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Die Menschen pflegen die Natur wie von einem hohen Turm herab und von weitem zu
betrachten und sich zu sehr mit Allgemeinheiten zu befassen, wdihrend sie weit klarere und
niitzlichere Begriffe bekdmen, wenn sie von threm Turm herabstiegen, auf Einzelheiten
eingingen und die Dinge selbst mit mehr Aufmerksamkeit und Sorgfalt anschauten.

Diesen Nachteil hebt man nicht allein dadurch auf, dass man die Sinne
scharft und kraftigt, sondern dass man ndher an den Gegenstand herangeht.

Francis Bacon
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1. Einleitung

Die Nutzung der biologischen Stoffwechselleistung der Mikroorganismen durch den Menschen
hat eine lange Tradition, wobei die Entwicklung der ersten Herstellungsverfahren lediglich
auf empirischen Grundlagen beruhte. Die ersten biotechnologischen Produkte wie z.B. Bier,
Wein, Essig und Sauerteig waren bereits lange etabliert, bevor Antonie van Leeuwenhoek
1676 zum ersten Mal Uber die Entdeckung der "ganz kleinen Thierchen” berichtete. Die
Fertigkeit zur Bierherstellung besafen die Babylonier bereits um ca. 6000 Jahre v. Chr. [173]
und sie miissen zweifellos als Biotechnologen bezeichnet werden, da sie es verstanden, die
Biologie der mikrobiellen Stoffwechselleistung mit der Technologie eines Herstellungsverfah-
rens zu verbinden. Die Unwissenheit, dass und in welcher Form der mikrobielle Stoffwechsel
an der alkoholischen Gérung beteiligt ist, schlieft sie sicher nicht aus den Reihen der
Biotechnologen aus. Schlieflich gibt uns der mikrobielle Stoffwechsel heute immer noch Réat-
sel auf, obwohl er, vielleicht mehr denn je, zum Gegenstand aktueller Forschung geworden ist.

Die Europaische Fdéderation Biotechnologie definierte die moderne Biotechnologie als
die integrierte Anwendung von Natur— und Ingenieurwissenschaften mit der Zielsetzung,
Organismen, Zellen, Teile daraus und molekulare Analoge technisch zu nutzen. Der Einsatz
von Mikroorganismen in biotechnologischen Produktionsprozessen ist heute nicht mehr nur
in der klassischen Lebensmittelbiotechnologie zu finden, sondern auch in der Pharma— und
Futtermittelherstellung, sowie in der Umwelttechnologie zur Sanierung belasteter Boden.
Die Produktpalette ist vielfdltig, und im Bereich der Aminosdureproduktion kénnen z.B.
L-Glutamat (Geschmacksverstiarker), L-Lysin und L-Threonin (Futtermittelzusatz) und
L—Phenylalanin genannt werden, das fiir die Herstellung des Zuckeraustauschstoffs Aspartam
benotigt wird. Daneben werden Enzyme, Vitamine, Antibiotika, Aromastoffe, Impfstoffe,
chirale Synthesevorstufen und viele weitere Produkte und Substanzklassen mit Hilfe der
Biotechnologie iiberhaupt erst verfiighar gemacht, oder biotechnologische Verfahren stellen
eine kostengiinstigere Alternative zu den klassischen biologischen oder chemischen Verfahren
dar.

Die Gentechnik hat hier entscheidenden FEinfluss gehabt. Mit der Entwicklung ihrer
Methoden war die Beeinflussung der Mikroorganismen auf molekularbiologischer Ebene
moglich. So konnten die natiirlichen Eigenschaften des mikrobiellen Stoffwechsels so verén-
dert werden, dass die Produktionseigenschaften fiir ein gewiinschtes Produkt gesteigert und
optimiert werden konnten. Die Gentechnik erlaubte aber nicht nur die Verbesserung der
im Mikroorganismus bereits vorhandenen natiirlichen Produktionseigenschaften, vielmehr
konnten durch die Einbringung neuer DNA Abschnitte auch neue Syntheseeigenschaften
in den Mikroorganismus eingebracht werden. Heute wird z.B. Humaninsulin mit einem
rekombinanten F. coli Stamm hergestellt, wobei der natiirliche Stoffwechsel von FE. coli
dabei als Lieferant der fiir das Insulinmolekiil benotigten Aminosdurebausteine fungiert.
Die Konstruktion eines Humaninsulin produzierenden E. coli Stammes in den 70er Jahren
ist sicherlich als Meilenstein zu bezeichnen, und 1982 kam dieses Humaninsulin als erstes
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gentechnisches Medikament auf den Markt. In zunehmendem Mafe vollzieht sich also
der Wandel von der Nutzung des natiirlichen Stoffwechsels der Mikroorganismen zur
konstruierten Stoffwechselleistung in mitunter synthetischen Stoffwechselwegen [146].

Woher wird jedoch die Information fiir die Optimierung der Produktionseigenschaften
erhalten? Die zunehmende Zahl der genetischen Fertigkeiten und Techniken, um einen
Mikroorganismus zu verdndern, schlieft jedoch die Notwendigkeit ein, zuvor die Stelle im
Stoffwechsel zu identifizieren, die fiir die unzureichende Leistungsfihigkeit verantwortlich
ist. Die traditionelle Methode, dieses Problem zu lésen und eine Verbesserung der Produk-
tionseigenschaften zu erzielen, folgt dem Prinzip der Mutation und Selektion. Dabei werden
durch Mutation zufillige Verdnderungen im Genotyp verursacht, und diese verdnderten
Organismen werden auf ihre Produktivitdt hin getestet. Die erfolgreichsten (produktivsten)
Mutanten werden dann wieder zufillig mutiert und erneut getestet, um eine weitere
Verbesserung zu erzielen. Obwohl mit solchen Verfahren durchaus erfolgreich gearbeitet
werden kann, sind sie aufgrund der extrem hohen Zahl von zu testenden Mutanten meist nur
noch automatisiert! durchfiihrbar und wurden schon friih als "Suche nach der Stecknadel
im Heuhaufen” bezeichnet [36].

Mit einem verbesserten Verstdndnis fiir die Funktion und Regulation des Stoffwechsels
versucht man auf der anderen Seite, Stoffwechselengpésse auf dem Weg zu dem gewiinschten
Produkt zu identifizieren und durch gezielte genetische Modifikation, z.B. durch Deletion
oder Uberexpression eines Gens oder Mutation eines Proteins, zu beseitigen. Der verénderte
Stoffwechsel des Mikroorganismus wird danach auf seine hoffentlich verbesserten Pro-

'Dr. Scott Nichols, DuPont (USA) berichtete in seinem Vortrag vom 06.03.2003 am Institut fiir Biotech-
nologie 2 iiber eine vollautomatisierte Hochdurchsatz Screening Anlage mit massenspektrometrischer De-
tektion und einer Leistungsfdhigkeit von 50.000 Mutanten pro Tag (=~ 34 pro Minute)



duktionseigenschaften untersucht. Diese zielgerichtete Vorgehensweise der systematischen
Optimierung eines Mikroorganismus wurde in Analogie zum ”process engineering” als
"metabolic engineering” |10, 159] bezeichnet. Dadurch kénnen Stdmme von Mikroorganis-
men mit verbesserten Produktionseigenschaften, aber eindeutig definiertem genetischem
Hintergrund konstruiert werden. Gerade fiir die Aufstellung von Technologieplattformen
oder die systematische Erschliefung ganzer Produktbdume durch den Ausbau und die
Erweiterung natiirlicher Biosyntheserouten ist die eindeutige genetische Definition des
Stammes sehr wichtig.

Die Information iiber die notwendigen spezifischen Modifikationen zur Optimierung der
Produktbildungseigenschaften des Stoffwechsels kénnen dabei entweder auf Untersuchungen
des Genoms, des Proteoms oder des Metaboloms der Zelle basieren. In der Vergangenheit
wurde die Information aus diesen drei moglichen Quellen aber offenbar nicht mit der gleichen
Intensitdt herangezogen. In Abb. 1.1 sind die erhaltenen Trefferzahlen einer Abfrage der ISI
CURRENT CONTENTS connect® Datenbank? [86] fiir die letzten drei Jahre abgebildet,
die eine deutliche Gewichtung zeigen. Bislang dominiert offenbar die Forschung an Genom
und Proteom, wéihrend das Metabolom nur eine untergeordnete Rolle zu spielen scheint.
Diese Entwicklung ist vermutlich durch die enormen Technologiespriinge im DNA—- und
Proteinsegment beschleunigt worden, obwohl die Frage diskutiert werden kann, warum
die lebenswissenschaftliche Forschung iiber den Stoffwechsel, d.h. den Metabolismus, so
deutlich von der Genom— und Proteom—Seite dominiert wird. Das Metabolom, als essentielle
Schnittstelle im Metabolismus, spielt bisher nur eine Nebenrolle.

Die Metabolomanalyse gewinnt jedoch zunehmend an Interesse, was sich z.B. durch die
Anwendung von Techniken des metabolic fingerprinting |63, 64] oder metabolic footprin-
ting 3] im Bereich der Hochdurchsatz Klassifizierungen verschiedener Phéanotypen durch
massenspektrometrische Analysetechniken ausdriickt. Die groften technologischen Verbesse-
rungen im Bereich der HPLC-MS Kopplungstechniken haben hier sicherlich ihren Teil zu
dieser Entwicklung beigetragen und werden auch in der Zukunft ein wichtiges Element der
Metabolomanalyse darstellen.

Eine Variante der Stoffwechselanalyse zur Messung der Stofffliilsse in der Zelle ist die
stationire Stoffflussanalyse. Dabei werden die Zellen in Gegenwart von '3C-markierten
Substraten kultiviert, und dabei die '3C-Markierung iiber die Metaboliten in die Bio-
masse eingebaut. Nach der Zellernte und der Totalhydrolyse des Zellproteins konnen
die C-Atome aus dem Substrat als Markierungsmuster in den Aminoséuren wieder
gefunden und mit NMR [43, 116, 161, 162] oder GC-MS [35, 40| gemessen werden. Aus
dem Verteilungsmuster der Markierungen und der Stochiometrie des Stoffwechsels kénnen
die Stofffliilsse zum Zeitpunkt der Probenahme berechnet werden. Die Anwendung dieser
quasi-stationdren Methode zeigt jedoch nur die gemittelte Stoffflussverteilung wéahrend
der Markierungszeit und stellt somit eine gemittelte Momentaufnahme des Stoffwechsels dar.

Eine andere, dynamische Variante der Stoffwechselanalyse ist die Durchfithrung von Glu-
kosepulsexperimenten, die auf die Identifizierung der intrazelluldren in—vivo Enzymkinetik
abzielt. Dazu wird eine Glukose limitierte Kultur durch Zugabe eines Glukosepulses ruckartig
aus ihrem Stoffwechselgleichgewicht ausgelenkt. Die Kombination von Stoffwechselinaktivie-
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ABBILDUNG 1.2.: Fotomontage der Anregung des Stoffwechsels durch einen Glukosepuls

rung mit einer schnellen Probenahme von 4-5 Hz [144] kann die metabolische Antwort der
Zellen aufzeichnen und die intrazellularen Metabolitkonzentrationen analysieren. Die ersten
Arbeiten auf diesem Gebiet wurden mit Saccharomyces cerevisiae durchgefithrt [140, 167],
Untersuchungen anderer Organismen wie Zymomonas mobilis [182, 183| und E. coli
[33, 144] folgten daraufhin. In Abb. 1.2 ist das Prinzip eines solchen Glukosepulsexperiments
dargestellt. Durch die spontane Glukosezugabe wird ein Impuls bei der Substrataufnahme
initiiert, der sich im ganzen Stoffwechselnetzwerk ausbreitet, und die Messung der sich
dndernden Metabolitkonzentrationen ist die Quelle der Information {iber die kinetischen
Eigenschaften des Netzwerkes.

Die Daten aus diesen dynamischen Glukosepulsexperimenten kénnen in einem einfachen
phénomenologischen Ansatz fiir die Identifizierung potenzieller Engpésse auf dem Weg zum
Zielprodukt genutzt werden. Weiterhin kann versucht werden, ausgehend von den dynami-
schen Daten, ein strukturiertes mathematisches Stoffwechselmodell der Zelle oder des un-
tersuchten Stoffwechselwegs aufzustellen. Mit diesem Modell kann dann das Verhalten der
Zelle unter verschiedenen Aspekten simuliert werden, und die Schritte mit der héchsten
Limitierung konnen identifiziert werden. Mit der Identifizierung dieser Stellen liegen dann
konkrete Ansatzpunkte fiir eine Verbesserung vor, z.B. der Erhéhung der Biosyntheseleistung
fiir das gewtiinschte Produkt. Nach Einfithrung der Verdnderung koénnen die Auswirkungen
im Stoffwechsel durch ein neues Glukosepulsexperiment iiberpriift werden und weitere Ver-
besserungen erwogen werden.

Im Hinblick auf die Entwicklung einer in—silico Zelle, also einer durch den Computer voll-
standig kalkulierbaren Zelle fordert H.V. Westerhoff [180], Zitat:,, Metabolic engineering needs
to enter the living cell”. Die Anwendung der Glukosepuls—Technik mit schneller Probenahme,
zusammen mit der quantitativen intrazellularen Metabolitanalyse (metabolic profiling [64]),
bietet eben eine solche Moglichkeit, den Stoffwechsel in einer lebenden Zelle zu beobachten
und zu studieren.
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Experimente unter Verwendung der  Glukosepulstechnik  wurden  bisher im-
mer nur zur Beobachtung des Zentralstoffwechsels in Saccharomyces cerevisiae
[28, 101, 117, 128, 167, 168, 172, 174|, Zymomonas mobilis [182, 183] und FE. coli
[22, 33, 142, 144] eingesetzt, d.h. fiir die Glykolyse, den Zitratzyklus und den Pentose—
Phosphat—Weg. Die Untersuchungen blieben also lediglich auf den katabolen Teil des
Stoffwechsels beschrénkt, und der anabole Teil wurde nicht beriicksichtigt. Das ist insofern
iiberraschend, da besonders die anabolen Stoffwechselteile zu den industriell interessanten
Produkten wie z.B. Aminosduren oder Vitaminen fithren und daher stark im Fokus des
metabolic engineering stehen. Zudem wurden die Untersuchungen bisher immer an den
Wildtyp Stammen durchgefiihrt und nicht mit den gentechnisch verénderten Produktions-
stammen, obwohl der Stoffwechsel in den Produktionsorganismen verdnderte Eigenschaften
besitzen wird.

Daher soll das Ziel dieser Arbeit die Durchfiihrung von Glukose-
pulsexperimenten mit gentechnisch veranderten E. coli L—Phenylalanin
Produktionsstammen sein, wobei die Pulsstimulation auch in der ana-
bolen Aromatenbiosynthese, d.h. im Produktionsstoffwechselweg, durch
intrazellulare Metabolitmessung verfolgt werden soll.

Die L-Phenylalaninbiosynthese ist genetisch und biochemisch sehr gut charakterisiert
[80, 135, 177]. Die drei aromatischen Aminosduren L-Phenylalanin (L-Phe), L-Tyrosin
(L-Tyr) und L-Tryptophan (L-Trp), drei wichtige Produkte der Aromatenbiosynthese,
reprisentieren Verbindungen von groffem industriellem Interesse [105]. Wahrend L-Trp und
L-Tyr im Jahr 1998 in Mengen von 500 bzw. 140 Tonnen produziert wurden [26], lag die
L-Phe Produktion 1998 bei 11.000 Tonnen und das L-Phe Marktvolumen fiir 2004 wurde
auf 850 Millionen US $ geschétzt [68, 121].

Der Biosyntheseweg zum L-Phe ist ein weitgehend linearer Stoffwechselweg. Besonders
dem ersten Abschnitt, dem sogenannten Shikimat—Weg, kommt hier besonderes Interesse
zu, da er den Verkniipfungspunkt mit dem Zentralstoffwechsel darstellt. Aufgrund seiner
Linearitdt, d.h. dem Fehlen weiterer Schnittpunkte mit anderen Stoffwechselrouten, wird
ein potenzielles Pulssignal im Shikimat-Weg direkt von einem Metaboliten zum né#chsten
iibertragen. Daher stellt die L-Phe Biosynthese ein bevorzugtes Ziel eines anabolen Stoff-
wechselwegs zur Identifizierung dieses Glukosepulssignals dar.

Die Ergebnisse sollen dabei auch zur Verbesserung der L-Phe Produktivitdt umgesetzt
werden. Durch Kooperation mit Arbeiten zur fermentativen L-Phe Prozessentwicklung
kénnen einerseits Informationen iiber limitierende Schritte in der L-Phe Biosynthese zur



2. Problemstellung und Zielsetzung

Verbesserung der L-Phe Produzenten genutzt werden. Gleichzeitig bietet sich durch die
Kooperation der Zugang zu interessanten und prozesstechnisch relevanten E. coli L-Phe
Produzenten fiir die Glukosepulsexperimente.

Die Erweiterung des Fokus der Glukosepulsexperimente von den katabolischen Reaktionen
des Zentralstoffwechsels zu einer kombinierten Fragestellung zusammen mit einem anaboli-
schen Produktionsstoffwechselweg (L-Phe Biosynthese) wirft neue Fragestellungen auf. Im
Vergleich zu den bisher durchgefithrten Experimenten unter Einsatz von E. coli Wildtyp
[22, 33, 144] Stdmmen sind hier im besonderen der analytische Zugang zu den Metaboli-
ten, eine potenzielle Signalverdiinnung des Glukosepulses im Stoffwechselnetzwerk und eine
Verénderung des Fermentationsverfahrens fiir den Einsatz rekombinanter E. coli Stdmme
anzufiithren.

Analytischer Zugang : In der Vergangenheit wurden bereits verschiedene analytische
Verfahren, wie z.B. GC-MS [79, 91, 194], NMR [43, 127, 166], HPLC-UV [113, 120],
HPAE-PAD [16, 77, 88, 154], CE-MS [156] und enzymatische Messmethoden [14] zur
Bestimmung intrazellularer Metaboliten eingesetzt. Fiir die quantitative Bestimmung
von Metaboliten des Zentralstoffwechsels, also der katabolen Reaktionen, wurden in der
Vergangenheit vielfach die enzymatischen Messmethoden angewendet, obwohl auch bereits
iiber sehr viel versprechende Methoden der Bestimmung mit Hilfe der LC-MS Technologie
berichtet wurde [23, 39).

Sowohl die Metaboliten als auch die zugehérigen Enzyme des Zentralstoffwechsels sind
kommerziell erhéltlich. Fiir einen anabolen Stoffwechselweg, wie z.B. die Aromatenbiosyn-
these die Gegenstand dieser Untersuchungen ist, ist die Situation eine vollig andere. Weder
die Metaboliten noch die Enzyme aus der Aromatenbiosynthese sind kommerziell verfiigbar,
und auch analytische Methoden fiir die intrazellulire Messung sind nicht vorhanden.
Obwohl die LC-MS Technologie einen relativ universellen Ansatz fiir die Entwicklung einer
neuen Analytik bietet, wird ihr Einsatz durch das Fehlen der entsprechenden analytischen
Standards verhindert. Bevor also mit der Entwicklung einer intrazellularen Analytik
begonnen werden kann, miissen die Metaboliten der Aromatenbiosynthese iiberhaupt erst
isoliert und als Standard zur Verfiigung stehen. Diese arbeitsaufwendige Prozedur kann
entweder iiber chemische Synthesen oder durch Produktion und Aufreinigung aus dem
Fermentationsiiberstand spezieller gentechnisch geblockter E. coli Mutanten erfolgen.

Aufgrund der Universalitit der Detektionsmethode {iber die Masse der Metaboliten und
einer vorgeschalteten Fliissigkeitschromatographie stellt die LC-MS Technologie den viel ver-
sprechendsten analytischen Messansatz dar [160]. Unter Verwendung dieser Technologie soll
eine analytische Methode zur intrazelluliren Messung der Metaboliten der Aromatenbiosyn-
these in E. coli erarbeitet werden.

Signalverdiinnung : In Bezug auf die Detektion der dynamischen Antwort nach der Stimu-
lation durch einen Glukosepuls profitieren die Metaboliten des Zentralstoffwechsels von ihrer
relativen Ndhe zum Aufgabepunkt des Signals. Fiir einen anabolen Stoffwechselweg ist diese
Strecke signifikant ldnger, was zu einer Verdiinnung bzw. Abschwéchung der Signaldynamik
fithren kann, bevor das Signal {iberhaupt das beabsichtigte Ziel erreicht. Die Aromatenbio-



synthese hat hier moglicherweise einen entscheidenden Vorteil, da die beiden Vorlaufermeta-
boliten Erythrose-4-phosphat (E4P) und Phosphoenolpyruvat (PEP) im Stoffwechsel nur 7
bzw. 8 Schritte entfernt von Glukose noch dicht am Startpunkt des Signals liegen. Besonders
gilt das fiir PEP, das mit dem PTS-System als PEP verbrauchende Reaktion, unmittelbar
an die Glukoseaufnahme gekoppelt ist.

Fermentationsverfahren : Die Glukosepulsexperimente wurden bisher immer in che-
mostatischen, d.h. kontinuierlichen Fermentationsverfahren durchgefiihrt, wobei meist 5
Verweilzeiten fiir die Gleichgewichtseinstellung festgelegt wurden. Solch eine Vorgehensweise
ist mit einem genetisch instabilen L-Phe Produktionsstamm nicht moglich. Die Pulsexperi-
mente sollen daher in einem Fed-Batch Verfahren durchgefiihrt werden, das noch etabliert
werden muss und sich nach Moglichkeit am realen L-Phe Produktionsprozess orientieren
sollte.

Die Zielsetzung der Arbeit kann daher in folgende Punkte gegliedert werden :

e Entwicklung und Etablierung einer quantitativen Analysenmethode fiir die Messung
der Metaboliten der Aromatenbiosynthese im Fermentationsiiberstand. Das Verfahren
sollte nicht auf die Verwendung von Standards angewiesen sein, da diese zunéchst nicht
zur Verfiigung stehen. Die Methode soll bei der Isolierung der Metaboliten und fiir die
Charakterisierung der L-Phe Produzenten eingesetzt werden.

e [solierung der kommerziell nicht verfiigbaren Metaboliten der Aromatenbiosynthese
als Referenzstandards fiir die Entwicklung der intrazellularen Analytik. Dazu konnen
speziell geblockte E. coli Mutanten oder chemische Synthesen in Kombination mit
einem geeigneten Verfahren zur Aufarbeitung verwendet werden.

e Charakterisierung der L-Phe Produzenten der Prozessentwicklung in Bezug auf das
Produkt— und Nebenproduktspektrum. Diese Information dient der Weiterentwick-
lung der L-Phe Produzenten und liefert gleichzeitig erste wichtige Informationen iber
mogliche intrazellulér limitierende Schritte.

e [dentifizierung weiterer bisher unbekannter Nebenprodukte in den Fermentationen mit
L-Phe Produzenten, neben den Metaboliten der Aromatenbiosynthese.

e Entwicklung einer intrazelluldren Analysentechnik fiir die Metaboliten der Aromaten-
biosynthese, sobald die Standards dafiir zur Verfiigung stehen. Aufgrund der viel ver-
sprechenden Ansétze soll die LC-MS Technik als Methode der Wahl getestet werden.

e Testen der chemischen Stabilitdt der Metaboliten der Aromatenbiosynthese wéihrend
der Zellextraktion.

e Untersuchung der Zellintegritdt und der Durchléssigkeit der Zellen fiir Metaboliten
beim Methanol-Quenching—Verfahren.

e Untersuchung ob das Glukosepulssignal ein geeigneter Signalgeber fiir die Stimulation
des anabolen Produktstoffwechselwegs zum L—Phe ist, d.h. ob es den Fluss in den Stoff-
wechselweg dndern kann. Bei einem negativen Ergebnis sollen Alternativen iiberpriift
werden.
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e Entwicklung eines Fed—-Batch Fermentationsverfahrens mit Glukosepuls zur Untersu-
chung der L-Phe Produzenten. Die experimentellen Bedingungen sollten sich dabei am
realen L-Phe Fermentationsprozess orientieren.

e Durchfithrung eines Glukosepulsexperiments mit einem rekombinanten L-Phe Produ-
zenten, und intrazellulare Messung der Metabolitkonzentrationen im Zentralstoffwech-
sel und des L-Phe Biosynthesewegs.

e [dentifizierung potenziell limitierender Schritte im Aromatenbiosyntheseweg anhand
der intrazelluliren Daten. Nach Uberexpression des identifizierten Gens soll dann in
einem neuen Pulsexperiment die Konsequenz dieser Uberexpression intrazelluldr un-
tersucht werden.

e Analyse der gemessenen katabolen und vor allem der anabolen Stoffwechseldaten so-
wohl phdnomenologisch als auch durch statistische Auswertung. Dabei soll auch der
Einfluss der Versorgung des Aromatenbiosynthesewegs aus dem Zentralstoffwechsel mit
den Vorlaufermetaboliten PEP und E4P diskutiert werden.



3. Theoretische Grundlagen

3.1. Biologische Grundlagen

3.1.1. Charakterisierung des Bakteriums Escherichia coli (E. coli )

FEscherichia coli (E. coli ) gehort zur Gattung der Prokaryonten und in die Familie der
fakultativ anaeroben, gram-negativen, nicht sporulierenden Enterobacteriaceae'. Fiir diese
physiologische Gruppe ist die gemischte Sauregérung (Ameisensduregiarung) charakteristisch,
bei der unter anderem Formiat als Produkt gebildet wird. Erstmalig wurde E. coli im Jahre
1885 von dem deutschen Kinderarzt Theodor Escherich (1857-1911) als Bacterium coli com-
munale beschrieben [58]. In Abb. 3.1 ist die rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von
E. coli Zellen dargestellt.

Durch peritrich insertierte Geifteln sind diese Bakterien gut bewegliche gerade Stédbchen.
Hinsichtlich ihrer Erndhrung sind sie prototroph und lassen sich auf einfachen syntheti-
schen N&hrlosungen, die aus einer Kohlenstoffquelle, Mineral- und Ammonium—Salzen be-
stehen, leicht kultivieren. Die optimalen Bedingungen hinsichtlich der Temperatur und des
pH-Wertes liegen um 37°C (mesophil) und zwischen 6,5 und 7,3 (neutrophil). Auf komple-
xen Medien, das heifst Ndhrlosungen, die einen oder mehrere nicht definierte Bestandteile
wie Hefeextrakt oder Pepton enthalten, kann unter diesen Bedingungen die Generationszeit
(Verdopplungszeit) bei 20 Minuten liegen. E. coli vermag sowohl durch Atmung (aerob) als
auch durch Gérung (anaerob) Energie zu gewinnen [145].

Der Organismus ist sowohl molekularbiologisch als auch genetisch sehr gut untersucht.
E. coli ist ein vielseitig eingesetzter Produzent fiir rekombinante Proteine und Feinchemika-
lien in der industriellen Produktion [134].

3.1.2. Substrataufnahmemechanismen

Um in die Zelle zu gelangen, miissen die Nahrstoffe zundchst durch die dufseren Zellgrenz-
schichten hindurchtreten. Die Zellwand 1aft kleine Molekiile nahezu ungehindert passie-
ren, Makromolekiile mit Molekularmassen grofer als ~ 600 g mol ™! hilt sie dagegen zuriick
[61, 145]. Eine entscheidende Schnittstelle fiir den Nahrstofftransport in die Zelle ist die Cyto-
plasmamembran. Hier konnen vier verschiedene Transportmechanismen unterschieden
werden.

Mittels der einfachen Diffusion kénnen Stoffe unspezifisch eindringen, wobei die Trans-
portgeschwindigkeit vom Molekulargewicht und der Lipophilie des Molekiils abhéngt. Da die
Cytoplasmamembran lipophil ist, setzt sie hydrophilen Stoffen einen grofseren diffusiven Wi-
derstand entgegen als lipophilen. Bei der erleichterten Diffusion ist, genauso wie bei der
normalen Diffusion, die treibende Kraft ein Konzentrationsgradient. Der Transport wird aber
durch eine substratspezifische Permease, die in der Membran lokalisiert ist, erleichtert. Sol-
che katalysierten Diffusionsmechanismen finden sich z.B. bei der Glycerolaufnahme in F. coli

Yenteron (griechisch) = Darm
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ABBILDUNG 3.1.: Rasterelektronenmikroskopische Darstellung von E. coli Zellen mit einer
Bildbreite von 9,5 pm[129].

oder bei der Glukoseaufnahme in Zymomonas mobilis, wo der Glukose Facilitator (GIf) den
Transport durch die Cytoplasmamembran vermittelt. Fiir beide Diffusionsmechanismen gilt
jedoch, dass die zellinterne Konzentration immer kleiner gleich der &ufteren Konzentration
bleibt. Beim aktiven Transport wird das zu transportierende Molekiil durch ein spezifisches
Transportprotein in der Membran unter Energieverbrauch in die Zelle geschleust. Das Mole-
kiil bleibt dabei chemisch unveréndert und kann auch gegen den Konzentrationsgradienten
in die Zelle transportiert werden. Die Gruppentranslokation ist dem aktiven Transport
sehr &hnlich, nur wird das Substrat beim Transport modifiziert und chemisch verdndert
in die Zelle eingebracht. Das ist z.B. bei Glukose in E. coli der Fall, die durch ein spezi-
fisches Phosphoenolpyruvat:Glukose Phosphotransferasesystem (PEP-PTS) als aktiviertes
Zuckerphosphat in die Zelle gelangt. Wie beim aktiven Transport erfolgt auch die Grup-
pentranslokation unter Energieverbrauch und kann gegen einen Gradienten verlaufen [145].
Beim aktiven Transport, wie auch bei der Gruppentranslokation, kann daher die zellinterne
Konzentration grofer sein als die duflere Konzentration. E. coli verfiigt iiber eine Vielzahl
von PTS—Systemen, mit denen eine Reihe von Kohlenhydraten selektiv aufgenommen werden
konnen.

3.1.3. Glukose Aufnahme via Phosphotransferase-System (PTS)

Der Transport von Glukose wie auch von anderen Kohlenhydraten in die Zelle erfolgt
iiber das Phosphoenolpyruvat (PEP) abhéngige Phosphotransferase System, bei dem
es sich mechanistisch um eine Gruppentranslokation handelt. In E. coli sind bisher 16
Phosphotransferase Systeme bekannt [137]. Sie sind nicht nur fiir den Transport von
Kohlenhydrat—Substraten verantwortlich, sondern iibernehmen auch regulatorische Funk-
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Cytoplasma- Cytoplasma
membran
S
HPr Ei Pyruvat
Em - (P)
HPr -P Ei-P PEP

Glukose %—» Glukose-6-phosphat

ABBILDUNG 3.2.: Funktionsprinzip des PEP-PTS Glukoseaufnahmesystems

tionen fiir deren Verstoffwechselung, da sich die Anforderungen an den Stoffwechsel stark
verdndern, je nachdem ob ein PTS-Substrat wie Glukose oder ein nicht PTS-Substrat wie
Glycerol oder Acetat als Kohlenstoffquelle genutzt werden. Wihrend des Transports in die
Zelle wird die Phosphat—Gruppe von PEP auf das Glukose-Molekiil iibertragen, und das so
aktivierte Glukose-6-phosphat (G6P) Molekiil steht fiir den Metabolismus zur Verfiigung.
In der Netto-Reaktion wird 1 mol PEP bendtigt um 1 mol Glukose als G6P in die Zelle
zu transportieren, wobei 1 mol Pyruvat aus PEP gebildet wird. Die Phosphat—Gruppe
wird jedoch nicht direkt von PEP auf Glukose iibertragen, sondern iiber eine gekoppelte
enzymatische Kaskade (Abb. 3.2).

PEP phosphoryliert zundchst das Enzym Ej, das die Phosphat-Gruppe dann auf das
HPr Protein iibertragt. Von dem phosphorylierten HPr-P Protein wird die Phosphat-
Gruppe dann auf das periphere Membran—Protein Ej; transferiert, das es an das integrale
Membran—Protein Ej; weitergibt, von dem dann die Phosphorylierung der Glukose wiahrend
des Transports durchfiihrt wird. Wahrend die nicht substratspezifischen PTS Komponenten
E; und HPr im Cytoplasma vorliegen, sind die substratselektiven Proteine E;;; und E;; an
bzw. in der Cytoplasmamembran lokalisiert [136, 145]. Die vorgeschaltete Phosphorylierung
der PTS Komponenten durch PEP kann als energetische Aufladung des Transportsystems
verstanden werden. In Gegenwart von Glukose oder eines anderen PTS Substrates wird
die gleichzeitige Aufnahme und Verstoffwechselung anderer Kohlenstoffquellen unterdriickt
(Katabolit—Repression), d.h. die Zelle bevorzugt PTS Substrate gegeniiber anderen Kohlen-
stoffquellen.

Ist im Umfeld der E. coli Zelle aber keine Glukose (oder ein anderes PTS Substrat) vor-
handen, wird das PTS sehr hoch aufgeladen, und die Erhohung des Phosphorylierungsgrades
16st eine Aktivierung der Adenylat—Cyclase aus, wodurch cyclisches Adenosinmonophosphat
(c-AMP) im Cytoplasma gebildet wird. ¢~AMP ist ein wichtiges Signalmolekiil, und die
Bildung des CRP-cAMP Komplexes (CRP = cAMP Rezeptor Protein) kann zur Aufhe-
bung der Katabolit-Repression und damit zur Transkriptionsfreigabe bisher reprimierter
Operons fithren, die eine Verstoffwechselung alternativer Kohlenstoffquellen erméglichen [75].
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In Anwesenheit von Glukose ist der Phosphorylierungsgrad des PTS und damit auch die
c—AMP Konzentration geringer. Dadurch wird die Verstoffwechselung anderer Substrate re-
primiert. Aus entwicklungshistorischer Sicht ist die evolutive Entstehung solcher Substratauf-
nahmesysteme sehr aufschlussreich. Die Tatsache, dass die Aufnahme unter Energieverbrauch
erfolgt und damit unter Erniedrigung der energetischen Effizienz des Substrats, ist im Ge-
samtbild offenbar kein Nachteil. Der Vorteil, hochwertige Kohlenstoff- und Energiequellen
in geringer Konzentration entgegen des Gradienten aufnehmen zu koénnen, iiberkompensiert
offenbar die Reduzierung der Energieeffizienz, so dass ein Vorteil fiir das Gesamtsystem ent-
steht. Das deutet darauf hin, dass im mikrobiellen Habitat von FE. coli die Schnelligkeit
der Substrataufnahme einen héheren Stellenwert hatte als die Energieeffizienz der Substrat-
aufnahme. Das Fehlen von alternativen, nicht energieabhédngigen Kohlenhydrat Transport—
Systemen fiir z.B. Glukose unterstreicht dies [179].

3.1.4. Stoffwechsel in E. coli mit Glukose als Substrat

Glukose stellt fiir E. coli ein bevorzugtes Substrat dar, das selektiv iiber das PTS—System
aufgenommen wird (Kap. 3.1.3) und als G6P fiir den zentralen Stoffwechsel zur Verfiigung
gestellt wird. Die Metabolisierung von G6P kann iiber drei verschiedene Stoffwechsel-
wege erfolgen, die letztlich zu Pyruvat fiihren. Fir E. coli wird die Glykolyse als der
wichtigste Abbauweg beschrieben. Daneben spielt der Pentose-Phosphat—Weg eine grofse
Rolle, wogegen der Entner—Doudoroff Abbauweg in E. coli unbedeutend zu sein scheint [145].

Das Pyruvat kann dann in den Zitratzyklus eingeschleust und unter Abspaltung des Was-
serstoffs zu CO9y oxidiert werden. Hierbei wird der Wasserstoff auf Koenzyme iibertragen.
In der Atmungskette kann dieser Wasserstoff dann zur Erzeugung von Adenosintriphosphat
(ATP) aus Adenosindiphosphat (ADP) durch die Elektronentransportphosphorylierung
eingesetzt werden. FE. coli verfiigt aber nur iiber zwei Phosphorylierungsmoglichkeiten
in seiner Atmungskette, d.h. in einer aeroben Kultur kénnen aus dem von reduziertem
Nicotinamid-adenindinukleotid (NADH) bereitgestellten Wasserstoff nur zwei Molekiile
ATP aus ADP regeneriert werden (P/O-Quotient = 2). Fiir andere Bakterienarten und
Mitochondrien kann jedoch ein P/O = 3 beobachtet werden [145]. Wie schon beim PTS
System beobachtet, scheint dieser Mangel an energetischer Effizienz kein Entwicklungsnach-
teil fiir E. coli zu sein. Vielmehr deutet er wiederum darauf hin, dass der Stoffwechsel von
E. coli in erster Linie nicht durch Energiemangel charakterisiert wird.

Hauptaufgabe der katabolen Abbauwege und des Intermedifrstoffwechsels ist die
Bereitstellung von Synthesevorstufen und Energie in Form von ATP fiir die anabolen
Stoffwechselwege, mit denen dann die Bausteine fiir die Synthese neuer Biomasse gebildet
werden. Damit der katabole Teil des Stoffwechsels unter stark variierenden Bedingungen
und wechselndem Nahrstoffangebot in der Lage ist, die Nachfrage des Anabolismus nach
Synthesevorstufen und Energie zu decken, verfiigt der Stoffwechsel nicht nur iiber einen
einzigen katabolen Stoffwechselweg, sondern kann zwischen den verschiedenen Wegen
flexibel umschalten.

Der Abzweig von Metabolit—Flissen aus dem Zentralstoffwechsel in einen gentechnisch

verstirkten Produktstoffwechselweg, z.B. 2 PEP + Erythrose-4-phosphat (E4P) fiir die L-
Phenylalaninbiosynthese, stellt einen besonderen Anspruch an das Stoffwechselnetzwerk, das
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Freiheitsgrade besitzen muss, um den Abfluss aus diesen beiden Metaboliten zu kompen-
sieren, ohne dass das Netzwerk zusammenbricht. Im Zusammenspiel und der Abstimmung
zwischen den Stoffwechselwegen fallt der Regulation daher hohe Bedeutung zu. Obwohl die
generellen Mechanismen der Stoffwechselregulation bekannt zu sein scheinen, ist die voll-
stdndige und richtige Beschreibung der Netzwerkeigenschaften des Stoffwechsels von E. coli
bisher noch nicht moglich gewesen [180].

3.1.5. Glykolyse

Dieser Abbauweg von Glukose zu Pyruvat, der auch Fruktose-1,6-bisphosphat—Weg oder
Embden—Meyerhof—Parnas—Weg genannt wird, ist der am weitesten verbreitete Stoffwechsel-
weg und wird von E. coli zu 70 % fiir den Hexose-Abbau benutzt [175] (Abb. 3.3). Ausgehend
von Glukose liefert er Pyruvat, Energie und Reduktionsdquivalente in Form von ATP und
NADH (Gleichung 3.1). Bis auf die 6-Phosphofrukto Kinase, die Glukosephosphorylierung
und die Pyruvat Kinase werden die Reaktionen als vollig reversibel angenommen [145].

Glukose + 2ADP + 2P; + 2NAD' = 2Pyruvat + 2ATP + 2NADH + 2H,0 + 2H"
(3.1)

3.1.6. Pentose—Phosphat—Weg

Der Pentose—Phosphat—Weg ist an drei Stellen mit der Glykolyse verkniipft, und seine Funk-
tion im Stoffwechsel ist die Bereitstellung von Pentosephosphaten als Vorstufen fiir Nukleoti-
de und Nukleinsduren sowie reduziertes Nicotinamid—adenindinukleotidphosphat (NADPH),
das als Reduktionséquivalent fiir Biosyntheseprozesse vorgesehen ist (Abb. 3.3). Er kann zu
einem Zyklus geschlossen werden, in dem G6P umgewandelt wird in Fruktose-6-phosphat
(F6P), Glyceraldehyd-3-phosphat (GAP), NADPH und CO; (Gleichung 3.2). Untersuchun-
gen in E. coli zeigten, dass der Pentose-Phosphat Weg mit bis zu 28 % an der Verstoffwech-
selung von Glukose beteiligt ist [175].

3 G6P + 6 NADPT™ = 2 F6P + 1 GAP + 3 COy + 6 NADPH + 6 H' (3.2)

Im ersten Teil wird G6P zu Ribulose-5—Phosphat umgewandelt, das dann in den fol-
genden Schritten zu den beiden anderen Pentose-Phosphaten reversibel isomerisiert. Durch
die ebenfalls reversiblen Reaktionen von Transketolase (TK) und Transaldolase (TA) wird
dann wieder die Verbindung zwischen den Pentosephosphaten und den glykolytischen Me-
taboliten F6P und GAP hergestellt. Im Hinblick auf die L—Phe Biosynthese kommt dem
Pentose-Phosphat-Weg besondere Bedeutung zu, da er E4P bereitstellt, einen der beno-
tigten Vorldufer—-Metaboliten fiir den Aromatenbiosyntheseweg. Damit diese Bereitstellung
nicht zwangslaufig an eine stochiometrische NADPH-Bildung gekoppelt sein muss, bieten
die TK— und TA-Reaktionen auch die Moglichkeit, in der umgekehrten Richtung E4P aus
den glykolytischen Metaboliten F6P und GAP zu bilden.

3.1.7. Zitratzyklus

Im Zitratzyklus, auch TCA— oder Zitronensédure—Zyklus genannt, findet nicht nur der oxida-
tive Endabbau der Kohlenstoffquelle zu COs statt. Vielmehr stellt dieser Stoffwechselzyklus
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wichtige Metaboliten zur Verfiigung, die als Biosynthesevorstufen fiir eine Vielzahl von ana-
bolischen Reaktionen verwendet werden. Bei einmaligem Durchlaufen des Zyklus werden
die beiden Kohlenstoffatome des von Acetyl-KoenzymA (Acetyl-KoA) in den Zyklus ein-
gebrachten Acetyl-Restes zu COs oxidiert und dem Zyklus dabei entzogen, der Wasserstoff
wird dabei auf Nukleotide iibertragen, die als Energie— und Reduktionsdquivalente bereitste-
hen (Abb. 3.3). Das Acetyl-KoA wird dabei hauptséichlich durch die Pyruvat Dehydrogenase
bereitgestellt (Gleichung 3.3). Die Gesamtreaktion fiir eine Rotation des Zitratzyklus ist in
der Gleichung 3.4 zusammengefasst.

Pyruvat + NAD" + KoA = Ac-KoA + NADH + CO, + HT (3.3)

Ac-KoA + 3NAD*T + FADT + 2H,O + GDP + P;, =

(3.4)
2C05 + KoA + 3NADH + FADH + GTP + 4H™*

Damit dem Zitratzyklus auch Kohlenstoff in Form von Metaboliten bzw. Biosynthesevor-
stufen entnommen werden kann, existieren Auffiillungsreaktionen fiir den Zitratzyklus, die
sogenannten anaplerotischen Reaktionen. Sie haben insbesondere die Funktion, Oxalacetat
als Akzeptor fiir das Acetyl-KoA nachzubilden. Die wichtigste anaplerotische Reaktion in
E. coli ist die nahezu irreversible PEP—Carboxylase—Reaktion, bei der PEP zu Oxalacetat
carboxiliert wird. Dadurch werden dem Zitratzyklus 4 Kohlenstoffatome zugefiihrt, die dann
als Biosynthesevorstufen wieder entnommen werden kénnen. Besonders wihrend der Wachs-
tumsphase, in der viele Biosynthesevorstufen aus dem Zitratzyklus benotigt werden, spielen
solche anaplerotischen Reaktionen eine wichtige Rolle im Stoffwechsel. Ein Indiz dafiir ist
die Verldngerung der lag-Phase nach Uberimpfen einer E. coli Kultur, wenn eine sehr hohe
Begasungsrate eingestellt wird. Dabei wird COq aus der Fliissigphase gestrippt und geht
dadurch dieser wichtigen anaplerotischen Reaktion verloren, und das Anwachsen der Kultur
wird verzogert [31].

3.1.8. Biosynthese aromatischer Aminosauren in E. coli

Die Biosynthese der drei aromatischen Aminosduren (L-Phenylalanin, L-Tyrosin, L-
Tryptophan) erfolgt zunéchst tiber eine gemeinsame Syntheseroute, die héufig als
Shikimat-Weg bezeichnet wird, benannt nach Shikimat?, dem ersten identifizierten Inter-
mediat im Aromatenbiosyntheseweg [41, 135|. Dieser gemeinsame Weg, der aus 7 Schritten
besteht, fithrt zu Chorismat, das den Knotenpunkt in diesem Stoffwechselweg darstellt. Hier
verzweigen sich die weiteren Biosyntheserouten zu den drei aromatischen Aminoséduren,
aber auch zu anderen Verbindungsklassen (Abb. 3.4) [80, 96, 135].

Die Vorlaufer—Metaboliten fiir die Eingangsreaktion in den Aromatenbiosyntheseweg sind
PEP und E4P, die aus der Glykolyse bzw. dem Pentose—-Phosphat—Weg bereitgestellt und
durch die 3-Deoxy—D-arabino—heptulosonat—7—phosphat Synthase (DAHP Synthase) zu
3-Deoxy—D—-arabino—heptulosonat—7—phosphat (DAHP) kondensiert werden. Zusammen
mit der Enol-pyruvoyl-shikimat—3-phosphat Synthase (EPSP Synthase) werden 2 mol
PEP und 1 mol E4P verbraucht, um 1 mol Chorismat zu bilden. Atkinson berechnete die

2Shikimat wurde 1885 von J.F. Eykmann aus den Friichten von Illicium religiosum (japanisch: shiki-no-ki)
isoliert, die bis zu 20 % Shikimat enthalten.
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metabolischen Kosten fiir die Synthese der o~ Aminosiuren in ATP-Aquivalenten und fand,
dass L—Phe (65 ATP), L-Tyr (62 ATP) und L-Trp (78 ATP) die teuersten sind im Vergleich
zu billigeren wie z.B. L-Serin (18 ATP) oder L-Glutamat (30 ATP) [7].

Der Aromatenbiosyntheseweg ist daher ein auf mehreren Ebenen hoch reguliertes System,
das die Bereitstellung von aromatischen Aminosduren und anderen Metaboliten an den
Bedarf und damit dem Wachstum der Zelle anpasst. Fiir die Regulation des Flusses in und
durch den Aromatenbiosyntheseweg sind zwei zentrale Punkte entscheidend, ndmlich die
Eingangsreaktion (DAHP Synthase) und der Knotenpunkt Chorismat, an dem der Fluss auf
die abzweigenden Syntheserouten verteilt wird. Fir die DAHP Synthase Reaktion stehen
E. coli 3 isofunktionelle Enzyme (AroF, AroG, AroH) zur Verfiigung, deren Aktivitat und
Expression jeweils von der Verfiigharkeit einer der aromatischen Aminosduren kontrolliert
wird [135].

Das Gen aroF' codiert fiir die L-Tyrosin sensitive, aroG fiir die L-Phenylalanin sensitive
und aroH fiir die L-Tryptophan sensitive DAHP Synthase. Die Aktivitdt der Enzyme
wird durch Feedback—Inhibierung kontrolliert, d.h. das AroF Enzym wird durch L-Tyrosin
inhibiert, AroG und AroH entsprechend durch L—Phenylalanin bzw. L-Tryptophan. Auf
der Ebene der Transkription erfolgt die Kontrolle ebenfalls iiber die Konzentration der drei
aromatischen Aminoséuren.

Die weiteren Gene bis zum Chorismat (3-Dehydroquinat Synthase aroB, 3-Dehydroquinat
Dehydratase aroD, Shikimat Dehydrogenase aroF, Shikimat Kinase I aroK, EPSP Synthase
aroA, Chorismat Synthase aroC) sind alle konstitutiv exprimiert, und die Aktivitidten der
codierten Enzyme unterliegen keiner Regulation [170]. Einzige Ausnahme davon ist die
durch aroL codierte Shikimat Kinase II, deren Bildung bei Uberschuss von L-Tyrosin oder
L-Tryptophan auf 1/10 des Normalen reduziert wird [57|. Fiir die beiden isofunktionellen
Shikimat Kinasen werden deutliche Aktivitdtsunterschiede gefunden. Die konstitutive
Shikimat Kinase I (AroK) hat fiir Shikimat einen K,, = 5 mM, im Vergleich zur wesentlich
aktiveren, jedoch kontrollierten Shikimat Kinase II (AroL) K,, = 200 uM [135]. Es wird
vermutet, dass die Shikimat Kinase II unter normalen physiologischen Bedingungen
vermutlich die Hauptlast der Synthesearbeit leistet. Welche Funktion zwei isofunktionelle
Shikimat Kinasen in E. coli haben, konnte bisher nicht vollstéindig beantwortet werden. Es
wird vermutet, dass Shikimat ein moglicher Schnittpunkt mit einem anderen Syntheseweg
ist [177], oder dass Shikimat eine Bedeutung als Substrat fiir die Bildung von aromatischen
Aminosduren und anderen Aromaten hat. Ein Indiz dafiir ist die Identifizierung eines
Shikimat Transporters (Import), der durch shiA codiert wird [184].

Eine Auffilligkeit zeigt auch der Vergleich der spezifischen Aktivitdten der EPSP Synthase
(AroA) und der Chorismat Synthase (AroC). Bei Aktivitdtsmessungen konnte fiir AroC
nur 10-20 % der Aktivitdt im Vergleich zu AroA gemessen werden. Obwohl die Messung
im Zellextrakt erfolgte und daher aufgrund der Matrix fehlerbehaftet sein konnte, ist es
interessant, dass das letzte Enzym auf dem Weg zum Chorismat moglicherweise langsamer
ist als das vorhergehende [73, 170].

Analog zur DAHP Synthase Reaktion unterliegen die Reaktionen, die Chorismat umset-
zen, einer Feedback—Inhibierung durch die Endprodukte der Synthesewege. L-Phe inhibiert
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die durch pheA codierte Chorismat Mutase/Prephenat Dehydratase und L-Tyr inhibiert
die durch tyrA codierte Chorismat Mutase/Prephenat Dehydrogenase. Die Kontrolle der
pheA bzw. tyrA Expressionsraten findet dabei iber Attenuation statt. Aufgrund der stren-
gen Regulation der Aromatenbiosynthese sollte der Fluss in den Stoffwechselweg genau an
den Bedarf der Zelle angepasst sein, durch gentechnische Eingriffe kann die Produktbildung
jedoch erhoht werden.

3.1.9. Deregulation der Aromatenbiosynthese und Konstruktion eines E. coli
L—Phenylalanin Produktionsstammes

Der Einsatz rekombinanter DNA—Technologien erlaubt die gezielte Verdnderung von
Mikroorganismen auf genetischer Ebene. Durch den Einsatz dieser gentechnischen Werk-
zeuge kann eine gerichtete Verbesserung der genetischen Eigenschaften zu mikrobiellen
Produktionsstimmen mit hoheren Ausbeuten und Raten fiithren [15, 55, 65, 111]. Die
zielgerichtete Verbesserung der Eigenschaften der Zelle durch die Modifikation spezifischer
biochemischer Reaktionen oder die Einfiihrung von neuen unter Verwendung rekombinanter
DNA-Technologie wird dabei als metabolic engineering definiert [10]. Das Ziel ist die
Konstruktion verbesserter Stdmme mit hoherer Ausbeute und Produktivitat [157, 158].

Fiir die Konstruktion eines F. coli L—Phe Produktionsstammes miissen die im Abschnitt
3.1.8 beschriebenen Mechanismen der metabolischen Kontrolle des Stoffwechselwegs ausge-
schaltet oder umgangen werden [18]. Der Fluss zum Produkt L—Phe darf nicht mehr von
dem Bedarf der Zelle kontrolliert werden und soll moéglichst hoch sein. Konkret bedeutet das,
dass die Expressionsraten der Schliisselenzyme nicht mehr der nativen regulativen Kontrolle
unterliegen diirfen, sondern dass sie stark exprimiert werden, um in hoherer Konzentration
in der Zelle zu agieren. Das gelingt durch Klonierung dieser Gene in ein Plasmid, das in
hoher Kopienzahl vorliegt (high copy plasmid) und unter der Kontrolle eines Fremdpromo-
tors (piae, modifizierter lac—Promotor) steht. Die effektive Induktion dieser plasmidischen
Gene erfolgt durch den Induktor IPTG (Isopropyl-f—D-thiogalactopyranosid), einem
Laktose—Imitat, das von E. coli nicht verstoffwechselt wird und daher eine gleichbleibend
starke Induktion erlaubt.

Auf der anderen Seite muss die Feedback—Inhibierung der Schliisselenzyme fiir L—Phe
aufgehoben oder umgangen werden. Das kann durch Enzyme erfolgen, die nicht der nativen
Feedback-Inhibierung unterliegen. Solche Enzyme tragen in der Regel eine Mutation, die
eine Resistenz gegeniiber der Feedback—Inhibierung bewirken. Diese Enzyme werden als
Feedback-resistent bezeichnet und tragen das Kiirzel "fbr” als hochgestellten Index. Mit
AroF7'" [89] existiert eine nicht L-Tyr sensitive Variante der DAHP Synthase (AroF)
und PheA/" ist eine nicht L-Phe sensitive Variante der Chorismat Mutase/Prephenat
Dehydratase (PheA) [124]. Bei unphysiologisch hohen L-Phe Konzentrationen wird jedoch
bei AroF/?" eine zusitzliche Inhibierung durch L-Phe beobachtet [8].

L-Tyr und L-Phe werden iiber eine fast identische Syntheseroute gebildet, daher wird
im L-Phe Produzenten die Biosynthese fiir L-Tyr durch Deletion der von tyrA codierten
Chorismat Mutase/Prephenat Dehydrogenase unterbrochen. Diese Auxotrophie hat weiter-
hin den Vorteil, dass sie die Kontrolle der Biomassebildung iiber die Dosierung der L-Tyr
Menge erlaubt.
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Durch die Uberexpression der beiden Feedback-resistenten Enzyme (aroF’"", pheASbr)
von einem Plasmid in dem L-Tyr auxotrophen Grundstamm gelingt es, einen E. coli
Stamm zu generieren, dessen Aromatenbiosyntheseweg in Bezug auf L.—Phe dereguliert ist
und der L-Phe in einer Konzentration von > 30 gL~!im Uberstand akkumulieren kann
[70, 72|. Unter Einsatz einer L-Tyrosin Regelungsstrategie, bei der der Bioprozess unter
L-Tyr limitierten Bedingungen verlduft, gelingt sogar der Einsatz des Wildtypenzyms
AroF"!, obwohl es L-Tyr sensitiv ist. Wegen der héheren Aktivitit von AroF“! kann der
Produkttiter von > 30 g L.=! L-Phe sogar schneller erreicht werden [70, 71].

Die Aufhebung der nativen Flusskontrolle innerhalb des Aromatenbiosyntheseweg zum
Produkt L—Phenylalanin ist aber nicht gleichbedeutend mit der Elimination der Flusskon-
trolle. Aufgrund des unphysiologisch hohen Flusses durch den Stoffwechselweg ist es mog-
lich, dass ein oder mehrere enzymatische Schritte geschwindigkeitslimitierend werden. Diese
Reaktion(en) kontrollieren nun den Fluss durch den Stoffwechselweg und bestimmen so-
mit die Produkt—Ausbeute an L-Phe. Fiir viele Enzyme des Shikimat—Weges ist solch eine
Limitierung bei Untersuchungen mit E. coli Produzenten beobachtet worden, und fiir die
Beseitigung dieser Limitierung wurde die Uberexpression der Gene empfohlen. Neben der
3-Dehydroquinat Synthase (aroB) [49, 110] und der Shikimat Kinase II (aroL) [49, 102]
wurden die EPSP Synthase (ar0A) und die Chorismat Synthase (aroC') als limitierende
Schritte beschrieben [49].

3.2. Verfahrenstechnische Grundlagen

3.2.1. Bioprozessfiihrung

Bioreaktoren werden beziiglich ihrer Betriebsfithrung in drei Verfahren unterschieden. Der
Satz— oder Batch—Betrieb wird als geschlossenes, der kontinuierliche Betrieb als offenes und
das Zulaufverfahren als teiloffenes System beschrieben. Die Betriebsfithrung hat dabei grofsen
Einfluss auf die Zeitprofile der Substrat— und Produktkonzentrationen. Die in dieser Arbeit
eingesetzten Bioreaktoren kénnen vereinfachend als ideale Riihrkessel [125] betrachtet wer-
den.

3.2.2. Satzverfahren (Batch)

Aufler Luft, Antischaummittel und pH-Korrekturmittel wird dem Bioreaktor in dieser Be-
triebsart nichts hinzugefiigt und aufser geringen Probenvolumina auch nichts entzogen.
Batch—Verfahren zeichnen sich daher meist durch einen geringen apparativen Aufwand aus.
Die fiir die pH-Regelung und Antischaumzugabe in den Bioreaktor eingebrachten Volumina
sowie die entnommenen Probevolumina werden vernachléssigt [56], und der Reaktor wird als
geschlossenes System beschrieben. Im Bioreaktor wird das Ndhrmedium vorgelegt und mit
der Vorkultur beimpft. Die Zellen beginnen zu wachsen und bilden Biomasse, bis eine Limi-
tierung z.B. durch das Substrat, ein Spurenelement oder die GelGstsauerstoff-Konzentration
(pO2) einsetzt und das Wachstum begrenzt. Daneben kann auch die Inhibierung durch ein
gebildetes toxisches Produkt zu einer Verringerung oder zum Stillstand des Zellwachstums
fiihren. Batch—Verfahren konnen typischerweise durch die in Abb. 3.5 dargestellte Wachs-
tumskurve charakterisiert werden [38|.
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ABBILDUNG 3.5.: Typische Wachstumskurve des Batch—Verfahrens

Lag—Phase Wenn Zellen von einem Medium in ein anderes iiberfithrt werden, benttigen
sie in aller Regel Zeit, um sich den neuen Kulturbedingungen anzupassen. In dieser so-
genannten lag—Phase findet kein Zellwachstum statt. Wachstumsbedingungen, die sich bei
der Uberimpfung &ndern konnen, sind z.B. pH-Wert des Mediums, Nihrstoffangebot, (Koh-
lenstoffquelle), Wegfall limitierender Faktoren (Wachstumsinhibitor, Sauerstofflimitierung),
diffusiver Verlust essentieller Kofaktoren und die Temperatur. Je geringer die Unterschie-
de zwischen den Kulturbedingungen sind, desto kiirzer ist die lag—Phase. Ist das Impfgut
schon in die stationdre Phase eingetreten, so wird eine langere Adaptionszeit zur Induktion
von Transport— oder Stoffwechselwegen bendtigt, als wenn eine noch exponentiell wachsende
Kultur iiberimpft wird, bei welcher der Zellstoffwechsel stark aktiv ist.

Zwischenphase Nach der Adaption an die Kulturbedingungen beginnt das Zellwachstum.
Da nicht alle Zellen der Population gleichzeitig mit dem Wachstum beginnen und nicht
sofort mit der maximalen Geschwindigkeit wachsen, resultiert daraus die ansteigende Form
der Funktion in Richtung der exponentiellen Wachstumsphase.

