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ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein mathematisches Modell zur Simulation der
ColE1-Plasmidreplikationskontrolle fiir den low copy plasmidtragenden Stamm DH5x —
pSUP 201-3 und fiir den high copy plasmidtragenden Stamm DH5x-pCMV-lacZ unter
Verwendung von MATLAB, Mathworks® erstellt. Das Modell beinhaltet die Plasmidrepli-
kationskontrolle durch die regulatorischen RNA-Molekiile, RNAI und RNAII sowie die
Regulation durch unbeladene tRNA-Molekiile. Zur Untermauerung des Modells wur-
den experimentelle Daten, wie die RNAI- und RNAII-Konzentration, die Plasmidkopi-
enzahl sowie die Wachstumsrate fiir jeweils drei verschiedene Zeitpunkte bestimmt. Die
fiir DH5x-pSUP 201-3 durchschnittlich gemessenen RNA-Konzentrationen betragen, ab-
hédngig vom Messzeitpunkt, 6+0.7 bis 34+7 RNAI-Molekiile pro Zelle und 0.4440.1 bis
340.9 RNAII-Molekiile pro Zelle. Die durchschnittlich gemessenen Plasmidkopienzah-
len von pSUP 201-3 betragen 46+26 bis 48+30. Die fiir DH5x-pCMV-lacZ durchschnitt-
lich gemessenen Plasmidkopienzahlen liegen mit 1514+1301 bis 580644828 Plasmiden
pro Zelle deutlich hoher. Ebenso verhilt es sich mit den gemessenen RNAI- und RNAII-
Konzentrationen. Die durchschnittlich ermittelte Anzahl an RNAI-Molekiilen pro Zelle
fir DH50-pCMV-lacZ bewegt sich zwischen 345+203 und 1086+£298. Die durchschnitt-
lich gemessene RNAII-Konzentration betrdgt 2242 bis 75+10 Molekiile pro Zelle. Die
experimentellen Daten dienen als Anfangsbedingungen fiir das Modell, wenn die ColE1-
Plasmidreplikationskontrolle fiir eine einzelne Zelle simuliert wird und die Simulatio-
nen an einem der drei entsprechenden Messzeitpunkte beginnen.

Mit Hilfe des Modells wurde untersucht, welchen Effekt es auf die Plasmidproduktion
héitte, wiirde man tRNA-Molekiile derart modifizieren, dass die Beladung mit einer Ami-
nosdure durch die Aminoacyl-tRNA-Synthetase nicht mehr moglich wire. Die Simula-
tionen zur Untersuchung dieser Fragestellung haben gezeigt, dass solche modifizierten
tRNA-Molekiile die Plasmidproduktion in silico erhdhen. Um diese in silico-Vorhersagen
im Labor zu tiberpriifen, wurde das leuQ-Gen dahingehend verdndert, dass das ko-
dierte Genprodukt eine Leucin-tRNA darstellt, die von der Leucyl-tRNA-Synthetase
nicht mehr erkannt wird und somit unbeladen bleibt. Das modifizierte leu(Q-Gen wur-

de mittels Transposon-Mutagenese in das Chromosom von E. coli DH5« inseriert. Erste
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Versuche bestitigten die in silico-Vorhersagen und zeigten eine leichte Erhéhung der in-
trazelluldren Plasmidkonzentration.

Neben der Regulation der Plasmidreplikation auf Genomebene lésst sich die Plasmidre-
plikation auf Metabolomebene durch die Verfiigbarkeit von Nukleotiden kontrollieren.
Inwieweit die Plasmidproduktion durch den Metabolismus der Zelle limitiert ist, wurde
bisher wenig untersucht. Aus diesem Grund wurde in dieser Arbeit die Regulation auf
Metabolomebene durch Metabolitprofilanalysen und '3C-Flussmessungen untersucht.
Im Rahmen dieser Analysen sollte der Frage nachgegangen werden, welchen Einfluss
der Plasmidgehalt einer Zelle auf ihre Metabolitzusammensetzung hat. Dabei wurde der
plasmidfreie Stamm DH5x sowie die Staimme DH5x-pSUP 201-3 und DH50-pCMV-GFP
untersucht. Anhand einer Hauptkomponentenanalyse konnte gezeigt werden, dass sich
die drei Stamme hinsichtlich ihrer Metabolitprofile deutlich voneinander unterscheiden.
Untersucht man die Konzentrationen von Ribose, Ribose-5-phosphat und Xylose sieht
man Unterschiede in den Metabolitpools, die mit dem unterschiedlichen Plasmidgehalt
begriindet werden konnen, da diese Metabolite von allen identifizierten Metaboliten
tiber den Pentosephosphatweg am direktesten mit der Nukleotidbiosynthese in Verbin-
dung stehen.

Die Ergebnisse der '3C-Flussmessungen deuten darauf hin, dass der Glukosefluss in
den Pentosephosphatweg bei den untersuchten Plasmidproduktionsstimmen W3110-
pHN, VH33-pHN, VH33A recA-pHN, VH33A (recA deoR)-pHN vom Plasmidgehalt der
Zelle abhéngt, so dass bei Zellen mit einer hoheren Plasmidproduktion ein grofierer
Anteil der aufgenommenen Glukose in den Pentosephosphatweg fliefst und dort zur

Synthese von Vorstufen fiir die Nukleotidbiosynthese zur Verfiigung steht.

3
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DIE BEDEUTUNG VON PLASMID-DNA FUR DIE MEDIZINISCHE
ANWENDUNG

Vor gut 20 Jahren wurde zum ersten Mal entdeckt, dass man durch Injektion von DNA,
die fiir ein korperfremdes Protein kodiert, bei Tieren eine Antwort des Immunsystems
auslosen konnte. Dazu wurden Mause mit Plasmid-DNA tiberzogenen Mikroprojektilen
geimpft. Die Plasmide enthielten die Kopie eines Gens, das fiir ein menschliches Wachs-
tumshormon (hGH) kodiert und unter der Kontrolle des humanen (3-Actin Promotors
oder des Cytomegalovirus (CMV) Promotors stand. Nach der Transfektion konnte eine
Antikorperproduktion direkt gegen hGH beobachtet werden. (Tang ef al., 1992)

Seit dieser Entdeckung nahm das wissenschaftliche Interesse am Gebiet der DNA-
Vakzination zu, so dass im Jahr 2005 die ersten DNA-Vakzine zugelassen wurden. Einer
der ersten DNA basierten Impfstoffe ist der West Nile Virus Innovator. Er wurde von der
Firma Fort Dodge Animal Health entwickelt und schiitzt Pferde vor dem West-Nil-Virus.
Ein weiterer im Jahr 2005 zugelassener DNA-Impfstoff mit dem Namen Apex-IHN wur-
de von Novartis Animal Health entwickelt und wird bei Lachsen angewendet, um sie
gegen die infektiose hamatopoetische Nekrose zu impfen (Prazeres, 2011).

Das Prinzip der DNA-Vakzination ist die Induzierung einer zelluldren und einer hu-
moralen Immunantwort durch DNA-Impfstoffe (Abbildung 2.1). Dabei werden Gene
in Plasmid-Vektoren eingebaut, die fiir virale (oder auch bakterielle) Proteine kodieren,
die zur Immunisierung notwendig sind. Zuvor werden die entsprechenden Gensequen-
zen mittels polymerase chain reaction (PCR) amplifiziert. Die Plasmide werden in den
gewiinschten Produktionsstamm transformiert und darin vermehrt. Anschlieflend wird
die Plasmid-DNA (pDNA) aufgereinigt und entsprechend der Anwendung verpackt.
Im néchsten Schritt werden die Plasmide unter die Haut oder in den Muskel injiziert.
Hier kommt es sowohl zur Transfektion der umgebenden Muskelzellen, als auch zur
Transfektion von Antigen prasentierenden Zellen (APC von engl. antigen presenting cell).
Diese Zellen synthetisieren die plasmidkodierten, korperfremden Proteine und bilden
entsprechende Antigene. Die Antigene werden mittels sogenannter Haupthistokompati-
bilitaitskomplexen (engl. major histocompatibility complex) auf den Zelloberflachen prasen-

tiert.
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Abbildung 2.1: Prinzip der DNA-Vakzination.

Das Prinzip der DNA-Vakzination ist die Induzierung einer zelluldren und einer humoralen Immunant-
wort durch DNA-Impfstoffe. Der Hauptbestandteil eines DNA-Impfstoffs ist Plasmid-DNA, in die Gene
eingebaut sind, die fiir virale (oder auch bakterielle) Proteine kodieren, die zur Immunisierung notwendig
sind. Die Plasmide werden unter die Haut oder in den Muskel injiziert, wo es zur Transfektion der umge-
benden Muskelzellen kommt. Neben den Muskelzellen werden auch Antigen prasentierende Zellen (APC)
transfiziert. Die transfizierten Zellen synthetisieren die plasmidkodierten, korperfremden Proteine und
bilden entsprechende Antigene. Die Antigene werden mittels sogenannter Haupthistokompatibilitatskom-
plexen (MHC) auf den Zelloberflachen prasentiert. Auflerdem werden durch apoptotische und nekrotische
Zellen Antigene an die Umgebung abgegeben, so dass weitere APCs die Antigene auf ihren Oberflichen

exprimieren kénnen. (Kutzler & Weiner, 2008)



DIE BEDEUTUNG VON PLASMID-DNA FUR DIE MEDIZINISCHEANWENDUNG

Zusétzlich bilden sich apoptotische und nekrotische Zellen und es werden Antigene
an die Umgebung abgegeben, wodurch weitere APCs in der Lage sind, die Antigene
auf ihren Oberflichen zu exprimieren. Die APCs wandern in einen Lymphknoten, in
dem tiber mehrere Schritte T- und B-Zellen aktiviert und Antikorper produziert werden.
(Kutzler & Weiner, 2008)

Im Vergleich zu konventionellen Impfstoffen haben DNA-Vakzine den Vorteil, dass ihre
Anwendung sicherer ist. Es besteht kein Risiko der Riickkehr in eine virulente Form
oder einer Sekundérinfektion, da DNA-Vakzine keine abgeschwichte Pathogenitat auf-
weisen und in Eukaryoten nicht replizieren konnen. Des Weiteren entstehen keine Un-
vertraglichkeiten, weil sich die Inmunantwort nur gegen solche Proteine richtet, die zur
Immunisierung erforderlich sind. Ein zuséatzlicher Aspekt, der fiir die Verwendung von
DNA-Impfstoffen spricht, ist ihre kurze Herstellungszeit.

Es gibt dennoch einige Gruppen, die Bedenken beziiglich einer Integration ins Wirtsge-
nom und der Ausbildung einer anti-DNA Immunantwort duflern. Um diese moglichen
Nachteile zu untersuchen, wurden umfangreiche Studien durchgefiihrt, die ergaben,
dass das Risiko einer genomischen Integration sehr klein ist, da es deutlich geringer ist,
als das Auftreten einer natiirlich vorkommenden Mutation. Zur Ausbildung einer anti-
DNA Immunantwort wurden ebenfalls eingehende Untersuchungen durchgefiihrt, wo-
bei es in keiner Studie Hinweise auf eine erhohte anti-DNA Immunantwort gab. (Kutzler

& Weiner, 2008) (Ferraro et al., 2011)
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Abbildung 2.2: Klinischen Studien zu DNA-Vakzin-Angriffszielen.

Im Jahr 2011 befanden sich 43 DNA-Vakzine zur Beurteilung in klinischen Studien (grofies Kreisdiagramm).
Zwolf davon betrafen die Untersuchung von Krebserkrankungen, u. a. Brust- und Nierenkrebs (kleines
Kreisdiagramm). (Ferraro et al., 2011). Im Januar diesen Jahres ist die Anzahl der klinischen Studien, die
sich mit der Erkrankung an Krebs beschiftigen, bereits auf 17 gestiegen (Senovilla et al., 2013). (Ferraro

et al., 2011)
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Neben der Anwendung zum Schutz vor viralen oder bakteriellen Infektionen kénnten
DNA-Vakzine auch Verwendung bei der Indikation von verschiedenen Krebsarten fin-
den. Im Jahr 2011 wurden in 43 klinischen Studien DNA-Vakzine beurteilt, von denen
12 (28 %) die Untersuchung von Krebs betrafen (Ferraro et al., 2011). Eine Ubersicht iiber
die Bereiche dieser 43 Studien ist in Abbildung 2.2 dargestellt. Im Januar 2013 beschéf-
tigten sich bereits 17 klinische Studien mit der Erkrankung an Krebs (Senovilla et al.,
2013).

Neben den bereits erwdahnten Plasmid-DNA-Vakzin Produkten sind im Jahr 2009 noch
zwei weitere Plasmid-DNA-Vakzine fiir die veterindrmedizinische Anwendung zugelas-
sen worden (Williams ef al., 2010).

Da in der Tiermedizin bereits einige Plasmid-Biopharmazeutika zugelassen sind und
43 DNA-Vakzine zur humanen Anwendung in klinischen Studien tiberpriift werden,
wird die Nachfrage an pDNA fiir die medizinische Anwendung in den kommenden
Jahren steigen (Bower & Prather, 2009). Eine notwendige Voraussetzung um diesem
grofler werdenden Interesse nachzukommen, ist die Produktion von pDNA in grofiem
Mafistab und in bester Qualitdt. Dazu miissen die Prozesse der Plasmidproduktion mit
entsprechenden Produktionsstimmen und Plasmidvektoren optimiert und weiterentwi-

ckelt werden.
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BIOLOGISCHER HINTERGRUND

3.1 PLASMID-DNA-PRODUKTION FUR DIE MEDIZINISCHE ANWENDUNG

.1 propose plasmid as a generic term for any extrachromosomal hereditary determinant.”
(Lederberg, 1952)

Im Jahr 1952 fiihrte Joshua Lederberg das Wort ,Plasmid” als einen allgemeinen Aus-
druck fiir extrachromosomale Erbfaktoren ein. Zuvor waren extrachromosomale, geneti-
sche Elemente unter einer Vielzahl an Namen bekannt, wie ,,pangenes, bioblasts, plasma-
genes, plastogenes, chondriogenes, cytogenes and proviruses” (Lederberg, 1952). Heu-
te definiert man Plasmide als ,extrachromosomale, doppelstrangige DNA-Molekiile,
die unabhingig von dem Wirtschromosom replizieren und mit diesem koexistieren.”
(Schuhmann, 1990)

In der Natur vorkommende Plasmide besitzen inhédrente und phénotypische Funktio-
nen. Zu den inhdrenten Funktionen gehoren Fahigkeiten wie Konjugation, Mobilisie-
rung, Replikation, Kontrolle der Kopienzahl, Mechanismen der stabilen Vererbung von
Plasmiden und Inkompatibilitidt. Unter phanotypischen Funktionen versteht man z. B.
Antibiotika- oder Schwermetallresistenzen. Die fiir phanotypische Funktionen kodie-
renden Gene sind fiir das Bakterium nicht essentiell. Sie konnen ihm aber einen Wachs-
tumsvorteil gegeniiber anderen Bakterien verschaffen oder im Fall von sich d&ndernden
Umweltbedingungen das Uberleben sichern. (Schuhmann, 1990)

Plasmide sind seit den 7oer Jahren des zwanzigsten Jahrhunderts ein wichtiges Werk-
zeug in der Molekulargenetik und in der Biotechnologie (Lederberg, 1998). Seit eini-
gen Jahren finden sie zunehmend auch als Basis fiir diverse vielversprechende DNA-
Biopharmazeutika Anwendung (Kutzler & Weiner, 2008). Dazu gehort neben der Ver-
wendung in der DNA-Impfung auch der Einsatz in der Gentherapie. Im Rahmen einer
Gentherapie wird eine Erkrankung aufgrund eines genetischen Defektes durch das Ein-
bringen einer Kopie des intakten Gens in den Patienten behandelt. Zur erfolgreichen
und gleichzeitig 6konomischen Durchfiihrung von Gentherapien und DNA-Impfungen

ist eine large-scale Produktion von qualitativ hochwertiger pPDNA essentiell. Die Plasmid-
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3.1 PLASMID-DNA-PRODUKTION FUR DIE MEDIZINISCHE ANWENDUNG

Produktion fiir DNA-Vakzine erfolgt ausschliefslich in Escherichia coli K-12 Derivaten, die
von der Food and Drug Administraion (FDA) tiberpriift wurden. Dazu gehoren z. B. DH5«x
(Carnes et al., 2006), DH5 (Listner et al., 2006), DH1 (Cooke et al., 2004), SCS1-L (Singer
et al., 2009) oder DH10B (Lahijani et al., 1996). Diese Staimme besitzen den sogenannten
GRAS-Status (GRAS = Generally recognised as safe) und sind demnach weder pathogen
noch bilden sie toxische oder antibiotische Nebenprodukte.

Die Schritte eines Produktionsprozess von pDNA sind in Abbildung 3.1 als Ubersicht

dargestellt.
| Plasmid-Design & Stammauswahl | @
- Wahl des Inserts
- Wahl des Vektors
- Wahl des Wirtstamms
| Transformation & Klonanalyse | ®

i l! _ - Wahl der Kultivierungsmethode
b T - Wahl der Kultivierungshedingungen
| I-:
- |
= - Wahl der Technologie

{Filtrierung vs. Zentrifugation)

Large-scale-Kultivierung

und Zellernte P &

Plasmidaufreinigung

- Wahl der Methode zur Zellyse

Trennung von

Zellyse Flissigkeit ———
% und Prézipitat ¥
- Wahl der Chromatographie-
\ Methode (HIC, RP, ...)

Chromatographie

Plasmid-DNA als
Endprodukt

Abbildung 3.1: Schritte eines Plasmid-Produktionsprozesses.

Die Produktion von Plasmid-DNA beginnt mit dem Plasmid-Design und der Wahl des Wirtsstamms
(Schritt I). Anschlielend wird das zu produzierende Plasmid in den gewéhlten Produktionsstamm trans-
formiert und die richtigen Klone mittels einer Klonanalyse identifiziert (Schritt II). Die Zellen werden zur
Vermehrung ausgesit. Im nachsten Schritt wird die Kultivierungsmethode mit passenden Kultivierungs-
bedingungen gewdhlt und eine frische Kultur der zuvor ausgesiten Zellen wird zur Plasmidproduktion
eingesetzt (Schritt III). Der letzte Schritt besteht aus der Aufreinigung der Plasmid-DNA mit Hilfe einer

chromatografischen Methode. (Prather et al., 2003)
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3.1 PLASMID-DNA-PRODUKTION FUR DIE MEDIZINISCHE ANWENDUNG

Zu Beginn des Produktionsprozesses miissen ein geeignetes Insert und ein passender
Vektor gewiéhlt werden. Ein mogliches Insert ist z. B. ein Antigen fiir ein DNA-Vakzin.
Bei der Wahl eines Inserts sind viele Faktoren zu beachten, damit die Effektivitit des
Vakzins nicht negativ beeinflusst wird. Dazu gehort unter anderem, dass die Kodon-
verwendung der Aminosduren an den Zielorganismus angepasst wird. (Williams et al.,
2010), (Brand et al., 2012)

Bei der Auswahl des Vektors gilt generell: Je kleiner desto besser, da die Transfekti-
onseffizienz mit zunehmender Grofie abnimmt. Aufierdem sollte er eine hohe Kopien-
zahl besitzen (Brand et al., 2012). Die meisten therapeutischen Vektoren basieren auf
pBR322- oder pUC-Plasmiden und besitzen ColE1-dhnliche Replikationsurspriinge (Wil-
liams et al., 2010). Die Unterschiede zwischen pBR322- und pUC-Plasmiden sind zum
einen die Abwesenheit eines Gens in pUC-Plasmiden, welches fiir ein regulatorisches
Protein namens Rom kodiert und zum anderen eine zusitzliche Punktmutation im
RNAII-Transkript (Lin-Chao et al., 1992), (Yanisch-Perron et al., 1985).

Neben ColE1-dhnlichen Replikationsurspriingen werden noch R6K- und Ri-Replikons
verwendet (Williams et al., 2010). In Abbildung 3.2 ist eine allgemeine Darstellung ei-
nes aus Insert und Vektor bestehenden pDNA-Vakzin-Konstrukts zu sehen. Es enthilt
einen Replikationsursprung und einen Selektionsmechanismus zur stabilen Replikation
im Wirtsstamm. Des Weiteren ist das Insert unter der Kontrolle eines eukaryotischen
Promotors mit einem Enhancer auf dem Vektor lokalisiert. Um die Transkription des
eingeftigten Gens zu beenden, ist zusétzlich ein Transkriptionsstop-Element enthalten.

(Prather et al., 2003)

Zielgen
!
Promoter/ Enhancer _ Transkriptions-Terminator/

(z.B.CMVIE, SV 40) 3} —Polyadenylierunssignal
(z. B. BGH, SV 40)

\ . Bakterielle
Replikationselemente

Selektion.sme.chani.smus (z. B. ColE1-ahnliche
(z. B. Antibiotikaresistenz Replikationsurspriinge

Abbildung 3.2: Ein typisches pDNA-Vakzin-Konstrukt.

Der Vektor eines typischen DNA-Vakzins weist neben einem Replikationsursprung und einem Selektions-
mechanismus das Insert unter der Kontrolle eines eukaryotischen Promotors mit einem Enhancer auf. Des
Weiteren ist ein Transkriptionsstop-Element enthalten, welches die Transkription des eingefiigten Gens

beendet. (Prather et al., 2003)
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3.1 PLASMID-DNA-PRODUKTION FUR DIE MEDIZINISCHE ANWENDUNG

Bevor die Produktion der pDNA beginnen kann, muss als letztes der Produktions-
stamm gewdahlt werden. Ein wichtiges Kriterium bei der Wahl des Produktionsstammes
ist, dass er gute Produktionseigenschaften besitzt. Dazu gehort neben der Bildung quali-
tativ guter pDNA, dass er nach der Kultivierung eine leichte Aufreinigung der Plasmide
ermoglicht. Qualitativ gute pPDNA zeichnet sich dadurch aus, dass die Plasmide in einer
geschlossenen, kovalenten und zirkuldren Form (ccc von engl. covalently closed circular)
vorliegen. Neben der sogenannten ccc-Form konnen Plasmide noch linear und in der
oc-Form (oc von engl. open circular) in der Zelle vorhanden sein. (Schleef, 2001)

Fiir den pharmazeutischen Einsatz von pDNA ist die Form der Plasmide ein wichtiger
Aspekt, da die Tranfektionseffizienz von der Plasmid-Topologie beeinflusst wird. Der
Grund dafiir ist, dass die kompaktere ccc-Form besser von den Zellen aufgenommen
wird, als die relaxierten Formen. Die FDA betrachtet die anderen Topologien sogar als
Verunreinigung, so dass man im Rahmen der Plasmidproduktion fiir DNA-Vakzine an
einem hohen ccc-Plasmidanteil interessiert ist. (Brand et al., 2012) Es konnte gezeigt
werden, dass der Wirtsstamm einen entscheidenden Einfluss auf die Plasmidausbeute
und deren Qualitdt hat. Von den kommerziellen E. coli K-12-Stdimmen eignet sich der
DHso am besten zur Plasmidproduktion, da er mit 120,1 pg/ml die grofite Ausbeute an
qualitativ hochwertiger Plasmid-DNA besitzt. Seine Leistung wird nur von dem Stamm
HB101 mit einer Ausbeute von 134,9 pg/ml tibertroffen. Allerdings ist dieser Stamm
nicht fiir eine large-scale Produktion geeignet, da er grofie Mengen an Kohlenhydraten
enthélt, die wahrend der Lyse austreten und so die Plasmidaufreinigung erschweren.
(Yau et al., 2008)

Nach der Wahl eines geeigneten Produktionsstamms wird das entworfene Plasmid-
Konstrukt in den Stamm transformiert und dieser im dritten Schritt des Produktionspro-
zesses kultiviert. Fiir die Kultivierung ist es wichtig, optimale Bedingungen zu wahlen,
da diese den grofsten Einfluss auf das Wachstum und die Plasmidausbeute haben (Car-
nes, 2005). Neben einer guten Sauerstoffverfiigbarkeit gehort dazu ein Medium, dass
ein gutes Wachstum ermoglicht, so dass das Verhiltnis von produzierter pDNA zu Bio-
masse zugunsten der Plasmide ausfallt. Hierbei ist zu beachten, dass ein zu schnelles
Wachstum zu einer geringeren DNA-Ausbeute fiihrt (Prather et al., 2003).

Im Anschluss an die Kultivierung werden die Zellen geerntet. Dies kann sowohl durch
Filtration oder auch Zentrifugation erfolgen.

Im letzten Schritt muss die pDNA aufgereinigt werden. Dies erfolgt in der Regel iiber

eine Zelllyse mit einer anschlieffenden chromatographischen Auftrennung. Als Endpro-
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3.2 ZWEI EBENEN ZUR KONTROLLE DER PLASMIDREPLIKATION

dukt erhdlt man saubere pDNA mit einem hohen ccc-Anteil, die in der DNA-Vakzination
eingesetzt werden kann.

Zur Zeit ist die pDNA-Ausbeute mit 2-4 g/l im Vergleich zur Produktion von prote-
inbasierten Pharmazeutika (10-100 g/1) sehr gering (Brand et al., 2012). Diese Angaben
beziehen sich auf die volumetrische Ausbeute in einem optimierten, effizienten fed-batch-
Produktionsprozess und entsprechen einer spezifischen pDNA-Ausbeute von 51 mg/g
CDW =5 % des Zelltrockengewichts [CDW von engl. cell dry weight] (Williams et al.,
2010), (Brand et al., 2012). Wird von einer pDNA-Ausbeute gesprochen, wird zwischen
der volumetrischen und der spezifischen Ausbeute unterschieden. Die volumetrische
Ausbeute bezieht sich auf ein Volumen und wird angegeben in [mg/1], wohingegen sich
die spezifische Ausbeute auf das Zelltrockengewicht bezieht und die Einheit [mg/g-
CDW] besitzt.

Ziel eines optimalen Plasmidproduktionsprozesses ist die Maximierung der volumetri-
schen und der spezifischen ccc-pDNA-Ausbeute (Williams et al., 2010). Um den Einsatz
von pDNA-Vakzinen erfolgreich zu machen, muss die Effizienz der Plasmidproduk-
tionsprozesse deutlich erhoht werden. Eine wichtige Aufgabe dabei ist zu verstehen,
welche Faktoren die Plasmidproduktion und somit die Ausbeute beeinflussen. Da der
Prozess aus vielen aufeinander folgenden Schritten besteht, ergeben sich diverse Ansatz-
punkte zur Optimierung.

Im Rahmen dieser Arbeit wird die Ebene des Wirtsstamms niher betrachtet, wobei die
Faktoren untersucht werden sollen, die die Plasmidreplikation in dem Escherichia coli

Plasmidproduktionsstamm DH5x beeinflussen.

3.2 ZWEI EBENEN ZUR KONTROLLE DER PLASMIDREPLIKATION

Campbell & Reece (2003) beschreiben eine lebende Zelle als eine ,chemische Fabrik im
Miniaturformat” in der alle Stoffwechselaktivititen genau koordiniert und kontrolliert
werden. Im Rahmen dieser Stoffwechselaktivititen setzen die Zellen in Zuckern und
anderen Betriebstoffen gespeicherte Energie frei und benutzen sie um verschiedene Ar-
ten von Arbeit innerhalb des Zellstoffwechsels zu verrichten. Der Zellstoffwechsel kann
dabei als grofies Reaktionsnetzwerk betrachtet werden, das sich in viele verschiedene
Stoffwechselwege aufteilt. (Campbell & Reece, 2003)

Die Plasmidreplikation von den in dieser Arbeit betrachteten ColE1-Plasmiden ist eine

dieser Arten von Arbeit, die die Zelle unter Aufwendung von Energie verrichtet. Da die
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3.2 ZWEI EBENEN ZUR KONTROLLE DER PLASMIDREPLIKATION

Plasmidreplikation Energie kostet, ist es notwendig, dass sie einer strengen Kontrolle
unterliegt, um nicht Plasmide im Uberfluss zu synthetisieren und dadurch wertvolle
Energie zu vergeuden. Betrachtet man alle bekannten Faktoren, die die Plasmidrepli-
kation beeinflussen konnen, stellt man fest, dass es zwei zentrale Ebenen gibt, die den

Plasmidgehalt einer Zelle regulieren (Abb. 3.3).
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Abbildung 3.3: Zwei Ebenen zur Regulation der Plasmidkopienzahl.

Die Plasmidreplikationskontrolle kann sowohl auf Genom-, als auch auf Metabolomebene reguliert wer-
den. Auf Genomebene wird die Replikation des Plasmids durch die DNA-Polymerase {iber die Bindung
von RNA-Molekiilen und unbeladenen tRNA-Molekiilen an Bereiche des Replikationsursprungs gesteuert
(Ebene 1). Die Kontrolle tiber die Metabolomebene erfolgt {iber die Verfiigbarkeit von Nukleotiden und

deren Vorstufen (Ebene 2).

Die erste Ebene ist die der Plasmidreplikationskontrolle auf Genomebene. Hier wird
die Replikation des Plasmids durch die DNA-Polymerase iiber die Bindung von RNA-
Molekiilen und unbeladenen tRNA-Molekiilen an Bereiche des Replikationsursprungs
gesteuert.

Die zweite Ebene beeinflusst die Plasmidreplikationskontrolle durch die Verfiigbarkeit
von Nukleotiden und deren Vorstufen und betrifft die Metabolomebene. Sind z. B. nicht
ausreichend ,Bausteine” fiir die Synthese von Plasmid-DNA in der Zelle vorhanden,
wird die Plasmidreplikation verlangsamt bzw. kommt zum Erliegen.

Aufgrund dieser beiden Moglichkeiten die Plasmidsynthese (und somit auch die Plas-

midproduktion) zu regulieren, befasst sich ein Teil dieser Arbeit mit der Untersuchung
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3.3 PLASMIDREPLIKATIONSKONTROLLE VON COlE1-AHNLICHEN PLASMIDEN

der Plasmidreplikationskontrolle auf Genomebene mit Hilfe eines mathematischen Mo-
dells. In dem anderen Teil soll die Plasmidreplikation auf Metabolomebene néher be-
trachtet werden. Dazu wird zum einen ein Metabolitprofil zur Untersuchung der Meta-
bolitzusammensetzung in An- und Abwesenheit eines Plasmids erstellt und zum ande-

ren der Metabolitfluss durch '3 C-Flussmessungen analysiert.

3.3 PLASMIDREPLIKATIONSKONTROLLE VON COlE1-AHNLICHEN PLASMIDEN

Die Plasmidreplikationskontrolle spielt eine wichtige Rolle fiir die Plasmidproduktion,
da sie die Plasmidanzahl pro Zelle, die sogenannte Plasmidkopienzahl (PCN von engl.
plasmid copy number) reguliert. An dieser Stelle soll zundchst kurz die Plasmidreplikation
erklart werden. Als Plasmidreplikation bezeichnet man die Vervielfiltigung der pDNA

in einer Zelle (Abbildung 3.4).

@ O O Escherichia coli

O Zelle
Chromosom
Plasmide mit

‘ Kopienzahl = 3

Zelle kurz
vor der Teilung

Zellteilung mit Aufteilung
‘ ‘ der Plasmide

O Tochterzellen mit je
@ @ mindestens
O O einer Plasmidkopie

Wachstum und
‘ ‘ Plasmidreplikation

Abbildung 3.4: Uberblick iiber die Plasmidreplikation.

Mit Plasmidreplikation bezeichnet man die Vervielfaltigung der Plasmid-DNA in einer Zelle. Plasmide
liegen daher in der Regel in mehreren Kopien in der Zelle vor (hier Plasmidkopienzahl = 3). Auf diese
Weise wird gewahrleistet, dass, bevor sich die Zelle teilt, mindestens ein Plasmid an jede Tochterzelle
weitergegeben wird. Nach erfolgreicher Zellteilung beginnt jede Tochterzelle zu wachsen und repliziert

ihre pDNA bis wieder eine bestimmte Kopienzahl erreicht ist.

Anhand von Abbildung 3.4 ist zu erkennen, dass Plasmide in mehreren Kopien in
der Zelle vorliegen. Man unterscheidet dabei zwischen sogenannten high copy- und low

copy Plasmiden. Ein high copy Plasmid besitzt im Gegensatz zum low copy Plasmid eine
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3.3 PLASMIDREPLIKATIONSKONTROLLE VON COlE1-AHNLICHEN PLASMIDEN

hohere Kopienzahl pro Zelle. Vor der Zellteilung wird gewihrleistet, dass mindestens
ein Plasmid an jede Tochterzelle weitergegeben wird. Nach erfolgreicher Zellteilung
beginnt jede Tochterzelle zu wachsen und repliziert ihre pDNA, damit sie, kurz bevor
sie sich selbst teilt, sicherstellen kann, dass auch jede ihrer Tochterzellen mindestens ein
Plasmid erhalt.

Da die Mehrheit der therapeutisch angewandten Plasmide auf pBR322- oder pUC-
Plasmiden basieren und diese, mit dem pMBi-Replikon, einen ColE1-dhnlichen
Replikationsursprung besitzen (Williams et al., 2010) (Bhagwat & Person, 1981), beschif-
tigt sich diese Arbeit mit der Untersuchung der Col/E1-Plasmidreplikationskontrolle.
Ein Grund fiir die verbreitete Anwendung von ColE1-dhnlichen Vektoren als Gertist
fiir DNA-Vakzine ist, dass diese Vektoren in den vergangenen Jahrzehnten intensiv
analysiert wurden. Sie werden zudem in der Mehrzahl der Produktionsprozesse fiir
rekombinante Proteine eingesetzt, so dass die Produktionsbedingungen bereits sehr gut
untersucht und eine Vielzahl an pUC-Vektor-Konstrukten erhiltlich sind. Des Weiteren
lassen sich, aufgrund fritherer Modifikationen, mit ColE1-dhnlichen Plasmiden hohe
Kopienzahlen erzielen. (Prather et al., 2003)

Generell kontrollieren bakterielle Plasmide ihre PNC durch negativ wirkende Kontroll-
systeme, die die Replikationsrate an sich verdndernde Bedingungen anpassen (del Solar
& Espinosa, 2000). Bei ColE1-dhnlichen Plasmiden geschieht dies durch ein inhibitorisch
wirkendes antisense RNA-Molekiil, das die Bildung eines RNA-Primermolekiils verhin-
dert (Grabherr & Bayer, 2002).

Die Replikation von ColE1-Plasmiden verlduft unidirektional und benétigt kein plas-
midkodiertes Initiatorprotein (Williams et al., 2010). Es kann zwischen drei moglichen
Szenarien unterschieden werden: Im ersten Fall (Abbildung 3.5 A) bindet ein Teil eines
plasmidkodierten RNA-Vorldufer-Transkriptes (RNAII) an den Replikationsursprung,
wo es eine R-Schleife bildet und einen persistenten Hybridkomplex mit der pDNA
formt (Williams et al., 2010) (Itoh & Tomizawa, 1980). Da das 3’-Ende der RNAII varia-
bel ist, entstehen bei der Transkription RNAII-Molekiile verschiedener Langen. Diese
unterschiedlich langen RNAII-Transkripte werden im nédchsten Schritt von dem Enzym
RNase H gespalten und somit auf eine Lange gebracht. Dabei wird eine "'OH-Gruppe
frei und die RNAII kann als Primer dienen. RNase H ist ein Enzym, das spezifisch
DNA-RNA-Hybridmolekiile erkennt und die RNA hydrolysiert. (Schuhmann, 1990)
Die Modifikation der RNAII ist essentiell fiir die Replikation, da ansonsten die Bildung

des sogenannten leading-Stranges durch die DNA Polymerasel nicht starten kann (Itoh
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3.3 PLASMIDREPLIKATIONSKONTROLLE VON COlE1-AHNLICHEN PLASMIDEN

& Tomizawa, 1980). Anschlieffend wird die Elongation durch die DNA Polymeraselll
fortgesetzt und das Plasmid wird repliziert.

Bei einer Hemmung der Replikation wird die Modifikation der RNAII durch die
RNase H verhindert. Dies ist im zweiten Szenario, in Abbildung 3.5 B gezeigt: Ein
kleines komplementdres RNA-Transkript (RNAI) bindet an die RNAII, so dass diese
nicht gespalten werden und als Primer dienen kann (Tomizawa & Itoh, 1981). Die
beiden RNA-Transkripte stammen von derselben DNA-Region, nahe dem Replikati-
onsursprung, wobei RNAI konstitutiv in antisense-Richtung transkribiert wird. Durch
die Bindung von RNAI an RNAII entsteht ein transienter, sogenannter kissing complex,
wodurch die Primer-Reifung blockiert wird. Auf diese Weise reguliert die RNAI die
Initiation der Replikation. (Tomizawa, 1984) (Tomizawa, 1985) Zusétzlich wird dieser
RNAI-RNAII-pDNA-Komplex durch die Bindung des Rom-Proteins (Rom = RNAI
modulating protein; auch als Rop-Protein bezeichnet von Rop = Repressor of primer)
stabilisiert. (Tomizawa, 1986)(Tomizawa, g9ob)

Des Weiteren kann die Plasmidreplikation unter Aminosdauremangel von unbeladenen
tRNA-Molekiilen beeinflusst werden (Abbildung 3.5 C). Unbeladene tRNA-Molekiile
konnen an RNAI- oder RNAII-Molekiile binden, mit der Konsequenz, dass kein
kissing complex entstehen kann (Grabherr & Bayer, 2002). Da die Zelle unter diesen
Mangelbedingungen weiterhin Aminosduren benotigt, werden die restlichen an tRNAs
gebundenen Aminosduren verbraucht und die Anzahl unbeladener tRNAs in der Zelle
nimmt zu. Gleichzeitig wurde eine Erhohung der pDNA-Konzentration beobachtet,
was bedeutet, dass eine hohe Konzentration unbeladener tRNAs mit einer hohen PCN
korreliert. Wrébel & Wegrzyn (1998) konnten in ihren Experimenten zeigen, dass die
Zunahme der pDNA-Konzentration unter Leucin-Mangel am grofiten war. (Wrébel &
Wegrzyn, 1998)

In der Literatur existieren zwei Modelle, die eine mogliche Interaktion zwischen unbe-
ladenen tRNAs und den regulatorischen RNAs beschreiben. Das erste Modell wurde
von Yavachev & Ivanov (1988) entwickelt. In ihrer Arbeit fanden die beiden Autoren
strukturelle Ahnlichkeiten zwischen den Schleifen von RNAI beziehungsweise RNAII
und der Kleeblattstruktur von tRNAs. Zusétzlich entdeckten sie Sequenzhomologien
tber 40 % zwischen den Anticodon-Schleifen von tRNAs und den zweiten Schleifen von
den RNA-Molekiilen. Zu den tRNAs mit einer Ahnlichkeit zur RNAI-Schleife gehdren
Arginin-, Histidin-, Leucin-, Lysin-, Phenylalanin- und Threonin-tRNAs. Ahnlichkeit
mit der RNAII-Schleife besitzen Tyrosin- und Glycin-tRNAs. Die tRNA-Molekiile fiir
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3.3 PLASMIDREPLIKATIONSKONTROLLE VON COlE1-AHNLICHEN PLASMIDEN

Methionin und Valin zeigen eine Homologie von iiber 40 % mit den Schleifen beider
RNA-Molekiile. Aufgrund dieser strukturellen und sequenziellen Ahnlichkeiten schla-
gen Yavachev & Ivanov (1988) vor, dass die Bindung zwischen der Anticodon-Schleife
einer unbeladenen tRNA und der zweiten Schleife der regulatorischen RNA erfolgt.

(Yavachev & Ivanov, 1988)
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Abbildung 3.5: ColE1-Plasmidreplikationskontrolle.

Die Synthese eines RNA-Vorldufer-Transkripts durch die RNA-Polymerase (RNAP) ist fiir die Plasmidre-
plikation ein essentieller Schritt. In Abwesenheit einer Interaktion mit dem RNAI-Transkript (A) formt die
RNAII einen persistenten Hybridkomplex mit dem Replikationsursprung der Plasmid-DNA. Dieser Kom-
plex wird von der RNase H gespalten, so dass das RNAII-Transkript als Primer dient und die Replikation
starten kann. Findet eine Interaktion zwischen der inhibitorischen RNAI und der dazu komplementéren
Region auf der RNAII statt (B), bildet sich ein transienter Komplex, wodurch die Primer-Reifung verhin-
dert wird. Bei einem low copy Plasmid wird dieser Komplex durch das Rom-Protein stabilisiert. Neben der
RNALI kénnen unter Nahrstoffmangelbedingungen auch unbeladene tRNAs mit der RNAII interagieren
(C). Durch diese Interaktion wird die Bindung einer RNAI verhindert, wobei die Primer-Reifung durch die
RNase H trotzdem erfolgen und die Plasmidreplikation stattfinden kann. Es gibt auch unbeladene tRNAs,
die mit RNAI-Molekiilen interagieren und so deren inhibitorische Wirkung aufheben. Da diese jedoch in
dem Modell dieser Arbeit nicht beriicksichtigt werden, ist diese Interaktion in der obigen Abbildung nicht

dargestellt.

