolyse (Booth, 2005). Die gesteigerte Bildung des Trio-
sephosphats dhap kann durch die Assimilation von Glycerin oder auch durch die unkontrollierte
Aufnahme von Glucose und g6p ausgelost werden, dies kann auch zur Ausscheidung von mgo in
das Medium fithren (Freedberg et al., 1971; Hofmann & Babel, 1983). Eine Inhibition der GAPD
durch eine geringe Phosphatverfiigbarkeit veranlasst die Zelle zur Akkumulation von dhap und
infolgedessen wird der mgo-Stoffwechselweg zur Riickgewinnung von Phosphat aktiviert (Coo-
per, 1984; Ferguson et al., 1998).

mgo wirkt dabei als potentes Elektrophil, es reagiert kovalent mit den Aminosduren Lysin,
Arginin und Cystein, was zur Dysfunktion von Proteinen fiithrt und mit der Base Guanin in
Nukleinsduren bildet es Imidazolderivate beziehungsweise Imidazopurinon-Addukte und sché-
digt so die DNA (T. Fleming et al., 2009; Lee & Park, 2017; MacLean et al., 1998; Ozyamak
et al., 2010; Weber et al., 2005). Die Schiadigungen der Zelle durch mgo kénnen sehr vielfiltig
sein (McCloskey et al., 2018). Bereits in niedrigen extrazelluldren Konzentrationen von 0,3 mM
wirkt mgo stark wachstumsinhibierend, 0,6 mM induzieren den Zelltod (Ozyamak et al., 2010;
Totemeyer et al., 1998). Nichtsdestotrotz ist die Bildung von mgo ein Schutzmechanismus der
Zelle, paradoxerweise wird zumindest fiir kurze Zeitspannen, in denen der Metabolismus aus dem
Gleichgewicht geraten ist, der Zelltod durch die Produktion dieses Zellgiftes vermieden (Booth,
2005). Es wird vermutet, dass die Nutzung des mgo-Stoffwechselwegs dazu beitrigt, den durch
Zuckerphosphate verursachten Stress zu lindern (Cooper & Anderson, 1970; Kadner et al., 1992;
Totemeyer et al., 1998; Weber et al., 2005).

Wihrend E. coli-Mutanten mit induzierbaren Uberexpressionen des mgsA-Gens bei Vorlage von
Glucose normales Wachstum und keine vermehrte mgo-Bildung zeigten, wurde bei Verwendung

von Glycerin eine verstarkte Akkumulation von mgo und vermindertes Wachstum beobachtet
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(Totemeyer et al., 1998). Dies deutet auf eine strengere Kontrolle der Synthese von mgo bei
Wachstum mit Glucose im Vergleich zu Glycerin hin (Booth, 2005). Fiir in der Literatur be-
schriebene Satzprozesse zur Herstellung von Biochemikalien wie Laktat oder Ethanol aus Gly-
cerin wurde die Aktivitdt des mgo-Stoffwechselweges nicht beobachtet (Mazumdar et al., 2010;
Trinh & Srienc, 2009), hierbei gilt es jedoch die schwierige Detektion des mgo-Molekiils aufgrund
seiner hohen Reaktivitit, geringen molekularen Masse und das Fehlen ultravioletter Chromopho-
ren zu berticksichtigen (Donarski et al., 2010).

Der Hauptteil des mgos in der Zelle wird in F. coli durch das Glutathion abhéngige Glyoxylase
I-IT System iiber die Intermediate Hemithiolacetal und S-Lactoglutathion zu Laktat abgebaut
(Hofmann & Babel, 1983). Weiterhin existiert das Glutathion unabhéngige Glyoxylase III Sys-
tem und eine Oxidoreduktase, die geringfiigig zur Detoxifizierung von mgo beitragen (Booth,
2005; MacLean et al., 1998). Eine Uberexpression der Gene gloA und gloB, codierend fiir das
Glyoxylase I-IT System, hilft den Zellen einen zusétzlichen Schutz gegeniiber mgo aufzubauen
(MacLean et al., 1998). Die im mgo-Abbauweg des Glyoxylase I-II Systems entstehenden Glutat-
hionaddukte aktivieren zudem die KefB K™ und KefC KT™-Exportsysteme. Durch sie gibt die
Zelle K*-Tonen an das Medium ab und tauscht sie gegen Na™ und H'-Ionen aus. Es wird eine
Absenkung des cytoplasmatischen pH erreicht und ein erhdhter Schutz gegeniiber Elektrophi-
len aufgebaut, bis die Detoxifizierung des mgos abgeschlossen ist (MacLean et al., 1998). Der
zugrundeliegende Mechanismus ist jedoch nicht im Detail aufgeklart (Weber et al., 2005). Der
erreichte pH im Cytoplasma ist dabei kritisch fiir das Uberleben der Zellen (Booth, 2005). Es
existieren weitere Mechanismen, die im Verdacht stehen, die Zelle vor mgo zu schiitzen, vie-
le der zugrundeliegenden Prozesse sind jedoch nicht vollstandig aufgeklart (McCloskey et al.,
2018; Weber et al., 2005). Es wurden auch Reparaturenzyme entdeckt und charakterisiert, die
in der Lage sind, den durch mgo angerichteten Schaden an Proteinen, einschliefilich der GAPD,
riickgéingig zu machen (Abdallah et al., 2016; Weber et al., 2005).

3.3 L-Tryptophan

3.3.1 Industrielle Bedeutung

In der L-Form gehért Tryptophan gemeinsam mit L-Phenylalanin und L-Tyrosin der Gruppe
der proteinogenen, aromatischen Aminosduren an. Es trigt ein aromatisches Indol-Ringsystem
und bedingt durch die hydrophobe Seitenkette ist es schlecht wasserldslich (13,4 g L™ bei 25 °C
(ChemlIDplus, 2021)). In Abbildung 3.2 ist die Strukturformel von L-Tryptophan gezeigt.

)
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H
Abbildung 3.2: Strukturformel der aromatischen Aminosédure L-Tryptophan.
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Fiir Mensch und Tier ist L-Tryptophan essenziell, das heifit sie konnen das Molekiil nicht selbst
synthetisieren und sind auf die Aufnahme iiber die Nahrung angewiesen (Leuchtenberger et
al., 2005). Der durchschnittliche L-Tryptophangehalt in Proteinen liegt jedoch bei nur etwa
1-2 %, wohingegen der Anteil fiir die meisten anderen Aminosduren bei etwa 5% liegt (Joint
WHO/FAO/UNU Expert Consultation., 2007). Aufgrund dieses Defizits wird L-Tryptophan als
Nahrungsmittelzusatz sowohl in der Futtermittel- als auch Nahrungsmittelindustrie zur Anrei-
cherung eingesetzt (Bongaerts et al., 2001; S. Liu et al., 2022). Neben der Funktion als Protein-
baustein wird L-Tryptophan im menschlichen Organismus {iber Chinolinsdure zu Nicotinsdure
metabolisiert. Aulerdem dient L-Tryptophan im menschlichen Kérper als Vorldufermolekiil fiir
den Neurotransmitter Serotonin, weshalb L-Tryptophan auch in der Behandlung von nervlichen
und depressiven Krankheiten Anwendung findet (Leuchtenberger, 2008).

Fiir das Jahr 2018 wurde ein Marktvolumen von 41.000 Jahrestonnen beschrieben, ein steti-
ges Wachstum wird aufgrund des hohen Bedarfs durch die Futter- und Nahrungsmittel- sowie
die Pharmaindustrie erwartet (Ajinomoto Co ., 2019; Rodriguez et al., 2014). Ein Grofiteil der
Herstellung von L-Tryptophan erfolgt durch mikrobielle Fermentation mit C. glutamicum und
E. coli (Ikeda, 2006). Die biotechnologische Produktion wird durch gentechnische Anpassungen

der Wirte, die zur Uberproduktion des natiirlichen Stoffwechselproduktes fiihren, erreicht.

3.3.2 Produktion mit Escherichia colz

Aufgrund der hohen und steigenden Nachfrage werden fortwidhrend neue Lésungsansétze zur mi-
krobiellen L-Tryptophanproduktion entwickelt und bestehende Produktionsprozesse optimiert.
Da die Synthese von L-Tryptophan mit groffem Energieaufwand fiir die Zellen verbunden ist,
wird sie durch strikte Regulation auf verschiedenen Ebenen kontrolliert und eine Uberproduktion
und der damit einhergehende Energieverlust effizient verhindert (Simao et al., 2005). Die Opti-
mierung von L-Tryptophanproduktionsstdmmen ist durch die Komplexitit des Biosynthesewegs
und die strengen Regulationsmechanismen erschwert (S. Liu et al., 2022). Neben Methoden
der Zufallsmutagenese mit anschlieBender Selektion ermoéglichten auch Methoden des rationa-
len Stammdesigns durch gezielte Gendeletionen und das Einfiihren von Uberexpressionen und
Fremdgenen die Konstruktion von Stdmmen, die L-Tryptophan in grofleren Mengen exportieren
(Y. Liu et al., 2021; Niu et al., 2019).

Es existieren unterschiedliche Ansatzpunkte zur Optimierung der L-Tryptophanproduktion. An
erster Stelle zu nennen sind Uberexpressionen unmittelbar im L-Tryptophanbiosyntheseweg
oder in den Synthesewegen, die der Bereitstellung von Vorlaufermolekiilen dienen. Weiter-
hin kann durch eine reduzierte Nebenproduktbildung und eine verminderte Ausscheidung von
stressinduzierenden Metaboliten eine verstéirkte L-Tryptophanproduktion angestrebt werden. Ei-
ne Beschleunigung des Produktexports und das Verhindern des Abbaus sowie eine optimier-
te Substratnutzung sind ebenfalls Ansatzpunkte zur Optimierung der mikrobiellen L-Trypto-
phanherstellung.

In der Literatur sind zahlreiche Prozesse mit verbesserten Produktionseigenschaften beschrieben.
Fiir die verbesserten Produktionsleistungen werden meist verschiedene gentechnische Modifika-

tionen und prozesstechnische Eingriffe in Kombination verwendet. Hohe L-Tryptophankonzen-
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trationen von 48,68 g L' mit Glucose als Kohlenstoffquelle wurden beispielsweise durch rational
genetisch verdnderte E. coli im Zulaufprozess erreicht (J. Wang et al., 2013). Durch Adaption
des pH und Anpassung der Gelostsauerstoffkonzentration im Medium wurden erhéhte Konzen-
trationen von 52,57 g L' in Glucose basierten Zulaufprozessen erzielt (C. Zhao et al., 2020).
Die hochste L-Tryptophanausbeute von 0,227 g g7 Glucose Wurde mit vielfach gentechnisch mo-
difizierten Stdmmen, die unter anderem organismusfremde Gene trugen, erreicht (Xiong et al.,
2021).

Im Folgenden werden die moglichen Ansatzpunkte zur Verbesserung der L-Tryptophan produ-

zierenden Stamme erldutert und beispielhaft dargelegt.

Repression, Attenuation und Riickkopplungsinhibierungen

Die Regulation der L-Tryptophanbiosynthese in E. coli beruht auf unterschiedlichen Mechanis-
men, dazu gehoren die transkriptionelle Attenuation und Repression sowie Riickkopplungsinhi-
bierungen von Enzymen (S. Liu et al., 2022; Niu et al., 2019; Panichkin et al., 2016; Simao et al.,
2005; Yanofsky, 2003). Vorrangig wird die Transkription des trp-Operons (trpLEDCBA) durch
Repression reguliert. Ein Repressorprotein, welches durch das trpR-Gen codiert wird, bindet
reversibel an den Promotor und verhindert das Ablesen des Operons (Yanofsky et al., 1981).
Die Bindung des trp-Repressors wird veranlasst, wenn das Repressorprotein mit L-Tryptophan
(= Corepressor) assoziiert ist. Auf diese Art wird die Transkription der Gene mit ansteigendem
intrazelluldren L-Tryptophanspiegel unterdriickt. Wird dennoch die Transkription eingeleitet,
kénnen durch Attenuation die Transkription und Translation abgeschwécht werden. Bei hohen
intrazelluldren L-Tryptophankonzentrationen fiihrt die Ausbildung einer bestimmten Haarna-
delschleifenstruktur der von der Leader-Sequenz codierten RNA zu einem vorzeitigen Abbruch
(Termination) der Transkription (Yanofsky, 2003).

Die Leader-Sequenz weist vier Sequenzabschnitte (1, 2, 3 und 4) auf, deren mRNA durch intra-
molekulare Wasserstoffbriicken alternative Sekundérstrukturen (Haarnadelschleifen) ausbildet.
Zudem beinhaltet die Leader-Sequenz im ersten Abschnitt zwei aufeinanderfolgende Codons fiir
L-Tryptophan. Liegen in der Zelle hohe L-Tryptophankonzentrationen vor, ist auch eine aus-
reichende Versorgung mit beladener Trp-tRNA gegeben und die Leader-Sequenz wird effizient
translatiert. In diesem Zustand wird die mRNA entsprechend schnell in das Ribosom eingefiihrt,
sodass die Ausbildung einer Haarnadelschleife zwischen den Abschnitten 2 und 3 verhindert
wird. Stattdessen entsteht eine Haarnadelschleife zwischen den Abschnitten 3 und 4, welche
zur Termination der Transkription fiihrt. Ist die L-Tryptophankonzentration hingegen gering,
steht auch entsprechend weniger beladene Trp-tRNA zur Verfiigung, dies fithrt an den Stellen
der Trp-Codons zur Verzogerung der Translation. Aufgrund dessen kommt es zur Paarung der
mRNA-Bereiche 2 und 3, wodurch die Transkription nicht beeintréchtigt und daher fortgesetzt
wird. (Fuchs, 2014; Janning & Knust, 2004)

Die Deletion der Gene trpR und des Leitpeptids trpL sind daher gingige Mafinahmen, die Regu-
lation auf transkriptioneller Ebene auszuschalten (Aiba et al., 1980; Azuma et al., 1993; Chan
et al., 1993; Y. Chen et al., 2018; Gu et al., 2013; Jing et al., 2018).
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Chorismat (chor), das gemeinsame Vorldufermolekil aller proteinogenen aromatischen Amino-
sduren wird durch den Shikimatstoffwechselweg synthetisiert. Das Eingangs- und Schliisselen-
zym dieses Stoffwechselwegs ist die DDPA, welche die Aldoladdition von e4p und pep katalysiert.
Es existieren drei Isoformen dieses Enzyms, welche durch die Gene aroF, aroG und aroH co-
diert werden. Jedes der Isoenzyme unterliegt einer allosterischen Inhibition durch jeweils eines
der aromatischen Endprodukte (Ikeda, 2006). Starke inhibierende Effekte treten bereits ab ei-
ner Konzentration von 0,1 mM der jeweiligen Aminosidure ein (Sprenger, 2006). Da aroG mit
80% und aroF mit 20 % zur gesamten enzymatischen Aktivitdt der DDPA beitragen, ist die
Modifikation dieser Enzymvarianten entscheidend (Niu et al., 2019). Das Einfithren riickkopp-
lungsresistenter DDPA-Enzymvarianten und deren Uberexpression ermdglichen eine gesteigerte
Produktion aromatischer Aminosduren (Béez-Viveros et al., 2004; Hu et al., 2003; Ray et al.,
1988; Tribe & Pittard, 1979; Weaver & Herrmann, 1990).

Auch der erste vom chor abzweigende Schritt in Richtung der L-Tryptophanbiosynthese unter-

liegt einer Feedback-Kontrolle durch das Endprodukt des Stoffwechselwegs (Pabst et al., 1973).

Durch Punktmutationen im Genabschnitt codierend fiir den Anthranilatsynthase-Phosphoribosyl-
Transferase Komplex konnte die inhibierende Wirkung von L-Tryptophan aufgehoben werden

(Caligiuri & Bauerle, 1991).

Die vorwartsgerichtete nicht-kompetitive Inhibierung der IGPS durch anth konnte durch den

Einsatz einer heterologen vorwértsaktivierten Variante aus Aspergillus niger umgangen werden

(L. Chen et al., 2018).

Die enzymatische Riickkopplungsinhibierung stellt auch in der Bereitstellung des L-Tryptophan-
Vorldufermolekiils L-Serin eine Rolle. Fiir die Reaktion der PGCD ist eine allosterische Inhibie-
rung durch das Endprodukt L-Serin bekannt, die durch das Einfithren einer riickkopplungsre-
sistenten Enzymvariante behoben werden kann (Y. Chen et al., 2018; Sugimoto & Pizer, 1968;
Winicov, 1975).

Bereitstellung von Vorlaufermolekiilen

Generell kann durch eine verbesserte Vorldufermolekiilbereitstellung die L-Tryptophanproduk-
tion positiv beeinflusst werden. Wie bereits erwahnt, ist hierbei eine Mafinahme, die L-Serinbio-
synthese zu steigern. Neben der Aufhebung von enzymatischen Inhibierungen kénnen Abbauwege
des wichtigen Vorlaufermolekiils deletiert werden, um eine verbesserte L-Serinverfiigharkeit fir
die L-Tryptophanbiosynthese zu erreichen (Ikeda et al., 1994; Panichkin et al., 2016).

Neben L-Serin werden die Molekiile edp, pep, prpp und L-Glutamin fiir die Synthese von
L-Tryptophan benétigt. Da die Versorgung mit diesen Molekiilen vorrangig durch Reaktionen
des Zentralstoffwechsels gewéhrleistet wird, finden sich auch hier zahlreiche genetische Angriffs-
punkte.

pep agiert als zentraler Metabolit und ist an zahlreichen Reaktionen im Stoffwechsel von E. coli
beteiligt. Ein grofler Verlust von pep ist bei Verwendung von Glucose als Kohlenstoffquelle durch
die Aktivitdt des Glucose spezifischen Transporters, dem PTS gegeben. Bei Deletion aller En-

zymvarianten des PTS ist das Wachstumsverhalten gestort, da die Glucoseaufnahme durch die
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Zellen stark beeintréichtigt ist. Jedoch konnte, durch Deletion des ptsHIcrr-Operons mit anschlie-
Bender adaptiver Laborevolution, ein Stamm mit verbesserter pep-Verfiigbarkeit und stabilem
Wachstumsverhalten generiert werden, welcher hiufig zur Produktion aromatischer Metabolite
eingesetzt wurde (Carmona et al., 2015; Escalante et al., 2010; N. Flores et al., 1996; S. Flores
et al., 2002). Alternativ kann das PTS durch andere E. coli eigene oder durch Glucosetranspor-
ter anderer Organismen ersetzt werden (Baez-Viveros et al., 2007; Béez-Viveros et al., 2004).
Um eine Erhohung des intrazelluldren pep-Pools zu erreichen, kann durch Deletion der Gene py-
kA oder pykF der Abfluss durch die PYK in Richtung des Citratzyklus reguliert werden (Berry,
1996; Y. Chen et al., 2018; L. Liu et al., 2019; Meza et al., 2012; Sabido et al., 2014; Weiner et al.,
2014a). Miller et al. (1987) deletierten das Gen ppe, codierend fiir die PPC, um die Umsetzung
von pep zu oaa zu unterbinden. Zwar wurde die gewiinschte erhohte L-Phenylalaninproduktion
beobachtet, es kam jedoch gleichzeitig zu einer gesteigerten Produktion von organischen Sduren.
Eine Anhebung der Expression des Gens ppsA, codierend fiir das Enzym PPS, das die Phospho-
rylierung von Pyruvat zu pep katalysiert, fithrte ebenfalls eine erhéhte pep-Verfiigbarkeit herbei
(Berry, 1996; S. C. Kim et al., 2015; Patnaik & Liao, 1994; Shen et al., 2012; Yi et al., 2002).
Auch die Uberexpression von pckA zur verstirkten Riickgewinnung von pep aus oaa kann sich
positiv auf die L-Tryptophanproduktion auswirken (Gulevich et al., 2004).

Es konnte gezeigt werden, dass der pep-Spiegel in der Zelle auch iiber die Anderung regulato-
rischer Proteine wie c¢rsA und crsB (Tatarko & Romeo, 2001; Yakandawala et al., 2008) und
globale Regulatoren wie fruR (L. Liu et al., 2016b) beeinflusst werden kann.

In der ersten Reaktion des Shikimatstoffwechselwegs wird aufler pep auch edp als Substrat
bendétigt. Der Phosphorséureester wird im Pentosephosphatweg durch die Enzyme TKT2 oder
TALA gebildet. Eine verbesserte edp-Verfiigbarkeit kann durch eine verstérkte Aktivitdt der
Transketolase erreicht werden (Béez-Viveros et al., 2007; Berry, 1996; Shen et al., 2012).

Nebenproduktbildung

Um die Produktionseffizienz zu erhéhen, ist es vorteilhaft, den Verlust von Kohlenstoff durch
Nebenproduktbildungen zu minimieren. Im Fall einer gesteigerten L-Tryptophanbildung ist ei-
ne vermehrte Produktion der beiden weiteren aromatischen Aminosduren L-Phenylalanin und
L-Tyrosin eine unerwiinschte Begleiterscheinung. Um die Bildung der beiden Nebenprodukte
effektiv zu verhindern, kénnen die entsprechenden Gene pheA und tyrA deletiert werden (Tri-
be & Pittard, 1979; Z. J. Zhao et al., 2011). Allerdings werden die beiden Aminosduren zum
Wachstum bendtigt und miissen bei Deletion der entsprechenden Gene dem Medium zugesetzt
werden, um die entstehenden Auxotrophien auszugleichen (Backman et al., 1990; Gerigk et al.,
2002; Sprenger, 2007).

Fin in L-Tryptophanproduktionsprozessen hiufig auftretendes Nebenprodukt ist Acetat. Um die
Bildung von Acetat zu reduzieren oder zu unterbinden, kénnen verschiedene genetische Stamm-
modifikationen vorgenommen oder prozesstechnische Mafinahmen ergriffen werden (Y. Chen et
al., 2018; Cheng et al., 2012; Cheng et al., 2013; Jing et al., 2018; L. Liu et al., 2016a; N. Lu
et al., 2017; J. Wang et al., 2013). L. Liu et al. (2016a) zeigten, dass die Deletion des pta-Gens,
welches die Phosphat-Acetyltransferase codiert, zu Wachstumsdefiziten fithrt. Durch die Einfiih-
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rung einer PTAr-Enzymvariante mit verringerter enzymatischer Aktivitdt und Substrataffinitat
konnte die Acetatbildung jedoch signifikant gesenkt und die L-Tryptophanbildung um 95 % ge-
steigert werden. Prozesstechnisch kann iiber die pH-Kontrolle, die Sauerstoffversorgung und die
Zulaufstrategie Einfluss auf die Acetatbildung genommen und damit die Produktion verbessert
werden (Cheng et al., 2012; Cheng et al., 2013; C. Zhao et al., 2020). Auch die Kombination gen-
technischer Modifikationen und prozesstechnischer Eingriffe wurden erfolgreich zur Senkung der

Acetatakkumulation in L-Tryptophanproduktionsprozessen angewendet (J. Wang et al., 2013).

L-Tryptophantransport und -abbau

Der Abbau von L-Tryptophan wird durch die Tryptophanase katalysiert, die Expression des En-
zyms wird durch Katabolitrepression reguliert (Botsford & DeMoss, 1971). Die Tryptophanase
spaltet L-Tryptophan in Indol, Pyruvat und NH4* und macht es fiir die Zelle als Kohlenstoff-
und Stickstoffquelle nutzbar. Wird eine Uberproduktion von L-Tryptophan mit E. coli ange-
strebt, ist es daher eine wichtige Mafinahme, das Gen tnaA codierend fiir die Tryptophanase
zu deletieren (Lim & Mateles, 1963). Eine weitere Strategie ist es, durch eine Verstédrkung des
L-Tryptophanexports die Abgabe an das Medium zu beschleunigen und damit regulatorische
und toxische Effekte innerhalb der Zelle zu vermeiden (Doroshenko et al., 2007; B. Kim et al.,
2018; Q. Liu et al., 2012; J. J. Wang et al., 2013). Den Transport von L-Tryptophan {iberneh-
men in F. coli die Permeasen, codiert durch die Gene tnaB, aroP und mitr. Wahrend die TnaB-
und Mtr-Permeasen ausschliefilich L-Tryptophan transportieren, ist die AroP-Permease auch
flir den Transport von L-Tyrosin und L-Phenylalanin verantwortlich. Durch die Modifikation
des tna(C)AB-Operons wurde der Transport von extrazelluliar vorliegendem L-Tryptophan in
die Zelle erfolgreich verringert (Tribe & Pittard, 1979). Durch Inaktivierung der drei Permeasen
(TnaB, AroP und Mtr) und gleichzeitiger Uberexpression des yddG-Gens, codierend fiir einen
alternativen L-Tryptophantransporter, konnte der Produktexport verstarkt und die Wiederauf-

nahme in die Zelle weitestgehend verhindert werden (Doroshenko et al., 2007).

Substratnutzung

Neben der Verwendung des iiblichen Substrats Glucose kénnen auch alternative Kohlenstoff-
quellen fiir die Produktion von L-Tryptophan sinnvoll und vorteilhaft sein. Der oben bereits
genannte negative Effekt des hohen pep-Verbrauchs bei Nutzung von Glucose kann beispielswei-
se auch durch die Verwendung von Glycerin als Substrat umgangen werden (Sprenger, 2017). Da
Glycerin als Abfallprodukt der Biodieselherstellung gut und giinstig verfiigbar ist, knnen die
Rohstoffkosten somit gering gehalten werden (Almeida et al., 2012). Auf diese Weise steigt nicht
nur die 6konomische Effizienz, sondern es wird auch die Nachhaltigkeit der Prozesse verbessert
(Pagliaro & Rossi, 2008; Poblete-Castro et al., 2020; Sprenger, 2017). Fiir mikrobielle Produk-
tionsprozesse ist auflerdem der erhéhte Reduktionsgrad k von Glycerin verglichen mit Glucose
vorteilhaft (Glucose: k =4,00; Glycerin: Kk =4,67), da die theoretisch moglichen Ausbeuten fir
L-Tryptophan dadurch hoher liegen (Nikel et al., 2008; Poblete-Castro et al., 2020; Sprenger,
2017). Trotz der theoretischen Vorteile der Nutzung von Glycerin als Kohlenstoffquelle, sind nur
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wenige Produktionsprozesse zur Produktion aromatischer Aminosduren aus Glycerin beschrie-
ben und die erreichten Produktausbeuten bleiben relativ gering (Gottlieb et al., 2014; Trondle
et al., 2018b; Weiner et al., 2014a).

3.4 Bioprozesstechnik

Zur optimalen Nutzung mikrobieller Stoffwechselleistungen kann die Kultivierung von Mikro-
organismen im Labor durch verschiedene Techniken beeinflusst und optimiert werden (Storhas,
2013). Biologische Grundlagen und in dieser Arbeit verwendete Bioprozesstechniken werden in
diesem Kapitel dargelegt. Die verwendeten mathematischen Beschreibungen sind vorwiegend
aus Chmiel et al. (2018) und Antranikian (2005) entnommen.

3.4.1 Mikrobielles Wachstum

Die Phasen des mikrobiellen Wachstums lassen sich anschaulich anhand einer Satzkultivierung
erldutern. Eine schematische semi-logarithmische Darstellung nach Monod (1949) ist in Abbil-
dung 3.3 gezeigt. Im Allgemeinen wird ein sterilisiertes, ideal durchmischtes Reaktionssystem
(z. B. Schiittelkolben, Rithrkesselreaktor) mit einem definierten Volumen an Medium, das alle
zum Wachstum benétigten Substrate enthélt, mit Zellen angeimpft und bei optimalen Bedin-
gungen (pH, Temperatur...) inkubiert. Es liegen somit unlimitierte Wachstumsbedingungen vor,
die jedoch durch die Menge an vorgelegten Substraten zeitlich begrenzt sind. Nach Inokulation
des Reaktionssystems erfolgt zunéchst die Anpassung der Zellen an die neuen Umgebungsbedin-
gungen. In dieser sogenannten Verzogerungsphase wird keine Zunahme der Biomasse beobachtet.
Sobald der Zellstoffwechsel an die Aufnahme der vorliegenden Substrate angepasst ist, treten die
Zellen in eine erste Wachstumsphase (Ubergangsphase 1) ein, in der die Zellteilung mit zuneh-
mender Geschwindigkeit erfolgt, bis schliellich in der exponentiellen Wachstumsphase maximale
Wachstumsraten erreicht werden. Gleichzeitig werden in dieser Phase Stoffwechselnebenproduk-
te gebildet, die im Reaktionsmedium akkumulieren. Eine unzureichende Substratversorgung, die
Anh&ufung toxischer Stoffwechselprodukte oder auch verdnderte Umgebungsbedingungen, wie
beispielsweise ein gesunkener pH, leiten in eine zweite Ubergangsphase (Ubergangsphase II) mit
abnehmenden Wachstumsraten iiber. Wird kein weiteres Wachstum beobachtet, spricht man
von der stationiren Phase. Uberwiegt letztendlich die Sterberate, ist die Absterbephase erreicht

und die Zellkonzentration sinkt.
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Ubergangsphase I
Stationare Phase
Absterbephase

Exponentielle
Wachstumsphase
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Abbildung 3.3: Phasen des mikrobiellen Wachstums im Satzprozess. Logarithmische Auftragung der
Biomassekonzentration iiber der Zeit. Abbildung nach Munk (2001).

Zur kinetischen Beschreibung des Wachstums wird in der Regel ein unstrukturiertes und unsegre-
giertes Modell verwendet. Hierin werden vereinfachend Subpopulationen und Zellheterogenitéaten
nicht beriicksichtigt und die Eigenschaften der Zellen als Mittelwerte betrachtet. Dariiber hin-
aus wird die Zellkompartimentierung vernachléassigt. Unter Annahme konstanten Zellvolumens
wird die Vermehrung (Zunahme der Zellzahl) der Zunahme der Biomasse gleichgesetzt (Bergter,
1985). Die Zunahme der Biomassekonzentration ¢, ldsst sich durch die Wachstumsrate r, in
Abhéngigkeit von der Zeit t beschreiben. Unter unlimitierten Bedingungen besteht eine direkte

Proportionalitat zwischen der Wachstumsgeschwindigkeit und der Zellkonzentration:

rx:%:u-cx (3.2)
Tz Wachstumsrate, g L= h™!
Cq Biomassekonzentration, g L~!
Zeit, h
W spezifische Wachstumsrate, h™?

Daraus ergibt sich die Definition fiir die zellspezifische Wachstumsrate pu:

1 deg
p=—"-

bl 3.3
cy dt (3.3)

Fiir den Zeitraum der exponentiellen Wachstumsphase kann p als konstant angenommen werden

(1t = fmaz) und durch Integration iiber die Zeit wird die exponentielle Wachstumskinetik in
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0

Abhéngigkeit der initialen Biomassekonzentration c;

wie folgt beschrieben:

Cp = 2 - gHmazn't (3.4)

0.
o initiale Biomassekonzentration, gL~}
Das Zellwachstum setzt die Aufnahme des limitierenden und aller weiteren notwendigen Sub-

strate voraus. In Analogie zur spezifischen Wachstumsrate werden die spezifischen Aufnahme-

und Bildungsraten aller Komponenten 4 im zeitlichen Verlauf wie folgt definiert:

1 dCl'
= . 3.5
G w (3.5)
qi zellspezifische Aufnahme- und Bildungsrate der Komponente i, g g~ ' h™!

Die Verkniipfung der zellspezifischen Raten erfolgt durch die jeweiligen Ausbeutekoeffizienten.
Das Verhéiltnis beschreibt dabei den Ausbeutekoeffizient Y;/; der Komponente i bezogen auf die
Komponente j.

4di

Y= 3.6
=g (3.6)

Dementsprechend ergibt sich der Biomasseausbeutekoeffizient als Quotient aus der Wachstums-
geschwindigkeit und dem Substratverbrauch und gibt die gebildete Biomasse pro aufgenomme-

nem Substrat an.

3.4.2 Betrieb von Bioreaktoren

Fiir biotechnologische Produktionsprozesse ist neben der Wahl des Reaktorsystems auch die
Betriebsweise beziehungsweise die Art der Prozessfiihrung relevant. Fiir die im Folgenden darge-
stellten Prozesse gilt die Annahme einer idealen homogenen Durchmischung und die der rdumli-
chen Konstanz hinsichtlich aller Reaktionskomponenten und physikalischen Eigenschaften. In der
Biotechnologie werden vorwiegend Riihrkesselreaktoren verwendet (Weuster-Botz, 2006). Durch
meist radial fordernde Scheibenblattrithrer kann in diesen Reaktoren im Labormafistab bei ho-
hem Leistungseintrag eine hinreichend ideale homogene Durchmischung erreicht werden. Unter
der Annahme eines ideal durchmischten Riihrkesselreaktors ergibt sich folgende allgemeine Stoff-
bilanz (Schiigerl, 1997):

W = Fein - Ciein — Faus - Ciaus + 7+ Vr (3.7)
F.n Zulaufstrom, Lh~!
Flus Ablaufstrom, Lh~!
i Konzentration von Komponente i im Reaktor, gL ="
Ci ein Konzentration von Komponente i im Zulauf, g L. ~*
Ci qus Konzentration von Komponente i im Ablauf, gL_1
T Reaktionsgeschwindigkeit der Komponente i, gL ~!h~!

Vr Volumen des Reaktionsansatzes, L
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Kultivierung im Satzverfahren

Wird ein idealer Riihrkesselreaktor im Satzverfahren betrieben, werden, wie unter 3.4.1 beschrie-
ben, alle Reaktionskomponenten zu Beginn vorgelegt und die Kultivierung erfolgt in einem ge-
schlossenen System ohne Zu- und Abléufe. Davon ausgenommen sind die Sauerstoffversorgung
der Zellen durch Begasung, sowie die Zugabe von Titrationsmitteln zur Regelung des pH. Die Vo-
lumenédnderung ist daher fiir die zugrundeliegende Stoftbilanz zu vernachléssigen und vereinfacht

sich bei konstantem Volumen und nach Wegfall des Terms fiir Zu- und Ablauf zu:

dCi
- 3.8

it " (3:8)
Nachteilig an der Prozessfithrung im Satzverfahren ist hdufig eine gesteigerte Nebenproduktbil-
dung, induziert durch hohe Substratkonzentrationen zu Beginn des Prozesses. Dies kann sich
negativ auf die Zellvitalitdt auswirken, wodurch die Prozesszeiten verkiirzt sind und Produkt-

ausbeuten auf niedrigem Niveau bleiben.

Kultivierung im Zulaufverfahren

Die Problematik hoher Substratkonzentrationen kann durch die Betriebsweise im halbkonti-
nuierlichen Zulaufprozess vermieden werden. Hierbei wird dem Reaktor iiber die Prozesszeit
kontinuierlich Medium mit enthaltener Kohlenstoffquelle sowie optional weiteren Néhrstoffen
wie Stickstoffquellen und Spurenelementen zugefithrt. Im Unterschied zur kontinuierlichen Pro-
zessfithrung wird auf einen Ablauf verzichtet, weshalb das Reaktorvolumen mit fortschreitender

Prozesszeit zunimmt. Eine Anpassung der allgemeinen Stoffbilanz (3.7) fiihrt zu:

d VR * G
UV ) 7 ) Fein - Ciein + VR - 1i (3.9)
Durch den stetigen Zufluss an Medium muss die zeitliche Anderung des Reaktionsvolumens Vg
berticksichtigt werden. Dadurch werden auch die Konzentrationen der Komponenten zu zeitlich
abhingigen Groflen.

dci VR

Ve — +¢-

dt E = Fein - Ci.ein + 7 VR (310)

Die Volumendnderung durch den Zulauf wird mit

VR

= Fon 3.11
g (3.11)

beschrieben und durch Anwendung der Produktregel auf Gleichung 3.9 ergibt sich:

@_Fein
at Vi

. (Ci@m — Ci) +7r; (3.12)
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Durch addquate Anpassung der Zulaufrate soll eine limitierte Substratversorgung erreicht wer-
den. Substratiiberschusshemmung kann somit vermieden und eine ausreichende Sauerstoffver-
sorgung auch bei hohen Biomassekonzentrationen gewéhrleistet werden. Wahrend exponentielle
Zulaufraten die Einstellung einer konstanten Wachstumsrate wahrend der Biomassebildungspha-
se ermoglichen, kénnen durch konstante Zulaufprofile stetige Produktbildungsraten bei gleich-
bleibenden Biomassekonzentrationen erzielt werden. Zur Vermeidung von Substratakkumulation
sollte die eingestellte unter der maximalen Wachstumsrate liegen (Jenzsch et al., 2006; Riesen-
berg et al., 1991). Fiir beide Zulaufstrategien wird eine zeitlich konstante Substratkonzentration
angestrebt (dc;/dt = 0). Daraus ergibt sich die Gleichung fiir den Zulaufvolumenstrom wie folgt:

Feinn = VR:Ts mit —rs=qs-Cy (3.13)

Cs,ein — Cs

qs biomassespezifische Substrataufnahmerate, g g=! h™!

Beriicksichtigt man die Substrataufnahme fiir das Wachstum und vernachléssigt sie fiir den
Erhaltungsstoffwechsel und die Produktbildung, kann der Zulaufstrom mithilfe von Gleichung
3.4 in zeitlicher Abhéngigkeit auch wie folgt ausgedriickt werden:

0.,.0
VR *Cp t Msoll

F.. (1) = . phsolrt 3.14
em( ) (Cs,ez'n — Cs) ] Yx/s e ( )
VR9 initiales Reaktorvolumen, L
Ye/s Biomasseertragskoeffizient, g g+

3.4.3 Bestimmung biomassespezifischer Reaktionsraten

Die Ermittlung spezifischer Prozessraten fiir Substrate, Produkte und Nebenprodukte erfolgt
aus gemessenen Konzentrationsraten. Befindet sich das System im betrachteten Zeitraum im
metabolischen Gleichgewicht, kann hierzu eine lineare Regressionsanalyse des zeitlichen Verlaufs
der Konzentrationen durchgefithrt werden. Wenn sich die Biomassekonzentration wiahrend des
beobachteten Zeitraums nicht signifikant dndert, wird die Zeitabhingigkeit der Konzentration
durch Gleichung 3.15 approximiert, wobei eine gemittelte Biomassekonzentration ¢, verwendet
wird (Link, 2009):

c(t) = +qi-e -t (3.15)

Fiir aerobe Prozesse ist eine optimale Sauerstoffzufuhr wichtig, um eine Maximierung der
Wachstums- und Produktbildungsraten zu erreichen (Garcia-Ochoa et al., 2010). Die quantitati-
ve Erfassung der Abgaszusammensetzung kann daher zur Charakterisierung des physiologischen
Zustands der Zelle erfolgen (Kirk et al., 2016). Durch Bilanzierung der Zusammensetzungen des
Eingangs- und Ausgangsgasvolumenstroms erfolgt die Abschitzung der Raten fiir die Sauerstoff-
aufnahme (aus dem Englischen , ozygen uptake rate“ (OUR)) und die Kohlenstoffdioxidbildung

(aus dem Englischen ,carbondiozide evolution rate“ (CER)). Die Grundlage der Bilanzierung
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bildet der Sauerstoffeintrag ins Medium (aus dem Englischen ,ozygen transfer rate“ (OTR)),

der mittels Massenbilanzierung in der Gasphase wie folgt bestimmt wird:

‘rein ein __ Vaus aus

OTR = Gas ’ ZCOQ Gas ’ wOQ

Vi Vir (3.16)
Vég; Gasvolumenstrom in der Zuluft, L h—!
G“;‘j Gasvolumenstrom in der Abluft, L h™!
meozg Molanteil Sauerstoff in der Zuluft, -
s Molanteil Sauerstoff in der Abluft, -
Vi ideales molares Volumen (22,414 L mol 1)

Der Gasvolumenstrom am Auslass ldsst sich wie in Gleichung 3.17 beschreiben, hierfiir werden

der Eingangsgasvolumenstrom und die inerten Gasanteile bilanziert:

Gas * Trnert = Véas * Tinert Mt Tinert + 0, + 200, = 1 (3.17)

Durch Umformung ergibt sich:

. . 1 — x&n — gein
gn LK =V&s  mit K= O2 "0, (3.18)
Gas Gas 1 — paus _ paus
O> CO2
K Gleichgewichtskonstante, -
Unter Annahme von OTR = OUR gilt:
Vein )
OUR = VR?C{;M (gl — K - 2f) (3.19)
Die CER wird analog zur OUR mit Gleichung 3.20 berechnet.
Vein )
CER = ¢ . (283, — K -2&8)) (3.20)

Ve -Vm

Die Rate fiir die biomassespezifische Sauerstoffaufnahme (QOUR) und Kohlenstoffdioxidbildung
(qCER) werden durch Division der errechneten OUR und CER durch die zum Messzeitpunkt
vorliegende Biomassekonzentration erhalten (Link, 2009). Der Quotient aus der ermittelten CER
und OUR, genannt Respirationskoeffizient (ohne Einheit) (RQ), gibt das Verhéltnis von gebil-

detem COy zu verbrauchtem Oy an.

3.5 Metabolische Analysen

Um Mikroorganismen gentechnisch auf die Produktion einer bestimmten Substanz auszurichten,
existieren verschiedene Herangehensweisen. Zufallsbasierte Methoden beruhen auf wiederholten

Zyklen der randomisierten Mutagenese, beispielsweise durch UV-Strahlung, und anschlieSender
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Durchmusterung der erhaltenen Mutanten nach der gewiinschten Eigenschaft. Durch aufwén-
dige und zeitintensive Methoden zur Selektion geeigneter Mutanten konnen héufig verbesserte
Produktionsstdmme isoliert werden. Die Methode des ,random screening® gilt als zuverlassig
und kosteneffizient (Rowlands, 1984). Nachteilig ist jedoch das unvermeidbare Auftreten von
Begleitmutationen, die beispielsweise das Wachstum beeintréachtigen oder die weitere Stammop-
timierung behindern (Dong et al., 2011; Foster & Cairnst, 1982; Ikeda, 2006).

Fine alternative Methodik zur Generierung verbesserter Stamme ist die adaptive Laborevolution,
die auch durch die stetige Verbesserung von Hochdurchsatz-Sequenziermethoden vorangetrieben
wird (Sandberg et al., 2019; Shendure et al., 2017). Bei dieser Methode werden Mikroorganis-
men unter definierten Bedingungen iiber einen ldngeren Zeitraum kultiviert und der natiirliche
Selektionsdruck hinsichtlich einer gewiinschten Eigenschaft erh6ht, um fittere Varianten diesbe-
ziiglich zu erhalten. Beispielsweise kann die Temperatur der Kultivierungen schrittweise gestei-
gert werden, um die Entstehung von Mutanten mit einer erhohten Hitzeresistenz zu begiinsti-
gen (Mavrommati et al., 2022). Gute Ergebnisse lassen sich fiir alle relevanten Eigenschaften
hinsichtlich der Fitness der Mikroorganismen, wie Wachstum, Substratnutzung oder Resistenz
gegeniiber inhibitorischer Substanzen, erzielen (Sandberg et al., 2019). Die Effizienz der Me-
thodik kann durch Hochdurchsatzmethoden und Automatisierung erheblich gesteigert werden
(Fong et al., 2005). In diesen Fallen fordert der Selektionsdruck die Entstehung und Durchset-
zung fitterer Varianten. Die Schwierigkeit liegt allerdings in der Anwendung zur Steigerung der
Produktivititen, da eine Konkurrenzsituation zwischen robustem, schnellem Wachstum und der
metabolisch gesehen kontraproduktiven Uberproduktion einer Zielsubstanz entsteht (Sandberg
et al., 2019). Ein Weg diese Problematik zu iiberwinden, ist die Kopplung der Produktion an
zelluldre Energiegewinnung und Wachstum. Dies kann in einigen Féllen durch gentechnische Me-
thoden gelingen, jedoch ist das Versuchsdesign fiir unterschiedliche Zielprodukte fallspezifisch
und die genetischen Eingriffe sind mitunter nicht trivial, was die Anwendbarkeit der Methodik
stark einschrénkt (Sandberg et al., 2019).

Rationale Vorgehensweisen beziehen Kenntnisse iiber die intrazelluldren Vorgénge in die Ent-
wicklung neuer Stdmme mit ein, um potenzielle Ansatzpunkte fiir genetische Eingriffe auszu-
machen. Die identifizierten metabolischen Schwachstellen konnen auf diese Weise gezielt durch
genetische Eingriffe adressiert und behoben werden (Nielsen, 2001; Woolston et al., 2013). Die
Auswahl an molekularbiologischen Methoden zur gezielten Stammmodifikation nimmt stetig zu,
ebenso wie auch deren Effizienz und Spezifitat standig verbessert wird (Pontrelli et al., 2018).
Rationale Methoden setzen ein detailliertes Verstédndnis intrazelluldrer Abldufe des zu verbes-
sernden Prozesses voraus (Adamczyk & Reed, 2017; Feist & Palsson, 2010). Da sich in vitro und
in vivo erzeugte Daten teilweise stark voneinander unterscheiden, ist eine prozessnahe Datener-
hebung separaten in vitro Enzymcharakterisierungen vorzuziehen (Blank & Ebert, 2013; Davidi
& Milo, 2017). Unter dem Begriff ,Metabolische Analysen“ werden Methoden zusammengefasst,
die den Datengewinn wihrend der mikrobiellen Produktionsprozesse erlauben (Weiner et al.,
2016). Grundséatzlich wird in diesen Analysen das metabolische Gleichgewicht der Zellen gestort
und die daraus resultierende Reaktion der Zellen analytisch erfasst. Metabolische Analysen kon-
nen auch angewendet werden, um zugrundeliegende Mechanismen von Phanotypen, die durch

adaptive Laborevolution entstanden sind, zu verstehen und aufzukldren. Im Folgenden sollen die
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stationaren und dynamischen metabolischen Analysen betrachtet werden.

3.5.1 Dynamischer Betrieb

In dynamischen metabolischen Analysen wird zumeist eine Auslenkung des Metabolismus durch
eine pulsartige Anderung in der Substratzufuhr erreicht. Dies kann durch einen abrupten Wech-
sel der Kohlenstoffquelle (Visser et al., 2004), Substratpulse (Chassagnole et al., 2002; Mashego
et al., 2007b; Nasution et al., 2006; Visser et al., 2004; Wu et al., 2006) oder auch eine Variation
anderer Prozessgrofien wie der Sauerstoffversorgung (Mashego et al., 2007b) erfolgen. Durch
hochfrequente Probenahmen und eine anschliefende Metabolom-Quantifizierung wird die dyna-
mische Reaktion der Zellen auf die voriibergehende Stérung charakterisiert. Von Interesse ist
hierbei der relativ kurze Zeitraum zwischen dem Zustand unmittelbar vor der Auslenkung bis
zur Wiedereinstellung eines metabolischen Gleichgewichts. Haufig findet die dynamische Ana-
lyse direkt im Prozessreaktor der zu analysierenden Kultivierung statt (Mashego et al., 2007b;
Nasution et al., 2006; Taymaz-Nikerel et al., 2011; Wu et al., 2006). Die Referenzprozesse, die
zumeist kontinuierliche Zulaufkultivierungen sind, werden dabei gestort und da die Riickkehr
zum initialen Zustand teils lange Zeiten in Anspruch nimmt, kann im ungiinstigen Fall nur eine
dynamische Analyse pro Referenzprozess durchgefiithrt werden (Aboka et al., 2006).

Alternativ koénnen die dynamischen Analysen in rdumlich abgetrennten Reaktionssystemen erfol-
gen. Eine hierzu verwendete Technik ist der ,, Bioscope-Reaktor”, ein Stromungsreaktor, welcher
iiber ein Ventil mit dem Prozessreaktor verbunden ist (Visser & Heijnen, 2002; Wu et al., 2006).
Der Bioscope-Reaktor wird mit einer konstanten Flussrate an Zellsuspension aus dem Referenz-
reaktor durchstrémt und die dynamische Analyse durch Zugabe von Substrat am Einlass des
Rohrreaktors initiiert. Probenahmeventile an verschiedenen Positionen des Rohrreaktors erlau-
ben eine zeitlich hochauflésende Probenahme. Die Methode wurde erfolgreich fiir Prozesse mit
unterschiedlichen Organismen angewendet (Lara et al., 2009; Mashego et al., 2007b; Nasution
et al., 2006; Visser et al., 2004).

3.5.2 Stationarer Betrieb

Im Unterschied zum dynamischen Betrieb werden in stationéren metabolischen Analysen an-
dauernde Auslenkungen des metabolischen Zustands im Referenzprozess erzeugt und die in der
Folge entstehenden metabolischen Gleichgewichte charakterisiert. Die zugrundeliegenden Pro-
zesse sind zumeist kontinuierliche oder halbkontinuierliche Zulaufprozesse, deren Stérung durch
Anderungen der Substrate oder der Substratverfiigbarkeit erreicht wird (Link et al., 2010; Na-
sution et al., 2008; Weiner et al., 2017). Auch die Anderung anderer Prozessparameter wie des
pH kénnen zur Auslenkung des Metabolismus verwendet werden (Kresnowati et al., 2008). Die
Charakterisierung der ausgebildeten Gleichgewichte erfolgt anhand gemessener intra- und extra-
zelluldrer Metabolitkonzentrationen (Kresnowati et al., 2008; Link et al., 2010). Die Frequenz der
Probenahmen ist im Fall der stationdren metabolischen Analyse verglichen mit der dynamischen
verringert, da die Gleichgewichtseinstellung einige wenige Minuten Zeit in Anspruch nimmt (Link

et al., 2010). Eine Vergleichbarkeit der metabolischen Gleichgewichte ist nur bei unveréndertem
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Proteom gegeben, fiir einen Zeitraum von 30 min wahrend metabolischer Analysen wurde dies
fir E. coli nachgewiesen (Link et al., 2010; Trondle et al., 2020; Weiner et al., 2017). Um ei-
ne andauernde Storung des Prozessreaktors zu vermeiden, ist eine rdumlich getrennte Analyse
in separaten Analysenreaktoren vorteilhaft (Aboka et al., 2006; Weiner et al., 2017). Moglich
wird dies beispielsweise durch den Einsatz eines sogenannten ,, Biocurve-Rohrreaktors“ (Aboka
et al., 2006). Hierbei wird die Zellsuspension aus dem Referenzprozess direkt in die Analyse
geleitet und eine Substratdnderung herbeigefiihrt. Durch eine interne Medienriickfithrung wird
eine ideale Durchmischung und damit die Einstellung eines neuen metabolischen Gleichgewichts
ermoglicht. Eine weitere Alternative zur raumlich abgetrennten Analyse stellt die Methode des
schnellen Medienwechsels; ,rapid media transition“ (RMT) dar (Link et al., 2010). Hierfir wird
Zellsuspension aus dem Referenzprozess entnommen, schnell zentrifugiert und die Zellen resus-
pendiert in frischem Medium in das Analysereaktorsystem iiberfithrt. Auf diese Weise ist die
sequentielle Durchfiihrung mehrerer metabolischer Analysen ohne Stérung des Referenzprozes-
ses moglich (Link et al., 2010; Weiner et al., 2017). Durch Parallelisierung der Analysen kann

die erhobene Datenmenge vervielfacht werden (Weiner et al., 2017).

3.6 Metabolomanalyse

Entscheidend fiir das Verstdandnis intrazellularer Ablaufe ist die Erfassung von Verdnderungen im
Stoffwechsel eines Organismus. Hierfiir muss das Metabolom untersucht werden, da sich hierin die
Reaktion der Zellen auf Umwelteinfliisse zeigt. Das Metabolom bezeichnet die Gesamtheit aller in
der Zelle vorliegenden nicht polymeren Stoffe, die am Metabolismus beteiligt sind (Goodacre et
al., 2004). Der englische Begriff ,, Metabolomics“ fasst die Methoden der systematischen Analyse,
der durch zelluldre Prozesse entstandenen kleinen Molekiile, zusammen (Vinayavekhin et al.,
2009).

Die quantitative Analyse ist erschwert durch die heterogene Zusammensetzung des Metabo-
loms und die Verteilung von MolekiilgroBen und Konzentrationen (pico- bis millimolar) iiber
mehrere Dimensionen. Die in etwa 2700 Metabolite, die am Stoffwechsel des in dieser Arbeit be-
trachteten E. coli beteiligt sind (Keseler et al., 2017), weisen unterschiedliche physikochemische
Eigenschaften hinsichtlich Polaritdt, Ladung und Stabilitdt auf. Hinzukommt, dass deren Um-
setzungsprozesse in den Zellen teilweise schnell ablaufen, wodurch die umfassende und zeitlich
prazise Quantifizierung zu einer komplexen Aufgabe wird (van Gulik, 2010).

Eine ideale und allumfassende Methode zur Metabolit-Quantifizierung ist bis heute nicht eta-
bliert, jedoch inspirierte das gesteigerte Interesse fiir die Metabolom-Wissenschaften der letzten
Jahre zur Entwicklung zahlreicher Technologien zur Analyse des Metabolismus (Zamboni et al.,
2015). In der Regel werden spezielle Methoden zur Probenahme, Inaktivierung des Metabolis-
mus und Aufschluss der Zellen mit analytischen Methoden zur Quantifizierung kombiniert. Eine

Auswahl methodischer Ansétze wird im folgenden Kapitel beschrieben.
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3.6.1 Probenahme und -aufarbeitung

Um eine aussagekriftige Momentaufnahme des Metaboloms zu erhalten, ist die sofortige und
vollstandige Inaktivierung metabolischer Prozesse erforderlich (van Gulik, 2010). Extreme Tem-
peraturen oder pH kdnnen genutzt werden, den Zellstoffwechsel im Moment der Probenahme zu
stoppen (Mashego et al., 2007a; Weuster-Botz, 1997). Eine weit verbreitete Methode ist das Ver-
mischen der Zellsuspension mit einem Losungsmittel, das zuvor auf sehr niedrige Temperaturen
herabgekiihlt wurde. Fiir Prokaryoten hat sich die Verwendung von auf -40 bis -50 °C gekiihlter
Methanol-Puffer-Mischung bewéhrt (Koning & Dam, 1992; Winder et al., 2008). Durch die Ver-
wendung spezieller Probenahmesysteme kann die Zellsuspension im Moment der Probenahme
in der Inaktivierungslosung dispergiert werden, wodurch der Metabolismus unverziiglich zum
Stillstand kommt (Hiller et al., 2007a).

Nachdem der Zellstoffwechsel gestoppt wurde, miissen die Metabolite aus dem Zellinneren ge-
wonnen werden. Hierfiir konnen die Zellen zunédchst durch Filtration oder Zentrifugation von
der fliissigen Phase abgetrennt oder aber in einem ,whole broth-Ansatz“ gemeinsam mit dem
Medium weiteren Behandlungen unterzogen werden (Bolten et al., 2007; Link et al., 2008). Pro-
karyotische Zellmembranen werden in der Regel durch die harschen Bedingungen wéhrend der
Inaktivierung beschéadigt. In der Folge kommt es zum Austritt von intrazelluliren Metaboliten
in den extrazelluldren Raum. Wird nun vor der weiteren Behandlung das Zellpellet von der fliis-
sigen Phase getrennt, kommt es zu erheblichen Verfialschungen der Messergebnisse. Die durch
sogenanntes , cell leakage“ entstehenden Nachteile, konnen durch das Verfahren im whole broth-
Ansatz vermieden werden (Taymaz-Nikerel et al., 2009). Hierbei wird die Probe ohne vorherige
Zellabtrennung weiterbehandelt. Anschlielend erfolgt die separate Quantifizierung extra- und
intrazellularer Metabolite und deren rechnerische Korrektur (Bolten et al., 2007; Weiner et al.,
2015). Allerdings entsteht ein erhohter Messaufwand und oftmals fithren hohe extrazelluldre Me-
tabolitkonzentrationen zur Maskierung niedriger intrazelluldrer Konzentrationen, aufgrund des
vervielfachten extrazellularen Volumens (Taymaz-Nikerel et al., 2009). Werden Zellpellet und
Fliissigphase vor der Inaktivierung voneinander getrennt, wird zwar das cell leakage verhindert,
aber die zeitliche Verzogerung fithrt dennoch zur Verfilschung der Ergebnisse.

Zur Extraktion der intrazelluldr vorliegenden Metabolite liegen eine Vielzahl an moglichen Pro-
tokollen vor. Zumeist erfolgt der Zellaufschluss durch die Anwendung hoher Temperaturen, ex-
tremer pH oder die Zugabe von Losemitteln (Hiller et al., 2007b; Mashego et al., 2007a).

3.6.2 Analytik

Die komplexe Zusammensetzung der Proben und die Natur der Metabolite, insbesondere deren
Vielfalt hinsichtlich physikochemischer Eigenschaften sowie deren stark gestreute Konzentratio-
nen, stellen groBe Herausforderungen fiir die quantitative Metabolomanalyse dar (Alseekh et al.,
2021).

Um die heterogene Menge an Metaboliten spezifisch erfassen zu koénnen, erfolgt in der Regel

zunéchst eine chromatographische Auftrennung. Da die Trennleistung der Gaschromatographie
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hinsichtlich gréferer Metabolite, wie beispielsweise Cofaktoren, nicht ausreichend ist, wird die

Flussigchromatographie fiir viele Anwendungen bevorzugt (Buescher et al., 2010).

Messmethoden wie Kernspinresonanz; ,nuclear magnetic resonance (NMR) und die Massen-
spektrometrie erlauben die zuverlassige Detektion der aufgetrennten Metabolite bis in sehr nied-
rige Konzentrationsbereiche (Alseekh et al., 2021; Wishart, 2008). Aufgrund deutlich kiirzerer
Messzeiten bei hoher Sensitivitit werden Massenspektrometrie-Methoden jedoch oft den NMR-
Methoden vorgezogen (Lindon & Nicholson, 2008).

Fiir den Erfolg massenspektrometrischer Analysen ist auch die Ionisierung der Metabolite ent-
scheidend. Die Elektronenspray-Ionisation wird hidufig zur Analyse von Biomolekiilen verwendet,
da sie kaum Fragmentierungen erzeugt und schonend fiir die Analyten ist (Dunn, 2011). Stark
fliichtige Stoffe konnen in salzhaltigen Losungen hierbei lonenunterdriickungseffekte hervorrufen
und die Ionisierung anderer Molekiile erschweren (Annesley, 2003; Buescher et al., 2010). Durch
hohe Salzgehalte konnen Probenmatrixeffekte insbesondere bei whole broth-Extraktionsansétzen
zu Problemen fithren (Noack & Wiechert, 2014). Verringerte Signalstdrken und im schlechtesten
Fall vollstdndig unterdriickte Signale kénnen die Folge sein (Annesley, 2003). Auch héufig ein-
gesetzte lonenpaarreagenzien, die eine chromatographische Trennung sehr &hnlicher Stoffe wie
beispielsweise von Isomeren ermoglicht, kénnen die Ionensuppressionseffekte auslosen (Annesley,
2003). Die Wahl des Polaritatsmodus kann hier ausschlaggebend sein. Beispielsweise tritt die Io-
nensuppression fir das Ionenpaarreagenz Tributylamin (TBA) nur im positiven Messmodus auf,
durch die Analyse im negativen Modus werden die Effekte vermieden (W. Lu et al., 2010). Mit
einer Methode nach Buescher et al. (2010) kénnen auf diese Weise durch Fliissigchromatographie
mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS) insgesamt 138 Metabolite diverser Mikroorganis-

men und Probenmatrices detektiert werden.

Die Diskriminierung oder Beschddigung von Molekiilen bei der Probenaufarbeitung und Ioni-
sierung kann durch den Einsatz von internen Standards beriicksichtigt werden (Bennett et al.,
2008). Dazu wird die Probe mit einer Standardlésung, die Substanzen von hoher chemischer Ahn-
lichkeit zu den Analyten enthélt, versetzt und zur Korrektur der entstandenen Defizite verwen-
det (Wu et al., 2005). Als interne Standardlésung eignen sich insbesondere Uniform-3C (U-13C)
Varianten der zu analysierenden Substanzen (Link et al., 2012; Wu et al., 2005). Die Zusam-
mensetzung des internen Standards kann durch die Herstellung mit spezifischen Stdmmen und
Mikroorganismen an die Proben angepasst werden (Weiner et al., 2015). Erfolgt die Zugabe
des internen Standards vor dem Zellaufschluss werden alle kritischen Schritte der Aufarbeitung
und Analyse mit durchlaufen. Die nachfolgende LC-MS-Analytik unterscheidet zwischen den
markierten und nicht markierten &dquivalenten und kann zur Erfassung des Metabolitverlustes
eingesetzt werden. Durch die Kalibrierung mit externen Standards wird schliellich die Bestim-

mung der absoluten Konzentrationen erméglicht (Weiner et al., 2015).
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3.7 Genomweite Stoffflussanalysen

Fiir eine rationale Vorgehensweise bei der Entwicklung von Produktionsstdmmen ist ein detail-
liertes Versténdnis der intrazelluldren Ablaufe erforderlich. Neben quantitativen Metabolomana-
lysen werden zunehmend auch theoretische, computergestiitzte Methoden eingesetzt. Unter vie-
len moglichen Modellansétzen zur Abbildung intrazelluldrer Prozesse werden sogenannte ,,cons-
traint-basierte” Modellierungen, die auf stochiometrischen Rekonstruktionen des Metabolismus
beruhen, am haufigsten genutzt (Schellenberger et al., 2011). Die Wahl des Modellansatzes muss
auf die biologische Fragestellung ausgerichtet sein und je nach Verfiigbarkeit an die erhobenen
Daten angepasst werden. Zwar enthalten stéchiometrische Modelle keine kinetische Information
und sind daher zur mechanistischen Beschreibung enzymatischer Reaktionen ungeeignet, indes-
sen erlauben sie eine quantitative Analyse metabolischer Netzwerke bis in den genomweiten
Mafistab (Kromer et al., 2014). Relativ einfach in der Konstruktion, konnen diese Modelle ge-
nutzt werden, um die zellulare Biochemie mathematisch zu beschreiben. Ein erstes genomweites
stochiometrisches Modell (GEM) des weit verbreiteten Laborstamms E. coli MG1655 wurde im
Jahr 2000 veroffentlicht (Edwards & Palsson, 2000) und seit dem kontinuierlich erweitert und
verbessert (Feist et al., 2007; Orth et al., 2011). Stetig werden den Modellen neue gewonnene
Informationen aus biochemischer Literatur, Gen- und Metabolomdaten hinzugefiigt, wodurch
eine zunehmend prézisere Modellierung der Stoffwechselablaufe moglich ist (Reed et al., 2003;
Schellenberger et al., 2011).

Da diese Art von Modellen generell unterbestimmt ist, wird die Abschitzung der Flussverteilun-
gen durch die Einfiithrung von Systembeschriankungen und durch Optimierung einer Zielfunktion
realisiert (Feist & Palsson, 2010; Price et al., 2004; Schuetz et al., 2007). Oft angewendete Sys-
tembeschrankungen sind die Annahme eines metabolischen Gleichgewichtes und die Vorgabe

gemessener extrazelluldrer Raten.

Die stochiometrische Beschreibung dieser metabolischen Netzwerke basiert auf einer stochiome-
trischen Matrix N in der jede Reaktion als lineare Gleichung beschrieben ist. Jede Spalte n der
Matrix N reprasentiert eine Reaktion des betrachteten Netzwerks, der Fluss durch alle Reaktio-
nen, inklusive intrazelluldrer und extrazellularer Raten, wird durch den Vektor v mit der Lange
n dargestellt. Alle beteiligten Metabolite sind als Zeile m dargestellt. Die Eintrage der Matrix
beschreiben die stéchiometrischen Koeffizienten der Reaktionsgleichungen. Gilt die Annahme
des metabolischen Gleichgewichts (Schilling et al., 2000), tritt also bei konstanten Reaktionsra-
ten keine Akkumulation von Metaboliten auf, so kann das Stoffwechselnetzwerk mathematisch

wie folgt dargestellt werden:

N-v=0 (3.21)

N stochiometrische Matrix (mxn)

v Flussvektor aller Reaktionen im Netzwerk (12 n)
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Stochiometrische Modelle und insbesondere Modelle mit iiber 1000 biochemischen Reaktionen
sind fast immer unterbestimmt, da die Anzahl der unbekannten Variablen die Zahl der linearen
und unabhéngigen Massenbilanzgleichungen (m < n) im Netzwerk deutlich iibersteigt (Kromer
et al., 2014). Die sich ergebenden Freiheitsgrade sind dementsprechend grof}, weshalb die Berech-
nung intrazelluldrer Stoffflussverteilungen fiir Modelle dieser Art durch die Anwendung linearer
Optimierungsmethoden realisiert wird. Fiir die Einschrénkung des Losungsraumes genauso wie
fiir die Optimierung wurden seit 1980 verschiedene Methoden entwickelt. Im Folgenden soll eine

Auswahl, der fiir diese Arbeiten relevanten Ansétze dargelegt werden.

3.7.1 Flussbilanzanalyse

Die Flussbilanzanalyse (FBA) ist eine Moglichkeit zur quantitativen Beschreibung der intrazellu-
ldaren Fliisse durch die Optimierung einer Zielfunktion. Die Losung der FBA ist eine bestimmte
Flussverteilung v, die die Zielfunktion maximiert oder gegebenenfalls minimiert (Orth et al.,

2010). Fiir die lineare Optimierung gelten die folgenden Bedingungen:

Max Z=cv
unter Beriicksichtigung von N-v=0 (3.22)

Vimin <V < Vinaz

A Zielfunktion

c Gewichtungsvektor

Mit der Vorgabe von oberen (vy,q,) und unteren (v,,;,) Grenzen fir die experimentell bestimm-
ten Aufnahme- und Bildungsraten kann das Modell weiter eingeschrinkt werden und das Opti-
mierungsproblem ohne detaillierte Kenntnisse von Mechanismen oder Kinetiken gelost werden
(Orth et al., 2010).

Die meist verwendete Zielfunktion Z ist die Maximierung der Biomassebildung, alternativ wird
auch die Minimierung der atp-Bildung zur Optimierung verwendet (Schilling et al., 2000; Schuetz
et al., 2007). Ein Vergleich von simulierten und experimentell durch U-!3C-Markierung ermit-
telten Flussverteilungen zeigte, dass die Eignung der Zielfunktion stark von Faktoren wie der
Medienzusammensetzung oder der Betriebsweise zur Kultivierung abhingt und auch zwischen
verschiedenen Mikroorganismen variieren kann (Garcia Sdnchez & Torres Sdez, 2014; Schuetz
et al., 2007). Gute Ubereinstimmung der Biomassemaximierung wurde von Schuetz et al. (2007)
beispielsweise fiir E. coli unter substratlimitierten Bedingungen in kontinuierlich betriebenen
Prozessen gefunden. Fiir Zusténde im Uberflussmetabolismus, der wihrend Satzprozessen auf-
trat, war die Maximierung der Biomassebildung nicht geeignet.

Das Ergebnis der FBA ist immer eine explizite Losung, Varianzen in Form von redundanten

Losungswegen werden nicht berticksichtigt.
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3.7.2 Flussvarianzanalyse

Fiir reale zelluldre Systeme existiert in der Regel jedoch keine eindeutige Losung fiir die intrazel-
luldre Stoffflussverteilung. Die Stoffwechselwege sind verzweigt und verlaufen nicht selten auch
parallel, sodass die Zelle in vielen Bereichen des Metabolismus redundante Moglichkeiten zur
Verteilung der Fliisse aufweist (Thiele et al., 2010). Diese redundanten Wege dienen der Zelle
zur metabolischen Ausrichtung und ermoglichen ihr auf verschiedene Umwelteinfliisse zu reagie-
ren.

Da in der Regel fiir Betrachtungen des Stoffwechsels alle moglichen Stoffflussverteilungen re-
levant sind, miissen die Variabilitdten bei der Abschétzung beriicksichtigt werden. Dies wird
durch die Methode der Flussvarianzanalyse (FVA) ermoglicht (Mahadevan & Schilling, 2003).
Zusétzlich zu den unter Gleichung 3.22 angegeben Randbedingungen wird hierfiir ein Varianz-
kriterium v eingefiihrt. Durch lineare Programmierung wird anschlieffend fiir jede Reaktion im
Netzwerk ermittelt, fiir welchen Bereich der durch das Varianzkriterium -~ vorgegebene Anteil
der optimalen Losung noch erreicht werden kann. Abhéngig von der Wahl des Varianzkriteriums
wird die optimale Losung vollstandig (v = 1) oder anndhernd erfiillt (0 < v < 1) (Thiele et al.,
2010). Das Optimierungsproblem stellt sich wie folgt dar:

Max/ Min Vi
unter Beriicksichtigung von N.-v=0
(3.23)
dv>~.Z fir ~ve[0; 1]
Viin <V < Vinaz fir 1 =1...n
ol Varianzkriterium

Fiir jeden Fluss des Stoffwechselnetzwerks ergeben sich somit zwei lineare Optimierungspro-
bleme, die als Ergebnis einen Losungsraum aufspannen (Mahadevan & Schilling, 2003). Der
Losungsbereich beinhaltet alle minimalen und maximalen Fliisse, fiir die der Anteil v der opti-
malen Losung noch erreicht werden kann. Verzichtet wird hierbei auf die Ermittlung konkreter

Flussverteilungen, wodurch der Rechenaufwand minimiert wird.

3.7.3 Loopless-Methoden

Eine Problematik der klassischen FBA und FVA ist das Auftreten thermodynamisch nicht sinn-
voller interner Stoffflussschleifen, auch genannt ,,Loops“, deren Nettofluss keinen Einfluss auf die
Austauschreaktionen des Modells nimmt (De Martino et al., 2013; Desouki et al., 2015; Palsson
et al., 2002; Schellenberger et al., 2011).

Wiéhrend interne Loops keine weiteren Reaktionen des Systems beeinflussen, gibt es auch Schlei-
fenformen, in denen beispielsweise energieliefernde Reaktionen involviert sind und so eine un-
endliche Energiebereitstellung generieren (Energie erzeugende Schleife; ,, Energy Generating Cy-
cle“ (EGC)) (Noor, 2018). Erstere konnen als metabolische Perpetuum mobile betrachtet werden,

man bezeichnet sie auch als biochemische Loops, da die Anderung der freien Reaktionsenergie
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innerhalb der Schleife null ergibt. In Analogie zum zweiten Kirchhoff’schen Gesetz fiir elektri-
sche Schaltkreise sagt das Loop-Gesetz aus, dass die thermodynamischen Triebkrifte in einem
metabolischen Loop null ergeben, biochemische Loops widersprechen damit auch dem ersten
Hauptsatz der Thermodynamik (Noor, 2018; Palsson et al., 2002).

Anders verhalt es sich mit EGCs, die keinen vollstédndigen biochemischen Loop bilden, da sie
an eine energieliefernde oder -verbrauchende Reaktion gekoppelt sind und somit nicht gegen
den ersten Hauptsatz der Thermodynamik verstofien (Noor, 2018). Allerdings stehen diese Art
von Loops im Widerspruch zum zweiten thermodynamischen Hauptsatz, denn sie verringern
insgesamt die Entropie des Systems (Noor, 2018). Beide Loop-Varianten sind damit thermody-
namisch widerspriichlich und biologisch nicht sinnvoll, was deren Entfernung aus berechneten

intrazelluldren Stoffflussverteilungen notwendig macht (Desouki et al., 2015).

Die Losungen der vorgestellten Methoden FBA und FVA nehmen keine Eliminierung solcher
Loops vor, was insbesondere bei der Berechnung der FVA zu sehr hohen, unrealistischen Fluss-
bereichen einzelner Reaktionen fithrt (Mahadevan & Schilling, 2003). Fiir die Bereinigung der
Flisse von Loops wurden in der Vergangenheit einige Methoden etabliert (De Martino et al.,
2013; Desouki et al., 2015; Schellenberger et al., 2011; J. Wright & Wagner, 2008). Diese Me-
thoden sind teilweise kompliziert, unflexibel und vor allem rechenintensiv, was ihre Anwendung
fiir Optimierungsprobleme erschwert (Schellenberger et al., 2011). Der von Desouki et al. (2015)
entwickelte Algorithmus ,CycleFreeFlux®“ ermdglicht die Entfernung aller thermodynamisch
widerspriichlichen Loops aus intrazelluldren Flussverteilungen innerhalb eines linearen Optimie-
rungsschrittes. Der CycleFreeFlux-Algorithmus minimiert dazu die Summe aller Fliisse, wéh-
rend die Austauschfliisse konstant gehalten werden und kein intrazellulérer Fluss die Richtung
dndern oder grofler werden darf. Die Zielfunktion wird zudem mit der optimalen Loésung be-

schréankt. Das lineare Optimierungsproblem stellt sich wie folgt dar.

Min Z|Vz|
i
unter Berticksichtigung von N-v =10
0<v; < VZ(»O) fir ¢ mit V(O) >0 (3.24)

VZ(»O) <v; <0 fir ¢ mit V(O) <0

Vj = V§0) fiir alle Austauschfliisse v;

Abbildung 3.4 zeigt anhand eines Modellschemas die Funktion des CycleFreeFlux-Algorith-
mus. Die dargestellten Flussverteilungen im metabolischen Gleichgewicht kénnen als positive
Linearkombinationen der Fliisse e1, es und es dargestellt werden (Schuster & Hilgetag, 1994).
Die Reaktionen v; und vs sind unidirektional, vo kann hingegen in beide Richtungen ablaufen.
An Loop e3 sind nur intrazelluldre Flisse beteiligt, er ist daher thermodynamisch unzuléssig. In
dieser Ausgangslage fixiert der Algorithmus die Werte der extrazelluldren Raten und minimiert
unter diesen Bedingungen den Fluss durch den Loop es, bis vo den Wert 0 annimmt. Infolgedessen

wird v = ey als thermodynamisch zulédssiger Teil der Flussverteilung erkannt und die untere
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Flusswertgrenze von vy zu 0 gesetzt (Desouki et al., 2015).

Abbildung 3.4: Modellschema zur Illustration des CycleFreeFlux-Algorithmus nach Desouki et al.
(2015). Die drei dargestellten Metabolite A, B und C kénnen durch die drei Reaktionen vy, vo, v3 in
der Zelle ineinander umgewandelt werden. A wird durch v; in die Zelle aufgenommen und C durch
vz in den extrazelluliren Raum abgegeben. Alle Reaktionen aufler vo sind unidirektional, die nominale
Flussrichtung von vy ist von A nach C, beide Richtungen sind jedoch zuldssig. Die Flussverteilungen
im metabolischen Gleichgewicht kénnen durch positive Linearkombinationen der Fliisse e;, e; und e
(unterbrochene Linie) dargestellt werden. Dabei beschreibt e einen internen biochemischen Loop, der
thermodynamisch nicht zuléssig ist.

3.7.4 Thermodynamische Flussanalyse

Methoden wie der CycleFreeFlux-Algorithmus erméglichen zwar die Eliminierung thermody-
namisch unzuléssiger Loops, sie fithren jedoch trotzdem zu Stoffflussverteilungen, die der Zell-
physiologie und Bioenergetik widersprechen, da thermodynamische Gréflen und Gesetze in der
Berechnung nicht beriicksichtigt werden (Ataman & Hatzimanikatis, 2015; Soh & Hatzimaikatis,
2010). Grund hierfiir sind erneut die zuléssigen Reaktionsrichtungen im Modell, welche meist
anhand von Informationen aus der Literatur abgeleitet oder durch Ergebnisse von U-3C Mar-
kierungsexperimenten ermittelt und festgelegt wurden (Soh & Hatzimanikatis, 2014). Jedoch
entscheidet nicht nur die enzymatische Kapazitat {iber die Richtung der biochemischen Reakti-
on, sondern es miissen auch die thermodynamischen Voraussetzungen zum Ablauf der Reaktion
gegeben sein. An dieser Stelle muss zwischen der Reversibilitdt einer Reaktion und der Reaktions-
richtung unterschieden werden. Wéhrend erstere durch die Eigenschaft der Enzyme festgelegt
ist und daher hdufig durch in in wvitro Analysen bekannt ist, liegen selten Informationen zur
Reaktionsrichtung in vivo fiir die jeweils vorliegenden Bedingungen vor (Soh & Hatzimanikatis,
2014). Gemafl dem zweiten thermodynamischen Hauptsatz kann eine Reaktion nur in der Rich-
tung ablaufen, fiir die die Gibbs’sche Reaktionsenergie ArG’ einen negativen Wert annimmt.

Ein von Salvy et al. (2019) in MATLAB und Python implementierter Algorithmus ermoglicht eine
Thermodynamische Flussanalyse (TFA) nach Soh und Hatzimanikatis (2014) und Henry et al.
(2007). Durch die zusétzliche Beschrankung der Modelle durch thermodynamische Vorgaben und

intrazelluldre Metabolomdaten kénnen die Losungsrdume der berechneten FVA reduziert, ther-
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modynamisch unzuléssige Reaktionsrichtungen eliminiert und damit die Vorhersagegenauigkeit
der Modelle verbessert werden (Salvy et al., 2019). Zwar wurden bereits andere Methoden zur
Verkniipfung von GEMs mit thermodynamischen Daten entwickelt, jedoch waren fiir diese Be-
rechnungen entweder zusétzliche Annahmen erforderlich (R. M. Fleming et al., 2009; R. M. T.
Fleming & Thiele, 2011) oder die thermodynamische Analyse erfolgte entkoppelt vom Optimie-
rungsproblem der FBA (Zamboni et al., 2008).

Die TFA 16st beide Zielstellungen kombiniert in einem Schritt durch gemischt-ganzzahlige linea-
re Optimierung (MILP) (Salvy et al., 2019). Das zugrundeliegende Optimierungsproblem wird

folgendermaflen beschrieben:

Massenbilanz N-v=0 (a)
Flusskapazitat Vinin < V < Vinax (b)
m
Gibbs’sche Reaktionsenergie ATG; = ArjtptG; + Z N j b (c) (3.25)
j=1
chemisches Potential i =A fG;-O +A fﬂTG’f + RT In (x;) (d)
thermodynamische Losbarkeit ~ A,G; — K + Kz < 0 (e)
AG transformierte Gibbs’sche Reaktionsenergie, J mol!
Ar,tptG; Transportenergie, J mol™!
n; Menge n der Reaktanten j am Stofffluss i, -
1) chemisches Potenzial der Reaktanten j, J mol™!
A fG;-O Standard Gibbs’sche Bildungsenthalpie, J mol
A f,errG;f’ Fehler der Standard Gibbs’schen Bildungsenthalpie, J mol™!
R universelle Gaskonstante, 8,314 J mol ™t K1
T Temperatur, K
xj Metabolitkonzentration des Reaktant j, mol™!
K Konstante, J mol ™
Z Flussnutzungsvariable, -

Das TFA-Optimierungsproblem kombiniert die thermodynamischen Beschrankungen (c, d und
e) mit den Randbedingungen der FBA (a, b). Dementsprechend wird die Richtung der Reaktion
i bei einem festgelegten pH und festgelegter Ionenstirke durch den Wert der transformierten
A, G, der Gleichung (c) bestimmt. Das chemische Potenzial der Reaktanten ist eine Funktion
der Standard Gibbs’schen Bildungsenergie A fG;" mit Fehler (A f,errG;‘O) und der Aktivitdt der
Metabolite, die wiederum von der Reaktionstemperatur 7', der universellen Gaskonstante R und
den Metabolitkonzentrationen z; abhéngt (vgl. 3.25 (d)). Durch Kombination der Gleichungen
(c) und (d) ergibt sich die vollsténdige Formulierung der Gibbs’schen Reaktionsenergie (Soh &
Hatzimanikatis, 2014):

AGr =Y niAgGL + RTIn | J] 27 (3.26)
=1 j=1
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Damit die Gibbs’sche Reaktionsenergie zur Bestimmung der Reaktionsrichtung verwendet wer-
den kann, wurde in Gleichung (e) eine binére ,,Flussnutzungsvariable“ z; eingefiihrt. Die Variable
K ist eine Konstante (Henry et al., 2007). Somit enthélt Gleichung (e) sowohl kontinuierliche
Variablen (A,G) als auch diskrete Variablen (z;), womit die TFA zum gemischt-ganzzahligen
linearen Optimierungsproblem wird (Soh & Hatzimanikatis, 2014). Die notigen zugrundeliegen-
den Daten fiir die Standard Gibbs’schen Bildungsenergien der Metabolite kénnen der Literatur
entnommen oder beispielsweise durch Gruppenbeitragsmethoden abgeschétzt werden (Jankow-
ski et al., 2008). Im TFA-Algorithmus implementiert ist die Korrektur der erhaltenen Werte nach
Debye und Hiuckel (1923) an den verwendeten pH und die vorherrschende Ionenstérke (Salvy
et al., 2019).