Exponentielle Phase Die Zellen sind an die Kulturbedingungen optimal angepasst und
wachsen mit maximaler Geschwindigkeit. Das Zellwachstum wird in dieser Phase nur durch
zellinterne Faktoren begrenzt und folgt einer Kinetik 1. Ordnung, die in Gleichung 3.5 dar-
gestellt ist. Der Wert fiir pi,,,4, entspricht der Geradensteigung im Bereich der exponentiellen
Phase bei einer halblogarithmischen Auftragung (Abb. 3.5).

dx
E = Mmaz X (35)
[maz © Maximale spezifische Wachstumsgeschwindigkeit [h~!]

x : Biomassekonzentration [gL~!]

t @ Zeit |h]
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Ubergangsphase Da die Wachstumsgeschwindigkeit eine Funktion der Substratkonzentra-
tion ist, tritt schon vor dem vollstédndigen Verbrauch des Substrats eine Verlangsamung des
Zellwachstums ein, das heifst, die Gerade aus dem Bereich des exponentiellen Wachstums
flacht in Richtung = 0 ab (Abb. 3.5). Unter der Annahme, dass die Sauerstoffversorgung
der Zellen gewahrleistet ist und nur eine Substanz das Wachstum limitiert, kann die soge-
nannte Monod-Gleichung [122] (Gleichung 3.6) als Hilfsmittel zur Beschreibung der Uber-
gangsphase verwendet werden.

Si
= — 3.6
M= fmax S + K., ( )
lmae © Maximale spezifische Wachstumsgeschwindigkeit [h~!]
p : spezifische Wachstumsgeschwindigkeit [h—1]
K, : Sittigungskonstante des limitierenden Substrats [g L~
S; : Konzentration des limitierenden Substrats [gL™!]

Ist S; > K, folgt aus der Monod—Gleichung, dass p gegen fimq, strebt und das Wachstum
nur durch zellinterne Faktoren limitiert und daher exponentiell ist. Fiir S; = K, folgt aus
Gleichung 3.6, dass die Substratlimitierung die Wachstumsgeschwindigkeit halbiert und das
Wachstum nun durch einen externen Faktor kontrolliert wird. Besonders fiir Substrate mit
kleinen K,~Werten, wie bei Glukose, ist die Ubergangsphase sehr kurz (K, = 4-7 uM fiir
Pts—G, Glukose spezifisches PEP-PTS in E. coli 61, 126, 137]).

Stationdre Phase Sobald das Hauptsubstrat verbraucht ist oder ein anderer Faktor limi-
tierend wirkt, setzt die stationdre Phase ein, bei der kein Wachstum der Population mehr
stattfindet. Die Energie fiir den Erhaltungsstoffwechsel wird durch Verbrauch von intrazel-
luldren Speicherstoffen erhalten. Lysierte Zellen dienen als Substrat fiir die verbleibenden
Zellen, wodurch die Uberlebensfihigkeit der Gesamtpopulation verbessert wird.

Absterbephase Die Energieressourcen der Biomasse sind aufgebraucht. Analog zur expo-
nentiellen Wachstumsphase ist das Sterben der Zellen als Gerade in der halblogarithmischen
Auftragung zu erkennen.

3.2.3. Zulaufverfahren (Fed—Batch)

Das Zulaufverfahren basiert auf dem Satz—Verfahren, jedoch werden bei diesem Verfahren ein
oder mehrere Medienbestandteile wahrend der Fermentation nachdosiert. Dadurch kann die
Phase des Wachstums und/oder die der Produktbildung verlangert werden. Die Verldngerung
des Wachstums fiihrt zu einer hoheren Biomassekonzentration im Reaktor, dadurch kann
eine hohere Produktbildungsrate erwartet werden. Durch die Verldngerung der Phase der
Produktbildung kann eine hohere Produktkonzentration am Ende des Prozesses erwartet
werden. Das Zulaufverfahren bietet also die Moglichkeit, den Fermentationsprozess langer zu
betreiben und damit die biosynthetische Gesamtleistung der Biomasse zu erhohen bzw. so
weit wie moglich auszuschopfen.
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3. Theoretische Grundlagen

3.2.4. Zulaufverfahren mit wachstumsentkoppelter Produktionsphase

Die in diesem Verfahren eingesetzten Produktionsstdmme sind aufgrund einer gentechnischen
Verdnderung auxotroph fiir einen bestimmten Nahrstoff, z.B. eine Aminosdure. Nur wenn
dieser Nahrstoff im Prozess zugefiittert wird, konnen die Zellen wachsen. Dieser Nahrstoff
kann entweder vollstindig im Fermentationsmedium vorgelegt oder im Verlauf der Fermen-
tation zudosiert werden, um die Bildung der Biomasse zu ermdoglichen. Ein ungehindertes
Wachstum der Biomasse und eine damit verbundene zu grofte Biomassekonzentration kann
zu verfahrenstechnischen Problemen in Bezug auf die Nahrstoffversorgung und vor allem
den unzureichenden Sauerstoffeintrag in den Bioreaktor fiihren. Daher wird das Wachstum
im Fermentationsverlauf iber die Zugabe des Néhrstoffes kontrolliert, der die Auxotrophie
komplementiert. Sobald er nicht mehr zur Verfiigung steht, endet die Wachstumsphase der
Biomasse. Da sie aber immer noch ein hohes biosynthetisches Potenzial bereitstellt, wird
das gewiinschte Produkt in dieser Phase immer noch gebildet, ohne noch Substrat fiir das
Wachstum der Biomasse aufwenden zu miissen. Diese Phase wird als wachstumsentkoppel-
te Produktionsphase verstanden. Dieses Entkopplungsprinzip von Zellwachstum und Pro-
duktbildung ist auch Grundlage fiir die Prozessentwicklung eines E. coli basierten L—Phe
Produktionsprozesses gewesen |70].

3.3. Analytische Grundlagen

3.3.1. LC-MS Kopplung

Im Vergleich zur Gaschromatographie-Massenspektrometrie Kopplung (GC-MS) hat sich
die Verbindung zwischen der Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC, kurz LC)
und der MS bei weitem nicht so schnell in der Analytik etabliert. Der Grund liegt im
drastischen Unterschied der physikalischen Umgebungen, in denen die jeweiligen Verfahren
arbeiten, d.h. in der Schwierigkeit, die Analyt—Molekiile aus einer Losung bei Normaldruck
ins Hochvakuum des MS als gasformige Ionen zu transferieren |95, 164]. Die Problematik
dieser Situation wurde treffend mit der ungleichen Liebe zwischen einem Fisch (LC)
und einem Vogel (MS) charakterisiert [5]. Mit der Entwicklung von Atmosphérendruck-
Ionisations—Verfahren (API) kann die MS heute als leistungsfahiger Detektor fiir die LC
eingesetzt werden. Im Vergleich zu anderen klassischen LC-Detektoren, wie UV, RI oder
elektrochemischen Detektoren erdffnen die MS—Detektoren eine weitere Dimension der
Trennung, nimlich nach dem Verhiltnis von Masse zu Ladung (m/z)3. Der MS-Detektor ist
in der Lage, Substanzen mit gleicher oder iiberlappender Retentionszeit zu unterscheiden,
sofern sie nicht isobar sind, d.h. die gleiche Masse besitzen.

Die enormen Vorteile der MS—Detektion sind jedoch auch mit Nachteilen gekoppelt. Auf
der Seite der LC ist man auf die Verwendung MS—kompatibler fliichtiger Puffersubstanzen
wie Ammoniumacetat, Ammoniumformiat oder Essigsdure und kompatiblem Lésungsmittel
wie Methanol, Acetonitril oder 2-Propanol angewiesen. Das bedeutet also den Ausschluss
von phosphathaltigen Puffern und Ionenpaar—Reagenzien. Dadurch verringern sich die
chromatographischen Freiheitsgrade fiir die LC Trennung, was jedoch in der Regel durch
den Einsatz des MS—Detektors mehr als kompensiert wird. Die LC hat daher nicht mehr

3Im Sprachgebrauch der Massenspektrometrie wird der Begriff der "Masse” in der Regel synonym mit dem
Verhéltnis aus Masse zu Ladung m/z verwendet [150].
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primér die Aufgabe, das analytische Trennproblem zu losen, sondern dient eher als Pro-
benvorbereitung fiir den MS—Detektor. Diese Aufgabe der LC ist nicht zu unterschétzen,
da die Ionisierung der Analyten bei API—Verfahren sehr sensibel auf Verunreinigungen
und Bestandteile der Probenmatrix reagiert. In ungiinstigen Féllen kann das Signal des
Analyten nahezu vollstdndig von der Matrix unterdriickt werden, dieses Ereignis wird
als Tonensuppression bezeichnet und unterstreicht die Notwendigkeit einer verniinftigen
chromatographischen Aufbereitung der Probe. Gelingt es mit der LC Methode nicht, die
Analyten von storenden Teilen der Probenmatrix zu separieren, so wird keine zuverlassige
und empfindliche MS—Detektion méglich sein.

In der Praxis haben sich zwei API-Verfahren fiir die LC-MS durchgesetzt, die Elektro-
sprayionisation (ESI) [29, 164] und die Atmosphéirendruck Chemische Ionisierung (APCI)
[164]. Obwohl die Grenzen zwischen beiden Verfahren fliefend sind, gilt die Faustregel, dass
ESI in der Regel fiir sehr polare Verbindungen gut geeignet ist, die bereits in Losung leicht
Ionen bilden oder bereits ionisch vorliegen (z.B. Proteine, Aminoséuren, Zuckerphosphate,
Karbonséduren) und APCI in der Regel bei den weniger ionischen schwach polaren Analy-
ten eingesetzt wird. Bei den Messungen zu dieser Arbeit wurde die ESI in Kombination
mit zwei unterschiedlichen MS-Detektor Varianten verwendet. Das erste MS besitzt eine lo-
nenfalle (Ionenfallen MS) als massenselektiven Filter, das zweite benutzt einen dreistufigen
Quadrupol-Massenfilter (Triple Quadrupol MS) fiir die Messung.

3.3.2. Elektrosprayionisation (ESI)

Die ersten Experimente mit dieser Technik wurden von Chapman in den spéten dreiffiger
Jahren des 20. Jahrhunderts unternommen [32|. Die Umsetzung in eine praktikable Ioni-
sationsmethode basiert auf Arbeiten von Dole [50], und der Begriff Elektrosprayionisation
wurde letztlich durch Fenn 1984 etabliert |60, 188|, dem fiir seine Arbeiten an weichen
Ionisationsmethoden zur massenspektrometrischen Analyse im Jahr 2002 der Nobelpreis fiir
Chemie?* verliehen wurde [59)].

Beim Elektrospray—Verfahren wird eine Losung des Analyten bei Atmosphérendruck aus
einer Kapillare mit einem Durchmesser von ca. 0,1 mm in ein starkes elektrisches Feld ver-
spriitht (Abb. 3.6). Die zwischen der Kapillarspitze und einer Gegenelektrode angelegte Span-
nung von einigen Kilovolt sorgt fiir eine Zerstdubung der aus der Kapillare austretenden
Losung, wobei je nach Polaritét positive oder negative Ionen gebildet werden. Zur Unterstiit-
zung der Vernebelung und zur Desolvatisierung der geladenen Tropfchen wird ein coaxialer,
trockener Stickstoffstrom eingesetzt. Zur vollsténdigen Desolvatation der ladungstragenden
Fliissigkeitstropfen und zur effektiven Ionenbildung wird in den in dieser Arbeit verwendeten
ESI-Quellen eine beheizte Transferkapillare eingesetzt.

Eine andere Moglichkeit besteht darin, den Stickstoffstrom selbst zu beheizen und/oder ein
dem Spray entgegengerichteten beheizten Stickstoffstrom einzusetzen. Je nach LC Flussrate
und Losungsmittelzusammensetzung miissen die ESI-Parameter optimiert werden, um ein
stabiles und effizientes Elektrospray zu erhalten. Im Vergleich zu El-Ionisationstechniken
kann unter ESI-Bedingungen eine hohere Ionenbildungseffizienz von ca. 0.01 bis 0.1 %
(vergl. EI ca. 10™%) erzielt werden. Die gebildeten Ionen werden durch eine Offnung im

4John B. Fenn — Nobel Vortrag “Electrospray Wings for Molecular Elephants”, Dezember 2002, Aula Magna,
Universitat von Stockholm.
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ABBILDUNG 3.6.: Prinzip der Ionenbildung im Elektrosprayverfahren (Bildquelle:
http://www.oc.uni-koeln.de /ms-oc/esi.htm)

Zentrum der Gegenelektrode in den Analysatorteil des Massenspektrometers iiberfithrt. Auf
dem Weg zum Massenanalysator finden die abschliefsenden Desolvatisierungsschritte statt,
und der Druck fillt von Atmosphéirendruck bis in den Bereich von 10~ Torr.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten ESI-Quellen unterscheiden sich wesentlich
beziiglich des Winkels, den die Kapillarspitze des Spray-Kopfes und die Offnung im Zentrum
der Gegenelektrode zueinander einnehmen. Das &ltere Ionenfallen MS hat ein sogenanntes
direktes Spray, d.h. der Winkel betrégt 0°. Bei stark mit Matrix belasteten Proben fiihrt das
zu einer zunehmenden und raschen Verschmutzung der ESI-Quelle. Das Triple Quadrupol
MS ist neuerer Bauart und zeichnet sich durch einen Winkel von 90° in der ESI-Quelle
aus, was entscheidende Vorteile aufweist. Diese orthogonale Spray—Anordnung bewirkt eine
hohere Empfindlichkeit der ESI-Quelle bei grofserer Toleranz gegeniiber Verschmutzungen
durch stark mit Matrix belasteten Proben.

Der Mechanismus der Ionenbildung bei der ESI ist immer noch Gegenstand aktueller
Forschung, und die Entwicklung immer leistungsfahigerer ESI-Quellen in den letzten 5-10
Jahren tragt dem Rechnung. Der Mechanismus geht von der Bildung ladungstragender Trop-
fen aus, die durch Verdampfen des Eluenten kleiner werden und aus denen dann gasférmige
Ionen gebildet werden (Abb. 3.6). Im Elutionsmittel gelost gelangen die Analytmolekiile aus
der ESI-Kapillare in das angelegte Hochspannungsfeld, wobei eine Ladungstrennung erfolgt.
Bei positiver Ionisierung wird die Kapillarspitze als Anode geschaltet, d.h. negativ geladene
Ionen wandern zur positiv geladenen Kapillarspitze und werden entladen bzw. oxidiert.
Positive Ladungstrager dagegen reichern sich auf der Fliissigkeitsoberfliche an und werden
zur Gegenelektrode, die als Kathode geschaltet ist, beschleunigt. Die Anreicherung der
Ladungstréager an der Oberflache fithrt zur Ausbildung des fiir ESI typischen Taylor—Konus
[165].

24



3.3. Analytische Grundlagen

Ab einer bestimmten Distanz zum Kapillarende erfolgt eine zunehmende Destabilisierung
des Taylor-Konus, und es werden Primértropfchen mit positiver Uberschussladung in
einem stabilen Spray emittiert [92] und zur Gegenelektrode beschleunigt. Diese Tropfen
verlieren durch Verdampfen Losungsmittelmolekiile, und bei Erreichen des Rayleigh Limits
(elektrostatische Abstoung der Oberflachenladungen > Oberflichenspannung) zerfallen sie
in viel kleinere Tropfen, sogenannte Mikrotropfen. Diese kleineren Tropfen bilden sich aus
Ausstiilpungen, die durch elastische Oberflichenvibrationen auf den groferen Tropfchen
entstehen. Sie tragen nur etwa 2 % der Masse des Muttertropfens, jedoch etwa 15 % der
Ladung. Bei solchen Zyklen erhoht sich daher die Zahl der Ladungstrager pro Zahl gepaarter
Tonen im Tropfen sehr stark, und nur diese Mikrotropfen tragen letztendlich zur Bildung
von isolierten Ionen bei, wiahrend die groferen weniger stark geladenen Tropfen einen
Grofsteil der gepaarten Ionen, d.h. der Salzfracht und der Matrixanteile tragen. Das erklért
auch, weshalb die ESI-Quelle mit orthogonaler Spray Geometrie robuster in Bezug auf
Verschmutzungen ist, denn diese liegen vornehmlich in den grofseren Tropfen vor, die wenig
zur Bildung von Ionen beitragen und aufgrund des 90° Winkels Schwierigkeiten haben, in
die Offnung des Massenanalysators zu fliegen. Fiir die isolierten gasformigen Ionen ist die
90° Anordnung dagegen kaum ein Hindernis.

Fiir die Bildung dieser isolierten Ionen werden zwei Modelle diskutiert. Das dltere Modell
des geladenen Riickstandes (charged residue model, CRM) von Dole [50] geht von einem
extrem kleinen Tropfen aus, der nur noch ein Analyt—Ion enthélt, von dem die verbleibenden
Molekiile des Eluenten verdampfen. Das Modell der Ionenemission (ion emission model,
IEM) von Iribane und Thomson beschreibt die Bildung gasformiger Ionen aus hochgeladenen
Mikrotropfen [87|. Die damit verbundene Verringerung der Oberflichenladung stabilisiert
den Mikrotropfen. Die Ionenemission aus den Mikrotropfen ist dabei als Konkurrenzreaktion
zum weiteren Zerfall der Tropfen aufgrund des Rayleigh—Limits zu sehen. Die ESI ist eine
sehr sanfte Variante der Ionisierung, bei der in der Regel die Molekiilionen erhalten werden.
Bei negativer lonisierung beobachtet man [M—H|~ Anionen und bei positiver lonisierung
[M+X]* Kationen. Gerade bei positiver Ionisierung ist die Interpretation der Spektren nicht
immer einfach, da X nicht zwangslaufig ein Proton ist und es auch zur Anlagerung anderer
Kationen wie X = Na, K oder NH4 kommt.

3.3.3. lonenfallen MS

Der Ionenfallen-Massenfilter arbeitet nach dem Prinzip der Paul schen Flasche®, in der
geladene Teilchen (Ionen) fiir kurze Zeit gespeichert werden konnen (Abb. 3.7) [115]. Der von
der ESI-Quelle erzeugte kontinuierliche Ionenstrom wird durch magnetische Linsensysteme
auf die Offnung in der Endkappe der Ionenfalle fokussiert. Durch Anlegen einer variablen
Spannung an der Ringelektrode werden die einfliegenden Ionen im Potenzialminimum
in der Mitte der Ionenfalle gesammelt, wobei sie ihre vorhandene kinetische Energie
durch elastische Stofe mit Heliumatomen abgeben, die als Ddmpfungsgas durch eine feine
Kapillare in den Bereich der Ionenfalle einstrémen. Nach der Sammelphase wird die Falle
magnetisch verschlossen und die Ionen durch Frequenz—Modulation iiber die Endkappen
ausgelesen. Dabei werden die Ionen entsprechend ihres m/z Verhéltnisses (kleine m/z

SWolfgang Paul — Nobel Vortrag “Electromagnetic Traps for Charged and Neutral Particles”, Dezember
1990, Aula Magna, Universitiat von Stockholm.
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ABBILDUNG 3.7.: Schematischer Aufbau des verwendeten Massenspektrometers mit
Ionenfallentechnik (LCQ Classic, Thermo Finnigan)

zuerst) zu Schwingungen angeregt, deren Amplitude so groft wird, dass sie aus der Fal-
le herausschwingen und vom Detektionssystem (Dynode -+ Multiplier) aufgezeichnet werden.

Die in der Falle gesammelten Ionen besitzen alle die gleiche Polaritdat und stofsen sich daher
ab. Aus diesem Grund ist die Beladungskapazitit der Falle durch ihre Geometrie begrenzt,
denn gleichgeladene Ionen lassen sich nicht beliebig dicht im Zentrum der Falle konzentrieren.
Sie bilden eine raumlich vergroferte Ladungswolke, die zu verringerter Massenauflosung beim
Auslesen der Falle fiihrt. Je grofter die Ladungswolke, umso geringer die erzielbare Auflésung.

Nach der Sammelphase muss die Ionenfalle aber nicht direkt ausgelesen werden. Ihr grofser
Vorteil ist die Moglichkeit der mehrstufigen selektiven Fragmentierung einer gewéhlten
Masse. Bis auf die zu untersuchende Masse werden hierbei zunéchst alle anderen Massen aus
der Tonenfalle ausgeschlossen und die in der Falle verbleibende Masse energetisch angeregt.
Durch die energetische Anregung kommt es zu reaktiven Stéfen mit den Helium—Atomen
in der Ionenfalle, wodurch Massenfragmente entstehen, die anschlieffend wieder aus der
Tonenfalle ausgelesen werden koénnen. Dadurch erhiilt man das MS/MS oder MS? Spektrum.
Durch Wiederholung der Ionenausschluss- und Anregungssequenz kann das MS/MS
Spektrum eines MS/MS Fragmentes erhalten werden, was als MS? beschrieben wird. Somit
lasst sich der vollstdndige Fragmentierungsbaum einer Komponente aufschliisseln, was fir
die Identifizierung unbekannter Massenpeaks sehr wichtig ist. Mit jedem MS/MS Schritt
wird die Selektivitdt der Detektion erhoht. Gleichzeitig sinkt jedoch die Empfindlichkeit
der Ionenfalle, da mit jedem MS/MS Schritt mehr als 90 % der Gesamt—Ionenzahl in der
Falle verloren geht, aufserdem sind aufgrund der physikalischen Eigenschaften der Ionenfalle
kleinere Massen weit weniger stabil als schwerere. Aus den gleichen Griinden erlauben es
die mathematischen Stabilitatskriterien nicht, Fragmente aus MS/MS Experimenten zu
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ABBILDUNG 3.8.: Schematischer Aufbau des verwendeten Massenspektrometers mit Triple
Quadrupoltechnik (TSQ Quantum, Thermo Finnigan)

sammeln, deren Masse kleiner als 1/3 der Ausgangsmasse ist.

Die hohe Flexibilitdt der Ionenfalle macht sie aber zu einem MS-Detektor mit breitem
Leistungsspektrum, vor allem fiir die Aufkldrung unbekannter Strukturen. Aufgrund der
physikalisch bedingten verringerten Stabilitét kleinerer Massen in der Ionenfalle und ihrer
sequentiellen Arbeitsweise im MS/MS Modus hat die Tonenfalle jedoch grofe Nachteile im
Bereich der Empfindlichkeit und Quantifizierung, ganz besonders im Bereich kleiner Massen.

3.3.4. Triple Quadrupol MS

Bei diesem Detektor werden drei Quadrupol Systeme (Q1, Q2, Q3) zur Selektion verwendet
(Abb. 3.8). Im Vergleich mit der Ionenfalle kénnen mit dem Triple Quadrupol MS keine MS3-
oder MS™Experimente® durchgefiihrt werden, sondern er ist beschrinkt auf die MS/MS Fi-
higkeit. Hier zeichnet sich das Triple Quadrupol MS aber durch entscheidende Vorteile aus,
da es die hohe Selektivitat der MS/MS-Fragmentierung mit hoher Empfindlichkeit verbindet.

Der Q2 ist nicht als Massenfilter geschaltet, sondern dient als Stofszelle fiir die Frag-
mentierung, in die Argon (1,5 mTorr) als Kollisionsgas fiir die reaktiven Stofe eingelassen
wird. Die Q1 und Q3 Quadrupole dienen zur Massenselektion, und entsprechend der
elektromagnetischen Einstellung des Quadrupols sind nur Tonen mit einem bestimmten m/z

5Die MS* Information ist bei einem Triple Quadrupol MS jedoch mit einem kleinen Trick zugénglich,
indem die erste MS/MS Fragmentierung durch erhohten Energieeintrag bei der Ionisierung erfolgt (z.B.
Erhohung der Temperatur oder der Beschleunigungsspannung an den magnetischen Linsen vor dem Q1)
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in der Lage, den Quadrupol zu passieren. Der Q1 wird auf die Masse des Vorlaufer—Ions
(precursor ion) und der Q3 auf die Masse des Produkt—Ions (product ion) vor bzw. nach der
Fragmentierung eingestellt. Dieser Operationsmodus wird als selected reaction monitoring
(SRM) bezeichnet und zeichnet sich durch die hochste Empfindlichkeit aus.

Am Beispiel von Glukose-6-phosphat (G6P) soll dies erlautert werden. G6P bildet
bei negativer ESI das Molekiil-Ton mit m/z = 259,1. Bei energetischer Anregung zerfallt
G6P in mehrere Fragmente, wobei die Abspaltung des Phosphat—lons energetisch am
glinstigsten und daher bevorzugt ist, da die Phosphat—Gruppe sehr gut in der Lage ist, die
negative Ladung zu stabilisieren. In MS/MS Experimenten von G6P und einigen anderen
Zuckerphosphaten ist die Phosphat—Abspaltung die bevorzugte MS/MS Reaktion.

Die Ionen werden von der ESI-Quelle kontinuierlich erzeugt und durch magnetische
Linsen—Systeme (u.a. Q00 und Q0) zum Q1 fokussiert, dessen Einstellung es nur den Ionen
mit m/z = 259,1 erlaubt, ihn zu passieren. Diese Ionen werden dann im Q2 fragmentiert,
und durch die Einstellung des Q3 wiederum koénnen nur Fragment—Ionen mit m/z = 97,1
passieren. Am Detektor hinter dem Q3 kénnen daher nur die Fragment—lonen detektiert
werden, die sowohl die Bedingung fiir den Q1 als auch fiir den Q3 erfiillen.

Im Vergleich zur Ionenfalle ist die Detektion genauso spezifisch, da aber das Triple Qua-
drupol MS pro Zeiteinheit viel langer aus einem MS/MS Experiment Daten sammelt, kann
mit diesem Detektortyp die hochste Empfindlichkeit in einem groften dynamischen Bereich
erzielt werden. In Bezug auf die Messung im Bereich kleiner Massen hat das Triple Quadru-
pol MS im Vergleich zur Ionenfalle keine physikalische Einschrinkung, was die Stabilitat der
Massen im Detektor betrifft, und auch die MS/MS Fragmente mit einer Masse kleiner als
1/3 der Ausgangmasse unterliegen keiner Beschriankung.
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4. Material und Methoden

4.1. Biologisches System

Die im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen wurden mit dem Prokaryonten
E. coli durchgefiihrt. Die verwendeten gentechnisch verdnderten Stdmme zur Produktion
von Vorlaufer-Metaboliten des Aromatenbiosynthesewegs und die L—Phe Produktionsstam-
me wurden am Institut fiir Biotechnologie 1 der Forschungszentrum Jiilich GmbH und bei der
DSM Biotech GmbH (Jiilich) hergestellt. Die Stdimme mit der AB-Nomenklatur und vier-
stelliger numerischer Codierung wurden freundlicherweise vom FE. coli Genetic Stock Center
der Yale University zur Verfiigung gestellt.

4.1.1. Charakterisierung der verwendeten E. coli Stamme

Die verwendeten Stdmme von FE. coli lassen sich anhand der von ihnen produzierten
Metaboliten in zwei Gruppen unterteilen. Die erste Gruppe wird von den L—Phe Pro-
duktionsstdmmen repréasentiert, die in Tab. 4.1 dargestellt sind. Diese Stdmme basieren
alle auf dem Grundstamm 4, der auch Ausgangspunkt fiir die bei der Entwicklung eines
L-Phe Fermentations— und Aufarbeitungsprozesses verwendeten Stamme war [70, 139]. Der
Stamm E. coli 4 wurde, ausgehend von Stamm FE. coli LJ110 [192], durch chromosomale
Deletion der Gene der Chorismat Mutase/Prephenat Dehydrogenase (tyrA), Chorismat
Mutase/Prephenat Dehydratase (pheA) und der L-Tyrosin sensitiven 3—Deoxy—D—arabino—
heptulosonat—7-phosphat Synthase (aroF') erzeugt. Dadurch ist der Stamm 4 auxotroph in
Bezug auf L-Tyr und L-Phe.

Die relevanten Gene fiir die L-Phe Produktion sind auf den Plasmiden enthalten, mit
denen der Stamm 4 transformiert wurde. Das Plasmid basiert auf dem Expressionsvektor
pJE119EH, der einen IPTG induzierbaren, glukoseresistenten, synthetischen tac—Promotor
enthdlt und eine Ampicillinresistenz als Selektionsmarker tragt [69]. Das Plasmid pF20
enthélt zwei gentechnisch verédnderte Varianten der Gene aroF und pheA. Diese zeichnen sich
durch die Eigenschaft aus, dass die von ihnen codierten Enzyme nicht mehr ihrer nativen
Feedback—sensitiven Regulation unterliegen. Sie werden daher als Feedback-resistente
(fbr) Varianten bezeichnet. AroF/"" ist auch in Gegenwart von L-Tyr und PheAf’ in
Gegenwart von L—Phe noch aktiv. Das Plasmid pF78 enthélt zusédtzlich noch das fiir die
3-Dehydroquinat Synthase codierende Gen aroB, und pF26 enthélt zusétzlich das Gen
der Shikimat Kinase II (aroL. Das Plasmid pF49 enthilt das native Wildtyp aroF™“! Gen
in Kombination mit der Feedback-resistenten Variante der Chorismat Mutase/Prephenat
Dehydratase (pheA/*"). Dadurch ist die L-Phe Biosynthese in dem Stamm 4pF49 deregu-
liert, sofern die L-Tyr Konzentration gering bleibt und die aroF** Aktivitit aufgrund der
Feedback—Inhibierung nicht gedrosselt wird. Durch die Expression der Gene fiir die L-Phe
Produktion wird natiirlich auch die L-Phe Auxotrophie des Stamms F. coli 4 aufgehoben.
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TABELLE 4.1.: Ubersicht iiber die verwendeten E. coli Stdmme fiir die L-Phenylalanin

Produktion
E. coli Produkt | Genotyp
Stammbezeichnung
LJ110 E. colv K12 W3110
4 LJ110, A(pheA, tyrA, aroF)

4 pF20 L-Phe | LJ110, A(pheA, tyrA, aroF)

pJF119EH aroF" — phe AT (amp®)
4 pF26 L-Phe | LJ110, A(pheA, tyrA, aroF)

pJF119EH aroF" — pheA"™ — arol, (amp®)
4 pF49 L-Phe | LJ110, A(pheA, tyrA, aroF)

pJF119EH aroF™* — pheAS" (amp’)
4 pF69 L-Phe | LJ110, A(pheA, tyrA, aroF)

pJF119EH aroF™t — pheA" — aroL (amp™)
4 pF78 L-Phe | LJ110, A(pheA, tyrA, aroF)

pJF119EH aroF" — pheA"™ — aroB (amp®)
4 pF79 L-Phe | LJ110, A(pheA, tyrA, aroF)

pJF119EH aroF™t — pheAT" — aroB (amp™)
4 pF81 L-Phe | LJ110, A(pheA, tyrA, aroF)

pJF119EH aroF™* — pheAT" — aroB — aroL (amp’?)
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TABELLE 4.2.: Ubersicht iiber die verwendeten E. coli Stamme fiir die Metabolit

Produktion
E. coli Stamm Produkt | relevanter Genotyp
(Kurzbezeichnung)
5 pF15 DAH(P) | LJ110 aroB351

(E. coli DAHP)

pJF119EH aroF'*" (amp®)

AB1359 pF42 DHQ A gInV44(AS) tsx—29 aroD5

(E. coli DHQ)

pJF119EH aroF'*" — aroB (amp®)

AB2834 pF42 DHS

(E. coli DHS)

A glnV42(AS) tsx-352 malT352(A) aroE353
pJF119EH aroF*" — aroB (amp®)

AB2829 pFs4 S3P

(E. coli S3P)

A— gInV42(AS) aroA354
pJF119EH aroF/*" — aroB — aroL (amp®)

AB2849 pF39 EPSP | A gInV42(AS) tsx—357 aroC355

(E. coli EPSP)

pJF119EH aroF*" — arolL (amp’?)




4.1. Biologisches System

Die zweite Gruppe von E. coli Stdmmen ldsst sich als Gruppe der Produzenten von
Metaboliten des Aromatenbiosynthesewegs zusammenfassen und ist in Tab. 4.2 dargestellt.
Jeder dieser Stamme trégt eine chromosomale Punktmutation in unterschiedlichen Genen
des Aromatenbiosynthesewegs. Diese Punktmutation bewirkt eine vollstandige Inaktivierung
der katalytischen Aktivitdt des mutierten Enzyms und stellt somit einen genetischen Block
im Aromatenbiosyntheseweg dar. Die Inaktivierung eines enzymatischen Schrittes innerhalb
des linearen Aromatenbiosynthesewegs fithrt zu einer Unterbrechung, der Metabolit direkt
vor diesem Schritt kann nicht mehr enzymatisch umgesetzt werden. Daher sind alle diese
Stdmme nicht nur auxotroph fiir die drei aromatischen Aminosduren, sondern auch fir
andere aromatische Metaboliten dieses Stoffwechselwegs, die dem Medium zugesetzt werden
miissen, um Wachstum zu erméglichen. Der Metabolit vor dem genetischen Block kann als
Endprodukt des verdanderten Biosynthesewegs bezeichnet werden. In Tab. 4.2 sind die FE. coli
Stamme daher mit den Endprodukten ihrer geblockten Aromatenbiosynthese dargestellt.

Auch in diesen Stdmmen sind die fiir die Produktion relevanten Gene auf einem Plasmid
codiert. Dabei handelt es sich ebenfalls um den pJF119EH Expressionsvektor, der bereits
bei den L—Phe Produktionsstdmmen erldutert wurde. Alle Plasmide enthalten die Feedback—
resistente Variante des aroF Gens, aroF'" | auch zusammen in unterschiedlichen Kombina-
tionen mit Genen fiir die 3-Dehydroquinat Synthase (aroB) und die Shikimat Kinase II
(aroL). Der Stamm E. coli 5 [99] ist ausgehend vom Grundstamm E. coli 4 konstruiert
worden und enthélt ein punktmutiertes katalytisch inaktives aroB Gen und wird als aroB
negativer Stamm (aroB~) bezeichnet. Dieser Nomenklatur folgend handelt es sich bei den
Stdmmen AB1359 und AB2834 um aroD (3-Dehydroquinat Dehydratase) bzw. aroE (Shiki-
mat Dehydrogenase) negative Mutanten (aroD~ bzw. aroE~) und bei den Stdmmen AB2829
und AB2849 um aroA (EPSP Synthase) bzw. aroC' (Chorismat Synthase) negative Mutanten
(aroA~ bzw. aroC™).

4.1.2. Stammbhaltung

Die Stammbhaltung erfolgte als Glycerolkryokultur. Dazu wurde von einer ausgestrichenen
und kultivierten Luria-Bertani (LB) Agar-Platte (Anhang A.1) zunéchst eine 5 mL Rohr-
chenkultur beimpft und tiber Nacht kultiviert. Aus der Rohrchenkultur wurde dann 2%ig (1
mL) in 50 mL frisches LB-Medium in einen 500 mL Schiittelkolben tiberimpft. Die Kultur
wurde bis zu einer ODgsg =~ 3 (ca. 5 h) kultiviert. Nach mikroskopischer Kontrolle auf Kon-
tamination wurden 50 mL Glycerol zugesetzt, in Kryokulturrohrchen zu je 2 mL aliquotiert
und bei —80 °C bis zur Verwendung eingefroren. Der Zusatz von Glycerol hat eine schiitzende
Funktion wahrend des Einfrier— und spéteren Tauvorgangs, damit die Bakterienzellen nicht
durch die Bildung von Eiskristallen geschédigt werden und die Kultur diesen Vorgang in
moglichst vitalem Zustand iiberdauert.

4.1.3. Vorkultivierung

Die Anzucht der Vorkulturen erfolgte aus den Glycerolkryokulturen der Stammhaltung un-
ter Verwendung von Vorkulturmedium. Der Bioreaktor wurde dabei 10%ig inokuliert, wobei
die Vorkultur in moglichst stoffwechselaktivem Zustand in den Bioreaktor tiberfithrt werden
sollte, um ein rasches Anwachsen zu ermoglichen. Fiir die Fermentationen im 20 L Bioreaktor
wurden je 233 mL Vorkulturmedium Nr. I (Anhang A.3) in drei 1 L Schiittelkolben mit 0,5-1
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mL Glycerolkryokultur beimpft und bis zu einer ODg59 &~ 4 kultiviert. Die Kultivierungszei-
ten betrugen stammabhéngig 15-20 h. Fiir die Fermentationen im 2,5 L. Bioreaktor wurden
150 mL Vorkulturmedium Nr. IT (Anhang A.4) in einem 1 L Schiittelkolben mit 2 mL einer
Glycerolkryokultur beimpft und bis zu einer ODgsg & 4 kultiviert. Die Kultivierungszeiten
betrugen stammabhéngig 12-15 h. Die Kultivierung der Schiittelkolben erfolgte in einem
Schiittelkolbeninkubator (3033, GLF) bei 37 °C mit 160 Umin~'.

4.2. Aufbau und Durchfiihrung der Fermentationsexperimente
im 2,5 L Bioreaktor

Die Fermentationen wurden in einem 2,5 L. Riihrkessel-Bioreaktor (Labfors, Infors AG) mit
einem Anfangsvolumen von 1,5 L durchgefiihrt (Abb. 4.1). Der Bioreaktor besteht aus einem
doppelt ummantelten nach oben offenen Glasgefafl, auf dem der Edelstahldeckel befestigt
wird. Im Deckel sind Vorrichtungen fiir die Anschliisse von Messsonden, Zulauf—Strecken und
das Riihrorgan integriert. Die Thermostatisierung erfolgt iiber den Wasserkreislauf im Dop-
pelmantel. Das Riithrorgan besteht aus zwei Scheibenriihrern, die an der im Deckel verbauten
Riithrwelle befestigt sind. Die Riithrwelle des Bioreaktors wird durch einen aufsteckbaren
Elektromotor angetrieben. Die Anlagenskizze des 2,5 L Bioreaktors ist in Abb. 4.2 dargestellt.

Die Prozessparameter wurden durch eine Software (Medusa 1.2, IBT-2, Wolfgang Boos
1998) erfasst und gespeichert (Speicherfrequenz 0,1 Hz). Die Werte fiir Temperatur, Riihrer-
drehzahl, Zuluft, Sauerstoffpartialdruck (pOg2) und pH wurden direkt aus der Steuereinheit
des Bioreaktors ausgelesen und an den Prozessrechner tibertragen. Die Messung des pH-
Wertes erfolgt iiber eine Gel-pH-Einstabmesskette (Mettler—Toledo), die Regelung wird von
der Steuereinheit des Bioreaktors durch Ansteuerung einer integrierten Peristaltikpumpe mit
25%iger Ammoniak—Losung ibernommen. Die Temperaturmessung erfolgte iiber ein PT—100
Widerstandsthermometer, und die Messung des pOs erfolgte mittels einer amperometrischen
Elektrode (Mettler-Toledo). Die Sollwerte fiir Rithrerdrehzahl und Zuluft wurden per Hand
an der Steuereinheit des Bioreaktors vorgegeben, von der auch die Regelung dieser Parameter
durchgefiihrt wurde. Der Abluftstrom aus dem Bioreaktor wurde gekiihlt (M&C Cooler, ECP
Analysentechnik), und mit einem Analysegerdt (Binos100 2M, Fisher-Rosemount) wurde der
O9 Anteil iiber eine paramagnetische und der COo Anteil iiber eine Nah-Infrarot Messung
erfasst. Die pH-Elektrode wurde mit zwei Pufferlésungen (pH = 7 und 4,01) kalibriert. Zu-
sammen mit den anderen Messsonden wurde sie in entsprechende Stutzen im Edelstahldeckel
des Bioreaktors eingebaut.

V'V M[min~] = Zuluftvolumenstrom [L min~?]

Fermentationsvolumen [L] (4.1)

Vor jeder Fermentation wurden der Bioreaktor, seine Peripherie mit Zulaufstrecken
und Vorratsbehéltern, Medienbestandteile und Vorkulturmaterialien 30 min bei 121 °C
und 2 bar autoklaviert. Uber eine autoklavierte Sterilfilterstrecke wurde der Bioreaktor
mit 1,35 L des Hauptkulturmediums Nr. II (Anhang A.6) befiillt, anschliefend wurde
die pOg—Elektrode mit Stickstoff und Luft drucklos bei 1 VVM (Gleichung 4.1) und
einer Riihrerdrehzahl von 950 Umin~! fiir 0 % und 100 % kalibriert. Die Kalibration der
COy—Abgasanalytik erfolgte mit reinem Stickstoff und einem Kalibriergas mit 5 % COs
(Linde). Zu Beginn der Fermentation wurde die Riihrerdrehzahl auf 300 Umin~! eingestellt,
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ABBILDUNG 4.2.: Anlagenskizze des 2,5 L. Labfors Bioreaktors
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die Datenaufnahme gestartet und die Zuluft auf 0,5 Lmin~! reduziert, um ein Ausstrippen
von CO» aus dem Fermentationsmedium und damit ein verzogertes Anwachsen der Biomasse
zu vermeiden [31]. Uber einen autoklavierbaren Kupplungsverschluss' wurde der Bioreaktor
mit dem Volumen aus dem Vorkultur Schiittelkolben (150 mL ) beimpft. Um den steigenden
Sauerstoffbedarf der Bakterien im Verlauf der Fermentation zu decken, wurden sukzessiv
zundchst die Rithrerdrehzahl und dann auch die Zuluft erhoht, sobald der pO, auf etwa
20-30 % gefallen war.

Im Fermentationsverlauf wurden in regelméfigen Intervallen Proben gezogen, um den pH-
Wert, die Biomassekonzentration und die Substratkonzentration zu bestimmen. Gleichzeitig
wurde der zellfreie Uberstand der Fermentationsproben fiir spitere Analytik bei —28 °C
eingefroren. Die Dosierung von Glukose im Zulaufverfahren wurde {iber eine gravimetrische
Dosierstrecke (IP65/YFCO01Z, Sartorius) mit angeschlossener peristaltischer Pumpe (101U,
Watson—Marlow) realisiert, mit der variable Dosiermengen manuell eingestellt wurden. Fiir
die Fermentationen mit Glukosepuls wurde fiir die Glukosedosierung auf eine Dosimat—
Dosierstrecke (Dosimat665, Metrohm) zuriickgegriffen, da sie eine gleichméfigere Dosierung
in der Glukose limitierten Phase erlaubt als die gravimetrische Dosierstrecke mit peristalti-
scher Pumpe. Zusétzlich wurde die Dosierungsoffnung auf 0,5 mm verkleinert und unterhalb
der Fliissigkeitsoberfliche im Bioreaktor positioniert, um beobachtete Schwingungen des
pOs aufgrund intermittierender Effekte bei der Dosierung in der limitierten Phase zu vermei-
den. Dadurch wurde eine gleichméfige Dosierung und ein konstantes pOg—Signal erreicht [85].

Fiir die Fermentationen im 2,5 L, Bioreaktor sind ausschlielich die in Tab. 4.2 dargestell-
ten E. coli Stamme verwendet worden, die auxotroph fiir die aromatischen Aminoséuren und
andere Produkte des Aromatenbiosynthesewegs sind. Um Wachstum zu ermdoglichen, wurden
die fehlenden Néhrstoffe dem Medium zugesetzt. Es wurde das Fermentationsmedium Nr.
IT fiir alle Experimente im 2,5 L. Bioreaktor verwendet. Wéhrend des Experimentes wurden
in regelméafigen Zeitabstdnden von 1 bis 2 h 5 mL Probe entnommen. Gemessen wurden
pH-Wert, Glukosekonzentration, ODgsp und die Biotrockenmasse (BTM). Jeweils 2 ml
Zellsuspension wurden 10 min bei 13000 g zentrifugiert (Biofuge pico, Heraeus) und der
Uberstand fiir spitere Analytik bei —28 °C eingefroren.

Die vorgelegten Mengen der drei aromatischen Aminosduren leiten sich aus Daten von
dreifach auxotrophen E. coli Mutanten aus der Literatur [109, 110] sowie aus Arbeiten des
IBT-2 fiir die L-Phe Prozessentwicklung [98] ab und sind fiir eine Biomassekonzentration
von ODgs9 = 60 kalkuliert. Nach ihrem Verbrauch stoppte das Wachstum der Biomasse,
wahrend weiterhin Glukose zugefiittert wurde, um die wachstumsentkoppelte Produkti-
onsphase einzuleiten (Kap. 3.2.4). Der Zeitpunkt der 100 uM IPTG-Induktion war fiir alle
Fermentationen gleich und erfolgte bei einer Biomassekonzentration von ODgsg = 10-12
mittels steriler Injektion.

Bei den Experimenten mit Glukosepulsen wurde die Glukosedosierung nach Eintritt in
die stationdre Phase auf ein zuvor berechnetes limitierendes Niveau reduziert und fiir 3—
4 h konstant gelassen. Die Limitierung wurde durch die Zugabe des Glukosepulses beendet.
Dazu wurde eine Losung von 7 g Glukose in 20 mL Wasser steril in die Fermentationslosung

Tdee und Konstruktionsvorlage von Dipl.-Ing. A. Kreutzer, IBT-2
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injiziert. Gleichzeitig wurde die Glukosedosierung auf ein zuvor experimentell bestimmtes
nicht limitierendes Niveau erhéht und das Experiment fiir 3-4 h unter Glukosesidttigung
weitergefiihrt. Sowohl in der limitierten wie auch in der Glukose geséttigten Phase wurde die
Probenfrequenz auf 3-4h~! erhéht.

4.3. Aufbau und Durchfithrung der Fermentationsexperimente
im 20 L Bioreaktor

4.3.1. Bioreaktor und Fed—Batch Kultivierung

Die Experimente wurden in einem 20 L Riihrkessel-Bioreaktor (ATGU 503, Infors AG)
mit einem Arbeitsvolumen von 7 L durchgefiihrt (Abb. 4.3, 4.4). Im unteren Drittel des
Edelstahlzylinders sowie im Deckel des Bioreaktors sind Vorrichtungen zur Aufnahme von
Messsonden integriert. Das Riithrwerk besteht aus zwei Scheibenriihrern und wird durch
eine Welle von oben angetrieben. Uber die Steuereinheit kénnen die Sollwerte verschiedener
Prozessparameter (z.B. Riihrerdrehzahl, Temperatur, Druck, Begasungsrate) eingestellt
und geregelt werden. Die Prozessdaten (Ist—Werte fiir Temperatur, Druck, Rithrerdrehzahl,
Begasungsrate, pO2, pH-Wert, COy im Abgas) wurden durch ein SMP-Interface (Siemens
Mikroprozessor Peripherie) an den Prozessrechner iibertragen. Dort erfolgte die Datenerfas-
sung mit Hilfe der Software (Labview 5.1, National Instruments) mit einer Speicherfrequenz
von 0,1 Hz.

Die Messung des pH-Wertes erfolgte iiber eine pH-Gel-Elektrode (Broadley James).
Ein integrierter PID—-Regler steuerte eine Laugenpumpe an und fiihrte bei einem Abfall
des pH-Wertes durch Saurebildung 25%ige Ammoniaklosung zu. Die Temperaturmessung
im Bioreaktor erfolgte iiber ein PT-100 Widerstandsthermometer, der Reaktorinnendruck
wurde iliber einen piezoelektronischen Druckaufnehmer bestimmt. Zur Messung des pOs
wurde eine amperometrische Elektrode (Ingold) verwendet. Der Abluftstrom aus dem
Bioreaktor wurde gekiihlt (M&C Cooler, ECP Analysentechnik), und mit einem Analy-
segerdt (Binos100 2M, Fisher-Rosemount) wurde der Oz und CO2 Gehalt gemessen. Die
definierte Zufuhr von Medienbestandteilen wurde durch den Einsatz von Dosierstrecken
realisiert. Diese erfassen den aktuellen Volumenstrom durch den Gewichtsverlust eines
Medium—Vorratsgefiafes, welches sich auf einer Waage befindet. Durch die Regelung von
Dosierpumpen lieften sich die gewiinschten Volumenstrome einstellen. Die Anlagenskizze des
20 L Bioreaktors ist in Abb. 4.4 dargestellt.

Vor Beginn jeder Kultivierung wurde die Peripherie des Bioreaktors sterilisiert, d.h.
alle Dosierstrecken, das Probenahmeventil, Vorratsbehélter fiir Lauge, Vorkultur und das
Fermentationsmedium. Die pH-Elektrode wurde kalibriert und in den vorgesehenen Stutzen
am Bioreaktor neben der bereits montierten Sauerstoffelektrode eingebaut. Anschliefend
wurden alle Anstechvorrichtungen mit Septen verschlossen, der Bioreaktor mit 7 L bidestil-
liertem Wasser befiillt und bei 121 °C fiir 20 min sterilisiert. Nach dem Autoklavieren wurde
das Wasser abgelassen und 6,3 L des Hauptkulturmediums Nr. I (Anhang A.5) iiber einen
Sterilfilter in den Bioreaktor gepumpt. Nachdem die Prozessparameter fiir die Fermentation
(Temperatur = 37 °C, Druck = 0,23 bar und pH-Wert = 6,5) im Bioreaktor eingestellt
waren, konnte die Sauerstoffelektrode mit Stickstoff und Raumluft bei 1 VVM (Gleichung
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4.1) und einer Riihrerdrehzahl von 1000 Umin~!kalibriert werden. Die Kalibration der
COs—Abgasanalytik erfolgte mit reinem Stickstoff und einem Kalibriergas mit 10 % COsq
(Linde).

Alle bendétigten Dosierstrecken (Ammoniak—, Glukose— und L-Tyrosinzufuhr) wurden an
den Bioreaktor steril angeschlossen. Zu Beginn der Fermentation wurde die Rithrerdrehzahl
auf 300 Umin~"! eingestellt und die Zuluft auf 1 L min~! reduziert, um ein Ausstrippen von
COg2 und damit ein verzogertes Anwachsen der Biomasse zu vermeiden [31]. Anschliefsend
erfolgte das Beimpfen mit 0,7 L der Vorkultur iiber eine Impfstrecke. Die Datenaufnahme
wurde gestartet, und die Batch-Phase der Kultivierung begann. Um den steigenden
Sauerstoffbedarf der wachsenden Bakterienkultur zu decken, wurden schrittweise die
Riihrerdrehzahl und die Begasungsrate erhoht, sobald der pOsy auf etwa 30 % gefallen
war. Wéhrend des Experimentes wurden in regelméfligen Zeitabstdnden von 1 bis 2 h 10
mL Probe entnommen. Gemessen wurden pH-Wert, Glukosekonzentration, ODgs¢ und die
Biotrockenmasse (BTM). Jeweils 2 ml Zellsuspension wurden 10 min bei 13000 g zentrifu-
giert (Biofuge pico, Heraeus) und der Uberstand fiir spitere Analytik bei 28 °C eingefroren.

Bei einer ODg59 von rund 10-12 wurden 7 mL 0,1 M IPTG-Lésung als Induktor zur
Bakterienkultur zugegeben, um die Expression der Plasmidgene zu starten. Aufserdem
wurde die Glukosezufiitterung mit einer 500 gL~ 'Glukoselosung (Anhang A.7) iiber
eine gravimetrische Dosierstrecke (IP65/YFCO01Z, Sartorius) gestartet, um wéhrend der
gesamten Wachstumsphase im Fermentationsmedium eine Glukosekonzentration von 2-5
g L~ !sicherzustellen. Aukerdem wurde mit der L-Tyrosinzufuhr (18,75 gL~ , Anhang A.7)
tiber eine Dosimat-Dosierstrecke (Dosimat665, Metrohm) begonnen. Bei den Experimenten
mit L-Tyr Limitierung betrug der Anfangswert der Tyrosindosierung 1 mL min~‘und
wurde wihrend der Wachstumsphase schrittweise auf 3 mL min~!erhoht, insgesamt wurden
149 mL L-Tyr Losung zudosiert. Danach wurde die Dosierung auf 3 mL h~'reduziert,
was einen leichten FErhaltungsstoffwechsel, aber kein Wachstum mehr ermdoglichte. Bei
den Experimenten mit L-Tyr Uberschuss wurde die L-Tyr Dosierung ebenfalls mit 1
mL min~! gestartet und wihrend der Wachstumsphase schrittweise auf 3 mL min~'erhoht,
so dass der Kultur bis zur Einleitung der Glukoselimitierungsphase 300 mL L-Tyrosinlosung
zugegeben wurden. Um eine potenzielle Schidigung bzw. Aktivititseinbufen von AroF!
durch unphysiologisch hohe L-Tyr Konzentrationen zu vermeiden, wurde die L-Tyr Menge
im Prozess so zugefiittert, dass die Konzentration nie iiber das Anfangsniveau hinausging.

Nach Erreichen einer ODgsg von etwa 50 (entspricht einer BTM von etwa 16-20 gL.~1)
wurde durch das Herabsetzen der Glukosezufuhr auf 50 gh~!die Limitierungsphase einge-
leitet. Nachdem die gesamte Glukose im Medium verbraucht war, blieb die Kultur fiir rund
30 min limitiert. Anschlieffend erfolgte die Auslosung des Glukosepulses und der Start der
schnellen Probenahme, in dessen Verlauf der Stoffwechsel der Zellen durch das Methanol—-
Quenching—Verfahren [48| gestoppt wurde (Kapitel 4.3.2).

4.3.2. Glukose Pulssystem und schnelle Probenahmeeinheit

Das Pulssystem besteht aus einem Pulsbehélter fiir die Aufnahme der Glukosepulslosung
und den zwei Pulsventilen mit dazugehorigen Anstechnadeln, die iiber Druckleitungen
miteinander verbunden sind (Abb. 4.5). Durch das Offnen der beiden Pulsventile, die von
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4. Material und Methoden

der Software angesteuert wurden, stromte die Pulslosung durch die zwei Anstechnadeln
in den Bioreaktor. Der Pulsbehilter wurde mit einem Uberdruck von 4 bar beaufschlagt.
Die zwei Anstechnadeln wurden am Bioreaktor an zwei verschiedenen Seiten in Hohe des
Riihrblattes verschraubt und nahmen zueinander einen Winkel von ca. 90° ein. Mit dieser
Anordnung konnten Mischungszeiten von ©gp = 630 ms erreicht werden [25|. Damit war ein
schneller Wechsel vom Glukose limitierten zum nicht limitierten Zustand gewéhrleistet.

Die schnelle Probenahme erfolgte iiber ein magnetisches Schlauchquetschventil, welches
am Boden des Bioreaktors angebracht war (Abb. 4.5). Aufgrund des Uberdrucks von 0,23 bar
im Reaktor floss die Zellsuspension in die Probenahmegeféfse, die in Aluminiummagazinen
plaziert waren. Die mit je 16 Probenrohrchen befiillten Magazine wurden taktweise unter
der Offnung des Probenahmeventils vorbeigefiihrt, so dass alle 220-230 ms (4-5 Proben
pro s) ein neues Probengefifs unter der Ventilofinung positioniert wurde und aufgrund der
Verweilzeit des Probengefiafies 5 mL Zellsuspension in das Probenréhrchen gelangten.

Der schrittweise Transport der Magazine erfolgte von rechts nach links iiber einen
Zahnriemen, der von einem Schrittmotor bewegt wurde (Abb. 4.3, 4.5). Sobald ein Proben-
magazin mit Proben befiillt war, wurde es auf der linken Seite von einem pneumatischen
Auswerfer zuriick auf den Probenahmetisch geschoben. Gleichzeitig wurde auf der rechten
Seite ein neues Magazin auf das Transportband (Zahnriemen) geladen. Es kénnen maximal
10 Magazine (max. 160 Proben) verwendet werden.

Kurz vor dem Pulsexperiment wurden die zwei Pulsventile durch Anstechnadeln an den
Bioreaktor angeschlossen. Der Vorratsbehélter fiir die Pulsfliissigkeit wurde mit 1 L einer 420
g L~! Glukosel6sung befiillt und die Pulsleitungen mehrfach mit der Glukoselésung gespiilt,
um Luftblasen aus dem System zu entfernen. Die Injektionsventile fiir die Pulszugabe und
die schnelle Probenahmeeinheit wurden vollstdndig von einer speicherprogrammierbaren
Steuerung (SPS) mit zugehoriger Software (B&R Automation Studio) kontrolliert bzw.
angesteuert [13|, d.h. nach dem Startbefehl durch den Experimentator verlief das Experi-
ment vollstindig automatisiert. Die Auslosung des Pulses, d.h. die Offnung des Pulsventils,
erfolgte zwischen dem ersten und dem zweiten Magazin (zwischen Probe 16 und 17). Damit
wurde gewahrleistet, dass das erste Magazin nur Proben aus der Limitierungsphase enthalt,
welche als Referenzwerte fiir die spitere Analyse dienen.

Die Probenahmegefifie mit einem Gesamtvolumen von 50 mL wurden mit 15 mL 70 mM
HEPES enthaltende 60%ige wéssrige Methanollosung (Quenchingfliissigkeit) gefiillt. Kurz
vor Beginn der Probenahme wurden die Probengefife aus einer —80 °C kalten Tiefkiihl-
truhe entnommen, in die vorgesehenen Magazine gesteckt und auf dem Probenahmetisch
positioniert. Bei der Probenahme wurden 5 mL der 37 °C warmen Zellsuspension mit der
inzwischen auf —50 °C erwadrmten Quenchingfliissigkeit vermischt, d.h. nach der Probenah-
me lag die Temperatur bei < —20 °C [25]. Anhand von Modellrechnungen kann dabei die
Abkiihlzeit bei der Probenahme mit ca. 50 ms abgeschatzt werden, d.h. es kann mit diesem
Verfahren ein effektives Stoppen des Stoffwechsels gewéhrleistet werden [181]. Nach erfolgter
Probenahme wurden die befiillten Probenréhrchen manuell verschlossen und bis zur wei-
teren Verarbeitung bei —28 °C gelagert. Die gequenchten Zellproben wurden innerhalb der
néchsten 8 h wie in Kap. 4.4.1 beschrieben aufgearbeitet.
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4.3. Aufbau und Durchfiihrung der Fermentationsexperimente im 20 L Bioreaktor
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ABBILDUNG 4.5.: Schema des 20 L Bioreaktors mit Pulsaufgabesystem, schneller
Probenahme— und zentraler Pulssteuerungseinheit
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4. Material und Methoden

4.4. Extraktion intrazellularer Metabolite

4.4.1. Perchlorsaure (HCIO,)

Die bei —28 °C gelagerten Proben der automatisierten schnellen Probenahmeeinheit wur-
den bei —20 °C und 10 286 g fiir 5 min zentrifugiert (Avanti30, Beckman). Der metha-
nolische Uberstand wurde dekantiert und Fliissigkeitsreste am Zellpellet wurden mit einer
Pipette abgesaugt. Das Zellpellet wurde mit 1 mL einer 50%igen auf —28 °C vorgekiihlten
wéssrigen Methanollosung resuspendiert (Vortex Genie 2, Scientific Industries). Zur Kiih-
lung der Proben wurden die Rohrchen kurz in fliissigen Stickstoff getaucht. Zur Extraktion
der Zellen wurden dann 4 mL einer 28 °C kalten 43,75%igen (w/v) Perchlorsiaure zuge-
setzt. Die Mischung wurde homogenisiert (Vortex Genie 2, Scientific Industries) und bei 80
°C eingefroren. Entsprechend den Ergebnissen von Buchholz [25] wurde nach dem Auftau-
en auf einen Ultrazentrifugationsschritt der Proteine und Zelltriimmer verzichtet und die
Proben mitsamt der Zelltriimmer durch Zugabe von 2400 pL frisch hergestellter geséttigter
Kaliumcarbonat—Loésung bis pH = 7 neutralisiert. Um das intensive Schdumen der Proben
bei der Neutralisation zu verzogern, wurden die Rohrchen in fliissigem Stickstoff abgekiihlt.
Nach der Neutralisation wurden die Proben im Eisbad auf 0 °C erwirmt. Der Niederschlag
in den Proben wurde bei 4 °C und 10 286 g fiir 5 min zentrifugiert (Avanti30, Beckman), und
der klare, leicht gelbe Uberstand wurde bis zur weiteren Verwendung bei 28 °C gelagert.