Ein zweites Modell zur tRNA-RNA-Interaktion wurde von Wang et al. (2002) vorge-

schlagen. Hierbei wird angenommen, dass die Bindung zwischen der Aminosdurebin-
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destelle der unbeladenen tRNA und der regulatorischen RNAI stattfindet. (Wang ef al.,

2002) Dieses Modell der Interaktion konnte von Wang et al. (2006¢) bestétigt werden.

3.4 METABOLOMANALYSEN

Die DNA als Trdger der Erbinformation hat eine grundlegende Funktion in jeder
lebenden Zelle. Sie besteht aus vier verschiedenen Nukleotiden, wobei jedes Nukleotid
aus einem Phosphatrest, der Desoxyribose und einer von den vier organischen Basen
Adenin, Thymin, Guanin oder Cytosin aufgebaut ist. Diese einzelnen Bausteine werden
tiber verschiedene Stoffwechselwege synthetisiert, so dass die DNA als ein Produkt des
Stoffwechsels betrachtet werden kann.

Seit einigen Jahren beschiftigten sich viele Forschergruppen mit den sogenannten
,~omik”-Technologien, mit dem Ziel, einer nicht-zielgerichteten Identifizierung aller
Genprodukte (Transkripte, Proteine und Metabolite), die in einer biologischen Probe
zu finden sind (Weckwerth, 2003). Dabei teilen sich die einzelnen ,-omik“-Gebiete in
Genomik, Transkriptomik, Proteomik und Metabolomik auf. Die Genomik beschéftigt
sich hierbei mit dem kompletten Genom, welches als ein statisches Gebilde betrachtet
werden kann. Das Genom liegt physikalisch vor und ist durch die Anzahl, Art und
Abfolge seiner Nukleotide genau definiert. Das Transkriptom und das Proteom sind
hingegen hoch dynamisch, da sie die Gen- bzw. die Proteinexpressionsmuster innerhalb
eines biologischen Systems nie allgemein, sondern immer nur unter bestimmten Bedin-
gungen darstellen. Systembiologisch betrachtet, schliefen Transkriptomik, Proteomik
und Metabolomik die Liicke zwischen Genotyp und Phéanotyp. (Lottspeich & Engels,
2006)

Die Metabolomik ist die jiingste Disziplin und wird als Abschluss der ,,-omik“-Kaskade
betrachtet (Dettmer & Hammock, 2004). Sie umfasst die Analyse von niedermoleku-
laren, nichtpolymeren organischen Stoffwechselprodukten (sogenannte Metabolite)
eines biologischen Systems unter definierten Bedingungen. Als Metabolom bezeichnet
man die Gesamtheit dieser Metabolite. (Lottspeich & Engels, 2006) Nach Fiehn (2002)
lasst sich das Metabolom auch als Endprodukt von zellulidren Prozessen und somit als
direkte Antwort auf verdanderte Bedingungen bezeichnen.

Das Metabolom einer Zelle besteht aus einer hohen Anzahl verschiedenster Metabolite
mit unterschiedlichen chemischen und physikalischen Eigenschaften, die zugleich

in unterschiedlich hohen Konzentrationen vorliegen. Es ist daher nicht moglich mit
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einer einzigen Analytik alle Metabolite zu bestimmen, aber man kann verallgemeinern,
dass Metabolomuntersuchungen in erster Linie auf Kernspinresonanzspektroskopie
(NMR-Spektroskopie von engl. nuclear magnetic resonance spectroscopy) und auf einer
chromatographischen Auftrennung mit anschliefender Massenspektrometrie basieren.
(Dettmer et al., 2007) (Fiehn, 2002)

Bei der Untersuchung des Metaboloms gibt es verschiedene Vorgehensweisen: Bei der
Erstellung eines Metabolitprofils (engl. metabolite profiling) konzentriert sich die Analyse
auf eine Gruppe von Metaboliten innerhalb eines bestimmten Stoffwechselweges oder
auf eine bestimmte Metabolitklasse, wie z. B. Aminosduren.

Die zweite Vorgehensweise ist die Erstellung eines metabolischen Fingerabdrucks, das
sogenannte metabolite fingerprinting. Hierbei ist nicht das Ziel jeden einzelnen Metaboli-
ten zu identifizieren, sondern mit dieser Analysemethode mochte man Metabolitmuster
detektieren. Bestimmte Metabolitmuster konnen als Antwort des biologischen Systems
auf Krankheiten oder andere Einfliisse entstehen, so dass metabolite fingerprinting Unter-
suchungen helfen, eine Probe anhand ihrer Herkunft einzuordnen (Kruger ef al., 2008).
Im néchsten Schritt folgt die Identifizierung der Metabolite, die fiir die Unterschiede in
den Metabolitmustern verantwortlich sind. Die Identifizierung erfolgt dabei tiber die
zugehorigen Retentionszeiten und Massenspektren (Kind et al., 2009). Metabolite finger-
printing Analysen wurden bereits mit verschiedenen biologischen Proben durchgefiihrt,
wie z. B. Urin, Plasma, Serum oder Gewebezellen, mit dem Ziel Biomarker im Metabo-
lom zu finden, die spezifisch fiir eine bestimmte Erkrankung sind. Das langfristige Ziel
dabei ist, das metabolite fingerprinting zur Diagnose von Erkrankungen eines Patienten
aufgrund seines verdnderten metabolischen Fingerabdrucks zu verwenden.

Neben dem metabolite fingerprinting gibt es noch das metabolite footprinting (Erstellung
eines metabolischen Fuflabdrucks). Hierbei handelt es sich um das gleiche Vorgehen
wie beim metabolite fingerprinting, mit dem Unterschied, dass bei diesem Vorgehen
extrazelluldre Metabolite untersucht werden. Diese Metabolite stammen aus dem Zell-
kulturmedium und dienen als Nachweis, welche Metabolite von den Zellen abgegeben
oder aufgenommen werden. (Dettmer et al., 2007) (Fiehn, 2002)

In dieser Arbeit soll das Stoffwechselprodukt DNA mittels Metabolomanalysen unter-
sucht werden, indem ein Metabolitprofilerstellt wird. Dies erfolgt unter Anwendung
von Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS) mit anschlieffender Analyse
der Chromatogramme durch die MeltDB-Software (Kessler et al., 2013). Das Ziel ist

mogliche Unterschiede im Metabolom eines plasmidfreien und zwei plasmidtragende
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E. coli-DH50-Staimmen zu entdecken. Der Fokus liegt dabei auf Vorstufen in der

Nukleotidbiosynthese, insbesondere auf den 5-fach-Zuckern.

13 C-FLUSSANALYSEN

35
Bei der Durchfithrung von Metabolomanalysen werden Metabolitpools unter bestimm-
ten Bedingungen in der Zelle gemessen. Diese Messungen beschreiben die relativen
intrazelluldaren Metabolitkonzentrationen zu einem definierten Zeitpunkt; man erhalt
sozusagen eine Momentaufnahme. In diesen Daten sind keine dynamischen Informatio-
nen dariiber enthalten, {iber welche Stoffwechselwege die gemessenen Metabolitpools
mit der Zeit umgewandelt werden. An diese Informationen gelangt man mittels meta-
bolischen Stoffflussanalysen. (Winter & Kromer, 2013)

Metabolische Flussanalysen verwenden in vivo Messungen von Stoffwechselfliissen, die
in ein stoichiometrisches Modell integriert werden. Mithilfe des Modells lassen sich
anschlieffend die absoluten Fliisse des zentralen Kohlenstoff-Metabolismus berechnen.
Dabei stellen die in dem Modell definierten Stochiometrien der einzelnen Reaktionen
Bedingungen dar, die bei der Berechnung der Metabolitfliisse beriicksichtigt werden
miissen. (Winter & Kromer, 2013) (Orth et al., 2010)

Um den Glukosefluss innerhalb verschiedener E. coli-Plasmidproduktionsstimme zu
analysieren, werden in dieser Arbeit zusitzlich zu den Metabolomanalysen '3C-
Flussanalysen durchgefiihrt. Von besonderem Interesse ist dabei der Glukosefluss in
den Pentosephosphatweg (PPP von engl. pentose phosphate pathway), da hier die Nukleo-
tidvorstufe Ribose-5-Phosphat entsteht.

Die verwendeten Produktionsstimme wurden von unserem Kooperationspartner Prof.
Dr. Alvaro R. Lara von der Universidad Nacional Auténoma de México zur Verfligung ge-
stellt und sind Derivate des E. coli-Stamms W3110. Die Staimme besitzen verschiedene
genetische Manipulationen und unterscheiden sich in der pDNA- und Acetatprodukti-
on. Der Wildtyp E. coli W3110 produziert mit 1,14 £ 0,10 mg/l die geringste Menge
pDNA. Zusitzlich entstehen dabei 0,32 £ 0,03 g/1 Acetat (Borja et al., 2012).

Eine Akkumulation von Acetat im Medium wirkt sich nachteilig auf den Produktions-
prozess aus, da es das Zellwachstum hemmt (Bauer ef al., 1990). Acetat wird hauptsach-
lich iiber den Phosphotranscetylase-Acetat-Kinase-Stoffwechselweg synthetisiert, wobei

Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) als Substrat dient. Die Acetatproduktion in E. coli er-
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folgt unter Sauerstoffmangel-Bedingungen oder bei einem Wachstum unter sehr hohen
Glukosekonzentrationen im Medium. Durch diese Bedingungen kommt es zu einem Un-
gleichgewicht zwischen dem Glykolyse- und dem Citratzyklusfluss. Glukose wird dabei
sehr schnell von den Zellen aufgenommen und tiber die Glykolyse verstoffwechselt, so
dass viel Acetyl-CoA entsteht. Da dies nicht schnell genug iiber den Citratzyklus me-
tabolisiert werden kann, stellt der Phosphotranscetylase-Acetat-Kinase Stoffwechselweg
ein Ventil dar, {iber das Acetyl-CoA als Acetat von der Zelle abgegeben wird. (Majewski
& Domach, 1990) (Delgado & Liao, 1997) (Farmer & Liao, 1997)

Dieser sogenannte overflow-Metabolismus stellt eine Verschwendung der Zelle an ener-
giereichen Molekiilen dar und geschieht unter aeroben Bedingungen nur bei Glukose-
tiberfluss.

Um die Acetatproduktion zu minimieren und gleichzeitig die Plasmidproduktion zu er-
hohen, haben Prof. Dr. Lara und seine Arbeitsgruppe eine Reihe von Mutanten erstellt.
Zunichst wurde in dem Wildtypstamm E. coli W3110 das Phosphotransferasesystem
(PTS), welches dem Glukoseimport dient, inaktiviert. Im nédchsten Schritt wurde die
Promoterregion des chromosomalen Galaktosepermeasegens galP durch einen starken
Promoter ersetzt. Die modifizierte Galactosepermease stellt einen alternativen, effizien-
teren Glukosetransport dar, wodurch der resultierende E. coli Stamm VH33 mit 0,14 £
0,01 g/1 eine stark verringerte Acetatproduktion und eine erhohte Plasmidproduktion
(2,78 £ 0,10 mg/1) zeigt. Die verwendeten alternativen Glukoseaufnahmesysteme sowie
die damit verbundenen metabolischen Stoffwechselwege zur Acetatbildung sind in der
Abbildung 3.6 graphisch dargestellt. (De Anda et al., 2006) (Borja et al., 2012)

Zur Erhohung der Plasmidproduktion wurden weitere genetische Modifikationen an
dem Stamm VH33 vorgenommen. Die Gene recA, deoR, nupG und endA wurden einzeln
und in verschiedenen Kombinationen inaktiviert (Borja et al., 2012).

In dieser Arbeit wurden die Stamme W3110, VH33, VH33A recA, VH33A (recA deoR)
mit einem 6,1 kb Plasmid transfomiert und anschlieSend mittels 13C—Flussanalysen
untersucht. Das recA Gen kodiert fiir eine Rekombinase A. Das Ausschalten von re-
cA verringert das Auftreten ungewollter Rekombinationsereignisse und stabilisiert den
Plasmidvektor durch eine Herabsetzung der Oligomerbildung. Der Stamm VH33A recA
produziert 7.09 + 0.10 mg/1 pDNA und akkumuliert 0.08 £ 0.01 g/1 Acetat. Durch eine
zusdtzlich Mutation im deoR Gen kann die Plasmidproduktion weiter verbessert werden.
Die Doppelmutante VH33A (recA deoR) produziert mit 7.98 + 0.10 mg/1 pDNA 12 %
mehr pDNA als VH33A recA. Die Inaktivierung des deoR Gens bewirkt eine Zunahme
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der dNTP-Synthese und somit einer Erhéhung der produzierten Plasmid-DNA. (Borja
et al., 2012)

Die oben erwidhnten Angaben zur Plasmid- und Acetatproduktion beziehen sich auf
eine Kultivierung im Schiittelkolben. Bei den beschriebenen Staimmen soll nun mittels
13C-Flussanalysen untersucht werden, ob eine hohe Plasmidproduktionsrate mit einem
erhohten Glukosefluss tiber den Pentosephosphatweg in Richtung Ribose-5-Phosphat
einhergeht.

Glucose Acetate i . Acetate
| A Glucose + H A

|
R Gl ;
(a5 meBoe GalP  (galP)

v v

GoP Glucose + H*

ATP
l Glucokinase
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— 2PEP ADP =

PTS ll Pyka
PykF

PYR

Ppe i

AcCoA

G6P

Acetate
Pta

AckA

0AA

TCA

OAA
TCA

Abbildung 3.6: Glukoseimportsysteme sowie die damit verbundenen metabolischen Stoffwechselwege zur
Acetatbildung.

(A) Glukoseaufnahme in dem Wildtypstamm E. coli W3110 iiber das Phosphotransferasesystem. Die dick
dargestellten Pfeile beschreiben multiple enzymatische Reaktionen. Die Zelle verbraucht ein Mol Glukose
um 2 Mol Phosphoenolpyruvat (PEP) zu synthetisieren. Ein Mol PEP wird durch das PTS zur Phospho-
rylierung und zum Transport von Glukose verwendet, wobei ein zusitzliches Mol Pyruvat entsteht. In
dem E. coli Stamm VH33 ist das PTS inaktiviert, so dass diese Reaktionen hier nicht mehr stattfinden (B).
Die Glukoseaufnahme erfolgt hier tiber eine modifizierte Galactosepermease. Abkiirzungen: G6P, Glukose-
6-phoshat; PEP, Phosphoenolpyruvat; PYR, Pyruvat; AcCoA, Acetyl-CoA; Ppc, Phosphoenolpyruvat Car-
boxylase; TCA, Citratzyklus; PykA und PykF, zwei Pyruvatkinasen; Pta, Phosphotransacetylase; AckA,
Acetatekinase; IICBGlc, Glucose spezifischer PTS Membran Transporter. (De Anda et al., 2006)
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Das Prinzip von Flussanalysen mit '3C-markierter Glukose ist die indirekte Berech-
nung intrazelluldrer Reaktionsgeschwindigkeiten durch eine Computer-modellbasierte
Interpretation von stabilen Isotopenmustern in Stoffwechselprodukten (Sauer, 2006).
Die Durchfiihrung besteht aus einem theoretischen und aus einem experimentellen Teil
(Abbildung 3.7). Der theoretische Teil beinhaltet die Erstellung eines stochiometrischen
Modells und die Simulation der metabolischen Stoffwechselfliisse. Zundchst wird ein
metabolisches Modell des Zentralstoffwechsels erstellt. Dieses Modell enthélt Informa-
tionen zur Stochiometrie der beteiligten Reaktionen und zur Weitergabe der Kohlenstof-
fatome des '3C-markierten Glukosemolekiils entlang der einzelnen Stoffwechselwege.
Auf diese Weise ist die Weitergabe jedes C-Atoms festgelegt und somit das Markie-
rungsmuster fiir jedes Stoffwechselzwischenprodukt bestimmt. Zusitzlich sind Biomas-
sereaktionen mit bestimmten Raten definiert. Dadurch wird festgelegt, wieviel von dem
aufgenommenen Substrat fiir den Aufbau von Biomasse verwendet wird. Die Definiti-
on von Biomassereaktionen ist notwendig, da das Wachstum einer Zelle garantiert sein
muss. Die dafiir notwendigen Molekiile werden dem Stoffwechsel entzogen und stehen
somit nicht zur Produktion eines z. B. biotechnologisch relevanten Produktes zur Verfii-
gung. (Wiechert, 2001) (Sauer, 2004)

Der experimentelle Teil besteht aus der Kultivierung der Zellen auf dem '3C-
markiertem Substrat und der anschliefenden Bestimmung der Markierungsmuster in
den Stoffwechselprodukten. Er beginnt mit dem Wachstum der Zellen auf dem mar-
kierten Substrat, bis die Isotopenmarkierung im gesamten Stoffwechsel verteilt ist und
ein Fliefigleichgewicht angenommen werden kann. Abhédngig von der metabolischen
Flussverteilung in der Zelle entstehen spezifische Markierungsmuster in den Stoffwech-
selzwischenprodukten. (Wiechert, 2001) (Sauer, 2004)

Um die metabolische Flussverteilung berechnen zu konnen, miissen die spezifischen
Markierungsmuster in den Stoffwechselprodukten bestimmt werden. Eine Moglichkeit
ist die Messung der Isotopomer-Massenverteilung der intrazellulairen Aminosduren mit-
tels Gaschromatographie-Massenspektrometrie. Dabei werden die Zellen nach der Kul-
tivierung geerntet und es folgt die Metabolitextraktion mit anschlieffender Derivatisie-
rung. Die Derivatisierung ist notwendig da die meisten fiir Flussanalysen relevanten,
Metabolite geladen und somit nicht ausreichend fliichtig fiir die GC-MS-Analytik sind.
Dies gilt insbesondere fiir Aminosduren, organische Sauren oder Zucker. Bei der Deriva-
tisierung findet eine Silylierung, Alkylierung oder Acetylierung der Metabolite statt, wo-

durch deren Fliichtigkeit erhoht wird. Fiir die Analyse von Aminosduren bietet sich ei-
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ne Silylierung mit N-Methyl-N-t-Butyldimethylsilyl-Trifluoro-Acetamid (MBDSTFA) an,
da dies zu Derivaten mit besonders guter Signalintensitit des (M — 57)*-Fragment-Ions
fiihrt. Im Anschluss an die Derivatisierung folgt die Vermessung via GC-MS. (Wittmann,

2007)

Experimenteller Teil Theoretischer Teil
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Abbildung 3.7: Durchfithrung von '3C-Flussanalysen.

Die Durchfithrung von '3C-Flussanalysen besteht aus einem experimentellen und einem theoretischen Teil.
Der experimentelle Teil beinhaltet die Kultivierung der Zellen auf dem '3C-markiertem Substrat und die an-
schliefenden Bestimmung der Markierungsmuster in den Stoffwechselprodukten mittels GC-MS-Analysen.
Der theoretische Teil beinhaltet die Erstellung eines stochiometrischen Modells und die Berechnung der me-
tabolischen Stoffwechselfliisse. Die Berechnung der metabolischen Fliisse basiert auf der Minimierung der

Differenz () zwischen den gemessenen und den simulierten Markierungsmustern. (Wittmann, 2007)

Nach der Erstellung des Modells und der Vermessung der Isotopomer-
Massenverteilung der Aminoséduren folgt die Bestimmung des metabolischen Flusses in-
nerhalb der Zelle. Dazu werden Daten der gemessenen Massenverteilung in das metabo-
lische Modell integriert. Der Losungsalgorithmus beginnt mit einer beliebig gewidhlten,
metabolischen Flussverteilung und berechnet die daraus entstehende Isotopomervertei-
lung. Diese wird mit den realen Daten verglichen und die Differenz & wird berechnet.
Unterscheiden sich die gemessenen Daten von den simulierten Daten, wird ein Opti-

mierungsalgorithmus angewendet, der eine verdnderte Flussverteilung wahlt und die
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Isotopomerverteilung erneut simuliert. Anschlieflend werden die Simulationen wieder
mit dem Experiment verglichen und die Differenz berechnet. Dies ist ein iterativer Pro-
zess, der so lange ablduft, bis mit der gewéahlten Flussverteilung eine Isotopomervertei-
lung simuliert werden kann, die mit den experimentell bestimmten Massenverteilungen
iibereinstimmt, bzw. bis die Differenz 6 minimiert ist. Das bedeutet, die resultierende
Flussverteilung basiert auf der Minimierung der Abweichung (5 in 3.7) zwischen den

gemessenen und den simulierten Massenverteilungen. (Wiechert, 2001)
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THEORETISCHER HINTERGRUND

4.1 MODELLIERUNG IN DER SYSTEMBIOLOGIE

Biologische Systeme, wie z. B. komplexe Biomolekiile, Zellen oder gesamte Organismen
besitzen in ihren Strukturen und Funktionen einen hohen Organisationsgrad. Es ist da-
her fiir das Verstdndnis dieser Systeme notwendig, die beteiligten Komponenten nicht
nur einzeln, sondern in ihrem Kontext zu untersuchen. (Klipp et al., 2009) Ein wichtiges
Werkzeug zum Verstdandnis dieser Interaktionen innerhalb biologischer Systeme ist die
mathematische Modellierung.

Vor gut 10 Jahren ist mit der Systembiologie eine neue Forschungsdisziplin entstan-
den, mit dem Ziel, biologische Systeme ganzheitlich zu betrachten und zu verstehen
(Chuang et al., 2010). Um dieses Ziel zu erreichen, ist die Expertise aus vielen verschie-
denen Wissensgebieten, wie Mathematik, Physik, Chemie, Biologie und Bioinformatik
notwendig. Die Systembiologie ist dadurch ein sehr interdisziplindres Forschungsgebiet
und bietet einen guten Rahmen, um die Struktur biologischer Systeme mithilfe von
Modellen darzustellen und ihre Dynamik zu simulieren. Die Simulationen dienen zum
einen dazu, aufgrund neu gewonnener Erkenntnisse weiterfithrende in vivo und in vitro
Experimente zu designen. Zum anderen helfen sie, die Modelldefinitionen anzupassen
und gegebenenfalls zu verbessern, um das reale Systemverhalten stetig besser darstellen
und verstehen zu konnen . (Kherlopian ef al., 2008)

Die Modelle in der Systembiologie basieren oft auf bekannten physikalischen Gesetzen,
wie z. B. den Gesetzen der Thermodynamik oder auf dem Massenwirkungsgesetz. Ne-
ben dieser mathematischen Beschreibung bilden experimentell bestimmte Daten eine
weitere wichtige Grundlage, um das biologischen System moglichst realistisch beschrei-
ben zu konnen. (Klipp et al., 2009) Grob gesprochen kann man sich dabei die experimen-
tell bestimmten Daten als Bausteine und die mathematische Modellierung als Zement
vorstellen, der die Bausteine zusammenfiigt (Kherlopian et al., 2008).

Die Modellierung besitzt den Vorteil, dass sie eine Unabhédngigkeit von dem modellier-

ten System bietet. Das bedeutet, das Systemverhalten kann mit einem einzigen Modell
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unter verschiedenen Bedingungen untersucht und beliebig oft wiederholt werden. Zu-
satzlich kann die Zeit in Abhdngigkeit der zu simulierenden Bedingungen ad libitum
gedehnt oder gerafft werden. Dies ist beispielsweise sehr niitzlich, will man die Entwick-
lung eines Baumbestandes untersuchen. Die Durchfiihrung der entsprechenden Versu-
che wiirde Jahrzehnte dauern, wohingegen die Simulation des Baumwachstums mit Hil-
fe eines Modells schnell neue Erkenntnisse liefern kann. Ein addquates Modell bietet so-
mit fiir die experimentelle Arbeit eine gute Ergdnzung, da auf diese Weise verschiedene
Szenarien getestet werden konnen, die zu viel Zeit in Anspruch nehmen wiirden oder u.
U. experimentell nicht zugdnglich sind. So lassen sich mit Hilfe der Modellierung zum
Beispiel zeitliche Verldufe verfolgen, die aufgrund ihrer hohen Geschwindigkeit nicht
messbar wéren. (Klipp et al., 2009) (Bossel, 2004)

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Verwendung von Modellen in der System-
biologie eine wichtige Rolle in der Uberpriifung wissenschaftlicher Hypothesen spielt
und dazu dient, neue Erkenntnisse zu liefern, die bei Betrachtung des Systems ohne

Verhaltenssimulationen nicht direkt ableitbar wéren (Klipp et al., 2009) (Bossel, 2004).

4.2 WAS IST EIN MODELL?

Beschiftigt man sich mit dem Gebiet der Modellierung, stellt sich zwangsldufig die
Frage: ,Was ist ein Modell?”. Eine allgemeine Definition des Modellbegriffs lautet: Ein
Modell ist eine abstrakte Darstellung von Objekten oder Prozessen, welche die Eigen-
schaften dieser erkldrt (Klipp et al., 2009). Da Modelle in vielen verschiedenen Fachrich-
tungen verwendet werden, hdngt eine genaue Definition von der jeweiligen Disziplin
ab, in der das Modell erstellt wird. In der Zahnmedizin z. B. versteht man unter einem
Modell die Abbildung eines Gebisses, wohingegen der Kiinstler an eine Person denkt,
die jemandem Modell steht. (Klipp et al., 2009)

Wissenschaftliche Modelle kann man prinzipiell in vier Kategorien unterteilen (Haefner,

1996):

1. Konzeptionelle oder verbale Modelle - Sprachliche, begriffliche Beschreibungen

von Objekten oder Prozessen

2. Diagrammartige Modelle - Graphische Darstellungen von Objekten oder Prozes-

sen
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3. Physikalische Modelle - Reale, physikalische Attrappen von Objekten; kénnen
sowohl vergrofert als auch verkleinert sein (z. B. Modell der DNA-Doppelhelix
oder Modell eines Flugzeugs)

4. Formale Modelle - Mathematische Beschreibungen von Prozessen (z. B. durch

algebraische Gleichungen oder Differentialgleichungen)

In der Systembiologie werden hauptsachlich diagrammartige und formale Modelle be-
trachtet, mit denen biochemische Syteme dargestellt werden. Beispiele fiir biochemi-
sche Systeme sind metabolische Stoffwechselwege, Signaltranduktionswege sowie tran-
skriptionelle oder genregulatorische Netzwerke. Im Zusammenhang mit biochemischen
Systemen versteht man daher unter einem Modell eine abstrakte Beschreibung eines
biologischen Prozesses durch die Verwendung mathematischer und bioinformatischer
Methoden (Reif3, 2002). Biochemische Systeme haben gemeinsam, dass sie sehr komplex
sind und aus vielen Elementen bestehen, die sich gegenseitig beeinflussen. Daher be-
steht die grofite Herausforderung darin, die hohe Komplexitit des System mit zum Teil
groflen Mengen experimenteller Daten und teilweise noch liickenhaftem Wissen in ei-
nem Modell zusammen zu tragen (Ghosh et al., 2011).

Man kann dabei in eine strukturelle und in eine dynamische Beschreibung unterteilen.
Bei der strukturellen Darstellung werden die Komponenten des Systems beispielsweise
durch Punkte und deren Interaktionen durch Pfeile gekennzeichnet. Sie dient der Visua-
lisierung aller beteiligten Komponenten mit ihren Interaktionen und gibt einen Uber-
blick iiber das gesamte Netzwerk. Die dynamische Beschreibung stellt das Netzwerk
durch ein System von Differentialgleichungen dar. Die Differentialgleichungen beschrei-
ben die Kinetik der beteiligten Komponenten, mit deren Hilfe sich das dynamische

Verhalten simulieren ldsst. (Klipp et al., 2009), (Poolman et al., 2004)

4.3 KLASSIFIZIERUNG VON MODELLEN

Zur Erstellung dynamischer Modelle gibt es, je nach Anwendung, verschiedene Modell-
klassifizierungen:

Systemerklirend - verhaltensbeschreibend: Das systemerklarende Modell beschreibt
das biochemische System mit allen seinen Komponenten und ihren Interaktionen, mit
dem Ziel, das reale Systemverhalten mit der gleichen Wirkungsstruktur darzustellen.
Die zuvor gemachten Beobachtungen zum realen Verhalten des Systems dienen dabei

zur Validierung der spateren Simulationsergebnisse. Bei dem verhaltensbeschreibenden
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Modell hingegen bilden zuvor gemachte Beobachtungen zum realen Verhalten des Sys-
tems die Grundlage des Modells. Das Ziel dabei ist, dieses Verhalten nachzusimulieren,
wobei die Struktur des Modells nicht mit der Struktur des realen Systems tibereinstim-
men muss. Es werden nur das reale Systemverhalten (Output) und die dafiir verantwort-
lichen, dufSeren Einfliisse (Input) beriicksichtigt. Der Zusammenhang zwischen Input
und Output wird in diesem Fall durch eine geeignete mathematische Funktion beschrie-
ben, so dass das Innere des Systems in diesem Fall als black box behandelt wird. (Bossel,
2004)

Der Unterschied dieser beiden Begriffe wird am Beispiel der Modellierung eines Stoff-
wechselweges deutlich. Ein Stoffwechselweg kann sowohl systemerkldrend, als auch
verhaltensbeschreibend modelliert werden. In dem systembeschreibenden Modell sind
alle beteiligten Metabolite und die dazugehorigen enzymatischen Reaktionen enthalten,
so dass mit Hilfe der Simulationen die Verdnderungen der einzelnen Metabolitkonzen-
trationen genau untersucht werden konnen. Zuvor gemachte Beobachtungen beziiglich
Metabolitkonzentrationsdnderungen dienen dabei der Validierung des Modells.

Fiir das verhaltensbeschreibende Modell miissen aufgrund gemachter Beobachtungen
zum realen Systemverhalten ein Input und ein Output des Systems definiert werden, z. B.
kann aufgenommene Glukose den Input und ein bestimmtes Stoffwechselprodukt (z. B.
Acetat) den Output darstellen. Die Beziehung zwischen Glukoseaufnahme und der Pro-
duktion des Stoffwechselproduktes wird durch eine mathematische Funktion beschrie-
ben, so dass mit Hilfe des Modells der Einfluss einer verdnderten Glukoseaufnahmerate
auf das Stoffwechselprodukt untersucht werden kann. Im Gegensatz zum systemerkla-
renden Modell erlaubt das verhaltensbeschreibende Modell keine Untersuchung aller
am Stoffwechselweg beteiligten Metabolite, sondern ist Input-Output-orientiert.
Deterministisch - stochastisch: In einem deterministischen Modell werden zuféllige Pa-
rameterdnderungen ausgeschlossen, so dass das Systemverhalten fiir alle nachfolgenden
Zustéande basierend auf den vorherigen vorausgesagt werden kann. Jeder Simulations-
lauf liefert daher bei unverdndertem Parameterset das gleiche Ergebnis. Die Modellie-
rung eines Stoffwechselweges ist z. B. deterministisch, da keine zufélligen Anderungen
in den kinetischen Konstanten erlaubt sind. Im Gegensatz dazu ist die Modellierung
von DNA-Hybridisierung aufgrund zufilliger Anderungen der Bindewahrscheinlich-
keiten stochastisch. In einem stochastischen Modell sind zuféllige Ereignisse explizit
erwiinscht (z. B. zufdllige Schwankungen der Umweltbedingungen aufgrund von Wet-

tereinfliissen). Das bedeutet, dass jede Simulation ein unterschiedliches Ergebnis liefert.
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Wird eine Vielzahl an Simulationsldufen durchgefiihrt, ist das Ergebnis eine Haufigkeits-
verteilung von Systemzustinden. Ein stochastisches Modell liefert somit einen Uber-
blick, welche Mittelwerte zu erwarten sind und wie grof$ die Streuung sein wird. (Klipp
et al., 2009) (Bossel, 2004)

Kontinuierlich - Diskret: Biochemische Systeme konnen kontinuierlich oder diskret
sein. Kontinuierliche Modelle beschreiben ein System, das zu jedem beliebigen Zeit-
punkt (zeitkontinuierlich) oder iiber den gesamten Raum verteilt (raumkontinuierlich)
definiert ist. Das bedeutet, dass zu jedem Zeitpunkt oder zu jeder Position im Raum
der Zustand des Systems berechnet werden kann. Die Modellierung eines Stoffwech-
selweges beispielsweise ist kontinuierlich, da die Metabolitkonzentrationen zu jedem
Zeitpunkt berechnet werden kdnnen. Kontinuierliche Systeme kénnen daher mittels ge-
wohnlicher Differentialgleichungen (Differentialquotienten dX/dt) beschrieben werden.
Diskrete Modelle verwenden dagegen Differenzenquotienten ((X¢ — X¢—at)/At), da bei
einem diskreten System die Zustandsdnderung nur zu diskreten Zeitpunkten oder Posi-
tionen im Raum bestimmt werden kann. (Bossel, 2004)

Ein Beispiel fiir ein diskretes Modell ist die Modellierung der Fortpflanzung von einjdh-
rigen Pflanzen, wobei fiir jede Generation n (mit n = 1,2,3,...,n) die Anzahl der aus
keimenden Samen entstehenden Pflanzen berechnet wird (Edelstein-Keshet, 2005).
Biochemische Systeme konnen bestimmte Eigenschaften besitzen, die bestimmte Modell-
klassifizierungen verlangen oder ausschliefSen. Der erste Schritt bei der Erstellung eines
Modells ist daher die Uberlegung, welche Fragestellung mit dem Modell beantwortet

werden soll und welcher Modellansatz das System in geeigneter Weise reprasentiert.

4.4 DIE ERSTELLUNG EINES MATHEMATISCHEN MODELLS

Die einzelnen Schritte zur Erstellung eines mathematischen Modells sind in Abbildung
4.1 als Ubersicht dargestellt. Es beginnt mit der Formulierung der Fragestellung, die das
Problem enthilt, das mit Hilfe des Modells gelost werden soll. Eine gut ausgearbeitete

Fragestellung sollte Antworten auf die folgenden Fragen beinhalten:
1. Welches System soll modelliert werden?
2. Welche Frage(n) soll(en) mit Hilfe des Modells beantwortet werden?

3. Wo liegt die Grenze der Modellierungaktivitit? (Wie gut muss das Modell sein

und ab wann lohnt es sich nicht mehr die Modelldefinition weiter zu verfeinern?)
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4. Wie wird das Modellergebnis analysiert und angewandt? (Haefner, 1996)

Ist die Fragestellung und damit auch die Zielsetzung moglichst genau formuliert, wer-
den im nédchsten Schritt die Hypothesen gebildet, die mit Hilfe des Modells untersucht
werden sollen. Die Hypothesenbildung erfolgt dabei in der Regel verbal (z. B. fiir ein
metabolisches Modell: Reduziert sich die Glukoseaufnahme, verringert sich auch die
Ausbeute eines bestimmten Stoffwechselproduktes). An dieser Stelle ist der Modellie-
rungsprozess soweit vorangeschritten, dass das zu modellierende System bereits als
strukturelles Modell beschrieben werden kann. (Haefner, 1996) Die strukturelle Modell-
beschreibung kann mit Hilfe verschiedener Software-Tools erfolgen. Ein mogliches Tool
ist die CellDesigner-Software, die auch in dieser Arbeit verwendet wird. Mit ihr lassen
sich die Komponenten eines zu modellierenden Systems mit ihren Interaktionen visuell
als Netzwerk darstellen (Funahashi et al., 2008).

Im néchsten Schritt erfolgt die Wahl einer addquaten Disziplin als Grundlage fiir die
Modellierung. Hierbei miissen die qualitativen Hypothesen in spezifische, quantitative
Beziehungen umgewandelt werden, so dass sie sich mittels mathematischen Gleichun-
gen beschreiben lassen. Die mathematischen Gleichungen basieren dabei in der Regel
auf bekannten naturwissenschaftlichen Gesetzen aus den Disziplinen der Physik oder
der Chemie. Zusitzlich beinhalten sie chemische und biologische Informationen, die
den Ablauf der zu beschreibenden Reaktionen spezifizieren. Dies konnen z. B. Angaben
dartiber sein, ob die Reaktionen reversibel oder irreversibel sind, oder ob es eine hem-
mende Komponente gibt.

Der nédchste Schritt, die Modelldefinition, umfasst die Aufstellung der mathematischen
Gleichungen, bei der alle notwendigen und verfiigbaren Informationen zu dem bioche-
mischen System in dem Modell zusammengetragen werden.

Anschlieflend folgt der Prozess der Modellimplementierung mit dem Ziel, das mathe-
matische Modell mit einer geeigneten Software richtig zu losen. Aufgrund ihrer Kom-
plexitat lassen sich Modelle hdufig nicht analytisch 16sen, so dass man sich eines nume-
rischen Losungsansatzes bedient. Hierbei werden die Gleichungen in einen Programm-
code tiibersetzt und unter Verwendung eines passenden Algorithmus mit Hilfe eines
Computers gelost (Klipp ef al., 2009).

Im Anschluss an die Modellimplementierung muss ein Parameterset gefunden werden,
mit dem das Modell ein experimentelles Datenset in geeigneter Weise reprasentiert. Im
Zuge dessen miissen die in den Gleichungen vorkommenden konstanten Parameter mit

einem numerischen Wert versehen werden. Hierfiir eignen sich am besten experimentell
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ermittelte Werte, z. B. tiber gekoppelte Enzym-Assays gemessene kinetische Konstanten.
Die Verwendung experimentell bestimmter Parameter ist eine wichtige Voraussetzung,
um das biologische System moglichst realistisch beschreiben zu kénnen. Neben den Pa-
rametern miissen fiir den numerischen Losungsansatz die Startbedingungen festgelegt
werden. Dies kdnnen z. B. experimentell gemessene Startkonzentrationen sein. (Klipp
et al., 2009)

Um bei dem Beispiel eines metabolischen Modells zu bleiben, wiirde das bedeuten, dass
jede beteiligte Stoffwechselreaktion mit einem mathematischen Term beschrieben wird.
Haufig wird dabei die sogenannte Michaelis-Menten-Kinetik verwendet, die als kon-
stanten Parameter die Michaelis-Menten-Konstante besitzt. Wenn diese Konstanten im
Versuch gemessen wurden, konnte man sie an dieser Stelle in das Modell integrieren.
Als Startbedingungen konnten in diesem Beispiel gemessene Metabolitkonzentrationen
dienen.

Oft ist man aber in der Modellierung mit dem Fall konfrontiert, dass nur sehr wenige ex-
perimentell bestimmte Daten existieren und viele Parameter im Modell unbekannt sind.
In diesem Fall miissen die unbekannten Parameter durch Vergleichen der Simulationen
mit realen Beobachtungen zum Systemverhalten abgeschétzt werden. Dazu wéhlt man
eine Output-Variable zu der bereits quantitative Experimente vorliegen oder bestimmt
deren Output im Labor. Anschlieffend werden die Simulationen unter Variation der un-
bekannten Parameter so lange wiederholt, bis die Parameter so weit angepasst sind, dass
die Simulationen dem experimentell bestimmten Output entsprechen. Diesen Vorgang
bezeichnet man als Parameteranpassung, bei dem das Vergleichen der Simulationen
mit den experimentellen Messwerten und das Variieren der Parameter manuell durch-
gefiihrt wird. Eine Moglichkeit die Parameteranpassung zu automatisieren, ist die Pa-
rameteridentifikation mit Hilfe einer Optimierungsfunktion. Dabei werden viele Simu-
lationsdurchldufe unter Variation verschiedener Parameter durchgefiihrt. Nach jedem
Durchlauf werden die Ergebnisse der Simulation mit den experimentellen Messwerten
verglichen und die Abweichung berechnet. Die Optimierungsfunktion dient dazu, die
Abweichung zu minimieren, so dass nach einer endlichen Anzahl von Simulationsdurch-
laufen der optimale Parametersatz in dem Parameterraum identifiziert wird. Bei der Pa-
rameteridentifikation ist jedoch zu beachten, dass zunidchst eine Optimierungsfunktion
definiert werden muss und die Durchfiihrung unter Umstdnden viel Rechenzeit in An-
spruch nehmen kann. (Klipp et al., 2009)

Nach der Implementierung folgt die Validierung des Modells. Dabei muss das Modell-
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verhalten mit weiteren experimentell bestimmten Daten verglichen werden, um zu tes-
ten, ob das Modell das reale Systemverhalten fiir jedes beliebige experimentelle Datenset
in geeigneter Weise reprasentiert. Haufig ist dies jedoch nicht sofort der Fall, so dass das
Modell iiberarbeitet werden muss. Die Uberarbeitung kann dabei an mehreren Schrit-
ten im Prozess der Modellentwicklung stattfinden (in Abb. 4.1 durch die runden Pfeile
gekennzeichnet), und sie erfolgt so lange, bis das Modell das reale Systemverhalten fiir
jedes beliebige experimentelle Datenset in geeigneter Weise reprasentiert. Ist dies letzt-
endlich der Fall, kann das Modell zur Analyse des biochemischen Systems verwendet

werden. (Haefner, 1996)

Fragestellung

Hypothese
Wahl einer
adaquaten Disziplin
Deflnltlon
Implementlerung Math?grarrﬁca;:zrg;a)lysen
Valldlerung

Abbildung 4.1: Erstellung eines mathematischen Modells.