Durch Anwendung der TFA werden zudem fiir alle Reaktionen im Netzwerk minimale und
maximale Werte fiir die Gibbs’schen Reaktionsenergien sowie Konzentrationsbereiche fiir nicht-

gemessene Metabolite ermittelt.

3.8 Metabolische Kontrollanalyse?

Die stochiometrische Modellierung zelluldrer Prozesse ist in der Entwicklung neuer Produkti-
onsstdmme bereits ein unabkémmliches Werkzeug und auch andere mathematische Methoden
gewinnen im Bereich des Stammdesigns zunehmend an Bedeutung. Umfangreiche Datenbanken
fiir Modellorganismen wie E. coli stellen detaillierte Informationen zu Reaktionen, Genen und
den zugehorigen Enzymen bereit und ermoglichen die mathematische Beschreibung der intrazel-
luldren Vorgénge und Interaktionen, woraus Strategien zur Verbesserung der Stimme abgeleitet
werden konnen (Gombert & Nielsen, 2000).

Die Metabolische Kontrollanalyse (MCA) ist ein mathematischer Formalismus, der ohne Kennt-
nis einzelner Reaktionskinetiken die Berechnung der Kontrollverteilung innerhalb der Zelle er-
moglicht. Die grundlegenden mathematischen Uberlegungen gehen auf Kacser und Burns (1973)
und Heinrich und Rapoport (1974) zuriick. Die erarbeiteten Ideen wurden etwas spater im Kon-
zept der MCA zusammengefasst (Burns et al., 1985). Der Ansatz basiert auf der Auslenkung
eines Systems durch die Anderung duBerlicher Einfliisse und er ermoglicht die quantitative Be-
schreibung der Kontrolle eines bestimmten Stoffflusses oder Metaboliten im metabolischen Netz-
werk. Die erhaltenen quantitativen Kennzahlen sind dimensionslos, da sie auf einen Referenzzu-
stand bezogen werden. Sie beschreiben quantitativ, inwiefern eine Anderung einer bestimmten
Enzymkonzentration e; einen bestimmten Stofffluss J; oder eine bestimmte Metabolitkonzentra-
tion x; beeinflusst (Visser & Heijnen, 2002). Mogliche duBerliche Einfliisse werden als Effektoren
¢; berticksichtigt. Entsprechend wird die metabolische Kontrolle durch die sogenannten Fluss-
kontrollkoeffizienten szg»o und Konzentrationskontrollkoeflizienten C’fjo beschrieben. Das Suffix

0 verweist auf den Referenzzustand.

2 Die verwendeten Symbole sind im Symbolverzeichnis (Kapitel 10) erldutert.
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3.8.1 Abschatzung von Elastizitaten

Die Berechnung der globalen Kontrollkoeffizienten basiert auf der Kenntnis von lokalen Va-
riablen des sich im Gleichgewicht befindlichen Systems (Stofffliisse, Metabolitkonzentrationen).
Diese lokalen, sogenannten , Elastizitdten 55:’_, beschreiben die spezifische Flexibilitat einer ein-
zelnen Reaktion und quantifizieren damit die Anderung eines Stoffflusses als Reaktion auf eine

veranderte Metabolitkonzentration.

Svs;
b 0

S

Die Abschitzung der Elastizitdten beruht auf mechanistischen Modellen zur Darstellung der
Reaktionskinetiken. Die notwendige, korrekte Beschreibung der mechanistischen Geschwindig-
keitsgleichung jeder einzelnen Reaktion gestaltet sich jedoch schwierig, da in wvitro ermittelte
kinetische Parameter nicht die in vivo vorherrschenden Bedingungen widerspiegeln (Teusink et
al., 2000; B. E. Wright & Kelly, 1981). Als Alternative zur experimentell und mathematisch
aufwindigen dynamischen in vivo Bestimmung kénnen nicht-mechanistische linear logarithmi-
sche (lin-log)-Modelle zur Beschreibung verwendet werden (Visser & Heijnen, 2003; Wu et al.,
2004). Die Reaktionsgeschwindigkeit einer beliebigen Reaktion j lautet nach dem lin-log-Ansatz

folgendermafen:

v = € (aj + pjilnzy + pjalnrs + ... —i—pj,mlnl’m) (3.30)

Daraus ergibt sich eine Proportionalitdt der Reaktionsgeschwindigkeit v zur Konzentration des
katalysierenden Enzyms e und der Linearkombination der logarithmierten Konzentrationen der

Metabolite x;. Durch Normierung auf einen Referenzzustand erhalt man:

vj e v, X1 v, X2 vj g Tm

UJ 1 2 m

Uberfithrt man 3.31 in Matrixschreibweise, ergibt sich:

v €’ T,
[er] 1= [znﬂ €] (3.32)
Analog zu Gleichung 3.29 beschreiben die Elastizitdtskoeffizienten in folgender Form die kineti-

schen Modellparameter p und geben die Auslenkbarkeit der jeweiligen Reaktion an:

vi _ ﬂévj B dlnv;

El‘i =

v; 6x;  Slna; (3.33)
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Alternativ dazu bietet sich fiir Reaktionen, die nahe am thermodynamischen Gleichgewicht ab-

laufen, die Abschétzung von Elastizitdten durch thermokinetische Modelle an (Nielsen, 1997):

el = b H 2 (3.34)

Fiir reversible Reaktionen nahe am thermodynamischen Gleichgewicht nimmt A}# den Wert 0
an, wodurch die direkte Bestimmung der Elastizitdten aus den Affinitdten moglich wird. Die

Affinitat entspricht der negativen Gibbs’schen Reaktionsenergie.

3.8.2 Abschatzung von Flusskontrollkoeffizienten

Die Beziehung der lokalen Elastizitdten und globalen Kontrollkoeffizienten ist beschrieben durch
die Summations- und Konnektivitdtstheoreme (Heinrich & Rapoport, 1974; Kacser & Burns,
1973). Kacser et al. (1995) konnten mithilfe dieser zeigen, dass die Kontrolle innerhalb eines
Stoffwechselwegs auf unterschiedliche Enzyme verteilt ist und etablierten damit den Begriff des
»geschwindigkeitsbestimmenden Schrittes”. Gemafl dem Summationstheorem ergibt die Summe
aller Flusskontrollkoeffizienten eines Stoffwechsels 1 und die Summe aller Konzentrationskon-
trollkoeffizienten 0. Fiir die Abschétzung der Kontrollkoeffizienten sind in der Literatur eine
Reihe an Methoden beschrieben, einen Uberblick geben Visser und Heijnen (2002). Dariiber hin-
aus stellen sie einen weiteren Ansatz vor, der auf der Massenbilanz des Gleichgewichtszustands
beruht (Visser & Heijnen, 2002). Analog zu 3.21 wird die Massenbilanz im Gleichgewichtszu-
stand gleich null gesetzt, die Grundlage liefert auch in diesem Fall die stochiometrische Matrix
N. Die Reaktionsraten werden hierbei in Abhéngigkeit von den Enzymkonzentrationen e, den
intrazellularen Metabolitkonzentrationen x und den extrazelluliren Metabolitkonzentrationen c

wie folgt beschrieben:

d
dit: =N-v mit v=f(ex,¢) (3.35)

Um die Skalierbarkeit der Koeffizienten zu erreichen, erfolgt die Normierung auf den Referenz-
zustand (Enzymkonzentrationen e”; Stofffliisse v’, Metabolitkonzentrationen x° und c?), daraus
ergeben sich die Gleichungen 3.36 und 3.37:

X

X0 5L =N [g9] 2 3.36
X 52 =N ] (330
v e X ¢

7! (@ww) (3.37)
In diesen Gleichungen steht [XO] fiir eine Diagonalmatrix mit den Elementen [Xo]ii = :c?. Der

Vektor x/x° hat m Eintrige mit den Elementen x;/z0 und v/Jg ist ein Vektor der Linge n mit
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den Elementen v;/.J?. Weiterhin ist e/e” ein Vektor der Linge n mit den Elementen e;/e) und
c¢/c? ein Vektor der Linge m. mit den Eintriigen c¢;/ c?.

Durch Bestimmung des Ranges iiber die Zeilenstufenform von N wird die Anzahl der unabhéngi-
gen Reaktionen festgelegt. Durch Umformung wird eine Darstellung anhand der unabhéngigen
Reaktionen (ind) und der Link-Matrix L* erreicht.

N = L* - Nipg mit X =N-.N¥, (3.38)

Zur Losung der Massenbilanz miissen zunéchst die noch verbleibenden Abhéngigkeiten (Einhei-

ten) entfernt werden. Dies wird erreicht durch die Einfiihrung einer modifizierten Link-Matrix:

G- (5oi) i Do TNNE () G39)
ind

Durch Umformung von Gleichung 3.39 ergibt sich die unabhéngige, normierte Massenbilanz wie
folgt:

[X?nd] m = Ninq - [JO] (340)

v
dt Jo
Die in 3.37 dargestellte Ratengleichung kann unter Zuhilfenahme der Elastizitdten (Matrizen
EX? und E®) linearisiert werden. Unter der Annahme, dass die Reaktionsrate proportional zur

Enzymaktivitét ist, folgt:

v _ € x0 c0 :
ﬁ—efo‘f‘E <X0 )-I-E <CO—1> (3.41)

Das Einsetzen der Gleichung 3.41 in die unabhéngige normierte Massenbilanz 3.40 fiihrt zu:

) 0 = 0 (5 1 (), ) < (5-0) o

c0

Im metabolischen Gleichgewicht kann die linke Seite der Gleichung 3.42 zu 0 gesetzt werden.
Die Losung des Systems wird nun durch Einsetzen der Gleichung 3.39 erreicht. Die Losung des

linearen Gleichungssystems lautet somit:

S 7_\1, EC0< - i)
C

x! (3.43)
: Nind : [JO]

mit U =1% -(de. (7] - B0 . 1)

Die Konzentrationskontrollkoeffizienten kénnen nun mit Gleichung 3.43 direkt aus deren Defini-
tion in Gleichung 3.28 abgeleitet werden:

-1

0= — = A -l _ —L* (Nipq - [J°] - EX-L%) " - Nipa - [J°] (3.44)
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Die Kombination der Metabolitkonzentrationen im Gleichgewicht 3.43 und linearisierten Sys-

temgleichung 3.41 fithren zu:

V_J_e x0 x0 © x0 [ € : o(C ;

= (B0 +1) - 5+ (BOR +E) - (55— ) (3.46)

Aus 3.45 leitet sich die Definition der Flusskontrollkoeffizienten ab.

_dl_d
T Pde " d

Y=

CJO

= EOC0 44 (3.47)

2o

3.8.3 Metabolische Kontrollanalyse des Metabolismus von
Escherichia coli

Aufgrund des hohen experimentellen und analytischen Aufwands zur Erhebung der nétigen
Fluxom- und Metabolomdaten existieren nur wenige Arbeiten zu empirischen MCAs von E. coli.
Link et al. (2010) entwickelten einen methodischen Ansatz, durch die eine Datengenerierung in
vivo moglich wird. Mittels der metabolischen Analyse nach schnellem Medienwechsel wurde so
zundchst der Metabolismus des Wildtypstammes FE. coli K12 wiahrend konstanter Wachstums-
raten im Zulaufprozess untersucht (Link, 2009). Die Kontrolle war insbesondere fiir Reaktionen

des Energiemetabolismus und der Glykolyse und Gluconeogenese stark ausgeprégt (Link, 2009).

In der ankniipfenden Arbeit von Weiner et al. (2017) wurde die metabolische Analyse nach der
Methodik des schnellen Medienwechsels in einem Vierfach-Bioreaktorsystem in parallelen An-
sétzen durchgefiihrt und auf diese Weise die Anzahl an erreichten metabolischen Gleichgewich-
ten vervielfacht. Mittels dieser Methodik wurde der Metabolismus eines Produktionsstammes
wahrend einer Zulaufkultivierung zur Herstellung von L-Phenylalanin untersucht. Limitierende
enzymatische Schritte, insbesondere hinsichtlich der L-Phenylalaninproduktion, wurden iden-
tifiziert (Weiner et al., 2017). Zudem zeigte sich durch die sequentielle Durchfithrung zweier
metabolischer Analysen im Prozess die Verschiebung der Kontrolle im zeitlichen Verlauf der

Kultivierung.

Die Methodik wurde anschlielend auf die Analyse von L-Tryptophanproduzenten iibertragen.
Auf diese Weise konnten fiir die Produktion von L-Tryptophan mit Glycerin als Kohlenstoffquelle
kontrollierende Schritte bestimmt werden. Die Mafinahmen zur Uberexpression der Gene trpB,
trpC, serB und prsA wurden aus den Ergebnissen der MCA abgeleitet (Trondle et al., 2020).

Eine Weiterentwicklung der klassischen MCA wurde kiirzlich von Tsouka et al. (2021) publi-
ziert. In dieser Arbeit erfolgte die Losung der MCA kombiniert mit constraint-basierten Mo-
dellberechnungen innerhalb eines MILP-Problems. Beriicksichtigt wurden biologisch relevante,
genombasierte sowie thermodynamische Beschrinkungen. Bisher wurde die Methodik nur rein
theoretisch zur Identifikation kontrollierender Schritte der Pyruvatsynthese angewendet (Tsouka
et al., 2021).
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4 Material und Methoden

Alle in dieser Arbeit eingesetzten Chemikalien und Einzelgerdte sind den Tabellen A.1 und A.2
im Anhang zu entnehmen. Alle weiteren Materialien und Methoden, die in der vorliegenden

Arbeit verwendet wurden, werden in diesem Kapitel beschrieben.

4.1 Mikroorganismen und Plasmide

Die in dieser Arbeit verwendeten Stdmme und das Plasmid wurden von den Projektpartnern der
Universitat Stuttgart zur Verfiigung gestellt. Die Modifikation der Stamme erfolgte entweder mit
der CRISPR-Cas Methode nach Jiang et al. (2015) oder durch A-Red-Rekombinationsmethoden
nach Datsenko und Wanner (2000). Zur L-Tryptophanproduktion wurden sie mit dem Plasmid
pF112aroFBLk,y transformiert (Trondle et al., 2018b). Das Plasmid tragt die induzierbaren Ge-
ne aroF, aroB und aroL sowie eine Kanamycinresistenz. Im Ergebnisteil wird zur Vereinfachung
auf die Nennung der Plasmidbezeichnung verzichtet, da in allen gezeigten Kultivierungen die

Stamme das Plasmid pF112aroFBLy,, trugen.

Alle Stdmme basieren auf dem Grundstamm TRP5a (Trondle et al., 2020). Dieser Stamm trégt
vier Punktmutationen im Strukturgen trpF, die zur Expression einer gegen L-Tryptophan riick-
kopplungsresistenten Variante der Anthranilat-Synthase (ANS) fithren, sowie eine Mutation im
trp-Promotor, die fiir eine Uberexpression der Gene im trp-Operon verantwortlich ist. Weiterhin
wurden das Gen des Leitpeptids trpL sowie das Repressorgen trpR zur Regulation der L-Trypto-
phanbildung deletiert. Die Gene tnaA, codierend fiir die Tryptophanase, sowie das Gen sdaB,
codierend fiir die L-Serin-Deaminase, wurden ebenfalls ausgeschaltet. Die Stdmme tragen wei-

terhin zusédtzliche Kopien der Gene aroF, aroB und aroL im lac-Operon.

Auflerdem verfiigen alle verwendeten Stdmme iiber eine zuséitzliche Genkopie von serA, welche
fiir eine riickkopplungsresistente Enzymvariante der 3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase (PGCD)
codiert. Zudem wurden genomische Insertionen der Gene tktA, codierend fiir die Transketola-
se 1 und trpB-trpA, codierend fiir die beiden Untereinheiten der Tryptophan-Synthase in die

gezeigten Stamme eingebracht.

Einzelne Stdmme wurden weiter modifiziert, sodass zusétzliche genomische Insertionen der
Gene aroB, codierend fiir die 3-Dehydroquinat-Synthase (DHQS), serB, codierend fir die
Phosphoserin-Phosphatase (PSP_L), prsA, codierend fiir die Phosphoribosyl-Pyrophosphat-
Synthetase (PRPPS) sowie eine weitere Genkopie von trpBA vorlagen.

FEine weitere verwendete Modifikation war die Insertion eines trpC-Gens aus Mycobacterium
tuberculosis (M. tuberculosis), codierend fiir eine monofunktionale Indol-3-Glycerin-Phosphat-
Synthase (IGPS). Einer der Stdmme trug eine zusétzlich inserierte Kopie des shiA-Gens aus
C. glutamicum (Schoppel et al., 2021). Alle Uberexpressionen, die gemeinsam mit dem Pgac-

Promotor integriert wurden, sind durch die Zugabe von Isopropyl-f-D-thiogalactopyranosid
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(IPTG) induzierbar. Die Informationen zum Plasmid, die Stammbezeichnungen, die dazuge-

hérigen genotypischen Eigenschaften, sowie die Quellen sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst.

Tabelle 4.1: Verwendete Escherichia coli-Stamme und Plasmide (bereitgestellt durch die Projektpartner

der Universitit Stuttgart).

Stammbezeichnung Empfinger Modifikationen Quelle
NT1259 TRP5a fuc::Pyac-thtA Trondle et al., 2020
xyl::Piac-serABR
rib::Piac-trpB-trpA
NT1259 shiAcq NT1259 mal::Py,c-shiA fur diese Arbeit vom
(aus C. glutamicum) Projektpartner bereitgestellt
NT1438 NT1259 rib::Pyac-trpB-trpA fir diese Arbeit vom
Projektpartner bereitgestellt
NT1405 NT1259 ara::Piac-trpC fur diese Arbeit vom
(aus M. tuberculosis)  Projektpartner bereitgestellt
NT1439 NT1405 rib::Pyac-trpB-trpA fur diese Arbeit vom
Projektpartner bereitgestellt
NT1445 NT1439 rec::Piac-aroB fir diese Arbeit vom
Projektpartner bereitgestellt
NT1444 NT1439 mtl::P¢,c-serB fir diese Arbeit vom
Projektpartner bereitgestellt
NT1446 NT1445 mtl::Piac-serB fir diese Arbeit vom
Projektpartner bereitgestellt
NT1448 NT1446 man::Py,.-prsA fur diese Arbeit vom
Projektpartner bereitgestellt
Plasmidbezeichnung Empfanger Modifikationen Quelle
pF112aroFBLyan pJF119EH Pioc-aroF-aroB-arol Trondle et al., 2018b

Kanamycinresistenz




50 Material und Methoden

4.2 Kulturmedien

LB-Medium (Lysogeny Broth)

Zur Vorbereitung der Zellen fiir die Plasmidtransformation sowie zur Herstellung von Glycerin-
Stocks erfolgte die Kultivierung in LB-Medium, das 10 g L' Pepton aus Casein, 5 g L' Hefeex-
trakt und 10 g L' NaCl enthielt. Der pH wurde vor dem Autoklavieren (120 °C, 20 min) auf 7

eingestellt.

Minimalmedium

Ein adaptiertes Minimalmedium nach Albermann et al. (2008) wurde zur Kultivierung der
E. coli-Stimme in Schiittelkolben, im 42 L-Riihrkesselreaktor, fiir die Durchfithrung von me-
tabolischen Analysen im Vierfach-Parallelbioreaktorsystem sowie fiir die Herstellung von U-13C-
markiertem Zellextrakt verwendet. Das Grundmedium mit den Bestandteilen Kaliumdihydro-
genphosphat, Di-Kaliumhydrogenphosphat, Ammoniumsulfat und Natriumchlorid (pH 7 fiir die
Kultivierung im Schiittelkolben) wurde ebenso wie eine 1000 gL' Glycerinlésung separat auto-
klaviert. Alle restlichen Komponenten wurden in Stockldsungen sterilfiltriert. Nach dem Abkiih-
len aller autoklavierbaren Bestandteile wurden die sterilfiltrierten Komponenten und das Gly-
cerin unter aseptischen Bedingungen dem Grundmedium hinzugefiigt. Fiir die Kultivierung im
Schiittelkolben betrug die Glycerinkonzentration 7 g L !, fiir die Satzphase im 15 L-Zulaufprozess
wurden 4gL! zugegeben. Fiir die Herstellung des U-!'3C-markierten Zellextrakts diente U-13C-
markierte Glucose anstatt des Glycerins als alleinige Kohlenstoffquelle. Fiir die metabolischen
Analysen erfolgte die Zubereitung des Minimalmedium ohne Zugabe von Kohlenstoffquellen und

Kanamycin. Die Zusammensetzung des Minimalmediums ist in Tabelle 4.2 angegeben.

Das Medium zur Kultivierung im 15 L-Zulaufprozess wurde zudem um 1 mL L einer sterilfil-
trierten Spurenelementlésung nach Pan et al. (1987), bestehend aus 11,20 g L'} Mangansulfat-
Monohydrat, 10,00gL™ Aluminium(III)chlorid-Hexahydrat, 7,33 gL' Cobaltchlorid-Hexahy-
drat, 2,00 g L' Zinksulfat-Heptahydrat, 2,00 g L' Natriummolybdat-Dihydrat, 1,00 g ! Kupfer-
chlorid-Dihydrat und 0,50 g L'! Borséure, erginzt. Zur Losung der Spurenelemente wurde HC1

zugegeben.
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Tabelle 4.2: Zusammensetzung des Minimalmediums nach Albermann et al. (2008).

Komponente Endkonzentration, Sterilisation Stockkonzentration,
g L gL’
Grundmedium
Kaliumdihydrogenphosphat 3,00 autoklaviert -
Di-Kaliumhydrogenphosphat 12,00 autoklaviert -
Ammoniumsulfat 5,00 autoklaviert -
Natriumclorid 5,00 autoklaviert -

Sterile Zugabe nach dem Autoklavieren

Magnesiumsulfat-Heptahydrat 0,3000 sterilfiltriert 300,00
Calciumchlorid Dihydrat 0,0150 sterilfiltriert 15,00
Eisensulfat-Heptahydrat/ 0,1125 sterilfiltriert 22,50/
Natriumcitrat 200,00
Thiamin 0,0075 sterilfiltriert 7,50
Glycerin 4,00/ 7,00 autoklaviert 1000,00
Kanamycin 0,050 sterilfiltriert 50,00
Zulaufmedien

Im Verlauf einer Kultivierung im 15 L-Mafistab zur L-Tryptophanproduktion, untergliedert in
eine Satzphase, zwei exponentielle Zulaufphasen und eine konstante Zulaufphase, wurden drei
Zulaufmedien in Sequenz verwendet. Die Kanamycin-Stocklosung wurde sterilfiltriert, alle wei-
teren Stocklosungen wurden separat autoklaviert und das Medium anschliefend unter sterilen
Bedingungen komplementiert. Das Volumen wurde nach Zugabe aller Komponenten mit Mini-

malmedium ohne Ammoniumsulfat aufgefiillt.

Tabelle 4.3: Zusammensetzung der Zulaufmedien fiir die Kultivierung im 15 L-Maflstab. Die Zulaufme-
dien 1 und 2 wurden exponentiell, Zulaufmedium 3 wurde konstant zugefiihrt.

Komponente Endkonzentration, g L! Stockkonzentration,
gLt
Zulauf 1 Zulauf 2 Zulauf 3
(1,0 L) (4,5 L) (5,0 L)
Glycerin 120,00 400,00 800,00 1000,00
Ammoniumsulfat 60,00 25,00 8,00 400,00
Di-Ammoniumphosphat - - 8,00 400,00

Kanamyein 0,10 0,10 0,10 50,00
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Phosphatpuffer; ,,phosphate buffered saline“ (PBS)

Zur Herstellung von Verdiinnungsreihen zur Bestimmung der optischen Dichte und zum Resus-
pendieren der Zellen vor der Inokulation wurde ein PBS-Puffer aus 8,00 gL' Natriumchlorid,
0,20 g L' Kaliumchlorid, 1,44 g L' Di-Natriumhydrogenphosphat und 0,24 g L Kaliumdihydro-

genphosphat verwendet.

Kalium-Phosphat—Puffer

Wihrend der Herstellung von U-'3C-markiertem Zellextrakt wurde im letzten Schritt zur Re-
duktion der Salzkonzentration ein Kalium-Phosphatpuffer, zusammengesetzt aus 1,36 gL' Ka-
liumdihydrogenphosphat und 1,74 gL' Di-Kaliumhydrogenphosphat und mit eingestelltem pH

7, verwendet.

Transformationspuffer

Bei der Herstellung transformationskompetenter E. coli-Zellen wurden die Transformationspuf-
fer Tfbl und TfbII verwendet. Der TfbI-Puffer bestand aus 2,95 gL' Kaliumacetat, 12,10 gL
Rubidiumchlorid, 1,45gL™! Calciumchlorid, 10,00gL"' Manganchlorid-Tetrahydrat und 150
mL L Glycerin. Der TfbII-Puffer enthielt 2,10g Lt MOPS, 1,20gL"! Rubidiumchlorid, 11,00
g L'! Calciumchlorid und 150 mL L™ Glycerin. Der pH des TfbI-Puffers wurde mit 20 %iger
Essigsdure auf 5,8 und der des TfbIl-Puffers mit 6 M NaOH-Losung auf 6,5 eingestellt. Beide

Puffer wurden vor Verwendung sterilfiltriert.

4.3 Kultivierung von Escherichia coli

4.3.1 Stammbhaltung

Die langfristige Lagerung der FE. coli-Stdmme erfolgte in Kryokulturen bei -80 °C. Zur Her-
stellung der Kryokulturen wurden die Stdmme in einem 500 mL-Schiittelkolben mit 100 mL
LB-Medium bei 37 °C kultiviert. Im Stadium des exponentiellen Wachstums wurde Glycerin
zu 20 % (v/v) zugegeben und die Mischung in sterile 1,5 mL Gefafle aliquotiert und bei -80 °C
gelagert.

Fir die kurzfristige Lagerung und vor jeder Kultivierung wurden Einzelkolonieausstriche auf
Agarplatten mit LB-Medium hergestellt. Hierfiir wurde das LB-Medium mit 20 gL' Agar und
bei vorhandener Antibiotikaresistenz mit 50 mg L' Kanamycin versetzt. Die Lagerung der
Platten erfolgte bei 4 °C.

4.3.2 Gewinnung kompetenter Zellen und Transformation

Die Herstellung transformationskompetenter Zellen erfolgte nach der Rubidiumchlorid-Methode.
Hierzu wurden die unter Kapitel 4.2 aufgefithrten Transformationspuffer sterilfiltriert und auf
Eis gekiihlt. Zunichst wurden 10 mL LB-Medium in einem 100 mL-Schiittelkolben mit einer
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Einzelkolonie angeimpft und iiber Nacht bei 37 °C und 100 min™ inkubiert. 1,5 mL dieser Kultur
wurden in 100 mL LB-Medium in einen 500 mL-Schiittelkolben iiberfithrt und bei 37 °C und
250 min™! bis zu einer Optische Dichte, gemessen bei 600 nm (ODggg), von circa 0,5 kultiviert.
Anschliefflend wurde die Zellsuspension zentrifugiert (10 min, 3200 g) und das Zellpellet in 40
mL Tfbl-Puffer resuspendiert. Nach 15-miniitiger Inkubation auf Eis wurde erneut zentrifugiert
und das Zellpellet in 4 mL TfbII-Puffer resuspendiert. Nach erneuter Inkubation auf Eis fir 15
min, wurden je 200 pL der transformationskompetenten Zellen in 1,5 mL Geféafle aliquotiert. Die

Lagerung erfolgte bei -80 °C.

Fir die Transformation von Plasmid-DNA wurden 2 uL Plasmidlosung zu 200 uL der kompe-
tenten F. coli-Zellen gegeben. Nach 30-miniitiger Inkubation auf Eis erfolgte ein 45-sekiindiger
Hitzeschock bei 42 °C im Wasserbad. Nach kurzer Inkubation auf Eis (3 min) wurden 600 nL ste-
riles LB-Medium hinzugegeben. Danach erfolgte die Inkubation der Zellen fiir 45 min bei 37 °C
und 600 min “!. Jeweils 200 uL der Zellsuspension wurden auf einer Agarplatte mit Kanamycin
ausplattiert und fiir 24 h bei 37 °C inkubiert.

4.3.3 Kultivierung in Schiittelkolben

Die Kultivierung in Schiittelkolben erfolgte grundsétzlich in zwei Schritten. Zunéchst wurden 20
mL Minimalmedium in einem 100 mL-Schiittelkolben mit einer Einzelkolonie angeimpft und
fiir 42 h kultiviert (37 °C, 100 min™). 3,5 mL dieser Zellkultur wurden in einen 500 mlL-
Schiittelkolben mit 100 mL Minimalmedium {iberfithrt und es erfolgte eine weitere Inkubation
fiir etwa 24 h (37 °C, 250 min™!).

Auf diese Weise wurde auch die Vorkultur zur Inokulation des 15 L-Zulaufprozesses gewonnen.
Hierfiir wurden je zwei 100 mL Kolben, befiillt mit je 20 mL Minimalmedium, inokuliert und
zum Animpfen von insgesamt 10 500 mL-Kolben verwendet. Nach etwa 24 h Inkubation wurde
der gesamte Inhalt der 10 Schiittelkolben als Inokulum fiir den 42 L-Reaktor verwendet.

4.3.4 Zulaufkultivierung im 15 L-Mafistab

Die L-Tryptophanproduktion wurde in einem halbkontinuierlichen Zulaufverfahren im 15 L-Maf-
stab durchgefiihrt. Die Kultivierung erfolgte in einem Edelstahlreaktor mit einem Absolutvolu-
men von 42 L, und einem maximalen Arbeitsvolumen von 30 L. Alle zugehérigen Anlagenbestand-
teile sind Tabelle A.3 im Anhang zu entnehmen. Abbildung 4.1 zeigt die Anlage im Betrieb. Die
Prozessstrategie wurde von (Trondle et al., 2018b) iibernommen, die Zusammensetzung der ver-
wendeten Medien und Zulaufmedien sind in den Tabellen 4.2 und 4.3 angegeben.

Die Temperierung des Riihrkesselreaktors erfolgt durch einen Doppelmantel, der mit Kithlwasser
und Dampf zum Wirmeiibertrag gefiillt werden kann. Zur Homogenisierung und Gasblasendi-
spergierung ist vom Boden des Reaktors eine Riithrwelle mit drei Sechsblattscheibenriihrern
eingelassen. Die Riithrwelle ist durch eine kondensatgeschmierte Graphitgleitringdichtung gela-
gert. Die Begasung des Reaktors erfolgt iiber ein Begasungsrohr, das an der Innenwand des

Reaktors bis zum Boden fithrt, wo die zugefiihrte Druckluft durch Locher im Begasungsrohr
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im Medium dispergiert wird. Vier dquidistante Stromungsbrecher, die an der Reaktorwand an-
gebracht sind, sorgen fiir eine erhthte Durchmischung des Reaktorinhalts. In Offnungen im
unteren Reaktorbereich erfolgt der Einbau von Sonden zur Messung des pH, der Temperatur
und Gelostsauerstoffkonzentration sowie eines speziell nach Hiller et al. (2007a) angefertigten
Probenahmesystems. Am Reaktorboden befindet sich weiterhin ein Probenahmeventil zur Ent-
nahme grofier Volumina und zum Entleeren des Reaktors. Am Deckel des Reaktors sind Sonden
zur Detektion von Schaum und zur Druckmessung eingelassen. Des Weiteren sind am Deckel des
Reaktors fiinf Durchfiithrungen vorhanden, die mit Septen dicht und steril verschlossen werden
kénnen und durch die die Zugabe von Inokulum, Medienkomponenten und Zulaufmedien erfolgt.
Die sterile Zugabe von Medienzuséitzen mit Spritzen und Kaniilen wihrend des laufenden Pro-
zesses erfolgte ebenfalls durch diese Septen. Weiterhin befindet sich am Deckel des Reaktors ein
Kondensatriickflusskiihler zur Kiihlung der Abluft. Die Regelung und Steuerung der Prozessgro-
Ben erfolgt iiber die angeschlossene Steuereinheit, die mit einem Computer und der verwendeten
IRIS V5.3-Software verbunden ist.

Abbildung 4.1: Versuchsaufbau fiir Zulaufkultivierungen im 15 L-Maflstab. 1: 42 L-Edelstahlreaktor; 2:
Probenahmesystem nach Hiller et al. (2007a); 3: Steuereinheit; 4: Schlauchpumpen fiir Titrations- und
Antischaummittel; 5: Schlauchpumpe zur Férderung der Zulaufmedien; 6: Vorlageflaschen fiir Titrations-
und Antischaummittel; 7: Abgasanalytik; 8: Zulaufmedium auf Riithrplatte und Analysenwaage; 9: Com-
puter mit IRIS Software.

Zur Vorbereitung des 42 L-Riihrkesselreaktors wurden zunéchst alle separat gelagerten Kom-
ponenten montiert und alle Sonden (pH, pOs2, Schaum, Druck) sowie das Probenahmesystem

angeschlossen. Die pH-Sonde wurde zuvor mittels zweier Kalibrierlosungen (pH 7 und pH 4) ka-
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libriert. Anschlieflend wurde der Reaktor mit einem Konzentrat des Grundmediums befiillt und
mit vollentsalztem VE-Wasser auf das Startvolumen, abziiglich des Volumens des Inokulums und
der hitzelabilen Medienzusétze (13,79 L), aufgefiillt. Der Reaktor mit enthaltenem Grundmedi-
um wurde automatisiert durch ein Programm der Steuereinheit fiir 20 min bei 121 °C sterilisiert.
Zusétzlich wurde eine manuelle Dampfsterilisation der Gleitringdichtung sowie des Boden- und
Seitenventils durchgefithrt. Nach Abkiihlen des Reaktors auf die Kultivierungstemperatur von
37 °C wurden die separat sterilisierten Medienbestandteile aus einer sterilen Flasche iiber ein
Septum in den Reaktor geférdert. Vor der Inokulation wurden weiterhin die Sonde zur Messung
der Gelostsauerstoffkonzentration und die Abgasanalytik kalibriert. Die aus der Vorkultur ge-
wonnene Zellsuspension (1 L) wurde steril aus dem Vorlagebehélter in den Reaktor gepumpt.

Inklusive des Inokulums betrug das Initialvolumen der Kultivierung 15 L.

Wihrend des Prozesses wurde der pH durch Zugabe von 42 % (v/v) ortho-Phosphorsdure und
25 % Ammoniak auf 7,0 geregelt. Bei starker Schaumbildung und Detektion durch die Sonde,
wurde automatisiert eine 10 %ige Losung eines Antischaummittels (AF204) zugegeben. Wéh-
rend des gesamten Prozesses wurde die Sauerstoffsiattigung tiber 40 % gehalten. Der Sauerstoff-
eintrag wurde zuniichst durch eine schrittweise Steigerung der Riihrerdrehzahl (50 min™') bis auf
1000 min™! erhéht. Nach Erreichen der maximalen Riihrerdrehzahl wurde die Begasungsrate in
Schritten von 5 L min™' gesteigert, um die Sauerstoffsittigung von iiber 40 % zu erhalten. Durch
Erhéhen des Reaktorkopfdruckes wurde die Sauerstoffsattigung zusédtzlich erhéht. Die Zufuhr
der Zulaufmedien wurde gravimetrisch bestimmt, die Volumenénderung im Reaktor konnte so

nachtréglich ermittelt werden.

Der Prozess begann mit einer Satzphase und nach Verbrauch des Satzsubstrates (4 gL~ Glyce-
rin), wurde die exponentielle Zulaufphase mit einer eingestellten Wachstumsrate von pggy 0,1 h™!
eingeleitet. Wahrend der exponentiellen Zulaufphase wurden die Zulaufmedien 1 und 2 (siehe
Tabelle 4.3) dem Reaktor zugefiihrt. Fiir die darauffolgende Zulaufphase wurde das Zulaufmedi-
um 3 angeschlossen und mit einer volumetrisch konstanten Zulaufrate von 0,2 gaiy gprm ! bt
in den Reaktor gepumpt. Zu Beginn der konstanten Zulaufphase wurden 0,3 mM IPTG sowie
die anfanglichen Mengen der Zusédtze CaCly, MgSO,4, FeSO4 und Thiamin zugegeben.

4.4 Parallelisierte Kurzzeitanalysen im Zulaufverfahren

Zur Durchfiihrung parallelisierter Kurzzeitanalysen im Zulaufverfahren wurde das in Tabelle A .4
spezifizierte Vierfach-Parallelbioreaktorsystem verwendet. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung
4.2 gezeigt. Das Reaktorsystem verfiigt iiber vier parallele 1 L-Riihrkesselreaktoren aus Glas
mit jeweils zwei Seitenarmen, die durch Schraubverschliisse und Septen verschlossen und durch
die bei Bedarf mit Spritzen und Kaniilen Zugaben erfolgen kénnen. Fiir die Temperierung sind
die Reaktorgeféfie in einen elektrischen Heiz- und Kiihlblock eingebettet. Die Rithrwelle wird
durch einen Elektromotor betrieben, der am Deckel des Reaktors befestigt wird. An der Riihr-
welle sind jeweils 2 Sechsblatt-Scheibenblattrithrer zur Dispersion von Gasblasen befestigt. Uber

Durchfithrungen am Reaktordeckel werden zudem Sonden zur Messung von pH, Temperatur
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und der Gelostsauerstoffkonzentration sowie zur Detektion von Schaumbildung in den Reaktor
eingelassen. In weitere Offnungen erfolgt der Einbau des Begasungsrohrs, des Riickflusskiihlers
und des speziell nach Hiller et al. (2007a) angefertigten Probenahmesystems. Fiir die Zufithrung
von Saure, Base, Zulaufmedium und Antischaum stehen pro Reaktor vier Schlauchpumpen zur
Verfiigung. Die Zugabe erfolgt iiber Luerlock-Anschliisse am Deckel der Reaktoren. Die Gasver-
sorgung erfolgt durch vier separate Gasmischstationen mit sauerstoffangereicherter Druckluft.
Vier Feinwaagen, die jeweils unterhalb des Reaktorsystems positioniert sind (nicht abgebildet),
ermoglichen die gravimetrische Verfolgung der Zulaufzufuhr. Die Systemsteuerung, Regelung
und Dokumentation erfolgt mithilfe der DASGIP Control Software.

Abbildung 4.2: Versuchsaufbau des Vierfach-Parallelbioreaktorsystems zur Durchfithrung von Kurzzeit-
analysen. 1: 1 L-Riithrkesselreaktor, 2: Heizblock, 3: Pumpeneinheit mit jeweils vier Schlauchpumpen zur
Forderung von Saure, Base, Zulaufmedium und Antischaummittel, 4: Kontrolleinheit fiir Riihrerdrehzahl
und Temperatur, 5: Kontrolleinheit fir pH und Gelostsauerstoffkonzentration, 6: Gasmischstationen, 7:
Monitor des Prozesscomputers.
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Die Sonden wurden vor dem Einbau bei pH 7,0 und pH 4,0 kalibriert. Anschliefend wurden die
Reaktoren zusammengebaut und mit 400 mL Medium ohne Kohlenstoffquelle und Kanamycin
befillt. 0,3 mM IPTG und 0,1 % (v/v) Antischaumlésung wurden zusétzlich in die Reaktoren ge-
geben. Nachdem die Kultivierungstemperatur von 37 °C im Medium der Reaktoren erreicht war,
wurde der pH auf 7 eingestellt. Anschlieflend erfolgte die Kalibrierung der Sonden fiir die Gelost-
sauerstoffkonzentrationsmessung und der Abgasanalytikeinheiten durch Begasung mit Druckluft
und Stickstoff. Fiir die Dauer der Kurzzeitanalyse wurden die Reaktoren mit einer Begasung von
240 L h! (mit 40 - 50 % Sauerstoff angereicherter Druckluft) und einer Riihrerdrehzahl von 1200
min ! betrieben.

Zur Durchfithrung der parallelisierten Kurzzeitanalysen wurde die Methodik des schnellen Medi-
enwechsels angewendet (Link et al., 2010; Weiner et al., 2016). Hierfiir wurde zu einem interessan-
ten Prozesszeitpunkt wéhrend der Kultivierung im 15 L-Zulaufverfahren, 3,6 L Zellsuspension
iiber das Bodenventil entnommen. Die Zellsupension wurde zentrifugiert (37 °C, 3500 g, 7,5
min) und das Zellpellet in 400 mL frischem, vortemperiertem Medium ohne Kohlenstoffquel-
len resuspendiert. Anschliefend wurde die Zellsuspension in gleichen volumetrischen Anteilen
in die vier vorbereiteten Analysenreaktoren tiberfithrt und die 21-miniitige Kurzzeitanalyse im
Zulaufbetrieb gestartet. Die Zufuhr von Substratlosungen erfolgte iiber dreistufige Zulaufprofile.
Die Zulaufraten wurden jeweils nach 9 min und 15 min Analysezeit erhoht. Eine schematische
Darstellung des Zulaufprofils ist in Abbildung 4.3 gezeigt. Die verwendeten Substratlésungen
und Zulaufraten der Kurzzeitanalysen mit E. coli NT1259 shiAc, und E. coli NT1446 sind den

Tabellen 4.4 und 4.5 zu entnehmen.

Tabelle 4.4: Zulaufmedien und -raten in den vier Analysenreaktoren mit den Substraten Glycerin (Glyc),
Glucose (Gluc), Glycerin und Shikimat (Glyc & Shik) sowie Glucose und Shikimat (Gluc & Shik) wéhrend
der parallelisierten Kurzzeitanalyse im Zulaufbetrieb mit E. coli NT1259 shiA cg.

Zulaufsubstrate Glyc Gluc Glyc & Shik  Gluc & Shik
Konz. Hauptsubstrat, gL =} 100 80 100 80
Konz. Shikimat, gL ™! - - 12 9
Zulaufstufe 1, mLh~! 22 24 22 24
Zulaufstufe 2, mLh~! 44 45 44 45
Zulaufstufe 3, mLh~! 66 66 66 66

Tabelle 4.5: Zulaufmedien und -raten in den vier Analysenreaktoren mit den Substraten Glycerin (Glyc),
Glucose (Gluc), Pyruvat (Pyr) und Succinat (Suc) wéihrend der parallelisierten Kurzzeitanalyse im Zu-
laufbetrieb mit E. coli NT1446.

Zulaufsubstrate Glyc Gluc Pyr Suc
Konzentration, g L.~! 87 63 90 79
Zulaufstufe 1, mLh~! 32 29 30 32
Zulaufstufe 2, mLh~! 64 58 59 63

Zulaufstufe 3, mLh~! 97 88 89 95
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Fiir die Analyse mit E. coli NT1259 shiAc, wurden die Substrate Glycerin, Glucose, Glycerin
und Shikimat sowie Glucose und Shikimat zur Auslenkung des Stoffwechsels verwendet. Die
Substrate Glycerin, Glucose, Pyruvat und Succinat wurden in der Kurzzeitanalyse mit E. coli
NT1446 eingesetzt. Aus jedem Reaktor wurden nach 1 min, 9 min, 15 min und 21 min Proben
zur Quantifizierung extrazelluldrer Metabolite entnommen. Nach 8 min, 14 min und 20 min
erfolgten jeweils Probenahmen zur Quantifizierung intrazelluldrer Metabolite. Die Probenahme
und -behandlung sind in Kapitel 4.6 beschrieben. Die Zeitpunkte der Probenahmen sind in
Abbildung 4.3 gekennzeichnet.

Substratzulaufrate, mL h-!

0 5 10 15 20
Zeit, min

Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des Zulaufprofils der Substratlésungen wahrend der meta-
bolischen Kurzzeitanalysen im Zulaufbetrieb. Kennzeichnung der Probenahmezeitpunkte zur Analyse
extrazelluldrer Metabolite (E1 - E4) in grau, Probenahmezeitpunkte zur Analyse intrazelluldrer Meta-
bolite (I1 - I3) sind in Schwarz markiert.

4.5 Gewinnung von Uniform-?*C-markiertem Zellextrakt

Die Herstellung eines U-3C-markierten Zellextrakts zur Verwendung als internem Standard fiir
die Quantifizierung intrazelluldrer Metabolite, erfolgte geméafi der von Weiner et al. (2015) be-
schriebenen Vorgehensweise. Hierfiir werden sequenzielle Kultivierungen im Schiittelkolben, in
einem Reaktor des Vierfach-Parallelbioreaktorsystems und abschlieend im 48fach-Parallelbio-
reaktorsystem durchgefithrt. Das 48fach-Parallelbioreaktorsystem ist in Tabelle A.5 im Anhang
spezifiziert.

Zunéachst wurde der Reaktor des Vierfach-Parallelbioreaktorsystems zusammengebaut und be-
fiilllt mit VE-Wasser autoklaviert (121 °C, 20 min). Unter aseptischen Bedingungen wurde das
VE-Wasser gegen steriles Minimalmedium ausgetauscht. Die Zulaufleitungen fiir die Zufiihrung
von Saure, Base und Antischaummittel wurden vor Anschluss des Reaktors chemisch mit 70 %
Ethanol, 2 M NaOH und sterilem VE-Wasser desinfiziert.

Der Prozessschritt im 48fach-Parallelbioreaktorsystem fand unter unsterilen Bedingungen statt.
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Das Betriebsvolumen der Einwegreaktoren liegt zwischen 8 und 16 mL. Die Temperierung wird
durch einen elektrisch betriebenen Temperierblock, in den die Einwegreaktoren eingesetzt wer-
den, gewihrleistet. Uber den Deckel des Reaktorblocks werden, befestigt an einer Hohlachse, die
magnetisch betriebenen Riihrer in die Reaktoren eingefiihrt. Der Gaseintrag erfolgt durch die
Rihrwelle. Die pH-Korrektur wurde durch den Pipettierroboter mit 21 % H3PO,4 und 2 M NaOH
durchgefiihrt. Am Boden der Reaktoren sind chemische Sensoren zur Messung des pH und der
Gelostsauerstoffkonzentration angebracht. Die optischen Messsignale werden durch Sensorriegel
unterhalb der Reaktoren ausgelesen und mit der Software Fedbatch XP 1.0.213 verarbeitet.

Zur Kultivierung im Schiittelkolben und im 1 L-Bioreaktor wurde Minimalmedium (siehe Tabelle
4.2) verwendet. Im 48fach-Parallelbioreaktorsystem wurde zur Reduktion der Salzkonzentration
ein Kalium-Phosphat-Puffer mit pH 7 verwendet. In allen Prozessschritten wurde ausschlie3-
lich U-'3C-markierte Glucose als Kohlenstoffquelle eingesetzt. Die 330 g L' U-13C-Glucoselésung

wurde autoklaviert und jeweils unmittelbar vor Inokulation in die Reaktionssysteme zugegeben.

Begonnen wurde das Prozedere mit der Inokulation von zwei 500 mL-Schiittelkolben mit je 100
mL Minimalmedium und 5gL" U-'3C-Glucose mit E. coli NT1259. Die Inkubation erfolgte
fiir etwa 14 h bei 37 °C und 250 min!. Der Verbrauch der U-'3C-Glucose wurde mittels ei-
nes Blutzuckermessgerites tiberpriift und anschliefend die Zellsuspension zunéchst zentrifugiert
(10 min, 3200 g) und die Zellen in sterilem PBS resuspendiert. Die Resuspension wurde unter
sterilen Bedingungen auf Spritzen aufgezogen und in den mit 500 mL Minimalmedium befiill-
ten Reaktor des Vierfach-Parallelbioreaktorsystem iiberfiihrt. Die U-'3C-Glucose-Konzentration
im Medium des 1 L-Riihrkesselreaktors betrug 7 g L. Die Satzkultivierung dauerte an, bis das
Substrat vollstdndig aufgebraucht war. Die Sauerstoffkonzentration wurde durch Anpassung der
Riihrerdrehzahl bei minimal 40 % Luftsittigung gehalten. Anschliefend wurde die Zellsuspen-
sion entnommen und erneut zentrifugiert (10 min, 3200 g). Auf Sterilitit wurde ab diesem
Prozessschritt nicht mehr geachtet. Die Zellen wurden in Kalium-Phosphat-Puffer resuspendiert
und gleichméfig auf acht Reaktoren des Vierfach-Parallelbioreaktorsystems aufgeteilt. Diese wa-
ren bereits mit 10 mL Kalium-Phosphat-Puffer (pH 7) und 0,1 % Antischaumlésung befiillt,
auBerdem wurden 200 uL U-'3C-Glucose zugegeben. Das Medium wurde mit 30 %igem Sauer-
stoff (4,8 L h™!) begast, die Riihrerdrehzahl war dauerhaft auf 2800 min' eingestellt und die
Temperatur wurde auf 37 °C geregelt. Der pH wurde durch Zugabe von Saure (12,5 % (v/v)
ortho-Phosphorsédure) und Base (2 M NaOH) auf 7 geregelt. Bei vollstandigem Verbrauch der
U-13C-Glucose wurde der Inhalt jeweils eines Einwegreaktores in ein Probengefifl mit auf 95°C
vortemperiertem Triethanolamin (TEA)-Extraktionspuffer (30 mM TEA, pH 7,5) iberfithrt und
fiir 5 min in einem Wasserbad bei 95 °C inkubiert. Unmittelbar nach der Entnahme wurden die
Probengefifie mit der extrahierten Losung auf Eis abgekiihlt und anschliefend fiir 20 min bei
4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde aliquotiert, fiir 36 h gefriergetrocknet und in hoch-
reinem Wasser resuspendiert. Uber Standardaddition wurden die Metabolitkonzentrationen in
der Extraktlosung mit der in Kapitel 4.7.6 beschriebenen massenspektrometrischen Methode

ermittelt.
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4.6 Probennahme und -aufarbeitung

Proben aus dem 15 L-Zulaufprozess und den Analysenreaktoren der parallelisierten Kurzzeit-
analysen wurden tiber das Probenahmesystem nach Hiller et al. (2007a) entnommen. Aus Schiit-
telkolben erfolgte die Probenahme unter aseptischen Bedingungen mit der Pipette. Alle Proben

wurden auf Eis gelagert.

4.6.1 Probenbehandlung zur Analyse extrazellularer Metabolite

Die Probenahme erfolgte durch die nach Hiller et al. (2007a) angefertigten Probenahmerohre
(Druck 0,7 bar). Bei der Durchfithrung metabolischer Analysen wurde die Zellsuspension nach
der Entnahme unverziiglich in vorgekiihlte, mit Glasperlen befiillte, 50 mL-Probengefifle iiber-
fihrt und auf Eis gekiihlt. Das entnommene Probenvolumen diente zur Bestimmung der ODggg
und der Biotrockenmassekonzentration. Auflerdem wurden die Proben zur Quantifizierung extra-
zelluldrer Metabolite mittels Flissigkeitschromatographie; ,high performance liquid chromato-
graphy“ (HPLC)-Methoden und zur enzymatischen Analyse der Ammonium- und Methylglyoxal-

Konzentration verwendet.

4.6.2 Probenbehandlung zur Analyse intrazellularer Metabolite

Fiir Probenahmen zur Quantifizierung intrazelluldrer Metabolite wurden Probenahmerohre, die
mit Innenrohren ausgestattet wurden, verwendet (Hiller et al., 2007a). Vor Verwendung wurden
diese mit 22,5 mL Inaktivierungslosung befiillt (30 mM TEA in MeOH/VE 60:40 (v/v)) und in
einem Kryostaten auf -70 °C gekiihlt. Unmittelbar vor der Entnahme der Probe wurde mittels
einer Vakuumpumpe ein Unterdruck von 0,15 bar in den Rohren erzeugt. Bei Kopplung an den
Reaktor wurden die Zellen durch Bohrlécher in den Innenrohren fein in der Inaktivierungslésung
dispergiert und somit der Stoffwechsel im Moment der Entnahme gestoppt. Die Mischung aus ent-
zogener Probe und Inaktivierungslésung wurde unmittelbar in vorgekiihlte 50 mL-Probengeféfie
tiberfithrt und bei -50 °C kurzzeitig gelagert. Nach Ablauf der Analysenzeit (21 min) wurde je
1 mL Probe in 2 mL Extraktionspuffer (30 mM Triethanolamin, pH 7, 95 °C) gegeben und die
Mischung fiir 5 min bei 95 °C extrahiert. Die Extraktion erfolgte im Dreifachansatz. In zwei der
Anséitze wurden jeweils 350 pL U-13C-Zellextrakt in unterschiedlicher Verdiinnung (unverdiinnt
und 1:9 (v/v) verdiinnt) zugegeben, dem dritten Ansatz wurde keine Zellextraktlosung hinzuge-
fiigt. Anschlieflend wurden die Proben auf Eis abgekiihlt, abzentrifugiert (20 min, 4 °C, 3200 g)

und der Probeniiberstand bei -80 °C bis zur massenspektrometrischen Analyse aufbewahrt.

4.7 Analytische Methoden

4.7.1 Bestimmung der optischen Dichte und Biotrockenmasse

Zur Uberwachung des Zellwachstums wihrend der Kultivierungen wurde die ODggo in 1 mL-

Kivetten im Dreifachansatz bei 600 nm in einem Einstrahlphotometer bestimmt. Bei Zelldichten
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oberhalb des linearen Messbereichs zwischen 0,050 und 0,300, wurden die Proben entsprechend
mit PBS-Puffer verdiinnt. Als Referenzwert zum Nullabgleich wurde reiner PBS-Puffer verwen-
det.

Die Biotrockenmasse (BTM) wurde ebenfalls von jeder Probe im Dreifachansatz bestimmt. Hier-
zu wurden 2 mL-Reaktionsgefafien verwendet, die zuvor leer bei 80 °C getrocknet und anschlie-
Bend gewogen wurden. In jedes Reaktionsgefdl wurden 2 mL der Zellsuspension pipettiert, der
Feststoff durch Zentrifugation abgetrennt (20 min, 1300 min™') und der Uberstand verworfen.
Nach Trocknung des Zellpellets wurde das Reaktionsgeféfl erneut gewogen und die BTM aus der

Massendifferenz bestimmt.

4.7.2 HPLC-Analytik zur Quantifizierung von Aminosiuren

Aufgrund hoher erreichter L-Tryptophankonzentrationen wurde die Loslichkeit in der Zellsuspen-
sion und im Probeniiberstand teilweise iiberschritten. Um sowohl gelostes als auch prézipitiertes
L-Tryptophan erfassen zu konnen, erfolgte eine Probenbehandlung wie folgt. Nach Entnahme
der Zellsuspension wurde die Probe fiir exakt 10 min auf Eis gekiihlt, anschlieBend wurde 1 mL
Probenvolumen in einem 2 mL-Reaktionsgefif zentrifugiert (19.000 g, 10 min). Der Uberstand
wurde abgenommen und das verbleibende Pellet in einem Gesamtvolumen von 2 mL resuspen-
diert (10 min in einem Vortexer), es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (19.000 g, 10 min).
Der erhaltene Uberstand wurde 1:1 (v/v) fiir die HPLC-Messung verdiinnt. Der nach dem ers-
ten Zentrifugationsschritt erhaltene Probeniiberstand wurde 1:9 (v/v) verdiinnt und ebenfalls
zur Analyse bereitgestellt. Fiir die Probenanalyse der Experimente im Schiittelkolben und der
metabolischen Analyse des Shikimattransporterstammes NT1259 shiA ¢, wurde nur der Proben-
iiberstand analysiert.

Die Quantifizierung erfolgte mit einer HPLC-Anlage mit Fluoreszenzdetektor, bei einer Anre-
gung mit 340 nm und Emission bei 450 nm. Die Anlagenbestandteile sind Tabelle A.8 im Anhang
zu entnehmen. Vor der Probeninjektion durch den Probengeber erfolgte eine Derivatisierung mit
ortho-Phtaldialdehyd (OPA), Mercaptopropionsdure (MCS) und Iodessigsdure (IES), die in 40
mM Bicin-Puffer (pH 10,2) vorlagen. Hierfiir wurden in einem ersten Schritt 10 puL Probe in
ein Zielprobengefafl mit 658 puL einer 0,3 mM MCS-Losung iiberfithrt und durch mehrmaliges
Aufziehen mit der Probennadel vermischt. Es folgte die Zugabe von 20 pL IES-Lésung (3,5
mM) in das Zielprobengefafl und ein weiterer Mischvorgang. Anschliefend wurden 70 uL. OPA-
Loésung (11 mM in Bicin/ MeOH/ MCS 92,8 : 7,1 : 0,1 (v/v/v)) zugegeben und erneut gemischt.
SchlieBllich wurden 20 pL der Lésung im Zielprobengefafl auf eine Gemini-C18-Saule injiziert.
Die chromatografische Trennung erfolgte fiir 43 min bei 40 °C mit einer Flussrate von 1 mL L.
Hierbei wurde ein Gradient aus Laufmittel A (20 mM NaHyPO,4, pH 7,6) und Laufmittel B
(MeOH/ Acetonitril/ VE 45:45:10 (v/v/v)) angewandt. Das Profil des Gradienten ist in Tabelle
A.9 im Anhang dargestellt.
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4.7.3 HPLC-Analytik zur Quantifizierung von Siauren, Alkoholen
und Zuckern

Die extrazellular vorliegenden organischen Sduren, Alkohole und Zucker wurden mittels HPLC-
Methoden quantifiziert. Die hierfiir verwendeten Anlagen sind in den Tabellen A.6 und A.7
spezifiziert. Die Auftrennung der Analytprobenlésung erfolgte mit einem isokratischen Fluss
von 0,6 mL min' 5 mM HSOy fiir 32 min. Die verwendete Aminex HPX-87H Siule (BioRad)
wurde auf 60 °C temperiert. Das Injektionsvolumen betrug 20 uL und die Detektion erfolgte

mittels eines Brechungsindexdetektors bei 950 nm.

4.7.4 Enzymatische Quantifizierung von Ammoniak

Die Quantifizierung der Ammoniumkonzentrationen erfolgte mittels eines Enzymassays der Fir-
ma Boehringer Mannheim (Art.-Nr. 11112732035), geméfl den Herstellerangaben. Allerdings
wurde die Analyse in nur 10 % des angegebenen Volumens in Vertiefungen einer Mikrotiter-
platte durchgefithrt. Die Enzymlosung des Priaparats wurde 1:3 (v/v) mit Triethanolaminpuffer
verdiinnt und fiir die nadh-Lésung wurden die bereitgestellten Tabletten ebenfalls in Trietha-
nolaminpuffer aufgelost. Die Bestimmung des Ammoniakgehalts erfolgte mithilfe einer Verdiin-
nungsreihe der im Préparat enthaltenen Standardlésung. Standards und Leerwerte (VE-Wasser)
wurden doppelt, Probeniiberstdnde wurden einfach gemessen. Die Pipettierschritte sowie die
photometrische Messung bei 340 nm wurden automatisiert durch einen Pipettierroboter mit

integriertem Mikrotiterplatten-Photometer durchgefiihrt.

4.7.5 Enzymatische Quantifizierung von Methylglyoxal

Die Methylglyoxal (mgo)-Konzentrationen wurden mittels eines enzymatischen Assays der Fir-
ma BioVision Inc. (Milpitas, USA) bestimmt. Der Nachweis des mgos erfolgt durch dessen
Umsetzung mittels einer Reihe von Enzymen. Das Endprodukt der enzymatischen Reaktio-
nen, ein reduziertes Chromophor, erzeugt ein stabiles Signal, dessen Absorption mittels eines
Mikrotiterplatten-Photometer bei 450 nm quantifiziert werden kann. Das Signal ist dabei direkt
proportional zur Menge des mgo in den Proben. Vor der Analyse wurden die Proben durch
einen Filter der Porengréfie 0,22 uM sterilfiltriert und eine 1:1 (v/v) Probenverdiinnung in
VE-Wasser hergestellt. Es folgte die Deproteinisierung der Proben durch ein Probenvorberei-
tungspraparat (II) der Firma BioVision Inc. (Milpitas, USA), um Interferenzen der Enzyme
des Assays mit Enzymen der Probeniiberstinde zu vermeiden. Es folgte die Verdiinnung der
Proben, sodass die Konzentrationen im Messbereich von 0,1 bis 0,5 mM lagen. In Abweichung
zur vom Hersteller bereitgestellten Anleitung, wurde der Hintergrundmesswert nicht mit Wasser
und Enzymkomponenten ermittelt, sondern es wurden Probeniiberstand und nur zwei statt drei
Enzymkomponenten zugegeben, um das Ablaufen der Reaktion zu verhindern. Der Grund fiir
diese Vorgehensweise ist die hohe Absorption des Mediums im Wellenldngenbereich der Messung.
Die Standards und Proben wurden jeweils in einer Einzelbestimmung gemessen, dabei wurden

die Probenmesswerte mit den Werten der Hintergrundmessungen korrigiert.
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4.7.6 Massenspektrometrische Analytik zur Quantifizierung
intrazellularer Metabolite

Intrazellulire Metabolitkonzentrationen wurden mit einer Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie; ,ultrahigh performance liquid chromatography“ (UHPLC)-Massenspektrometer (MS)-
Methode quantifiziert. Die Spezifikation der Anlagenbestandteile ist in Tabelle A.10 im Anhang
angegeben. 20 uL der Probe wurden durch den Probengeber (temperiert auf 8 °C) auf die Acquity
HSS T3 Saule injiziiert und bei 40 °C durch einen Gradienten aus Laufmittel A (10 mM Tribu-
tylyamin, 15 mM Essigsdure, 5 % (v/v) Methanol (MeOH)) und Laufmittel B (2-Propanol) fiir
36 min aufgetrennt. Das Pumpenprofil des Laufmittelgradienten ist in Tabelle A.11 aufgefiihrt.
Fir die Herstellung der Laufmittel wurden ausschliefllich Lsemittel hochreiner MS-Qualitat
verwendet, fiir Laufmittel A wurde geméfl den Angaben in Link et al. (2012) vorgegangen. Die
Elektronenspray-lonisation der Probe erfolgte bei Eintritt in den TSQ Vantage Massenspek-
trometer bei einer Spray-Voltage von 2,0 kV und einer Vaporizer-Temperatur von 400 °C. Der
Sheath-Gasdruck betrug 5,0, der Aux-Gasdruck 20,0 und die Kapillare wurde auf 380 °C geheizt.
Die Aufteilung in zwei Messsegmente ermoglichte die Optimierung der S-Lens-Einstellungen fiir
die unterschiedlichen Metabolite. Die Messung erfolgte im Modus zur Detektion negativer lo-
nen. Die Datenaufzeichnung und -auswertung erfolgte mithilfe der Xcalibur 2.2-Software. Zur
Konzentrationsbestimmung wurde ein externer Standard sowie falls der entsprechende Analyt
im eigens hergestellten U-'>C-markierten Zellextrakt enthalten war, zusétzlich durch den U-13C-

markierten internen Standard.

4.8 Computergestiitzte Analyse von
Stoffwechselnetzwerken

Die Abschéitzung der intrazellulidren Stoffflussverteilungen basierte auf der ,, Constraint-Based
Reconstruction and Analysis-Methode* (COBRApy) nach Ebrahim et al. (2013). Die Berechnun-
gen erfolgten in Python 3.8.5 und fiir die Anwendung wurde in der webbasierten Jupyter
Notebook-Umgebung gearbeitet. Neben klassischen Flussanalysen (FBA und FVA) wurden der
CycleFreeFlux-Algorithmus von Desouki et al. (2015) und die PyTFA-Methodik von Salvy et
al. (2019) zur thermodynamischen Flussanalyse verwendet. Die Optimierungsprobleme wurden
durch lineare Programmierung beziehungsweise MILP mit dem Gurobi Solver (Version 9.1.1) der
Firma Gurobi Optimization (Houston, USA) gelost. Das verwendete genomweite Modell ¢JO1366
wurde der BIGG-Datenbank entnommen und basierte auf dem E. coli-Stamm K12 MG1655. Es
wurde an die spezifischen Eigenschaften der Stdmme und die vorherrschenden Kultivierungsbe-
dingungen angepasst. Aufgrund der Deletion des L-Tryptophan spaltenden Enzyms TRPAS2
in den verwendeten Stdmmen wurde die entsprechende Reaktion aus dem Modell entfernt. Die
doppelte Anlage der L-Tryptophan bereitstellenden Reaktion der Tryptophan-Synthase (TRPS1)
wurde zur Vermeidung interner Schleifen ebenfalls aus dem Modell entfernt. Auch die Reaktio-
nen des Stoffwechselwegs zum Glycerinabbau unter anaeroben Bedingungen wurden aufgrund
der aeroben Kultivierungsbedingungen mit Nullfliissen versehen. Da fiir die Fructose-6-phosphat-
Aldolase (F6PA) bei Aufnahme von Glycerin (Schurmann & Sprenger, 2001), und fiir die malic
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enzymes (ME1, ME2) bei der Produktion aromatischer Aminoséduren (Weiner et al., 2014b) kei-
ne Aktivitdten festgestellt werden konnten, wurden diese Reaktionen im Modell ebenfalls zu
Null gesetzt. Fiir alle nicht gemessenen Austauschreaktionen wurde ebenfalls ein Wert von Null
angenomimen.

Fiir die Simulationen, basierend auf den Daten, die wiahrend der metabolischen Analyse mit
dem Shikimattransporterstamm NT1259 shid ¢, erhoben wurden, wurden Reaktionen zur Auf-
nahme von Shikimat in die Zelle in das Modell integriert. Fiir Berechnungen mit dem gezielt
genetisch modifizierten Stamm FE. coli NT1446 wurde aufgrund gemessener mgo-Bildungsraten

ein Transportmechanismus zur Abgabe des Metabolits in das Modell integriert.

Fiir alle Abschétzungen wurden die experimentell ermittelten extrazelluliren Raten sowie die
gemessenen intrazelluldren Metabolitkonzentration zur Beschrankung des Losungsraums verwen-
det. Als Kriterium zur Optimierung wurde die Maximierung der Biomassebildung gewéhlt. Um
fiir alle Modelle Losbarkeit zu erreichen, wurden in einigen Féllen die unteren Grenzen der ge-
messenen Nebenproduktbildungsraten herabgesetzt.

Fiir eine effiziente Entfernung von Schleifen aus den Lésungen wurde zunéchst eine Flussvarianz-
analyse mit der CycleFreeFlux-Methodik durchgefiihrt, die berechneten Nullfliisse wurden als
Loésungsraumbeschrankung fiir die Berechnungen mit der pyTFA-Methodik iibernommen. Falls
nach Anwendung des CycleFreeFlux-Algorithmus weiterhin Schleifen auftraten, wurden diese
manuell entfernt.

Fiir die Berechnungen wurden die physikalischen Bedingungen, wie von Kiimmel et al. (2006) be-
schrieben, angenommen. Es erfolgte die Anpassung des extrazellularen pH auf 7, der Ionenstérke
auf 0,15 mM und der Temperatur auf 37 °C. Die Losungsgrenzen fiir berechnete intrazellulére
Metabolitkonzentrationen lagen bei 0,001 mM am unteren Rand und 50 mM am oberen. Das
Varianzkriterium fiir die Flussvarianzanalysen betrug 99 % der optimalen Losung. Der Losungs-
raum wurde weiterhin durch eine Abtastfunktion (OptGpSampler) nach Megchelenbrink et al.
(2014) statistisch untersucht, dabei wurden 10.000 Rechenzyklen durchlaufen.
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Validierung der Methodik zur Abschitzung von
Stoffflussverteilungen

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Modellierung intrazelluldrer Stoffwechselablaufe Me-
thoden der Flussbilanzanalyse und Flussvarianzanalyse eingesetzt. Klassischerweise dienen zur
Schatzung intrazelluldrer Stoffflussverteilungen gemessene extrazellulire Raten wie die der
Produkt- und Nebenproduktbildung, der Substrataufnahme sowie die der Atmung zur Begren-
zung des Losungsraumes. Da thermodynamische Gesetze in diesen Berechnungsmethoden nicht
beriicksichtigt sind, werden auf diese Weise auch Flussverteilungen in den Lésungen mit einge-
schlossen, die der Physiologie und Thermodynamik widersprechen. Eine Weiterentwicklung der
klassischen Flussanalyse ermoglicht die Integration von Metabolomdaten und ermittelt unter
Berticksichtigung thermodynamischer Gesetze Stoffflussverteilungen, Gibbs’sche Reaktionsener-
gien und mogliche Konzentrationsbereiche nicht gemessener intrazelluliarer Metabolite (Salvy
et al., 2019). Da die in dieser Arbeit durchgefiihrten metabolischen Analysen neben Daten zum
extrazelluldren Fluxom auch Informationen zum intrazellularen Metabolom liefern, eignet sich
die TFA grundsétzlich sehr gut zur Abschitzung intrazelluldrer Stoffflussverteilungen fiir diese
Zwecke. Insbesondere, da fiir die Methodik der MCA neben intrazelluldren Stoffflussverteilungen
auch thermodynamische Groflen bekannt sein miissen und diese mit der TFA-Methode innerhalb

eines Optimierungsproblems abgeschétzt werden konnen.

Mit zunehmender Gréfle der verwendeten genomweiten Modelle steigt auch die Wahrschein-
lichkeit fiir das Auftreten metabolischer Schleifen und deren Einschluss in die abgeschétzten
Losungsbereiche. Dies stellt insbesondere in der praktischen Anwendung dieser Methoden eine
grofle Herausforderung dar, da die metabolischen Schleifen biologisch héchst unwahrscheinlich
sind und deshalb fiir eine sinnvolle Ergebnisdarstellung aus den Losungen entfernt werden miis-
sen. Da eine manuelle Beseitigung zeitaufwéandig und unzuverléssig ist, wurden in den letzten
Jahren verschiedene Methoden zur systematischen Entfernung von Schleifen entwickelt. Auch
die TFA soll thermodynamisch nicht sinnvolle Schleifen unterbinden, jedoch zeigte sich in der

praktischen Anwendung, dass dies nicht fiir alle internen Schleifen zuverléssig geschieht.

Im Folgenden soll die Verwendung und Kombination der klassischen Flussbilanz-/ und Fluss-
varianzanalyse, der TFA-Methode sowie der von Desouki et al. (2015) entwickelte Algorithmus
CycleFreeFlux fiir die Abschitzung der Stoffflussverteilungen fiir die Zwecke in dieser Arbeit
evaluiert werden. Im Fokus der Analysen stehen die Effektivitét bei der Auffindung von Schleifen

sowie die Ubereinstimmung der Schéitzungen mit Messwerten.

Fir die Abschitzungen wurde das genomweite E. coli Modell iJO1366 verwendet. Zur Lo-

sungsraumbeschrinkung dienten extrazellulare Raten, die wihrend einer Zulaufkultivierung des
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L-Tryptophanproduktionsstammes N'T1446 mit der Kohlenstoffquelle Glycerin erhoben wurde.

Die vorgegebenen Aufnahme- und Bildungsraten sind in Tabelle 5.1 angegeben.

Tabelle 5.1: Vorgegebene Grenzen (Einheit: mmol ggry! h™t), basierend auf experimentell ermittelten
zellspezifischen Raten wiahrend der Kultivierung von E. coli NT1446 im 15 L-Zulaufverfahren, zur Be-
schrankung des Losungsraumes bei der Abschitzung von Stoffflussverteilungen.

Reaktion minimale Rate maximale Rate
Glycerinaufnahme 2,797 2,874
Tryptophan-Bildung 0,111 0,112
Sauerstoffaufnahme 6,645 6,928
Kohlenstoffdioxidbildung 4,653 4,937

Nebenproduktbildungen traten im betrachteten Prozesszeitraum nicht auf und wurden im Mo-
dell mit Nullfliissen versehen. Des Weiteren wurden zur Anpassung des Modells an den Genotyp
und die aeroben Kultivierungsbedingunen die Reaktionen der Tryptophanase (TRPAS2), der
Malat-Enzyme (ME1 und ME2), sowie die Reaktionen der Dihydroxyaceton Phosphotransferase
(DAHPT) und die der Glycerin-Dehydrogenase (GLYCDx) zu Null gesetzt. Die fiir die L-Trypto-
phanbiosynthese redundante Reaktion der Tryptophan Synthase (TRPS1) wurde ebenfalls aus
dem Modell ausgeschlossen. Es wurden keine weiteren manuellen Anderungen vorgenommen, um
die Leistung der Methoden nicht zu verfdlschen. Die Biomassebildungsfunktion wurde als Ziel-
funktion der Optimierungsprobleme eingesetzt. Fir die TFA wurden insgesamt 32 gemessene
intrazellulire Metabolitkonzentrationsbereiche vorgegeben. Die Temperatur wurde mit 37 °C,
der extrazelluldre pH mit 7 und die Ionenstirke mit 0,15 M festgelegt. Abbildung 5.1 zeigt die
durch verschiedene Methoden der Flussvarianzanalyse erhaltenen Flussbereiche fiir beispielhaft
ausgewahlte Reaktionen des genomweiten Modells. In Tabelle 5.2 sind die angewandten Metho-

den und die verwendeten Abkiirzungen fiir eine bessere Ubersichtlichkeit zusammengefasst.
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Tabelle 5.2: Bei der Evaluation verwendete Methoden zur Schéitzung von Stoffflussverteilungen.

Bezeichnung Methoden Quelle
FBA klassische Flussbilanzanalyse (Hyduke et al., 2011)
(Ebrahim et al., 2013)
FVA klassische Flussvarianzanalyse (Hyduke et al., 2011)
(Ebrahim et al., 2013)
FVA 1 CycleFreeFlux-Algorithmus (Desouki et al., 2015)
TFA thermodynamische Flussbilanzanalyse  (Salvy et al., 2019)
TVA thermodynamische Flussvarianzanalyse (Salvy et al., 2019)
TVA & Met thermodynamische Flussvarianzanalyse (Salvy et al., 2019)

Vorgabe von Metabolitkonzentrationen

FVA 1l & TFA & Met CycleFreeFlux-Algorithmus (Desouki et al., 2015)
Vorgabe der Reaktionsrichtungen
thermodynamische Flussbilanzanalyse  (Salvy et al., 2019)

Vorgabe von Metabolitkonzentrationen

FVA 1l & TVA & Met  CycleFreeFlux-Algorithmus (Desouki et al., 2015)
Vorgabe der Reaktionsrichtungen
thermodynamische Flussvarianzanalyse (Salvy et al., 2019)

Vorgabe von Metabolitkonzentrationen

Fir die FBA ergab sich bei Nutzung der klassischen FVA ein moglicher Flussbereich von
-17,63 mmol ggy L h™! bis -0,18 mmol ggry !t h™!. Bei Substrataufnahmeraten von iiber -3 mmol
ggrm ' h! sind derart negative Werte nicht sinnvoll und miissen die Folge von Schleifen-
bildungen sein. Durch Anwendung des CycleFreeFlux-Algorithmus (FVA 1) konnte der Lo-
sungsbereich der FBA auf -5,52mmol ggry ' h™! bis -0,19mmol ggry ' h™! eingeschrinkt wer-
den. Die Anwendung der thermodynamischen Flussvarianzanalyse (TVA) ohne Vorgabe in-
trazelluldrer Metabolitkonzentrationen fiihrte zu einem theoretisch méglichen Flussbereich
von -17,15mmol ggry ' h™! bis -0,18 mmol ggryr ! h™' und der Lésungsbereich verringerte sich
durch die Vorgabe der intrazelluliren Metabolitkonzentrationen auf -14,18 mmol ggry' h™' bis
-0,18 mmol ggray ' h™'. Durch Kombination der loopless-Flussvarianzanalyse (FVA 1) Methode
mit der TVA, indem die internen und EGC Loops zunéchst mit der FVA 1l identifiziert, die Re-
aktionsrichtungen dann in der berechneten Orientierung fiir die TVA festgelegt und anschlieflend
die Flussverteilungen mittels der TVA abgeschéitzt wurden, erhielt man einen deutlich einge-
schrankten und sinnvollen Losungsbereich von -0,33 mmol gy h™' bis -0,19 mmol ggpy ! h!
fiir den Stofffluss der FBA.
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Abbildung 5.1: Mittels klassischer Flussvarianzanalyse (FVA), loopfreier Flussvarianzanalyse (FVA 11),
thermodynamischer Flussvarianzanalyse (TVA), thermodynamischer Flussvarianzanalyse mit Vorgabe
der gemessenen intrazelluldren Metabolitkonzentrationen (TVA & Met) und thermodynamischer Flussva-
rianzanalyse mit vorheriger Beschriankung der Reaktionsrichtungen durch die loopfreie FVA und Vorgabe
der gemessenen intrazelluliaren Metabolitkonzentrationen (FVA 11 & TVA & Met) geschéitzte Losungsbe-
reiche (Einheit: mmol ggryt h™t) fiir die Reaktionen Fructose-1,6-Bisphosphat-Aldolase (FBA), Transke-
tolase 1 (TKT1), Fumarase (FUM) und 3-Deoxy-D-Arabino-Heptulosonat-7-Phosphat-Synthase (DDPA).

Fiir die Reaktion der TKT1 im Pentosephosphatweg wurden mit der klassischen FVA, der TVA
und TVA mit Vorgabe von Metabolomdaten (TVA & Met) mogliche positive und negative Lo-
sungsbereiche berechnet. Durch die Verwendung des CycleFreeFlux-Algorithmus konnten die
Losungsbereiche der FVA 1l und der kombinierten Methode (FVA 11 & TVA & Met) auf einen
Bereich von 0 mmol ggry ! h™! bis 0,14 mmol ggran ' h™! eingeschriankt werden.

Fir die dem Citratzyklus angehorende Reaktion der FUM wurden mit den Methoden FVA,
TVA sowie der TVA & Met-Methode sehr hohe Stofffliisse von bis iiber 35 mmol gy ! h™t
berechnet. Erst durch die Anwendung der FVA 1l wurde ein sinnvoller Stoffflussbereich von
0,26 mmol ggry ' h™! bis 6,19 mmol ggry ' h™! ermittelt, der durch die FVA 11 & TVA & Met-
Methode weiter auf 1,34 mmol ggryv ™ h! bis 1.55 mmol ggry ! h™! eingeschrinkt wurde.