4.4.2. Ultrafiltration der Zellextrakte

Wenn angegeben, wurden die Zellextrakte vor den Messungen ultrafiltriert. Dazu kamen Ul-
trafiltrationseinheiten (VivaSpin PES5000, VivaScience) mit einer Ausschlussgrenze (MW-
CO) von 5000 Da zur Anwendung. Die Filtration wurde in einer Zentrifuge (Avanti30, Beck-
man) bei 18 845 g durchgefiihrt.

4.5. Aufarbeitung von Metaboliten der Aromatenbiosynthese

4.5.1. 3-Deoxy—D-arabino—heptulosonat—7—phosphat (DAHP) und
3-Deoxy—D-arabino—heptulosonat (DAH)

Die Fermentationslosung aus dem Bioreaktor wurde zunéchst fiir 20 min bei 15 900 g zur
Separation der Zellen zentrifugiert (Avanti J-20XP, Beckman Instruments) und danach mit
Tonenchromatographie aufgereinigt [67, 119]. Der zellfreie Fermentationsiiberstand (1400
mL) passierte zunéchst eine Kationenaustauschersiule, die mit 700 mL Dowex 50 X8
(mesh 100-200) in der HT-Form gefiillt war, mit einem Fluss von 100 gh~!bei 4 °C.
Nach dem Waschen der Sdule mit 500 mL Wasser wurde das vereinigte Eluat mit 2 M
LiOH-Losung auf pH = 8 titriert und das Wasser im Vakuum entfernt. Zu diesem Feststoff
wurde 1 L Methanol zugesetzt und eine Stunde bei 4 °C kriftig geriihrt. Nach Filtration
des weiklich—gelben Riickstands, der nach Analyse nahezu kein Produkt enthilt, wurde das
Lésungsmittel im Vakuum entfernt.

Der produkthaltige Riickstand wurde in Wasser aufgenommen und mit Wasser verdiinnt,
bis die Leitfahigkeit < 1,5 mS betrug. Der pH-Wert wurde mit 5 M LiOH-Losung auf pH
— 7.8 eingestellt. Die Losung wurde mit 100 gh~!auf eine Sdule aufgebracht, die mit 500
mL préazyklisiertem und mit Triethylammonium—Hydrogencarbonat—Losung &quilibriertem
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4.5. Aufarbeitung von Metaboliten der Aromatenbiosynthese

und mit 500 mL Wasser gewaschenem DE-52 Anionenaustauscher (Whatman) gefiillt war.
Nach Waschen der Siule mit 400 mL Wasser erfolgte die Elution mit 100 g h~! eines linearen
Triethylammonium Hydrogencarbonat Gradienten von 100400 mM (4 L 100 mM + 4 L
400 mM), wobei Fraktionen von 10 mL gesammelt wurden. Die Fraktionskontrolle fiir DAH
und DAHP erfolgte mit dem Thiobarbiturat—Assay (Kap. 5.3.6), und Phosphat wurde mit
dem Test nach Ames iiberpriift (Kap. 5.3.7). Die Produkt-Fraktionen (20-58 fiir DAH)
wurden vereinigt und im Vakuum eingeengt. Der Puffer wurde durch azeotrope Destillation
mit 5 x 100 mL 2-Propanol im Vakuum entfernt.

Der Riickstand wurde in Wasser aufgenommen und iiber eine Kationenaustauscherséiule
mit Dowex 50 X8 (mesh 100-200) in der Ht-Form eluiert. Durch Lyophilisation wurde
ein blass—gelber Riickstand von DAH (freie Séure) erhalten, dessen stark hygroskopisches
Verhalten die Handhabung erschwerte. Durch Neutralisation mit 0,25 M LiOH-Lésung und
anschliefsender Lyophilisation wurde das Lithium Salz als ebenfalls blass—gelber Feststoff
erhalten, der aber weniger hygroskopisch ist. Fiir DAHP konnten nur sehr geringe Mengen
in den Fraktionen 90-95 mit LC-MS festgestellt werden, die folgende Produktisolierung war
nicht erfolgreich. Fraktionen, die DAHP enthielten, und das DAH wurden bei —80 °C bis zur
Verwendung gelagert.

4.5.2. 3—-Dehydroquinat (DHQ)

Die Synthese erfolgte durch Oxidation von Chinasdure mit konzentrierter Salpeterséure [76].
Dazu wurden 20 g Chinaséure in einem 50 mL Kolben mit Doppelmantel in 12 mL. Wasser
aufgeschlammt, {iber einen Kryostaten auf 0 °C gekiihlt und mit einem Magnetriihrer
durchmischt. 27 mL 65%ige Salpetersidure wurden hinzugefiigt. Zum Starten der Reaktion
wurden der Reaktionslosung weitere 3 mL 65 %ige Salpetersdure zugesetzt und auf 20
°C erwdarmt. Nach kurzer Zeit war das Anspringen der Reaktion durch die Entwicklung
nitroser Gase und der damit verbundenen gelb—griinen Farbung der Reaktionsmischung zu
beobachten, und die Temperatur wurde daraufhin sofort wieder auf 0 °C herabgesetzt. Der
Reaktionsfortschritt lief sich iitber "H-NMR und HPLC verfolgen und wurde nach 24 h
durch Ausblasen der nitrosen Gase und Verdiinnung der Reaktionslésung mit Wasser auf 4
L gestoppt.

Die saure Produktlosung wurde ionenchromatographisch aufgearbeitet [81]. Dazu wur-
de eine Anionenaustauschersiule mit 300 mL Dowex 1 X8 (mesh 100-200) verwendet, die
mit Acetat als Gegenion &quilibriert wurde. Danach wurden 100 mL Produktlésung mit
50gh~!auf die Siule aufgetragen und anschliefend mit 1 L Wasser (50 gh™!) gewaschen.
Die Elution erfolgte mit 75 gh~! durch einen nicht-linearen Essigsdure-Gradienten von 0,5
60M (4L6M+ 1L 0,5M), und Fraktionen von 10 mL wurden gesammelt. Die Frakti-
onskontrolle erfolgte mit HPLC (Kap. 5.3.1), die Produkt—Fraktionen wurden vereinigt und
bei 30 °C im Rotationsverdampfer eingeengt. Die Kristallisation des Produkts aus Aceton
gelang nicht, daher wurde das Produkt in Wasser aufgenommen und die Konzentration der
Produktlésung mit 'H-NMR gemessen. Die so erhaltene standardisierte Losung wurde bis
zur Verwendung bei —80 °C gelagert.
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4.5.3. 3—Dehydroshikimat (DHS)
4.5.3.1. Extraktion mit Ethylacetat

Die Fermentationslosung aus dem Bioreaktor wurde zunéchst fiir 20 min bei 15 900 g zur
Separation der Zellen zentrifugiert (Avanti J-20XP, Beckman Instruments). Die nun zellfreie
Produktlésung wurde mit 6 N HCI auf pH = 2,5 angeséuert. Die kontinuierliche Extraktion
wurde mit einem 1 L Perforator fiir leichte Extraktionsphasen unter Einsatz von 500 mL Pro-
duktlosung und ca. 700 mL Ethylacetat sowohl mit als auch ohne vorhergehende Ultrafiltra-
tion (Ausschlussgrenze 10 kDa ) durchgefiihrt. Wegen mangelnder Phasentrennung mussten
beide Versuche bereits nach einer Laufzeit von rund 30 min abgebrochen werden. Stattdessen
wurden 500 mL der angesduerten Produktlosung mehrmals mit Ethylacetat extrahiert, die
organische Phase {iber MgSOy4 getrocknet und die vereinigten organischen Phasen im Rota-
tionsverdampfer auf ein Volumen von etwa 100 mL reduziert. Nach 1 Woche bei 5 °C war
ein Teil des Produkts in der Losung kristallisiert. Zur Reduzierung des Losungsmittelanteils
wurde das blass—beige farbige Produkt fiinf Tage lang im Vakuum getrocknet und bis zur
Verwendung bei —80 °C gelagert.

4.5.3.2. lonenchromatographie

Die zellfreie Fermentationslosung wurde ionenchromatographisch aufgearbeitet [81]. Dazu
wurde eine Anionenaustauschersdule mit 300 mL Dowex 1 X8 (mesh 100-200) verwendet,
die mit Acetat als Gegenion dquilibriert wurde. Danach wurden 100 mL Produktlésung mit 50
gh~!auf die Sdule aufgetragen und anschlieRend mit 1 L Wasser (50 gh~!) gewaschen. Die
Elution erfolgte mit 75 g h~! durch einen nicht linearen Essigsiure-Gradienten von 0,5-6,0 M
(4L6M +1L0,5M) und Fraktionen von 10 mL wurden gesammelt. Die Fraktionskontrolle
erfolgte mit HPLC (Kap. 5.3.1), die Produkt—Fraktionen 195-220 wurden vereinigt, bei 30
°C im Rotationsverdampfer eingeengt und im Vakuum fiir 5 Tage lang getrocknet. Es wurde
ein blass—beige farbiges, teils kristallines Produkt erhalten, das bis zur Verwendung bei —80
°C gelagert wurde.

4.5.4. Shikimat—3—phosphat (S3P)

Die Fermentationslosung aus dem Bioreaktor wurde zundchst fiir 20 min bei 15 900 g
zur Separation der Zellen zentrifugiert (Avanti J-20XP, Beckman Instruments) und mit
Ionenchromatographie aufgereinigt [37, 49]. Der zellfreie Fermentationsiiberstand (1400
mL) passierte zundchst eine Kationenaustauschersiule, die mit 700 mL Dowex 50 X8
(mesh 100-200) in der H*-Form gefiillt war, mit einem Fluss von 100 gh~!bei 4 °C.
Nach dem Waschen der Séule mit 500 mL Wasser wurde das vereinigte Eluat mit 2 M
LiOH-Lésung auf pH = 8 titriert und das Wasser im Vakuum entfernt. Zu diesem Feststoff
wurde 1 L Methanol zugesetzt und eine Stunde bei 4 °C kraftig geriihrt. Nach Filtration
des weilklich—gelben Riickstands, der nach Analyse nahezu kein Produkt enthélt, wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt.

Der produkthaltige Riickstand wurde in Wasser aufgenommen und mit Wasser verdiinnt,
bis die Leitfahigkeit < 1,5 mS betrug. Der pH-Wert wurde mit 5 M Ammoniak—Losung auf
pH = 8,5 eingestellt. Die Losung wurde bei 4 °C mit 100 gh~! auf eine Siule aufgebracht,
die mit 700 mL prézyklisiertem und mit Ammoniumhydrogencarbonat dquilibriertem DE-52

42



4.5. Aufarbeitung von Metaboliten der Aromatenbiosynthese

Anionenaustauscher (Whatman) gefiillt war. Nach Waschen der Sdule mit 400 mL Wasser
folgte die Elution mit 100 gh~! mittels eines linearen Ammoniumhydrogencarbonat Gradien-
ten von 20-400 mM (3,5 L 20 mM + 3,5 L 400 mM), wobei Fraktionen von 10 mL gesammelt
wurden. Die Fraktionskontrolle erfolgte mit HPLC (Kap. 5.3.1), die Produkt—Fraktionen 60—
175 wurden vereinigt und das Wasser durch Lyophilisation entfernt. Shikimat—-3-phosphat
wurde als leicht braunlicher, hygroskopischer Feststoff erhalten und bei —80 °C bis zur Ver-
wendung gelagert.
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5. Analytische Methoden

5.1. Biomassekonzentration

Der Brechungsindex von Mikroorganismen unterscheidet sich sehr stark von dem der sie
umgebenden Phase. Deshalb streuen sie das Licht und ihre Suspensionen erscheinen triib. Die
optische Dichte ist daher ein Maf fiir die Konzentration der Biomasse. Dieser Zusammenhang
wird durch das Lambert-Beer “sche Gesetz beschrieben (Gleichung 5.1).

I
log = = ¢ x d (5.1)
I
Ip : Intensitdt der eingestrahlten Wellenldnge

I; : Intensitdt der von der Bakteriensuspension durchgelassenen Wellenldnge
log % : Optische Dichte, A = 650 nm, Abk. ODgsg

x : Biomassekonzentration [gL ™!
d; : Wegstrecke des Lichts durch die Probe [cm]
e : molarer Extinktionskoeffizient [L g~ tem™!]

Die optische Dichte wurde mittels eines Photometers (UV-160A, Shimadzu) bei einer Wel-
lenldnge von 650 nm gegen Wasser gemessen. Der Faktor ¢ ist konstant fiir eine Wellenldnge,
nimmt aber mit héheren Bakterienkonzentrationen aufgrund sekundérer Strahlungen in der
Suspension ab [56]. Der lineare Messbereich fiir die photometrische Messung der ODgs¢ liegt
zwischen 0,03 und 0,3. Die Proben wurden fiir diesen Messbereich entsprechend verdiinnt.

Zur gravimetrischen Bestimmung der Biotrockenmasse wurden 2,5 — 5 mL der Fermenta-
tionsprobe durch einen zuvor bei 80 °C bis zur Gewichtskonstanz getrockneten und gewoge-
nen Celluloseacetatfilter mit einer Porengrofie von 0,2 um filtriert und der Filter mit einem
aquivalenten Volumen von bidestilliertem Wasser gespiilt, um Bestandteile des Mediums zu
entfernen. Der Filter wurde wiederum bei 80 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet, im Ex-
sikkator abgekiihlt und erneut gewogen. Die Biotrockenmasse entsprach der Differenz beider
Messungen.

5.2. Zellzahl und ZellgroRBenverteilung mittels CASY—Counter

Das Verfahren der Partikelmesstechnik fiir die Zellzahl—- und Zellgréfsenbestimmung mit dem
CASY1 TT (Schérfe System GmbH) beruht auf dem Widerstandsmessprinzip, die gemes-
senen Signale werden mit der Pulsflichenanalyse ausgewertet. Fiir die Messung wurden die
Zellen in CASYTon, einem vom Hersteller bereitgestellten isotonen schwachen Elektrolyten
suspendiert bzw. verdiinnt. Bei der Wahl der richtigen Verdiinnung kann von einem Faktor
von 1:10 000 pro gemessener optischer Dichte ausgegangen werden. Die Verdiinnung wur-
de in Schritten von 1:10 (1 mL Probe + 9 mL CASYTon) durchgefiihrt. Bei der Messung
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TABELLE 5.1.: Methodenparameter der HPLC Analytik fiir organische Séuren

Sdule  Aminex HPX-87H, Bio—Rad, 300x7,8 mm
Temperatur 40°C
Flussrate 0,5 mLmin™
Injektionsvolumen 100 nL
Detektion 215 nm
Elution 0,1 M HsSOy4

1

stromt die zellhaltige Probelosung durch einen angelegten Unterdruck mit konstanter Stro-
mungsgeschwindigkeit durch einen Kapillarkorper, in dem eine aus Rubin gefertigte Mess-
pore enthalten ist, deren Durchmesser 45 pm betrégt. Entlang der Kapillarstrecke wird iiber
zwei Platin—Elektroden eine Spannung angelegt, wodurch die elektrolytgefiillte Messkapillare
einen definierten elektrischen Widerstand darstellt. Da die intakte Bakterienzelle in erster
Néherung als Isolator betrachtet werden kann, wird beim Durchtritt einer Zelle durch die
Messpore der elektrische Widerstand erhoht. Dieses Signal ist ein Maf fiir das Volumen der
Zelle, wobei jedoch die geometrische Information iiber die Struktur bzw. die Form der Zelle
verloren geht. Die Messdaten wurden iiber die serielle Schnittstelle des Geréts an ein von A.
Franz im IBT-2 programmiertes LabView Programm auf einen Messrechner iibertragen.

5.3. Extrazelluldare Analytik

5.3.1. Organische Sauren mittels HPLC

Die Methode basiert auf der Ionen—Ausschluss—Chromatographie. Durch den sauren
Eluenten werden die organischen Saduren positiv polarisiert und wechselwirken mit der
stationdren Phase, einem Kationenaustauscher, wodurch unterschiedliche Retentionzeiten
erzielt werden. Mit dieser Methode wurden die organischen Séduren Acetat, Zitrat, Fumarat,
Malat, Chinasdure, 3-Dehydroquinat, 3-Dehydroshikimat, Shikimat, Phenylpyruvat, Cho-
rismat, Uracil, Orotsdure und Phenyllactat gemessen. Die Messungen wurden mit wéssrigen
Standardlésungen und nach Zentrifugation der Zellen bei 13 000 Umin~!und 10 min (Bio-
fuge pico, Heraeus) mit dem entsprechend verdiinnten Fermentationsiiberstand durchgefiihrt.

Es wurde eine Chromatographiesidule (Aminex HPX-87H, Bio—Rad) mit 300 mm Lénge
und 7,8 mm Durchmesser verwendet. Die Elution erfolgte isokratisch bei 40 °C (Ofen S4110,
Sykam) mit 0,1 M HySO4 und einem Eluentenfluss von 0,5 mL min~! (Pumpe S1000, Sykam).
Die Injektion der Proben erfolgte mit einem Injektionsvolumen von 100 uL durch einen auf
10 °C temperierten programmierbaren Autosampler (S5200, Sykam). Die Detektion erfolgte
mit einem Dioden—Array-Detektor (UVD340S, Dionex) von 200-595 nm. Die Datenaufnah-
me und die Auswertung der Messungen erfolgte mit der Chromeleon 6.4 Chromatographie
Software (Dionex). Die quantitative Auswertung wurde bei einer Wellenldnge von A = 215
nm durchgefiihrt. Die Methodenparameter sind in Tab. 5.1 zusammengefasst.

Shikimat—3-phosphat (S3P) kann ebenfalls iiber diese HPLC Methode gemessen werden.

Durch eine alkalische Phosphatase wird die Phosphatgruppe abgespalten, und es wird Shi-
kimat als Produkt dieser enzymatischen Reaktion erhalten. Zu 450 uL Probel6sung wurde
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TABELLE 5.2.: Alkalischer Phosphatase Assay fiir die Umsetzung von
Shikimat—3-phosphat zu Shikimat

Komponente Volumen  Zeit T
L] [min] C]
Probelosung 450
Tris—-EDTA—-Puffer 50
alkalische Phosphatase (1 U/uL) 4 60 37
Tris-EDTA-Puffer : 500 mM Tris HCI pH 8.5, 1 mM EDTA

50 puL. Tris-EDTA—-Pufferlosung pipettiert, die Reaktion durch Zugabe von 4 ul der alkali-
schen Phosphatase-Losung (Roche Diagnostics) initiiert und 1 h bei 37 °C inkubiert (Tab.
5.2). Durch die Bestimmung von Shikimat vor und nach der Phosphatasereaktion kann aus
der Differenz die S3P Konzentration berechnet werden.

5.3.2. Aminosauren mittels HPLC

Die Methode basiert auf einer Derivatisierung der Aminosduren mit o—Phthaldialdehyd
(OPA) als Derivatisierungsreagenz. Die Carbonylfunktionalitit des OPA reagiert mit
den priméren Aminogruppen in Gegenwart von Mercaptoethanol (Ethanthiol) zu fluo-
reszierenden Isoindolen, die hydrophobe Wechselwirkungen mit der stationdren Phase
(Reversed—phase C18-Material) eingehen. Das Ammonium—lon reagiert hier analog zu
den Aminosduren und kann auch im Chromatogramm identifiziert werden. Unter dem
Ammonium—Peak befindet sich im Chromatogramm auch eine Grundemission des OPA, die
zwar die absolute Quantifizierung behindert, die aber trotzdem gute qualitative Aussagen
iiber die Ammonium—Konzentration in der Probe zulésst.

Mit dieser Methode wurden die Aminosduren Alanin, Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan
und Glutaminsédure gemessen. Die Messungen erfolgten mit wéssrigen Standardlésungen und
mit dem entsprechend verdiinnten Fermentationsiiberstand nach Zentrifugation der Zellen
bei 13 000 Umin~' und 10 min (Biofuge pico, Heraeus). Dazu wurde eine Chromatogra-
phiesdule (LiChrospher 100RP 18-5EC, Merck) mit einer Lange von 125 mm und einem
Innendurchmesser von 4 mm benutzt. Die Injektion des Probenvolumens von 10 uL und die
Vorsdulen—Derivatisierung der Probelésung erfolgte durch einen programmierbaren Auto-
sampler (Promis, Spark). Die Elution erfolgte bei 0,9 mLmin~! (Pumpe S1000, Sykam) mit
einem Gradienten (Mixer S8110, Sykam) bei 40 °C (Ofen S4110, Sykam). Die Detektion
erfolgte mit einem Fluoreszenzdetektor mit Xenon-Lampe (RF535, Shimadzu) mit einer
Anregung bei 330 nm und Detektion bei 450 nm. Die Datenaufnahme und die Auswertung
der Messung erfolgte mit der Chromeleon 6.4 Chromatographie Software (Dionex). Die Me-
thodenparameter sind in Tab. 5.3 zusammengefasst.

5.3.3. Glukose

Die Bestimmung der Glukose—Konzentration in den Fermentationsproben geschah mit einem
Accutrend Testsystem (Roche Diagnostics). Auf dem Teststreifen befindet sich das immobili-
sierte Enzym Glukoseoxidase, das Glukose zu Glukonolakton und Wasserstoffperoxid (H2O2)
umsetzt. Die gebildete Menge H2Os ist dabei proportional zur Glukose-Konzentration und
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TABELLE 5.3.: Methodenparameter der HPLC Analytik fiir Aminoséuren

Séule LiChrospher 100RP 18-5EC, 125x4.0, Merck

Temperatur 40 °C
Flussrate 0,9 mL min™

Injektionsvolumen 10 pL

Detektion  Fluoreszenz 450 nm (Anregung bei 330 nm)
Eluent A 10 mM Phosphatpuffer, pH = 7,2 , 0,5 % Tetrahydrofuran
Eluent B 50 % Eluent A ohne THF + 35 % Methanol + 15 % Acetonitril
Gradient 0 min 75 % B, 7 min 90 % B, 8.5 min 100 % B,
13 min 100 % B, 14 min 75 % B

1

wird amperometrisch gemessen. Der Messbereich dieses Biosensors liegt zwischen 0,1 und
6 gL' Glukose. Zur Messung wurden etwa 10 pL Losung auf den Sensor aufgebracht, und
nach etwa einer halben Minute wurde der Wert auf dem Gerédt angezeigt. Fiir jede Probe
wurde ein neuer Biosensor verwendet. Der Vorteil dieses Systems liegt in der schnellen und
leichten Verfiigbarkeit des Ergebnisses.

Um auch die Richtigkeit dieses schnellen Verfahrens zu zeigen, wurde er mit dem ge-
koppelten enzymatischen Glukosetest [14| verglichen. Bei diesem Test wird Glukose durch
das Enzym Hexokinase (HK) in Gegenwart von Adenosintriphosphat (ATP) zu Glukose6-
phosphat (G6P) phosphoryliert und dann durch das Enzym G6P Dehydrogenase (G6P-DH)
zu Glukonat—6-phosphat (6PG) umgesetzt (Gleichung 5.2). Dabei wird NAD zu NADH re-
duziert, dessen Bildung aufgrund der UV—Aktivitdt bei A = 340 nm verfolgt werden kann. Die
gebildete NADH Menge ist dabei proportional zur Glukose-Konzentration. Die verwendeten
Reagenzien sind in Tab. 5.4 dargestellt.

Glukose + ATP K, Glukose—6—phosphat + ADP

(5.2)
p+ G6P-DH

Glukose—6-phophat + NA Glukonat-6-phosphat + NADH + HT

Die Messung wurde in einer Mikrotiterplatte mit 96 Kavititen (Beckman Instruments) als
Doppelbestimmung durchgefiihrt. Die Kalibrierung erfolgte iiber eine 8-Punkt Standardrei-
he mit Konzentrationen von 0,05 bis 0,5 gL' . Zu 40 uL Probelésung wurden 220 pL, NAD
und ATP enthaltende Pufferlésung und je 20 uL der verdiinnten Enzymldsungen pipettiert
(Tab. 5.4). Die Mikrotiterplatte wurde 15 min geschiittelt, 45 min bei 37 °C inkubiert und
bei einer Wellenlédnge von A = 340 nm mit einem Mikrotiterplattenphotometer (Thermomax,
Molecular Devices) gemessen.

In Abb. 5.1 ist der Vergleich zwischen den mit dem Enzymassay und mit dem Accutrend
Biosensorchip gemessenen Glukose-Konzentrationen in einem Fed—Batch Experiment mit
dem L—Phe Produzenten E. coli 4pF49 dargestellt. Sowohl bei Glukose limitierten Bedin-
gungen in der Zeit von 9-13,5 h, als auch in der Glukose geséttigten Phase von 13,5-18 h
zeigen beide Methoden gute Ubereinstimmung. Die iiber den Accutrend Biosensorchip in-
nerhalb von 30 s zugéngliche Glukose—Konzentration kann daher als zuverldssig und richtig
betrachtet und diese Methode als semi—online Glukose—Analytik verwendet werden.
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TABELLE 5.4.: Enzymatischer Glukose Assay

Assay—Komponente Reagenzien Konzentration

Tris-Maleat—Puffer Tris—hydroxymethyl-aminomethan 12,1 g/L

Maleinséure 11,6 g/L
pH-Wert mit NaOH auf 6,8 einstellen
MgCly Losung MgCly - 6H20 1,0 g
Tris—Maleat—Puffer 50 mL
NAD / ATP Mix NAD 95,4 mg
ATP 73,5 mg
MgClsLosung 5 mL
Tris—Maleat Puffer 120 mL
G6P-DH  G6P-DH, 1000 U/mL 1:40 in HyO
HK HK, 3000 U/mL 1:40 in HyO
\ - A Glukose Assay =)
_ 12y 4 5
< c
2 A 3
O 8- = Ke)
(7] [a1]
o ﬁ! he)
= = = =
O 4 aRRA Lﬁ% g
8
0 . ; VW@??Z)’\ ; < T T T T
0 4 8 12 16 0 4 8 12 16

Zeit [h] Glukose Assay [g/L]

ABBILDUNG 5.1.: Glukose—Konzentrationsmessung mit Enzymassay und Accutrend
Biosensorchip in Fed—Batch Fermentation mit L-Phe Produktionsstamm FE. coli 4pF49
(links); Phasenauftragung mit Korrelationskoeffizient R (rechts)
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5.3.4. Quantitative Metabolit—-Messungen mit 'H-NMR

Die quantitative 'H-NMR, Analytik wurde an einem PFT-NMR Spektrometer (AMX300,
Bruker) mit einer Messfrequenz von 300 MHz durchgefiihrt. Dabei wurde ein auf dem Gerét
hinterlegter Satz von Messparametern fiir die 'H-NMR Messung verwendet. Auswertung und
Integration der Messungen erfolgte durch die XWIN-NMR Software (Bruker). Als Losungs-
mittel wurde D2O (Sigma) verwendet. Als Referenzverbindung und als interner Standard fiir
die quantitative Auswertung wurde 3—Trimethylsilylpropion-2,2,3,3—-d-séure (TSP, Lancas-
ter Synthesis) benutzt. Die Messungen erfolgten mit wéssrigen Standardlésungen und mit
zellfreiem Fermentationsiiberstand nach Zentrifugation der Zellen bei 13.000 Umin~! und 10
min (Biofuge pico, Heraeus). Dazu wurden 400 pL des zellfreien Fermentationsiiberstands ca.
2-2.5 h in einer Vakuumzentrifuge (SpeedVac, Backofer) bis zur Trockenheit eingeengt und
danach in 800 pL einer 4 mM TSP (entspricht 9 - 4 = 36 mM fiir das Signal der Protonen der
Trimethylsilyl-Gruppe) enthaltenden DyO Losung wieder aufgenommen. Diese Probeldsung
wurde in NMR Messrohrchen tiberfithrt und mit 96 Scans gemessen [191]. Bei der Integration
der Signale wurde die Fliche des TSP—Signals auf 9 Protonen gesetzt, d.h. fiir das Signal
eines Protons des zu messenden Analyten kann die Konzentration in der Probe nach Glei-
chung 5.3 berechnet werden. Die Messungen mit 400 MHz wurden an einem PFT-NMR
Spektrometer (AMX400, Bruker) durchgefiihrt.

mmol
L

Konzentration Analyt = Signalfliche Analyt - 2 - 4 (5.3)

5.3.5. 'H- und 3 C-NMR Messungen

Die in dieser Arbeit dargestellten 'H- und 3C-Experimente wurden alle an einem PFT-
NMR Spektrometer (AMX300, Bruker) durchgefiihrt. Fiir die 'H-, *C-, DEPT90-,
DEPT135- und HH-COSY-NMR, Messungen wurden die auf dem Gerét hinterlegten Séat-
ze von Messparametern verwendet. Auswertung und Integration der Messungen erfolgte
durch die XWIN-NMR Software (Bruker). Als Losungsmittel wurde D2O (Sigma) verwen-
det. Als Referenzverbindung und als interner Standard fiir die 'H-NMR Messungen wurde
3—Trimethylsilylpropion—2,2,3,3—d—sdure (TSP, Lancaster Synthesis) und Acetonitril als Re-
ferenz fiir die 3*C-NMR benutzt.

5.3.6. Thiobarbiturat—Nachweis von DAH und DAHP

Dieser Nachweis wurde fiir die Kontrolle der ionenchromatographischen Fraktionen verwen-
det und beruht auf der Periodat—Oxidation von DAH und DAHP zu Formylpyruvat, das mit
Thiobarbiturat zu einem pinken Addukt reagiert, andernfalls bleibt die Losung farblos [74].
Sowohl DAH als auch DAHP reagieren in diesem Test in gleicher Art und Weise, so dass
sie nicht unterschieden werden konnen. Zu 50 uL der Probelosung wurden 50 uL der Lésung
I gegeben und 5 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Dazu wurden 250 uL der Losung
IT gegeben, bei Raumtemperatur 5 min inkubiert, und danach wurden 1,5 mL der Losung
IIT zugesetzt und 15 min im kochenden Wasserbad erhitzt (Tab. 5.5). Als Nullprobe wurde
Wasser und als Positivprobe der Fermentationsiiberstand des DAHP-Produzenten E. coli
5pF15 verwendet. Die Nullprobe bleibt farblos und die Positivprobe farbt sich intensiv pink.
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5.4. Intrazelluldre Analytik

TABELLE 5.5.: Thiobarbiturat Assay fiir den DAH und DAHP Nachweis

Komponente Reagenzien Volumen  Zeit T
[uL]  [min] [°C|
Probel6sung 50
Losung 1 0,2 M Natriumperiodat 50 5 37
in 9 M H3POy4
Losung 11 0,8 M Natriumarsenat, 0,5 M NasSOy 250 5 20
in 0,1 M HaSOy4
Losung I 0,6% Thiobarbiturat in 0,5 M NasSOy 1500 15 100

TABELLE 5.6.: Phosphat Nachweis

Komponente Reagenzien Volumen  Zeit T
WL]  fmin] [°C]

Probe 300
Losung IIT Losung I + Losung I (1 + 6 Teile) 700 20 45

Losung I Ascorbinsaure 10% (m/v)
Losung I Ammoniummolybdat 0,42 % (m/v)
in1 N HySOy4

5.3.7. Phosphat Nachweis

Dieser Nachweis wurde fiir die Kontrolle der ionenchromatographischen Fraktionen verwen-
det und beruht auf der Reduktion des gebildeten Phospho—Molybdat Komplexes durch Ascor-
binsdure [4]. Zu 300 uL Probelésung wurden 700 pL der Lésung IIT pipettiert und 20 Minuten
bei 45 °C im Wasserbad inkubiert (Tab. 5.6). Der Nachweis von Phosphat wird durch eine
blaue Farbung angezeigt oder kann bei 820 nm photometrisch verfolgt werden. Der Test de-
tektiert nur freies anorganisches Phosphat, Phosphatgruppen die in organischen Molekiilen
stabil gebunden sind, reagieren in diesem Test nicht. Die Ascorbinsdurelosung (Losung I)
kann fiir eine Woche bei 7 °C gelagert werden, die Losung III ist aufgrund ihrer Unbestéan-
digkeit nur einen Tag bei 0 °C verwendungsfihig.

5.4. Intrazelluldre Analytik

5.4.1. Enzymatische Nachweismethoden

Die enzymatischen Nachweisverfahren basieren auf den experimentellen Vorschriften von
Bergmeyer [14] und sind bereits in fritheren Arbeiten |24, 169 fiir den Einsatz mit Mikroti-
terplatten (96 Kavitdten) adaptiert und eingesetzt worden. Die Grundlage aller Enzymtests
ist die Endpunktbestimmung der UV—Absorption von NADH oder NADPH, die im Verlauf
der enzymatischen Umsetzung des zu untersuchenden Metaboliten gebildet oder verbraucht
werden. Die Substratspezifitit des dabei verwendeten Enzyms ist der Grund fiir die hohe Se-
lektivitat, die diese Tests auch in komplexer Probenmatrix auszeichnen sollen. Ein Nachteil
der enzymatischen Verfahren ist das hohe benétigte Probevolumen von etwa 300 uL.. Am
Beispiel des Nachweises von Glukose—6—phosphat (G6P) wird das Funktionsprinzip der en-
zymatischen Messverfahren erlautert. Dabei wird G6P durch die G6P Dehydrogenase (G6P—
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ABBILDUNG 5.2.: Foto des Pipettierroboters Biomek 2000.

DH) spezifisch in Glukonat—6-phosphat umgesetzt und dquimolare Mengen NADH gebildet
(Formel 5.4).

. G6P-DH
—

Glukose—6—phosphat + NAD Glukonat—6-phosphat + NADH + H™ (5.4)

In Féllen, bei denen die geeignete substratspezifische enzymatische Umsetzung nicht
direkt im gleichen enzymatischen Schritt mit einem Verbrauch oder der Bildung von NADH
oder NADPH erfolgt, wihlt man eine gekoppelte Reaktion, d.h. man koppelt eine zweite
Enzymreaktion dahinter. Die Substratspezifitit kann dabei durch die erste oder zweite oder
beide Umsetzungen gegeben sein. Ein Beispiel fiir diesen Typ ist der gekoppelte Nachweis
fiir Glukose, der in Formel 5.2 dargestellt ist. Dabei wird Glukose durch Hexokinase (HK)
zunéchst unter ATP—Verbrauch in G6P umgewandelt, das dann durch die G6P-DH wieder
dquimolare Mengen NADH bildet. Bei solchen gekoppelten Reaktionen ist die Reihenfolge
der Enzymzugabe sehr wichtig. Hier muss zunéchst die G6P-DH zugegeben werden, damit
das moglicherweise in der Probe vorhandene GG6P abreagiert. Erst danach kann durch
Zugabe der HK die Glukose-Messung initiiert werden. Andernfalls kann der Test zu einem
falschen, zu hohen Ergebnis fiihren, da die gebildete Menge NADH sowohl durch Reaktion
der Glukose wie auch des G6P entstanden sein kénnte. Besonders bei solchen gekoppelten
Nachweisreaktionen muss mit einer erh6hten Messunsicherheit gerechnet werden.

Die Enzymtests wurden mit Hilfe eines Biomek 2000 Laborroboters (Beckman Instru-
ments) durchgefiihrt, der in Abb. 5.2 zu sehen ist. Sowohl die Standardreihen wie auch die
vollstéindige Pippetierung der Enzymtests in Mikrotiterplatten mit 96 Kavitaten erfolgten
durch den Roboter. Dazu ist in der Bioworks 2.0 Software (Beckman Instruments) fiir jeden
Enzym—Assay ein Programm hinterlegt, in der die genaue Anordnung der Proben und Rea-
genzien, sowie der experimentelle Ablauf des Tests programmiert ist. Jedes Programm ist
spezifisch fiir einen Enzymtest. Nach dem Start des Enzymtest—Programms wird zunéchst ei-
ne Meldung iiber die benétigten Reagenzien und die vorgesehenen Positionen am Bildschirm
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5.4. Intrazelluldre Analytik

TABELLE 5.7.: Enzymatischer Assay zur Bestimmung von 6-Phosphoglukonat

Komponente Reagenzien Volumen
1L
Probe 125
Glycylglycin-MgCly-Puffer  Glycylglycin 14,8 gL~} 155

MgCly - 6Hy0 1,574 gL~}
pH-Wert mit KOH auf 8,0
NADP NADP 19,3 mgmL~! 10
6PG-DH 19 mgmL~1(41 U/mg) 10
1:125 in Glycylglycin—-MgClo—Puffer

angezeigt. Als erstes werden die Puffer—Losungen, eventuell zusétzliche Salze und Kofakto-
ren in die Kavitdten der Mikrotiterplatte pipettiert. Danach werden die Standardlésungen
und Proben pipettiert und die Mikrotiterplatte homogenisiert (Titrimax, Heidolph). Vor der
Zugabe der Enzyme wird der Nullwert im Mikrotiterplattenphotometer (Thermomax, Mole-
cular Devices) bei einer Wellenléange von A = 340 nm gemessen. Nach der Zugabe der Enzyme
wird die Platte wiederum homogenisiert und fiir 2 h bei 25 °C inkubiert.

Nach der Inkubation wird die Platte erneut bei 340 nm gemessen und die Absorptionséin-
derung zur Berechnung der Konzentration in den Proben verwendet. Auf jeder Platte werden
Standardlosungen im Bereich von 5-150 uM pipettiert, die zur Aufstellung der Kalibrierge-
raden verwendet werden. Die Testbedingungen und die experimentelle Durchfiihrung der
Enzymtests fiir die Metaboliten Glukose-6—phosphat (G6P), Fruktose-6—phosphat (F6P),
Fruktose—1,6-bisphosphat (FBP), Dihydroxyacetonphosphat (DHAP), Glyceraldehyd—3—
phosphat (GAP), Phosphoenolpyruvat (PEP) und Pyruvat (Pyr) sind den Arbeiten von
Buchholz [24| und Kunze [100] zu entnehmen.

5.4.2. Enzymatische Bestimmung von 6—Phosphoglukonat (6PG)

Bei diesem Test wird 6PG durch das Enzym 6-Phosphoglukonat Dehydrogenase (6PG-DH)
zu 3-Keto—6-—phosphoglukonat umgesetzt (Gleichung 5.5). Dabei wird NADP zu NADPH
reduziert, dessen Bildung aufgrund der UV-Aktivitdt bei A =340 nm verfolgt werden kann.
Die gebildete NADPH Menge ist dabei proportional zur 6PG-Konzentration. Die Mes-
sung wurde in Mikrotiterplatten mit 96 Kavitaten (Beckman Instruments) als Dreifachbe-
stimmung durchgefiihrt. Zu 155 uL Glycylglycin/MgCly, Pufferlésung wurden 10 uL NADP—
Losung, 125 pL Probe und 10 pL der verdiinnten 6PG-DH Lésung pipettiert (Tab. 5.7). Nach
2 h Inkubationszeit bei 30 °C wurde die Absorption im Mikrotiterplattenphotometer (Ther-
momax, Molecular Devices) gemessen.

6PG—-DH
e

6—Phosphoglukonat + NADP™ 3-Keto—6-phosphoglukonat + NADPH + H*

(5.5)

5.4.3. HPLC—Methode fiir die MS—Kopplung

Fiir die Chromatographie vor der massenspektrometrischen Detektion wurde weitgehend auf
das von Buchholz 23] verwendete System zuriickgegriffen. Fiir die Chromatographie wurden
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TABELLE 5.8.: Methodenparameter der HPLC fiir die HPLC-MS Kopplung

Saule 2 x Nucleodex beta~OH 250 x 4.6 mm, 5 um , Macherey—Nagel)
Temperatur 25 °C
Flussrate 0,5 mL min™
Injektionsvolumen 20 pL
Detektion MS
Eluent A 12 mM NH,Ac
Eluent B 20 % Eluent A;
80 % Methanol (LC-MS Qualitit CHROMASOLV, Riedel-de-Haen)
Gradient 0 min 2 % B, 15 min 2 % B, 30 min 100 % B, 45 min 100 % B
47 min 2 % B, 60 min 2 % B

1

zwei Sdulen (Nucleodex beta—OH, Macherey—Nagel) mit einer Lange von 250 mm und einem
Innendurchmesser von 4.6 mm und einer Teilchengréfse von 5 pmin Serie geschaltet (Tab.
5.8).

5.4.4. lonenfallen LC-MS

Das System besteht aus einer HPLC Anlage (Gynkotek/Dionex), die an ein LCQ Massen-
spektrometer (ThermoFinnigan) mit Ionenfallen-Massenfilter (Kap. 3.3.3) und ESI-Quelle
(Kap. 3.3.2) gekoppelt ist (Abb. 5.3). Die verwendete Chromatographie-Methode ist in Kap.
5.4.3 beschrieben. Die Injektion des Probevolumens erfolgte durch einen programmierbaren
Autosampler (ASI100-T, Dionex) und die Gradienten—Elution (Pumpe M480, Gynkotek)
bei 25 °C (Sédulenofen, Gynkotek). Vor dem Massendetektor ist ein Dioden—Array-Detektor
(UVD, Dionex) zur UV-Messung im Wellenldngenbereich von 200-595 nm geschaltet. Die
Datenaufnahme, die HPLC Steuerung und die Auswertung der UV—Daten erfolgte mit der
Chromeleon 6.4 Chromatographie Software (Dionex). Die Datenaufnahme, Steuerung und
Auswertung des MS Systems erfolgte mit der Software Xcalibur 1.0 (ThermoFinnigan).

Die Verbindung zum LCQ Massendetektor erfolgte iiber ein T—Stiick, das als Flussteiler
fungierte und 40 uLmin~! des Elutionsvolumens zum Massendetektor leitete, die anderen
460 uLmin~! wurden verworfen. Uber eine externe HPLC-Pumpe (PU1585, JASCO) wurde
Methanol mit einem Fluss von 25 uLmin~!iiber den “sheath liquid” Anschluss direkt in
den Kopf der ESI-Quelle dosiert. Nach Buchholz [25] diente das der Unterstiitzung der
Ionisation. Als "sheath gas” und “auxiliary gas” wurde Stickstoff verwendet, der durch einen
olfreien Luft-Kompressor (2000-40, Jun—Air) mit nachgeschalteter Membranfilteranlage
(ECO-Inert ESP2, DWT) bereitgestellt wurde.

Die Parameter fiir die ESI-Quelle wurden durch manuelle Injektionen aus einer
10 uLL Probenschleife in den gesplitteten HPLC—Eluenten ermittelt. Die optimalen Kollisi-
onsenergien wurden mit einer Standard-Losung (Eluent A 98 %, Eluent B 2 %) und die
Werte fiir die Tune—Parameter (tube lens offset, first + second octapole offset, interoctapole
lens offset) wurden mit einer 500 pM G6P Standard-Losung (Eluent A 98 %, Eluent B 2
%) bestimmt. Dazu wurde die Spritzenpumpe mit einem Fluss von 40 uLmin ! eingestellt
und die semi—automatische Software—Routine benutzt. In beiden Fallen wurde der "sheath li-
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ABBILDUNG 5.3.: Foto der Tonenfallen LC-MS Anlage.

quid” Fluss von 25 uLmin~! eingestellt, um diese Parameter unter realistischen Bedingungen
zu ermitteln. Eine Ubersicht iiber die Methodenparameter gibt Tab. 5.9. Die Kalibrierung des
LCQ Massendetektors erfolgte regelméfig nach 4-6 Monaten entsprechend den Vorgaben des
Herstellers unter Verwendung einer vorgegebenen Kalibrationslosung (Ultramark1621, MR-
FA, Koffein)!. Zur Uberpriifung der Kalibration und der spezifizierten Empfindlichkeit des
Detektors, wurden Schleifeninjektionen mit Reserpin als Referenzsubstanz unter den vom
Hersteller vorgegebenen Standardbedingungen durchgefiihrt.

5.4.5. Triple Quadrupol LC-MS

Das System besteht aus einer Agilent 1100 HPLC Anlage (Agilent Technologies), gekoppelt
an ein TSQ Quantum Massenspektrometer (ThermoFinnigan) mit einem Triple Quadrupol
Massenfilter (Kap. 3.3.4) und einer ESI-Quelle (Kap. 3.3.2) als Interface (Abb. 5.4). Die
verwendete Chromatographie-Methode ist in Kap. 5.4.3 dargestellt. Die Injektion des
Probevolumens von 20 uL erfolgte durch einen programmierbaren HTC Pal Autosampler
(CTC Analytics). Die MS-Datenaufnahme, die Steuerung des LC-MS Systems und die
Auswertung der MS-Daten erfolgte mit der Software Xcalibur 1.3 (ThermoFinnigan). Die
Verbindung der HPLC zum Massendetektor erfolgte iiber ein T—Stiick, das als Flussteiler
fungierte und 100 uLmin~! des Elutionsvolumens zum Massendetektor leitete, die anderen
400 uLmin~! wurden verworfen. Als "sheath gas” und “auxiliary gas” wurde Stickstoff ver-
wendet, der durch einen 6lfreien Luft-Kompressor (2000-40, Jun—Air) mit nachgeschalteter
Membranfilteranlage (ECO-Inert ESP2, DWT) bereitgestellt wurde.

Die Parameter fiir die ESI-Quelle wurden durch manuelle Injektionen aus einer
10 uL. Probenschleife in den gesplitteten HPLC—-Eluenten ermittelt. Die optimalen Kollisions-

!Ultramark1621 ist ein perfluorierter Massenstandard; MRFA ist ein Tetrapeptid
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TABELLE 5.9.: Methodenparameter des Ionenfallen MS

MS Fluss 40 uLmin~!
Ionenquelle ESI
Sheath liquid 25 uLmin~! MeOH
Sheath gas 80 Einheiten Stickstoff

Auxiliary gas

Capillary Voltage
Capillary Temp

MS Scan Modus
Polaritat

Datentyp

MS Tune Parameter
MS"-Kollisionsenergien
ESI Parameter

0 Einheiten Stickstoff

4,5 kV

250 °C

Full Scan m/z = 100-810

negativ (—)

centroid

semi—automatische Software Tuning Routine mit G6P Losung
semi—automatische Software Routine mit Standard-Lésung
Optimierung durch 10 pL Schleifeninjektion (manuell)

ABBILDUNG 5.4.: Foto der Triple Quadrupol LC-MS Anlage.
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TABELLE 5.10.: Methodenparameter des Triple Quadrupol MS

MS Fluss 100 uLmin~!
Ionenquelle ESI
Sheath gas 50 Einheiten Stickstoff

Auxiliary gas
Capillary Voltage
Capillary Temp
MS Scan Modus
Polaritéat
Datentyp

ESI Parameter
Tube Lens Offset

15 Einheiten Stickstoff

4,0 kV

375 °C

multiple reaction monitoring (MRM)

negativ (-)

centroid

Optimierung durch 10 pL Schleifeninjektion (manuell)
automatische Software Optimierung nach manueller 10 uL.

Schleifeninjektion mit G6P

automatische Software Tuning Routine mit Polytyrosin Losung
automatische Software Optimierung unter Verwendung

der auto—loop injection Software Option

Argon 1,5 mTorr

1.5 amu (atomic mass unit)

150 ms je SRM

0.7 amu

MS (0-13,5 und 2040 min); Verwurf (13,5-20 und 40-60 min)

MS Kalibrations-Parameter
MS2-Kollisionsenergien

Q2 Kollisionsgas
Isolierungsbreite
Scan Zeit

Q1 + Q3 Peakbreite
MS—Ventilschaltung

energien wurden durch Injektion aus einer 10 uLL Probenschleife mit einer Standard-Losung
(Eluent A 98 %, Eluent B 2 %) unter Verwendung der auto—loop injection Software Option
bestimmt. Die Optimierung der tube lens offset Spannung wurde nach manueller Injektion
aus der 10 pL Probenschleife mit einer 100 uM G6P Standard-Losung (Eluent A 98 %,
Eluent B 2 %) von der Software automatisch durchgefiihrt. Obwohl die tube lens offset
Spannung einen massenabhingigen Parameter darstellt, wird die Optimierung nur fiir eine
Masse durchgefiihrt, da die Software eine entsprechende Korrektur fiir die Transmission
anderer Massen automatisch vornimmt.

Um unnétige Verunreinigungen vom Detektor fernzuhalten, wurden die zeitlichen Ab-
schnitte von 13.5-20 und von 40-60 Minuten des chromatographischen Laufes direkt verwor-
fen. Dazu wurde das am Gerét integrierte schaltbare Mehrwege—Ventil benutzt. Tab. 5.10
gibt eine Ubersicht iiber die MS Methodenparameter, die substanzspezifischen MS/MS Pa-
rameter sind in Tab. 5.11 dargestellt. Die Kalibrierung des TSQ Quantum Massendetektors
erfolgte entsprechend den Vorgaben des Herstellers unter Verwendung einer Poly—Tyrosin
Kalibrationslésung (Tyr, Tyrz, Tyrg). Zur Uberpriifung der Kalibration und der spezifizier-
ten Empfindlichkeit des Detektors wurden Schleifeninjektionen mit Reserpin als Referenz-
substanz unter den vom Hersteller vorgegebenen Standardbedingungen durchgefiihrt.
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TABELLE 5.11.: Substanzspezifische MS/MS Parameter des Triple Quadrupol MS

Analyt Vorldufer-Ion Produkt—Ion Kollisionsenergie
(m/z) (m/2) leV]
Pyr 87,1 43,0 10
PEP 167,0 79,0 13
DHAP/GAP 169,1 97,0 10
2PG/3PG 185,1 79,0 35
P5P 229,1 97,0 15
G6P/F6P 259,1 97,0 17
6PG 275,1 97,0 17
FBP 339,1 97,0 20
AMP 346,2 79,0 35
ADP 426,2 134,0 25
ATP 506,2 158,9 33
NAD 662,4 540,1 17
NADP 7424 620,0 17
PP 163,2 91,0 10
L-Phe 164,2 147.0 12
DHS 171,1 127,0 12
SHI 173,1 93,0 17
L-Tyr 180,2 162.,9 15
DHQ 189,1 170,8 12
L-Trp 203,2 116,0 17
DAH 207,2 87,0 12
S3P 253,1 97,0 17
DAHP 287,1 79,0 45
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5.4.6. Durchfiihrung der Standard—Additions—Methode fiir die
Quantifizierung der HPLC-MS Messung

Die Quantifizierung mit der Standard—Additions—Methode wurde nicht fiir jede einzelne
Probe, sondern fiir eine ganze Sequenz durchgefiihrt (= 1 Pulsexperiment mit schneller
Probenahme). Die Standard-Additions-Methode wird bei Matrix belasteten Proben zur
Korrektur der Einfliisse der Probenmatrix wahrend der quantitativen Messung eingesetzt
[9]. Dazu wurde ein Gemisch von Probenmaterial aus der Zeit vor dem Glukosepuls als
Matrix—Hintergrund verwendet, der als sogenannte Null-Probe (Nr. 0) fungierte. Zu 6
Proben von je 100 uL des Matrix—Gemisches wurden 0, 10, 20, 30, 40, 50 puL einer Standard—
Losung zugesetzt und die Proben bis zu einem Volumen von 150 puL mit Wasser aufgefiillt?.

Die Auftragung der gemessenen Peakfliche {iber der Probennummer der Standard-
Addition ergab einen linearen Zusammenhang, und aus den Parametern der ermittelten Ge-
radengleichung konnte die Konzentration in der Null-Probe berechnet werden. Damit konnte
eine Korrelation zwischen der Konzentration und der gemessenen Peakfliche abgeleitet wer-
den, und diese Kalibrierfunktion wurde fiir die Berechnung der Metabolit—Konzentration in
den Proben der Sequenz verwendet. Dabei war zu beachten, dass die Konzentration, die in der
Nullprobe ermittelt wurde, der Konzentration vor der Zugabe von 50 uLL Wasser entsprach.
Nach der Zugabe besak die real gemessene Probe eine um 188 ﬁlﬂ = 1,5 Kkleinere effektive
Konzentration [47]. Dieser Umstand musste bei der Aufstellung der Korrelation zwischen

Konzentration und Peakfliche beriicksichtigt werden.

2Verfahren der kontinuierlichen Variation des Standards bei konstantem Gesamtvolumen.
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6. Ergebnisse und Diskussion

6.1. Entwicklung und Etablierung der analytischen Techniken

6.1.1. Quantitative 'H-NMR fiir die Fermentationsanalytik

Fiir die Chemie stellt die Kernresonanz—Spektroskopie (NMR) ein wichtiges, wenn nicht
das wichtigste Verfahren zur Identifizierung und Charakterisierung von Syntheseprodukten,
Naturstoffisolaten und anderen strukturchemischen Fragestellungen dar [21]. Sie kann jedoch
auch fiir die Untersuchung biologischer und biotechnologischer Fragestellungen eingesetzt
werden [43, 49, 93, 147, 161]. Die chemische Verschiebung der Signale und die Signal-
Multiplizitdt enthalten Informationen iiber die Struktur der gemessenen Verbindung. Durch
den Bezug auf das Signal einer Referenzsubstanz (interner Standard), wie z.B. Tetramethyl-
silan, stellt die chemische Verschiebung eine von der Messfrequenz bzw. Magnetfeldstirke
unabhingige Grofe dar, die fiir den betrachteten Kern in seiner chemischen Umgebung
charakteristisch ist [83]. Neben dieser qualitativen bietet die 'TH-NMR auch eine quantitative
Information. Die Flache unter der Absorptionskurve eines Protonensignals ist ein Maf fiir
die Intensitit des Ubergangs und wird zur Bestimmung der dem Signal zugrunde liegenden
Protonenzahl herangezogen. Bei bekannter Konzentration und Protonenzahl eines internen
Standards kann nun auch die Konzentration der in der Probe enthaltenen Substanzen
einfach berechnet werden.

Umgekehrt betrachtet, erlaubt die 'H-NMR Technik die qualitative und quantitative Be-
handlung von Fragestellungen, bei denen die zu untersuchenden Verbindungen nicht als Stan-
dard verfiighar sind und daher nicht zur Kalibration herangezogen werden kénnen. Die sub-
stanzspezifischen Daten der "H-NMR Spektren fiir die Qualifizierung konnen der Literatur
entnommen werden, und die Quantifizierung erfolgt {iber die Konzentration des internen
Standards. Mit diesem Ansatz wurde von Zaja [191] eine quantitative Fermentationsanaly-
tik fiir die Bestimmung von Metaboliten der Aromatenbiosynthese im Fermentationsiiber-
stand von E. coli etabliert [49, 51|. Mit Ausnahme von Shikimat ist kein Metabolit des
Shikimat—Weges kommerziell erhéltlich, und ihre Darstellung ist aufgrund der hohen chemi-
schen Funktionalisierung aufwendig und zeitintensiv. Dennoch war ein rascher analytischer
Zugang notwendig, um der Stammentwicklung fiir die L-Phe Prozessentwicklung neue Im-
pulse zu geben.

6.1.1.1. Probenvorbereitung

Um das unerwiinschte HoO Signal bei der NMR-Messung der wéssrigen Proben zu unter-
driicken, wird bei der Probenvorbereitung das HoO aus der Probe gegen Deuteriumoxid
(D20) ausgetauscht [176]. Das D2O enthélt eine Konzentration von 4 mM TSP (3-Trimethyl-
silyl-2,2,3,3—d-propionsiure) als internen Standard [51]|. Fiir die Entfernung von HyO aus
den Proben wurden Versuche mit Gefriertrocknung und Vakuumzentrifugation durchgefiihrt.

61



6. Ergebnisse und Diskussion

120+ I \/akuumzentrifugation = 01 .

100 [ Gefriertrocknung £ 60l BE |
% & so0. |
= 8 Z
S 5 4
g 40 S 20/

CC) c
< 20- GE’ 10-
J || - Q 0
0 L-PHE DAHPP) DHS  SHI S3P 200 400 600 800

Probevolumen [uL]

ABBILDUNG 6.1.: Probenvorbereitung mittels Gefriertrocknung und Vakuumzentrifugation
(links); Test verschiedener Probenvolumina bei Vakuumzentrifugation (rechts),
Fehlerbalken entsprechen der Standardabweichung einer Dreifachbestimmung

Als Probe wurde ein Fermentationsiiberstand des L-Phe Produktionsstammes 4pF26 verwen-
det (Abb. 6.1, links). In den Proben der Vakuumzentrifugation konnten eine héhere Kon-
zentration des Hauptprodukts L-Phe, sowie Shikimat (SHI), DHS, DAH(P)! und S3P als
Nebenprodukte identifiziert werden. Die gemessenen Konzentrationen von L-Phe und Shiki-
mat stimmten mit denen der HPLC Messungen iiberein. Dariiber hinaus hat das Verfahren
der Vakuumzentrifugation den Vorteil der einfacheren Durchfiihrung in der Laborpraxis und
wurde im Folgenden fiir die Probenvorbereitung verwendet.

6.1.1.2. Einfluss der biologischen Matrix und der Trocknungsdauer

Obwohl der Fermentationsiiberstand zentrifugiert und damit zellfrei war, stellte er eine kom-
plexe biologische Probenmatrix dar, die z.B. noch Proteine enthielt, und deren Einfluss auf
die TH-NMR Messung getestet werden sollte. Dazu wurden 200, 400 und 800 uL, DAH(P) hal-
tiger Fermentationsiiberstand aus der Fermentation von E. coli 5pF15 bis zur Trockenheit in
der Vakuumzentrifuge eingeengt, in 800 uL DoO /TSP Losung aufgenommen und dreifach ge-
messen. Die Mittelwerte der bestimmten Konzentrationen aller drei Proben lagen innerhalb
eines Bereiches von etwa 10 % (Abb. 6.1, rechts).

Bei den Proben mit 200 und 400 pL zeigte sich eine verbesserte Reproduzierbarkeit (< 3
%) im Vergleich zu der unverdiinnten 800 uL Probe (14 %). Die Verdiinnung der Probe fiihrte
zwar zu einer hoheren Prézision der Messung, gleichzeitig war eine Anhebung der Nachweis-
grenze damit verbunden, wodurch Nebenprodukte in kleinerer Konzentration vielleicht nicht
mehr erfasst wurden. Um beide Aspekte zu beriicksichtigen, wurde das Probevolumen daher
auf 400 pL festgelegt. Aus Experimenten, bei denen die Trocknungsdauer in der Vakuumzen-
trifuge untersucht wurde (Ergebnisse nicht dargestellt), ging hervor, dass die Trocknungszeit
in der Vakuumzentrifuge fiir ein Probevolumen von 400 uL in der Regel 2 h betrug. Innerhalb
dieses Zeitraums wurde keine signifikante Abnahme der Wiederfindungsrate verschiedener

!Gemeinsamer Pool von DAHP und seinem dephosphorylierten Derivat DAH
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ABBILDUNG 6.2.: Nachweisgrenze fiir Shikimat in Abhéngigkeit von der Pulsanzahl N
(links) und lineare Kalibrationsfunktion einer Shikimat Standardreihe (rechts)

Metaboliten beobachtet.

6.1.1.3. Bestimmung der Nachweisgrenze und des Linearitidtsbereiches

Die erzielbare Nachweisgrenze fiir die 'H-NMR Messung hingt sehr stark von der Mag-
netfeldstirke bzw. Messfrequenz des Gerétes und von der Anzahl der Pulse (N) ab, mit der
die Probe vermessen wird. Aufserdem spielt natiirlich die Signalmultiplizitdt des zugrunde
liegenden Signals eine Rolle, da die Signalhdhe mit der Anzahl der Aufspaltungen sinkt. Die
Magnetfeldstiarke/Messfrequenz ist technisch durch das Gerét, die Signalmultiplizitat durch
die chemische Struktur des Analyten vorgegeben, jedoch sinkt die Nachweisgrenze durch
Vergroferung der Pulszahl pro Messung, da das Signal mit N zunimmt, das Rauschen jedoch
nur mit v/ N. Als Nachweisgrenze wurde ein Signal zu Rausch Verhiltnis von drei festgelegt.