Die Erstellung eines mathematischen Modells beginnt mit der Formulierung des Problems, das mit Hilfe
des Modells gelost werden soll (Fragestellung). Der néchste Schritt beinhaltet die Bildung der Hypothesen,
die mit Hilfe des Modells untersucht werden sollen. Basierend auf der Fragestellung und den formulier-
ten Hypothesen erfolgt die Wahl einer addquaten Disziplin als Grundlage fiir die Modellierung und die
genaue Definition des Modells. Im darauf folgenden Schritt wird das Modell zunéchst implementiert und
anschliefend durch mathematische Analysen untersucht und validiert. Die Erstellung eines mathemati-
schen Modells ist ein iterativer Prozess, was anhand der Pfeile verdeutlicht wird. Bei der Validierung wird
das Modellverhalten mit experimentell bestimmten Daten verglichen, um zu testen, ob das Modell das
reale Systemverhalten fiir jedes beliebige experimentelle Datenset in geeigneter Weise reprasentiert. Wenn
dies nicht der Fall ist, miissen die einzelnen Schritte der Modellerstellung tiberpriift und korrigiert werden,
bis das Modellverhalten dem realen Verhalten in der geforderten Genauigkeit entspricht. (Mit freundlicher

Genehmigung von Petra Lutter)
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4.5 MATHEMATISCHER HINTERGRUND ZUR QUANTITATIVEN BESCHREIBUNG EI-

NES MODELLS MIT HILFE DES MASSENWIRKUNGSGESETZES

Vor der Erstellung eines dynamischen Modells wird das zu modellierende biologische
System héufig zunachst in Form eines strukturellen Modells visualisiert, um eine Uber-
sicht tiber die beteiligten Komponenten und ihre Interaktionen zu erhalten. Fiir die an-
schlieffende mathematische Formulierung der quantitative Beziehungen innerhalb die-
ses Modells gibt es verschiedene Moglichkeiten.

Im folgenden Abschnitt werden zunéchst einige grundséitzliche Punkte vorgestellt, die
bei der Erstellung eines dynamischen Modells auf Grundlage des Massenwirkungsge-
setzes beachten werden sollten. Zunédchst ist bei der quantitativen Beschreibung des Mo-
dells zu beachten, dass jedes Element des strukturellen Modells eine Zustandsvariable
ist, die eine Differentialgleichung (DGL) benétigt. Dabei représentiert die linke Seite der
Gleichung die Anderung in Abhingigkeit der Zeit und die rechte Seite beschreibt, wie
diese Anderungen erfolgen. Des Weiteren ist zu beriicksichtigen, dass jeder Material-
fluss in eine Zustandsvariable (Zufluss) und jeder Materialfluss aus ihr heraus (Abfluss)
durch mindestens eine explizite algebraische Gleichung festgelegt sein muss. (Klipp
et al., 2009)

In dem strukturellen Modell sind die Zu- und Abfliisse durch Pfeile dargestellt. Das
bedeutet, jeder Pfeil ist durch einen mathematischen Ausdruck beschrieben und die
Summe aller Ausdriicke, die einen Zufluss und Abfluss beschreiben, bilden die rechte
Seite der DGL (Haefner, 1996).

Werden alle Zu- und Abfliisse zusammengefasst, kann fiir eine einzelne Zustandsvaria-

ble S folgende allgemeine DGL aufgestellt werden:

%i = Z(Zuﬂl’jsse) — Z(Abﬂusse). (4.1)
Man kann sagen, dass das Problem der quantitativen Beschreibung eines Modells
,nur” darin besteht, die passenden mathematischen Ausdriicke fiir die Zu- und
Abfliisse zu finden. Der ndchste Punkt ist, dass viele biologische Systeme gemeinsame
Grundprozesse besitzen, die durch &dhnliche mathematische Ausdriicke beschrieben
werden konnen. Das erscheint auf den ersten Blick nicht offensichtlich, da biologische
Systeme sehr komplex sind und es viele verschiedene Ebenen gibt, auf denen sie

betrachten werden konnen (z. B. auf biochemischer, zelluldrer, physiologischer oder
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okologischer Ebene). Man konnte denken, dass sich kaum Gemeinsamkeiten zwischen
den beteiligten Prozessen finden lassen, was aber nur bedingt richtig ist. Es gibt
verschiedene mathematische Ausdriicke, die man zur Beschreibung von dhnlichen
Prozessen in unterschiedlichen Systemen anwenden kann. (Haefner, 1996)

Ein Ausdruck, der zur mathematischen Beschreibung bei einer Vielzahl von Systempro-
zessen angewendet wird, ist das Massenwirkungsgesetz, auf das im Folgenden genauer
eingegangen werden soll.

Das Ziel dieser Arbeit ist die mathematische Modellierung der ColE1-
Plasmidreplikationskontrolle. Dabei wird bei der Erstellung des dynamischen
Modells die Annahme getroffen, dass alle beteiligten Reaktionen auf dem Mas-
senwirkungsgesetz beruhen. Das Massenwirkungsgesetz beschreibt eine Abhédngigkeit
der Reaktionsgeschwindigkeit von der Substratkonzentration und der kinetischen
Konstante. Theoretisch ist jede Reaktion reversibel, was bedeutet, dass sie in beide
Richtungen ablaufen kann. Die Geschwindigkeit der Hinreaktion wird dabei konventi-
onsgemdf’ als positiv und die der Riickreaktion als negativ angenommen (Klipp et al.,
2009).

Fiir die Reaktionsgeschwindigkeiten einer einfachen reversiblen Ein-Substratreaktion

A vgn B (4-2)
Vriick
gilt
Vhin = A - Khin (4-3)
Vriick = B- krl‘ick (44)
V = Vhin — Vrick = A * Khin — B Kyiick (4'5)

wobei v die Bildungsgeschwindigkeit fiir B, Vhin, Vriack die Geschwindigkeiten der Hin-
und Riickreaktionen und khin, Kriack die jeweiligen kinetischen Konstanten sind. Der
oben beschriebene Sachverhalt ldsst sich auch auf Mehrsubstratreaktionen iibertragen
(Bisswanger, 1994).

Eine allgemeine Form des Massenwirkungsgesetzes fiir eine Reaktion, bei der m; Sub-
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strate mit den Substratkonzentrationen §; in m; Produkte mit den Produktkonzentratio-

nen P; umgewandelt werden, lautet

mi m;
n n
V = Vhin — Vrick = khin : | | Si t— krﬁck : | | P)- k (46)
i=1 j=1

wobei n; und n; die jeweiligen Molarititen von S; und P; beschreiben. (Klipp et al.,
2009)

Im Fall eines Reaktionsgleichgewichtes gilt fiir die Nettoreaktionsgeschwindigkeit v = 0.
Fiir die unter (4.2) beschriebene Reaktion mit den Gleichgewichtskonzentrationen A.q

und Beq gilt dann

Vhin = Vriick (47)
Aeq ‘Khin = Beq “Kriick (48)
khin Beq

Krick  Aeq €q (4.9)

mit K4 als Gleichgewichtskontante. (Klipp et al., 2009)

In einem biologischen System liegen in der Regel keine Gleichgewichtskonzentrationen
der Substrate und Produkte vor, sondern es herrscht ein standiger Stofffluss (z. B. ent-
lang eines Stoffwechselweges) mit sich dndernden Substratkonzentrationen. Um diese
zeitlichen Konzentrationsanderungen mathematisch zu beschreiben, bedient man sich

gewoOhnlichen DGLs. Fiir die Beispielreaktion (4.2) erhilt man folgende DGLs (Bisswan-

ger, 1994)
aa _ . (4.10)
dt - hin 4.
dB
T = Vhin (4.11)

Eine gewohnliche DGL ist eine Gleichung, in der neben einer unabhédngigen Verdnder-

lichen t und einer Funktion dieser Verdnderlichen x auch noch die Ableitungen dieser
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Funktion nach der unabhdngigen Verdanderlichen auftreten (Bronstein et al., 2000). Die

explizite Form einer gewohnlichen DGL sieht folgendermafien aus:

x(M) — £t x x5 g x M), (4.12)

Um das zeitliche Verhalten eines biologischen Systems zu beschreiben, verwendet man
ein System von gewodhnlichen DGLs. Die allgemeine Form eines solchen DGL-Systems
fiir ein dynamisches Modell schreibt sich wie folgt:

Sei G eine Teilmenge von R x R™ und

f: G — R" (4.13)

und (t,5) — f(%, §) eine kontinuierliche Funktion. Dann ist

d oo
— =T §, ,t 1
0 ( ) (4.14)
S1 k] f]
mit § = . K = und f = : | ein System mit n Differentialgleichungen
STL km fTL

erster Ordnung. Dabei reprdsentieren s; die Variablen, k; die Parameter und t den Zeit-
vektor. In biologischen Systemen beschreiben die Funktionen f; meistens aufbauende
und abbauende Reaktionen. (Klipp ef al., 2009)

In der Regel ist man bei der Modellierung biologischer Systeme an den zeitlichen
Verdnderungen von s; interessiert. Verwendet man dabei das Massenwirkungsgesetz
zur Beschreibung der Reaktionsgeschwindigkeiten, besteht (5, k, t) in Gleichung (4.14)
aus Termen, basierend auf dem Massenwirkungsgesetz. Um zeitliche Verdnderungen
von s;i untersuchen zu konnen, muss das DGL-System aus Gleichung (4.14) gelost
werden. Dies erfolgt nach Festlegung der Anfangsbedingungen unter Anwendung

eines numerischen Losungsansatzes mit Hilfe eines Computers.
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ZIEL DER ARBEIT

Das Ziel dieser Arbeit ist, die regulatorischen Mechanismen der ColE1-
Plasmidreplikationskontrolle anhand eines mathematischen Modells sowie durch
Metabolomanalysen zu untersuchen.

Mit Hilfe des mathematischen Modells soll der Fragestellung nachgegangen werden,
welchen Effekt es auf die Plasmidproduktion hat, wiirde man tRNA-Molekiile derart
modifizieren, dass eine Beladung mit einer Aminosdure durch die Aminoacyl-tRNA-
Synthetase nicht mehr mdglich ist. Die Hypothese zur Beantwortung der Fragestellung
ist, dass sich die Plasmidproduktion erhtht, da die Zellen keinen Stressbedingungen
ausgesetzt sind, aber dennoch eine erhthte Menge unbeladener tRNA-Molekiile in
Form von modifizierten tRNAs aufweisen, die die Plasmidreplikation positiv beeinflus-
sen. Zur Untermauerung des mathematischen Modells durch experimentell bestimmten
Daten sollen im Labor die Konzentrationen der regulatorischen RNA-Molekiile, RNAI
und RNAII sowie die intrazelluldre Plasmidkonzentration bestimmt werden.

Die zusitzlichen Analysen der Metabolomebene beinhalten die Untersuchungen der
Metabolitzusammensetzung in Zellen mit unterschiedlichem Plasmidgehalt und die
Durchfithrung von '3C-Flussmessungen. Anhand der Untersuchungen zur Metabo-
litzusammensetzung soll analysiert werden, welchen Einfluss die Anwesenheit eines
Plasmids auf das Metabolitprofil des Wirtsstamms hat und wo besonders grofse
Unterschiede in den Metabolitpools zu finden sind. Ergédnzend dazu soll unter Anwen-
dung von '3C-Flussmessungen untersucht werden, ob der Plasmidgehalt in der Zelle

gleichzeitig auch die metabolische Flussverteilung beeinflusst.
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MATERIAL

6.1 VERWENDETE BAKTERIENSTAMME

Tabelle 6.1: In dieser Arbeit verwendete Bakterienstimme

Bakterienstamm

Relevante Eigenschaften

Referenz/ Herkunft

E. coli DH5x

E. coli W3110

E. coli VH33

E. coli VH33ArecA

E. coli VH33ArecA deoR

supEq4A, lacU169
(®8olacZAM15), hsdR17, recA,
endA1, gyrAogb, thi-1, relA1
lambda™ F~ mcrA mcrB
IN(rrnD-rrnE)1

Derivat des E. coli W3110,
AptsH, Aptsl, Aacl,

lacZ::loxP

Derivat des E. coli W3110,
AptsH, Aptsl, Aacl, lacZ::loxP,
ArecA

Derivat des E. coli W3110,
AptsH, Aptsl, Aacl, lacZ::loxP,

ArecA,, AdeoR

(Hanahan, 1983)

(Bachmann, 1972)

(De Anda et al., 2006)

(Borja et al., 2012)

(Borja et al., 2012)
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6.2 PRIMER, TRANSPOSON UND PLASMIDVEKTOREN

6.2.1 Primer

Tabelle 6.2: In dieser Arbeit verwendete Primer

Bezeichnung Sequenz (5'-3) Herkunft

RNAIT71 GAAATTAATACGACTCACTATAGG Metabion
GACAGTATTTGGTATCTGCGCTC

RNAIT72 AACCACCGCTACCAGCGG Metabion

RNAIIT71 GAAATTAATACGACTCAC Metabion
TATAGGGTTTCCATAGGCTCCGCCC

RNAIIT72 GCAAACAAAAAAACCACCGCTAC Metabion

mRNAITlc1 TAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGAT Metabion

mRNAII Ic2neu TCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAA Metabion

mRNAIIT71 GAAATTAATACGACTCACTATAGGGGC Metabion
AAACAAAAAAACCACCGCTACCA

mRNAIIT72 TTTCCATAGGCTCCGCCCCC Metabion

pki8mob_Cre_for GATATCGCACCCCAGGCTTTACACTT Metabion

pki8mob_Cre_rev GATATCGGCTAATCGCCATCTTCCAG Metabion

Cre-Sma-F CCCGGGATGTCCAATTTACTGACCG Metabion
TACACC

Cre-Sma-R CCCGGGCTAATCGCCATCTTCCAGC Metabion
AGGCGC

LTTSac GAGCTCTCAATTCAGGGTGGTGAATG  Metabion

LTTBam GGATCCAATTCATGAGCGGATACATA  Metabion

HB18-Tn5-ME CTGTCTCTTATACACATCT Metabion

pKDz2o Primer for TITATTATTGGATCCGATATCATGGG Metabion
TATGGACAGTTTTIC

pKDz2o Primer rev TTATATTATTGAGCTCGCAGGTGGCA Metabion

CTTTTCGGGG
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6.2 PRIMER, TRANSPOSON UND PLASMIDVEKTOREN

| Transposon (1510 bp)

Abbildung 6.1: Transposon nach (Bednarz, 2012)

6.2.3 Plasmidvektoren

Tabelle 6.3: In dieser Arbeit verwendete Plasmide

Plasmid Beschreibung Referenz

pSUP 201-3 Low copy Plasmid (7896 bp), (Simon et al., 1983)
pMB1-Ori E. coli, AmpR, CmR

pCMV-GFP High copy Plasmid (3487 bp), Plasmid Factory
pUC-Ori E. coli, Kan®

pDG High copy Plasmid (21846 bp),  Plasmid Factory
pUC-Ori E. coli, AmpR

pCMV-lacZ High copy Plasmid (7164 bp), Plasmid Factory
pUC-Ori E. coli, AmpR

pHN Phagemid (5995 bp), NmR (Herrera et al., 2010)
pUC-Ori E. coli, £1-Ori f1-Phage

pKi8mob KanR, Kloniervektor, OriV E. coli ~ (Kirchner & Tauch, 2003)

pHB14 OriV E. coli, Kan®, GmR (Bednarz, 2012)

Ptrc Promoter, laclq Repressor,
hyperaktive Transposase Gen

egfp-nptll-Transposon
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Tabelle 6.4: In dieser Arbeit verwendete Plasmide (Fortsetzung)

6.2 PRIMER, TRANSPOSON UND PLASMIDVEKTOREN

Plasmid

Beschreibung

Referenz

pHB15

pKD2o

plF11

plF12

pIF13

pIF14

pIF15

pIF16

plF17

GmR, cre Gen

Expressionsvektor, AmpR, Tempera-
tursensitiver OriR101 E. coli repA1o1ts

GenBank accession no. J02459

Beinhaltet temperatursensitiven Or-
iR101 E. coli repA101ts und AmpR aus
pKD2o mit zusétzlichen BamHI/ Sacl/
EcoRV-Schnittstellen

OriR101 E. coli repAioits, AmpR
und  egfp-nptll-Transposon  iiber
EcoRV-Schnittstelle in pIF11 kloniert

OriR1io1 E. coli repAioits, AmpR,
hyperaktive Transposase Gen und
egfp-nptll-Transposon iiber EcoRV-

Schnittstelle in pIF12 kloniert

OriR1o01 E. coli repA1o1ts, AmpR, hy-
peraktive Transposase Gen, egfp-nptll-
Transposon und Leucin-tRNA-RNAI-
Gen iiber AscI-Schnittstelle in pIF13

kloniert

OriR1o1 E. coli repAi1oits, AmpR,
hyperaktive Transposase Gen, egfp-
nptll-Transposon und Leucin-tRNA-
WT-Gen tiber Ascl-Schnittstelle in
pIF13 kloniert

Cre-Gen {iiber Saml-Schnittstelle in
pK18mob kloniert

OriR101 E. coli repA1o1ts, AmpR und
Cre-Gen {iiber EcoRV-Schnittstelle in

pIF11 kloniert

(Bednarz, 2012)

(Datsenko & Wanner, 2000)

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit

Diese Arbeit & Masterarbeit
S. Wiebe

Diese Arbeit & Masterarbeit
S. Wiebe

Diese Arbeit

Diese Arbeit & Masterarbeit
S. Wiebe
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6.3.1 Enzyme

Fiir die Verwendung der Enzyme wurden jeweils die von den Herstellern mitgelieferten

Reaktionspuffer eingesetzt.

Tabelle 6.5: In dieser Arbeit verwendete Enzyme

Restriktionsenzyme Erkennungssequenz (5'-3") Bezugsquelle
EcoRI G-AATTC Fermentas
EcoRV GAT-ATC Fermentas
Bglll A-GATCT Fermentas
Ncol C-CATGG Fermentas
Sacl GAGCT-C Fermentas
BamHI G-GATCC Fermentas
Notl GC-GGCCGC Fermentas
Pstl CTGCA-G Fermentas
Smal CCC-GGG Fermentas
Ascl GG-CGCGCC New England
Biolabs

DNA-Polymerasen Beschreibung Bezugsquelle
GoTag-Polymerase A-Uberhénge Promega
Phusion-Polymerase proof-reading Fermentas
Sonstige Enzyme Beschreibung Bezugsquelle
T4-Ligase Ligation von DNA-Fragmenten Fermentas
T7-RNA-Polymerase Synthese von RNA mit DNA Roche

als Template
DNAasel Verdau von DNA Fermentas
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6.3.2 Chemikalien

Tabelle 6.6: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien

Chemikalie Bezugsquelle
Aceton VWR

Agarose PeqLab

Agar Select Invitrogen
Antibiotika Serva und Sigma Aldrich
Bromphenolblau Serva

CaCl, Merck

C12, C15, C18, C19, C22, C28, C32, C36 Sigma Aldrich
Alkane

Dimethylformamid (DMF) Merck
dNTP-Mix Fermentas
EDTA Roth

Ethanol Roth
Ethidiumbromid Serva

FeSO4 Merck

Glucose VWR

Glycerin Roth

Harnstoff Merck

HCl1 Sigma Aldrich
LB broth Invitrogen
MBDSTFA Macherey-Nagel
Methanol VWR
Methoxylamin Hydrochlorid (MeOX) Sigma Aldrich
MgSQO4 Merck

MilliQ H,O Merck-Millipore
MSTFA Macherey-Nagel
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Tabelle 6.7: In dieser Arbeit verwendete Chemikalien (Fortsetzung)

Chemikalie Bezugsquelle
NaCl Merck
NaOH VWR
NTP-Mix Roche
Pyridin Sigma
Ribitol Sigma
RNase-freies Wasser Roth
Thiamin-HCl Sigma
Tris Roth
13C-Glukose Eurisotop
6.3.3 Kits
Tabelle 6.8: In dieser Arbeit verwendete Kits
Kits Verwendung Bezugsquelle

Gene]ET Plasmid Miniprep
Kit

PCR clean-up and Gel extrac-
tion Kit

SensiMix Probe One-Step Kit

RNeasy Plus Mini Kit

Aufreinigung von Plasmid Thermo Scientific

DNA

Aufreinigung von DNA Macherey- Nagel

aus Agarosegelen
Real-Time PCR Kit Bioline

Aufreinigung von RNA Qiagen
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6.4 LABORGERATE

Tabelle 6.9: In dieser Arbeit verwendete Laborgeréte

Produkt Hersteller
Autoklav /VX-120) Systec
Brutschranke Memmert
Eismaschine (AF-80) Scotsman
Elektrophoresekammern fiir Agarosegele  Eigenbau

HPLC Spectra Physics

Thermo Fisher/ Finnigan Spectra

Systems
Ribolyser (Precellys 24) Bertin
Klimakammer /Kiihlraum Viessmann
Kiihlschranke AEG
Kiihlzentrifuge Sigma
Lyophylle Christ

PCR-Gerat (PTC-100)

M] Research Lab Recyclers

Photometer Eppendorf Biophotometer
Pipettierhilfen Gilson
pH-Meter (calimatic pH Meter 766) Knick

Magnetriihrer IKAMAG® RCT
NanoDrop(2000c) Peqlab
Reacti-Therm III Heating/Stirring Modul =~ Pierce

Reinraumwerkbank (Hera Safe)

Thermo Electron Corporation

Roller zum Kultivieren Memmert
RT-PCR Gerit (Opticon2™) Bio-Rad
Spannungsgeber Pharmacia
SpeedVac (Concentrator 5301) Eppendorf




6.4 LABORGERATE

Tabelle 6.10: In dieser Arbeit verwendete Laborgeréte (Fortsetzung)

Produkt

Hersteller

Thermoschiittler (Innova 44)
Thermoschiittler (fiir Eppendorf-Gefafse)
Tischzentrifuge

TRACE GC Ultra ITQ goo GC-Ion Trap MS
Trace GC Polaris Q Massenspektrometer
Transilluminator (Alphamanager HP)
Vortex (Vortex Genie 2)

Waagen

New Brunswick Scientific
Biozym

Eppendorf

Thermo Scientific™"
Thermo Finnigan
Biozym

Bender & Hobein AG

Sartorius

6.4.1 Verbrauchsmaterial

Tabelle 6.11: In dieser Arbeit verwendete Verbrauchsmaterialien

Produkt

Bezugsquelle

Reaktionsgefdfie, andere Plastikwaren
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen mit Filter

Glaswaren

Sterilfilter

Spritzen

Glasgefafs mit Deckel (HPLC und GC-MS)
Ultrafree-CL Filter

Lysing Matrix B (Fast Protein Tube)
RNaseZAP

Glasbeads (Durchmesser 0.1 mm)

Sarstedt, Greiner und Biozym
Starlab

Biozym

Schott

Roth

Brau

VWR und Wicom

Millipore

MP Biomedicals
Sigma-Aldrich

Roth
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Tabelle 6.12: In dieser Arbeit verwendete Software

6.5 SOFTWARE

Programm

Verwendung

Quelle

CellDesigner 4.2

MATLAB R2009b

Xcalibur

MeltDB 2.0

OpenFlux

Clonemanager 5.0

Opticon Monitor 3

RNAShapes
LALIGN

Visualisierung der Modell-
komponenten
Modellprogrammierung und
Simulation

Auswertung der GC-MS- und
HPLC-Daten

Auswertung der GC-MS-

und HPLC-Daten

Berechnung des intrazelluldren
Glukoseflusses

Planung und Kontrolle von
Klonierungen und Restriktionen
Auswertung der qRT-PCR
tRNA-Strukturvorhersage

Erstellung von Alignments

(Funahashi et al., 2008)

Mathworks©

Thermo Scientific™

(Kessler et al., 2013)

(Quek et al., 2009)

Sci Ed Central

BioRad

(Huang & W, 1991)

(Steffen et al., 2006)

51



6.6 NAHRMEDIEN UND MEDIENZUSATZE

6.6.1

Mg-Medium supplementiert mit FeSO,

(Sambrook et al., 1989)

6.6 NAHRMEDIEN UND MEDIENZUSATZE

Definierte Medien zur Kultivierung von Bakterien

8.5 g Na;HPO4

3 g KH2PO4

0.5 g NaCl

1g NH4Cl

3mg FeSO4 - 7H,0

1ml 1 M MgSO4

1mlo.x M CaCl,

25 ml 20% Glucose-Losung

— auf 973 ml mit Millipore H;0 auffiillen,

autoklavieren

1 M MgSO4 und 0.1 M CaCl, werden als Stammldsungen getrennt autoklaviert und

mit der sterilfiltrierten 20% Glucose-Losung zugegeben.

PDi1i-Medium

(Lara et al., 2008)

17 g K2HPO4

5.3 g KH2PO4

2.5 g (NH4)2504

1g (NH4)Cl

0.01 g Thiaminhydrochlorid

1 g MgSO4 -7H,0

25 ml 20% Glucose-Losung

1 ml Spurenelementlosung

— auf 974 ml mit Millipore H;0 auffiillen

autoklavieren
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6.7 MEDIENZUSATZE

1 M MgS0O4 und die Spurenelementlosung werden getrennt autoklaviert und mit der

sterilfiltrierten 20% Glucose-Losung zugegeben.

Spurenelementlésung;:
17 g Zn(CH3COO0); - 2H,0
7g Na-EDTA
1.25 g CoCl; - 6H,0
7.5 g MnCl, -4H,0
0.75 g CuCl;, - 2H,0
1.5 g H3BO3
1.05 g NazMoOy4 - 2H,0
50 g Fe(III)Citrat

— auf 1 I mit Millipore H;0 auffiillen

6.7 MEDIENZUSATZE

6.7.1 Antibiotika

Tabelle 6.13: In dieser Arbeit verwendete Antibiotika

Antibiotikum Losungsmittel Konzentration fiir E. coli
Kanamycin (Kan) H,O 50 pug/ml
Ampicillin (Amp) H,O 100 ug/ml

6.7.2 Agar

Zur Herstellung von Festmedien in Form von Agarplatten werden 15 g/1 Agar zum
fliisssigen Medium zugegeben und autoklaviert. Nach Abkiihlung des Mediums auf min-

destens 60°C werden, wenn benétigt, Antibiotika hinzugegeben.
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6.8 PUFFER UND LOSUNGEN

6.8.1 Losungen zur Herstellung von Dauerkulturen

PS-Puffer

62.5 % Glycerin/ PS-Puffer

7 & Na;HPOg4

3 g KH2PO4

5g NaCl

— auf 1 I mit Millipore H;0 auffiillen

— pH 7 einstellen und autoklavieren

PS-Puffer

62.5 % Glycerin — autoklavieren

6.8.2  Puffer zur Herstellung chemisch kompetenter Zellen

P1-Puffer

P2-Puffer

0.1 M CaCl,
2mM Tris — HCl

— pH 7.4 einstellen und autoklavieren

0.1 M CaCly
2mM Tris — HCl
10 % Glycerin

— pH 7.4 einstellen und autoklavieren
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6.8.3 Puffer fiir die DNA-Agarosegelelektrophorese

TAE-Puffer (50x)

DNA-Probenpuffer (6x)

Agarose-Losung

Ethidiumbromid-Lésung

6.8.4 Puffer fiir die HPLC-Analysen

Puffer A

(Mackerey-Nagel, 2013)

Puffer B

(Mackerey-Nagel, 2013)

2 M Tris
500 mM Natriumacetat
50 mM EDTA

— mit Essigsdure auf pH 7.8 einstellen

0.1 M CaCl,
10 ml TAE-Puffer
10 ml Glycerin

0,2 % Bromphenolblau

0.8-1.5 % (w/v) Agarose in TAE (1x) aufkochen

10 mg/ml in Millipore H;0

10 mM KyHPOy4
10 mM KH>POy4
5 M Harnstoff

— mit Millipore H;0 auffiillen, pH 6.9

Puffer A
1.5 M KCl

— mit Millipore H;0 auffiillen, pH 6.9



METHODEN

7.1 KULTIVIERUNG VON BAKTERIEN

7.1.1  Anzucht von Bakterien

Die Anzucht von E. coli erfolgte sowohl auf festem, als auch in fliissigem Medium, ggf.
unter Zusatz von Antibiotika. Die Anzucht fand jeweils bei 37°C statt. Im Fall eines E.
coli Stamms mit einem temperatursensitiven Plasmid ist die Kultivierung der Bakterien
bei 30°C durchgefiihrt worden. Fliissigkulturen wurden durch Beimpfen von 5 ml LB-
Medium mit einer Einzelkolonie und anschliefSender Inkubation tiber Nacht im Roller

angezogen. Grofsere Volumina wurden im Erlenmeyer-Kolben inkubiert.

7.1.2 Herstellung von Dauerkulturen

Bakterien von einer frischen Agarplatte in ein Eppendorf-Gefaf3 tiberfithren

Zellen in 100 pl PS-Puffer resuspendieren

500 pul 62.5 % Glycerin/PS-Puffer zugeben und invertieren
- Lagerung bei —20°C oder —80°C

7.1.3 Bestimmung des Bakterientiters

Das Wachstum einer Bakterienkultur wurde durch photometrische Messungen bei einer
Wellenldnge von 600 nm (ODgg) liberpriift. Als Referenz diente dabei steriles Nahrme-
dium, in dem die Bakterien kultiviert wurden. Um den exakten Lebendzelltiter zu be-
stimmen, wurden Verdiinnungsreihen angelegt, auf Festmedium ausplattiert und nach

der Inkubation ausgezahlt.
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7.2 ISOLIERUNG UND DARSTELLUNG VON DNA

7.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA mittels ,Thermo Scientific - Gene]ET Plasmid Miniprep
Kit”

- 1-5 ml E. coli LB-Kultur abzentrifugieren und den Uberstand verwerfen

- Zellpellet in 250 ul Resuspensionslosung in einem Eppendorf-Gefafs resuspendie-
ren (alternativ konnen auch auf einer Agarplatte gewachsene E. coli-Zellen abge-
kratzt und resuspendiert werden)

- 250 pul Lyselosung dazugeben und sofort vorsichtig 4-6 mal invertieren (Scherkraf-
te vermeiden!)

- 350 ul Neutralisationslosung dazugeben und sofort vorsichtig 4-6 mal invertieren

- Zelltrimmer 5 min bei 14.000 rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge abzentrifu-
gieren

- Uberstand auf eine GeneJET-Siule tiberfithren

- 1 min bei 14.000 rpm abzentrifugieren (Eppendorf-Tischzentrifuge) und Durchlauf
verwerfen

- 500 ul Waschlosung auf die Sdule geben und 1 min abzentrifugieren (Eppendorf-
Tischzentrifuge 14.000 rpm), Durchlauf verwerfen

- 500 pl Waschlosung auf die Sdule geben und 1 min abzentrifugieren (Eppendorf-
Tischzentrifuge 14.000 rpm), Durchlauf verwerfen

- 1 min bei 14.000 rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge abzentrifugieren

- Gene]ET-S4ule auf ein neues Eppendorf-Gefif3 setzen und 50 ul Elutionspuffer auf
die Sdule geben

- 2 min bei Raumtemperatur stehen lassen und anschlieflend 2 min zentrifugieren
(Eppendorf-Tischzentrifuge 14.000 rpm)

- Sdule verwerfen und eluierte Plasmid-DNA bei —20°C lagern

7.2.2 Konzentrationsbestimmung einer DNA-Losung

Die Konzentrationsbestimmung einer DNA-Losung erfolgte durch eine spektrophoto-
metrische Messung bei 260 nm je eines Mikroliters der DNA-Losung im NanoDrop-

Gerit (Peqlab).



7.2 ISOLIERUNG UND DARSTELLUNG VON DNA

7.2.3 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese dient der Auftrennung und Charakterisierung von DNA-
Molekiilen. Dabei erlauben die negativ geladenen Phosphatreste den DNA-Molekiilen
in dem elektrischen Feld zu wandern. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist abhangig
von der Grofie und der Konformation (einzelstrangig, doppelstrangig, linear, offenketti-
ge Form, supercoil-Form) der DNA-Molekiile. Je hoher die Agarosekonzentration, desto
kiirzer ist die Wanderungsstrecke der DNA-Molekiile unter gleichbleibenden Bedingun-

gen.

Tabelle 7.1: Agarosekonzentrationen mit den zugehorigen Trennbereichen der Fragmente. Zur Orientie-
rung ist die Lange der Fragmente aufgefiihrt, die mit dem Farbstoff Bromphenol zusammen wandern (aus

(Miihlhardt, 2009)).

Agarosekonzentration (w/v) Fragmentlinge [kb] Bromphenol
0.5 % 1 bis 30 1000 bp

0.7 % 0.8 bis 12 700 bp

1% 0.5 bis 7 300 bp

1.2 % 0.4 bis 6 200 bp

1.5 % 0.2 bis 3 120 bp

2% 0.1 bis 2 < 100 bp

- Agarose in TAE-Puffer in der Mikrowelle zum Kochen bringen

- auf ca. 60°C abkiihlen lassen, in den Geltrdger gieflen und Kamm einsetzen

- Gel fest werden lassen , die Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer auffiillen und
den Kamm entfernen

- DNA-Proben mit DNA-Probenpuffer (6x) versetzen (mit ca. 1/5 Volumen des Pro-
benvolumens)

- Geltaschen mit Proben beladen

- Auftrennung bei einer Spannung von go - 120 V

- anschlielend das Gel in einer Ethidiumbromidlésung farben und bei Bedarf mit
Wasser entfarben

- Gel unter UV-Licht (A= 302 nm) photographieren
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7.2.4 Groflenbestimmung von DNA-Fragmenten

Die Laufstrecke von DNA-Molekiilen ist iiber einen weiten Bereich umgekehrt propor-
tional zum natiirlichen Logarithmus der Fragmentliange. Durch Vergleich der Laufstre-
cke eines DNA-Fragments unbekannter Grofse mit einem DNA-Langenmarker, der eben-
falls auf das Gel aufgetragen wird, ldsst sich eine Aussage tiber die gesuchte Fragment-
grofie treffen.

In dieser Arbeit wurden der 250-12.000 bp DNA-Marker und der 100 bp-Leiter DNA-
Marker (hergestellt in dem Molekularbiologischen & Biochemischen Labor (MBBL) Dr.

Bartling GmbH aus Bielefeld) verwendet.

250-12.000 Bp DNA-MARKER DNA-MARKER 100Bp-Leiter
enweitert bis 5000 Bp
START
(8p) ol
5000 {111 ng)
13000 4000 (8909 3
8000 % 3000 { 67ng] <
o 6000 ® 2500 { 56 ng) <=
9 5000 8 2000 {44ng) S
3 = e g 1500 {33ng) &
& & 1000 (98ng) o
2 2000 P 900 { 88ngl =
2 1750 S 800 {78ng] o
g 1500 ® 700 { 68ng) 3
2 = 600 (58ng &
o 1250 | eeesesn 500 2x 08 n 2
. 1000 il (98ng) £
e 750 4 400 (39ng §
=: o IS
5 5 300 (2909 3
2 500 g 200 (20ng S
< 150 {14ng 2
250 100 { 10ng)
A B

Abbildung 7.1: In dieser Arbeit verwendete Langenmaker:

7.1a. 250-12.000 bp DNA-Marker (MBBL), 7.1b. 100 bp-Leiter (MBBL)

7.2.5 Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen mittels ,MN - PCR clean-up and

Gel extraction Kit”

Restriktionsfragmente fiir die Klonierungen wurden nach der Auftrennung unter Ver-

wendung des ,MN - PCR clean-up and Gel extraction Kits” aus Agarosegelen isoliert.

- das Gel nur unter langwelligem UV-Licht darstellen
- DNA-Fragment im Gel kennzeichnen und mit Skalpell heraustrennen

- ausgeschnittenes DNA-Fragment in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefafd wiegen
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auf je 100 mg Agarosegel 200 ul NTI-Puffer zugeben

5-10 min bei 50°C inkubieren und den Ansatz alle 2 bis 3 min vortexen (alternativ
kann auch auf dem Eppendorf-Thermomixer inkubiert werden)

nach vollstindiger Suspension des Agarosegels den gesamten Inhalt auf eine
NucleoSpin-Saule® geben und 30 s bei 13.000 rpm zentrifugieren

Durchfluss verwerfen und zum Waschen 700 pl NT3-Puffer auf die NucleoSpin-
Saule® geben

30 s bei 13.000 rpm zentrifugieren und den Durchfluss verwerfen

erneut Waschen mit 700 pl NT3-Puffer

30 s bei 13.000 rpm zentrifugieren und den Durchfluss verwerfen

zum Trocknen der Silica-Membran 1 min bei 13.000 rpm zentrifugieren

den oberen Teil der NucleoSpin-Saule® auf ein neues Eppendorf-Gefaf setzen

15 - 30 ul NE-Puffer zum Eluieren des DNA-Fragments auf die Membran geben
und 1 min bei Raumtemperatur inkubieren

1 min bei 13.000 rpm zentrifugieren

oberen Teil der NucleoSpin-Saule® entsorgen

7.3 RESTRIKTION UND MODIFIKATION VON DNA

7.3.1

DNA- Restriktion mit Typ II Restriktionsendonukleasen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden fiir enzymatische DNA-Spaltungen Restriktionsen-

donukleasen von Typ II verwendet. Diese erkennen und schneiden DNA spezifisch

innerhalb bestimmter palindromischer Sequenzen. Dabei entstehen entweder versetzte

(sticky-ends) oder glatte Enden (blunt-ends). Die fiir jedes Enzym optimalen Reaktionsbe-

dingungen wurden durch die vom Enzymhersteller empfohlenen Reaktionsbedingun-

gen (zumeist 37°C, enzymspezifische Ionenkonzentrationen) erreicht.

Exemplarischer Spaltungsansatz mit einem Endvolumen von 20 pl:

Vorlegen von sterilem Millipore Wasser in ein Eppendorf-Gefifs (Wasservolumen
= Endvolumen - Volumen der Spaltungskomponenten)

Gewiinschte Menge DNA-Losung dazupipettieren

1/10 des Gesamtvolumens TA-Restriktionspuffer (10x)

kalkuliertes Restriktionsendonukleasen-Volumen (1U/pg zu spaltender DNA)
Spaltungsansatz mischen und beim Temperaturoptimum des eingesetzten Restrik-

tionsenzyms je nach Bedarf 1 h bis i/N inkubieren
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7.3 RESTRIKTION UND MODIFIKATION VON DNA

- Inaktivierung des Enzyms durch Inkubation fiir 15 min bei —80°C oder fiir 15 min

bei 65°C

7.3.2  Dephosphorylierung von 5'-DNA-Enden

Die Durchfithrung einer Dephosphorylierung von 5-DNA-Enden mit einer alkali-
schen Phosphatase verhindert die Religierung eines linearisierten Vektors ohne Inser-
tion des gewiinschten DNA-Fragments. Das Enzym katalysiert die Entfernung von 5'-
Phosphatgruppen am Vektor, die zum Ringschluss des mit nur einem Restriktionsenzym
gespaltenen Vektors notwendig sind.