Fiir die Reaktion der DDPA ergaben sich mit der FVA und FVA 1l geringfiigig grofiere Stoff-
flussbereiche als mit den TVA-basierten Methoden ermittelt wurden. Durch die Vorgabe der
L-Tryptophanbildungsrate und der Linearitat dieses Stoffwechselwegs ist die Varianz der Fluss-
verteilung in der Chorismatbiosynthese fiir alle Berechnungsmethoden nur sehr gering.
Abbildung 5.2 gibt einen Uberblick iiber die Anzahl an aktiven Reaktionen und Reaktionsrich-

tungen des gesamten Modells bei Verwendung der verschiedenen Methoden.
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Abbildung 5.2: Anzahl an aktiven Reaktionen und Reaktionsrichungen bei der Abschétzung von Stoff-
flussverteilungen mit den Methoden klassischer Flussvarianzanalyse (FVA), loopfreier Flussvarianzanaly-
se (FVA 11), thermodynamischer Flussvarianzanalyse (TVA), thermodynamischer Flussvarianzanalyse mit
Vorgabe der gemessenen intrazelluliaren Metabolitkonzentrationen (TVA & Met) und thermodynamischer
Flussvarianzanalyse mit vorheriger Beschrénkung der Reaktionsrichtungen durch die loopfreie FVA und
Vorgabe der gemessenen intrazelluldren Metabolitkonzentrationen (FVA 11 & TVA & Met).

Fir die klassische FVA ergaben sich insgesamt 1607 aktive Reaktionen mit 2098 aktiven Re-
aktionsrichtungen. Durch Anwendung des CycleFreeFlux-Algorithmus (FVA 1) reduzierte sich
die Anzahl aller aktiven Reaktionen auf 831 und die Anzahl der aktiven Reaktionsrichtungen
auf 1284. Fiir die reine TVA-Methodik betrug die Anzahl aktiver Reaktionen 1262 und die der
aktiven Reaktionsrichtungen 1721. Durch Vorgabe der Metabolitkonzentrationen (TVA & Met)
verringerte sich die Anzahl der Reaktionen um 14 und die der Reaktionsrichtungen um zehn.
Durch die FVA 1l & TVA & Met-Methode wurde die Anzahl der Reaktionen deutlich auf 664
und die Anzahl der aktiven Reaktionsrichtungen auf 1150 reduziert. Damit waren im Vergleich
zur klassischen FVA nur noch etwa 41% der Reaktionen und 54% der Reaktionsrichtungen aktiv.
Insbesondere die Anwendung des CycleFreeAlgorithmus fithrte zur deutlichen Reduktion der

aktiven Reaktionen und Reaktionsrichtungen.

Fir weitere Betrachtungen wurde der Vergleich der klassischen FVA- und der kombinierten
Methode FVA 11 & TVA & Met fokussiert. Fiir die Teilbereiche des im Modell abgebildeten
Metabolismus sollte der Einfluss der gewahlten Methode auf die Losungswerte der Flussbilanz-
analysen (FBA beziehungsweise FVA 11 & TFA & Met) und die durch die Flussvarianzanalysen
(FVA beziehungsweise FVA 11 & TVA & Met) ermittelten ,,Losungsspannen® erfasst werden. Die
Losungsspanne bezeichnet hierbei die Differenz des héchsten und niedrigsten Wert, der durch
die Methoden der Flussvarianzanalysen ermittelt wurde. Hierfiir wurden alle Reaktionen des
verwendeten Modells 1JO1366, die bereits in Subsystemen organisiert sind, den acht Teilberei-
chen Kohlenstoffmetabolismus, Energie- und Erhaltungsstoffwechsel, Aminosduremetabolismus,
Cofaktor- und Vitaminsynthese, Lipidstoffwechsel, Nukleotidmetabolismus, Zellwandbiosynthe-

se und Transport zugeordnet.
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Abbildung 5.3 zeigt im Vergleich die Ergebnisse fiir die Teilbereiche des Kohlenstoffmetabolis-
mus, Energie- und Erhaltungsstoffwechsels und des Aminosduremetabolismus fiir die Methoden
FVA und FVA 11 & TVA & Met sowie fiir die Ergebnisse der FBA beziehungsweise der FVA 11
& TFA & Met-Methodik.

Dem Teilbereich des Kohlenstoffmetabolismus sind insgesamt 268 Reaktionen zugeordnet. Die
Mehrheit der FBA-Lésungen aus diesem Bereich konzentrierten sich nahe 0 mmol ggra ! h™t, ins-
gesamt erstreckten sich die FBA-Losungen jedoch iiber einen Bereich von -1.5mmol ggry* h!
bis 1.5 mmol ggy ! h!. Fiir einzelne Reaktionen der Subsysteme Glykolyse/ Gluconeogenese
und alternativer Kohlenstoffmetabolismus wurden auch FBA-Lésungen von unter -1,5mmol

gBTM'1 h™' und iiber 1,5 mmol gBTM'l h'! berechnet.

Ein Grofiteil der durch die klassische FVA ermittelten Loésungsspannen lag zwischen 0 mmol
gery ' h™! und 100 mmol ggra ht, wobei fiir einen erheblichen Teil der Reaktionen, insbeson-
dere aus dem Citratzyklus, der Glykolyse/ Gluconeogenese, dem alternativen Kohlenstoffmetabo-
lismus und dem Pyruvatmetabolismus, Losungspannen von iiber 10 mmol gga h™ abgeschétzt
wurden, was auf Schleifenbildungen in diesen Stoffwechselwegen hindeutet. Fiir einzelne Reak-
tionen dieser Subsysteme wurden Losungsspannen von bis zu 1000 mmol gy h™' ermittelt.
Dieser Wert entspricht dem durch das Modell vorgegebenen Maximum fiir eine Reaktionsrich-
tung. Durch die Verwendung der kombinierten FVA 1l & TFA & Met-Methodik riickten die
Losungen in den Bereich von -1,25 mmol ggry ! h™! bis 2,25 mmol ggyv* h!. Lediglich fiir die
GLYK ergab sich eine Rate von iiber 2,5 mmol gBTM'1 h', da diese durch die gemessene Gly-
cerinaufnahmerate indirekt vorgegeben war. Die Losungsspannen konnten fiir alle Reaktionen
gesenkt werden, sodass keine Spanne von iiber 10 mmol gBTM'l ht ausgegeben wurde. Fiir den
Grofiteil der Reaktionen wurden mit der kombinierten FVA 11 & TVA & Met-Methodik Losungs-
spannen zwischen 0 mmol ggry ! h™! und 1,0 mmol ggy ! h™! abgeschitzt.

Gerade in diesen zentralen Bereichen des Kohlenstoffmetabolismus besitzt die Zelle viele red-
undante und stark verzweigte Stoffwechselwege, um auf gednderte Umwelteinfliisse reagieren
zu kénnen. Dies fithrt bei Nutzung der FVA héaufig zur Schleifenbildung und damit einherge-
henden groflen Losungsspannen. Durch die Verwendung der kombinierten Methodik, in der der
CycleFreeFlux-Algorithmus sowie thermodynamische Gesetze und Metabolitkonzentrationen
zur Beschrankung des Losungsraumes eingesetzt wurden, konnten hohe Losungsspannen deut-

lich auf sinnvolle Werte von unter 10 mmol ggry ! h™' reduziert werden.

Fiir den Teilbereich Energiemetabolismus wurden mit der klassischen FBA-Methode vorwie-
gend Werte nahe 0 mmol ggryy ' h™! ermittelt. Fiir zentrale Reaktionen der oxidativen Phospho-
rylierung wie die atp-Synthase (ATPS4rpp), einzelne nadh-Dehydrogenasen (NADH10) oder
nad-Transhydrogenasen ergaben sich Stofffliisse von iiber 5 mmol ggra! h™'. Ein negativer Wert
wurde nur fir die Reaktion der Polyphosphat-Kinase (PPKr) ermittelt. Die Losungsspannen
fir die meisten Reaktionen lagen zwischen 1 mmol gty h™t und 50 mmol ggra ht. Nur fiir
die Polyphosphat-Kinase (PPKr) war die Lésungsspanne groBer als 1000 mmol ggryt h™l. Bei
der Verwendung der kombinierten FVA 1l & TFA & Met-Methodik wurden Stofffliisse von bis
9 mmol gBTM'l h'! fiir einzelne Reaktionen der oxidativen Phosphorylierung ermittelt. Im Ver-

gleich zur FVA ging die Anzahl der aktiven Reaktionen zuriick und die Lésungsspannen konnten
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auf unter 10 mmol ggy ! h™! beschriinkt werden. Der Stofffluss der Polyphosphat-Kinase (PPKr)
wurde durch den CycleFreeFlux-Algorithmus als interne Schleife erkannt und bei Verwendung

der kombinierten Methode zu null gesetzt.

Im Teilbereich des Aminosédurestoffwechsels wurden die Losungen durch die Art der Metho-
dik kaum beeinflusst. Fiir die dem Histidinmetabolismus angehorige Reaktion PRPPS, wur-
de mit der FBA ein negativer Stofffluss von -0,99 mmol ggry'h' und mit der FVA eine
hohe Losungsspanne von 1017 mmol ggry ' h'! abgeschitzt. Durch die kombinierte Methodik
wurde hierin ein EGC identifiziert und sowohl die TFA-Losung als auch die Flussspanne auf
0,17mmol ggra ' h'! herabgesetzt. Wihrend mit der klassischen FVA-Methodik die Mehrzahl
der Losungsspannen oberhalb von 1 mmol ggry ! h™! lagen, wurden fiir die kombinierte FVA 11 &
TVA & Met-Methodik keine Losungsspannen grofer als 1 mmol ggry ! h™' abgeschitzt. Fiir alle
Subsysteme konnten die Losungsspannen durch Verwendung der kombinierten Methode deutlich

verringert werden.
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Abbildung 5.3: Losungen der FBA-Methodik (FBA: X-Achse, links) und der FVA 1l & TFA & Met-
Methode (TFA: X-Achse, rechts) sowie die Losungsspannen der klassischen FVA (FVA: Y-Achse, links)
und der FVA 11 & TVA & Met-Methode (TVA: Y-Achse, rechts) fiir die Reaktionen des Kohlenstoffmetabo-
lismuns (KM) mit den Subsystemen alternativer Kohlenstoffmetabolismus (Alt. Kohlenstoff) Citratzyklus
(TCA), Glykolyse/Gluconeogenese (Glyk/ Gluc), Glyoxylat-Metabolismus (Glyoxylat), Pentosephosphat-
weg (PPP) und Pyruvatmetabolismus (Pyr), des Energiemetabolismus (EM) mit den Subsystemen ana-
plerotische Reaktionen, Stickstoffmetabolismus (Stickstoff) und oxidative Phosphorylierung, sowie des
Aminosdurenmetabolismus (AAM) mit den Subsystemen der Stoffwechselwege von Alanin und Aspartat
(Ala & Asp), Arginin und Prolin (Arg & Pro), Cystein (Cys), Glutamat (Glu), Glycerin und Serin (Gly
& Ser), Histidin (His), Methionin (Met), Threonin und Lysin (Thr & Lys), Tyrosin, Tryptophan und
Phenylalanin (Tyr, Trp & Phe) und Valin, Leucin und Isoleucin (Val, Leu & Ile).
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Die geschétzten Stoffflussverteilungen sollen die intrazelluldren metabolischen Vorgénge mog-
lichst realitdtsnah abbilden. Hierfiir miissen nicht nur biologisch und thermodynamisch nicht
sinnvolle Schleifen aus den erhaltenen Losungen entfernt werden, sondern die Schétzungen soll-
ten auch moglichst gut mit den Messungen {ibereinstimmen. Zudem wird die Modellprézision
durch die Wahl der Zielfunktion beeinflusst. In den meisten Fallen wird die Maximierung der
Biomassebildung als Zielfunktion zur Losung der Gleichungssysteme gewéahlt. Alternativ kann
auch die Minimierung der atp-Bildung zur Optimierung verwendet werden. Da allerdings fiir kei-
nes der Modelle mit der FVA 11 & TVA & Met-Methode und den in diesem Projekt erhobenen
Messdaten bei Minimierung der atp-Bildung Konvergenz erreicht wurde, wurde die Maximie-
rung der Biomassebildung fiir alle Modellierungen als Zielfunktion eingesetzt. Die Validierung
der Modellschidtzungen kann anhand nicht genutzter Messgréflen erfolgen. Abbildung 5.4 zeigt
die gemessenen und mit der FVA 11 & TVA & Met-Methode unter Maximierung der Biomas-
sebildung geschétzten Raten fiir die Sauerstoffaufnahme, die Kohlenstoffdioxidbildung und das

Wachstum im Vergleich bei Vorgabe der gemessenen Atmungsraten und ohne deren Vorgabe.
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Abbildung 5.4: Gemessene und mit der FVAILl & TVA & Met-Methode geschétzte Sauer-
stoffaufnahmeraten (qOUR, Einheit: mmol ggryt h™t), Kohlenstoffdioxidbildungsraten (qCER, Ein-
heit: mmol ggy ! h™') und Wachstumsraten (Einheit: h'') bei Vorgabe der gemessenen Atmungsraten
(mit Atmung) und ohne die Vorgabe der gemessenen Atmungsraten (ohne Atmung) im Vergleich. Feh-
lerbalken mit Abschlusslinie zeigen Standardabweichungen der gemessenen Raten, Fehlerbalken ohne
Abschlusslinie geben den minimalen und maximalen Wert fiir die geschétzte Rate an. Sterne markieren
vorgegebene Raten.

Der Vergleich von gemessenen und ohne Beriicksichtigung der Atmungsraten geschétzten Stoff-
fliisse zeigt, dass die geschétzten Losungsbereiche der Atmungsraten und der Wachstumsrate
nicht gut mit den realen Werten iibereinstimmen. Die geschétzte Sauerstoffaufnahmerate er-
reichte nur etwa 43 % des gemessenen Wertes, fur die Kohlenstoffdioxidbildungsrate wurden nur
etwa 34 % des gemessenen Wertes theoretisch ermittelt. Die gemessene Wachstumsrate wurde in
diesem Fall um das 5,6-fache tiberschéitzt. Durch Nutzung der Atmungsraten als Randbedingun-
gen fiir die Flussanalysen wurde eine bessere Ubereinstimmung der Wachstumsraten gefunden,
aber auch in diesem Fall lag die geschitzte Wachstumsrate noch um das 2,6-fache héher als die

gemessene.
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Diskussion

Die Evaluierung der Methoden in Hinblick auf eine effiziente Bereinigung der Stoffflussverteilun-
gen von Schleifen und thermodynamisch widerspriichlichen Aktivitdten zeigte, dass dies mithilfe
der kombinierten FVA 11 & TVA & Met-Methode effizient und umfassend moglich ist. Insge-
samt konnte die Anzahl aktiver Reaktionen im Vergleich zur klassischen FVA um 41 % und
die Anzahl der Reaktionsrichtungen um 54 % verringert werden. Die Effekte wurden anhand
signifikant reduzierter berechneter Stoffflussbereiche der Reaktionen im Modell ersichtlich. Die
Betrachtung ganzer Teilbereiche des Modellmetabolismus zeigte eine deutliche Reduktion der
Losungsspannen fiir einen Grofiteil der Stofffliisse bei Verwendung der kombinierten FVA 11 &
TVA & Met-Methodik im Vergleich zur klassischen FVA. Aufgrund der hohen Effizienz der
kombinierten Methodik (FVA 1l & TVA & Met) beim Ausschluss von internen Schleifen und
thermodynamisch widerspriichlichen Stoffflussverteilungen soll diese Methode in der vorliegen-
den Arbeit verwendet werden.

Da flir die Minimierung der atp-Bildung keine Konvergenz der Optimierungsprobleme bei Ver-
wendung von in diesem Projekt erhobenen Daten erzielt werden konnte, wird fiir diese Arbeiten
die Maximierung der Biomassebildung als Zielfunktion gewéhlt. Fiir substratlimitierte Prozess-
phasen mit E. coli-Zellen wurden von Schuetz et al. (2007) ebenfalls eine bessere Ubereinstim-
mung der gemessenen und geschétzten Raten als bei Minimierung der atp-Bildung beobachtet.
In diesem Fall lag jedoch keine Uberproduktion spezifischer Produkte vor, weshalb kein direkter
Vergleich moglich ist.

Trotz der Nutzung der Atmungsraten als Randbedingungen fiir die Stoffflussabschétzungen wur-
de die gemessene Wachstumsrate um das 2,6-fache iiberschétzt. Mogliche Griinde hierfiir liegen
in der verwendeten Biomassebildungsfunktion des Modells, welche die Menge aller bekannten
zum Wachstum notwendigen Molekiile, deren Zusammensetzung unter bestimmten Bedingungen
ermittelt wurde, beriicksichtigt. Die Komposition der Biomasse ist allerdings stark von verschie-
denen Faktoren wie der Wachstumsphase oder des Genotyps der verwendeten Mikroorganismen
abhéngig und somit nicht fiir alle E. coli-Stdmme gleich (Beck et al., 2018; Volkmer & Hei-
nemann, 2011). Aufgrund dessen ist die Biomassefunktion in genomweiten stéchiometrischen
Modelle eine kritische Komponente (Choi et al., 2022) und Unterschiede in den Biomassezu-
sammensetzungen ein moglicher Grund fiir die starken Abweichungen in den gemessenen und
geschéitzten Wachstumsraten. Zur Anndherung der berechneten Stofffliisse an die gemessenen
Ergebnisse werden die Sauerstoffaufnahme- und Kohlenstoffdioxidbildungsrate zur Losungsraum-

beschrankung mitaufgenommen.



Ergebnisse und Diskussion 75

5.2 Metabolische Analyse der L-Tryptophansynthese
mittels des Shikimattransporterstammes NT1259
Sh’l:ACgl

Die Methodik der metabolischen Analysen basiert auf der Auslenkung des Metabolismus und
der anschliefenden Quantifizierung der provozierten Reaktion von Zellen aus dem Produkti-
onsprozess in Kurzzeitanalysen anhand gemessener intra- sowie extrazellularer Metabolitkon-
zentrationen und Atmungsraten. Die Auslenkung des Stoffwechsels wird durch eine veranderte
Substratzufuhr oder einen Wechsel der Kohlenstoffquelle hervorgerufen. Dabei sind die Art und
Intensitat der erzeugten Auslenkung entscheidend fiir den Nutzen der erzeugten Daten fiir nach-

folgende metabolische Kontrollanalysen.

In der Regel ist die Auswahl an Substraten fiir die Auslenkung des Stoffwechsels auf die natiirli-
chen Kohlenstoffquellen des verwendeten Mikroorganismus begrenzt und zuséatzlich limitiert, da
hohe Aufnahmeraten fiir das verwendete Substrat erreicht werden miissen. Fiir F. coli stehen
daher natiirliche Kohlenstoffquellen wie Glucose, Glycerin, Pyruvat, Succinat, Acetat und Etha-
nol zur Verwendung in metabolischen Analysen zur Verfiigung.

Zwar kann durch die Aufnahme dieser natiirlichen Substrate eine Auslenkung im Bereich der
Aromatenbiosynthese erzielt werden, aber aufgrund der groflen Distanz zu den Eintrittpunkten
natiirlicher Substrate in den Metabolismus, sind die Verdnderungen in den spezifischen Stoff-
wechselwegen abgeschwécht. Aus diesem Grund ist insbesondere die Nahe zum betrachteten
Produktstoffwechselweg bei der Auswahl potenzieller Substrate entscheidend. Die Verwendung
dieser spezifischen Substrate ist jedoch oft aufgrund fehlender natiirlicher Aufnahmesysteme,

solange keine speziellen Transporterstimme zur Verfiigung stehen, nicht realisierbar.

Aufgrund der zentralen Lage in der Chorismatbiosynthese und der Ndhe zum Produkt L-Trypto-
phan ist Shikimat ein vielversprechendes Substrat zur Auslenkung der L-Tryptophanbiosynthese.
Obwohl E. coli ein natives shiA-Gen, codierend fiir ein Shikimat/ HT-Symporter-System trigt,
zeigt es kaum Transportaktivitdt fiir Shikimat (Brown & Doy, 1976; Whipp et al., 1998). Um
dennoch eine Aufnahme des interessanten Intermediates zu erreichen, stellten die Projektpartner
der Universitdt Stuttgart einen modifizierten Stamm zur Verfiigung, in dessen Genom ein zusétz-
liches shiA-Gen aus C. glutamicum (shiAcg) integriert ist (Kubota et al., 2015). Die Expression
des eingebrachten Gens ist durch IPTG induzierbar.

5.2.1 Aufnahme von Shikimat durch Integration eines
shiA cgi-Transportergens

Zum Nachweis der Aufnahme von Shikimat durch den modifizierten Transporterstamm wurden

parallele Kultivierungen des L-Tryptophanproduktionsstammes ohne (F. coli NT1259) und mit

1 Ein Teil der Ergebnisse dieses Ergebniskapitels ist bereits publiziert in: Schoppel K, Trachtmann N, Mittermeier
F, Sprenger GA, Weuster-Botz D (2021): Metabolic control analysis of L-Tryptophan producing Escherichia
coli applying targeted perturbation with shikimate. Bioprocess and Biosystems Engineering 44(12):2591-613.
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integriertem Shikimattransporter (£. coli NT1259 shiAc,) in Schiittelkolben durchgefiihrt. Ab-
bildung 5.5 zeigt die Konzentrationsverldufe der beiden Substrate Glycerin und Shikimat. Zur
Induktion der Produktbildung und Expression des Transportergens wurden 0,3 mM IPTG hin-

zugegeben. Glycerin wurde ebenso wie Shikimat vor Inokulation in die Schiittelkolben vorgelegt.

Die Glycerinkonzentration nahm in beiden Schiittelkolben ab und nach 20 h konnte im Kolben
mit E. coli NT1259 kein zuriickgebliebenes Glycerin nachgewiesen werden, fiir E. coli NT1259
shiA ¢y lag noch eine geringe Glycerinkonzentration von 0,35 g L' vor. Die Shikimatkonzentration
blieb im Verlauf der Kultivierung von E. coli NT1259 konstant, wihrend sie im Schiittelkolben
mit E. coli NT1259 shiA ¢, stetig sank. Zuletzt wurden im Schiittelkolben des Transporterstam-
mes nur 0,07 gL' Shikimat gemessen. Die Optische Dichte, gemessen bei 600 nm (ODgoo), stieg
im Schiittelkolben mit E. coli NT1259 von 1,58 auf 3,70 und die im Schiittelkolben mit FE. coli
NT1259 shiA g, von 2,06 auf 3,80 an.

Parallel durchgefithrte Experimente ohne die Vorlage einer weiteren Kohlenstoffquelle zeigten,
dass beide Stdmme nicht zum Wachstum oder zur L-Tryptophanproduktion mit Shikimat als
alleiniger Kohlenstoffquelle befdhigt sind. In diesem Fall blieb die Shikimatkonzentration auch

im Schiittelkolben des Transporterstammes nahezu konstant.
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Abbildung 5.5: Glycerin- (links) und Shikimatkonzentrationen (rechts) bei Satzkultivierungen von
E. coli NT1259 (NT1259) und E. coli NT1259 shiAc, (NT1259 shiA) in Schiittelkolben mit 100 mL
Minimalmedium. Die Inkubation erfolgte bei 37 °C und 200 min™'.

Durch Integration des shiA-Gens aus C. glutamicum wurde das Substrat Shikimat bei Vorlage
einer zuséitzlichen Kohlenstoffquelle, wie in diesem Fall Glycerin, erfolgreich in die Zellen aufge-
nommen. Die erzielten Aufnahmeraten von etwa 0,26 gsnix ggry ' h™' wurden als ausreichend
hoch fiir metabolische Analysen eingeschétzt. Die Verwendung von Shikimat fiir metabolische
Analysen erfordert die Zugabe weiterer Kohlenstoffquellen. Fiir diese Arbeit wurden die Koh-
lenstoffquellen Glucose und Glycerin zur simultanen Metabolisierung mit Shikimat wéhrend

metabolischer Analysen ausgewéhlt.
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5.2.2 15 L-Zulaufprozess zur L-Tryptophanproduktion

Das Zulaufverfahren zur Kultivierung des Shikimattransporterstammes E. coli NT1259 shiA g,
wich nicht vom standardisierten Verfahren des Produktionsstammes ohne Transporter, welches in
vorherigen Arbeiten etabliert wurde, ab (Trondle et al., 2020; Trondle et al., 2018b). Abbildung

5.6 zeigt den Prozessverlauf anhand gemessener Konzentrationen.
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Abbildung 5.6: 15 L-Zulaufverfahren zur L-Tryptophanproduktion im Riihrkesselreaktor mit E. coli
NT1259 shiAc, mit Glycerin als Kohlenstoffquelle. Konzentrationsverldufe (Einheit: gL™') (A) Biotro-
ckenmasse (BTM) und L-Tryptophan (L-Trp), (B) Glycerin und Ammonium, (C) Acetat, Laktat, Malat,
Succinat und (D) L-Phenylalanin (L-Phe), L-Tyrosin (L-Tyr) und L-Glutamat (L-Glu). Die vertikalen
durchgezogenen Linien markieren das Ende der Satzphase (10,4 h) und den Beginn der konstanten Zulauf-
phase mit Zugabe von IPTG (45,1 h). Die rote gestrichelte Linie markiert den Zeitpunkt der Zellentnahme
fiir die Durchfithrung der metabolischen Analyse (48,8 h).

Die initiale Satzphase mit 4 gL Glycerin endete nach 10,4h und die exponentielle Zulauf-
phase wurde automatisch eingeleitet, bis zu deren Ende die Biotrockenmassekonzentration
auf 19,28 +£0,20gL! anstieg. In der Zeit des exponentiellen Zulaufs wurde eine durchschnitt-
liche Wachstumsrate von 0,07 h! erreicht. Die maximale Biotrockenmassekonzentration von
26,13 +0,83 g L'! lag nach 66,8 h Prozesszeit vor. Im weiteren Verlauf der Kultivierung blieb die
Biotrockenmassekonzentration anndhernd konstant.

Die L-Tryptophanbildung setzte zu Prozessbeginn ein und im Verlauf der Satz- und exponen-
tiellen Zulaufphase erhohte sich die Konzentration auf 10,26 gL™'. Nach Induktion durch die
Zugabe von 0,3mM IPTG und Beginn des konstanten Zulaufs mit einer Substratzulaufrate von

0,2 gaiycerin gprmt hl, stieg die L-Tryptophankonzentration weiter auf einen maximalen Wert
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von 14,60 g L' nach 66,8 h Prozesszeit an. Bis zum Ende des Prozesses sank die Produktkonzen-
tration auf 13,28 g "' ab. Der Konzentrationsverlust kann zu 95 % auf die Verdiinnung durch die
weitere Zufuhr des Zulaufmediums und die Zugabe von Titrationsmitteln zuriickgefiithrt werden.
7Zu Beginn der Satzphase lagen 4 g ™! des Glycerins im Medium vor. Wihrend der gesamten Zeit
des exponentiellen Zulaufs konnte kein Glycerin nachgewiesen werden, erst nach etwa 65,2 h wur-
den ansteigende Glycerinkonzentrationen gemessen. Bis zum Prozessende waren 26,9gL™! des
Substrates akkumuliert. Wahrend der gesamten Prozesszeit wurden Ammoniumkonzentrationen
von 2-4 gL' gemessen. Ab einer Prozesszeit von 65h stieg die Konzentration aufgrund stetiger
Zugabe und verringerter Aufnahme durch die Zellen auf maximal 7,1 gL' bei Prozessende an.
Die Akkumulation von organischen Sduren setzte wahrend der zweiten Hélfte der Kultivierung
ein. Zuvor wurden nur geringe Konzentrationen von unter 0,4gL™! an Succinat, Malat und Lak-
tat gemessen. Ab einer Prozesszeit von 49,5 h stieg die Acetatkonzentration zunéchst leicht an,
ab 65,2 h Prozesszeit beschleunigte sich die Acetatbildung, sodass bis zum finalen Probezeit-
punkt 9,7g L' Acetat vorlagen. Weiterhin wurde eine Zunahme der Konzentrationen an Laktat,
Succinat und Malat auf maximale Werte von 1,28 gL', 0,58 gL' und 0,43 gL' gemessen.
Aufler organischen Sduren wurden die aromatischen Nebenprodukte L-Phenylalanin und L-Tyro-
sin gebildet. Ab einer Prozesszeit von 52,7h stieg die Konzentration von L-Phenylalanin auf
maximal 0,38gL™! an. Eine Akkumulation von L-Tyrosin im Medium setzte erst etwas spéter
nach etwa 65,2h Prozesszeit ein. Die maximale L-Tyrosinkonzentration von 0,18 g "! wurde in
der letzten Probe nachgewiesen. L-Glutamat wurde im gesamten Prozessverlauf detektiert. Be-
reits wiahrend der exponentiellen Zulaufphase stiegen die Konzentrationen der Aminosdure auf
0,16 gL' an. Nach 54,1 h Prozesszeit wurde die maximale L-Glutamatkonzentration von 0,2 g L
gemessen.

Abbildung 5.7 zeigt die integrale Kohlenstoffbilanz der 15 L-Zulaufkultivierung mit FE. coli
NT1259 shiAcy, die den Verlauf des Prozesses widerspiegelt. Zu Beginn des Prozesses lagen
77,6 % des im System enthaltenen Kohlenstoffs in Form des Substrates Glycerin vor. Der Anteil
des L-Tryptophans lag nach 17,5h bei 6,5% und erhohte sich mit Fortschreiten der Prozess-
zeit auf maximal 19,4 % nach 47,3 h. Zum Zeitpunkt der maximalen erreichten L-Tryptophan-
konzentration lag der Produktanteil bei 12,21 %. Dieser verringerte sich bis zum Prozessende
auf 9,73 %.

Wihrend der konstanten Zulaufphase lag ein hoher Kohlenstoffanteil (15-25%) in Biotrocken-
masse vor, der grofite Anteil entfiel in dieser Prozessphase mit 53-61% auf gebildetes COs.
Gegen Ende des Prozesses spiegelt sich auch die zunehmende Akkumulation organischer Sdu-
ren, insbesondere von Acetat, in der integralen Kohlenstoffbilanz wider. In der finalen Probe
nach 75,2h lagen anteilig 4,37 % Acetat im System vor. Malat und Laktat machten zu diesem

Prozesszeitpunkt zusammen 0,8 % des gesamten Kohlenstoffs aus.
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Abbildung 5.7: Integrale Kohlenstoffbilanz des L-Tryptophanproduktionsprozesses mit E. coli NT1259
shiAdcy im 15 L-Zulaufbetrieb. Die Balken représentieren die Anteile der jeweiligen Komponenten am
Gesamtkohlenstoff im System, die Zeitpunkte der jeweiligen Probenahme sind an der X-Achse abzulesen.
Der Beginn der konstanten Zulaufphase und die Zugabe von IPTG erfolgte nach 45,1 h, dieser Zeitpunkt
ist mit einer unterbrochenen schwarzen Linie markiert.

Wiéhrend des beschriebenen Prozesses wurde eine metabolische Analyse durchgefithrt. Die Ent-
nahme der Zellsuspension fiir den Transfer in das parallele Reaktorsystem zur metabolischen
Analyse erfolgte 48,8 h nach Inokulation. Entscheidend fiir die Auswahl des Entnahmezeitpunk-
tes waren ausreichend hohe Biomassekonzentrationen und das Erreichen hoher Produkbildungs-
raten.

Anhand von Stoffwechselauslenkungen sollte der metabolische Zustand der Zellen im Prozess
analysiert werden. Als Vergleichspunkt dient ein etwa 30-miniitiges Zeitfenster des Produkti-
onsprozesses. Der Bezug der Auslenkungen auf den Referenzzustand setzt ein ungestortes Pro-
zessgleichgewicht nach der Entnahme der Zellen voraus, welches anhand der Einstellung eines
metabolischen Gleichgewichtes unmittelbar nach dem Entnahmezeitpunkt festgestellt werden
kann. Abbildung 5.8 zeigt die qOUR und qCER im Zeitraum nach der Entnahme. Anhand kon-
stanter Raten bereits wenige min nach der Probenahme konnte das bestehende metabolische

Gleichgewicht nachgewiesen werden.
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Abbildung 5.8: Biomassespezifische Sauerstoffaufnahmeraten (qOUR) und Kohlenstoffdioxidbildungs-
raten (QqCER) im Referenzprozess mit E. coli NT1259 shiAc, im Zeitraum der metabolischen Analyse.

Die Atmungsraten dienten zusammen mit den fiir den Zeitraum der metabolischen Analyse
ermittelten Substrataufnahme-, Produkt- und Nebenproduktbildungsraten zur Beschreibung des

Referenzzustandes. Tabelle 5.3 fasst alle gemessenen Raten zusammen.

Tabelle 5.3: Experimentell ermittelte zellspezifische Raten fir die Glycerinaufnahme, L-Tryptophan-
bildung, Sauerstoffaufnahme, Kohlenstoffdioxidbildung (Einheit: mmol ggy ! h™') und die Biomassebil-
dung (Einheit: h'!) im Referenzprozess wihrend der metabolischen Analyse im Zulaufbetrieb mit E. coli
NT1259 shiAcy.

Reaktion Rate
Wachstum ~ 0,01
Glycerinaufnahme 2,40 £ 0,06
L-Tryptophanbildung 0,14 £0,00

Sauerstoffaufnahme (qQOUR) 6,36 £0,07
Kohlenstoftbildung (qCER) 5,08+0,13

Diskussion

Der Vergleich der Prozessdaten von E. coli NT1259 shiAc, und E. coli NT1259 (Trondle et al.,
2020) zeigte keine signifikanten Abweichungen der beiden Prozesse. Die auftretenden geringfiigi-
gen Unterschiede liegen innerhalb der Beobachtungsvarianz. So wurde fiir E. coli NT1259 eine
maximale L-Tryptophankonzentration von 14,3 g L'! und eine gegeniiber dem Transporterstamm
leicht erhohte Biotrockenmassekonzentration von 31,8 g Lt gemessen (Trondle et al., 2020). Eine
Beeinflussung der Prozessleistung durch die Expression des Shikimattransporters wurde nicht
beobachtet.

Im Zulaufverfahren zur Herstellung von L-Tryptophan mit E. coli NT1259 shiA g, verringerte
sich die Produktkonzentration nach Produktionsende. Dabei konnen 95 % des Verlustes auf die

Verdiinnung durch weitere Zufuhr des Zulaufmediums und die Zugabe von Titrationsmitteln
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zuriickgefithrt werden. Da der Abbauweg des L-Tryptophans zu Ammonium und Pyruvat durch
Deletion des entsprechenden tnaA-Gens aus diesem Stamm entfernt wurde, ist der enzymatische
Abbau unwahrscheinlich. Eine mogliche Erklarung fir den 5 %igen L-Tryptophanverlust bis zum
Prozessende sind die Wiederaufnahme des Produktes in die Zellen und eine Schidigung oder der
Abbau des Produktes durch spontane Reaktionen oder Oxidation (Bellmaine et al., 2020). Ab-
fallende L-Tryptophankonzentrationen nach dem Ende der Produktion wurden trotz Deletion
des tnaA-Gens auch in anderen Produktionsprozessen der aromatischen Aminosédure ausgehend
von Glycerin beobachtet (Trondle et al., 2020; Trondle et al., 2018b).
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5.2.3 Parallelisierte Kurzzeitanalyse im Zulaufbetrieb

Nach 47,7 h Prozesszeit wurden 3,6 L Zellsuspension aus dem Prozessreaktor entnommen, um
eine metabolische Analyse nach dem Prinzip des schnellen Medienwechsels in parallelisierten
Analysenreaktoren durchzufiihren. Nach der Entnahme erfolgte die Abtrennung der Zellen durch
Zentrifugation und die Resuspension in vortemperiertem frischem Minimalmedium ohne Koh-
lenstoffquellen. Anschlieend wurde die resuspendierte Zellsuspension in gleichen Teilen auf vier
1 L-Analysenreaktoren verteilt.

Die gezielte Auslenkung des Stoffwechsels, der aus dem Prozessreaktor entnommenen Zellen,
erfolgt durch die Zufuhr unterschiedlicher Substrate in dreistufigen Zulaufprofilen in jeden der
vier Analysenreaktoren. Auf diese Weise werden in jedem Analysenreaktor drei Substrataufnah-
meraten eingestellt. Die ersten beiden Zulaufraten ermoglichen dabei eine vollstdndige Substrat-
limitierung, wéhrend in der letzten Zulaufstufe anndhernd die maximale Substrataufnahmerate
erreicht wird. Die maximalen Aufnahmeraten fiir die verwendeten Substrate und Substratkom-
binationen wurden zuvor in metabolischen Analysen im Satzverfahren ermittelt, anhand derer
die Anpassung der dreistufigen Zulaufsequenz erfolgte (Daten nicht gezeigt).

Fiir die Kurzzeitanalyse mit dem Shikimattransporterstamm FE. coli NT1259 shiAg, wurden
die Substrate Glycerin und Glucose fiir jeweils einen Analysenreaktor und die Kombination der
Substrate Glycerin und Shikimat sowie Glucose und Shikimat fiir die beiden weiteren Reakto-
ren ausgewdhlt und durch individuelle Zulaufprofile den Analysenreaktoren separat zugefiihrt.
Die Zulaufraten wurden in allen Reaktoren simultan nach 9 und 15 min erhoéht, womit die Aus-
bildung von insgesamt 12 unterschiedlichen metabolischen Zustédnden angestrebt wurde. Der
Analysenzeitraum ist aufgrund von Proteoménderungen auf etwa 20 min begrenzt. Aufgrund
dessen wurde das Zulaufprofil an diese Zeitspanne angepasst. Die Konzentrationen und Zulauf-

raten der gewahlten Zulaufmedien sind in Tabelle 4.4 in Kapitel 4.4 angegeben.

Wie auch fiir den Zeitraum der metabolischen Analyse im Referenzprozess wurde die Einstellung
der metabolischen Gleichgewichte anhand der biomassespezifischen Atmungsraten (QOUR und
qCER) tberpriift. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.9 gezeigt.
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Abbildung 5.9: Biomassespezifische Sauerstoffaufnahmeraten (qOUR) und Kohlenstoffdioxidbildungs-
raten (qCER) wihrend der metabolischen Analyse der L-Tryptophanproduktion im Zulaufverfahren von
E. coli NT1259 shiAcg in vier Analysenreaktoren mit den Kohlenstoffquellen Glycerin, Glycerin und
Shikimat, Glucose sowie Glucose und Shikimat. Die vertikalen, durchgezogenen Linien markieren die
Erhoéhung der Zulaufraten nach 9 und 15 min.

In etwa 6 min nach Inokulation der Analysenreaktoren ist im Ansatz mit der Kohlenstoffquelle
Glycerin die Einstellung eines metabolischen Gleichgewichtes anhand der Atmungsraten ersicht-
lich. Es wurden konstante qOUR von -4,32 4 0,10 mmolo, gty ' h™! und konstante qCER von
3,74+ 0,15 mmolco, gery ' h™! gemessen. Nach der ersten Erhohung der Zulaufrate nach 9 min
wurde eine erneute Einstellung des metabolischen Gleichgewichts nach circa 2,5 min anhand
konstanter qOUR beobachtet. Die qCER stabilisierten sich mit einer zeitlichen Verzogerung von
etwa 2,5 min, was auf die erh6hte Loslichkeit des Kohlenstoffdioxids im Medium zuriickzufiithren
ist. Die gemessenen konstanten Atmungsraten beliefen sich auf -7,85 + 0,22 mmolg, ggrym ™ ht
und 6,09 & 0,00 mmolco, germ ' hl. Auch nach der zweiten Erhohung der Zulaufrate wur-
den konstante qOUR nach etwa 3 min gemessen, die Stabilisierung der qCER folgte et-
was verzogert. Die konstanten Atmungsraten betrugen -11,16 + 0,23 mmolg, gprv h! und
9,09 + 0,20 mmolco, ggTm L hl.

Die Einstellung der metabolischen Gleichgewichte im Reaktor mit den zugefiihrten Kohlenstoff-

quellen Glycerin und Shikimat verlief dhnlich wie im Reaktor mit Glycerin als einziger Koh-
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lenstoffquelle. Lediglich in der ersten Zulaufstufe kam es nach 6 min zu stirkeren Schwankun-
gen in den qOUR. Die Atmungsraten lagen nach 6 min bei -4,23 + 0,41 mmolg, ggrm™ h™! und
3,42 £ 0,06 mmolco, ggrm ' h'l. Das Erreichen eines metabolischen Gleichgewichts nach der ers-
ten Zulauferhohung war etwas frither an den qOUR zu erkennen als im Reaktor mit Glycerin. Die
erreichten konstanten Atmungsraten lagen in dieser Zulaufstufe bei -7,52 £ 0,11 mmolo, g™ "
h'! und 5,49 + 0,17 mmolco, ggrm 't ht. Die qOUR und qCER withrend der letzten Zulaufstufe
waren dhnlich hoch wie im Reaktor mit Glycerin als einziger Kohlenstoffquelle und wurden zu
-10,94 + 0,16 mmolg, ggrym™ h! und 8,62 £ 0,17 mmolco, ggrv ™t h™t bestimmt.

Im Analysenreaktor mit zugefiihrter Glucose erfolgte die Einstellung des metabolischen Gleich-
gewichts wahrend der ersten Zulaufstufe etwas spéter als in den Analyseansétzen mit Glycerin.
Erst nach etwa 7 min wurde eine Stabilisierung der qOUR bei -4,07 £ 0,22 mmolo, ggram™ ht
und der qCER bei 3,48 + 0,17 mmolco, ggrm™ h™! beobachtet. Nach Erhéhung der Zulaufrate
wurden nach etwa 3 min konstante qOUR von -5,48 £ 0,14 mmolo, gprvt h! und, mit einer
zeitlichen Verzégerung von weiteren 2 min, konstante qCER von 4,47 + 0,03 mmolco, ggrv t ht
gemessen. Die zweite Erhohung der Zulaufrate loste nur einen geringfiigigen Anstieg der At-
mungsraten auf konstante gOUR von -6,08 + 0,10 mmolg, germ ' h™! nach weiteren 3 min und

konstante qCER von 5,19 0,11 mmolco, gpTvt h'! nach etwa 5 min aus.

Fiir den Analysenreaktor mit den zugefiihrten Substraten Glucose und Shikimat sind deutliche
Parallelen zum Analysenreaktor mit Glucose als einziger Kohlenstoffquelle hinsichtlich der Ein-
stellung metabolischer Gleichgewichte erkennbar. In der ersten Zulaufstufe wurde zunéchst ein
Anstieg der Atmungsraten und darauffolgend absinkende und sich stabilisierende qOUR von
-4,38 + 0,09 mmolp, ggrm ' h™! und qCER von 3,89 40,14 mmolco, germ ' h! gemessen. In den
beiden darauffolgenden Zulaufstufen lagen die Atmungsraten etwas hoher als im Reaktor mit
Glucose als einziger Kohlenstoffquelle. Auch hier war der durch die Erhéhung der Zulaufrate
ausgeloste Anstieg der Atmungsraten geringer als zwischen der ersten und zweiten Zulaufstufe.
Zum Ende der zweiten Zulaufstufe wurden qOUR von -6,51 & 0,15 mmolo, ggrym bt und qCER
von 5,19 0,13 mmolco, gprv " h'! ermittelt. Nach etwa 18 min Analysezeit wurde das dritte
metabolische Gleichgewicht anhand konstanter qOUR von -7,13 40,11 mmolp, ggry ™ h™! und
konstanter qCER von 5,79 £ 0,09 mmolco, germ L h! festgestellt.

Der RQ war fiir alle Reaktoren und Zulaufstufen, bis auf wenige Ausnahmezeitpunkte, zu denen

die qOUR die qCER aufgrund von Schwankungen unterschritten, gréfer als 1.

Wie auch fiir den Referenzprozess wurden fiir alle Analysenreaktoren neben den Atmungsraten
die biomassespezifischen Raten fiir die Substrataufnahme sowie Produkt- und Nebenproduktbil-
dungen ermittelt. Die Proben zur Quantifizierung extrazellularer Metabolite wurden jeweils zu
Beginn und am Ende jeder Zulaufstufe aus den Reaktoren entnommen. Abbildung 5.10 zeigt die
gemessenen Raten fir die Atmung, die Substrataufnahme und die Produktbildung. Des weiteren
sind die Raten des Referenzprozesses wihrend der Zeit der metabolischen Analyse im Abbildungs-
teil des Analysenreaktors mit Glycerin angegeben. Fiir die Atmungsraten sind die Mittelwerte
ab dem Erreichen eines metabolischen Gleichgewichts gezeigt. Alle Raten, einschliefilich die der

Nebenproduktbildung, sind den Tabellen 5.4 - 5.7 zu entnehmen.
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Abbildung 5.10: Gemessene biomassespezifische extrazellulire Aufnahme- und Bildungsraten (Sub-
strataufnahme, Produktbildung, Atmung) (Einheit: mmol ggy ! h™') wihrend der parallelisierten Kurz-
zeitanalyse im Zulaufverfahren von E. coli NT1259 shiAc, in vier Analysenreaktoren mit den Kohlen-
stoffquellen Glycerin, Glycerin und Shikimat, Glucose sowie Glucose und Shikimat fir die Substrate
Glycerin (Glyc), Glucose (Gluc) und Shikimat (Shik), das Produkt L-Tryptophan (L-Trp), die Sauerstoff-
aufnahmeraten (QOUR) und die Kohlenstoffdioxidbildungraten (qCER). 1-3: Zulaufstufen 1 bis 3; Ref:
Extrazellulare Raten des 15 L-Produktionsprozesses wiahrend der metabolischen Analyse.

In den Substrataufnahme- und Atmungsraten aller Reaktoren spiegelte sich das angewandte
dreistufige Zulaufprofil wider. Die Raten fiir den Analysenreaktor mit der zugefithrten Kohlen-
stoffquelle Glycerin sind in Tabelle 5.4 zusammengefasst. Durch die dreischrittige Zulaufsequenz
wurde die Glycerinaufnahmerate in diesem Reaktor von 2,05+ 0,07 mmol ggry' wihrend der
ersten Zulaufstufe auf 4,32 + 0,15 mmol ggryv™' bt withrend der letzten Zulaufstufe erhoht.

Als Folge der sukzessiv erhohten Substrataufnahmerate stiegen auch die Atmungsraten in
drei Stufen an. Die Produktbildung verringerte sich indessen mit Zunahme der Substratauf-
nahme. Wéhrend der ersten Zulaufstufe wurde in diesem Reaktor die héchste L-Tryptophan-
bildungsrate von 0,32 + 0,03 mmol ggTy ' h™' gemessen, diese fiel wihrend der zweiten Zulauf-
stufe auf 0,29 40,05 mmol ggray ' h™' ab und reduzierte sich wihrend der dritten Zulaufstufe
nochmals deutlich auf einen Wert von 0,17 40,07 mmol ggry ' ht.

Acetat, welches bei der Zentrifugation der Zellsupension nach der Entnahme aus dem Prozessre-
aktor im Zellpellet zuriickblieb und auf diese Weise in die Analysenreaktoren iibertragen wurde,
nahmen die Zellen aufgrund der vorherrschenden starken Substratlimitierung wiahrend der ersten
Zulaufstufe auf. In der zweiten und dritten Zulaufstufe akkumulierten im Reaktor mit Glycerin
zudem die Nebenprodukte Acetat und Succinat mit zunehmenden Raten. Die Glycerinaufnah-

merate und die Atmungsraten des Referenzprozesses im Zeitraum der metabolischen Analyse



86 Ergebnisse und Diskussion

lagen jeweils zwischen den Werten der entsprechenden Raten aus dem Analysenreaktor mit zu-
gefiihrtem Glycerin wéhrend der ersten und zweiten Zulaufstufe. Hieraus kann geschlussfolgert

werden, dass eine Auslenkung des Referenzzustandes in beide Richtungen erfolgt war.

Tabelle 5.4: Experimentell ermittelte zellspezifische Raten fiir die Glycerinaufnahme, L-Tryptophan-
bildung, Succinatbildung, Acetataufnahme/ -bildung, Sauerstoffaufnahme, Kohlenstoffdioxidbildung (Ein-
heit: mmol ggry ™t h™') und die Biomassebildung (Einheit: h™!) wihrend der metabolischen Analyse im
Zulaufbetrieb von E. coli NT1259 shiA ¢y im Analysenreaktor mit der Kohlenstoffquelle Glycerin.

Glycerin Zulaufstufe 1 Zulaufstufe 2 Zulaufstufe 3
Biomasse ~ 0,00 ~ 0,00 ~ 0,00
Glycerin 2,05+0,07 3,0440,12 4,3240,15
L-Tryptophan 0,32+0,03 0,29 + 0,05 0,17£0,07
Succinat - 0,13+0,10 0,17+0,10
Acetat 0,55+ 0,00 0,25+ 0,08 0,80+ 0,39
Sauerstoff 4,32+ 0,10 7,854+ 0,22 11,16 + 0,23
Kohlenstoffdioxid 3,74+0,15 6,09 0,00 9,09 + 0,20

Im Analysenreaktor mit Glycerin und Shikimat als weiterer Kohlenstoffquelle lag die Substratauf-
nahmerate fiir Glycerin wihrend der ersten Zulaufstufe bei 1,93 +0,12 mmol ggryt h™! und die
fiir Shikimat bei 0,124+ 0,01 mmol gBTM'l h'l. Die Substrataufnahmeraten erhohten sich in zwei
Schritten gleichen Abstands auf 3,75 £ 0,21 mmolgiycerin gpry ! bt und 0,24 4 0,02 mmolghikimat
ggrm !t h'! wihrend der letzten Zulaufstufe. Auch fir diesen Reaktor wurden, entsprechend
der eingestellten Substrataufnahmeraten, gleichméfiig abgestufte Atmungsraten gemessen. Al-
lerdings fielen sie etwas niedriger als im Reaktor mit Glycerin als einziger Kohlenstoffquelle aus.
Es wurden konstante L-Tryptophanbildungsraten von circa 0,2mmol ggry ! h™' wihrend allen
Zulaufstufen gemessen. Durch die Erhoéhung der Substrataufnahmeraten konnte keine deutli-
che Varianz in der Produktbildung hervorgerufen werden. Succinatbildung wurde wahrend der
letzten Zulaufstufe gemessen, Acetat wurde wie auch im Reaktor mit Glycerin als einziger Koh-
lenstoffquelle wihrend der ersten Zulaufstufe aufgenommen und wéhrend der zweiten und dritten
Zulaufstufe gebildet. Die Rate nahm dabei von 0,78 40,03 mmol ggry ! h™! wihrend der zwei-
ten Zulaufstufe auf 0,39 40,16 mmol ggry~! h™! wihrend der letzten Zulaufstufe ab. Alle Raten
des Reaktors mit den zugefithrten Kohlenstoffquellen Glycerin und Shikimat sind in Tabelle 5.5

angegeben.
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Tabelle 5.5: Experimentell ermittelte zellspezifische Raten fiir die Glycerin- und Shikimataufnahme,
L-Tryptophanbildung, Succinatbildung, Acetataufnahme/ -bildung, Sauerstoffaufnahme, Kohlenstoffdi-
oxidbildung (Einheit: mmolggry ! h™') und die Biomassebildung (Einheit: h™') wihrend der metaboli-
schen Analyse im Zulaufbetrieb von E. coli NT1259 shiAcq im Analysenreaktor mit den Kohlenstoffquel-
len Glycerin und Shikimat.

Glycerin & Shikimat Zulaufstufe 1 Zulaufstufe 2 Zulaufstufe 3
Biomasse ~ 0,00 ~ 0,00 ~ 0,00
Glycerin 1,934+0,12 2,77+0,15 3,75+ 0,21
Shikimat 0,12+0,01 0,18 £0,02 0,24 £0,02
L-Tryptophan 0,19 +0,05 0,25 40,06 0,19+ 0,05
Succinat — — 0,34 +0,07
Acetat 0,04+ 0,01 0,78+ 0,03 0,39+ 0,16
Sauerstoff 4,23 +0,41 7,52£0,11 10,94+ 0,16
Kohlenstoffdioxid 3,42 + 0,06 5,49+ 0,17 8,62+0,17

Im Analysenreaktor mit der Kohlenstoffquelle Glucose erhéhte sich die Substrataufnahmerate
von 0,68 + 0,01 mmol ggry ! h™! wihrend der ersten Zulaufstufe auf 1,35 40,02 mmol ggrav bt
wahrend der letzten. Auch durch das dreistufige Zulaufprofil mit Glucose wurden drei sichtbare
Stufen in den Atmungsraten hervorgerufen, allerdings fielen die Abstdnde zwischen den Raten
geringer aus als in den Reaktoren mit zugefithrtem Glycerin. Insbesondere die Erhéhung der Ra-
ten zwischen der zweiten und dritten Zulaufstufe fiel deutlich schwécher aus. Wahrend der ersten
Zulaufstufe lag die Produktbildungsrate bei 0,31 £ 0,02 mmol ggTn h™!, woraufhin sie wihrend
der zweiten auf 0,16 40,02 mmol ggy ' h™! abfiel. In der letzten Zulaufstufe wurde eine leicht
erhohte Produktbildungsrate von 0,23 40,01 mmol ggTa ' h™! gemessen. In der letzten Zulauf-
stufe akkumulierten die Nebenprodukte Succinat, Acetat und Ethanol im Medium. Wéahrend
der ersten Zulaufstufe wurde wie auch in den anderen Reaktoren Acetat aufgenommen. Tabelle

5.6 fasst alle Raten des Reaktors mit dem Analysesubstrat Glucose zusammen.

Tabelle 5.6: Experimentell ermittelte zellspezifische Raten fiir die Glucoseaufnahme, L-Tryptophan-
bildung, Succinatbildung, Acetataufnahme/ -bildung, Ethanolbildung, Sauerstoffaufnahme, Kohlenstoff-
dioxidbildung (Einheit: mmol ggry™! h™') und die Biomassebildung (Einheit: h™') withrend der metaboli-
schen Analyse im Zulaufbetrieb von E. coli NT1259 shiA ¢4 im Analysenreaktor mit der Kohlenstoffquelle
Glucose.

Glucose Zulaufstufe 1 Zulaufstufe 2 Zulaufstufe 3
Biomasse 0,00 0,00 0,00

Glucose 0,68 +0,01 1,05+ 0,01 1,35+ 0,02
L-Tryptophan 0,31 +0,02 0,16 0,02 0,23 +0,03
Succinat - — 0,16 0,06
Acetat 0,61 +0,06 - 0,23 +0,01
Ethanol - — 0,37 +0,25
Sauerstoff 4,074+0,22 5,48 +0,14 6,08 0,10
Kohlenstoffdioxid 3,48+0,17 4,47+ 0,03 5,19+0,11
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Im Ansatz mit Glucose und zusétzlich zugefiihrtem Shikimat stieg die Glucoseaufnahmerate
von 0,89 40,03 mmol ggry ! h™! wihrend der ersten Zulaufstufe auf 1,53 40,06 mmol ggry* ht
wéahrend der letzten Zulaufstufe an. Die Shikimataufnahmerate nahm von 0,11 40,00 mmol
germ ' h! wihrend der geringsten Zulaufstufe auf 0,20+ 0,01 mmol gy h™' wihrend der
héchsten zu.

Die L-Tryptophanbildung war in den ersten beiden Zulaufstufen zunéchst nahezu konstant
(0,27 + 0,07 mmol ggrm ' h™! und 0,29 4+ 0,07 mmol ggy ! h‘l) und sank wéihrend der letzten Zu-
laufstufe auf einen Wert von 0,09 & 0,05mmol ggra' h! ab. Auch in diesem Reaktor bewirk-
te eine erhdhte Substrataufnahme keinen Anstieg in der Produktbildung. Acetat und Formiat
wurden wihrend der letzten Zulaufstufe gebildet, Ethanol mit zunehmenden Raten in allen

Zulaufstufen. Einen Uberblick iiber alle gemessenen Raten gibt Tabelle 5.7.

Tabelle 5.7: Experimentell ermittelte zellspezifische Raten fiir die Glucose- und Shikimataufnah-
me, L-Tryptophanbildung, Acetatbildung, Ethanolbildung, Sauerstoffaufnahme, Kohlenstoffdioxidbil-
dung (Einheit: mmol ggry! h™!) und die Biomassebildung (Einheit: h ) withrend der metabolischen Ana-
lyse im Zulaufbetrieb von E. coli NT1259 shiA ¢4 im Analysenreaktor mit den Kohlenstoffquellen Glucose
und Shikimat.

Glucose & Shikimat Zulaufstufe 1 Zulaufstufe 2 Zulaufstufe 3
Biomasse ~ 0,00 ~ 0,00 ~ 0,00
Glucose 0,89 +0,03 1,29+ 0,05 1,53+ 0,06
Shikimat 0,11 +0,00 0,15+0,01 0,20 £0,01
L-Tryptophan 0,27+ 0,07 0,29 +0,07 0,09+ 0,05
Acetat - - 0,25 +0,08
Ethanol 0,09 + 0,04 0,76 +£0,07 1,05+ 0,26
Formiat - - 0,89 £+ 0,26
Sauerstoff 4,38 + 0,09 6,51 +0,15 7,13+£0,11
Kohlenstoffdioxid 3,894+0,14 519+0,13 5,79 +0,09
Diskussion

Der Einsatz des Shikimattransporterstammes fiir die gezeigte Kurzzeitanalyse im Zulaufver-
fahren ermoglichte die gezielte Auslenkung des Stoffwechsels durch die natiirlichen Substrate
Glycerin und Glucose in Kombination mit dem neuen Substrat Shikimat.

Durch Anwendung dreistufiger Zulaufprofile konnten in jedem der vier parallelen Analysenreak-
toren drei metabolische Zusténde innerhalb von 21 min herbeigefithrt werden. Insgesamt erga-
ben sich somit inklusive des Referenzzustandes 13 metabolische Gleichgewichtszustédnde, deren
Einstellung anhand der Stufenprofile der Atmungsraten erfolgreich nachgewiesen wurde. Auch
die gemessenen Substrataufnahmeraten spiegelten die Auslenkung des Referenzzustands in zwei
Richtungen wider.

Trotz der Substratzufuhr unterhalb der maximalen Aufnahmeraten trat insbesondere wéihrend
der letzten beiden Zulaufstufen eine verstarkte Nebenproduktbildung auf. Folglich konnte der
unerwiinschte Uberschussmetabolismus nicht vollstdndig verhindert werden. Anhand der gemes-

senen biomassespezifischen extrazellularen Raten wurde ersichtlich, dass eine erhéhte Substrat-
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zufuhr in keinem der vier Analysenreaktoren zur gesteigerten Produktbildung fithrte. Auch die
zuséitzliche Gabe von Shikimat verursachte keine erhohte Produktion, was bereits auf Limitie-
rungen im Chorismatbiosyntheseweg unterhalb von Shikimat beziehungsweise in den Reaktions-

schritten des fiir die L-Tryptophanbildung spezifischen Biosynthesewegs hinweist.
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5.2.4 Quantifizierung intrazellularer Metabolite

Neben den gemessenen extrazelluldren Raten liefern auch die Konzentrationen intrazelluldrer
Metabolite detaillierte Informationen zum metabolischen Zustand der Zellen. Da diese auf ver-
dnderte Umgebungsbedingungen zunéchst durch Anpassung der Stofffliisse reagieren, ist die Aus-
lenkung des Metabolismus zuallererst anhand der Metabolitkonzentrationen zu erkennen. Zur
Quantifizierung des intrazelluldren Metaboloms wurden separate Probenahmen mit sofortiger In-
aktivierung des Stoffwechsels und anschliefender Extraktion der Zellsuspension jeweils am Ende
jeder Gleichgewichtsstufe durchgefithrt. Dariiber hinaus wurde wahrend der 20-miniitigen Ana-
lyse eine Probe zur Metabolomanalyse aus dem Prozessreaktor entnommen. Die Methodik der
Probeentnahme und -aufarbeitung ist in Kapitel 4.6.2 genau beschrieben. Im Folgenden werden
Ausschnitte der gemessenen Metabolitkonzentrationen gezeigt und diskutiert. Die angegebenen
Konzentrationen beziehen sich dabei auf ein durchschnittliches intrazelluldres Volumen einer
E. coli-Zelle von 1,3 uL ggry~t, wie von Link (2009) ermittelt. Es werden jeweils die Konzentra-
tionen der drei Zulaufstufen aus jedem Analysenreaktor sowie die Ergebnisse der Referenzprobe
gezeigt.

Abbildung 5.11 gibt einen Uberblick der gemessenen Metabolitkonzentrationen aus der Glykoly-
se, welche elementar fiir den Abbau von Kohlenhydraten zu zentralen Stoffwechselmetaboliten
ist und die Integration aufgenommener Zucker in den Stoffwechsel gewahrleistet. Bei Eintritt
von Glucose durch das PTS wird das Substrat zu gbp phosphoryliert und auf diese Weise wird
auch der Verbleib des Hexosephosphats in der Zelle gesichert, da g6p nicht durch das PTS trans-
portiert werden kann. Den Erwartungen entsprechend, wurde in den Reaktoren mit zugefiihrter
Glucose ein deutlicher Anstieg der intrazellularen Konzentration des phosphorylierten Zuckers
gemessen. Lagen die Konzentrationen wahrend der ersten Zulaufstufe noch bei 1,54 + 0,02 mM
im Ansatz mit Glucose und bei 1,21 £0,02mM im Reaktor mit zusédtzlichem Shikimat, wurden
in der letzten Stufe deutlich héhere Konzentrationen von 3,40 + 0,23 mM und 2,79 £ 0.38 mM
gemessen. In den Reaktoren, in die Glycerin zugefithrt wurde, lagen die Konzentrationen insge-
samt etwas niedriger und bei Erhéhung der Zulaufraten wurden keine signifikanten Anderungen
der intrazelluldren gb6p-Konzentrationen gemessen.

Ansteigende f6p-Konzentrationen mit Erhohung der Zulaufraten wurden in allen Analysenreak-
toren gemessen. In den Reaktoren, in denen Glucose als Substrat zum Einsatz kam, lagen die

f6p-Konzentrationen etwas hoher als in den Reaktoren mit Glycerin.
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Abbildung 5.11: Intrazellulire Konzentrationen der Glykolyse-Metabolite Glucose-6-Phosphat (g6p),
Fructose-6-Phosphat (f6p), Fructose-1,6-Bisphosphat (fbp), 3-Phosphoglycerat (3pg), Phosphoenolpyr-
uvat (pep) und Pyruvat (pyr) wihrend der metabolischen Kurzzeitanalyse in drei Zulaufphasen (1-3)
von E. coli NT1259 shiAc, mit den Kohlenstoffquellen Glycerin (Glyc), Glucose (Gluc), Glycerin und
Shikimat (Glyc & Shik) sowie Glucose und Shikimat (Gluc & Shik), in schraffiert dargestellt sind die
Konzentrationen der Probe aus dem Referenzprozess im Analysezeitraum (Ref).

Auch in den fbp-Konzentrationen spiegelte sich die Auslenkung in ansteigenden Konzentratio-
nen in allen Analysenreaktoren wider. Die hochste fbp-Konzentration von 3,23 +£0,11 mM wurde
wahrend der letzten Zulaufstufe im Reaktor mit Glycerin und Shikimat gemessen. fbp ist als
zentraler Metabolit an der Glykolyse beteiligt, verbindet aber auch die Stoffwechselwege des
Glycerinabbaus mit den Reaktionen der oberen Gluconeogenese.

Fiir 3pg wurden abfallende intrazelluldre Konzentrationen mit Zunahme der Zulaufraten in allen
Analysenreaktoren beobachtet. 3pg bildet die Zweigstelle zur L-Serinbiosynthese und wird daher
nicht nur in glykolytischer Richtung abgebaut, sondern auch zur Synthese von L-Serin, welches
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wiederum in der L-Tryptophanbiosynthese zum Einsatz kommt.

Auch die Metabolitpools der zentralen Molekiile pep und pyr wurden durch die gednderte Sub-
stratzufuhr beeinflusst. Tendenziell sinkende Konzentrationen wurden fiir pep gemessen, nur im
Reaktor mit Glucose und Shikimat wurde keine deutliche Anderung der Konzentration erfasst.
pep ist ebenfalls als wichtiges Vorldufermolekiil in die L-Tryptophanbiosynthese involviert.

In dieser metabolischen Analyse stiegen die pyr-Konzentrationen zwischen der zweiten und drit-
ten Zulaufstufe in beiden Reaktoren mit Glycerin stark auf iiber 1 mM an. In den Reaktoren
mit Glucose blieben die pyr-Konzentrationen hingegen vergleichsweise konstant. Da pyr ein sehr
zentrales Molekiil im F. coli-Stoffwechsel ist und Zu- und Abfliisse aus vielen Richtungen erfol-
gen, kénnen hieraus keine konkreten Schlussfolgerungen gezogen werden.

Fiir alle gezeigten Metabolite der Glykolyse lagen die Konzentrationen der Referenzprobe etwa
im Bereich der gemessenen Konzentrationen des Analysenreaktors mit Glycerin als alleiniger

Kohlenstoffquelle. Lediglich fiir pep lag die Konzentration in der Referenzprobe deutlich hoher.
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Abbildung 5.12: Intrazellulire Konzentrationen Metabolite Glycerin-3-Phosphat (gly3p) und Di-
hydroxyacetonphosphat (dhap) aus dem aeroben Glycerinabbauweg wéihrend der metabolischen Kurz-
zeitanalyse in drei Zulaufphasen (1-3) von E. coli NT1259 shiA ¢, mit den Kohlenstoffquellen Glycerin
(Glyc), Glucose (Gluc), Glycerin und Shikimat (Glyc & Shik) sowie Glucose und Shikimat (Gluc & Shik),
in schraffiert dargestellt sind die Konzentrationen der Probe aus dem Referenzprozess im Analysezeit-
raum (Ref).

Die Metabolite des spezifischen Glycerinabbauweges sind in Abbildung 5.12 gezeigt. gly3p ist das
erste intrazelluldre Produkt nach dem Import von extrazelluldr vorliegendem Glycerin. Erwar-
tungsgemaf stiegen die Konzentrationen dieses Metabolits bei erhéhter Aufnahme von Glycerin
stark an. Die intrazellularen Konzentrationen lagen in den Proben des Reaktors mit den Kohlen-
stoffquellen Glycerin und Shikimat hoher als in den Proben des Reaktors mit Glycerin als einzi-
gem Substrat. Die maximale gly3p-Konzentration von 3.91 +0.75 mM wurde somit in der Probe
der letzten Zulaufstufe dieses Reaktors gemessen. Die intrazellularen gly3p-Konzentrationen in
beiden Reaktoren mit zugefiihrter Glucose blieben durch die Anderung der Zulaufrate beinahe
unbeeinflusst und lagen in allen Proben unterhalb von 0,3 mM.

Fiir dhap, welches die Schnittstelle zwischen der Glykolyse und dem Glycerinabbauweg darstellt
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und damit auch zu den Metaboliten der Glykolyse zéhlt, wurden steigende Konzentrations-
profile in allen Reaktoren gemessen. Wahrend die Konzentrationen fiir alle Reaktoren in der
untersten Zulaufstufe unterhalb von 0,15 mM lagen, war der dhap-Konzentrationsanstieg in den
Reaktoren mit Glycerin deutlich ausgepragter als bei Zufuhr von Glucose. Die Konzentrationen
beider Metabolite des Glycerinabbaus lagen in der Referenzprobe im Bereich der gemessenen

Konzentrationen des Analysenreaktors mit Glycerin als einziger Kohlenstoffquelle.

Die Quantifizierung intrazelluldrer Konzentrationen von Metaboliten des Citratzyklus gestaltete
sich aufgrund der Maskierung durch hohe extrazelluldr vorliegende Konzentrationen schwierig,
sodass sich durch die Bilanzierung teils negative Werte ergaben. Eine gute Quantifizierung war
fiir die beiden Metabolite acCoA und succCoA moglich, deren intrazelluldren Konzentrationen
in Abbildung 5.13 gezeigt sind.
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Abbildung 5.13: Intrazellulire Konzentrationen der Metabolite Acetyl-CoenzymA (acCoA) und
Succinyl-CoenzymA (succCoA) aus dem Citratzyklus wihrend der metabolischen Kurzzeitanalyse in
drei Zulaufphasen (1-3) von E. coli NT1259 shiA ¢, mit den Kohlenstoffquellen Glycerin (Glyc), Glucose
(Gluc), Glycerin und Shikimat (Glyc & Shik) sowie Glucose und Shikimat (Gluc & Shik), in schraffiert
dargestellt sind die Konzentrationen der Probe aus dem Referenzprozess im Analysezeitraum (Ref).

Das Molekiil acCoA bildet den Eintrittspunkt in den Citratzyklus und stellt die Verbindung zur
Glykolyse her. Es ist zudem an vielen Reaktionen des Stoffwechsels beteiligt und fungiert als
Zwischenprodukt der Ethanol- und Acetatbiosynthese. Im Ansatz mit Glycerin wurden steigen-
de Konzentrationen mit zunehmender Substratzufuhr gemessen, im Reaktor mit Shikimat als
zusétzlicher Kohlenstoffquelle lagen die Konzentrationen etwas hoher und es wurde zunéchst ein
Anstieg der acCoA-Konzentration zwischen der ersten und zweiten Zulaufstufe gemessen. Zwi-
schen der zweiten und dritten Zulaufstufe verringerte sich die acCoA-Konzentration. Gleiches
wurde fiir die acCoA-Konzentrationen in den Reaktoren mit zugefithrter Glucose beobachtet.
Die absoluten Konzentrationen lagen fiir die Ansdtze mit Glucose allerdings etwas unter den
Konzentrationen der Reaktoren mit Glycerin als Kohlenstoffquelle.

Die gemessenen succCoA-Konzentrationen sind teils mit hohen Standardabweichungen behaftet.

In den Reaktoren mit Shikimat als zusétzlicher Kohlenstoffquelle sind abnehmende Tenden-
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zen der intrazelluliren Konzentrationen erkennbar. Sowohl die acCoA- als auch die succCoA-
Konzentration waren, vergleicht man sie mit den Konzentrationen des Analysenreaktors mit

zugefithrtem Glycerin, in der Referenzprobe etwas erhoht.
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Abbildung 5.14: Intrazellulire Konzentrationen der Metabolite 6-Phosphogluconat (6pg),
Sedoheptulose-7-Phosphat  (s7p), Ribose-5-Phosphat (r5p) und Ribulose-5-Phosphat (rubp) aus
dem Pentosephosphatweg wihrend der metabolischen Kurzzeitanalyse in drei Zulaufphasen (1-3) von
E. coli NT1259 shiAc, mit den Kohlenstoffquellen Glycerin (Glyc), Glucose (Gluc), Glycerin und
Shikimat (Glyc & Shik) sowie Glucose und Shikimat (Gluc & Shik), in schraffiert dargestellt sind die
Konzentrationen der Probe aus dem Referenzprozess im Analysezeitraum (Ref).

In Abbildung sind 5.14 sind Konzentrationen der messbaren Metabolite des Pentosephosphat-
wegs gezeigt. Aus diesem Bereich des Stoffwechsels werden die Vorldufermolekiile e4p und prpp
fiir die L-Tryptophanbildung gewonnen. Es bestehen zahlreiche Verkniipfungspunkte des Pento-
sephophatwegs mit der Glykolyse, die den Austausch von Kohlenstoff in Form unterschiedlicher
Metabolite ermoglicht. Beispielsweise wird 6pg direkt aus gbp synthetisiert.

6pg wie auch rubp gehoren dem oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs an. Die verdnder-
ten Konzentrationen beider Metabolite sprechen fiir eine Aktivitit dieses Stoffwechselwegs. Fiir
die beiden Reaktoren ohne Shikimat wurde eine Erhohung der 6pg-Konzentration zwischen der
ersten und zweiten Zulaufstufe gemessen. Vergleicht man die Zulaufstufen 2 und 3 ist keine signi-
fikante Anderung in den Konzentrationen zu erkennen. In den Reaktoren mit zusétzlich zugefiihr-
tem Shikimat lagen die intrazelluldren 6pg-Konzentrationen deutlich hoher. Zudem ist in beiden

Reaktoren ein Anstieg der intrazelluldren 6pg-Konzentrationen mit Zunahme der Zulaufrate
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gemessen worden. Die hochsten 6pg-Konzentrationen von 1,01 +0,10 mM und 0,96 4+ 0,05 mM
wurden jeweils wihrend der letzten Zulaufstufe in den Reaktoren mit Glycerin und Shikimat
sowie Glucose und Shikimat beobachtet.

Fir die Metabolite s7p und r5p sind abfallende Konzentrationen in den Reaktoren mit Gly-
cerin und ansteigende Konzentrationen in den Reaktoren mit Glucose erkennbar. Die rbp-
Konzentration stieg in beiden Reaktoren mit zugefithrtem Glycerin an. Im Ansatz mit Glucose
blieb die rbp-Konzentration konstant, wihrend sie im Reaktor mit Glucose und zusétzlichem
Shikimat zwischen der ersten und zweiten Zulaufstufe zunéchst anstieg und wahrend der dritten
Zulaufstufe beinahe auf den Wert der ersten Zulaufstufe herabfiel.

Auch die intrazelluldren Konzentrationen des Pentosephosphatwegs wurden durch die Verwen-
dung der verschiedenen Substrate beeinflusst. Fiir 6pg wurde eine Erhohung der intrazelluldren
Konzentration bei Zugabe von Shikimat beobachtet. Die intrazelluliren Konzentrationen der
Metabolite aus dem Pentosephosphatweg lagen in der Probe aus dem Referenzprozess etwas

héher als im Analysenreaktor mit Glycerin als alleiniger Kohlenstoffquelle.

Die Synthese des L-Tryptophan-Vorldufermolekiils L-Serin erfolgt ausgehend von 3pg in einem
von der Glykolyse abzweigenden Stoffwechselweg. In Abbildung 5.15 ist die intrazelluldre Kon-
zentration des direkten L-Serin-Vorgéngermolekiils L-pser gezeigt.

Die Konzentration des L-pser im Reaktor mit Glycerin als einziger Kohlenstoffquelle nahm zwi-
schen der ersten und zweiten Zulaufstufe zu und blieb wihrend der dritten Zulaufstufe, verglichen
mit der zweiten, nahezu konstant. Fiir den Analysenreaktor mit den beiden Kohlenstoffquellen
Glycerin und Shikimat wurden mit steigender Zulaufrate abfallende L-pser-Konzentrationen ge-
messen. In beiden Reaktoren mit zugefiihrter Glucose wurde ein Anstieg der intrazelluldren
L-pser-Konzentrationen beobachtet. Die Konzentration in der Probe des Referenzprozesses fiel

verglichen mit den Konzentrationen in den Proben der Analysenreaktoren etwas geringer aus.
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Abbildung 5.15: Intrazelluldre Konzentration von Phospho-L-Serin (L-pser) aus der L-Serinbiosynthese
wahrend der metabolischen Kurzzeitanalyse in drei Zulaufphasen (1-3) von E. coli NT1259 shiA ¢y mit
den Kohlenstoffquellen Glycerin (Glyc), Glucose (Gluc), Glycerin und Shikimat (Glyc & Shik) sowie
Glucose und Shikimat (Gluc & Shik), in schraffiert dargestellt sind die Konzentrationen der Probe aus
dem Referenzprozess im Analysezeitraum (Ref).
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Die Darstellung der analytisch erfassten Metabolitkonzentrationen aus der Biosynthese aroma-
tischer Aminosduren kann Abbildung 5.16 entnommen werden. Die intrazelluldren Konzentra-
tionen des zentralen Metabolits der Chorismatbiosynthese 3dhs stiegen in den Reaktoren mit
Glycerin bei Erhéhung der Zulaufrate stark an. Im Reaktor mit Glycerin und Shikimat wur-
de in der dritten Zulaufstufe eine maximale Konzentration von 51,89 + 7,28 mM gemessen. In
beiden Reaktoren, in denen Glucose als Substrat eingesetzt wurde, blieben die Konzentrationen
wahrend der gesamten Analysezeit unterhalb von 2 mM. Nur geringfiigig ansteigende Tendenzen
sind erkennbar.

Auch fiir s3p wurden in allen Reaktoren steigende Konzentrationsprofile gemessen. Bei Zugabe
von Shikimat fiel die Erhohung deutlich stérker aus. Die Konzentration im Reaktor mit den
zugefithrten Substraten Glycerin und Shikimat stieg in der letzten Stufe auf 28,30 + 1,51 mM
und im Reaktor mit Glucose und Shikimat auf 19,06 40,97 mM an. Die Konzentration in der
Referenzprobe lag bei 0,27 +£ 0,00 mM und damit im Konzentrationsbereich, der im Analysenre-
aktor mit Glycerin als Kohlenstoffquelle gemessen wurden.

Bis Chorismat verlduft die Biosynthese der aromatischen Aminosduren L-Phenylalanin, L-
Tyrosin und L-Tryptophan gemeinsam. Ab Chorismat trennen sich die Stoffwechselwege der
L-Phenylalanin und L-Tyrosinsynthese von der L-Tryptophanbiosynthese. Steigende Tendenzen
der Chorismatkonzentrationen ergaben sich in beiden Reaktoren mit zugefiihrtem Glycerin. In

den Analysenreaktoren mit Glucose wurden nur geringfiigige Schwankungen gemessen.
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Abbildung 5.16: Intrazellulire Konzentrationen der Metabolite 3-Dehydroshikimat (3dhs), Shikimat-
3-Phosphat (s3p), Chorismat (chor), Prephenat (pphn), Phenylpyruvat (phpyr), Anthranilat (anth),
Carboxyphenylamino-Desoxyribulose-5-Phosphat (2cdr5p) und Indol-3-Glycerinphosphat (3ig3p) aus
dem Biosyntheseweg aromatischer Aminosduren wihrend der metabolischen Kurzzeitanalyse in drei Zu-
laufphasen (1-3) von E. coli NT1259 shiAcg mit den Kohlenstoffquellen Glycerin (Glyc), Glucose (Gluc),
Glycerin und Shikimat (Glyc & Shik) sowie Glucose und Shikimat (Gluc & Shik), in schraffiert dargestellt
sind die Konzentrationen der Probe aus dem Referenzprozess im Analysezeitraum (Ref).

Die Synthese der beiden zur L-Tryptophanbildung in Konkurrenz stehenden Aminosduren
L-Phenylalanin und L-Tyrosin beginnt mit der Umsetzung von Chorismat zu pphn. Fiir die-

ses gemeinsame Vorlaufermolekiil wurden geringe Konzentrationen von unter 0,2 mM gemessen.
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Lediglich im Reaktor mit Glycerin und Shikimat stieg die Konzentration wéhrend der letz-
ten Zulaufstufe auf 0,44 £0,09 mM an und auch im Reaktor mit Glycerin als einziger Koh-
lenstoffquelle wurde wihrend der letzten Zulaufstufe ein leichter Anstieg der intrazelluldren
pphn-Konzentration auf 0,17 £+ 0,03 mM beobachtet. Die Konzentrationsprofile von phpyr, dem
direkten Vorldufermetabolit von L-Phenylalanin, waren in allen Reaktoren tendenziell anstei-
gend. Nur im Reaktor mit Glucose als einziger Kohlenstoffquelle fiel die Konzentration wahrend
der dritten Zulaufstufe auf einen Wert unterhalb der gemessenen Konzentration wéahrend der
ersten Zulaufstufe ab.

Fiir anth, den ersten Metabolit der spezifischen L-Tryptophanbiosynthese, wurden steigende in-
trazelluldre Konzentrationen in allen Analysenreaktoren gemessen. Bei Zugabe von Shikimat zu
Glycerin wurde ein starker Anstieg auf 8,67 + 0,44 mM wéhrend der letzten Zulaufstufe gemes-
sen. Bei Verwendung von Glucose und Shikimat als Kohlenstoffquellen wurde ein Anstieg diesen
Ausmafes nicht beobachtet.