Der Verlauf der ermittelten Nachweisgrenze fiir eine Shikimat—Losung in Abhéngigkeit von
N zeigt, dass die Nachweisgrenze mit zunehmendem N sinkt (Abb. 6.2, links). Die Nachweis-
grenze sinkt dabei aber nicht linear, so dass zwischen 96 und 192 Pulsen nur eine sehr geringe
Verbesserung zu erzielen ist, und so wurde fiir die weiteren Messungen mit einer Pulszahl von
N = 96 ein Kompromiss zwischen Nachweisgrenze und benétigter Messzeit gewahlt. Die Li-
nearitéit der 'H-NMR Messung wurde durch Aufnahme einer Shikimat Wasserstandardreihe

im Konzentrationsbereich von 10-260 mM tiberpriift und ist als Phasendiagramm dargestellt
(Abb. 6.2, rechts.)

6.1.1.4. Direkter Vergleich zwischen "TH-NMR und HPLC mit realen
Fermentationsproben

Die Konzentrationen der Metaboliten Shikimat, Acetat und L-Phe kénnen in Fermentati-
onsproben durch die bereits existierenden HPLC Methoden bestimmt werden (Kap. 5.3.1,
5.3.2). Dadurch bietet sich die Moglichkeit, die eingefiihrte 'H-NMR. Methode durch ver-
gleichende Messungen mit einem alternativen, unabhéngigen Messverfahren zu iiberpriifen.
Dazu wurden Proben der Fermentation des L-Phe Produzenten E. coli 4pF20 als Testsystem
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TABELLE 6.1.: 'TH-NMR Daten der Metaboliten des L-Phe Biosynthesewegs
Metabolit Quelle der NMR-Daten Verwendetes Signal fiir

Quantifizierung
DAHP / DAH [67] 6 = 1.83 und 2.28
12]
DHQ [82] nicht detektiert
DHS [51] 0 = 3.93 und 6.35
SHI kommerzieller Standard 0 =2.75und 4.4
S3p [11] nicht detektiert
EPSP [19] nicht detektiert
Chorismat kommerzieller Standard nicht detektiert
Prephenat kommerzieller Standard nicht detektiert
Phenylpyruvat  kommerzieller Standard nicht detektiert
L-Phenylalanin = kommerzieller Standard nicht detektiert

gewahlt und mit beiden Methoden gemessen (Abb. 6.3). Fiir L-Phe und das Nebenprodukt
Acetat zeigen die Ergebnisse eine gute Ubereinstimmung zwischen beiden Verfahren, fiir
Shikimat ist im Bereich bis etwa 15 h eine deutliche Abweichung festzustellen. Aufgrund
von {iberlagernden Signalen in der NMR Messung wurde dort filschlicherweise eine zu hohe
Konzentration gemessen, fiir Shikimat wurde deshalb keine lineare Regressionsgerade im
Phasendiagramm dargestellt. Dieser Unterschied ist im spéteren Fermentationsverlauf (nach
15 h) nicht mehr von Bedeutung, und die Daten zeigen auch hier eine gute Ubereinstimmung
zwischen den beiden Verfahren.

Die Problematik der Uberlagerung von Signalen in der NMR Messung und damit verbun-
dene Schwierigkeiten bei der Auswertung war bei vielen der zu untersuchenden Metaboliten
der Aromatenbiosynthese gegeben. Neben der Probenmatrix der Fermentationsproben war
ihr Gehalt an Glukose ein zusétzliches Problem. Glukose wurde als Substrat in den Fermen-
tationen eingesetzt, und seine Signale machten die Auswertung im Bereich der chemischen
Verschiebung von § = 3.3—4 nahezu unméglich. Fiir die Identifizierung und vor allem die
Quantifizierung mussten aus den Literatur NMR~-Daten der zu untersuchenden Metaboliten
daher diejenigen identifiziert werden, deren chemische Verschiebung in einem moglichst “frei-
en” Bereich der NMR-Spektren der Fermentationsiiberstdnde lagen. Diese Bereiche lagen
haufig unterhalb von § = 3.3, zwischen § = 3.3 und dem HDO-Signal (6 = 4.8) und jenseits
des HDO-Signals. Dementsprechend sind die ausgewéhlten substanzspezifischen Signale fiir
die Quantifizierung in diesen Bereichen zu finden.

In Tab. 6.1 sind die untersuchten Metaboliten zusammen mit der Quelle der NMR Litera-
turdaten und den fiir die Quantifizierung verwendeten Signalen dargestellt. Mit der Etablie-
rung dieser quantitativen Analytik zur Untersuchung der Fermentationsproben der L—Phe
Produktionsstamme und durch die Bestimmung des Nebenproduktspektrums bot sich die
Méglichkeit, limitierende Schritte im Aromatenbiosyntheseweg durch Messung der akkumu-
lierten Intermediate im Fermentationsiiberstand zu identifizieren, und damit Impulse fiir eine
gezielte Verbesserung der Produktionseigenschaften der Stamme zu geben (Kap. 6.3).
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ABBILDUNG 6.3.: Vergleich zwischen 'H-NMR und HPLC Daten mit realen
Fermentationsproben von E. coli 4pF20; Konzentrationen im Fermentationsverlauf (links)

mit Phasendiagrammen (rechts)
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6.1.2. HPLC-MS (Triple Quadrupol) fiir die intrazelluldre Analytik

Die Einsatzmoglichkeiten eines HPLC-MS Systems fiir die intrazelluldre Analytik von
Metaboliten aus dem Zentralstoffwechsel sind bereits mit einem Ionenfallen MS—-System
untersucht worden [23]. Wie bereits in Kap. 3.3.3 dargestellt, kann mit der Ionenfallen-
technik im Vergleich zu MS-Geréten mit Triple Quadrupol Technik nur eine geringere
Empfindlichkeit erzielt werden, und daher zeigen sie Nachteile im Bereich der Quantifi-
zierung. Besonders gravierend wirken sich diese Aspekte im Bereich kleiner Metaboliten
(< 400gmol™1) aus. Gerade fiir die Metabolitanalytik ist das jedoch ein problematischer
Aspekt, da viele Metaboliten des Zentralstoffwechsels (Glykolyse, Pentose-Phosphat—Weg)
und auch von anabolen Biosynthesewegen (z.B. Aromatenbiosynthese) eine Molmasse im
Bereich von < 400 g mol~! haben.

In ersten Untersuchungen mit der lonenfallen LC-MS wurde deutlich, dass das MS System
voraussichtlich keine ausreichende Empfindlichkeit besitzen wiirde, um die Metaboliten der
Aromatenbiosynthese auf intrazellulirem Niveau erfassen zu konnen. Mit der Triple Quadru-
pol MS Technik (Kap. 3.3.4) konnen die hochsten Empfindlichkeiten erreicht werden, daher
wurde die neue Analytik mit diesem System aufgebaut. Auf der Seite der HPLC wurde auf
die von Buchholz et al. [23] etablierte Methode zuriickgegriffen (Kap. 5.4.3), da die Meta-
boliten der L-Phe Biosynthese unter diesen Bedingungen vergleichbare Retentionszeiten wie
die bereits in der Methode etablierten Metaboliten des Zentralstoffwechsels zeigten. Auf der
Seite der MS wurden zunéichst die Parameter der ESI-Quelle an die Bedingungen der HPLC
adaptiert. Anschliefend wurden die substanzspezifischen MS/MS Parameter der Metaboliten
des Zentralstoffwechsels fiir das Triple Quadrupol MS etabliert und im zweiten Schritt durch
die Parameter der Metaboliten der L—Phe Biosynthese erweitert.

6.1.2.1. Optimierung der ESI Parameter

Die Optimierung der Parameter der ESI ist von grofer Bedeutung fiir die Empfindlich-
keit, Reproduzierbarkeit und Quantifizierbarkeit der Messungen. Die lonenbildung im
Elektrospray sollte sehr gleichméfig erfolgen (= stabiles Spray) und dabei eine moglichst
hohe Ionisierungseffizienz aufweisen. Als wichtige Einfluss—Parameter fiir die lonisierung
an dem verwendeten Triple Quadrupol MS sind zu nennen: Volumenfluss von der HPLC,
Stickstoff-Strome des “sheath’—(Mantel) und ~auxiliary ~Gases fiir die Vernebelung,
die Spannung an der “tube lens” und die Spannung bzw. Temperatur an der Kapil-
lare. Die beiden letzten Parameter kontrollieren mafgeblich die Uberschuss-Ladung auf
den gebildeten Tropfen bzw. den Temperatur bedingten Energieeintrag bei der Ionenbildung.

Aufer der “tube lens” Spannung handelte es sich um klassische ESI-Quellen Parameter,
die weitgehend unabhéngig vom m/z Verhéltnis der Analyt—Ionen waren. Die “tube lens”
Spannung hatte sowohl die Aufgabe, verbliebene Ionencluster durch Stofse mit Gasmolekiilen
zu zerschlagen, als auch ein Maximum aller bis dahin bereits gebildeten Ionen in Richtung
auf die Quadrupole zu transmittieren. Die optimalen Transmissionseigenschaften dieser
elektromagnetischen Linse waren aber vom m/z Verhéltnis der Ionen abhéngig. Es geniigte
hierbei jedoch die Kalibrierung fiir ein m/z, aus der dann der optimale Wert fiir den
vollstdndigen m/z Bereich von der Software abgeleitet werden konnte. Die Eigenschaft
der Entclusterung stellt in erster Ndherung eine Energiezufuhr dar, weshalb zwischen der
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Kapillartemperatur und der “tube lens” Spannung eine starke Korrelation bestand, dessen
Abhéngigkeit im Verlauf der Optimierung nicht vernachlissigt werden durfte. Die Erhdhung
der Kapillartemperatur fiihrte unabhéngig von m/z oder den Eigenschaften des Analyten
zu einer signifikanten Verringerung der optimalen Einstellung fiir die “tube lens” Spannung.

Der vollstindige Optimierungszyklus fiir jeden Parameter wurde daher in der Regel
dreimal durchlaufen, um den optimalen Wert fiir alle Parameter zu erzielen und die
Korrelationen der Parameter untereinander zu beriicksichtigen. Nach drei Zyklen konnte
in der Praxis ein nahezu optimaler Parametersatz fiir die ESI-Quelle ermittelt werden.
Die Optimierung geschah dabei durch wiederholte Messung der MS-Peakfliche nach
Injektion einer Standardlosung aus einer 10 pL Probenschleife, wobei nach jeder Injektion
ein Parameter variiert wurde. Obwohl in der Software eine Teilautomatisierung dieses
Schrittes vorgesehen war, sollte die Optimierung eines Parametersatzes wenigstens einmal
von Hand erfolgen, da die Ionenbildung letztlich vom Versténdnis iiber die Chemie im
Tropfen des Elektrosprays abhéngt.

Aufgrund der neuen orthogonalen Spraygeometrie der ESI-Quelle und der Vorgabe des
MS Herstellers ThermoFinnigan, dass die Quelle auch mit héheren HPLC Fliissen von
0,5mL min~! betrieben werden konnte, wurde die Optimierung der Quellenparameter mit
diesem HPLC Fluss begonnen und mit dem ermittelten optimalen Parametersatz eine
LC-MS Methode erstellt. Die neue LC-MS Methode wurde als erstes mit einem Repro-
duktionstest durch wiederholte Injektion einer Standard-Losung (6PG, FBP, P5P, AMP)
iiberpriift (Abb. 6.4). Die Ergebnisse zeigten eine sukzessive Abnahme der Empfindlichkeit
fiir alle untersuchten Metabolite. In einem Zeitraum von 24 h(= 24 Proben) wurde fiir
alle Analyten eine Abnahme der MS Peakfliche um den Faktor 2 verzeichnet. Es wurde
vermutet, dass der fiir ESI sehr hohe HPLC Fluss von 0,5mLmin~'in Verbindung mit
einem hohen Wasseranteil des Eluenten von bis 98 % zu einer zunehmenden Kontamination
des Hochvakuums im Massendetektor fiihrte.

Der hohe Wasseranteil ist nachteilig fiir die ESI, da Wasser im Vergleich zu typischen
organischen LC-MS Losungsmitteln wie Methanol, Acetonitril und Isopropanol eine héhere
Verdampfungsenthalpie besitzt?. Weiterhin ist die von Wasser ausgeiibte Oberflichen-
spannung um den Faktor 3 grofer als z.B. die von Methanol®. Beide Effekte, vor allem
jedoch die sehr hohe Oberflichenspannung von Wasser, stehen der effizienten Vernebelung
des Eluenten in der ESI-Quelle und damit der effektiven lonisierung durch Elektrospray
entgegen und zeichneten sich vermutlich hier fiir die sukzessiv abnehmende Empfindlichkeit
des MS verantwortlich.

Zur Losung des Problems wurde die Teilung des HPLC Flusses durch ein T—Stiick getestet.
Fiir ein Teilungsverhéltnis von 1:5, d.h. einem Fluss von 100 pL min~'in das MS, konnten
reproduzierbare Messungen ermoglicht werden (Abb. 6.5). Bei n = 15 Messungen wurden
Standardabweichungen im Bereich von 5-8 % erzielt. Im Anschluss wurden die ESI Para-
meter erneut optimiert, um einen optimalen Parametersatz unter den durch den Flussteiler
gednderten Flussbedingungen zu ermitteln. Dieser Parametersatz, der in Tab. 6.2 aufgefiihrt

*Verdampfungsenthalpie [6] : AHwasser = 41 bzw. AHprethanot = 35 kJmol ™!
3Oberﬁéichenspannung [6] : YWasser = 7.3 bzZW. YMethanot = 2.3 - 1072 Nm™!
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ABBILDUNG 6.4.: Abnehmende LC-MS Peakfléchen der Mehrfachinjektion mit
Volumenfluss von 500 gL min~' in die ESI-Quelle

ist, wurde in die LC-MS Methode tibernommen.

6.1.2.2. Optimierung der substanzspezifischen MS/MS Parameter

Neben der Optimierung der ESI Parameter mussten auch die substanzspezifischen Kollisi-
onsenergien (KE) fiir die MS/MS Messung fiir jeden zu untersuchenden Analyten bestimmt
werden. Im Q2, der Kollisionszelle des MS, werden die im Q1 selektierten Vorlaufer—Ionen
energetisch angeregt, was zum Bindungsbruch im Molekiil fiithrt. Die Ladung des Vorlaufer—
Ions geht dabei auf das Fragment iiber, das sie am besten stabilisieren kann, das andere
elektrisch neutrale Bruchstiick wird vom Vakuumsystem abgepumpt. In Abhéngigkeit von
der Anregungsenergie kann ein Spektrum verschiedener Fragment—Ionen fiir einen Analy-
ten gefunden werden. Die Aufgabe der Optimierung bestand nun darin, fiir jeden Analyten
das Fragment—Spektrum zu ermitteln und die fiir jedes Fragment optimale Kollisionsenergie
zu bestimmen. In der Regel wurde das MS/MS Fragment selektiert, dessen Ubergang die
hochste Effizienz und damit das intensivste Signal lieferte. Die substanzspezifischen MS/MS
Fragmente, der fiir die LC-MS Methode selektierte MS/MS Ubergang und die dafiir optimale
KE fiir alle Analyten sind in Tab. 6.3 dargestellt.
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ABBILDUNG 6.5.: Konstante LC-MS Peakflachen der Mehrfachinjektion nach Einbau des
Flussteilers mit einem Volumenfluss von 100 pL min~! in die ESI-Quelle

TABELLE 6.2.: Optimierte ESI-Parameter fiir das Triple Quadrupol MS

Auxiliary gas

MS-Fluss 100 uLmin—!
Tonenquelle ESI
Sheath gas 50 Einheiten Stickstoff

Capillary temperature

Capillary voltage 4,0 kV
375 °C

Tube lens offset

15 Einheiten Stickstoff

Schleifeninjektion mit G6P

automatische Software Optimierung nach manueller 10 pL
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TABELLE 6.3.: Substanzspezifische MS/MS Fragmente mit Triple Quadrupol MS

Analyt [M-H|~  intensive MS/MS Fragmente  selektiertes MS  Optimale

(m/z) des Analyt-Ions (m/z) Fragment (m/z) KE [eV]
PEP 167,0 79,0 79,0 13
Pyr 87,1 43,0 43,0 10
2PG/3PG 185,1 97,1 / 79,0 79,0 35
DHAP/GAP 169,1 97,1 97,1 10
FBP 3391 97,1 / 79,0 97,1 20
6PG 275,1 97,1 / 79,0 97,1 17
P5P 999.1 97,1 / 79,0 97.1 15
G6P /F6P 2591 97,1 / 79,0 97,1 17
ATP 506,2 407,8 / 158,8 158,8 33
ADP 426,2 158,9 / 134,1 / 79,0 134,1 25
AMP 346,2 133,9 / 97,1 / 79,0 79,0 35
NAD 662,4 540,2 / 328,3 / 273.2 540,2 17
NADP 7424 620,0 / 408,2 / 272,6 620,0 17
DAHP 987.1 79.0 79.0 45
DAH 207,2 87,0 87,0 12
DHQ 189,1 170.8 / 152,9 / 127,2 170,8 12
DHS 1711 152,9 / 127,0 / 109,2 127,0 12
Shikimat 173,01  154,9 / 143,0 / 137,0 / 129,1 / 93,0 17

111,0 / 93,0
S3P 253,1 234,9 / 155,0 / 97,1 / 79,0 97,1 17
PP 163,2 90,9 90,9 10
L-Phe 164,2 147,0 / 103,1 147,0 12
L Tyr 180,2 162,9 / 119,0 162,9 15
L-Trp 203,2  186,1 / 159,0 / 141,9 / 116,0 / 116,0 17
74,1
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CHO CHO
H OH MS/MS H————OH
Fragmentierung 0
HO———H - HO———H ”
S
+ Ho—P—o0
H———OH H—————OH |
OH
H———OH e} H——OoH
l o
O—PpP—
o, 7+ T ° CH
OH
Glukose-6-phosphat neutrales Zucker Phosphat
Molekilion ) GerUstfragment + Fragmention
(m/z = 259,1 g/mol) (ohne Ladung) (m/z = 97,1 g/mol)

ABBILDUNG 6.6.: Phosphatabspaltung von Zuckerphosphat-Molekiilionen am Beispiel des
Go6P

Fragmentierungsmuster der Substanzklassen

An der Entstehung der Fragmentierungsmuster waren in der Regel nur eine begrenzte
Zahl von unterschiedlichen Fragmentierungsreaktionen beteiligt. Fiir die Klasse der Zucker-
phosphate (z.B. G6P, P5P, FBP, DAHP,...) wurde dabei als bevorzugte Fragmentierung die
Phosphat—Abspaltung beobachtet. Der Zuckerrest wurde dabei sehr selten als Ladungs-
trager beobachtet, da die Phosphat—Gruppe aus energetischen Griinden viel geeigneter ist,
die negative Ladung des Vorlaufer—lons zu stabilisieren. Eine sehr typische, jedoch eher
untergeordnete Fragmentierung von Zuckerphosphaten ist die Retro—Aldol-Reaktion,
bei der das Kohlenstoffgeriist zwischen zwei Hydroxy—Gruppen gespalten wird [62]. Die De-
hydratisierung spielte bei den Zuckerphosphaten ebenfalls eine untergeordnete Rolle. Alle
drei Reaktionen wurden jedoch in aller Regel bei Zuckerphosphaten beobachtet, wodurch
bereits sechs mogliche Fragmente entstanden. Unter Beriicksichtigung aller moglichen Kom-
binationen von Fragmentierungsreaktionen, entstanden so mehr als zehn moégliche Fragmente
flir einen Analyten. Diese scheinbare Komplexitdt des Fragmentierungsmusters war je-
doch meist relativ leicht durch die Kombination einfacher Einzelreaktionen zu rekonstruieren.

Die Klasse der organischen Saduren zeigte die Decarboxylierung als bevorzugte
Fragmentierungs—Reaktion, sind im Molekiil gleichzeitig noch Hydroxy—-Gruppen enthalten
(z.B. bei Shikimat, DHS, DHQ), konkurrierte sie mit der Dehydratisierung. Die Retro—
Aldol-Reaktion wurde bei Molekiilen wie Shikimat, DHS oder DHQ auch bei sehr hohen
Anregungsenergien nicht beobachtet, obwohl diese Molekiile ebenfalls eine Anordnung von
vicinalen Hydroxy—Gruppen tragen. Die bei der Retro—Aldol-Fragmentierung von G6P ent-
stehenden Bruchstiicke sind nur noch durch die halbacetalische C—O Bindung verbunden.
Diese ist vermutlich leichter zu brechen, wahrend bei den Bruchstiicken der carbocyclischen
Systeme noch eine weitere C-C Bindung fiir die Retro—Aldol-Fragmentierung gebrochen
werden muss.

71



6. Ergebnisse und Diskussion

TABELLE 6.4.: Intensivste MS/MS Ubergiinge mit Triple Quadrupol bzw. Ionenfallen MS
mit Bezug zum 30 % Limit der Ionenfalle

Analyt [M-H]~ 30 % Limit optimales MS Fragment optimales MS Fragment

(m/z) (m/z) Ionenfalle (m/z) Triple Quadrupol (m/z)
FBP  339.1 1017 2410 97 1
AMP 3462 103,9 211,1 79,0
DAHP 2871 86,1 269,1 79,0
6PG 275,1 82,5 177,0 97,1
ATP 506,2 151,9 408,0 158,8
ADP 4262 127.9 3280 134,1

Unterschiede der optimalen MS/MS Fragmente zwischen Triple Quadrupol und lonen-
fallen MS

Wenn man die ermittelten optimalen Fragment—Ionen zwischen den beiden MS Systemen
vergleicht, dann fallen einige Unterschiede auf. Im vorigen Abschnitt wurde aufgezeigt,
dass die Phosphat—Abspaltung bei Zuckerphosphaten die bevorzugte Reaktion ist. Das
Phosphat-Ton kann die Ladung des Vorlaufer—lons leichter stabilisieren als der Zuckerrest,
und daher wurde das Phosphat-Ion mit m/z — 97,0 als intensivster Ubergang mit dem
Triple Quadrupol MS detektiert. Legte man FBP als Beispiel zugrunde, so stimmte das fiir
das Triple Quadrupol MS, jedoch wurde fiir die Ionenfalle der intensivste Ubergang von m/z
— 339,1 zum Fragment mit m/z = 241,0 (A m/z = 98,1 gmol~!) anstatt des Phosphat-Tons
mit m/z = 97,0 beobachtet. Dieser Unterschied ist nicht dadurch zu begriinden, dass
FBP in der Ionenfalle anders fragmentiert, die Reaktion ist (fast) die gleiche, nur wird
hier Phosphorsiure (= 98 g/mol) abgespalten, und der Zuckerrest fungiert als Ladungstréger.

Die Ursache fiir diesen entscheidenden Unterschied liegt in den physikalischen Gesetzmé-
Rigkeiten, denen das Funktionsprinzip der Ionenfalle unterliegt. In Kap. 3.3.3 wurde bereits
darauf hingewiesen, dass nach der Fragmentierung in der Ionenfalle nur Fragment—Ionen
stabil (speicherbar) sind, deren m/z nicht kleiner ist als etwa 1/3 des Vorldufer-Ions. Die
Phosphat—Abspaltung ist fiir FBP auch in der Ionenfalle die bevorzugte Reaktion, sie kann
aber vom Detektor nicht erfasst werden. Das Phosphat—Ion besitzt nur 28,6 % der Masse des
FBP—Vorlauferions und ist damit zu klein, um nach der Fragmentierung in der Ionenfalle
gespeichert zu werden, folglich kann es auch nicht detektiert werden. Das gleiche Problem
existiert auch bei anderen Verbindungen (Tab. 6.4), wie z.B. FBP, AMP und DAHP, deren
intensivstes Fragment—Ion unterhalb des 30 % Limits liegt. Jedoch auch bei Analyten deren
intensivste Fragmente rein rechnerisch knapp iiber 30 % liegen, wie z.B. 6PG, ATP und
ADP, findet man diese Fragmente nicht. Offenbar ist die Stabilitdt ihrer Fragmente in der
Ionenfalle bereits so gering, dass sie nicht mehr den intensivsten MS/MS-Ubergang darstel-
len. Diese Einschrankung der Ionenfallen MS gegeniiber der Triple Quadrupol MS fiihrt zu
system—immanenten Nachteilen in Bezug auf die Empfindlichkeit und Quantifizierung.
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Spezielle Probleme bei der substanzspezifischen Fragment—Selektion

Isobare Metaboliten : Bei einigen Analyten aus dem Zentralstoffwechsel trat das Problem
auf, dass sie sowohl in der Vorldufer-Masse, als auch im Fragmentierungsmuster nicht durch
das MS zu unterscheiden waren (z.B. G6P/F6P). Auch bei Verwendung des Nucleodex (-
OH Materials als stationédre Phase in der HPLC konnte keine chromatographische Trennung
zwischen diesen strukturell sehr &hnlichen Analyten erzielt werden. Unter Verwendung ei-
ner Hypercarb—Phase konnten diese isobaren Metaboliten zwar chromatographisch getrennt
werden, doch lag der Fokus der vorliegenden Forschungsarbeit nicht auf dem Zentralstoff-
wechsel, sondern auf der Analyse des Aromatenbiosynthesewegs. Daher wurde der Ansatz
iiber die Hypercarb—Phase auch im Hinblick auf das hohe Probenaufkommen und die dafiir
bendtigte Messzeit nicht weiter verfolgt. Aus diesem Grund war aus der LC-MS Messung
nur die Gesamtkonzentration der isobaren Metaboliten G6P/F6P, DHAP/GAP sowie der
Pool der drei Pentose-Phosphate (P5P)* zuginglich.

DHQ und DHS : In Bezug auf die LC-MS Messung von DHQ und DHS war eine wichtige
fragmenttechnische Besonderheit zu beachten. Das MS/MS Fragment von DHQ folgt aus
einer Dehydratisierung und entspricht DHS. Die ermittelte Kollisionsenergie von 12 zeigte,
dass die Fragmentierungsreaktion offenbar sehr leicht ablduft und daher vielleicht bereits
durch thermische Induktion in der ESI-Quelle erfolgte. Das wiirde zu einer falsch positiven
Detektion von DHS fithren. Die DHQ Messung blieb davon unbeeinflusst. Durch die Mes-
sung eines DH(Q Standards konnte jedoch gezeigt werden, dass es zwar zu einer thermischen
Reaktion in der ESI-Quelle kommt (parallele Identifizierung von DHS und DHQ), ein Ver-
gleich der Peakflachen zeigte jedoch, dass diese Reaktion mit <5 % nur eine untergeordnete
Rolle spielt. Von signifikanter Bedeutung wird sie erst, wenn in den gemessenen Proben die
CcpHQ > c¢pHs ist. Die intrazelluldren Konzentrationen zeigen jedoch, dass cpys > cpug ist,
und daher kann fiir diese Nebenreaktion ein vernachléassigbarer Einfluss auf die Ergebnisse
abgeleitet werden (Kap. 6.7.2, 6.7.3). Eine Variante, diese unerwiinschte Dehydratisierung zu
unterdriicken, ist die Verringerung der Kapillartemperatur in der ESI-Quelle, was jedoch zu
einer deutlichen Verschlechterung der lonisierungseffizienz der ESI-Quelle fithrte und deshalb
nicht umgesetzt wurde.

ATP und ADP: Ein dhnliches Problem existierte bei ATP und ADP. Ebenfalls thermisch
induziert reagierte ATP zu ADP, die Messung zeigte auch in diesem Fall, dass die Reaktion
mit < 3 % lediglich eine untergeordnete Rolle spielte. Weiterhin waren ATP und ADP durch
einen Retentionszeitunterschied von ca. 0,5 min chromatographisch separiert, und daher
konnte bei der Auswertung zwischen dem ADP aus der Probe und dem potenziell thermisch
induzierten ADP (aus ATP) unterschieden werden.

SHI und Pyr: Die Messung von Shikimat und Pyruvat wurde durch iiberlagernde Signale
aus dem Untergrund der Probe beeintrachtigt, bei Pyruvat war die Storung so schwerwie-
gend, dass iiberhaupt keine Messung mittels der LC-MS moglich war. Die Stérung wurde
dabei nicht durch die Probe oder die Probenmatrix verursacht, sondern die Quelle schien
eine Verunreinigung im Eluenten oder aus einem Bauteil der HPLC—Anlage gewesen zu sein.

“Die Abkiirzung P5P reprisentiert den gemeinsamen Pool der Pentose-5-phosphate (Ribulose-5-phosphat,
Ribose—5-phosphat, Xylulose-5—-phosphat)
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Fiir die Shikimat Messung stellte sich das Problem &hnlich dar, auch hier war eine Ver-
unreinigung im System vorhanden, die im MS/MS Modus nahezu die gleichen Fragmente
bildete wie das Shikimat. Einzige Ausnahme bildete das Fragment mit m/z = 93,0 , das nur
von Shikimat, aber nicht von der Verunreinigung gebildet wurde. Dieser MS/MS Ubergang
war nicht sehr effizient, aber er bot die Moglichkeit, das Untergrundsignal zu eliminieren,
wodurch die Shikimat—Messung méglich wurde.

6.1.2.3. Quantifizierung mit der HPLC-MS (Triple Quadrupol)

Die LC-MS hat sich als hervorragendes Tool fiir die Bestimmung des Molekulargewichts und
Fragmentierungsmusters von Analyten im Hinblick auf die Strukturaufklarung von Metabo-
liten bewéhrt [27]. Der Einsatz der LC-MS auch fiir die Quantifizierung ist unweigerlich mit
der Problematik der Matrixeinfliisse verkniipft. "lon Suppression” ist hier der am héufigsten
beobachtete negative Effekt, bei dem eine Abnahme des Analytsignals (z.B. Peakfliche)
aufgrund der Wechselwirkung mit anderen Bestandteilen aus der Probe verursacht wird.
Diese Effekte werden von Verunreinigungen in der Probenmatrix hervorgerufen und daher
auch als Matrix—Effekte bezeichnet. Anders als bei der LC-UV Messung, bei der die
Analyt—Signale bis zur Unkenntlichkeit von Matrix {iberlagert sein kénnen, werden die
Analyt—Signale bei der LC-MS nicht iiberlagert, sondern unterdriickt oder vollig eliminiert.

Um unter diesen Umsténden eine zuverldssige Quantifizierung zu ermoglichen, kann
ein interner Standard (ISTD) [193] verwendet werden. Dieser ISTD sollte dem Analyten
chemisch soweit wie moglich dhneln, und in der LC-MS finden héufig Analyten mit stabiler
Isotopenmarkierung (z.B. 2H, 3C) Anwendung als ISTD. Er wird der Probelsung in
bekannter Konzentration zugefiigt, und aus dem Verhéltnis der Peakflichen wird die
Analyt—Konzentration berechnet. Sollen mehrere Analyten quantitativ bestimmt werden,
so wird fiir jeden Analyten ein eigener ISTD bendotigt. Spétestens hier ist man mit dem
Problem konfrontiert, dass diese ISTD s in der Regel nicht kommerziell verfiighbar sind
und dass es in vielen Fallen, wie z.B. bei den Metaboliten der L-Phe Biosynthese, bereits
schwierig ist, {iberhaupt die nicht markierten Analyten als Standard zu gewinnen.

Ein alternativer Ansatz zur Kompensation aller Matrix—Effekte fiir eine quantitative
Messung ist die Anwendung der Standard-Additions-Methode (StdAddM) [9]. Dazu wird
der Probelosung wiederholt eine Menge des Analyten zugesetzt (Spiken) und die Probe nach
jeder Standard—Zugabe erneut gemessen. Aus dem Zusammenhang zwischen gemessener
Peakfliche und zugefiigtem Standard kann auf die Konzentration in der Probe vor der
ersten Zugabe zuriickgerechnet werden (Kap. 5.4.6). Im Vergleich mit dem ISTD—Verfahren
hat die StdAddM den Nachteil, dass neben der eigentlichen Probe noch weitere Proben
gemessen werden miissen, d.h. der Zeitbedarf fir Messung und Auswertung ist grober
als mit dem ISTD-Verfahren, bei dem eine einzige Messung geniigt®. Mit Blick auf die
Richtigkeit der Quantifizierung hat die StdAddM keine Nachteile und ist ein anerkanntes
Verfahren bei matrixbelasteten Proben in der quantitativen Analyse (z.B. Photometrie,
Atomabsorptionsspektroskopie, Polarographie) [153].

5Im Gegensatz zur ISTD-Quantifizierung ist die StdAddM nicht in den normalen Software Paketen der
MS Hersteller implementiert, daher wird neben dem vergréfterten Messaufwand auch ein héherer Aus-
wertungsaufwand notwendig.
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ABBILDUNG 6.7.: Peakflichen der Kontrollanalyten G6P/F6P, 6PG und FBP der Quality
Control (QC)-Proben einer 5-tagigen Sequenz aus 111 Proben

Die Reproduzierbarkeit und Robustheit der Messung bilden die Grundlage fiir eine
quantitative Messung. Im Verlauf einer Probensequenz darf die Empfindlichkeit der LC-MS
Anlage daher nicht schwanken. Zur Kontrolle wurde nach jeder 5. bzw. 10. Probe einer
Sequenz eine sog. Quality Control Probe (QC = gespikter Zellextrakt) programmiert,
um die Funktion des Systems anhand der Kontrollanalyten G6P/F6P, 6PG und FBP zu
iiberpriifen. In Abb. 6.7 sind die reprasentativen Peakflichen der drei Kontrollanalyten
im Verlauf einer Sequenz mit 111 Proben {iber den Zeitraum von 5 Tagen dargestellt.
Die Peakflichen waren iiber die gesamte Messzeit von insgesamt fiinf Tagen konstant,
die relative Standardabweichung fiir 6PG, FBP und G6P/F6P betrug 7.3, 6.4 und 7.0
%. Der Matrixhintergrund fiir die QC-Proben setzt sich aus Zellextrakten der aktuellen
Probensequenz zusammen.

Die Quantifizierung mit der StdAddM wurde jedoch nicht fiir jede einzelne Probe, sondern
fiir die ganze Sequenz durchgefiihrt, da es andernfalls zu einer Verfiinffachung der Probenzahl
gekommen wire, die bzgl. der Messzeit nicht mehr zu bewéltigen gewesen wire. Innerhalb
einer Probensequenz (= 1 schnelles Probenahmeexperiment, d.h. etwa 120 Proben) konnte
jedoch in guter Ndherung von einer unverdnderten Probenmatrix ausgegangen werden, so
dass diese Vorgehensweise gerechtfertigt war. Fiir die StdAddM wurden insgesamt sechs
Proben gemessen (1 Probe + 5 Additionsschritte), mit denen dann eine lineare Regression
durchgefiihrt und auf die Konzentration in der Ursprungsprobe zuriickgerechnet wurde. In
Abb. 6.8 sind Beispiele fiir die erhaltenen Korrelationen zwischen Ursprungprobe (Nr. 0)
und den Proben mit Zuséitzen an Standard (Nr. 1-5) fiir die Metaboliten 6PG, DHQ, DHS
und Shikimat dargestellt. Die vollstdndige experimentelle Durchfiihrung und Auswertung
der StdAddM ist in Kap. 5.4.6 dargestellt.

Mit der StdAddM konnte auch die Richtigkeit der LC-MS Analytik gezeigt werden, was
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ABBILDUNG 6.8.: Beispiele fiir Kalibrationsgeraden der StdAddM; Geradengleichungen
durch lineare Regression bestimmt (Probe Nr. 0 ist die Ursprungsprobe, Proben 1-5
wurden sukzessive steigende Mengen an Standard zugesetzt)

; | Lineare Regression:
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ABBILDUNG 6.9.: Kalibrationsgerade StdAddM G6P /F6P, Funktion durch lineare
Regression bestimmt. (Probe Nr. 0 ist die Ursprungsprobe, Proben 1-5 wurden in Schritten
von 30 uM sukzessiv Standard zugesetzt)

76



6.1. Entwicklung und Etablierung der analytischen Techniken

TABELLE 6.5.: Richtigkeit der LC-MS Methode in realer Matrix Probe durch
Quantifizierung der Wiederfindung der einzelnen Schritte der StdAddM

Probe Peakfliche | StdAdd Stufe | Konzentration | Konzentration | Wiederfindung
(G6P/F6P) MS [uM] Soll[uM] Ist[uM] (%]
0 593713 0 = 6,94 6,94
1 8673408 30 36,94 39,90 107.6
2 17053917 60 66,94 72,07 107.3
3 23564134 90 96,94 97,46 100.5

am Beispiel G6P/F6P aufgezeigt werden soll. Zundchst wurde die StdAddM wie vorher
beschrieben auf eine Zellextraktprobe unbekannter Konzentration angewendet und die Kon-
zentration in der Probe bestimmt. Der mit LC-MS ermittelte Zusammenhang zwischen den
Proben ist in Abb. 6.9 dargestellt. Hier entspricht die Probe Nr. 0 wieder der unbekannten
Ursprungsprobe und die Nr. 1 — 6 stellen die Standard—Additions Schritte dar, die 30 uM je
Schritt betrugen. Die Konzentration in der Probe wurde mit G6P/F6P = 6,9 uM iiber die
StdAddM bestimmt. Um die Richtigkeit zu testen, wurde die Probe 0 nun herausgelassen
und die erste StdAdd Probe mit der Nr. 1 als Unbekannte gesetzt und mit Hilfe der ver-
bleibenden Standards (Nr. 2-6) die Konzentration bestimmt (sog. Kreuzvalidierung). Diese
sollte rein rechnerisch 6,9 + 30 = 36,9 uM betragen. Nach demselben Verfahren wurden nun
die Konzentrationen der Proben mit der Nr. 2 + 3 ermittelt. Die Ergebnisse sind in Tab. 6.5
dargestellt und zeigen die Richtigkeit der LC-MS Methode und der Quantifizierung mittels
der StdAddM.

6.1.3. Direkter Vergleich der beiden MS Detektoren

Fir die Strukturaufklarung ist die Ionenfallen MS geeigneter, da sie der universellere
Detektor ist, besonders im Hinblick auf die Bestimmung des Fragmentierungsmusters mit
der MS"Option. Dieser Vorzug der Ionenfalle fiir die Aufkldrung unbekannter Substanzen
wird in Kap. 6.4 bei der Metabolit-Aufklarung in Fermentationsproben dargestellt. Die
Universalitdt des Ionenfallen MS Detektors geht aber zu Lasten der Empfindlichkeit und
der Quantifizierung. Die Ionenfalle arbeitet diskontinuierlich, und bei der MS/MS Messung
kommt es zu einem hohen Intensitatsverlust (= Empfindlichkeitsverlust), wobei die Nutz-
barkeit der optimalen Fragmente durch die untere 30 % Ausschlussgrenze eingeschrankt ist
(Tab. 6.4).

Fiir den Bereich der MS/MS Messung ist die Triple Quadrupol MS leistungsféhiger, weil
der Detektor ein quasi—kontinuierliches MS/MS Signal erzeugt. Die optimale Fokussierung
bzw. Einstellung des Triple Quadrupol MS auf einen selektiven MS/MS Ubergang erzeugt ein
viel starkeres Detektorsignal pro Zeiteinheit als die Ionenfalle, daher kénnen mit dieser Tech-
nik die hochsten Empfindlichkeiten erzielt werden [193|. Die Triple Quadrupol MS Technik
kombiniert die Selektivitdt der MS/MS Messung mit optimaler Empfindlichkeit und stellt
damit ein leistungsfidhiges Werkzeug zur Quantifizierung dar und wurde in dieser Arbeit fiir
die intrazellulare Metabolit—Analytik verwendet.
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6. Ergebnisse und Diskussion

6.2. Darstellung und Isolierung der Metaboliten der
Aromatenbiosynthese

Im Gegensatz zu den Metaboliten des Zentralstoffwechsels, die kommerziell erhéltlich sind,
gilt dies nicht unbedingt fiir Metaboliten aus anderen ankniipfenden Stoffwechselwegen.
Die Metaboliten der Aromatenbiosynthese bilden hier keine Ausnahme, und so ist mit
Shikimat® nur einer der ersten 7 Metaboliten kommerziell erhiltlich. Neben der Extraktion
der Friichte von [llicium religiosum kann Shikimat auch durch einen genetisch geblockten
rekombinanten E. coli Stamm in Konzentrationen von > 50 g/L fermentativ aus Glukose
synthetisiert werden [30, 97]. Das Produkt Shikimat wird von den Zellen freigesetzt und
akkumuliert im Kulturiiberstand.

Durch den Einsatz von FE. coli Stimmen, die an verschiedenen Stellen des Aromaten-
biosynthesewegs durch genetische Manipulation geblockt sind, bot sich hier, analog zum
Shikimat, die Moglichkeit einer generellen Zugangstechnik auch zu den anderen Metaboliten
des Aromatenbiosynthesewegs. Als gemeinsame Syntheseroute wurde der Stoffwechsel in
gentechnisch geblockten F. coli Stdmmen genutzt und als Edukt, d.h. als Substrat fiir die
E. coli Stamme wurde preisgiinstige Glukose fiir alle Metaboliten (Produkte) verwendet.
Der zugrunde liegende Retrosyntheseansatz fiir die Metaboliten ist in Abb. 6.10 dargestellt.
Nach der fermentativen Synthese konnte dann die Aufreinigung der Substanzen aus dem
Kulturiiberstand erfolgen. Der Literatur kann entnommen werden, dass viele Metaboliten
der Aromatenbiosynthese in Kulturiiberstdnden von FE. coli Mutanten nachgewiesen wurden
[37, 42, 49, 67, 97, 110, 178|, so dass dieser Ansatz viel versprechend war. Der besondere
Vorteil dieses Ansatzes war die Verwendung der FE. coli Zelle fiir eine chirale Multistep—
Synthese, ausgehend von Glukose. Die Kontrolle der anspruchsvollen Stereochemie der sehr
stark funktionalisierten Metaboliten (Abb. 6.10) erfolgte durch die biosynthetischen Enzyme
in der E. coli Zelle.

Bei einem Vergleich der Darstellungsmoglichkeiten dieser Metaboliten zwischen der
fermentativen Route (d.h. 1 Schritt ausgehend von Glukose) und der klassisch chemischen
Route (z.B. 8 Schritte zu DAH / DAHP) wird der Vorteil der fermentativen Synthese
deutlich (Zitat:"...;it is probable that the microbiological route will be preferred, in that
less skill and less time is required.") [67]. Bei dieser Einschétzung iiber die notwendigen
Fertigkeiten wird jedoch unterschlagen, dass auch fiir die Konstruktion der geblockten
E. coli Stémme sehr wohl Fertigkeiten im Bereich der Molekularbiologie vorhanden sein
miissen, ohne die der fermentative Zugang zu diesen Metaboliten verwehrt bleibt. Durch
Kooperation mit dem Institut fiir Biotechnologie 1 der Forschungszentrum Jiilich GmbH und
der DSM Biotech GmbH stand dieses Know-How’ zur Verfiigung, und die Darstellung der
Metaboliten der Aromatenbiosynthese sollte iiber den Weg der Ganzzellbiotransformation
erfolgen.

Die Fermentationen wurden im Zulaufverfahren (Fed—Batch) mit wachstumsentkoppelter
Produktionsphase (Kap. 3.2.4) und Glukose als Kohlenstoffquelle durchgefiihrt. Durch den

5Shikimat wurde 1885 von J.F. Eykmann aus den Friichten von Illicium religiosum (japanisch: shiki-no—ki)
isoliert, die bis zu 20 % Shikimat enthalten.

"Der Autor mdchte sich an dieser Stelle nochmals fiir die wertvolle Kooperation bedanken, ohne die der
Zugang zu diesen Substanzen noch steiniger gewesen wiére.
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6.2. Darstellung und Isolierung der Metaboliten der Aromatenbiosynthese

DAHP 3-DHQ 3-DHS
o /OH OO M
HO P on & BH /6\
0 o o OH o% Ny o i T
v o E. coli Ho
HO
P RS S
0y__OH O OH OO " "
| I Glukose
"o HO o HO*(";TO “““ 6\% Ho’gﬁow 6\0%%
e} OH ° o © /
SHIK 3P EPSP

ABBILDUNG 6.10.: Retrosynthetischer Zugang zu Metaboliten der Aromatenbiosynthese
mit gentechnisch geblockten E. coli Stdmmen als Syntheseroute und Glukose als
universellem Synthesebaustein

genetischen Block, der die Produktion eines Metaboliten ermdglichen sollte, sind die E. coli
Stdmme automatisch auxotroph fiir die aromatischen Aminosduren (L-Phe, L-Trp, L-Tyr),
die im Fermentationsmedium vorgelegt wurden. Die Durchfiithrung der Fermentationsexpe-
rimente ist in Kap. 4.2 dargestellt und Tab. 4.2 enthilt die Ubersicht iiber die genetischen
Eigenschaften der eingesetzten geblockten E. coli Stdmme. Fiir die Produktanalytik der Me-
taboliten des Aromatenbiosynthesewegs in den Fermentationsiiberstdnden und im Verlauf
der Aufarbeitung wurde vor allem die quantitative 'H-NMR Methode (Kap. 6.1.1), aber
auch die HPLC fiir organische Séuren (Kap. 5.3.1) eingesetzt. Fiir einige der in dieser Ar-
beit isolierten Metaboliten der Aromatenbiosynthese wurden lediglich sehr kleine Mengen
in zum Teil sehr geringen Ausbeuten erzielt. Das Hauptanliegen dieser Aktivitdten war je-
doch, tiberhaupt einen Zugang zu diesen Metaboliten zu schaffen und sie als authentische
Referenz—Substanzen fiir die Analytik in der Stammentwicklung der L—Phe Produzenten und
im besonderen Mafe fiir die intrazellulare Analytik in E. coli zur Verfiigung zu stellen.

6.2.1. Darstellung von 3—Dehydroshikimat (DHS)

Die mikrobielle Synthese von DHS wurde mit dem Stamm FE. coli DHS wie in Kap. 4.2
dargestellt durchgefiihrt. Eine Darstellung des Fermentationsverlaufs befindet sich in Abb.
6.11. In der exponentiellen Wachstumsphase wurde eine maximale Wachstumsrate von
fmaz = 0,39h~! und eine maximale Biomassekonzentration im Bereich von ODgsg = 60 — 65
erzielt. Der genaue Zeitpunkt der Wachstumslimitierung durch die Aminosduren konnte
nicht bestimmt werden, da in dieser Phase keine Proben genommen wurden. Anhand der
Aminosadurebestimmung in der stationdren Phase konnten geringe Restmengen von L—Phe
und L-Trp, jedoch kein L-Tyr gemessen werden (Ergebnisse nicht dargestellt), d.h. die Limi-
tierung wurde durch L-Tyr ausgelost. Bei einer ODgsg = 10 wurden 100 uM IPTG zugesetzt,
was zu einer anschliefenden Akkumulation von DHS im Fermentationsiiberstand fiihrte.
Nach einer Prozesszeit von 32 h wurde eine Konzentration von rund 133,6 mM (23gL™1)
mittels 'H-NMR gemessen. Mit der Aufarbeitung des produkthaltigen Uberstands wurde
nach der Zentrifugation der Zellen begonnen.
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ABBILDUNG 6.11.: Fermentationsverlauf fiir F. coli DHS Produzent, Zeitabschnitt 15-24 h
ohne Probenahme, Linien Darstellung interpoliert

Die von Dell et al. [49] beschriebene kontinuierliche Extraktion des Produkts mit Ethyla-
cetat aus dem mit 6N HCI auf pH = 2,5 eingestellten Fermentationsiiberstands wurde in
einem 1 L Perforator fiir leichte Extraktionsmittel versucht, musste jedoch bereits nach
kurzer Laufzeit wegen unzureichender Phasentrennung unterbrochen werden. Vermutlich
waren Bestandteile der extrazellularen Matrix wie z.B. Proteine oder Lipopolysaccharide
flir dieses Verhalten verantwortlich. Weder der Zusatz von Antischaumreagenzien, noch die
Ultrafiltration des Fermentationsiiberstandes mit einer Ausschlussgrenze von 10 kDa fithrten
zu einer Verbesserung.

Stattdessen wurden 0,5 L ultrafiltrierter Fermentationsiiberstand mehrfach mit Ethyla-
cetat im Scheidetrichter extrahiert, das Volumen im Vakuum reduziert, und nach einer
Woche bei 5 °C konnten 1,1g (9,6 % Ausbeute) blass—beiges kristallines Produkt in hoher
Reinheit (91,2 % DHS + 11,5 % Ethylacetat = 102,4 %)® erhalten werden. Die gemessenen
'"H-NMR Daten stimmen mit der Literatur [19, 51| iiberein und die mit LC-MS (ESI)
bestimmte Molekularmasse und das MS/MS Fragmentierungsmuster? passen zur Struktur
von DHS. Der Unterschied zu der Literatur Ausbeute von 40 % wird in der schlechteren
Extraktionsleistung des Scheidetrichters im Vergleich zur kontinuierlichen Extraktion mit
dem Perforator gesehen. Die Probleme der schlechten Phasentrennung bei der Perforation
kénnten durch den Einsatz eines Zentrifugal-Extraktors, wie er bei der Reaktiv—FExtraktion
von L—Phe eingesetzt wurde [139], wirkungsvoll eliminiert werden. Das wiirde eine rasche
Aufarbeitung auch groferer Mengen dieser hochfunktionalisierten Verbindung erlauben.

8Wiederfindung in einer Probeneinwaage mit 'H-NMR quantifiziert.
9Dazu konnten bis dato keine Daten in der Literatur gefunden werden.
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6.2. Darstellung und Isolierung der Metaboliten der Aromatenbiosynthese

Parallel zu den Extraktionsversuchen wurde die Aufarbeitung von DHS mittels Ionen-
chromatographie an einem Dowex—Harz und Elution iiber einen Essigsdure-Gradienten
untersucht [81]. Im Vergleich zu der Extraktion mit Ethylacetat im Scheidetrichter war diese
Aufarbeitung mit héherem apparativen und zeitlichen Aufwand verbunden, stellte jedoch
die zuverldssigere Methode im Labormafsstab dar. Nach Einengen der Produktfraktionen
wurde blass-beiges kristallines DHS mit einer Reinheit > 90 % erhalten, das noch Spuren
von Acetat aus der Aufarbeitung enthielt.

TH-NMR (D,0,TSP) : 4 = 2.63 (ddd, J = 18, 10, 3 Hz, 1H, H-6a CH,), 3.12 (dd,
J = 18, 5 Hz, 1H, H 6b CH,), 4.00 (ddd, J = 11, 10, 5 Hz,
1H, H-5 CHOH), 4.28 (d, J = 11 Hz, 1H, H-4 CHOH), 6.74
(d, J = 3 Hz, 1H, H-2 CH).

LC-MS (ESI negativ) : 171,1 [M-H|~
MS/MS :  152,9 [M-H H,0]", 127,0 [M_H CO,|~, 109,2 [M H COy
HQO]_

3-Dehydroshikimat C7HgOs (172,14 gmol 1)

6.2.2. Darstellung von Shikimat—3—phosphat (S3P)

Die mikrobielle Synthese von S3P wurde mit dem Stamm E. coli S3P durchgefiihrt (Kap.
4.2). In Abb. 6.12 ist der Fermentationsverlauf dargestellt. Der Stamm zeigte zu Beginn der
Fermentation eine ausgepriagte mehrstiindige lag—Phase, bereits die Vorkulturzeit im Schiit-
telkolben war langer. In der exponentiellen Wachstumsphase wurde lediglich eine maximale
Wachstumsrate von fime: — 0,25 h~!und insgesamt eine maximale Biomassekonzentration
im Bereich von ODg59 = 45 erzielt.

Anhand der Aminosdurebestimmung in der stationdren Phase konnten geringe Rest-
mengen von L-Phe und L-Trp jedoch kein L-Tyr gemessen werden (Ergebnisse nicht
dargestellt), d.h. die Limitierung wurde durch L-Tyr ausgelost. Bei einer ODgsg = 10
wurden 100 uM IPTG zugesetzt, was zu einer anschliefenden Akkumulation von S3P im
Fermentationsiiberstand fiihrte. Nach einer Prozesszeit von 30,6 h liefs sich eine Konzentra-
tion von 27,6 mM (7,1 gL =!) messen. Gleichzeitig wurden 6,8 mM DHS (1,2gL~!) und 1,4
mM SHI (0,2gL~!) als Nebenprodukte gefunden. Nach Zentrifugation der Zellen konnte
mit der Aufarbeitung des produkthaltigen Uberstands begonnen werden.

Die Aufarbeitung des Produktes aus dem zellfreien Fermentationsiiberstand wurde wie
in Kap. 4.5.4 aufgezeigt durchgefithrt. Im Vergleich zu dem von Dell et al. [49] beschrie-
benen Verfahren wurde die Elution des Anionenaustauschers nicht mit Triethylammonium
Hydrogencarbonat Losung, sondern mit Ammonium-Hydrogencarbonat Losung [37] mit
gleichem Erfolg durchgefiihrt. Die leichtere Verdampfbarkeit der verwendeten Ammonium-—
Hydrogencarbonat—Ldsung vereinfachte die weitere Behandlung der Produktfraktionen.

Am Ende der Aufarbeitung wurden 1,3 g des Triammoniumsalzes von S3P (182 %
Ausbeute) isoliert. Die Reinheit des leicht braunen Feststoffs wurde iiber die HPLC
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ABBILDUNG 6.12.: Fermentationsverlauf fir . coli S3P Produzent

mit 56,9 % und mit 62,4 % iiber die 'H-NMR bestimmt!?. Die geringe Reinheit des
S3P-Produkts ist bedingt durch anorganische Salze, die in der Aufarbeitung nicht ab-
getrennt werden konnten. Die gemessenen 'H-NMR Daten stimmen mit der Literatur
[11] tiberein. Das mittels LC-MS (ESI) bestimmte Molekiilion stimmt mit der Literatur
iiberein [130], das MS/MS Fragmentierungsmuster!! passt ebenfalls zu der Struktur von S3P.

'H-NMR (D,0,TSP) : & = 2,22 (dd, 1H, CHs), 2,69 (dd, 1H, CHs), 3,84 (m, 1H,
CHOH), 4,09 (m, 1H, CHOH), 6,48 (dd, 1H, CH), 1 weiteres
Protonensignal unter dem HDO-Signal.

LC-MS (ESI negativ) : 253,1 [M-H]|~
MS/MS : 2349 [M-H-H20]~, 155,3 [M-H3POy4|", 136,9 [M-H-
H3PO4*HQO]_, 110,9 [M*H*HgPO;;*COQ]_, 96,9 [HQPO4]_,

79,1 [POs]~.

Shikimat-3-phosphat C7H1;OgP (254,132 gmol 1)

6.2.3. Darstellung von 3—Dehydroquinat (DHQ)

Die mikrobielle Synthese von DHQ wurde mit dem Stamm FE. coli DHQ wie in Kap. 4.2
dargestellt versucht, konnte jedoch nicht erfolgreich durchgefiihrt werden. Bereits kurz
nach der IPTG-Induktion der Plasmid-Gene stoppte das Wachstum der Biomasse, und
sowohl der Glukoseverbrauch wie auch die CO2 Bildung gingen stark zuriick, was auf
eine reduzierte Stoffwechselaktivitdt schliefen liefs. DH(Q konnte zu keinem Zeitpunkt in
Fermentationsproben nachgewiesen werden. Der Grund dafiir konnte in einem genetischen
Problem des Stammkonstrukts liegen oder vielleicht auf eine Inhibierung (Toxizitdt) durch

10Wiederfindung in einer Probeneinwaage mit HPLC und 'H-NMR quantifiziert.
"Dazu konnten bis dato keine Daten in der Literatur gefunden werden.
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6.2. Darstellung und Isolierung der Metaboliten der Aromatenbiosynthese

das Produkt DHQ hindeuten. DHQ wurde zwar bereits als Nebenprodukt in Fermentations-
proben mit Konzentrationen von rund 47 mM (8,9gL~!) beobachtet [109], jedoch konnte
der Fluss in den Pool von DHQ aufgrund der Expression der Feedback-resistenten DAHP
Synthase (aroF7"") und des genetischen Blocks der 3-Dehydroquinat Dehydratase (aroD) so
hoch sein, dass es nach der Induktion zu einer toxischen intrazellularen Akkumulation kommt.

Dafiir spricht die Tatsache, dass DHQ in der Literatur nahezu ausschliefslich durch chemi-
sche Oxidation von Chinaséure mit Salpeterséure [76] oder durch Reaktion an Platin [81, 84|
dargestellt wurde und keine préparative Methode mit einer geblockten FE. coli Mutante ge-
funden werden konnte.

Die von Grewe und Jeschke |76] beschriebene Variante der Oxidation von Chinasdure
mit konzentrierter Salpetersdure fithrte zu DHQ als einem der Oxidationsprodukte, die
Kontrolle der sehr drastischen Reaktionsbedingungen bereitete aber Probleme. Die Reaktion
startete zu Beginn nur bei Erhéhung der Temperatur oder/und weiterer Sdurezugabe, im
weiteren Reaktionsverlauf verlief sie aber haufig zu heftig und zu schnell, was zu einem
stark verbreiterten unbekannten Nebenproduktspektrum, zu schlechter Ausbeute und
Schwierigkeiten bei der ionenchromatographischen Aufarbeitung fiihrte. Die Salpeterséure
Oxidation von Chinasédure zu DHQ konnte mit 88 % Umsatz in 30 % Ausbeute durchgefiihrt
werden. Die Aufarbeitung erfolgte mit Ionenchromatographie (Kap. 4.5.2). Es konnten
26,6 mg DHQ mit einer Reinheit von 90 % in wiissriger Losung erhalten werden!2. Die
gemessenen 'H-NMR Daten stimmen mit der Literatur [19, 103] iiberein. Die iiber LC-MS
(ESI) bestimmte Molekularmasse und das MS/MS Fragmentierungsmuster!3 stimmt mit
der Struktur von DHQ ebenso iiberein.

In der Literatur wurden kiirzlich 2 alternative Verfahren zur DHQ-Darstellung
beschrieben, beide gehen von Chinasdure als Edukt aus. Ein Verfahren nutzt Pyridinium-
chlorochromat als selektives Oxidationsmittel [103|, das zweite Verfahren beschreibt eine
Biotransformation mit Stdmmen von Gluconobacter oxydans [1]. Fur folgende Arbeiten,
bei denen die Darstellung von DHQ nétig ist, konnten diese Varianten eine ernsthafte
Alternative zum beschriebenen Salpetersdure—Verfahren darstellen.

'H NMR (D:0,TSP) : & — 2,33 (m, 2H, H 6a,b), 2,58 (dd, 1H, H 2), 3,16 (dd, 1H,
H-2), 3,92 (ddd, 1H, H-5), 4,32 (dd, 1H, H 4).
LC-MS (ESI negativ) : 189,14 [M-H|~
MS/MS :  170,9 [M-H H,0|~, 153,0 [M H 2H,0|,
127,0 [M-H-Hy0-COs]~, 109,0 [M-H 2H,0-CO4] .