Exemplarischer Dephosphorylierungsansatz mit einem Endvolumen von 20 pl:

- 17 ul gespaltene DNA
- 2 ul Shrimp Alkaline (SA) Phosphatase-Puffer (10x)
1 ul SA-Phosphatase (1 U/ pl)

Reaktionsansatz mischen und 10 min bis 1 h bei 37°C inkubieren

Inaktivierung des Enzyms durch Inkubation fiir 10 min bei 65°C

7.3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion ist es moglich, geringste DNA-Mengen in vi-
tro innerhalb kiirzester Zeit zu amplifizieren, wenn jeweils kurze Bereiche der flankie-
renden Sequenzen des DNA-Fragments bekannt sind. Bei dieser Methode werden die
vorhandenen DNA-Molekiile in jedem Schritt durch thermostabile DNA-Polymerasen
verdoppelt. Als Negativkontrolle wurde in dieser Arbeit anstelle des DNA-Templates 1
ul steriles Millipore Wasser pipettiert.

Exemplarischer PCR-Ansatz mit einem Endvolumen von 25 pl:

- 5 ul 5x-Puffer
0.5 ul dANTP-Mix (jeweils 200 pM)

1 pl je Primer (jeweils 10 uM)
1 ul DNA

0.5 ul DNA-Polymerase (0.02 U/ul)

8 ul steriles Millipore Wasser

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene DNA-Polymerasen verwendet: Die

GoTag- und die Phusion-Polymerase. Beim Einsatz der GoTag-Polymerase entstehen
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an den Enden des amplifizierten Fragments A—Uberhéinge. Diese sind wichtig, mochte
man die Enden des Fragments fiir die weitere Verwendung mit einem Restriktionsen-
zym spalten, da viele Restriktionsenzyme kurze Sequenzen benétigen, die ihre spezifi-
schen Schnittstellen flankieren. Die Phusion-Polymerase hingegen besitzt eine Proofrea-
ding-Aktivitat, wodurch sie eine sehr geringe Amplifikationsfehlerrate aufweist. Die in
dieser Arbeit verwendeten Standard-PCR-Bedingungen waren fiir beide Polymerasen

identisch.

Tabelle 7.2: In dieser Arbeit verwendete Standard-PCR-Bedingungen

Schritt Temperatur Dauer Zyklus
1. Initiale Denaturierung 98°C 30S 1

2. Denaturierung 98°C 10 s 35

3. Annealing primerabhédngig 10-30 s

4. Amplifikation 72°C 15-30 s/kb

5. Finale Extension 72°C 10 min 1

6. Kiihlung 4°C bis Ende

7.3.4 Aufreinigung von PCR Produkten mittels ,, MN - PCR clean-up and Gel extraction Kit”

Die Aufreinigung von PCR Produkten mit Hilfe des PCR clean-up and Gel extraction Kit
basiert auf der Bindung von einzel- oder doppelstrangigen DNA-Fragmenten (50 bp bis
~20 kb) an eine Ionenaustauschersdule. Bestandteile, wie Primer, Enzyme, weitere PCR-
Zusitze (z.B. DMSO) oder kleinere DNA-Fragmente konnen nicht an das Sdulenmaterial

binden und werden durch Waschung der Sdule entfernt.

- aufzureinigendes PCR-Fragment mit zweifachem Volumen NTI-Puffer mischen
- Gemisch auf die Ionenaustauschersidule geben

- 30 s zentrifugieren, 13.000 rpm und Durchlauf verwerfen

- 700 ul NT3-Puffer auf die Saule geben

- 30 s zentrifugieren, 13.000 rpm und Durchlauf verwerfen

- zum Trocknen der Silica-Membran 1 min bei 13.000 rpm zentrifugieren

- den oberen Teil der NucleoSpin-Saule® in ein neues Eppendorf-Gefaf iiberfithren
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15 - 30 ul NE-Puffer zum Eluieren des DNA-Fragments auf die Membran geben

und 1 min bei Raumtemperatur inkubieren

1 min bei 13.000 rpm zentrifugieren

oberen Teil der NucleoSpin-Saule® entsorgen

7.3.5 Ligation

Mit Hilfe des Enzyms T4-DNA-Ligase ist es moglich die endstindigen 5'-
Phosphatgruppen und die 3’-Hydroxylgruppen von DNA-Molekiilen miteinander zu
verkniipfen. Fiir die Verbindung von DNA-Molekiilenden ist es notwendig, dass die En-
den zueinander kompatibel sind. Das bedeutet, sie miissen entweder zueinander kom-
plementédre Einzelstrdange (sticky-ends) oder glatte Enden (blunt-ends) aufweisen.

Exemplarischer Ligationsansatz mit einem Endvolumen von 20 ul:

Vorlegen von sterilem Millipore Wasser in ein Eppendorf-Gefifl (Wasservolumen

= Endvolumen - Volumen der Ligationskomponenten)

- vorgespaltene DNA-Molekiile im Mischverhdltnis Vektor zum zu klonierenden

DNA-Fragment von etwa 1:3 dazupipettieren

1/10 des Gesamtvolumens Ligationspuffer (10x)

kalkuliertes Ligase-Volumen (3 U) zugeben und gut mischen
Bei 16°C ii/N inkubieren

Inaktivierung des Enzyms durch 15 min bei 65°C

7.4 DNA-TRANSFER MITTELS CHEMISCHER TRANSFORMATION IN KOMPETENTE ¢€.

coli -ZELLEN

7.4.1  Herstellung chemisch kompetenter E. coli Zellen mittels

CaCl,-Methode (Protokoll der Plasmid Factory)

Kompetente Zellen sind in der Lage freie Plasmid-DNA aus dem Medium aufzuneh-
men. Da E. coli kein eigenes Transformationssystem besitzt, muss es im Labor zundchst
transformationskompetent gemacht werden. Um dies zu erreichen, gibt es verschiedene
Methoden, z. B. die CaCl,-Methode, die Rubidiumchlorid-Methode oder durch Elektro-
poration. Die klassische Methode ist die CaCl,-Methode. Diese Behandlung macht die
Zellmembran der kompetenten Zellen fiir DNA-Molekiile durchldssig. Alle Schritte zur

Herstellung kompetenter Zellen sollten bei 4°C durchgefiihrt werden.
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- Ansetzen einer E. coli DH5«x ii/N-Kultur

- Animpfen der Hauptkultur in 250 ml LB-Medium in einem 1 1 Schiittelkolben mit
einer ODgpp=0.2

- Zellen bis zu einer ODgpp von 0.8 bis 0.9 wachsen lassen

- Kultivierung abbrechen und Zellen fiir 15 min auf Eis stellen

- 10 min bei 6000 rpm und 4°C abzentrifugieren

- Uberstand verwerfen und im Zentrifugenbecher mit Zellstoff die Uberstandsreste
absaugen (Dabei nicht ans Pellet kommen!)

- 10 ml eiskalten Puffer 1 zugeben und die Zellen durch Schwenken resuspendieren

- 10 min bei 6000 rpm und 4°C abzentrifugieren und Uberstand verwerfen

- 10 ml eiskalten Puffer 2 zugeben und die Zellen durch Schwenken resuspendieren

- Zellen in Eppendorf-Gefafse aliquotieren

- Zellen in fliissigem Stickstoff schockgefrieren und bei -80°C lagern

7.4.2  Transformation kompetenter E. coli Zellen

Bei der Transformation werden die kompetenten Zellen einem kurzfristigen Hitzeschock
bei 42°C ausgesetzt, der sie befihigt, die Plasmide aus dem Medium ins Cytoplasma

aufzunehmen.

- 200 pl kompetente Zellen auf Eis auftauen

- die zu transformierende DNA zugeben und vorsichtig mischen

- 30 min auf Eis inkubieren

- 2 min Hitzeschock bei 42°C

- 1 ml LB-Medium zugeben und vorsichtig mischen

- 60 min bei 37°C (bei der Transformation eines temperatursensitiven Plasmids bei
30°C) inkubieren

- 100 pl des Transformationsansatzes auf entsprechender Selektionsplatte ausplat-
tieren

- Rest 5 min abzentrifugieren und Uberstand verwerfen

- Zellpellet im Riicklauf des Uberstandes resuspendieren und auf entsprechender
Selektionsplatte ausplattieren

- Platten tiber Nacht bei 37°C bzw. 30°C inkubieren
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7.5 ERSTELLUNG EINES RNA-STANDARDS UND DURCHFUHRUNG VON QUANTITA-

TIVER RT-PCR

7.5.1 PCR zur Amplifikation des RNAI- und RNAII-Gens zum Einsatz in der T7-RNA-

Polymerase-Reaktion

Um die absoluten RNAI- und RNAII-Konzentrationen mittels quantitativer Reverse-
Transkriptase-Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR) bestimmen zu konnen, wird jeweils
eine Eichreihe benétigt, die den Zusammenhang zwischen einem gemessenen CT-Wert
und der dazugehorigen RNA-Konzentration beschreibt. Fiir die Erstellung der Eich-
reihe wurden bekannte RNAI- bzw. RNAII-Konzentrationen vermessen. Anschliefsend
wurden die gemessenen CT-Werte gegen die Konzentrationen aufgetragen und eine Re-
gressionsgerade erstellt. Die Erstellung von RNAI- und RNAII-Standard-Losungen mit
bekannten Konzentrationen erfolgte zunichst tiber eine Amplifikation des jeweiligen
Gens durch PCR. Dabei sind RNAI- bzw. RNAII-Primer eingesetzt worden, die eine Ex-
tension besitzen, die aus der Promotersequenz fiir die T7-RNA-Polymerase besteht. Die
entstandenen PCR-Produkte konnten im nédchsten Schritt in der T7-RNA-Polymerase-
Reaktion eingesetzt werden, um eine RNAI- bzw. eine RNAII-Standard-Losung zu syn-
thetisieren.

Exemplarischer PCR-Ansatz mit einem Endvolumen von 20 pl:

4 pl 5x-Puffer

0.4 ul ANTP-Mix (jeweils 200 uM)

1 ul RNAIT71 Primer bzw. RNAIIT71 Primer (jeweils 10 uM)
1 ul RNAIT72 Primer bzw. RNAIIT72 (jeweils 10 pM)

1 ul Plasmid-DNA

0.2 ul Phusion-DNA-Polymerase (0.5 U/ ul)
0.6 ul DMSO

11.8 ul steriles Millipore Wasser
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Tabelle 7.3: In dieser Arbeit verwendete PCR-Bedingungen zur Amplifikation des RNAI- bzw. RNAII-Gens

zum FEinsatz als Template in der T7-RNA-Polymerase-Reaktion

Schritt Temperatur Dauer Zyklus
1. Initiale Denaturierung 98°C 1 min 1

2. Denaturierung 98°C 15s 35

3. Annealing primerabhédngig 25s

4. Amplifikation 72°C 58

5. Finale Extension 72°C 30s 1

6. Kiihlung 4°C bis Ende

7.5.2  T7-RNA-Polymerase-Reaktion

Die T7-RNA-Polymerase-Reaktion ist eine gute Moglichkeit das Transkript eines be-

stimmten Gens zu amplifizieren. Die Methode wurde in dieser Arbeit angewendet, um

eine Losung mit bekannter RNAI- bzw. RNAII-Konzentration herzustellen. Die entstan-

denen RNAI- bzw. RNAII-Standard-Losungen sind anschlieffend in verschiedenen Ver-

diinnungsstufen mittels qRT-PCR vermessen worden, um die jeweilige Eichreihe zu er-

stellen. Als Template der T7-RNA-Polymerase-Reaktion diente das zuvor synthetisierte
PCR-Produkt des RNAI- bzw. RNAII-Gens.

Exemplarischer T7-RNA-Polymerase-Reaktionsansatz mit einem Endvolumen von 20

ul:

2 ul Reaktionspuffer (10x)
0.5 1l RNase Inhibitor (20 U)

- mit RNase-freiem H,0 auf 20 pul auffillen

— 2 Std. bei 37°C inkubieren

1 ng DNA des RNAI- bzw. RNAII-PCR-Produkts
0.8 ul NTP-Mix (jeweils 1 mM)
2 ul T7-RNA-Polymerase (40 U)
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7.5.3 Isolierung von RNA mittels ,Qiagen - RNeasy plus Mini Kit”

Zur Bestimmung der absoluten RNAI- und RNAII-Konzentrationen in einem low copy-
und einem high copy plasmidtragenden Stamm ist zunédchst die Gesamt-RNA mit Hilfe
des Qiagen - RNeasy plus Mini Kits isoliert worden. Dabei wurde die genomische DNA
tiber die gDNA Eliminator spin column vom Zelllysat abgetrennt und die Gesamt-RNA
an die RNeasy Mini spin column gebunden und aufgereinigt. Im ndchsten Schritt wur-
de die isolierte RNA mittels qRT-PCR vermessen, so dass die unbekannten RNAI-und
RNAII-Konzentrationen anschlieffend anhand ihrer CT-Werte mit Hilfe der Eichreihen

bestimmt werden konnten.

- 1 ml E. coli-Kultur abzentrifugieren (5 min und 13.000 rpm) und den Uberstand
verwerfen

- Zellpellet in fliissigem Stickstoff schockgefrieren und sofort fiir die RNA-
Isolierung verwenden oder bei -80°C einfrieren

- Vorbereiten: Pro Zellpellet 700 ul RLT-Puffer versetzt mit 7 ul 3-Mercaptoethanol
frisch ansetzen und in ein Fast Protein Tube geben

- Zellpellet in 200 pl Tris-HCl (10 mM) durch auf- und abpipettieren resuspendieren
und in das vorbereitete Fast Protein Tube iberfithren

- Zellen im Hybaid ribolyser bei 30 s, Level 6.5 m/s aufschliefsen

- Zelllysat bei 3 min auf Eis abkiihlen und anschlieffend bei 4°C fiir 3 min in einer
Eppendorf-Tischzentrifuge die Zelltriimmer abzentrifugieren (13.000 rpm)

- Die nachfolgenden Schritte werden alle auf Eis durchgefiihrt!

- Uberstand in ein frisches RNase-freies Eppendorf-Gefaf} iiberfithren und erneut
bei 4°C fiir 3 min und 13.000 rpm zentrifugieren

- Uberstand auf die gDNA Eliminator spin column geben, um genomische DNA ab-
zutrennen

- 30 s bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugieren (Schritt bei Bedarf wiederholen)

- Durchlauf in ein frisches RNase-freies Eppendorf-Gefafs (bei Volumen > 8oo ul in
ein 12 ml Greiner-Rohrchen) tiberfithren

- 1.5-faches Volumen 100 % Ethanol dazugeben und vortexen

- RNeasy Mini spin column auf ein frisches RNase-freies 2 ml Eppendorf-Gefaf3 setzen

- 700 pl der Probe (inklusive Prazipitat) auf die Sdule geben und 15 s bei 13.000 rpm
und 4°C zentrifugieren

- Durchfluss verwerfen und den vorherigen Schritt wiederholen bis die komplette

Probe die Sdulenmembran passiert hat
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RNeasy Mini spin column auf ein frisches RNase-freies 2 ml Eppendorf-Gefafs setzen

500 pl RPE-Puffer zugeben und bei 4°C fiir 2 min und 13.000 rpm zentrifugieren

Durchfluss verwerfen

500 ul RPE-Puffer zugeben und bei 4°C fiir 15 s und 13.000 rpm zentrifugieren

RNeasy Mini spin column auf ein frisches RNase-freies 2 ml Eppendorf-Gefafs setzen

bei 4°C fiir 1 min und 13.000 rpm zentrifugieren

RNeasy Mini spin column auf ein frisches RNase-freies 1.5 ml Eppendorf-Gefafs

setzen und 30 pl RNase-freies Wasser direkt auf die Sdulenmembran geben

1 min bei 4°C und 13.000 rpm zentrifugieren um die Gesamt-RNA zu eluieren

Sédule verwerfen und eluierte RNA bei —80°C lagern

7.5.4 Entfernung von DNA mittels DNasel-Verdau

Um eventuell verbliebene DNA-Reste (sowohl aus der T7-RNA-Polymerase-Reaktion,
als auch aus der RNA-Isolierung) zu entfernen, wurde ein Verdau mit dem Enzym
DNasel durchgefiihrt. Dazu wurden 2 pl DNasel (2 U) auf die eluierte RNA gegeben
und 30 min bei 37°C inkubiert. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte durch die Zugabe

von 1 ul EDTA und einer Inkubation bei 65°C fiir 10 min.

7.5.5 Konzentrationsbestimmung einer RNA-Losung

Die Konzentrationsbestimmung einer RNA-Losung erfolgte durch eine spektrophotome-
trische Messung bei 260 nm je eines Mikroliters der RNA-Losung im NanoDrop- Gerét

(Peqlab).

7.5.6 gRT-PCR mittels ,Bioline - SensiMix Probe One-Step Kit”

Die Methode der qRT-PCR dient der Vervielfaltigung von Nukleinsduren mit einer
gleichzeitigen Quantifizierung anhand von Fluoreszenzmessungen. Fiir die Erzeugung
der Fluoreszenzsignale wird dem PCR-Ansatz ein Fluoreszenzfarbstoff zugegeben, der
in die doppelstrangigen DNA-Molekiile interkaliert. Dabei nimmt die Fluoreszenz mit
der Bildung der PCR-Produkte zu, so dass anhand der Fluoreszenzmessungen eine Aus-
sage liber die amplifizierte DNA-Menge getroffen werden kann. Mit Hilfe der qRT-PCR
lassen sich neben DNA-Mengen auch RNA-Mengen quantifizieren. Dazu wird die RNA
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zundchst mittels eines Enzyms namens Reverse Transkriptase in eine copy-DNA (cD-
NA) umgeschrieben, welche als Template fiir die PCR-Reaktion dient. Im Rahmen dieser
Arbeit wurden die qRT-PCR-Analysen im Opticon 2™ (Bio-Rad) unter Verwendung des
Fuoreszenzfarbstoffes SYBR® Green I durchgefiihrt. Das verwendete SensiMix Probe One-
Step Kit der Firma Bioline ist so konzipiert, dass die reverse Transkription (RT) und die
quantitative PCR in einem Ansatz durchgefiihrt werden. Als Negativkontrolle wurde in
dieser Arbeit anstelle des RNA-Templates 1 ul RNase-freies Wasser pipettiert.

Exemplarischer qRT-PCR-Ansatz mit einem Endvolumen von 19 ul:

6.2 1l RNase-freies Wasser
10.8 ul 2x SensiMix SYBR No-Rox One Step inklusive 10 U/pul RiboSafe RNase

Inhibitor

1 ul RNAI-lc1 Primer bzw. mRNAIlI-lc2neu Primer (jeweils 10 pM)
- 1 ul Gesamt-RNA

Bei der reversen Transkription wurde nur ein Primer zugegeben, da das RN AI-Molekiil
komplementdr zum RNAII-Molekiil ist. Hatte man beide Primer (forward und reverse
Primer) dazu gegeben, wiren sowohl RNAI- als auch RNAII-Molekiile in cDNA umge-
schrieben worden und die spater amplifizierte RNA-Menge hatte nicht mehr in RNAI
und RNAII unterschieden werden kénnen. Die reverse Transkription wurde fiir 10 min
bei 42°C in dem PCR-Gerat MJ Research PTC-100 Programmable Thermal Controller durch-
gefiihrt. Nach Abschluss der RT-Reaktion wurde 1 pul des zweiten Primers hinzugegeben
und die quantitative PCR im Opticon 2™ (Bio-Rad) wurde unter Verwendung des fol-

genden Programms gestartet:

Tabelle 7.4: In dieser Arbeit verwendete Bedingungen fiir die quantitative PCR

Schritt Temperatur Dauer Zyklus
1. Initiale Denaturierung 95°C 1omin 1

2. Denaturierung 95°C 15 s 40

3. Annealing 69°C 15 S

4. Amplifikation 72°C 15 s

5. Finale Extension 72°C 308 1

6. Kiihlung 4°C bis Ende
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76 ABSOLUTE QUANTIFIZIERUNG VON PLASMID-DNA

7.6.1  Absolute Quantifizierung der Plasmid-DNA durch die

Firma Plasmid Factory

Bei der Messung der intrazelluldren Plasmidkonzentration durch die Plasmid Factory
GmbH & Co. KG (Meisenstrafie 96, 33607 Bielefeld; Kooperationspartner dieses Promo-
tionsprojekts) wurde die pDNA zunéchst tiber eine NucleoBond PC20-Sdule (Macherey-
Nagel) aufgereinigt und im NanoDrop-Gerit bei 260 nm vermessen. AnschliefSend er-
folgte die gelelektrophoretische Auftrennung und die densitometrische Bestimmung des
pDNA-Anteils an der Gesamt-DNA mit Hilfe der Software LabImage 1D L 340 (Intas
Science Imaging GmbH).

400 pl S1-Puffer zum Zellpellet ins Eppendorf-Gefafs zugeben und durch Vortexen

resuspendieren

- 400 ul S2-Puffer fiir die Zellyse zugeben und mehrfach invertieren

- 400 ul S3-Puffer fiir die Neutralisation zugeben und mehrfach invertieren

- 7 min bei 14.500 rpm zentrifugieren und wéahrenddessen die NucleoBond PC2o-
Sdule (Macherey-Nagel) mit 1 ml N2-Puffer dquilibrieren

- Zellysat (Uberstand) moglichst ohne Prézipitat auf die Saule pipettieren

- zum Waschen der pDNA 3 mal 1 ml N3-Puffer auf die Sdule geben

- wihrenddessen ein neues Eppendorf-Gefifs unter die Saule stellen

- 800 ul N5-Puffer zur Elution auf die Sdule geben

- Sdule verwerfen

- 600 pl Isopropanol zur Féllung der pDNA zugeben und kréftig schiitteln

- 30 min bei 14.500 rpm zentrifugieren, Uberstand abnehmen und verwerfen

- 500 pl 70% Ethanol zum Waschen der pDNA zugeben

- kurz bei 14.500 rpm zentrifugieren und den Uberstand vorsichtig abnehmen und
verwerfen

- pDNA im offenen Eppendorf-Gefifs bei Raumtemperatur ca. 30 min trocknen las-
sen

- 20 ul WFI- oder TE-Puffer zugeben und pDNA zum Losen mindestens 1 h bei

Raumtemperatur stehen lasssen
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7.6.2  Absolute Quantifizierung der Plasmid-DNA durch die
Firma CARPEGEN

Die Bestimmung der Plasmidkonzentration durch die Firma CARPEGEN GmbH (Men-
delstr. 11, 48149 Miinster) erfolgte unter Anwendung einer sondenbasierten RT-PCR.
Mit Hilfe dieser Methode werden die ribosomalen Operons der gDNA quantifiziert und
so der Anteil genomischer DNA bestimmt. Anschlieflend wird die errechnete gDNA-
Menge in Relation zur photometrisch bestimmten Gesamt-DNA-Konzentration gesetzt

und die pDNA-Konzentration ermittelt (GesamtDNA - gDNA = pDNA).

7.6.3 Absolute Quantifizierung der Plasmid-DNA mittels Hochleistungsfliissigkeitschromato-
graphie

Zur absoluten Quantifizierung der Plasmid-DNA mittels Hochleistungsfliissigkeitschro-
matographie (HPLC von engl. high performance liquid chromatography) wurde zunéchst ei-
ne Verdiinnungsreihe mit bekannten pDNA-Konzentrationen vermessen, um eine Eich-
gerade zu erstellen. Die Eichgerade dient dazu, die unbekannten Plasmidmengen zu
ermitteln. Anschlielend wurden die, tiber alkalische Lyse, hergestellten Zellysate der
Proben mittels HPLC vermessen. Die Puffer zur Herstellung der Zellysate stammen aus

dem Plasmid-Isolierungskit , Thermo Scientific - Gene]JET*

- Zellpellet in 125 ul Resuspensionslosung in einem Eppendorf-Gefafs resuspendie-
ren

- 125 pul Lyselosung dazugeben und sofort vorsichtig 4-6 mal invertieren (Scherkraf-
te vermeiden!)

- 175 pl Neutralisationslosung dazugeben und sofort vorsichtig 4-6 mal invertieren

- Zelltrimmer 30 min bei 14.000 rpm in einer Eppendorf-Tischzentrifuge abzentri-
fugieren

- 300 pl Uberstand als Zellysate fiir die HPLC-Messungen einsetzen und davon

200 pl injizieren

HPLC-Bedingungen:

Séaule: VA 125/6 NUCLEOGEN® 4000-7 DEAE (Macherey-Nagel)

Detektor: UV-Detektor, 260 nm

Laufmittel A: 20 mM Kailumphosphatpuffer (10 mM KH;PO4 + 10 mM K;HPO4)
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Laufmittel B: Laufmittel A + 1.5 M KCl, linearer Gradient von 300 mM KCl (20 % B, 8o
% A) bis 1.5 mM KClI (100 % B) in 50 min
Flussrate: 1 ml/min

Temperatur: 22°C

7.7 DURCHFUHRUNG VON METABOLOMANALYSEN

7.7.1  Zellernte durch Schockgefrieren

Fiir die Untersuchung von intrazelluldren Metaboliten ist es sehr wichtig, dass die Ernte
der Zellen so schnell wie moglich durchgefiihrt wird, weil Metabolite innerhalb kiirzes-
ter Zeit enzymatisch umgewandelt werden kdnnen. Jede Art von Stress fiir die Zellen (z.
B. Temperaturwechsel durch langes Stehen oder hohe Zentrifugationszeiten) fiithrt zu
Verdanderungen der intrazelluliren Metabolitzusammensetzung. Mochte man die intra-
zelluldren Metabolitkonzentration unter definierten Kultivierungsbedingungen untersu-
chen, ist es daher notwendig diese wahrend der Ernte moglichst konstant zu lassen bzw.
unvermeidbare Schwankungen so klein wie moglich zu halten, bevor die Zellen in fliis-

sigem Stickstoff schockgefroren werden um alle enzymatischen Aktivitdten zu stoppen.

100 ml Mg-Medium supplementiert mit FeSO4 mit einer ODgpp=0.1 animpfen

Bakterienkulturen bis in die spdt-exponentielle Phase bei 200 rpm wachsen lassen

100 ml Bakterienkultur auf zwei 50 ml verschraubbare Reaktionsgefifie aufteilen

- 3 min bei 4000 rpm und 37°C zentrifugieren (Sigma-Zentrifuge)

Uberstand abgieen und Zellpellet in fliissigem Stickstoff schockgefrieren

Bei -80°C lagern

7.7.2  Extraktion und Derivatisierung der intrazelluliren Metabolite

Die Extraktion der intrazelluliren Metabolite erfolgte durch Aufschluss der Zellen im
Ribolyser (Bertin) unter Zugabe von Methanol. Fiir die Derivatisierung wurde das Si-
lylierungsmittel MSTFA (N-Methyl-N-Trimethylsilyl-Trifluoroacetamid) verwendet. Bei
der Behandlung mit MSTFA werden die Wasserstoffatome polarer Gruppen gegen
Trimethylsilyl-Gruppen ausgetauscht.

- Gefrorenes Zellpellet durch Lyophilisierung trocken und 5 bis 10 mg in

Schraubdeckel-Eppendorf-Gefédfie abwiegen
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- 500 mg Glasbeads in das Schraubdeckel-Eppendorf-Gefafs hinzufiigen

- 1 ml Extraktionslosung bestehend aus 80% Methanol mit 10 mM Ribitol zugeben
(Ribitol dient dabei als interner Standard fiir die spatere Quantifizierung)

- Zellen im Ribolyser aufschliefSen (3 x 45 s, 15 s Pause)

- 20 min bei 14.000 rpm abzentrifugieren

- Reacti-Therm III Gerit auf 37°C stellen

- 800 pl vom Uberstand in ein Reacti-Glasgefaf3 geben

- Reacti-Glasgefaf3 in das Reacti-Therm III Geriét stellen und das Methanol durch
,Ablasen” mit einem Stickstoffstrom entfernen

- Nachdem das Methanol verdampft ist, einen Magnetriihrfisch und 100 pl Me-
thoxylamin Hydrochlorid in Pyridin (20 mg/ ml) zugeben

- Magnetriihrfunktion im Reacti-Therm III Gerdt anstellen und 1.5 Std. bei 37°C
inkubieren

- 100 ul MSTFA und 20 pl eines Alkan-Mixes zugeben (Der Alkan-Mix besteht aus
C12-, C15-, C18-, C19-, C22-, C28-, C32-Alkanen je 0.24 mg/ ml und dem C36-
Alkan (0.48 mg/ ml) in Pyridin gelost. Er dient dazu, die systembedingte Verschie-
bungen in den Retentionszeiten auszugleichen.)

- 30 min bei 37°C im Reacti-Therm III Gerét inkubieren

- Nach der Inkubation 5 min bei 4.000 rpm gegen Schwebstoffe abzentrifugieren

- Uberstand mit Hilfe einer Pasteurpipette in ein GC-MS-Glasgefif3 pipettieren

- Probe im GC-MS vermessen

7.7.3  Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Die GC-MS-Messungen wurden auf einem , Trace GC Polaris Q Massenspektrometer”
der Firma Thermo ScientiﬁcTM durchgefiihrt. Das Gerét besteht aus einem, an ein Massen-
spektrometer gekoppelten Gaschromatographen und ist mit der Saule Rtx®-sMS column
(30 m, iD o0.25, df 0.25 m) der Firma Restek ausgeriistet. Bei allen GC-MS-Messungen
wurde jeweils 1 pl Probe splittlos injiziert.
Temperaturprogramm des GC-Ofens:

- 3 min bei 80°C

- Mit 5°C/ min auf 325°C heizen

- 2 min bei 325°C heizen

Die Temperatur der Uberleitung betrug 250°C und die der Ionenquelle lag bei 220°C.

Das Massenspektrum wurde in einem Scanbereich von 50 bis 750 m/z aufgenommen.

73



7.7 DURCHFUHRUNG VON METABOLOMANALYSEN

Nach vier Messungen wurde jeweils eine Leerprobe vermessen, um {iiberpriifen zu
konnen, ob Metabolitiibertrége stattgefunden haben. Die Dateien der Rohdaten wurden
mit Hilfe der Xcalibur-Software in cdf-Dateien umgewandelt und anschlieffend in die

MeltDB-Software importiert.

7.7.4 Auswertung der GC-MS-Messungen

Fiir die Metabolomanalysen wurden drei biologische Replikate & zwei technische Re-
plikaten vermessen. Die Auswertung der GC-MS-Messungen fand unter Verwendung
der MeltDB-Sofware (Kessler et al., 2013), (Neuweger et al., 2008) statt. Sie begann mit
der Durchfithrung der MeltDB Warped Peak Detection Methode mit einem Signal to Noise
Verhiltnis von 10. Diese Methode sucht nach Massenspuren, die zu einer bestimmten
Zeit eine Peak-Form zeigen und ein lokales Maximum besitzen. In dem zugehorigen
Massenspektrum sind die Intensitdten aller Massen zu dieser Zeit enthalten. Auf die
Peak-Detektion folgte das sogenannte Multiple Profiling. Dabei werden Peaks gefunden,
die sich in ihren Massenspektren und ihren Retentionszeiten dhneln und dabei in ei-
ner bestimmten Anzahl der Chromatogramme vorkommen. Diese , bestimmte Anzahl”
kann als Parameter auf z. B. 50 % eingestellt werden. In dieser Arbeit wurden die Ein-
stellungen so gewdhlt, dass solche Peaks gefunden werden, die in 8o % der Chromato-
gramme vorkommen. Da diese Peaks noch nicht identifiziert sind, werden sie als , TAG”
markiert. Dies ist ein generischer Name, der sich aus der Retentionszeit und der Haupt-
masse des Spektrums zusammensetzt. Im Anschluss daran erfolgte die Identifikation
bekannter Metabolite durch den Vergleich ihrer Retentionszeiten und Massenspektren
mit den Retentionszeiten und Massenspektren zuvor vermessener Referenzsubstanzen.
Fiir die Berechnung der Retentionszeiten wurden die in dem Alkan-Mix vermessenen
Alkane als Retentionindizes zu Hilfe genommen. Im Fall von unbekannten Metaboliten,
die nicht als Referenzsubstanz vorlagen, wurden die zugehorigen Massenspektren mit
Spektren verglichen, welche in den Datenbanken Golm metabolite database (GMD, 2008)
und NIST mainlib (National Institute for Standards and Technology, 2009) hinterlegt sind.
Nach der Identifikation erfolgte die relative Quantifizierung der Metabolite {iber die
Peakfldche mit einer Normalisierung auf den internen Standard Ribitol und das zu Be-
ginn eingewogene Zelltrockengewicht. Dabei war sicherzustellen, dass Ribitol nicht als

intrazelluldire Komponente vorliegt. Im letzten Schritt wurden mit Hilfe der MeltDB-
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Software (Kessler et al., 2013), (Neuweger et al., 2008) verschiedene statistische Analysen

(Hauptkomponentenanalyse, Heatmaps) durchgefiihrt.

13

7.8 DURCHFUHRUNG VON C-FLUSSANALYSEN

7.8.1  Anzucht der Bakterien und Ernte durch Schockgefrieren

Das experimentelle Vorgehen bei der Durchfithrung der '3C-Flussanalysen geschah in
Anlehnung an Weckwerth (2007). Die Anzucht erfolgte tiber zwei Vorkulturen auf na-
tiirlich markierter Glukose und einer Hauptkultur mit 1'3C-markierter Glukose. Zum

Ernten wurden die Zellen in fliissigem Stickstoff schockgefroren.

- 10 ml LB Medium (wenn benétigt mit Antibiotika versetzt) mit einer einzelnen
E. coli Kolonie animpfen und bei 37°C (300 rpm) 8 bis 12 Std. kultivieren (erste
Vorkultur)

- Die Zellen 5 min bei 4.000 rpm zentrifugieren und mit steriler 0.9 % NaCL-Losung
waschen

- 25 ml PD1-Medium (mit 5 g/1 Glukose und, wenn benétigt, mit Antibiotika) mit
den gewaschenen Zellen bei einer ODg0=0.1 animpfen (zweite Vorkultur)

- Nach Erreichen der exponentiellen Phase die Zellen durch Zentrifugation ernten
(5 min bei 4.000 rpm)

- Zweimal mit steriler 0.9 % NaCL-Losung waschen

- 25 ml PD1-Medium (mit 5 g/1 1"3C-markierter Glukose) mit den gewaschenen
Zellen bei einer ODg(0=0.03 animpfen (Hauptkultur)

- Nach Erreichen der exponentiellen Phase 1 ml Zellkultur in einem Eppendorf-
Gefafd abzentrifugieren (10 min bei 12.000 rpm und 4°C)

- Uberstand verwerfen und Zellpellet in fliissigem Stickstoff schockgefrieren

- bei -80°C lagern

7.8.2  Proteinhydrolyse und Derivatisierung

Die Proteinhydrolyse erfolgte durch Zugabe von 50 ul 6 M HClI pro 1 mg Zelltrocken-

gewicht. Das Zelltrockengewicht wurde mit folgender Gleichung berechnet

Zelltrockengewicht[mg] = 0.38[mg] - ODgpo(Erntezeitpunkt), (7.1)
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wobei ODgoo die optische Dichte bei einer Wellenldnge von 600 nm beschreibt und

dimensionslos ist. Die Gleichung wurde von Juan Carlos Sigala Anlanis (Universidad

Nacional Auténoma de México) zur Verfligung gestellt.

7.8.3

Zellpellet auftauen und zweimal mit 700 ul sterilem Wasser bei Raumtemperatur
waschen

Bei 12.000 rpm 8 min abzentrifugieren und Uberstand verwerfen

6 M HCl zugeben (50 pl pro 1 mg Zelltrockengewicht) und Pellet darin 16sen

24 Std. bei 105°C inkubieren

Die abgekiihlten Hydrolysate mit 6 M NaOH neutralisieren (50 pl pro 1 mg Zell-
trockengewicht)

Probe durch Filtration (Ultrafree-CL Filter, Millipore) von partikuldren Verunreini-
gungen befreien

50 pul des Durchlaufs in ein frisches Eppendorf-Gefafd geben und bei 37°C Vakuum
trocknen (Eppendorf-SpeedVac)

Komplett wasserfreie Probe in 50 ul frischem Dimethylformamid/ Pyridin (DMF
+ 0.1% Pyridin) 16sen und in ein frisches Eppendorf-Gefafs tiberfiihren

Zur Derivatisierung 50 ul MBDSTFA zugeben und fiir 30 min und 80°C im Ther-
moshaker inkubieren

Nach der Inkubation 5 min bei 4000 rpm gegen Schwebstoffe abzentrifugieren
Uberstand mit Hilfe einer Pasteurpipette in ein GC-MS-Glasgefaf pipettieren

Probe im GC-MS vermessen

Gaschromatographie-Massenspektrometrie

Die GC-MS-Messungen wurden auf dem Gerét ,TRACE GC Ultra GC ITQ 9oo GC-Ion

Trap MS” der Firma Thermo Scientific" durchgefiihrt. Das Gerit besteht aus einem, an

ein Massenspektrometer gekoppelten Gaschromatographen und ist mit der Saule Rtx®-

5MS column (30 m, iD o.25, df 0.25 m) der Firma Restek ausgertistet.

Bei allen GC-MS-Messungen der 1'3C-markierten Proben wurde jeweils 1 pul Probe

splittlos injiziert.

Temperaturprogramm des GC-Ofens:

2 min bei 150°C
Mit 10°C/ min auf 280°C heizen

3 min bei 280°C heizen
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Die Temperatur der Uberleitung betrug 280°C und die der Ionenquelle lag bei 200°C.
Das Massenspektrum wurde in einem Scanbereich von 50 bis 570 m/z aufgenommen.
Nach vier Messungen wurde jeweils eine Leerprobe vermessen, um {iiberpriifen zu

konnen, ob Metabolitiibertrage stattgefunden haben.

7.8.4 Auswertung der GC-MS-Messungen

Fiir jeden Bakterienstamm wurden zwei biologische Replikate a zwei technische Repli-
katen vermessen. Die Auswertung der Chromatogramme und Massenspektren erfolgte
mit Hilfe der Xcalibur-Software. Dabei wurde das Massenspektrum jedes detektierbaren
Aminosdurepeaks hinsichtlich des Isotopomer-Verteilungsmusters des zu betrachtenden
Fragments der Aminosdure untersucht. Die Massen der leichtesten Isotopomere der in
dieser Arbeit betrachteten Aminosdurefragmente sind in Tabelle 10.2 dargestellt. Die auf
diese Weise ermittelten spezifischen Markierungsmuster wurden fiir die Berechnung der

metabolischen Flussverteilung mit Hilfe des stoichiometrischen Modells verwendet.

77



Teil V

ERGEBNISSE



MODELLIERUNG DER PLASMIDREPLIKATIONSKONTROLLE
VON COLE1-AHNLICHEN PLASMIDEN

Es ist das Ziel dieser Modellierungsarbeit, die regulatorischen Mechanismen der ColE1-
Plasmidreplikationskontrolle mit Hilfe eines mathematischen Modells zu untersuchen
und zu verstehen. An dieser Stelle soll zunichst eine Ubersicht {iber den Modellie-
rungsprozess gegeben werden (Abbildung 8.1). Eine detailliertere Beschreibung der

einzelnen Schritte erfolgt in den weiteren Unterkapiteln.

experimentell
bestimmte Daten

&3

MATLAB

S y verbessertes

Plasmid- _ ellDesigner Verstandni
= Literatur- Strukturelles > : : s PR
replikations- —_— el Modell Simulationen > (Prediktive
kontrolle Simulationen)

m |

Abbildung 8.1: Ubersicht zum Vorgehen bei der Modellierung der Plasmidreplikationskontrolle.

Der Modellierungsprozess begann mit der Literaturrecherche zur Plasmidreplikationskontrolle. Mit Hilfe
des Literaturwissens wurde dann zunéchst ein strukturelles Modell erstellt. Nachdem {tiberpriift wurde, ob
alle relevanten Reaktionen in dem Modell enthalten sind, wurde auf Grundlage des strukturellen Modells,
im néchsten Schritt ein dynamisches Modell erstellt. In dem dynamischen Modell sind alle beteiligten Re-
aktionen durch mathematische Gleichungen beschrieben, welche mit experimentellen Daten untermauert
sind. Mit Hilfe dieses Modells ist es moglich, die Plasmidreplikationskontrolle zu simulieren. Die Simulatio-
nen wurden mit experimentellen Messungen zum Verhalten der Plasmidreplikationskontrolle verglichen.
Stimmten sie nicht tiberein wurde das Modell kontinuierlich angepasst, bis die Simulationen dem realen

Verhalten mit der geforderten Genauigkeit entsprachen.

Mit Hilfe des in dieser Arbeit erstellten Modells zur  ColE1-
Plasmidreplikationskontrolle soll folgender Fragestellung nachgegangen werden:

Welchen Effekt hidtte es auf die Plasmidproduktion, wiirde man tRNA-Molekiile
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derart modifizieren, dass die Beladung mit einer Aminosdure durch die Aminoacyl-
tRNA-Synthetase nicht mehr moglich wire? Die Hypothese zur Beantwortung der
Fragestellung ist, dass die Zelle sich nicht unter Stressbedingungen befindet, aber
dennoch eine erhohte Menge unbeladener tRNA-Molekiile in Form von modifizierten
tRNAs aufweist, was sich positiv auf die Plasmidproduktion auswirkt.

Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde zunédchst eine intensive Literaturrecherche
durchgefiihrt, um zu erfahren, was bereits tiber die ColE1-Plasmidreplikationskontrolle
bekannt ist. Der Schwerpunkt lag dabei auf der Identifizierung aller relevanten Kom-
ponenten und ihren Interaktionen. Des Weiteren galt es herauszufinden, ob zusitzlich
verwendbare experimentelle Daten vorliegen, die sich in das Modell integrieren lassen.
Basierend auf Literaturdaten wurde ein erstes strukturelles Modell mit der CellDesigner
Software (Funahashi et al., 2008) erstellt, welches sdamtliche, bekannte Komponenten
und Reaktionen zur ColEi-Plasmidreplikationskontrolle visualisiert. AnschliefSend
folgte ein iterativer Prozess, in dem das Modell mit weiterer Literatur verglichen wurde,
um zu iiberpriifen, ob alle eingebauten Reaktionen fiir die zu untersuchende Fragestel-
lung notwendig sind oder ob tiberfliissige Verbindungen enthalten sind. Gleichzeitig
ist dabei kontrolliert worden, ob wichtige Interaktionen oder Elemente {ibersehen
wurden, die in dem Modell noch zu beriicksichtigen sind. Dieser Prozess wurde
fortgesetzt, bis das strukturelle Modell einen guten Uberblick iiber das Netzwerk der
ColE1-Plasmidreplikationskontrolle und alle relevanten Komponenten und Reaktionen
darstellte.

Der néchste Schritt bestand aus der mathematischen Beschreibung der zuvor im
strukturellen Modell visualisierten Reaktionen unter der Verwendung des Massen-
wirkungsgesetzes. Nun konnte das, in dieser Arbeit, mittels MATLAB (Mathworks®)
programmierte Modell zur Durchfiihrung von Simulationen fiir die Plasmidproduktion
verwendet werden. Zundchst wurde dabei tiberpriift, ob die mathematische Beschrei-
bung stimmig ist und die Simulationen reibungslos ablaufen. Dazu wurde, z. B. durch
den Vergleich verschiedener Integrationsalgorithmen, untersucht, ob das Modell die
biologischen Verhiltnisse korrekt abbildet: Es sollte fiir den ColE1 high copy Plasmid
eine grofiere pDNA-Produktion simulieren, als fiir den ColE1 low copy Plasmid. Des
Weiteren wurde die Kinetik kontrolliert, indem untersucht wurde, ob die Produktion
konstant ablduft und nicht oszilliert oder plétzlich einbricht.

Nach Abschluss dieser Priifung sind die Simulationen in den weiteren Schritten

mit gemessenen Ergebnissen zur Plasmidproduktion quantitativ verglichen worden.
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Da die Simulationen zu diesem Zeitpunkt noch nicht mit dem realen Verhalten
iibereinstimmten, wurden experimentell bestimmte Daten in das Modell integriert.
Die dabei eingefiigten Daten stammen zum Teil aus der Literatur, wurden im Labor
gemessen oder durch Parameteranpassung bestimmt. Auf die genaue Vorgehensweise
zur Generierung dieser Daten wird in dem Kapitel 8.2 nidher eingegangen.

Anschlieffend wurde die Plasmidproduktion erneut simuliert und die Simulationen
wurden wieder mit dem realen Verhalten verglichen. Diese Schritte wurden wiederholt,
bis die Simulationen mit den gemessenen Ergebnissen iibereinstimmten und das
Modell zur Untersuchung der ColE1-Plasmidreplikationskontrolle und der zu Beginn

aufgestellten Hypothese verwendet werden konnte.

8.1 ERSTELLUNG DES STRUKTURELLEN MODELLS

Das strukturelle Modell der ColE1-Plasmidreplikationskontrolle (Abb. 8.2) zeigt sche-
matisch alle beteiligten Elemente und Reaktionen, um die Replikationskontrolle eines
ColE1-Plasmids zu beschreiben, wobei die Kontrolle eines high copy und eines low copy
Plasmids simultan dargestellt sind. Der Unterschied zwischen der Beschreibung eines
high copy und eines low copy Plasmids besteht aus drei zusétzlichen Reaktionen in der
Replikationskontrolle des low copy Plasmids. Diese Reaktionen (Reaktion 1, 2 und 13 des,
in Kapitel 8.3 dargestellten, Differentialgleichungssystems) sind in dem strukturellen
Modell mit einem roten Kasten markiert und beschreiben die Regulation durch das
Rom-Protein, welche im high copy Plasmid aufgrund der Deletion des rom-Gens nicht
stattfindet (Lin-Chao et al., 1992), (Yanisch-Perron et al., 1985).

Bei der Durchfiihrung der Literaturrecherche zur Erstellung des strukturellen
Modells wurde festgestellt, dass bereits kinetische Modelle zur Regulation der ColE1-
Plasmidreplikation existieren (Ataai & Shuler, 1986) (Brendel & Perelson, 1993), (Bremer
& Lin-Chao, 1986), (Keasling & Palsson, 1989a), (Keasling & Palsson, 1989b), (Wang
et al., 2002). Da diese Modelle jedoch nur bestimmte Bereiche der Replikationskontrolle
betrachten, soll in dieser Arbeit ein dynamisches Modell vorgestellt werden, welches
die Regulation der ColE1-Plasmidreplikation als Ganzes beschreibt.

Das Modell von Brendel & Perelson (1993) beschreibt die in vivo Kontrolle der ColE1-
Plasmidreplikation durch RNAI und RNAII in An- und Abwesenheit des Rom-Proteins.
Mit ihrem Modell konnten sie zum einen zeigen, dass die Plasmidkopienzahl in

Anwesenheit eines intakten rom-Gens abnimmt und zum anderen, dass die Plasmidkon-
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zentration bei geringer Wachstumsrate zunimmt. (Brendel & Perelson, 1993)

stable unstable
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Abbildung 8.2: Strukturelles Modell der ColE1-Plasmidreplikationskontrolle.

Das strukturelle Modell stellt eine Erweiterung des von Brendel & Perelson (1993) vorgeschlagenen Modells
(blauer Kasten) zur ColE1-Plasmidreplikationskontrolle dar. Der Unterschied zwischen dem Modell zur
Beschreibung eines high copy und eines low copy Plasmids besteht aus drei zuséatzlichen Reaktionen in der
Replikationskontrolle des low copy Plasmids (roter Kasten). Diese Reaktionen beschreiben die Kontrolle
durch das Rom-Protein und finden bei einem high copy Plasmid nicht statt. Die Reaktionen aufserhalb
des blauen Kastens wurden im Rahmen dieser Arbeit hinzugefiigt und beschreiben die Kontrolle durch

unbeladene tRNA-Molekiile.

Es ist mit Hilfe der in der Literatur vorhandenen Modelle nicht moglich, den Effekt ei-
ner modifizierten tRNA auf die Plasmidproduktion zu untersuchen, da diese Modelle je-
weils nur bestimmte Bereiche der Replikationskontrolle betrachten. Das in dieser Arbeit
erstellte Modell ist eine Erweiterung des von Brendel & Perelson (1993) vorgeschlagenen
Modells. Es beinhaltet die in vivo ColE1-Plasmidreplikationskontrolle durch die regula-
torischen RNAs (RNAI und RNAII) in An- und Abwesenheit des Rom-Proteins und be-
schreibt zusitzlich die Regulation durch unbeladene tRNA-Molekiile. Der Teil des von
Brendel & Perelson (1993) erstellten Modells ist in der Abbildung 8.2 blau eingerahmt
dargestellt. Die tibrigen Reaktionen beschreiben die Kontrolle durch die unbeladenen

tRNA-Molekiile. Dabei gibt es zwei Moglichkeiten: Die unbeladenen tRNA-Molekiile
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konnen entweder an plasmidgebundene RNAII-Molekiile binden oder zunéchst an freie
RNAII-Molekiilen komplexieren und anschlieffend an die Plasmid-DNA binden. In bei-
den Féllen wird die inhibitorische Bindung der RNAI-Molekiile verhindert, so dass die
Elongation des RNAII-Primers stattfinden kann.

Die in dem strukturellen Modell (Abb. 8.2) dargestellte Plasmidreplikation beginnt mit
der Synthese eines Primer-Vorldufer-Molekiils, genannt RNAIIL Dazu wird von einer 555
bp aufwiérts des Replikationsursprungs liegenden Region ein 100-300 Nukleotide langes
Transkript synthetisiert. Dieses Transkript hybridisiert anschlieffend mit einer Region
nahe dem Replikationsursprung zu einem RNA-DNA-Komplex (pDNA — RNAII — s).
(Tomizawa, 1986) Zu diesem Zeitpunkt der Plasmidreplikation gibt es drei mogliche
Szenarien fiir den weiteren Verlauf:

In dem ersten Szenario bindet ein RNA-Molekiil mit dem Namen RNAI an das Plasmid-
gebundene RNAII-Molekiil. Das regulatorische RNAI-Molekiil wird vom Gegenstrang
kodiert und seine Synthese beginnt 445 bp aufwirts des Replikationsursprungs. Sie
erfolgt in entgegengesetzter Richtung zur RNAII-Transkription, so dass das RNAI-
Transkript komplementdr zum RNAII-Transkript ist. Das RNAI-Molekiil ist daher in
der Lage den Plasmid-RNAII-Hybrid zu binden und einen sogenannten kissing complex
zu bilden (pDNA — RNAII — RNAInstable). Durch die Ausbildung dieses transienten
Komplexes ist die Elongation des RNAII-Molekiils blockiert und es findet keine Primer-
Reifung statt (Abb. 3.5 A). (Tomizawa, 1986)

In dem zweiten Szenario (Abb. 3.5 B) findet die Elongation des RNAII-Molekiils bis
zu einer Lange von 360 bp statt (P DNA — RNAII — lo), bevor ein inhibitorisches RNAI-
Molekiil binden kann. Anschlieflend wird das RNAII-Molekiil von dem Enzym RNase
H gespalten, so dass eine "'OH-Gruppe frei wird und das RNAII-Molekiil als Primer
fiir die Plasmidreplikation dienen kann (pDNA — RNAII — Primer). In der darauffol-
genden Reaktion findet die Elongation des RNAII-Primers durch die DNA Polymerasel
statt und die pPDNA wird verdoppelt. (Itoh & Tomizawa, 1980)

Das dritte Szenario beschreibt die Bindung einer unbeladenen tRNA (tRNA ) an das
pDNA-gebundene RNAII-Molekiil (pDNA — RNAII —tRNA,;). In diesem Fall kann
kein RNAI-Molekiil mehr binden, so dass die inhibitorische Regulation durch RNAI
verhindert wird. Die Elongation und anschliefende Modifikation des RNAII-Molekiil
durch die RNase H ist jedoch weiterhin moglich, so dass die Plasmidreplikation statt-
finden kann (Grabherr & Bayer, 2002). In diesem Modell wird davon ausgegangen, dass

unbeladene tRNA- und RNAII-Molekiile frei in der Zelle diffundieren, so dass auch un-

83



8.1 ERSTELLUNG DES STRUKTURELLEN MODELLS

gebundene RNAII-Molekiile an unbeladene tRNAs binden konnen (RNAII —tRNA ).
Ist dies der Fall, kann ein RNAII-Molekiil mit gebundener unbeladener tRNA an die
pDNA binden und einen Komplex aus Plasmid, RNAII und unbeladener tRNA bil-
den (pDNA — RNAII — tRNA,.,), so dass die Replikation weiterhin erfolgen kann. In
dem Modell von Brendel & Perelson (1993) wurde dieses dritte Szenario (Abb. 3.5 C),
welches die Plasmidreplikationskontrolle durch die unbeladenen tRNA-Molekiile be-
schreibt, nicht berticksichtigt.

Der Unterschied zwischen einem low copy und einem high copy Plasmid wird in dem
ersten Szenario deutlich: Der gebildete Komplex aus Plasmid, RNAII und RNAI ist
zu diesem Zeitpunkt noch instabil, was bedeutet, dass das RNAI-Molekiil mit einer
gewissen Rate wieder dissoziieren kann. Im Fall eines low copy Plasmids kann dieser
instabile Komplex durch das Rom-Protein stabilisiert werden. Wie in dem Modell von
Brendel & Perelson (1993) vorgeschlagen, wird auch in dem Modell dieser Arbeit an-
genommen, dass dabei zundchst ein transienter Komplex entsteht (pDNA — RNAII —
RNAI — Rom), der anschlieffend in einen stabilen Komplex aus Plasmid, RNAII und
RNAI (pDNA — RNAII — RNAIgqpie) Uberfithrt wird (Brendel & Perelson, 1993). In
Anwesenheit des Rom-Proteins befindet sich daher eine grofiere Anzahl stabiler pDNA-
RNAII-RNAI-Komplexe in der Zelle, wodurch die Plasmidreplikation ,gebremst” wird.
Im Fall eines high copy Plasmids findet die Stabilisierung durch das Rom-Protein nicht
statt, es besteht jedoch die Moglichkeit, dass der instabile Komplex mit einer geringen
Rate ohne Einfluss des Rom-Proteins in einen stabilen Komplex konvertiert, so dass
auch ohne Anwesenheit des Rom-Proteins eine geringe Anzahl stabiler pDNA-RNAII-
RNAI-Komplexe in der Zelle vorkommen. Diese Reaktion existiert sowohl bei einem
high copy, als auch bei einem low copy Plasmid.

Zusétzlich zu den in Abbildung 8.2 dargestellten Reaktionen beinhaltet das struktu-
relle Modell die Synthese- und Degradierungsreaktionen von RNAI, RNAII, unbelade-
ner tRNA und dem Rom-Protein sowie eine Reaktion zur Beschreibung der Interakti-
on zwischen freien RNAI- und RNAII-Molekiilen zur Ausbildung eines RNAI-RNAII-
Komplexes (Abbildung 8.3).
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Abbildung 8.3: Zusitzliche Reaktionen des strukturellen Modells der Col/E1-Plasmidreplikationskontrolle.

Neben den in Abbildung 8.2 dargestellten Reaktionen beinhaltet das Modell noch Synthese- und Degradie-
rungsreaktionen von RNAI, RNAII, unbeladener tRNA-Molekiile und dem Rom-Protein sowie eine Reak-
tion zur Beschreibung der Interaktion zwischen freien RNAI- und RNAII-Molekiilen zur Ausbildung eines
RNAI-RNAII-Komplexes. Dabei wurden die in griin eingerahmten Reaktionen dem Modell von Brendel &
Perelson (1993) im Rahmen dieser Arbeit hinzugefiigt.

Zusammengefasst ergdnzt das in dieser Arbeit erstellte strukturelle Modell das von
Brendel & Perelson (1993) vorgeschlagene Reaktionsnetzwerk um die in Abbildung 8.3
griin eingerahmten Reaktionen und die in Abbildung 8.2 aufSerhalb des blauen Rahmens

dargestellten Reaktionen.

8.2 ERFASSUNG DER EXPERIMENTELLEN DATEN

Die Erfassung der experimentellen Daten wurde zu verschiedenen Zeitpunkten durch-
gefiihrt und umfasste die Messung der RNAI- und RNAII-Konzentration sowie die
Bestimmung des Plasmidgehalts und der Wachstumsrate. Dazu wurden die Stamme
DH5x-pSUP 201-3 (low copy plasmidtragend) und DH5x-pCMV-lacZ (high copy plasmid-
tragend) {iber einen Zeitraum von ca. 30 Stunden kultiviert. Als Erntezeitpunkte wurden
drei Zeitpunkte aus der logarithmischen Phase gewihlt, weil bei einem Gesprach mit
Martin Schleef (Plasmid Factory) herauskam, dass die Plasmidproduktion in den Zellen
im Verlauf der logarithmischen Phase zunimmt. Um diese Zunahme experimentell be-
schreiben zu kénnen, wurden ebendiese Erntezeitpunkte gewihlt. Die Berechnung der
Wachstumsraten erfolgte tiber die Bestimmung der Steigung der Wuchskurve an den
entsprechenden Erntezeitpunkten. Die RNA-Konzentrationsbestimmung wurde unter
Anwendung von qRT-PCR durchgefiihrt und der Plasmidgehalt ist durch spektrophoto-

metrische Messung im NanoDrop-Gerit und anschliefender Agarosegelelektrophorese
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quantifiziert worden. Zusétzlich zu den bereits erwdhnten Messungen wurde fiir jeden
Erntezeitpunkt die Zellzahl {iber das Ausplattieren einer Verdiinnungsreihe ermittelt.
Dies war notwendig, um die Anzahl der RNA-Molekiile bzw. der Plasmidkopienzahl

pro Zelle bestimmen zu konnen.

8.2.1 Bestimmung der Wachstumsraten

8.2.1.1 DH5a-pSUP 201-3

Fiir die Bestimmung der Wachstumsraten wurde zunédchst der Wachstumsverlauf der
Kultur durch die Messung der optischen Dichte bei 600 nm (ODgg¢) zu verschiedenen
Zeitpunkten verfolgt. Es wurden vier biologische Replikate gemessen und der zuge-
horige Mittelwert (MW) berechnet. Die experimentellen Daten zur Messung der opti-
schen Dichte sind in Tabelle 8.1 dargestellt und die Zeitpunkte der Zellernte durch ein *
Punkt gekennzeichnet. Anschlieffend wurde mit Hilfe der MATLAB-Funktion ,polyfit”
eine Ausgleichsfunktion gesucht, die moglichst nah an den ODgpo-Messpunkten liegt.
Die Funktion ,polyfit” verwendet dabei die ,Methode der kleinsten Quadrate”, um die
Kurvenparameter so zu bestimmen, dass die Summe der quadratischen Abweichungen
zwischen den Messpunkten und der Kurve minimal ist. Das auf diese Weise bestimmte
Polynoms 4-ten Grades ist eine mathematische Beschreibung fiir das Wachstumsverhal-

ten des Stammes DH5o-pSUP 201-3:

y(x) =2.8108- 1075 - x* —0.0019326 - x> + 0.035299 - x*

+0.050843 - x — 0.0084259 (8.1)

In der Abbildung 8.4 sind die einzelnen Messpunkte zusammen mit der polynomialen
Ausgleichsfunktion und den Erntezeitpunkten zu sehen. Zusitzlich sind in der Abbil-
dung die kleinsten und die grofiten gemessene ODgpo-Werte zu jedem Zeitpunkt mit

einer Linie verbunden dargestellt.
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Tabelle 8.1: Verfolgung des Wachstumsverlaufs von DH5x-pSUP 201-3 durch Messung der ODgq(. Die

8.2 ERFASSUNG DER EXPERIMENTELLEN DATEN

Zeitpunkte der Zellernte sind durch ein * gekennzeichnet.

Zeit [min]  Zeit [h] MW (OD) In(MW/MW,) ODmnin ODmax
0 0 0.165+ 0.001 © 0.164 0.165
75 1.25 0.181+ 0.004 0.094067858 0.177 0.187
150 2.5 0.227+ 0.017 0.32162156 0.212 0.246
250 4.17 0.3221+ 0.016  0.66856837 0.301 0.337
315" 5.25 0.433%+ 0.035 0.966885755 0.399 0.469
420 7 0.733%£ 0.071 1.492716529 0.659 0.799
495" 8.25 1.011£ 0.058 1.814018735 0.943 1.068
585 9.75 1.868+ 0.151  2.427926744 1.760 2.090
630* 10.5 2.065+ 0.226  2.528456332 1.860 2.280
720 12 2.9184+ 0.281  2.874053191 2.520 3.180
780 13 3.680+ 0.108 3.106238858 3.590 3.820
840 14 4.893+ 0.239 3.391029526 4.670 5.190
900 15 6.250+ 0.631  3.63670725 5.640 7.130
960 16 7.220+ 0.526 3.780181059 6.670 7.930
1590 26.5 9.313% 0.726  4.034773171 8.360 9.920
1650 27.5 8.563+ 0.328 3.950718309 8.140 8.910
1725 28.75 8.268+ 1.025 3.915658271 7.300 9.560

Vergleicht man die Kurve der Ausgleichsfunktion mit den Messwerten, stellt man
fest, dass sie das Wuchsverhalten der DH5x-pSUP 201-3-Kultur in geeigneter Weise re-
prasentiert. Die Kurve verlduft sehr nah an den einzelnen Messwerten innerhalb des
Minima-Maxima-Bereichs, lediglich in der stationdren Phase bricht sie aus. Dies stellt
jedoch fiir diese Arbeit kein Problem dar, da sich in diesem Bereich keine Erntezeit-

punkte befinden und er somit fiir die Berechnung der dazugehorigen Wachstumsraten

nicht relevant ist.
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Abbildung 8.4: Wachstumskurve von DH5x-pSUP 201-3.

Die einzelnen Datenpunkte zu den ODgpo-Messungen sind durch blaue Kreise gekennzeichnet und die
zugehorige polynomiale Ausgleichsfunktion ist in braun dargestellt. Die Zeitpunkte der Zellernte sind
durch einen dicken Punkt markiert. Der Minima-Maxima-Bereich, innerhalb dem die Messwerte liegen
miissen, ist durch die pinkfarbende (kleinste gemessene ODgpo-Werte) und die schwarze Kurve (grofite

gemessene ODgoo-Werte) veranschaulicht.

Die Wachstumsraten u wurden mit Hilfe der ersten Ableitung der polynomialen Aus-

gleichsfunktion,

_ 8296017318781249 x> 13368816598819155 - x2
~ 73786976294838206464  2305843009213693952

y'x)=n

1271780505972409 - x 4 1831812126835185
18014398509481984 ~ 36028797018963968

(8.2)

bestimmt, wobei fiir x der jeweilige Erntezeitpunkt eingesetzt wurde. Des Weiteren wur-

de die zugehorige Generationszeit g mittels

g=—— (8.3)

berechnet. Die Formel zur Berechnung der Generationszeit kann folgendermafen nach
Fuchs & Schlegel (2007) hergeleitet werden:
Wihrend des exponentiellen Wachstums gilt

d[X]

88



8.2 ERFASSUNG DER EXPERIMENTELLEN DATEN 89

wobei X die Zellzahl zum Zeitpunkt t mit der Wachstumsrate p beschreibt. Durch Inte-

gration erhdlt man
X=Xp-ert (8.5)

Xo beschreibt die Zellzahl zum Zeitpunkt ty. Eine Verdopplung von X, findet mit einer

Generationszeit g statt. Es gilt

2. Xo = Xo et 9 (86)
2=¢eM9 (8.7)
In2)=u-g (8.8)

Nach Auflosung nach der Generationszeit g erhdlt man

g=— (8-9)

Die anhand von Gleichung 8.2 und 8.3 ermittelten Wachstumsraten mit den zugehorigen
Generationszeiten sind in Tabelle 8.2 dargestellt. Sie werden in den spiter beschriebe-
nen Simulationen verwendet, indem sie in das dynamische Modell eingesetzt werden,
wenn die Simulation zu dem jeweiligen Erntezeitpunkt beginnt. Die Simulationszeit ent-
spricht dabei der Generationszeit und die Wachstumsrate bleibt die gesamte Simulation

hindurch konstant.

Tabelle 8.2: Anhand von Gleichung 8.2 und 8.3 ermittelte Wachstumsraten mit den zugehorigen Generati-
onszeiten fiir DH5x-pSUP 201-3. Diese Werte werden in den im folgenden Text beschrieben Simulationen
verwendet, indem sie in das Modell eingesetzt werden, wenn die Simulation zu dem jeweiligen Erntezeit-
punkt beginnt. Dabei entspricht die Simulationszeit der Generationszeit und die Wachstumsrate bleibt die

gesamte Simulation hindurch unverandert.

Erntezeitpunkt [h] Wachstumsrate [h~'] Generationszeit [min]

T, 5.25 0.278 150
T, 8.25 0.302 138
T3 10.5 0.283 147

8.2.1.2 DHSx-pCMV-lacZ

Um den Wachstumsverlauf der DH5x-pCMV-lacZ Kultur verfolgen zu kénnen, wurde
an verschiedenen Zeitpunkten eine Messung der optischen Dichte bei 600 nm durchge-

fiihrt. Es sind dabei drei biologische Replikate vermessen und der zugehorige Mittelwert
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(MW) berechnet worden. Die experimentellen Daten zur Messung der ODgo0 sind in Ta-
belle 8.3 dargestellt, wobei die Zeitpunkte der Zellernte durch ein ,*” gekennzeichnet

sind.

Tabelle 8.3: Verfolgung des Wachstumsverlaufs von DH5x-placZ durch Messung der ODg¢. Die Zeitpunk-

te der Zellernte sind durch ein * gekennzeichnet.

Zeit [min]  Zeit [h] MW (OD) IM(MW/MW,y) ODmin ODpax
0 0 0.164=+ 0.004 © 0.159 0.167
60 1 0.180+ 0.004 0.091236854 0.177 0.184
120 2 0.217+ 0.005 0.278493646 0.213 0.222
200 3.33 0.293%+ 0.004 0.581443191 0.289 0.297
255 4.25 0.382+ 0.008 0.845554181 0.377 0.391
315 5.25 0.485=+ 0.008 1.084282463 0.476 0.489
355 5.92 0.598+ 0.010 1.294281584 0.591 0.61
425 7.08 0.832+ 0.018 1.623565292 0.815 0.851
490" 8.17 1.125% 0.043 1.925968139 1.095 1.174
545 9.08 1.823% 0.025 2.408555179 1.8 1.85
625 10.42 2.577+ 0.107 2.754385425 2.51 2.7
690™ 11.5 3.023% 0.396  2.914248827 2.78 3.48
750 12.5 4.280% 0.560 3.261841861 3.67 4.77
810 13.5 5.353%+ 0.592  3.485608271 4.67 5.72
880 14.67  5.967+ 0.528 3.594077275 5.59 6.57
930 15.5 7.920+ 0.979 3.877280057 7.07 8.99
990 16.5 7.863+ 0.170 3.870099456 7.7 8.04
1050" 17.5 8.837£ 0.843 3.986798583 8.12 9.6
1110 18.5 8.750+ 1.371  3.976942552 7.9 10.41
1590 26.5 8.503+ 0.282  3.95887556 8.43 8.96
1675 27.92 8.593%+ 0.305 3.95887556 8.29 8.9
1830 30.5 8.813% 0.677 3.984154577 8.3 9.58
1890 31.5 8.410%+ 0.166 3.937310325 8.29 8.6
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Die Berechnung der Wachstumsraten fiir DH5x-pCMV-lacZ erfolgte analog zum Vor-
gehen fiir DH5x-pSUP 201-3. Das mit Hilfe der ,polyfit”“-Funktion bestimmte Parame-
terset aus Koeffizienten wurde in die allgemeine Gleichung eines Polynoms 4-ten Grades
eingesetzt, um das Wachstumsverhalten des Stammes DH5x-pCMV-lacZ mathematisch

zu beschreiben, wobei folgende Ausgleichsfunktion entstand
y(x) =3.0143-107° -x* —0.0019533 - x> 4 0.032587 - x* + 0.097665 - x — 0.029988 (8.10)

Die Kurve der Ausgleichsfunktion zusammen mit den einzelnen Messpunkten sind
in Abbildung 8.5 zu sehen. Die Zeitpunkte der Zellernte sind, wie in Abbildung 8.4,
durch einen dicken Punkt markiert. Des Weiteren sind die kleinsten und die grofiten
gemessene ODgpo-Werte zu jedem Zeitpunkt mit einer Linie verbunden dargestellt, um

den Minima-Maxima-Bereich zu kennzeichnen.

45—

I(OD/OD )

Abbildung 8.5: Wachstumskurve von DH5x-pCMV-lacZ.

Die einzelnen Datenpunkte zu den ODgpp-Messungen sind durch blaue Kreise gekennzeichnet und die
zugehorige polynomiale Ausgleichsfunktion ist in braun dargestellt. Die Zeitpunkte der Zellernte sind
durch einen dicken Punkt markiert. Der Minima-Maxima-Bereich, innerhalb dem die Messwerte liegen
miissen, ist durch die pinkfarbende (kleinste gemessene ODgpo-Werte) und die schwarze Kurve (grofite

gemessene ODgoo-Werte) veranschaulicht.

Betrachtet man die Kurve der Ausgleichsfunktion und die einzelnen Messwerte, stellt
man fest, dass sie das Wuchsverhalten der DH5x-pCMV-lacZ-Kultur in geeigneter Wei-

se darstellt. Die Kurve verlduft sehr nah an den einzelnen Messwerten bzw. innerhalb
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des Minima-Maxima-Bereichs und bricht lediglich in der stationdren Phase leicht aus.
Wie fiir DH5x-pSUP 201-3 bereits beschrieben, stellt dieses Verhalten fiir diese Arbeit
kein Problem dar, da sich in diesem Bereich keine Erntezeitpunkte befinden.

Die Wachstumsraten p wurden, unter Verwendung der ersten Ableitung der Ausgleichs-
funktion (Gleichung 8.11), fiir jeden Erntezeitpunkt bestimmt und sind zusammen mit

ihren zugehorigen Generationszeiten in der Tabelle 8.4 aufgefiihrt.

556040206613827 - x> 3378002362422831 - x?

/ — — —
Y = = G eT1686018427387904  576460752303423488

4696281633827915 - x 4 879688115214279
72057594037927936  9007199254740992

(8.11)

Wie bei dem low copy plasmidtragenden Stamm DH5x-pSUP 201-3 werden die Wachs-
tumsraten mit ihren zugehorigen Generationszeiten in den spéter beschriebenen Simu-
lationen verwendet, indem sie in das dynamische Modell eingesetzt werden, wenn die
Simulation zu dem jeweiligen Erntezeitpunkt beginnt. Die Simulationszeit entspricht da-
bei der Generationszeit und die Wachstumsrate bleibt die gesamte Simulation hindurch

konstant.

Tabelle 8.4: Anhand von Gleichung 8.11 und 8.3 ermittelte Wachstumsraten mit den zugehorigen Generati-
onszeiten fiir DH5x-pCMV-lacZ. Diese Werte werden in den, im folgenden Text beschrieben Simulationen
verwendet, indem sie in das Modell eingesetzt werden, wenn die Simulation zu dem jeweiligen Erntezeit-
punkt beginnt. Dabei entspricht die Simulationszeit der Generationszeit und die Wachstumsrate bleibt die

gesamte Simulation hindurch unverédndert.

Erntezeitpunkt [h] Wachstumsrate [h~'] Generationszeit [min]

T4 8.17 0.305 136
T> 11.5 0.256 162
T3 17.5 0.09 347

8.2.2  Messung der intrazelluliren RNAI- und RNAII-Konzentrationen mittels gRT-PCR

Fiir die absolute Quantifizierung der RNAI- und RNAII-Konzentrationen pro Zelle war

es zundchst notwendig, die genauen Zellzahlen fiir jeden Erntezeitpunkt zu bestimmen.
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Dies erfolgte durch das Ausplattieren von Verdiinnungsreihen fiir DH5x-pSUP 201-3
und DH5a-pCMV-lacZ. Die ermittelten Zellzahlen sind in Tabelle 8.5 zu finden.

Tabelle 8.5: Ermittelte Zellzahlen von DH50-pSUP 201-3 und DH5x-pCMV-lacZ fiir die Erntezeitpunkte
T -Ts

T, T, T3
DH5a-pSUP 201-3 1.3-108 3.92-108 1.19-107
DH50-pCMV-lacZ 3.91-107 2.35-107 3.72:107

Der néchste Schritt bestand aus der Herstellung von Standardlosungen mit bekannten
RNAI- und RNAII-Konzentrationen, um die notwendigen Eichgeraden erstellen zu kon-
nen. Dies erfolgte durch PCR-Amplifikation des rnal- und rnall-Gens mit Primern, die
eine T7-RNA-Polymerasepromoterregion als Extension aufweisen. Nach anschlieflender
T7-RNA-Polymerase-Reaktion und DNasel-Verdau konnte ein RNAI-Standard mit ei-
ner Konzentration von c(RNAI Standard) = 1187,56 ng/ul und ein RNAII-Standard mit
c¢(RNAII Standard) = 1378,86 ng/ ul hergestellt werden. Diese Standardlosungen wurden
in verschiedenen Verdiinnungsstufen mittels qRT-PCR vermessen. Im Anschluss daran
sind die sogenannte CT-Werte (von engl. cycle threshold) bestimmt worden. Der CT-Wert
beschreibt den Zyklus in der Real Time-PCR an dem die Fluoreszenzkurve in die expo-
nentielle Phase eintritt. Die vermessenen Verdiinnungstufen und die dazu ermittelten

CT-Werte fiir RNAI und RNAII sind in den Tabellen 8.6 und 8.7 aufgefiihrt.

Tabelle 8.6: Ermittelte CT-Werte der qRT-PCR-Messungen von verschiedenen Verdiinnungsstufen der
RNAI-Standardlosung

Verdiinnungsstufen Messung 1  Messung 2 Messung 3 Mittelwert
unverdinnt n.d. n.d. n.d. -

1:2 n.d. 8.45 n.d. -

1: 2:10 10.23 11.47 8.86 10.19£1.31
1:2:107 13.69 14.44 9.42 12.5242.71
1:2:103 17.94 17.95 11.47 15.79%3.74
1:2:104 20.54 21.5 15.52 19.19%3.21
1:2-10° 24.92 25.1 18.33 22.784+3.86

1:2-10° 27.97 28.39 19.71 25.361+4.89
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Tabelle 8.7: Ermittelte CT-Werte der qRT-PCR-Messungen von verschiedenen Verdiinnungsstufen der
RNAII-Standardlésung

Verdiinnungsstufen Messung 1 Messung 2 Messung 3 Mittelwert
unverdinnt n.d. n.d. n.d. -

1:2 n.d. n.d. n.d. -

1:2-10 n.d. 8.7 8.6 8.65+0.07
1:2-10% 12.76 11.9 9.79 11.48+1.53
1:2-103 16.47 14.43 13.13 14.681+1.68
1:2-10% 19.92 18.54 17.65 18.7+1.14
1:2-10° 24.44 23.05 21.12 22.87+1.67
1:2:10° 29.54 27.07 24.27 26.96+2.64
1:2:107 31.68 28.54 28.4 29.54+1.85

Basierend auf den in den Tabellen 8.6 und 8.7 aufgefiihrten Mittelwerten der CT-Werte
wurden die jeweiligen Eichreihen fiir RNAI und RNAII erstellt. Dazu wurde zunéchst
fir jede Verdiinnungsstufe die Molekiilanzahl in 1000 berechnet. Anschlieffend wurde
der Zehnerlogarithmus von den zuvor ermittelten Molekiilanzahlen in 1000 gegen die
gemessenen CT-Werte der Verdiinnungsstufen aufgetragen und unter Verwendung der
Excel-Software eine geeignete Regressionsgerade hineingelegt. Die Gleichung der Re-

gressionsgerade fiir die RNAI-Eichreihe lautet
y(x) = —3.1443x + 38.584 (8.12)

mit dem Bestimmtheitsmafl R? = 0.9965. Eine graphische Darstellung der Ausgleichsge-

rade zusammen mit den Rohdaten befindet sich in Abbildung 8.6.
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Abbildung 8.6: Eichgerade zur Bestimmung der RNAI-Konzentration

Die Rohdaten werden optisch durch die Gerade gut reprdsentiert, was durch das
Bestimmtheitsmaf von R?~1 bestitigt wird.
Fiir die RNAII-Eichreihe verhilt es sich dhnlich: Die Gerade bietet eine gute Annéherung
an die Rohdaten, da das Bestimmtheitsmafl auch hier einen Wert von R?~1 besitzt. Die

Gleichung der Regressionsgerade fiir die RNAII-Eichreihe lautet
y(x) = —3.6363x + 39.328 (8.13)

mit dem Bestimmtheitsmafl R? = 0.9957. Die graphische Darstellung der Ausgleichsge-
rade befindet sich zusammen mit den Rohdaten in Abbildung 8.7.
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Abbildung 8.7: Eichgerade zur Bestimmung der RNAII-Konzentration

95



8.2 ERFASSUNG DER EXPERIMENTELLEN DATEN

Mit Hilfe der beiden Regressionsgeraden ist es nun moglich die absoluten intrazellu-
laren RNAI- und RNAII-Konzentrationen fiir DH5x-pSUP 201-3 und DH5x-pCMV-lacZ

zu bestimmen.

8.2.2.1  Messung der RNAI- und RNAII-Konzentrationen von DH5x-pSUP 201-3

Die Messung der RNAI- und RNAII-Konzentrationen von DH5x-pSUP 201-3 erfolg-
te fiir jeweils drei biologische Replikate pro Erntezeitpunkt. Es wurde zundchst die
Gesamt-RNA der Proben isoliert und anschlieffend revers transkribiert. Im néchsten
Schritt erfolgte die Durchfiihrung der qRT-PCR. Anhand der dabei gemessenen CT-
Werte wurde der Mittelwert fiir jeden Erntezeitpunkt berechnet. Mit Hilfe dieser CT-
Mittelwerte und den zuvor erstellten Eichgeraden konnten die RNAI- und RNAII-
Konzentrationen bestimmt werden. Die ermittelten RNAI- und RNAII-Konzentrationen

zu jeden Erntezeitpunkt sind in den Tabellen 8.8 und 8.9 aufgefiihrt.

Tabelle 8.8: Berechnete RNAI-Konzentrationen anhand der ermittelten CT-Werte fiir DH5x-pSUP 201-3 zu

den drei Erntezeitpunkten

Zeitpunkt MW (CT-Werte) Konzentration [mol/l] Konzentration

[Molekiile/Zelle]
T, 22.3740.31 8.92:1078+£1.89-1078 3447
T, 21.7840.39 4.61-10784129.1078 1745
T3 21.784+0.16 1.58-1078+£1.84.1077 6407

Tabelle 8.9: Berechnete RNAII-Konzentrationen anhand der ermittelten CT-Werte fiir DH5x-pSUP 201-3

zu den drei Erntezeitpunkten

Zeitpunkt MW (CT-Werte) Konzentration [mol/l] Konzentration

[Molekiile/Zelle]
Ty 20.8£0.55 7.77107742.28 1077 340.9
T, 20.21+0.13 3.69-107741.04-1077 1404
T3 19.89+0.39 1.16:107743.48-107'0  o.44+0.1

Es fdllt auf, dass die Konzentrationen der beiden RNA-Transkripte mit voranschrei-

tendem Wachstum abnehmen und es zu jedem Zeitpunkt mehr freie RNAI- als RNAII-
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Molekiile in der Zelle gibt. Die grofite RNAI-und RNAII-Konzentration mit 3447 RNAI-
Molekiile/Zelle und 3+0.9 RNAII-Molekiile liegt zum Zeitpunkt T vor. Zum letzten
Erntezeitpunkt (T3) misst man nur noch 6+0,7 RNAI-Molekiile/Zelle und o,44+0.1
RNAII-Molekiile/ Zelle.

Betrachtet man dabei das Verhiltnis von RNAI zu RNALII, so stellt man fest, dass es zum
Zeitpunkt T1 am kleinsten ist und fiir die anderen beiden Zeitpunkte stabil bei 17 liegt.

Insgesamt liegen die Werte jedoch nicht weit auseinander (Tabelle 8.10).

Tabelle 8.10: RNAI/RNAII-Verhéltnisse von DH5x-pSUP 201-3 fiir die Erntezeitpunkte Ty - T3

Stamm/Zeitpunkt T, T, T3

DH5a-pSUP 201-3 11 17 17

8.2.2.2 Messung der RNAI- und RNAII-Konzentrationen von DH5x-pCMV-lacZ

Fiir die Bestimmung der RNAI- und RNAII-Konzentrationen von DH5x-pCMV-lacZ
wurden ebenfalls 3 biologische Replikate vermessen und sie erfolgte analog zu dem
Vorgehen fiir den Stamm DH5x-pSUP 201-3. Die aus dem Mittelwert der gemessenen
CT-Werte errechneten RNAI- und RNAII-Konzentrationen fiir DH50-pCMV-lacZ sind

in den Tabellen 8.11 und 8.12 dargestellt.