Die 2cdrbp-Konzentrationen zeigten ansteigende Tendenzen in allen Reaktoren. Die Konzen-
trationen in den Proben des Reaktors mit den Substraten Glycerin und Shikimat lagen etwas
hoher als in den Proben aller weiteren Analysenreaktoren. Die quantitative Erfassung des 3ig3ps
gestaltete sich aufgrund grofler Standardabweichungen schwierig. Tendenziell sinkende Konzen-
trationen wurden fiir die Reaktoren mit Glycerin gemessen, wihrend die Konzentrationen in den
Reaktoren mit Glucose schwankten beziechungsweise einen leichten Anstieg erkennen liefen.
Fiir alle gezeigten Metabolite der Aromatenbiosynthese, ausgenommen der Metabolite 3dhs und
83p, lagen die Messwerte der Probe aus dem Referenzprozess etwas oberhalb des Messbereichs

der Ergebnisse aus dem Analysenreaktor mit Glycerin als einziger Kohlenstoffquelle.

Abbildung 5.17 fasst die gemessenen Metabolite aus dem Energiestoffwechsel zusammen. Fiir alle
Metabolite waren kaum Verdnderungen oder gerichtete Tendenzen in den Konzentrationsprofilen
erkennbar. In allen Proben der Analysenreaktoren lag die atp-Konzentration {iber den amp- und
adp-Konzentrationen. Die atp-Konzentration in der Referenzprobe ist stark fehlerbehaftet und
liegt im Mittel etwas unter der gemessenen mittleren adp-Konzentration und etwas oberhalb der
gemessenen amp-Konzentration. Fiir oxidiertes Flavinadenindinukleotid (fad) wurden beinahe

gleichbleibende und sehr geringe Konzentrationen von etwa 0,1 mM in allen Proben gemessen.
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Abbildung 5.17: Intrazelluldre Konzentrationen der Energiedquivalente Adenosinmonophosphat (amp),
Adenosindiphosphat (adp), Adenosintriphosphat (atp) und Flavinadenindinukleotid oxidiert (fad) wéh-
rend der metabolischen Kurzzeitanalyse in drei Zulaufphasen (1-3) von E. coli NT1259 shiA ¢, mit den
Kohlenstoffquellen Glycerin (Glyc), Glucose (Gluc), Glycerin und Shikimat (Glyc & Shik) sowie Glucose
und Shikimat (Gluc & Shik), in schraffiert dargestellt sind die Konzentrationen der Probe aus dem Refe-
renzprozess im Analysezeitraum (Ref).

Weiterhin wurden die Redox-Cofaktoren nad, nadh, oxidiertes Nikotinamidadenindinukleotid-
phosphat (nadp) und nadph gemessen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.17 dargestellt. Wie
auch die Energiedquivalente sind die Cofaktoren an einer Vielzahl an Reaktionen im gesamten
Stoffwechsel beteiligt. Da die Nukleotide nur in katalytischen Mengen im Stoffwechsel verfiighar
sind, ist ein Gleichgewicht in der Reduktion und Oxidation dieser Molekiile entscheidend fiir
die Aufrechterhaltung kataboler sowie anaboler Reaktionen. Auch fiir die Chorismatbiosynthese
ist die Bereitstellung von nadph notwendig und damit von Relevanz fiir die L-Tryptophan-
biosynthese. Die katabole Reduktionskraft (nadh/(nadh + nad)) lag in allen Proben bei etwa
0,05, die anabole Reduktionskraft (nadph/(nadph + (nadp)) bei circa 0,3.
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Abbildung 5.18: Intrazellulire Konzentrationen der Cofaktoren Nikotinamidadeninnukleotid oxidiert
(nad), Nikotinamidadeninnukleotid reduziert (nadh), Nikotinamidadenindinukleotidphosphat oxidiert
(nadp) und Nikotinamidadenindinukleotidphosphat reduziert (nadph) wéahrend der metabolischen Kurz-
zeitanalyse in drei Zulaufphasen (1-3) von E. coli NT1259 shiA o, mit den Kohlenstoffquellen Glycerin
(Glyce), Glucose (Gluc), Glycerin und Shikimat (Glyc & Shik) sowie Glucose und Shikimat (Gluc & Shik),
in schraffiert dargestellt sind die Konzentrationen der Probe aus dem Referenzprozess im Analysezeit-
raum (Ref).

Diskussion

Das gemessene intrazellulare Metabolom wéhrend der metabolischen Analyse mit E. coli NT1259
shiA ¢4 zeigte eine deutliche Reaktion der Zellen auf die gedinderte Substratzufuhr und ermdglich-
te eine quantitative Erfassung der Auslenkungen. Es wurden nicht nur Variationen im Bereich
der Substrataufnahme wie beispielsweise in den Konzentrationen von gbp, gly3p, dhap oder s3p
beobachtet, sondern es traten auch stark variierende Konzentrationen in zentraleren Bereichen
des Stoffwechsels wie dem Pentosephosphatweg oder den Metabolitpools von pep und pyr auf.
Insbesondere in der Chorismatbiosynthese und dem spezifischen Stoffwechselweg zur L-Trypto-
phanbiosynthese wurden grofie Variationen in den Metabolitkonzentrationen durch die Zugabe
des neuen Substrates Shikimat hervorgerufen. Die stark ansteigenden anth-Konzentrationen im
Analysenreaktor mit Glycerin und Shikimat als Kohlenstoffquellen deuten auf eine fiir die Glyce-
rinaufnahme spezifisch auftretende Limitierung in der Umsetzung von anth hin. Mégliche Griinde
sind eine Limitierung in der enzymatischen Kapazitit der ANPRT oder ein Mangel am zusétz-

lich nétigen Vorlaufermolekiil prpp. Auffallend ist weiterhin der Anstieg der fbp-Konzentration
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in den Reaktoren, in welchen Glycerin als Substrat verwendet wurde. Die starke Erhéhung bei
Aufnahme von Glycerin wurde auch in vorherigen Arbeiten beobachtet (Trondle, 2019; Weiner
et al., 2017).

Die Metabolitkonzentrationen der zentralen Energiedquivalente atp, adp und amp werden durch
zahlreiche Reaktionen des Stoffwechsels gespeist und abgebaut. Die vielfaltigen Zufluss- und Ab-
baumdglichkeiten stabilisieren die Metabolitpools dieser Molekiile, weshalb eine Auslenkung des
Stoffwechsels an dieser Stelle nicht direkt sichtbar wurde. Aus den Konzentrationen wurden ener-
gy charges von 0,5 bis 0,65 berechnet. Demnach befinden sich die Zellen in einem vitalen Zustand,
aber nicht im exponentiellen Wachstum (Chapman et al., 1971). Die katabole Reduktionskraft
lag in allen Proben bei etwa 0,05. Hierin stimmen die Ergebnisse gut mit vorherigen metabo-
lischen Analysen, in denen Glycerin als Kohlenstoffquelle verwendet wurde, iiberein (Andersen
& Von Meyenburg, 1977; Trondle, 2019). Die anabole Reduktionskraft war jedoch aufgrund ver-
haltnisméaBig hoher nadp-Konzentrationen mit circa 0,3 etwas geringer als erwartet (Andersen
& Von Meyenburg, 1977; Trondle, 2019).

Die erzeugten Auslenkungen, insbesondere in den produktspezifischen Stoffwechselwegen, besta-
tigen den Nutzen von Transporterstdmmen fiir die gezielte Auslenkung von Produktbiosynthese-
wegen. Insgesamt spiegeln die intrazelluliren Metabolomdaten die erfolgreiche Auslenkung der
Zellen durch die Verwendung der Substrate Glycerin, Glucose und der Substratkombinationen

aus Glycerin und Shikimat sowie Glucose und Shikimat wider.
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5.2.5 Thermodynamische Stoffflussabschiatzungen und
Netzwerkanalyse

Die gezeigten Daten des extrazellularen Fluxoms und des intrazellularen Metaboloms erlaubten
eine quantitative Erfassung des metabolischen Zustands der Zellen. Bereits durch die Vorgabe
der gemessenen extrazellulidren Raten ist die computergestiitzte Abschédtzung der intrazelluldren
Stoffflussverteilungen innerhalb eines genomweiten stéchiometrischen Modells mittels Methoden
der klassischen FBA und FVA moglich. Um die Préazision dieser Abschiatzungen zu erhohen, kén-
nen mithilfe der pyTFA-Methode thermodynamische Gesetze in den Berechnungen beriicksichtigt
und intrazelluldre Metabolitkonzentrationen zur weiteren Beschrankung des Losungsraumes mit-
aufgenommen werden. Auf diese Weise werden Stofffliisse, die der Zellphysiologie und thermody-
namischen Gesetzen widersprechen, aus den Ergebnissen entfernt. Durch Hinzufiigen der intra-
zellularen Metabolitkonzentrationen werden thermodynamisch unzulassige Reaktionsrichtungen
unterbunden und somit die Genauigkeit der abgeschitzten intrazelluldren Stoffflussverteilungen
zusétzlich erhoht. Dariiber hinaus wird mittels der pyTFA-Methodik die Ermittlung thermody-
namischer Netzwerkgroflen wie Gibbs’scher Reaktionsenergien und nicht messbarer Metabolit-
konzentrationen im selben Optimierungsproblem mit der Schétzung von Stoffflussverteilungen
moglich. Aufgrund verbesserter Eigenschaften bei der Eliminierung von Netzwerkschleifen wurde
der thermodynamischen Stoffflussanalyse der CycleFreeFlux-Algorithmus vorgeschaltet (siehe
Kapitel 5.1). Die Modellierungen erfolgten im Modell ¢JO1366, die Maximierung der Biomasse-
funktion wurde als Optimierungskriterium gewéhlt und die Beschrdnkung des Loésungsraumes
erfolgte durch die Vorgabe der gemessenen extrazelluldren Raten, inklusive der Atmungsraten
(siehe Tabellen 5.4, 5.6, 5.5 und 5.7) sowie der gemessenen intrazelluldren Metabolitkonzentratio-
nen. Fiir die thermodynamische Analyse wurde eine Temperatur von 37 °C, ein extrazelluldrer

pH von 7 und eine Ionenstérke von 0,15 M festgelegt.

Stoffflussverteilungen

In Abbildung 5.19 sind die Mittelwerte der durch die kombinierte Methodik aus TVA mit vorge-
schalteter FVA 1l sowie der Vorgabe intrazellulirer Metabolitkonzentrationen (FVA 11 & TVA
& Met) geschitzten Losungsbereiche fir alle Zulaufstufen in den Analysenreaktoren und den
Referenzzustand gezeigt. Fiir die Darstellung wurden Bereiche des Metabolismus mit grofier Re-
levanz fiir die L-Tryptophanbiosynthese ausgewihlt und fiir eine bessere Ubersichtlichkeit auf
zwel Heatmaps mit unterschiedlicher Skalierung aufgeteilt. Im oberen Diagramm sind die Stoff-
fliisse mit hohen Raten von -5mmol ggray ' h™' bis 5mmol ggry ' h™! der Stoffwechselbereiche
Glykolyse/ Gluconeogenese, Glycerinstoffwechsel, L-Serinbiosynthese, mgo-Stoffwechselweg und
Citratzyklus zusammengefasst. Im unteren Diagramm wird ein Uberblick iiber die Stofffliisse
mit geringen Raten von -0,4 mmol ggry h! bis 0,4 mmol ggy h! der Stoffwechselwege Pent-
osephosphatweg, Chorismatbiosynthese, L-Phenylalanin- und L-Tyrosinbiosynthese sowie der

L-Tryptophanbiosynthese gegeben.

Die Aktivitdten des PTS zur Aufnahme von Glucose und die Reaktionen des Glycerinabbaus

(GLYK und GLY3PD) waren durch die Vorgabe der gemessenen Aufnahmeraten der priméren
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Kohlenstoffquellen (Glycerin oder Glucose) indirekt vorbestimmt. Die Stofffliisse des PTS erhoh-
ten sich bei steigenden Glucoseaufnahmeraten und waren inaktiv, wenn Glycerin als Substrat
verwendet wurde. Bei Erhohung der Glycerinaufnahme stiegen dementsprechend die Aktivité-
ten der aeroben Abbaureaktionen von Glycerin und das PTS war den Schétzungen zufolge
inaktiv. Fir die Reaktionen des oberen Teils der Glykolyse (PGI, FBP und FBA) ergaben sich
bei Aufnahme von Glycerin Fliisse in gluconeogener Richtung. Die geschéitzten glykolytischen
Stofffliilsse unterhalb von g3p waren mit Glycerin als primérer Kohlenstoffquelle hoher als mit
Glucose. Fir den Ansatz mit Glycerin und zusétzlichem Shikimat reichten die Flussraten in
der dritten Zulaufstufe bis maximal 3,6 mmol ggry ! h™!, fiir Glucose und Shikimat wurden in
der dritten Zulaufstufe maximale Stofffliisse von 1,5 mmol ggray! h™' abgeschétzt. Fiir Glucose
wurden anstatt dessen hohere Fliisse im oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs ermittelt. Fir
die PYK wurden nur bei Aufnahme von Glycerin als Primérsubstrat Aktivitdten abgeschétzt,
da die Umsetzung von pep zu Pyruvat, katalysiert durch das PTS, bei der Aufnahme und Phos-
phorylierung von Glucose erfolgt. Hohe Varianzen im Bereich der Glykolyse ergaben sich fiir alle
Gleichgewichtsstufen aufgrund vorhergesagter moglicher Aktivitdten des mgo-Stoffwechselweges.
Die Stofffliisse in der L-Serinbiosynthese waren durch die vorgegebene L-Tryptophanbildungsrate
indirekt vorbestimmt. Hohe L-Tryptophanbildungsraten fiihrten auch zu héheren Raten in der
L-Serinbiosynthese, da L-Serin ein Vorldufermolekiil des Produktes L-Tryptophan ist.

Im Citratzyklus wurden fiir alle metabolischen Gleichgewichtszusténde dhnliche Stoffflussvertei-
lungen ermittelt. Mit Zunahme der Substrataufnahmen stiegen auch die Aktivitdten im Citratzy-
klus fiir alle Substrate und Substratkombinationen an. Mogliche Aktivitdten des Glyoxal-Bypass
(ICL und MALS) wurden sowohl fiir die Reaktoren mit Glucose als auch die Ansétze mit Glyce-
rin abgeschétzt. Durch diese Redundanz und die vielfdltigen Zu- und Abfliisse des Citratzyklus

wurden fir diesen Bereich hohe Varianzen ermittelt.

Auch die Stofffliisse des Pentosephosphatwegs waren aufgrund starker Verzweigung, Redundanz
und Reversibilitdt mit Unsicherheiten behaftet. Die Beschriankung mit extrazelluldren Raten und
Metabolitkonzentrationen fithrten zur deutlichen Reduktion der moglichen Reaktionsrichtungen
und es wurde letztlich nur fiir die Reaktionen der Transketolase (TKT1 und TKT2), RPE und
TALA die Moglichkeit zur Reversibilitdt abgeschétzt. Fiir alle Gleichgewichtsstufen wurden Ak-
tivitdten im oxidativen und nicht-oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs ermittelt, was sich
mit den gemessenen intrazelluldren Metabolitkonzentrationen deckt. Der Stofffluss durch die
PRPPS wurde hauptséchlich durch die gemessene und vorgegebene Produktbildungsrate beein-
flusst.

Gleichermaflen waren auch die Flussverteilungen im Bereich der Aromatenbiosynthese weitest-
gehend durch die gemessenen Bildungsraten fiir L-Tryptophan, L-Phenylalanin und L-Tyrosin
festgelegt. Aufgrund der Linearitat dieser Stoffwechselwege traten in diesen Bereichen kaum Va-
rianzen auf.

Insbesondere in den Stoffflussverteilungen der Chorismatbiosynthese wurden starke Auslenkun-
gen durch die Zugabe des sekundiren Substrates Shikimat sichtbar. Wahrend die Stofffliisse
der L-Phenylalanin- und L-Tyrosinbiosynthese unterhalb von 0,04 mmol ggry™ h! blieben und
kaum zwischen den verschiedenen metabolischen Gleichgewichten variierten, sind die gemesse-

nen Auslenkungen in der L-Tryptophanbiosynthese sehr deutlich. Wie auch an den gemessenen
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extrazelluliren Raten abzulesen war, fiihrten héhere Substrataufnahmeraten und auch die zu-
sétzliche Zufuhr von Shikimat in keinem der Reaktoren zu einer gesteigerten Produktbildung.
Wiirde alles aufgenommene Shikimat zuséatzlich zu der Menge an gebildetem Chorismat mit Gly-
cerin als alleiniger Kohlenstoffquelle ungehindert in die L-Tryptophanbiosynthese flieflen, wére
theoretisch gesehen durch die Zufuhr von Shikimat eine maximale Steigerung der Produktbil-

dung um 108 % moglich.

Fiir alle in Abbildung 5.19 betrachteten Bereiche stimmten die geschétzten Stoffflussraten des
Referenzzustands gut mit den ermittelten Flussverteilungen der Analysenreaktoren mit zugefiithr-
tem Glycerin iiberein. Insgesamt wurde auch anhand der Ergebnisse der Stoffflussabschatzungen
aller Gleichgewichtszustéinde die Auslenkung des Metabolismus durch die verdnderte Substratzu-
fuhr deutlich. Die Zugabe von Shikimat 16ste insbesondere im Bereich der Chorismatbiosynthese
grofle Verdnderungen aus. Die Ergebnisse der theoretisch ermittelten Stoffflussverteilungen sind
den Tabellen 5.4, 5.6, 5.5 und 5.7 im Anhang zu entnehmen.
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Abbildung 5.19: Heatmaps der Mittelwerte der mittels thermodynamischer Flussvarianzanalyse mit vor-
geschaltetem CycleFreeFlux-Algorithmus und Vorgabe intrazelluldrer Metabolitkonzentrationen (FVA 11
& TVA & Met) abgeschiitzten intrazelluliren Stoffflussverteilungen (Einheit: mmol gpry™t ht) der
Glykolyse/ Gluconeogenese und des Glycerinmetabolismus (GLUC/ GLYK), der L-Serinbiosynthese
(L-Ser), des Methylglyoxal-Stoffwechselwegs (MGO) und des Citratzyklus (TCA) (oberes Diagramm)
sowie des Pentosephosphatwegs (PPP), der Chorismatbiosynthese (CHOR), der L-Phenylalanin- und
L-Tyrosinbiosynthese (L-Phe/ L-Tyr) sowie des L-Tryptophanbiosynthesewegs (L-Trp) (unteres Dia-
gramm) wéahrend der Kurzzeitanalyse von E. coli NT1259 shiAcgy in den Analysenreaktoren mit den
Kohlenstoffquellen Glycerin (Glyc), Glucose (Gluc), Glycerin und Shikimat (Glyc & Shik) sowie Glucose
und Shikimat (Gluc & Shik) und im Referenzprozess (Ref). Zur Beschrankung des Losungsraums dien-
ten die gemessenen extrazelluldren Raten und analytisch erfasste intrazelluldre Metabolitkonzentrationen.
Die Reaktionsnamen und Flussrichtungen sind entsprechend den Vorgaben des Modells ¢JO1366.
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Gibbs’sche Reaktionsenergien

Durch die pyTFA-Methodik erfolgt die thermodynamische Netzwerkanalyse mit der Abschétzung
intrazelluldrer Stoffflussverteilungen in einem Schritt. Neben Stoffflussbereichen fiir alle im Mo-
dell enthaltenen Reaktionen werden ebenfalls fiir alle Reaktionen des Modells Lésungsbereiche
fiir Gibbs’sche Reaktionsenergien abgeschétzt und nicht messbare Metabolitkonzentrationen in
ihren moglichen Konzentrationsbereichen thermodynamisch beschrénkt. Ein Vorteil, der sich
aus der Kombination der Methoden ergibt, ist, dass die thermodynamische Analyse fiir alle
theoretisch moglichen Stoffflussverteilungen erfolgt und mogliche entgegengesetzte Reaktions-
richtungen nicht von der Analyse ausgeschlossen werden miissen.

Die Konvergenz der Modelle ist durch die thermodynamische Beschrankung zusétzlich von den
ermittelten Gibbs’schen Reaktionsenergien abhéingig und die Aktivitit einer Flussrichtung ist
bedingt durch eine negative Gibbs’sche Energie. Je nach Definition der Reaktionsrichtungen
koénnen sich aufgrund der Reversibilitédt einiger Reaktionen auch positive Reaktionsenergien er-
geben.

Wie in Kapitel 3.8 beschrieben, ist die thermodynamische Lage der Reaktionen fiir die Abschét-
zung von Elastizitdten ausschlaggebend. Daher erfolgt anhand der Gibbs’schen Reaktionsener-
gien eine Klassifizierung der Reaktionen in zwei Gruppen. Reaktionen, deren Energien grofier als
-10kJmol™ sind, werden als nahe am thermodynamischen Gleichgewicht operierende Reaktio-
nen betrachtet, wihrend Reaktionsenergien von bis zu maximal -10 kJ mol™ eine Zuordnung zur
Gruppe der Reaktionen fern dem thermodynamischen Gleichgewicht bedeuten. Die Klassifizie-
rung der Reaktionen erfolgte anhand der ermittelten Reaktionsenergien des Referenzprozesses
im Zeitraum der metabolischen Analyse. Die Ergebnisse fiir den in dieser metabolischen Kon-
trollanalyse betrachteten Teil des Stoffwechsels sind in Abbildung 5.20 gezeigt. Die ermittelten
Losungsbereiche wurden zusétzlich durch eine Abtastfunktion mit 10.000 Abtastpunkten statis-

tisch genauer analysiert.

In der Glykolyse und im Glycerinmetabolismus wurden Gibbs’sche Reaktionsenergien nahe dem
thermodynamischen Gleichgewicht fiir die Reaktionen PGI, FBA, TPI, GAPD, PGK, PGM
und ENO abgeschiitzt. Niedrige Reaktionsenergien von -24kJ mol™! bis -5 kJ mol! ergaben sich
fir die GLY3PD. Die Gibbs’schen Reaktionsenergien der Reaktionen der Enzyme GLYK, FBP,
PYK und PDH lagen unterhalb von -10kJ mol™!, daher werden diese Reaktionen als fern dem
thermodynamischen Gleichgewicht zugeordnet.

Im Citratzyklus wurde fiir die Reaktion der SUCOAS mogliche Reversibilitdt vorhergesagt, es
wurde jedoch nur flir verhéltnisméflig wenige Abtastpunkte eine Umkehr der Reaktionsrichtung
ermittelt. Fur die Reaktionen der Aconitase A und B (ACONT), die FUM und MDH ergaben
sich Gibbs’sche Reaktionsenergien von weitestgehend iiber -10 kJ mol!.

Fiir die Reaktionen TKT1, TKT2, TALA, RPE und RPI des Pentosephosphatwegs wurden eben-
falls Reaktionsenergien nahe 0 kJ mol! abgeschitzt, Reversibilitit zeigte sich fiir die Reaktionen
der TKT1, TKT2, TALA und RPE. Fiir die PGL im oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs
genauso wie fiir die PRPPS, die die Bereitstellung des L-Tryptophan-Vorldufermolekiils prpp
aus Metaboliten des Pentosephosphatwegs katalysiert, wurden Gibbs’sche Reaktionsenergien

kleiner als -10kJ mol! abgeschitzt, weshalb diese Reaktionen als fern dem thermodynamischen
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Gleichgewicht klassifiziert werden.

Die PGCD katalysiert den ersten Schritt der von der Glykolyse abzweigenden L-Serinbiosynthese.
Fiir diese Reaktion wurden Gibbs’sche Reaktionsenergien von beinahe 0kJmol! ermittelt, eine
Operation nahe dem thermodynamischen Gleichgewicht ist daher anzunehmen. Fiir die beiden
weiteren Reaktionen der L-Serinbiosynthese, die PSERT und PSP_ L, wurden deutlich negati-
vere Reaktionsenergien abgeschétzt.

In der Aromatenbiosynthese reichten abgeschiitzten Reaktionsenergien von nahe 0kJmol™! bis
beinahe -300kJ mol™!, die Zuordnung zur Gruppe, der am thermodynamischen Gleichgewicht
ablaufenden Reaktionen, war nur fiir wenige Reaktionen moglich. Fiir keine der Reaktionen der
Aromatenbiosynthese wurde eine Richtungsumkehr vorhergesagt, was durch die Vorgabe der
Produkt- und Nebenproduktbildungsraten bedingt ist. Auffillig negative Werte ergaben sich
fiir die Reaktionen der DDPA, DHQS, CHORS, CHORM, PPNDH, ANS, ANPRT, IGPS und
TRPS2.
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Abbildung 5.20: Mittels thermodynamischer Flussvarianzanalyse mit vorgeschaltetem CycleFreeFlux-
Algorithmus und Vorgabe intrazelluldrer Metabolitkonzentrationen (FVA 1l & TVA & Met) abgeschétz-
te Bereiche der moglichen Gibbs’schen Reaktionsenergien (Einheit: kJ mol™?) fiir die L-Tryptophan-
produktion im Referenzprozess mit E. coli NT1259 shidcy im Zeitraum der metabolischen Kurzzeit-
analyse. Gezeigt sind die Energien der Reaktionen der Stoffwechselbereiche Glykolyse/ Gluconeogenese,
Glycerinmetabolismus (GLUC/ GLYK), L-Serinbiosynthese (L-Ser), Citratzyklus (TCA), Pentosephos-
phatwegs (PPP), Chorismatbiosynthese (CHOR), L-Phenylalanin- und L-Tyrosinbiosynthese (L-Phe/
L-Tyr) sowie L-Tryptophanbiosynthese (L-Trp). Die Reaktionsnamen sind entsprechend den Namen im
Modell ¢JO1366.
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Intrazellulare Metabolitkonzentrationen

In der thermodynamischen Analyse des Stoffwechselnetzwerks wurden auch Bereiche fiir die ana-
lytisch nicht erfassten Metabolitkonzentrationen ermittelt. Durch die Anwendung einer Abtast-
funktion wurde der erhaltene Losungsbereich in 10.000 Berechnungszyklen statistisch untersucht.
Auf diese Weise wurden die Auftrittswahrscheinlichkeiten der zulédssigen Konzentrationen genau-
er analysiert. Dies erfolgte fiir alle nicht gemessenen Metabolite des E. coli-Modells ¢JO1366. In
Abbildung 5.21 sind die Haufigkeitsverteilungen fiir einige Metabolitkonzentrationsbereiche fiir
den Referenzprozess im Zeitraum der metabolischen Analyse gezeigt. Der durch das Modell
festgelegte maximal zuldssige Konzentrationsbereich aller Metabolite reichte von 0,001 mM bis
50 mM.
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Abbildung 5.21: Statistische Verteilung der mittels thermodynamischer Flussvarianzanalyse mit vorge-
schaltetem CycleFreeFlux-Algorithmus und Vorgabe intrazelluldrer Metabolitkonzentrationen (FVA 11
& TVA & Met) abgeschitzten Konzentrationsbereiche wihrend der L-Tryptophanproduktion im Referenz-
prozess mit E. coli NT1259 shiA ¢, der Metabolite 3-Phosphohydroxypyruvat (3php), L-Glutamat (L-glu),
Erythrose-4-Phosphat (edp), Xylulose-5-Phosphat (x5p), 3-Dehydroquinat (3dhq) und Phosphoribosyl-
anthranilat (pran) tiber 10.000 Abtastpunkte.
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3php ist der erste Metabolit des L-Serin spezifischen Biosynthesewegs. Es entsteht durch die
katalytische Aktivitdt der PGCD, bei gleichzeitiger Reduktion von nad zu nadh, aus 3pg. Das
Molekiil ist nur an diesem Stoffwechselweg beteiligt und tritt an keiner anderen Stelle des Meta-
bolismus auf. Da sowohl fiir das Vorldufermolekiil 3pg als auch das nachfolgende Molekiil L-pser
Messdaten vorliegen, konnte der zuldssige Konzentrationsbereich von 3php durch die thermo-
dynamische Analyse stark eingeschréankt werden. Ermittelt wurden mdogliche Konzentrationen
von 1 uM bis 2 uM. Durch die Abtastfunktion wurde ein Maximum der Haufigkeitsverteilung
bei etwa 1,4 uM gefunden. Die Haufigkeit fiel sowohl in Richtung hoherer als auch geringerer
Konzentrationen ab, wodurch sich eine tendenziell rechtsschiefe Verteilung ergab.

Im Gegensatz zu 3php ist L-glu ein Metabolit, der an vielen Reaktionen des Modells beteiligt ist.
Beispielsweise dient er in der L-Serinbiosynthese als Vorldufermolekiil und wird im L-Tryptophan
spezifischen Syntheseweg bei der Umsetzung von Chorismat freigesetzt. Zwar ist L-glu mit der
verwendeten LC-MS-Methode messbar, aber es lag eine Maskierung der intrazelluliren Konzen-
trationen durch hohe extrazelluldre Konzentrationen vor. Die computergestiitzte Einschrankung
des Konzentrationsbereichs fiir diesen Metabolit ist aufgrund vieler Synthese- und Abbauwege
ebenfalls schwierig und daher besonders in reduzierten Modellen sehr fehleranfillig. Mit der
thermodynamischen Analyse des gesamten Modells gelang zwar keine Einschrinkung des Aus-
gangsbereiches (0,001 mM - 50 mM), jedoch zeigte die Haufigkeitsverteilung eine zunehmende
Wahrscheinlichkeit fiir Konzentrationen ab 12,5 mM. Ab einer Konzentration von etwa 25 mM
war die Haufigkeit konstant, ab etwa 45 mM wurde eine sinkende Haufigkeit abgeschétzt.

Im Pentosephosphatweg wird edp, ein wichtiges Vorldufermolekiil der Aromatenbiosynthese, syn-
thetisiert. Die Dimerisierung und Instabilitéit des e4ps erschweren dessen Messung, weshalb eine
analytische Erfassung der Metabolitkonzentration mit der in dieser Arbeit verwendeten LC-MS-
Methode nicht méglich war. Durch die thermodynamische Betrachtung wurde der zuldssige Kon-
zentrationsbereich auf 0,001 mM bis 0,564 mM eingeschrinkt. Das Maximum der rechtsschiefen
Haufigkeitsverteilung lag bei etwa 0,018 mM.

Ein weiterer nicht messbarer Metabolit des Pentosephosphatwegs ist x5p. Der geschétzte zu-
léssige Konzentrationsbereich dieses Molekiils erstreckte sich von 0,001 mM bis 8,265 mM. Die
Haufigkeitsverteilung zeigte ein globales Maximum bei etwa 5 mM.

Fiir einige Metabolite der Aromatenbiosynthese ist eine analytische Erfassung nicht moglich,
so auch fiir 3dhq aus dem Chorismatbiosyntheseweg und pran aus dem fiir L-Tryptophan spe-
zifischen Syntheseweg. Fiir 3dhq konnte der vorgegebene Konzentrationsbereich (0,001 mM -
50mM) durch die thermodynamische Netzwerkanalyse nicht weiter eingeschrénkt werden. Die
statistische Analyse des Losungsbereiches zeigte jedoch, dass die Konzentrationen mit hoher
Wahrscheinlichkeit im Bereich bis etwa 5mM auftreten. Hohere Konzentrationen waren zwar
zuléssig, wurden aber in der statistischen Analyse kaum beobachtet.

Im L-Tryptophan spezifischen Biosyntheseweg tritt pran als Folgemetabolit von anth auf. Der
zuléssige Losungsbereich von pran wurde durch die thermodynamische Analyse auf 0,305 mM
bis 50mM eingeschrinkt. Fiir die linksschiefe Haufigkeitsverteilung ergab sich ein Maximum
bei etwa 46 mM. Der statistischen Analyse zufolge lag die pran-Konzentration mit hoher Wahr-
scheinlichkeit im Bereich zwischen 37 mM und 50 mM.
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Diskussion

Mittels der pyTFA-Toolbox wurden fiir die insgesamt 13 metabolischen Zustéinde wéhrend der
metabolischen Kurzzeitanalyse von E. coli NT1259 shiA ¢, Abschétzungen fiir die intrazelluléren
Stoffflussverteilungen vorgenommen. Die klassische Methode der FBA wurde durch die Anwen-
dung thermodynamischer Gesetze und Einfiihrung thermodynamischer Grofien erweitert.
Durch die Verkniipfung der Stoffflussanalysen mit der thermodynamischen Netzwerkanalyse
konnte die Genauigkeit der Stoffflussverteilungen erhéht und weiterhin die thermodynamische
Analyse auf das gesamte genomweite Modell ausgeweitet werden. In einem Optimierungspro-
blem wurden die Stoffflussanalysen durchgefiihrt und Gibbs’sche Reaktionsenergien sowie nicht
messbare Konzentrationsbereiche ermittelt.

Die theoretisch abgeschétzten Stoffflussverteilungen verdeutlichen die durch die Verwendung
der Substrate Glycerin und Glucose sowie den Substratkombinationen Glycerin mit Shiki-
mat und Glucose mit Shikimat hervorgerufene Auslenkung der intrazelluldren Stofffliisse. Die
Gibbs’schen Reaktionsenergien ermdglichten die Klassifizierung aller Reaktionen im Modell hin-
sichtlich ihrer Lage zum thermodynamischen Gleichgewicht. Die Ergebnisse der Gibbs’schen
Reaktionsenergien der Stoffwechselbereiche Glykolyse, Glycerinmetabolismus, Citratzyklus und
L-Serinbiosyntheseweg zeigten zudem sehr gute Ubereinstimmung mit bereits publizierten Da-
ten (Canelas et al., 2011; Henry et al., 2007; Kiimmel et al., 2006; Trondle, 2019). Auch die
Néhe der Reaktionen aus dem Pentosephosphatweg (TKT1, TKT2, TALA, RPE und RPI) zum
thermodynamischen Gleichgewicht wurde bereits mehrfach gezeigt (Canelas et al., 2011; Kiim-
mel et al., 2006; Trondle, 2019).

Stark negative Reaktionsenergien wurden fiir die Reaktionen der DDPA, DHQS, CHORS,
CHORM, PPNDH, ANS, ANPRT, IGPS und TRPS2 abgeschétzt. Zu dhnlichen Ergebnissen
kommen auch Henry et al. (2007). In dessen Arbeit wurden stark negative Reaktionsenergien
fiir die Reaktionen DDPA, DHQS, CHORS, CHORM, PPNDH, ANS und IGPS ermittelt. Mit
den Ergebnissen von Trondle (2019) stimmen die Ergebnisse ebenfalls weitestgehend iiberein.
Reaktionen mit A,G’-Werten nahe 0kJ mol! unterliegen sehr wahrscheinlich keiner aktiven Re-
gulation, da ihre Auslenkbarkeit durch die Anderungen ihrer Reaktanten sehr empfindlich ist
(Henry et al., 2007). Die thermodynamische Lage der Reaktionen in der Aromatenbiosynthese
weist daher auf eine starke aktive Regulation des Stoffwechselweges hin. Dieses Ergebnis wird
durch die zahlreichen aus der Literatur bekannten Regulationsmechanismen bestétigt (S. Liu et
al., 2022; Panichkin et al., 2016). Die theoretisch abgeschétzten Konzentrationsbereiche ergianz-
ten die experimentell ermittelten intrazelluliren Metabolitkonzentrationen, dabei ergaben sich
keine thermodynamischen Widerspriiche durch die vorgegebenen Metabolitkonzentrationen. Die
thermodynamisch zuldssigen Konzentrationsbereiche wurden zudem durch eine Abtastfunktion
statistisch untersucht. Dies ermoglichte Aussagen iiber die Wahrscheinlichkeiten auftretender
Metabolitkonzentrationen innerhalb der ermittelten zuldssigen Konzentrationsbereiche.

Die abgeschétzten Stoffflussverteilungen, Reaktionsenergien und vollstindigen Datensétze der
Metabolitkonzentrationen, einschliellich gemessener und geschéatzter Werte, bilden die Grund-

lage fiir die metabolische Kontrollanalyse.
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5.2.6 Metabolische Kontrollanalyse der L-Tryptophanproduktion

Die wihrend der metabolischen Analyse mit dem Transporterstamm E. coli NT1259 shiA ¢, erho-
benen Daten gewéhrten einen detaillierten Einblick in die zelluldren Abldufe und ermoglichten
die Modellierung von nicht messbaren Stofffliilssen innerhalb der Zelle sowie die thermodyna-
mische Analyse des metabolischen Netzwerks. Die Identifikation limitierender enzymatischer
Schritte und Aussagen hinsichtlich moéglicher Vorschldge zur Verbesserung des Stammes sind
dennoch aufgrund der enormen Komplexitéit der zellularen Zusammenhénge ohne mathemati-
sche Betrachtung nicht méglich. Aus diesem Grund werden lokale und globale Koeffizienten zur
mathematischen Beschreibung der Kontrolle innerhalb der Stoffwechselwege herangezogen. Die
Methodik der MCA verwendet hierzu alle Daten der Zustdnde, die durch Auslenkung des Stoff-
wechsels erreicht wurden und normiert sie auf einen Referenzzustand, der in diesem Fall durch
den Produktionsprozess im Zeitraum der metabolischen Analyse gegeben ist. Folglich kénnen
fiir die MCA nur Stofffliisse beziehungsweise Reaktionen beriicksichtigt werden, deren Stofffliisse
im Referenzzustand nicht 0 und damit aktiv sind. Die Normierung fiithrt somit zum Ausschluss
der Reaktionen, die spezifisch fiir die Assimilation von Glucose verwendet werden sowie aller
Reaktionen der Nebenproduktbildungen, der gemischten Sduregidrung und der Reaktionen PPC
und PPCK. Zudem wurde der Glyoxylat-Bypass wie auch der Methylglyoxal-Stoffwechselweg
in der MCA nicht beriicksichtigt. Die Reaktion zur Aufnahme von Glycerin wurde nicht in das
MCA-Modell aufgenommen, da aufgrund des diffussiven Aufnahmemechanismus keine kontrol-
lierende Wirkung gegeniiber anderen Reaktionen vorliegt. Der oxidative Teil des Pentosephos-
phatwegs konnte in die Betrachtungen integriert werden, hierin unterschied sich das Modell
von vorherigen Arbeiten. Der Energiemetabolismus wird in vereinfachter Form durch die beiden
Reaktionen NADH5 und ATPS4rpp représentiert. Das fir die MCA verwendete Modell ist in
Tabelle A.22 im Anhang beschrieben. Es umfasst insgesamt 50 Reaktionen und 57 Metabolite
der Stoffwechselbereiche Glykolyse, Glycerinmetabolismus, Citratzyklus, Pentosephosphatweg,
L-Serinbiosynthese und Aromatenbiosynthese. Daraus ergibt sich eine stéchiometrische Matrix
N der Dimension 57 x 50, deren Rang zu 49 bestimmt wurde. Als unabhéngige Metabolite wur-
den L-Phenylalanin, L-Glutamat, coA, adp, nadh, nadph, amp und L-Glutamin festgelegt. Aus
der reduzierten stochiometrischen Matrix Nj,q der Dimension (49 x 50) wurde die normierte
Link-Matrix L* abgeleitet.

Abschatzung von Elastizitiaten

Die Herleitung der globalen Flusskontrollkoeffizienten, die zur Beschreibung der metabolischen
Kontrolle innerhalb der Zelle verwendet wird, beruht auf der Abschétzung lokaler Parameter,
den sogenannten Elastizititen. Die Elastizititen ;) beschreiben die Sensitivitit einer einzelnen
Reaktion gegeniiber der Anderung einer bestimmten Metabolitkonzentration und geben somit
die kinetischen Eigenschaften des metabolischen Netzwerks quantitativ wider. Positive Elastizi-
taten bedeuten dabei eine aktivierende Wirkung des Metabolits auf die Reaktion, ein negativer
Wert steht entsprechend fiir einen inhibierenden Effekt.

Die Art der Berechnung der Elastizitdten ist abhingig von der thermodynamischen Lage der je-

weiligen Reaktion. Operiert die Reaktion nahe am thermodynamischen Gleichgewicht, kann die
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Elastizitat direkt aus der Gibbs’schen Reaktionsenergie abgeleitet werden. Die Klassifizierung
erfolgte anhand von Abbildung 5.20. Wie in vorherigen Arbeiten wurde fiir Gibbs’sche Reakti-
onsenergien zwischen -1kJmol™ und 0kJ mol™ ein Maximalwert von -1kJ mol ! angenommen,
da ansonsten unrealistische Werte fiir die Elastizitdten ermittelt werden. Fiir sehr kleine Losungs-
bereiche der Reaktionsenergien wurde ein Bereich von -1,1kJmol ™ bis -1,0kJ mol ™ festgelegt.
Sofern keine eindeutige Klassifizierung anhand der Randpunkte im Boxplot mdglich war, wurde
nach Lage des unteren Quartils der Verteilung iiber die Lage zum thermodynamischen Gleich-
gewicht entschieden. Bei Uberschreiten der Grenze von -10kJ mol™! durch die unteren Whisker,
wurde ein minimaler Wert von -10kJ mol™! angenommen. In Tabelle 5.8 sind alle 22 Reaktionen,
deren Zustand als nahe dem thermodynamischen Gleichgewicht eingeordnet wurde, mit den fest-
gelegten Gibbs’schen Reaktionsenergien angegeben.

Fir die verbleibenden 28 Reaktionen, deren Zustand als fern dem thermodynamischen Gleich-
gewicht klassifiziert wurde, erfolgte die Berechnung der Elastizitdten mittels des in Kapitel 3.8
beschriebenen lin-log- Ansatzes. Da sowohl die intrazelluldren gemessenen und geschatzten Meta-
bolitkonzentrationen als auch die abgeschétzten Stofffliisse und Reaktionsenergien durch experi-
mentelle und analytische Fehler sowie theoretische Varianzen mit Unsicherheiten behaftet sind,
erfolgte die Bestimmung der Elastizitdten im lin-log-Ansatz durch eine Monte-Carlo-Simulation
in 10.000 Berechnungszyklen. Die Mittelwerte der ermittelten Elastizitdten sind Tabelle A.24

im Anhang zu entnehmen.
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Tabelle 5.8: Fiir die metabolische Kontrollanalyse der L-Tryptophanproduktion mit E. coli NT1259
shiA gy vorgegebene freie Gibbs’sche Reaktionsenergien A, G fiir Reaktionen nahe dem thermodynami-
schen Gleichgewicht. Die Einordnung erfolgte mittels der thermodynamischen Netzwerkanalyse durch
die pyTFA-Toolbox. Sofern keine eindeutigen Randpunkte ermittelt wurden, wurde nach Lage des un-
teren Quartils der Verteilung iiber die Lage zum thermodynamischen Gleichgewichts entschieden. Bei
Unterschreiten der -10 kJ mol ! durch den unteren Whisker wurde ein minimaler Wert von -10 kJ mol™!
angenommen. Fiir sehr kleine Losungsbereiche wurde ein unterer Wert von -1,1 kJ mol™! festgelegt.

Reaction A,G, . kJ mol! AG ey kI mol™!
PGI -1,10 -1,00
FBA -10,00 -1,00
TPI -1,10 -1,00

GAPD -1,10 -1,00
PGK -1,10 -1,00
PGCD -1,10 -1,00
PGM -5,71 -1,00
ENO -5,71 -1,00

ACONT -10,00 -1,00

SUCOAS -10,00 -1,00
FUM -1,10 -1,00
MDH -1,10 -1,00

G6PDH -10,00 -1,00
RPE -10,00 -1,00
RPI -6,85 -1,00

TKT1 -10,00 -1,00
TKT2 -10,00 -1,00
TALA -10,00 -1,00
DHQTi -10,00 -1,00
SHK3Dr -10,00 -1,00
PRALI -10,00 -1,00

TRPS3 -10,00 -1,00

Abschatzung von Flusskontrollkoeffizienten

Alle dargestellten Ergebnisse der parallelisierten metabolischen Analyse, einschlieflich der Elasti-
zitédten, flossen in die Abschitzung der globalen Flusskontrollkoeffizienten mit ein. Flusskontroll-
koeflizienten geben an, wie sich eine einprozentige Erhohung einer spezifischen Enzymaktivitét
auf jeweils einen Stofffluss im metabolischen Netzwerk auswirkt. Positive Werte sind als eine Ak-
tivierung des jeweiligen Stoffflusses bei Erhohung der Enzymaktivitét zu interpretieren, negative
Werte reprisentieren inhibierende Effekte. Die Flusskontrollkoeffizienten wurden gleichermaflen
wie die Elastizitdten durch 10.000 Berechnungszyklen einer Monte-Carlo-Simulation ermittelt,
um auftretende Unsicherheiten zu beriicksichtigen. Abbildung 5.22 zeigt in Form einer Heatmap
die mittels der MCA bestimmten Mittelwerte aller Flusskontrollkoeffizienten im Modell. Die

Zusammenhénge werden im Folgenden schrittweise erldutert und diskutiert. Dabei stehen die



Ergebnisse und Diskussion 115

Ergebnisse mit besonderer Relevanz fiir die L-Tryptophanbiosynthese im Fokus.
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Abbildung 5.22: Flusskontrollkoeffizienten (ohne Einheit) ermittelt durch die metabolische Kontrollana-
lyse der L-Tryptophanproduktion mit E. coli NT1259 shiA ¢4 im Zulaufverfahren. Die Spalten représentie-
ren die Enzyme der jeweiligen Reaktion, die Zeilen beziehen sich auf die resultierenden Stofffliisse. Es sind
die Effekte einer einprozentigen Anderung der Enzymaktivitit dargestellt. Die Enzymkapazitdten und
Stofffliisse sind untergliedert in die Stoffwechselbereiche: Glykolyse und Glycerinmetabolismus (GLYC
& GLYK), L-Serinbiosynthese (L-Ser), Citratzyklus (TCA), Pentosephosphatweg (PPP), Chorismatbio-
synthese (CHOR), L-Phenylalanin- und L-Tyrosinbiosynthese (L-Phe/ L-Tyr), L-Tryptophanbiosynthese
(L-Trp) und Energiemetabolismus (E).

Die beiden Enzyme GLYK und GLY3PD des aeroben Glycerinabbaus zeigten eine geringe ne-
gative Kontrolle gegeniiber den Stofffliissen der Glykolyse, Gluconeogenese und des Glycerinme-
tabolismus, ausgenommen des Stoffflusses der Reaktion PGI, gegeniiber welchem eine positive
Kontrolle ermittelt wurde. Dartiber hinaus erstreckte sich die negative Kontrolle dieser beiden
Enzyme in den Citratzyklus und weiter bis in die Chorismat- und L-Tryptophanbiosynthese.
Auch die Stofffliisse des Pentosephosphatwegs wurden durch die beiden Reaktionen stark kontrol-
liert, was auf die Konkurrenz der beiden Stoffwechselwege Glykolyse und Pentosephosphatweg
um Kohlenstofffluss zuriickzufiihren ist. Die negative Kontrolle der beiden Reaktionen hinsicht-

lich der L-Tryptophanproduktion deckt sich mit den Ergebnissen der gemessenen extrazellularen
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Substrataufnahme und Produktbildungsraten. Denn eine héhere Substrataufnahme fiithrte nicht

zur gewiinschten Steigerung der Produktbildungsraten, diese wurden sogar vermindert.

Die glykolytischen Enzyme FBA, PGM und ENO zeigten eine gering ausgeprégte positive Kon-
trolle gegeniiber den Stofffliissen der Glykolyse, des Citratzyklus sowie der Chorismat- und
L-Tryptophanbiosynthese. Fiir die Stofffliisse des Pentosephosphatwegs wurden indessen nega-
tive Flusskontrollkoeffizienten bestimmt, auch an dieser Stelle kam die Konkurrenz um Koh-
lenstoff zwischen den Reaktionen der unteren Glykolyse und dem Pentosephosphatweg zum
Tragen. Die geringe positive Kontrolle der glykolytischen Reaktionen gegeniiber der Chorismat-
und L-Tryptophanbiosynthese spricht fiir eine gesteigerte Produktbildung bei verstarkter glyk-
olytischer Aktivitdt durch eine verbesserte pep-Bereitstellung. Die positive Kontrollwirkung der
PDH gegeniiber dem Citratzyklus ist mit einem potenziell verbesserten Zufluss in den Citratzy-

klus bei Erhéhung der enzymatischen Kapazitit der PDH zu erkléren.

In der L-Serinbiosynthese wurde nur fiir die PSP__L eine kontrollierende Wirkung auf Stofffliis-
se des metabolischen Netzwerks ermittelt. Es ergaben sich positive Flusskontrollkoeffizienten
des dephosphorylierenden Enzyms gegeniiber allen Reaktionen, die direkt oder indirekt mit der
L-Tryptophanbiosynthese verbunden sind. Stark negative Flusskontrollkoeffizienten wurden hin-
gegen fir die Stofffliisse der L-Phenylalanin und L-Tyrosinbiosynthese ermittelt. Die stirkste
positive Kontrollwirkung zeigte die PSP__ L gegeniiber dem Stofffluss der TRPS2, dem letzten
Schritt in der spezifischen L-Tryptophanbiosynthese. Demnach wiirde eine erhohte Aktivitét
der PSP_ L eine gesteigerte Produktbildung hervorrufen und zeitgleich wiirde sich die Bildung
der Nebenprodukte L-Phenylalanin und L-Tyrosin reduzieren. Dieser antagonistische Effekt ist
auf den Verbrauch von L-Serin im L-Tryptophanbiosyntheseweg zuriickzufithren. Da L-Serin
fir die Bildung von L-Phenylalanin und L-Tyrosin nicht benétigt wird, wiirde eine erhoéhte
L-Serinbereitstellung potenziell die Verstdrkung der Stofffliisse ausgehend von Chorismat in
Richtung der L-Tryptophanbiosynthese begiinstigen. Gleichzeitig wiirde dies zur Reduktion des
Stoffflusses in Richtung der beiden Nebenprodukte L-Phenylalanin und L-Tyrosin fiihren.

Fiir die enzymatischen Kapazitdten des Citratzyklus wurden nur geringe kontrollierende Effekte
bestimmt. Eine leichte Kontrolle ibten die Enzyme CS, AKGDH, SUCD auf die Stoffflisse der
Glykolyse und Gluconeogenese aus. Fiir die Reaktionen in glykolytischer Richtung (TPI bis ein-
schlieBlich der PDH) traten positiv kontrollierende Effekte auf. Fiir die Stoffflisse, die wahrend
der Glycerinassimilation gluconeogen ausgerichtet sind, ergab sich eine negative Kontrollwir-
kung der Reaktionen aus dem Citratzyklus. Dariiber hinaus wurde eine moderat ausgeprigte
Kontrolle dieser Reaktionen auf Stofffliisse des gesamten Citratzyklus und geringfiigig negative
Flusskontrollkoeffizienten gegeniiber Stofffliissen des Pentosephosphatwegs und der Aromaten-
biosynthese abgeschéitzt. Demzufolge kommt auch bei der Kontrollwirkung der Enzyme aus dem
Citratzyklus die konkurrierende Situation um Kohlenstoff zwischen den unterschiedlichen Stoff-
wechselwegen zum Tragen. Wiirden die enzymatischen Kapazititen im Citratzyklus verstarkt,
wiirde dies auch zur Erhohung der Stofffliisse in diesem Stoffwechselweg zuungunsten anderer

Stoffwechselwege, aufgrund des gesteigerten pep-Verbrauchs, fithren.

Die Enzymaktivitdten des klassischen Pentosephosphatwegs einschliefilich der Reaktionen G6PDH,



Ergebnisse und Diskussion 117

GND, RPE, RPI, TKT1, TKT2 und TALA iibernahmen den Ergebnissen zufolge keine kon-
trollierenden Funktionen im betrachteten metabolischen Netzwerk. Dies erscheint plausibel, da
diese Reaktionen nahe am thermodynamischen Gleichgewicht operieren. Lediglich fiir die aus
dem Pentosephosphatweg abzweigende Reaktion PRPPS, die die Reaktion zur Bereitstellung
von prpp aus rdp katalysiert, zeigte sich eine starke Kontrollwirkung iiber das gesamte meta-
bolische Netzwerk hinweg. Im Bereich des Citratzyklus wurde insbesondere fiir die Stofffliisse
der AKGDH und SUCOAS eine starke kontrollierende Wirkung der PRPPS ermittelt. Mogli-
cherweise besteht hier aufgrund der Beteiligung beider Reaktionen aus dem Citratzyklus sowie
der PRPPS am Energiemetabolismus, ein Zusammenhang. Auch innerhalb des Pentosephos-
phatwegs wies die enzymatische Kapazitidt der PRPPS starke kontrollierende Wirkungen auf.
Die positiven Kontrollen hinsichtlich der Stofffliisse der TKT2, RPE und RPI weisen auf eine
priméare prpp-Bereitstellung durch diese Reaktionen hin. Die negativen Kontrollen gegeniiber
des oxidativen Teils des Pentosephosphatwegs sprechen ebenfalls fiir die untergeordnete Rolle
dieser Reaktionen bei der prpp-Synthese. Da prpp als Vorlaufermolekiil in die L-Tryptophanbio-
synthese einfliefit, waren alle mit diesem Syntheseweg verkniipften Stofffliisse durch die PRPPS
positiv kontrolliert. Ein gegenteiliger Effekt trat fiir die Stofffliisse der Synthese der aromati-
schen Nebenprodukte L-Phenylalanin und L-Tyrosin, in der prpp nicht als Vorlaufermetabolit

zum Einsatz kommt, auf.

Unter den Enzymen des Chorismatbiosynthesewegs ergab sich nur fiir die DHQS eine Kon-
trollwirkung. Die Gibbs’sche Reaktionsenergie der DHQS ldsst eine aktive Regulierung ihrer
enzymatischen Aktivitdt vermuten und deutet auf ein kontrollierendes Potenzial dieser Reakti-
on hin. Im L-Tryptophanbiosyntheseweg reichte die Kontrolle der DHQS bis zum Stofffluss der
TRPS3. Der kontrollierende Effekt gegeniiber der TRPS2 wurde vermutlich durch die stérkere
Kontrollwirkung der PSP__L abgeschwicht.

Die Enzyme zur Biosynthese der beiden aromatischen Nebenprodukte L-Phenylalanin und
L-Tyrosin hatten keine weitreichende Kontrollwirkung im betrachteten metabolischen Netzwerk.
Es wurde lediglich eine starke positive Kontrolle der Enzyme gegeniiber den eigenen Stofffliis-
sen und eine sehr geringe Kontrolle gegeniiber den Stofffliissen der L-Tryptophanbiosynthese
ermittelt. Zudem traten verstirkte und gegensétzliche Kontrollen gegeniiber des Stoffflusses der
SUCOAS auf. Dieser Effekt ist vermutlich auf die Verbindung durch den Effektor akg der Reakti-
on der PHETA zuriickzufithren. Der kompetitive Verbrauch von Chorismat durch die Stofffliisse
zur L-Tryptophanbiosynthese einerseits und der Bildung der Nebenprodukte L-Phenylalanin und
L-Tyrosin andererseits, rief die gegensatzlichen Kontrollwirkungen der beiden Stoffwechselwege
hervor. Die negative Kontrolle gegeniiber der L-Tryptophanbiosynthese war jedoch verschwin-
dend gering, weshalb eine Verminderung der enzymatischen Aktivitdten im konkurrierenden
Stoffwechselweg wahrscheinlich nicht mafigeblich zu einer verbesserten Produktbildung beitra-

gen wiirde.

Auch die Enzyme des spezifischen L-Tryptophanbiosynthesewegs zeigten kontrollierende Effekte
im betrachteten metabolischen Netzwerk. Die Wechselwirkungen mit anderen Stoffwechselwegen
waren jedoch gering. Die ANS veriibte eine sehr geringe negative Kontrolle auf die glykolytischen

Reaktionen ausgehend von g3p und auf die Reaktionen des Citratzyklus. Leicht positiv von der
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ANS beeinflusst wurden die oberen gluconeogenen Stofffliisse der FBA, FBP und PGI sowie
die Reaktionen im Pentosephosphatweg. Auch die Chorismatbiosynthese wurde durch die ANS
schwach positiv beeinflusst, wohingegen die Bildung der beiden Nebenprodukte L-Phenylalanin
und L-Tyrosin leicht negativ durch die ANS kontrolliert war. Demzufolge fithrt eine erhéhte
Aktivitdt der ANS zu einem erhéhten Stofffluss in Richtung der L-Tryptophanbiosynthese, wo-
durch die Stofffliisse in der Chorismatbiosynthese verstiarkt und die der Nebenproduktbildung
abgeschwécht wiirden. Die positive Kontrolle der ANS erstreckte sich allerdings nur bis zum
Stofffluss der ANPRT. Den Ergebnissen zufolge wirkt sich eine Erhohung der ANS-Aktivitit
nicht unmittelbar positiv auf die L-Tryptophanbiosynthese aus. Diese wurde sogar leicht nega-
tiv durch die ANS kontrolliert. Der gegenteilige Effekt ergab sich fiir die IGPS, die eine geringe
Kontrollwirkung gegeniiber dem Citratzyklus, der Chorismatbiosynthese und im L-Tryptophan-
biosyntheseweg bis zur ANPRT zeigte sowie eine geringfiigig positive Kontrolle gegeniiber den
letzten Schritten der L-Tryptophanbiosynthese.

Die stéarkste kontrollierende Wirkung unter den Reaktionen der L-Tryptophanbiosynthese zeigte
sich in der TRPS2, die den letzten Schritt des spezifischen Stoffwechselweges katalysiert. Hier
trat eine stark negative Kontrolle gegeniiber der unteren Glykolyse, dem Citratzyklus sowie
der Bildung der aromatischen Nebenprodukte hervor. Positiv kontrolliert wurden die Bereiche
der oberen Gluconeogenese ab der FBA, die L-Serinbiosynthese und der Pentosephosphatweg.
Auch die L-Tryptophanbiosynthese selbst wurde stark positiv durch die TRPS2 kontrolliert. Die
hochsten Flusskontrollkoeffizienten im gesamten betrachteten metabolischen Netzwerk ergaben
sich fiir die TRPS2 gegeniiber des eigenen Stoffflusses. Insbesondere der letzte Schritt scheint
eine starke Limitierung fiir die L-Tryptophanbiosynthese darzustellen. Es ist daher anzunehmen,
dass ein Aufheben dieser Limitierung alle Stofffliisse des metabolischen Netzwerks in diese Rich-
tung verstirkt. Negativ beeinflusst durch die TRPS2 wurden Reaktionen, die nicht direkt mit

der Bereitstellung limitierender Vorldufermolekiile in Verbindung stehen.

Ebenfalls stark kontrollierend wirkten sich die enzymatischen Kapazititen des Energiemeta-
bolismus auf weite Teile des metabolischen Netzwerks aus. Diese globale Kontrollwirkung ist
aufgrund der Beteiligung der Energiemetabolite und Cofaktoren an vielen Reaktionen im Meta-
bolismus erwartungsgeméfl. Beide Reaktionen (NADH5 und ATPS4rpp) zeigten starke kontrol-
lierende Effekte im Zentralstoffwechsel und weniger ausgepriagte Kontrollen in den spezifischen
Biosynthesewegen. Besonders durch diese Reaktionen beeinflusst waren die Bereiche Citratzyklus
und Pentosephosphatweg. Beide iibernehmen wichtige Aufgaben fiir den Energiemetabolismus
und stellen Energietrdger und Cofaktoren bereit. Die berechneten Effekte im L-Tryptophan-
biosyntheseweg waren vergleichsweise gering. Die leicht positive Kontrolle beider Reaktionen
kann moglicherweise auf eine insgesamt erhéhte Aktivitdt der Stofffliisse durch eine Stérkung
des Energiemetabolismus erklart werden. Allerdings gilt zu beriicksichtigen, dass der Energie-
stoffwechsel im MCA-Modell nur stark vereinfacht dargestellt ist. Fiir eine detaillierte Analyse
der metabolischen Kontrolle ausgehend von diesem Stoffwechselbereich sollte die MCA in einem

genomweiten Modell erfolgen.
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Diskussion

Die Ergebnisse der MCA zeigten keine in einem Enzym konzentrierte Kontrolle des metaboli-
schen Netzwerks, sondern eine Verteilung der metabolischen Kontrolle iiber den gesamten Me-
tabolismus hinweg. Dieser Effekt wurde bereits frith von Kacser und Burns (1973) beschrieben
und durch die Konnektivitdts- und Summationstheoreme begriindet.

Die MCA der L-Tryptophanproduktion mit dem Transporterstamm FE. coli NT1259 shiAc,
legte etliche Kontrollpunkte von Relevanz fiir die L-Tryptophanbiosynthese offen. Die stérks-
te Limitierung lag den Berechnungen zufolge im Enzym zur Katalyse des letzten Schrittes
der L-Tryptophanbiosynthese, der TRPS2. Im spezifischen Stoffwechselweg zur L-Tryptophan-
biosynthese zeigte sich zudem eine geringe Kontrollwirkung der IGPS gegentiiber den Reaktionen
im L-Tryptophanbiosyntheseweg bis zur ANPRT und eine geringfiigig positive Kontrolle gegen-
iber den letzten Schritten der L-Tryptophanbiosynthese. Dieser antagonistische Effekt kann
durch die Vorwértsinhibierung der IGPS durch das Produkt der ANS (anth) erklirt werden (L.
Chen et al., 2018). Positive Kontrollen der PSP_ L in der L-Serinbiosynthese sowie der PRPPS
deuten auf Defizite in der Bereitstellung der Vorldufermolekiile L-Serin und prpp hin. In den
genannten Limitierungen stimmen die Ergebnisse dieser MCA mit der vorherigen MCA der
L-Tryptophanbiosynthese iiberein (Trondle et al., 2020).

Die Verwendung von Shikimat als neuem Substrat zur gezielten Auslenkung der fiir die L-Trypto-
phanbiosynthese spezifischen Stoffwechselwege ermdoglichte die Identifikation einer weiteren Li-
mitierung in der DHQS. Die Gibbs’sche Reaktionsenergie der DHQS lief3 bereits eine aktive
Regulierung ihrer enzymatischen Aktivitdt vermuten und deutete auf das kontrollierende Po-
tenzial dieser Reaktion hin. Die limitierende Wirkung der DHQS auf die Chorismatbiosynthese
wurde in der Literatur bereits beschrieben (Snell et al., 1996; Trondle et al., 2020; Yi et al.,
2002). Eine Kontrolle dieser Reaktion gegeniiber der L-Tryptophanbiosynthese war bisher je-
doch unbekannt.

Zudem wurde in dieser MCA eine Kontrolle der Glycerin abbauenden Enzyme GLYK und
GLY3PD ermittelt. Die negativen Kontrollen stehen mit den reduzierten Produktbildungsra-
ten bei erhohter Zulaufrate in Verbindung und spiegeln wider, dass die Produktbildung durch
eine verstirkte Glycerinaufnahme nicht gesteigert wurde. Auch Trondle et al. (2020) berechnete
eine geringfiigig negative Kontrolle der GLY3PD gegeniiber den genannten Stoffwechselwegen,
wohingegen fiir die GLYK in dieser Arbeit positive Flusskontrollkoeffizienten abgeschétzt wur-
den. Die genaue Ursache fiir den negativen Einfluss dieser Enzyme auf die Produktbildung ist
nicht bekannt. Moglicherweise besteht ein Zusammenhang mit der intrazellularen Akkumula-
tion von dhap bei steigenden Glycerinaufnahmeraten, die eine Aktivierung der mgo-Synthese
verursachen kénnen. Die Kldrung der Ursachen und Zusammenhénge erfordert jedoch weitere
Analysen. Fiir den anaeroben Glycerinabbau wurden von Cintolesi et al. (2012) positive Fluss-

kontrollkoeffizienten gegeniiber den Stofffliissen der Glykolyse berechnet.
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5.2.7 Expressionsanalyse ausgewihlter Gene

Die MCA lieferte detaillierte Informationen zu kontrollierenden Reaktionsschritten innerhalb der
Zelle, die zur Limitierung der L-Tryptophanproduktion fiithrten und zeigte potenzielle Ansatz-
punkte zur Verbesserung des verwendeten FE. coli-Produktionsstammes auf. Letztendlich sollen
hieraus konkrete Mafinahmen zur genetischen Modifikation des Produktionsstammes abgeleitet
werden. Eine Expressionsanalyse ausgewéahlter Gene von Zellen aus dem Produktionsprozess soll
zeigen, inwieweit die Limitierungen auf Transkriptomebene erkennbar sind, um diese moglichst
zielgenau beheben zu kénnen. Die Genexpression sagt jedoch zunéchst nichts {iber die vorhan-
dene Enzymmenge in den Zellen aus, Anderungen in der Expression deuten lediglich auf eine
Reaktion der Zellen auf die Auslenkung hin. Die Proteinmengen werden erst mit zeitlicher Ver-
zogerung (ca. 30 min) beeinflusst. In Abbildung 5.23 sind die Ergebnisse der Expressionsanalyse
fir die Gene prsA, serA, serB, aroF, aroB, trpC und trpB gezeigt. Die RT-qPCR-Analysen

wurden von den Projektpartnern der Universitdt Stuttgart durchgefiihrt.

Die Ergebnisse der MCA deuteten auf eine Limitierung in der enzymatischen Kapazitit des
prpp bereitstellenden Enzyms PRPPS hin. Die Expressionsanalyse des entsprechenden Gens
prsA zeigte einen signifikanten Riickgang der Expression nach der Induktion. Unmittelbar nach
der Zugabe von IPTG (45 h, Ref) wurde die minimale prsA-Expression gemessen. Im weiteren
Prozessverlauf stieg die Expression auf etwas iiber den Wert der Probe nach 28 h Prozesszeit
an. Die niedrige Expression von prsA in der Referenzprobe deckt sich mit den Ergebnissen der
MCA. Moglicherweise fiihrte die Herunterregulierung der Expression von prsA zur Limitierung
in der enzymatischen Kapazitiat der PRPPS und verursachte einen Mangel am Vorladufermolekiil
prpp.

Zudem legte die MCA eine ausgeprigte Kontrolle der PSP_ L. aus der L-Serinbiosynthese of-
fen. Das entsprechende Gen serB ist im Gegensatz zum Gen serA, fir welches bereits eine
riickkopplungsresistente Genkopie in das Genom von E. coli NT1259 shiAc, integriert wurde,
nicht in zusétzlichen Genkopien im untersuchten Stamm vorhanden. Ein Vergleich zeigt, dass
die Expression von serA nach der Induktion mit IPTG deutlich anstieg, wohingegen die serB-
FExpression nach der Induktion zuriickging und anschliefend konstant blieb. Die relative Expres-
sion von serA im Analysenreaktor mit Glycerin befand sich auf einem vergleichbaren Niveau
wie in der Referenzprobe. Auffillig ist jedoch die erhéhte Expression im Analysenreaktor mit zu-
sétzlichem Shikimat. Die Expression von serB war in den Analysenreaktoren verglichen mit der
Referenzprobe etwas verringert. Moglicherweise verursachten die Differenzen in der Expression
der beiden Gene nach Zugabe von IPTG ein Ungleichgewicht in den Stofffliissen des spezifischen
L-Serinbiosynthesewegs. Dies kénnte ein Grund fiir die Limitierung in der enzymatischen Kapa-
zitat der PSP L sein.
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Abbildung 5.23: Relative Genexpression (ohne Einheit) der Gene prsA, serA, serB, aroF, aroB, trpC
und trpB im Verhéltnis zum ftsZ-Gen in Proben des Referenzprozesses zur L-Tryptophanproduktion mit
E. coli NT1259 shiAcy im Zulaufverfahren nach 28h (R 28 h), 45h (R 45 h), 50h (R 50 h), 54h (R
54 h) und 71h (R 71 h) Prozesszeit (IPTG wurde 45h nach Inokulation zugegeben). Aufierdem sind die
Ergebnisse der Proben aus den Analysenreaktoren mit den Substraten Glycerin (MA Glyc), Glucose (MA
Gluc), Glycerin und Shikimat (MA Glyc & Shik) sowie Glucose und Shikimat (MA Gluc & Shik) nach
21 min Analysezeit gezeigt. Der Referenzzustand im Produktionsprozess ist in rot markiert (Ref).

In der Chorismatbiosynthese wurde die DHQS als limitierendes Enzym identifiziert, obwohl
das entsprechende Gen aroB bereits zusammen mit aroF auf einem Plasmid im verwendeten
Stamm in zusétzlicher Kopie vorliegt. Die Genanalyse zeigte einen abrupten Anstieg der Expres-
sion von aroF von 6,6 vor der Induktion auf 556,8 unmittelbar nach der Induktion mit IPTG.
Im weiteren Prozessverlauf blieb die relative Expression des aroF-Gens anndhernd konstant. In
den vier Analysenreaktoren war die Expression etwas geringer als in der Referenzprobe. Zum
Prozesszeitpunkt nach 45h lag die Expression von aroB noch unterhalb von 1, diese stieg nach
der Induktion stetig bis auf einen Wert von 51,7 in der Probe nach 71h Prozesszeit an. In
den Analysenreaktoren wurden dhnliche Expressionsniveaus wie in der Referenzprobe gemessen.
Auffillig ist die Diskrepanz in der Expression beider Gene (aroF und aroB) zum Zeitpunkt der
metabolischen Analyse und in den Proben der Analysenreaktoren. In der Referenzprobe iiber-
stieg die aroF-Expression die Expression von aroB um das 20-Fache, in den Analysenreaktoren

wurden Unterschiede um das 13- bis 26-Fache gemessen. Wahrend fiir aroF direkt nach Induk-
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tion ein hohes, maximales Expressionsniveau erreicht war, stieg die Expression von aroB nach
Induktion nur langsam an. Die verspatete Zunahme in der Expression von aroB und die verhéalt-
nismafig geringen Expressionsniveaus dieses Gens konnten die Ursachen fiir Limitierungen in
der Enzymkapazitiat der DHQS sein. Wahrscheinlich liegen die Unterschiede in der Expression
in der Anordnung der Gene in der Expressionskassette begriindet, aroF ist unmittelbar nach
dem Promotor verortet.

Den Ergebnissen der MCA zufolge lag eine starke Limitierung der TRPS2 innerhalb der
L-Tryptophanbiosynthese vor. Eine geringfiigige Kontrolle wurde zudem fiir die IGPS ermit-
telt. Die entsprechenden Gene dieser Enzyme sind ¢rpB und trpC; deren gemessene Expression
ist ebenfalls in Abbildung 5.23 gezeigt. Die Expressionsniveaus beider Gene stiegen bis zum Zeit-
punkt der Induktion zunéchst an und verringerten sich nach Zugabe des Induktors stetig bis zum
letzten Probenahmezeitpunkt. Die Expression von trpB war in allen Proben héher als die von
trpC. Wie auch das Expressionsniveau von prsA, sank die Expression beider Gene der L-Trypto-
phanbiosynthese nach der Induktion durch IPTG ab. Aufgrund vieler zusétzlicher Genkopien
und der starken Expression der Plasmid basierten Gene war die zelluldre Expressionsmaschinerie
der Zellen wihrend der Produktionsphase offenbar stark ausgelastet, was zu Einbuflen in der
Expression anderer Gene fithrte und moglicherweise die Limitierungen in den enzymatischen

Kapazitdten hervorrief.
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5.2.8 Vorschlige zur Stammmodifikation basierend auf den
Ergebnissen der metabolischen Kontrollanalyse

Basierend auf den Ergebnissen der MCA kénnen Handlungsmafinahmen zur gentechnischen Mo-
difikation des verwendeten Produktionsstammes hinsichtlich einer verbesserten Produktbildung
abgeleitet werden. Die Vorschldge zur gezielten Modifikation des Produktionsstammes werden
im Folgenden dargelegt und diskutiert. Die Enzyme fiir die Kontrollen mit Auswirkung auf die
L-Tryptophanbiosynthese identifiziert wurden und deren Wirkungsorte im Metabolismus sind

in Abbildung 5.24 schematisch gezeigt.
Positive Kontrollen:

Verstirkung von Reaktionsschritten im spezifischen L-Tryptophanbiosyntheseweg

Innerhalb des L-Tryptophanbiosynthesewegs wurden die Enzyme TRPS2 und IGPS als limitie-
rend fir den zum Produkt fithrenden Stofffluss identifiziert. Demnach sollten in einen modifi-
zierten Stamm zusétzliche Kopien der entsprechenden Gene trpB und trpC eingebracht werden.
Trotz der bereits vorliegenden Uberexpression der Gene trpBA im analysierten Stamm wer-
den fir die zusétzliche Verstiarkung des trpB-Gens positive Effekte erwartet, da die Kontrolle
des zugehérigen Enzyms TRPS2 duBerst hoch war. Bei der Uberexpression von trpC sollte die
Vorwértsinhibierung der E. coli eigenen IGPS durch anth beriicksichtigt werden. Beispielsweise
kénnte die fiir die L-Tryptophanproduktion nachteilige Vorwértsinhibierung durch eine nicht

native Genvariante umgangen werden (L. Chen et al., 2018).

Verstdrkung der 3-Dehydroquinat-Synthase im Chorismatbiosyntheseweg

Durch Integration eines Shikimattransporters zur Aufnahme von extrazelluldr vorliegendem Shi-
kimat wurde eine verstéarkte Auslenkung der fir die Produktbiosynthese spezifischen Stoffwech-
selwege erzielt und eine positive metabolische Kontrolle des Enzyms DHQS festgestellt, die sich
bis hin zu den letzten Schritten der L-Tryptophanbiosynthese auswirkte. Die Transkriptomana-
lyse der entsprechenden Gene zeigte eine grofie Diskrepanz in den Expressionsniveaus der bereits
im Plasmid tiberexprimierten Gene aroF und aroB. Es ist wahrscheinlich, dass das Defizit in der
Expression von aroB zur Limitierung in der enzymatischen Aktivitdt der DHQS fiithrte. In Kom-
bination mit anderen Uberexpressionen (beispielsweise von TRPS2 und PRPPS) kénnte durch
weitere Uberexpression von aroB ein positiver Effekt fiir die L-Tryptophanproduktion erzielt

werden. Die genomische Insertion einer weiteren Genkopie erscheint an dieser Stelle sinnvoll.

Verbesserte Bereitstellung des Vorldufermetaboliten Phosphoribosyl-Pyrophosphat

Zwar existieren im analysierten Stamm FE. coli NT1259 shiA ¢, bereits zusdtzliche Genkopien zur
Erhohung der enzymatischen Aktivitdten im Pentosephosphatweg, die Expression der PRPPS
wurde bisher jedoch nicht kiinstlich durch das Einfligen zusétzlicher Genkopien erhéht. Der intra-
zelluldre Mangel an prpp erscheint sehr plausibel und wahrscheinlich, da der Metabolit in keiner
der Proben nachgewiesen werden konnte. Die Expressionsanalyse des die PRPPS codierenden
Gens deutete auf eine verminderte Expression nach der Induktion aufgrund der stark belasteten
Expressionsmaschinerie hin. Eine Uberexpression von prsA zur Anhebung des Expressionsni-

veaus konnte die Engstelle in der Bereitstellung des wichtigen Vorldufermolekiils abschwéchen.
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Aufgrund der Beteiligung dieses Enzyms am Erhaltungs- und Energiestoffwechsel der Zelle birgt
die Uberexpression desselben jedoch vermutlich Schwierigkeiten, da eine Stérung des Energie-

haushalts nur schwer durch die Zellen kompensiert werden kann (Hove-Jensen, 1985).

Verbesserte Bereitstellung des Vorldufermetaboliten L-Serin

Den Ergebnissen der MCA zufolge wurde die L-Tryptophanbiosynthese durch einen Mangel am
Vorldufermetabolit L-Serin limitiert, im Speziellen ergab sich eine kontrollierende Wirkung der
PSP__L. Die Expressionsanalysen wiesen auf ein Ungleichgewicht zwischen der Expression des
Eingangsenzyms der L-Serinbiosynthese (PGCD) und der Expression von PSP_L, dem letzten
Enzym der L-Serinbiosynthese, hin. Um die Stofffliissse des spezifischen Synthesewegs aneinan-
der anzugleichen, sollte die bereits vorliegende zusétzliche genomisch integrierte Genkopie von

AFBR (

ser codierend fiir eine riickkopplungsresistente Enzymvariante der PGCD) durch eine zu-

sétzliche Genkopie von serB ergéinzt werden.

Negative Kontrollen:

Negative Auswirkung erhéhter Substrataufnahmeraten
Die negativen Kontrollen der Glycerin abbauenden Enzyme GLYK und GLY3PD kénnten mit
der Aktivierung der mgo-Synthese bei hohen Glycerinaufnahmeraten zusammenhéngen. Die

Ursachen sind jedoch nicht abschlieBend geklart und miissen weiter analysiert werden.

Verringerte Bildung aromatischer Nebenprodukte

Die Ergebnisse der MCA legten nahe, dass eine Verminderung der enzymatischen Aktivitaten
der Enzyme zur Synthese von L-Phenylalanin und L-Tyrosin die Bildung dieser aromatischen
Nebenprodukte weiter verringern koénnte. Die Ergebnisse lielen aber auch erkennen, dass der
positive Effekt auf die Produktbildung gering wére. Da die Einfithrung von Auxotrophien fiir die
beiden zum Wachstum benétigten Aminoséduren prozesstechnische Schwierigkeiten und hoéhere
Prozesskosten mit sich zieht, iiberwiegen die Nachteile der Deletion oder Abschwéchung der

entsprechenden Gene.

Die aufgefiihrten Mafinahmen sollten in der gezeigten Abfolge priorisiert werden. Zunéchst
sollten die zum Teil starken Limitierungen innerhalb der spezifischen Produktbiosynthesewege
(Chorismat- und L-Tryptophansynthese) behoben werden, damit sich eine anschliefend verstark-

te Vorlaufermolekiilbereitstellung wirksam zeigen kann.
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Abbildung 5.24: Schematische Ubersicht des Stoffwechsels mit farblich hervorgehobenen Enzymen, fiir
die mittels MCA von E. coli NT1259 shiA ¢, eine kontrollierende Wirkung auf die L-Tryptophanbiosyn-
these identifiziert wurde. Die fiir Enzyme und Reaktionen genutzten Abkiirzungen sind in Kapitel 3.2
aufgefiihrt. In Blau sind Enzyme markiert, fiir die eine positive Kontrollwirkung hinsichtlich der L-Trypto-
phanproduktion ermittelt wurde, in Rot sind entsprechend negative Kontrollen gekennzeichnet.
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5.3 Prozessleistung modifizierter Stamme

Basierend auf den Ergebnissen der durchgefiihrten MCA, wurden von den Projektpartnern
der Universitdt Stuttgart gezielt genetische Verdnderungen vorgenommen und neue Stdmme
zur Verfiigung gestellt. Die erfolgreiche genomische Integration der Genkopien wurde ebenfalls
vom Projektpartner mittels Sequenzierung iiberpriift und die Uberexpression durch RT-qPCR-
Analysen in Kultivierungen im Schiittelkolben nachgewiesen. In Kultivierungen im standardi-
sierten 15 L-Zulaufprozess zur L-Tryptophanproduktion sollte die Produktionsleistung dieser
Stamme charakterisiert werden. Da in den Kultivierungen der neuen Stamme die L-Tryptophan-
Loslichkeitsgrenze im Kulturiiberstand von 19,0 &+ 0,5g L teilweise iiberschritten wurde, er-
folgte eine Anpassung der Probenaufarbeitungsmethode, um auch prézipitiertes L-Tryptophan
quantifizieren zu kénnen. Da durch die verdnderte Probenbehandlung auch an Zellen anhaf-
tendes L-Tryptophan erfasst wurde, welches in der vorherigen Methode bei der Zentrifugation
abgetrennt wurde, sind die Ergebnisse nicht direkt mit den Ergebnissen vorangegangener Kulti-

vierungen vergleichbar.