3-Dehydroquinat C7H1Og (190,152 gmol ™)

6.2.4. Darstellung von 3—Deoxy—d—arabino—heptulosonat—7—phosphat
(DAHP) und 3-Deoxy—d—arabino—heptulosonat (DAH)

Die mikrobielle Synthese von DAHP und seinem dephosphorylierten Derivat DAH wurde
mit dem Stamm F. coli DAHP wie in Kap. 4.2 dargestellt durchgefiihrt. In Abb. 6.13 ist

128tandardlésung durch '"H-NMR quantifiziert. Vergleichsmessung durch D. Schippers bei DSM in den Nie-
derlanden bestétigte das Resultat.
13Dazu konnten bis dato keine Daten in der Literatur gefunden werden.
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ABBILDUNG 6.13.: Fermentationsverlauf fiir E. coli DAH(P) Produzent

der Fermentationsverlauf dargestellt. In der exponentiellen Wachstumsphase wurde eine
maximale Wachstumsrate von fimqee — 0,40 h~! erzielt, und insgesamt wurde eine maximale
Biomassekonzentration im Bereich von ODgsg = 50 — 55 erreicht. Anhand der Aminoséure-
bestimmung in der stationdren Phase konnten geringe Restmengen von L—Phe und L-Trp
jedoch kein L-Tyr gemessen werden (Ergebnisse nicht dargestellt), d.h. die Limitierung
wurde durch L-Tyr ausgelost. Bei einer OD = 15 wurden 100 uM IPTG zugesetzt, was zu
einer anschliefenden Akkumulation von DAH(P) im Fermentationsiiberstand fithrte. Nach
einer Prozesszeit von 33,5 h wurde eine Konzentration von rund 171 mM DAH(P) mittels
'H-NMR gemessen'*. Uber die 'H-NMR war nur die Gesamtmenge von DAH + DAHP
= DAH(P) zugénglich. In der Literatur wurde der Anteil von DAHP an der Gesamtmenge
von DAH(P) mit 17-35 % beschrieben [67]. Nach Zentrifugation der Zellen wurde mit der
Aufarbeitung des produkthaltigen Uberstands begonnen.

Die Aufarbeitung des Produktes aus dem zellfreien Fermentationsiiberstand wurde wie
in Kap. 4.5.1 beschrieben durchgefiihrt. Nach der Anionenchromatographie konnten jedoch
nur DAH enthaltende Produkt—Fraktionen und keine mit DAHP identifiziert werden. Die
laut Literatur nach dem DAH eluierenden DAHP Fraktionen konnten nicht positiv mit
dem Thiobarbiturat-Assay (Kap. 5.3.6) getestet werden. D.h. entweder wurde kein DAHP
in der Fermentation gebildet oder es gab ein Problem im Verlauf der Aufarbeitung, das
die Isolierung von DAHP verhindert hat. Zunéchst wurde versucht, das DAHP {iber eine
3lP_NMR Messung in der Fermentationsprobe mit einem 400 MHz Gerit!® anhand der
Literaturdaten nachzuweisen, was jedoch nicht gelang. Auch eine Messung bei DSM in
den Niederlanden mit einem 600 MHz Ger#t!® fiel nicht positiv aus. Méglicherweise ist die

14171,3 mM wiirden 35,5g L~ DAH bzw. 49,2gL "' DAHP entsprechen
5Messung wurde von Albert deGraaf am IBT 1 durchgefiihrt.
6Messung wurde von Dick Schippers bei DSM in den Niederlanden durchgefiihrt
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ABBILDUNG 6.14.: LC-MS Messung Fermentationsprobe E. coli DAH(P) Produzent
(links), Phosphatase behandelte Fermentationsprobe (rechts)

NMR~Methode nicht sensitiv genug, um das DAHP in den Proben nachzuweisen.

Daher wurden sowohl eine Fermentationsprobe als auch Fraktionen aus der Aufarbeitung
mit LC-MS auf DAH und DAHP untersucht. Die Fermentationsprobe wurde dazu zum
einen mit dem Phosphatase-Assay (Kap. 5.3.1) behandelt, zum anderen unbehandelt mit
der LC-MS gemessen (Abb. 6.14). In der unbehandelten Probe ist ein deutlicher Peak
flir DAH und ein sehr kleiner Peak in der DAHP—-Massenspur zu erkennen, der nach der
Phosphatase-Reaktion verschwunden ist. Offenbar wurde das in der Probe vorhandene
DAHP enzymatisch zu DAH dephosphoryliert, jedoch konnte keine Zunahme der DAH
Peakfliche gemessen werden. Damit konnte der Schluss gezogen werden, dass DAHP in der
Fermentationsprobe vorhanden war, jedoch im Vergleich zu DAH in sehr geringer Menge.
Da die DAH-Peakflache unverdndert geblieben war, fiel der DAHP Anteil in den Bereich des
Geratefehlers (etwa < 4 %) und blieb daher weit unter dem in der Literatur beschriebenen
Anteil von 17-34 % DAHP.

In den Fraktionen aus der Aufarbeitung konnte mit den LC-MS Messungen DAHP in
den Fraktionen 90-95 nachgewiesen werden. In Ubereinstimmung mit der Literatur liegen
die DAHP Fraktionen hinter den DAH-Fraktionen (Nr. 20-58). Daraus konnte der Schluss
gezogen werden, dass das Aufarbeitungsverfahren der Fermentationslosung erfolgreich ver-
laufen war, dass jedoch weder der Thiobarbiturat—Assay noch die NMR-Methode sensitiv
genug waren, um die DAHP-haltigen Produktfraktionen zu identifizieren. Das gelang erst
unter Einsatz der LC-MS.

Eine mdgliche Ursache fiir das ungiinstige Verhéltnis von DAH zu DAHP in der Fer-
mentationslosung konnte eine Limitierung durch Phosphat (P;) im Fermentationsverlauf
gewesen sein. Zur Uberpriifung dieser Hypothese wurde eine weitere Fermentation mit
dem Stamm FE. coli DAHP durchgefiihrt, bei der die P,—Konzentration gemessen (Kap.
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5.3.7) und durch Zugabe einer konzentrierten P;—Losung im Bereich von 1,5-3,0 g/L
im Verlauf der Fermentation gehalten wurde. Auch nach der prédparativen Aufarbeitung
dieser Fermentation konnte DAHP in den Fraktionen nur mit LC-MS und auch nur in
vergleichbar kleiner Menge nachgewiesen werden. Eine Limitierung durch P; war daher
als Ursache fiir das ungiinstige Verhéltnis von DAH zu DAHP unter diesen Bedingungen
auszuschlieften. Die Phosphatase—Aktivitdt der FE. coli Zellen, die fiir die Umwandlung
von DAHP in DAH verantwortlich sein musste, ist offenbar durch einen P;Uberschuss
nicht zu unterdriicken gewesen und Frost [67] berichtet, dass auch Zusétze von potenziellen
Phosphatase—-Inhibitoren zu keiner Erhéhung des beobachteten DAHP Anteils fiihrten. Die
Dephosphorylierung setzte offenbar bereits nach der DAHP Bildung in der Zelle ein.

Eine Moglichkeit, diese vermutlich eher unspezifische Aktivitdt zu drosseln, kénnte der
Zusatz von komplexen Medienbestandteilen wie z.B. Hefeextrakt sein, obwohl sich dadurch
die Aufarbeitung schwieriger gestalten koénnte. Die Fermentation sollte aufserdem vor
Erreichen der stationédren Phase abgebrochen werden, da die Ergebnisse aus der L-Phe
Prozessentwicklung eine Induktion von Phosphatase-Aktivitéit beim Ubergang in die statio-
nire Phase nahelegen (Kap. 6.3.6). Dieser Ansatz wurde jedoch in dieser Arbeit nicht mehr
realisiert, da die gesammelten DAHP Produkt—Fraktionen ausreichend Referenz—Material
fiir die LC-MS Charakterisierung von DAHP darstellten. Leider stand aber nicht genug
Material zur Herstellung eines quantifizierten Referenz—Standards fiir die intrazellulére
Analytik zur Verfiigung. Trotzdem konnte DAHP als Referenz—Standard fiir die Analytik
bereitgestellt werden, um diesen Metaboliten wenigstens qualitativ in den Pulsexperimenten
mit schneller Probenahme erfassen zu konnen.

Die Fraktionen, die DAH enthielten, wurden wie in Kap. 4.5.1 beschrieben aufgearbei-
tet. Am Ende wurden 1,4 g des Lithiumsalzes von DAH (26,6 % Ausbeute) erhalten. Die
Reinheit des blass-gelben Feststoffs wurde mit 75,8 % iiber die "H-NMR bestimmt!”. Die
gemessenen '"H-NMR Daten stimmen mit der Literatur [67, 171] iiberein. Mit LC-MS (ESI)
wurden sowohl DAH als auch DAHP charakterisiert. Die bestimmten Molekularmassen und
die MS/MS Fragmentierungsmuster'® stimmen mit den Strukturen von DAH und DAHP
iiberein.

'H-NMR (D,0,TSP): § = 1,78 (dd, 1H, H2ax), 2,20 (dd, 1H, H-2eq), 3,45 (pt,
1H, H-4), 3,75 (m, 1H, H-5), 3,83 (dd, 2H, H-7), 3,94 (ddd,
1H, H-3).

LC-MS (ESI negativ) :  207,1 [M-H|-
MS/MS :  188,9 [M-H-H,0|,
1289 [M*H*HQO*CQHALOQ (RetroAldolTyp)]_,
110,8 [M-H-2H20-C3H402 (RetroAldolTyp)|~,
86,9 [M-H C4HsO4 (RetroAldolTyp)|~,
84,8 [IM-H-Hy0-CyH402(RetroAldol Typ)-CO4| ™.

3-Deoxy-D—arabino—heptulosonat C7H1207
(208,167 g mol 1)

Y"Wiederfindung in einer Probeneinwaage mit "H-NMR quantifiziert.
¥Dazu konnten bis dato keine Daten in der Literatur gefunden werden.
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LC-MS (ESI negativ) :  287,1 [M-H|~
MS/MS :  268,9 [M-H H,0]",
198,9 [M-H C3H,O3(RetroAldol Typ)|
189,0 [M-H- H5PO4|~
170,9 [M*H*HgO*HgPOd_,
153,0 [MH 2H,0 H3PO4]~,
96,9 [HoPO4] ™.

3-Deoxy—-D—arabino—heptulosonat—7-phosphat C7Hi301oP
(288,146 gmol 1)

6.3. Einsatz der 'H-NMR Metabolit Analytik fiir die E. coli
L-Phe Stammentwicklung

In dem ersten Stamm, der in der L-Phe Prozessentwicklung eingesetzt wurde (FE. coli
4pF20), sind die normalen regulatorischen Flusskontrollen des Aromatenbiosynthesewegs
(Kap. 3.1.8) auf der Route zum L-Phe dereguliert worden. Mit diesem Stamm konnten
innerhalb von 50 h rund 30 g L™!L-Phe mit Glukose als Substrat produziert werden [70].
Die Metabolit-Bilanz fiir diesen Stamm konnte jedoch zunichst nicht geschlossen werden,
die BilanzLiicke betrug ca. 10-15 %. Aufgrund von Hinweisen aus der Literatur iiber
eine unzureichende Aktivitdt der Shikimat Kinasen (AroK/L) [49] konnte Shikimat als ein
Nebenprodukt identifiziert werden [70], was aber nicht zur vollstdndigen Schliefung der
Metabolit—Bilanz fiihrte und auf weitere Nebenprodukte hindeutete. Die Tatsache, dass
Shikimat iiberhaupt positiv identifiziert werden konnte, verdankte es seiner Verfiigbarkeit
als kommerzieller Standard.

Die Vermutung lag nahe, dass der fehlende Kohlenstoffanteil in der Metabolit—Bilanz
durch weitere Nebenprodukte verursacht wurde, wobei typische fermentative Nebenprodukte
von E. coli wie Aminosduren und organische Sauren (z.B. Acetat, Zitrat, Alanin, u.a.) bereits
von der HPLC Analytik in Fermentationsproben erfasst wurden. In Arbeiten der Gruppe von
J.W. Frost ist beschrieben, das reaktionslimitierende Schritte im Aromatenbiosyntheseweg
durch die Messung extrazelluldrer Nebenprodukte beobachtet wurden [49, 66, 110, 155].
Die Untersuchung wurde daher auf die anderen Metaboliten der Aromatenbiosynthese auf
der Route zum L—Phe konzentriert, um weitere limitierende Schritte im Stoffwechselweg
aufzudecken. Bisher existierte jedoch kein analytischer Zugang zu diesen Metaboliten, so
dass zur Losung dieser analytischen Fragestellung zwei Wege eingeschlagen wurden.

Auf der einen Seite wurden die einzelnen Metaboliten als Referenz—Standards isoliert
(Kap. 6.2), was aufgrund des hohen Zeit— und Arbeitsaufwandes nicht innerhalb kurzer
Zeit moglich war. Auf der anderen Seite wurde parallel dazu mit dem Aufbau einer
quantitativen 'H-NMR Analytik fiir Fermentationsproben begonnen, bei der die Signale der
Metaboliten des Aromatenbiosynthesewegs anhand von Literaturdaten identifiziert und iiber
den internen Standard (T'SP) quantifiziert werden konnten (Kap. 6.1.1). Die dazu etablierte
'H-NMR Methode war innerhalb weniger Wochen einsatzfihig, um alle Metaboliten
des Aromatenbiosynthesewegs qualitativ und auch quantitativ in den Fermentationspro-
ben zu erfassen. Tab. 6.6 zeigt den Stand der Analytik zum Startzeitpunkt der Untersuchung.
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TABELLE 6.6.: Analytik fiir Fermentationsproben zur L-Phe Stammentwicklung mit
HPLC und 'H-NMR; Metaboliten sind nach Position im Biosyntheseweg geordnet

Metabolit HPLC | 'H-NMR
3—Deoxy—D—arabino—heptulosonat—7-phosphat (DAHP)
3-Deoxy-D—arabino-heptulosonat (DAH)
3-Dehydroquinat (DHQ)

3-Dehydroshikimat (DHS)

Shikimat (SHI) +
Shikimat—3-phosphat (S3P)
5—Enolpyruvoyl-shikimate-3—-phosphat (EPSP)
Chorismat

Prephenat

Phenylpyruvat

L-Phenylalanin (L—Phe)

—

+HE[E|+

|

Mit den HPLC Verfahren (Kap. 5.3.2 und 5.3.1) waren lediglich die wenigen kommerziellen
Metaboliten messbar, wihrend die '"H-NMR Methode die Messung aller Metaboliten ermog-
lichen konnte. Besonders im ersten Abschnitt des Biosynthesewegs stellte sie eine wertvolle
Ergénzung dar, da hier bislang mit der HPLC keine Messung moglich war. Damit sollten
der Stammentwicklung der L—Phe Produzenten neue Impulse fiir die Optimierung der Stam-
me gegeben werden. Die in den folgenden Kapiteln untersuchten Fermentationsproben der
L—Phe Produktionsstdmme stammen aus Fermentationen, die Marc Gerigk und Nicole Riif-
fer am IBT 2 im Rahmen ihrer Dissertationen [70, 139] durchgefiihrt haben und mit denen
auf dem Gebiet der Stammentwicklung kooperiert wurde. Die analytischen Arbeiten zu den
'H-NMR Messungen wurden von Silvia Zaja im Rahmen ihrer Diplomarbeit durchgefiihrt
[191].

6.3.1. E. coli 4pF20

Die erweiterte Analytik fiir die Metaboliten der Aromatenbiosynthese wurde als erstes fiir
die Untersuchung von E. coli 4pF20 angewendet, dem ersten Stamm—Konstrukt fiir die L—
Phe Produktion. Von dem Plasmid pF20 wurden die Feedback-resistenten Varianten der
DAHP Synthase (aroF'’") und der Chorismat Mutase/Prephenat Dehydratase (pheA/®T)
iiberexprimiert, um die Aromatenbiosynthese auf der Route zum L—Phe zu deregulieren. In
Abb. 6.15 sind die in der Fermentation gemessenen Metaboliten dargestellt.

Neben dem gewiinschten Produkt L-Phe und dem bereits bekannten Nebenprodukt Shi-
kimat, das auf eine Limitierung durch die Shikimat Kinase (AroK/L) hinweist, zeigt die
Messung zusétzlich DAH(P) und DHS als Nebenprodukte. DAH(P) ldsst auf eine Limitie-
rung durch die 3-Dehydroquinat Synthase (AroB) schliefen und DHS auf eine mangelnde
Aktivitat der Shikimat Dehydrogenase (AroE). Die Nebenproduktbildung setzte parallel zur
L—Phe Bildung nach der Induktion der plasmid-codierten Gene ein.

Die Deregulation der Aromatenbiosynthese in diesem Stamm fiihrte zu einer erfolgreichen
Produktion von L—Phe. Allerdings wurde die Ausbeute und die Selektivitdt durch die ge-
bildeten drei Nebenprodukte geschmilert. In Ubereinstimmung mit friiheren Arbeiten von
Frost et al. [49, 110] miissen fiir einen ungehinderten Fluss zum L-Phe offenbar noch weitere
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ABBILDUNG 6.15.: 'H-NMR. Daten der Fermentation mit E. coli 4pF20 (links),
Nebenproduktachse ist 2,5-fach iiberhoht dargestellt, L-Phe Biosynthese mit Genen bzw.
gentechnischen Verédnderungen (rechts), limitierende Gene weif auf schwarz dargestellt
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ABBILDUNG 6.16.: 'H-NMR. Daten der Fermentation mit E. coli 4pF26 (links),
Nebenproduktachse ist 2,5-fach iiberhoht dargestellt, L-Phe Biosynthese mit Genen bzw.
gentechnischen Verédnderungen (rechts), limitierende Gene weift auf schwarz abgebildet
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Gene iiberexprimiert werden, als potenziell limitierende Reaktionsschritte wurden fir E. coli
4pF20 AroK/L, AroB und AroE identifiziert. Die Metabolit-Bilanz fiir E. coli 4pF20 konn-
te unter Einbeziehung der gemessenen Nebenprodukte DAH(P), DHS und SHI zu 97-102%
geschlossen werden.

6.3.2. E. coli 4pF26

Der Stamm E. coli 4pF26 enthilt die Gene aroF’? | phe A" und aroL auf dem Plasmid pF26.
Ausgehend von den dargestellten Ergebnissen von E. coli 4pF20, wurde in den Stamm E. coli
4pF26 zusétzlich das Gen fiir die Shikimat Kinase II (aroL) auf dem Plasmid eingefiigt. Die
Uberexpression dieses Gens sollte die Akkumulation von Shikimat verhindern und so zu einer
hoheren L-Phe Bildung fithren. Die Ergebnisse dieses Stammes sind in Abb. 6.16 dargestellt.

Die Bildung von Shikimat konnte verhindert werden, interessant ist hierbei, das auch keine
Bildung von DHS mehr beobachtet wurde. Das lasst den Schluss zu, dass die intrazellulé-
re Konzentration von Shikimat offenbar Einfluss auf die Bildung von DHS hatte. Fiir die
Shikimat Dehydrogenase (AroE) wird von Dell et al. [49] iiber eine Feedback-Inhibierung
durch Shikimat berichtet. Das bedeutet, dass im Stamm 4pF26 die intrazelluldre Shikimat—
Konzentration durch die Uberexpression von aroL offensichtlich so stark herabgesetzt wurde,
dass diese Feedback—Schleife inaktiv war und dass neben Shikimat auch kein DHS mehr gebil-
det wurde. DAH(P) war das einzige Nebenprodukt aus der Aromatenbiosynthese, was analog
zu den Ergebnissen mit E. coli 4pF20 auf eine Limitierung durch die 3-Dehydroquinat Syn-
thase (AroB) hindeutete [110]. Da dieser enzymatische Schritt vor DHS und Shikimat liegt,
hatte die Uberexpression von aroL keinen Einfluss auf die DAH(P) Bildung, die mit E. coli
4pF20 vergleichbar ist. Unter Einbeziehung von DAH(P) konnte die Metabolit-Bilanz fiir
4pF26 geschlossen werden. Im néchsten Schritt sollte neben arolL zusétzlich das aroB Gen
iiberexprimiert werden, um die L—Phe Bildung weiter zu erhéhen.

6.3.3. E. coli 4pF69

Der Stamm E. coli 4pF69 enthilt die Gene aroF“t, aroL und pheA’" auf dem Plasmid
pF69. Im Vergleich zu E. coli 4pF26 wurde in E. coli 4pF69 das Gen fiir aroF/"" gegen
das Wildtypgen aroF“! ausgetauscht. Die Verwendung des natiirlichen Wildtyp-Gens hatte
Vorteile in Bezug auf die Stabilitdt und Aktivitdt des Enzyms. Durch prozesstechnische
Regelung der L-Tyr Konzentration in der Fermentation wurde die Feedback-Inhibierung
des Enzyms durch L-Tyr erfolgreich umgangen [70]. Die Ergebnisse dieses Stammes sind in
Abb. 6.17 dargestellt.

Analog zu E. coli 4pF26 wurde auch hier keine DHS oder Shikimat Bildung beobachtet,
nur DAH(P) wurde als Nebenprodukt gemessen. Im Vergleich zu 4pF26 wurde die maximale
L-Phe Konzentration hier friiher erreicht, was auf eine hohere Aktivitit von AroF“! hinweist.
Die Bildung und die maximale Konzentration von DAH(P) waren jedoch in beiden Féllen
sehr &hnlich.

6.3.4. E. coli 4pF79

Der Stamm E. coli 4pF79 enthilt aroF™t, aroB und pheAf" auf dem Plasmid pF79 und
stellte eine Weiterentwicklung von pF69 dar. Da es zunéchst aufgrund von Klonierungspro-
blemen nicht gelang, aroB als viertes Gen mit auf das Plasmid pF69 zu integrieren, wurde
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ABBILDUNG 6.17.: 'H-NMR. Daten der Fermentation mit E. coli 4pF69 (links),
Nebenproduktachse ist 2,5-fach iiberhoht dargestellt, L-Phe Biosynthese mit Genen bzw.
gentechnischen Veranderungen (rechts), limitierende Gene weifs auf schwarz abgebildet
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ABBILDUNG 6.18.: 'H-NMR. Daten der Fermentation mit E. coli 4pF79 (links),
Nebenproduktachse ist 2,5-fach iiberhoht dargestellt, L-Phe Biosynthese mit Genen bzw.
gentechnischen Veranderungen (rechts), limitierende Gene weifs auf schwarz abgebildet
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es im Austausch gegen arol auf das pF69 kloniert. Damit sollte der limitierende Charakter
von aroB nachgewiesen werden, die Ergebnisse sind in Abb. 6.18 dargestellt.

Es konnte kein DAH(P) in den Proben gemessen werden, d.h. die Uberexpression von aroB
verhinderte die Akkumulation von DAH(P), und damit konnte der limitierende Charakter
bewiesen werden. In der Enzymdatenbank BRENDA!'® wird DAH zusitzlich als Inhibitor fiir
das AroB Enzym ausgewiesen [114]. Das bedeutet, dass die limitierende Aktivitdt von AroB
durch DAH zusitzlich gehemmt wurde. Wenn die Uberexpression von aroB die DAH(P)
Akkumulation verhinderte, dann wird das vermutlich zu einer verringerten intrazelluldren
DAHP—Konzentration gefithrt haben. Die in Kapitel 6.7 dargestellten intrazelluliren DAHP
Messungen konnten diese Verringerung des DAHP Pools in den Zellen nachweisen. Auf-
grund der dadurch verinderten Gleichgewichtslage der DAHP Synthase Reaktion kénnte die
Reaktionsgeschwindigkeit der DAHP Synthase erhéht worden sein, was eine Erhohung des
Gesamtflusses vom Zentralstoffwechsel in die Aromatenbiosynthese zur Folge gehabt hétte.
Es wiirde somit nicht nur der bisher im DAH(P) verlorengegangene Kohlenstoff weiter in
Richtung L—Phe fliefen, sondern auch noch mehr PEP und E4P aus dem Zentralstoffwechsel
in Richtung L-Phe abgezweigt werden. Obwohl diese Argumentation nur spekulativ ist, 1asst
sich ein Indiz dafiir in den Daten finden.

Im Vergleich zu E. coli 4pF20 wurde fiir E. coli 4pF79 eine stark erhohte Bildungsge-
schwindigkeit fiir DHS und Shikimat festgestellt, was nicht nur durch das fehlende Neben-
produkt DAH(P) begriindet sein kénnte, sondern vielleicht ein Indiz fiir den héheren Ge-
samtfluss darstellt. Da in 4pF79 nun wieder das arol Gen den Fluss zum L—Phe limitiert,
sollte versucht werden, die beiden Gene aroB und aroL auf einem Plasmid zu integrieren.

6.3.5. E. coli 4pF81

Der Stamm E. coli 4pF81 trigt die Gene aroF™t, pheAT" | aroB und aroL auf dem Plasmid
pF81. Es gelang hier die zusétzliche Integration von aroB und arol zusammen auf einem
Plasmid, d.h. aller bis dato als limitierend identifizierten Gene der L-Phe Biosynthese. Dieser
Stamm sollte daher weder DAH(P), DHS oder SHI als Nebenprodukte zeigen. Die Ergebnisse
zu diesem Stamm zeigt Abb. 6.19.

Fiir diesen Stamm konnte die héchste L-Phe Konzentration im Fermentationsverlauf ge-
messen werden. Es konnte zwar keine Bildung von DAH(P) und DHS im Stamm 4pF81 ge-
messen werden, jedoch waren Shikimat und S3P als Nebenprodukte nachzuweisen. Shikimat
war in diesem Zusammenhang ein cher iiberraschendes Nebenprodukt, da die Uberexpressi-
on des Gens arol in den vorausgehenden Experimenten mit E. coli 4pF26 bzw. 4pF69 die
Shikimat—Bildung verhindern konnte.

Eine detailliertere, zeitliche Betrachtung der Shikimat und S3P Verlaufe zeigte, dass Shiki-
mat kein echtes Nebenprodukt war, sondern vollstandig durch Dephosphorylierung aus S3P
wahrend der Fermentation gebildet wurde. Besonders interessant ist die Tatsache, dass der
Zeitpunkt, der den Beginn der Dephosphorylierungsreaktion markierte, den Ubergang von
der L-Tyr limitierten Wachstums— in die sehr stark L—Tyr limitierte wachstumsentkoppelte
Produktionsphase darstellte. In dieser Phase wiesen die Zellen anscheinend eine erhohte
unspezifische Phosphatase—Aktivitdt auf. Die vorausgehende Bildung von S3P wurde hier
offenbar durch eine unzureichende Aktivitét der EPSP Synthase (AroA) ausgelost. Der Fluss
durch den Biosyntheseweg ist offenbar so stark erhoht worden, dass nun die EPSP Synthase

9 BRENDA, http://www.brenda.uni-koeln.de; 5 mM DAH fiihrt zu einer 72%igen Inhibierung von AroB
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ABBILDUNG 6.19.: 'H-NMR Daten der Fermentation mit E. coli 4pF81 (links),
Nebenproduktachse ist 2,5-fach iiberhéht dargestellt, L-Phe Biosynthese mit Genen bzw.
gentechnischen Verdnderungen (rechts), limitierende Gene weif auf schwarz abgebildet

S3P und PEP nicht mehr schnell genug zu EPSP und P; umsetzen kann. Alternativ kénnte
auch eine mangelnde PEP Versorgung die EPSP Synthase gedrosselt haben, da sie PEP als
zweites Substrat benotigt und folglich mit der DAHP Synthase und dem PTS-System um
PEP konkurrieren musste.

Die aus in-vitro Experimenten fiir PEP ermittelten Werte von K,, = 16 uM fiir die EPSP
Synthase [108] und K,, ~ 80 uM fiir die DAHP Synthase [152] konnen diese Hypothese
jedoch nicht stiitzen, da der EPSP Synthase eine héhere Affinitdt zu PEP zugesprochen
wurde. Das gilt natiirlich nur, sofern die Uberexpression von aroF"! keinen Einfluss auf die
maximalen Aktivitdtsverhéltnisse hatte. Allerdings wurde die EPSP Synthase als reversible
Reaktion charakterisiert, deren Gleichgewicht zu 75-80 % auf der Seite von EPSP liegt
[106, 107|, jedoch wurde mit einem P;-Uberschuss auch die Riickreaktion von EPSP zu
S3P und PEP beobachtet. Wenn nun die EPSP Synthase nicht durch die Verfiigbarkeit
von PEP eingeschrinkt wurde, dann vielleicht durch eine zu hohe EPSP-Konzentration,
die den Fluss iiber das Enzym verringerte. Diese hohe EPSP-Konzentration koénnte in
diesem Fall durch die Limitierung bei der Chorismat Synthase (AroC) verursacht werden,
deren Reaktionsgeschwindigkeit ihrerseits nicht mehr ausreichte, um den Fluss durch den
genetisch aufgebohrten Biosyntheseweg zu Chorismat umzusetzen. Gestiitzt wird diese
Annahme durch Aktivitdtsmessungen im Zellextrakt von E. coli , bei denen die spezifische
Aktivitdt der Chorismat Synthase (AroC) nur 10-20 % der Aktivitdt der EPSP Synthase
(AroA) betrug [73]. Arbeiten von Frost et al. konnten zeigen, dass zwar die Uberexpression
von aroA und aroC jeweils alleine zu einer leicht erhhten L-Phe Produktbildung fiihrte,
dass jedoch die gemeinsame Uberexpression beider Gene zu einer noch gréferen L-Phe
Produktbildung fithrte [49, 155].
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In der spéteren Produktionsphase wurde kein S3P mehr als Nebenprodukt gebildet, mog-
licherweise sank der Fluss in den Aromatenbiosyntheseweg unter das kritische Niveau. Fiir
eine weitere gentechnische Verbesserung von E. coli 4pF81 konnte die Uberexpression des
aroA oder aroC Gens empfohlen werden. Angesichts der angesprochenen EPSP—Chorismat
Thematik konnte die alternative Uberexpression beider Gene ebenfalls diskutiert werden, da
weder AroA noch AroC als Ursache fiir die S3P—Nebenproduktbildung eindeutig identifiziert
werden konnten und der gemeinsamen Uberexpression der stirkste Einfluss auf die L-Phe
Bildung zugesprochen wurde [49, 155].

6.3.6. Zusammenfassung der Stammentwicklung der L-Phe Produzenten

Durch den Einsatz der 'H-NMR Methode konnten neben Shikimat auch DHS, DAH(P) und
S3P als Nebenprodukte im Fermentationsiiberstand nachgewiesen werden. Insbesondere
bei den mittels NMR quantifizierten Metaboliten des Aromatenbiosynthesewegs wurden
limitierende enzymatische Schritte, sogenannte Flaschenhélse (bottlenecks) identifiziert.
Nach der zusitzlichen Uberexpression der limitierenden Gene aroB und aroL in E. coli
4pF81 wurden DAH(P), DHS oder Shikimat nicht mehr als Nebenprodukte beobachtet. Die
Bildung von S3P als Nebenprodukt in E. coli 4pF81 kénnte sowohl durch die Limitierung
von AroA verursacht worden sein, wahrscheinlicher jedoch durch AroC, deren zusétzliche
Uberexpression empfohlen wird.

Die Einbeziehung der Nebenprodukte in die Metabolit—Bilanz der Fermentationsprozesse
flihrte zu einer geschlossenen Kohlenstoftbilanzierung in den dargestellten L-Phe Pro-
duktionsstdmmen [70, 139]. Die Bilanz fiir den Fermentationsverlauf von E. coli 4pF79 ist
beispielhaft in Abb. 6.20 gezeigt. Auf der Y—Achse ist die Wiederfindung der Glukosemenge
aufgetragen, die im Fermentationsprozess zugesetzt wurde. Dieser Wert ist ausgedriickt in
C-mol, d.h. mol Kohlenstoffatome. Der 100 % Wert entspricht der bis zu diesem Zeitpunkt
zugesetzten Glukosemenge. Die Segmente der Diagrammfldchen stellen die Wiederfindung
des Kohlenstoffs in den verschiedenen Stoffwechselprodukten dar.

Der zeitliche Verlauf von Shikimat und S3P in E. coli 4pF81 deutete auf eine Zunahme
der Phosphatase-Aktivitit beim Ubergang von der Wachstums— zur stationiren Produkti-
onsphase hin. Diese erhohte Aktivitdt kdnnte auch eine Rolle bei den Schwierigkeiten der
mikrobiellen Produktion und Isolierung von DAHP als Referenz—Standard mittels einer
E. coli Mutante gespielt haben (Kap. 6.2.4).

Nach ihrer Isolierung und Aufreinigung (Kap. 6.2) standen viele Metaboliten der L-Phe
Biosynthese als analytisches Referenzmaterial zur Verfiigung und konnten vielfach in die
HPLC Analytik fiir organische Séuren (Kap. 5.3.1) integriert werden (Tab. 6.7) [123]. Da
die HPLC-Methode eine Routine—Analytik fiir alle Fermentationsproben darstellte, wurde
damit die Evaluierung neuer L-Phe Produktionsstimme im Hinblick auf das Nebenpro-
duktspektrum erleichtert.

Die Anwendung der kombinierten und damit teilweise redundanten Information von HPLC
und 'H-NMR Analytik blieb dabei nicht nur in der Anwendung auf L-Phe Produktionsstim-
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ABBILDUNG 6.20.: Integrale Kohlenstoff-Bilanz E. coli 4pF79

TABELLE 6.7.: Erweiterte Analytik fiir Fermentationsproben zur L.—Phe Stammentwicklung
mit HPLC und '"H-NMR nach Isolierung der Referenz-Standards von Metaboliten der
L—Phe Biosynthese; Metaboliten sind nach Position im Biosyntheseweg geordnet

Metabolit HPLC | '"H-NMR
3-Deoxy-D-arabino-heptulosonat-7-phosphat (DAHP)
3-Deoxy-D—arabino-heptulosonat (DAH)
3-Dehydroquinat (DHQ)

3-Dehydroshikimat (DHS)

Shikimat (SHI)

Shikimat-3-phosphat (S3P)
5-Enolpyruvoyl-shikimate-3-phosphat (EPSP)
Chorismat

|+ ||+
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6. Ergebnisse und Diskussion

me beschrénkt. Auch die Arbeiten fiir das CHORUS-Projekt?°, bei dem der Shikimat-Weg
in E. coli zur Bereitstellung von Chorismat benutzt wird, kénnen von der erweiterten Ne-
benproduktanalytik profitieren, da das Produkt— und vor allem das Nebenproduktspektrum
der Produktionsstdmme rasch zugénglich sind. Die Messung der extrazellularen Konzentra-
tionen konnten wertvolle Informationen zur Verbesserung der L-Phe Produzenten beitragen,
jedoch lassen sie nur sehr bedingt Riickschliisse iiber die intrazellularen Verhéltnisse in den
Zellen zu. Wenn iiberhaupt kénnten lediglich die zeitlichen Anderungen der extrazelluldren
Metabolitkonzentrationen, d.h. die Raten, einen Beitrag dafiir liefern (Kap. 6.6).

6.4. ldentifizierung weiterer Nebenprodukte mit LC-MS

Mit der '"H-NMR Analytik konnten Nebenprodukte in den Fermentationsproben erfasst
werden, und mit ihr gelang auch eine deutliche Verbesserung der L—Phe Produktionsstam-
me. Die Methode gelangte jedoch an ihre Grenze, als die Kohlenstoftbilanzen der Stdmme
geschlossen werden konnten und in den 'H-NMR Daten keine weiteren Signale potenzi-
eller Nebenprodukte mehr identifiziert werden konnten. Obwohl sie mit vielen Vorziigen
ausgestattet ist, schrankte die begrenzte Empfindlichkeit ihre Anwendung ein. Aufserdem
war es bei den oft recht komplexen Spektren der Fermentationsproben, die zusétzlich durch
die Glukose iiberlagert waren, sehr schwierig eine unbekannte Substanz als Nebenprodukt
zu identifizieren, da ihr komplettes Signal-Spektrum wegen Uberlagerung vermutlich nicht
zugdnglich sein wiirde oder Signale falschlich zugeordnet wiirden. Vor diesem Hintergrund
war die 'H-NMR nicht das richtige Werkzeug fiir die Identifizierung weiterer unbekannter
Nebenprodukte in den Fermentationsproben.

Obwohl sich keine weiteren Nebenproduktsignale mit 'H-NMR nachweisen lieRen und
obwohl die Kohlenstoffbilanz geschlossen werden konnte, konnten mit der organischen
Sédure HPLC Methode (Kap. 5.3.1) weitere Peaks unbekannter Substanzen in den Fermen-
tationsproben detektiert werden. Dabei musste es sich um Metaboliten handeln, deren
Konzentration nicht mehr von der NMR erfasst werden konnte und die daher auch keinen
signifikanten Einfluss auf die Kohlenstoffbilanz hatten.

Obwohl das UV—Spektrum der unbekannten Peaks iiber den Dioden—Array—Detektor der
HPLC leicht zugénglich war, blieb die korrekte Identifizierung des Peaks sehr unwahrschein-
lich, da die UV-Information alleine nicht spezifisch genug ist. Die ECOCYC-Datenbank?!
enthélt z.Zt. 864 Eintrige bekannter Metabolite der E. coli Zelle, die KEGG Datenbank??,
in der die Informationen von einer Vielzahl unterschiedlicher biologischer Systeme hinterlegt
sind, enthélt sogar rund 9740 bekannte Eintrage. Eine Moglichkeit, die Identifizierungswahr-
scheinlichkeit deutlich zu verbessern, konnte in der Bestimmung des Molekulargewichts des
unbekannten Peaks liegen. Die Molekularmasse ist ein Kriterium, nach der in zunehmendem
Mafse in frei zugénglichen Internet—Datenbanken wie ECOCYC gesucht werden kann und
die den Schliissel zur Aufklarung der unbekannten Substanzen darstellen kénnte.

Sie sollte mit Hilfe der HPLC-MS ermittelt werden und, da es sich um eine Frage

20CHORUS = Chorismat als universeller Synthesebaustein
2IECOCYC, Encyclopedia of Escherichia coli Genes and Metabolism
ZKEGG, Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
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_ Identifizierung Suche in
Isolierung HPLC gy, 1PLC-MS potenzieller EEE) ECOCYC
eak Fraktion 9 Molekulargewichte Datenbank

Positive Aufklarung des :
unbekannten Metaboliten h Ergebnis ok ?

ABBILDUNG 6.21.: Prinzipielle Ablaufskizze bei der Identifizierung unbekannter Metabolite
in Fermentationsproben

der Strukturaufklarung einer unbekannten Verbindung handelte, wurde der lonenfallen
MS Detektor fiir die Messungen verwendet. Aufgrund der kompletten Inkompatibilitét
des Schwefelsdure-Eluenten konnte die organische Sdure HPLC nicht direkt an das MS
angeschlossen werden. Daher wurden Elutionsvolumina (Fraktionen) der unbekannten Peaks
nach dem UV-Detektor manuell aufgefangen und danach als Probe in die HPLC-MS
injiziert (Abb. 6.21). Bei der LC-MS wurden zwei Analysen mit unterschiedlichen statio-
naren Phasen durchgefiihrt, ein Lauf mit der Nucleodex—3—OH Phase und einer mit der
Hypercarb-Phase??.

Auf der Hypercarb—Phase zeigten Substanzen mit aromatischen oder olefinischen Bin-
dungen in aller Regel sehr starke Retention, wogegen auf der Nucleodex—beta—OH Phase
in der Regel eine sehr schwache Retention fiir die meisten kleinen, schwach polaren und
auch polaren Verbindungen erzielt werden konnte. Vielleicht konnte so eine zusétzliche
chemische Information iiber die Substanz erhalten werden. Den HPLC-Lauf, aus dem
die Peak Fraktion gesammelt wurde, zeigt die Abb. 6.22. Auf der rechten Seite ist die
Information des Dioden-Array-Detektors (DAD) mit der Retentionszeit auf der X-Achse
und der Wellenlédnge auf der Y—Achse gezeigt. Auf der linken Seite ist das UV-Spektrum
der unbekannten Substanz dargestellt. Die Retentionszeit der Verbindung ist t = 16,9 min
und die UV—-Absorptionsmaxima wurden mit A = 203, 282, 564, 595 nm bestimmt.

In den beiden Probeldufen der LC-MS wurde in den UV-Daten nach dem unbekannten
Peak gesucht. In dem Lauf mit der Hypercarb—Phase war kein UV—Peak und kein Peak
in den MS-Daten zu erkennen, moglicherweise wurde die Substanz vollstdndig auf der
Séule zuriickgehalten. In dem Probenlauf mit der Nucleodex Phase wurden passende
UV-Signaturen mit Retentionszeiten von 8-9 min gefunden, wie Abb. 6.23 zeigt. Fiir die
Wegstrecke vom UV— zum MS-Detektor wurden 1,1 min bendtigt, daher wurde in den
MS-Daten im Zeitfenster von 9-10 Minuten nach potenziellen Massenkandidaten gesucht.
Ein Ausschnitt der gemessenen MS-Daten zeigt Abb. 6.24. Auf der X—Achse ist hier die
Retentionszeit und auf der Y—Achse das Verhéltnis von Masse zu Ladung (m/z) aufgetragen.
Die Intensitdt der Massenpeaks in diesem 3D—Plot wird farbig bzw. durch den Grauton
ausgewiesen.

23Phase aus sphirischen graphitisierten Kohlenstoffpartikeln
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6.4. Identifizierung weiterer Nebenprodukte mit LC-MS

Peak16_9_50bis2000_nucleodex RT: 6,50 - 15,00 Mass: 117 - 384 NL: 2,91E5

Relative Abundance

ABBILDUNG 6.24.: MS—Daten der HPLC-MS Messung der Peak—Fraktion 16,9 min
(Nucleodex—3—-OH Phase)

Die Schwierigkeit bestand nun darin, dass in diesem Zeitfenster nicht nur eine einzige
Masse vorhanden war. Daher wurden zunéchst alle gefundenen Massen als potenzielle
Kandidaten betrachtet und ausgewertet (Tab. 6.8). Der sehr grofe, deutliche Peak bei
m/z = 195 war kein unbekannter Peak, sondern das einfach geladene Dimer—Ion der
Schwefelsdure aus der Probeldsung. Von den gefundenen Kandidaten passten drei sehr gut
in das erwartete Retentionszeitfenster. Auffillig war, dass zwei der Massen eine rechnerische
Verbindung zueinander hatten, da m/z = 311 und 155 beide auf die gleiche Molekiilmasse
von 156 g/mol zuriickgefiithrt werden konnen, sofern es sich bei ihnen um eine Monomer
[M-H]~™Dimer [2M-H|~™ Kombination handelt. Solche Monomer-Dimer Dubletten wurden
auch fiir andere Substanzen in dieser Arbeit beobachtet und lassen darauf schliefsen, dass es
sich bei diesen beiden Peaks mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht um Artefakte handelte.

Neben der m/z = 155 und 311 wurde eine Masse von m/z = 253 im passenden Zeitfenster
identifiziert und mit den zugehorigen potenziellen Molekularmassen von 156 und 254 g/mol
Suchldufe gegen die ECOCYC Datenbank durchgefiithrt. Die erhaltenen Treffer sind in
Tab. 6.8 dargestellt. Lediglich bei 4 Substanzen war eine korrekte Masseniibereinstimmung
gefunden worden, wobei 2-Phosphoglycolat und Shikimat—3—phosphat iiberhaupt nicht
mit dem UV-Spektrum der gesuchten Substanz iibereinstimmen konnten. Es blieben nur
2,3-Dihydro—2,3—-dihydroxybenzoat und Orot—Saure als potenzielle Treffer iibrig. Beide
Verbindungen waren kommerziell erhéltlich, und iiber eine Referenz—Messung konnte
Orotsdure eindeutig als Substanz unter dem Peak 16,9 min in der organischen Séaure HPLC
identifiziert werden.

Mit dem gleichen methodischen Vorgehen (Abb. 6.21) wurde ein weiterer unbekannter
Peak mit einer Retentionszeit von 25 min untersucht. Durch die Verwendung der UV-Daten
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6. Ergebnisse und Diskussion

TABELLE 6.8.: Datenbank—Abfrage ECOCYC fiir den Molekulargewichtsbereich 153—-159
(Nr. 1-8) und 251-257 g/mol (Nr. 9-13); Treffer mit korrekter Molmasse hervorgehoben

Treffer Nr. Name Molekiilmasse
1 3-Sulfinoalanine 153,15
2 2,3-Dihydroxybenzoate 154,12
3 L—Histidin 155,16
4 2—Phosphoglycolate 156,03
5 Orotséure 156,10
6 2,3-Dihydro—2,3—dihydroxybenzoat 156,14
7 Allantoin 158,12
8 Dihydroorotsaure 158,11
9 5'-Deoxyadenosine 251,24
10 Deoxyadenosine 251,24
11 Deoxyinosine 252,23

12 Shikimate—3—phosphate 254,13
13 Dihydro-neo-pterin 255,23

wurde der Peak in einem LC-MS Lauf ermittelt, anhand der MS—Daten das Molekular-
gewicht bestimmt und durch die ECOCYC Datenbank als Uracil identifiziert. Uber die
Referenzmessung mit einem kommerziellen Standard konnte das verifiziert werden. Die
ermittelten maximalen Konzentrationen der beiden Substanzen in Fermentationen mit L-
Phe Produzenten liegen im Bereich von 0,6-1gL~! (Uracil) und 0,2-0,8 gL~! (Orotsiure).
Damit lagen sie auf dem erwartet niedrigen Niveau, auf dem sie in der Metabolit—Bilanz
nicht signifikant ins Gewicht fallen und auch von der in dieser Arbeit verwendeten 'H-
NMR~Methode nicht erfasst werden konnten.

Beide Substanzen waren in der Literatur bereits als fermentative Nebenprodukte von
E. coli beschrieben worden [187], wobei es jedoch vom verwendeten E. coli Stamm abhéngig
war, welches der beiden beobachtet wurde. Wahrend der Phase exponentiellen Wachstums
wurde im Medium einiger F. coli K12 Stdmme Orotsdure und in anderen K12 Stammen,
sowie den FE. coli B Stdmmen Uracil als Nebenprodukt in Konzentrationen von < 1
g L~ ! beschrieben. Ein Literaturhinweis auf die Ursache der Uracil Bildung als Nebenpro-
dukt konnte bisher nicht gefunden werden, fiir die Bildung von Orotsédure anstatt Uracil in
einigen K12 Stdmmen wird ein Gen—Defekt der Oritidin—5—phosphate Decarboxylase, einem
Enzym in der Pyrimidin-Biosynthese, vermutet [187].

Im Unterschied zur Literatur wurde in vielen der hier verwendeten E. coli Stdmmen sowohl
Uracil als auch Orotsédure als Nebenprodukt beobachtet, unabhéngig ob es sich um einen L—
Phe Produzenten oder Metabolit-Produzenten handelte (Kap. 4.1.1). Die Orotsaurebildung
war dabei hauptsichlich an das Wachstum gekoppelt, wahrend die Uracilbildung erst nach
IPTG Induktion der plasmid-codierten Gene begann und die zuvor gebildete Orotsdure im
selben Zeitraum teilweise wieder abnahm. Méglicherweise ist hierfiir nicht nur ein genetischer
Defekt verantwortlich, sondern ein Mechanismus der metabolischen Regulation in der Zelle.
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ABBILDUNG 6.25.: Wiederfindung nach Perchlorsdure—Zellaufschlussverfahren, gemessen
mit Triple Quadrupol LC-MS

6.5. Untersuchungen zu Methanol-Quenching— und
Zellextraktionsverfahren

6.5.1. Stabilitat der Metaboliten bei der Extraktion mit Perchlorsaure
(HCIO,)

Vor der Bestimmung der intrazellulairen Metaboliten werden die Zellen mit 43,75%iger
Perchlorsdure aufgeschlossen, um die Metaboliten aus den Zellen zu extrahieren. Aufgrund
der stark sauren und oxidierenden Eigenschaften der Perchlorsdure bestand die Gefahr,
dass Metaboliten unter diesen Bedingungen teilweise oder vollstandig zerstort werden. Die
anhand der Analytik gemessenen Werte dieser Metaboliten wéren verfilscht, da sie geringere
Konzentrationen suggerieren wiirden, als tatséchlich in der Zelle vorhanden waren.

Zur Kontrolle der Stabilitdt der Metaboliten wurde eine Standardlésung mit dem in Kap.
4.4.1 beschriebenen Perchlorsiaure—Zellaufschlussverfahren behandelt und mit der Triple Qua-
drupol LC-MS Methode vermessen. Die Daten zur Wiederfindung der Metaboliten in den
Proben nach der Zellextraktion sind in Abb. 6.25 dargestellt. Neben Metaboliten und Nukleo-
tiden aus dem Zentralstoffwechsel wurden auch die Metaboliten der Aromatenbiosynthese in
diese Untersuchung mit einbezogen. Das Ergebnis zeigt, dass fiir alle untersuchten
Metaboliten die Stabilitiat bei der Perchlorsdure—Extraktion gegeben ist. Fiir die
meisten Metaboliten lag die gemessene Wiederfindung zwischen 95 und 105 % und damit
innerhalb des Messfehlers.
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6.5.2. Zellintegritdt beim Methanol-Quenching—Verfahren

In einem Glukosepulsexperiment mit schneller Probenahme werden die Zellproben aus dem
Bioreaktor in eine 50 °C kalte 70 mM HEPES enthaltende 60%ige wéssrige Methanollosung
injiziert, um den Stoffwechsel der Zellen durch die Temperaturerniedrigung zu stoppen. Die-
ser Prozess wird als Methanol-Quenching—Verfahren bezeichnet. Bei dem abrupten Wechsel
der Bedingungen bestand die Moglichkeit, dass die Integritét der E. coli Zellstruktur Schaden
nimmt, d.h. ein Teil der Zellen kénnte zerstort worden sein und das héitte die zu ermittelnde
intrazelluldre Konzentration systematisch erniedrigt. Durch die Messung der Zellzahl sollte
untersucht werden, ob es bei dem Methanol-Quenching zu einer Zerstorung der FE. coli
Zellen kommt. Die Messungen wurden mit einem CASY1 Modell TT Zellzéhler, wie unter
Kap. 5.2 beschrieben, durchgefiihrt. Entsprechend des Messprinzips des Gerétes konnen da-
mit nur intakte Zellen nachgewiesen werden, die in erster Naherung einen Isolator darstellen.

Die Untersuchungen wurden sowohl mit E. coli K12 Wildtyp, als auch mit dem rekombi-
nanten L-Phe Produktionsstamm 4pF81 durchgefiihrt. In den Messungen konnten keinerlei
Unterschiede zwischen dem Verhalten beider Zelltypen erkannt werden. Zunéchst wurde der
Einfluss der Quenching Fliissigkeit und der Temperatur untersucht. Dazu wurden Zellproben
aus Fermentationen im 20 L Bioreaktor mit dem Methanol-Quenching—Verfahren behandelt
(Kap. 4.3.2) und die gemessene Zellzahl in der Fermentation und nach dem Quenchen in
Relation gesetzt. Die Temperatur der Quenchingfliissigkeit betrug in den beiden kalten
Proben —50 °C und in den beiden warmen Proben 25 °C (Abb. 6.26, links). Die Ergebnisse
der beiden Probenséitze zeigen, dass weder die methanolische Quenchingfliissigkeit allein,
noch ihre Kombination mit der beim Quenching vorherrschenden Temperatur von —50 °C ei-
ne Auswirkung auf die Wiederfindung der Zellen im Vergleich zur Fermentationslosung hatte.

Weiterhin wurde untersucht, ob es moglicherweise zu einem zeitabhéngigen Verlust von
E. coli Zellen nach dem Methanol-Quenching in dem Zeitraum bis zur Aufarbeitung der
Proben kam. Dazu wurde eine weitere Serie von Zellproben dem Methanol-Quenching un-
terworfen und die Wiederfindung der Zellen zu verschiedenen Zeiten bestimmt (Abb. 6.26,
rechts). Aus den Daten konnte der Schluss gezogen werden, dass es innerhalb des Zeitraums
bis 19,5 h keine Zerstorung von E. coli Zellen in den untersuchten Proben gab, die Wieder-
findung der Zellen lag im Bereich von 100-105 %.

6.5.3. Durchlassigkeit der Zellen fiir Metaboliten beim
Methanol-Quenching—Verfahren

Die Riickhaltung der Metaboliten in den Zellen wéhrend des Methanol-Quenching—
Verfahrens wurde untersucht. Nach dem Stoppen des Stoffwechsels durch die -50 °C kalte
methanolische Losung konnten Metabolite durch die Zellmembran in den methanolischen
Uberstand gelangt sein. Das hitte Einfluss auf die intrazellulire Messung der Metaboliten,
die dadurch mit einem systematischen Fehler behaftet wire und damit zu kleineren
gemessenen Konzentrationen fiihren wiirde.

Um diesen Effekt eines potenziellen Metabolitverlustes aus den Zellen in den Uberstand zu

untersuchen, wurden sowohl die methanolischen Uberstinde aus dem Methanol-Quenching -
Verfahren (Kap. 4.3.2) als auch die dazugehérigen Zellextrakte mit der Triple Quadrupol
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ABBILDUNG 6.26.: Wiederfindung von E. coli Zellen nach Methanol-Quenching; Einfluss
von Temperatur (links) und Verweildauer (rechts)

LC-MS vermessen, wobei mit PEP und AMP zwei Metaboliten mit unterschiedlichem
Molekulargewicht und chemischer Struktur als Referenz fiir die Untersuchung gewéhlt
wurden.

In den Zellextraktproben konnten PEP und AMP nachgewiesen und quantifiziert werden
(Abb. 6.27, links). In den meisten methanolischen Uberstandsproben konnten zwar Peaks
detektiert werden, die jedoch nur eine sehr geringe Peakfliche aufwiesen und nicht eindeutig
als Metabolitsignale interpretiert werden konnten. Lediglich in der ersten bzw. den ersten
drei Proben konnten stédrkere Peaks in den Massenspuren von AMP bzw. PEP detek-
tiert werden. Fiir die gemessenen potenziellen Metabolitpeaks wurde die Quantifizierung
durchgefiihrt, wobei die Konzentrationsbestimmung vor allem bei den sehr kleinen Peak-
flichen aufgrund der notwendigen Extrapolation nur eine Ndherungslésung darstellen konnte.

Ungeachtet dieser Problematik konnten nun die absoluten Metabolitanteile im Zellextrakt
und in der methanolischen Quenching Losung gegeniibergestellt werden (Abb. 6.27, rechts).
In den meisten Proben befand sich mehr als 95 % der bilanzierten Gesamtmenge der
Metaboliten in den Zellextrakten. Lediglich in der ersten bzw. den ersten drei Proben
konnte ein hoherer Anteil potenzieller Metabolite im methanolischen Uberstand beobachtet
werden.

Es fillt auf, dass es gerade die Proben aus dem quasi steady—state vor dem Glukosepuls
waren, in denen ein potenziell hoherer Anteil von Metaboliten detektiert wurde. Es konnte
also in diesem Fall moglicherweise tiber eine Verdnderung der Zellen nach dem Glukosepuls
spekuliert werden, die ein Austreten von Metaboliten nach dem Puls erschweren koénnten.
Das konnten z.B. Verdnderungen der Zellmembran oder der Zelloberfliche sein. Auf
der anderen Seite zeigen PEP und AMP in den Uberstandsproben vor dem Puls kein
einheitliches Verhalten. Bei AMP ist nur in der ersten Probe eine hohere Konzentration
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ABBILDUNG 6.27.: Links: AMP und PEP in Zellextrakten (schwarze Quadrate) und in
methanolischen Quenching Uberstéinden (graue Kreise), die aus der Kalibration
berechneten Konzentrationsniveaus der MS-Peakfldche sind mit einem Sternchen markiert
und als horizontale Linien eingetragen; Rechts: PEP und AMP Anteil im Zellextrakt
bezogen auf die Gesamtmenge
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bestimmt worden, bei PEP dagegen kann ein Trend in den ersten drei Proben beobachtet
werden. Diese Unterschiede deuten daher nicht auf eine generelle Verdnderung der Zellei-
genschaften nach dem Puls hin, da sie sonst fiir AMP und PEP gleich sein sollten. Daher
sollte auch die Moglichkeit von Messartefakten in diesen Proben in Betracht gezogen werden.

In Untersuchungen mit einer lonenchromatographie—Triple Quadrupol MS Kopplung am
Institut fiir Biotechnologie 1, konnten in vergleichbaren Proben keine Metabolitpeaks (d.h.
auch keine schwachen) fiir AMP oder PEP in den methanolischen Uberstandsproben identi-
fiziert werden [20]. Anhand der Ergebnisse fir die gewéhlten Referenzmetabolite AMP und
PEP lassen die Daten den Schluss zu, dass es nicht zu einem Metabolitverlust aus der Zelle
in den methanolischen Uberstand bei der Anwendung des Methanol-QuenchingVerfahrens
mit E. coli Zellen kam. Obwohl in Proben vor dem Puls potenzielle Peaks von PEP und
AMP detektiert wurden, konnten solche Beobachtungen bei Messungen mit einer Ionenchro-
matographie Triple Quadrupol MS Kopplung nicht bestétigt werden.

6.6. Entwicklung eines Fed—Batch Fermentationsverfahrens
mit Glukosepuls

In der Vergangenheit wurden Glukosepulsexperimente mit Saccharomyces cerevisiae [101,
117, 128, 167, 168, 172|, Zymomonas mobilis [182, 183] und E. coli |22, 33, 142, 144] durch-
gefiihrt, um die dynamische Antwort in den Metaboliten des Zentralstoffwechsels (Glykolyse,
Pentose—Phosphat—Weg, Zitratzyklus) mittels einer schnellen Probenahme und gleichzeiti-
gem Quenchen des Stoffwechsels aufzuzeichnen. Dabei wurden bisher jedoch ausschlieflich
Wildtyporganismen verwendet, und die Zellen wurden in einem Chemostaten, d.h. in einer
kontinuierlichen Kultur fermentiert. Um das ganze Potenzial dieser Pulsexperimenttechnik
auszuschopfen, sollte sie nicht nur auf die Beobachtung des katabolen Zentralstoffwechsels
beschriankt bleiben, sondern auch Anwendung auf verzweigende anabole Biosynthesewege
finden. In dieser Arbeit soll die Glukosepulstechnik auf die Untersuchung der Aromatenbio-
synthese in einem gentechnisch veréanderten L-Phe Produktionsstamm angewendet werden.
Um dies zu erreichen, musste die bisher etablierte experimentelle Vorgehensweise verandert
und ihre Einsatzmoglichkeiten fiir diese erweiterte Fragestellung tiberpriift werden [85, 148|.

e Wegen der Problematik der genetischen Instabilitit der L-Phe Produktionsstdmme
konnte keine kontinuierliche Fermentationsfithrung eingesetzt werden, selbst bei gerin-
gen Verweilzeiten wurden in Experimenten mit L-Phe Produzenten grofe genetische
Instabilitdtsprobleme beobachtet [70]. Daher sollte auf ein Fed-Batch Verfahren zu-
riickgegriffen werden.

e Das Fed-Batch Verfahren sollte mehr experimentelle Freiheitsgrade erlauben, da nun
die Vielfalt der zur Verfiigung stehenden plasmid—basierten E. coli Stdmme voll aus-
geschopft werden konnte, und dadurch eine grofte Zahl moglicher genetischer Kombi-
nationen zur Auswahl stand.

e Es musste geklart werden, ob und wie das Glukosepulssignal, das den Zentralstoffwech-
sel anregt, auch in den Produktstoffwechselweg weitergeleitet wird. Die Verwendung
von Glukose als Signalgeber sollte auch hier gute Voraussetzungen bieten, da PEP so-
wohl als Phosphat—Donor an der Glukose—Aufnahme tiber das PTS—System, als auch
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6. Ergebnisse und Diskussion

als Vorlaufermetabolit der Aromatenbiosynthese fungiert. Daher wurde fiir den Fluss
in die Aromatenbiosynthese kurzfristig (Sekunden—Bereich) ein Abfall, d.h. ein negati-
ves Signal, erwartet. Langfristig sollte die Erhchung der Glukosebereitstellung jedoch
zu einem hoheren Fluss in die Aromatenbiosynthese fithren. Besonderes Interesse galt
hier nicht nur der Pulsweiterleitung in die Aromatenbiosynthese, sondern auch dem
Pulsverhalten im linearen ersten Teil, d.h. der Fortpflanzung des Signals im Stoffwech-
selweg.

e Bisher lagen auch keine Informationen dariiber vor, in welchem Zeitraum die Signal-
weiterleitung des Pulses in den Produktstoffwechsel erfolgen wiirde, und es sollte zu-
mindest eine Abschétzung getroffen werden, ob diese Verdnderung im Bereich von
Sekunden oder Minuten zu erwarten war, um das Zeitfenster fiir eine intrazelluldre
Signalverfolgung abschatzen zu kénnen.