Tabelle 8.11: Berechnete RNAI-Konzentrationen anhand der ermittelten CT-Werte fiir DH5x-pCMV-lacZ

zu den drei Erntezeitpunkten

Zeitpunkt MW (CT-Werte) Konzentration [mol/l] Konzentration

[Molekiile/Zelle]
T 24.021+0.49 1.44-1074£1.37-1078 541451
T, 23.9640.49 2.89-107647.9-10~7 10864298

T3 22.77+0.4 9.17-1077454-107  345+203
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Tabelle 8.12: Berechnete RNAII-Konzentrationen anhand der ermittelten CT-Werte fiir DH5x-pCMV-lacZ

zu den drei Erntezeitpunkten

Zeitpunkt MW (CT-Werte) Konzentration [mol/l] Konzentration

[Molekiile/Zelle]
Ty 23.05+0.17 57710784613 .10~ 2242
T, 22.23740.1 1.71-10774£1.09-1078 6444
T3 21.2640.22 2.0-107742.66- 1078 75+10

Im Gegensatz zu dem low copy plasmidtragenden Stamm lassen sich hier Schwan-
kungen der RNAI- und RNAII-Konzentrationen innerhalb der drei Erntezeitpunkte
beobachten. Es befinden sich jedoch bei DH5x-pCMV-lacZ zu jedem Zeitpunkt mehr
freie RNAI-und RNAII-Molekiile pro Zelle, als bei DH5x-pSUP 201-3. Die grofite An-
zahl RNAI-Molekiile mit 10864298 RNAI-Molekiile/Zelle misst man zum Zeitpunkt T».
Die Anzahl der RNAII-Molekiile ist mit 75+10 RNAII-Molekiile/Zelle zum Zeitpunkt
T3 am grofiten. Die geringste Menge gemessener RNAI-Molekiile betrdgt 3454203 (T3).

Am wenigsten freie RNAII-Molekiile lassen sich mit 2242 zum Zeitpunkt T7 messen.

Betrachtet man das Verhiltnis von RNAI zu RNAII, so stellt man fest, dass es mit
voranschreitendem Wachstum abnimmt. Dabei ist der Bereich, iiber den sich die Werte

verteilen, deutlich grofser als bei DH5o-pSUP 201-3 (Tabelle 8.13).

Tabelle 8.13: RNAI/RNAII-Verhiltnisse von DH5x-pCMV-lacZ fiir die Erntezeitpunkte Ty - T3

Stamm/Zeitpunkt T T, T3

DH5ax-pCMV-lacZ 25 17 5

8.2.3 Messung der intrazelluliiren Plasmidkonzentrationen

Die Bestimmung der absoluten Plasmidkonzentrationen der geernteten Zellen wurde
vom Kooperationspartner dieses Promotionsprojektes, der Plasmid Factory (Bielefeld),
durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten mit drei biologischen Replikaten pro Erntezeit-

punkt und Bakterienstamm. Zu Beginn wurde die Plasmid-DNA mittels einer Nucleo-
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Bond PC20 Sédule der Firma Macherey-Nagel aufgereinigt. Es wurde stets darauf ge-
achtet, dass die Konzentration der aufzureinigenden Plasmid-DNA die Kapazitit der
Siule nicht iiberschreitet, da ansonsten die Gefahr bestiinde, dass ein Teil der in der
Zelle vorkommenden Plasmid-DNA verworfen wird. Nach der Plasmidisolierung wur-
de zundchst die DNA-Konzentration der Proben mit Hilfe des NanoDrop-Geréts be-
stimmt. Anschlieffend erfolgte die Auftrennung der Proben mittels Agarosegelelektro-
phorese, wobei die genomische DNA (gDNA) von der Plasmid-DNA getrennt wird.
In der Abbildung 8.8A ist exemplarisch das Gelbild der Probe DH5x-pSUP 201-3-A
fir die Erntezeitpunkte Ty - T3 gezeigt. Man sieht eine deutliche Auftrennung in gD-
NA, pDNA in oc-Form und pDNA in ccc-Form. Die genomische DNA befindet sich in
den oberen beiden Banden, wobei die DNA-Bande in den Geltaschen nicht bei allen
Proben zu sehen war. Im Anschluss an die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte
die Bestimmung des gDNA:pDNA-Verhiltnisses mit Hilfe der Software LabImage 1D,
so dass aus der im NanoDrop-Gerit gemessenen DNA-Konzentration die entsprechen-
de pDNA-Konzentration berechnet werden konnte. Die Ermittlung des gDNA:pDNA-
Verhiltnisses und somit des pDNA-Anteils ist am Beispiel der Probe DH5x-pSUP 201-
3-A in der Abbildung 8.8B dargestellt.

A B
.
E - ~ m Marker ALl-T, Al-T, Al-T,
EoLon
= 42 % Z 26.1% 52.1%  gDNA
gDNA
8.6% 15.9% 13.6%  8DNA
85% 7.4 % 4.8% 3.4%  PDNA (oc-Form})
gDNA S
pDNA (oc-Form) 8.3%
7.9% 84.0% 53.2% 309%  PDNA (cce-Form)

pDNA (ccc-Form) 10.4%

9.9%
9.8%
12.8%
12.8%
6.0%
4.2%

Abbildung 8.8: Ergebnisse der gelektrophoretischen Auftrennung der isolierten DNA von DH5«-pSUP 201-
3 (Probe A) durch die Plasmid Factory fiir die Erntezeitpunkte Ty - T3. A: Auftrennung in die verschiedenen
DNA-Formen. B: Mit Hilfe der Software LabImage 1D berechneter prozentualer Anteil der aufgetrennten

DNA-Formen

Fir die Probe DH5x-pSUP 201-3-A zum Zeitpunkts T; wurde ein pDNA-Anteil
von 91.4 % (7.4 % + 84 % = 91.4 % ) ermittelt. Anhand der zuvor im NanoDrop-Gerit
gemessenen DNA-Konzentration und den Zellzahlen zu jedem Erntezeitpunkt (Tab.

8.5) kann im nédchsten Schritt die entsprechende pDNA-Konzentration pro Zelle
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bestimmt werden, welche mit Hilfe des Molekulargewichts des Plasmids pSUP 201-3
in die dazu zugehorige Plasmidkopienzahl umgerechnet werden kann. Auf diese
Weise wurden fiir alle DH5x-pSUP 201-3- und DH5x-pCMV-lacZ Proben die absoluten
pDNA-Konzentrationen pro Zelle bestimmt.

In den Tabellen 8.14 und 8.15 sind die berechneten Plasmidkonzentrationen fiir
DH5x-pSUP 201-3 aufgefiihrt. Die Tabelle 8.14 zeigt die Plasmidkonzentrationen aller
vermessenen DH5x-pSUP 201-3-Proben, wobei die biologischen Replikate durch die
Buchstaben ,A”, ,B” und ,C” gekennzeichnet sind. Der zugehdrige Erntezeitpunkt
wird durch den Index beschrieben. Fiir den low copy plasmidtragenden Stamm wurde
eine durchschnittliche Plasmidmenge von 46 bzw. 48 Plasmiden pro Zelle berechnet.
Vergleicht man diese mittleren Kopienzahlen mit den Literaturangaben zu einem low
copy Plasmid mit einem pBR322-Replikationsursprung (15-20 Plasmide/ Zelle) (Cooper,

2004), stellt man fest, dass sie ungefahr doppelt so hoch sind.

Tabelle 8.14: Messungen zur Berechnung der Plasmidkonzentrationen von der Firma Plasmid Factory fiir

DH5a-pSUP 201-3 an den Erntezeitpunkten T - T3

Probe Plasmid-DNA [mol/l] Plasmid-DNA [PCN]
A, 4.12:1078 16
Ay 6.00-10~8 23
Az 1.17-10~7 44
B4 1.60-107 60
B> 1.02-1077 39
B; 7.99-10% 30
C; 1.62:10~7 61
Cy 2.16:10~7 81

Cs 1.71-10~7 64
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Tabelle 8.15: Berechnung des mittleren Plasmidgehalts pro Zelle fiir DH5x-pSUP 201-3 (Mittelwert (MW)
und Standardabweichung (SD))

Zeitpunkt MWPCN  SD(PCN) MW  Plasmid- SD Plasmid-

DNA [mol/l] DNA [mol/l]
Ty 46 26 1.21-10~7 6.90-1078
T, 48 30 1.26:10~7 8.09-1078
T3 46 17 1.23-10~7 4.59-1078

In den Tabellen 8.16 und 8.17 sind die berechneten Plasmidkonzentrationen fiir DH5«-
pCMV-lacZ dargestellt. Die Tabelle 8.16 zeigt die Plasmidkonzentrationen aller vermes-
senen Proben, wobei die biologischen Replikate durch die Buchstaben , A”, ,B“ und ,C”
gekennzeichnet sind und der zugehorige Erntezeitpunkt durch den Index beschrieben
wird. Betrachtet man die ermittelten Plasmidkopienzahlen fiir DH5x-pCMV-lacZ fallt
auf, dass die Werte sogar deutlich grofier sind, als in der Literatur fiir einen Plasmid mit
pUC-Replikationsursprung beschrieben. Nach Cooper (2004) besitzt ein pUC-Plasmid
eine Anzahl von 500-700 Plasmide pro Zelle. Die in dieser Arbeit durchschnittlich gemes-
senen Kopienzahlen liegen in einem Bereich von 1514 bis 5806, wobei die Plasmidanzahl

pro Zelle mit der Zeit zunimmt.

Tabelle 8.16: Messungen zur Berechnung der Plasmidkonzentrationen von der Firma Plasmid Factory fiir

DH5a-pCMV-lacZ an den Erntezeitpunkten Ty - T3

Probe Plasmid-DNA [mol/l] Plasmid-DNA [PCN]
Aq 1.46-107° 550

A, 7.59-107© 2858

Aj 3.02:107> 11367

B, 6.58-107° 2478

B2 7.36-107° 2770

B3 8.91-107° 3352

(@ n.d. n.d.

C, 4.20-107° 1580

Cs 7.17-107° 2697
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Tabelle 8.17: Berechnung des mittleren Plasmidgehalts pro Zelle fiir DH50-pCMV-lacZ (Mittelwert (MW)
und Standardabweichung (SD))

Zeitpunkt MW SD MW Plasmid-DNA SD Plasmid-DNA
PCN (PCN) [mol/1] [mol/1]

Ty 1514 1301 4.02:107° 3.62:107°

T, 2403 713 6.38-10° 1.20-107°

Ts 5806 4828 1.54-107° 1.28:107°

Da die gemessenen Werte die Literaturwerte deutlich {ibersteigen, wurden zwei der
DH5a-pCMV-lacZ-Proben (DH5a-pCMV-lacZ-A2 und DH5a-pCMV-lacZ-A3) von der
Firma CARPEGEN aus Miinster unter Anwendung einer sondenbasierten RT-PCR ver-
messen. Mit Hilfe dieser Methode ldsst sich der Anteil genomischer DNA bestimmen,
wobei die ribosomalen Operons der gDNA quantifiziert werden. Basierend auf die-
ser Quantifizierung wird die errechnete gDNA-Menge in Relation zur photometrisch
bestimmten Gesamt-DNA-Konzentration gesetzt und der pDNA-Anteil ermittelt (Ge-
samtDNA - gDNA = pDNA). Diese Messungen dienen der Uberpriifung, ob die Gro-
enordnungen (1000er Bereich) der vermessenen Proben realistisch sind. Die Ergebnisse

sind in der Tabelle 8.18 aufgefiihrt.

Tabelle 8.18: Messungen zur Berechnung der Plasmidkonzentrationen von der Firma CARPEGEN GmbH

Probe PCN
DH5x-pCMV-lacZ-A; 6960
DH5a-pCMV-lacZ-A3 8453

Man sieht, dass die fiir die Probe DH5a-pCMV-lacZ-A, gemessene Kopienzahl von
6960 ungefdhr doppelt so hoch ist, wie die densitometrisch bestimmte Plasmidmenge
(2858 Plasmide pro Zelle). Im Fall von DH5x-pCMV-lacZ-A3 ist sie mit 8453 Plasmiden
pro Zelle etwas geringer als der zuvor gemessene Wert von 11367 Plasmiden pro Zelle.
Zusammenfassend kann man jedoch festhalten, dass die mit Hilfe der sondenbasierten
RT-PCR ermittelten Ergebnisse die Grofienordnungen der zuvor gemessenen Plasmid-
kopienzahlen fiir DH5x-pCMV-lacZ bestitigen.

Neben den sehr hohen Plasmidkonzentrationen pro Zelle fillt auf, dass die Plasmid-
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mengen sowohl fiir DH50-pSUP 201-3, als auch fiir DH5x-pCMV-lacZ innerhalb der
biologischen Replikate stark schwanken. Diese Schwankungen spiegeln sich auch bei
der Berechnung der Mittelwerte und den dazu gehorigen Standardabweichungen wider.
Moglicherweise sind diese grofien Unterschiede durch die Messmethode bedingt, da die
densitometrische Bestimmung des gDNA:pDNA-Verhiltnisses anhand der Gelbanden-
helligkeit aufgrund von Sattigungseffekten fehlerbehaftet ist.

Um diese hohen Schwankungen zu untersuchen wurden, alle Proben erneut mittels ei-
ner Hochleistungsfliissigkeitschromatographie (HPLC von engl. high performance liquid
chromatography) vermessen. Dazu wurde zundchst eine Verdiinnungsreihe mit bekann-
ten pDNA-Konzentrationen vermessen, um eine Eichgerade zu generieren, anhand de-
rer die unbekannten Plasmidmengen in den Proben bestimmt werden kénnen. Nach
Erstellung der Eichgerade wurden die Lysate der Proben mittels HPLC vermessen. Die
Mittelwerte der gemessenen Plasmidkopienzahlen mit ihren dazu gehoérigen Standard-

abweichungen sind in der Tabelle 8.19 aufgefiihrt.

Tabelle 8.19: Messungen zur Berechnung der Plasmidkonzentrationen

mittels HPLC-Analytik fiir die Erntezeitpunkte Ty - T3

Stamm/Zeitpunkt T T, T3
DH5a-pSUP 201-3 1249+60 478+11 188+3
DH5a-pCMV-lacZ 4576+98 104231998 10960+397

Man sieht, dass die Schwankungen innerhalb der biologischen Replikate geringer
sind, als bei den vorigen Messungen. Es ist jedoch festzuhalten, dass die, unter Anwen-
dung der HPLC ermittelten, durchschnittlichen Plasmidmengen deutlich grofler sind,
als die Kopienzahlen der densitometrischen Bestimmung und die der RT-PCR-Messung.
Eine mogliche Erkldarung ist, dass die in den Zellen enthaltenen Plasmidkonzentratio-
nen zu niedrig sind, als dass der UV-Detektor sie detektieren kann. Aufgrund dieser,
unter Anwendung der HPLC ermittelten, sowohl fiir DH5x-pSUP 201-3, als auch fiir
DH5a-pCMV-lacZ, extrem hohen Plasmidkonzentrationen, wurden die Daten der den-
sitometrischen Messung (trotz der hohen Schwankungen) fiir das dynamische Modell

zur Simulation der ColE1-Plasmidreplikationskontrolle eingesetzt.
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Das in dieser Arbeit erstellte dynamische Modell der Plasmidreplikationskontrolle ist
eine mathematische Beschreibung des zuvor vorgestellten strukturellen Modells (Ab-
bildung 8.2). Die Kinetik jeder Reaktion wird dabei durch das Massenwirkungsgesetz
beschrieben und die Anderungen der einzelnen Substratkonzentrationen werden durch
gewohnliche Differentialgleichungen (im Folgenden nur noch DGL genannt) dargestellt.

Die allgemeine Form einer hier verwendeten DGL lautet

d[s
cL]—\)1+-~-+vn—|u-[5] (8.14)

wobei [S] die Substratkonzentration, v; (i = 1..n) die beteiligten Reaktionsgeschwindig-
keiten, t die Zeit und p die Wachstumsrate beschreibt.

In jeder DGL befindet sich ein Ausdruck, in dem die negative Wachstumsrate mit der
jeweiligen Substratkonzentration multipliziert wird (—u - [S]). Die Verwendung dieses
Terms wurde von Brendel & Perelson (1993) vorgeschlagen, um Verdiinnungseffekte in
Folge von Zellwachstum zu beriicksichtigen. Mit Verdiinnungseffekt ist hier gemeint,
dass die Verteilung der zellulairen Komponenten nach der Zellteilung auf die Tochterzel-
len von der Wachstumsrate abhédngig ist. Im Fall einer schnell wachsenden Zelle nimmt
das Volumen des Cytoplasmas schneller zu, als die Konzentration der intrazelluldren
Komponenten. Das hat zur Folge, dass die Tochterzellen, im Vergleich zur Mutter-
zelle, nach der Zellteilung eine sehr viel geringere Konzentration an intrazelluldren
Komponenten aufweisen. Dieser Verdiinnungseffekt zeigt sich auch bei einer langsam
wachsenden Zelle, jedoch ist er hier nicht so ausgepragt, da die Zelle mehr Zeit hat ihre
intrazelluldiren Komponenten neu zu synthetisieren bevor sie auf zwei Tochterzellen
aufgeteilt werden. Das bedeutet, die Stirke des Verdiinnungseffektes ist abhidngig von
der Wachstumsrate. (Brendel & Perelson, 1993)

Basierend auf dem strukturellen Modell wurde unter Berticksichtigung des Massenwir-

kungsgesetzes und des Verdiinnungsterms folgendes DGL-System aufgestellt:

d[pDNA — RNAII — RNAL nstablel
dt

=—Vv1+Vy+V3—Vg—Vig+VI]

—H- [PDNA —RNAII - RNAIunstable] (815)

d[Rom]

T —Vv1 +Vv2 +Vvi3+Vv20—Vv23 — K- [Rom] (8.16)
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d[pDNA — RNAII — RNAI — Rom]
dt

=vi—vy—vi3— - [pDNA—RNAII—RNAI—Rom]

(8.17)

d[pDNA — RNAII — s]
dt

=—Vv3+Vvq4—V5+Vve—vi5— - [pDNA —RNAII —s] (8.18)

d[RNAI]

T V3 TVatvis—var—vas— i [RNAT] (8.19)

d[pDNA — RNAII — lo]
dt

=v5—Vvg—Vvg+Vvig— - [pPDNA —RNAII — lo] (8.20)

d[pDNA — RNAII — Primer]

=vg—Vv7 — - [pDNA — RNAII — Primer] (8.21)

dt
RNAII -1
d[dtO] =v7 +vg—pu-[RNAII —10] (8.22)
d[pDNA]
pT:2-v7—|—v8—\)9+v12—v17—u'[PDNA] (8.23)

d[pDNA — RNAII — RNAIgtqbiel

=v10—V11 —Vi2+Vvi3— K- [PDNA —RNAII - RNAIstabie]

dt
(8.24)
(W:?”“] = —V14 — V15 + V24 — V26 — K- [tRNAyq] (8.25)
d[RlC\II{\IH = —Vo — V14 +Vi9 — V22 — V25 — - [RNAII] (8.26)
dltRNAun —RNAL 14 —Vv17 — - [t(RNALn — RNAII] (8.27)

dt
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d[pDNA — RNAII — tRNA ;1]
dt

=Vi5—Vig+Vi7y—H- [pDNA— RNAII—tRNA 1] (8.28)

d[RNAT — RNAII]
dt

=vy5 — u- [RNAT — RNAII] (8.29)

Das DGL-System beinhaltet mit v; (i = 1...26) folgende Gleichungen, die die Geschwin-

digkeiten der einzelnen Reaktionen beschreiben:

Reaktion 1:

Bildung des transienten Komplexes aus Plasmid-gebundenener RNAII, RNAI und Rom-Protein

vi =k1-[pPDNA —RNAII — RNATI nstablel - [Rom] (8.30)

Reaktion 2:

Aufbrechen des transienten Komplexes aus Plasmid-gebundener RNAII, RNAI und Rom-Protein

vy =k - [pDNA —RNAII - RNAI— Rom] (8.31)

Reaktion 3:
Bindung von RNAI an Plasmid-gebundene RNAII

vy =k;3 - [pDNA —RNAII—s]  [RNAI] (8.32)
Reaktion 4:
Aufbrechen des unstabilen Komplexes aus Plasmid-gebundener RNAII und RNAI
v4=1k4 [pDNA —RNAII — RNALinstable] (8.33)
Reaktion 5:
Elongation der Plasmid-gebundenen RNAII

vs = ks - [p)DNA — RNAII — 5] (8.34)

Reaktion 6:
Modifikation der Plasmid-gebundenen RNAII

vg = k¢ - [PDNA —RNAII—10] (8:35)
Reaktion 7:

Plasmidreplikation

vz =k7- [pDNA —RNAII — Primer] (8.36)
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Reaktion 8:

Loslosen der verlangerten RNAII

vg =kg - [pDNA — RNAII — lo]

Reaktion 9:

Hybridisierung des RNAII-Transkriptes mit der pPDNA

Vo = kg . [pDNA}

Reaktion 10:

Umwandlung des instabilen Komplexes aus Plasmid-gebundener RNAII und RNAI in einen stabilen Komplex

vio = k10 - [PDNA — RNAII — RNALynstabte]

Reaktion 11:

Umwandlung des stabilen Komplexes aus Plasmid-gebundener RNAII und RNAI in einen instabilen Komplex

vi1 = k17 - [PDNA — RNAII — RNA I qpie]

Reaktion 12:

Loslosen des RNAI-RNAII Komplexes von der pDNA

vi2 = k12 - [PDNA — RNAII — RNA I qbiel

Reaktion 13:

Loslosen des Rom-Proteins von der pDNA

vi3 = k13- [PDNA — RNAII— RNAI— Rom]

Reaktion 14:

Bindung von RNAII an eine unbeladene tRNA

vig = kig - [tRNA 1] [RNAII]

Reaktion 15:

Bindung einer unbeladenen tRNA an eine Plasmid-gebundene RNAIL

vis = k15 - [tRNAyun] - [PDNA — RNAII — s]

Reaktion 16:

Elongation der Plasmid-gebundenen RNAII und Loslosen der gebundenen unbeladenen tRNA

vig = k16 - [PDNA — RNAII — tRNAn]

(8:37)

(8-38)

(8-39)

(8.40)

(8-41)

(8-42)

(8-43)

(8-44)

(8-45)
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Reaktion 17:
Bindung der pDNA an RNAII, welche eine unbeladene tRNA gebunden hat

vi7 = k17 - [tRNAun — RNAII] - [pDNA] (8.46)

Reaktion 18:
RNAI Synthese

vig = kig - [pPDNA] (8-47)

Reaktion 19:
RNAII Synthese

vi9 = k19 - [pDNA] (8-48)

Reaktion 20:

Synthese des Rom-Proteins

v20 = k2o - [PDNA] (8.49)

Reaktion 21:

RNAI Degradierung

V21 = kz] . [RNAI] (850)

Reaktion 22:

RNAII Degradierung

v22 = k22 - [RNAII] (8.51)

Reaktion 23:

Degradierung des Rom-Proteins

vy3 = kz3 - [Rom] (8.52)

Reaktion 24:
Synthese einer unbeladenen tRNA

Vo4 = k24 (8'53)
Reaktion 25:

Bildung eines RNAI-RNAII Komplexes

vs = k5 - [RNAI] - [RNAII] (8.54)
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Reaktion 26:

Degradierung einer unbeladenen tRNA

v26 = k26 - [tRNAy4] (8-55)

Die in den Gleichungen verwendeten kinetischen Konstanten k;(i = 1...26) sind in Ta-
belle 8.20 aufgelistet. Die Spalte ,Quelle” gibt die Herkunft der jeweiligen Parameter
an. Alle kinetischen Konstanten, die mit einem ,c” gekennzeichnet sind, wurden in die-
ser Arbeit durch Parameteranpassung bestimmt. Dazu wurden die Simulationen mit der
zum Zeitpunkt T, gemessenen pDNA-Konzentration verglichen und die jeweiligen Para-
meter wiederholt angepasst, bis die simulierte pPDNA-Konzentration der experimentell
bestimmten Plasmidkopienzahl entsprach.

Die Werte der mit ,,g”“ gekennzeichnete Konstanten wurden im Rahmen dieser Arbeit
durch bestimmte Annahmen abgeschétzt: Der Parameter k15 wurde gewihlt, aufgrund
der Annahme, dass ein Plasmid-gebundenes RNAII-Molekiil mit einer gleichzeitig ge-
bundenen unbeladenen tRNA mit der gleichen Rate prozessiert wird, wie in Reaktion
5, in der das RNAII-Molekiil nur die Plasmid-DNA gebunden hat. Fiir die kinetische
Konstante der Reaktion 17 (k17) wurde vorausgesetzt, dass ein Komplex aus unbe-
ladener tRNA und RNAII die Plasmid-DNA in gleicher Weise bindet, wie ein freies
RNAII-Molekiil. Fiir k5 gilt: k25 = k3, unter der Annahme, dass ein RNAI-Molekiil ein
freies RNAII-Molekiil mit der gleichen Rate bindet, wie ein Plasmid-gebundenes RNAII-
Molekiil.

Fiir alle Parameter gilt, dass sie von der Wachstumsphase unabhéngig sind. Das bedeu-

tet sie bleiben fiir jede Wachstumsrate konstant.
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Tabelle 8.20: Verwendete Parameter zur Simulation der Col/E1-Plasmidreplikationskontrolle

@ (Brendel & Perelson, 1993), b (Wang et al., 2002) mit der Annahme, dass tRN A, die RNAII-Molekiile mit derselben

Geschwindigkeitskonstante binden, wie RNAI-Molekiile in Reaktion 3; ¢ diese Arbeit (angepasst durch in vivo Mes-

sungen); 4 k15 und k19 wurden unter der Annahme einer RNA-Polymerase-Transkriptionsrate von 50 Nucleotiden/s

berechnet (von Hippel ef al., 1984); ¢ k24 wurde unter der Annahme einer Transkriptionsrate von 42 Nucleotiden/s be-

rechnet (Gotta et al., 1991) und (Klumpp, 2011); ¥ k7 wurde unter der Annahme einer DNA-Polymerase-Elongationsrate

von 500 bp/s (Alberts et al., 2007) mit Berticksichtigung der Plasmidgrofie berechnet; 9 diese Arbeit (geschitzt).

Reaktion Geschwindigkeits- Low copy High copy Quelle
konstante Plasmid Plasmid
1 ki M~ min~] 1.7-108 non-existent a,-
2 k, [min~'] 0.17 non-existent a,
3 k3 [M~ 1. min~] 1.02-108 3.05-10© c,C
4 ks [min—'] 48 20 a,c
5 ks [min~'] 12 12 a,a
6 kg [min—'] 4.3 4.3 a,a
k7 [min~'] 3.8 4.19 £f
8 kg [min—'] 4.3 4.3 a,a
9 ko [M~1.min—1] 0.25 0.25 a,a
10 kio [min~'] 44 44 aa
11 ki1 [min—"] 0.085 0.085 aa
12 kis [min— '] 17 17 a,a
13 ki3 [min—'] 34 non-existent a,
14 k14 [min~] 1.8:10° 1.8:10° b,b
15 kis M~ -min~T] 1.8:10° 1.8:10° b,b
16 kig [min~— "] 12 12 g
17 ki7 [min—'] 0.25 0.25 8,8
18 kg [min— "] 6 6 aa
19 kio [min—'] 0.25 0.25 aa
20 koo [min—'] 4 non-existent a,
21 k1 [min~ ] 0.35 0.35 a,a
22 ks [min— '] 0.35 0.35 a,a
23 ko3 [min— '] 0.14 non-existent a,-
24 ko4 [M-min—'] 7.99-107© 7.99-107© ee
25 kos M~ -min 1] 1.02-108 3.05-10© 2.8
26 kg [min—] 0.35 0.35 c,C
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Nach Festlegung der kinetischen Konstanten konnte das zuvor beschriebene
DGL-System unter Verwendung eines numerischen Losungsansatzes mit Hilfe des
Computers gelost werden. Als Anfangsbedingungen wurden dabei die experimentell
bestimmten RNAI- und RNAII-Konzentrationen zusammen mit dem halbierten Wert
der gemessenen pDNA-Konzentrationen und der entsprechenden Wachstumsrate
verwendet. Die Motivation fiir das Einsetzen der halbierten Werte der gemessenen
pDNA-Konzentrationen ist die Annahme, dass die experimentell bestimmten Plasmid-
konzentrationen den Plasmidkopienzahlen direkt vor der Zellteilung entsprechen und
sich die Plasmidmenge innerhalb einer Generationszeit verdoppelt. Alle unbekannten
Substratkonzentrationen bekamen den Wert null zugewiesen, da davon ausgegangen
wird, dass diese Stoffe erst synthetisiert werden miissen.

Nachdem die zuvor beschriebenen Parameter und Anfangsbedingungen in das
dynamische Modell integriert worden sind, kann das Modell zur Simulation der
ColE1-Plasmidreplikationskontrolle verwendet werden.

Das  dynamische = Modell = besteht aus  vier  verschiedenen  Datei-
en: ,Main_low_copy_plasmid.m”, ,DGL_low_copy_plasmid.m” und
,Main_high_copy_plasmid.m”, ,DGL_high_copy_plasmid.m”. Mit den Dateien
,Main_low_copy_plasmid.m” und ,DGL_low_copy_plasmid.m” ladsst sich die ColE1-
Plasmidreplikationskontrolle fiir den low copy plasmidtragenden Stamm DH5«-
pSUP 201-3 simulieren. Die Datei ,,Main_low_copy_plasmid.m” ist eine sogenanntes
Script-File und die Datei ,DGL_low_copy_plasmid.m” ist ein sogenanntes Function-File.
In dem Script-File kann der zu simulierende Zeitpunkt (iibergeben als Variable ,tend”)
mit der zugehorigen Wachstumsrate (iibergeben als Vektor ,gr”) und den jeweiligen
Anfangsbedingungen (iibergeben als Vektor ,s”) ausgewdhlt werden. Diese werden
zusammen mit den zeitpunktunabhdngigen Parametern iiber den Aufruf der Funktion
,DGL_low_copy_plasmid” an das Function-File iibergeben. Im Function-File ist das
DGL-System definiert, welches mit Hilfe des MATLAB-solvers ,,ode15s” gelost wird. Das
Ergebnis (Simulation) sind zwei Vektoren: Ein Zeitvektor und ein Konzentrationsvektor,
der die Konzentrationen aller beteiligten Substrate zu jedem Zeitpunkt enthilt. Plottet
man den Konzentrationsvektor gegen den Zeitvektor, lassen sich die Substratkonzentra-
tionen im Verlauf der Zeit bildlich darstellen.

Mit den Dateien ,Main_high copy_plasmid.m” und ,DGL_high_copy_plasmid.m”
lasst sich die ColE1-Plasmidreplikationskontrolle fiir den high copy plasmidtragenden

Stamm DH5x-pCMV-lacZ simulieren. Der Aufbau der Dateien gleicht dem von
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,Main_low_copy_plasmid.m“und ,DGL_low_copy_plasmid.m” und die Ausfiithrung
erfolgt analog zu denen des low copy plasmidtragenden Stamms. Der einzige Unter-
schied zwischen den Dateien fiir DH5x-pSUP 201-3 und fiir DH5x-pCMV-lacZ sind die
drei Reaktionen (Reaktion 1, 2 und 13), an denen das Rom-Protein beteiligt ist. Diese
Reaktionen sind in ,Main_high_copy_plasmid.m” und , DGL_high_copy_plasmid.m”

nicht definiert.

84 SIMULATIONEN DER COl/E1-AHNLICHEN PLASMIDREPLIKATIONSKONTROLLE

FUR EINE EINZELNE ZELLE

8.4.1 Simulationen zur Parameteranpassung

Wie bereits erwdhnt wurden die in Tabelle 8.20 mit einem ,,c” gekennzeichneten Parame-
ter durch Parameteranpassung anhand der experimentell bestimmten Daten ermittelt.
Sowohl fiir den low copy, als auch fiir den high copy plasmidtragenden Stamm wurden
dafiir die zum Zeitpunkt T, gemessenen Daten verwendet. Die anderen beiden Zeit-
punkte (T; und T3) wurden fiir die Validierung des Modells genutzt.

Die Simulationen wurden fiir eine einzelne Zelle durchgefiihrt, wobei die fiir die Zeit-
punkte T; bis T3, experimentell bestimmten Daten als Anfangsbedingungen gewdhlt
wurden. Die Simulationszeit entspricht der Generationszeit, die mit Hilfe der, fiir jeden
Erntezeitpunkt ermittelten, Wachstumsraten berechnet wurde. Des Weiteren wurde fiir
alle Simulationen in dieser Arbeit angenommen, dass die RNAI-, RNAII- und die unbe-
ladenen tRNA-Molekiile sowie das Rom-Protein frei in der Zelle diffundieren kénnen.
In Anlehnung an das von Brendel & Perelson (1993) vorgeschlagene Modell wird eben-
falls angenommen, dass die Aktivitit der RNase H konstant ist.

Die fiir DH5x-pSUP 201-3 simulierten Plasmidkopienzahlen sind in der Tabelle 8.21 dar-
gestellt. Die Simulationen wurden dabei zum jeweiligen Erntezeitpunkt begonnen und
fir die Dauer einer Zellverdopplung (d. h. Simulationszeit = Generationszeit) durch-
gefiihrt, wobei eine einzelne Zelle betrachtet wurde. Am Beispiel der Simulation des
dritten Erntezeitpunkts bedeutet das, dass die experimentellen Daten zum Zeitpunkt
T3 als Anfangsbedingungen gewihlt wurden und die Simulationszeit 147 min betrug.
Das heifdt, eine Zelle beginnt zum Zeitpunkt Tz zu wachsen, teilt sich nach 147 min und

besitzt direkt vor ihrer Teilung 49 Plasmide.
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Tabelle 8.21: Ergebnisse der in vitro und in silico bestimmten Plasmidkopienzahlen fiir DH5x-pSUP 201-3.
Bei den in vitro bestimmten Plasmidkopienzahlen handelt es sich um die von der Plasmid Factory durch-
schnittlich bestimmten Plasmidkopienzahlen und die in silico bestimmten Plasmidkopienzahlen basieren
auf den Simulationen des dynamischen Modells.

Zu den verwendeten Anfangsbedingungen: Bei den in silico Berechnungen wurden die zu den drei Ern-
tezeitpunkten (Abb. 8.4) bestimmten experimentellen Daten als Anfangsbedingungen der Simulationen
gewdhlt. Dazu gehoren die gemessenen RNAI- und RNAII-Konzentrationen (Tab. 8.8 und 8.9) sowie die
von der Plasmid Factory durchschnittlich bestimmten Plasmidkopienzahlen (Tab. 8.15). Des Weiteren wur-
de die Wachstumsraten mit der zugehorigen Generationszeiten (Tab. 8.2) von dem Erntezeitpunkt, an dem

die Simulation beginnt, in das Modell eingesetzt.

Zeitpunkt Gemessene PCN Simulierte PCN
Ty 46 £26 49
T, 47 £30 47
T3 46 17 49

Vergleicht man die simulierten Plasmidkopienzahlen mit den von der Plasmid Factory

durchschnittlich gemessenen Plasmidkopienzahlen (Tab. 8.15), ldsst sich festhalten, dass
die Simulationen die real stattfindende Plasmidreplikationskontrolle gut widerspiegeln.
In den experimentellen Daten ldsst sich zu allen Zeitpunkten ein stabiler durchschnitt-
licher Plasmidgehalt pro Zelle beobachten. Dieses Verhalten ldsst sich mit Hilfe des
dynamischen Modells reproduzieren.
Betrachtet man die simulierten Plasmidkonzentrationen des high copy plasmidtragenden
Stamms DH5x-pCMV-lacZ sieht man, dass die zu den Zeitpunkten T; und T3 von der
Plasmid Factory durchschnittlich gemessenen Plasmidkopienzahlen ebenfalls gut durch
die Simulationen wiedergegeben werden (Tabelle 8.22). Des Weiteren ist hier anzumer-
ken, dass simulierten Plasmidkopienzahlen fiir alle Zeitpunkte innerhalb der Spanne
liegen, die seitens der durchschnittlich gemessenen PCN durch die Fehlerbalken ent-
steht.
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Tabelle 8.22: Ergebnisse der in vitro und in silico bestimmten Plasmidkopienzahlen fiir DH5x-pCMV-lacZ.
Bei den in vitro bestimmten Plasmidkopienzahlen handelt es sich um die von der Plasmid Factory durch-
schnittlich bestimmten Plasmidkopienzahlen und die in silico bestimmten Plasmidkopienzahlen basieren
auf den Simulationen des dynamischen Modells.

Zu den verwendeten Anfangsbedingungen: Bei den in silico Berechnungen wurden die zu den drei Ern-
tezeitpunkten (Abb. 8.5) bestimmten experimentellen Daten als Anfangsbedingungen der Simulationen
gewdhlt. Dazu gehoren die gemessenen RNAI- und RNAII-Konzentrationen (Tab. 8.11 und 8.12) sowie die
von der Plasmid Factory durchschnittlich bestimmten Plasmidkopienzahlen (Tab. 8.17). Des Weiteren wur-
de die Wachstumsraten mit der zugehorigen Generationszeiten (Tab. 8.4) von dem Erntezeitpunkt, an dem

die Simulation beginnt, in das Modell eingesetzt.

Zeitpunkt Gemessene PCN Simulierte PCN
T, 1514 +1301 1718
T, 2403 £713 2405
T3 5805 £4828 5421

Um das Modellverhalten weiter zu tiberpriifen, wurde der Zusammenhang zwischen
Wachstumsrate und Plasmidproduktion simuliert und mit Experimenten von Atlung
et al. (1999) verglichen.

Atlung und seine Arbeitsgruppe haben den Einfluss des Rom-Proteins auf die Plas-
midkopienzahl eines pBR322-Plasmids bei verschiedenen Wachstumsraten untersucht.
Dabei haben sie festgestellt, dass die Plasmidkopienzahl eines pBR322-Plasmids bei ei-
ner Zunahme der Generationszeit von 29 min auf 150 min, um das drei- bis vierfache
zunimmt (Atlung et al., 1999). Nach Cooper (2004) besitzen pBR322-Plasmide eine durch-
schnittliche Kopienzahl von 15 - 20 Plasmiden pro Zelle. Geht man davon aus, dass sich,
bei einer Generationszeit von 29 min, 15 - 20 Plasmide in einer Zelle befinden, so lie-
gen nach Atlung et al. (1999) bei einer Generationszeit von 150 min zwischen 45 und
60 pBR322-Plasmide in einer Zelle vor. Um das Modellverhalten zu tiberpriifen wurden
die simulierten Plasmidkopienzahlen fiir DH5x-pSUP 201-3 (Tab. 8.21) mit den nach
Atlung et al. (1999) und Cooper (2004) berechneten Kopienzahlen verglichen (Abb. 8.9).
Man sieht, dass die simulierten Plasmidkopienzahlen mit 49, 47 und 49 bei Generations-
zeiten um 150 min innerhalb der berechneten Spannweite von 45 bis 60 Plasmiden liegen.
Das Modell ist somit in der Lage, die Plasmidkopienzahl einer Zelle in der geforderten

Genauigkeit wiederzugeben.
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Abbildung 8.9: Uberpriifung des dynamischen Modells durch Vergleichen der i silico berechneten Plasmid-
kopienzahlen fiir DH50-pSUP 201-3 (Tab. 8.21) (blau e) mit den nach Atlung et al. (1999) und Cooper (2004)
berechneten Kopienzahlen (rot e ). Die in silico berechneten Plasmidkopienzahlen fiir DH5x-pSUP 201-3
wurden durch Simulationen, beginnend an den drei Erntezeitpunkten Ty, T, und T3, ermittelt. Zu den ver-
wendeten Anfangsbedingungen: Bei den in silico Berechnungen wurden die zu den drei Erntezeitpunkten
(Abb. 8.4) bestimmten experimentellen Daten als Anfangsbedingungen der Simulationen gewéahlt. Dazu
gehoren die gemessenen RNAI- und RNAII-Konzentrationen (Tab. 8.8 und 8.9) sowie die von der Plasmid
Factory durchschnittlich bestimmten Plasmidkopienzahlen (Tab. 8.15). Des Weiteren wurde die Wachstums-
raten mit der zugehorigen Generationszeiten (Tab. 8.2) von dem Erntezeitpunkt, an dem die Simulation
beginnt, in das Modell eingesetzt. Die Generationszeiten lagen dabei um 150 min herum, was der Gene-
rationszeit aus den Versuchen von Atlung ef al. (1999) entspricht. Atlung et al. (1999) haben festgestellt,
dass die Plasmidkopienzahl eines pBR322-Plasmids bei einer Zunahme der Generationszeit von 29 min auf
150 min um das Drei- bis Vierfache zunimmt (Atlung ef al., 1999). Nach Cooper (2004) besitzen pBR322-
Plasmide eine durchschnittliche Kopienzahl von 15 - 20 Plasmiden pro Zelle (in der Abbildung bei x=29
min eingezeichnet). Geht man davon aus, dass sich, bei einer Generationszeit von 29 min, 15 - 20 Plasmide
in einer Zelle befinden, so liegen nach Atlung et al. (1999) durch eine drei- bis vierfache Zunahme der PCN,
bei einer Generationszeit von 150 min, zwischen 45 und 6o pBR322-Plasmide in einer Zelle vor (in der

Abbildung bei x=150 min eingezeichnet).