Zur Charakterisierung der Produktionsleistung erfolgte die Kultivierung der gezielt genetisch
modifizierten Stdmme nach Transformation mit dem Plasmid pF112aroFBLk,, im standardi-
sierten 15 L-Zulaufverfahren zur Produktion von L-Tryptophan. Das etablierte Prozessverfah-
ren wurde nicht verdndert. Als Vergleich diente der zuvor analysierte Referenzstamm FE. coli
NT1259 (Trondle et al., 2020), welcher sich vom in dieser Arbeit verwendeten Transporter-
stamm E. coli NT1259 shiA g, nur durch den fehlenden Shikimattransporter unterscheidet. Fiir
jeden E. coli-Stamm wurde eine einfache Kultivierung durchgefiihrt, nur fiir den Referenzstamm
E. coli NT1259 und E. coli NT1446 liegen technische Triplikate der Produktionsprozesse vor.

Insgesamt wurde eine hohe Prozessvariabilitédt hinsichtlich des Zeitpunktes, zu dem die L-Tryp-
tophanproduktion abbrach, beobachtet. Dieser Umstand fiihrte zu groffen Abweichungen in der
Prozessleistung einzelner Stdmme, da ein fritheres Ende der Produktionsphase aufgrund der fort-
laufenden Verdiinnung durch die konstante Substratzufuhr und die unterschiedliche Zugabe von
Titrationsmitteln zum Absinken der Produktkonzentration fiihrte. Aufgrund dessen konnten die
Produktivitdten nicht anhand der maximalen L-Tryptophankonzentrationen verglichen werden.
Da die im Bioreaktor produzierte Gesamtmenge an L-Tryptophan am Ende eines jeden Fermen-
tationsprozesses leicht zugénglich und unabhéngig von stochastisch variierenden Produktions-
zeiten ist, wurden die finalen L-Tryptophan-Absolutmengen zur Bewertung und zum Vergleich
der Produktivitdten herangezogen. Die absoluten L-Tryptophanmengen und Biotrockenmassen
im zeitlichen Prozessverlauf sind fiir alle durchgefithrten Kultivierungen in Abbildung A.1 im
Anhang gezeigt. Abbildung 5.25 fasst die finalen Produktmengen aller Kultivierungen mit dem
Referenzstamm und den gezielt modifizierten Stdmmen zusammen. Diese werden im folgenden

genauer ausgefiihrt.
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Abbildung 5.25: Finale L-Tryptophan-Absolutmenge (Einheit: g) in standardisierten 15 L-
Zulaufkultivierungen zur Produktion von L-Tryptophan (37 °C, pH 7,0, DO > 30 % Luftsittigung) mit
den E. coli-Stammen NT1259, NT1405, NT1438, NT1439, NT1445, NT1444, NT1446, NT1448. Die Feh-
lerbalken ohne Abschluss markieren die Standardabweichung unterschiedlicher Proben, Fehlerbalken mit
Abschluss markieren die Abweichungen der dreifachen Prozessdurchfithrung (E. coli NT1259 und E. coli
NT1446). Signifikanzniveau *: 0.01 < p < 0.05.

In den Produktionsprozessen im 15 L-Zulaufverfahren mit dem Referenzstamm FE. coli NT1259
wurden finale L-Tryptophan-Absolutmengen von 313 £ 4 g erreicht. Zuvor wurden durch mittels
MCA zwei limitierende enzymatische Schritte innerhalb des L-Tryptophanbiosynthesewegs iden-
tifiziert, die in diesem Stamm die Produktbildung kontrollieren. Dabei lag die stirkste positive
Kontrolle des gesamten betrachteten metabolischen Netzwerks im enzymatischen Schritt der
TRPS2, welche die Synthese von L-Tryptophan aus Indol und L-Serin katalysiert. Die von der
IGPS ausgehende Kontrollwirkung war hingegen vergleichsweise gering. Aufgrund dieser Ergeb-
nisse wurden von den Projektpartnern der Universitiat Stuttgart zunéchst separate Stimme mit
zusétzlichen genomisch integrierten Kopien der entsprechenden Gene erzeugt. Fiir die Steigerung
der IGPS-Aktivitdt wurde ein trpC-Strukturgen aus M. tuberculosis, welches fiir eine monofunk-
tionale IGPS (trpCpyt) codiert, verwendet. Fiir den resultierenden Stamm (E. coli N1405) ergab
sich eine leicht erhohte L-Tryptophan-Absolutmenge von 336,5 + 0,10 g.

Die Integration einer zusétzlichen genomischen Genkopie von trpBA fithrte zu F. coli NT1438,
mit welchem eine gesteigerte finale L-Tryptophan-Absolutmenge von 365, 2 + 4,57 g erzielt wur-
de. Die Kombination der beiden Modifikationen (E. coli NT1439) fiihrte zu einer weiter erh6hten
finalen L-Tryptophan-Absolutmenge von 401,0 + 21,7 g.

Neben den Limitierungen innerhalb des fiir das Produkt L-Tryptophan spezifischen Synthe-
sewegs wurde mittels der MCA bei Verwendung von Shikimat als zusétzlichem Substrat eine

Kontrolle der DHQS auf die Chorismatbiosynthese und in Richtung des Produktbiosynthesewegs
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schwécher werdende Kontrollwirkung ermittelt. Als Mafinahme die Limitierung in der DHQS
zu beheben, wurde eine zusétzliche Genkopie des entsprechenden Gens aroB in E. coli NT1439
eingefiigt. Dies resultierte im dreifach genetisch modifizierte E. coli-Stamm NT1445 mit den
zusétzlichen Genkopien trpCh,, trpBA und aroB. Weiterhin wurde eine positive Kontrolle der
PSP_ L gegeniiber der L-Tryptophanbiosynthese bestimmt, deren Elimination durch eine zu-
sétzliche genomisch inserierte Genkopie von serB in E. coli NT1439 angestrebt wurde. Hieraus
resultierte E. coli NT1444, der zusétzliche Genkopien der Gene trpCy, trpBA und serB tragt.
Mit beiden Stdmmen, NT1445 und NT1444, wurde eine nicht signifikante Verringerung der
Produktivitdt gemessen. Fiir NT1445 ergab sich eine finale L-Tryptophan-Absolutmenge von
381,0 £+ 3,0g, fiir NT1444 wurden 364,6 + 0,9 g gemessen. Durch Kombination der beiden
zusétzlichen Genkopien in F. coli NT1446 wurde eine finale L-Tryptophan-Absolutmenge von
340,8 + 7,8 g erreicht, in diesem Produktionsstamm sind die Integrationen zuséatzlicher Genko-
pien der Gene trpCiy,, trpBA, serB und aroB vereint.

Die Uberexpression des Gens prsA zur Behebung der starken Limitierung in der enzymati-
schen Kapazitit der PRPPS blieb zunéchst erfolglos. Erst zu einem fortgeschrittenen Zeit-
punkt im Projekt gelang den Projektpartnern der Universitdt Stuttgart die genomische Inte-
gration einer prsA-Genkopie. Diese Verdnderung beeinflusste die Prozessleistung des erhaltenen
E. coli-Stammes NT1448 jedoch unerwartet stark negativ und es wurde lediglich eine finale
L-Tryptophan-Absolutmenge von 195,8 + 2,4 g erreicht. Die genauen Ursachen fiir die deut-
lich verschlechterten Prozesseigenschaften sind unbekannt. Augrund der Kopplung der PRPPS-
Reaktion an den Verbrauch von atp und die Beteiligung des prpps am Erhaltungsstoffwechsel
der Zelle erscheint es plausibel, dass die Uberexpression des Enzyms andere sensibel regulier-
te Teile des Stoffwechsels negativ beeinflusste. Moglicherweise fithrte eine erhohte Aktivitat der
PRPPS zur Auszehrung des intrazelluldren atp-Pools. Dies kann nicht nur zur Stérung des Ener-
giestoffwechsels fithren, sondern auch Limitierungen innerhalb der Aromatenbiosynthese konnen
hierdurch hervorgerufen werden. Beispielsweise ist die Aktivitdt der SHIKK an den Verbrauch

von atp gebunden.

Die Ergebnisse der Kultivierungen zeigen, dass nicht alle genetischen Veranderungen die Produk-
tivitat positiv beeinflussten. Der stéarkste positive Effekt wurde durch die zusétzliche Genkopie
von trpBA in Kombination mit der zuséatzlichen Kopie von trpCy,; hervorgerufen. Mit diesem
Stamm (E. coli NT1439) erhohte sich die finale Absolutmenge um 28 % gegeniiber dem Referenz-
stamm. Fiir E. coli NT1446, der alle vorgeschlagenen genetischen Modifikationen, aufer die Uber-
expression des prsA-Gens triagt, wurde eine signifikante Steigerung der finalen L-Tryptophan-
Gesamtmenge von 9% gegeniiber dem Referenzstamm FE. coli NT1259 erreicht. Da fiir diesen
Stamm, aufgrund der hohen Anzahl an realisierten genetischen Modifikationen, der gréBtmog-
liche metabolische Unterschied zu E. coli NT1259 und E. coli NT1259 shiA zu erwarten ist,
wurde er fiir weitere metabolische Analysen ausgewéhlt und die Kultivierung im standardi-
sierten 15 L-Zulaufprozess zweifach reproduziert. Abbildung 5.26 zeigt die Absolutmengen der
Biotrockenmasse und des Produktes L-Tryptophan im zeitlichen Prozessverlauf fir die drei-
fach durchgefithrten Kultivierungen von E. coli NT1259 und des modifizierten E. coli-Stammes
NT1446, anhand derer die leichten Schwankungen in den Absolutmengen beider Prozessgrofien

erkennbar sind. Nach Produktionsende wurde keine signifikante Anderung der L-Tryptophan-
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Absolutmenge gemessen, die L-Tryptophankonzentration wurde durch die fortgefithrte Zugabe
des Zulaufmediums und der Titrationsmittel verdiinnt, die Absolutmenge blieb jedoch konstant.
Nach dem Produktionsende verringerte sich das Wachstum der Zellen, die Absolutmenge der

Biomasse stieg aber weiter an.
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Abbildung 5.26: Absolutmengen (Einheit: g) des L-Tryptophans und der Biotrockenmasse im zeitlichen
Prozessverlauf dreier Kultivierungen (Lauf 1 -3) im 15 L-Zulaufprozess (37 °C, pH 7.0, DO > 30%
Luftsédttigung) zur L-Tryptophanherstellung mit E. coli NT1259 und E. coli NT1446. Die vertikalen
durchgezogenen Linien markieren das Ende der Satzphase (~ 10,4 h fiir NT1259 und ~ 10, 1 h fiir NT1446)
und Beginn der konstanten Zulaufphase/ Zugabe von IPTG (~ 45.1h fiir NT1259 und ~ 45,6h fiir
NT1446). Die rote, unterbrochene Linie markiert den Zeitpunkt der Zellentnahme (~ 48, 7h fiir NT1259
und ~ 48,3 h fur NT1446).
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5.4 Metabolische Analyse des modifizierten Stammes
NT1446

Der fiir die erneute MCA ausgewéhlte Stamm FE. coli NT1446 ist nicht mit einem zusétzlichen
Shikimattransporter ausgestattet. Aufgrund dessen mussten zur Auslenkung wéihrend der meta-
bolischen Analyse natiirliche Substrate von E. coli verwendet werden, fiir die auch ausreichend
hohe Aufnahmeraten erreicht werden kénnen. Um dennoch in weiten Teilen des Metabolismus
eine Auslenkung in verschiedene Richtungen zu erzielen, wurden Glycerin (Prozesskohlenstoff-
quelle), Glucose, Pyruvat und Succinat als Substrate fiir die metabolische Analyse im Zulaufver-
fahren eingesetzt. Fiir die metabolische Analyse wurde wie auch fiir die Analyse des Transpor-
terstammes E. coli NT1259 shiA g, ein Zeitpunkt ausgewihlt, zu dem hohe Produktbildungsra-
ten erreicht wurden und ausreichende Biotrockenmassekonzentrationen vorlagen. Circa 4 h nach
Induktion mit IPTG und dem Wechsel in die konstante Zulaufphase wurde eine 21-miniitige
Analyse nach der Methode des schnellen Medienwechsels im Vierfach-Parallelbioreaktorsystem

realisiert.

5.4.1 15 L-Zulaufprozess zur L-Tryptophanproduktion

Wie bereits geschildert, traten mit den gezielt genetisch modifizierten Stammen auch Produkt-
konzentrationen oberhalb der Loslichkeitsgrenze von 19,0 4+ 0,5g L' auf, weshalb die Proben-
vorbereitung zur Produktanalyse verdndert wurde. Aus diesem Grund sind die erhaltenen Kon-
zentrationen nicht direkt mit den zuvor gezeigten Daten aus Kapitel 5.2 vergleichbar. Abbildung
5.27 zeigt den Prozessverlauf mit F. coli NT1446.

Nach etwa 9,8h Prozesszeit war die Satzphase beendet und die exponentielle Zulaufphase
wurde automatisch eingeleitet, bis zu deren Ende die Biotrockenmassekonzentration auf 18,10
+0,18gL"! anstieg. Wihrend dieser Prozessphase wurde eine mittlere Wachstumsrate von 0,07
h!' beobachtet. Die maximale Biotrockenmassekonzentration von 27,00 40,43 gL' wurde nach
67,3h Prozesszeit gemessen. Ab diesem Zeitpunkt verlangsamte sich das Wachstum. Die Kon-
zentration des Produktes L-Tryptophan erhohte sich stetig simultan zur Biotrockenmassekon-
zentration bis zu einer Prozesszeit von 65,9 h. Die Induktion und Umstellung auf den konstanten
Substratzulauf mit 0,2 gaiycerin germ ! h! erfolgte nach 43,9h Prozesszeit bei einer bereits vor-
liegenden Produktkonzentration von 7,31 gL™. Die L-Tryptophanproduktion dauerte bis zum
Erreichen der maximalen Produktkonzentration von 16,73 gL' bei einer Prozesszeit von 65,9 h
an. Zu diesem Zeitpunkt endete die Produktbildung abrupt, sodass im Anschluss keine weite-
re Zunahme der Produktkonzentration gemessen wurde. Bis zum Ende des Prozesses sank die
L-Tryptophankonzentration auf 13,68 gL' ab. Die Abnahme kann nur zu 86 % mit der Ver-
diinnung durch den fortlaufenden Zulauf und die Zugabe von Titrationsmitteln erklért werden.
Moglicherweise wird L-Tryptophan durch spontane Reaktionen im Kulturiiberstand zersetzt. Die
Metabolisierung des L-Tryptophans durch die Zellen wird durch die Deletion des tnaA-Gens, co-

dierend fiir die Tryptophanase, im verwendeten Stamm verhindert.



Ergebnisse und Diskussion 131

B
o
N
o

_ v BTM i A - v Glycerin i B
';30_ o L-Trp | ';_’l 15 Ammonium i
= ! Trrey = i
S i S !
B 201 o B 101 |
3 o T | § i 8
210_ e E 5 0, OD(P 0© 0©
N o d!fﬁ:bo S 5 i g i v
o | | .
0 (fw . L . 0 T Immm_'_:L
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
12 T T 0,8 | :
_ v Acetat | Cl _ o LGl | D
= 94| °© Lakat o | Zosd| v LPhe
= ¢ Malat : = o LTyr : v
-.g 61| > Succinat E VV %0,4- E '
: | : | .
N i v N v
E 3 i v xg 012_ ' E%VO ‘0’0'
: > 3004 Y g %
0 . et o |0 L . | |
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
300 ; 230 :
! E| 4 : F
Ly 2501 : . > 251 :
o i % g i
£ 2001 ! = 201 . i
= ! o| = !
S 150 : . B 15- \\\fhwm/
> i o c . i
K=y _ i & 104 i
= 100 i :§ 10 i
o 1 2 i 1
g 50_ .":b .. .. g 5 i
0 o oo : » 0 : )
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Zeit, h Zeit, h

Abbildung 5.27: 15 L-Zulaufverfahren zur L-Tryptophanproduktion im Riihrkesselreaktor mit F. coli
NT1446 mit Glycerin als Kohlenstoffquelle. Konzentrationsverldufe (Einheit:gL™) (A) der Biotrocken-
masse (BTM) und L-Tryptophan (L-Trp), (B) von Glycerin und Ammonium, (C) von Acetat, Laktat,
Malat, Succinat und (D) von L-Phenylalanin (L-Phe), L-Tyrosin (L-Tyr) und L-Glutamat (L-Glu), in
(E) von Methylglyoxal (Einheit: mg L), und in (F) der Sauerstoffanteil im Abgas (Einheit: % Luftsitti-
gung). Die vertikalen durchgezogenen Linien markieren das Ende der Satzphase (9,8 h) und den Beginn
der konstanten Zulaufphase/ die Zugabe von IPTG (43,9 h). Die rote gestrichelte Linie markiert den
Zeitpunkt der Zellentnahme fiir die Durchfithrung der metabolischen Analyse (47,9 h).

Die Prozesskohlenstoffquelle Glycerin wurde wéhrend der Satzphase im Medium nachgewiesen.
In den sich anschlieBenden Zulaufphasen lag zunéchst kein Glycerin im Medium, die Substrat-
zufuhr erfolgte somit durchweg limitiert. Erst mit dem Produktionsende nach 70,2h stieg die
Glycerinkonzentration aufgrund weiterer Zufuhr und verringerter Aufnahme durch die Zellen
auf final 7,22gL! an. Wihrend des gesamten Prozesses lag die Konzentration von Ammoni-
um, welches als Stickstoffquelle dem Medium und den Zulaufmedien zugesetzt war, oberhalb

von 2gLt. Ab einer Prozesszeit von 65,9h setzte die Bildung der organischen Séuren Acetat,



132 Ergebnisse und Diskussion

Laktat und Malat ein. Eine geringe Laktatbildung wurde bereits ab einer Prozesszeit von 53,3 h
beobachtet. Fiir Succinat wurden keine steigenden Konzentrationen gemessen. Die Acetatbil-
dung hielt bis zum Prozessende an, sodass final eine Konzentration von 8,76 gL gemessen
wurde. Malat und Pyruvat wurden in nur geringen Konzentrationen von unter 1 gL' detektiert,
die Laktatkonzentration stieg gegen Ende des Prozesses auf 2,20gL™! an. Die Konzentrationen
der aromatischen Nebenprodukte L-Phenylalanin und L-Tyrosin blieben wéhrend des gesamten
Prozesses unterhalb von 0,5 g L!, fiir L-Phenylalanin wurde eine maximale Konzentration von

0,48 gL' gemessen, die maximale L-Tyrosinkonzentration lag bei 0,12gL!.

Fin weiteres Nebenprodukt, das wiahrend der Kultivierung von E. coli NT1446 auftrat, ist Me-
thylglyoxal (mgo), ein toxisches Molekiil, das in einem zur Glykolyse parallel verlaufenden Stoff-
wechselweg entsteht (Abbildung 5.27 E). Bis zu einer Prozesszeit von 41,7 h wurden nur sehr
geringe mgo-Konzentrationen von unter 10 mg L' nachgewiesen. Gegen Ende der exponentiellen
Zulaufphase wurde jedoch bereits ein Anstieg der mgo-Konzentration auf 30 mg L' gemessen.
Nach dem Wechsel des Zulaufmediums blieb die mgo-Konzentration zunéchst in etwa konstant,
bis es ab einer Prozesszeit von 67,2h zu einem starken Anstieg auf maximal 240 mg L™! nach
71,8h kam. Bis zum Ende des Prozesses sank die mgo-Konzentration auf einen Wert von 173
mg L' ab. Im F-Teil der Abbildung ist der Sauerstoffanteil im Abgas gezeigt. Es ist auffil-
lig, dass dieser nur einige min nach dem Anstieg der mgo- und Acetatkonzentration ebenfalls
schnell anstieg. Auch die Laktatbildung erhohte sich zu diesem Prozesszeitpunkt. Die Daten las-
sen einen zeitlichen Zusammenhang zwischen dem Riickgang der zelluldren Atmung (steigender

Sauerstoffanteil im Abgas) und dem Anstieg der mgo-Konzentration erkennen.

Die integrale Kohlenstoffbilanz des beschriebenen Prozesses mit E. coli NT1446 ist in Abbil-
dung 5.28 gezeigt. Auch anhand dieser ist der Prozessverlauf nachvollziehbar. Bis zur Induktion
nach 43,9h Prozesszeit stieg der Anteil des Produktes L-Tryptophan stetig auf 14,4 % an, der
maximale Anteil von 15,5 % wurde nach 47,8 h Prozesszeit erreicht. Nach dem Wechsel des Zu-
laufmediums schwankte der L-Tryptophananteil zwischen 12,4 % und 14,0 % und bis zum Ende
des Prozesses sank der L-Tryptophananteil, aufgrund der beendeten Produktion und der fortlau-
fenden Glycerinzufuhr, auf 10,6 % ab. Der grofite Kohlenstoffanteil ging wihrend der gesamten
Kultivierung auf die gebildete Biomasse (15 % bis 46 %) und Kohlenstoffdioxid (36 % bis 57 %)
zuriick. Durch die Entnahme der Zellsuspension nach 47,8 h wurden circa 8,5% des gesamten

Kohlenstoffs aus dem System entnommen.
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Abbildung 5.28: Integrale Kohlenstoffbilanz des L-Tryptophanproduktionsprozesses mit F. coli NT1446
im 15 L-Zulaufbetrieb. Die Balken repréasentieren die Anteile der jeweiligen Komponenten am Gesamt-
kohlenstoff im System, die Zeitpunkte der jeweiligen Probenahme sind an der X-Achse abzulesen. Der
Beginn der konstanten Zulaufphase und die Zugabe von IPTG erfolgten nach 43,9h und sind mit einer
unterbrochenen schwarzen Linie markiert.

Der beschriebene Prozess diente als Grundlage fiir die Durchfithrung einer metabolischen Analy-
se des modifizierten Stammes E. coli NT1446. Um die Vergleichbarkeit zur vorherigen Analyse
des Transporterstammes E. coli NT1259 shiAcg gewahrleisten zu kénnen, wurde die Entnahme
der Zellsuspension fiir die Analyse ebenfalls 4h nach der Induktion mit IPTG durchgefiihrt.
Auch fir diesen Prozess wurde das Erreichen eines metabolischen Gleichgwichts anhand der ge-
messenen Atmungsraten iiberpriift. Konstante Werte sowohl fiir die qOUR als auch die qCER
wurden einige min nach der Entnahme der Zellsuspension gemessen. Der zeitliche Verlauf der

Atmungsraten ist in Abbildung 5.29 gezeigt.
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Abbildung 5.29: Biomassespezifische Sauerstoffaufnahmeraten (qOUR) und Kohlenstoffdioxidbildungs-
raten (qCER) im Referenzprozess mit E. coli NT1446 im Zeitraum der metabolischen Analyse.
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Der Zeitraum zwischen der Entnahme der Zellen aus dem Prozessreaktor und dem Ende der
Kurzzeitanalyse diente als Referenzzustand fiir die Auswertung der erhobenen Daten aus dem
Vierfach-Parallelbioreaktorsystem. Die gemessenen Raten fiir diesen Prozessabschnitt sind in

Tabelle 5.9 zusammengefasst.

Tabelle 5.9: Experimentell ermittelte zellspezifische Raten fir die Glycerinaufnahme, L-Tryptophan-
bildung, Sauerstoffaufnahme, Kohlenstoffdioxidbildung (Einheit: mmol ggry !t h™!) und die Biomassebil-
dung (Einheit: h'!) im Referenzprozess wihrend der metabolischen Analyse im Zulaufbetrieb von E. coli
NT1446.

Reaktion Rate
Wachstum ~ 0,04
Glycerinaufnahme 2,82+0,04
Tryptophan-Bildung 0,12+0,01

Sauerstoffaufnahme (qOUR)  6,79+0,14
Kohlenstoffbildung (qCER) 4,80+0,14

Diskussion

Im Referenzprozesses zur Produktion von L-Tryptophan mit E. coli NT1446 trat eine auffallige
Bildung des toxischen Metabolits mgo auf. In der Literatur werden bereits mgo-Konzentrationen
von iiber 20 mg L als wachstumshemmend beschrieben, Konzentrationen von iiber 40 mg L!
fithren diesen Angaben zufolge bereits zum Zelltod (Freedberg et al., 1971; MacLean et al.,
1998; Ozyamak et al., 2010). Im vorliegenden Prozess wurden mgo-Konzentrationen von iiber
20 mg L! bereits gegen Ende der exponentiellen Zulaufphase gemessen, nach einer Prozesszeit
von 41,7h fiel die Konzentration nicht mehr unter 20 mg L. Méglicherweise verursachten die
dauerhaft erh6hten mgo-Konzentrationen einen anhaltenden Stresszustand der Zellen. Je lénger
die Zellen durch hohes intra- und extrazelluldr vorliegendes mgo belastet waren, desto grofer
wurde mutmaflich auch die durch mgo-induzierte Schiadigung von DNA und Proteinen. Mit
Erreichen eines gewissen Stressniveaus stellte sich der Metabolismus durch die erhéhte mgo-
Bildung um, woraufhin die Produktion abbrach und die Zellatmung abnahm. Nach dem Produk-
tionseinbruch wurde nur noch geringfiigiges Wachstum, steigende mgo-Konzentrationen sowie
die Akkumulation organischer Sduren beobachtet.

Der Abbau von Glycerin zu dhap ist in den Wildtyp-E. coli-Zellen durch fbp reguliert (Zwaig
& Lin, 1966). Eigentlich werden die unkontrollierte Aufnahme von Glycerin und die daraus re-
sultierende Bildung von dhap durch ansteigende fbp-Konzentrationen verhindert, es sei denn,
die GLYK wird unempfindlich gegeniiber ihrem Effektor fbp (Freedberg et al., 1971). Dies kann
beispielsweise bei spontaner Mutation der GLYK-codierenden Gensequenz eintreten. Die Se-
quenzierung des glpK-Genabschnitts des verwendeten FE. coli-Stammes NT1446 zeigte jedoch
keine Abweichungen zur erwarteten Wildtypsequenz (Analyse wurde vom Projektpartner der
Universitat Stuttgart durchgefiithrt). Auch die Phosphatverfiigbarkeit spielt bei der Aktivierung
des mgo-Synthesewegs eine entscheidende Rolle, da die Zelle durch den alternativen Stoffwechsel-

weg einerseits hohe dhap-Konzentrationen kompensiert und andererseits den Phosphathaushalt
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reguliert und auffillt (Hopper & Cooper, 1971; MacLean et al., 1998; Tétemeyer et al., 1998). Bei
Phosphatmangel kann daher die mgo-Synthese aktiviert werden. Die extrazelluliren Phosphat-
konzentrationen wurden im betrachteten Prozess gemessen, diese lagen wahrend der gesamten
Kultivierung iiber 6,5 g L. Hieraus konnen jedoch keine Riickschliisse auf die tatséichliche intra-
zelluldre Phosphatverfiigbarkeit gezogen werden.

Auch mit anderen L-Tryptophanproduktionstdmmen wurde eine mgo-Bildung zum Prozessende
hin beobachtet. Es ist anzunehmen, dass das frithe und zeitlich variable Produktionsende der
Kultivierungen von L-Tryptophanproduzenten mit der Bildung von mgo zusammenhéangt.

Fiir in der Literatur beschriebene Satzprozesse zur Produktion von Laktat oder Ethanol aus-
gehend von Glycerin wurde keine mgo-Bildung beobachtet (Mazumdar et al., 2010; Trinh &
Srienc, 2009). Inwieweit eine Detektion des schwer zu messenden mgo-Molekiils in den betrach-
teten Prozessen mit den verwendeten Methoden moglich gewesen wiére, ist den Publikationen
nicht zu entnehmen. Aufgrund seiner hohen Reaktivitét, der geringen molekularen Masse und
fehlender Chromophoren ist die Detektion von mgo mit konventionellen analytischen Messsystem
wie UV-VIS Spektroskopie oder Brechungsindexdetektoren erschwert (Donarski et al., 2010).
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5.4.2 Parallelisierte Kurzzeitanalyse im Zulaufbetrieb

Die Entnahme der E. coli-Zellen zur metabolischen Analyse erfolgte nach 47,9h Prozesszeit.
Nach Zentrifugation und Resuspension der Zellen in frischem Medium erfolgte die gleichméBige
Aufteilung der Zellsuspension auf die vier Reaktoren des parallelen Bioreaktorsystems. In den
darauffolgenden 21 min wurde jeder Reaktor durch ein dreistufiges Zulaufprofil mit einem der
Substrate (Glucose, Glycerin, Pyruvat oder Succinat) versorgt. Die Erhohung der Zulaufrate er-
folgte jeweils nach 9 und 15 min. Fiir die Anpassung der Zulaufraten wurden die maximalen Auf-
nahmeraten fiir die jeweiligen Substrate zuvor mithilfe von Satzanalysen ermittelt (Daten nicht
gezeigt). Wihrend der beiden ersten Zulaufstufen wurde eine Substratlimitierung angestrebt, in
der letzten Zulaufstufe sollten annédhernd die maximalen Substrataufnahmeraten eingestellt wer-
den. Ziel war auch fiir diese Analyse das Erreichen dreier metabolischer Gleichgewichte in jedem
Analysenreaktor, sodass insgesamt 13 metabolische Zusténde (inklusive Referenzzustand des Pro-
duktionsprozesses) analysiert werden konnen. Die Konzentrationen und Raten der verwendeten
Zulaufmedien sind in Kapitel 4.4 angegeben. Das Erreichen der metabolischen Gleichgewichte
wurde wie zuvor beschrieben anhand der gemessenen qOUR und qCER iberpriift. Abbildung
5.30 zeigt die Atmungsraten in den vier Analysenreaktoren im zeitlichen Verlauf der metaboli-

schen Analyse.

Im Reaktor mit der Kohlenstoffquelle Glycerin ist die Ausbildung dreier Stufen sehr deutlich
erkennbar. Wahrend der ersten Zulaufstufe wurden etwa nach 6 min konstante qCER von
3,30 £ 0, 12 mmolco, gprm ! h'! gemessen. Die qOUR waren etwas stéirker von Schwankungen be-
troffen, gegen Ende der Zulaufstufe wurden stabile Raten von 3,81 & 0,69 mmolg, ggrm L h! be-
obachtet. Etwa 2 min nach Erhéhung der Zulaufrate stabilisierten sich die Atmungsraten erneut
bei etwa 6,53 & 0, 22 mmolo, ggrm ™ h! und 5,67 + 0, 14 mmolco, ggrm™ h™'. Wihrend der drit-
ten Zulaufstufe wurden nach etwa 3 min konstante qOUR von 11,92 + 0,22 mmolop, ggrm 't h?
gemessen, etwas zeitverzogert wurden auch konstante qCER von 9, 14 £ 0, 23 mmolco, ggrm L ht
beobachtet. Die erreichten metabolischen Gleichgewichte im Reaktor mit der Kohlenstoffquelle
Glycerin waren anhand der Atmungsraten sehr gut nachvollziehbar und deckten einen grofien
Wertebereich ab. Es ist davon auszugehen, dass wiahrend den beiden ersten Zulaufstufen eine
vollstéindige Substratlimitierung vorlag. Der RQ lag bei Aufnahme von Glycerin in allen Zulauf-

stufen weitestgehend oberhalb von 1.

Die Unterschiede in den Atmungsraten zwischen den metabolischen Gleichgewichten fielen im
Analysenreaktor mit Glucose als Substrat deutlich geringer aus. Nach etwa 6 min wurden wah-
rend der ersten Zulaufstufe qOUR von 3,08 £ 0,10 mmolo, ggrm ' h! und qCER von 3,20 +
0,06 mmolco, germ™t h™! gemessen. Wihrend der zweiten Stufe stiegen beide Atmungsraten an
und stabilisierten sich bei 4, 28 £ 0,20 mmolo, ggrm ™ h! und 4,28 + 0,02 mmolco, ggrm™ ht.
Zwischen den Atmungsraten der zweiten und dritten Zulaufstufe waren in diesem Reaktor
kaum Unterschiede erkennbar. Nach etwa 18 min Analysezeit lagen die qOUR bei 4,52 +
0, 14 mmolo, gprv - h'! und die qCER bei 4,51 £ 0, 10 mmolco, ggTMm h'!. Ein dhnliches Profil
der Atmungsraten hatte sich auch bei der metabolischen Analyse mit E. coli NT1259 shidc,
gezeigt. Moglicherweise ist die Aufnahme von Glucose durch das aktive PTS limitiert und kann

nicht so schnell angepasst werden wie beispielsweise bei der erleichterten Diffusion von Glycerin.
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Grund fiir die geringen Unterschiede zwischen der zweiten und dritten Zulaufstufe konnte auch
ein vorzeitiges Erreichen der maximalen Substrataufnahmerate bereits in der zweiten Zulaufstufe

sein. Wahrend der gesamten Analysezeit lag der RQ im Reaktor mit Glucose bei etwa 1.

Pyruvat als Kohlenstoffquelle fiihrte zu deutlichen Unterschieden in den Atmungsraten. Nach
etwa 6 min zeichnete sich ein erstes metabolischen Gleichgewicht anhand konstanter qOUR von
3,86 £ 0,08 mmolop, ggrm ' h™! und qCER von 5,07 4 0, 10 mmolco, ggrm L h'! ab. Wihrend der
zweiten Zulaufstufe stiegen die Atmungsraten auf 7,61 & 0,13 mmolp, ggrm™ h™! und 9,20 +
0,11 mmolco, ggrm ™ h! an. Durch die letzte Steigerung der Zulaufrate veriinderten sich die
Atmungsraten kaum, moglicherweise war die maximale Substrataufnahmerate bereits wiahrend
der zweiten Zulaufstufe beinahe ausgeschopft. Im letzten Drittel der hochsten Zulaufstufe wurden
8,30 £ 0,07 mmolp, ggry th! und 10,08 + 0,07 mmolco, EBTM h! gemessen. Im Gegensatz
zum Analysenreaktor mit Glycerin lag der RQ fiir den Reaktor mit Pyruvat dauerhaft unterhalb
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Abbildung 5.30: Biomassespezifische Sauerstoffaufnahmeraten (qOUR) und Kohlenstoffdioxidbildungs-
raten (qCER) wihrend der metabolischen Analyse der L-Tryptophanproduktion im Zulaufverfahren von
E. coli NT1446 in Analysenreaktoren mit den Kohlenstoffquellen Glycerin, Glucose, Pyruvat und Succi-
nat. Die vertikalen, durchgezogenen Linien markieren die Erhéhung der Zulaufraten nach 9 und 15 min.

Im Reaktor mit der Kohlenstoffquelle Succinat war zwar ein Anstieg der Atmungsraten erkenn-

bar, konstante Atmungsraten wurden jedoch insbesondere wihrend der zweiten und dritten Zu-
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laufstufe erst sehr spét gemessen. Wéhrend der ersten Zulaufstufe wurden nach etwa 4 min kon-
stante Atmungsraten von 2,85 £ 0,09 mmolg, ggrm ' h! und 3,29 + 0,06 mmolco, germ L ht
beobachtet. Wahrend der zweiten Zulaufstufe stiegen die Atmungsraten kontinuierlich an
und erst zu Beginn der dritten Zulaufstufe war ein erneutes Plateau zu erkennen. Die At-
mungsraten am Ende der zweiten Zulaufstufe betrugen 3,76 £ 0,30 mmolg, gprv - h! und
4,45 £ 0,12mmolgo, germ™' h'l. Auch withrend der dritten Zulaufstufe stiegen die Atmungsra-
ten zunéchst stetig an, erst nach etwa 19 min Analysezeit war eine Stabilisierung zu erkennen.
Es wurden 5,82 4 0,11 mmolp, ggry ™ h™! und 5,82 4 0,05 mmolco, ggry h™! gemessen. In
den ersten beiden Zulaufstufen lag der RQ, wie im Reaktor mit der Kohlenstoffquelle Pyruvat,
unterhalb von 1, wihrend der dritten Zulaufstufe lag der RQ-Wert in etwa bei 1.

Jeweils zu Beginn und am Ende jeder Zulaufstufe wurden Proben zur Quantifizierung extrazel-
luldrer Metabolite entnommen. Aus den gemessenen Konzentrationen der Substrate, Produkte
und Nebenprodukte wurden biomassespezifische Aufnahme- und Bildungsraten fiir alle 13 me-
tabolischen Gleichgewichte ermittelt. Abbildung 5.31 zeigt die gemessenen Substrataufnahme-,
Produktbildungs- und Atmungsraten.
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Abbildung 5.31: Gemessene biomassespezifische extrazellulire Aufnahme- und Bildungsraten (Substrat-
aufnahme, Produktbildung, Atmung) wéhrend der parallelisierten Kurzzeitanalyse im Zulaufverfahren
von FE. coli NT1446 in vier Analysenreaktoren mit den Kohlenstoffquellen Glycerin, Glucose, Pyruvat
und Succinat fiir die Substrate Glycerin (Glyc), Glucose (Gluc), Pyruvat (Pyr) und Succinat (Suc),
das Produkt L-Tryptophan (L-Trp), die Sauerstoffaufnahmeraten (qOUR) und die Kohlenstoffdioxidbil-
dungraten (qCER). 1-3: Zulaufstufen 1 bis 3; Ref: Extrazelluldre Raten des 15 L-Produktionsprozesses
wahrend der metabolischen Analyse.

Im Reaktor mit der Kohlenstoffquelle Glycerin sind die drei Stufen des Zulaufprofils in allen
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gezeigten Raten zu erkennen. Die Glycerinaufnahmerate stieg von 1,91 £ 0,03 mmol ggry ! h!
wihrend der ersten Zulaufstufe auf 3,79 £ 0,05 mmol ggry ' h™' wihrend der letzten an. Auch
die Produktbildungsraten nahmen mit steigender Zulaufrate zu. Wahrend der ersten Zulaufstufe
lag die Produktbildungsrate bei 0,12 + 0,06 mmol gBTM‘l h!, in der letzten Zulaufstufe wurde die
héchste Produktbildungsrate aller Gleichgewichtszustinde von 0,29 £ 0,09 mmol gga ' h™! be-
obachtet. Die Raten des Referenzprozesses im Zeitraum der metabolischen Analyse sind ebenfalls
in diesem Abbildungsteil gezeigt. Die ermittelten Raten des Produktionsprozesses lagen zwischen
den Raten der ersten und zweiten Zulaufstufe im Analysenreaktor mit Glycerin als Kohlenstoff-
quelle. Demzufolge gelang auch in dieser metabolischen Analyse die Auslenkung des Referenzzu-
standes in beide Richtungen. Nicht in Abbildung 5.31 gezeigt sind die Raten der Nebenprodukt-
bildungen. Diese sind, wie auch alle weiteren Raten, Tabelle 5.10 zu entnehmen. Im Reaktor
mit Glycerin wurde wéhrend der ersten Zulaufstufe aufgrund der starken Substratlimitierung
neben der zugefithrten Kohlenstoffquelle auch Acetat aufgenommen, welches durch die Zentrifu-
gation der Zellen und Resuspension in frischem Medium nicht abgetrennt wurde. Die gemessene
Acetataufnahmerate betrug 0,29 40,02 mmol ggry ' h™!. Wahrend der zweiten und dritten Zu-
laufstufe wurden die Nebenprodukte Ethanol und mgo gebildet. Ethanol wurde mit Raten von
0,28 + 0,02 mmol ggrn h!t wihrend der zweiten und 0,07 £ 0,04 mmol gy bt wihrend der
dritten Zulaufstufe sekretiert. Auch das toxische Nebenprodukt mgo wurde detektiert. Die mgo-
Bildung war withrend der zweiten Zulaufstufe zunichst gering (0,002 40,000 mmol ggry ' ht)
und stieg wihrend der dritten Zulaufstufe deutlich auf 0,053 0,001 mmol ggry ! h™! an.

Tabelle 5.10: Experimentell ermittelte zellspezifische Raten fiir die Glycerinaufnahme, L-Tryptophan-
bildung, Acetataufnahme/ -bildung, Ethanolbildung, Methylglyoxalbildung, Sauerstoffaufnahme, Kohlen-
stoffdioxidbildung (Einheit: mmol ggry™! h™') und die Biomassebildung (Einheit: h™!) wihrend der meta-
bolischen Analyse im Zulaufbetrieb von E. coli NT1446 mit der Kohlenstoffquelle Glycerin.

Glycerin Zulaufstufe 1 Zulaufstufe 2 Zulaufstufe 3
Biomasse ~ 0,02 ~ 0,02 ~ 0,02

Glycerin - 1,9140,03 - 2,88+0,04 - 3,79+0,05
L-Tryptophan 0,12+ 0,06 0,18+0,11 0,29 £ 0,09
Acetat - 0,2940,02 - -
Ethanol - 0,28 +£0,02 0,07 £0,04
Methylglyoxal - 0,002 + 0,000 0,053 + 0,001
Sauerstoff - 4,814+0,69 - 6,03+0,22 - 11,92+0,21
Kohlenstoffdioxid 3,30+0,12 5,67+0,14 9,14+ 0,23

Die Differenz der Substrataufnahmeraten im Analysenreaktor mit Glucose war zwischen der
ersten und zweiten Zulaufstufe deutlicher als zwischen den letzten beiden Zulaufstufen. Dies
spiegelte sich auch in den zuvor gezeigten Atmungsraten wider. Moglicherweise wurde bereits
in der zweiten Zulaufstufe die maximale Substrataufnahmerate beinahe erreicht, weshalb die
Steigerung wéihrend der dritten Zulaufstufe nur gering ausfiel. Die Produktbildungsraten stie-
gen zunéchst zwischen der ersten und zweiten Zulaufstufe von 0,03 £ 0,05 mmol ggry h! auf

0,204 0,05 mmol ggry ' b an. In der letzten Zulaufstufe wurde jedoch eine verringerte Pro-
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duktbildungsrate von 0,10 & 0,09 mmol ggry ' h™! beobachtet. Auch in diesem Analysenreaktor
wurde aufgrund der starken Substratlimitierung wahrend der ersten Zulaufstufe Acetat mit ei-
ner Rate von 0,29 + 0,00 mmol ggryv ! in die Zellen aufgenommen. In der letzten Zulaufstufe
wurde Acetat mit 0,51 &=0,02 mmol gBTM‘l h'! an das Medium abgegeben. Succinat wurde in
allen Zulaufstufen in geringen Raten von unter 0,1 mmol gyt h™' gebildet. Wihrend der Zu-
laufstufen 2 und 3 wurden zudem die Nebenprodukte Ethanol, Formiat und mgo sekretiert. Die
Bildungsrate von mgo lag wihrend der zweiten Stufe mit 0,046 40,000 mmol ggrn !t h! relativ
hoch und ging wihrend der letzten Stufe auf 0,018 40,000 mmol ggry~! h™! zuriick.

Tabelle 5.11: Experimentell ermittelte zellspezifische Raten fiir die Glucoseaufnahme, L-Tryptophan-
bildung, Succinatbildung, Acetataufnahme/ -bildung, Ethanolbildung, Formiatbildung, Methylglyoxalbil-
dung, Sauerstoffaufnahme, Kohlenstoffdioxidbildung (Einheit: mmol ggry* h™!) und die Biomassebildung
(Einheit: h™!) withrend der metabolischen Analyse im Zulaufbetrieb von E. coli NT1446 mit der Kohlen-
stoffquelle Glucose.

Glucose Zulaufstufe 1 Zulaufstufe 2 Zulaufstufe 3
Biomasse 0,04 0,04 0,04

Glucose 0,79+ 0,02 1,17+0,02 1,524+0,03
L-Tryptophan 0,03 4+0,05 0,20+ 0,05 0,10+ 0,09
Succinat 0,05+ 0,01 0,08 +0,01 0,06 + 0,00
Acetat 0,29 £+ 0,00 - 0,51 +0,02
Ethanol - 0,51+0,08 0,21 +0,04
Formiat - 0,68 +0,02 0,55+ 0,02
Methylglyoxal - 0,046 + 0,000 0,018 +£0,000
Sauerstoff - 3,08+0,10 - 4,2840,20 - 45240,14
Kohlenstoffdioxid 3,204+ 0,06 4,28 40,02 4,5140,10

Auch im Analysenreaktor mit der Kohlenstoffquelle Pyruvat war die Differenz in den Atmungs-
raten zwischen den ersten beiden Zulaufstufen grofler als zwischen den letzten beiden. Dieses
Muster war jedoch in den Substrataufnahmeraten nicht wiederzuerkennen. Die Pyruvataufnahme
erfolgte in drei Stufen im etwa gleichen Abstand von 2,06 £ 0,03 mmol ggry ™ h™! withrend der ers-
ten Zulaufstufe auf 3,92 + 0,05 mmol ggy ! h™' withrend der dritten. Die L-Tryptophanbildung
in diesem Reaktor war in allen Zulaufstufen nur schwer detektierbar und stark fehlerbehaftet.
Insgesamt konnte keine nennenswerte Produktion bei Aufnahme von Pyruvat festgestellt werden.
Acetat wurde auch in diesem Reaktor wihrend der ersten Zulaufstufe in die Zellen aufgenommen
und wéhrend der beiden weiteren Zulaufstufen gebildet. Die maximale Acetatbildungsrate von
0,52 + 0,02 mmol gBTM'l h'! wurde wihrend der letzten Zulaufstufe gemessen. Malat wurde mit
steigenden Raten in der zweiten und dritten Zulaufstufe gebildet. Die maximale Malatbildungs-
rate betrug 0,89+ 0,02 mmol ggry !t h'!. Dariiber hinaus wurde Formiat wihrend der letzten
Zulaufstufe ausgeschieden. Die Formiatbildungsrate war mit 0,754 0,01 mmol ggy ' h! sehr

hoch, mgo-Bildung wurde nicht gemessen.
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Tabelle 5.12: Experimentell ermittelte zellspezifische Raten fiir die Pyruvataufnahme, L-Tryptophan-
bildung, Acetataufnahme/ -bildung, Malatbildung, Formiatbildung, Methylglyoxalbildung, Sauerstoffauf-
nahme, Kohlenstoffdioxidbildung (Einheit: mmol ggry ! h™') und die Biomassebildung (Einheit: h™') im
Referenzprozess wihrend der metabolischen Analyse im Zulaufbetrieb von E. coli NT1446 mit der Koh-
lenstoffquelle Pyruvat.

Pyruvat Zulaufstufe 1 Zulaufstufe 2 Zulaufstufe 3
Biomasse ~ 0,00 ~ 0,00 ~ 0,00

Pyruvat 2,06 +0,03 2,93 +£0,04 3,92 +0,05
L-Tryptophan 0,09 £0,07 0,02 +0,10 0,04 £0,05
Acetat 0,32 +0,00 0,29 +0,02 0,52 +0,02
Malat - 0,2240,01 0,89 £ 0,02
Formiat — — 0,75+ 0,01
Sauerstoff 3,86 + 0,08 7,61+£0,13 8,30+ 0,07
Kohlenstoffdioxid 5,07 £0,10 9,20£0,11 10,08 £ 0,07

Die Zufuhr von Succinat fithrte zu drei gleichméfigen Stufen in den Atmungsraten und der Sub-
strataufnahmerate. Auch in diesem Analysenreaktor wurde keine nennenswerte Produktbildung
gemessen. Die hochste L-Tryptophanbildungsrate von 0,10 40,03 mmol ggry ! h™! trat wihrend
der letzten Zulaufstufe auf. Wie auch fiir alle weiteren Analyseansétze wurde wahrend des Trans-
fers der Zellen vom Prozessreaktor in die Analysenreaktoren zuriickgebliebenes Acetat wiahrend
der ersten Zulaufstufe von den Zellen aufgenommen. Ethanol und Malat wurden in allen Zu-
laufstufen des Reaktors mit Succinat als Kohlenstoffquelle gebildet. Fiir Ethanol schwankten die
Bildungsraten zwischen 0,41 40,03 mmol ggy! h™' und 2,60 + 0,07 mmol ggry ! h™'. Die Malat-
bildung war fiir alle Zulaufstufen in etwa konstant und lag bei rund 0,2 mmol ggy ! h!

Die Raten aller Substrate, Produkte und Nebenprodukte fiir alle Analysenreaktoren sind in den

Tabellen 5.10 bis 5.13 zusammengefasst.

Tabelle 5.13: Experimentell ermittelte zellspezifische Raten fiir die Succinataufnahme, L-Trypto-
phanbildung, Acetataufnahme, Ethanolbildung, Sauerstoffaufnahme, Kohlenstoffdioxidbildung (Ein-
heit: mmol ggy !t h') und die Biomassebildung (Einheit: h'') wihrend der metabolischen Analyse im
Zulaufbetrieb von E. coli NT1446 im Analysenreaktor mit der Kohlenstoffquelle Succinat.

Succinat Zulaufstufe 1 Zulaufstufe 2 Zulaufstufe 3
Biomasse 0,00 0,00 0,00
Succinat 1,36 + 0,01 2,04+0,01 2,714+0,02
L-Tryptophan 0,07+ 0,10 0,00 +0,13 0,10+ 0,03
Acetat 0,25+ 0,00 - -
Ethanol 0,82+ 0,01 0,41+ 0,03 2,604+ 0,07
Malat 0,26 £+ 0,00 0,21+ 0,00 0,25+ 0,01
Sauerstoff 2,85+ 0,09 3,76 + 0,30 5,824+0,12
Kohlenstoffdioxid 3,29 £+ 0,06 4,454+0,12 5,82 +0,05
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Diskussion

Insgesamt wurden wahrend der metabolischen Analyse von E. coli NT1446 durch die Verwen-
dung von vier dreistufigen Zulaufprofilen 12 metabolische Zustédnde erreicht. Sowohl fiir die
Substrataufnahmeraten als auch fiir die Atmungsraten ergaben sich Stufenprofile, anhand derer
die Ausbildung metabolischer Gleichgewichte nachgewiesen werden konnte.

Fine deutliche Steigerung der Produktbildungsraten wurde nur im Analysenreaktor mit Glycerin
beobachtet. Hier fithrten héhere Substrataufnahmeraten auch zur gesteigerten Produktbildung.
Ein gegenteiliger Effekt wurde fiir die metabolische Analyse mit den Vorgéngerstammen NT1259
shiA ¢y (siehe Kapitel 5.2) und NT1259 (Tréndle et al., 2020) beobachtet. Fiir diese Stimme re-
duzierte sich die Produktbildung bei steigender Glycerinaufnahme. In allen weiteren Reaktoren
dieser Analyse wurde keine erhéhte Produktbildung bei Zunahme der Substrataufnahmeraten
beobachtet. Insbesondere in den Analysenreaktoren mit den Kohlenstoffquellen Pyruvat und
Succinat wurde kaum nennenswerte Produktbildung gemessen. Ein Grund kénnte der grofie
Abstand dieser Substrate zum Pentosephosphatweg sein, moglicherweise ist die Synthese der

Vorldufermolekiile edp und prpp dadurch erschwert.

Trotz angepasster Zulaufraten wurden auch in dieser metabolischen Analyse Nebenproduktbil-
dungen beobachtet. Der Uberschussmetabolismus konnte demzufolge nicht vollstéindig vermie-
den werden. Die in der dritten Zulaufstufe im Analysenreaktor mit Glucose abgeschwéchten
Substrataufnahme- und Atmungsraten deuten darauf hin, dass die maximale Substrataufnahme
fur die Kohlenstoffquelle Glucose leicht iiberschétzt wurde, sodass bereits wiahrend der mittleren
Zulaufstufe beinahe die maximale Substrataufnahmerate erreicht war. In den Analysenreaktoren
mit Glucose und Glycerin wurde zudem eine vermehrte Bildung des toxischen Nebenproduktes
mgo gemessen. Im Reaktor mit Glucose lag die mgo-Bildungsrate wéhrend der zweiten Zulauf-
stufe hoher als wiahrend der letzten. Bei Verwendung von Glycerin erhéhte sich die mgo-Bildung
mit Zunahme der Zulaufrate. Die hohen mgo-Bildungsraten deuten auf einen Zusammenhang ho-
her Aufnahmeraten von Glucose und Glycerin mit der Aktivitat des mgo-Stoffwechselweges hin.
Ahnliche Ergebnisse aus Pulsexperimenten mit Glucose wurden auch von Weber et al. (2005)
publiziert. Diese Ergebnisse sind auch im Hinblick auf die gemessenen mgo-Konzentrationen im
Produktionsprozess interessant. Aufgrund ausschliellich gluconeogenem Wachstum bei Aufnah-
me der Substrate Pyruvat und Succinat ist das Ausbleiben der mgo-Bildung in diesen Reaktoren

erwartungsgemas.
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5.4.3 Quantifizierung intrazellularer Metabolite

Auch wahrend dieser metabolischen Analyse wurden separate Proben zur Quantifizierung intra-
zellularer Metabolite entnommen. Neben Proben aus den vier Analysenreaktoren erfolgte auch
eine Probenahme aus dem Referenzprozess zum Zeitpunkt der Kurzzeitanalyse. Im Folgenden
werden Ausschnitte der gemessenen Metabolitkonzentrationen fiir die verschiedenen Teilbereiche
des Metabolismus gezeigt und diskutiert. Wie auch fiir die in Kapitel 5.2.4 gezeigten Metabolom-
daten beziehen sich die intrazelluliren Konzentrationen auf ein Zellvolumen von 1,3 pL ggran .
Abbildung 5.32 zeigt gemessene Metabolitkonzentrationen aus der Glykolyse beziehungsweise

der Gluconeogenese.
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Abbildung 5.32: Intrazellulire Konzentrationen (Einheit: mM) der Glykolyse-Metabolite Glucose-6-
Phosphat (gbp), Fructose-6-Phosphat (f6p), Phosphoenolpyruvat (pep) und Pyruvat (pyr) wéhrend der
metabolischen Kurzzeitanalyse in drei Zulaufphasen (1-3) von E. coli NT1446 mit den Kohlenstoffquellen
Glycerin (Glyc), Glucose (Gluc), Pyruvat (Pyr) und Succinat (Suc), in schraffiert dargestellt sind die
Konzentrationen der Probe aus dem Referenzprozess im Analysezeitraum (Ref).
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In allen Analysenreaktoren wurde zwischen der ersten und mittleren Zulaufstufe ein Anstieg der
intrazelluldren gbp-Konzentrationen gemessen, woraufthin ein Abfall der Konzentration zwischen
der mittleren und letzten Stufe folgte. Fiir den Analysenreaktor mit Glucose wurde die stérkste
Verdnderung der intrazelluldren g6p-Konzentration gemessen. Sie stieg in diesem Reaktor von
2,95 + 0,04 mM wahrend der ersten auf 6,21 4+ 0,19 mM wéihrend der zweiten Zulaufstufe an.
In der dritten Zulaufstufe wurde im Analysenreaktor mit Glucose eine etwas geringere Kon-
zentration von 5,06 £ 0,22mM gemessen. gbp ist nicht nur der erste intrazellulire Metabolit
bei der Aufnahme von Glucose, sondern es stellt auch einen Verzweigungspunkt der Glykolyse
beziehungsweise Gluconeogenese mit dem Pentosephosphatweg dar. Erhohte Konzentrationen,
wie im Reaktor mit Glycerin als Kohlenstoffquelle, deuten also auch auf Aktivitdten der obe-
ren Gluconeogenese am Ubergang zum oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs hin. In den
Reaktoren mit Pyruvat und Succinat wurden hingegen vergleichsweise geringe Konzentrationen
gemessen. Daher ist anzunehmen, dass die Aktivitdten im oberen der Teil der Gluconeogenese
bei Aufnahme dieser Substrate geringer ist.

Die f6p-Konzentrationen stiegen ebenfalls verstarkt in den Analysenreaktoren mit Glycerin und
Glucose an. Ein Abfall der intrazelluldren Konzentration wurde fiir die dritte Zulaufstufe im
Reaktor mit Glucose gemessen. Auch die f6p-Konzentrationen waren bei Aufnahme von Pyru-
vat und Succinat mit unter 0,8 mM geringer als in den Reaktoren der Substrate Glucose und
Glycerin. Bei gestiegener Pyruvatzulaufrate wurde eine sinkende Tendenz der intrazelluldren
f6p-Konzentration gemessen, im Analysenreaktor mit Succinat wurden in etwa konstante Werte
von rund 0,6 mM in allen Zulaufstufen beobachtet.

Das Molekiil fbp ist an der Glykolyse und Gluconeogenese beteiligt, entsteht aber auch beim Gly-
cerinabbau in gluconeogener Richtung als Nachfolgemetabolit von dhap. Besonders aufféllig in
den Konzentrationsprofilen von fbp ist der starke Anstieg der intrazellularen Konzentration bei
Aufnahme von Glycerin auf eine Konzentration von 58, 24+3, 70 mM wéhrend der letzten Zulauf-
stufe. In keinem weiteren Analysenreaktor wurde ein derart ausgeprigter Anstieg der intrazel-
luldren fbp-Konzentrationen gemessen. Bei Aufnahme von Glucose stieg die fbp-Konzentration
von 0,44 + 0,03 mM wahrend der ersten Zulaufstufe auf 1,65 4+ 0,02 mM wéhrend der mittle-
ren Zulaufstufe an. In etwa bei diesem Wert stabilisierte sich die Konzentration bis zum Ende
der metabolischen Analyse. Die Konzentrationen in den Reaktoren mit den Kohlenstoffquellen
Succinat und Pyruvat lagen unterhalb von 0,5 mM fiir alle Zulaufstufen.

Der Metabolit 3pg liegt zentral in den Stoffwechselwegen Glykolyse und Gluconeogenese und
bildet den Ausgangspunkt fiir die L-Serinbiosynthese. Die gemessenen Konzentrationen deckten
einen Bereich von circa 0,9 mM bis 7,2mM ab. In den Reaktoren mit den Substraten Glycerin
und Succinat wurden steigende Konzentrationen mit Erhohung der Zulaufrate gemessen. Die
héchsten Konzentrationen lagen bei Aufnahme von Succinat vor. Im Reaktor mit Glycerin stieg
die 3pg-Konzentration von 1,71 + 0,27 mM wahrend der ersten auf 5,35 + 0,43 mM wahrend
der letzten Zulaufstufe an. Im Reaktor mit Glucose als Kohlenstoffquelle blieb die intrazellulare
3pg-Konzentration wihrend den ersten beiden Zulaufstufen konstant bei etwa 3,6 mM, wahrend
der letzten Zulaufstufe fiel die Konzentration auf unter die Héalfte der anfinglichen Konzentra-
tion ab. Im Analysenreaktor mit Pyruvat wurde ein Absinken der 3pg-Konzentration bereits

zwischen der ersten und zweiten Zulaufstufe gemessen, anschlieend stabilisierte sich die Kon-
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zentration bei etwas iber 1 mM.

Die pep-Konzentration im Ansatz mit Glycerin war wihrend der gesamten Analysenzeit in etwa
stabil und lag bei Werten von etwas iiber 0,5 mM. In den Reaktoren mit Glucose und Pyruvat
fielen die pep-Konzentrationen mit steigendem Substratzulauf stark ab, sodass in der letzten
Stufe nur sehr geringe Konzentrationen von 0,11 £ 0,16 mM im Reaktor mit Glucose und
0,09 £ 0,04 mM im Reaktor mit Pyruvat vorlagen. Fiir Succinat wurden insgesamt die hochs-
ten und ansteigende pep-Konzentrationen von iiber 1,0 mM gemessen.

Die Pyruvatkonzentrationen nahmen im Reaktor mit steigender Glycerinzulaufrate im Verlauf
der Analyse zu. Wahrend der letzten Zulaufstufe wurde eine intrazelluldre Pyruvatkonzentrati-
on von 3,96 + 0,23 mM gemessen. Im Reaktor, fiir den Pyruvat als Substrat verwendet wurde,
traten stark steigende Pyruvatkonzentration als Folge der Aufnahme aus dem extrazelluldren
Raum auf.

Fiir alle gezeigten Metabolite aus der Glykolyse beziehungsweise der Gluconeogenese lagen die
gemessenen Konzentrationen in der Referenzprobe in etwa im Bereich der gemessenen Konzen-

trationen des Glycerinansatzes. Lediglich die 3pg- und pep-Konzentration waren etwas erhoht.

In Abbildung 5.33 sind die gemessenen intrazelluldren Konzentrationen zweier Metabolite aus
dem Stoffwechselweg zum Abbau von Glycerin gezeigt. In der letzten Zulaufstufe im Analy-
senreaktor mit Glycerin wurde ein starker Anstieg von gly3p auf iiber 4 mM gemessen. Die
Konzentrationen in allen weiteren Reaktoren schwankten nur leicht und blieben unterhalb von
1mM. Die intrazelluldre Konzentration in der Referenzprobe lag mit 4,59 + 0,22 mM vergleichs-
weise hoch und im Bereich der gemessenen Konzentration wéhrend der dritten Zulaufstufe im
Analysenreaktor mit Glycerin. Wie auch in vorherigen Analysen (siehe Kapitel 5.2.4) stieg die
dhap-Konzentration mit Erhdhung der Glycerinzulaufrate stark an. Zudem wurde auch im Ana-
lysenreaktor mit Pyruvatzufuhr eine stark ansteigende dhap-Konzentration auf beinahe 15 mM
gemessen. Die dhap-Konzentration in der Referenzprobe lag mit 0,36 4+ 0.02 mM zwischen den

gemessenen Konzentrationen der zweiten und dritten Zulaufstufe im Reaktor mit Glycerin.
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Abbildung 5.33: Intrazelluldre Konzentrationen (Einheit: mM) Metabolite Glycerin-3-Phosphat (gly3p)
und Dihydroxyacetonphosphat (dhap) aus dem aeroben Glycerinabbauweg wihrend der metabolischen
Kurzzeitanalyse in drei Zulaufphasen (1-3) von E. coli NT11446 mit den Kohlenstoffquellen Glycerin
(Glyc), Glucose (Gluc), Pyruvat (Pyr) und Succinat (Suc), in schraffiert dargestellt sind die Konzentra-
tionen der Probe aus dem Referenzprozess im Analysezeitraum (Ref).
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In Abbildung 5.34 sind die intrazelluldren Konzentrationen der dem Citratzyklus angehérenden
Metabolite acCoA und succCoA gezeigt. Wie auch fiir die Analyse mit dem Shikimattranspor-
terstamm wurde im Analysenreaktor mit Glycerin ein Anstieg der acCoA-Konzentration mit
zunehmender Zulaufrate gemessen. Auch fiir die Analyse mit Succinat wurden steigende, aber
etwas geringere acCoA-Konzentrationen gemessen. Sowohl im Ansatz mit Glucose als auch bei
Verwendung von Pyruvat stieg die intrazelluldre acCoA-Konzentration zwischen der ersten und
zweiten Zulaufstufe zunéchst an und fiel wiahrend der dritten Zulaufstufe wieder ab. Die hochs-
ten acCoA-Konzentrationen wurden im Analysenreaktor mit Pyruvat gemessen, vermutlich auf-
grund der Néhe des acCoA zum Eintrittspunkt des verwendeten Substrats. Die Konzentration in
der Referenzprobe war gegeniiber den Konzentrationen im Analysenreaktor mit Glycerin leicht
erhoht. Fiir succCoA wurden in allen Analysenreaktoren abnehmende Tendenzen bei Erhohung

der Zulaufraten beobachtet.
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Abbildung 5.34: Intrazellulire Konzentrationen (Einheit: mM) der Metabolite Acetyl-CoenzymA
(acCoA) und Succinyl-CoenzymA (succCoA) aus dem Citratzyklus wéhrend der metabolischen Kurz-
zeitanalyse in drei Zulaufphasen (1-3) von E. coli NT1446 mit den Kohlenstoffquellen Glycerin (Glyc),
Glucose (Gluc), Pyruvat (Pyr) und Succinat (Suc), in schraffiert dargestellt sind die Konzentrationen der
Probe aus dem Referenzprozess im Analysezeitraum (Ref).

Die messbaren Metabolite des Pentosephosphatwegs sind in Abbildung 5.35 dargestellt. Fiir 6pg,
der erste Metabolit im oxidativen Teil dieses Stoffwechselwegs ausgehend von g6p, wurden in
der Analyse mit Glycerin als Kohlenstoffquelle leicht steigende intrazelluldre Konzentrationen
von 0,55 + 0,04 mM wahrend der ersten auf 0,73 £ 0,05 mM wéhrend der letzten Zulaufstufe
gemessen. Fiir alle weiteren Reaktoren sind keine eindeutigen Tendenzen zu erkennen. Im Re-
aktor mit Glucose waren die Konzentrationen verglichen mit den anderen Analysenreaktoren
leicht erhdht. Die 6pg-Konzentration in der Referenzprobe iiberstieg die Konzentrationen aller
Analysenreaktoren deutlich, dies war in der vorherigen Analyse des Shikimattransporterstam-
mes nicht der Fall.

Sinkende s7p-Konzentrationen wurden bei Aufnahme von Glycerin und Pyruvat beobachtet, fiir
Glucose und Succinat wurden schwankende Werte gemessen. Auch fiir s7p waren die intrazellulé-
ren Konzentrationen im Reaktor mit Glucose als Substrat im Vergleich mit allen weiteren Mess-

werten leicht erhoht. Fiir die Probe des Referenzprozesses wurde die geringste s7p-Konzentration
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ermittelt.

Fiir rbp, der direkte Vorlaufer des in die L-Tryptophanbiosynthese miteinflieenden Metaboliten
prpp, zeigten sich leicht steigende Konzentrationen im Reaktor mit Glycerin als Kohlenstoffquel-
le. Bei Verwendung von Pyruvat als Substrat sanken die rbp-Konzentrationen mit steigender
Zulaufrate. Die Konzentrationen in den Analysenreaktoren wiesen keine eindeutige Tendenz auf.
Auch fir r5p wurden leicht erhéhte Konzentrationen im Reaktor mit zugefiihrter Glucose beob-
achtet. Auf rubp traf dies ebenfalls zu. Die gemessenen ru5p-Konzentrationen lagen im Bereich
von 0,08 mM bis 0,35 mM, dhnliche Konzentrationen wurden auch in der vorherigen Analyse ge-
messen (siehe Kapitel 5.2.4). Fiir r5p sowie fiir rubp lagen die gemessenen Konzentrationen in der

Referenzprobe etwas oberhalb der Konzentrationsbereiche des Analysenreaktors mit Glycerin.
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Abbildung 5.35: Intrazellulire Konzentrationen (Einheit: mM) der Metabolite 6-Phosphogluconat
(6pg), Sedoheptulose-7-Phosphat (s7p), Ribose-5-Phosphat (r5p) und Ribulose-5-Phosphat (rubp) aus
dem Pentosephosphatweg wihrend der metabolischen Kurzzeitanalyse in drei Zulaufphasen (1-3) von
E. coli NT1446 mit den Kohlenstoffquellen Glycerin (Glyc), Glucose (Gluc), Pyruvat (Pyr) und Succinat
(Suc), in schraffiert dargestellt sind die Konzentrationen der Probe aus dem Referenzprozess im Analyse-
zeitraum (Ref).

In der L-Serinbiosynthese konnte neben 3pg, dem Ausgangsmolekiil des spezifischen Synthe-
sewegs, L-pser, das direkte Vorldufermolekiil von L-Serin, quantifiziert werden. Die gemesse-
nen intrazelluldren L-pser-Konzentrationen sind in Abbildung 5.36 gezeigt. Insgesamt sind die
Konzentrationen verglichen mit der vorherigen Analyse von E. coli NT1259 shiAg, deutlich
verringert (siehe Kapitel 5.2.4). In den Analysenreaktoren mit Glycerin und Pyruvat wurden

tendenziell sinkende Konzentrationen mit steigender Zulaufrate gemessen. In den Analysen mit
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Glucose und Succinat wurden schwankende Werte zwischen den Zulaufstufen beobachtet. Im
Reaktor mit Glucose sind die Konzentrationen mit einem maximalen Wert von 0,43 + 0,02 mM
wéahrend der zweiten Zulaufstufe gegeniiber den Konzentrationen der anderen Proben leicht er-
hoht. Die Konzentration in der Referenzprobe lag auf selbem Niveau wie die Konzentration im

Analysenreaktor mit Glycerin wihrend der zweiten Zulaufstufe.

1,00
= L-pser
€ 0,75 1
S
= 2
S 0,501
z I 3
N : : 1§ Ref
S025 & L 1 €
* ol Al TH

0,00

Abbildung 5.36: Intrazellulire Konzentration (Einheit: mM) von Phospho-L-Serin (L-pser) aus der
L-Serinbiosynthese wiahrend der metabolischen Kurzzeitanalyse in drei Zulaufphasen (1-3), von E. coli
NT1446 mit den Kohlenstoffquellen Glycerin (Glyc), Glucose (Gluc), Pyruvat (Pyr) und Succinat (Suc),
in schraffiert dargestellt sind die Konzentrationen der Probe aus dem Referenzprozess im Analysezeitraum
(Ref).

In Abbildung 5.37 sind die analytisch erfassten Konzentrationen der Metabolite aus dem Bio-
syntheseweg aromatischer Aminoséduren gezeigt. Fiir 3dhs wurden in der metabolischen Analyse
mit dem Shikimattransporterstamm (siehe Kapitel 5.2.4) bei Aufnahme von Glycerin steigen-
de und teilweise sehr hohe Konzentrationen gemessen. Diese Analysen ergaben hingegen nur
geringe Konzentrationen des Metaboliten von unter 0,1 mM und sinkende Konzentrationen bei
steigenden Zulaufraten. Stattdessen wurden stark ansteigende s3p-Konzentrationen von bis zu
iiber 5mM bei Aufnahme von Glycerin und Glucose beobachtet. Dieser Anstieg blieb in Analy-
sen vorheriger L-Tryptophanproduzenten aus (siehe Kapitel 5.2.4).

Die Chorismatkonzentrationen stiegen in den Analysenreaktoren mit Glucose und Glycerin als
Kohlenstoffquellen an. Die héchsten Konzentrationen von maximal 0,75 4+ 0,04 mM wurden
im Reaktor mit Glycerin gemessen. Wie auch in der vorherigen Analyse (siehe Kapitel 5.2.4)
uberstieg die pphn-Konzentration in der Referenzprobe die Konzentrationen in den Proben der
Analysenreaktoren um ein Vielfaches. Fiir phpyr wurden nur geringfiigige Verdnderungen in den
Konzentrationen bei Erhohung der Zulaufraten beobachtet. Die Konzentration in der Referenz-
probe war auch fiir phpyr leicht erhoht.

Die Konzentrationen anth, des ersten Metaboliten im spezifischen L-Tryptophanbiosyntheseweg
lagen in allen Zulaufstufen aller Reaktoren und in der Referenzprobe unterhalb von 0,1 mM. Die
Anderung der Zulaufraten fithrte zu keiner signifikanten Anderung der anth-Konzentrationen.
Die Zugabe von Shikimat als zusétzlichem Substrat in der Analyse des Shikimattransporter-
stammes hatte zu einem starken Anstieg der intrazelluldren anth-Konzentration bei Aufnahme

von Glycerin gefiihrt (siehe Kapitel 5.2.4).



Ergebnisse und Diskussion 149

0,20 10
= 3dhs s3p
£0,15- 51 " i
S %
= 14 /R
© -
§0,10 . : : ? 0,6 ,,,
=0 0F - 0,4
SRR Y .
oy : ol
0,00 - 21 00 L
1,0 4
= chor 3 pphn
§0,8 } ) ,
c
£ 061 ? i il
€04 A oeT L
QE’ I I z ‘ 0’4 ’
S 0.27 ‘ 0.2 I'I '. . ?
004 21 g LE i |
25 - 0,10 -
epyr t
< 20 PREPYT) ) e an
o . - .
-.51,5 1 1 I a 0,06 g
£ 1,0- 41 0047 " ¢
g " : 1 ENE: g
AL EETYIE
0,0 0,00 - é|
15 16
= 2cdr5p . 3ig3p
§“10— 127
o I
§ I ? 8- I I
gos 10l | I ; 5
5 gl 4 g
0,0- 2 o 4]

1 w2 3 4% Ref

Abbildung 5.37: Intrazellulire Konzentrationen (Einheit: mM) der Metabolite 3-Dehydroshikimat
(3dhs), Shikimat-3-Phosphat (s3p), Chorismat (chor), Prephenat (pphn), Phenylpyruvat (phpyr), Anthr-
anilat (anth), Carboxyphenylamino-Desoxyribulose-5-Phosphat (2cdr5p) und Indol-3-Glycerinphosphat
(3ig3p) aus dem Biosyntheseweg aromatischer Aminosiduren wihrend der metabolischen Kurzzeitanaly-
se in drei Zulaufphasen (1-3) mit E. coli NT1446 mit den Kohlenstoffquellen Glycerin (Glyc), Glucose
(Gluc), Pyruvat (Pyr) und Succinat (Suc), in schraffiert dargestellt sind die Konzentrationen der Probe
aus dem Referenzprozess im Analysezeitraum (Ref).

Weitere analytisch erfasste Metabolite des spezifischen L-Tryptophanbiosynthesewegs sind 3ig3p
und 2cdrbp. Die 2cdr5p-Konzentrationen wiesen keine starken Veranderungen bei Erhchung der

Zulaufraten auf. Fir 3ig3p wurden sinkende Konzentrationen in den Analysenreaktoren mit
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Pyruvat und Succinat gemessen, in den mit Glucose und Glycerin versorgten Reaktoren kam es

zu Schwankungen der 3ig3p-Konzentrationen im Bereich von 8 mM bis 12 mM.

Die Zelle speichert Energie in Form phosphorylierter Energiemetabolite und durch Abspaltung
der Phosphatreste stellt sie Energie fiir die Katalyse von energetisch ungiinstigen biokatalyti-
schen Reaktionen bereit. Die Konzentrationen der Energiedquivalente geben daher auch Aus-
kunft {iber den energetischen Zustand der Zellen. Abbildung 5.38 zeigt die Konzentrationen der
Metabolite atp, adp, amp und fad aus dem Energiemetabolismus. Insgesamt waren die Kon-
zentrationen dieser zentralen Molekiile starken Schwankungen unterworfen. Fiir adp wurden
sinkende Konzentrationen in den Analysenreaktoren mit den Kohlenstoffquellen Glycerin und
Pyruvat gemessen. Die adp und atp-Konzentrationen waren mit Ausnahme der ersten Zulaufstu-
fe im Analysenreaktor mit Glucose hoher als die amp-Konzentrationen. Die energy charges lagen
bei Aufnahme von Glucose und Glycerin bei 0,54 bis 0,64, in den Analysenreaktoren mit Pyruvat
und Succinat ergaben sich etwas erhohte Werte von 0,67 bis 0,75. Im Referenzprozess lag der

energy charge bei 0,72 und damit hoher als im Analysenreaktor mit zugefiihrtem Glycerin.
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Abbildung 5.38: Intrazellulire Konzentrationen (Einheit: mM) der Energieiquivalente Adenosinmo-
nophosphat (amp), Adenosindiphosphat (adp), Adenosintriphosphat (atp) und Flavinadenindinukleotid
oxidiert (fad) wéhrend der metabolischen Kurzzeitanalyse in drei Zulaufphasen (1-3) von E. coli NT1446
mit den Kohlenstoffquellen Glycerin (Glyc), Glucose (Gluc), Pyruvat (Pyr) und Succinat (Suc) in schraf-
fiert dargestellt sind die Konzentrationen der Probe aus dem Referenzprozess im Analysezeitraum (Ref).

Abbildung 5.39 zeigt die Konzentrationen der gemessenen wasserstoffiibertragenden Cofakto-

ren in reduziertem und oxidiertem Zustand. Fiir alle gemessenen Metabolitpools (nad, nadh,
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nadp und nadph) wurden kaum signifikante Anderungen in den Konzentrationen durch die
Zulaufdnderungen festgestellt. Die nad-Konzentrationen lagen um ein Vielfaches hoher als die
des reduzierten nadhs. Fiir das phosphorylierte Coenzym war die Konzentration des oxidierten
nadps etwas geringer als die des nadphs. Sowohl die anabole als auch die katabole Reduktions-
kraft lagen mit durchschnittlich 0,15 und 0,64 etwas hoher als in der vorherigen Analyse des
Shikimattransporterstammes. Fir die Konzentrationen der Referenzprobe wurde jeweils eine

gute Ubereinstimmung mit den Werten der Analysenreaktoren gefunden.
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Abbildung 5.39: Intrazellulire Konzentrationen (Einheit: mM) der Cofaktoren Nikotinamidadenin-
nukleotid oxidiert (nad), Nikotinamidadeninnukleotid reduziert (nadh), Nikotinamidadenindi-
nukleotidphosphat oxidiert (nadp) und Nikotinamidadenindinukleotidphosphat reduziert (nadph)
wihrend der metabolischen Kurzzeitanalyse in drei Zulaufphasen (1-3) von E. coli NT1446 mit den
Kohlenstoffquellen Glycerin (Glyc), Glucose (Gluc), Pyruvat (Pyr) und Succinat (Suc), in schraffiert
dargestellt sind die Konzentrationen der Probe aus dem Referenzprozess im Analysezeitraum (Ref).

Diskussion

Die erhobenen Daten boten einen detaillierten Einblick in das Metabolom der Zellen bei geén-
derter Substratzufuhr des modifizierten F. coli-Stammes NT1446. Auch durch die Verwendung
der natiirlichen Substrate Glycerin, Glucose, Pyruvat und Succinat ergaben sich verteilt tiber
das gesamte analytisch erfasste Metabolom signifikante Verdnderungen in den intrazellularen
Metabolitkonzentrationen. Besonders grofie Varianzen im Metabolom zeigten sich jeweils in den
Konzentrationen der Metabolite in der Nahe der verwendeten Substrate. Dies verdeutlicht auch
nochmals die Wichtigkeit der Auswahl an Substraten, um eine gezielte Auslenkung des Metabo-

lismus zu erreichen.
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Anhand der gemessenen intrazelluliren Metabolitkonzentrationen bei Nutzung von Glycerin
und Glucose wurden bereits Abweichungen zur vorherigen metabolischen Analyse mit FE. coli
NT1259 shiA g, festgestellt. Auf die Unterschiede zwischen den metabolischen Analysen beider
E. coli-Stdmme wird in einem der folgenden Kapitel (5.5) im Detail eingegangen.

Die gemessenen Konzentrationsbereiche vieler Metabolite sind vergleichbar mit gemessenen Kon-
zentrationen vorheriger metabolischer Analysen von E. coli L-Tryptophanproduzenten (Trondle
et al., 2020). Fir intrazelluldres atp sind in der Literatur vergleichbare Konzentrationen von
0,31 mM bis 8,98 mM beschrieben, die gemessenen Konzentrationsbereiche fiir amp und adp la-
gen im Vergleich zu Literaturdaten (0,10 mM bis 2,51 mM fiir amp und 0,15 mM bis 0,56 fiir
adp) etwas niedriger aber im erwartbaren Bereich (Guo et al., 2013).