Zur Etablierung der Fed—Batch Fermentationstechnik mit Glukosepuls wurde der aroB
negative Stamm FE. coli DAH(P) verwendet. Ziel der Untersuchung war es, eine experi-
mentelle Pulsprozedur in die Fed—Batch Fermentation zu integrieren und zu untersuchen,
ob ein Glukosepuls in einer Glukose limitierten Kultur zu einer Anregung des Flusses
in die Aromatenbiosynthese fiihrt. Die Messung des Puls-Signals, d.h. die Anderung des
Flusses in die Aromatenbiosynthese erfolgte dabei durch Messung der extrazellularen
Produktbildungsraten der Metabolite, die aufgrund des genetischen Blocks nicht weiter
umgesetzt werden konnten und im Fermentationsiiberstand akkumulierten.

Nach der Etablierung des Verfahrens wurden zusédtzlich Experimente mit F. coli DHS,
einer aroF negativen Mutante und E. coli S3P, einer aroA negativen Mutante durchgefiihrt,
um den Verlauf des Pulssignals im Stoffwechselweg zu beleuchten. Abb. 6.28 gibt einen
Uberblick iiber die drei verwendeten Stimme und ihre Einordnung in den Biosyntheseweg.
Alle drei Stamme trugen das aroFf’" Gen auf dem Plasmid, um den Fluss in die Aromaten-
biosynthese zu deregulieren. Wegen ihres limitierenden Charakters wurden zusétzlich aroB
und aroB in Verbindung mit arol in FE. coli DHS bzw. E. coli S3P exprimiert, um die
unerwiinschte Akkumulation von Zwischenmetaboliten zu vermeiden. Diese drei Stdmme
wurden gewédhlt, da E. coli DAH(P) nur den ersten, E. coli DHS die ersten drei und E. coli
S3P die ersten fiinf Schritte der Aromatenbiosynthese ausfithren konnte, und gerade bei
den Metaboliten am Anfang des Stoffwechselwegs sollte das Pulssignal am deutlichsten zu
beobachten sein.

Ein exemplarisches Beispiel des entwickelten Prozesses zeigt Abb. 6.29, die Durchfiihrung
der Experimente ist in Kap. 4.2 dargestellt. Der Fermentationsprozess konnte in drei
Phasen unterteilt werden. In der ersten Phase (I) wurde die Biomasse gebildet, bis die im
Medium vorgelegten aromatischen Aminosduren verbraucht waren. [IPTG wurde in dieser
Phase zugesetzt, um die Expression der plasmid—codierten Gene zu initiieren und den
Kohlenstofffluss in die Aromatenbiosynthese zu erhéhen. In der zweiten Phase (II) wurde
der Glukosezulauf auf ein limitierendes Niveau reduziert, bevor er in der dritten Phase
wieder erhoht wurde, um eine geséttigte Glukoseversorgung zu gewéhrleisten. Aufgrund der
Auxotrophie dieser E. coli Stamme fiir die bereits in Phase I verbrauchten aromatischen
Aminoséduren fand in Phase II und III kein Wachstum der Biomasse statt.
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ABBILDUNG 6.28.: Linearer erster Teil der Aromatenbiosynthese mit den drei verwendeten
Stdmmen und ihrer Einordnung in den Biosyntheseweg
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Um in Phase II kontrollierte und definierte Niveaus der Glukoselimitierung einstellen zu
kénnen, wurde die stammspezifische maximale Glukoseverbrauchsrate fiir jeden Stamm in
einem separaten Experiment vorweg ermittelt. Fiir E. coli DAHP wurde eine Glukosever-
brauchsrate von 37,9 mmolh~!, fiir E. coli DHS von 78,8 mmolh~! und 30,3 mmol h~! fiir
E. coli S3P bestimmt. Alle drei Stdmme erreichten nahezu die gleiche Biomassekonzentration
von rund 20 g L.=!. Die im Vergleich zu den beiden Stdmmen E. coli DAHP und E. coli S3P
stark erhohte Glukoseverbrauchsrate von F. coli DHS hat ihre Ursache in einer hoheren
COg2-Bildungsrate dieses Stammes [85].

Legte man nun die fiir E. coli DAHP ermittelte Glukose Verbrauchsrate von 37,9
mmol h~! zugrunde, lieken sich Glukose limitierte Fiitterungsraten mit 0 %, 25 %, 50 %
und 75 % Limitierung berechnen, die 37.9, 28.4, 19.0, und 9.5 mmol h—! entsprachen und im
Experiment in Phase II eingestellt wurden. Nach etwa 4 h wurden 25 mL einer Glukoselosung
zugesetzt, die die Glukosekonzentration unmittelbar auf 27,6 mM (5 gL~!) erhéhte und
damit die limitierende Phase II beendete. Zur selben Zeit wurde die Glukoseversorgung
auf das zuvor bestimmte Maximum der Glukoseaufnahme erhoht (0 % Limitierungswert),
um eine ausreichende Glukose Versorgung in der Phase III zu sichern. Die Auswirkung des
Glukosepuls auf den Fluss in den Aromatenbiosyntheseweg wurde durch die extrazelluldre
Akkumulation der Intermediate gemessen.

6.6.1. Experimente mit E. coli DAH(P)

Mit dem Stamm E. coli DAH(P) wurden Fermentationsexperimente durchgefiihrt, bei
denen 25, 50 und 75 % Glukoselimitierung in der Phase II eingestellt wurden, wobei jedes
Experiment einfach reproduziert wurde. Der Stamm E. coli DAH(P) trigt eine Mutation im
Gen der 3-Dehydroquinat Synthase (aroB), die die katalytische Enzymaktivitat vollstandig
inaktiviert. Dieser Stamm kann daher nur noch die erste Reaktion im Aromatenbiosynthe-
seweg zum DAHP ausfithren. In Abb. 6.30 ist die biomassespezifische Produktbildung von
DAH(P) vor (Phase I), wihrend (Phase II) und nach (Phase III) der Glukoselimitierung
dargestellt. Die Daten weisen eindeutig auf einen Zusammenhang zwischen der DAH(P)
Bildungsrate und der Stérke der Glukoselimitierung hin. Es konnte festgestellt werden,
dass, je schwécher die Glukoselimitierung in der Phase I war, desto grofer war die DAH(P)
Produktbildung und damit der Fluss in die Aromatenbiosynthese. Da in der Phase III
Glukose gesittigte Bedingungen herrschten, konnte in Ubereinstimmung damit die héchste
DAH(P) Produktbildung beobachtet werden. Tab. 6.9 fasst die gemessenen Bildungsraten
fiir E. coli DAH(P) zusammen.

Aus den variierenden Werten der DAH(P) Bildung konnte der Schluss gezogen werden,
dass das Glukosepulsexperiment in der Lage war, den Fluss in die Aromatenbiosynthese
signifikant zu erhéhen, wobei die DAH(P) Bildungsrate (7pag(p)) von der Versorgung mit
Glukose abhing. Je stirker die Glukoselimitierung vor dem Puls eingestellt wurde, umso
grofer war die beobachtete Flusserhohung Amp 44 (py in die Aromatenbiosynthese, was Grafik
(D) in Abb. 6.30 zeigt. In der Phase III, also nach dem Puls, konnten in allen Experimenten
reproduzierbare Werte fiir 7p4(p) erhalten werden (Tab. 6.9), unabhéngig von der Stérke
der zuvor gewéhlten Limitierung. Offenbar wurde der Stoffwechsel nicht irreversibel von
einer starken Glukoselimitierung in Phase II beeintrachtigt. In allen Experimenten wurden
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ABBILDUNG 6.30.: Biomassespezifische Produktkonzentration von E. coli DAH(P) in
Fed-Batch Experimenten mit Glukosepuls mit (A) 25 %, (B) 50 % und (C) 75 %
Glukoselimitierung; Proben der ersten (O), zweiten (A) und dritten () Phase durch
Symbole unterschieden; Liniengraphen durch lineare Regression fiir Phase II und III
ermittelt, Korrelationskoeffizient (R) fiir jede Phase dargestellt; Grafik (D) zeigt den
Flussunterschied in die Aromatenbiosynthese fiir die drei Limitierungsstufen

TABELLE 6.9.: Ergebnisse E. coli DAH(P); Biomassespezifische DAH(P) Bildungsrate
Tpan(p) [mmol/(g-h)|, Mittelwert Tp 4 (p), Standardabweichung (sd), Differenz zum 0 %
Wert AWDAH(P)

Limitierung [%|

75 50 25 0

WDAH(P) 0,118 0,224 0,299 0.531¢
0,122 0,221 0,348

Tpampy 0,120 0223 0324 0.531°

sd 0,003 0,002 0,035 0.014%
Ampappy 0411 0,309 0,208

¢ Mittelwert fiir Phase III aus allen 6 Experimenten
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mit 0,531 4 0,014 mmolp g p)(g - h) nahezu die gleichen Werte fiir 7p 47(py erhalten. Unter
Einbeziehung der hier beobachteten Parameter hat die Glukoselimitierung in der Phase II
offenbar keinen negativen Einfluss auf den Zellstoffwechsel gezeigt. Daraus konnte der Schluss
gezogen werden, dass das etablierte reproduzierbare Fed—Batch Pulsexperiment eingesetzt
werden konnte, um den Fluss in die Aromatenbiosynthese anzuregen und den Einfluss dieser
Stimulation im Stoffwechselweg zu verfolgen.

6.6.2. Experimente mit E. coli DHS

Um die Auswirkung der Glukosedynamik nicht nur an der Eingangsreaktion in die Aro-
matenbiosynthese, sondern auch innerhalb des Stoffwechselwegs zu untersuchen, wurden
Fed-Batch Pulsexperimente mit dem Stamm FE. coli DHS durchgefiihrt. Wie bereits
angesprochen, enthélt der Stamm eine durch Mutation katalytisch inaktive Shikimat
Dehydrogenase (AroE), daher kann der Stamm nur die ersten drei enzymatischen Schritte
der Aromatenbiosynthese ausfiihren.

Es wurden Experimente mit 50 und 75 % Glukoselimitierung durchgefiihrt, jedes Experi-
ment wurde einfach reproduziert. Die Ergebnisse sind in Abb. 6.31 und Tab. 6.10 dargestellt.
In Bezug auf die Korrelation zwischen Glukosepulsintensitit und DHS Bildungsrate konnte
das gleiche Resultat wie bei dem E. coli DAH(P) Stamm gefunden werden. Je stérker
die Glukoselimitierung vor dem Puls eingestellt wurde, umso grofer war die Differenz der
Produktbildungsrate in der Glukose geséttigten Phase III, was Grafik (C) in Abb. 6.31
besonders hervorhebt. Werden nun die Produktbildungsraten von E. coli DHS und E. coli
DAH(P) bei 50 % Limitierung jeweils mit dem maximalen Wert bei 0 % verglichen, so
wird eine relativ hohe DHS Bildung von etwa 74 % des Maximums gefunden. Die DAH(P)
Bildung erreichte lediglich etwa 40 % des Maximalwertes. Es war daher sehr wahrscheinlich,
dass eine weitere Reduktion der Limitierung auf 25 % keinen weiteren Unterschied der DHS
Bildung verursachen wiirde, und daher wurde kein Experiment mit einer Limitierung von
25 % fur E. coli DHS durchgefiihrt. Wie bereits bei E. coli DAH(P) beobachtet, sind die
Bildungsraten in der dritten Phase mit 0,647 + 0,017 mmolpys/(g-h) am hochsten und
zeigen ebenfalls eine hohe Reproduzierbarkeit.

6.6.3. Experimente mit E. coli S3P

Weitere Untersuchungen wurden mit E. coli S3P, ebenfalls unter Verwendung der Fed—-Batch
Strategie mit Glukosepuls unternommen. Dieser Stamm trégt ein mutiertes Gen der EPSP
Synthase (aroA), die dadurch keinerlei enzymatische Aktivitdt mehr besitzt. Daher konnten
in F. coli S3P nur die ersten fiinf Schritte im Aromatenbiosyntheseweg ablaufen. Ziel ist
die Untersuchung der Signaltransmission des Glukosepulses im weiteren Verlauf durch den
Aromatenbiosyntheseweg bis zum S3P. Es wurden Experimente mit 50 und 75 % Gluko-
selimitierung durchgefiihrt, auf ein Experiment mit 25 % wurde aufgrund der Ergebnisse
mit F. coli DHS verzichtet, da fiir E. coli S3P eher noch eine schwichere Anregung als bei
E. coli DHS zu erwarten war.

Wiéhrend die beiden Stamme E. coli DAH(P) und E. coli DHS nur einen Metaboliten aus
der Aromatenbiosynthese produzierten, namlich genau den vor dem katalytisch inaktiven
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ABBILDUNG 6.31.: Biomassespezifische Produktkonzentration von E. coli DHS in
Fed-Batch Experimenten mit Glukosepuls mit (A) 50 % und (B) 75 % Glukoselimitierung;
Proben der ersten (O), zweiten (A) und dritten () Phase durch Symbole unterschieden;
Liniengraphen durch lineare Regression fiir Phase II und III ermittelt,
Korrelationskoeffizient (R) fiir jede Phase dargestellt; Grafik (C) zeigt den Flussunterschied

in die Aromatenbiosynthese fiir die zwei Limitierungsstufen

TABELLE 6.10.: Ergebnisse E. coli DHS; Biomassespezifische DHS Bildungsrate mppg
[mmol/(g-h)], Mittelwert Tppg, Standardabweichung (sd), Differenz zum 0 % Wert

ATpHs

Limitierung |%]
75 50 25 0
mpus 0.183 0.483 n.b.l 0,647°

0.107 0.516
Tprs 0,145 0,502 nb.t 0,647°
sd 0,054 0,020 0,017%

Arpgs 0,502 0,145
% Mittelwert fiir Phase III aus allen 4 Experimenten
b nicht bestimmt
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TABELLE 6.11.: Ergebnisse E. coli S3P; Biomassespezifische Bildungsraten fiir DHS
(mpms), Shikimat (7Tspikimar) und S3P (wg3p) in [mmol/(g-h)|, Differenz zum 0 % Wert
ATDHS,Shikimat,s3P Wit relativem Anderungsfaktor

(Experiment 1)  (Experiment 2)
Limitierung |%]

75 0 50 0
TDHS 0,005 0,059 0,018 0,062
TShikimat 0,023 0,045 0,005 0,005
T3P 0,026 0,146 0,099 0,105

Ampgs (relativer Anderungsfaktor) 0,054 (11,8) 0,044 (3,4)
AT shikimat (relativer Anderungsfaktor) 0,022  (1,9) 0 (1,0)
Argsp (relativer Anderungsfaktor) 0,120 (5,6) 0,006 (1,1)

Enzym, zeigte FE. coli S3P hier ein abweichendes Verhalten. Neben S3P wurden auch
Shikimat und DHS als Produkte gemessen. Die Shikimatbildung kénnte die Konsequenz
einer unspezifischen Phosphataseaktivitdt sein, bei der S3P als Substrat fungiert. Das
Auftreten von DHS kénnte durch eine relativ geringe Aktivitat der Shikimatdehydrogenase
(AroE) erkléart werden, ausgelost durch eine Feedback-Inhibierung durch Shikimat [49].

In dem Experiment mit 75 % Glukoselimitierung stiegen die Produktbildungsraten von
S3P, Shikimat und DHS nach dem Glukosepuls an (Tab. 6.11, Abb. 6.33). Besondere
Aufmerksamkeit ist der Tatsache zu schenken, dass die Signifikanz der Erhéhung stark mit
der Position des Metaboliten im Aromatenbiosyntheseweg verkniipft war. Bei Metaboliten,
die weiter stromabwirts im Stoffwechselweg lokalisiert sind, war die relative Anderung
weniger signifikant als bei den weiter stromaufwarts liegenden. Zum Beispiel stieg mppg
signifikant starker als wspikimat, Was eine Folge der Feedback-Inhibierung bei hoheren
Shikimat Konzentrationen sein kénnte. Des Weiteren ist die relative Anderung von mpgs
viel starker als die von mwg3p. Im Experiment mit 75 % Limitierung dominierte daher
die m7pgs Anderung, die eine Erhéhung um das 11,8 fache nach dem Puls verzeichnete.
Fiir mgsp wird ein Anstieg um das 5,6-fache beobachtet, wiahrend sich wgpigima: lediglich
verdoppelt.

Auch bei dem Experiment mit 50 % Glukoselimitierung war die relative Ratendnderung
stark mit der Position des Metaboliten im Syntheseweg verbunden (Tab. 6.11, Abb. 6.32). In
Ubereinstimmung mit dem 75 % Limitierungsexperiment war die signifikanteste Anderung
der Produktbildungsrate fiir mpyg zu beobachten. Sie stieg um das 3,4-fache nach dem
Puls, wahrend mgpikima: und wg3p fast unverdandert blieben. In beiden Experimenten wurde
die signifikanteste Anderung fiir 7pys gemessen, das von der Lage im Stoffwechselweg
am weitesten stromaufwiirts positioniert ist. Deutlich geringere relative Anderungen der
Produktbildungsraten wurden in beiden Experimenten fiir die weiter stromabwirts liegenden
Metaboliten S3P und Shikimat beobachtet. In Abb. 6.34 sind die relativen Anderungen fiir
alle drei Metaboliten aus beiden Experimenten aufgetragen.

Der gemessene quantitative Unterschied bzgl. der erreichbaren maximalen Werte fiir
Tshikimat 1N beiden Experimenten war ein iiberraschendes Ergebnis. Vermutlich waren dafiir
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ABBILDUNG 6.32.: Biomassespezifische Produktkonzentrationen von E. coli S3P in
Fed-Batch Experimenten mit Glukosepuls mit 50 % Glukoselimitierung; S3P in erster (O),
zweiter (A) und dritter (OJ) Phase, Shikimat in erster (®), zweiter (A) und dritter (H)
Phase und DHS in erster (+), zweiter (V) und dritter (&) Phase durch Symbole
unterschieden; Liniengraphen durch lineare Regression fiir Phase II und III ermittelt,

Korrelationskoeffizient (R) fiir jede Phase dargestellt;
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ABBILDUNG 6.33.: Biomassespezifische Produktkonzentrationen von E. coli S3P in
Fed-Batch Experimenten mit Glukosepuls mit 75 % Glukoselimitierung; S3P in erster (O),
zweiter (A) und dritter (OJ) Phase, Shikimat in erster (®), zweiter (A) und dritter (H)
Phase und DHS in erster (+), zweiter (V) und dritter (<) Phase durch Symbole
unterschieden; Liniengraphen durch lineare Regression fiir Phase II und III ermittelt,

Korrelationskoeffizient (R) fiir jede Phase dargestellt;
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ABBILDUNG 6.34.: Gegeniiberstellung der relativen Fluss Differenzen (relatives Anppg,
AT Shikimat, Amssp) zwischen Glukose limitierten und nicht limitierten Verhéltnissen fiir
die Experimente mit 50 und 75 % Limitierung mit E. coli S3P.

verdnderte Konzentrationsverhéltnisse im Innern der Zelle verantwortlich, die die extrazellu-
lar gemessene Produktionsrate beeinflussten. Allein auf der Basis der Metabolitmessung im
Uberstand konnte das unterschiedliche Verhalten von 7mspikimaer nicht erkliart werden. Erst
die intrazellulire Messung der Metaboliten konnte eine Erklarung fiir das unterschiedliche
Verhalten aufzeigen (Kapitel 6.7).

6.6.4. Direkter Vergleich der Experimente mit E. coli DAH(P), E. coli DHS
und E. coli S3P

Anhand der ermittelten Daten mit den drei dargestellten F. coli Stimmen wurde deutlich,
dass Glukosepulse in der Lage waren, den Fluss in die Aromatenbiosynthese zu stimulieren.
Die Intensitdt der Stimulation war aber sehr stark mit der Position des beobachteten
Metaboliten im Stoffwechselweg verkniipft. Wahrend fiir DAH(P) lediglich eine kleine
25%ige Anregung notig war, wurde eine starke 75%ige Stimulation benotigt, um eine
Verdnderung im S3P zu detektieren. In Abb. 6.35 ist genau dieser gegenldufige Trend
zwischen erforderlicher Pulsintensitdt und der Abnahme der Transmission dieses Signals
durch den Stoffwechselweg dargestellt. Es hatte durchaus den Anschein, als ob das Pulssignal
im Verlauf des Stoffwechselwegs abgeddmpft wurde.

Es konnte gezeigt werden, dass Glukosepulsexperimente reproduzierbar im Fed—-Batch
Verfahren mit drei verschiedenen rekombinanten FE. coli Stédmmen durchgefiihrt werden
konnten. Die Definition von Limitierungsstufen, ausgehend von einer vorher ermittelten
maximalen Glukoseverbrauchsrate, hat sich als niitzliches Werkzeug fiir den Vergleich der
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E4p L —> L-Phe,
PEP_> DAHP — 3-DHQ—» 3-DHS — Shikimat — S3P > L-Tyr, etc.

Transmission

des Pulssignals

Intensitat
erforderlich fiir Pulssignal

ABBILDUNG 6.35.: Gegenldufiger Trend zwischen notwendiger Pulsintensitdt und Abnahme
der Signal Transmission durch den Stoffwechselweg

Stamme untereinander erwiesen, und mit der Messung der Produktbildungsraten stand
ein einfacher Zugang zur Verfiigung, um den Einfluss der Glukosepulse zu messen. Die
Ergebnisse zeigen, dass der Fluss in die Aromatenbiosynthese durch den Puls erhdht
wurde, die Stérke der Anregung jedoch abhéngig von der Position im Stoffwechselweg
war. Unter den gewihlten Bedingungen zeigte die 4-stiindige Phase mit kleiner (25 %),
mittlerer (50 %) und starker (75 %) Glukoselimitierung keine irreversible Schédigung der
Zellen, daher konnte fiir weitere Experimente die starke Limitierung verwendet werden.
Das war vorteilhaft, um die resultierende Stoffwechselantwort zu maximieren, denn die Si-
gnalweitergabe des Pulses schien im Aromatenbiosyntheseweg durch Dampfung abzunehmen.

Im Hinblick auf die Auslegung eines Glukosepulsexperimentes mit intrazelluldrer Messung
der Metaboliten nach einem Puls war es auferdem wichtig, eine Abschétzung iiber die
Geschwindigkeit der intrazelluldren Antwort der Zellen auf den Glukosepuls zu erhalten,
und damit festzulegen, ob eine schnelle Probenahme mit einer Frequenz von < 1 Hz
notwendig sein wiirde, um die dynamische Antwort der Zellen zu messen. Fiir diese
Abschétzung wurde auf das pOg—Signal nach dem Glukosepuls zuriickgegriffen, denn es
ist sehr direkt und schnell an die Sauerstoff- und Glukoseaufnahme gekoppelt [112]. Bei
der hier verwendeten pOy Messelektrode musste jedoch von einer Totzeit im Ansprech-
verhalten der Elektrode ausgegangen werden, die in der Grofenordnung von wenigen
Sekunden lag. D.h. das von der Elektrode gemessene Signal entsprach nicht exakt den
tatséchlichen Verhéltnissen im Bioreaktor, da es um die angesprochene Totzeit verzégert war.

Trotzdem nahm unmittelbar nach der Zugabe des Glukosepulses die Sauerstoffsattigung
(pO2) im Medium rasch ab und zeigte damit eine beschleunigte Sauerstoff- und Glukose-
aufnahme durch die Zellen an (Abb. 6.36). Nach etwa sieben Minuten wurde ein konstantes
Niveau von 20 % erreicht, was auf die neue Gleichgewichtseinstellung des Stoffwechsels hin-
deutete. Der Vergleich der pOy Daten nach einem Glukosepuls zwischen den rekombinanten
E. coli Stimmen und E. coli K12 Wildtyp [143] zeigte eine groke Ubereinstimmung. Fiir
E. coli K12 Wildtyp war bekannt, dass die Stimulation der Metabolit-Dynamiken im Se-
kundenbereich erfolgte [143], d.h. es konnte fiir die rekombinanten E. coli Staimme ebenfalls
davon ausgegangen werden, dass die Stimulation des Metabolismus im Bereich von Sekun-
den verlief. Da die Aromatenbiosynthese iiber E4P und PEP mit dem Zentralstoffwechsel
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ABBILDUNG 6.36.: Sauerstoffsittigung (pO2) nach Zugabe des Glukosepulses im 50 %
Experiment mit E. coli DAH(P)

verkniipft ist, sollte die Pulsstimulation der Aromatenbiosynthese ebenfalls im Sekundenbe-
reich erfolgen und daher eine schnelle Probenahme im Subsekundenbereich [144] erforderlich
machen.

6.6.5. Transfer des Fed—Batch Glukosepuls Verfahrens in den 20 L Bioreaktor
fiir die schnelle Probenahme mit E. coli L-Phe Produzent

Der Stamm FE. coli 4pF49 diente als Ausgangspunkt fiir die Glukosepulsexperimente im
Fed-Batch Verfahren. Der Stamm ist auxotroph in Bezug auf L-Tyr und tragt auf dem
Plasmid pF49 das Wildtypgen der L-Tyr sensitiven DAHP Synthase (aroF“!) und die
Feedback-resistente Variante der Chorismat Mutase/Prephenat Dehydratase (pheA/"").

Die Wahl, einen Stamm mit aroF™! anstatt aroFf®" zu verwenden, trug der kombinierten
L-Phe Prozess— und Stammentwicklung Rechnung [70, 139] (Kap. 6.3), da aroF™ nach
Expression eine hohere Stabilitdt und Aktivitdt zeigte. Obwohl bei der Verbesserung der
L-Phe Produktionsstdimme (Kap. 6.3.6) Gene der Aromatenbiosynthese, wie z.B. aroB oder
aroL, als limitierende enzymatische Schritte auf dem Weg zum L—Phe erkannt wurden, war
in diesem Stamm, der als erster mittels der Glukosepuls—Technik untersucht werden sollte,
auf ihre Expression verzichtet worden. Gerade die in—vivo Kinetik an diesen "limitierenden”
Stellen konnte somit nach der Pulsstimulation studiert werden.

In Abb. 6.37 ist das Fermentationsexperiment mit dem Stamm F. coli 4pF49 dargestellt,
die experimentelle Durchfiihrung erfolgte wie in Kap. 4.3.1 dargestellt. Der Transfer des Fed—
Batch Verfahrens mit Glukosepuls konnte erfolgreich in den 20 L Bioreaktor fiir die schnelle
Probenahme {ibertragen werden. Die Tyrosin—Zufiitterung wurde an den wachsenden Bedarf
der Zellen angepasst, ohne dass es zu einer Limitierung oder zu einem hohen Uberschuss
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ABBILDUNG 6.37.: Fed—Batch Glukosepuls Fermentation mit E. coli 4pF49 in 20 L
Bioreaktor fiir die schnelle Probenahme; Prozessdaten links, biomassespezifische
Produktkonzentrationen rechts

wahrend der Wachstumsphase kam. Nach einer Prozesszeit von ca. 10 h begann die Glukose
und L-Tyr limitierte Phase II. Die L-Tyr Limitierung war aufgrund der Verwendung des
Feedback-sensitiven aroF"! zur Maximierung seiner Aktivitit nétig. Der Glukosepuls wurde
nach 14 h mittels des Pulsaufgabesystems (Kap. 4.3.2) ausgelost, und entsprechend der
Ergebnisse beziiglich der Entwicklung des Fed—Batch Pulsverfahrens (Kap. 6.6.4) wurde
eine 75 % Pulsstimulation gewahlt. D.h. es wurde eine 75%ige Glukoselimitierung in Phase
II eingestellt, bezogen auf die maximale Glukoseverbrauchsrate von E. coli 4pF49. Zum
Zeitpunkt der Pulsaufgabe waren die Zellen bereits 4 h lang unter der reduzierten Glukose
und L-Tyr Versorgung kultiviert worden. In Tab. 6.12 sind die Bildungsraten fiir die
Metaboliten der L-Phe Biosynthese dargestellt. Unter den Glukose limitierten Bedingungen
in Phase II wird neben L—Phe kein weiterer Metabolit gebildet. Offenbar ist der Fluss durch
die L—Phe Biosynthese so gering, das keine der normalen Wildtyp Enzymaktivititen im
Stoffwechselweg limitierend war.

In der Glukose geséttigten Phase III, nach dem Puls, ist der Fluss in die L—Phe Bio-
synthese so stark erhoht worden, dass die Metaboliten DAH(P), DHS und Shikimat als
Nebenprodukte gebildet wurden. Diese waren bereits aus der Stammentwicklung der L-Phe
Produzenten bekannt und haben ihre Ursache in der Limitierung durch aroB, aroE und
aroL (Kap. 6.3). Unter Beriicksichtigung der Metabolit— und COy Bildungsraten in den
Phasen IT und III konnte die Metabolitbilanz zu > 90 % geschlossen werden (Abb. 6.38). Der
Stamm 4pF49 wurde in den Arbeiten zur L-Phe Prozessentwicklung nicht charakterisiert,
jedoch kann er mit dem Stamm 4pF20 (aroF/*" pheAft) verglichen werden [70]. In Bezug
auf die L-Phe Bildung wurde mit 4pF49 ein Wert von 0,283 mmol g~ 'h~'in Phase III
erzielt, und ist damit vergleichbar mit der fiir E. coli 4pF20 ermittelten maximalen L—Phe
Bildungsrate von 0,333 mmol g~'h~![70]. Die Daten lassen weiterhin den Schluss zu, dass
unter glukoselimitierten Bedingungen die Selektivitdt der L-Phe Bildung zu Lasten der

117



6. Ergebnisse und Diskussion

Glukose gesittigte Phase
E. coli 4pF49

18,7 % L-Phe

54,9 % CO,

9,2 % Shikimat

4,0 % DHS
5,0%
DAH(P)

8,1 %
Bilanzliicke

Glukose limitierte Phase

E. coli 4pF49
35,7 % L-Phe

51%
Bilanzliicke

59,2 % CO,

ABBILDUNG 6.38.: Metabolitbilanz der Glukose limitierten und geséttigten Phase der
Fermentation mit E. coli 4pF49

TABELLE 6.12.: Biomassespezifische Bildungsraten fiir F. coli 4pF49 im Fed-Batch

Verfahren mit Glukosepuls

Metabolit  Phase  Bildungsrate  Korrelationskoeffizient
[mmolg~'h~!] der linearen Anpassung
L-Phe II 0,165 0,996
Gesamt ) II 0,165
DAH(P) I11 0,098 0,972
DHS I 0,077 0,994
Shikimat I11 0,179 0,999
L—Phe I11 0,283 0,996
Gesamt ) III 0,636

PEP
E4P

0,636
mmol/(g h)

0,098
DAH(P)

0,077
DHS

Croc Il aora

—» DAHP — 3-DHQ —» 3-DHS —» Shikimat —» S3P_—EF> L-Phe

0,280 L-Phe

0,181
Shikimat

ABBILDUNG 6.39.: Fluss in den Aromatenbiosyntheseweg in E. coli 4pF49 unter Glukose
gesattigten Bedingungen; Abzweigung von Metabolitfliissen vor limitierenden
enzymatischen Schritten (schwarz unterlegt)
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Raum-Zeit-Ausbeute erhoht werden kann.

Die Aktivitit von AroF*! war durch die Wachstumsphase in Gegenwart von L-Tyr nicht
beeintréchtigt worden, und das Pulsfermentationsverfahren konnte die Verhéltnisse im Pro-
duktionsreaktor abbilden. Da der Aromatenbiosyntheseweg auf dem Weg zum L—Phe linear
verlauft, konnte aus den gemessenen Bildungsraten der Gesamtfluss in den Biosyntheseweg
berechnet werden. Zusammen mit den Bildungsraten fiir die akkumulierenden Metaboliten
und das L—Phe, zeigt Abb. 6.39 den gemessenen Gesamtfluss in die L-Phe Biosynthese.
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6.7. Glukosepulsexperimente mit L—Phenylalanin
Produktionsstammen

6.7.1. Glukosepulsexperiment mit E. coli 4pF49

Nach der Etablierung der Fermentationsfiihrung und der Pulsaufgabe im 20 L Bioreaktor
(Kap. 6.6.5), wurde das Experiment analog noch einmal durchgefiihrt, diesmal jedoch unter
Einsatz der schnellen Probenahmetechnik bei der Pulsaufgabe. Wie bei der vorhergehenden
Fermentation erreichte die Kultur nach rund 10 h die stationdre Phase und nach ca. 14 h
wurde das schnelle Probenahmeexperiment, wie in Kap. 4.3.2 beschrieben, durchgefiihrt. Der
Zeitpunkt der Glukosepulsaufgabe wurde zwischen Probe 16 und Probe 17, d.h. nach dem
ersten Probenmagazin, festgelegt. Die Proben 1-16 stammten daher aus dem glukose— und
L-Tyr limitierten quasi steady—state der stationdren Produktionsphase, und erst ab Probe
17 sollte eine Stimulation aufgrund des Glukosepulses detektierbar sein.

Die Zeitachse des Experimentes wurde auf die Zugabe des Glukosepulses bezogen, d.h. bei t
= 0 s erfolgte die Glukosepulszugabe. Nach der schnellen Probenahme wurden die Proben,
wie unter Kap. 4.4.1 beschrieben, aufgearbeitet, und die Zellextrakte wurden mit den ana-
lytischen Methoden untersucht. Ziel des Experimentes sollte die Messung der Metabolitdy-
namik im Zentralstoffwechsel und der Aromatenbiosynthese des L-Phe Produktionstammes
als Antwort auf den Glukosepuls sein.

6.7.1.1. Enzymatische und lonenfallen LC—MS Daten

Zunédchst wurden die Proben mit den etablierten enzymatischen Messmethoden auf
ausgesuchte Metaboliten des Zentralstoffwechsels untersucht, um festzustellen, ob eine
Stimulation nach der Pulsaufgabe in den Proben messbar war. Die Ergebnisse sind in
Abb. 6.40 dargestellt und zeigen keine Anregung in den gemessenen Metaboliten des
Zentralstoffwechsels. Fiir Glukose-6-Phosphat (G6P) und Fruktose-6-Phosphat (F6P), die
beiden ersten Metaboliten der Glykolyse, werden Konzentrationen im Bereich von 0 mM
und teilweise sogar negative Werte (nicht dargestellt) gemessen. Negative Konzentrationen
sind natiirlich unméglich, und die Ursache dafiir musste in der Messmethodik vermutet
werden. Offenbar war hier der Fehler der enzymatischen Bestimmung sehr viel grofer
als die in der Probe zu bestimmende Konzentration. Auch fiir 6-Phosphoglukonat (6PG)
konnte keine Reaktion auf den Glukosepuls detektiert werden. Obwohl die fiir Pyruvat
(Pyr) und Phosphoenolpyruvat (PEP) gemessenen Konzentrationen im Bereich von 0,4-0,6
mM liegen, konnte auch fiir diese Metaboliten kein Signal des Pulses ausgemacht werden.
Vielmehr musste davon ausgegangen werden, dass die dort bestimmte Konzentration ein
Mess-Artefakt war und lediglich auf den Zerfall von NADH im 2 stiindigen Testverlauf
zuriickgefiihrt werden musste, da Kunze [100] zeigen konnte, dass der Verbrauch von NADH
nicht auf der Nachweisreaktion mit der Laktat—Dehydrogenase beruhte. Daher muss hier von
einer tatsdchlich viel geringeren Pyr— und PEP-Konzentration in den Proben ausgegangen
werden, die genau wie G6P, F6P und 6PG mit der Sensitivitdt der Enzymtests nicht
zuganglich waren.

Die Proben wurden nun mit der Ionenfallen LC-MS [23] gemessen (Kap. 5.4.4). Obwohl

diese Methode eine héhere Empfindlichkeit als die enzymatischen Messungen besitzen
sollte, konnte in den gemessenen Daten aus dem Zentralstoffwechsel lediglich Adenosin-
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ABBILDUNG 6.40.: Pulsexperiment E. coli 4pF49: Enzymatische Messung intrazellulérer
Metaboliten des Zentralstoffwechsels
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ABBILDUNG 6.41.: Pulsexperiment E. coli 4pF49: AMP als einziger Metabolit mit
Tonenfallen LC-MS detektiert

monophosphat (AMP) in einigen Proben nachgewiesen werden (Abb. 6.41). Aus dem
Aromatenbiosyntheseweg konnte kein Metabolit nachgewiesen werden. Daraus konnte der
Schluss gezogen werden, dass beide analytische Verfahren nicht sensitiv genug waren, um
die intrazellularen Metaboliten in diesem Experiment nachzuweisen.

Einzige Ausnahme bildete hier das AMP, fiir das eine unmittelbare Antwort auf den Puls
beobachtet wurde. Die AMP Peakflidche stieg nach dem Puls dramatisch an und fiel dann im
weiteren Verlauf wieder. Obwohl bisher keine weiteren Daten iiber intrazelluldre Metaboliten
aus diesem Experiment vorlagen, war der Verlauf des AMP—Pools ein klares Indiz, dass der
Glukosepuls den Zentralstoffwechsel erreicht hatte, und dass die dynamische Stoffwechselant-
wort im AMP-Pool gemessen wurde.

6.7.1.2. Triple Quadrupol LC-MS Daten

Die Proben wurden mit der in dieser Arbeit entwickelten Triple Quadrupol LC-MS Methode
erneut vermessen. Mit der im Vergleich zu den enzymatischen Tests und der Ionenfallen
LC-MS Messung deutlich sensitiveren Methode, sollte der Zugang zu den bisher nicht zu-
ganglichen Metabolitdynamiken aus dem Zentralstoffwechsel und der Aromatenbiosynthese
erhalten werden. Die Ergebnisse sind in den Abb. 6.42 und 6.43 dargestellt. Zur besseren
Visualisierung der Trends in den Daten wurden sie mit einem FFT-Filter (5 Punkte)
geglattet, der als Linie dargestellt ist. Die geglatteten Daten konnen die schnellen Trends
einiger Metaboliten nach dem Puls zwar nicht vollig abdecken, vermitteln jedoch einen
guten Uberblick iiber den Gesamtverlauf.

Tatsachlich konnte die Pulsstimulation in Metaboliten des Zentralstoffwechsels nach
dem Puls in dem L—Phe Produktionsstamm gezeigt werden. Das Pulssignal konnte aber
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nicht nur im Zentralstoffwechsel, sondern auch im DAHP Pool, dem ersten Metabolit der
Aromatenbiosynthese deutlich nachgewiesen werden (Abb. 6.43). Mit Ausnahme von AMP
liegen die mit der Triple Quadrupol LC-MS bestimmten intrazelluliren Konzentrationen
im Bereich < 200 uM , fiir DHQ und FBP konnten sogar noch Konzentrationen im Bereich
von 5 uM detektiert werden. Diese geringen intrazellular gemessenen Konzentrationen
unterstreichen die Leistungsfahigkeit der entwickelten Triple Quadrupol LC-MS Methode
im Vergleich zur Ionenfallen MS und den enzymatischen Nachweismethoden. Im Vergleich
zu intrazelluldren Literatur-Daten von Metaboliten des Zentralstoffwechsels von E. coli
Wildtyp [25, 33] wurden fiir die in dieser Arbeit untersuchten rekombinanten E. coli L-Phe
Produktionsstdmme geringere Konzentrationen (bis zu Faktor 10-100) dieser Metabolite
gemessen. Lediglich fiir AMP wurden nach dem Glukosepuls vergleichbare Konzentrationen
bestimmt.

In der Zeit vor dem Puls, d.h. dem quasi steady—state, wurde fiir die meisten Metaboliten
eine akzeptable Fliefgleichgewichtseinstellung erreicht, obwohl z.B. fiir G6P oder ATP
ein leicht fallender Trend bis zum Puls beobachtet wurde. Nach dem Puls konnte fiir die
meisten Metaboliten eine deutliche Verdnderung der Konzentration gemessen werden, aufser
fir DHAP/GAP, die durch den Puls wenig beeinflusst erschienen. Der G6P/F6P-Pool
stieg nach dem Puls an, jedoch konnte fiir PEP kein direkter Abfall aufgrund der hoheren
Glukoseaufnahme {iber das PTS beobachtet werden, vielmehr stieg der PEP—Pool kurzfristig
auf das 3— bis 4-fache an. Vielleicht war der erwartete PEP Abfall aufgrund der héheren
Glukoseaufnahme iiber das PTS zeitlich nur sehr begrenzt, und die erste gemessene Probe
nach dem Puls stellte bereits wieder die Erholung des PEP-Pools dar. Auf der anderen
Seite konnte die Zelle iiber die PEP-Synthase (Pps) das gebildete Pyruvat direkt wieder
in PEP rezyklieren, wodurch der Anstieg des PEP Pools verursacht worden sein konnte.
Im weiteren Verlauf der Glykolyse wurde ein deutliches Pulssignal fiir FBP und 2PG/3PG
beobachtet, jedoch nicht fiir DHAP/GAP, die in der Glykolyse dazwischen positioniert sind.
Im Pentose-Phosphat-Weg zeigten 6PG und P5P einen Anstieg nach dem Puls, der P5P
Pool stieg dabei um den Faktor 6-10.

Bei den Nukleotiden zeigte AMP die mit Abstand deutlichste Reaktion auf den Puls, hier
wurden kurzfristig 3—4 mM erreicht. Diese hohe AMP-Konzentration nach dem Puls erklért,
warum es bei der Ionenfallen LC-MS als einzige Substanz detektiert werden konnte und der
Vergleich der beiden AMP-Verliufe zeigte eine hohe qualitative Ubereinstimmung. Jedoch
konnten mit der sensitiveren Triple Quadrupol MS nun auch die niedrigen AMP Konzentra-
tionen vor dem Puls gemessen werden. Die NADP Konzentration stieg nach dem Puls leicht
an, NADP und NAD erschienen aber im Verlauf kaum veréndert. Der ATP Pool stieg nach
dem Puls um einen Faktor 2 an. Mit Bezug auf den PEP Anstieg nach dem Puls und einer
moglichen Beteiligung der Pps—Reaktion konnte hieraus abgeleitet werden, dass fiir die Rezy-
klierung von PEP aus Pyruvat zumindest ein ausreichender ATP Pool bereitgestanden hatte.

Das bemerkenswerteste Ergebnis der Messungen war die Detektion von DAHP, dem
ersten Metabolit des Aromatenbiosynthesewegs. Die DAHP-Peakflache stieg unmittelbar
nach dem Puls um einen Faktor 5 an. Der DAHP-Verlauf hat eine hohe Ahnlichkeit mit
dem von PEP, einem der beiden Vorlaufermetaboliten von DAHP. Das ldsst den Schluss
zu, dass die Erhohung des PEP—Pools nach dem Puls zu einer Erhéhung des Flusses in den
Aromatenbiosyntheseweg fiihrte. Der andere Vorlaufermetabolit E4P konnte in den Proben
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nicht detektiert werden, so dass der direkte Zugang zur Information iiber dessen Verlauf
nicht verfiigbar war. Bisher konnte E4P noch in keinem biologischen Extrakt nachgewiesen
werden [131, 141, 186], und auch tiber die Kinetik der E4P Bereitstellung ist bisher nichts be-
schrieben worden. Aus diesem Grund wurde der kombinierte Pool der Pentose-5-phosphate
(P5P) anstelle des E4P als Referenz gewéhlt, da iiber die Transketolasereaktion zumindest
eine Abschétzung bzw. Spekulation iiber die E4P Bereitstellung realisiert werden konnte.

Genau wie PEP stieg auch der P5P Pool nach dem Puls an und kénnte daher als Erho-
hung der E4P—Bereitstellung interpretiert werden, so dass hier das Pulssignal iiber beide
Vorldufermetaboliten (PEP und E4P) in die Aromatenbiosynthese weitergeleitet wurde.
Daher stieg die DAHP—Peakfliche nach dem Puls signifikant an. Da kein quantitativer
DAHP-Standard verfiighar war, konnte keine exakte Quantifizierung fiir DAHP gemacht
werden. Auf der Grundlage eines abschétzenden Vergleiches mit typischen MS—Peakflichen
anderer Substanzen konnte die MS—Peakflache von DAHP mit einer maximalen Konzentra-
tion im Bereich < 5-10 uM eingeordnet werden?*,

Neben DAHP konnte kein weiterer Metabolit der Aromatenbiosynthese nachgewiesen
werden, was darauf hindeutete, dass das Pulssignal offenbar nicht weiter in den Stoff-
wechselweg vorgedrungen war. DAHP wird von der 3-Dehydroquinatsynthase (AroB) zu
DHQ umgesetzt, und dieses Enzym wurde bei der L-Phe Stammentwicklung bereits als
limitierend identifiziert. Offenbar war sein limitierender Einfluss in diesem Fall so stark,
dass das dynamische Signal vollstiandig abklingt und die nachfolgenden Pools von DHQ,
DHS und Shikimat nicht mehr erreichen konnte.

In der Voruntersuchung des Stammes 4pF49 in dem Experiment ohne schnelle Probe-
nahme (aber unter sonst gleichen Bedingungen), konnte jedoch gezeigt werden, dass nach
dem Puls DAHP, DHS und Shikimat als extrazellulare Nebenprodukte gebildet wurden
(Kap. 6.6.5). Hier liegt offenbar ein entscheidender Unterschied zwischen der schnellen
intrazelluldren Antwort nach dem Puls und der zeitlich lingerfristigen Akkumulation von
den Metaboliten DHS und Shikimat im Uberstand vor. In der Literatur wurde beschrieben,
dass die Limitierung durch L-Tyr zu einer Verringerung der maximalen Glukoseaufnah-
merate in E. coli L—Phe Produktionsstdmmen fiihrte [163]. Daher lag der Verdacht nahe,
dass die maximale Glukoseaufnahme-Kapazitéit der Zellen durch die vorhergehende L-Tyr
Limitierung so stark herabgesetzt war, dass das resultierende Glukosepulssignal in der
Zelle nicht stark genug war, um tiber DAHP hinaus in den Aromatenbiosyntheseweg
vorzudringen. Diese Hypothese deckt sich mit den Ergebnissen, die mit den verschiedenen
geblockten Mutanten bei der Entwicklung des Fed-Batch Glukosepulsverfahrens gemacht
wurden. Dort wurde festgestellt, dass die Stdrke der Pulsintensitéit entscheidend dafiir ist,
wie weit das Signal in den Aromatenbiosyntheseweg vorzudringen vermag (Kap. 6.6.4).

Um diesem Problem zu begegnen, sollte der Glukosepuls daher auf eine nicht L-Tyr limi-
tierte, d.h. wachsende Kultur aufgegeben werden. Das Wachstum wére nur durch die Gluko-
selimitierung, aber nicht mehr durch L-Tyr eingeschrankt. Aufgrund der dadurch hoheren
maximalen Glukoseaufnahmerate sollte das Pulssignal auch zu einem stérkeren intrazellulé-

%4Diese Abschiitzung basiert lediglich auf den Eigenschaften anderer Metaboliten und muss keineswegs richtig
sein. Die Einschétzung der Grofenordnung im Umfeld von 10 uM erscheint aber realistisch.
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ren Signal fithren, das auch im weiteren Verlauf der Aromatenbiosynthese detektierbar sein
sollte.

6.7.1.3. Zusammenfassung der Ergebnisse mit E. coli 4pF49

Das Fed-Batch Verfahren mit Glukosepuls und schneller Probenahme wurde auf den
Stamm F. coli 4pF49 angewendet. Mit der neu etablierten Triple Quadrupol LC-MS
Methode gelang die intrazellulare Detektion der Pulsstimulation im Zentralstoffwechsel
und auch im DAHP-Pool, dem ersten Metabolit der Aromatenbiosynthese. Bedingt durch
die vorherige L-Tyr Limitierung der Zellen scheint die maximale Glukoseaufnahmerate
aber so stark reduziert worden zu sein, dass das Pulssignal nicht stark genug war und
durch die limitierende DHQ Synthase (AroB) gepuffert bzw. so stark geddmpft wurde,
dass es keinen der folgenden Metabolitpools (DHQ, DHS oder Shikimat) mehr erreichen
und stimulieren konnte. Die Fermentationsstrategie wurde nun dahingehend veréan-
dert, dass der Glukosepuls auf eine nicht L-Tyr limitierte, wachsende Kultur aufgegeben
wurde, um eine erh6hte Glukoseaufnahmerate und damit ein stérkeres Pulssignal zu erzielen.

Aufgrund der mangelnden Sensitivitdt der Ionenfallen LC-MS wurde bei den weiteren
Untersuchungen auf ihren Einsatz fiir die quantitative Metabolitanalytik verzichtet und aus-
schliefslich die Triple Quadrupol LC-MS verwendet. Obwohl auch die enzymatischen Tests
unter mangelnder Sensitivitat litten, wurden sie weiter parallel zu der Triple Quadrupol
LC-MS eingesetzt. Mit ihrer Hilfe sollen Metaboliten des Zentralstoffwechsels mit einer von
der LC-MS unabhéngigen alternativen Messmethode erfasst werden, um die Richtigkeit der
Messungen zu bestétigen oder zu widerlegen.

6.7.2. Glukosepulsexperiment mit E. coli 4pF20

Als direkte Konsequenz der Ergebnisse aus dem Experiment mit E. coli 4pF49 aus dem
vorhergehenden Abschnitt, wurde dieses Glukosepulsexperiment in Gegenwart eines L—Tyr
Uberschusses durchgefithrt. Die Kultur war vor dem Puls einzig durch Glukose limitiert,
d.h. es handelte sich um wachsende Zellen. Der L-Tyr Uberschuss machte den Austausch
von aroF™t gegen das aroF-Gen nétig, um eine hohe Aktivitit der DAHP Synthase auch
in Gegenwart von L-Tyr zu gewahrleisten. Das Experiment wurde daher mit dem Stamm
E. coli 4pF20 (aroF/*"pheAT’) durchgefiihrt. Um den potenziellen negativen Effekt einer
mehrstiindigen Limitierungsphase auszuschliefen, wurde diese Phase mit 20 Minuten hier
deutlich kiirzer gewéhlt. Aufgrund der hohen turn—over Raten der Metabolitpools sollte diese
Zeit aber grof genug gewahlt worden sein, um einen quasi-stationédren Stoffwechselzustand
zu erzielen.

Der Fermentationsverlauf ist in Abb. 6.44 dargestellt, nach Erreichen einer ODgs9 = 50
wurde die Glukosedosierung reduziert, und 20 Minuten nach Einsetzen der Glukoselimi-
tierung wurde der Glukosepuls mit schneller Probenahme initiiert. Die relativ geringe
L-Tyr Konzentration, die bei einer Prozesszeit von etwa 5,5 h kurzfristig aufgetreten war,
hatte keinen FEinfluss auf das Wachstum der Kultur und wurde durch den Beginn der
L-Tyr Dosierung wieder abgefangen. Im weiteren Verlauf der Fermentation wurde ein
L-Tyr Uberschuss beibehalten, zum Zeitpunkt des Pulsexperimentes betrug die L-Tyr
Konzentration ca. 1,6 mM (0,3 gL.=!) und entsprach damit den Bedingungen zu Beginn der
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ABBILDUNG 6.44.: Fermentationsverlauf des Pulsexperimentes mit F. coli 4pF20

Fermentation.

6.7.2.1. Enzymatische Ergebnisse

Zunachst wurden die aus dem schnellen Probenahmeexperiment erhaltenen Zellextraktpro-
ben mit den enzymatischen Testmethoden untersucht. Die Ergebnisse sind in Abb. 6.45
dargestellt. Aufer fiir F6P wurde fiir alle untersuchten Metaboliten des Zentralstoffwechsels
ein sehr deutlicher Anstieg nach Aufgabe des Pulses gemessen, wobei fiir DHAP, GAP, Pyr
und PEP maximale Konzentrationen im Bereich von 4-10 mM beobachtet wurden. Fiir FBP
wurden Werte von 2 mM gemessen, G6P stieg etwa auf 1-2 mM, und fir F6P wurde keine
Verénderung (aufer in den negativen Bereich) gemessen. Aufgrund dieser enzymatischen
Messungen konnte davon ausgegangen werden, dass die Anderung der Fermentations— und
Pulsstrategie offenbar richtig gewesen war, und dass das Pulssignal nun sogar mit den
weniger sensitiven enzymatischen Messungen zuganglich war.

Nachdem jedoch auch die Triple Quadrupol LC-MS Daten aus diesem Experiment
zugénglich waren (Kap. 6.7.2.2), musste festgestellt werden, dass sowohl ein qualitativer
als auch ein deutlicher quantitativer Unterschied zwischen den Datensétzen der beiden
Methoden lag. Die enzymatischen Werte lagen mitunter um einen Faktor 10-15 {iber denen
der Triple Quadrupol LC-MS. Mittels des Standard—Additions—Verfahrens konnte jedoch
die Richtigkeit der Triple Quadrupol LC-MS Quantifizierung belegt werden (Kap. 6.1.2.3),
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ABBILDUNG 6.45.: Pulsexperiment mit E. coli 4pF20: Enzymatische Messungen

129



6. Ergebnisse und Diskussion

£
w

34
2.
S S
£ 21 " £
2 | "L ipfe -y
O 1] By il .. u | ] o
[] of L
u ﬁ.. | | L
olmbeme N e
-5 0 5 10 15 20 25 30 -5 0 5 10 15 20 25 30
Zeit [s] Zeit [s]
6
5
4
S
E 3
iv
[T 21
14 '1 L] [ |
. mﬁ‘g—_'—#-l.
0 g —
-5 0 5 10 15 20 25 30
Zeit [s]
1,0 6
| = PEP] " Py
0,84 5 Pyr
= 06- 4
E %3-
g o4 =
o . 2 g o=
0,2 . 1 a" I.l - " a
. - Ny ™ .t'll
0,0 . _m . . . 0 i ] - | ] - |
Zeit [s] Zeit [s]

ABBILDUNG 6.46.: Pulsexperiment mit E. coli 4pF20: Enzymatische Messungen nach
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ABBILDUNG 6.47.: Zunahme der fiktiven G6P Konzentration im Enzymtest durch
Matrixeinfluss einer E. coli K12 Probe

d.h. der Fehler sollte bei den enzymatischen Messungen zu suchen sein.

Um den Matrixanteil in den Zellextrakt Proben weiter zu verringern, wurden die Proben,
wie unter Kap. 4.4.2 beschrieben, mit einer Ausschlussgrenze von 5000 Da ultrafiltriert.
Mit diesen filtrierten Proben wurden die enzymatischen Messungen erneut durchgefiihrt,
die Ergebnisse sind in Abb. 6.46 dargestellt. In den ultrafiltrierten Proben kann neben
G6P kein anderes Metabolitsignal als Antwort auf den Glukosepuls erkannt werden. Die
Messungen fiir die Metabolite F6P und PEP ergeben fiir die meisten Proben sogar leicht
negative Werte, die jedoch nicht in die Darstellung aufgenommen wurden.

Die Daten lieflen den Schluss zu, dass es in den nicht filtrierten Proben einen Restanteil
von aktivem Protein oder Proteinfragmenten gab, obwohl diese Proben mit Perchlorsdure
behandelt wurden. Diese Restaktivitdt war offenbar in der Lage, mit den fiir die enzymati-
schen Messmethoden verwendeten Kofaktoren zu reagieren. Im Verlauf der Messung fiihrte
das zu einer schleichenden Umsetzung der fiir den Enzymtest zugesetzten Kofaktoren und
damit zu einer verfdlschten Messung, bei der zu hohe Metabolitkonzentrationen erzielt
wurden. Besonders stark wurde dieser Effekt bei Enzymtests beobachtet, die auf einer
NADH verbrauchenden Nachweisreaktion basieren (PEP-Pyr, DHAP-GAP-FBP), jedoch
konnte er auch fiir die NADPH bildende Nachweisreaktion der G6P Bestimmung beobachtet
werden (Abb. 6.47) [190].

Die Untersuchungen fiihrten zu dem Schluss, dass das vermeintliche Pulssignal in den
nicht filtrierten Proben ausschliefflich auf diese variierenden Matrixeffekte in den Proben
zurtickgefiihrt werden konnte [100]. In den ultrafiltrierten Proben ist G6P der einzige
Metabolit, der eine Pulsreaktion zeigte. Um dieses Ergebnis der enzymatischen Messungen
zu sichern, wurde die Standard—Additions—Methode zur Quantifizierung eingesetzt, um
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die Matrixeffekte in den Proben auszuschliefen. Als Ergebnis wurde festgestellt, dass in
allen ultrafiltrierten Proben von FE. coli 4pF20 kein G6P mit der Standard-Additions—
Methode nachgewiesen wurde und daher auch das vermeintliche G6P—Pulsignal lediglich
ein Mess—Artefakt war. Auch fiir dieses Experiment waren die enzymatischen Messungen
nicht sensitiv genug, um die intrazellularen Metaboliten erfassen zu konnen und wurden
zudem noch sehr stark durch die variierende Zusammensetzung der Probenmatrix beeinflusst.

Werden nun die Ergebnisse der enzymatischen Messungen von E. coli 4pF20 und E. coli
4pF49 verglichen, so ist in beiden Féllen die Konzentration der untersuchten Metaboliten
geringer als die Nachweisempfindlichkeit der Tests. Jedoch unterschieden sie sich sehr deut-
lich im Verhalten ihrer Probenmatrix. Bei E. colt 4pF20 wurde durch die Probenmatrix ein
vermeintliches Pulssignal suggeriert, das bei E. coli 4pF49 in dieser Form nicht beobachtet
wurde. Trotz der genetischen Ahnlichkeit beider Stimme unterschieden sie sich offenbar
sehr deutlich in den Eigenschaften ihrer Probenmatrix.

Beziiglich der Unterschiede zwischen den enzymatischen und den Triple Quadrupol MS
Messungen konnten die fehlerbehafteten enzymatischen Messmethoden als Ursache der Un-
terschiede der gemessenen Daten klar identifiziert werden. In den weiteren Untersuchungen
wurde daher auf den Einsatz der enzymatischen Messungen verzichtet. Da die Enzymtests of-
fenbar sehr stark von der Probenmatrix abhéngen, sollte die Quantifizierungsstrategie fiir en-
zymatische Messungen in jedem Fall iiberdacht werden. Das bisher von Schéfer und Buchholz
[25, 143] verwendete Konzept der externen Kalibrierung iiber eine Wasserstandardreihe ist
zwar weniger arbeitsintensiv, berticksichtigt allerdings den Einfluss der Probenmatrix nicht
adaquat. Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen sehr deutlich, dass dieser Einfluss bertick-
sichtigt werden muss, und daher wird auch hier die konsequente Anwendung der Standard—
Additions—Methode fiir die Quantifizierung empfohlen. Die Ultrafiltration der Proben konnte
einen weiteren Beitrag zur Reduktion der Matrixproblematik beisteuern.