Zusammen mit den schon zuvor beschriebenen Simulationen zur Validierung des Mo-

dells bestétigen diese Ergebnisse, dass das Modell das angestrebte Verhalten in der ge-
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forderten Genauigkeit zeigt, so dass es zur Durchfithrung von prédiktiven Simulationen
und somit zur Untersuchung der zu Beginn dieses Kapitels vorgestellten Fragestellung

eingesetzt werden kann.

8.4.2  Pridiktive Simulationen

Mit Hilfe des erstellten Modells soll der Fragestellung nachgegangen werden, ob es
einen Effekt auf die ColE1-Plasmidproduktion hitte, wiirde man tRNA-Molekiile der-
art modifizieren, dass die Beladung mit einer Aminosdure durch die Aminoacyl-tRNA-
Synthetase nicht mehr moglich ist.

Eine hohe Menge unbeladener tRNA-Molekiile kommt in der Regel nur in Situationen
vor, in denen sich die Zelle unter Stressbedingungen befindet. Dies ist z. B. unter Nahr-
stoffknappheit und dem damit verbundenen Aminosduremangel der Fall. Da die Zelle
unter diesen Umstinden weiterhin Aminosauren verbraucht, nimmt die Zahl der unbe-
ladenen tRNAs in der Zelle zu. Wrébel & Wegrzyn (1998) konnten bereits zeigen, dass
diese Zunahme an unbeladenen tRNAs mit einer hohen PCN in Zusammenhang steht.
Das bedeutet, fiir die Plasmidproduktion wére es von Vorteil, wenn sich die Zellen unter
Nahrstoffmangel befinden, da dies die PCN erhdhen wiirde. Diese Bedingungen sind
jedoch in einem Langzeit-Produktionsprozess nicht anwendbar, da die Zellen nicht bis
zum Ende der Kultivierungen tiberleben wiirde.

Eine Moglichkeit dieses Problem zu umgehen, ist die Uberexpression eines tRNA-Gens,
wodurch sich die Konzentration an unbeladenen tRNAs in der Zelle erh6hen wiirde.
Es ist jedoch zu befiirchten, dass diese Erhohung nicht ausreicht, um einen Einfluss
auf die Plasmidproduktion zu haben, da die zusétzlichen unbeladenen tRNAs mit einer
hohen Wahrscheinlichkeit von den Aminoacyl-tRNA-Synthetasen beladen werden, be-
vor sie die Plasmidreplikation beeinflussen konnen. Des Weiteren ist es wichtig, keine
zu hohe Anzahl unbeladener tRNAs zu provozieren, um der Zelle keinen Aminoséure-
mangel vorzutduschen. Denn wird eine bestimmte Konzentration unbeladener tRNAs
tiberschritten, bekommt die Zelle den Eindruck, sie stiinde unter Aminosduremangel
und 16st die sogenannte stringent response aus. Dies hat eine Aktivierung des Stress-
signals ppGpp (Guanosin-5’-Diphosphate-3’-Diphosphate) zur Folge (Wegrzyn, 1999).
Durch das ppGpp-Signal werden in der Zelle weitere Stressantworten ausgelost, wie z.B
die Inhibition der Chromosom- und Plasmidreplikation, was nachteilig fiir die Plasmid-

produktion wére (Guzman ef al., 1988), (Hecker ef al., 1988).
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Eine andere Moglichkeit, das Problem der mit einer hohen Konzentration unbeladener
tRNAs einhergehenden Mangelbedingungen zu umgehen, ist die Integration eines Gens,
das fiir eine modifizierte tRNA kodiert. Diese veranderte tRNA besitzt die Besonderheit,
dass sie nicht mehr beladen werden kann, gleichzeitig jedoch noch in der Lage ist, ihre
Rolle bei der Plasmidreplikationskontrolle auszuiiben. Der Vorteil dieser modifizierten
tRNA ist, dass die Zelle keinen Stressbedingungen mehr ausgesetzt wire, aber dennoch
eine erhohte Menge unbeladener tRNA-Molekiile aufweisen wiirde, was sich positiv auf
die Plasmidproduktion auswirken konnte. Diese Hypothese gilt es mit dem in dieser Ar-
beit erstellten Modell zu tiberpriifen.

Zur Uberpriifung der Hypothese wurde die ColE1-Plasmidreplikationskontrolle von
DH5a-pCMV-lacZ, beginnend zum Zeitpunkt T3, fiir folgende drei Bedingungen simu-
liert: Wachstum unter normalen Nahrstoffbedingungen, Wachstum unter Mangelbedin-
gungen und Wachstum mit modifiziertem tRNA-Gen ohne Mangelbedingungen. Die
Simulationen wurden fiir alle drei Bedingungen zum Erntezeitpunkt T3 begonnen und
fiir die Dauer einer Zellverdopplung (d. h. Simulationszeit = Generationszeit(T3) = 347
min) durchgefiihrt, wobei eine einzelne Zelle betrachtet wurde. Als Anfangsbedingun-
gen wurden die experimentell bestimmten Daten zum Zeitpunkt T3 verwendet. Dazu
gehoren die gemessenen RNAI- und RNAII-Konzentrationen sowie der halbierte Wert
der pDNA-Konzentration und die Wachstumsrate. Die iibrigen Substrate bekamen die
Konzentration null zugewiesen. Auf biologischer Ebene bedeutet das, es wird eine Zel-
le betrachtet, die zum Zeitpunkt T3 zu wachsen beginnt, ihre Plasmide repliziert und
sich nach 347 min in zwei Tochterzellen teilt. An dieser Stelle endet die Simulation und
die Tochterzellen werden nicht mehr betrachtet. Der Zeitpunkt T3 wurde exemplarisch
gewdhlt, da zu diesem Zeitpunkt die hochste Plasmidkopienzahl gemessen wurde. Es
konnen jedoch mit Hilfe des Modells ebensogut die Zeitpunkte T; und T, betrachtet wer-
den. Des Weiteren wurden die Simulationen fiir den high copy plasmidtragenden Stamm
durchgefiihrt, da bei einer Plasmidproduktion im grofien Mafsstab in der Regel nur high
copy Plasmide verwendet werden. Die Simulationen lassen sich jedoch auch fiir den low
copy plasmidtragenden Stamm durchfiihren, wobei qualitativ das gleiche Ergebnis zu
beobachten ist.

Die Simulationen zu den drei verschiedenen Bedingungen sind in Abbildung 8.10 gra-
phisch dargestellt. In der ersten Situation wurde die Plasmidproduktion fiir normale
Néhrstoffbedingungen simuliert. Da unter diesen Umstdnden ausreichend Aminosdu-

ren vorhanden sind, wurde fiir die Simulation die kinetische Konstante zur Synthese
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unbeladener tRNA-Molekiile (k4) mit dem Faktor o.01 multipliziert. Dies beruht auf
der Annahme, dass bei ausreichender Nahrstoffversorgung lediglich ~ 1 % der tRNA-
Molekiile in der Zelle unbeladen sind. Stehen der Zelle geniigend Néahrstoffe zur Ver-
fiigung, wird nach Ablauf einer Generationszeit (347 min) eine Zunahme der PCN um
2523 (5421 Plasmide zum Zeitpunkt Tz —Start-PCN = 2523) Plasmide durch das Modell
vorhergesagt. Die zweite Simulation wurde fiir eine Zelle durchgefiihrt, die unter Nahr-
stoffmangel leidet. Dabei wurde die Annahme getroffen, dass aufgrund von schlecht
ablaufender Proteinbiosynthese und langsameren Wachstums bei unzureichender Néhr-
stoffversorgung sich die Konzentration aller Proteine verringert, so dass alle Reaktionen
nur zu 10 % ablaufen. Der Wert 10 % wurde aufgrund mangelnder Angaben in der Li-
teratur fiir diese Arbeit geschitzt. Es wiare auch jeder andere Wert zwischen 1 % und
99 % denkbar. Ein anderer Wert hétte lediglich zur Folge, dass die Verringerung der
pDNA-Produktion fiir die Bedingung , Nahrstoffmangel” unterschiedlich deutlich aus-
fallen wiirde. Fiir die mathematische Beschreibung bedeutet das, dass alle kinetischen
Konstanten und die Wachstumsrate mit dem Faktor 0.1 multipliziert werden. Des Weite-
ren wurde der Faktor 0.1 vor k,4 durch eine 1 ersetzt, da unter Nahrstoff- bzw. Amino-
sdauremangel eine hohe Anzahl unbeladener tRNAs in der Zelle vorkommen. Man sieht,
dass fiir diesen Fall, nach Ablauf einer Generationszeit, nur noch eine geringe Plas-
midproduktion vorhergesagt wird und die Zelle lediglich 379 Plasmide produziert. In
der dritten Situation wurde die zuvor beschriebene Hypothese untersucht. Dafiir wurde
eine Situation simuliert, in der ausreichend Nahstoffe zur Verfiigung stehen, aber gleich-
zeitig durch das modifizierte tRNA-Gen viele unbeladene tRNA-Molekiile in der Zelle
vorkommen, die die Plasmidreplikation férdern. Fiir die mathematische Beschreibung
bedeutet das, dass alle Reaktionen zu 100 % ablaufen, da kein Nahrstoffmangel herrscht.
Des Weiteren wurde der Faktor 0.1 vor k4 durch eine 1 ersetzt (entspricht einem Ablauf
der Reaktion zu 100 %), da in dieser Situation aufgrund des modifizierten tRNA-Gens
eine hohe Anzahl unbeladener tRNA-Molekiile in der Zelle vorkommen. Unter diesen
Umstidnden wird durch das Modell, nach Ablauf einer Generationszeit, eine Plasmid-
produktion von 3822 Plasmiden pro Zelle vorhergesagt.

Vergleicht man alle drei Simulationen (Abbildung 8.10) miteinander, stellt man fest, dass
die vorhergesagte Plasmidproduktion unter Néhrstoffknappheit am geringsten ist. Die
meisten Plasmide werden laut Modell produziert, wenn man ein Gen einfiigen wiirde,

das fiir eine modifizierte tRNA kodiert, die die Plasmidproduktion erhthen wiirde. Auf
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den genauen Aufbau eines solchen modifizierten tRNA-Gens wird im ndchsten Unter-

kapitel ndher eingegangen.
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Abbildung 8.10: Simulation der Plasmidkopienzahl fiir DH5«-placZ (beginnend zum Zeitpunkt T3) fiir
drei verschiedene Bedingungen:

blau: Plasmidproduktion fiir normale Nahrstoffbedingungen

griin: Plasmidproduktion unter Ndhrstoffmangel

rot: Normale Nahrstoffbedingungen in Anwesenheit von unbeladenen tRNA-Molekiilen (kodiert durch das

modifizierte Leucin-tRNA-Gen)
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8.5.1 Die Transkriptionseinheit

Unbeladene Transfer-RNA-Molekiile (tRNA-Molekiile) spielen in der ColE1-
Plasmidreplikationskontrolle eine besondere Rolle, da sie die Plasmidkopienzahl
positiv beeinflussen konnen (Abbildung 3.5). Aus diesem Grund wird in dieser Arbeit
ein tRNA-Gen konstruiert, das fiir ein tRNA-Molekiil kodiert, welches nicht mehr mit
einer Aminosdure beladen werden kann.

Das Genom von E. coli besitzt 79 tRNA-Gene, welche iiber das gesamte Chromosom

verteilt vorliegen. In der Regel sind sie dabei in Clustern angeordnet. Lediglich 20 dieser
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Gene befinden sich in einer monocistronischen Transkriptionseinheit. Die {ibrigen 59
tRNA-Gene sind in polycistronischen Operons sowohl mit weiteren tRNA-Genen, als
auch mit rRNA- und proteinkodierenden Genen organisiert. Dabei sind die Sequenzen
zwischen den einzelnen, aufeinanderfolgenden Genen sehr variabel beziiglich ihrer
Basenabfolge und Léange. Alle bisher bekannten tRNA-Gene sind 75 bp bis 9o bp lang
und haben gemeinsam, dass sie keine Intronelemente besitzen und am 3’-Terminus eine
CCA-Sequenz tragen. (Neidhardt, 1987), (Inokuchi & Yamao, 1995)

Wrébel &  Wegrzyn  (1998) fanden  heraus, dass fiir die ColE1-
Plasmidreplikationskontrolle insbesondere die unbeladenen tRNAs der Aminosduren
Isoleucin, Leucin, Histidin, Arginin und Threonin eine Rolle spielen. Sie kultivierten
E. coli-Bakterien mit verschiedenen ColE1-dhnlichen Plasmiden jeweils unter Mangel
der zu untersuchenden Aminosdure und dabei zeigte sich, dass die Erhohung der
Plasmidkopienzahl unter Leucin-Mangel am Grofiten ist, also eine grofie Menge
unbeladener Leucin-tRNAs in der Zelle vorliegt. (Wrébel & Wegrzyn, 1998)

Der genaue Kontrollmechanismus ist noch nicht ganzlich gekldrt, aber aufgrund von
Sequenzhomologien der Leucin-tRNA-Anticodon-Schleife mit der zweiten Schleife
des RNAI-Molekiils wird vermutet, dass die unbeladenen Leucin-tRNA’s mit ihrer
Anticodon-Schleife an RNAII-Molekiile binden kénnen und sie so vor den inhibitorisch
wirkenden RNAI-Molekiilen schiitzen Yavachev & Ivanov (1988). Des Weiteren wird
angenommen, dass auch die Aminosdurebindestelle an der tRNA-RNA-Interaktion
beteiligt ist (Wang et al., 2002).

Auf der Grundlage der Erkenntnisse von Yavachev & Ivanov (1988) und Wang et al.
(2002) wurde in dieser Arbeit das Gen fiir eine modifizierte Leucin-tRNA konstruiert.
Das Genprodukt soll eine verdnderte Leucin-tRNA sein, welche nicht mehr von der
Leucyl-tRNA-Synthetase erkannt und beladen werden kann.

Die modifizierte Leucin-tRNA ist so aufgebaut, dass die fiir die Plasmidreplikationskon-
trolle relevanten Elemente noch vorhanden sind, die Erkennungsstellen zur Beladung
durch die Leucyl-tRNA-Synthetase jedoch fehlen. Die Grundlage fiir die Konstruktion
des modifizierten Leucin-tRNA-Gens bildet die Sequenz des E. coli Leucin-tRNA Gens
leuQ. Auf dem Genom von E. coli liegen acht Leucin-tRNA-Gene (leuP, leuQ, leuT, leul,
leuV, leuW, leuX und leuZ) , welche sich in ihren Sequenzen sehr dhneln (Soerensen
et al., 2005). Sechs von diesen tRNA-Genen befinden sich in einer Operon-Struktur und
zwei liegen in einer monocistronischen Transkriptionseinheit (Komine et al., 1990). Das

Gen leuQ liegt zusammen mit den Genen leuP und leuV in einer polycistronischen
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Transkriptionseinheit und besteht aus 76 bp (Duester et al., 1981). Die Ergebnisse von
Asahara et al. (1993) zeigen, dass die Leucyl-tRNA-Synthetase bis zu sechs verschiedene
Leucin-tRNA-Molekiile der Klasse II belddt. Daher wird in dieser Arbeit angenommen,
dass alle dieser tRNAs die gleichen Strukturen besitzen, an denen sie von dem Enzym
erkannt werden, so dass das leuQ-Gen exemplarisch als Grundlage fiir die Sequenz der
modifizierten tRNA gewdhlt wurde.

Das Gen fiir die modifizierte Leucin-tRNA soll nur als einfache Kopie in das Chro-
mosom inseriert werden, so dass es notwendig war, dass es als monocistronische
Transkriptionseinheit designt wird. Die Grundlage dafiir sollte, wenn moglich, eine
der beiden monocistronischen Transkriptioneinheiten der Leucin-tRNA-Gene leuU oder
leuX bilden. Diese kamen jedoch beide nicht in Frage, da fiir das monocistronische
leuX-Gen in der Literatur wenig tiber die Promotorregion und die Terminationselemen-
te bekannt ist und das leul-Gen einen prasumtive Promotorbereich innerhalb eines
anderen Gens (secG) besitzt. Das Problem im Fall von leul war, dass nicht bekannt ist,
wieviele Basenpaare vor der Promotorregion moglicherweise noch fiir die Transkrip-
tion benotigt werden. Die konstruierte Transkriptionseinheit sollte daher mit einem
grofiziigig gewdhlten Sequenzbereich vor dem Promotor beginnen. Dabei bestand die
Gefahr, dass dieser Bereich zu grofiziigig gewdhlt wird und so die Funktionalitit z. B.
durch die tiberlappende secG-Sequenz gestort wird. Um dies auszuschliefien, wurde die
monocistronische Transkriptionseinheit des Asparagin-tRNA-Gen asnT als Grundlage
gewihlt, da sie keine Uberlappungen mit bekannten kodierenden Sequenzen auf dem
Chromosom besitzt und die Promotorregion und die Terminationselemente bekannt
sind (Komine et al., 1990).

Die fiir einen prokaryotischen Promotor typische Konsensussequenz, bestehend aus
dem -35- und dem -10-Element, findet sich auch in einigen upstream Regionen von
tRNA-Transkriptionseinheiten in E. coli wieder. Der Bereich zwischen diesen beiden
Elementen besteht aus 15 bis 18 Nukleotiden, was ebenfalls charakteristisch fiir einen
prokaryotischen Promotor ist. Zusitzlich befindet sich in der Promotorregion eine
7 bp lange GC-reiche Sequenz. Diese Sequenz entspricht einer hoch konservierten
Region, die alle unter stringenter Kontrolle liegenden Gene in E. coli gemeinsam haben.
(Inokuchi & Yamao, 1995)

Ikemura & Dahlberg (1973) konnten eine Antwort der gesamten tRNA-Synthese auf
stringente Kontrolle zeigen, allerdings ist der Zusammenhang zwischen stringenter

Kontrolle und individuellen tRNA-Genen insgesamt noch nicht gut untersucht (Travers,
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1980) (Travers, 1984). (Inokuchi & Yamao, 1995)

Der prasumptive Promotor der Transkriptionseinheit des Asparagin-tRNA-Gens asnT
besitzt das -35-Element mit der Sequenz 5-TTGACA-3” und das -10-Element mit
5-TAATAT-3’. Zwischen diesen Teilen des Promotors befinden sich 17 bp und nach
dem -10-Element folgt eine GC-reiche 7 bp lange Sequenz (5-CGCCCCG-3’), die darauf
hindeutet, dass das asnT-Gen einer stringenten Kontrolle unterliegt. (Komine et al.,
1990)

Uber die Terminationselemente von tRNA-Transkriptionseinheiten ist zur Zeit noch
wenig bekannt. DNA-Sequenzierungen haben ergeben, dass fast alle tRNA-Gene
im downstream-Bereich rho-unabhidngige Terminationsstrukturen besitzen, die aus
palindromischen Sequenzen mit einer Reihe von "T’-Resten bestehen. Das prasumptive
Terminationselement der Asparagin-tRNA-Transkriptionseinheit ist rho-unabhingig
und besteht aus einem Palindrom mit der folgenden Sequenz 5-CAATGT’...”ACATTG-

3’. Diese beiden Bereiche liegen 16 bp voneinander getrennt. (Komine et al., 1990)

8.5.2  Konstruktion des modifizierten Leucin-tRNA-Gens

Im Allgemeinen besitzen tRNAs eine Kleeblattstruktur, die in DHU-Schleife, Anticodon-
Schleife, variablen Arm, T{C-Schleife und in Akzeptorstamm inklusive Anheftungs-
stelle fiir die Aminosdure unterteilt werden kann (Berg et al., 2007). Bei allen tRNAs
existieren spezifische Erkennungselemente fiir die Beladung durch Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen (Asahara et al., 1993). Diese Elemente konnen im Akzeptorstamm, im
variablen Arm, in der T\C-Schleife oder in der DHU-Schleife liegen (Asahara et al.,
1993). Des Weiteren konnen die Anticodonbasen an der Erkennung beteiligt sein
(Asahara et al., 1993).

Das leu(Q-Gen kodiert fiir eine Leucin-tRNA mit dem Anticodon 'CAG’, die von einem
Enzym namens Leucyl-tRNA-Synthetase mit ihrer Aminosdure beladen wird (Jithling
et al., 2009). Dafiir besitzt die Leucin-tRNA bestimmte strukturelle Merkmale, an denen
sie von der Leucyl-tRNA-Synthetase erkannt wird (Sohm et al., 2004).

Eine wichtige Rolle bei der Erkennung spielt die sogenannte discriminator-Base. Sie
befindet sich im Akzeptorstamm, direkt vor der Aminosdurebindestelle, und wird als
A73 bezeichnet (Asahara et al., 1993). Ersetzt man die Base A73 durch C;3 wird die
Leucin-tRNA nicht mehr mit der Aminosdure Leucin beladen. Des Weiteren sind die

Basen Uss und Csg der T\pC-Schleife an der Erkennung beteiligt (Larkin ef al., 2002).
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Larkin et al. (2002) konnten zeigen, dass bei einem Austausch der Basen Uss in Cs5 und
Cse in Usg keine Aminoacylierung stattfindet. Dies ist ebenfalls der Fall bei Deletion
der DHU-Schleife (Larkin et al., 2002).

Basierend auf diesen Erkenntnissen wurde das leu(Q-Gens modifiziert. Im Rahmen
der Modifikation wurden die Erkennungselemente der Leucyl-tRNA-Synthetase
verdndert bzw. entfernt. Gleichzeitig wurde darauf geachtet, dass die, fiir die ColE1-
Plasmidreplikationskontrolle relevanten Strukturen, erhalten bleiben. Zu diesen
Strukturen gehoren die Aminosdurebindestelle am Akzeptorstamm und die Anticodon-
Schleife (Yavachev & Ivanov, 1988), (Wang et al., 2002), (Wang et al., 2006c), so dass die
einfachste Moglichkeit zur Unterbindung der tRNA-Beladung, die daraus besteht die
Aminosdurebindestelle zu entfernen, nicht durchgefiihrt werden konnte.

In der Abbildung 8.11 ist die Sequenz des leuQ-Gens mit den Erkennungselementen
fiir die Leucyl-tRNA-Synthetase und den fiir die ColE1- Plasmidreplikationskontrolle

relevanten Strukturen dargestellt.

DHU-Schieife

Anticodon-Schieife

Abbildung 8.11: Sequenz des leuQ-Gens mit den Erkennungselementen fiir die Leucyl-tRNA-Synthetase
(gelb) und den fiir die ColE1-Plasmidreplikationskontrolle relevanten Strukturen (blau). (Abbildung der
Sequenz aus tRNAdD (Jiihling et al., 2009))

Das leuQ-Gen wurde derart modifiziert, dass die DHU-Schleife komplett entfernt

und durch vier Thyminbasen ersetzt wurde. Gleichzeitig wurden die Basen A73 in
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C73, Uss in Cs5 und Cs6 in Usg ausgetauscht. Eine weitere Verdnderung umfasste den
Anticodon-Stamm. Hier wurde die Sequenz der Anticodon-Schleife von 5-TTCAGGT-3’
in 5-TTGGTAG-3" gedndert. Dies geschah aufgrund der Sequenzhomologien zwischen
der Anticodon-Schleife der Leucin-tRNA und der zweiten Schleife des RNAI-Molekiils.
Die Sequenz 5-TTGGTAG-3" stellt dabei eine Konsensussequenz dar, die durch den
Vergleich von acht tRNA-Sequenzen mit der RNAI-Sequenz ermittelt wurde (Yavachev
& Ivanov, 1988). Zusatzlich wurde noch eine weitere Variante des modifizierten leuQ-
Gens erstellt, mit dem Unterschied, dass die Sequenz der Anticodon-Schleife in dieser

Variante nicht durch die Konsensussequenz ausgetauscht wurde.

A
v
i
:
Anticodon-Schieife
-~
3' ﬁ TyC-Schleife
i
\hl_
Variabler Arm
B

5'- GGCGCGCCATTGAAATGACTTATGAAATTTAGTGTTGACAGAC

AAGGTACCGCTAAGTAATATTCGCCCCGTTCACACGATGCGAA
GGTGTTTTGCTAGCUUGGUAGGTTAGTGTCCTTACGGACGTG

GGGGTCTAAGTCCCCCCCCTCGCCCCAAATTCTAAAAATTCG
CTTTTTTAGCGCAATGTCACTGACCTTAGTTGAACATTGTTTTT
TAACGGATAGCGGGTTTTTAACAGGCGCGCC -3

Abbildung 8.12: A: Vorhergesagte tRNA-Struktur fiir die Leucin-tRNA-RNAI mit dem Tool RNAshapes
(Steffen ef al., 2006) mit einer Wahrscheinlichkeit von 98 %. B: Sequenz der Transkriptionseinheit des Leucin-
tRNA-RNAI Gens; griin -> Ascl-Schnittstellen, rot -> Promotorelemente, orange -> Leucin-tRNA-RNAI-

Gen, blau -> Terminationselemente
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Es wurden in dieser Arbeit somit zwei Varianten eines modifizierten leu(Q-Gens er-
stellt, die sich in der Sequenz ihrer Anticodon-Schleife unterscheiden: Die erste Va-
riante, genannt Leucin-tRNA-RNAI, enthilt die Konsensussequenz (5-TTGGTAG-3’)
als Anticodon-Schleife und die zweite Variante, genannt Leucin-tRNA-WT, besitzt die
Wildtyp-Sequenz der Anticodon-Schleife (5'-TTCAGGT-3’). In den Abbildungen 8.12
und 8.13 sind die Transkriptionseinheiten der modifizierten Leucin-tRNAs mit den je-
weiligen vorhergesagten Strukturen dargestellt. Die Strukturvorhersage wurde mit der

Software ,,RNAshapes” (Steffen et al., 2006) durchgefiihrt.

Anticodon-Schleife lf
ﬂg{;ﬁ%’ TyC-Schleife

y
!

[

Variabler Arm
B

5'- GGCGCGCCATTGAAATGACTTATGAAATTTAGTGTTGACAGAC

AAGGTACCGCTAAGTAATATTCGCCCCGTTCACACGATGCGAA
GGTGTTTTGCTAGCTTCAGGTGTTAGTGTCCTTACGGACGTG

GGGGTCTAAGTCCCCCCCCTCGCCCCAAATTCTAAAAATTCG
CTTTTTTAGCGCAATGTCACTGACCTTAGTTGAACATTGTTTTT
TAACGGATAGCGGGTTTTTAACAGGCGCGCC -3

Abbildung 8.13: A: Vorhergesagte tRNA-Struktur fiir die Leucin-tRNA-WT mit dem Tool RNAshapes (Stef-
fen et al., 2006) mit einer Wahrscheinlichkeit von 94 %. B: Sequenz der Transkriptionseinheit des Leucin-
tRNA-WT Gens; griin -> Ascl-Schnittstellen, rot -> Promotorelemente, orange -> Leucin-tRNA-RNAI-Gen,

blau -> Terminationselemente
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Die Software ,RNAshapes” berechnet die Faltungsmoglichkeiten von RNA-
Molekiilen und den dazugehorigen Wahrscheinlichkeiten, basierend auf der Minimie-
rung der zur Faltung notwendigen Energie (Steffen et al., 2006). Die vorhergesagte Fal-
tung, der in Abbildung 8.12 dargestellten Leucin-tRNA-RNAI entspricht der typischen
tRNA-Kleeblattstruktur mit dem Unterschied, dass die DHU-Schleife fehlt. Die Wahr-
scheinlichkeit fiir diese Struktur betragt 98 %.

Fiir die in Abbildung 8.13 gezeigte Leucin-tRNA-WT verhilt es sich dhnlich: Hier wird,
mit einer Wahrscheinlichkeit von 94 %, ebenfalls eine Kleeblattstruktur mit fehlender

DHU-Schleife vorhergesagt.

8.5.3 Vorgehen zur Integration der Leucin-tRNA-Transkriptionseinheiten in das E. coli Chro-

mosom

Fiir die Konstruktion der Transkriptionseinheit der modifizierten Leucin-tRNA wurde
die Sequenz des asnT-Gen gegen die veranderten leu(Q-Sequenzen ausgetauscht, so dass
zwei Varianten einer modifizierten Leucin-tRNA-Transkriptionseinheit entstanden sind:
Die erste Variante besteht aus der asnT-Transkriptionseinheit mit dem Leucin-tRNA-
RNAI-Gen und die zweite Variante besteht aus der asnT-Transkriptionseinheit mit dem
Leucin-tRNA-WT-Gen.

Im weiteren Vorgehen sollen die Leucin-tRNA-Transkriptionseinheiten getrennt in das
DH5a Chromosom integriert werden, so dass am Ende zwei DH5x -Derivate entstehen:
DHso-Leucin-tRNA-RNAIT und DH5a-Leucin-tRNA-WT.

Die Integration der Leucin-tRNA-Transkriptionseinheiten in das E. coli Chromosom soll
mit Hilfe von Tns Transposon-Mutagenese erfolgen. Dazu wurden zunéchst die Vekto-
ren pIF11 und pIF13 konstruiert (Abbildung 8.14). Der Vektor pIF11 beinhaltet den tem-
peratursensitiven Replikationsursprung OriR1o1 E. coli repA1o1ts und das bla-Gen fiir
eine Ampicillinresistenz. Er ist durch PCR-Amplifikation und anschliefsender Ligation
aus dem Vektor pKD2o entstanden. Im nédchsten Schritt wurde der Vektor pIF12 konstru-
iert. Dieser basiert auf pIF11 und enthilt zusitzlich ein Transposon-Element, welches ein,
mit loxP-Sequenzen flankiertes, nptlI-Gen kodiert und ein von AscI-Schnittstellen einge-
rahmtes Sequenzstiick (egfp) enthélt. Das Transposon-Element wurde ebenfalls mittels
PCR amplifiziert und anschlieffend blunt-end in die EcoRV-Schnittstellen des Plasmids
pIF11 integriert. Das auf dem Transposon-Element enthaltende nptII-Gen vermittelt Re-

sistenzen gegeniiber den Antibiotika Neomycin und Kanamycin. Der Vektor pIF13 be-
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sitzt als Grundgeriist das Plasmid pIF12 und zusétzlich das Gen einer hyperaktiven
Tn5 Transposase unter Kontrolle des Ptrc/lac] Promotersystems. Das Gen der hyperak-
tiven Tns Transposase wurde unter Verwendung von Primern mit Sacl- und BamHz1-
Erkennungsseqenzen aus dem Vektor pHB14 (Bednarz, 2012) mittels PCR amplifiziert

und tiber Sacl- und BamHz1-Schnittstellen nach pIF12 kloniert.

PcR-Fragment
Frimer for: TITATTATTGGATC
CEATATCATGEGTATEGACAGTTTTC
PKDZ0 Primer rev: TTATATTATTGAGC
TCBCAGETESCACTTTTOSEES

FoR Fragment
HE12-TnS ME: CTGTCTCTTATACACATEY I

rcnsragmen
(T GABCTCTCAMTICAGSRTERTARATS
T am: GRATCCAATICATGAGCGATACATA |

nppersite
Trenspasase

Abbildung 8.14: Konstruktionsschema fiir die Plasmidvektoren pIF14 und pIF15 zur Durchfiihrung einer

transposonbasierten Insertion der tRNA-Transkriptionseinheiten. Details siehe Text.

Die Transkriptionseinheiten der Leucin-tRNA-RNAI und der Leucin-tRNA-WT wur-
den von der Firma Entelechon (Bad Abbach) vollstindig synthetisiert. AnschliefSend
sind sie iiber die Ascl-Schnittstellen in jeweils eine Kopie des Vektors pIF13 integriert
worden, so dass am Ende die Vektoren pIF14 und pIF15 vorlagen (Abbildung 8.14). Der
Vektor pIF14 besitzt das Plasmid pIF13 als Riickgrat und die Transkriptionseinheit der
Leucin-tRNA-RNALI Der Vektor pIF15 enthélt ebenfalls das Plasmid plF13 als Riickgrat
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und die Transkriptionseinheit der Leucin-tRNA-WT.

Um die Leucin-tRNA-Transkriptionseinheiten in das Chromosom integrieren zu kon-
nen, wird neben den Vektoren pIFi4 und pIFi5 noch ein weiteres Plasmid benétigt,
welches das Cre-Gen besitzt, das fiir ein Enzym mit dem Namen Cre-Rekombinase ko-
diert (Abbildung 8.15). Dazu wurde das Cre-Gen mittels PCR aus dem Vektor pHB15
(Bednarz, 2012) amplifiziert und tiber Smal-Schnittstellen in den Vektor pK18mob (Kirch-
ner & Tauch, 2003) hinter den lacZ-Promotor kloniert. Das Cre-Gen steht somit nun
unter der Kontrolle des lacZ-Promotors (pIF16). Im darauffolgenden Schritt wurde das
Cre-Gen inklusive lacZ-Promotor mit Primern, die EcoRV-Schnittstellen als Extension be-
sitzen, unter Anwendung von PCR amplifiziert. Gleichzeitig wurde der Vektor pIF11
mit dem Restriktionsenzym EcoRV linearisiert. Nach der Ligation entstand das Plasmid
pIF17, welches den Vektor pIF11 als Riickgrat und das Cre-Gen unter Kontrolle des lacZ-

Promotors enthilt.

pK18mob

4.0kb

PCR-Fragment
pismab_Cre_for: GATATCGCACCOCAGGECTTIACACTT
piismo_Cre_fev: GATATCGECTAATOSCCATCTICNAG | Restritionszpemung: Ecofv

Abbildung 8.15: Konstruktionsschema fiir die Exzision des Selektionsmarkers durch das Enzym Cre-

Rekombinase. Details siehe Text.

Der Vektor pIF17 wird im Anschluss an die Integration der Transkriptionseinheit in
das Chromosom durch die Transposon-Mutagenese benétigt, da die darauf kodierte
Cre-Rekombinase tiber die loxP-Schnittstellen das nptlI-Gen herausschneiden kann. Das
Entfernen der Antibiotikaresistenz ist wichtig im Hinblick auf eine spétere industrielle
Nutzung der Plasmid-Produktionsstimme fiir eine medizinischen Anwendung.

Die im folgenden beschriebenen Analysen wurden von Sebastian Wiebe im Rahmen

seiner Masterarbeit durchgefiihrt. Zundchst wurden dabei die Vektoren pIF14, plF15
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und plIF1y mittels Sequenzierung auf ihre Integritdt tiberpriift. Nachdem auf diese
Weise sichergestellt worden war, dass die Vektorkonstruktionen erfolgreich sind,
wurden sie jeweils in eine DH5-Zelle transformiert, wobei drei verschiedene Stimme
(DH5x-pIF14, DH5-pIF15 und DHs5x-pIF17) entstanden. Anschlieffend wurde in
den Stimmen DHs5a-plF14 und DHs5a-plF15 jeweils die Transposon-Mutagenese
durch Induzierung der hyperaktiven Transposase ausgelost. Dabei ist das auf dem
Transposonelement enthaltene Leucin-tRNA-RNAI-Gen bzw. das Leucin-tRNA-WT-Gen
in das DH5a-Chromosom inseriert. Mit einer Inkubation bei 30°C ist das entsprechende
Plasmid aus der Zelle entfernt worden und die Stimme DHso-Leucin-tRNA-RNAI™
bzw. DH5x-Leucin-tRNA-WT+ sind entstanden.

Im néchsten Schritt ist {iberpriift worden, ob die inserierten modifizierten Leucin-tRNA-
Gene und ihre Produkte einen Einfluss auf die Plasmidproduktion haben. Dazu wurden
die Stimme DHsa-Leucin-tRNA-WT' und DHsa-Leucin-tRNA-RNAI beziiglich ihres

Plasmidgehaltes untersucht und mit dem Stamm DH5«x verglichen.

3] w ODsoo =2
I I u ODeoo=3.5;35;8

Plasmidausbeute [mg/g]

DH5a DH5a- DH5a-
Leucin-tRNA-WT* Leucin-tRNA-RNAJ*

Abbildung 8.16: Ergebnisse zur Untersuchung des Einflusses der modifizierten Leucin-tRNA-Gene in den
Stammen DH5a-Leucin-tRNA-WT* und DHsa-Leucin-tRNA-RNAIT auf die Plasmidproduktion (Daten er-
hoben von Sebastian Wiebe). Die Plasmidausbeute wurde fiir zwei verschiedene Zeitpunkte in mg pro g
Biomasse bestimmt. Die ODgpo zum ersten Zeitpunkt der Zellernte (blau) betrug bei allen drei Stimmen
den Wert 2. Zum zweiten Erntezeitpunkt (rot) besaen die Stimme DHsx und DH5o-Leucin-tRNA-WT+
eine optische Dichte von 3.5 und der Stamm DHsa-Leucin-tRNA-RNAI" eine optische Dichte von 8.
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Fiir diese Untersuchungen wurden die Zellen an zwei verschiedenen Zeitpunkten
geerntet und die Plasmidausbeute gemessen. Zum Erntezeitpunkt der ersten Messung
besaflen alle drei Stamme eine optische Dichte von 2. Zum zweiten Erntezeitpunkt be-
trug die optische Dichte der Stimme DH50 und DH5«-Leucin-tRNA-WT+ einen Wert
von 3.5, wihrend der Stamm DHsa-Leucin-tRNA-RNAIT eine ODgop von 8 aufwies. Die
dazu von Sebastan Wiebe ermittelten Daten zur Plasmisausbeute sind in Abbildung 8.16
dargestellt.

Man sieht, dass die Plasmidproduktion in dem Stamm DHs o-Leucin-tRNA-RNAIT im
Vergleich zu DH5x sowohl bei einer Ernte-ODgpo von 2, als auch bei Ernte-ODgoo von
8 deutlich gesunken ist. Das bedeutet, die von dem Leucin-tRNA-RNAI-Gen kodierten
tRNA-Molekiile haben einen negativen Effekt beziiglich der Plasmidproduktion. In dem
Stamm DHsa-Leucin-tRNA-WT* konnte man im Vergleich zu DH5« zu beiden Zeit-
punkten eine Zunahme der Plasmidproduktion beobachten, wobei diese zum ersten
Erntezeitpunkt (Ernte-ODgop = 2) sehr gering ausféllt. Beim zweiten Erntezeitpunkt
(Ernte-ODgpo = 3.5) ist die Zunahme der Plasmidproduktion deutlicher. Die von dem
Leucin-tRNA-WT-Gen kodierten tRNA-Molekiile fordern somit die Plasmidproduktion
in DH5«. Es soll an dieser Stelle jedoch darauf hingewiesen werden, dass es sich hierbei
um erste Versuche zur Untersuchung des Einflusses der modifizierten tRNAs auf die
Plasmidproduktion in den Stimmen DH5x-Leucin-tRNA-WT* und DH5a-Leucin-tRNA-
RNATI" handelt, welche in weiteren Experimenten wiederholt und bestitigt werden sol-

len.
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METABOLOMANALYSEN

9.1 UNTERSUCHUNGEN ZUR METABOLITZUSAMMENSETZUNG

Betrachtet man alle bekannten Faktoren, die die Plasmidreplikation beeinflussen kon-
nen, stellt man fest, dass es zwei zentrale Ebenen gibt, die den Plasmidgehalt einer Zelle
bestimmen. Zum einen ist das die Ebene der Plasmidreplikationskontrolle und zum
anderen die Verfiigbarkeit von Nukleotiden und deren Vorstufen. Aus diesem Grund
soll in dieser Arbeit neben der Plasmidreplikationskontrolle ein Metabolitprofil erstellt
werden, um die Metabolitzusammensetzung in einem plasmidfreien und zwei plasmid-
tragenden Stammen zu untersuchen.

Hiller et al. (2007) stellen in Threm Artikel die Bedeutung von metabolic profiling-Analysen
heraus, in dem sie sagen, die Messung der intrazelluldren Metabolitkonzentrationen (re-
tabolic profiling) ist ein notwendiges Hilfsmittel, um biologische Prozesse verstehen und
optimieren zu konnen (Hiller et al., 2007). Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Analysen
sollen daher helfen, den Plasmidproduktionsprozess innerhalb der Zelle besser nach-
vollziehen und optimieren zu konnen.