Anstiege der fbp-Konzentrationen mit Erhéhung der Glucose- und Glycerinzulaufrate wurden
auch in den metabolischen Analysen der Vorgiangerstdmme E. coli NT1259 und NT1259 shid g,
(sieche Kapitel 5.2.4) beobachtet und auch in metabolischen Analysen mit E. coli-Stammen zur
L-Phenylalaninproduktion trat dieser Effekt auf (Trondle et al., 2020; Weiner et al., 2017). Al-
lerdings lagen die maximalen Werte dieser Analysen bei etwas unter 4 mM. Weber et al. (2005)
maflen ebenfalls ansteigende intrazelluldre fbp-Konzentrationen bei pulsartig erhohter Zufuhr
von Glucose. Ein méglicher Grund fiir den starken Anstieg der fbp-Konzentration bei Aufnah-
me von Glycerin kénnte eine Limitierung in den Reaktionen der oberen Gluconeogenese sein.
Die ansteigenden Konzentrationen sind auch deshalb interessant, weil eine negative Regulierung
der GLYK durch fbp bekannt ist und steigende Konzentrationen demzufolge zur Drosselung
des Glycerinabbaus fithren konnen (Thorner & Paulus, 1973). Weber et al. (2005) folgern, dass
die stark ansteigenden dhap und fbp-Konzentrationen bei erhéhter Glucosezufuhr zur Aktivie-
rung des mgo-Stoffwechselwegs fiihren. Ansteigende dhap-Konzentrationen bei Erhéhen der Gly-
cerinzufuhr wurden in dieser wie auch in vorherigen metabolischen Analysen glycerinbasierter

L-Tryptophanproduktionsprozesse gemessen (siehe Kapitel 5.2 und Trondle et al. (2020)).

Zusammenfassend wurde auch in dieser metabolischen Analyse eine starke Reaktion der Zellen,
in Form gednderter intrazellulirer Metabolitkonzentrationen, durch die abweichenden Substrat-
zugaben hervorgerufen. Anhand dieser Konzentrationsprofile sind bereits erste Verdnderungen
in den zelluldren Prozessen wie beispielsweise der Chorismat- und L-Serinbiosynthese gegeniiber
den urspriinglichen L-Tryptophanproduzenten (NT1259 und NT1259 shiAc,) zu erkennen. Diese

intrazelluldren Verschiebungen sollten mittels einer weiteren MCA quantifiziert werden.
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5.4.4 Stoffflussabschiatzungen und thermodynamische
Netzwerkanalyse

In Vorbereitung auf die MCA wurde eine thermodynamische Stoffflussanalyse fir alle 13 me-
tabolischen Zustdnde durchgefiihrt. Wie unter 5.2.5 beschrieben, wurde der pyTFA-Methodik
der CycleFreeFlux-Algorithmus zur Eliminierung von Schleifen vorgeschaltet. Die Ergebnisse
umfassen Stoffflussverteilungen fiir alle 13 metabolischen Gleichgewichte, die wihrend der Kurz-
zeitanalyse erreicht wurden, Losungsbereiche fiir die zugehorigen Gibbs’schen Reaktionsenergien
sowie die Konzentrationen nicht messbarer Metabolite. Der Losungsraum wurde weiterhin durch
eine Abtastfunktion mit 10.000 durchlaufenen Berechnungszyklen statistisch untersucht. Wie zu-
vor fiir die thermodynamische Analyse des Transporterstammes erfolgten die Abschéatzungen im
E. coli-Modell ¢JO1366. Die Maximierung der Biomassebildung wurde als Zielfunktion gewéhlt
und die gemessenen extrazelluliren Raten und Metabolomdaten dienten zur Beschrankung des
Losungsraumes. Fiir die thermodynamischen Abschétzungen wurde eine Temperatur von 37 °C,

ein pH von 7 und eine Ionenstérke von 0,15 M vorgegeben.

Stoffflussverteilungen

In Abbildung 5.40 sind die Mittelwerte der durch die kombinierte Methodik (FVA 11 & TVA
& Met) abgeschatzten Losungsbereiche fiir alle Zulaufstufen in den Analysenreaktoren und
den Referenzzustand gezeigt. Fiir eine bessere Ubersichtlichkeit wurde eine Darstellung in zwei
Heatmaps mit unterschiedlicher Skalierung gewéahlt. Das obere Diagramm umfasst die Stofffliis-
se des Glycerinmetabolismus, des mgo-Stoffwechselwegs und des Citratzyklus im Bereich von
-5mmol ggry !t h! bis 5mmol ggra ! h!, im unteren sind die Stofffliisse mit geringen Raten von
-0,4mmol ggry ' h! bis 0,4 mmol ggry ! bt fiir die Bereiche L-Serinbiosynthese, Pentosephos-
phatweg, Chorismatbiosynthese, L-Phenylalanin und L-Tyrosinbiosynthese sowie die L-Trypto-
phanbiosynthese gezeigt. Es folgt eine kurze Zusammenfassung der Ergebnisse, dabei stehen die
relevanten Unterschiede zu den Ergebnissen der Analyse des Shikimattransporterstammes und

Auffalligkeiten im Fokus.

Die Stofffliisse der Reaktionen zur Aufnahme der Substrate Glycerin und Glucose zeigten folge-
richtig nur Aktivitdten bei Aufnahme des jeweiligen Substrats. Im Bereich der Glykolyse und
Gluconeogenese wurden stark variierende Aktivitdten, auch hinsichtlich der Reaktionsrichtungen,
abgeschéatzt. Bei Aufnahme von Glycerin wurden fiir den Grofiteil der Reaktionen im Bereich der
Glykolyse beziehungsweise der Gluconeogenese die héchsten Stofffliissse ermittelt, nicht jedoch
in den oberen Reaktionen der Gluconeogenese (PGI, FBP, FBA). In glykolytischer Ausrichtung
waren die Stoffflussaktivitdten bei Aufnahme von Glucose in diesem Bereich stérker ausgeprégt.
Fir die Aufnahme von Glucose ergaben sich ausschliefilich Stofffliisse in glykolytischer Ausrich-
tung, fir Glycerin wurden unterhalb von g3p glykolytische Stofffliisse und oberhalb desselben
gluconeogene Stofffliisse ermittelt. Fiir die beiden Substrate Pyruvat und Succinat erfolgte die
Umkehr der Glykolyse zum Ablauf der vollstédndigen Gluconeogenese. Fiir Succinat wurden dhn-
liche Stofffliisse wie bei Aufnahme von Glucose abgeschétzt, fiir Pyruvat waren die Aktivitdten

in diesem Teil des Metabolismus duflerst gering. Lediglich der Stofffluss der PDH war bei der
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Verstoffwechslung von Pyruvat sehr hoch, da diese Reaktion den Ubergang des Stoffflusses von
Pyruvat in den Citratzyklus ermdglicht. Eine Aktivitdt der PYK war nur bei Aufnahme von
Glycerin vorhanden, im Fall von Glucose wird dieser Schritt durch das PTS bei der Aufnahme
des Substrates ibernommen. Bei Zufuhr von Pyruvat waren anstatt dessen die Reaktionen PPS
und PPCK in entgegengesetzter Richtung aktiv. Fiir die allermeisten Reaktionen der Glykolyse
und Gluconeogenese nahmen die Stofffliisse mit Erhohung der Zulaufrate zu.

Im mgo-Stoffwechselweg wurden jeweils fiir die Substrate Glycerin und Glucose hohe Stofffliis-
se in Redundanz zur untereren Glykolyse vorhergesagt. Mit Zunahme der Substrataufnahme
stiegen auch die moglichen Werte der Stofffliisse in diesem zur Glykolyse parallel verlaufenden
Stoffwechselweg an. Fiir die Substrate Pyruvat und Succinat wurden aufgrund des ausschlielich
gluconeogenem Wachstum keine Aktivitdten in diesem Bereich ermittelt. Dies deckt sich auch
mit den gemessenen mgo-Bildungsraten, denn in den Reaktoren mit Pyruvat und Succinat wur-
de keine mgo-Bildung nachgewiesen.

Die Reaktionsrichtungen im Citratzyklus waren fiir alle Substrate und Zulaufstufen gleichge-
richtet. Zudem nahmen die Stofffliisse im Citratzyklus allgemein mit steigender Zulaufrate zu.
Bei Verwendung von Pyruvat wurden die héchsten Aktivitdten im Citratzyklus abgeschétzt. Bei
Succinat wurden erhéhte Aktivitdten erst ab dem Eintrittspunkt desselben in den Citratzyklus
ermittelt. Fir den Glyoxylat-Bypass wurden fiir die Zufuhr von Pyruvat die héchsten Aktivi-
tdten ermittelt. Aber auch bei Nutzung von Succinat als Substrat ergab sich die Mdoglichkeit
zu hohen Aktivitdten von maximal 0,53 mmol ggry ! h'! wihrend der letzten Zulaufstufe. Fiir
die Kohlenstoffquellen Glycerin und Glucose wurden ebenfalls mégliche Stoffflussaktivitdten im
Glyoxylat-Bypass, jedoch von geringerem Ausmafl, vorhergesagt.

Im Bereich der L-Serinbiosynthese wurden verstirkte Aktivitdten bei Aufnahme von Glycerin
und Glucose abgeschétzt. Fiir Pyruvat und Succinat wurden hingegen nur sehr geringe Stoff-
fliisse in der L-Serinbiosynthese ermittelt. L-Serin wird nicht nur fiir die Biomassebildung der
Zellen bendtigt, sondern es fliefit auch als Vorldufermolekiil in die L-Tryptophanbiosynthese
ein. Dementsprechend sind die Aktivitdten im Stoffwechselweg zur Synthese von L-Serin unmit-
telbar mit der L-Tryptophanproduktion verkniipft und wurden indirekt durch die gemessene
L-Tryptophanbildungsrate vorgegeben. Die beinahe ausgebliebene L-Tryptophanproduktion bei
Aufnahme von Pyruvat und Succinat erkléart die niedrigen theoretisch ermittelten Stofffliisse in

der L-Serinbiosynthese.
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Abbildung 5.40: Heatmaps der Mittelwerte der mittels thermodynamischer Flussvarianzanalyse mit
vorgeschaltetem CycleFreeFlux-Algorithmus und Vorgabe intrazelluldrer Metabolitkonzentrationen
(FVA 11 & TVA & Met) abgeschiitzten intrazelluliren Flussverteilungen (Einheit: mmol gy ht)
der Glykolyse/ Gluconeogenese und des Glycerinmetabolismus (GLUC/ GLYK), des Methylglyoxal-
Stoffwechselwegs (MGO) und des Citratzyklus (TCA) (oberes Diagramm) sowie der L-Serinbiosynthese
(L-Ser), des Pentosephosphatwegs (PPP), der Chorismatbiosynthese (CHOR), der L-Phenylalanin und
L-Tyrosinbiosynthese (L-Phe/ L-Tyr) sowie des L-Tryptophanbiosynthesewegs (L-Trp) (unteres Dia-
gramm) wéahrend der Kurzzeitanalyse von E. coli NT446 in den Analysenreaktoren mit den Kohlen-
stoffquellen Glycerin (Glyc), Glucose (Gluc), Glycerin und Shikimat (Glyc & Shik) sowie Glucose und
Shikimat (Gluc & Shik) und im Referenzprozess (Ref). Zur Beschrankung des Lésungsraums dienten die
gemessenen extrazelluldren Raten und intrazelluldre Metabolitkonzentrationen. Die Reaktionsnamen und
Flussrichtungen sind entsprechend den Vorgaben des Modells 7JO1366.
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Im Pentosephosphatweg wurde fiir die Reaktionen RPE, TKT1 und TALA Reversibilitéat vorher-
gesagt. In diesem Teil des Stoffwechsels findet neben der Biosynthese von Coenzymen (nadph),
auch die Herstellung von Vorstufen anderer Coenzyme (fad, nadh) und wichtiger Vorldufermole-
kiile der L-Tryptophanbiosynthese statt. Aufgrund dessen wurden die abgeschéatzten Stofffliisse
im Pentosephosphatweg mafigeblich auch durch die Vorgabe der L-Tryptophanproduktionsraten
beeinflusst. In den Stoffflussanalysen ergaben sich hohe Raten bei Aufnahme der Substrate Glyce-
rin, Glucose und Succinat. Ausgehend von Pyruvat war die Versorgung des Pentosephosphatwegs
mit Kohlenstofffluss den Schitzungen zufolge deutlich verringert. Trotz niedriger gemessener Pro-
duktbildungsraten bei Verwendung von Succinat waren die Aktivitdten im Pentosephosphatweg
dennoch vergleichsweise hoch. Die erhohten Fliisse stellen eine Moéglichkeit zur Kompensation
der geringen Aktivitdten im vorderen Teil des Citratzyklus dar, da dieser wie auch der Pentose-
phosphatweg eigentlich zur Bereitstellung von nadph und nadh dient.

Die Stofffliisse im Bereich der Biosynthese aromatischer Aminoséuren waren fast aussschliefllich
durch die Vorgabe der gemessenen Bildungsraten der aromatischen Aminosduren L-Tryptophan,
L-Phenylalanin und L-Tyrosin vorbestimmt. Lediglich ein geringer Anteil der erzeugten Amino-
sduren wurde fiir die Biomassebildung benétigt. Aufgrund der Linearitéit dieser Stoffwechselwege
folgten die geschétzten Aktivitdten den Vorgaben durch die gemessenen Raten.

Die Ergebnisse der Stoffflussabschétzungen, inklusive der Werte der TFA und TVA fiir alle Sub-
strate und Zulaufstufen, sind den Tabellen A.17, A.18, A.19, A.20 und A.21 im Anhang zu

entnehmen.

Gibbs’sche Reaktionsenergien

Mittels der in die Stoffflussanalysen integrierten thermodynamischen Netzwerkanalyse wurden
auch fiir diese metabolische Kurzzeitanalyse Gibbs’sche Reaktionsenergien abgeschétzt und an-
hand dieser die thermodynamische Klassifizierung der Reaktionen vorgenommen. Die ermittel-
ten Losungsbereiche der Gibbs’schen Reaktionsenergien wurden durch die Verwendung einer
Abtastfunktion in 10.000 Berechnungszyklen statistisch analysiert. Die Ergebnisse fiir den Refe-
renzzustand sind in Abbildung 5.41 dargestellt. Auf die detaillierte Beschreibung aller Reakti-
onsenergien wird an dieser Stelle verzichtet, da dies bereits in Kapitel 5.2.5 erfolgt ist. Fiir die
meisten Reaktionen deckten sich die Losungsbereiche der Gibbs’schen Reaktionsenergien dieser
Analyse mit den Ergebnissen der Analyse mit E. coli NT1259 shiAcg. Im Folgenden werden die
Unterschiede in den Losungsbereichen der Energien zur vorherigen thermodynamischen Analyse
mit dem Transporterstamm hervorgehoben.

In der Glycerinaufnahme ergab sich fiir E. coli NT1446 eine Verschiebung der moglichen Re-
aktionsenergien. Fiir die GLYK wurde ein méglicher Losungsbereich von -6,84kJmol™! bis -
2,30 kJ mol! ermittelt, fiir die Analyse des Transporterstammes erstreckte sich der Losungsbe-
reich von -20,94 kJ mol! bis -11,06 kJ mol™!. Fiir die Reaktion der FBA wurden in dieser metabo-
lischen Analyse Gibb’sche Reaktionsenergien im Bereich von -21,81kJ mol™! bis -11,24 kJ mol™!
abgeschéatzt, aufgrund dessen wurde die Reaktion im Unterschied zur MCA mit dem Shikimat-
transporterstamm E. coli NT1259 shiA ¢, als fern dem thermodynamischen Gleichgewicht klassi-
fiziert. Fiir alle weiteren Reaktionen der Glykolyse und Gluconeogenese wurden keine auffalligen

Unterschiede zur Analyse des Transporterstammes festgestellt. Fiir die MCA des modifizierten
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E. coli-Stammes NT1446 wurde das Modell um die Reaktionen des mgo-Stoffwechselwegs erwei-
tert, weshalb auch die thermodynamische Betrachtung dieser Reaktionen relevant ist. Sowohl
fiir die Reaktion zur Bildung von mgo (MGSA) als auch fiir die mgo-abbauenden Reaktionen
GLYOX und LDH wurden Gibbs’sche Reaktionsenergien kleiner als -50 kJ mol™! abgeschitzt.
Damit konnen die Reaktionen alle als fern dem thermodynamischen Gleichgewicht zugeordnet
werden. Im Citratzyklus riickte die AKGDH etwas weiter weg vom thermodynamischen Gleich-
gewicht und fiir die SUCOAS wurde der Lésungsbereich deutlich auf -4,28 kJ mol™! bis 0kJ mol™!
eingeschrankt. Fiir alle weiteren Reaktionen des Citratzyklus stimmten die Losungsbereiche wei-
testgehend mit den Ergebnissen der Analyse des Shikimattransporterstammes tiberein. Auch fiir
die Gibbs’schen Reaktionsenergien der L-Serinbiosynthese wurden keine grofien Verdnderungen
festgestellt.

In der Chorismatsynthese wurde fiir die DDPA ein Loésungsbereich von -103,33kJ mol™! bis
-38,61 kJ mol ! abgeschétzt, in der thermodynamischen Analyse des Shikimattransporterstammes
hatte sich ein Losungsbereich von -21,68 kJ mol™! bis -9,40 kJ mol™! ergeben. Des Weiteren riickte
die DHQTi mit Gibbs’schen Reaktionsenergien im Bereich von -13,34kJ mol! bis -4,65 kJ mol™!
etwas ndher an das thermodynamische Gleichgewicht. Fir alle weiteren Reaktionen der Cho-
rismatsynthese deckten sich die Losungsbereiche in etwa mit den Ergebnissen aus der ersten
metabolischen Analyse von E. coli NT1259 shiAcg. Die Reaktionsenergien der L-Phenylalanin
und L-Tyrosinsynthese unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant von den fiir E. coli NT1259
shiAcg ermittelten Reaktionsenergien.

Innerhalb der L-Tryptophanbiosynthese wurden unverédnderte Reaktionsenergien fiir die Reaktio-
nen der ANS, IGPS und TRPS3 abgeschétzt. Die Reaktionsenergien der ANPRT und TRPS2 la-
gen mit minimal -67,36 kJ mol™' und -72,12kJ mol ! etwas niher am thermodynamischen Gleich-

gewicht.
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Abbildung 5.41: Mittels thermodynamischer Flussvarianzanalyse mit vorgeschaltetem CycleFreeFlux-
Algorithmus und Vorgabe intrazelluldrer Metabolitkonzentrationen (FVA 11 & TVA & Met) abgeschétz-
te Bereiche der moglichen Gibbs’schen Reaktionsenergien (Einheit: kJ mol™?) fiir die L-Tryptophan-
produktion im Referenzprozess mit E. coli NT1446 im Zeitraum der metabolischen Kurzzeitanalyse. Ge-
zeigt sind die Energien der Reaktionen der Glykolyse/ Gluconeogenese und des Glycerinmetabolismus
(GLUC/ GLYK), des Methylglyoxal-Stoffwechselwegs (MGO), der L-Serinbiosynthese (L-Ser), des Citrat-
zyklus (TCA), des Pentosephosphatwegs (PPP), der Chorismatbiosynthese (CHOR), der L-Phenylalanin
und L-Tyrosinbiosynthese (L-Phe/ L-Tyr) sowie des L-Tryptophanbiosynthesewegs (L-Trp). Die Reakti-
onsnamen sind entsprechend den Bezeichnungen im Modell 7JO1366.
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Intrazellulare Metabolitkonzentrationen

Auch in dieser thermodynamischen Netzwerkanalyse wurden Konzentrationsbereiche fiir alle
nicht messbaren Metabolite des genomweiten stochiometrischen Modells ¢JO1366 abgeschétzt.
Die erhaltenen Losungsbereiche wurden wiederum zusétzlich mit einer Abtastfunktion in 10.000
Abtastzyklen untersucht, woraus sich Haufigkeitsverteilungen tber die ermittelten Konzentrati-
onsbereiche ergaben. Fiir ausgewéhlte Metabolite sind die FErgebnisse fiir den Zustand im Refe-

renzprozess im Zeitraum der metabolischen Kurzzeitanalyse in Abbildung 5.42 gezeigt. Fiir alle

Metabolite wurde ein maximaler Konzentrationsbereich von 0.001 mM bis 50 mM vorgegeben.

800 — 800
o 3php L-glu
+ 600 ]I 600 -
E
400+ 400
E
T 200+ 2001
0 T T T T O T T T T
0,0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 0 10 20 30 40 50
Konzentration, mM Konzentration, mM
1500 1 500
1250 - %1 004 x3p
5 1000 300- L
= 750
= 500- 2007
250 100
0 T T T T O - T T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Konzentration, mM Konzentration, mM
10000 1000
3dhq 1 pran
. 80001 750 f R\
S 6000
2 500
S 4000 —'\
.¢IU
2000 L 2501
0 1 T T T 0 1
0 10 20 30 40 50 20 30 40 50

Konzentration, mM

Konzentration, mM

Abbildung 5.42: Verteilung der mittels thermodynamischer Flussvarianzanalyse mit vorgeschaltetem
CycleFreeFlux-Algorithmus und Vorgabe intrazelluliarer Metabolitkonzentrationen (FVA 1l & TVA &
Met) abgeschétzten Konzentrationsbereiche (Einheit: mM) wéhrend der L-Tryptophanproduktion im Re-
ferenzprozess mit E. coli NT1446 der Metabolite 3-Phosphohydroxypyruvat (3php), L-Glutamat (L-glu),
Erythrose-4-Phosphat (edp), Xylulose-5-Phosphat (x5p), 3-Dehydroquinat (3dhq) und Phosphoribosyl-
anthranilat (pran) tiber 10.000 Abtastpunkte.
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Fiir 3php im spezifischen Synthesewegs von L-Serin wurde ein Konzentrationsbereich von
0,001 mM bis 0,44 mM ermittelt. Die statistische Analyse zeigte eine rechtsschiefe Verteilung
mit einem Maximum bei 0,12 mM. Fiir 3php war eine gute Einschrinkung des Lésungsraumes
moglich, da im betreffenden Stoffwechselweg sowohl die Konzentration des Vorgédngermetabolits
3pg sowie die des nachfolgenden Molekiils L-pser analytisch erfasst wurden.

Das ebenfalls an der L-Serinbiosynthese, aber auch an vielen anderen Reaktionen des Metabo-
lismus beteiligte L-Glutamat, konnte messtechnisch nicht quantifiziert werden, da die intrazellu-
laren Konzentrationen durch extrazellular vorliegendes L-Glutamat maskiert wurden. Aufgrund
seines globalen Auftretens im Metabolismus gelang auch durch den Einsatz computergestiitz-
ter Methoden keine Einschrankung des Loésungsraumes. Der durch die Abschétzung erhaltene
Konzentrationsbereich reichte von 0,001 mM bis 50 mM, ein Maximum wurde bei 9 mM ermit-
telt. Die sich ergebende Verteilung féllt nur sehr langsam hin zu grofleren Konzentrationen ab.
Insgesamt sind demnach Konzentrationen von iiber 9 mM deutlich wahrscheinlicher als Konzen-
trationen von unter 9 mM.

Fir den Referenzzustand in dieser metabolischen Analyse konnten auch fiir e4dp und x5p aus
dem Pentosephosphatweg die Losungsbereiche nicht weiter eingeschrankt werden. Fiir e4p ergab
sich ein Maximum bei etwa 1 mM, die Verteilung fiel bis zu 50 mM hin auf eine Haufigkeit von
unter 50 ab. Fiir x5p konnte kein eindeutiges Maximum ermittelt werden. Konzentrationen von
5mM bis 20 mM waren den Schitzungen zufolge am wahrscheinlichsten.

Fir 3dhq wurde zwar keine Einschriankung des Losungsbereiches erzielt, die Haufigkeiten ab
einer Konzentration von 10 mM waren jedoch nur sehr gering. Ein Maximum wurde fiir Konzen-
trationen nahe 0,001 mM ermittelt, ausgehend vom Maximum nahmen die Haufigkeiten hin zu
hoheren Konzentrationen schnell ab.

Fiir pran wurde ein moglicher Konzentrationsbereich von 20 mM bis 50 mM ermittelt. Es ergab
sich eine glockenférmige Verteilung fiir den Bereich zwischen 32 mM und 50 mM. Bei etwa 41 mM

liegt das Maximum der H&aufigkeitsverteilung.

Diskussion

Die pyTFA-Methodik ermdglichte fiir alle 13 metabolischen Gleichgewichte die Abschétzung theo-
retischer Stoffflussverteilungen und eine thermodynamische Netzwerkanalyse, in der Losungsbe-
reiche sowohl fiir die Gibbs’schen Reaktionsenergien als auch fiir nicht gemessene Metabolit-
konzentrationen ermittelt wurden. Die Stoffflussabschéatzungen zeigen, dass die Anwendung der
dreistufigen Zulaufprofile mit den Substraten Glycerin, Glucose, Pyruvat und Succinat den Stoff-
wechsel erfolgreich verschiedentlich auslenkt. Varianzen traten hauptsichlich in Bereichen des
Metabolismus auf, fiir die alternative Stoffwechselwege existieren. Dies trifft beispielsweise auf
die untere Glykolyse und den parallel verlaufenden mgo-Stoffwechselweg oder den Glyoxylatweg
im Citratzyklus zu. Mittels der in die Stoffflussanalysen integrierten thermodynamischen Netz-
werkanalyse wurden Gibbs’sche Reaktionsenergien fiir alle Reaktionen des genomweiten Modells
1JO1366 ermittelt. In der Betrachtung dieser zeigten sich bereits Unterschiede zur metabolischen

Analyse des zuvor analysierten Transporterstammes E. coli NT1259 shiAc,.
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5.4.5 Metabolische Kontrollanalyse der L-Tryptophanproduktion

Basierend auf den experimentell erhobenen und theoretisch abgeschétzten Datensétzen der me-
tabolischen Analyse mit F. coli NT1446 erfolgte eine MCA. Da im Prozess und in den Analysen-
reaktoren mit Glycerin und Glucose mgo-Bildung gemessen wurde, erfolgte die Erweiterung des
MCA-Modells um die Reaktionen des mgo-Stoffwechselwegs. Zuziiglich zu den Reaktionen der
MCA mit dem Shikimattransporterstamm enthielt das Modell die Reaktionen MGSA, GLYOX
und LDH. Somit umfasste das in der MCA betrachtete Reaktionsnetzwerk insgesamt 53 Reak-
tionen und 59 Metabolite, der Rang der stochiometrischen Matrix wurde zu 51 bestimmt. Die
unabhéngigen Metabolite wurden geméfl der MCA mit dem Shikimattransporterstamm gewéhlt,
diese waren L-Phenylalanin, L-Glutamin, coA, adp, nadh, nadph, amp und L-Glutamat. Das

verwendete Modell ist Tabelle A.23 im Anhang zu entnehmen.

Abschiatzung von Elastizitaten

Fiir Reaktionen, deren thermodynamische Lage als nahe dem Gleichgewicht klassifiziert wur-
de, erfolgte die Schatzung der Elastizitdten direkt aus der Gibbs’schen Reaktionsenergien. Fiir
Reaktionen fern des thermodynamischen Gleichgewichts wurde der lin-log-Ansatz gewéahlt. Die
Klassifizierung erfolgte anhand der Gibbs’schen Reaktionsenergien mithilfe von Abbildung 5.41.
Die Kriterien zur Einordnung der Reaktionen wurden von der ersten MCA mit dem Shikimat-
transporterstamm tibernommen (siehe Kapitel 5.2). Alle Reaktionen, die als nahe dem thermo-
dynamischen Gleichgewicht klassifiziert wurden, sind mit den zugehérigen Losungsbereichen der
Gibbs’schen Reaktionsenergien in Tabelle 5.14 angegeben. Fiir die Reaktionen fern des thermo-
dynamischen Gleichgewichts wurden, basierend auf Literaturdaten, Effektoren festgelegt und
mittels des lin-log-Ansatzes durch eine Monte-Carlo-Simulation mit 10.000 Berechnungszyklen
statistische Verteilungen fiir die Elastizitdten ermittelt. Die Mittelwerte aller geschétzten Elas-

tizitdten sind Tabelle A.25 im Anhang zu entnehmen.
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Tabelle 5.14: Fiir die metabolische Kontrollanalyse der L-Tryptophanproduktion mit E. coli NT1446
vorgegebenen freien Gibbs’schen Reaktionsenergien A, G fiir Reaktionen nahe dem thermodynamischen
Gleichgewicht. Die Einordnung erfolgte mittels der thermodynamischen Netzwerkanalyse durch die pyTFA-
Toolbox. Sofern keine eindeutigen Randpunkte ermittelt wurden, wurde nach Lage des unteren Quartils
der Verteilung iiber die Lage zum thermodynamischen Gleichgewichts entschieden. Bei Unterschreiten
der -10 kJ mol! durch den unteren Whisker wurde ein minimaler Wert von -10 kJ mol! angenommen.
Fiir sehr kleine Losungsbereiche wurde ein unterer Wert von -1,1 kJ mol ™! festgelegt.

Reaction A,G, . kJ mol! AG ey kI mol™!
GLYK -6,84 -2,30
PGI -1,10 -1,00
TPI -1,10 -1,00
GAPD -1,10 -1,00
PGK -1,10 -1,00
PGCD -1,10 -1,00
PGM -10,00 -1,00
ENO -10,00 -1,00
ACONT -10,00 -1,00
SUCOAS -4,28 -1,00
FUM -10.00 -1,00
MDH -10,00 -1,00
G6PDH -10,00 -1,00
RPE -10,00 -1,00
RPI -9,26 -1,00
TKT1 -10,00 -1,00
TKT2 -10,00 -1,00
TALA -10,00 -1,00
SHK3Dr -10,00 -1,00
PHETA -10,00 -1,00
PRALI -10,00 -1,00
TRPS3 -10,00 -1,00

Abschatzung von Flusskontrollkoeffizienten

Basierend auf den abgeschétzten Elastizitdten wurden Flusskontrollkoeffizienten bestimmt. Die-
se geben Aufschluss iiber die Kontrollverteilung im metabolischen Netzwerk. Wird ein positi-
ver Flusskontrollkoeffizient ermittelt, wird fiir einen bestimmten Stofffluss bei Erhéhung der
jeweiligen enzymatischen Aktivitdt eine gesteigerte Rate erwartet. Bei negativen Flusskontroll-
koeffizienten wird von einer Inhibierung des Stoffflusses durch eine erhéhte Enzymkapazitét
ausgegangen. Dabei bezieht sich der Flusskontrollkoeffizient auf eine einprozentige Erhéhung
der jeweiligen Enzymaktivitdt. In Abbildung 5.43 sind die Flusskontrollkoeffizienten dargestellt,
es handelt sich dabei um Mittelwerte, die aus einer Monte-Carlo-Simulation mit 10.000 Berech-

nungszyklen gewonnen wurden.
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Abbildung 5.43: Flusskontrollkoeffizienten (ohne Einheit) ermittelt durch die metabolische Kontroll-
analyse der L-Tryptophanproduktion mit E. coli NT1446 im Zulaufverfahren. Die Spalten représentieren
die Enzyme der jeweiligen Reaktion, die Zeilen beziehen sich auf die resultierenden Fliisse. Es sind die
Effekte einer einprozentigen Anderung der Enzymaktivitit dargestellt. Die Enzymkapazititen und Stoff-
flisse sind untergliedert in die Stoffwechsel-Bereiche: Glykolyse und Glycerinmetabolismus (GLYC &
GLYK), Methylglyoxal-Stoffwechselweg (MGO), L-Serinbiosynthese (L-Ser), Citratzyklus (TCA), Pent-
osephosphatweg (PPP), Chorismatbiosynthese (CHOR), L-Phenylalanin und L-Tyrosinbiosynthese (L-
Phe/ L-Tyr), L-Tryptophan (L-Trp) und Energiemetabolismus (E).

Eine erste kontrollierende Wirkung trat im Biosyntheseweg zum Glycerinabbau auf. Die GLY3PD
zeigte eine geringe negative Kontrolle gegeniiber den Stofffliissen der unteren Glykolyse ab der
TPI, des Citratzyklus und der Chorismatsynthese. Ein gegenteiliger Effekt ergab sich fir die
Stofffliissse der oberen Gluconeogenese (PGI, FBP und FBA) sowie des Pentosephosphatwegs.
Die negative Kontrollwirkung gegeniiber der Chorismatsynthese deutet darauf hin, dass eine ver-
starkte Aufnahme nicht zu erhéhten Stofffliissen in der Chorismatbereitstellung fithren wiirde.
Fiir die L-Tryptophanbiosynthese wurde keine kontrollierende Wirkung der GLY3PD ermittelt.
Die glykolytischen Enzyme PGM und ENO f{ibten eine negative Kontrolle auf die obere Glu-
coneogenese und Teile des Pentosephosphatwegs aus, gegeniiber den Stofffliissen der unteren
Glykolyse ab TPI sowie dem Citratzyklus wurden hingegen positive Flusskontrollkoeffizienten
abgeschétzt. Die gegensétzliche Kontrollwirkung trat aufgrund der kompetitiven Verteilung des

Kohlenstoffs in gluconeogener Richtung in den Pentosephosphatweg und in glykolytischer Rich-
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tung hin zum Citratzyklus auf.

In der L-Serinbiosynthese wurde eine positive Kontrolle der PSP_ L auf alle Stofffliisse des
L-Serinbiosynthesewegs ermittelt. Demnach wiirde die Erhéhung der enzymatischen Kapazitét
der PSP__L die Stofffliisse in der L-Serinbiosynthese steigern und damit die Bereitstellung von
L-Serin verbessern. Weiterhin iibte die PSP__L eine negative Kontrolle auf die Stofffliisse zur
Bildung der aromatischen Nebenprodukte L-Phenylalanin und L-Tyrosin aus. Demzufolge kénn-
te eine verbesserte L-Serinbereitstellung zur weiteren Unterdriickung der Nebenproduktbildung
fiihren. Da jedoch keine positive Kontrolle fiir die L-Tryptophanbiosynthese vorhanden war,

wiirde sich daraus vermutlich kein signifikant positiver Effekt fiir die Produktbildung ergeben.

Fiir die Enzyme MGSA und LDH aus dem mgo-Stoffwechselweg wurden negative Flusskontroll-
koeffizienten gegeniiber den Stofffliissen der Glykolyse abgeschétzt, die GLYOX beeinflusste die
Glykolyse hingegen leicht positiv. Alle drei Enzyme des mgo-Stoffwechselwegs kontrollierten die
eigenen Stofffliisse stark. Aulerdem wurde der Pentosephosphatweg von den Enzymaktivitdten
im mgo-Stoffwechselweg beeinflusst, da die beiden Stoffwechselbereiche in direkter Konkurrenz
um Kohlenstoff stehen.

Die Reaktionen des Citratzyklus wiesen keine Kontrollwirkung gegeniiber den im Netzwerk re-
prasentierten Stofffliissen auf. Unter den Enzymen des Pentosephosphatwegs traten lediglich
leichte Kontrollen gegeniiber den eigenen Stofffliissen auf. Eine ausgepréigte Kontrolle wurde
jedoch fiir die PRPPS, welche die Synthese von prpp aus rbp katalysiert, ermittelt. Die positive
Kontrollwirkung der PRPPS erstreckte sich beinahe iiber das gesamte metabolische Netzwerk,
nur der mgo-Stoffwechselweg, der Citratzyklus und der Energiestoffwechsel waren von den kon-
trollierenden Effekten der PRPPS nicht betroffen. Die Stofffliisse zur Bildung der Nebenproduk-
te L-Phenylalanin und L-Tyrosin wurden hingegen negativ durch die PRPPS kontrolliert. prpp
dient als wichtiger Vorlaufermetabolit im L-Tryptophanbiosyntheseweg und wird daher in gro-
Ben Mengen benoétigt. Die weitreichende Kontrolle der PRPPS iiber das gesamte metabolische
Netzwerk kann auf die Schliisselrolle von PRPP in der L-Tryptophanbiosynthese zuriickgefiihrt
werden. Die Flusskontrollkoeffizienten der PRPPS gegeniiber der L-Tryptophanbiosynthese wa-
ren sehr hoch, kein weiteres Enzym iibte eine solch starke Kontrolle gegentiber der Produktbil-
dung aus.

In der Chorismatbiosynthese traten fiir mehrere Enzyme kontrollierende Effekte auf. Die ers-
te Kontrolle ging von der DDPA, dem Eingangsenzym des spezifischen Stoffwechselwegs, aus.
Moderat positive Flusskontrollkoeffizienten ergaben sich fiir dieses Enzym gegeniiber den Reak-
tionen des Pentosephosphatwegs und der Chorismatbiosynthese. Die gleichen Stofffliisse wurden
auch durch die DHQS leicht positiv kontrolliert. Auch die PSCVT iibte eine geringe positive
Kontrolle auf den Pentosephosphatweg aus, aulerdem wurde die Chorismatbiosynthese stark
positiv durch dieses Enzym beeinflusst. Die PSCVT-Kontrollwirkung reichte bis zur Nebenpro-
duktbildung der aromatischen Aminosduren L-Phenylalanin und L-Tyrosin sowie bis in den
L-Tryptophan spezifischen Stoffwechselweg hinein. Die CHORS wies eine geringfiigige negative
Kontrollwirkung gegeniiber der Chorismatbiosynthese und eine leicht positive Kontrolle gegen-
iiber den Stofffliilssen der L-Tryptophanbiosynthese auf.

Im Syntheseweg der beiden Nebenprodukte L-Phenylalanin und L-Tyrosin zeigte die PPNDH ei-

ne ausgepragte positive Kontrolle gegeniiber allen Stofffliisse in diesem spezifischen Stoffwechsel-
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weg und eine leicht negative Kontrolle gegeniiber den Stofffliissen der L-Tryptophanbiosynthese.
Eine Reduktion der enzymatischen Aktivitdt der PPNDH koénnte demnach dazu beitragen, den
Kohlenstofffluss weiter in Richtung des L-Tryptophanstoffwechselzweigs zu verschieben.

Unter den Enzymen der L-Tryptophanbiosynthese wurde eine leicht positive Kontrollwirkung
der ANS gegentiber der Chorismatsynthese, dem eigenen Stofffluss und der ANPRT festgestellt.
Ausgehend von der IGPS bis zum Produkt L-Tryptophan wurden hingegen negative Kontrollen
der ANS ermittelt. Dieser entgegengesetzte Effekt wurde wahrscheinlich durch die vorwértsge-
richtete Inhibierung der IGPS durch anth hervorgerufen (L. Chen et al., 2018). Fiir das Enzym
IGPS traten die entgegengesetzten Effekte auf, was vermutlich ebenfalls auf den Einfluss des
anths auf die IGPS zuriickgefithrt werden kann. Weiterhin zeigte sich ein geringfiigig positiver
Einfluss des letzten Enzyms der L-Tryptophanbiosynthese, der TRPS2, gegeniiber den Stofffliis-
sen zur Produktsynthese. Dieses Enzym kontrollierte zudem die L-Serinbiosynthese negativ. Eine
weitere Erhchung der enzymatischen Kapazitidt der TRPS2 kénnte demnach die Produktivitat

des Stammes positiv beeinflussen.

Diskussion

Wie von Kacser und Burns (1973) postuliert, zeigten auch die Ergebnisse dieser MCA eine Ver-
teilung der Kontrolle iiber das gesamte metabolische Netzwerk. Die starkste Kontrollwirkung
bezogen auf die L-Tryptophanbiosynthese ergab sich fiir die PRPPS. Stark positive Flusskon-
trollkoeffizienten deuten auf eine weitreichende Limitierung der L-Tryptophanbiosynthese durch
die PRPPS hin. An dieser Stelle fithrt wahrscheinlich ein Mangel am Vorldufermetabolit prpp
zur Drosselung der Produktsynthese. Die PRPPS wurde bereits in den Analysen der E. coli-
Stamme NT1259 (Tréndle et al., 2020) und NT1259 shiAcg (siche Kapitel 5.2) als starke Li-
mitierung fiir die L-Tryptophanbiosynthese identifiziert. Die genomische Insertion einer zusétz-
lichen Kopie des entsprechenden prsA-Gens fiithrte jedoch zu einer signifikant verschlechterten
Prozessleistung (siehe Kapitel 5.3), weswegen die genetische Modifikation nicht im analysier-
ten Produktionsstamm F. coli NT1446 vorliegt. Den MCA-Ergebnissen zufolge fithren zudem
die geringfiigigen positiven Kontrollen der PSCVT und CHORS gegeniiber den Stofffliissen der
L-Tryptophanbiosynthese zu einer weiteren Limitierung der Produktbiosynthese. Im spezifischen
L-Tryptophanbiosyntheseweg wurde dariiber hinaus eine geringe positive Kontrollwirkung fir
die Enzyme IGPS und TRPS2 ermittelt, auch hier scheint eine eingeschréinkte enzymatische
Kapazitat eine Limitierung in der Produktbildung zu verursachen.

Bei der Interpretation der Ergebnisse beziiglich des mgo-Stoffwechselwegs werden jedoch die Li-
mitierungen dieser Methodik deutlich. Zwar werden inhibitorische und aktivierende Wirkungen
der Enzyme auf einzelne Stofffliisse im Modell durch die Vorgabe von Effektoren beriicksichtigt,
die globale toxische Wirkung des mgos auf Proteine und DNA im Allgemeinen kann jedoch vom
Modell nicht erfasst werden. Aufgrund dessen kénnen aus den Ergebnissen der MCA keine Aus-
sagen zur Rolle des mgo-Stoffwechselwegs fiir die L-Tryptophanbiosynthese abgeleitet werden.
Ein detaillierter Vergleich der MCA-Ergebnisse mit vorherigen Resultaten erfolgt in Kapitel 5.5.
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5.4.6 Expressionsanalyse ausgewihlter Gene

Die MCA lieferte Hinweise darauf, welche Enzyme die L-Tryptophanbiosynthese kontrollieren
und eine hohere Produktivitat verhindern. Die Expressionsanalyse ausgewéhlter Gene wird an-
gewandt, um die berechneten Limitierungen und deren Ursachen besser verstehen zu koénnen
und zielgerichtete Modifikationen am Stamm vornehmen zu kénnen. Abbildung 5.44 zeigt die
Ergebnisse der Expressionsanalyse fir die Gene prsA, aroA, aroC, trpC und trpB sowie das
aus M. tuberculosis entnommene und in den Produktionsstamm inserierte Gen trpCyp. Die RT-

qPCR-Analysen wurden von den Projektpartnern der Universitat Stuttgart durchgefiihrt.
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Abbildung 5.44: Relative Genexpression (ohne Einheit) der Gene prsA, aroA, aroC, trpC und trpChy
im Verhéltnis zum ftsZ-Gen in Proben des Referenzprozesses zur L-Tryptophanproduktion mit E. coli
NT1446 im Zulaufverfahren nach 27h (R 27 h), 43h (R 43 h), 50h (R 50 h), 55h (R 55 h) und 70h
(R 70 h) Prozesszeit (IPTG wurde 44h nach Inokulation zugegeben). Aulerdem sind die Ergebnisse
der Proben aus den Analysenreaktoren mit den Substraten Glycerin (MA Glyc), Glucose (MA Gluc),
Pyruvat (MA Pyr) und Succinat (MA Suc) nach 21 min Analysezeit gezeigt. Der Referenzzustand im
Produktionsprozess ist in rot markiert (Ref).

Die Ergebnisse der MCA legten eine starke Limitierung in der enzymatischen Kapazitit der
PRPPS offen. Die PRPPS katalysiert die prpp-Bereitstellung aus r5p und iibernimmt daher ei-
ne wichtige Rolle fiir die L-Tryptophanbiosynthese. Bereits in vorherigen Produktionsstdmmen
wurde die potenzielle Limitierung dieses Enzyms gezeigt. Auf die Integration einer zusétzlichen
Kopie des entsprechenden Gens prsA in den aktuellen Produktionsstamm F. coli NT1446 wurde

jedoch aufgrund starker Einbuflen in der Produktivitit verzichtet.
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Die Expressionsanalyse des entsprechenden Gens prsA zeigte eine Reduktion der Expression
nach der Induktion mit IPTG. Im weiteren Prozessverlauf fiel die Expression zunichst weiter
ab und nahm zum Prozessende hin wieder zu. Die Expression im Analysenreaktor mit Glyce-
rin als Kohlenstoffquelle {iberstieg die Expression in der Referenzprobe und in allen weiteren
Analysenreaktoren deutlich. Die starke Limitierung der PRPPS verursachte wahrscheinlich ei-
nen prpp-Mangel, der zur Drosselung der L-Tryptophanbiosynthese fiihrte. Aufgrund fehlender
Gegenmafinahmen trat diese Limitierung auch in diesem Produktionsstamm auf. Das Abfallen

der Expression nach der Induktion trug vermutlich zur Verstdrkung der Limitierung bei.

Mittels der MCA wurden weiterhin Limitierungen in den enzymatischen Kapazitdten der
PSCVT und CHORS mit geringem negativen Einfluss auf die L-Tryptophanbiosynthese ermit-
telt. Die entsprechenden Gene sind aroA und aroC. Die PSCVT (aroA) katalysiert die Synthese
von 3psme aus s3p, dazu bendtigt sie zusétzlich ein Molekiil pep. Die Expression des aroA-Gens
war wihrend des Produktionsprozesses weitestgehend konstant und mit Werten von unter 1 ver-
gleichsweise gering. Nur in der letzten Probe nach 70 h wurde eine stark erhohte Expression von
3,54 4+ 0,76 gemessen. Die Expression in den Analysenreaktoren lag ebenfalls unter 1. Der héchste
gemessene Wert wiahrend der metabolischen Analyse von 0,92 40,09 lag im Analysenreaktor mit
Glycerin vor. Im Ansatz mit Pyruvat war die Expression mit 0,31+ 0,03 am niedrigsten. Auch
fiir das Gen aroC, codierend fiir die CHORS, welche den letzten Schritt der Chorismatsynthese
katalysiert, wurde zu Beginn des Prozesses eine geringe Expression von unter 1 gemessen. Im
weiteren Prozessverlauf stieg die aroC-Expression kontinuierlich auf einen maximalen Wert von
23,59 4+ 5,09 nach 70h Prozesszeit an. Die Expression in den Analysenreaktoren lag zwischen 1
und 4. In den Reaktoren mit den Substraten Glycerin und Pyruvat wurden geringere Expressio-
nen gemessen als in den Reaktoren mit Glucose und Succinat. Fiir beide limitierenden Schritte
des Chorismatsynthesewegs ist das Potenzial der Genexpression zum Zeitpunkt der metaboli-
schen Analyse nicht voll ausgeschopft, eine Steigerung der Expression erscheint daher fiir beide

Gene moglich und sinnvoll.

Um die zuvor festgestellte Limitierung in der Aktivitat der IGPS zu beheben, wurde eine nicht
native trpC-Genkopie aus M. tuberculosis in den analysierten Produktionsstamm FE. coli NT1446
eingebracht. Die Expression des nativen trpC-Gens und der E. coli fremden trpC-Kopie (trpChyy)
sind in Abbildung 5.44 gestaffelt dargestellt. Vor der Induktion nach 44 h Prozesszeit lag eine
konstante Expression des nativen trpC-Gens von etwa 20 vor. Nach Zugabe von IPTG und
Umstellung auf die konstante Zulaufphase stieg die Expression des trpC-Gens bis nach 50h
Prozesszeit auf etwa 30 an. Zudem lag eine Expression von 6,82+ 0,53 fiir die E. coli fremde
Genkopie trpChy vor. Beide Werte fielen bis 55 h Prozesszeit signifikant ab und die Gesamtex-
pression beider Gene stabilisierte sich bis zum Prozessende bei einem Wert von etwas iiber 20.
Insgesamt war die Expression des Gens aus M. tuberculosis relativ gering, was ein moglicher
Grund fiir die weiter bestehende Limitierung in der enzymatischen Aktivitdt der IGPS sein
konnte. Moglicherweise wurde auch die Vorwirtsinhibierung der IGPS durch anth mit der ver-
wendeten Genvariante nicht erfolgreich umgangen.

Auch die TRPS2 wurde bereits in den vorherigen Produktionsstdmmen als limitierend fiir die

L-Tryptophanbiosynthese identifiziert und durch die genomische Integration einer zusétzlichen



168 Ergebnisse und Diskussion

Kopie des entsprechenden Gens trpB sollte die Limitierung in E. coli NT1446 behoben werden.
Die Expression von trpB war bis zum Zeitpunkt der Induktion in etwa bei 30 konstant. Nach
Induktion stieg die Expression auf iiber 60 an und nahm im weiteren Prozessverlauf zunéchst
etwas ab und stieg bis zur letzten Probe nach 70h auf einen maximalen Wert von 75,42 + 0,65
an. Mit Ausnahme des Analysenreaktors mit der Kohlenstoffquelle Pyruvat lag die Expression
wahrend der metabolischen Analyse bei etwa 60, fiir Pyruvat wurde eine Expression von nur
24,28 + 2,17 ermittelt.

Aufgrund der verstirkten mgo-Bildung gegen Ende des Produktionsprozesses und in den Ana-
lysenreaktoren mit den Substraten Glycerin und Glucose war auch die Expression der Gene
des mgo-Stoffwechselweges von Interesse. Die relative Expression der Gene, deren Proteine an
der Bildung und dem Abbau von mgo beteiligt sind, sowie die Gene zweier Proteine, die zur
Reparatur mgo-bedingter Proteinschdden beitragen, sind in Abbildung 5.45 gezeigt.

In E. coli erfolgt die mgo-Synthese hauptsichlich aus dhap, katalysiert durch die MGSA. Fiir
die Expression des entsprechenden Gens mgsA wurden im Prozessverlauf relativ stabile Werte
gemessen. Lediglich nach Induktion mit IPTG sowie gegen Ende des Prozesses wurde eine erhoh-
te mgsA-Expression gemessen. Die maximale Expression von 0,64 + 0,01 lag in der letzten Probe
nach 70 h Prozesszeit vor. Die Prozesszeitpunkte, zu denen einen erhéhte mgsA-Expression ge-
messen wurde, korrelieren mit dem Anstieg der mgo-Konzentrationen nach der Induktion und
gegen Ende des Prozesses. In den Analysenreaktoren lag die mgsA-FExpression mit 0,32 40,04
bei Zufuhr von Glycerin am niedrigsten. Im Analysenreaktor mit Pyruvat wurde die hochste
Expression von 0,79 + 0,03 gemessen. Die Expression des mgsA-Gens war in der Probe, die aus
dem Analysenreaktor mit Glucose entnommen wurde, um 65 % hoher als im Analysenreaktor
mit zugefithrtem Glycerin.

Der Abbau von toxischem mgo erfolgt in F. coli primér {iber die Zwischenprodukte Lactoylglutat-
hion und D-Laktat. Der erste Schritt der Detoxifizierung wird durch die Lactoylglutathion-Lyase
katalysiert, die durch das Gen gloA codiert ist. Die weitere Umsetzung zu D-Laktat wird durch
die Enzyme, codiert durch die Gene gloB, gloC und yeiG, gewéhrleistet. Im letzten Schritt wird
D-Laktat mittels der D-Laktat-Dehydrogenase zu Pyruvat umgesetzt. Dieses Enzym ist codiert
durch das Gen dld. Wéahrend aller Zulaufphasen ist die Expression der genannten Gene, die fiir
den Abbau des mgos verantwortlich sind, nahezu konstant. Erst gegen Ende des Produktions-
prozesses stieg die Expression der Gene an. Die Expression der Gene gloA und gloB, die fiir die
FEnzyme des zweiten Detoxifizierungsschritt codieren, erhohte sich bereits ab einer Prozesszeit
von 55 h. Der Anstieg der Expression von yeiG, das ebenfalls zum zweiten Abbauschritt beitrégt
und dld, das fiir die Umwandlung von D-Laktat in Pyruvat verantwortlich ist, erfolgte einige
Stunden verzogert. Aufler fiir gloB wurde fiir alle analysierten Gene, die am Abbau von mgo
beteiligt sind, gegen Ende des Prozesses ein deutlicher Anstieg in der Expression gemessen. Die
Expression des gloA-Gens war im Analysenreaktor mit Glucose im Vergleich zur Expression im
Analysenreaktor mit Glycerin etwas verringert. Die Expression aller weiteren am mgo-Abbau
beteiligten Gene war jedoch im Reaktor mit Glucose als Substrat deutlich hoher als bei Verwen-
dung von Glycerin. Fiir gloB um 89 %, 75 % fiir gloC, 94 % fiir yeiG und 30 % fur did.
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Abbildung 5.45: Relative Genexpression (ohne Einheit) der Gene mgsA, gloA, gloB, gloC, yeiG, dld,
yajL und did im Verhéltnis zum ftsZ-Gen in Proben des Referenzprozesses zur L-Tryptophanproduktion
mit E. coli NT1446 pF112aroFBLk,y, im Zulaufverfahren nach 27h (R 27 h), 43h (R 43 h), 47h (R 47
h), 50h (R 50 h), 55h (R 55 h), 65h (R 65 h) und 70h (R 70 h) Prozesszeit (IPTG wurde 44h nach
Inokulation zugegeben). AuBerdem sind die Ergebnisse der Proben aus den Analysenreaktoren mit den
Substraten Glycerin (MA Glyc), Glucose (MA Gluc), Pyruvat (MA Pyr) und Succinat (MA Suc) nach
21 min Analysezeit gezeigt.

Dariiber hinaus wurde die Expression der Gene yajL und yhbO analysiert. Die aus den Genen
resultierenden Enzyme besitzen die katalytische Féahigkeit durch mgo induzierte Glykierungs-
schiden riickgidngig machen zu kénnen (Abdallah et al., 2016). Die Expression von yajL war im
Vergleich zu yhbO wihrend des gesamten Prozesses relativ gering. Erst in den letzten beiden
Prozessproben nach 65h wurde ein leichter Anstieg der Expression von yajL gemessen. Interes-
santerweise stieg die Expression von yhbO bis zu einer Prozesszeit von 51 h zunéchst geringfiigig
und ab 47h stark an. In den folgenden Stunden bis 55h Prozesszeit fiel die Expression jedoch
abrupt auf ein geringeres Expressionsniveau als zu Beginn der Kultivierung ab, obwohl die mgo-
Konzentration im letzten Drittel der Kultivierung drastisch anstieg. Die gemessene Expression
des yhbO-Gens war mit 2,41 im Analysenreaktor mit Glucose auffallend hoch im Vergleich zur

Expression im Analysenreaktor mit der Kohlenstoffquelle Glycerin (0,73). Die Expression lag da-
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mit bei Aufnahme von Glucose um 230 % signifikant hoher. Die Expression des yajL-Gens war
im Reaktor mit Glucose verglichen mit dem Analysenreaktor in den Glycerin zugefiihrt wurde,
nur um etwa 20 % erhoht.

Die verringerte Expression der mgo abbauenden Enzyme und Reparaturenzyme bei Assimila-
tion von Glycerin im Vergleich zur Glucosenutzung korreliert auch mit den gemessenen mgo-
Bildungsraten wiahrend der metabolischen Analyse. Wahrend bei steigenden Glycerinaufnahme-
raten auch die mgo-Bildung stetig zunahm, wurde bei Verwendung von Glucose kein weiterer
Anstieg der extrazelluldren mgo-Konzentration in der dritten Zulaufstufe gemessen. Diese Beob-
achtungen stimmen auch mit den Ergebnissen von Tétemeyer et al. (1998) iiberein und unter-
stiitzen die Hypothese, dass die Aktivitat des mgo-Stoffwechselwegs wahrend der Glucose- und

Glycerinassimilation verschieden reguliert ist.
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5.5 Vergleich der Metabolischen Kontrollanalysen und
Vorschlage zur weiteren Stammmodifikation

Die metabolische Analyse des weiterentwickelten Produktionsstammes NT'1446 lieferte detail-
lierte Datensétze zum Metabolom, Fluxom und Transkriptom der Zellen wihrend der Produk-
tion von L-Tryptophan. Diese Daten ermoglichten in Kombination mit der MCA-Methodik die
Abschétzung der metabolischen Kontrollverteilung und legten Informationen zu Limitierungen
innerhalb der Zellen, die die Produktion betreffen, offen.

Ziel der gezielten genetischen Modifikationen, welche in FE. coli NT1446 resultierten, war es,
die metabolische Kontrolle und die damit einhergehenden Limitierungen der L-Tryptophan-
biosynthese aufzuheben, beziehungsweise eine Kontrollverschiebung hin zu einer erhéhten Pro-
duktbildung zu erreichen. Aus den Produktivitédtseigenschaften wurde eine geringfiigige, aber
signifikante Verbesserung des weiterentwickelten Stammes N'T1446 gegeniiber dem Vorgénger-
stamm ersichtlich. Die finale L-Tryptophan-Absolutmenge wurde um 9 % gesteigert. Anhand des
Vergleichs der Daten aus den Analysen des Shikimattransporterstammes E. coli NT1259 shiAc,
und des gezielt genetisch modifizierten E. coli-Stammes N'T1446 konnen die Verschiebungen in
den zelluldren Abldufen genau analysiert und die Effektivitat der eingefithrten genetischen Modi-
fikationen tiberpriift werden. Als idealer Vergleichspunkt eignen sich die metabolischen Zusténde
im Produktionsprozess sowie die jeweils erreichten Zustdnde in den Analysenreaktoren mit den
Kohlenstoffquellen Glycerin und Glucose, da diese Substrate in beiden metabolischen Analysen
verwendet wurden.

Verdnderungen in den Stofffliissen der Zellen werden zunéchst anhand eines verdnderten Me-
taboloms sichtbar. Abbildung 5.46 zeigt die gemessenen intrazelluldren Konzentrationen einer
Auswahl an Metaboliten aus den Analysen der L-Tryptophan produzierenden E. coli-Stdmme
NT1259 shiAce und NT1446 im Vergleich.
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Abbildung 5.46: Intrazellulire Konzentrationen (Einheit:mM) der Metabolite Dihydroxyaceton-
phosphat (dhap), Pyruvat (pyr), Phospho-L-Serin (L-pser), 3-Dehydroshikimat (3dhs), Shikimat-3-
Phosphat (s3p), Chorismat (chor), Anthranilat (anth) und Carboxyphenylamino-Desoxyribulose-5-
Phosphat (2cdrbp) wéhrend der metabolischen Kurzzeitanalysen in drei Zulaufphasen (1-3) von E. coli
NT1259 shiAcy (NT1259 shiA) und E. coli NT1446 (NT1446) mit den Kohlenstoffquellen Glycerin (Glyc)
und Glucose (Gluc), in schraffiert dargestellt sind die Konzentrationen der Proben aus dem Referenzpro-
zess im Analysezeitraum (Ref).

Die dhap-Konzentrationen wéhrend beider Kurzzeitanalysen unterschieden sich kaum voneinan-

der. Bei erhéhter Glycerinzufuhr wurden sowohl fiir E. coli NT1259 shiAcg als auch fiir E. coli
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NT1446 stark ansteigende dhap-Konzentrationen gemessen. Auch in beiden Referenzproben la-
gen relativ hohe dhap-Konzentrationen vor. Bei Nutzung von Glucose als Kohlenstoffquelle wur-
den im Vergleich dazu in beiden Analysen geringe dhap-Konzentrationen von unter 0,25 mM
detektiert. Steigende dhap-Konzentrationen traten wahrscheinlich als direkte Folge der erhoh-
ten Glycerinaufnahme auf und spielen auch fiir die Aktivierung des mgo-Stoffwechselwegs eine
entscheidende Rolle. Die gemessenen ansteigenden intrazelluldren Pyruvatkonzentrationen kon-
nen ebenfalls im Zusammenhang mit der Aktivitdt des mgo-Stoffwechselwegs stehen, da mgo
intrazellular zu D-Laktat abgebaut werden kann und der Kohlenstofffluss auf diese Weise iiber
Pyruvat zuriick in den Zentralstoffwechsel gelangt. Fiir intrazelluldres Pyruvat wurde ebenfalls
in beiden Analysen ein Anstieg der Konzentration bei Erhohung der Glycerinzulaufrate beob-
achtet. Bei Verwendung von Glucose als Kohlenstoffquelle blieb der starke Anstieg hingegen
aus. Sowohl fiir die Konzentrationen von dhap als auch von Pyruvat wurden keine signifikanten
Unterschiede zwischen den beiden Stammen festgestellt. Dies deckt sich mit den Erwartungen,
da sich die Stdmme genetisch hinsichtlich dieser Stoffwechselbereiche (Glycerinabbau, Zentral-
stoffwechsel und mgo-Stoffwechselweg) nicht voneinander unterscheiden.

Durch die MCA des Transporterstammes FE. coli NT1259 shiAcg zeigte sich eine Limitie-
rung der L-Tryptophanproduktion in der enzymatischen Kapazitit der PSP__L, die durch eine
weitere Genkopie des entsprechenden Gens serB im Genom des weiterentwickelten Stammes
E. coli NT1446 behoben werden sollte. Abbildung 5.46 zeigt, dass die intrazelluldren L-pser-
Konzentrationen in den Proben des weiterentwickelten Stammes E. coli NT1446 um etwas mehr
als die Halfte reduziert sind, verglichen mit den Konzentrationen des E. coli-Stammes NT1259
shiAcg. Die zusitzliche genetische Modifikation im L-Serinbiosyntheseweg scheint sich deutlich
auf die Metabolitkonzentrationen auszuwirken. Die Ergebnisse indizieren eine verbesserte Um-
setzung des L-psers zu L-Serin im weiterentwickelten E. coli-Stamm NT1446.

Mittels MCA des Shikimattransporterstammes E. coli NT1259 shiAcg, wurde eine geringfiigige
Kontrolle der DHQS aus dem Chorismatbiosyntheseweg gegeniiber der L-Tryptophanproduktion
identifiziert. Um diese Limitierung zu eliminieren, wurde eine weitere Kopie des codierenden
aroB-Gens in FE. coli NT1446 eingefiigt. Der Vergleich intrazelluldrer Konzentrationen mess-
barer Metabolite aus dem Chorismatbiosyntheseweg beider Kurzzeitanalysen legt eine deut-
liche Verschiebung der zelluldren Prozesse in diesem Teil des Stoffwechsels offen. Die 3dhs-
Konzentrationen wihrend der metabolischen Analyse des E. coli-Stammes NT1259 shiAc, lagen
in allen Proben oberhalb von 0,4 mM, im Analysenreaktor mit Glycerin und in der Referenzprobe
dieses Stammes stieg die 3dhs-Konzentration bis auf iiber 10 mM an. In den Proben der Analyse
des gezielt genetisch modifizierten Stammes E. coli NT1446 blieben die 3dhs-Konzentrationen
hingegen unterhalb von 0,1 mM. Der gegenteilige Effekt wurde fiir die intrazelluldren s3p- und
Chorismatkonzentrationen beobachtet. Die Konzentrationsniveaus dieser Metabolite lagen in
allen Proben des modifizierten E. coli-Stammes NT1446 hoher als fiir £. coli NT1259 shiAc,.
Die s3p-Konzentrationen stiegen bei Aufnahme von Glycerin in der Kurzzeitanalyse mit E. coli
NT1446 auf iiber 7,0mM an, wiahrend sie in der Analyse mit E. coli NT1259 shiAc, unterhalb
von 1,4mM blieben. Fiir die Chorismatkonzentrationen wurde ein dhnlicher Effekt beobachtet.
In den Proben der Kurzzeitanalyse des E. coli-Stammes NT1259 shiAc, wurden ausschliefilich

Chorismatkonzentrationen von unter 0,2 mM gemessen, die Chorismatkonzentrationen in der
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Analyse des E. coli-Stammes NT1446 lagen mit bis zu 0,75 mM deutlich hoher. Die direkte
Gegeniiberstellung der Konzentrationen analytisch erfassbarer Metabolite aus dem Chorismat-
biosyntheseweg zeigt, dass eine Verschiebung in diesem Teil des Stoffwechsels induziert wurde. Es
ist naheliegend, dass die Verinderungen durch die Uberexpression des aroB-Gens im weiterent-
wickelten Stamm F. coli NT1446 hervorgerufen wurden. Insgesamt fithrten die Modifikationen
zu erhéhten intrazelluldren Chorismatkonzentrationen.

In den MCAs der E. coli-Stémme NT1259 (Tréndle et al., 2020) und NT1259 shidc, wur-
de zudem eine positive Kontrolle der PRPPS aus dem Pentosephosphatweg mit einer stark
limitierenden Wirkung hinsichtlich der L-Tryptophanproduktion identifiziert. Wahrend der me-
tabolischen Analyse mit dem Transporterstamm E. coli NT1259 shiAc, wurde als Folge der
Limitierung in der prpp-Bereitstellung, bei Zugabe von Shikimat, eine starke Akkumulation
des im L-Tryptophanbiosyntheseweg vorkommenden anths beobachtet. Da die geplante genomi-
sche Uberexpression des verantwortlichen prsA-Gens in E. coli NT1446 nicht realisiert werden
konnte, wurden in den anth-Konzentrationen des Transporterstammes NT1259 shiAcg und des
gezielt genetisch modifizierten Stammes N'T1446 keine Unterschiede gemessen. Lediglich die
anth-Konzentrationen in den Referenzproben wichen voneinander ab.

Dariiber hinaus wurden eine weitere trpC- (trpChy) und trpBA-Genkopie in das Genom von
E. coli NT1446 eingebracht, um die in E. coli NT1259 shiAcg aufgetretenen Limitierungen in
den enzymatischen Kapazitdten der IGPS und TRPS2 aufzulésen. Da die Metabolomquantifizie-
rung in diesem Stoffwechselbereich problematisch ist, konnen fiir den Vergleich beider Stdmme
nur die 2cdrbp-Konzentrationen betrachtet werden. Diese blieben in beiden Kurzzeitanalysen in
etwa bei 0,6 mM konstant und auch in den Referenzproben wurden &dhnliche Konzentrationen
von 0,9 mM gemessen. Zwischen den beiden Stdmmen wurden im Metabolom des produktspezi-
fischen Synthesewegs keine Unterschiede ersichtlich.

Insgesamt zeigten sich im direkten Vergleich der ausgewéhlten Metabolitkonzentrationen bereits
deutliche Unterschiede zwischen den L-Tryptophan produzierenden E. coli-Stédmmen vor und
nach der genetischen Anpassung. Zur Beurteilung der Kontrollverschiebung zwischen den bei-
den Stdmmen wurden die berechneten Flusskontrollkoeffizienten fiir Stofffliilsse der Chorismat-
und L-Tryptophanbiosynthese fir ausgewéhlte Enzyme beider MCAs in Abbildung 5.47 verglei-
chend dargestellt.

Die in E. coli NT1259 shiAc, identifizierte Limitierung der PSP_L wurde, wie anhand von
Abbildung 5.47 zu erkennen ist, in F. coli NT1446 vollstandig aufgelost. Die zusétzlichen Mo-
difikationen des Stammes, inklusive der genomischen Insertion einer Kopie des entsprechenden
Gens serB, scheinen die aufgetretene Engstelle hinsichtlich der L-Serinbereitstellung fir die
L-Tryptophanbiosynthese effektiv zu beheben, sodass an dieser Stelle keine weiteren Eingriffe
notwendig sind.

Wie aufgrund der nicht erfolgten prsA-Uberexpression zu erwarten war, wurde keine Reduktion
der metabolischen Kontrolle der PRPPS hinsichtlich der Produktsynthese erreicht. Die Kontrolle
der PRPPS gegeniiber der L-Tryptophanbiosynthese erhéhte sich in E. coli NT1446 verglichen
mit E. coli NT1259 shiAc, signifikant, sodass die enzymatische Kapazitét der PRPPS im wei-

terentwickelten Stamm die stérkste Limitierung fiir die L-Tryptophanproduktion darstellte.
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Abbildung 5.47: Ausgewéhlte mittels MCA abgeschétzte Flusskontrollkoeffizienten des Chorismat- und
L-Tryptophanbiosynthesewegs (ohne Einheit) der E. coli-Stamme NT1259 shidc, (NT1259 shiA) und
NT1446 (NT1446), dargestellt fur die Enzyme Phosphoserin-Phosphatase (PSP_L), Phosphoribosyl-
Pyrophosphat-Synthetase (PRPPS), Indol-3-Glycerin-Phosphat-Synthase (IGPS), Tryptophan-Synthase
(TRPS2), 3-Deoxy-D-Arabino-Heptulosonat-7-Phosphat-Synthase (DDPA), 3-Dehydroquinat-Synthase
(DHQS), 5-Enolpyruvoylshikimat-3-Phosphat-Synthase (PSCVT) und Chorismat-Synthase (CHORS).
Die Stofffliisse des Chorismat- und L-Tryptophanbiosynthesewegs sind auf der Y-Achse gezeigt. Es sind
die Effekte einer einprozentigen Anderung der Enzymaktivitit dargestellt (positiver Wert: erhéhter Stoff-
fluss; negativer Wert: reduzierter Stofffluss).

Den MCA-FErgebnissen zufolge blieb die Limitierung der IGPS gegeniiber der Chorismat- und
L-Tryptophanbiosynthese auch im modifizierten E. coli-Stamm bestehen. Trotz der zusétzlichen
Integration der trpC-Genkopie aus M. tuberculosis (trpCy;) wurde keine verdinderte Kontrolle
der IGPS festgestellt.

Die stérkste Limitierung in NT'1259 shiAc, lag den Berechnungen zufolge in der enzymatischen
Kapazitidt der TRPS2. Die Kontrollwirkung dieses Enzyms hinsichtlich der Chorismat- und
L-Tryptophanbiosynthese war in E. coli NT1446 um etwa 75 % reduziert. Wahrscheinlich ist
die verringerte Kontrollwirkung der TRPS2 auf die in E. coli eingefiihrte zusétzliche trpBA-
Genkopie zuriickzufiihren.

Verglichen mit E. coli NT1259 shiAc, traten im Chorismatbiosyntheseweg in E. coli NT1446
etliche Verschiebungen der metabolischen Kontrolle auf. Naheliegend ist, dass diese durch die
zusdtzliche genetische Insertion einer aroB-Genkopie zur Behebung der Limitierung in der en-

zymatischen Kapazitdt der DHQS hervorgerufen wurde. Eine neue geringfiigige positive Kon-
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trolle lag fiir F. coli NT1446 in der enzymatischen Kapazitidt der DDPA mit Auswirkung auf
die Stofffliisse der Chorismatbiosynthese vor. Die Kontrollwirkung der DHQS war in E. coli
NT1446 hingegen verringert. Auflerdem trat im gezielt genetisch modifizierten Stamm FE. coli
NT1446 eine neue starke Kontrolle mit Flusskontrollkoeffizienten von bis zu 0,8 in der enzyma-
tischen Aktivitdt der PSCVT auf, deren limitierende Wirkung bis hin zu den Stofffliissen der
L-Tryptophanbiosynthese reichte. Weiterhin wurde eine neue geringfiigige Kontrolle der CHORS
in E. coli NT1446 identifiziert. Diese war gegeniiber den Stofffliissen der Chorismatsynthese ne-
gativ ausgerichtet, gegeniiber den Stofffllissen der L-Tryptophanbiosynthese zeigte sie sich in

entgegengesetzter Orientierung.

Zur Aktivitdtssteigerung der kontrollierenden Enzyme wurden fiir ausgewédhlte Gene zusétzli-
che Kopien in das Genom von E. coli NT1446 eingebracht. Die Unterschiede zwischen FE. coli
NT1259 shiAcg und E. coli NT1446 in der relativen Expression dieser Gene werden im Folgen-
den anhand von Abbildung 5.48 erlautert.

Da Versuche, das prsA-Gen, welches fiir das die L-Tryptophanproduktion limitierende Enzym
PRPPS codiert, fehlschlugen, lagen zwischen E. coli NT1259 shiAcg und E. coli NT1446 diesbe-
ziiglich genotypisch keine Unterschiede vor. Dementsprechend wurde auch keine erhéhte prsA-
Expression in den Proben des gezielt genetisch modifizierten E. coli N'T1446 gemessen. Die
prsA-Expression lag in beinahe allen Proben sogar unterhalb des Expressionsniveaus von FE. coli
NT1259 shiAcg. Moglicherweise ist dies auch der Grund fiir die stérkere Kontrollwirkung der
PRPPS in E. coli NT1446 verglichen mit E. coli NT1259 shiAcg. Die Expression des serB-Gens
ist im gezielt genetisch modifizierten Stamm NT1446 hingegen deutlich erh6ht. Dieses Ergebnis
stimmt gut mit den abgesenkten intrazelluliren L-pser-Konzentrationen und der reduzierten
Kontrolle der PSP__ L in Bezug auf die L-Tryptophanbiosynthese iiberein. Sehr wahrscheinlich
trug die zusétzliche integrierte serB-Genkopie mafligeblich zur Behebung der kontrollierenden
Effekte bei.

Innerhalb des Chorismatbiosynthesewegs wurden sowohl anhand der Metabolomdaten als auch
anhand der MCA-Ergebnisse Unterschiede zwischen den beiden Stdmmen ersichtlich. Die geno-
mische Insertion einer zusétzlichen aroB-Genkopie fiihrte zu einem signifikant erhéhten Expres-
sionsniveau in E. coli NT1446 verglichen mit E. coli NT1259 shiAcg. Der Anstieg in der Expres-
sion nach Induktion mit IPTG trat fiir E. coli NT1446 allerdings verspétet ein. Im Zeitraum der
metabolischen Analysen lag dennoch ein erhéhtes Expressionsniveau vor, das wahrscheinlich fiir
den Riickgang der Kontrollwirkung der DHQS verantwortlich ist.

Die trpC-Uberexpression wurde durch die Integration einer trpC-Genkopie aus M. tuberculosis
realisiert. Der eingefiigte nicht native Genabschnitt codiert fiir eine monofunktionale IGPS. In
Abbildung 5.48 ist die Expression der nicht nativen trpC-Variante (trpCpy) gestaffelt mit der
Expression des FE. coli eigenen trpC-Gens dargestellt. Insgesamt wurde bei Summation beider
Expressionsniveaus nach der Induktion in E. coli NT1446 verglichen mit E. coli NT1259 shiA g,
eine erhohte Expression gemessen. Die Expression des neu eingefiigten Genabschnitts machte
dabei jedoch nur einen geringen Anteil der gesamten trpC-Expression aus. Die MCA-Ergebnisse
legten offen, dass das erhohte Expressionsniveau in E. coli NT1446 keinen Einfluss auf die Kon-
trollwirkung der IGPS nahm und die Limitierung gegeniiber der L-Tryptophanbiosynthese wei-

terhin bestand. Griinde hierfiir konnten sein, dass die kiirzlich festgestellte Vorwértsinhibierung
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der IGPS durch anth (L. Chen et al., 2018) mit der verwendeten Genvariante aus M. tuberculosis
nicht umgangen werden konnte. Méglicherweise war auch das Expressionsniveau der F. coli frem-

den Genkopie nicht ausreichend oder die Funktion des durch das trpCj;-Gen codierten Enzyms

eingeschrankt.
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Abbildung 5.48: Relative Genexpression (ohne Einheit) der Gene prsA, serB, aroB, trpC, trpCy und
trpB im Verhéltnis zum ftsZ-Gen in Proben der Referenzprozesse zur L-Tryptophanproduktion mit den
E. coli-Stdmmen NT1259 shiAcy (NT1259 shiA) und E. coli NT1446 (NT1446) im Zulaufverfahren nach
27h (R 27h),43h (R 43h), 50h (R 50 h), 55h (R 55 h) und 70h (R 70 h) Prozesszeit. Auerdem sind die
Ergebnisse der Proben aus den Analysenreaktoren mit den Substraten Glycerin (MA Glyc) und Glucose
(MA Gluc) nach 21 min Analysezeit gezeigt.

Die Expression von trpB in E. coli NT1446 war etwa ab dem Zeitpunkt der Induktion verglichen
mit E. coli NT1259 shiAcg um etwa das 2-Fache erhoht. Anhand der MCA-Ergebnisse wird deut-
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lich, dass die trpBA-Uberexpression zu einem 75 %igen Riickgang der Kontrolle ausgehend von
TRPS2 gegeniiber der L-Tryptophanbiosynthese fiihrte. Jedoch reichte die gesteigerte Aktivitét

nicht zur vollstdndigen Eliminierung der Limitierung aus.

Diskussion

Der direkte Vergleich der metabolischen Analysen vor und nach der genetischen Stammmodifi-
kation trug zu einem besseren Verstdndnis der kontrollierenden Funktionen im metabolischen
Netzwerk bei und ermdglicht eine préazisere Formulierung der potenziellen Handlungsmafinahmen
zur Verbesserung der L-Tryptophanproduktion. Diese werden im folgenden Abschnitt dargelegt.
Die Enzyme fiir die Kontrollen mit Auswirkung auf die L-Tryptophanbiosynthese ermittelt wur-

den und deren Wirkungsorte im Stoffwechsel der Zellen sind in Abbildung 5.49 gezeigt.

Positive Kontrollen:

Verbesserte Bereitstellung von Vorldufermetaboliten

Die Limitierung der PSP__L hinsichtlich der L-Tryptophanproduktion wurde im gezielt genetisch
modifizierten Stamm E. coli NT1446 vollstindig aufgeldst, vermutlich spielte hierbei die Uber-
expression des codierenden Gens serB eine entscheidende Rolle. Der Erfolg dieser Mafinahme
zeigte sich tiberdies in den abgesenkten intrazellularen L-pser-Konzentrationen und anhand der
stark erhohten Expression des serB-Gens in E. coli NT1446. Demzufolge miissen in Bezug auf

die L-Serinbereitstellung keine weiteren Mafinahmen zur Stammverbesserung ergriffen werden.

Die Limitierung der PRPPS blieb im modifizierten Stamm F. coli NT1446 bestehen, da die ange-
strebte Uberexpression des entsprechenden prsA-Gens in diesem Stamm nicht realisiert werden
konnte. Da die enzymatische Kapazitdt der PRPPS in E. coli NT1446 die stéirkste Limitie-
rung fir die L-Tryptophanbildung darstellt, sollte an der Aktivititssteigerung dieses Enzyms
mit hoher Prioritdt gearbeitet werden. Hierflir sind moglicherweise auch weitere Analysen not-
wendig, um die verschlechterten Prozesseigenschaften bei Insertion des prsA-Gens zu verstehen.
Die Eingriffe zur verbesserten prpp-Bereitstellung gestalten sich voraussichtlich schwierig, da
das Molekiil einerseits am Erhaltungsstoffwechsel beteiligt und die Reaktion andererseits durch
die simultan ablaufende atp-Dephosphorylierung eng mit dem Energiemetabolismus verbunden
ist (Hove-Jensen, 1985). An dieser Stelle sollte auch die Nutzung alternativer Promotoren und
E. coli fremder Genvarianten in Betracht gezogen werden. Moglicherweise kann auch durch
die Deletion oder Abschwichung konkurrierender Verbrauchsreaktionen eine verbesserte prpp-

Bereitstellung erreicht werden.

Verstirkung von Reaktionsschritten innerhalb der L-Tryptophanbiosynthese

Anhand des Vergleichs der Ergebnisse beider metabolischer Analysen wird ersichtlich, dass die
trpC-Genkopie aus M. tuberculosis keinerlei Einfluss auf die kontrollierende Wirkung der IGPS
hinsichtlich der Chorismat- und L-Tryptophanbiosynthese nahm. Da das Expressionsniveau der
beiden trpC-Gene insgesamt in F. coli NT1446 angehoben wurde, ist es naheliegend, dass die
vorherrschende Vorwiartsinhibierung der IGPS durch anth mittels der verwendeten Genvariante

trpChe nicht umgangen wurde. In zukiinftigen Versuchen, die Engstelle in der enzymatischen
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Kapazitdt der IGPS zu beheben, sollte wie von L. Chen et al. (2018) vorgeschlagen auf die
vorwéartsaktivierte IGPS-Variante aus Aspergillus niger ausgewichen werden.