6.7.2.2. Triple Quadrupol LC-MS Ergebnisse

Die Proben wurden mit der in dieser Arbeit entwickelten Triple Quadrupol LC-MS Methode
erneut vermessen, die Ergebnisse sind in den Abb. 6.48, 6.49 und 6.50 dargestellt. Zur
besseren Visualisierung der Trends in den Daten wurden sie mit einem FFEFT-Filter (5
Punkte) gegléttet, der als Linie dargestellt ist. Die gegléitteten Daten kénnen die schnellen
Trends einiger Metaboliten nach dem Puls zwar nicht vollig abdecken, vermitteln jedoch
einen guten Uberblick iiber den Gesamtverlauf. Die Pulsstimulation kann in Metaboliten des
Zentralstoffwechsels und der Aromatenbiosynthese nach dem Puls detektiert werden. Das
Pulssignal konnte nun jedoch auch im weiteren Verlauf der Aromatenbiosynthese deutlich
nachgewiesen werden, d.h. in Metaboliten nach DAHP. Die Anderung der Fermentations
und Pulsstrategie fithrte offenbar zu einer Verstarkung des Signals in den Aromatenbiosyn-
theseweg.

In der Zeit vor dem Puls, d.h. dem quasi steady—state, wurde fiir einige Metaboliten des
Zentralstoffwechsels eine akzeptable Gleichgewichtseinstellung erreicht, obwohl fiir z.B. G6P
oder 6PG ein leicht fallender Trend bis zum Puls beobachtet wurde und ATP und ADP
sogar stark fluktuierten. Nach dem Puls konnte im Zentralstoffwechsel fiir alle Metaboliten
eine deutliche Verdnderung der Konzentrationen gemessen werden.
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Der G6P/F6P-Pool stieg nach dem Puls an, jedoch konnte auch fiir diesen Stamm
analog zu F. coli 4pF49 kein direkter Abfall der PEP Konzentration aufgrund der héheren
Glukoseaufnahme tiber das PTS beobachtet werden. Vielmehr stieg der PEP—Pool wiederum
kurzfristig leicht an, fiel aber langfristig etwas unter das Vorpulsniveau. Der PEP—Anstieg
nach dem Puls war nicht mehr so stark wie bei E. coli 4pF49, und der Abfall unter das
Vorpulsniveau kénnte auf einen héheren Verbrauch von PEP durch die Aromatenbiosynthese
in diesem Experiment hindeuten.

Der P5P Pool stieg nach dem Puls schnell um einen Faktor von 4 an. Unter der
Vorraussetzung, dass P5P wiederum stellvertretend fiir E4P angenommen werden kann,
wiirde das auf eine erhohte E4P-Bereitstellung hindeuten. Daraus konnte der Schluss
gezogen werden, dass der Aromatenbiosyntheseweg durch ein positives Pulssignal iiber beide
Vorlaufermetaboliten PEP und P5P stimuliert wurde.

Mit Blick auf den Aromatenbiosyntheseweg bietet E. coli 4pF20 ein deutlich verdndertes
Bild im Vergleich zu E. coli 4pF49. Im vorliegenden Fall war bereits vor dem Puls ein
hoherer Pool von DAHP und zusétzlich auch von seinem dephosphorylierten Derivat DAH
zu beobachten, die nach dem Puls nur eine relativ kleine Anderung erfuhren (Abb. 6.50).
Grund dafiir war die bereits hohe Poolgrofie beider Metabolite vor dem Puls, d.h. die relative
Anderung des Pools nach dem Puls fiel weniger signifikant aus. Trotzdem konnte fiir DAHP
und DAH eine Erhéhung der Pools nach dem Puls gemessen werden. Fiir DAH wurde eine
Poolgrofke im Bereich von 8-10 mM quantifiziert und fiir DAHP wurde sie entsprechend der
Vorgehensweise in Kap. 6.7.1.2 mit ~ 100 uM abgeschitzt?5.

Die fiir E. coli 4pF20 gemessenen DAHP MS—Peakflachen waren um den Faktor 20 héher
als fiir £. coli 4pF49, was mit einem signifikant hoheren DAHP Niveau im Einklang stand.
Anders als bei E. coli 4pF49 konnte das Pulssignal nun aber auch in den folgenden Metabo-
litpools von DHQ, DHS, Shikimat und S3P detektiert werden, wobei die Stéarke des Signals in
den verschiedenen Pools variierte. Fiir DHQ wurde nur eine sehr kurze Verdopplung des im
Vergleich ohnehin kleinen Pools nach dem Puls beobachtet, was auf eine sehr schnelle Weiter-
reaktion in den néchsten Metabolitpool von DHS hindeutete. DHS zeigte ebenfalls eine kurze
Verdopplung der Poolgrofe und fiel dann zunéchst wieder auf das Anfangsniveau zuriick. Die
weiterfithrende Auswertung und Interpretation der gemessenen Dynamik in den Metaboliten
der Aromatenbiosynthese wurde mit statistischen Analysemethoden durchgefiihrt und ist in
Kapitel 6.8 dargestellt.

6.7.2.3. Zusammenfassung der Ergebnisse mit E. coli 4pF20

Die Verdnderung der Fermentations— und Pulsstrategie konnte bei der Untersuchung des
Stoffwechsels von FE. coli 4pF20 erfolgreich angewendet werden. Durch die Pulsstimulation
einer Glukose limitierten, jedoch nicht L-Tyr limitierten wachsenden Kultur konnte ein
stiarkeres Pulssignal in der Aromatenbiosynthese detektiert werden. Wie bereits nach dem
Experiment mit F. coli 4pF49 vermutet, war das Problem des zu schwachen Pulssignals

25Genau wie bereits vorher dargestellt, basiert diese Abschétzung lediglich auf den Eigenschaften anderer
Metaboliten und muss keineswegs richtig sein. Die Einschitzung der Grofenordnung im Umfeld von
100 uM erscheint aber realistisch.
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offenbar durch die Verringerung der maximalen Glukoseaufnahmerate verursacht worden,
deren Ursache in der L-Tyr Limitierung vermutet worden war. Trotz der auch bei E. coli
4pF20 vorliegenden Limitierung durch den AroB Schritt war die Pulsanregung stark ge-
nug, um die dahinter liegenden Metabolitpools von DHQ, DHS, Shikimat und S3P anzuregen.

Die grofen Pools von DAHP und DAH zeigten deutlich, dass auch hier AroB sehr
stark limitierend war. Die geringe Auswirkung im DHQ-Pool deutete darauthin, dass die
Reaktion von DHQ zu DHS sehr schnell verlief und dass AroD daher nicht limitierend
war. Im Gegensatz dazu wies der Verlauf von DHS und Shikimat auf eine langsamere
Reaktion von AroE bzw. AroL hin. Im S3P—Pool war daher eine im Vergleich schwéchere
Dynamik zu erkennen, die vermutlich ihre Ursache in der sequentiellen Dampfung des
Pulssignals durch die limitierenden Schritte von AroB, AroE und AroL hatte. Daraus ergab
sich die Fragestellung, wie sich die Verhéltnisse im Aromatenbiosyntheseweg nach einer
Pulsstimulation &ndern wiirden, wenn eines der limitierenden Gene iiberexprimiert wiirde.
Im Gegensatz zu aroE und aroL bot aroB dafiir ein hervorragendes Ziel, da es das zweite
Gen des Stoffwechselwegs ist und die Wirkung seiner Uberexpression in den nachfolgenden
Pools von DHQ, DHS, Shikimat und S3P gut studiert werden koénnte.

Die Messungen der Proben mit enzymatischen Methoden und mit der Triple Quadrupol
LC-MS lieferten zwei sowohl qualitativ, als auch quantitativ unterschiedliche Datensétze.
Die enzymatischen Daten zeigten Konzentrationen, die um einen Faktor von 10-15 hdher
lagen. Durch Experimente mit Ultrafiltration der Proben konnten die vermeintlich hohen
Konzentrationen als Mess—Artefakte der Probenmatrix identifiziert werden. Daher wurde
fiir weitere Experimente auf den Einsatz der enzymatischen Messungen verzichtet. Um Pro-
bleme mit Matrixeffekten bei zukiinftigen enzymatischen Messungen auszuschliefsen, sollte
die Standard—Additions—Methode anstatt der sonst iiblichen externen Kalibration fiir die
Quantifizierung von Zellextrakten Anwendung finden.

6.7.3. Glukosepulsexperiment mit E. coli 4pF78

Unter Verwendung der beim Glukosepulsexperiment mit E. coli 4pF20 erfolgreich eingesetz-
ten Fermentations— und Pulstrategie wurde analog ein Glukosepulsexperiment mit F. coli
4pF78 durchgefiihrt. Zusitzlich zu aroF*" und pheAT’ enthilt das Plasmid pF78 das Gen
der 3-Dehydroquinat Synthase aroB, um den limitierenden Charakter dieses enzymatischen
Schritts in der Aromatenbiosynthese aufzuheben. Als Folge davon sollte die Bildung von
DAHP und DAH vermieden worden sein und das Glukosepulssignal in den darauf folgenden
Metabolitpools im Vergleich zu F. coli 4pF20 verstarkt worden sein. Der Fermentationsver-
lauf ist in Abb. 6.51 zu sehen. Ebenso wie beim Experiment mit F. coli 4pF20 wurde die
L-Tyr Dosierung so gewéhlt, dass im gesamten Fermentationsverlauf immer in Gegenwart
eines L-Tyr Uberschusses gearbeitet wurde. Nach Erreichen einer ODgsg = 50 wurde die
Glukosedosierung fiir die Limitierung reduziert. Aufgrund technischer Schwierigkeiten mit
der schnellen Probenahme konnte die vorgesehene Dauer der Limitierung von 20 min nicht
eingehalten werden, und das Glukosepulsexperiment konnte erst nach 45 min initiiert werden.
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ABBILDUNG 6.51.: Fermentationsverlauf des Pulsexperimentes mit F. coli 4pF78

6.7.3.1. Triple Quadrupol LC-MS Ergebnisse

Die Proben aus dem Glukosepulsexperiment mit 4pF78 wurden mit der Triple Quadrupol
LC-MS untersucht. Die Ergebnisse sind in den Abb. 6.52, 6.53 und 6.54 dargestellt. Zur
besseren Visualisierung der Trends in den Daten wurden sie mit einem FFT-Filter (5
Punkte) gegléttet, der als Linie dargestellt ist. Die geglitteten Daten kénnen die schnellen
Trends einiger Metaboliten nach dem Puls zwar nicht vollig abdecken, vermitteln jedoch
einen guten Uberblick iiber den Gesamtverlauf. Auch bei diesem L-Phe Produktionsstamm
konnte die Stimulation nach dem Puls sowohl in Metaboliten des Zentralstoffwechsels
als auch der Aromatenbiosynthese aufgezeigt werden. Im Vergleich zum Experiment mit
E. coli 4pF20 konnten durch die Uberexpression von aroB die Pools der Metaboliten
DAHP und DAH nicht mehr nachgewiesen werden, und die folgenden Pools von DHQ und
DHS zeigten ein stark ausgepriigtes dynamisches Verhalten. Die Uberexpression von aroB
flihrte offenbar zu einer nunmehr ungehinderten Weitergabe des Pulssignals in die folgenden
Metabolit—Pools.

Einen deutlichen Unterschied zu F. coli 4pF49 und 4pF20 zeigte der PEP—Pool. Nach
dem Puls war kein Anstieg mehr zu erkennen, vielmehr fiel der Pool unmittelbar auf etwa
ein Drittel der Konzentration vor dem Puls. Vermutlich fiihrte die Uberexpression von
aroB zu einem hoéheren Fluss in die Aromatenbiosynthese. In Verbindung mit dem héheren
PEP-Bedarf fiir das PTS nach dem Puls kénnte das fiir die unmittelbare Erniedrigung des
PEP Pools verantwortlich gewesen sein. Der P5P—Pool, der bereits als moglicher Vorldufer
fiir E4P diskutiert wurde, zeigte wie bei den anderen beiden Experimenten unmittelbar
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von Nukleotiden; Linien stellen die mit dem FFT-Filter geglatteten Daten dar
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nach dem Puls einen Anstieg der Konzentration.

Im Bereich des Aromatenbiosynthesewegs sind sehr deutliche Unterschiede zu FE. coli
4pF20 zu erkennen, die eindeutig mit der Uberexpression von aroB korrelieren. Als Folge
der Uberexpression ist die Geschwindigkeit der Umsetzung von DAHP zu DHQ offenbar
so stark beschleunigt worden, dass kein DAHP-Pool mehr nachweisbar war. Das hatte zur
Folge, dass die bisher nicht limitierende Reaktion der 3-Dehydroquinat Dehydratase (AroD)
von DHQ zu DHS limitierend wird, was an dem deutlichen Anstieg des DHQ-Pools von
etwa 500 auf 2500 uM nach dem Puls zu erkennen ist. Der bereits als limitierend eingestufte
Charakter der Reaktion von DHS zu Shikimat wurde dadurch weiter verstiarkt, was an dem
enormen Anstieg des DHS—Pools von etwa 500 auf 5000 uM beobachtet werden konnte.

Im Vergleich zu 4pF20 sind die hier beobachteten Poolgrofen fiir DHQ und DHS um
einen Faktor 10-200 gréfer, und auch die dynamische Anderung der Poolgréfien war mit
einem Faktor 10 deutlich grofer als bei E. coli 4pF20. Bei Shikimat und S3P war diese
grofte, sehr stark ausgeprigte Dynamik nicht mehr erkennbar. Vielmehr konnte hier sogar
ein leicht fallender Trend nachgewiesen werden, allerdings sind beide Pools im Vergleich
zu E. coli 4pF20 deutlich erh6ht. Durch die 30—fache Erhohung der Shikimatkonzentration
konnte eine Aktivierung der Feedback—Inhibierung der Shikimat Dehydrogenase (AroE)
durch Shikimat verbunden gewesen sein [49]. Die durch die Inhibierung reduzierte Aktivitét
von AroE fithrte offenbar zu einer Dédmpfung des Pulssignals, weswegen bei Shikimat und
S3P die starke Dynamik aus den DHQ und DHS Pools nicht mehr zu erkennen war. Die
weiterfiihrende Auswertung und Interpretation der gemessenen Dynamik in den Metaboliten
der Aromatenbiosynthese wurde mit statistischen Analysemethoden durchgefiihrt und ist in
Kapitel 6.8 dargestellt.

6.7.3.2. Zusammenfassung der Ergebnisse mit E. coli 4pF78

Die Messung der Proben aus dem Experiment mit FE. coli 4pF78 erfolgte ausschlieflich
mit der Triple Quadrupol LC-MS. Die verdnderte Fermentations— und Pulsstrategie konnte
auf F. coli 4pF78 angewendet werden. Nach der Pulsstimulation der Glukose limitierten,
jedoch nicht L-Tyr limitierten Kultur konnte das Pulssignal im Zentralstoffwechsel und in
der Aromatenbiosynthese detektiert werden. Durch die Uberexpression von aroB konnte kein
DAHP—-Pool mehr nachgewiesen werden, und das Signal in den folgenden Metabolitpools von
DHQ und DHS wurde deutlich verstérkt. Der damit verbundene héhere Shikimat—Pool akti-
vierte offenbar die Feedback—Inhibierung der Shikimat Dehydrogenase (AroE) und ddampfte
das Pulssignal so stark, dass es den Shikimat— und S3P—Pool nicht mehr erreichen konn-
te. Im Vergleich zu den beiden Experimenten mit E. coli 4pF49 und E. coli 4pF20 wurde
fiir PEP kein Anstieg mehr nach dem Puls beobachtet, vielmehr fiel PEP nach dem Puls
auf ein Drittel der Vorpulskonzentration, was auf einen erhohten PEP—Verbrauch durch die
Aromatenbiosynthese hindeuten koénnte.
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6.8. Analyse des Produktstoffwechsels von E. coli 4pF20 und
E. coli 4pF78 mit statistischen Methoden

Die aus den beiden Pulsexperimenten mit E. coli 4pF20 und FE. coli 4pF78 erhaltenen
Daten wurden unter Zuhilfenahme von statistischen Ansétzen untersucht, um aus der Menge
der gemessenen Daten einfache essentielle Informationen und biologische Zusammenhénge
ableiten zu konnen. Der Vorteil dieses Ansatzes liegt in seiner ”Einfachheit”, d.h. es
werden keine komplexen strukturierten Stoffwechselmodelle ben6tigt, um eine Information
iiber das Zusammenspiel der einzelnen Schritte im beobachteten Stoffwechselausschnitt
erhalten zu konnen. Thre Anwendung kann dabei als Voruntersuchung der Modellierung
verstanden werden, da die Ergebnisse eine Richtung fiir den Aufbau der strukturierten
Stoffwechselmodelle geben koénnten, um das Zusammenspiel von Zentralstoffwechsel und
Aromatenbiosynthese zu beschreiben?® [46].

Die statistische Analyse wurde auf die gemessenen Metaboliten des Aromatenbiosynthe-
sewegs und die beiden Vorldufermetaboliten PEP und E4P beschriankt, um Informationen
iiber den Produktstoffwechselweg und seine Versorgung aus dem Zentralstoffwechsel abzu-
leiten. In diesem Kontext repréisentierte E4P einen problematischen Vorldufermetaboliten,
da er in keinem der Experimente intrazellular nachgewiesen werden konnte. Das steht in
Ubereinstimmung mit Ergebnissen von Williams et al. [186], die in-vivo gemessene E4P
Konzentrationen kritisch diskutiert haben und zu dem Schluss kamen, dass nur sehr geringe
Konzentrationen (wenn tiberhaupt) in der Zelle vorkommen sollten, aufgrund der hohen
Neigung von E4P zur Dimerbildung?” [17, 53, 131].

Auch in neueren Untersuchungen [141] wurde kein E4P in Zellextrakten detektiert (LOD
~ 0,1 uM). Unter dem besonderen Gesichtspunkt, dass die hier verwendeten E. coli Stimme
4pF20 und 4pF78 ein durch Uberexpression verstirktes AroF/?" tragen, war das Auftreten
einer signifikanten Konzentration von E4P noch weniger zu erwarten. Aus diesem Grund
wurde der kombinierte Pool der Pentose-5-phosphate (P5P) anstelle des E4P als Referenz
gewdhlt, da liber die Transketolasereaktion zumindest eine Abschétzung bzw. Spekulation
iiber die E4P Bereitstellung realisiert werden konnte.

In den folgenden Betrachtungen wurde aufterdem von einem gemeinsamen Pool von
DAH(P) ausgegangen, der sich aus den quantitativen Werten fiir das dephosphorylierte
Derivat, DAH, ableitete. Fiir den eigentlich aktiven Metaboliten DAHP lagen keine quan-
titativen Daten vor, da ein Standard zur Quantifizierung nicht verfiigbar gewesen war. Die
Entscheidung die DAH Daten repréasentativ als DAH(P) Pool zu interpretieren, wurde durch
die Tatsache gerechtfertigt, dass das Verhéltnis der gemessenen Konzentration von DAH zu
der DAHP Peakfliche mit 3.3 4+ 0.308 nM /Peakfliache konstant war fiir die Messungen im
Verlauf eines Experimentes.

26Der Autor méchte Herrn Dr. R. Takors ausdriicklich fiir die Unterstiitzung bei der statistischen Interpre-
tation der Daten danken.

2TE4P kann aufgrund der Stereokonfiguration keine stabile intramolekulare Halbacetalform bilden und sta-
bilisiert sich daher durch eine intermolekulare Wechselwirkung.
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ABBILDUNG 6.55.: Vergleich der intrazellularen Metabolitkonzentrationen wiahrend der
letzten 2,5 bis 5 Sekunden vor der Glukosepulszugabe in E. coli 4pF20 und E. coli 4pF78

6.8.1. Pulsexperiment mit E. coli 4pF20

Die in Abb. 6.55 (linke Balken) dargestellten intrazelluldren Konzentrationen vor dem Puls
zeigten physiologische Werte von einigen 100 uM, aufer fiir DAH(P), das mit 10 mM eine
sehr grofse Poolgrdfe aufwies. Daraus konnte der Schluss gezogen werden, dass diese hohe
Konzentration durch die Uberexpression des Gens aroFf’ und dem damit verbundenen
hohen Fluss in diesen Pool verursacht wurde, der nicht durch einen gleichzeitigen Abfluss aus
dem Pool durch die folgende enzymatische Reaktion kompensiert werden konnte. Dadurch
unterschieden sich die Pools von DAH(P) und seines folgenden Metaboliten, DHQ, um drei
Grofsenordnungen.

In Abb. 6.56 (linke Spalte) sind die Ergebnisse des Pulsexperimentes mit E. coli 4pF20
dargestellt. Vor dem Puls waren die Pools von PEP und P5P im quasi steady-state und
zeigten nach dem Puls signifikante Verdnderungen in Form eines Anstiegs mit nachfol-
gendem Schwingungsverhalten. Diese beiden Pools lieferten die Substrate fiir die DAHP
Synthasereaktion. Bezogen auf das PEP konnte festgehalten werden, das keines der drei
Isoenzyme der DAHP Synthase durch die Versorgung mit PEP limitiert sein sollte, da die
gemessenen intrazelluliren Konzentrationen von ~ 70-140 uMiiber den in der Literatur
beschriebenen K,, Werten liegen (Tab. 6.13).

Im Fall des E4P, fiir das keine Poolgrofe messbar gewesen war, sollte auf den ersten Blick
also eine nahezu vollstdndige Limitierung der DAHP Synthase Aktivitat (K, gap ~ 35-900
uM) vorgelegen haben. In Anbetracht der bereits angesprochenen starken Neigung von E4P
zur Dimerbildung musste hier jedoch die Frage diskutiert werden, ob E4P wirklich als freier
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TABELLE 6.13.: Ubersicht iiber Werte aus in-vitro Studien von E. coli Enzymen; K,,
Werte fiir Michaelis-Menten und Sj 5 Werte fiir sigmoidale Kinetiken dargestellt; fiir AroE
konnten keine Literaturdaten gefunden werden

Enzym Substrat | K, [uM] Referenz
So,5 [HM]
AroF (L-Tyr sensitiv) E4P 80-90 [138, 149
PEP 5,8-13
AroG (L-Phe sensitiv) E4P ~80; 900 [151, 152]
PEP ~5: 80
AroH (L-Tyr sensitiv) E4P 35* [2, 118]
PEP 5,3*
AroB DAHP | 4; 3050 | [104, 114, 119, 185]
AroD DHQ 1018 34, 37, 94]
AroE DHS nicht bekannt
AroK Shikimat 5000 [44, 45]
ATP 160
AroLL Shikimat 200
ATP 160
AtoA S3P 2,5 3,6 [54, 78, 108]
PEP 10-20

Metabolit im Cytoplasma vorlag oder ob die Hypothese eines E4P “channeling” [186] durch
die DAHP Synthase nicht eine wahrscheinlichere Alternative darstellte. Aufgrund der in
der Literatur verfiigbaren Information iiber die Problematik der in—vivo Konzentrationen
von FE4P, das nach aktuellem Literaturstand bisher nie in biologischen Extrakten gesichert
nachgewiesen worden war, wurde der “channeling’—Hypothese daher in dieser Diskussion
der Vorzug gegeben.

Aus diesem Grund konnte der Schluss gezogen werden, dass die Signalweiterleitung des
Glukosepulses in die Aromatenbiosynthese nicht durch die Versorgung mit PEP oder E4P
limitiert gewesen war, sondern durch den folgenden grofsen Pool von DAH(P) abgepuffert
wurde. Offensichtlich war die Aktivitdt von AroB nicht ausreichend gewesen. Zusétzlich
wurde die Aktivitdt von AroB durch eine signifikante Inhibierung in Gegenwart von 8-12
mM DAH vermutlich noch weiter verringert, da Maitra et al. [114] bereits fiir 5 mM DAH
tiber eine 72%ige Inhibierung von AroB berichteten.

1 dCi (t)
R
Aus der reinen Analyse der Konzentrations—Zeit—Verlaufe lief sich allerdings nur ein
begrenzter Einblick in die zugrunde liegenden Reaktionsmechanismen gewinnen. Aus diesem
Grund wurde die zeitliche Verédnderung der Pools (= Geschwindigkeit) berechnet und auf die
Konzentration vor dem Puls normiert (Gleichung 6.1). Hohe positive Werte der normierten
Poolgeschwindigkeit (NPG) représentierten eine schnelle Erhhung des Pools, wogegen hohe

(6.1)
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negative Werte eine rasche Abnahme des Pools anzeigten, wobei immer auf die Poolgrofse
vor dem Puls normiert wurde.

Entsprechend dieser Definition wurden die NPG aus den Konzentrations—Zeit—Verlaufen
der Metaboliten fiir das Experiment mit E. coli 4pF20 berechnet (Abb. 6.57, oben). Die
stiarksten Verdanderungen erfahrt hier der P5P Pool, der auch nach 18 Sekunden immer
noch schwingt, fiir Shikimat gilt vergleichbares. Insgesamt konnte jedoch kein gemeinsames
Verhalten, wie z.B. phasengleiche Oszillationen, in den Pools beobachtet werden, weder vor
noch nach dem Puls. Genau wie bei den Konzentrations—Zeit—Verldufen fiel auch bei der
Darstellung der NPG die sehr geringe Flexibilitat des DAH(P) Pools auf, dessen NPG-Werte
nahezu unverandert im Bereich von null lagen.

Aufgrund der offensichtlichen Unterschiede der NPG Verldufe fiir die einzelnen Metaboli-
ten wurden sie nun entsprechend ihrer Amplitudengréfe sortiert, da die Amplitudengrofe
eine Aussage iiber die Geschwindigkeit der Poolzu— bzw. abnahme erlaubte. Um potenziell
limitierende enzymatische Schritte in der Reaktionssequenz zu identifizieren, wurde das
Pool-Effluxkapazitats—Kriterium (PEK) definiert. Es entspricht dem groften negativen
NPG fiir jeden Metaboliten, d.h. es ist ein Mafs fiir die Geschwindigkeit jedes einzelnen
enzymatischen Schritts. Dieser Idee folgend wurden Pools mit einem hohen PEK (d.h. stark
negatives NPG) von einem schnellen Enzym umgesetzt, gleichzeitig deuteten Pools mit
einem kleinen PEK (d.h. schwach negatives NPG) auf ein langsames (limitierendes) Enzym
hin, das als potenzielles Ziel fiir das metabolic engineering identifiziert war. Die Poolgrofse
der Metaboliten hatte keinen Einfluss auf das PEK, da die NPG bereits mit der Poolgrife
normiert, worden waren.

Fiir die Metaboliten DAH(P), DHQ, DHS, Shikimat und S3P wurden PEK Werte von
0.09, 0.42, 0.48, 0.41 und 0.22 [s~!] bestimmt (Abb. 6.58). Entsprechend der oben erliu-
terten Definition des PEK wurde der Metabolitpool mit dem geringsten PEK von dem am
stiirksten limitierenden Enzym umgesetzt. In diesem Fall hatte DAH(P) mit 0.09 [s~!] den
geringsten Wert, folglich konnte die 3-Dehydroquinat Synthase (AroB) als vorrangiges Ziel
fiir eine genetische Verbesserung des Stammes identifiziert werden. Dieses Ergebnis, das auf
Basis der intrazelluldren Metabolitmessungen erhalten wurde, deckt sich vollstdndig mit den
Ergebnissen iiber limitierende enzymatische Schritte aus der Stammentwicklung der L-Phe
Produzenten (Kap. 6.3) und fritheren Untersuchungen aus der Literatur, bei denen extrazel-
lulére Daten verwendet wurden [109, 110, 155, 189].

6.8.2. Pulsexperiment mit E. coli 4pF78

Aufgrund der im vorhergehenden Abschnitt erhaltenen Ergebnisse iiber den limitierenden
Charakter von AroB in FE. coli 4pF20 wurde in E. coli 4pF78 zusétzlich aroB iiberexpri-
miert, um die Limitierung aufzuheben. In Abb. 6.55 (rechte Balken) sind die intrazelluldren
Konzentrationen vor dem Puls dargestellt. Obwohl die PEP und P5P Werte vergleichbar
mit denen von E. coli 4pF20 waren, konnte DAH(P) nicht mehr intrazelluldr nachgewiesen
werden. Offensichtlich war die AroB Limitierung aufgehoben worden. Gleichzeitig wurden
aber erhohte Konzentrationen fiir die auf DAH(P) folgenden Metaboliten beobachtet, was
auf eine weitere Limitierung im spéteren Verlauf des Stoffwechselwegs hindeutete. Aufserdem
wurden auch deutliche Unterschiede in den Konzentrations—Zeit—Verldufen der Metaboliten
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ABBILDUNG 6.57.: Verldufe der berechneten normierten Poolgeschwindigkeiten (NPG) fiir
das Experiment mit E. coli 4pF20 (oben) und E. coli 4pF78 (unten) vor und nach der
Pulszugabe; gestrichelte Linien zeigen die Abnahme der in-Phase Schwingung von DHQ

und DHS in E. coli 4pF78 an
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ABBILDUNG 6.58.: Ermitteltes Pool-Effluxkapazitits—Kriterium (PEK) von E. coli 4pF20
und 4pF78 nach der Glukosepulszugabe; in der Mitte der zugehorige Verlauf des
Biosynthesewegs mit Metaboliten und Enzymen; grau hinterlegte Metabolitpools indizieren
den darauf folgenden limitierenden Reaktionsschritt (Bottleneck)
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zwischen den beiden Stdmmen beobachtet, die auch die beiden Vorlaufermetaboliten PEP
und P5P einschliefsen und was besonders fiir den abnehmenden PEP Pool zutraf (Abb. 6.56,
rechts). Sehr starke Schwingungen wurden fiir die Pools von DHQ und DHS beobachtet,
schwéchere fiir Shikimat und S3P. Fir die schnelle Reaktion von DAHP zu DHQ, d.h.
dem Fehlen eines messbaren DAH(P) Pools, war vermutlich die Kombination aus der
erhohten AroB Konzentration und dem Fehlen des Inhibitors DAH verantwortlich. Es bleibt
anzumerken, dass der erste dynamische Sprung der DHQ und DHS Pools von dem fiir die
Glattung gewéhlten FFT-Filter nicht vollstindig abgedeckt werden konnte.

Aus den Konzentrations—Zeit—Verldufen wurden erneut die normierten Poolgeschwindig-
keiten (NPG) ermittelt, die in Abb. 6.57 (unten) dargestellt sind. Im Gegensatz zu den
Daten von E. coli 4pF20 zeichneten sich die NPG Daten von 4pF78 durch signifikante
phasengleiche, geddmpfte Schwingungen in den Metaboliten aus. Aufgrund des fehlenden
DAH(P) Puffers wurde die Anregung aus den Vorldufermetaboliten direkt in die folgenden
Pools von DHQ und DHS geleitet, die im gesamten weiteren Verlauf phasengleich schwangen.
Diese Schwingungen schienen auch mit P5P phasengleich zu sein, wogegen P5P und PEP
jedoch genau gegenldufig zu schwingen schienen. Fiir S3P konnte aus den Daten ein starke
Ahnlichkeit mit dem Schwingungsverhalten von PEP abgeleitet werden, die moglicherweise
mit der darauf folgenden stéchiometrischen Umsetzung von S3P und PEP zu EPSP durch
die EPSP Synthase in Verbindung gebracht werden kann.

Oszillationsanalyse Das ausgeprigte Schwingungsverhalten der NPG-Daten von
DHQ und DHS wurde im zeitlichen Verlauf gedampft, und nach etwa 15 Sekunden
nach dem Puls war nahezu keine Schwingung mehr zu erkennen. Mit einem Stan-
dardansatz zur Beschreibung von geddmpften Schwingungen (Gleichung 6.2), konnten
die abnehmenden Amplituden von DHQ und DHS mit Regressionskoeffizienten von
RQDHQ = 091 und RQDHS = 0.89 angepasst werden. Fiir DHQ wurden die Parame-
ter mit woppg = 1.353 £ 0.149s%, dpmg = 0.096 £ 0.019s7! und fir DHS mit
uoprs = 1.133 £ 0.13857, dprg = 0.105 + 0.019s~! bestimmt, was einer Dampfung von
38 % zwischen zwei aufeinander folgenden Amplituden entsprach. Damit wurde zwar ein
Eindruck iiber die starke Dampfung der anfénglich in der Reaktionssequenz initiierten
Schwingung erhalten, ohne jedoch eine Erklarung dafiir bereitzustellen. Fiir Shikimat und
S3P wurde kein gleichwertiges Schwingungsverhalten beobachtet, was den Schluss zulassen
konnte, dass diese beiden von einer anderen Stimulationsquelle angeregt worden waren als

die Metaboliten DHQ und DHS.

Umaz (t) = ug exp(—dt) (6.2)

Korrelationsanalyse Mit den NPG Daten von E. coli 4pF78 wurde eine Korrelationsana-
lyse in Bezug auf die Vorlaufermetaboliten PEP und P5P durchgefiihrt, in der alle Daten
nach dem Puls beriicksichtigt wurden (Abb. 6.59). Das Ergebnis der Analyse zeigte, dass
die Abhéngigkeit von P5P mit fortschreitender Reaktionssequenz von DHQ iiber DHS zu
Shikimat und S3P abnahm, wihrend gleichzeitig die Abhéngigkeit zu PEP zunahm. Der
P5P Pool war sehr stark mit DHQ (0.92) und DHS (0.77) korreliert, jedoch mit PEP fast
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nicht. Fiir S3P am Ende der Reaktionsfolge war die Situation ganz anders, da S3P negativ
mit P5P (-0.60) und positiv mit PEP (0.71) korreliert war.

In Abb. 6.57 (unten) war eine starke positive Korrelation zwischen den Verldufen von DHQ
und DHS (0.91) festzustellen und lief darauf schlieften, dass die durch AroD katalysierte
Dehydratisierung von DHQ zu DHS sehr schnell verlief. Das passte zu dem kleinen, in-vitro
gemessen K,,—Wert fiir DHQ (10-18 uM, Tab. 6.13), der weit unterhalb des gemessenen
intrazellularen DHQ Niveaus lag. Daher sollte eine konstante DHS Bildungsrate vorgelegen
haben, woraus eine variable Reaktionsrate der Shikimat-Dehydrogenase (AroE) abgeleitet
werden musste, um die beobachteten Schwingungen der DHS Konzentration zu erkléren. Als
Konsequenz kénnten daraus hohe K,,, Werte von DHS und NADPH fiir AroE angenommen
werden.

Die Korrelationsanalyse bestétigte damit den bereits aus Abb. 6.57 gewonnenen qua-
litativen Eindruck, dass DHQ und DHS sehr stark mit dem Vorlaufermetabolit P5P
korreliert waren, wéhrend S3P (und auch Shikimat) eine hohere Korrelation mit der
PEP Versorgung zeigten. Die hohe Abhéngigkeit von S3P zu PEP konnte dabei durch
die nachfolgende, als reversibel beschriecbene EPSP Synthasereaktion [106, 107| erklart
werden, die PEP und S3P als Substrat bendétigte. Entsprechend der in-vitro bestimmten
K,,—Werte von 10-20 pM fiir PEP und 2,5-3,6 pMfiir S3P (Tab. 6.13) konnten die ab-
nehmenden PEP Konzentrationen die in-vivo Aktivitat der EPSP Synthase behindert haben.

Aufgrund der Uberexpression der 3-Dehydroquinatsynthase (aroB) und dem damit
verbundenen Fehlen des DAHP Pools, sollten die Korrelationseigenschaften von DHQ somit
die Eigenschaften der DAHP Synthase Reaktion abbilden kénnen. Das warf natiirlich die
Frage auf, warum DHQ zwar sehr stark mit P5P, aber kaum mit PEP korreliert war und
welche Riickschliisse sich daraus auf die DAHP Synthasereaktion ziehen lassen konnten, da
auch sie PEP als Substrat benotigte und mit DAHP das Substrat fiir die DHQ Versorgung
bereitstellte.

In E. coli Wildtyp Zellen wird nahezu 80 % der DAHP Synthase Aktivitidt durch die
L-Phe sensitive DAHP Synthase (AroG) und ein kleinerer Teil durch die L-Tyr sensitive
DAHP Synthase (AroF) abgedeckt, wihrend die L-Trp sensitive DAHP Synthase (AroH)
nur eine untergeordnete Rolle spielt [135]. Der hier betrachtete Stamm FE. coli 4pF78
exprimierte plasmidcodiertes aroFf? | so dass davon ausgegangen werden kann, das AroF/”
und AroG die Hauptlast der DAHP Synthaseaktivitdt trugen. Anhand von in—vitro Expe-
rimenten wurden die PEP Affinitdten von AroF (K,, ~ 13uM) und AroG (K,, ~ 5-80
uM) bestimmt (Tab. 6.13). Unter der Voraussetzung das die AroF/*” Variante #hnliche PEP
Affinitdten aufwies wie AroF [89], bedeutet das, dass in der ersten Phase des Experimentes
eine PEP Limitierung der DAHP Synthaseaktivitdt nicht aufgetreten sein musste, da die
PEP Konzentration noch hoch genug war und daher nur eine schwache Korrelation mit PEP
am Anfang resultierte. Im spéteren Verlauf, bei gefallenen PEP Werten, konnte eine solche
Limitierung und eine damit verbundene hohere PEP Korrelation durchaus aufgetreten sein.

In Abb. 6.57 (unten) konnte bei ca. 17 s fiir alle Metaboliten ein Schnittpunkt mit der

X-Achse (Nulldurchgang) beobachtet werden, der den Start einer gemeinsamen Oszillation
aller Metaboliten darstellte. Zu diesem Zeitpunkt war die PEP Konzentration bereits
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ABBILDUNG 6.59.: Korrelationsanalyse der Metaboliten der Aromatenbiosynthese DHQ),
DHS, Shikimat und S3P mit den anregenden Vorlaufermetaboliten PEP und P5P im
Pulsexperiment mit E. coli 4pF78. Die kreisférmigen Symbole zeigen die Ergebnisse
basierend auf den vollstandigen Daten nach dem Puls (links), die dreieckigen und mit

einem Stern gekennzeichneten Symbole beriicksichtigen nur Datenpunkte spéater als 17.5

Sekunden (rechts).

auf 35 uM gefallen. Aufgrund dieser Beobachtung wurde eine weitere Korrelationsanalyse
durchgefiihrt, bei der nun jedoch nur die Daten ab diesem Nulldurchgang bei ca. 17 s
verwendet wurden. Diese Datenpunkte sind als dreieckige Symbole in Abb. 6.59 eingetra-
gen. Die Metaboliten zeigten eine hohe Korrelation mit PEP (DHQ (0.87), DHS (0.87),
Shikimat(0.96), S3P (0.96)) und nur eine geringe mit P5P (bis zu 0.37 fiir DHQ). Dariiber
hinaus waren alle Intermediate nun sehr stark miteinander korreliert, was anhand von
Korrelationswerten von nicht kleiner als 0.74 deutlich wurde. Daraus konnte der Schluss
gezogen werden, dass die DAHP Synthaseaktivitit (d.h. AroF/", AroG und zu geringem
Teil AroH) in diesem Abschnitt offensichtlich PEP limitiert war. Das driickt sich in der
Verlagerung der Abhéngigkeit von P5P zu PEP bei den Metaboliten DHQ und DHS aus,
die nun zusammen mit Shikimat in-Phase schwingen (Abb.6.57, unten).

Das Resultat, das die PEP Versorgung eine dominante Rolle bei den Schwingungen
der Poolgeschwindigkeiten in der Aromatenbiosynthese spielte, kann als Hinweis fiir eine
weitere Optimierung der L-Phe Produktionsstédmme verstanden werden. Bereits in anderen
Studien ist das Problem der angepassten und verbesserten Versorgung mit PEP und E4P
diskutiert worden [15, 52, 65, 110, 132, 133, 189|. Von Karutz [90] wurde gezeigt, dass
eine Uberexpression von Transketolase (#ktA) in Kombination mit der PEP Synthase (pps)
oder der Implementierung eines alternativen nicht PTS basierten Glukoseaufnahmesystems
zu einer verbesserten Versorgung mit den beiden Vorldufermetaboliten fithren konnte.
Aufgrund der hier dargestellten Ergebnisse, die erstmalig auf der Messung intrazellularer

152



6.8. Analyse des Produktstoffwechsels von E. coli 4pF20 und E. coli 4pF78 mit statistischen Methoden

Metabolitkonzentrationen in einem L-Phe Produktionsstamm basierten, ist der PEP
Verfiigbarkeit eine hohere Prioritdt zu zuordnen gewesen als der durch den P5P Pool
reprasentierten E4P Versorgung.

Neben der optimierten Versorgung der Aromatenbiosynthese mit PEP und E4P ist
natiirlich auch die ungehinderte und nicht limitierte Reaktion durch den Aromatenbio-
syntheseweg von Bedeutung. Daher wurde auch fiir E. coli 4pF78 das bereits eingefiihrte
Pool-Effluxkapazitatskriterium (PEK) bestimmt, um potenzielle Limitierungen im Stoff-
wechselweg aufzuzeigen. Wie bereits erldutert wurden Pools mit einem hohen PEK von
einem schnellen Enzym umgesetzt, gleichzeitig deuteten Pools mit einem kleinen PEK
auf ein langsames (limitierendes) Enzym hin, das als potenzielles Ziel fiir das metabolic
engineering identifiziert war. Fiir die Metaboliten wurden die PEK Werte mit 1.24 (DHQ),
0.92 (DHS), 0.37 (Shikimat) und 0.3 fiir S3P bestimmt (Abb. 6.58, unten). Fiir DAHP
konnte natiirlich kein PEK mehr bestimmt werden, da die DAHP Konzentration aufgrund
der Uberexpression von aroB von der Analytik nicht mehr erfasst werden konnte. Aufgrund
der PEK Werte schieden AroB, AroD und AroE als limitierende Faktoren aus. Im direkten
Vergleich mit dem Stamm 4pF20 wurde hier die Auswirkung der Uberexpression von aroB
im Stamm 4pF78 deutlich, da der Status von AroB von limitierend auf nicht limitierend
gewechselt hatte.

Die geringsten PEK-Werte wurden fiir Shikimat und S3P beobachtet, wodurch die
Shikimat Kinasen (AroK/L) und die EPSP Synthase (AroA) als Ziele fiir eine Optimierung
erkannt wurden (Abb. 6.58, unten). Das ist in Ubereinstimmung mit den Resultaten aus der
L-Phe Stamm- und Prozessentwicklung (Kap. 6.3.6). Im Fall der Shikimat Kinasen sollte
AroL aufgrund seiner hoheren Shikimat Affinitdt bevorzugt werden (Tab. 6.13).

Die Identifizierung dieser Ziele ist weiterhin in Ubereinstimmung mit fritheren Beobach-
tungen von Dell et al. [49] und Snell et al. [155]. Die Anwendung des PEK zur Identifizierung
potenziell limitierender Schritte konnte sogar die féalschliche Identifikation von AroE als po-
tenzielles Ziel vermeiden. Das auf intrazelluldr gemessenen Daten basierende PEK zeichnete
sich daher durch eine verbesserte Prediktion der limitierenden Schritte im Aromatenbio-
syntheseweg aus, im Vergleich zu den Untersuchungen in denen nur extrazelluldre Daten
verfiighar waren [49, 155|. Obwohl das PEK seine Prediktionsfahigkeit fiir das Modellsystem
der Aromatenbiosynthese gezeigt hat, sollte seine Anwendung auf lineare Stoffwechselsysteme
beschrinkt bleiben. Aufierdem wird seine Anwendbarkeit dadurch geschmélert, dass weitere
iibergeordnete Effekte wie z.B. Substratlimitierungen bei bimolekularen Enzymkinetiken nur
unzureichend oder gar nicht berticksichtigt werden.
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7. Zusammenfassung

Am Beispiel der Aromatenbiosynthese in E. coli wurde das Prinzip des metabolic profiling
erstmalig auf einen anabolen Stoffwechselweg in rekombinanten Produktionsstdmmen
(L-Phe Produzenten) angewendet.

Dazu wurde die Technik der Glukosepulsexperimente mit schneller Probenahme unter Ver-
wendung von rekombinanten E. coli L-Phe Produzenten durchgefiihrt und das dynamische
Signal der intrazelluldren Metabolitkonzentrationen im Verlauf des Pulsexperimentes mittels
einer neu entwickelten LC-MS Technik verfolgt. Die Pulsexperimente wurden im Fed—Batch
Verfahren unter produktionsrelevanten Bedingungen durchgefiihrt, so dass die Ergebnisse
Riickschliisse auf den Produktionsprozess zulassen konnten. Die Stimulation des Stoffwech-
sels durch den Glukosepuls konnte dabei nicht nur im katabolen Stoffwechsel (Glykolyse,
Pentose—Phosphat—-Weg), sondern auch in Metaboliten der Aromatenbiosynthese auf dem
Weg zum L—Phe nachgewiesen werden. Die bisher auf den Zentralstoffwechsel in Wildtyp-
organismen beschrinkte Methodik der Glukosepulsexperimente konnte erstmals auch zur
Beobachtung der Metabolit-Dynamiken in einem anabolen Stoffwechselweg eines rekombi-
nanten E. coli Produzenten angewendet werden.

e Es wurde eine quantitative 'H-NMR Methode etabliert, um die Metaboliten der L-Phe
Biosynthese in Fermentationsproben nachzuweisen. Die Methode erlaubte quantitative
Metabolitmessungen, auch wenn kein Standard verfiighar war. Die in der Literatur
zuginglichen 'H-NMR Spektren der Metaboliten erlaubten die qualitative Identifizie-
rung der Metaboliten, die Quantifizierung erfolgte unter Verwendung eines internen
Standards. Da nicht alle 11 Metaboliten der Aromatenbiosynthese (von den ersten 7
Metaboliten sogar nur einer) kommerziell verfiigbar waren, zeichnete sich diese Metho-
de hier besonders aus, obwohl sie mit einer Nachweisgrenze von etwa 5 mM keine hohe
Sensitivitdt besafs, und somit nur Nebenprodukte in héherer Konzentration nachgewie-
sen werden konnten.

e Die nicht kommerziell verfiigharen Metaboliten DAH, DAHP, DHQ, DHS und S3P
wurden als Referenzmaterial fiir die Entwicklung einer intrazelluldren Analytik isoliert.
Insbesondere fiir die Entwicklung einer Triple Quadrupol LC-MS basierten Methode
musste ein Standard verflighar sein, da sonst die substanzspezifischen MS/MS Frag-
mentierungsparameter nicht bestimmt werden konnten. Zur Synthese der benétigten
analytischen Standards wurden hauptséchlich genetisch geblockte E. coli Mutanten
eingesetzt und die Metaboliten aus dem Fermentationsiiberstand isoliert.

e Unter Verwendung der 'H-NMR Methode konnten die 3-Dehydroquinat Synthase
(AroB), die Shikimat Dehydrogenase (AroE) und die Shikimat Kinase II (AroL) als
limitierende Schritte fiir die L—Phe Biosynthese in E. coli L-Phe Produzenten identifi-
ziert werden. Durch die Quantifizierung dieser Nebenprodukte konnten die Metabolit-
bilanzen (Kohlenstoffbilanz) fiir die L-Phe Produzenten geschlossen werden, und durch
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Uberexpression der Gene aroB und aroL wurde ein leistungsfihigerer L-Phe Produzent
konstruiert. In diesem L—Phenylalanin Produktionsstamm wurde darauthin Shikimat—
3—phosphat (S3P) als Nebenprodukt identifiziert, was auf eine neue Limitierung im
spateren Verlauf des Stoffwechselwegs hindeutete. Als mdégliche Ursache fiir diese Li-
mitierung wurden die EPSP Synthase (AroA) oder die Chorismat Synthase (AroC)
diskutiert.

In den Fermentationsproben der L-Phe Produzenten konnten Uracil und Orotsédure
in Konzentrationen von 0,2 bis 1,0 g/L (~ 1 - 6 mM) als Nebenprodukte identifiziert
werden. Durch die Bestimmung der Molekularmasse der bisher unbekannten Metabo-
litpeaks mit der ITonenfallen LC-MS und einer anschliefsenden Abfrage der ECOCYC
Metabolitdatenbank konnten diese beiden Metaboliten positiv in den Fermentations-
proben identifiziert werden. Sie wurden aufgrund einer Mutation im PyrF-Gen als
Nebenprodukte in verschiedenen FE. coli Stammfamilien diskutiert.

Es wurde eine Triple Quadrupol LC-MS Methode fiir die Messung von 17 Metaboliten
des Zentralstoffwechsels und 10 Metaboliten der Aromatenbiosynthese etabliert. Im
Vergleich zur bisher verwendeten Ionenfallen LC-MS zeichnete sich das Gerét durch
eine hohere Robustheit (6-7 % sd bei 111 Proben in 5 Tagen) und grofere Empfind-
lichkeit aus. Die héhere Robustheit war mafigeblich auf die Verwendung einer orthogo-
nalen Anordnung in der Elektrospray—lonisationsquelle zuriickzufiihren, die auch einen
Beitrag fiir die Empfindlichkeitsverbesserung leistete. Mit dieser Methode konnten in-
trazellulare Konzentrationen im Bereich weniger puM quantifiziert werden.

Stabilitdtsuntersuchungen der Metaboliten belegten, dass alle untersuchten Metaboli-
ten wahrend der Zellextraktionsprozedur mit Perchlorsdure und nachfolgender Neutra-
lisation stabil waren. Die Wiederfindung lag im Bereich von 95-105 %. Bei Untersu-
chungen zur Zellintegritdt wihrend des Methanol-Quenching—Verfahrens wurde eine
Zellwiederfindung von 98-106 % gemessen, woraus der Schluss gezogen wurde, dass es
nicht zur Zerstérung der E. coli Zellen durch das Verfahren kam. In Bezug auf ein mog-
liches Auslaufen von Metaboliten aus den Zellen in die methanolische Quenchinglosung,
konnte dieses Verhalten fiir die Referenzmetaboliten AMP und PEP nicht beobachtet
werden. Mehr als 95 % der Gesamtmetabolitmenge wurde im Zellextrakt gemessen.

Fiir die Untersuchung von rekombinanten L-Phe Produktionsstdmmen wurde das Glu-
kosepulsexperiment reproduzierbar in ein Fed—Batch Verfahren integriert. Aus den ge-
messenen Produktbildungsraten verschiedener im Aromatenbiosyntheseweg geblockter
E. coli Mutanten wurde abgeleitet, dass das Glukosepulssignal im Verlauf durch den
Biosyntheseweg abgeschwécht wurde. Je néher sich der Metabolit am Beginn der Aro-
matenbiosynthese befand, d.h. je ndher seine Position zum Zentralstoffwechsel war, um
so stiarker war das Pulssignal zu beobachten.

Es wurden drei L-Phe Produktionsstdmme in Glukosepulsexperimenten mit schnel-
ler Probenahme untersucht und die intrazelluldren Metabolit—-Dynamiken des Zentral-
stoffwechsels und der Aromatenbiosynthese gemessen. In allen drei Stdmmen wurde
das Glukosepulssignal in Metaboliten des Zentralstoffwechsels und im Aromatenbio-
syntheseweg detektiert. In den intrazellularen Daten von E. coli 4pF20 konnte die
Limitierung der Aromatenbiosynthese durch die 3-Dehydroquinat—Synthase (AroB)
aufgezeigt werden. Der um drei Grofenordnungen héhere Pool von DAHP und DAH



(10 mM) im Vergleich zum 3-Dehydroquinat-Pool (20 uM ) deutete auf eine unzurei-
chende enzymatische Umsetzung hin. Nach Uberexpression von aroB im Stamm E. coli
4pF78 wurde kein Pool fiir DAH und DAHP mehr detektiert, woraus der Schluss gezo-
gen wurde, dass die Limitierung durch AroB nicht mehr gegeben war. Als Folge davon
konnte ein drastisch erhohtes Pulssignal in den nachfolgenden Pools von DHQ und
DHS gemessen werden.

Durch die Berechnung von relativen Poolgeschwindigkeiten der intrazellularen
Metaboliten des Aromatenbiosynthesewegs und der Definition des Pool-Efflux-
Kapazititskriteriums (PEK) gelang die korrekte Identifizierung der limitierenden enzy-
matischen Schritte (AroB, AroL) im Aromatenbiosyntheseweg. Das PEK war den auf
extrazelluldren Daten basierenden Analysen sogar iiberlegen, da es das AroE Enzym
richtigerweise als nicht limitierend zuordnete.

Auf der Grundlage der berechneten relativen Poolgeschwindigkeiten der intrazelluldren
Daten wurde mit einer Korrelationsanalyse die Abhéngigkeit der Aromatenbiosynthese
von den beiden Vorldaufermetaboliten PEP und E4P (représentiert durch P5P) ermit-
telt. Fiir PEP (ca. 0.8) wurde eine hohe und fiir P5P (ca. 0.2) lediglich eine niedrigere
Korrelation bestimmt. Mit Bezug auf die Entwicklung von L-Phe Produktionsstam-
men mit optimierter Versorgung der Aromatenbiosynthese mit PEP und E4P, sollte
der PEP Verfiigharkeit eine hohere Prioritdt zugeordnet werden, als der durch P5P
reprasentierten E4P Versorgung.
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8. Ausblick

e Basierend auf den gemessenen intrazelluldren Konzentrationen, konnte die Aufstellung
von strukturierten mathematischen Modellen zu einem besseren Verstdndnis des Aro-
matenbiosynthesewegs fiihren. Aus dem Modell konnten dann detailliertere Aussagen
iiber den limitierenden Charakter einzelner enzymatischer Schritte abgeleitet werden,
deren Aussagekraft iiber die hier dargestellte einfache statistische Auswertung hinaus-

ginge.

e Am Beispiel der Aromatenbiosynthese konnte die Glukosepulstechnik zur intrazellulé-
ren Untersuchung in einem anabolen Stoffwechselweg eingesetzt werden. Der Einsatz
dieser Technik muss aber nicht auf die Aromatenbiosynthese beschrénkt bleiben, viel-
mehr bietet sich die Mdoglichkeit weitere anabole Biosynthesewege zu untersuchen, die
auch zu industriell interessanten Produkten fithren. Hier waren sowohl Aminoséduren
wie L-Lysin, L-Threonin, L-Leucin, L-Isoleucin oder L-Valin interessant, aber auch
Biosynthesewege, die zu Vitaminen oder anderen Feinchemikalien fiithren.

Biosyntheserouten in denen Pyruvat als Vorldufermetabolit involviert ist (z.B. L-
Leucin, L-Valin, L-Isoleucin), wéren hier von besonderem Interesse, da iiber das PTS
System nach dem Glukosepuls eine erhohte Bereitstellung von Pyruvat zu erwarten ist,
und daher ein positives Pulssignal in diesen Biosynthesewegen initiiert werden sollte.

e Die Entwicklung neuer Methoden zur Messung weiterer intrazellularer Metaboliten
bzw. die Weiterentwicklung bestehender Methoden der Triple Quadrupol LC-MS ist
ein fortlaufender Prozess und wird daher nie abgeschlossen werden konnen. Die Viel-
zahl der verschiedenen Metaboliten, das hohe Probenaufkommen aus Pulsexperimenten
und die Einschrankung der chromatographischen HPLC Bedingungen durch die Kopp-
lung mit der Massenspektrometrie sind dabei vorrangige Probleme, die in zukiinftigen
Arbeiten untersucht werden miissen. Vor allem die Einschrénkung der chromatogra-
phischen Freiheitsgrade fiihrt zu Schwierigkeiten bei der Abtrennung der Matrixanteile
in den Zellextraktproben.

Die fortwdhrende Suche nach neuen LC-MS kompatiblen stationdren Phasen mit ver-
besserten Eigenschaften fiir die Analytik sehr polarer Metaboliten muss daher fort-
gefiihrt werden. Die Verwendung sog. HILIC-Phasen (Hydrophilic-Interaction-Liquid-
Chromatography) konnte hier einen Beitrag zur Verbesserung der Chromatographie
leisten, da die Wechselwirkung mit einer stark polaren stationdren Phase die Retenti-
on der polaren intrazellularen Metaboliten verbessern konnte.

e Die Miniaturisierung der HPLC Methode, d.h. die Verwendung von HPLC S&ulen
mit kleinerem Innendurchmesser (ca. 1-2 mm) fiihrt zu einer Verringerung des Vo-
lumenflusses zum MS und kénnte damit zu einer Erhéhung der Empfindlichkeit bei
Elektrospray-lonisation (ESI) fiihren. Besonders bei Matrix belasteten Proben steigt
damit jedoch gleichzeitig die Gefahr von Verblockungen bzw. Verstopfungen im Sys-
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tem aufgrund der geringen Volumenfliisse. Daher sollten die Griinde fiir und gegen eine
Miniaturisierung sorgfiltig erwogen werden.

Der Aspekt der Probenvorbereitung ist bisher in den Arbeiten noch nicht aufgegriffen
worden. Durch den Einsatz einer Festphasenextraktion (SPE = solid phase extraction)
kénnten zwei positive Aspekte kombiniert werden. Zum einen kénnten damit Proben
mit weniger Matrixbelastung erhalten werden, zum anderen bestdnde die Mdoglichkeit,
die Proben im Verlauf der SPE zu konzentrieren. Problematisch ist aber auch hier
wieder die hohe chemische Diversitdt der zu untersuchenden Analyten und damit die
Auswahl der geeigneten stationdren Phase und die Wahl der Bedingungen der Fest-
phasenextraktion.



A. Fermentationsmedien

A.1. Luria-Bertani Medium (LB)

Komponente Konzentration [gL™!]
Trypton (Pepton aus Casein) 10
Hefeextrakt 10
NaCl 5
Agar-Agar 15
Ampicillin 0,1

Die Substanzen wurden in Wasser gelost und bei 121 °C fiir 20 min autoklaviert. Fiir die
Herstellung von festen Kulturmedien in Petrischalen wurde Agar-Agar zugesetzt. Fir die
Kultivierung rekombinanter Stémme mit Ampicillin-Resistenz auf dem Plasmid wurde nach
dem Abkiihlen zusétzlich Ampicillin steril zugesetzt.

A.2. SpurenelementlGsung

Komponente Konzentration [gL~!|
CaC12 -2 HQO 10,0
FGSO4 e HQO 10,0
AlICl; - 6 HoO 2,5
MHSO4 . HQO 2,5
COCIQ -6 HQO 1,75
NasMoOy - 2 H,O 0,5
ZnSO4 - 7 HO 0,5
CuClg -2 HQO 0,25
H3BOs3 0,125

Die Substanzen wurden in 5 M Salzsdure gelost und die autosterile Losung bei Raumtem-
peratur gelagert.
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A. Fermentationsmedien

A.3. Vorkulturmedium Nr. |

Komponente Stammlésung  Fermentation Zugabe Stammldsung
[gL~!] [gL71] pro L Medium [mL]
Wasser, HoO 913,5
MgSOy4 - 7 H,O 300 0,3 1
CaCly - 2 HoO 15 0,015 1
KHyPOy 150 3 20
KoHPO, 600 12 20
NaCl 100 0,1 1
(NH4)2S04 250 5 20
Spurenelement-Lsg. 1,5
FeSO4 - 7 Hy20 / 7,5 /100 0,075 / 1 10
NagZitrat - 2 HoO
Vitamin B1 (Thiamin - HCI) 7,5 0,0075 1
Glukose 500 5 10
L-Tyrosin 0,08 Einwaage 0,08 g
Ampicillin 100 0,1 1

Bis auf die stark saure Spurenelementlosung wurden die Stammlésungen nacheinander
in das vorgelegte Wasser zugesetzt. Anschlieffend wurde die Spurenelementlosung und das
L-Tyrosin zugegeben. Zur Losung aller Bestandteile wurde das Medium fiir 2 h geriihrt,
der gepufferte pH-Wert des Mediums betrug 7,2. Das Medium wurde in eine autoklavierte
Vorratsflasche steril filtriert und bei Bedarf entnommen.

A.4. Vorkulturmedium Nr. |l

Komponente Stammlésung Fermentation Zugabe Stammlésung
[gL7!] [gL~1] pro L Medium [mL]
Wasser, HoO 913,5
MgSOy4 - 7 H2O 300 0,3 1
CaCly - 2 HyO 15 0,015 1
KH>PO, 150 3 20
KoHPO, 600 12 20
Na(Cl 100 0,1 1
(NH4)2S04 250 5 20
Spurenelement-Lsg. 1,5
FeSO4 - 7 Hy20 / 7,5 /100 0,075 / 1 10
NagZitrat - 2 HoO
Vitamin B1 (Thiamin - HCI) 7,5 0,0075 1
Glukose 500 ) 10
L-Tyrosin 0,08 FEinwaage 0,08 g
L-Phenylalanin 0,08 Einwaage 0,08 g
L-Tryptophan 0,08 FEinwaage 0,08 g
4- Aminobenzoesdure 0,002 Einwaage 0,002 g
2,3-Dihydroxybenzoesaure 0,002 Einwaage 0,002 g
4-Hydroxybenzoesaure 0,002 Einwaage 0,002 g
Ampicillin 100 0,1 1
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A.5. Hauptkulturmedium Nr. I

Bis auf die stark saure Spurenelementlosung wurden die Stammlésungen nacheinan-
der in das vorgelegte Wasser zugesetzt. Anschliefend wurden die Spurenelementlosung,
L-Tyrosin, L-Phenylalanin, L-Tryptophan, 4-Aminobenzoeséure, 2,3-Dihydroxybenzoeséure
und 4-Hydroxybenzoesédure zugegeben. Zur Losung aller Bestandteile wurde das Medium fiir
2 h geriihrt, der gepufferte pH-Wert des Mediums betrug 7,2. Das Medium wurde in eine
autoklavierte Vorratsflasche steril filtriert und bei Bedarf entnommen.

A.5. Hauptkulturmedium Nr. |

Komponente Stammlésung Fermentation Zugabe Stammlésung
gL~ [gL7!] pro L Medium [mL]
Wasser, H,O 882,5
MgSOy4 - 7 H2O 300 3 10
CaCly - 2 HyO 15 0,015 1
KHsPOy4 150 3 20
Na(Cl 100 1 10
(NH4)2S04 250 5 20
Spurenelement-Lsg. 1,5
FeSO4 - 7 H20 / 7,5 /100 0,1125 / 1,5 15
NasZitrat - 2 HoO
Vitamin B1 (Thiamin - HCI) 7,5 0,075 10
Glukose 500 15 30
L-Tyrosin 0,3 Einwaage 0,3 g
Ampicillin 100 0,1 1

Alle Komponenten wurden in der angegebenen Reihenfolge in Wasser gegeben und nach
Zugabe des festen L-Tyrosin fiir mehrere Stunden unter Riihren gelost. Nach Uberfiithrung
in den Bioreaktor wurde der pH des Mediums mit der pH-Regelung auf 6,5 eingestellt.
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A.6. Hauptkulturmedium Nr. Il

Komponente Stammlosung Fermentation Zugabe Stammlésung
[gL7!] [gL~1] pro L Medium [mL]
Wasser, HoO 882,5
MgSOy4 - 7 H2O 300 3 10
CaCly - 2 HoO 15 0,015 1
KHoPO, 150 3 20
Na(Cl 100 1 10
(NH4)2S04 250 5 20
Spurenelement-Lsg. 1,5
FeSOy4 - 7 Hp20 / 7,5 /100 0,1125 / 1,5 15
NagZitrat - 2 HyO
Vitamin B1 (Thiamin - HCI) 7,5 0,075 10
Glukose 500 15 30
L-Tyrosin 0,7 Einwaage 0,7 g
L-Phenylalanin 0,7 Einwaage 0,7 g
L-Tryptophan 0,35 Einwaage 0,35 g
4- Aminobenzoesdure 0,01 Einwaage 0,01 g
2,3-Dihydroxybenzoeséiure 0,01 Einwaage 0,01 g
4-Hydroxybenzoesaure 0,01 Einwaage 0,01 g
Ampicillin 100 0,1 1

Alle Komponenten wurden in der angegebenen Reihenfolge in Wasser gegeben. Nach Uber-
fiihrung in den Bioreaktor wurde der pH des Mediums mit der pH-Regelung auf 6,5 einge-
stellt. Aufgrund der unzureichenden Léslichkeit der drei aromatischen Aminosduren wurden
sie vollstédndig im Bioreaktor vorgelegt und zusammen mit ihm autoklaviert. Das Volumen fiir
die anderen Medienbestandteile wurde entsprechend reduziert, so dass ein Gesamtvolumen
von 1,35 L im Bioreaktor zu Beginn der Fermentation eingehalten wurde.

A.7. Zulaufmedien und sonstige Medienbestandteile

A.7.1. Glukose

Als Glukose-Zulaufmedium wurde eine autoklavierte Losung mit einer Konzentration von
500 g L.=! (553 g Glukose - HoO + 647 g Wasser) verwendet.

A.7.2. L-Tyrosin

Als L-Tyrosin-Zulaufmedium wurde eine 5%ige NH3-Losung mit einer Konzentration von
18,75 g L~ ! verwendet. Aufgrund des Gehaltes an Ammoniak ist die Losung autosteril.
A.7.3. pH-Korrekturmittel, Antischaummittel, Induktionsmittel

Fiir die Regelung des pH-Wertes wurde autosterile 25%ige NH3-Losung und als Antischaum-
reagenz autoklaviertes (121 °C, 20 min) Sigma S289 verwendet. Zur Induktion der Plasmid-
Gene wurde eine IPTG-Losung iiber einen sterilen Spritzenfilter in den Bioreaktor zugesetzt.
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A.8. Chemikalienverzeichnis

Fiir die 100 uM IPTG-Induktion wurden jeweils 1 mL einer 100 mM IPTG-Losung je Liter
Fermentationsvolumen zugesetzt.

A.8. Chemikalienverzeichnis

Soweit nicht anders angegeben wurden alle Chemikalien von den Firmen Sigma-Aldrich,
FLUKA und MERCK bezogen, dariiber hinaus wurden Enzyme von Roche Diagnostics ver-
wendet.

Weitere Chemikalien/Komponenten Hersteller
Anionentauscher DE-52 Whatman
3-Trimethylsilyl-2,2,3,3—d—propionsiure (TSP) Lancaster Synthesis

A.9. Gerateverzeichnis

Die fiir die Durchfiihrung der Experimente und analytischen Verfahren verwendeten Geréte
sind zusammen mit den Verfahren und Methoden in den Kapiteln 4 und 5 aufgefiihrt. Geréte
die zur allgemeinen Laborausstattung und zur Durchfiihrung von Fermentationsexperimen-
ten und deren Analysen notwendig sind, wurden nicht gesondert aufgefiihrt.

165



A. Fermentationsmedien

166



Literaturverzeichnis

1]

2]

3]

4]

[5]

(6]
7]

8]

9]

[10]

[11]

ADACHI, O. ; TANASUPAWAT, S. ; YOSHIHARA, N. ; TOYAMA, H. ; MATSUSHITA,
K.: 3-Dehydroquinate production by oxidative fermentation and further conversion
of 3-dehydroquinate to the intermediates in the shikimate pathway. In: Bioscience
Biotechnology and Biochemistry 67 (2003), Nr. 10, S. 2124-2131

AKOWSKI, J. P. ; BAUERLE, R.: Steady-state kinetics and inhibitor binding of 3-deoxy-
D-arabino-heptulosonate-7-phosphate synthase (tryptophan sensitive) from Escheri-
chia coli. In: Biochemistry 36 (1997), Nr. 50, S. 15817-15822

ALLEN, J. ; DAVEY, H. M. ; BROADHURST, D. ; HEALD, J. K. ; ROWLAND, J. J. ;
OLIVER, S. G. ; KELL, D. B.: High-throughput classification of yeast mutants for
functional genomics using metabolic footprinting. In: Nature Biotechnology 21 (2003),
Nr. 6, S. 692-696

AMES, B.N.: Methods in Enzymology. Bd. VIII Complex Carbohydrates: Assay of
Inorganic Phosphate, Total Phosphate and Phosphatases. 1966

ARPINO, P.J.: On-Line Liquid Chromatography / Mass Spectrometrie? An Odd Cou-
ple. In: Trends Anal. Chem. 1 (1982), S. 154-158

ATKINS, P.W.: Physikalische Chemie. Weinheim : VCH Verl.Ges, 1990

ATKINSON, D.E.: Cellular Energy Metabolism and its Regulation. New York : Academic
Press, 1977

BACKMAN, K. ; OCONNOR, M. J. ; MARUYA, A. ; RupD, E. ; McKAY, D. ; Ba-
LAKRISHNAN, R. ; RADJAI, M. ; DIPASQUANTONIO, V. ; SHODA, D. ; HATCH, R. ;
VENKATASUBRAMANIAN, K.: Genetic-Engineering of Metabolic Pathways Applied to
the Production of Phenylalanine. In: Annals of the New York Academy of Sciences
589 (1990), S. 16-24

BADER, M.: A Systematic-Approach to Standard Addition Methods in Instrumental
Analysis. In: Journal of Chemical Education 57 (1980), Nr. 10, S. 703-706

BAILEY, J. E.: Toward a Science of Metabolic Engineering. In: Science 252 (1991),
Nr. 5013, S. 1668-1675

BARTLETT, P. A. ; McQuAID, L. A.: Total Synthesis of (+/-)-Methyl Shikimate and
(+/-)-3-Phosphoshikimic Acid. In: Journal of the American Chemical Society 106
(1984), Nr. 25, S. 78547860

167



Literaturverzeichnis

[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

168

BarToN, D. H. R. ; Liu, W. S.: A new and concise synthesis of 3-deoxy-D-arabino-
2-heptulopyranosonic acid (DAH) and derivatives through the radical chemistry of
Barton esters. In: Tetrahedron Letters 38 (1997), Nr. 3, S. 367-370

BEHRENDT, C.: Forschungszentrum Jiilich GmbH, Auszubildende zur MaTA, "Pro-
grammierung einer Probenahmevorrichtung auf einer Echtzeit-SPS". (2002)

BERGMEYER, H.: Methods of Enzymatic Analysis. Bd. 6 and 7. 3rd. Weinheim : Verlag
Chemie, 1984

BERRY, A.: Improving production of aromatic compounds in Escherichia coli by me-
tabolic engineering. In: Trends in Biotechnology 14 (1996), Nr. 7, S. 250-256

BHATTACHARYA, M. ; FUHRMAN, L. ; INGRAM, A. ; NICKERSON, K. W. ; CONwAY, T.:
Single-Run Separation and Detection of Multiple Metabolic Intermediates by Anion-
Exchange High-Performance Liquid-Chromatography and Application to Cell Pool Ex-
tracts Prepared from Escherichia-Coli. In: Analytical Biochemistry 232 (1995), Nr. 1,
S. 98-106

BLACKMORE, P. F. ; WiLLiaMS, J. F. ; MACLEOD, J. K.: Dimerization of Erythrose
4-Phosphate. In: Febs Letters 64 (1976), Nr. 1, S. 222-226

BONGAERTS, J. ; KRAMER, M. ; MULLER, U. ; RAEVEN, L. ; WUBBOLTS, M.: Meta-
bolic engineering for microbial production of aromatic amino acids and derived com-

pounds. In: Metabolic Engineering 3 (2001), Nr. 4, S. 289-300

BORNEMANN, S. ; THEOCLITOU, M. E. ; BRUNE, M. ; WEBB, M. R. ; THORNELEY, R.
N. F.; ABELL, C.: A secondary beta deuterium kinetic isotope effect in the chorismate
synthase reaction. In: Bioorganic Chemistry 28 (2000), Nr. 4, S. 191-204

BRUCKNER, R.: Personliche Mitteilung, Forschungszentrum Jiilich GmbH, Institut fiir
Biotechnologie 1. (2001)

BREITMAIER, E.: Vom NMR Spektrum zur Strukturformel organischer Verbindungen
o ein kurzes Praktikum der NMR Spektroskopie. Stuttgart : Teubner Verlag, 1992

BucHHOLZ, A. ; HURLEBAUS, J. ; WANDREY, C. ; TAKORS, R.: Metabolomics: quanti-

fication of intracellular metabolite dynamics. In: Biomolecular Engineering 19 (2002),
Nr. 1,S.5-15

BucHHOLZ, A. ; TAKORS, R. ; WANDREY, C.: Quantification of intracellular meta-
bolites in Escherichia coli K12 using liquid chromatographic-electrospray ionization
tandem mass spectrometric techniques. In: Analytical Biochemistry 295 (2001), Nr. 2,
S. 129-137

BucHHOLZ, A.K.: Reaktionstechnische Untersuchungen zur Dynamik intrazelluléarer
Metabolite in glycerollimitierten Escherichia coli K12, Diplomarbeit Universitdat Bonn.
(1998)

BucHuoOLZz, A.K.: Quantifizierung intrazellularer Metabolitdynamiken zur Untersu-
chung mikrobieller Netzwerke, Dissertation, Universitdt Bonn. (2002)



Literaturverzeichnis

[26]

[27]

28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

BUDZINSKI, A.: Aminosduren, Peptide und die Chemie dazu. In: Chemische Rundschau
(2001), Nr. 6, S. 10, ISSN 00092983

BuscH, K.L. ; GLisH, G.L. ; MCLUCKEY, S.A.: Mass Spectrometry / Mass Spectro-
metry Techniques and Applications of Tandem Mass Spectrometry. Weinheim : VCH,
1988

BuzioL, S. ; BASHIR, I. ; BAUMEISTER, A. ; CLAASSEN, W. ; NoisoMmMIT-R1zzI, N. ;
MAILINGER, W. ; REUSS, M.: New bioreactor-coupled rapid stopped-flow sampling
technique for measurements of metabolite dynamics on a subsecond time scale. In:
Biotechnology and Bioengineering 80 (2002), Nr. 6, S. 632-636

CecH, N. B. ; ENKE, C. G.: Practical implications of some recent studies in electrospray
ionization fundamentals. In: Mass Spectrometry Reviews 20 (2001), Nr. 6, S. 362-387

CHANDRAN, S. S. ; Y1, J. ; DrATHS, K. M. ; DAENIKEN, R. von ; WEBER, W. ;
Frost, J. W.: Phosphoenolpyruvate availability and the biosynthesis of shikimic acid.
In: Biotechnology Progress 19 (2003), Nr. 3, S. 808-814

CHAO, Y. P. ; L1a0, J. C.: Alteration of Growth-Yield by Overexpression of Phosphoe-
nolpyruvate Carboxylase and Phosphoenolpyruvate Carboxykinase in Escherichia-Coli.
In: Applied and Environmental Microbiology 59 (1993), Nr. 12, S. 4261-4265

CHAPMAN, S.: Carrier Mobility Spectra of Spray Electrified Liquids. In: Physical
Review 52 (1937), Nr. 10, S. 184-190

CHASSAGNOLE, C. ; NoisomMIT-Ri1zz1, N. ; SCHMID, J. W. ; MaucH, K. ; REUSS,
M.: Dynamic modeling of the central carbon metabolism of Escherichia coli. In:
Biotechnology and Bioengineering 79 (2002), Nr. 1, S. 53-73

CHAUDHURI, S. ; LAMBERT, J. M. ; McCoLL, L. A. ; COGGINS, J. R.: Purification and
Characterization of 3-Dehydroquinase from FEscherichia-Coli. In: Biochemical Journal

239 (1986), Nr. 3, S. 699-704

CHRISTENSEN, B. ; NIELSEN, J.: Isotopomer Analysis using GC-MS. In: Metabolic
Engineering 1 (1999), S. 282-290

CLARK, P. H.: Mutant isolation. In: MACDONALD, K.D. (Hrsg.): Second Int. Symp.
Gent. Indust. Microorg. London : Academic Press, 1976

CoGGINs, J. R. ; Boocock, M. R. ; CHAUDHURI, S. ; LAMBERT, J. M. ; LUMSDEN, J. ;
NiMmoO, G. A. ; SMITH, D. D. S.: The Arom Multifunctional Enzyme from Neurospora-
Crassa. In: Methods in Enzymology 142 (1987), S. 325-342

CRUEGER, W. ; CRUEGER, A.: Biotechnologie - Lehrbuch der angewandten Mikrobio-
logie. 3. Auflage. Oldenbourg, 1989

Dawm, J. C. van ; EMAN, M. R. ; FRANK, J. ; LANGE, H. C. ; DEDEM, G. W. K.
van ; HEIJNEN, S. J.: Analysis of glycolytic intermediates in Saccharomyces cerevisiae
using anion exchange chromatography and electrospray ionization with tandem mass
spectrometric detection. In: Analytica Chimica Acta 460 (2002), Nr. 2, S. 209-218

169



Literaturverzeichnis

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

48]

[49]

[50]

[51]

[52]

170

DAUNER, M. ; SAUER, U.: GC-MS analysis of amino acids rapidly provides rich in-
formation for isotopomer balancing. In: Biotechnology Progress 16 (2000), Nr. 4,

S. 642-649

Davis, B. D.: Aromatic Biosynthesis .I. The role of shikimic acid. In: Journal of
Biological Chemistry 191 (1950), S. 315-325

Davis, B. D. ; MiNcIoLI, E. S.: Aromatic Biosynthesis .7. Accumulation of 2 Deriva-
tives of Shikimic Acid by Bacterial Mutants. In: Journal of Bacteriology 66 (1953),
Nr. 2, S. 129136

DE GRAAF, A. A. ; STRIEGEL, K. ; WITTIG, R. M. ; LAUFER, B. ; SCHMITZ, G. ;
WIECHERT, W. ; SPRENGER, G. A.; SAHM, H.: Metabolic state of Zymomonas mobilis
in glucose-, fructose-, and xylose-fed continuous cultures as analysed by C-13- and P-
31-NMR spectroscopy. In: Archives of Microbiology 171 (1999), Nr. 6, S. 371-385

DEFEYTER, R.: Shikimate Kinases from Escherichia-Coli-K12. In: Methods in Enzy-
mology 142 (1987), S. 355-361

DEFEYTER, R. C. ; PITTARD, J.: Purification and Properties of Shikimate Kinase-II
from Escherichia-Coli K-12. In: Journal of Bacteriology 165 (1986), Nr. 1, S. 331-333

DEGENRING, D.: Erstellung und Validierung mechanistischer Modelle fiir den mikrobi-
ellen Stoffwechsel zur Auswertung von Substrat-Puls-Experimenten (laufende Disser-
tation), Forschungszentrum Jiilich GmbH, Institut fiir Biotechnologie 2.

DEGENRING, D.: Personliche Mitteilung, Forschungszentrum Jiilich GmbH, Institut
fiir Biotechnologie 2. (2003)

DEKONING, W. ; VANDAM, K.: A Method for the Determination of Changes of Gly-
colytic Metabolites in Yeast on a Subsecond Time Scale Using Extraction at Neutral
pH. In: Analytical Biochemistry 204 (1992), Nr. 1, S. 118-123

DEeLL, K. A. ; FrOsT, J. W.: Identification and Removal of Impediments to Biocata-
lytic Synthesis of Aromatics from D-Glucose - Rate-Limiting Enzymes in the Common
Pathway of Aromatic Amino-Acid Biosynthesis. In: Journal of the American Chemical
Society 115 (1993), Nr. 24, S. 11581-11589

DoLg, M. ; Mack, L. L. ; HINES, R. L.: Molecular Beams of Macroions. In: Journal
of Chemical Physics 49 (1968), Nr. 5, S. 2240-2249

DratHs, K. M. ; FrosT, J. W.: Genomic Direction of Synthesis During Plasmid-
Based Biocatalysis. In: Journal of the American Chemical Society 112 (1990), Nr. 26,
S. 9630-9632

DratHs, K. M. ; PompLIANO, D. L. ; CONLEY, D. L. ; FroOsT, J. W. ; BERRY, A. ;
Disrow, G. L. ; STAVERSKY, R. J. ; LIEVENSE, J. C.: Biocatalytic Synthesis of

Aromatics from D-Glucose - the Role of Transketolase. In: Journal of the American
Chemical Society 114 (1992), Nr. 10, S. 3956-3962



Literaturverzeichnis

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

Dukg, C. C. ; MAcLEOD, J. K. ; WILLIAMS, J. F.: Nuclear Magnetic-Resonance
Studies of D-Erythrose 4-Phosphate in Aqueous-Solution - Structures of the Major
Contributing Monomeric and Dimeric Forms. In: Carbohydrate Research 95 (1981),
Nr. 1, S. 1-26

Duncan, K. ; LEWENDON, A. ; COGGINS, J. R.: The Purification of 5-

Enolpyruvylshikimate 3-Phosphate Synthase from an Overproducing Strain of
Escherichia-Coli. In: Febs Letters 165 (1984), Nr. 1, S. 121-127

EGGELING, L. ; SAHM, H. ; GRAAF, A A. d.: Quantifying and Directing Metabolic
Flux: Application to Amino Acid Overproduction. In: SAHM, H. (Hrsg.) ; WANDREY,
C. (Hrsg.): Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology; Metabolic Engineering
Bd. 54. Berlin : Springer Verlag, 1996

EiNsELE, A. ; FINN, R.K. ; SAHMHABER, W.: Mikrobiologische und biochemische
Verfahrenstechnik. Weinheim : VCH Verlagsgesellschaft, 1985

Ery, B. ; PITTARD, J.: Aromatic Amino-Acid Biosynthesis - Regulation of Shikimate
Kinase in Escherichia-Coli K-12. In: Journal of Bacteriology 138 (1979), Nr. 3, S. 933—
943

EscHERICH, T.: Die Darmbacterien des Neugeborenen und Sauglings. In: Fortschritte
Med. 3 (1885), S. 515-522 und 547-554

FENN, J. B.: Electrospray wings for molecular elephants (Nobel lecture). In: Ange-
wandte Chemie-International Edition 42 (2003), Nr. 33, S. 3871-3894

FENN, J. B. ; MaNN, M. ; MENG, C. K. ; WonNg, S. F. ; WHITEHOUSE, C. M.:
Electrospray lonization for Mass-Spectrometry of Large Biomolecules. In: Science 246
(1989), Nr. 4926, S. 64-71

FErRENCI, T.: Adaptation to life at micromolar nutrient levels: The regulation of
Escherichia coli glucose transport by endoinduction and cAMP. In: Fems Microbiology
Reviews 18 (1996), Nr. 4, S. 301-317

FEURLE, J. ; JomaA, H. ; WILHELM, M. ; GUTSCHE, B. ; HERDERICH, M.: Analy-
sis of phosphorylated carbohydrates by high-performance liquid chromatography elec-
trospray ionization tandem mass spectrometry utilising a beta-cyclodextrin bonded
stationary phase. In: Journal of Chromatography A 803 (1998), Nr. 1-2, S. 111-119

FienN, O.: Combining genomics, metabolome analysis, and biochemical modelling to
understand metabolic networks. In: Comparative and Functional Genomics 2 (2001),
Nr. 3, S. 155-168

FienN, O.: Metabolomics - the link between genotypes and phenotypes. In: Plant
Molecular Biology 48 (2002), Nr. 1-2, S. 155-171

FLoRrES, N. ; X1A0, J. ; BERRY, A. ; BOLIVAR, F. ; VALLE, F.: Pathway engineering
for the production of aromatic compounds in Escherichia coli. In: Nature Biotechnology
14 (1996), Nr. 5, S. 620623

171



Literaturverzeichnis

[66]

[67]

|68]

[69]

[70]

[71]

[72]

73]

[74]

[75]

[76]

[77]

78]

172

Frost, J. W. ; DRATHS, K. M.: Biocatalytic Syntheses of Aromatics from D-Glucose

- Renewable Microbial Sources of Aromatic-Compounds. In: Annual Review of Micro-
biology 49 (1995), S. 557-579

Frost, J. W. ; KNOWLES, J. R.: 3-Deoxy-D-Arabino-Heptulosonic Acid 7-Phosphate -
Chemical Synthesis and Isolation from Escherichia-Coli Auxotrophs. In: Biochemistry
23 (1984), Nr. 19, S. 4465-4469

Frost, JJW. ; DRATHS, K.M.: Sweetening Chemical Manufacture. In: Chemistry in
Britain (1995), S. 206-210

FURSTE, J. P. ; PANSEGRAU, W. ; FRANK, R. ; BLOCKER, H. ; SCHOLZ, P. ; BAGDA-
SARIAN, M. ; LANKA, E.: Molecular-Cloning of the Plasmid Rp4 Primase Region in a
Multi-Host-Range Tacp Expression Vector. In: Gene 48 (1986), Nr. 1, S. 119-131

GERIGK, M.: Integrierte Prozessentwicklung zur Herstellung von L-Phenylalanin mit
Escherichia coli, Dissertation Techn. Univ. Berlin D83; ISSN 0944-2952. (2001)

GERIGK, M. ; BUJNICKI, R. ; GANPO-NKWENKWA, E. ; BONGAERTS, J. ; SPRENGER,
G. ; TAKORS, R.: Process control for enhanced L-phenylalanine production using
different recombinant Escherichia coli strains. In: Biotechnology and Bioengineering

80 (2002), Nr. 7, S. 746-754

GERIGK, M. R. ; MaAss, D. ; KREUTZER, A. ; SPRENGER, G. ; BONGAERTS, J. ;
WuBBoLTS, M. ; TAKORS, R.: Enhanced pilot-scale fed-batch L-phenylalanine pro-
duction with recombinant Escherichia coli by fully integrated reactive extraction. In:
Bioprocess and Biosystems Engineering 25 (2002), Nr. 1, S. 43-52

GOLLUB, E. ; ZALKIN, H. ; SPRINSON, D. B.: Correlation of Genes and Enzymes and

Studies on Regulation of Aromatic Pathway in Salmonella. In: Journal of Biological
Chemistry 242 (1967), Nr. 22, S. 5323-5328

GOLLUB, E. ; ZALKIN, H. ; SPRINSON, D.B.: Assay for 3-Deoxy-D-arabino-heptulosonic
Acid T-phosphate Synthase. In: Methods in Enzymology 17A (1970), S. 349-350

GOTTSCHALK, G.: Bacterial Metabolism. 2nd Edition. New York : Springer-Verlag,
1986

GREWE, R. ; JESCHKE, J. P.: Die Synthese Der 5-Dehydro-Chinasaure. In: Chemische
Berichte-Recueil 89 (1956), Nr. 9, S. 20802088

GROUSSAC, E. ; Orriz, M. ; FRANCOIS, J.: Improved protocols for quantitative deter-
mination of metabolites from biological samples using high performance ionic-exchange
chromatography with conductimetric and pulsed amperometric detection. In: Enzyme

and Microbial Technology 26 (2000), Nr. 9-10, S. 715-723

Gruys, K. J. ; WALKER, M. C. ; SIKORSKI, J. A.: Substrate Synergism and the
Steady-State Kinetic Reaction-Mechanism for Epsp Synthase from Escherichia-Coli.
In: Biochemistry 31 (1992), Nr. 24, S. 5534-5544



Literaturverzeichnis

[79]

[30]

[81]

[82]

[33]

[34]

[85]

[36]

[87]

[33]

[39]

[90]

[91]

HarveEy, D. J. ; HORNING, M. G.: Characterization of Trimethylsilyl Derivatives
of Sugar Phosphates and Related Compounds by Gas-Chromatography and Gas-
Chromatography Mass-Spectrometry. In: Journal of Chromatography 76 (1973), Nr. 1,
S. 51-62

HasvaMm, E.: Shikimic Acid - Metabolism and Metabolites. Chichester : John Wiley &
Sons Ltd., 1993

HasrawMm, E. ; HAWORTH, R. D. ; KNOWLES, P. F.: The Preparation and Identification
of 5-Dehydroquinic and 5-Dehydroshikimic Acids. In: Methods in Enzymology 6 (1963),
S. 498-504

HasvaMm, E. ; TURNER, M. J. ; SARGENT, D. ; THOMPSON, R. S.: Shikimate Pathway
.1. Introduction - Preparation of Stereospecifically Labelled 2-Deuterio-Derivatives of
3-Dehydroquinic Acid. In: Journal of the Chemical Society C-Organic (1971), Nr. 8,
S. 1489-1495

HEesse, M. ; MEIER, H. ; ZEEH, B.: Spektroskopische Methoden in der organischen
Chemie. 4. iiberarbeitete Auflage. Stuttgart : Thieme Verlag, 1991

HEYNS, K. ; GoTTscHALCK, H.: Uber katalytische Oxidationen: 15. Katalytische Oxi-
dation von Chinasaure und Shikimisaure. In: Chemische Berichte-Recueil 94 (1961),
Nr. 2, S. 343-348

HirscH, E.: Reaktionstechnische Untersuchungen zur Auswirkung von Glukose-Pulsen
auf den Aromatenbiosyntheseweg bei Glukose limitierten Escherichia coli Stdmmen,
Diplomarbeit Fachhochschule Flensburg. (2001)

INTERNET: IS Web of Knowledge, Current Contents Connect,
http://isil.isiknowledge.com /portal.cgi, Lizenzzugang iiber die Zentralbibliothek
der Forschungszentrum Jiilich GmbH.

IRIBARNE, J. V. ; THOMSON, B. A.: Evaporation of Small Ions from Charged Droplets.
In: Journal of Chemical Physics 64 (1976), Nr. 6, S. 2287-2294

JENSEN, N. B. S. ; JOKUMSEN, K. V. ; VILLADSEN, J.: Determination of the phospho-
rylated sugars of the Embden-Meyerhoff-Parnas pathway in Lactococcus lactis using a
fast sampling technique and solid phase extraction. In: Biotechnology and Bioenginee-
ring 63 (1999), Nr. 3, S. 356-362

JOSSEK, R. ; BONGAERTS, J. ; SPRENGER, G. A.: Characterization of a new feedback-
resistant 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate synthase AroF of Escherichia
coli. In: Fems Microbiology Letters 202 (2001), Nr. 1, S. 145-148

KaAruTz, M. ; KRAEMER, M. ; SAHM, H. ; SPRENGER, G.: Microbial preparation
of substances from aromatic metabolism I. WO98/18936. Patent granted in the USA
(6316232), ZA (9568/97) and pending for EP, CN, JP, KR and DE. (1998)

KATONA, Z. F. ; SASS, P. ; MOLNAR-PERL, I.: Simultaneous determination of su-

gars, sugar alcohols, acids and amino acids in apricots by gas chromatography-mass
spectrometry. In: Journal of Chromatography A 847 (1999), Nr. 1-2, S. 91-102

173



Literaturverzeichnis

92]

193]

[94]

[95]

[96]

[97]

98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

174

KEBARLE, P. ; TANG, L.: From Ions in Solution to Ions in the Gas-Phase - the
Mechanism of Electrospray Mass-Spectrometry. In: Analytical Chemistry 65 (1993),

Nr. 22, S. A972-A986

KEIFER, P. A.: NMR tools for biotechnology. In: Current Opinion in Biotechnology
10 (1999), Nr. 1, S. 34-41

KrLeanTHOUS, C. ; DEKA, R. ; Davis, K. ; KELLY, S. M. ; COOPER, A. ; HARDING,
S. E. ; Price, N. C. ; HAWKINS, A. R. ; CoccIns, J. R.: A Comparison of the
Enzymological and Biophysical Properties of 2 Distinct Classes of Dehydroquinase
Enzymes. In: Biochemical Journal 282 (1992), S. 687-695

KLINK, F.E.: Liquid Chromatography /Mass Spectrometry. In: MEYERS, R.A. (Hrsg.):
Encyclopedia of Analytical Chemistry Bd. 13. Chichester : John Wiley & Sons, 2000,
S. 11804-11822

KnNacas, A. R.: The biosynthesis of shikimate metabolites. In: Natural Product Reports
16 (1999), Nr. 4, S. 525-560

Knop, D. R. ; DrATHS, K. M. ; CHANDRAN, S. S. ; BARKER, J. L. ; DAENIKEN, R.
von ; WEBER, W. ; FrosT, J. W.: Hydroaromatic equilibration during biosynthesis
of shikimic acid. In: Journal of the American Chemical Society 123 (2001), Nr. 42,
S. 10173-10182

KREUTZER, A.: Personliche Mitteilung, Forschungszentrum Jiilich GmbH, Institut fiir
Biotechnologie 2. (2000)

KRAMER, M.: Investigations on the influence of increased availability of Erythrose 4-
phosphate and phosphoenolpyruvate on the carbon flux into the aromatic amino acid
pathway of Escherichia coli, Dissertation Universitdat Diisseldorf. (2000)

Kunzg, M.: Entwicklung und Anwendung von Pulsexperimenten in Fed-Batch Fermen-
tationen zur Untersuchung des Stoffwechsels in E. coli L-Phenylalanin-Produzenten,
Diplomarbeit Technische Universitdt Dresden. (2003)

LANGE, H. C. ; EMAN, M. ; ZUIJLEN, G. van ; VISSER, D. ; DAM, J. C. van ; FRANK,
J. ; MATTOS, M. J. T. de ; HEUNEN, J. J.: Improved rapid sampling for in vivo
kinetics of intracellular metabolites in Saccharomyces cerevisiae. In: Biotechnology and
Bioengineering 75 (2001), Nr. 4, S. 406-415

LAWLEY, B. ; PITTARD, A. J.: Regulation of Arol. Expression by TyrR Protein and
Trp Repressor in Escherichia-Coli K-12. In: Journal of Bacteriology 176 (1994), Nr. 22,
S. 6921-6930

LE SANN, C. ; ABELL, C. ; ABELL, A. D.: A convenient method for the synthesis of
dehydroquinic acid. In: Synthetic Communications 33 (2003), Nr. 4, S. 527-533

LEMARECHAL, P. ; Froussios, C. ; LEVEL, M. ; AZERAD, R.: Interaction of
Phosphonate and Homophosphonate Analogs of 3-Deoxy-D-Arabino Heptulosonate 7-
Phosphate with 3-Dehydroquinate Synthetase from Escherichia-Coli. In: Biochemical
and Biophysical Research Communications 92 (1980), Nr. 4, S. 1104-1109



Literaturverzeichnis

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

LEUCHTENBERGER, W.: Amino Acids - Technical Production and Use. In: REHM, H.J.
(Hrsg.) ; REED, G. (Hrsg.) ; PUHLER, A. (Hrsg.) ; STADLER, P. (Hrsg.): Biotechnology
Vol. 6: Products and Primary Metabolism. 2. Auflage. Weinheim, New York, Basel,
Cambridge, Tokyo : VCH Verlagsgesellschaft mbH, 1996, S. 465-502

LeviNn, J. G. ; SPRINSON, D. B.: The Formation of 3-Enolpyruvyl Shikimate 5-
Phosphate in Extracts of Escherichia-Coli. In: Biochemical and Biophysical Research
Communications 3 (1960), Nr. 2, S. 157-163

Levin, J. G. ; SPRINSON, D. B.:  Enzymatic Formation + Isolation of 3-
Enolpyruvoylshikimate 5-Phosphate. In: Journal of Biological Chemistry 239 (1964),
Nr. 4, S. 1142-1150

LEWENDON, A. ; COGGINS, J. R.: 3-Phosphoshikimate 1-Carboxyvinyltransferase from
Escherichia-Coli. In: Methods in Enzymology 142 (1987), S. 342-348

L1, K. ; FrosT, J. W.: Microbial synthesis of 3-dehydroshikimic acid: A comparative
analysis of D-xylose, L-arabinose, and D-glucose carbon sources. In: Biotechnology
Progress 15 (1999), Nr. 5, S. 876-883

L1, K. ; MikoLA, M. R. ; DraTHS, K. M. ; WORDEN, R. M. ; FrosT, J. W.: Fed-batch
fermentor synthesis of 3-dehydroshikimic acid using recombinant Escherichia coli. In:
Biotechnology and Bioengineering 64 (1999), Nr. 1, S. 61-73

Liao, J. C.; Hou, S. Y. ; CHAO, Y. P.: Pathway analysis, engineering, and physiological
considerations for redirecting central metabolism. In: Biotechnology and Bioengineering
52 (1996), Nr. 1, S. 129-140

LiNn, H. Y. ; MATHISZIK, B. ; XU, B. ; ENFORS, S. O. ; NEUBAUER, P.: Determination
of the maximum specific uptake capacities for glucose and oxygen in glucose-limited
fed-batch cultivations of Escherichia coli. In: Biotechnology and Bioengineering 73
(2001), Nr. 5, S. 347-357

MAILINGER, W. ; BAUMEISTER, A. ; REUSS, M. ; Rizzi, M.: Rapid and highly auto-
mated determination of adenine and pyridine nucleotides in extracts of Saccharomyces

cerevisiae using a micro robotic sample preparation HPLC system. In: Journal of
Biotechnology 63 (1998), Nr. 2, S. 155-166

MAITRA, U. S. ; SPRINSON, D. B.: 5-Dehydro-3-Deoxy-D-Arabino-Heptulosonic Acid
7-Phosphate - Intermediate in 3-Dehydroquinate Synthase Reaction. In: Journal of
Biological Chemistry 253 (1978), Nr. 15, S. 5426-5430

MARCH, R.E.: Quadrupole Ton Trap Mass Spectrometer. In: MEYERS, R.A. (Hrsg.):
Encyclopedia of Analytical Chemistry Bd. 13. Chichester : John Wiley & Sons, 2000,
S. 1184811872

MARX, A. ; DEGRAAF, A. A. ; WIECHERT, W. ; EGGELING, L. ; SAHM, H.: De-
termination of the fluxes in the central metabolism of Corynebacterium glutamicum
by nuclear magnetic resonance spectroscopy combined with metabolite balancing. In:
Biotechnology and Bioengineering 49 (1996), Nr. 2, S. 111-129

175



Literaturverzeichnis

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

176

MAucH, K. ; VASEGHI, S. ; REUSS, M.: Quantitative Analysis of Metabolic and Signa-
ling Pathways in Saccharomyces cerevisiae. In: SCHUGERL, K. (Hrsg.) ; BELLGARDT,
K.H. (Hrsg.): Bioreaction Engineering. Heidelberg : Springer-Verlag, 2000

McCanbpLiss, R. J. ; PoLiNnGg, M. D. ; HERRMANN, K. M.: 3-Deoxy-D-Arabino-
Heptulosonate 7-Phosphate Synthase - Purification and Molecular Characterization

of Phenylalanine-Sensitive Isoenzyme from Escherichia-Coli. In: Journal of Biological
Chemistry 253 (1978), Nr. 12, S. 4259-4265

MEgHDI, S. ; FrosT, J. W. ; KNOWLES, J. R. Dehydroquinate Synthase
from Escherichia-Coli, and Its Substrate 3-Deoxy-D-Arabino-Heptulosonic Acid 7-
Phosphate. In: Methods in Enzymology 142 (1987), S. 306-314

MEYER, S. ; NoisoMMIT-R1zzI, N. ; REUSS, M. ; NEUBAUER, P.: Optimized analysis

of intracellular adenosine and guanosine phosphates in Escherichia coli. In: Analytical
Biochemistry 271 (1999), Nr. 1, S. 43-52

MULLER, A.: Hartes Gerangel um den Futtertrog. In: Chemische Rundschau (2001),
Nr. 6, S. 1, ISSN 00092983

MonNoD, J.: The growth of bacterial cultures. In: Ann. Rev. Microbiol. 3 (1949),
S. 371-394

MoOUSDALE, D. M. ; CoGaGINs, J. R.: High-Performance Liquid-Chromatography of
Shikimate Pathway Intermediates. In: Journal of Chromatography 329 (1985), Nr. 2,
S. 268272

NELMS, J. ; EDWARDS, R. M. ; WARWICK, J. ; FOTHERINGHAM, I.: Novel Mutations in
the Phea-Gene of Escherichia-Coli K-12 Which Result in Highly Feedback Inhibition-
Resistant Variants of Chorismate Mutase Prephenate Dehydratase. In: Applied and
Environmental Microbiology 58 (1992), Nr. 8, S. 2592-2598

NIELSEN, J. ; VILLADSEN, J.: Bioreaction Engineering Principles. New York, London :
Plenum Press, 1994

NUOFFER, C. ; ZANOLARI, B. ; ERNI, B.: Glucose Permease of Escherichia-Coli -
the Effect of Cysteine to Serine Mutations on the Function, Stability, and Regulation
of Transport and Phosphorylation. In: Journal of Biological Chemistry 263 (1988),
Nr. 14, S. 6647-6655

OGINO, T. ; GARNER, C. ; MARKLEY, J. L. ; HERRMANN, K. M.: Biosynthesis of
Aromatic Compounds - 13C-NMR Spectroscopy of Whole Escherichia Coli Cells. In:
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America-
Biological Sciences 79 (1982), Nr. 19, S. 58285832

OSTERGAARD, S. ; OLSSON, L. ; NIELSEN, J.: In vivo dynamics of galactose metabolism

in Saccharomyces cerevisiae: Metabolic fluxes and metabolite levels. In: Biotechnology
and Bioengineering 73 (2001), Nr. 5, S. 412-425

OWENSs, S.: Center for FElectron Optics, Michigan State University,
http://commtechlab.msu.edu/sites/dlc-me/zoo/zah0700.html.



Literaturverzeichnis

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

[140]

[141]

Parva, A. A. ; TiLton, R. F. ; CROOKS, G. P. ; HUANG, L. Q. ; ANDERSON, K. S.: De-
tection and identification of transient enzyme intermediates using rapid mixing, pulsed-
flow electrospray mass spectrometry. In: Biochemistry 36 (1997), Nr. 49, S. 15472—
15476

PaoLeTTI, F. ; WILLIAMS, J. F. ; HORECKER, B. L.: Enzymatic Method for the
Analysis of D-Erythrose 4-Phosphate. In: Analytical Biochemistry 95 (1979), Nr. 1,
S. 250-253

PaTNAIK, R. ; Liao, J. C.: Engineering of Escherichia-Coli Central Metabolism for
Aromatic Metabolite Production with near Theoretical Yield. In: Applied and Envi-
ronmental Microbiology 60 (1994), Nr. 11, S. 3903-3908

PaTNAIK, R. ; SPITZER, R. G. ; Liao, J. C.: Pathway Engineering for Production of
Aromatics in Escherichia-Coli - Confirmation of Stoichiometric Analysis by Indepen-
dent Modulation of Arog, Tkta, and Pps Activities. In: Biotechnology and Bioenginee-
ring 46 (1995), Nr. 4, S. 361-370

PUHLER, A.: Prokaryotes and Man: Chances, Promises and Risks. In: LENGELER, J.W.
(Hrsg.) ; DREwWS, G. (Hrsg.) ; SCHLEGEL, H.G. (Hrsg.): Biology of the Prokaryotes.
Stuttgart : Thieme Verlag, 1999

PITTARD, A.J.: Biosynthesis of the Aromatic Amino Acids. In: NEIDHARDT, F.C.
(Hrsg.): Escherichia coli and Salmonella typhimurium - Cellular and Molecular Biology.

Washington DC. : ASM press, 1996

PostMma, P. W. ; LENGELER, J. W. ; JACOBSON, G. R.: Phosphoenolpyruvate -
Carbohydrate Phosphotransferase Systems of Bacteria. In: Microbiological Reviews 57
(1993), Nr. 3, S. 543-594

Postma, P.W. ; LENGELER, J.W. :; JACOBSON, G.R. Phosphoenolpyruva-
te:Carbohydrate Phosphotransferase Systems. In: NEIDHARDT, F.C. (Hrsg.): Escheri-
chia coli and Salmonella typhimurium - Cellular and Molecular Biology. Washington
DC. : ASM press, 1996

RamiLo, C. A. ; Evans, J. N. S.: Overexpression, purification, and characterization
of tyrosine-sensitive 3-deoxy-D-arabino-heptulosonic acid 7-phosphate synthase from
Escherichia coli. In: Protein Ezpression and Purification 9 (1997), Nr. 2, S. 253-261

RUFFER, N.: laufende Dissertation, Forschungzentrum Jiilich, Institut fiir Biotechno-
logie 2.

Rizzi, M. ; BALTES, M. ; THEOBALD, U. ; REUSS, M.: In vivo analysis of metabolic
dynamics in Saccharomyces cerevisiae .2. Mathematical model. In: Biotechnology and
Bioengineering 55 (1997), Nr. 4, S. 592-608

RUWLITER, G. J. G. ; VISSER, J.: Characterization of Aspergillus niger phosphoglucose

isomerase. Use for quantitative determination of erythrose 4-phosphate. In: Biochimie
81 (1999), Nr. 3, S. 267272

177



Literaturverzeichnis

[142]

[143]

[144]

[145]

[146]

[147]

[148]

[149]

[150]

[151]

[152]

[153]

[154]

[155]

178

SAUTER, T. ; KREMLING, A. ; BETTENBROCK, K. ; FISCHER, S. ; GILLES, E.D.:
Analysis of the dynamics of the Escherichia coli PTS in different time windows. In:
Proceedings of the 5th German Workshop on Artificial Life, 10S Press, 2002

SCHAEFER, U.: Automatisierte Probenahme zur Messung intrazelluldrer Metabolitdy-
namiken, Dissertation Universitdt Bonn. (2000)

SCHAEFER, U. ; Boos, W. ; TAKORS, R. ; WEUSTER-BOTZ, D.: Automated sampling

device for monitoring intracellular metabolite dynamics. In: Analytical Biochemistry
270 (1999), Nr. 1, S. 83-96

SCHLEGEL, H.G.: Allgemeine Mikrobiologie. 7. Auflage. Stuttgart : Thieme Verlag,
1992

SCHLEGEL, H.G.: Geschichte der Mikrobiologie. Halle (Saale) : Deutsche Akademie
der Naturforscher Leopoldina, 1999

ScHMIDT, K. ; NIELSEN, J. ; VILLADSEN, J.: Quantitative analysis of metabolic fluxes
in Escherichia coli, using two-dimensional NMR spectroscopy and complete isotopomer
models. In: Journal of Biotechnology 71 (1999), Nr. 1-3, S. 175-189

ScHMITZ, M. ; HIRSCH, E. ; BONGAERTS, J. ; TAKORS, R.: Pulse experiments as a

prerequisite for the quantification of in vivo enzyme kinetics in aromatic amino acid
pathway of Escherichia coli. In: Biotechnology Progress 18 (2002), Nr. 5, S. 935-941

SCHONER, R. ; HERRMANN, K. M.: 3-Deoxy-D-Arabino-Heptulosonate 7-Phosphate
Synthase - Purification, Properties, and Kinetics of Tyrosine-Sensitive Isoenzyme from
Escherichia-Coli. In: Journal of Biological Chemistry 251 (1976), Nr. 18, S. 5440-5447

SCHRODER, E.: Massenspektrometrie - Begriffe und Definitionen. Berlin : Springer-
Verlag, 1991

SIMMONDS, S.: The Metabolism of Phenylalanine and Tyrosine in Mutant Strains of
Escherichia-Coli. In: Journal of Biological Chemistry 185 (1950), Nr. 2, S. 755-762

SiMPSON, R. J. ; DaviDsoNn, B. E.: Studies on 3-Deoxy-D-Arabinoheptulosonate-
7-Phosphate Synthetase(Phe) from Escherichia-Coli-K12 .3. Structural Studies. In:
European Journal of Biochemistry 70 (1976), Nr. 2, S. 509-516

SKOOG, D.A. ; LEARY, J.J.: Instrumentelle Analytik : Grundlagen, Gerdite, Anwen-
dungen. Berlin : Springer, 1996

Smits, H. P. ; COHEN, A. ; BUTTLER, T. ; NIELSEN, J. ; OLSSON, L.: Cleanup and
analysis of sugar phosphates in biological extracts by using solid-phase extraction and
anion-exchange chromatography with pulsed amperometric detection. In: Analytical
Biochemistry 261 (1998), Nr. 1, S. 36-42

SNELL, K. D. ; DrRATHS, K. M. ; FrROST, J. W.: Synthetic modification of the Escheri-
chia coli chromosome: Enhancing the biocatalytic conversion of glucose into aromatic
chemicals. In: Journal of the American Chemical Society 118 (1996), Nr. 24, S. 5605
5614



Literaturverzeichnis

[156]

[157]

[158]

[159]

[160]

[161]

[162]

[163]

[164]

[165]

[166]

[167]

[168]

[169]

SoGA, T. ; UENO, Y. ; NARAOKA, H. ; OHASHI, Y. ; ToMIiTA, M. ; NISHIOKA, T.:
Simultaneous determination of anionic intermediates for Bacillus subtilis metabolic

pathways by capillary electrophoresis electrospray ionization mass spectrometry. In:
Analytical Chemistry 74 (2002), Nr. 10, S. 2233-2239

STAFFORD, D. E. ; STEPHANOPOULOS, G.: Metabolic engineering as an integrating
platform for strain development. In: Current Opinion in Microbiology 4 (2001), Nr. 3,
S. 336-340

STEPHANOPOULOS, G. ; STAFFORD, D. E.: Metabolic engineering: a new frontier of

chemical reaction engineering. In: Chemical Engineering Science 57 (2002), Nr. 14,
S. 2595-2602

STEPHANOPOULUS, G. ; ARISTIDOU, A. ; NIELSEN, J.: Metabolic engineering: Prin-
ciples and Methodologies. Academic Press, 1998

STOBIECKI, M.: Applications of separation techniques hyphenated to mass spectrome-
ter for metabolic profiling. In: Current Organic Chemistry 5 (2001), Nr. 3, S. 335-349

SzZYPERSKI, T.: Biosynthetically Directed Fractional C-13 Labeling of Proteinogenic
Amino-Acids - an Efficient Analytical Tool to Investigate Intermediary Metabolism.

In: Buropean Journal of Biochemistry 232 (1995), Nr. 2, S. 433-448

SzYPERSKI, T.: C-13-NMR, MS and metabolic flux balancing in biotechnology rese-
arch. In: Quarterly Reviews of Biophysics 31 (1998), Nr. 1, S. 41-106

TAkAGI, M. ; NisHIO, Y. ; OH, G. ; YOSHIDA, T.: Control of L-phenylalanine produc-
tion by dual feeding of glucose and L-tyrosine. In: Biotechnology and Bioengineering
52 (1996), Nr. 6, S. 653-660

TARR, M.A. ; ZHu, J. ; CoLE, R.B.: Atmosperic Pressure lonization Mass Spec-
trometry. In: MEYERS, R.A. (Hrsg.): Encyclopedia of Analytical Chemistry Bd. 13.
Chichester : John Wiley & Sons, 2000, S. 11597-11630

TAYLOR, G.I.: Disintegration of Water Drops in an Electric Field. In: Proc. R. Soc.
London, Ser. A 280 (1964), S. 383-397

TELEMAN, A. ; RICHARD, P. ; TOrvARri, M. ; PENTTILLA, M.: Identification and quan-
titation of phosphorus metabolites in yeast neutral pH extracts by nuclear magnetic
resonance spectroscopy. In: Analytical Biochemistry 272 (1999), Nr. 1, S. 71-79

THEOBALD, U. ; MAILINGER, W. ; BALTES, M. ; Ri1zz1, M. ; REUSS, M.: In vivo analysis
of metabolic dynamics in Saccharomyces cerevisiae .1. Experimental observations. In:
Biotechnology and Bioengineering 55 (1997), Nr. 2, S. 305-316

THEOBALD, U. ; MAILINGER, W. ; REUSS, M. ; Rizz1, M.: In-Vivo Analysis of Glucose-
Induced Fast Changes in Yeast Adenine-Nucleotide Pool Applying a Rapid Sampling
Technique. In: Analytical Biochemistry 214 (1993), Nr. 1, S. 31-37

TRrRENZ, U.: Enzymatische Analyse von katabolen Metaboliten in Perchlorsiureextrak-
ten von Escherichia coli, Diplomarbeit Fachhochschule Aachen. (1996)

179



Literaturverzeichnis

[170]

171]

[172]

173]

[174]

[175]

[176]

[177]

[178]

[179]

[180]

[181]

180

TRIBE, D. E. ; CAMAKARIS, H. ; PITTARD, J.: Constitutive and Repressible Enzymes
of Common Pathway of Aromatic Biosynthesis in Escherichia-Coli K-12 - Regulation of
Enzyme-Synthesis at Different Growth-Rates. In: Journal of Bacteriology 127 (1976),
Nr. 3, S. 1085-1097

TURNER, N. J. ; WHITESIDES, G. M.: A Combined Chemical Enzymatic-Synthesis
of 3-Deoxy-D-Arabino-Heptulosonic Acid 7-Phosphate. In: Journal of the American
Chemical Society 111 (1989), Nr. 2, S. 624-627

VASEGHI, S. ; BAUMEISTER, A. ; Rizzi, M. ; REUss, M.: In Vivo Dynamics of the
Pentose Phosphate Pathway in Saccharomyces cerevisiae. In: Metabolic Engineering 1
(1999), S. 128-140

Vasic-RAcCKI, D.: History of Industrial Biotransformations - Dreams and Realities
(Kap. 2). In: Liesg, A. (Hrsg.): Industrial Biotransformations. Wiley - VCH, 2000,
S. 3-29

VISSER, D. ; ZUYLEN, G. A. van ; DaM, J. C. van ; OUDSHOORN, A. ; EMAN, M. R. ;
Ras, C. ; GuLik, W. M. van ; FRANK, J. ; DEDEM, G. W. K. van ; HELJNEN, J. J.:
Rapid sampling for analysis of in vivo kinetics using the BioScope: A system for
continuous-pulse experiments. In: Biotechnology and Bioengineering 79 (2002), Nr. 6,
S. 674-681

WAaNG, C. H. ; STERN, [. ; GILMOUR, C. M. ; KLUNGSOYR, S. ; REED, D. J. ; BIALY,
J. J. ; CHRISTENSEN, B. E. ; CHELDELIN, V. H.: Comparative Study of Glucose
Catabolism by the Radiorespirometric Method. In: Journal of Bacteriology 76 (1958),
Nr. 2, S. 207-216

WEBER, H. ; BRECKER, L.: Online NMR for monitoring biocatalysed reactions. In:
Current Opinion in Biotechnology 11 (2000), Nr. 6, S. 572-578

WEiss, U. ; EDWARDS, J.M.: The Biosynthesis of Aromatic Compounds. New York :
Wiley-Interscience, 1980

WEiss, U. ; MINGIOLI, E. S.: Aromatic Biosynthesis .15. The Isolation and Identifica-
tion of Shikimic Acid 5-Phosphate. In: Journal of the American Chemical Society T8
(1956), Nr. 12, S. 28942898

WEISSER, P. ; KRAMER, R. ; SAHM, H. ; SPRENGER, G. A.: Functional Expression of
the Glucose-Transporter of Zymomonas-Mobilis Leads to Restoration of Glucose and
Fructose Uptake in Escherichia-Coli Mutants and Provides Evidence for Its Facilitator
Action. In: Journal of Bacteriology 177 (1995), Nr. 11, S. 3351-3354

WESTERHOFF, H. V.: The silicon cell, not dead but live! In: Metabolic Engineering 3
(2001), Nr. 3, S. 207-210

WEUSTER-BOTZ, D.: Die Rolle der Reaktionstchnik in der mikrobiellen Verfahrensent-
wicklung. Schriften der Forschungszentrum Jiilich GmbH, Reihe Lebenswissenschaften,
1999



Literaturverzeichnis

[182]

[183]

[184]

[185)]

[186]

[187]

188

[189]

[190]

[191]

[192]

193]

[194]

WEUSTER-BOTZ, D. ; DEGRAAF, A.A.: Reaction engineering methods to study intra-
cellular metabolite concentrations. In: SCHEPER, T. (Hrsg.): Advances in Biochemical
Engineering and Biotechnology Bd. 54. Heidelberg : Springer-Verlag, 1996, S. 76-108

WEUSTERBOTZ, D.: Sampling tube device for monitoring intracellular metabolite
dynamics. In: Analytical Biochemistry 246 (1997), Nr. 2, S. 225-233

WHuipp, M. J. ; CAMAKARIS, H. ; PITTARD, A. J.: Cloning and analysis of the shiA
gene, which encodes the shikimate transport system of Escherichia coli K-12. In: Gene
209 (1998), Nr. 1-2, S. 185-192

WiIDLANSKI, T. ; BENDER, S. L. ; KNOWLES, J. R.: Dehydroquinate Synthase - a
Sheep in Wolfs Clothing. In: Journal of the American Chemical Society 111 (1989),
Nr. 6, S. 2299-2300

WiLLiams, J. F. ; BLACKMORE, P. F. ; DUKE, C. C. ; MACLEOD, J. K.: Fact, Un-
certainty and Speculation Concerning the Biochemistry of D-Erythrose-4-Phosphate
and Its Metabolic Roles. In: International Journal of Biochemistry 12 (1980), Nr. 3,
S. 339-344

WOMACK, J. E. ; ODONOVAN, G. A.: Orotic-Acid Excretion in Some Wild-Type Strains
of Escherichia-Coli K-12. In: Journal of Bacteriology 136 (1978), Nr. 2, S. 825-828

YAMASHITA, M. ; FENN, J. B.: Electrospray Ion-Source - Another Variation on the
Free-Jet Theme. In: Journal of Physical Chemistry 88 (1984), Nr. 20, S. 44514459

Y1, K. ; L1, K. ; DraTHS, K. M. ; FrOST, J. W.: Modulation of phosphoenolpy-
ruvate synthase expression increases shikimate pathway product yields in E-coli. In:
Biotechnology Progress 18 (2002), Nr. 6, S. 1141-1148

ZAJA, S.: Personliche Mitteilung, Forschungszentrum Jiilich GmbH, Institut fiir Bio-
technologie 2.

ZAJA, S.: Entwicklung analytischer Methoden zur Quantifizierung ausgewéhlter In-
termediate des Aromatenbiosynthesewegs in rekombinanten Stdmmen des Organismus
Escherichia coli, Diplomarbeit Fachhochschule Miinchen. (2001)

ZEPPENFELD, T. ; LARISCH, C. ; LENGELER, J. W. ; JAHREIS, K.: Glucose transporter
mutants of Escherichia coli K-12 with changes in substrate recognition of IICBGlc and
induction behavior of the ptsG gene. In: Journal of Bacteriology 182 (2000), Nr. 16,
S. 4443-4452

ZIMMER, D.: Introduction to quantitative liquid chromatography-tandem mass spec-
trometry (LC-MS-MS). In: Chromatographia 57 (2003), S. 325-332

ZINBO, M. ; SHERMAN, W. R.: Gas Chromatography and Mass Spectrometry of Trime-
thylsilyl Sugar Phosphates. In: Journal of the American Chemical Society 92 (1970),
Nr. 7, S. 21052114

181