Die Gegeniiberstellung der Flusskontrollkoeffizienten zeigte zudem einen deutlichen Riickgang
der limitierenden Wirkung der TRPS2, welche in E. coli NT1259 shiAc, die stirkste Kontrolle
hinsichtlich der L-Tryptophanbiosynthese dargestellt hatte. Der Vergleich der trpB-Expressions-
niveaus beider Stdmme legt nahe, dass die Aktivitdtssteigerung der TRPS2 auf die zusétzlich
eingebrachte trpBA-Kopie in E. coli NT1446 zuriickzufiihren ist. Offenbar reichte die genomisch
inserierte Genkopie allerdings nicht zur vollstdndigen Eliminierung der Limitierung aus. Aus
diesem Grund sollte fiir eine verbesserte Produktionsleistung des Stammes eine weitere Uberex-
pression des trpB-Gens erfolgen. Auch die Nutzung alternativer, stdrkerer Promotoren erscheint

an dieser Stelle sinnvoll.

Verstirkung von Reaktionsschritten im Chorismatbiosyntheseweg

Die Ergebnisse der MCA zeigen, dass die kontrollierende Funktion der DHQS in E. coli NT1446
reduziert wurde, anstatt dessen traten andere Limitierungen ausgehend von den Enzymen DDPA|
PSCVT und CHORS im Chorismatbiosyntheseweg auf. Wahrend sich die Kontrolle der DDPA
kaum auf die L-Tryptophanbiosynthese auswirkte, stellte die PSCVT eine deutliche Limitie-
rung fiir die Produktbiosynthese dar. Die Kontrollwirkung der CHORS war ebenfalls gering. In
zukiinftigen Produktionsstimmen sollten Uberexpressionen der Gene aroA und aroC fiir eine

verbesserte Chorismatsynthese angestrebt werden.
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Abbildung 5.49: Schematische Ubersicht des Stoffwechsels mit farblich hervorgehobenen Enzymen fiir
die mittels MCA von E. coli NT1446 eine kontrollierende Wirkung auf die L-Tryptophanbiosynthese
identifiziert wurde. Die fiir Enzyme und Reaktionen genutzten Abkiirzungen sind in Kapitel 3.2 aufgefiihrt.
In Blau sind Enzyme markiert, fiir die eine positive Kontrollwirkung hinsichtlich der L-Tryptophan-
produktion ermittelt wurde, in Rot sind entsprechend negative Kontrollen gekennzeichnet.

Negative Kontrollen:

Verringerte Bildung aromatischer Nebenprodukte

Auch im weiterentwickelten Stamm F. coli NT1446 traten negative Flusskontrollkoeffizienten
der Enzyme zur Synthese der Nebenprodukte L-Phenylalanin und L-Tyrosin auf. Der positive
Einfluss auf die Stoffflilsse der L-Tryptophanbiosynthese ist jedoch sehr gering. Aufgrund pro-
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zesstechnischer Nachteile, die durch die Deletion der entsprechenden Gene entstehen, ist diese

Modifikation nicht unbedingt vorteilhaft und wird daher nicht angeraten.

Unterdriickung der Methylglyoxalsynthese und Verstiarkung der Reaktionen zum
Abbau von Methylglyoxal

Die globale toxische Wirkung des mgos auf DNA, Proteine und deren enzymatische Aktivitét
konnten im Modell der MCA nicht beriicksichtigt werden, weshalb aus den Flusskontrollkoef-
fizienten kein negativer Einfluss des mgo-Stoffwechselwegs auf die Produktbildung hervorging.
Somit konnten direkt aus den Ergebnissen der MCA keine Handlungsmafinahmen diesbeziiglich
abgeleitet werden. Eine genauere Betrachtung der mgo-Produktion und die Expressionsanalyse
von Genen, die am mgo-Stoffwechselweg beteiligt sind, deuteten jedoch darauf hin, dass der Stoff-
wechsel von E. coli NT1446 bereits einige Stunden nach der Induktion aus unbekannten Griinden
aus dem Gleichgewicht geriet und auf die mgo-Bildung umstellte. Nach einer gewissen Zeitspan-
ne iitberwog die mgo-Produktion und die Expression der fiir den mgo-Abbau und die Entgiftung
erforderlichen Gene setzte erst verspéatet ein. Die metabolischen Gegenreaktionen der Zellen er-
folgten daher zu spédt und es kam zum raschen Abbruch der L-Tryptophanproduktion und zur
verminderten Zellatmung. Die Ergebnisse der Expressionsanalyse der betreffenden Abbau- und
Reperaturenzyme deuteten darauf hin, dass die mgo-Detoxifizierung bei Assimilation von Glu-
cose und Glycerin verschieden reguliert ist.

Es erscheint plausibel, dass das abrupte Ende der Produktion im betrachteten Zulaufprozess
mit der mgo-Bildung zusammenhing. Mdéglicherweise trifft dies auch auf alle weiteren Prozesse
dieser Arbeit sowie vorheriger Studien zu (Trondle et al., 2020; Trondle et al., 2018b). Die zwar
méfigen, aber persistent vorherrschenden mgo-Konzentrationen hoben das Stressniveau der Zel-
len wéhrend der Produktionsphase vermutlich deutlich an und sind eine mogliche Erklarung fiir
die Unterschiede in den Produktionszeiten und der damit einhergehenden hohen Variabilitat der
Gesamtproduktivitét.

Als Mafinahme zur Vermeidung des frithen Produktionsabbruchs bei der Herstellung aromati-
scher Verbindungen mit E. coli ausgehend von Glycerin sollte daher eine Steigerung der Aktivitét
der Enzyme zum Abbau von mgo in Betracht gezogen werden. Uberexpressionen des Glyoxylase
I-1I-Systems helfen den Zellen einen zusitzlichen Schutz gegentiber mgo aufzubauen (MacLean
et al., 1998). Dariiber hinaus erscheint es aus bioprozesstechnischer Perspektive sinnvoll, die Gly-
cerinzufuhr im letzten Drittel des Produktionsprozesses zu verringern, um hohe intrazellulare
dhap-Konzentrationen zu vermeiden und auf diese Weise die mgo-Synthese moglichst lange zu

unterdriicken.
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6 Zusammenfassung

Im Allgemeinen wird Metabolic Engineering verwendet, um den Metabolismus von Zellen in
Richtung einer Uberproduktion eines gewiinschten Zielmolekiils zu lenken. Das rationale Design
von Produktionsstdmmen wie Escherichia coli (E. coli) ist jedoch durch die Komplexitét der
Biosynthesewege erschwert. L-Tryptophan ist ein industriell relevanter Wertstoff, der primér in
der Nahrungs- und Futtermittelindustrie, aber auch als pharmazeutisches Produkt zum Einsatz
kommt und dessen Biosynthese zahlreichen regulativen Mechanismen auf verschiedenen mole-
kularen Ebenen von Zellen unterworfen ist. Ublicherweise wird fiir die industrielle mikrobielle
Herstellung von L-Tryptophan mit FE. coli Glucose verwendet. Aufgrund verschiedener Vorteile
wie des hoheren Reduktionsgrades und der Verfiigbarkeit als Reststoff der Biodieselherstellung
ist auch der Einsatz von Glycerin als Kohlenstoffquelle sinnvoll. Jedoch bleiben die ersten be-
reits etablierten L-Tryptophanproduktionsprozesse mit F. coli ausgehend von Glycerin in ihrer
Produktivitdt weit hinter Produktionsprozessen basierend auf Glucose zuriick und der Produk-
tionsabbruch tritt aus unbekannten Griinden bereits unerwartet frith und abrupt ein (Trondle
et al., 2020; Trondle et al., 2018b).

Metabolische Analysen stellen eine Moglichkeit dar, die zelluldren Ablaufe in vivo wiahrend mikro-
bieller Produktionsprozesse zu charakterisieren. Diese Art der Analysen beruht auf der Auslen-
kung des Stoffwechsels ausgehend von einem Referenzzustand im metabolischen Gleichgewicht.
Mittels der Methode des schnellen Medienwechsels (Link, 2009) werden Zellen aus einem Re-
ferenzprozess entnommen, vom Probeniiberstand durch schnelle Zentrifugation abgetrennt und
in frischem Medium resuspendiert. In separaten Analysenreaktoren wird eine Auslenkung des
Stoffwechsels durch die Zufuhr unterschiedlicher Substrate herbeigefithrt. Durch Probenahmen
wahrend der 21 min Analysezeit werden Daten zu intra- und extrazelluliren Metabolitkonzen-
trationen und Austauschstofffliissen generiert und die Reaktion der Zellen auf die Auslenkung
quantitativ abgebildet. Nicht messbare intrazelluldre Stoffflussverteilungen und thermodynami-
sche Groflen werden mithilfe der Messdaten theoretisch abgeschétzt. Eine Methode, die eine
Identifikation kontrollierender enzymatischer Schritte hinsichtlich der Produktbildung basierend
auf den erhobenen Datensétzen ermoglicht, ist die Metabolische Kontrollanalyse (MCA). Mittels
dieser konnen Ansatzpunkte fiir Prozess- und Stammverbesserungen abgeleitet und Handlungs-
anweisungen zur gezielten Modifikation der Produktionsstdmme formuliert werden. Resultate
erster metabolischer Analysen der L-Tryptophanproduktion mit Glycerin als Kohlenstoffquelle
ermoglichten die Anwendung der MCA-Methodik und legten verschiedene kontrollierende Effek-
te hinsichtlich der L-Tryptophanproduktion offen, starke Limitierungen traten unter anderem
im spezifischen Stoffwechselweg zur L-Tryptophanbiosynthese auf (Trondle et al., 2020).
Allerdings waren die hervorgerufenen Unterschiede in den Stofffliissen und Metabolitkonzen-
trationen in den spezifischen Produktsynthesewegen aufgrund fehlender natiirlicher Transport-
mechanismen von F. coli fiir Metabolite der Aromatenbiosynthese in bisherigen metabolischen
Analysen nur sehr gering (Trondle, 2019). Es wurde angenommen, dass durch eine verstérkte

Auslenkung in den spezifischen Produktbiosynthesewegen die Genauigkeit der Vorhersagen hin-



182 Zusammengfassung

sichtlich der kontrollierenden enzymatischen Reaktionen in diesen Stoffwechselbereichen erhéht
werden kann. Daher war ein Ziel dieser Forschungsarbeit, mithilfe von sogenannten ,, Transporter-
stimmen“, welche vom Projektpartner der Universitdt Stuttgart molekulargenetisch verdndert
wurden, um den Import neuer, nicht natiirlicher Substrate zu erméglichen, die Auslenkung in
den spezifischen Produktsynthesewegen zu erhohen. Mittels einer MCA wurde auf Grundlage der
Ergebnisse mit verstirkter Auslenkung in den Produktsynthesewegen die Identifikation weiterer
kontrollierender Reaktionsschritte der L-Tryptophanbiosynthese ausgehend von der Kohlenstoff-
quelle Glycerin angestrebt, um basierend darauf eine gezielte genetische Stammmodifikation
durch den Projektpartner der Universitiat Stuttgart zu ermoglichen.

Des Weiteren sind die Ursachen fiir das frithe Produktionsende Glycerin basierter L-Tryptophan-
herstellungsprozesse mit F. coli nicht bekannt (Trondle et al., 2020; Trondle et al., 2018b). Da
die Produktionsdauer mafigeblich die Effizienz der Prozesse beeinflusst und ein frither Produkti-
onsabbruch die Produktionsleistung stark beeintrachtigt, lag ein weiteres Ziel dieser Arbeit darin,
mogliche Griinde fiir das frithe Produktionsende bei Nutzung von Glycerin als Kohlenstoffquelle

aufzuzeigen und entsprechende Gegenmafinahmen zu erarbeiten.

Aufgrund seiner zentralen Lage im Chorismatbiosyntheseweg und der Nédhe zum spezifischen
L-Tryptophanbiosyntheseweg wurde Shikimat als interessantes Effektorsubstrat zur gezielten
Auslenkung der Aromatenbiosynthese ausgewéahlt. Obwohl E. coli natiirlicherweise ein shiA-Gen
codierend fiir ein Shikimattransportprotein tragt, ist die Shikimataufnahme in Wildtypstdmmen
duflerst gering. Um dennoch ausreichend hohe Aufnahmeraten zur Auslenkung des Metabolismus
wahrend metabolischer Analysen zu erreichen, wurde vom Projektpartner der Universitédt Stutt-
gart ein entsprechender Transporterstamm zur Verfiigung gestellt. E. coli NT1259 shiA g, tragt
neben zahlreichen genetischen Modifikationen fiir eine gesteigerte L-Tryptophanbildung eine ge-
nomisch integrierte shiA-Genkopie aus Corynebacterium glutamicum fir eine erhéhte Transport-
kapazitit von Shikimat. Die Aufnahme des Shikimats mit Raten von bis zu 0,26 mmol gyt
h! bei Aufnahme einer weiteren Kohlenstoffquelle wurde in Kultivierungen im Schiittelkolben
gezeigt. Bei der Ubertragung des von Trondle et al. (2018b) etablierten 15 L-Zulaufprozesses
zur L-Tryptophanproduktion auf den Transporterstamm E. coli NT1259 shiAg, wurden kei-
ne prozessrelevanten Unterschiede zur Kultivierung des dquivalenten Stammes ohne Shikimat-
transporter festgestellt. Die Eignung des modifizierten E. coli-Stammes fiir die Anwendung in

metabolischen Analysen zur Auslenkung mit Shikimat konnte somit gezeigt werden.

Auf dieser Grundlage wurde eine parallelisierte Kurzzeitanalyse der L-Tryptophanproduktion im
Zulaufverfahren durchgefiihrt. Hierzu wurden als Effektoren zur Auslenkung des Metabolismus
in jeweils einen Reaktor Glycerin beziehungsweise Glucose zugefiihrt, ein weiterer Analysenreak-
tor wurde mit Glycerin und Shikimat als zusétzlichem Substrat versorgt und im vierten Reaktor
erfolgte die Auslenkung mittels der Substrate Glucose und Shikimat. Zur metabolischen Analy-
se der F. coli-Zellen im 15 L-Zulaufprozess wurden 4 h nach der Induktion mit IPTG, also bei
FErreichen hoher L-Tryptophanbildungsraten, 3,6 L Zellprobe entnommen. Anschliefend wurde
die Zellsuspension nach der Methodik des schnellen Medienwechsels zentrifugiert, die Zellen in
frischem Medium resuspendiert und auf vier Reaktoren eines Parallelbioreaktorsystems gleich-

méBig verteilt. Die Auslenkung des Stoffwechsels erfolgte mittels dreistufiger, konstanter Zulauf-
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profile der Substrate innerhalb von 21 min, die anhand zuvor empirisch bestimmter maximaler
Aufnahmeraten festgelegt wurden.

Die Ergebnisse der gemessenen extrazelluldren Stoffflussraten und Metabolitkonzentrationen bil-
deten eine schnelle Reaktion der Zellen auf die gednderte Substratzufuhr ab und insbesondere
in den spezifischen Stoffwechselwegen der Aromatenbiosynthese wurden durch die Zugabe von
Shikimat starke Verdnderungen ausgelost. Die Ausbildung neuer metabolischer Gleichgewichte
konnte anhand der ermittelten Sauerstoffaufnahme- und Kohlenstoffdioxidbildungsraten nach-
gewiesen werden. Fiir alle Analysenreaktoren zeichneten sich drei Stufen in den gemessenen
Atmungsraten ab, und auch alle gemessenen Substrataufnahmeraten spiegelten das dreistufige
Zulaufprofil wider. Produktbildung wurde in allen Ansétzen gemessen, die Raten nahmen jedoch
in keinem Reaktor mit Erhchung der Zulaufraten zu. Eine gestiegene Kohlenstoffverfiigbarkeit
ermoglichte somit keine verbesserte Produktbildung.

Auch im intrazelluldren Metabolom zeichnete sich eine starke Reaktion der Zellen auf die Sub-
stratzugaben ab. Grofie Anderungen wurden insbesondere in der Néhe der Substrateintrittspunk-
te in den Stoffwechsel gemessen, aber auch weiter entfernt liegende Teile im Stoffwechsel wurden
durch die gednderte Substratzufuhr beeinflusst. Im Stoffwechselweg zur Aromatenbiosynthese
zeigten sich stark variierende Metabolitkonzentrationen, vorwiegend in den Analysenreaktoren

mit zusétzlich zugefithrtem Shikimat.

12 neue metabolische Gleichgewichte, hohe Substrataufnahmeraten sowie analytisch nachvoll-
ziehbare Produktbildungen und Verdanderungen im Metabolom wurden im Zeitrahmen der me-
tabolischen Analyse von 21 Minuten erreicht. Die erhobenen Daten bildeten die Grundlage fiir
die theoretischen Stoffflussabschétzungen und die thermodynamische Netzwerkanalyse. Hierzu
wurde eine kombinierte Methodik aus dem CycleFreeFlux-Algorithmus (Desouki et al., 2015)
und der thermodynamischen pyTFA-Analyse (Salvy et al., 2019) fir die Anwendung in dieser
Arbeit etabliert. Sowohl die gemessenen Fluxom- als auch Metabolomdaten flossen als Losungs-
raumbeschrankung in die Berechnungen der Flussanalysen mit ein. Auf diese Weise gelang eine
systematische Bereinigung der abgeschéatzten Stoffflussverteilungen von biologisch nicht sinnvol-
len metabolischen Schleifen. Zudem stimmten die erhaltenen Ergebnisse mit der Thermodynamik
und Physiologie der Zellen iiberein. Durch Vorgabe der gemessenen intrazelluliren Metabolit-
konzentrationen fiir die Abschétzung der Stoffflussverteilungen wurden die moglichen Reakti-
onsrichtungen zusétzlich beschrankt.

Die theoretisch ermittelten Stoffflussverteilungen bestétigten die deutliche Auslenkung des Me-
tabolismus wéahrend der im Zeitraum der Kurzzeitanalyse erreichten metabolischen Zusténde.
Insbesondere im Chorismatbiosyntheseweg wurde der starke Einfluss der Shikimatzugabe in va-
riierenden Stofffliissen ersichtlich. In den zentralen Teilen des Stoffwechsels wurden die Stofffliisse
vor allem durch die priméren Kohlenstoffquellen Glycerin und Glucose beeinflusst. Die im selben
Optimierungsschritt erfolgte thermodynamische Netzwerkanalyse lieferte weiterhin Lésungsbe-
reiche von Gibbs’schen Reaktionsenergien und zuléssige Konzentrationsbereiche nicht messbarer
Metabolite. Anhand der abgeschétzten Losungsbereiche der Reaktionsenergien fiir den Referenz-
zustand erfolgte die Klassifizierung der fiir die MCA relevanten Reaktionen hinsichtlich ihrer
Lage zum thermodynamischen Gleichgewicht. Die abgeschitzten Konzentrationsbereiche nicht

messbarer Metabolite vervollstindigten die Datensétze des analytisch erfassten Metaboloms.
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Eine statistische Analyse der thermodynamisch zuldssigen Konzentrationsbereiche ermoglichte

dariiber hinaus Aussagen iiber die Wahrscheinlichkeiten auftretender Metabolitkonzentrationen.

Der vollstédndige Satz gemessener und berechneter Daten bildete die Grundlage fiir die MCA.
Das zugrundeliegende Modell fiir die MCA bestand aus einem metabolischen Netzwerk mit
insgesamt 50 Reaktionen und 57 Metaboliten aus der Glykolyse, Gluconeogenese, dem Glyce-
rinmetabolismus, Citratzyklus, Pentosephosphatweg, Energiemetabolismus und der Aromaten-
biosynthese. Zunéchst erfolgte die Abschitzung lokaler Elastizitdten, die Berechnungsmetho-
de hing dabei vom thermodynamischen Zustand der Reaktion ab. Fiir Reaktionen nahe dem
thermodynamischen Gleichgewicht erfolgte die Abschéatzung der Elastizitiaten direkt aus den
Gibbs’schen Reaktionsenergien. Fiir Reaktionen fern vom thermodynamischen Gleichgewicht
wurde das lin-log-Verfahren angewandt. Darauthin wurden die Flusskontrollkoeffizienten ermit-
telt, welche eine quantitative Aussage iiber die Verkniipfung von Enzymaktivitdten und Stofffliis-
sen ermoglichte. Positive Kontrollen deuteten auf eine den Stofffluss verstédrkende Wirkung der
entsprechenden Enzyme hin, negative Kontrollen zeigten inhibierende Effekte der Enzyme auf.
Es zeigte sich eine Verteilung der metabolischen Kontrolle {iber alle Bereiche des Stoffwechsels.
Die mit der L-Tryptophanbiosynthese in Zusammenhang stehenden Kontrollen gaben Hinweise
auf Limitierungen in der Produktbildung. Eine zusétzliche Expressionsanalyse ausgewéhlter Ge-
ne, durchgefithrt vom Projektpartner der Universitat Stuttgart, wurde ergdnzend eingesetzt, um
die Ursachen der identifizierten Limitierungen genauer zu analysieren und, um die Handlungs-
mafinahmen zur Stammverbesserung zu prézisieren. Die ermittelten Flusskontrollkoeffizienten

sind in Abbildung 6.1 A gezeigt. Die Ergebnisse fithrten zu folgenden Schlussfolgerungen:

e Limitierungen innerhalb des spezifischen L-Tryptophanbiosynthesewegs:
Unmittelbar im Stoffwechselweg zur Synthese des L-Tryptophans wurden fiir die enzymati-
schen Reaktionsschritte der Indol-3-Glycerin-Phosphat-Synthase (IGPS) und Tryptophan-
Synthase (TRPS2) positive Kontrollen bestimmt. Die stirkste positive Kontrolle hinsicht-
lich der L-Tryptophanproduktion wurde fiir die TRPS2 berechnet. Dementsprechend sollte
in neuen Stimmen eine weitere Uberexpression des codierenden trpB-Gens erfolgen. Die
Expressionanalyse zeigte einen Riickgang der Expressionsstéirke des fiir die IGPS codieren-
den Gens trpC zu Beginn der konstanten Zulaufphase. Eine Verstdrkung der Expression

des trpC-Gens wurde zur Anpassung vorgeschlagen.

¢ Mangel an Vorlaufermolekiilen:
Die kontrollierenden Effekte in der Bereitstellung von Vorldufermolekiilen gingen von
den Enzymen Phosphoserin-Phosphatase (PSP_L) in der L-Serinbiosynthese und der
Phosphoribosyl-Pyrophosphat-Synthetase (PRPPS) im Pentosephosphatweg aus. Die Ex-
pressionsanalyse der entsprechenden Gene serB und prsA deutete auf eine reduzierte Ex-
pression beider Gene nach Induktion mit IPTG hin. Eine Uberexpression beider Gene

wurde fiir eine weitere Stammverbesserung vorgeschlagen.
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¢ Limitierungen im allgemeinen Teil der Aromatenbiosynthese:
Die Zufuhr des neu verfiigbaren Substrates Shikimat fiihrte zu starken Auslenkungen im
Bereich der Aromatenbiosynthese und ermoglichte die Identifikation einer weiteren Li-
mitierung hinsichtlich der L-Tryptophanproduktion in der enzymatischen Aktivitdt der
3-Dehydroquinat-Synthase (DHQS). Die Expressionsanalyse zeigte starke Diskrepanzen in
der Expressionsstirke von Genen der Enzyme in der Chorismatbiosynthese. Diese sollten
in zukiinftigen Stdmmen durch eine verstérkte Expression des aroB-Gens, codierend fiir

die 3-Dehydroquinat-Synthase (DHQS), ausgeglichen werden.

Basierend auf diesen neuen Erkenntnissen wurden F. coli-Produktionsstdmme vom Projektpart-
ner der Universitdt Stuttgart genetisch angepasst und zur Verfiigung gestellt. Da durch die
teilweise erhéhte Produktion die L-Tryptophan-Loslichkeit von etwa 19,0 & 0,5 g L' iiberschrit-
ten wurde, erfolgte eine Anpassung Probenaufarbeitungsmethode, sodass auch prézipitiertes
L-Tryptophan erfasst werden konnte. Die darauthin erhaltenen Ergebnisse waren durch die ver-
dnderte Messmethode nicht direkt mit Resultaten vorheriger Kultivierungen vergleichbar. Zur
Charakterisierung der Produktionsleistung erfolgte die Kultivierung der modifizierten Stamme
im standardisierten 15 L-Zulaufprozess zur Produktion von L-Tryptophan. Hierbei trat eine
hohe Prozessvariabilitdt hinsichtlich des Produktionsendes zwischen 65 - 76 h Prozesszeit auf,
wodurch grofle Abweichungen in der Produktionsleistung der Stdmme entstanden.

Um die Limitierung der Indol-3-Glycerin-Phosphat-Synthase (IGPS) aufzuheben, wurde eine
genomische Insertion einer trpC-Genkopie aus Mycobacterium tuberculosis (trpChyp) in den
Ausgangs- und in dieser Arbeit als Referenzstamm bezeichneten E. coli-Stamm NT1259 (Trondle
et al., 2020) eingebracht. Dies fithrte zu keiner signifikant verbesserten Produktivitit verglichen
mit dem Referenzstamm FE. coli NT1259, die Produktionsleistung wurde jedoch auch nicht be-
eintrichtigt. Die Kombination der genomischen Uberexpressionen von trpCy und trpBA fiihrte
zu einer Steigerung der finalen L-Tryptophan-Absolutmenge um 28 %. Die zusitzliche Integra-
tion der Genkopien von aroB und serB in E. coli NT1446 fithrten jeweils zu einer geringen,
aber nicht signifikanten Verschlechterung der Produktionsmerkmale. Bis auf die Integration ei-
ner zusatzlichen Kopie des prsA-Gens wurden im weiterentwickelten E. coli-Stamm NT1446
alle vorgeschlagenen Stammmodifikationen realisiert. Aufgrund dessen wurde fiir den Metabolis-
mus dieses Stammes der maximale Unterschied zum Ausgangsstamm F. coli NT1259 erwartet,

weshalb F. coli NT1446 fiir eine erneute metabolische Analyse ausgewahlt wurde.

Auch diese Kurzzeitanalyse basierte auf einem 15 L-Zulaufprozess zur Herstellung von L-Trypto-
phan. Die maximale im Prozessverlauf gemessene Produktkonzentration lag bei 16,73 g L,
die maximale Biotrockenmassekonzentration betrug 27,00 = 0,43 g L-'. Fiir die Proben die-
ses Produktionsprozesses und der wéhrenddessen erfolgten Kurzzeitanalyse wurden zudem die
Konzentrationen von Methylglyoxal (mgo) quantifiziert, da dieser Metabolit zuvor anhand von
Modell- und Literaturdaten als méglicher Grund fiir den rapiden Produktionseinbruch erkannt
wurde. mgo ist ein toxisches Nebenprodukt, das in E. coli in einem zur Glykolyse parallel ver-
laufenden Stoffwechselweg entsteht (Hopper & Cooper, 1971). Die mgo-Synthese spielt bei der

intrazelluldren Riickgewinnung von Phosphat und im Abbau von dhap eine wichtige Rolle. Zur
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quantitativen Erfassung des schwer messbaren Metabolits wurde ein enzymatisches Messverfah-
ren angewendet. Potenziell inhibitorische mgo-Konzentrationen von iiber 20 mg L' wurden im
Produktionsprozess bereits gegen Ende der exponentiellen Zulaufphase gemessen. Ab einer Pro-
zesszeit von circa 65 h stieg die mgo-Konzentration rapide auf maximal 240 mg L' an. Aus den
Messdaten ergab sich ein auffalliger zeitlicher Zusammenhang zwischen dem rapiden Anstieg der

mgo-Konzentration und dem abrupten Produktionsende.

Die Entnahme der Zellsuspension zur Uberfiihrung in die vier Analysenreaktoren erfolgte wie
auch bei der metabolischen Analyse des Transporterstammes E. coli NT1259 shiAcg zu einem
Zeitpunkt hoher Produktbildungsraten im Produktionsprozess. Die Auslenkung des Stoffwech-
sels wurde durch die Zufuhr der natiirlichen E. coli-Substrate Glycerin, Glucose, Pyruvat und
Succinat in drei gleichméfligen Stufen herbeigefiihrt. Insgesamt wurden auf diese Weise 12
metabolische Gleichgewichtszustinde im Zeitrahmen der Kurzzeitanalyse erreicht und anhand
der gemessenen Atmungsraten konnte deren Einstellung nachgewiesen werden. Die ermittelten
Substrataufnahme- und Atmungsraten spiegelten fiir alle Analysenreaktoren die dreistufigen Zu-
laufprofile wider. Eine Zunahme der Produktbildungsraten mit gesteigerter Zulaufrate wurde nur
im Analysenreaktor mit Glycerin beobachtet. Die signifikante Auslenkung des Stoffwechsels zeig-
te sich auch in den gemessenen intrazelluldren Metabolitkonzentrationen. Die auf der Grundlage
der erhobenen Daten erfolgten Stoffflussabschétzungen mit thermodynamischen Beschrankungen
und integrierter thermodynamischer Netzwerkanalyse bildeten die hervorgerufenen Stoffwechsel-
auslenkungen ab und lieferten zusétzliche Informationen zu Gibbs’schen Reaktionsenergien und

Konzentrationsbereichen analytisch nicht erfasster intrazellularer Metabolite.

Alle experimentell erhobenen und rechnerisch ermittelten Informationen flossen in eine er-
neute MCA ein. Da sowohl im Produktionsprozess als auch in den Analysenreaktoren mgo-
Bildung gemessen wurde, erfolgte die Erweiterung des MCA-Modells um die Reaktionen des
mgo-Stoffwechselwegs. Insgesamt umfasste das MCA-Modell somit 53 Reaktionen und 59 Meta-
bolite. Die Abschétzung der Elastizitdten erfolgte analog zur MCA des Shikimattransporterstam-
mes, worauf aufbauend die Flusskontrollkoeffizienten bestimmt wurden. Auch fir diese Analyse
wurde vom Projektpartner der Universitdt Stuttgart eine Expressionsanalyse fiir ausgewéhlte,
interessante Gene durchgefithrt, um die den Limitierungen zugrundeliegenden Ursachen besser
verstehen zu kénnen. Aufgrund der gemessenen mgo-Bildung wéihrend des Produktionsprozesses
und der metabolischen Analyse wurde auch die relative Expression der Gene analysiert, deren
Proteine an der Bildung (mgsa) und am Abbau (gloA, gloB, gloC, yeiG, dld) von mgo betei-
ligt sind sowie zweier Enzyme (yajL, yhbO), die zur Reparatur mgo-bedingter Proteinschiden
beitragen. Die Ergebnisse der Expressionsanalyse deuteten darauf hin, dass die Aktivitdt des
mgo-Stoffwechselweges bei Nutzung der unterschiedlichen Substrate (Glycerin und Glucose) ver-
schieden reguliert ist. Im Verlauf des 15 L-Zulaufprozesses zur Herstellung von L-Tryptophan
mit E. coli NT1446 wurde erst eine sehr spate Hochregulation der Gene, deren Enzyme zum
Abbau von mgo beitragen, gemessen. Es erschien plausibel, dass die Zellen zu spét auf die schnell
zunehmende mgo-Bildung reagierten und die Produktion deshalb friihzeitig zum Erliegen kam.
Anhand der direkten Gegeniiberstellung der Ergebnisse der metabolischen Analysen des ur-

spriinglichen Produktionsstammes mit integriertem Shikimattransporter E. coli NT1259 shid g,
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und des weiterentwickelten Stammes E. coli NT1446 wurden die metabolischen Unterschiede
zwischen beiden Stdmmen genauer analysiert und die Effektivitit der eingefiithrten genetischen
Modifikationen diskutiert. Abbildung 6.1 zeigt den Vergleich relevanter Flusskontrollkoeffizien-

ten sowie eine Zusammenfassung von deren Wirkungsort im Stoffwechsel von E. coli.
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Abbildung 6.1: Zusammenfassung der metabolischen Kontrollanalysen von E. coli NT1259 shiAcq
(NT1259 shiA) und E. coli NT1446 (NT1446). A: Ermittelte Flusskontrollkoeffizienten fiir die Stofffliisse
der Chorismat- und L-Tryptophanbiosynthese fiir eine Auswahl relevanter Enzyme. Die Spalten beschrei-
ben die Enzyme des jeweiligen Stammes (NT1259 shiA und N'T1446), die Reihen geben die resultierenden
ausgelenkten Stofffliilsse wieder. Die fiir Enzyme und Reaktionen genutzten Abkiirzungen sind in Kapitel
3.2 aufgefithrt. Die Flusskontrollkoeffizienten zeigen, inwiefern sich die metabolische Kontrolle eines En-
zyms hinsichtlich eines Stoffflusses verdndert hat. In griiner Schriftfarbe sind Enzyme abgebildet, fiir die
in E. coli NT1446 zusétzliche genomische Genkopien zur Auflerkraftsetzung der limitierenden Wirkung
eingebracht wurden. Fiir Enzyme in oranger Schriftfarbe wurde keine genetische Modifikation in E. coli
NT1446 realisiert. In Blau dargestellt sind Enzyme, deren Kontrollwirkung erst im weiterentwickelten
Stamm E. coli NT1446 ersichtlich wurden. B: Ubersicht iiber den Stoffwechsel von E. coli mit spezifisch
farblich hervorgehobenen Enzymen, die in den metabolischen Kontrollanalysen als kontrollierend fiir die
L-Tryptophanproduktion identifiziert wurden.
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Die wesentlichen Ergebnisse und Schlussfolgerungen lassen sich wie folgt untergliedern:

e Mangel an Vorlaufermolekiilen:

Die stéarkste Kontrollwirkung hinsichtlich der L-Tryptophanproduktion im weiterentwickel-
ten Stamm FE. coli NT1446 zeigte sich in der enzymatischen Aktivitdt der PRPPS. Dieser
kontrollierende Effekt trat auch im zuvor analysierten Transporterstamm FE. coli NT1259
shiAcg auf. Die Limitierung in der enzymatischen Aktivitit der prpp bereitstellenden Re-
aktion fithrte wahrscheinlich zu einem Mangel des Vorldufermetabolits und infolgedessen
zur Drosselung der L-Tryptophanproduktion. Die Expressionsanalyse des die PRPPS co-
dierenden Gens prsA zeigte eine verminderte Expression in F. coli NT1446 verglichen mit
dem Transporterstamm E. coli NT1259 shiAc,. Diese Auffilligkeit wurde als mogliche Ur-
sache fiir die gestiegene Kontrollwirkung der PRPPS in E. coli NT1446 gegeniiber dem
Vorgéngerstamm FE. coli NT1259 shiA ¢, angesehen. Neue Versuche, die enzymatische Ak-
tivitdt der PRPPS zu steigern, sollten demzufolge unternommen werden.

Im L-Serinbiosyntheseweg zeigten sich verringerte intrazelluldre L-pser-Konzentrationen
im modifizierten Stamm F. coli NT1446 im Vergleich zum zuvor analysierten Transpor-
terstamm NT1259 shidg,. Zudem war die Kontrolle der PSP_L im Hinblick auf die
L-Tryptophanbiosynthese in E. coli NT1446 vollstdndig aufgehoben. Der Riickgang der
Kontrollwirkung dieses Enzyms konnte mit dem deutlich erh6hten Expressionsniveau des
zugrundeliegenden Gens serB im weiterentwickelten Stamm FE. coli NT1446 erklart wer-

den. An dieser Stelle sind keine weiteren Eingriffe notwendig.

e Limitierungen innerhalb des spezifischen L-Tryptophanbiosynthesewegs:
Offengelegt wurden zudem geringe positive Kontrollen der L-Tryptophanproduktion durch
die Enzyme IGPS und TRPS2. Die Kontrollwirkung der TRPS2 gegeniiber der Chorismat-
und L-Tryptophanbiosynthese war jedoch in E. coli NT1446 im Vergleich zu FE. coli
NT1259 shiAc, um 75 % reduziert. Dies konnte durch die gestiegene trpB-Expression be-
griindet werden. Die weiterhin bestehende Kontrollwirkung der TRPS2 sollte durch eine
Verstarkung der trpB-Expression behoben werden.

In der Kontrolle der IGPS hinsichtlich der Aromatenbiosynthese wurden keine Verdnde-
rungen zwischen den beiden analysierten Stammen festgestellt. Vermutlich konnte die vor-
herrschende Vorwértsinhibierung der IGPS durch anth mit der verwendeten Genvariante
aus M. tuberculosis nicht verhindert werden. In zukiinftige Produktionsstdmme sollte eine

vorwéartsaktivierte IGPS-Variante eingebracht werden.

e Limitierungen im allgemeinen Teil der Aromatenbiosynthese:
Im Chorismatbiosyntheseweg trat fiir £. coli NT1259 shiAdc, eine Kontrolle in der enzy-
matischen Aktivitdt der DHQS auf, die Auswirkungen auf die L-Tryptophanbiosynthese
zeigte. Zur Behebung dieser Limitierung wurde eine zusétzliche Genkopie des codieren-
den Gens aroB in FE. coli NT1446 eingefiihrt. Dies resultierte in einem angehobenen
Expressionsniveau des aroB-Gens, stark verdnderten Metabolitkonzentrationen im Cho-

rismatbiosyntheseweg und in einer Reduktion der kontrollierenden Wirkung der DHQS
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gegeniiber der Chorismat- und L-Tryptophanbiosynthese. Den neu aufgetretenen Kontrol-
len der Enzyme 5-Enolpyruvoylshikimat-3-Phosphat-Synthase (PSCVT) und Chorismat-
Synthase (CHORS) konnte mit Uberexpressionen der entsprechenden Gene aroA und aroC

entgegengewirkt werden.

¢ Vermeidung der Methylglyoxalbildung:
Zur Vermeidung des frithen Produktionsabbruchs im Zulaufverfahren zur Herstellung von
L-Tryptophan sollte eine Aktivitdtssteigerung von Enzymen, die am Abbau von mgo betei-
ligt sind, in Betracht gezogen werden. Zudem kann eine Reduktion der Glycerinzulaufrate
im letzten Drittel der Kultivierung hilfreich sein, um die mgo-Produktion nicht vorzeitig

zu aktivieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Methodik der parallelisierten Kurzzeitanalysen in Verbin-
dung mit der MCA erfolgreich angewandt, um die limitierenden enzymatischen Schritte hin-
sichtlich der L-Tryptophanbildung ausgehend von Glycerin zu identifizieren. Durch die gezielte
genetische Modifikation der Produktionsstamme (Projektpartner der Universitiat Stuttgart) wur-
de eine Kontrollverschiebung und damit einhergehend eine Stammverbesserung erzielt. Zudem
wurde ein zeitlicher Zusammenhang zwischen dem frithen Produktionseinbruch und ansteigenden
mgo-Konzentrationen im Zulaufverfahren zur L-Tryptophanproduktion festgestellt und entspre-

chende Mafinahmen zur Verldngerung der Produktionsphase vorgeschlagen.
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7 Ausblick

Die gewonnenen Informationen beziiglich der L-Tryptophanproduktion in E. coli NT1446 sollten
zundchst dazu genutzt werden, den Produktionsstamm geméfl den formulierten Handlungsan-
weisungen genetisch anzupassen. Anschliefend bedarf es neuer Prozesscharakterisierungen, um
die Effektivitdt der eingefiihrten Modifikationen zu analysieren und verifizieren.

Die gemessene mgo-Bildung im Prozess wirkt sich mit hoher Wahrscheinlichkeit negativ auf
die Prozessstabilitdt aus, moglicherweise kann hier durch bioprozesstechnische Eingriffe, wie
das Absenken der Glycerinzulaufrate gegen Ende des Prozesses, ein positiver Effekt erzielt wer-
den. Dementsprechend wiére eine Anpassung des Produktionsverfahrens in zukiinftigen Arbeiten

sinnvoll.

Die schnell fortschreitenden Entwicklungen im Bereich simulativer Methoden zur Abschitzung
intrazelluldrer Stoffflussverteilungen sollten genutzt und in die MCA-Methodik integriert wer-
den. Beispielsweise konnten zukiinftig die Methoden zur thermodynamischen Flussanalyse durch
Integration neuer Datenebenen wie Proteom- oder Transkriptominformationen weiter verfeinert
und ergénzt werden (Lloyd et al., 2018). Eine mathematische Verkniipfung der Fluxom- und
Metabolom- mit Transkriptom- oder Proteomdaten kénnte zu einer Vereinfachung der Datenin-
terpretation beitragen (Tsouka et al., 2021). Um weitere Teile des Stoffwechsels, die nicht direkt
mit der Produktbiosynthese verkniipft sind, in die Abschatzungen der MCA miteinbeziehen zu
konnen, sollte eine systematische Erweiterung des Modells angestrebt werden. Moderne Metho-
den zur systematischen Modellreduktion konnten fiir diese Zwecke verwendet werden (Ataman
& Hatzimanikatis, 2017; Ataman et al., 2017; Tsouka et al., 2021). Mit der Ausweitung und
Verfeinerung der computergestiitzten theoretischen Methoden wird der Bedarf an bendtigten

Rechenkapazititen ansteigen.

Aufgrund der grofien Relevanz der Daten, die zur Berechnung der Elastizitdten verwendet wer-
den, sollte die Weiterentwicklung in diesem Bereich fokussiert werden. Fiir die Verfiigbarkeit von
Informationen zu Metabolit-Enzym-Interaktionen wird aufgrund neuer, fortschrittlicher Metho-
den in Zukunft eine stetige Verbesserung erwartet (Link et al., 2013; Nikolaev et al., 2016;
Piazza et al., 2018; Reznik et al., 2017). Die resultierenden Daten sollten fiir die Anwendung in
der MCA-Methodik gesichtet und genutzt werden.

Die in dieser Arbeit gezeigte Methodik zur systematischen und zielgerichteten Verbesserung mi-
krobieller Produktionsprozesse konnte weiterhin auf die Herstellung neuer, industriell relevanter
Wertstoffe wie beispielsweise anderer Aminoséduren iibertragen werden, auch die Analyse nicht

nativer, biosynthetischer Stoffwechselwege ist mit der gezeigten Methode moglich.
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Allgemeine Abkiirzungen

ACN
BTM
C. glutamicum
E. coli
EGC
FBA
FVA
FVA 1
GEM
HPLC
IPTG
kan
LB
LC-MS
lin-log
MCA
MeOH

MILP

MS

M. tuberculosis
NMR

ODg00

PBS

Acetonitril

Biotrockenmasse

Corynebacterium glutamicum

Escherichia coli

Energie erzeugende Schleife; , Energy Generating Cycle*
Flussbilanzanalyse

Flussvarianzanalyse

loopless-Flussvarianzanalyse

genomweites stochiometrisches Modell
Flissigkeitschromatographie; , high performance liquid chromatography“
Isopropyl--D-thiogalactopyranosid

Kanamycin

lysogeny broth-Medium

Flissigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung
linear logarithmische

Metabolische Kontrollanalyse

Methanol

gemischt-ganzzahlige lineare Optimierung; , mized-integer linear

programming “

Massenspektrometer

Mycobacterium tuberculosis

Kernspinresonanz; ,nuclear magnetic resonance“
Optische Dichte, gemessen bei 600 nm

Phosphatpuffer; ,phosphate buffered saline*
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RMT Methode des schnellen Medienwechsels; , rapid media transition“

TBA Tributylamin

TEA Triethanolamin

TFA Thermodynamische Flussanalyse

TVA Thermodynamische Flussvarianzanalyse

U-13¢C Uniform-'3C

UHPLC Hochleistungsfliissigkeitschromatographie; , ultrahigh performance liquid
chromatography“

VE Vollentsalzt

Metabolite

13DPG 1,3-Bisphosphoglycerat

2cdrbp Carboxyphenylamino-Desoxyribulose-5-Phosphat

2pg 2-Phosphoglycerat

3dhq 3-Dehydroquinat

3dhs 3-Dehydroshikimat

3ig3p Indol-3-Glycerinphosphat

3pg 3-Phosphoglycerat

3php 3-Phosphohydroxypyruvat

3psme 5-Enolpyruvoylshikimat-3-Phosphat

6pg 6-Phosphogluconat

ac Acetat

acCoA Acetyl-CoenzymA

akg a-Ketoglutarat

amp Adenosinmonophosphat

anth Anthranilat

adp Adenosindiphosphat

atp Adenosintriphosphat
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chor Chorismat

cit Citrat

coA CoenzymA

dahp 3-Deoxy-D-Arabino-Heptulosonat-7-Phosphat
dha Dihydroxyaceton

dhap Dihydroxyacetonphosphat

edp Erythrose-4-Phosphat

etoh Ethanol

fép Fructose-6-Phosphat

fad Flavinadenindinukleotid oxidiert
fadhs Flavinadenindinukleotid reduziert
fbp Fructose-1,6-Bisphosphat

for Formiat

fum Fumarat

g3p Glycerinaldehydphosphat

gbp Glucose-6-Phosphat

glx Glyoxylat

gly3p Glycerin-3-Phosphat

glyc Glycerin

hpp 4-Hydroxyphenylpyruvat

icit Isocitrat

ind Indol

lac Laktat

L-gln L-Glutamin

L-glu L-Glutamat

L-phe L-Phenylalanin

L-pser Phospho-L-Serin

L-ser L-Serin
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L-trp L-Tryptophan

L-tyr L-Tyrosin

mal Malat

mgo Methylglyoxal

nad Nikotinamidadeninnukleotid oxidiert
nadh Nikotinamidadeninnukleotid reduziert
nadp Nikotinamidadenindinukleotidphosphat oxidiert
nadph Nikotinamidadenindinukleotidphosphat reduziert
oaa Oxalacetat

pep Phosphoenolpyruvat

phpyr Phenylpyruvat

Pi anorganisches Phosphat

PDpi Pyrophosphat

pphn Prephenat

pran Phosphoribosylanthranilat

prpp Phosphoribosyl-Pyrophosphat

pyr Pyruvat

q8 Ubiquinol oxidiert

q8H»> Ubiquinol reduziert

rop Ribose-5-Phosphat

rubp Ribulose-5-Phosphat

STp Sedoheptulose-7-Phosphat

shk Shikimat

s3p Shikimat-3-Phosphat

suc Succinat

succCoA Succinyl-CoenzymA

xX5p Xylulose-5-Phosphat
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Reaktionen/ katalysierende Enzyme

ACKr
ACONT
ADH
AKGDH
ANPRT
ANS
ATPS4rpp
CHORM
CHORS
CS
CYTBO
DDPA
DHAPT
DHQTi
DHQS
ENO
FBA
FBP
FHL
FUM
G6PDH
GAPD
GLY3PD
GLYCDx
GLYK

GLYOX

Acetat-Kinase
(Iso-)Citrat-Hydrolase-Komplex
Alkohol-Dehydrogenase
a-Ketoglutarat-Dehydrogenase
Anthranilat-Phosphoribosyl-Transferase
Anthranilat-Synthase
Adenosintriphosphat-Synthase
Chorismat-Mutase

Chorismat-Synthase

Citrat-Synthase
Cytochrom-Terminal-Oxidase
3-Deoxy-D-Arabino-Heptulosonat-7-Phosphat-Synthase
Dihydroxyacetonphosphat-Transferase
3-Dehydroquinat-Dehydratatse
3-Dehydroquinat-Synthase

Enolase
Fructose-1,6-Bisphosphat-Aldolase
Fructose-1,6-Bisphosphatase
Formiat-Hydrogen-Lyase

Fumarase
Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Glycerin-Phosphat-Dehydrogenase
Glycerin-Dehydrogenase
Glycerin-Kinase

Glyoxalase
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GND 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase
ICDH Isocitrat-Dehydrogenase

ICL Isocitrat-Lyase

IGPS Indol-3-Glycerin-Phosphat-Synthase
LDH Laktat-Dehydrogenase

MALS Malat-Synthase

MDH Malat-Dehydrogenase

MGSA Methylglyoxal-Synthase

ME Malat-Enzyme; malic enzymes
NADH5 NADH-Ubiquinon-Oxidoreduktase
OAADC Oxalacetat-Dehydrogenase

PDH Pyruvat-Dehydrogenase

PFK Phosphofructo-Kinase

PFL Pyruvat-Formiat-Kinase

PGCD 3-Phosphoglycerat-Dehydrogenase
PGI Phosphoglucose-Isomerase

PGK Phosphoglycerat-Kinase

PGL 6-phosphogluconolactonase

PGM Phosphoglycerat-Mutase

PHETA L-Phenylalanin-Transaminase

POX Pyruvat-Oxidase

PPC Phosphoenolpyruvat-Carboxylase
PPCK Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase
PPND Prephenat-Dehydrogenase

PPNDH Prephenat-Dehydratase

PPS Phosphoenolpyruvat-Synthase

PRALI Phosphoribosyl-Anthranilat-Isomerase
PRPPS Phosphoribosyl-Pyrophosphat-Synthetase
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PSCVT 5-Enolpyruvoylshikimat-3-Phosphat-Synthase
PSERT 3-Phosphoserin-Aminotransferase
PSP_L Phosphoserin-Phosphatase

PTAr Phosphat-Acetyl-Transferase

PTS Phosphotransferase-System

PYK Pyruvat-Kinase

RPE Ribulose-5-Phosphat-Epimerase
RPI Ribulose-5-Phosphat

SUCD Succinat-Dehydrogenase

SHIKK Shikimat-Kinase

SHK3Dr Shikimat-Dehydrogenase
SUCOAS Succinyl-CoenzymA-Synthase
TALA Transaldolase

THD2 NAD-Transhydrogenase

TPI Triosephosphat-Isomerase

TKT1 Transketolase 1

TKT2 Transketolase 2

TRPAS2 Tryptophanase

TRPS2 Tryptophan-Synthase

TRPS3 Indol-Glycerin-Phosphat-Aldolase

TYRTA L-Tyrosin-Aminotransferase
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10 Symbolverzeichnis

Bioprozesstechnik

CER Kohlenstoffdioxidbildungsrate; ,carbondiozide evolution rate“, mol L't ht
Ci Konzentration Komponente i im Reaktor, g L

Ci qus Konzentration Komponente i im Ablauf, g L

Ci ein Konzentration Komponente i im Zulauf, g L

Cx Biomassekonzentration, g L

o initiale Biomassekonzentration, g Lt

Fous Ablaufstrom, L h!

F.n Zulaufstrom, L h

K Gleichgewichtskonstante, -

OTR Sauerstoffeintragsrate; ,,ozygen transfer rate“, mol Lt h!
OUR Sauerstoffaufnahmerate; ,,ozygen uptake rate®, mol L' h!
qCER biomassespezifische Kohlenstoffdioxidbildungsrate, mol g' h™!
Qi biomassespezifische Aufnahme- und Bildungsrate der Komponente i, g g! h™!
qs biomassespezifische Substrataufnahmerate, g g'* h!

qOUR biomassespezifische Sauerstoffaufnahmerate, mol g™t h™!

T Reaktionsgeschwindigkeit der Komponente i, g L' h!

RQ Respirationskoeffizient (ohne Einheit)

Tz Wachstumsrate, g L' h!

t Zeit, h

Véas Gasvolumenstrom in der Abluft, L h™!

Vé’ag Gasvolumenstrom in der Zuluft, L h!

\%Yi ideales molares Volumen, 22,414 L mol™!

Vr Volumen des Reaktionsansatzes, L

V}% initiales Reaktorvolumen, L
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TS, Molanteil Kohlenstoffdioxid in der Abluft, -
J:E%Q Molanteil Kohlenstoffdioxid in der Zuluft, -
T nert Molanteil Inertgas in der Abluft, -
?Z;m Molanteil Inertgas in der Zuluft, -
THs Molanteil Sauerstoff in der Abluft, -
meozg Molanteil Sauerstoff in der Zuluft, -
Y/ Ausbeutekoeffizient der Komponente i bezogen auf die Komponente j, g g™t
Yo/ Biomasseertragskoeffizient, g g
W spezifische Wachstumsrate, h!
Stoffflussanalysen
K Konstante, J mol™
N stochiometrische Matrix
n; j Menge n der Reaktanten j am Stofffluss i, -
R universelle Gaskonstante, 8,314 J mol ™t K!
T Temperatur, K
v Flussvektoren aller Reaktionen im Netzwerk
Vi intrazellularer Fluss
Vi Austauschfluss
xj Metabolitkonzentration des Reaktant j, mol™!
Z Zielfunktion
% Flussnutzungsvariable, -
¥ Varianzkriterium
I chemisches Potenzial der Reaktanten j, J mol™
A f@rrG;" Fehler der Standard Gibbs’schen Bildungsenthalpie, J mol™!
A fG;O Standard Gibbs’sche Bildungsenthalpie, J mol™
AG transformierte Gibbs’sche Reaktionsenergie, J mol™

Ay tpt G; Transportenergie, J mol!
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Nomenklatur und Symbole der metabolischen Kontrollanalyse

Jo

0
CJO

CXO

ECO
EeO

EeO

ind

Jo

LX

me

bezeichnet den Referenzzustand

kinetischer Modellparameter, -

Affinitit der Reaktion j, j mol™!

Vektor extrazellularer Metabolitkonzentrationen

extrazellulare Metabolitkonzentration/ Effektorkonzentration, mM
extrazellulare Metabolitkonzentration im Referenzzustand, mM
Flusskontrollkoeffizient, -

Konzentrationskontrollkoeffizient, -

Matrix der Flusskontrollkoeffizienten

Matrix der Konzentrationskontrollkoeffizienten

Vektor der Enzymkonzentrationen

Enzymkonzentration, mol min~!

Enzymkonzentration im Referenzzustand, mol min™!

Matrix der Elastizitdtskoeffizienten extrazelluldarer Metabolite
Matrix der Elastizitatskoeffizienten der Enzyme

Matrix der Elastizitatskoeffizienten intrazellularer Metabolite
Identitatsmatrix

Einheitsvektor

bezeichnet die Unabhéngigkeit der Metabolite, Fliisse und

Kontrollkoeffizienten

Flussvektor

Stofffluss i, mmol g* h!

Stofffluss i im Referenzzustand, mmol g'! h!
Linkmatrix der Metabolite

Anzahl intrazellularer Metabolite, -

Anzahl extrazellularer Komponenten/ Effektoren, -

stochiometrische Matrix
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n Anzahl Reaktionen, -

P kinetischer Modellparameter der Reaktion j, h™!

RX0 Matrix der Konzentrationsauslenkungskoeffizienten

v Reaktionsgeschwindigkeit, mol min™!

A Vektor der Reaktionsraten

X Vektor der Metabolitkonzentrationen

x intrazellulare Metabolitkonzentration, mM

z0 intrazellulare Metabolitkonzentration im Referenzzustand, mM

vy

Ed, Elastizitatskoeffizient des Metabolits i fiir die Reaktion j, -
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A Anhang

A.1 Verwendete Chemikalien, Gerate und Methoden

Tabelle A.1: Ubersicht der verwendeten Chemikalien

Chemikalie Hersteller Artikelnummer
Acetonitril HPLC-grade Carl Roth GmbH + Co. KG 4722.2
Acetonitril HPLC-MS-grade Fluka Analytical 34967
Acetyl-CoA-Tri-Li-Salz Roche Pharma AG 10101893001
Adenosindiphosphat-Na-Salz Sigma-Aldrich GmbH A2754
Adenosinmonophosphat-Na-Salz Sigma-Aldrich GmbH A1752
Adenosintriphosphat-Di-Na-Salz Sigma-Aldrich GmbH A2383
Agar-Agar Carl Roth GmbH + Co. KG 6494.3
Aluminium(IIT)chlorid-Hexahydrat Merck KGaA 1.01084.1000
a-Ketoglutarsidure Fluka Analytical 75890
Ammoniaklosung, 25 % Labochem international 86941
Di-Ammoniumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH + Co. KG  0268.3
Ammoniumsulfat Labochem international 59BA93A2
Antifoam 204 Sigma-Aldrich GmbH A6425
Anthranilsdure Sigma-Aldrich GmbH A89855

L-Apfelsiure

Bernsteinsdure-Di-Na-Salz Hexahydrat

Bernsteinsaure

Bicin

Borséaure
Brenztraubensiure-Na-Salz
Calciumchlorid-Dihydrat
Chorisminsdure
Cobaltchlorid-Hexahydrat
Eisen(II)sulfat-Heptahydrat
Essigsdure

Ethanol, 99 %

Fumarséure
Glucose-Monohydrat
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Losung
Glycerin, 99,5 %
Glycerin-3-Phosphat-Li-Salz
Hefeextrakt

Merck KGaA

Merck KGaA

Merck KGaA

Sigma-Aldrich GmbH
Merck KGaA

Carl Roth GmbH + Co. KG
Merck KGaA

Sigma-Aldrich GmbH
Merck KGaA

Merck KGaA

Fluka Analytical

Carl Roth GmbH + Co. KG
Merck KGaA

Carl Roth GmbH + Co. KG
Sigma-Aldrich GmbH

CLN GmbH

Sigma-Aldrich GmbH

Carl Roth GmbH + Co. KG

8.00384.0050
8.20151.0500
8.22260.1000
9162.1
1.00165.0500
8793.2
1.02382.0500
C1761
1.02539.0250
1.03965.0500
49199
8.00269.0100
6887.5
G5251

94124

2363.3

(Fortsetzung auf néchster Seite)
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Tabelle A.1 — Fortsetzung
Chemikalie Hersteller Artikelnummer
Dihydroxyacetonphosphat-Di-Li-Salz Sigma-Aldrich GmbH D7137
Indol Sigma-Aldrich GmbH 13408
Todessigsédure Sigma-Aldrich GmbH 14386
Isocitrat-Tri-Na-Salz Sigma-Aldrich GmbH 11252
Isopropyl-3-D-thiogalactopyranosid neoFroxx GmbH 1122GR100
Kaliumchlorid Carl Roth GmbH + Co. KG 6781.2
Kaliumdihydrogenphosphat Labochem international 593E89B0
Di-Kaliumhydrogenphosphat Carl Roth GmbH + Co. KG P749.3
Kaliumhydroxid Labochem international 5800C914
Kanamycinsulfat Carl Roth GmbH + Co. KG T832.3
Kupfer(II)chlorid-Dihydrat Merck KGaAKGaA 1.02733.0250
Magnesiumsulfat-Heptahydrat Carl Roth GmbH + Co. KG T888.3
Mangan (IT)sulfat-Monohydrat Carl Roth GmbH + Co. KG  4487.1
Methanol, HPLC-grade J.T. Baker 8402
Methanol, HPLC-MS-grade Fluka Analytical 34966
Mercaptopropionsaure Sigma-Aldrich GmbH 63768
Methylglyoxal Sigma-Aldrich GmbH M0252
Natriumacetat Carl Roth GmbH + Co. KG 6773.2
Natriumchlorid Sigma-Aldrich GmbH S3014
Natriumcitrat Carl Roth GmbH + Co. KG HN13.2
Natriumdihydrogenphosphat Monohydrat AppliChem GmbH A3559
Natrium-DL-Laktat Sigma-Aldrich GmbH L1375
Natrium-Succinat dibasisches Hexahydrat
Di-Natrium-FlavinadenindinukleotidHydrat =~ Sigma-Aldrich GmbH F6625
Natriumformiat Alka Aesar GmbH 036424
Tri-Natrium-Fructose-1,6-Bisphosphat Sigma-Aldrich GmbH F6803
Di-Natrium-Fructose-6-PhosphatHydrat Sigma-Aldrich GmbH T3627
Natrium-D-Glucose-6-Phosphat Sigma-Aldrich GmbH G7879
Natrium-L-Glutamat-Monohydrat Merck KGaA 1.06445.1000
Di-Natriumhydrogenphosphat AppliChem GmbH A1372,9010
Natriumhydroxid Carl Roth GmbH + Co. KG P031.2
Natriummolybdat-Dihydrat Merck KGaA 1065210250
Natrium-Phenylpyruvat Sigma-Aldrich GmbH P8001
Tri-Natrium-6-Phospho-D-Gluconat Sigma-Aldrich GmbH P7877
Di-Natrium-Ribose-5-PhosphatDihydrat Sigma-Aldrich GmbH 83875
Natriumsulfat Carl Roth GmbH + Co. KG P032.3
NAD Roche Pharma AG 13814528
NADH-Di-Na-Salz Roche Pharma AG 10107735001
NADP-Di-Na-Salz Roche Pharma AG 10128031001

(Fortsetzung auf néchster Seite)
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Chemikalie Hersteller Artikelnummer
NADPH-Tetra-Na-Salz Roche Pharma AG 10107824001
Pepton (aus Casein) Fluka Analytical 70172
L-Phenylalanin Carl Roth GmbH + Co. KG 1709.2
Phosphoenolpyruvat-K-Salz AppliChem GmbH A2271
6-Phosphogluconat-Tri-Na-Salz Sigma-Aldrich GmbH P78TT
3-Phosphoglycerat-Di-Na-Salz Sigma-Aldrich GmbH P88TT
Ortho-Phosphorsaure, 85 % Carl Roth GmbH + Co. KG  6366.2
O-Phospho-L-Serin Sigma-Aldrich GmbH PO878
Ortho-Phthaldialdehyd Carl Roth GmbH + Co. KG  5980.1
Prephenat-Ba-Salz Sigma-Aldrich GmbH P2384
2-Propanol HPLC-grade Sigma-Aldrich GmbH 34959
2-Propanol HPLC-MS-grade Carl Roth GmbH + Co. KG AET73.2
Ribulose-5-Phosphat-Di-Na-Salz Sigma-Aldrich GmbH 83899
Salzséure, 37 % Honeywell international 10314253
Schwefelsiure, 95-97 % Labochem international LC-7099.1
Sedoheptulose-7-Phosphat-Li-Salz Sigma-Aldrich GmbH 78832
L-Serin Sigma-Aldrich GmbH S4500
Shikimiséure Sigma-Aldrich GmbH S5375
Succinyl-Coenzym A-Na-Salz Sigma-Aldrich GmbH S1129
Thiamin-Hydrochlorid Sigma-Aldrich GmbH T4625
Tributylamin Sigma-Aldrich GmbH 9078.1
Triethanolamin Sigma-Aldrich GmbH T1502
TRIS Carl Roth GmbH + Co. KG 2449.3
L-Tryptophan Sigma-Aldrich GmbH T0254
L-Tyrosin Carl Roth GmbH + Co. KG  1741.2
Wasser, LC-MS-grade LGC Standards GmbH 1608874
Zinksulfat-Heptahydrat Merck KGaA 1.08883.0500
Tabelle A.2: Zusammenstellung der verwendeten Einzelgerite
Gerét Hersteller Bezeichnung
Autoklav H+P Labortechnik GmbH Varioklav Zyklondampf
Autoklav Systec GmbH VX150
Feinwaage Ohaus GmbH Explorer
Feinwaage Sartorius AG Extend
Inkubator Infors AG Multitron AJ119
Inkubationsschrank Binder GmbH Modell 28
Kryostat MGW Lauda Ultra-Kryomat K9ow

(Fortsetzung auf néchster Seite)
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Tabelle A.2 — Fortsetzung

Gerét Hersteller Bezeichnung
Magnetriithrer neoLAB D-6010

Magnetriihrer Variomag Monotherm
Mikrotiterplatten-Photometer Thermo Fisher Scientific MultiSkan FC
pH-Meter Schott Instruments AG Lab 850

Photometer Thermo Fisher Scientific Spectronic Genesys 10uv
Pipette Brand GmbH Transferpette 10 pL
Pipette Brand GmbH Transferpette 20 pL
Pipette Brand GmbH Transferpette 200 pLL
Pipette Brand GmbH Transferpette 1000 uL
Pipette Brand GmbH Transferpette 5 mL
Pipette Brand GmbH Transferpette 10 mL
Sterilbank Thermo Fisher Scientific Herasafe KS

Sterilbank Walder Laboreinrichtungen SWB, Klasse 1
Thermo-Heizplatte witeg WiseStir SMHS-6
Trockenschrank Binder GmbH Art.-Nr. 9010-0003
Ultraschallbad Schalltec GmbH Sonorex Super RK510H
Vakuumpumpe KNF Neuberger GmbH Laboport

Vortexer Heidolph Instruments Reax top

Waage Ohaus GmbH E1M213 SNR 1120081093
Waage Chyo MW-100K

Wasserbad JULABO Labortechnik GmbH EH

Zentrifuge Eppendorf AG 5424 R

Zentrifuge Heraeus Rotixa 50 RS
Zentrifuge Hettich Zentrifugen Mikro 20

Zentrifuge

Hettich Zentrifugen

Rotanta 460R
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Tabelle A.3: Bestandteile des 42 L-Riihrkessels (Techfors Infors HT).

Bauteil Hersteller Bezeichnung
Abgasanalytik ABB Germany Easyline

Ablluftfilter Pall ABO5PFR2PVH4 (0,2 pm)
Dampfgenerator Stritzel PS 100

Drucksonde Keller PR-25HT8931A
Gelostsauerstoff-Elektrode Mettler-Toledo 322756800,/2023295

pH-Elektrode
Schlauchpumpe
Schlauchpumpe
Software
Zulaufwaage
Zuluftfilter

42 L-Reaktor

Mettler-Toledo
Ismatec
Watson Marlow
Infors HT
Mettler-Toledo
Pall

Infors HT

405-DPAS-SC-K8SH50

Ecoline VC-360

501U

IRIS NT V4.0

Viper SW 35 IntCal

Emlon IT AB02V0022PVH4
Fermeter Fermenter TV42L K1577

Tabelle A.4: Bestandteile des Vierfach-Parallelbioreaktorsystem DASGIP (Eppendorf AG).

Bauteil Hersteller Bezeichnung
Reaktorgefa3, 4x Eppendorf AG DS0500TPSS
Abgasanalytik, 4x ABB Germany EL2030
Begasungseinheit, 4x Eppendorf AG MX4/4
Gelostsauerstoff-Elektrode, 4x Hamilton Visiferm DO Sensor
pH-Elektrode, 4x Mettler-Toledo MIT D12 mm, L.225 mm
Pumpeneinheit, 2x Eppendorf AG MPS8

Sensoreinheit Eppendorf AG PH4 PO4

Software Eppendorf AG DASGIP Control
Steuerungseinheit Eppendorf AG TC4 SC4
Zulaufwaage, 4x Mettler-Toledo XA204

Zu- und Abluftfilter, 8x Sartorius Stedim Midisart 2000
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Tabelle A.5: Bestandteile des 48fach-Parallelbioreaktorsystems.

Bauteil Hersteller Bezeichnung
Bioreaktorblock mit
Sterilgasabdeckung und Riihrer 2mag AG bioReactor48
Einwegreaktor PreSens Precision Sensing HTBD
GmbH
Heizbad Thermo Fisher Scientific Haake W15
Optosensorik PreSens Precision Sensing Multichannel Reader for
GmbH pH and oxygen
Software DASGIP AG Fedbatch XP 1.0.213
Gasmischstation Westphal Mess- und Regeltech- Brooks 58508

nik GmbH

Tabelle A.6: Bestandteile der HPLC-Anlage (Agilent Technologies) zur Quantifizierung von Zuckern,
organischen Sduren und Alkoholen.

Bauteil Hersteller Bezeichnung

Manager Agilent Technologies 1100 Series

Ofen Spark-Holland Mistral

Probengeber Agilent Technologies 1100 Series

Pumpe Agilent Technologies 1100 Series

RI-Detektor Agilent Technologies 1200 Series

Software Agilent Technologies ChemStation

Trennséule Bio-Rad Laboratories Aminex HPX-87H Column,
300 x 7,8 mm, 125-0140

Vorséule Bio-Rad Laboratories Micro-Guard Cation H

Tabelle A.7: Bestandteile der HPLC-Anlage (Shimadzu) zur Quantifizierung von Zuckern, organischen

Sauren und Alkoholen.

Bauteil Hersteller Bezeichnung

Manager Shimadzu LC-2030C Plus
RI-Detektor Agilent Technologies 1200 Series

Trennsiule Bio-Rad Laboratories Aminex HPX-87H Column,

Vorsaule

Bio-Rad Laboratories

300 x 7,8 mm, 125-0140
Micro-Guard Cation H
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Tabelle A.8: Bestandteile der HPLC-Anlage (Knauer Wissenschaftliche Geréte) zur Quantifizierung von

Aminoséuren.
Bauteil Hersteller Bezeichnung
Fluoreszenzdetektor ~ Shimadzu RF-20A
Manager Knauer Smartline 5000
Ofen Knauer Jet Stream
Probengeber Spark Midas Cool
Pumpe Knauer Smartline 1000
Software Knauer Chromgate 3.1
Trennséule Phenomenex Gemini 5 um C18 110 A LC Column 150 x 4,6 mm
Vorsédule Phenomenex SecurityGuard Cartridges Gemini C18, 4 x 3,0 mm

Tabelle A.9: Laufmittel-Gradient der HPLC-Methode zur Quantifizierung von Aminoséuren.

Zeit, min Laufmittel A, % Laufmittel B, %
0 100

3 100

8,5 75 25
28,5 60 40
30 60 40
30,02 0 100
32 100
32,02 20 80
34 20 80
38 100 0
43 100 0

Tabelle A.10: Bestandteile der UHPLC-MS (Triple Quadrupol) Anlage (Thermo Fisher Scientific) zur
Quantifizierung intrazellularer Metabolite.

Geriét Hersteller Bezeichnung
Massenspektrometer Thermo Fisher Scientific TSQ Vantage
Ofen Mayland MistraSwitch
Probengeber CTC Analytics PAL CTC
Pumpe und Entgaser Thermo Fisher Scientific Accella

Software Auswertung
Software Steuerung

Trennsaule

Vorsaule

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific

Waters Corporation

Waters Corporation

Xcalibur 2.2

LCQ Tune Plus X

Acquity HSS T3

150 mm x 2,1 mm x 1,8 pm

VanGuard 2,1 mm x 5,0 mm
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Tabelle A.11: Laufmittelfluss und -gradient der UHPLC-Methode zur Quantifizierung intrazellularer

Metabolite.
Zeit, min Flussrate, ml min~" Laufmittel A, % Laufmittel B, %
100 0 0,4
100 0 0,4
10 98 P 0,4
11 91 9 0,35
16 91 9 0,25
18 75 25 0,25
19 50 50 0,15
25 50 50 0,15
26 100 0,15
32 100 0,4
36 100 0,4
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A.2 Stoffflussberechnungen

Tabelle A.12: Theoretisch abgeschétzte intrazellulire Stoffflussverteilungen in mmol ggry™! h™' und
die Biomassebildung in h™! wihrend der metabolischen Analyse von E. coli NT1259 shiAcg mit der
Kohlenstoffquelle Glycerin in drei Zulaufstufen (1-3). Berechnet mit der thermodynamischen Flussana-
lyse (TFA) und thermodynamischen Flussvarianzanalyse (min: untere Grenze; max: obere Grenze). Die
Reaktionsbezeichnungen und -richtungen wurden vom Modell 1JO1366 iibernommen.

Glyc 1 Glyc 2 Glyc 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max

ACKr 0,549 0,548 0,549 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
ACONTa 1,304 0,410 1,305 1,782 0,995 1,905 2,060 0,513 2,155
ACONTD 1,304 0,410 1,305 1,782 0,995 1,905 2,060 0,513 2,155
ACS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
AKGDH 0,006 0,006 1,189 1,728 0,220 1,851 1,246 0,051 1,378
ANPRT 0,297 0,297 0,297 0,237 0,237 0,237 0,103 0,103 0,107
ANS 0,297 0,297 0,297 0,242 0,242 0,242 0,105 0,105 0,109
CHORM 0,004 0,004 0,004 0,000 0,009 0,009 0,062 0,052 0,056
CHORS 0,300 0,300 0,301 0,251 0,251 0,252 0,158 0,157 0,162
CITL 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
CS 1,304 0,410 1,305 1,782 0,995 1,905 2,060 0,513 2,155
CYSS 0,003 0,003 0,003 0,001 0,001 0,001 0,025 0,024 0,033
DDPA 0,300 0,300 0,301 0,251 0,251 0,252 0,161 0,160 0,166
DHQS 0,300 0,300 0,301 0,251 0,251 0,252 0,161 0,160 0,166
DHQTi 0,300 0,300 0,301 0,251 0,251 0,252 0,161 0,160 0,166
DM_ ac -0,542 -0,542 -0,541 0,170 0,170 0,171 0,170 0,170 0,190
DM__acser 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ cit 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ co2 3,583 3,583 3,588 6,085 6,085 6,087 6,085 6,085 6,087
DM_ cys-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM__etoh 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM__for 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ glc 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ glu-L 0,030 0,030 0,031 0,002 0,002 0,002 0,000 0,000 0,000
DM_ glyc -2,122  -2,122  -2,120 -3,145 -3,145 -3,144 -4,471 -4,471 -4,457

DM_lac-D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM lac-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_mal-D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM mal-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

DM 02 e 4,413 4413 4,219 -7.624 -8,070 -7,624 -7.624 -8,070 -7,624
DM _pheL 0,000 0,000 0,000 0,004 0,004 0,004 0017 0,017 0,022
DM _pyr 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

(Fortsetzung auf néchster Seite)
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Glyc 1 Glyc 2 Glyc 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max
DM__ser-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM__succ 0,000 0,000 0,000 0,029 0,029 0,029 0406 0,406 0,416
DM_ trp-L 0,296 0,296 0,296 0,237 0,237 0,237 0,098 0,098 0,102
DM_ tyr-L 0,000 0,000 0,000 0,004 0,004 0,004 0,004 0,004 0,006
Ec_ biomass 0,011 0,011 0,011 0,004 0,004 0,004 0,099 0,098 0,099
ENO 1,193 0,000 1,194 2223 1,404 2,223 3,052 0,323 3,053
FBA -0,310 -0,462 -0,310 -0,368 -0,495 -0,246 -0,303 -0,394 -0,220
FBP 0,310 0,310 0,462 0,368 0,246 0,495 0,303 0,220 0,394
FUM 1,273 0,858 3,140 1,751 0,964 2,685 1,646 0,408 4,589
G3PD5 2,120 2,119 2,120 3,144 3,144 3,144 4,455 4,442 4,455
G6PDH2r 0,007 0,006 0,460 0,367 0,000 0,745 0,273 0,021 0,531
GAPD 1,496 0,303 1,497 2463 1,648 2463 3,211 0481 3211
GLYK 2,122 2,120 2,122 3,145 3,144 3,145 4,472 4,458 4,472
GLYOX3 0,000 0,000 1,478 0,000 0,000 0,995 0,662 0,000 3,626
GND 0,007 0,006 0,460 0,367 0,000 0,745 0,273 0,021 0,531
ICDHyr 0,619 0,048 1,231 1,735 0,227 1,858 2,060 0,158 2,155
ICL 0,685 0,060 1,257 0,048 0,042 1,619 0,000 0,000 1,566
IGPS 0,297 0,297 0,297 0,237 0,237 0,237 0,103 0,103 0,107
LDH_D2 0,000 0,000 1,478 0,000 0,000 0,995 0,717 0,000 3,626
MALS 0,685 0,063 1,258 0,048 0,043 1,619 0,000 0,000 1,562
MDH 1,957 0,920 3,495 1,799 1,007 3,435 1,646 1,081 4,589
MGSA 0,000 0,000 1,194 0,057 0,000 0,995 0,662 0,567 3,477
OAADC 0,000 0,000 1,183 0,000 0,000 1,576 1,856 0,000 3,494
PDH 1,455 0,000 2,030 0,000 0,000 2,083 0,000 0,000 0,000
PFK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PFL 0,005 0,000 2,042 1,840 0,000 3,481 2406 0,459 3,841
PGCD 0,303 0,303 1,197 0,240 0,240 1,059 0,159 0,158 1,788
PGI -0,009 -0,462 -0,007 -0,368 -0,746 -0,001 -0,293 -0,550 -0,040
PCGK 1,496 -1,497 -0,303 -2,463 -2,463 -1,648 -3211 -3211 -0,481
PGL 0,007 0,006 0,460 0,367 0,000 0,745 0,273 0,021 0,531
PGM -1,193 -1,194 0,000 -2,223 -2223 -1,404 -3,052 -3,053 -0,323
PHETA1 -0,002 -0,002 -0,002 -0,005 -0,005 -0,005 -0,035 -0,039 -0,035
PPC 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 2,673 0,000 2,730
PPCK 0,602 0,000 0,602 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PPND 0,002 0,001 0,002 0,006 0,006 0,006 0,017 0,017 0,019
PPNDH 0,002 0,002 0,002 0,006 0,006 0,006 0,035 0,035 0,039
PPS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 1,630 0,000 0,000 0,000
PRAT 0,297 0,297 0,297 0,237 0,237 0,237 0,103 0,103 0,107

(Fortsetzung auf néchster Seite)
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Glyc 1 Glyc 2 Glyc 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max

PRPPS 0,306 0,306 0,309 0,241 0,241 0,242 0,18 0,187 0,208
PSCVT 0,300 0,300 0,301 0,251 0,251 0,252 0,158 0,157 0,162
PSERT 0,303 0,303 1,197 0,240 0,240 1,059 0,159 0,158 1,788
PSP_L 0,303 0,303 1,197 0,240 0,240 1,059 0,159 0,158 1,788
PTAr -0,549 -0,549 -0,548 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
GLCptspp 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PYK 1,194 0,000 1,195 1,720 0,901 3,346 0,000 0,000 2,730
RPE -0,300 -0,301 0,002 0,000 -0,245 0,252 0,000 -0,170 0,170
RPI -0,307 -0,457 -0,306 -0,367 -0,493 -0,244 -0,271 -0,360 -0,188
SHK3Dr 0,300 0,300 0,301 0,251 0,251 0,252 0,158 0,157 0,162
SHKK 0,300 0,300 0,301 0,251 0,251 0,252 0,158 0,157 0,162
SUCDi 1,261 0,368 1,267 1,747 0,960 1,871 1,546 0,000 1,673
SUCOAS 0,000 -1,183 0,000 -1,726 -1,849 -0,218 -1,195 -1,195 0,000
TALA 0,000 0,000 0,151 0,126 0,003 0,252 0,079 -0,004 0,166
TKT1 0,000 0,000 0,151 0,126 0,003 0,252 0,082 0,000 0,170
TKT2 -0,300 -0,301 -0,149 -0,126 -0,248 0,000 -0,082 -0,170 0,000
TPI 1,810 0,616 1,810 2,719 1,904 2,719 3,490 0,759 3,497
TRPS2 0,297 0,297 0,297 0,237 0,237 0,237 0,103 0,103 0,107
TRPS3 0,297 0,297 0,297 0,237 0,237 0,237 0,103 0,103 0,107
TYRTA -0,002 -0,002 -0,001 -0,005 -0,005 -0,005 -0,017 -0,019 -0,017

Tabelle A.13: Theoretisch abgeschitzte intrazellulire Stoffflussverteilungen in mmol ggry ™t h™! und die
Biomassebildung in h™! wihrend der metabolischen Analyse von E. coli NT1259 shiA gy mit der Kohlen-
stoffquelle Glucose in drei Zulaufstufen (1-3). Berechnet mit der thermodynamischen Flussanalyse (TFA)
und thermodynamischen Flussvarianzanalyse (min: untere Grenze; max: obere Grenze). Die Reaktions-
bezeichnungen und -richtungen wurden vom Modell 1JO1366 {ibernommen.

Gluc 1 Gluc 2 Gluc 3
Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max
ACKr 0,673 0,672 1,914 0,002 0,002 0,097 0,000 0,000 0,000
ACONTa 1,057 0,759 1,251 1466 1,323 1470 1,529 0,961 1,633
ACONTD 1,067 0,759 1,251 1,466 1,323 1470 1,529 0,961 1,633
ACS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
AKGDH 1,049 0,004 1,243 0,775 0,488 0,823 0,004 0,004 1,393
ANPRT 0,190 0,190 0,191 0,140 0,140 0,140 0,194 0,194 0,195
ANS 0,190 0,190 0,191 0,140 0,140 0,140 0,201 0,201 0,202
CHORM 0,002 0,002 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003 0,003
CHORS 0,193 0,193 0,193 0,143 0,143 0,143 0,204 0,204 0,204

(Fortsetzung auf néchster Seite)
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Tabelle A.13 — Fortsetzung

Gluc 1 Gluc 2 Gluc 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max

CITL 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
CS 1,057 0,759 1,251 1,466 1,323 1470 1,529 0,961 1,633
CYSS 0,002 0,002 0,002 0,001 0,001 0,001 0,002 0,002 0,002
DDPA 0,193 0,193 0,193 0,143 0,143 0,143 0,204 0,204 0,204
DHQS 0,193 0,193 0,193 0,143 0,143 0,143 0,204 0,204 0,204
DHQTi 0,193 0,193 0,193 0,143 0,143 0,143 0,204 0,204 0,204
DM_ ac -0,669 -0,669 -0,668 0,000 0,000 0,000 0,120 0,120 0,121
DM__acser 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ cit 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ co2 3,307 3,307 3,310 4,442 4442 4,444 5087 5,087 5,090
DM_ cys-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM__etoh 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ for 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ gle -0,693 -0,693 -0,693 -1,067 -1,067 -1,067 -1,369 -1,369 -1,369
DM_ glu-L 0,000 0,000 0,000 0,060 0,050 0,050 0,000 0,000 0,000
DM_ glyc 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ lac-D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ lac-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

DM mal-D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM malL 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

DM 02 3,848 -4,286 -3,848 -5343 -5612 -5343 -5981 -6,178 -5081
DM pheL 0,000 0,000 0,000 0,001 0,001 0,00l 0,000 0,000 0,001
DM pyr 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM _ser-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM _ suce 20,050 -0,050 -0,049 0,000 0,000 0,000 0,103 0,103 0,104
DM _ trp-L 0,190 0,190 0,190 0,140 0,140 0,140 0,194 0,194 0,194
DM tyr-L 0,000 0,000 0,000 0,001 0,001 0,001 0,000 0,000 0,000
Ec biomass 0,007 0,007 0,007 0,004 0,004 0,004 0,007 0,007 0,007
ENO 0,297 0,000 0,297 0,773 0,632 0,777 0,957 0,000 0,958
FBA 0,000 0,000 0,494 0,000 0,000 0,00l 0,000 0,000 0,000
FBP 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
FUM 1,107 0,809 2,748 1416 1,273 1,560 1,425 0,856 4,131
G3PD5 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
G6PDH2r 0,691 0,003 0,691 0923 0922 1,066 1,265 1,264 1,265
GAPD 0,492 0,194 0,492 00919 0825 0,920 1,157 0,198 1,157
GLYK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
GLYOX3 0,192 0,000 1,060 0,000 0,000 0,189 0,101 0,000 1,829
GND 0,583 0,003 0,585 0,001 0,000 0,428 0,303 0,303 0,305

(Fortsetzung auf néchster Seite)
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Tabelle A.13 — Fortsetzung

Gluc 1 Gluc 2 Gluc 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max

ICDHyr 1,057 0,012 1,251 0,830 0,542 1,113 0,011 0,011 1,400
ICL 0,000 0,000 1,239 0,636 0,354 0,924 1,518 0,122 1,520
1IGPS 0,190 0,190 0,191 0,140 0,140 0,140 0,194 0,194 0,195
LDH_D2 0,192 0,000 1,069 0,000 0,000 0,189 0,101 0,000 1,829
MALS 0,000 0,000 1,241 0,636 0,354 0,924 1,518 0,123 1,521
MDH 1,107 0,809 3,147 2,052 1,767 2,341 2,943 0,981 4,834
MGSA 0,192 0,000 0,790 0,000 0,000 0,189 0,101 0,100 1,059
OAADC 0,021 0,000 1,261 0,000 0,000 0,283 1,388 0,000 1,389
PDH 0,394 0,000 1,828 2,113 0,000 2,402 2448 0,000 2,448
PFK 0,000 0,000 0,494 0,000 0,000 0,001 0,000 0,000 0,000
PFL 0,008 0,000 1,836 0,000 0,000 2402 0,618 0,000 3,171
PGCD 0,194 0,194 0,492 0,146 0,142 0,288 0,200 0,198 1,157
PGI 0,001 0,000 0,688 0,143 0,000 0,145 0,103 0,102 0,104
PGK -0,492 -0,492 -0,194 -0,919 -0,920 -0,825 -1,157 -1,157 -0,198
PGL 0,691 0,003 0,691 0,923 0,922 1,066 1,265 1,264 1,265
PGM -0,297 -0,297 0,000 -0,773 -0,777 -0,632 -0,957 -0,958 0,000
PHETA1 -0,001 -0,002 -0,001 -0,002 -0,002 -0,002 -0,001 -0,002 -0,001
PPC 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PPCK 0,000 0,000 1,080 0,575 0,293 0,722 0,000 0,000 0,000
PPND 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001 0,001
PPNDH 0,001 0,001 0,002 0,002 0,002 0,002 0,000 0,001 0,002
PPS 0,782 0,000 1,080 0,005 0,000 0,288 0,820 0,819 1,778
PRAI 0,190 0,190 0,191 0,140 0,140 0,140 0,194 0,194 0,195
PRPPS 0,197 0,197 0,198 0,143 0,143 0,144 0,200 0,200 0,202
PSCVT 0,193 0,193 0,193 0,143 0,143 0,143 0,204 0,204 0,204
PSERT 0,194 0,194 0,492 0,146 0,142 0,288 0,200 0,198 1,157
PSP_L 0,194 0,194 0,492 0,146 0,142 0,288 0,200 0,198 1,157
PTAr -0,673 -1,914 -0,672 -0,002 -0,097 -0,002 0,000 0,000 0,000
GLCptspp 0,693 0,693 0,693 1,067 1,067 1,067 1,369 1,369 1,369
PYK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
RPE 0,193 -0,193 0,193 -0,143 -0,143 0,142 0,000 -0,001 0,000
RPI -0,390 -0,391 -0,197 -0,144 -0,286 -0,143 -0,303 -0,304 -0,302
SHK3Dr 0,193 0,193 0,193 0,143 0,143 0,143 0,204 0,204 0,204
SHKK 0,193 0,193 0,193 0,143 0,143 0,143 0,204 0,204 0,204
SUCDi 1,099 0,801 1,296 1,413 1,269 1418 1,418 0,849 1,525
SUCOAS -1,045 -1,239 0,000 -0,773 -0,773 -0,48 0,000 -1,389 0,000
TALA 0,000 -0,494 0,000 0,000 -0,096 0,001 0,000 0,000 0,000
TKT1 0,193 0,000 0,193 0,000 0,000 0,142 0,102 0,102 0,102

(Fortsetzung auf néchster Seite)



Anhang 241

Tabelle A.13 — Fortsetzung

Gluc 1 Gluc 2 Gluc 3
Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max
TKT2 0,000 -0,193 0,000 -0,143 -0,143 -0,001 -0,102 -0,103 -0,102
TPI 0,000 -0,297 0,000 -0,001 -0,095 0,000 0,000 -0,958 0,000
TRPS2 0,190 0,190 0,191 0,140 0,140 0,140 0,194 0,194 0,195
TRPS3 0,190 0,190 0,191 0,140 0,140 0,140 0,194 0,194 0,195
TYRTA -0,001 -0,001 -0,001 -0,001 -0,001 -0,001 -0,001 -0,001 -0,001

Tabelle A.14: Theoretisch abgeschitzte intrazellulire Stoffflussverteilungen in mmol ggry™' h™' und
die Biomassebildung in h™' wihrend der metabolischen Analyse von E. coli NT1259 shiAc, mit den
Kohlenstoffquellen Glycerin und Shikimat in drei Zulaufstufen (1-3). Berechnet mit der thermodynami-
schen Flussanalyse (TFA) und thermodynamischen Flussvarianzanalyse (min: untere Grenze; max: obere
Grenze). Die Reaktionsbezeichnungen und -richtungen wurden vom Modell #JO1366 {ibernommen.

Glyc & Shik 1 Glyc & Shik 2 Glyc & Shik 3
Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max
ACKr 0,050 0,050 0,050 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
ACONTa 0,970 0,035 1,307 1,445 0,790 1,445 2,713 1,284 2,750
ACONTD 0,970 0,035 1,307 1,445 0,790 1,445 2,713 1,284 2,750
ACS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
AKGDH 0,019 0,019 0,977 1,020 0,008 1,274 2,095 0,016 2,303
ANPRT 0,213 0,144 0,215 0,192 0,192 0,193 0,140 0,140 0,146
ANS 0,213 0,144 0,215 0,195 0,195 0,196 0,152 0,150 0,158
CHORM 0,015 0,015 0,028 0,028 0,027 0,028 0,055 0,043 0,061
CHORS 0,228 0,159 0,238 0,222 0,222 0,223 0,207 0,207 0,213
CITL 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
CS 0,970 0,035 1,307 1,445 0,790 1,445 2,713 1,284 2,750
CYSS 0,009 0,009 0,009 0,004 0,004 0,005 0,008 0,008 0,010
DDPA 0,093 0,024 0,135 0,032 0,032 0,033 0,000 0,000 0,002
DHQS 0,093 0,024 0,135 0,032 0,032 0,033 0,000 0,000 0,002
DHQTi 0,093 0,024 0,110 0,032 0,032 0,033 0,000 0,000 0,001
DM_ ac -0,028 -0,028 -0,028 0,746 0,746 0,749 0,227 0,227 0,233
DM__acser 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ cit 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ co2 3,363 3,363 3,475 5,332 5332 5339 8448 8,448 8,460
DM_ cys-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM__etoh 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ for 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ gle 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ glu-L -0,024 -0,024 -0,023 0,019 0,019 0,020 0,009 0,009 0,011
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Tabelle A.14 — Fortsetzung

Glyc & Shik 1

Glyc & Shik 2

Glyc & Shik 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max
DM_ glyc -2,041 -2041 -1,826 -2,926 -2,926 -2,924 -3,963 -3,963 -3,959
DM_ lac-D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ lac-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ mal-D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ mal-L 0,002 0,002 0,197 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ 02 -4,188 -4,631 -3,820 -7,406 -7,632 -7,406 - - -
11,098 11,098 10,771
DM_ phe-L 0,003 0,003 0,017 0,014 0,014 0,014 0,026 0,014 0,032
DM_ pyr 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ ser-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM._ succ 0,000 0,000 0,000 0,060 0,060 0,052 0,271 0,271 0,274
DM _ trp-L 0211 0,142 0,213 0,191 0,191 0,192 0,138 0,138 0,144
DM_ tyr-L 0,000 0,000 0,000 0,009 0,009 0,010 0,019 0,004 0,019
Ec_biomass 0,037 0,037 0,037 0,016 0,016 0,016 0,032 0,031 0,032
ENO 0,322 0,000 1,412 2459 1,807 2,460 3,552 2,124 3,592
FBA -0,304 -0,417 -0,188 -0,212 -0,213 -0,211 -0,178 -0,184 -0,177
FBP 0,304 0,188 0,417 0,212 0,211 0,213 0,178 0,177 0,184
FUM 0,991 0,142 2992 1,375 0,720 1,866 2,431 1,002 3,759
G3PD5 2,035 1,775 2,035 2923 2,921 2,923 3,958 3,954 3,958
G6PDH2r 0,293 0,040 0,476 0,176 0,173 0,178 0,168 0,165 0,176
GAPD 1,576 0,164 1,576 2,660 2,151 2,661 3,742 2417 3,743
GLYK 2,041 1,782 2,041 2926 2,924 2926 3,963 3,959 3,963
GLYOX3 0,018 0,000 1,864 0,000 0,000 0,637 0,000 0,000 1,430
GND 0,293 0,040 0,476 0,176 0,173 0,178 0,168 0,165 0,176
ICDHyr 0,716 0,035 0,993 1,067 0,077 1,312 2,138 0,059 2,346
ICL 0,254 0,000 1,147 0,388 0,115 1,347 0,575 0,366 2,691
IGPS 0,213 0,144 0,215 0,192 0,192 0,193 0,140 0,140 0,146
LDH_D2 0,018 0,000 1,864 0,000 0,000 0,637 0,000 0,000 1,430
MALS 0,254 0,086 1,016 0,388 0,116 1,347 0,575 0,372 2,697
MDH 1,243 0,226 3,076 1,762 0,836 2,704 3,006 1,374 5411
MGSA 0,018 0,000 1,615 0,000 0,000 0,509 0,000 0,000 1,325
OAADC 0,136 0,000 0,922 0,246 0,000 1,231 0,203 0,000 2,287
PDH 0,000 0,000 2,134 0,000 0,000 2,280 0,000 0,000 3,094
PFK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PFL 1,274 0,000 2,137 1,866 0,000 2,832 3,403 0,000 5,523
PGCD 1,254 0,164 1,351 0,201 0,201 0,854 0,190 0,150 1,619
PGI -0,300 -0,483 -0,048 -0,179 -0,181 -0,176 -0,174 -0,182 -0,171
PGK -1,576 -1,576 -0,164 -2,660 -2,661 -2,151 -3,742 -3,743 -2/417
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Glyc & Shik 1 Glyc & Shik 2 Glyc & Shik 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max
PGL 0,293 0,040 0476 0,176 0,173 0,178 0,168 0,165 0,176
PGM -0,322 -1,412 0,000 -2,459 -2460 -1,807 -3,552 -3,592 -2,124
PHETA1 -0,010 -0,023 -0,010 -0,017 -0,017 -0,017 -0,032 -0,038 -0,020
PPC 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PPCK 0,000 0,000 0,343 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PPND 0,005 0,006 0,006 0,011 0,011 0,012 0,023 0,008 0,023
PPNDH 0,010 0,010 0,023 0,017 0,017 0,017 0,032 0,020 0,038
PPS 0,000 0,000 3,082 0,000 0,000 1,017 0,000 0,000 0,000
PRATi 0,213 0,144 0,215 0,192 0,192 0,193 0,140 0,140 0,146
PRPPS 0,244 0,175 0,356 0,206 0,206 0,207 0,167 0,166 0,173
PSCVT 0,228 0,159 0,238 0,222 0,222 0,223 0,207 0,207 0,213
PSERT 1,254 0,164 1,351 0,201 0,201 0,854 0,190 0,150 1,619
PSP_L 1,254 0,164 1,351 0,201 0,201 0,854 0,190 0,150 1,619
PTAr -0,050 -0,050 -0,050 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
GLCptspp 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PYK 0,000 0,000 4,652 2,204 1,552 3205 3,343 1,916 3,384
RPE 0,000 -0,136 0,136 -0,031 -0,033 -0,030 0,000 -0,003 0,003
RPI -0,292 -0,356 -0,176 -0,206 -0,207 -0,206 -0,168 -0,174 -0,167
SHK3Dr 0,093 0,024 0,110 0,032 0,032 0,032 -0,007 -0,007 -0,005
SHKK 0,228 0,159 0,238 0,225 0,225 0,225 0,214 0,214 0,220
SUCDi 0,965 0,019 1,303 1,358 0,703 1,363 2,399 0,970 2,449
SUCOAS 0,000 -0,958 0,000 -1,012 -1,012 0,000 -2,078 -2,078 0,000
TALA 0,046  -0,002 0,135 0,000 -0,001 0,001 -0,001 -0,001 0,002
TKT1 0,047 0,000 0,136 0,001 0,000 0,001 0,001 0,000 0,003
TKT?2 -0,047 -0,136 0,000 -0,032 -0,033 -0,031 -0,001 -0,003 0,000
TPI 1,713 0,232 1,776 2,712 2,203 2,712 3,780 2454 3,781
TRPS2 0,213 0,144 0,215 0,192 0,192 0,193 0,140 0,140 0,146
TRPS3 0,213 0,144 0,215 0,192 0,192 0,193 0,140 0,140 0,146
TYRTA -0,005 -0,005 -0,005 -0,011 -0,012 -0,011 -0,023 -0,023 -0,008
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Tabelle A.15: Theoretisch abgeschétzte intrazellulire Stoffflussverteilungen in mmol ggry™! h™' und
die Biomassebildung in h™! wihrend der metabolischen Analyse von E. coli NT1259 shidc, mit den
Kohlenstoffquellen Glucose und Shikimat in drei Zulaufstufen (1-3). Berechnet mit der thermodynami-
schen Flussanalyse (TFA) und thermodynamischen Flussvarianzanalyse (min: untere Grenze; max: obere
Grenze). Die Reaktionsbezeichnungen und -richtungen wurden vom Modell 1JO1366 tibernommen.

Gluc & Shik 1 Gluc & Shik 2 Gluc & Shik 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max

ACKr 0,004 0,004 1,102 0,001 0,001 0,090 0,000 0,000 0,000
ACONTa 1,039 0,420 1,133 1,294 1,218 1,340 1,773 1,458 1,777
ACONTD 1,039 0,420 1,133 1,294 1,218 1,340 1,773 1,458 1,777
ACS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
AKGDH 0,502 0,003 1,102 1,116 1,064 1,333 1,629 0,788 1,640
ANPRT 0,200 0,200 0,201 0,212 0,212 0,212 0,044 0,044 0,046
ANS 0,200 0,200 0,201 0,235 0,235 0,235 0,046 0,046 0,051
CHORM 0,002 0,002 0,002 0,000 0,009 0,010 0,024 0,024 0,029
CHORS 0,203 0,203 0,203 0,245 0,245 0,245 0,069 0,069 0,078
CITL 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
CS 1,039 0,420 1,133 1,294 1,218 1,340 1,773 1,458 1,777
CYSS 0,002 0,002 0,002 0,000 0,000 0,001 0,007 0,007 0,009
DDPA 0,093 0,093 0,093 0,093 0,093 0,093 0,000 0,000 0,002
DHQS 0,093 0,093 0,093 0,093 0,093 0,093 0,000 0,000 0,002
DHQTi 0,093 0,093 0,093 0,093 0,093 0,093 0,000 0,000 0,002
DM _ ac 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,174 0,174 0,179
DM__acser 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ cit 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ co2 3,744 3,744 3,747 5,056 5,056 5,057 5,702 5702 5,713
DM_ cys-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM__etoh 0,050 0,060 0,051 0,698 0,698 0,698 0,788 0,788 0,793
DM_ for 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,637 0,637 0,648
DM_ glc -0,922 -0,922 -0,922 -1,338 -1,338 -1,338 -1,586 -1,586 -1,584
DM_ glu-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ glyc 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

DM_ lac-D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM lac-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM _mal-D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM mal-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

DM 02 4,285 4,470 -4,285 -6,363 -6,659 -6,363 -7,017 -7,243 -7,017
DM pheL 0,000 0,000 0,000 0,005 0,005 0,005 0,009 0,009 0,014
DM _pyr 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM _ser-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM suce 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

(Fortsetzung auf néchster Seite)



Anhang 245

Tabelle A.15 — Fortsetzung
Gluc & Shik 1 Gluc & Shik 2 Gluc & Shik 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max

DM_ trp-L 0,200 0,200 0,200 0,212 0,212 0,212 0,042 0,042 0,045

DM _tyr-L 0,000 0,000 0,000 0,004 0,004 0,004 0,006 0,006 0,009
Ec biomass 0,006 0,006 0,006 0,002 0,002 0,002 0,028 0,027 0,028
ENO 0,618 0,000 0,618 1,030 0,894 1,030 1,490 1,041 1,495
FBA 0,000 0,000 0,714 0,000 0,000 0,269 0,000 0,000 0,851
FBP 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
FUM 1,039 0420 2953 1,204 1218 1474 1,771 1456 2,185
G3PD5 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
G6PDH2r 0,920 0,113 0,921 1,291 0,976 1,338 1,579 0,722 1,581
GAPD 0,822 0,204 0,822 1,243 1,154 1,243 0,000 0,000 0,004
GLYK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
GLYOX3 0,000 0,000 1436 0,000 0,000 0,268 0,000 0,000 0,847
GND 0,391 0,113 0,393 0,260 0,120 0,483 0,070 0,065 0,927
ICDHyr 1,015 0,010 1,108 1,117 1,065 1,334 1,659 0,818 1,670
ICL 0,025 0,000 1,123 0,176 0,000 0,273 0,114 0,009 0,932
IGPS 0,200 0,200 0,201 0212 0,212 0212 0044 0,044 0,046
LDH D2 0,000 0,000 1,436 0,000 0,000 0,268 0,000 0,000 0,847
MALS 0,025 0,018 1,174 0,176 0,005 0,273 0,114 0,080 0,932
MDH 1,064 0438 3,350 1470 1,222 1,613 1,886 1,536 2,707
MGSA 0,092 0,000 1,332 0,046 0,000 0,268 0,000 0,000 0,847
OAADC 0,000 0,000 1,098 0,169 0,000 0,269 0,000 0,000 0,852
PDH 0,000 0,000 1,421 0,000 0,000 2,314 2,077 0,000 2,927
PFK 0,000 0,000 0,714 0,000 0,000 0,269 0,000 0,000 0,851
PFL 1,126 0,000 2318 2,170 0,000 2,315 0,663 0,070 3,567
PGCD 0,204 0,204 0,822 0213 0213 0,349 0,059 0,059 0,512
PGI 0,000 0,000 0,808 0,046 0,000 0,362 0,002 0,000 0,859
PCK 0,822 -0,822 -0,204 -1,243 -1,243 -1,154 -1,549 -1,554 -1,269
PGL 0,920 0,113 0,921 1,291 0,976 1,338 1,579 0,722 1,581
PGM 0,618 -0,618 0,000 -1,030 -1,030 -0,894 -1,490 -1,495 -1,041
PHETA1 0,001 -0,002 -0,001 -0,005 -0,005 -0,005 -0,014 -0,019 -0,014
PPC 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PPCK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PPND 0,00 0,001 0,001 0,004 0,004 0,004 0010 0,010 0,012
PPNDH 0,001 0,001 0,002 0,005 0,005 0,005 0014 0,014 0,019
PPS 0,599 0,599 1,218 0645 0,645 0,781 0,167 0,162 0,615
PRAI 0,200 0,200 0,201 0212 0,212 0212 0044 0,044 0,046
PRPPS 0,206 0,206 0,257 0213 0,213 0,348 0,067 0,067 0,860
PSCVT 0,203 0,203 0,203 0245 0,245 0,245 0,069 0,069 0,078
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Tabelle A.15 — Fortsetzung

Gluc & Shik 1 Gluc & Shik 2 Gluc & Shik 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max

PSERT 0,204 0,204 0,822 0,213 0,213 0,349 0,069 0,059 0,512
PSP_L 0,204 0,204 0,822 0,213 0,213 0,349 0,009 0,059 0,512
PTAr -0,004 -1,102 -0,004 -0,001 -0,090 -0,001 0,000 0,000 0,000
GLCptspp 0,922 0,922 0,922 1,338 1,338 1,338 1,586 1,584 1,586
PYK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
RPE 0,093 -0,093 0,094 0,000 -0,093 0,093 0,001 -0,002 0,572
RPI -0,298 -0,299 -0,206 -0,260 -0,482 -0,213 -0,068 -0,881 -0,067
SHK3Dr 0,093 0,093 0,093 0,091 0,091 0,091 -0,003 -0,003 0,000
SHKK 0,203 0,203 0,203 0,246 0,246 0,246 0,074 0,074 0,082
SUCDi 1,033 0413 1,129 1,292 1,216 1,339 1,743 1,428 1,760
SUCOAS -0,498 -0,498 0,000 -1,115 -1,331 -1,063 -1,615 -1,621 -0,774
TALA 0,000 -0,715 0,000 0,000 -0,269 0,000 0,000 -0,852 0,003
TKT1 0,093 0,000 0,093 0,046 0,000 0,093 0,001 0,000 0,287
TKT2 0,000 -0,093 0,001 -0,046 -0,093 0,000 0,000 -0,002 0,286
TPI 0,000 -0,618 0,000 0,000 -0,090 0,000 -0,005 -0,284 0,000
TRPS2 0,200 0,200 0,201 0,212 0,212 0,212 0,044 0,044 0,046
TRPS3 0,200 0,200 0,201 0,212 0,212 0,212 0,044 0,044 0,046
TYRTA -0,001 -0,001 -0,001 -0,004 -0,004 -0,004 -0,010 -0,012 -0,010

Tabelle A.16: Theoretisch abgeschétzte intrazelluldre Stofflussverteilungen in mmol ggra™' h™! und die
Biomassebildung in h™! wihrend der metabolischen Analyse von E. coli NT1259 shiA cg im Referenzpro-
zess. Berechnet mit der thermodynamischen Flussanalyse (TFA) und thermodynamischen Flussvarianz-
analyse (min: untere Grenze; max: obere Grenze). Die Reaktionsbezeichnungen und -richtungen wurden
vom Modell 1JO1366 iibernommen.

Ref

Reaktion TFA min max

ACKr 0,000 0,000 0,000
ACONTa 1,467 0,074 1,612
ACONTbH 1,467 0,074 1,612
ACS 0,000 0,000 0,000
AKGDH 1,376 0,009 1,526
ANPRT 0,137 0,137 0,138
ANS 0,137 0,137 0,138
CHORM 0,005 0,005 0,005
CHORS 0,142 0,142 0,143
CITL 0,000 0,000 0,000
CS 1,467 0,074 1,612

(Fortsetzung auf nachster Seite)
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Tabelle A.16 — Fortsetzung

Ref

Reaktion TFA min max
CYSS 0,004 0,004 0,006
DDPA 0,142 0,142 0,143
DHQS 0,142 0,142 0,143
DHQTi 0,142 0,142 0,143
DM_ ac 0,021 0,021 0,024
DM__acser 0,000 0,000 0,000
DM_ cit 0,000 0,000 0,000
DM_ co2 4,953 4,953 4,960
DM_ cys-L 0,000 0,000 0,000
DM__etoh 0,000 0,000 0,000
DM_ for 0,000 0,000 0,000
DM_ gle 0,000 0,000 0,000
DM_ glu-L 0,000 0,000 0,001
DM_ glyc -2,400 -2,400 -2,398
DM_ lac-D 0,000 0,000 0,000
DM_ lac-L 0,000 0,000 0,000
DM_ mal-D 0,000 0,000 0,000
DM_ mal-L 0,000 0,000 0,000
DM_ 02 -6,280 -6,430 -6,280
DM_ phe-L 0,000 0,000 0,000
DM_ pyr 0,000 0,000 0,000
DM_ ser-L 0,000 0,000 0,000
DM__succ 0,000 0,000 0,000
DM_ trp-L 0,136 0,136 0,137
DM_ tyr-L 0,000 0,000 0,000
Ec biomass 0,017 0,017 0,017
ENO 1,787 0,286 1,931
FBA -0,300 -0,302 -0,157
FBP 0,300 0,157 0,302
FUM 1,466 0,362 4,571
G3PD5 2,397 2,395 2,397
G6PDH2r 0,438 0,008 0,440
GAPD 1,934 0,432 2,077
GLYK 2,400 2,398 2,400
GLYOX3 0,000 0,000 2,144
GND 0,438 0,008 0,440
ICDHyr 1,395 0,028 1,545
ICL 0,072 0,047 1,495

(Fortsetzung auf néchster Seite)
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Ref

Reaktion TFA min max

IGPS 0,137 0,137 0,138
LDH_D2 0,000 0,000 2,144
MALS 0,072 0,050 1,495
MDH 1,538 0,412 4,621
MGSA 0,000 0,000 1,645
OAADC 0,000 0,000 1,436
PDH 0,000 0,000 1,670
PFK 0,000 0,000 0,000
PFL 1,580 0,000 3,065
PGCD 0,146 0,146 1,681
PGI -0,442 -0,444 -0,012
PGK -1,934 -2,077 -0,432
PGL 0,438 0,008 0,440
PGM -1,787 -1,931 -0,286
PHETA1 -0,003 -0,003 -0,003
PPC 0,000 0,000 0,000
PPCK 0,000 0,000 0,000
PPND 0,002 0,002 0,002
PPNDH 0,003 0,003 0,003
PPS 0,000 0,000 0,000
PRAI 0,137 0,137 0,138
PRPPS 0,152 0,152 0,155
PSCVT 0,142 0,142 0,143
PSERT 0,146 0,146 1,681
PSP L 0,146 0,146 1,681
PTAr 0,000 0,000 0,000
GLCptspp 0,000 0,000 0,000
PYK 1,501 0,000 1,645
RPE 0,143 -0,144 0,144
RPI -0,295 -0,296 -0,152
SHK3Dr 0,142 0,142 0,143
SHKK 0,142 0,142 0,143
SUCDi 1,448 0,055 1,599
SUCOAS -1,367 -1,517 0,000
TALA 0,142 -0,001 0,143
TKT1 0,143 0,000 0,144
TKT?2 0,000 -0,144 0,000
TPI 2,097 0,595 2,240

(Fortsetzung auf néchster Seite)



Anhang 249

Tabelle A.16 — Fortsetzung

Ref
Reaktion TFA min max
TRPS2 0,137 0,137 0,138
TRPS3 0,137 0,137 0,138
TYRTA -0,002 -0,002 -0,002

Tabelle A.17: Theoretisch abgeschitzte intrazellulire Stoffflussverteilungen in mmol ggry™! h™' und
die Biomassebildung in h™! wihrend der metabolischen Analyse von E. coli NT1446 mit der Kohlenstoff-
quelle Glycerin in drei Zulaufstufen (1-3). Berechnet mit der thermodynamischen Flussanalyse (TFA)
und thermodynamischen Flussvarianzanalyse (min: untere Grenze; max: obere Grenze). Die Reaktions-
bezeichnungen und -richtungen wurden vom Modell ¢1JO1366 iibernommen.

Glyc 1 Glyc 2 Glyc 3
Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max
ACKr 0,346 0,286 0,359 0,015 0,007 0,019 0,010 0,006 0,014
ACONTa 1,108 0,922 1,304 1,715 1,605 1,854 2,599 2438 2,819
ACONTD 1,108 0,922 1,304 1,715 1,605 1,854 2599 2438 2,819
ACS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
AKGDH 0,862 0,509 1,097 1,529 1,349 1,711 2493 2,302 2,769
ANPRT 0,067 0,055 0,136 0,136 0,135 0,181 0,205 0,205 0,238
ANS 0,067 0,055 0,136 0,136 0,135 0,181 0,205 0,205 0,238
ATPS4rpp 8,041 3,302 12,317 0,000 0,000 7,222 0,000 0,000 11,092
CHORM 0,021 0,011 0,021 0,008 0,004 0,008 0,006 0,003 0,006
CHORS 0,078 0,065 0,150 0,144 0,139 0,185 0,211 0,208 0,240
CS 1,108 0,922 1,304 1,715 1,605 1,854 2599 2438 2,819
DDPA 0,078 0,065 0,150 0,144 0,139 0,185 0,211 0,208 0,240
DHQS 0,078 0,065 0,150 0,144 0,139 0,185 0,211 0,208 0,240
DHQTi 0,078 0,065 0,150 0,144 0,139 0,185 0,211 0,208 0,240
DM_ ac -0,306 -0,306 -0,266 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM__acser 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ cit 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ co2 3,179 3,179 3,414 5528 5528 5806 8312 8,312 8,672
DM_ cys-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM__etoh 0,000 0,000 0,000 0,256 0,256 0,302 0,033 0,033 0,106
DM_ for 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ gle 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

DM glu-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM glu-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM _glyc 1,033 -1,933 -1,881 -2,921 -2,921 -2,842 -3.840 -3,840 -3,736
DM indole 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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Tabelle A.17 — Fortsetzung
Glyc 1 Glyc 2 Glyc 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max

DM _lac-D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM lac-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM mal-D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM mal-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM mthgxl 0,000 0,000 0,000 0,002 0,002 0,002 0,052 0,052 0,053
DM 02 3971 -4,501 -3,425 6,314 -6,743 -6,314 - _ :
11,708 12,137 11,708

DM _pheL 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

DM _pyr 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM _ ser-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM _succ -0,023 -0,023 -0,021 0,057 0,067 0,060 0,004 0,004 0,009

DM _ trp-L 0,063 0,063 0,133 0,135 0,135 0,180 0,204 0,204 0,237
DM _ tyr-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Ec_biomass 0,067 0,034 0,067 0,025 0,012 0,025 0,018 0,009 0,018

ENO 0,159 0,133 1,613 2394 0,279 2471 3,006 0,416 3,143
FBA 0,136 -0,402 -0,089 -0,198 -0,590 -0,150 -0,332 -0,495 -0,215
FBP 0,136 0,089 0,402 0,198 0,150 0,590 0,332 0,215 0,495
FUM 1,126 0,922 1,231 1,656 1,540 1,779 2,593 2,432 2814
G3PD5 1,922 1,870 1,927 2917 2,839 2919 3837 3,735 3,838
G6PDH2r 0,036 0,000 0,392 0,112 0,004 0,558 0,327 0,003 0,727
GAPD 0,326 0241 1,721 2,544 0421 2613 3221 0,626 3,353
GLCptspp 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
GLYK 1,933 1,881 1,933 2,921 2,843 2921 3,840 3,736 3,840
GLYOX3 1,302 0,000 1,480 0,000 0,000 2,192 0,000 0,000 2,727
GND 0,036 0,000 0,392 0,112 0,004 058 0,327 0,003 0,727
ICDHyr 0,035 0,826 1,134 1556 1478 1,724 2513 2,391 2,778
ICL 0,173 0,075 0,366 0,159 0,108 0,239 0,086 0,040 0,130
IGPS 0,057 0,055 0,136 0,136 0,135 0,181 0,205 0,205 0,238
LDH D2 1,302 0,000 1,480 0,000 0,000 2,192 0,000 0,000 2,727
MALS 0,173 0,075 0,366 0,159 0,108 0,239 0,086 0,040 0,130
MDH 1,200 1,017 1,402 1815 1,655 1,927 2,680 2474 2,859
MGSA 1,302 0,000 1,480 0,002 0,002 2,194 0,052 0,052 2,779
NADH5 2,463 0,000 5,365 7,919 0,000 8354 11,281 0,000 12,057
OAADC 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PDH 0,000 0,000 1,440 2,147 0,000 2,294 2732 0,000 2,904
PFK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PFL 1,175 0,000 1,442 0,024 0,000 2,294 0,008 0,004 2,908
PGCD 0,167 0,108 0,210 0,150 0,142 0,188 0,215 0,210 0,243
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Glyc 1 Glyc 2 Glyc 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max
PGI -0,049 -0,399 -0,007 -0,117 -0,588 -0,009 -0,330 -0,729 -0,006
PGK 0,326 -1,721 -0,241 -2,544 -2,613 -0421 -3221 -3,353 -0,626
PGL 0,036 0,000 0,392 0,112 0,004 0,58 0,327 0,003 0,727
PGM -0,159 -1,613 -0,133 -2,394 -2471 -0,279 -3,006 -3,143 -0,416
PHETA1 -0,012 -0,012 -0,006 -0,004 -0,004 -0,002 -0,003 -0,003 -0,002
PPC 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PPCK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PPND 0,009 0,004 0,009 0,003 0,002 0,003 0,002 0,001 0,002
PPNDH 0,012 0,006 0,012 0,004 0,002 0,004 0,003 0,002 0,003
PPS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PRATi 0,057 0,065 0,136 0,136 0,135 0,181 0,205 0,205 0,238
PRPPS 0,114 0,083 0,358 0,157 0,146 0,516 0,220 0,212 0,285
PSCVT 0,078 0,065 0,150 0,144 0,139 0,185 0,211 0,208 0,240
PSERT 0,167 0,108 0,210 0,150 0,142 0,188 0,215 0,210 0,243
PSP_L 0,167 0,108 0,210 0,150 0,142 0,188 0,215 0,210 0,243
PTAr -0,346 -0,359 -0,286 -0,015 -0,019 -0,007 -0,010 -0,014 -0,005
PYK 0,000 0,000 1,480 2,105 0,000 2,192 2,583 0,000 2,727
RPE -0,080 -0,261 0,000 -0,079 -0,185 0,000 0,000 -0,241 0,241
RPI -0,114 -0,391 -0,067 -0,190 -0,586 -0,146 -0,326 -0,492 -0,212
SHK3Dr 0,078 0,065 0,150 0,144 0,139 0,185 0,211 0,208 0,240
SHKK 0,078 0,065 0,150 0,144 0,139 0,185 0,211 0,208 0,240
SUCDi 1,058 0,888 1,196 1,631 1,527 1,762 2,576 2423 2805
SUCOAS -0,827 -1,080 -0,491 -1,516 -1,705 -1,342 -2,484 -2,764 -2,297
TALA -0,002 -0,098 0,074 0,032 -0,012 0,092 0,105 -0,008 0,240
TKT1 0,000 -0,097 0,079 0,033 0,000 0,093 0,106 0,000 0,241
TKT2 -0,080 -0,185 -0,033 -0,112 -0,185 -0,070 -0,106 -0,241 0,000
TPI 0,484 0,346 1,833 2,717 0,575 2,767 3,453 0,844 3,571
TRPS2 0,057 0,065 0,136 0,136 0,135 0,181 0,205 0,205 0,238
TRPS3 0,057 0,055 0,136 0,136 0,135 0,181 0,205 0,205 0,238
TRPTRS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
TYRTA -0,009 -0,009 -0,004 -0,003 -0,003 -0,002 -0,002 -0,002 -0,001
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Tabelle A.18: Theoretisch abgeschitzte intrazellulire Stoffflussverteilungen in mmol ggry™! h™' und
die Biomassebildung in h™! wihrend der metabolischen Analyse von E. coli NT1446 mit der Kohlenstoff-
quelle Glucose in drei Zulaufstufen (1-3). Berechnet mit der thermodynamischen Flussanalyse (TFA) und
thermodynamischen Flussvarianzanalyse (min: untere Grenze; max: obere Grenze). Die Reaktionsbezeich-
nungen und -richtungen wurden vom Modell 1JO1366 tibernommen.

Gluc 1 Gluc 2 Gluc 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max

ACKr 0,000 0,000 0,345 0,006 0,003 0,008 0,000 0,000 0,000
ACONTa 1,099 0,941 1,267 1,307 1,280 1,380 1,412 1,229 1,636
ACONTD 1,099 0,941 1,267 1,307 1,280 1,380 1,412 1,229 1,636
ACS 0,333 0,000 0,345 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
AKGDH 0,910 0,601 1,096 1,192 1,136 1,285 1,103 0,730 1,301
ANPRT 0,003 0,002 0,086 0,155 0,154 0,174 0,019 0,017 0,136
ANS 0,003 0,002 0,086 0,155 0,154 0,174 0,019 0,017 0,136
ATPS4rpp 5,779 2,499 9429 1,455 0,932 4,272 4249 3,065 8,646
CHORM 0,019 0,010 0,019 0,003 0,002 0,003 0,020 0,010 0,020
CHORS 0,023 0,011 0,138 0,158 0,156 0,175 0,039 0,027 0,146
CS 1,099 0,941 1,267 1,307 1,280 1,380 1,412 1,229 1,636
DDPA 0,023 0,011 0,138 0,158 0,156 0,175 0,039 0,027 0,146
DHQS 0,023 0,011 0,138 0,158 0,156 0,175 0,039 0,027 0,146
DHQTi 0,023 0,011 0,138 0,158 0,156 0,175 0,039 0,027 0,146
DM_ ac -0,296 -0,296 -0,289 0,000 0,000 0,000 0,488 0,488 0,528
DM__acser 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ cit 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ co2 3,134 3,134 3,263 4,000 4,000 4,212 4411 4,411 4,606
DM_ cys-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM__etoh 0,000 0,000 0,000 0,206 0,206 0,223 0,176 0,176 0,252
DM_ for 0,000 0,000 0,000 0,220 0,220 0,231 0,530 0,530 0,565
DM_ gle -0,806 -0,806 -0,773 -1,197 -1,197 -1,161 -1,553 -1,553 -1,490

DM glu-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ glu-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM glyc 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM __indole 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM lac-D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM _lac-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM mal-D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM _mal-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM mthgxl 0,000 0,000 0,000 0,045 0,045 0,047 0,018 0,018 0,018

DM 02 2073 -3,182 -2,973 4,071 -4,480 -4,071 -4,380 -4,659 -4,378
DM _pheL 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM _pyr 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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Gluc 1 Gluc 2 Gluc 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max

DM__ser-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ succ -0,059 -0,059 -0,042 0,073 0,073 0,087 0,063 0,063 0,093
DM__ trp-L 0,000 0,000 0,084 0,154 0,154 0,173 0,016 0,016 0,134
DM_ tyr-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Ec_ biomass 0,062 0,031 0,062 0,010 0,006 0,010 0,064 0,032 0,064
ENO 0,608 0,000 0,707 0,855 0,000 0,872 1,317 0,000 1,447
FBA 0,727 0,508 0,767 1,030 0,778 1,036 1,456 0,987 1,498
FBP 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
FUM 1,153 0,989 1,219 1,233 1,204 1,306 1,354 1,151 1,488
G3PD5 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
G6PDH2r 0,039 0,000 0,288 0,006 0,002 0,261 0,040 0,010 0,669
GAPD 0,709 0,061 0,757 1,026 0,163 1,034 1,438 0,041 1,488
GLCptspp 0,806 0,773 0,806 1,148 1,148 1,197 1,553 1,490 1,553
GLYK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
GLYOX3 0,717 0,503 1,469 0,983 0,731 1,862 1,428 0,964 2,922
GND 0,039 0,000 0,288 0,006 0,002 0,261 0,040 0,010 0,669
ICDHyr 0,977 0901 1,130 1,203 1,189 1,291 1,172 1,060 1,336
ICL 0,122 0,032 0,314 0,104 0,089 0,139 0,240 0,147 0,483
IGPS 0,003 0,002 0,086 0,155 0,154 0,174 0,019 0,017 0,136
LDH_D2 0,717 0,503 1,469 0,983 0,731 1,862 1,428 0,964 2,922
MALS 0,122 0,032 0,314 0,104 0,089 0,139 0,240 0,147 0,483
MDH 1,275 1,029 1,356 1,337 1,295 1,395 1,594 1,320 1,761
MGSA 0,717 0,503 1,469 1,028 0,777 1,907 1446 0,982 2,939
NADH5 0,000 0,000 4,227 0,518 0,000 5,134 5,260 0,000 5,790
OAADC 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PDH 1,098 0,000 1,358 1,427 0,000 1,470 1,514 0,000 1,766
PFK 0,727 0,508 0,767 1,030 0,778 1,036 1,456 0,987 1,498
PFL 0,007 0,003 1,361 0,221 0,220 1,690 0,537 0,533 2,326
PGCD 0,101 0,051 0,177 0,171 0,163 0,182 0,120 0,041 0,187
PGI 0,754 0,000 0,799 1,189 0,000 1,193 1,500 0,000 1,530
PGK -0,709 -0,757 -0,051 -1,026 -1,034 -0,163 -1,438 -1,488 -0,041
PGL 0,039 0,000 0,288 0,006 0,002 0,261 0,040 0,010 0,669
PGM -0,608 -0,707 0,000 -0,855 -0,872 0,000 -1,317 -1,447 0,000
PHETA1 -0,011 -0,011 -0,006 -0,002 -0,002 -0,001 -0,011 -0,011 -0,006
PPC 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PPCK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PPND 0,008 0,004 0,008 0,001 0,001 0,001 0,009 0,004 0,009
PPNDH 0,011 0,006 0,011 0,002 0,001 0,002 0,011 0,006 0,011
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Gluc 1 Gluc 2 Gluc 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max

PPS 0,247 0,123 1,083 0,609 0,588 1,547 0,318 0,100 1,847
PRAIi 0,003 0,002 0,086 0,155 0,154 0,174 0,019 0,017 0,136
PRPPS 0,066 0,028 0,281 0,163 0,159 0,417 0,073 0,044 0,527
PSCVT 0,023 0,011 0,138 0,158 0,156 0,175 0,039 0,027 0,146
PSERT 0,101 0,051 0,177 0,171 0,163 0,182 0,120 0,041 0,187
PSP_L 0,101 0,051 0,177 0,171 0,163 0,182 0,120 0,041 0,187
PTAr 0,000 -0,345 0,000 -0,006 -0,008 -0,003 0,000 0,000 0,000
PYK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
RPE -0,021 -0,125 0,000 -0,158 -0,175 -0,156 -0,037 -0,147 0,147
RPI -0,068 -0,287 -0,028 -0,163 -0,417 -0,159 -0,076 -0,556 -0,045
SHK3Dr 0,023 0,011 0,138 0,158 0,156 0,175 0,039 0,027 0,146
SHKK 0,023 0,011 0,138 0,158 0,156 0,175 0,039 0,027 0,146
SUCDi 1,090 0,958 1,186 1,222 1,198 1,301 1,290 1,119 1,432
SUCOAS -0,878 -1,080 -0,585 -1,187 -1,283 -1,133 -1,070 -1,285 -0,713
TALA 0,000 -0,030 0,068 0,000 -0,005 0,000 0,000 -0,031 0,146
TKT1 0,002 0,000 0,069 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,147
TKT2 -0,023 -0,125 -0,006 -0,158 -0,175 -0,156 -0,039 -0,147 0,000
TPI 0,000 -0,707 0,000 0,000 -0,872 0,000 0,000 -1,447 0,000
TRPS2 0,003 0,002 0,086 0,155 0,154 0,174 0,019 0,017 0,136
TRPS3 0,003 0,002 0,086 0,155 0,154 0,174 0,019 0,017 0,136
TRPTRS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
TYRTA -0,008 -0,008 -0,004 -0,001 -0,001 -0,001 -0,009 -0,009 -0,004

Tabelle A.19: Theoretisch abgeschiitzte intrazelluldre Stoffflussverteilungen in mmol ggry™* h™' und
die Biomassebildung in h™! wéhrend der metabolischen Analyse von E. coli NT1446 mit der Kohlenstoff-
quelle Pyruvat in drei Zulaufstufen (1-3). Berechnet mit der thermodynamischen Flussanalyse (TFA) und
thermodynamischen Flussvarianzanalyse (min: untere Grenze; max: obere Grenze). Die Reaktionsbezeich-
nungen und -richtungen wurden vom Modell 4JO1366 iibernommen.

Pyr 1 Pyr 2 Pyr 3
Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max
ACKr 0,368 0,340 0,382 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
ACONTa 1,662 1,434 1,878 2,585 2550 2,663 3,148 3,127 3,183
ACONTD 1,662 1,434 1,878 2,585 2,550 2,663 3,148 3,127 3,183
ACS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
AKGDH 1,312 0,646 1,548 2,346 2,183 2449 2,610 2,568 2,676
ANPRT 0,004 0,002 0,136 0,001 0,000 0,021 0,000 0,000 0,009
ANS 0,004 0,002 0,136 0,001 0,000 0,021 0,000 0,000 0,009

(Fortsetzung auf néchster Seite)



Anhang 255
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Pyr 1 Pyr 2 Pyr 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max
ATPS4rpp 6,940 3,000 7,832 5,133 0,000 6,348 0,000 0,000 6,227
CHORM 0,023 0,011 0,023 0,003 0,002 0,003 0,002 0,001 0,002
CHORS 0,027 0,013 0,147 0,004 0,002 0,022 0,002 0,001 0,010
CS 1,662 1,434 1,878 2585 2550 2,663 3,148 3,127 3,183
DDPA 0,027 0,013 0,147 0,004 0,002 0,022 0,002 0,001 0,010
DHQS 0,027 0,013 0,147 0,004 0,002 0,022 0,002 0,001 0,010
DHQTi 0,027 0,013 0,147 0,004 0,002 0,022 0,002 0,001 0,010
DM_ ac -0,325 -0,325 -0,319 0,017 0,017 0,022 0,142 0,142 0,193
DM_ acser 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ cit 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ co2 4,975 4975 5,165 7,583 7,583 7,806 9,100 9,100 9,203
DM_ cys-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ etoh 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ for 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ gle 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ glu-L -0,158 -0,158 -0,074 -0,021 -0,021 0,000 -0,128 -0,128 -0,108
DM_ glu-L -0,158 -0,158 -0,074 -0,021 -0,021 0,000 -0,128 -0,128 -0,108
DM_ glyc 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM__indole 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ lac-D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ lac-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ mal-D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ mal-L 0,000 0,000 0,000 0,210 0,210 0,236 0,743 0,743 0,769
DM_ mthgxl 0,000 0,000 0,000 0,008 0,008 0,008 0,002 0,002 0,002
DM_ o2 -3,780 -3,937 -3,780 -6,809 -7,613 -6,809 -8,111 -8,111 -7,789
DM_ phe-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ pyr -2,088 -2,088 -2,035 -2,964 -2,964 -2,890 -3,968 -3,968 -3,934
DM_ ser-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM__succ -0,054 -0,054 -0,049 0,017 0,017 0,022 -0,006 -0,006 -0,003
DM_ trp-L 0,000 0,000 0,134 0,000 0,000 0,020 0,000 0,000 0,009
DM_ tyr-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Ec_ biomass 0,072 0,036 0,072 0,011 0,006 0,011 0,006 0,003 0,005
ENO -0,287 -0,772 -0,122 -0,053 -0,124 -0,026 -0,022 -0,056 -0,011
FBA -0,118 -0,354 -0,038 -0,018 -0,054 -0,006 -0,008 -0,025 -0,003
FBP 0,118 0,038 0,354 0,018 0,006 0,064 0,008 0,003 0,025
FUM 1,869 1,620 1,974 2,587 2,551 2,666 3,281 3,261 3,316
G3PD5 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
G6PDH2r 0,126 0,000 0,465 0,019 0,000 0,070 0,009 0,000 0,032
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Tabelle A.19 — Fortsetzung

Pyr1 Pyr 2 Pyr 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA  min max

GAPD -0,243 -0,711 -0,100 -0,044 -0,115 -0,023 -0,019 -0,052 -0,009
GLCptspp 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
GLYK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
GLYOX3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
GND 0,126 0,000 0,465 0,019 0,000 0,070 0,009 0,000 0,032
ICDHyr 1,232 0,527 1,532 2,337 2,169 2,435 2487 2,442 2,551
ICL 0,430 0,204 0,947 0,248 0,223 0,390 0,661 0,632 0,692
1GPS 0,004 0,002 0,136 0,001 0,000 0,021 0,000 0,000 0,009
LDH_ D2 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
MALS 0,430 0,204 0,947 0,248 0,223 0,390 0,661 0,632 0,692
MDH 2,299 1,925 2,632 2,625 2,566 2,741 3,199 3,151 3,217
MGSA 0,000 0,000 0,000 0,008 0,008 0,008 0,002 0,002 0,002
NADHS5 5,252 4,179 5,727 7,771 0,000 8,061 9,612 0,000 9,698
OAADC 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PDH 1,825 1,765 2,125 2852 2,793 2956 3,816 3,766 3,830
PFK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PFL 0,069 0,000 0,082 0,010 0,000 0,012 0,000 0,000 0,006
PGCD 0,044 0,022 0,195 0,009 0,003 0,030 0,003 0,002 0,014
PGI -0,140 -0,472 -0,007 -0,021 -0,071 -0,001 -0,010 -0,033 0,000
PGK 0,243 0,100 0,711 0,044 0,023 0,115 0,019 0,009 0,052
PGL 0,126 0,000 0,465 0,019 0,000 0,070 0,009 0,000 0,032
PGM 0,287 0,122 0,772 0,063 0,026 0,124 0,022 0,011 0,056
PHETA1 -0,013 -0,013 -0,006 -0,002 -0,002 -0,001 -0,001 -0,001 0,000
PPC 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PPCK 0,344 0,151 1,015 0,000 0,000 0,161 0,026 0,013 0,073
PPND 0,010 0,005 0,010 0,001 0,001 0,001 0,001 0,000 0,001
PPNDH 0,013 0,006 0,013 0,002 0,001 0,002 0,000 0,000 0,001
PPS 0,000 0,000 0,000 0,062 0,000 0,161 0,000 0,000 0,000
PRAITi 0,004 0,002 0,136 0,001 0,000 0,021 0,000 0,000 0,009
PRPPS 0,066 0,033 0,328 0,010 0,005 0,060 0,005 0,002 0,023
PSCVT 0,027 0,013 0,147 0,004 0,002 0,022 0,002 0,001 0,010
PSERT 0,044 0,022 0,195 0,009 0,003 0,030 0,003 0,002 0,014
PSP_L 0,044 0,022 0,195 0,009 0,003 0,030 0,003 0,002 0,014
PTAr -0,368 -0,382 -0,340 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PYK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
RPE 0,029 -0,224 0,149 0,004 -0,034 0,022 0,002 -0,016 0,010
RPI -0,095 -0,342 -0,015 -0,014 -0,052 -0,002 -0,007 -0,024 -0,001
SHK3Dr 0,027 0,013 0,147 0,004 0,002 0,022 0,002 0,001 0,010
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Pyr 1 Pyr 2 Pyr 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max

SHKK 0,027 0,013 0,147 0,004 0,002 0,022 0,002 0,001 0,010
SUCDi 1,796 1,583 1,910 2,576 2,546 2,660 3,276 3,258 3,314
SUCOAS -1,274  -1,516 -0,627 -2,340 -2447 -2,181 -2,607 -2,675 -2,567
TALA 0,027 -0,106 0,147 0,004 -0,016 0,022 0,002 -0,007 0,010
TKT1 0,029 -0,105 0,149 0,004 -0,016 0,022 0,002 -0,007 0,010
TKT?2 0,000 -0,155 0,000 0,000 -0,023 0,000 0,000 -0,011 0,000
TPI -0,130 -0,360 -0,044 -0,027 -0,062 -0,014 -0,011 -0,027 -0,005
TRPS2 0,004 0,002 0,136 0,001 0,000 0,021 0,000 0,000 0,009
TRPS3 0,004 0,002 0,136 0,001 0,000 0,021 0,000 0,000 0,009
TRPTRS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
TYRTA -0,010 -0,010 -0,005 -0,001 -0,001 -0,001 -0,001 -0,001 0,000

Tabelle A.20: Theoretisch abgeschitzte intrazellulire Stoffflussverteilungen in mmol ggry™' h™' und
die Biomassebildung in h™! wihrend der metabolischen Analyse von E. coli NT1446 mit der Kohlenstoff-
quelle Succinat in drei Zulaufstufen (1-3). Berechnet mit der thermodynamischen Flussanalyse (TFA)
und thermodynamischen Flussvarianzanalyse (min: untere Grenze; max: obere Grenze). Die Reaktions-
bezeichnungen und -richtungen wurden vom Modell 1JO1366 iibernommen.

Suc 1 Suc 2 Suc 3
Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max
ACKr 0,340 0,326 0,345 0,034 0,017 0,045 0,023 0,011 0,030
ACONTa 0,670 0,601 0,901 0,665 0,524 1,009 0464 0,371 1,099
ACONTD 0,670 0,601 0,901 0,665 0,524 1,009 0464 0,371 1,099
ACS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
AKGDH 0,642 0,00r 0,856 0,029 0,015 0,899 0,550 0,010 1,141
ANPRT 0,001 0,001 0,048 0,003 0,002 0,067 0,071 0,070 0,125
ANS 0,001 0,001 0,048 0,003 0,002 0,067 0,071 0,070 0,125
ATPS4rpp 3,152 1,358 4,193 4,896 1,964 9,382 4,273 2,051 7,493
CHORM 0,008 0,004 0,008 0,018 0,009 0,018 0,012 0,006 0,012
CHORS 0,010 0,006 0,062 0,021 0,011 0,071 0,083 0,076 0,132
CS 0,670 0,601 0,901 0,665 0,524 1,009 0464 0,371 1,099
DDPA 0,010 0,006 0,052 0,021 0,011 0,071 0,083 0,076 0,132
DHQS 0,010 0,006 0,062 0,021 0,011 0,071 0,083 0,076 0,132
DHQTi 0,010 0,006 0,052 0,021 0,011 0,071 0,083 0,076 0,132
DM_ ac -0,325 -0,325 -0,319 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM__acser 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ cit 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ co2 3,228 3,228 3,350 4,327 4,327 4,571 5770 5,770 5,872
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Tabelle A.20 — Fortsetzung

Suc 1 Suc 2 Suc 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max

DM_ cys-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM__etoh 0,401 0401 0,416 0,380 0,380 0,438 1,264 1,264 1,333
DM._ for 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ glc 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ glu-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -0,128 -0,128 -0,027
DM_ glu-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 -0,128 -0,128 -0,027
DM_ glyc 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM.__indole 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ lac-D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ lac-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ mal-D 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ mal-L 0,260 0,260 0,265 0,203 0,203 0,209 0,239 0,239 0,260
DM_ mthgxl 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ 02 -2,936  -2,936 -2,760 -3,460 -4,064 -3,460 -5,714 -5929 -5714
DM_ phe-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ pyr 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM._ ser-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
DM_ succ -1,367 -1,367 -1,348 -2,057 -2,057 -2,028 -2,734 -2,734 -2,696
DM_ trp-L 0,000 0,000 0,048 0,000 0,000 0,065 0,069 0,069 0,123
DM_ tyr-L 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Ec_biomass 0,026 0,013 0,026 0,067 0,028 0,067 0,038 0,019 0,038
ENO -0,521 -0,678 -0,044 -0,274 -0,996 -0,097 -0,733 -1,923 -0,291
FBA -0,433 -0,536 -0,014 -0,082 -0,689 -0,030 -0,467 -1,607 -0,089
FBP 0,433 0,014 0,536 0,082 0,030 0,689 0,467 0,089 1,607
FUM 2,035 1,962 2,234 2,718 2,568 2,985 3,323 3,223 3,882
G3PD5 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
G6PDH2r 0,417 0,000 0,573 0,065 0,000 0,680 0,540 0,000 1,721
GAPD -0,477 -0,657 -0,036 -0,180 -0,947 -0,079 -0,602 -1,823 -0,191
GLCptspp 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
GLYK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
GLYOX3 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
GND 0,417 0,000 0,573 0,065 0,000 0,680 0,540 0,000 1,721
ICDHyr 0,670 0,021 0,901 0,091 0,046 1,009 0,464 -0,098 1,099
ICL 0,000 0,000 0,751 0,574 0,000 0,884 0,000 0,000 1,068
1GPS 0,001 0,001 0,048 0,003 0,002 0,067 0,071 0,070 0,125
LDH_D2 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
MALS 0,000 0,000 0,751 0,574 0,000 0,884 0,000 0,000 1,068
MDH 1,775 1,701 2,614 3,089 2,364 3,644 3,084 2982 4,623
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Suc 1 Suc 2 Suc 3

Reaktion TFA min max TFA min max TFA min max
MGSA 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
NADHS5 0,000 0,000 2,992 3,126 0,000 3,931 0,459 0,000 3,544
OAADC 0,491 0,308 1,534 1,942 0,692 2,193 1,610 0,396 2,557
PDH 0,422 0,317 1,498 1,783 0,228 2,089 0,000 0,000 2,572
PFK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PFL 0,000 0,000 0,025 0,006 0,000 0,065 1,305 0,002 2,574
PGCD 0,044 0,008 0,069 0,093 0,017 0,127 0,132 0,100 0,162
PGI -0,422  -0,576 -0,003 -0,076 -0,686 -0,006 -0,547 -1,724 -0,004
PGK 0,477 0,036 0,657 0,180 0,079 0,947 0,602 0,191 1,823
PGL 0,417 0,000 0,573 0,065 0,000 0,680 0,540 0,000 1,721
PGM 0,521 0,044 0,678 0,274 0,097 0,996 0,733 0,291 1,923
PHETAI1 -0,005 -0,005 -0,002 -0,010 -0,010 -0,005 -0,007 -0,007 -0,003
PPC 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PPCK 0,541 0,054 0,762 0,319 0,119 1,079 0,901 0,444 2,166
PPND 0,003 0,002 0,003 0,008 0,004 0,008 0,006 0,003 0,005
PPNDH 0,005 0,002 0,006 0,010 0,006 0,010 0,007 0,003 0,007
PPS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
PRATi 0,001 0,001 0,048 0,003 0,002 0,067 0,071 0,070 0,125
PRPPS 0,023 0,012 0,526 0,052 0,026 0,674 0,103 0,086 1,548
PSCVT 0,010 0,006 0,062 0,021 0,011 0,071 0,083 0,076 0,132
PSERT 0,044 0,008 0,069 0,093 0,017 0,127 0,132 0,100 0,162
PSP_L 0,044 0,008 0,069 0,093 0,017 0,127 0,132 0,100 0,162
PTAr -0,340 -0,345 -0,326 -0,034 -0,045 -0,017 -0,023 -0,030 -0,011
PYK 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
RPE -0,009 -0,353 0,053 0,000 -0,453 0,000 0,084 -1,058 0,135
RPI -0,425 -0,5632 -0,005 -0,064 -0,679 -0,012 -0454 -1,601 -0,077
SHK3Dr 0,010 0,006 0,062 0,021 0,011 0,071 0,083 0,076 0,132
SHKK 0,010 0,006 0,052 0,021 0,011 0,071 0,083 0,076 0,132
SUCDi 2,009 1,949 2,216 2,660 2,539 2,946 3,284 3,204 3,862
SUCOAS -0,629 -0,849 0,000 0,000 -0,884 0,000 -0,530 -1,131 0,000
TALA 0,000 -0,174 0,052 0,010 -0,222 0,035 0,083 -0,491 0,132
TKT1 0,001 -0,174 0,053 0,012 -0,221 0,040 0,084 -0,491 0,135
TKT2 -0,010 -0,191 0,000 -0,012 -0,247 -0,006 0,000 -0,582 0,000
TPI -0,437 -0,538 -0,016 -0,091 -0,693 -0,035 -0,473 -1,610 -0,092
TRPS2 0,001 0,001 0,048 0,003 0,002 0,067 0,071 0,070 0,125
TRPS3 0,001 0,001 0,048 0,003 0,002 0,067 0,071 0,070 0,125
TRPTRS 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
TYRTA -0,003 -0,003 -0,002 -0,008 -0,008 -0,004 -0,005 -0,005 -0,003
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Tabelle A.21: Theoretisch abgeschétzte intrazellulire Stoffflussverteilungen in mmol ggry™! h™' und
die Biomassebildung in h™' wihrend der metabolischen Analyse von E. coli NT1446 im Referenzprozess.
Berechnet mit der thermodynamischen Flussanalyse (TFA) und thermodynamischen Flussvarianzanalyse
(min: untere Grenze; max: obere Grenze). Die Reaktionsbezeichnungen und -richtungen wurden vom
Modell 7JO1366 iibernommen.

Ref

Reaktion TFA min max
ACKr 0.040 0.020 0.053
ACONTa 1.420 1.233 1.743
ACONTD 1.420 1.233 1.743
ACS 0.000 0.000 0.000
AKGDH 1.069 0.692 1.462
ANPRT 0.115 0.113 0.126
ANS 0.115 0.113 0.126
ATPS4rpp 11.059 5.013 18.222
CHORM 0.021 0.011 0.021
CHORS 0.136 0.124 0.146
CS 1.420 1.233 1.743
DDPA 0.136 0.124 0.146
DHQS 0.136 0.124 0.146
DHQTi 0.136 0.124 0.146
DM_ ac 0.000 0.000 0.000
DM__acser 0.000 0.000 0.000
DM_ cit 0.000 0.000 0.000
DM_ co2 4.653 4.653 4.937
DM_ cys-L 0.000 0.000 0.000
DM__etoh 0.000 0.000 0.000
DM_ for 0.000 0.000 0.000
DM_ glc 0.000 0.000 0.000
DM_ glu-L 0.000 0.000 0.002
DM_ glu-L 0.000 0.000 0.002
DM_ glyc -2.874 -2.874 -2.797
DM__indole 0.000 0.000 0.000
DM_lac-D 0.000 0.000 0.000
DM_ lac-L 0.000 0.000 0.000
DM__mal-D 0.000 0.000 0.000
DM_ mal-L 0.000 0.000 0.000
DM__mthgxl 0.000 0.000 0.000
DM_ o2 -6.645 -6.928 -6.645
DM__phe-L 0.000 0.000 0.000
DM_ pyr 0.000 0.000 0.000
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Ref

Reaktion TFA min max
DM_ ser-L 0.000 0.000 0.000
DM__succ 0.000 0.000 0.000
DM_ trp-L 0.111 0.111 0.122
DM_ tyr-L 0.000 0.000 0.000
Ec biomass 0.067 0.034 0.067
ENO 2.162 0.249 2.425
FBA -0.332 -0.552 -0.147
FBP 0.332 0.147 0.552
FUM 1.415 1.221 1.658
G3PD5 2.863 2.787 2.868
G6PDH2r 0.451 0.000 0.676
GAPD 2.314 0.380 2.557
GLCptspp 0.000 0.000 0.000
GLYK 2.874 2.797 2.874
GLYOX3 0.000 0.000 2.177
GND 0.451 0.000 0.676
ICDHyr 1.142 1.052 1.498
ICL 0.278 0.139 0.494
IGPS 0.115 0.113 0.126
LDH_D2 0.000 0.000 2.177
MALS 0.278 0.139 0.494
MDH 1.693 1.369 1.944
MGSA 0.000 0.000 2.177
NADH5 7.031 0.000 7.951
OAADC 0.000 0.000 0.000
PDH 1.746 0.000 2.177
PFK 0.000 0.000 0.000
PFL 0.064 0.000 2.197
PGCD 0.152 0.132 0.161
PGI -0.464 -0.682 -0.007
PGK -2.314 -2.557 -0.380
PGL 0.451 0.000 0.676
PGM -2.162 -2.425 -0.249
PHETA1 -0.012 -0.012 -0.006
PPC 0.000 0.000 0.000
PPCK 0.000 0.000 0.000
PPND 0.009 0.005 0.009
PPNDH 0.012 0.006 0.012

(Fortsetzung auf néchster Seite)
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Tabelle A.21 — Fortsetzung

Ref

Reaktion TFA min max

PPS 0.000 0.000 0.000
PRAIi 0.115 0.113 0.126
PRPPS 0.172 0.141 0.416
PSCVT 0.136 0.124 0.146
PSERT 0.152 0.132 0.161

PSP L 0.152 0.132 0.161

PTAr -0.040 -0.053 -0.020
PYK 1.887 0.000 2.177
RPE 0.138 -0.320 0.164
RPI -0.311 -0.541 -0.125
SHK3Dr 0.136 0.124 0.146
SHKK 0.136 0.124 0.146
SUCDi 1.347 1.187 1.601
SUCOAS -1.034 -1.444 -0.675
TALA 0.136 -0.099 0.146
TKT1 0.138 -0.098 0.164
TKT?2 0.000 -0.225 0.000
TPI 2.530 0.544 2.720
TRPS2 0.115 0.113 0.126
TRPS3 0.115 0.113 0.126
TRPTRS 0.000 0.000 0.000

TYRTA -0.009 -0.009 -0.005
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A.3 Modelle fiir die metabolische Kontrollanalyse

Tabelle A.22: Reaktionen des Modells fiir die MCA mit E. coli NT1259 shiAcg, ihre Stochiometrie
und Klassifizierung beziiglich des thermodynamischen Gleichgewichts. Equilibrium: Reaktion operiert am
thermodynamischen Gleichgewicht; fiir Reaktionen fern des thermodynamischen Gleichgewichtes sind die
gewahlten Effektoren angegeben.

Reaktion Stochiometrie Effektoren
Glykolyse, Gluconeogenese und Glycerinmetabolismus
GLYK glyc + atp — gly3p + adp atp, fbp, adp
GLY3PD gly3p + q8 — dhap + q8h2 gap, pep, dhap, 2pg, 3pg
PGI fép — gbp Equilibrium
FBP fbp — f6p pep, gbp, cit, amp
FBA gap + dhap < fbp Equilibrium
TPI dhap < gap Equilibrium
GAPD gap + nad < 13dpg + nadh Equilibrium
PGK 13dpg + adp <> 3pg + atp Equilibrium
PGM 3pg <> 2pg Equilibrium
ENO 2pg <> pep Equilibrium
PYK adp + pep — atp + pyr atp, pep, pyr, fbp, sucCoA
PDH pyr + nad + coA — acCoA + nadh acCoA, pyr, nadh
L-Serinbiosynthese
PGCD 3pg + nad < 3php + nadh Equilibrium
PSERT 3php 4+ L-Glu — pser_L + akg pser L
PSP L pser_ L — L-ser L-ser
Citratzyklus
CS acCoA + oaa — cit 4+ coA acCoA, oaa, akg, nadh
ACONT cit — icit Equilibrium
ICDH icit + nadp <> akg 4+ nadp pep, oaa, icit, fbp, cit, L-phe
AKGDH akg 4+ coA + nad — nadh + sucCoA  akg, oaa
SUCOAS adp + sucCoA <« atp + coA +suc Equilibrium
SUCD suc + g8 — fum + q8h2 suc
FUM fum < mal Equilibrium
MDH mal + nad <> nadh + oaa Equilibrium
Pentosephosphatweg
G6PDH gbp + nadp < 6pg + nadph Equilibrium
GND 6pg + nadp < nadph + rubp atp, rudp, fbp, nadph
RPE rudp < x5p Equilibrium
RPI rudbp > rop Equilibrium

(Fortsetzung auf néchster Seite)
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Tabelle A.22 — Fortsetzung

TKT1 r5p + x5p <> gap + s7p Equilibrium
TKT?2 edp + xbBp < gap + f6p Equilibrium
TALA gap + s7p <> edp + f6p Equilibrium
PRPPS r5p + atp — prpp + amp adp
Biosynthese aromatischer Aminosauren
DDPA edp + pep — dahp pep, 2pg, 13dpg, dahp, L-trp
DHQS dahp < gap dahp, nad
DHQTi 3dhq < 3dhs Equilibrium
SHK3Dr 3dhs 4+ nadph < shk + nadp Equilibrium
SHIKK shk + atp — s3p + adp s3p
PSCVT s3p + pep <> 3psme pep, 3psme
CHORS 3psme — chor 3psme
CHORM chor — pphn chor
PPNDH pphn — phepyr chor
PHETA L-glu + phepyr < akg + L-phe akg
ANS chor + L-gln — anth + pyr + L-glu anth
ANPRT anth 4+ prpp — pran prpp, anth
PRALI pran — 2cdrbp Equilibrium
IGPS 2cdrbp — 3ig3p anth, L-trp
TRPS3 3igdp — indol + gap Equilibrium
TRPS2 ind + L-ser — L-trp L-ser
Energiemetabolismus
NADHS5 nadh + g8 <+ nad + q8h2 nadh
ATPS4rpp adp — atp atp

Tabelle A.23: Reaktionen des Modells fiir die MCA mit E. coli NT1446, ihre Stochiometrie und Klassifi-
zierung beziiglich des thermodynamischen Gleichgewichts. Equilibrium: Reaktion operiert am thermody-
namischen Gleichgewicht; fiir Reaktionen fern des thermodynamischen Gleichgewichtes sind die gewédhlten

Effektoren angegeben.

Reaktion Stochiometrie Effektoren
Glykolyse, Gluconeogenese und Glycerinmetabolismus
GLYK glyc 4+ atp — gly3p + adp atp, fbp, adp
GLY3PD gly3p + q8 — dhap + q8h2 gap, pep, dhap, 2pg, 3pg
PGI fop — gbp Equilibrium
FBP fbp — f6p pep, gbp, cit, amp
FBA gap + dhap < fbp Equilibrium
TPI dhap < gap Equilibrium

(Fortsetzung auf néchster Seite)
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Tabelle A.23 — Fortsetzung

GAPD gap + nad « 13dpg + nadh Equilibrium
PGK 13dpg + adp <> 3pg + atp Equilibrium
PGM 3pg <> 2pg Equilibrium
ENO 2pg < pep Equilibrium
PYK adp + pep — atp + pyr atp, pep, pyr, fbp, sucCoA
PDH pyr + nad + coA — acCoA + nadh acCoA, pyr, nadh
Methylglyoxal-Stoffwechsel
MGSA dhap — mgo pep, dhap, 3pg
GLYOX mgo — lac mgo, pyr
ldh lac <> pyr lac, pyr
L-Serinbiosynthese
PGCD 3pg + nad < 3php + nadh Equilibrium
PSERT 3php + L-Glu — pser_L + akg pser_L
PSP L pser_ L — L-ser L-ser
Citratzyklus
CS acCoA + oaa — cit + coA acCoA, oaa, akg, nadh
ACONT cit — icit Equilibrium
ICDH icit + nadp < akg + nadp pep, oaa, icit, fbp, cit, L-phe
AKGDH akg + coA + nad — nadh + sucCoA  akg, oaa
SUCOAS adp + sucCoA <« atp + coA +suc Equilibrium
SUCD suc + g8 — fum + q8h2 suc
FUM fum < mal Equilibrium
MDH mal + nad < nadh + oaa Equilibrium
Pentosephosphatweg
G6PDH gbp + nadp < 6pg + nadph Equilibrium
GND 6pg + nadp <> nadph + rubp atp, rubp, fbp, nadph
RPE rudbp > x5p Equilibrium
RPI rudp < rop Equilibrium
TKT1 rbp + X5p > gap + s7p Equilibrium
TKT2 edp + x5p < gap + f6p Equilibrium
TALA gap + s7p <> edp + f6p Equilibrium
PRPPS r5p + atp — prpp + amp adp
Biosynthese aromatischer Aminosiuren
DDPA edp + pep — dahp pep, 2pg, 13dpg, dahp, L-trp
DHQS dahp < gap dahp, nad
DHQTi 3dhq ¢ 3dhs Equilibrium
SHK3Dr 3dhs + nadph <> shk + nadp Equilibrium

(Fortsetzung auf nichster Seite)
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Tabelle A.23 — Fortsetzung

SHIKK shk + atp — s3p + adp s3p
PSCVT s3p + pep > 3psme pep, 3psme
CHORS 3psme — chor 3psme
CHORM chor — pphn chor
PPNDH pphn — phepyr chor
PHETA L-glu + phepyr < akg + L-phe akg
ANS chor 4+ L-gln — anth + pyr + L-glu anth
ANPRT anth 4+ prpp — pran prpp, anth
PRALI pran — 2cdrbp Equilibrium
IGPS 2cdrbp — 3ig3p anth, L-trp
TRPS3 3igdp — indol + gap Equilibrium
TRPS2 ind + L-ser — L-trp L-ser
Energiemetabolismus
NADHS5 nadh + g8 <+ nad + q8h2 nadh
ATPS4rpp adp — atp atp
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A .4 Elastizitaten

Tabelle A.24: Mittelwerte der Elastizitdten fiir Reaktionen fern des thermodynamischen Gleichgewichts
der MCA mit E. coli NT1259 shiA c4.Die Berechnung erfolgte nach dem lin-log-Verfahren in einer Monte-
Carlo-Simulation mit 10.000 Berechnungszyklen.

Reaktion Metabolit mittlere Elastizitat
GLYK atp 0.19
fbp 0.44
adp -0.70
GLY3PD gap -0.02
pep -0.36
dhap 0.11
3pg -0.06
2pg -0.02
FBP pep -0.04
g6p 1.04
cit 0.01
amp 1.47
PSERT pser__L 0.24
PSP_L L-ser -0.02
PYK atp -0.03
pep -0.18
pyr 0.25
fbp 0.08
sucCoA 0.13
PDH acCoA -0.13
pyr 0.36
nadh -0.16
CS acCoA -0.70
0aa 1.58
akg -0.01
nadh -0.60
ICDH pep -0.75
oaa 0.86
icit 0.03
AKGDH oaa -0.60
akg -0.14

(Fortsetzung auf néchster Seite)
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Tabelle A.24 — Fortsetzung

Reaktion Metabolit mittlere Elastizitat
SUCD suc -0.18
GND atp 0.79
rudp -0.51
fbp 0.07
nadph -0.23
PRPPS adp -0.99
DDPA pep 0.21
2pg -0.13
13dpg 0.22
dahp 0.00
L-trp 0.00
DHQS nad -1.20
dahp 0.00
SHIKK s3p 0.03
PSCVT pep -0.22
3psme 0.01
CHORS 3psme -0.05
pphn -0.60
CHORM chor -0.64
PPNDH chor -0.61
PHETA akg -0.12
ANS anth -0.09
ANPRT prpp -0.03
anth -0.07
1GPS anth -0.07
L-trp -0.03
TRPS2 L-ser -0.04
NADH5 nadh 1.00
ATPS4rpp atp 1.00
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Tabelle A.25: Mittelwerte der Elastizitdten fiir Reaktionen fern des thermodynamischen Gleichgewichts
der MCA mit E. coli NT1446. Die Berechnung erfolgte nach dem lin-log-Verfahren in einer Monte-Carlo-
Simulation mit 10.000 Berechnungszyklen.

Reaktion Metabolit mittlere Elastizitat
GLY3PD gap 0.00
pep 0.38
dhap 0.31
3pg -0.07
2pg 0.19
FBP pep 0.31
g6p 0.23
cit -0.02
amp -0.92
FBA gly3p 0.51
pep 1.04
dhap 0.36
cit -0.03
MGSA pep -1.45
dhap 0.50
3pg -0.50
GLYOX mgo 0.00
pyr -0.26
LDH pyr -0.25
lac 0.00
PSERT pser_ L 0.25
PSP L L-ser 0.03
PYK atp -0.27
pep 0.37
pyr 0.09
fbp 0.39
sucCoA -0.58
PDH acCoA -0.98
pyr 1.73
nadh -2.23

(Fortsetzung auf néchster Seite)
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Tabelle A.25 — Fortsetzung

Reaktion Metabolit mittlere Elastizitat
CS acCoA 0.71
oaa 0.05
akg 0.00
nadh -0.60
ICDH pep -0.39
oaa -0.01
icit 0.01
fbp 0.19
cit 0.00
phe 0.00
AKGDH oaa -0.60
akg -0.02
SUCD suc 0.11
G6PDH nadph -0.60
GND atp 0.67
rudp -0.60
nadph -0.60
PRPPS adp -0.41
DDPA pep -0.10
2pg 0.18
13dpg 0.14
dahp 0.00
L-trp 0.00
DHQS nad -0.80
dahp 0.01
DHQTi suc -0.05
3dhq 0.03
SHIKK s3p 0.16
PSCVT pep 0.23
3psme 0.01
CHORS 3psme 0.04
CHORM preph -0.60
PPNDH preph -0.17
ANS anth 0.47

(Fortsetzung auf nachster Seite)
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Tabelle A.25 — Fortsetzung

Reaktion Metabolit mittlere Elastizitat
ANPRT prpp 0.00
anth 0.52
IGPS anth 0.52
L-trp 0.00
TRPS2 L-ser 0.03
NADH5 nadh 1.00
ATPS4rpp atp 1.00
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Abbildung A.1: Absolutmengen (Einheit: g) des L-Tryptophans und der Biotrockenmasse im zeitlichen
Prozessverlauf der Kultivierungen im 15 L-Zulaufprozess (37 °C, pH 7.0, DO > 30 % Luftséttigung) zur L-
Tryptophanherstellung mit den E. coli-Stammen NT1259, NT1438, NT1405, NT1439, NT1445, NT1446
und NT1448. Die vertikalen durchgezogenen Linien markieren (i) das Ende der Satzphase und (ii) Beginn
der konstanten Zulaufphase/ Zugabe von IPTG. Die rote, unterbrochene Linie markiert den Zeitpunkt
der Zellentnahme.
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