Die dabei verwendeten Stimme sind der plasmidfreie E. coli Stamm DH5«x sowie
der low copy plasmidtragende DH5x-pSUP 201-3 und der high copy plasmidtragende
DH5x-pCMV-GFP. Als Kohlenstoffquelle wurde fiir diese Analysen Glycerin verwen-
det, da hierbei weniger Acetat produziert wird, als bei der Verwendung von Glukose
(El-Mansi & Holms, 1989). Die Analysen wurden fiir vier biologische Replikate mit je-
weils einem technischen Replikat durchgefiihrt. Nach Zellaufschluss wurden die Meta-
bolite mittels eiskaltem Methanol extrahiert und anschlieffend mit MSTFA (N-Methyl-N-
(trimethylsilyl) trifluoroacetamid) derivatisiert. Bei der Derivatisierung wird die Fliich-
tigkeit von Substanzen erhoht, so dass auf diese Weise Verbindungen, die unter nor-
malen Umstdnden nicht fliichtig sind, fiir die GC-Analytik zuganglich gemacht werden.
Dies geschieht durch den Austausch von polaren Gruppen (-OH, -NH, -SH) durch we-
niger polare Gruppen (Silyl-, Acyl- oder Alkylgruppen), was typischerweise fiir Amino-

sduren, organische Sduren oder Zucker notwendig ist. Ein weiterer Vorteil derivatisierter
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Metabolite ist ihre dadurch verbesserte thermische Stabilitdt. Man muss allerdings dazu
sagen, dass langst nicht alle Metabolite verdampfbar gemacht werden kénnen. Manche
Substanzen lassen sich aufgrund ihrer Grofie auch durch Derivatisierung nicht verfliich-
tigen. Die anschlieSende Messung der derivatisierten Proben erfolgte durch GC-MS. In
der Abbildung 9.1 ist jeweils ein exemplarisches Gaschromatogramm fiir den plasmid-
freien Stamm DH5«x sowie fiir die plasmidtragenden Stamme DH5x-pSUP 201-3 (low

copy Plasmid) und DH5a-pCMV-GFP (high copy Plasmid) dargestellt.
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Abbildung 9.1: Untersuchung der Metabolitzusammensetzung fiir DH5« sowie fiir DH50-pSUP 201-3
(low copy Plasmid) und DH50-pCMV-GFP (high copy Plasmid) mittels GC-MS. (Abbildung wurde aus der
Xcalibur-Software exportiert.)

Auf der x-Achse ist die Retentionszeit aufgetragen und auf der y-Achse ist die re-
lative Abundanz dargestellt. Vergleicht man die Chromatogramme untereinander, fallt
auf, dass das Muster der Peaks dhnlich ist, sie sich jedoch in ihren relativen Hohen
unterscheiden. Die Skalierung der y-Achse ist bei der Darstellung in Abbildung 9.1
so gewdhlt, dass man die Peaks der einzelnen Chromatogramme direkt untereinander
vergleichen kann. Betrachtet man z. B. in jedem Chromatogramm den Peak mit einer
Retentionszeit von ~ 21.7 min, so sieht man, dass die Stamme DH5x und DH5x-pSUP
201-3 eine ungefdhr gleich grofie intrazelluldre Glutamatkonzentration besitzen und der

Stamm DH50-pCMV-GFP ungefdhr halb soviel. Im Fall von Prolin (Retentionszeit von
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~ 19,4 min) lassen sich ebenfalls Unterschiede erkennen. Am wenigsten Prolin befin-
det sich in den DH5a-pCMV-GFP-Zellen, der plasmidfreie Stamm enthélt etwas mehr
und die grofste Menge an Prolin findet man in DH5x-pSUP 201-3. Die Identifizierung
der zuvor erwdhnten Peaks erfolgte durch Datenbankvergleiche, durchgefiihrt mit der
MeltDB-Software. Dabei werden die fiir jeden Peak innerhalb eines Chromatogramms
durchgefiihrten Massenspektren mit Spektren bereits identifizierter Metabolite vergli-
chen, welche in speziellen Datenbanken hinterlegt sind. Auf diese Weise lassen sich
einige Metabolite zuordnen. Fiir eine Vielzahl an Substanzen gibt es allerdings noch kei-
nen Datenbankeintrag, so dass sich derzeit noch nicht alle Verbindungen identifizieren
lassen. Es konnten daher in den durchgefiihrten Messungen Metabolite detektiert wer-
den, deren Konzentrationen sich zwar innerhalb der drei Stimme unterschieden, welche
sich jedoch nicht zuordnen lieflen.

Da sich diese Arbeit mit der Plasmidreplikation in DH5« beschéftigt, liegt das Haupt-
augenmerk auf der Untersuchung der annotierten und somit bekannten Metabolite, ins-
besondere auf Unterschieden in den Metaboliten, die fiir die Nukleotidbiosynthese re-
levant sind. Um mogliche Unterschiede detektieren zu konnen, wurden die Chromato-
gramme der GC-MS-Messungen unter Verwendung der MeltDB- Software genauer ana-
lysiert. Dabei wurden zunédchst alle annotierten Metabolite tiber ihre Peakfliche quanti-
fiziert und anschliefSend auf die den Proben zugegebene Referenzsubstanz Ribitol und
das jeweilige zelluldre Trockengewicht normalisiert. Die Normalisierung und die dar-
auffolgenden auswertenden Analysen wurden ebenfalls mit Hilfe der MeltDB-Software
durchgefiihrt.

Eine Ubersicht aller bekannten Metabolite, die in den analysierten Chromatogram-
men detektiert wurden, befindet sich als Datei auf der beigefiigten CD in Form einer
Heatmap. Innerhalb der annotierten Metabolite sollen die Metabolite Glukose, Glukose-
6-phoshat, Fruktose-6-phosphat, Glycerinaldehyd-3-phosphat, 2-Phosphoglycerat, 3-
Phosphoglycerat, Phosphoenolpyruvat, Pyruvat, Citrat, cis-Aconitat, 2-Oxoglutarat, Suc-
cinat, Fumarat, Malat, Ribose, Ribose-5-phosphat, Xylose, Glutamat, Glutamin, Glycin
und Aspartat im Folgenden niher analysiert werden.

Citratzyklus

Das Vorkommen der Metabolite des Citratzyklus ist in Abbildung 9.2 durch eine Heat-
map dargestellt. Die einzelnen Metabolitkonzentrationen werden dabei relativ zu der
maximal gemessenen Konzentration dieses Metaboliten dargestellt, wobei Blau fiir eine

geringe Konzentration steht, Rot fiir eine hohe Konzentration und Schwarz fiir nicht-
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detektiert. Es fillt auf, dass das Vorkommen der einzelnen Metabolite in den Stim-
men DH5« und DH5a-pSUP 201-3 sehr dhnlich ist, sich jedoch deutlich von dem in
DH5x-pCMV-GFP unterscheidet. Die Konzentrationen von Citrat, a-Ketoglutarat (= 2-
Oxoglutarat) und Succinat sind in dem Stamm DH5x-pCMV-GFP wesentlich hoher, als
in den beiden anderen Stammen. Fiir Fumarat, Malat und cis-Aconitat verhilt es ge-
nau sich umgekehrt, hier weist der high copy Stamm eine geringere Menge auf bzw.

cis-Aconitat ist gar nicht detektierbar.

compound 28022011_DH5alpha_Glyc 28022011_DH5alpha_pGFP3_Glyc 28022011_DH5zlpha_pSUP2_Glyc
Citrate
cis-Aconitate
2-Oxoglutarate
Succinate

Fumarate

Malate

Abbildung 9.2: Darstellung der relativen Abundanzen einiger Metabolite des Citratzyklus in Form einer
Heatmap fiir DH5«, DH5a-pSUP 201-3 und DH5x-pCMV-GEFP. Eine ansteigende Konzentration ist durch
die Farbabstufungen von blau (niedrig) bis rot (hoch) gekennzeichnet.

Um diese Unterschiede genauer zu betrachten ist in Abbildung 9.3 die relative Abun-

danz in einem Sdulendiagramm dargestellt.

m DHb5a
DH5a-pSUP 201-3
® DH5a-pCMV-GFP

Lg (Relative Abundanzen*)

0.1

Abbildung 9.3: Darstellung der logarithmierten relativen Abundanzen einiger Metabolite des Citratzyklus
in Form eines Sdulendiagramms fiir die Stimme DH5«, DH50-pSUP 201-3 und DH5x-pCMV-GFP.

* Die Berechnung der relativen Abundanz erfolgte mit Hilfe der MeltDB-Software durch die Quantifizierung der Me-
tabolite tiber ihre Peakfliche mit einer anschlielenden Normalisierung auf den internen Standard Ribitol und das zu

Beginn eingewogene Zelltrockengewicht.

Man sieht, dass die «-Ketoglutarat-Konzentration innerhalb von DH5x-pCMV-

GFP sehr viel grofier als in den beiden anderen Staimmen ist. Die Citrat- und
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Succinat-Konzentrationen sind ebenfalls erhoht, allerdings weniger stark. Die Fumarat-
konzentration in dem high copy Stamm ist im Vergleich mit DH5«x und DH5x-pSUP
201-3 deutlich geringer, wobei die Unterschiede in der Malatmenge geringer ausfallen.
Bei der Betrachtung von cis-Aconitat fallt auf, dass dieser Metabolit in DH5x-pCMV-
GFP nicht detektiert wurde und in den beiden anderen Stimmen nur in sehr geringer

Konzentration vorliegt.

Glykolyse

Als néchstes sollen die Metabolite der Glykolyse ndher analysiert werden. Anhand der
Heatmap in Abbildung 9.4 wird deutlich, dass die Stimme DH5« und DH5x-pSUP
201-3, im Gegensatz zum Citratzyklus, hier kein konstant dhnliches Metabolitkonzen-

trationslevel mehr zeigen.

compound 28022011_DH5alpha_Glyc 28022011_DH5alpha_pGFP3_Glyc 28022011_DH5alpha_pSUP2_Glyc
Glucose
D-Glucose 6-phosphate
D-Fructose 6-phosphate
sn-Glycerol 3-phosphate
2-Phospho-D-glycerate
3-Phospho-D-glycerate
Phosphoenolpyruvate

Pyruvate

Abbildung 9.4: Darstellung der relativen Abundanzen einiger Metabolite der Glykolyse in Form einer Heat-
map fiir die Staimme DH5c, DH50-pSUP 201-3 und DH50-pCMV-GFP. Eine ansteigende Konzentration ist

durch die Farbabstufungen von blau (niedrig) bis rot (hoch) gekennzeichnet.

Um die einzelnen relativen Unterschiede genauer betrachten zu koénnen, wurde
die relative Abundanz der einzelnen Metabolite erneut in einem Sdulendiagramm
dargestellt. Man kann beobachten, dass die relative Konzentrationen von Glukose-,
Glukose-6-phoshat, Fruktose-6-phoshat und Pyruvat in DH5x-pCMV-GFP am hochsten
sind, wobei die Unterschiede in Fruktose-6-phoshat am geringsten ausfallen. Im Fall
der Metabolite Glycerinaldehyd-3-phosphat, 2-Phosphoglycerat, 3-Phosphoglycerat,
Phosphoenolpyruvat besitzt der high copy plasmidtragende Stamm im Vergleich stets
die geringste Konzentration. Dabei fdllt auf, dass die Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Konzentration im DH5x am grofsten ist; sie nimmt somit mit der Plasmidkopienzahl
ab. Des Weiteren ist anzumerken, dass DH5x-pSUP 201-3 die geringste intrazelluldre
Glukosemenge besitzt. Insgesamt betrachtet fallen die Unterschiede beziiglich der
Glykoloyse-Metabolite zwischen DH5c und DH5a-pSUP 201-3 jedoch nicht so deutlich
aus, wie im Vergleich zu DH5x-pCMV-GFP.
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Abbildung 9.5: Darstellung der logarithmierten relativen Abundanzen einiger Metabolite der Glykolyse in
Form eines Sdulendiagramms fiir die Stimme DH5x, DH5x-pSUP 201-3 und DH50-pCMV-GFP.

* Die Berechnung der relativen Abundanz erfolgte mit Hilfe der MeltDB-Software durch die Quantifizierung der Me-
tabolite tiber ihre Peakfliche mit einer anschlielenden Normalisierung auf den internen Standard Ribitol und das zu

Beginn eingewogene Zelltrockengewicht.

Nukleotidbiosynthese
Da das Hauptaugenmerk dieser Arbeit auf der Plasmidreplikation liegt, sollen im Fol-
genden Abschnitt die fiir die Nukleotidbiosynthese relevanten Metabolite genauer be-
trachtet werden. Dazu gehoren die Fiinffachzucker Ribose, Ribose-5-Phosphat und Xy-
lose sowie die an der Synthese der Basen beteiligten Verbindungen Glutamat, Glutamin,
Aspartat und Glycin.
Zunichst sollen die Fiinffachzucker untersucht werden. Die Abbildung 9.6 zeigt die

relativen Metabolitkonzentrationen der Fiinffachzucker in Form einer Heatmap.

compound 28022011_DH5alpha_Glyc 28022011_DHSalpha_pGFP3_Glyc 28022011_DH5alpha_pSUP2_Glyc
D-Ribose
D-Ribose 5-phosphate
D-Xylose

Abbildung 9.6: Darstellung der relativen Abundanzen von Ribose, Ribose-5-Phosphat und Xylose in Form
einer Heatmap fiir die Stimme DH5«, DH50-pSUP 201-3 und DH5ax-pCMV-GFP. Eine ansteigende Kon-

zentration ist durch die Farbabstufungen von blau (niedrig) bis rot (hoch) gekennzeichnet.

Es wird deutlich, dass die Ribose-5-phosphat-Konzentration in dem Stamm DH5«-
pCMV-GFP am hochsten ist, gefolgt von DH5x-pSUP 201-3. Der plasmidfreie Stamm be-
sitzt am wenigsten freie Ribose-5-phosphat-Molekiile, weist jedoch die hochsten Ribose-

und Xylose-Konzentrationen auf. Fiir Ribose und Xylose verhdlt es sich umgekkehrt: Fiir
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DH50-pCMV-GFP wurde dabei die geringste Konzentration gemessen und fiir DH5«

die hochste Konzentration. Wie ausgeprigt diese Unterschiede ldsst sind anhand von

Abbildung 9.7 erkennen.
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Abbildung 9.7: Darstellung der logarithmierten relativen Abundanzen von Ribose, Ribose-5-Phosphat und
Xylose in Form eines Sdulendiagramms fiir die Staimme DH5«, DH50-pSUP 201-3 und DH5x-pCMV-GFP.
* Die Berechnung der relativen Abundanz erfolgte mit Hilfe der MeltDB-Software durch die Quantifizierung der Me-
tabolite iiber ihre Peakfldche mit einer anschliefenden Normalisierung auf den internen Standard Ribitol und das zu

Beginn eingewogene Zelltrockengewicht.

Man sieht, dass der DH5a-pCMV-GFP im Vergleich deutlich weniger Ribose und Xy-
lose besitzt. Die Unterschiede in der Ribose-5-phosphat-Konzentration sind dagegen
nicht so stark ausgeprdgt. Man kann festhalten, dass die Konzentration in DH5x we-
sentlich geringer ist. Die plasmidtragenden Stimme weisen ein dhnliches Konzentrati-
onslevel auf, wobei DH5x-pCMV-GFP man eine minimal hohere Konzentration besitzt.
Neben den Fiinffachzuckern sind die Metabolite Glutamat, Glutamin, Aspartat und Gly-
cin von besonderem Interesse, da sie an der Synthese der Purin- und Pyrimidinbasen be-
teiligt sind. Bei der Synthese von Purinbasen wird Glutamin in Glutamat umgewandelt,
wobei die NH;-Gruppe tiber eine Substitution auf die phosphorylierte Ribose {iibertra-
gen wird. Aspartat und Glycin wird neben Formiat und CO; fiir den Aufbau des Purin-
ringes benotigt. Zusétzlich ist Aspartat an dem Aufbau des Pyrimidinringes beteiligt.
Die Unterschiede zwischen den drei Stimmen beziiglich dieser Substanzen sind in
der Abbildung 9.8 durch eine Heatmap und in Abbildung 9.9 in Form eines Sadulen-

diagramms dargestellt.
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compaund 28022011_DHSalpha_Glyc 28022011_DHSalpha_pGFP3_Glyc 2302201_DH5alpha_pSUP2_Glyc
DL-Glutamate
Glutamine
Glycine
L-Aspartate

Abbildung 9.8: Darstellung der relativen Abundanzen von Glutamat, Glutamin, Aspartat und Glycin in
Form einer Heatmap fiir die Stimme DH5x, DH50-pSUP 201-3 und DH5x-pCMV-GFP. Eine ansteigende

Konzentration ist durch die Farbabstufungen von blau (niedrig) bis rot (hoch) gekennzeichnet.
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Abbildung 9.9: Darstellung der logarithmierten relativen Abundanzen von Glutamat, Glutamin, Aspartat
und Glycin in Form eines Sdulendiagramms fiir die Stimme DH5«, DH5x-pSUP 201-3 und DH5x-pCMV-
GFP.

* Die Berechnung der relativen Abundanz erfolgte mit Hilfe der MeltDB-Software durch die Quantifizierung der Me-
tabolite iiber ihre Peakfldche mit einer anschliefenden Normalisierung auf den internen Standard Ribitol und das zu

Beginn eingewogene Zelltrockengewicht.

Die Abbildungen zeigen, dass die gemessene Glutamatkonzentration in allen Stam-
men sehr hoch ist. Der plasmidfreie Stamm besitzt mit einem minimalen Unterschied
zu DH5x-pSUP 201-3 den hochsten Glutamatgehalt. Im high copy Plasmid Stamm ist
die Konzentration am geringsten. Die Glycinkonzentration ist insgesamt niedriger, aber
auch hier wurde die geringste Konzentration in DH5x-pCMV-GFP gemessen. In den an-
deren beiden Stimmen ist der Unterschied sehr gering; im DH5x konnten, im Vergleich
zu DH5a-pSUP-3, minimal groflere Mengen Glycin detektiert werden. Betrachtet man
die Glutaminkonzentration von DH5x und DH5x-pSUP stellt man fest, dass sie sehr
gering ist. Fiir DH5x-pCMV-GFP konnte dieser Metabolit nicht detektiert werden. Im
Gegensatz dazu konnte der Aspartat lediglich in DH5x-pCMV-GFP gemessen werden.

In der Abbildung 9.10 sind die Ergebnisse einer Hauptkomponentenanalyse fiir alle
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annotierten Metabolite zu sehen. Eine Hauptkomponentenanalyse ist eine Methode der
Statistik mit der multidimensionale Daten auf eine geringere Anzahl Variablen (die soge-
nannten Hauptkomponenten) reduziert und so tibersichtlicher dargestellt werden kann.
Bei der Reduktion werden die Hauptmuster des Datensatzes beibehalten, so dass die
Hauptkomponentenanalyse eine Moglichkeit bietet, in einem sehr umfangreichen Da-
tensatz versteckte Muster und Zusammenhidnge aufzudecken. In dieser Arbeit wurde
die Hauptkomponentenanalyse durchgefiihrt, um zu untersuchen, wie deutlich die Un-
terschiede in der Metabolitzusammensetzung unter Berticksichtigung aller annotierten
Metabolite zwischen den Stimmen DH5«, DH50-pSUP und DH5x-pCMV-GFP sind.

Anhand von Abbildung 9.10 wird deutlich, dass es Unterschiede in den einzelnen Me-

tabolitpools gibt.
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Abbildung 9.10: Hauptkomponentenanalyse aller annotierten Metabolite fiir DH5« (rot), DH5x-pSUP 201-
3 (griin) und DH5x-pCMV-GEFP (blau). Die Bakterienstimme wurden auf Mg-Medium (supplementiert mit

FeSO4) mit Glycerin als Kohlenstoffquelle kultiviert und in der spaten exponentiellen Phase geerntet.

Fiir die PCA wurden alle annotierten Metabolite durchgefiihrt, welche iiber ihre Peak-
flache quantifiziert und anschlieffend auf die, den Proben zugegebene Referenzsubstanz

Ribitol und das jeweilige zelluldre Trockengewicht normalisiert worden sind. Man sieht
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eine eindeutige Auftrennung der drei untersuchten Stimme beziiglich ihres Plasmidge-
haltes. In rot sieht man den DH5«, in griin den DH5x-pSUP 201-3 und in blau den
DH5x-pCMV-GFP.

Insgesamt betrachtet zeigen die Metabolitprofil-Messungen, dass es aufgrund eines un-

terschiedlichen Plasmidgehaltes Unterschiede in den einzelnen Metabolitpools gibt.



13C-FLUSSANALYSEN

10.1 ERMITTLUNG DER ISOTOPOMER-VERTEILUNG

Zusitzlich zu den bereits beschriebenen Metabolomanalysen wurden in dieser Arbeit
13 C-Flussanalysen fiir E. coli Stimme mit unterschiedlichen Plasmidproduktionsraten
durchgefiihrt. Das Ziel dabei war, zu untersuchen, ob sich der Glukosefluss innerhalb
der Zelle aufgrund verschiedener Plasmidproduktionsraten zwischen den Stammen un-
terscheidet. Die Analysen erfolgten im Rahmen eines Kooperationsprojektes mit Prof.
Dr. Alvaro R. Lara von der Universitat Auténoma Metropolitana-Cuajimalpa in Mexiko.
Seine Arbeitsgruppe beschiftigt sich mit der Entwicklung von Strategien, um die bio-
technologische Produktion von Biopharmazeutika (z. B. Plasmid-DNA) zu optimieren.
Dabei untersuchen Dr. Lara und seine Kollegen die Auswirkungen bestimmter gene-
tischer Manipulationen in dem E. coli Stamm W3110 auf die Plasmidproduktion. Das
Gesamtziel dieses Projektes sind die Identifizierung moglicher limitierender Faktoren
und Schritte in der pDNA-Synthese. Aufierdem sollen Ansatzpunkte fiir weitere gene-
tische Manipulationen ausfindig gemacht werden, um die Produktionsrate positiv zu
beeinflussen und auf diese Weise verbesserte Produktionsstimme zu erhalten.

Fiir die durchgefiihrten Analysen wurden die Stimme W3110, VH33, VH33A recA,
VH33A (recA deoR) zunédchst mit dem 6,1 kb groflen high copy Plasmid pHN transfor-
miert. AnschliefSend ist der Glukosefluss innerhalb dieser Staimme tiber Markierungsex-
perimente mit 1-' 3C-markierter Glukose bestimmt worden.

Die Durchfiihrung von '3C-Flussanalysen besteht insgesamt aus drei Teilen:
1. Kultivierung auf dem markierten Substrat
2. Analyse der Markierungsmuster mittels Massenspektrometrie

3. Verarbeitung der unter Punkt 1 und 2 gewonnenen Daten mit Hilfe eines mathe-

matischen Modells. (Quek et al., 2009)

Die Stamme W3110-pHN, VH33-pHN, VH33A recA-pHN, VH33A (recA deoR)-pHN

wurden in dem Minimalmedium PD1 mit einer 1-' 3 C-Glukose Konzentration von 5g/1
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kultiviert. In Tabelle 10.1 sind die jeweils die Mittelwerte der gemessenen O D oo zum
Zeitpunkt der Zellernte fiir die durchgefiihrten Messungen dargestellt. Dabei wurde
darauf geachtet, dass die Stimme innerhalb einer Messung ungefahr zur selben Wachs-

tumsphase geerntet wurden.

Tabelle 10.1: Mittelwerte der gemessenen ODgpo zum Zeitpunkt der Zellernte fiir die durchgefiihrten

Flussmessungen
W3110- VH33- VH33ArecA- VH33A recA
pHN pHN pHN deoR-pHN
Ernte-ODgoo
Messung 1 2.41 2.16 1.78 1.43
Ernte-ODggo
Messung 2 2.98 2.98 2.83 2.15

Es wurden zwei Messungen mit je zwei biologischen und zwei technischen Replikaten
durchgefiihrt. Die Erntezeitpunkte der ersten Messung liegen in der frithen exponenti-
ellen Phase. Die Erntezeitpunkte der zweiten Messung wurden so gewdhlt, dass sie sich
in der mittleren exponentiellen Wachstumsphase befinden.

Nach der Zellernte wurden die Proben mit MBDSTFA derivatisiert und anschliefsend
mittels GC-MS vermessen. Fiir die Auswertung wurden anhand der Chromatogramme
und den jeweiligen Massenspektren die Isotopomer-Verteilungsmuster aller detektierba-
ren Aminosduren untersucht. Dabei wurde fiir jede gemessene Aminosédure das zugeho-
rige Massenspektrum hinsichtlich ihrer charakteristischen Massen untersucht. Die cha-
rakteristischen Massen beschreiben fiir jede Aminosdure typische Fragmente, in welche
sie im derivatisierten Zustand bei der Ionisierung zerfallen kann. Die prominentesten
Fragmente mit ihren ,Sollbruchstellen”, die bei MBDSTFA-derivatisierten Aminosduren

entstehen, sind in Abbildung 10.1 verallgemeinert dargestellt.
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Abbildung 10.1: Die prominentesten Fragmente mit ihren ,Sollbruchstellen”, die bei der Ionisierung von
MBDSTFA-derivatisierten Aminosduren entstehen. Rot umrahmt eine allgemeine Aminosdure mit dem
Rest ,R”.

Mit den kleinen Buchstaben ,,a” bis ,e” in blau sind die Bruchstellen gekennzeichnet, wodurch folgende
Fragmente entstehen: a - (M — 15) " -Fragment und eine Methylgruppe; b - (M —57) " -Fragment und eine
Tert-Butyl-Gruppe; ¢ - (M — 159)F-Fragment und das C(O)O-TBDMS-Ion; d - (f302)*-Fragment und die
Seitenkette R mit evtl. noch weiteren TBDMS-Gruppen (je nachdem um welchen Aminosédurerest es sich
handelt); e - (M — 85)*"-Fragment, das CO der Aminoséure und eine Tert-Butyl-Gruppe (grau hinterlegt).
Abbildung erstellt nach (Weckwerth, 2007).

Man sieht in der Mitte, rot umrahmt eine allgemeine Aminosdure mit dem Rest R.
Mit den kleinen Buchstaben ,a” bis ,e” in blau sind die Bruchstellen gekennzeichnet,
wodurch folgende Fragmente entstehen:

a - (M —15)"-Fragment und eine Methylgruppe

b - (M —57)"-Fragment und eine Tert-Butyl-Gruppe

¢ - (M —159)"-Fragment und das C(O)O-TBDMS-Ion

d - (f302)"-Fragment und die Seitenkette R mit evtl. noch weiteren TBDMS-Gruppen
(je nachdem um welchen Aminosdurerest es sich handelt)

e - (M —85)"-Fragment, das CO der Aminosdure und eine Tert-Butyl-Gruppe (grau hin-
terlegt)

Diese einzelnen Fragmente haben fiir jede Aminosdure charakteristische Massen, an-
hand derer sie identifiziert werden kénnen. Je nach Isotopomer unterscheiden sie dabei.
Die Masse des leichtesten Isotopomers wird als m( bezeichnet und beinhaltet kein mar-
kiertes C-Atom. Ist eins der C-Atome markiert, addiert sich die Massenladungszahl des
Fragmentes mit eins und wird m; genannt. m; beschreibt somit die Masse des zweit
leichtesten Isotopomers. Dies setzt sich fiir alle moglichen Isotopomere eines Fragments

fort, so dass man fiir jede Aminosdure mg bis m, Massen fiir das entsprechende Frag-
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ment erhilt. Das n beschreibt dabei die maximale Anzahl der C-Atome, die von der
Aminosdure stammen. In der Tabelle 10.2 sind die Massen der leichtesten Isotopomere
fiir die in dieser Arbeit detektierten Aminosduren aufgefiihrt. Die Zahl in Klammern
hinter der Massenladungszahl beschreibt die Anzahl der C-Atome, die von der Amino-

saure stammen.

Tabelle 10.2: Massen der leichtesten Isotopomere der in dieser Arbeit betrachteten Aminosaure-Fragmente.
Die Zahl in Klammern beschreibt die Anzahl der C-Atome, die von der Aminosdure stammen. Tabelle

erstellt nach (Weckwerth, 2007).

Aminosiure M—-15T (M-57)* (M—85)" (M—159)" (f302)"

Alanin 260 (3) 232 (2)

Glycin 288 (2) 246 (2) 218 (1) 144 (1)

Valin 288 (5) 269 (4) 302 (2)
Leucin 344 (6) 274 (5) 200 (5)

Isoleucin 344 (6) 274 (5) 200 (5)

Prolin 328 (5) 286 (5) 258 (4) 184 (4)

Serin 432 (3) 390 (3) 362 (2) 288 (2) 302 (2)
Threonin 446 (4) 404 (4) 376 (3)

Phenylalanin 336 (9) 308 (8) 234 (8) 302 (2)
Aspartat 460 (4) 418 (4) 390 (3) 316 (3) 302 (2)
Glutamat 474 (5) 432 (5) 404 (4) 330 (4) 302 (2)
Lysin 431 (6) 329 (5)

Tyrosin 508 (9) 466 (9) 438 (8) 364 (8) 302 (2)

Anhand der Abbildungen 10.2 und 10.3 soll das Vorgehen zur Bestimmung der
Isotopomer-Verteilungsmuster der Aminosduren am Beispiel von Alanin in dem Stamm
VH33-pHN verdeutlicht werden. Die Abbildung 10.2 zeigt das dazugehorige Gaschro-
matogramm der hydrolysierten, mit MBDSTFA derivatisierten Biomasse des Stammes
VH33-pHN. Zu den detektierten Aminosduren gehoren Alanin, Glycin, Valin, Leucin,
Isoleucin, Prolin, Serin, Threonin, Phenylalanin, Aspartat, Glutamat, Lysin und Tyro-
sin. Sie sind in der Abbildung mit ihrem Buchstabensymbol gekennzeichnet. Um die
Isotopomer-Verteilungsmuster untersuchen zu kdnnen wurde fiir jede gemessene Ami-
nosdure das Massenspektrum hinsichtlich der in Tabelle 10.2 charakteristischen Massen

analysiert.
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Abbildung 10.2: Gaschromatogramm der hydrolysierten, mit MBDSTFA derivatisierten Biomasse von

VH33-pHN. Die detektierbaren Aminosduren sind mit ihrem Buchstabensymbol gekennzeichnet.
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Abbildung 10.3: Massenspektrum von Alanin.

Derivatisiert man Alanin mit MBDSTFA, zerfillt es hauptséchlich in die Fragmente (M —57)" und (M —
85)". Das leichteste Isotopomer des (M — 57) " -Fragments besitzt dabei die Masse 260 m/z und beinhaltet
drei von Alanin stammende C-Atome. Das (M — 85)" -Fragment besitzt zwei von Alanin stammende C-

Atome und das schwerste Isotopomer hat die Masse 232 m/z.

In Abbildung 10.3 ist das Massenspektrum fiir Alanin zu sehen. Derivatisiert man
Alanin mit MBDSTFA, zerfillt es hauptsichlich in die Fragmente (M —57)" und (M —
85)". Das leichteste Isotopomer des (M — 57)"-Fragments besitzt dabei die Masse 260
m/z und beinhaltet drei von Alanin stammende C-Atome. Das (M — 85)*-Fragment
besitzt zwei von Alanin stammende C-Atome und das leichteste Isotopomer hat die
Masse 232 m/z. Diese beiden Massen sind in dem Spektrum gut zu sehen. In dem
kleinen Ausschnitt ist das (M — 57)"-Fragment vergroiert dargestellt. Hier sind neben
der Masse 260 m/z (mg) deutlich die Massen my (261 m/z), my (262 m/z) und m3 (263
m/z) zu sehen. Die jeweiligen Nachkommastellen sind dabei zu vernachldssigen, da sie
auf die Messungenauigkeit des Massenspektrometers zuriickzufiihren sind. Bei beiden

Fragmenten besitzt das leichteste Isotopomer die hochste relative Haufigkeit, welche
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mit zunehmender Markierung abnimmt. Im letzten Schritt berechnet man mit Hilfe
der Xcalibur-Software das Isotopomer-Verteilungsmuster der Fragmente (M —57)* und

(M —85)" und erhélt die in Tabelle 10.3 aufgefiihrten relativen Haufigkeiten fiir Alanin.

Tabelle 10.3: Isotopomer-Verteilungsmuster (der relativen Haufigkeiten) der Fragmente (M —57)" und

(M —85)7 fiir Alanin in dem Stamm VH33-pHN

mo my mp ms3

(M —57)" 0.473522452 0.37646928 0.11510733 0.034900938
=+ 0.007 £ 0.009 £ 0.003 £ 0.002

(M —85)* 0.479574488 0.383236748 0.106058456 0.031130308
+ 0.003 + 0.001 + 0.002 + 0.002

Auf diese Weise wurden die Isotopomer-Verteilungsmuster fiir alle detektierbaren
Aminosduren aus Messung 1 und Messung 2 bestimmt. Dabei wurde fiir jede Ami-
nosdure das Fragment gewdhlt, das im Massenspektrum am deutlichsten zu erkennen
war. Die Bestimmung der Isotopomer-Verteilungsmuster wurde nicht fiir alle Fragmen-
te einer Aminosdure durchgefiihrt, da fiir die spiatere Modellierung nur ein Fragment

berticksichtigt werden konnte.

10.2 DAS METABOLISCHE FLUSSMODELL

Derzeit sind bereits einige stochiometrische Modelle fiir '3C-Flussanalysen in E. coli
publiziert (Kayser et al., 2005), (Fuhrer et al., 2005), (Wang et al., 2006a), (Leighty & An-
toniewicz, 2012). In keinem der Fachartikel wurde das verwendete Modell jedoch so
publiziert, dass man es mit Hilfe der entsprechenden Software direkt anwenden kann.
Es sind lediglich die darin betrachteten Reaktionen verdffentlicht worden. Daher wur-
de in dieser Arbeit ein metabolisches Flussmodell erstellt, welches unter Verwendung
der OpenFlux-Software in Kombination mit MATLAB, Mathworks® zur Berechnung des
intrazelluldren Glukoseflusses benutzt werden kann. Das darin beschriebene Netzwerk
von Stoffwechselreaktionen wurde in Anlehnung an das von Fuhrer ef al. (2005) verof-
fentlichte Reaktionsnetzwerk erstellt. Es besteht aus 56 Reaktionen und beinhaltet dabei
die Glykolyse, den Pentosephosphatweg, den Citratzyklus und die Acetatbildungsreak-
tionen. Eine Ubersicht iiber das Reaktionsnetzwerk ist in Abbildung 10.4 dargestellt. Die

Metabolitvorstufen der Aminosduren sind in der Abbildung blau markiert und wurden
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nach Weckwerth (2007) festgelegt.

Das Reaktionsnetzwerk beginnt mit der Aufnahme der extrazelluliren Glucose in die
Zelle. Anschlieflend erfolgt die Phosphorylierung der Glucose zu Glucose-6-Phosphat,
welches in den darauf folgenden, katabolen Reaktionen der Glykolyse oder des Pentose-
phosphatwegs verstoffwechselt werden kann. Im Gegensatz zu dem von Fuhrer et al.
(2005) veroffentlichten Reaktionsnetzwerk wird in dem hier betrachteten Modell der
Entner-Doudoroff-Weg (ED) zur Vereinfachung, in Anlehnung an Wang et al. (2006b),
nicht beriicksichtigt. Der Entner-Doudoroff-Weg tragt mit nur 1 % einen sehr geringen
Beitrag zur Verstoffwechselung von Glucose bei (Dauner, 2000), da in Gegenwart von
Glucose als C-Quelle das Transkriptionslevel seiner Gene vernachldssigbar gering ist
(Eisenberg & Dobrogosz, 1967). Eine Erhohung der Expression wird erst durch die An-
wesenheit von Gluconat induziert (Eisenberg & Dobrogosz, 1967), (Peekhaus & Conway,
1998).

Mit Hilfe des Pentosephosphatwegs wird in seiner oxidativen Phase Glucose-6-Phosphat
zu Ribose-6-Phosphat oxidiert, um das Reduktionsdquivalent NADPH zu regenerieren.
Die dabei entstehende Ribose-5-Phosphat und seine Derivate, dienen unter anderem
als Vorlaufermolekiile fiir die Synthese von Nukleinsduren und einigen Aminoséduren.
In dem erstellten metabolischen Modell werden Ribose-5-Phosphat und seine Derivate
als Pentose-5-phosphat zusammengefasst. Die nichtoxidative Phase des Pentosephos-
phatwegs besteht aus der Umwandlung von 3-, 4-, 5-, 6-, und 7-fach Zuckern ineinan-
der durch nichtoxidative Reaktionen. Dabei konnen tiberschiissige Cs-Kohlenhydrate in
Form von Zwischenstufen der Glykolyse an diese abgegeben werden. (Berg et al., 2007)
Insgesamt betrachtet wird nach Fuhrer et al. (2005) der grofite Anteil der aufgenomme-
nen Glucose in E. coli iiber die Glykolyse zu Pyruvat verstoffwechselt. Uber die Reaktion
der Pyruvat-Dehydrogenase tritt ein Teil des Pyruvats in Form von Acetyl-CoA in den
Citratzyklus ein, um dort, unter Energiegewinnung, vollstindig zu CO, oxidiert zu
werden (Berg et al., 2007). Der andere Teil des Pyruvats wird mit einer stammspezifi-
schen Acetatprodduktionsrate zu Acetat umgewandelt und an das Medium abgegeben.
Der Citratzyklus hat mit der Oxidation von Acetyl-CoA nicht nur eine katabole, son-
dern auch eine anabole Funktion, da seine Zwischenprodukte als Vorlaufermolekiile fiir
Biosynthesen werden. Zu diesen Biosynthesen gehort u. a. die Synthese von verschiede-
nen Aminosduren und Fettsduren. Um den Citratzyklus nicht zum Erliegen zu bringen,

miissen die dafiir entzogenen Intermediate durch eine anaplerotische Reaktion wieder
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aufgefiillt werden. Dies geschieht durch die Reaktion der PEP-Carboxylase, die Phos-

phoenolpyruvat in Oxalacetat umwandelt, welches dem Citratzyklus zugefiihrt wird.

Glc_Ex

CcOo2 6PG = G6P

P5P E4P l

P5P l
7F l

CO2

l Cc02
PYR 4—4 AcCoA —> Acetate

CO2

OAA
MAL

coz ICT

CO2

Abbildung 10.4: Reaktionsnetzwerk fiir E. coli, das als Basis zur Berechnung der metabolischen Nettofliisse
verwendet wird. Die betrachteten Metabolite sind in schwarz dargestellt. Die Vorstufen-Molekiile fiir die
Aminosduresynthese sind in blau markiert. Das Reaktionsnetzwerk beinhaltet neben den in Abbildung 10.4
gezeigten Reaktionen noch weitere Reaktionen, welche den Aufbau von Biomasse definieren.
(Abkiirzungen: AcCoA, Acetyl-Coenzym A; AKG, «-Ketoglutarat; CO2, Kohlenstoffdioxid; F6P, Fruktose-6-
phosphat; E4P, Erythrose-4-phosphat; G6P, Glukose-6-phoshat; Glcg ., Extrazelluldre Glukose; ICT, Isocitrat;
MAL, Malat; OAA, Oxalacetat; P5P, Pentose-5-phosphat; PEP, Phosphoenolpyruvat; PGA, Phosphoglycerat;
PYR, Pyruvat; S7P, Sedoheptulose-7-phosphat; T3P, Triose-3-phosphat; 6PG, 6-Phosphogluconat)

Zusétzlich zu den in Abbildung 10.4 gezeigten Reaktionen wurden in dem Flussmo-
dell noch Reaktionen zum Aufbau von Biomasse und die, fiir den jeweiligen Stamm
typische, Plasmidproduktion und Acetatbildung berticksichtigt. Die Daten zum Aufbau

der Biomasse stammen aus Neidhardt (1987). Darin wird die genaue Biomassezusam-

149



10.3 BERECHNUNG DES INTRAZELLULAREN GLUKOSEFLUSSES

mensetzung einer durchschnittlichen E. coli Zelle beschrieben. Die verwendeten Raten
zur Acetatbildung und zur Plasmidproduktion stammen von unserem Kooperations-

partner, Prof. Dr. Alvaro R. Lara, und sind in der Tabelle 10.4 zusammengefasst.

Tabelle 10.4: Experimentell bestimmte Plasmid- und Acetatproduktion in den untersuchten Stimmen, an-

gegeben in % Zelltrockengewicht. Mit freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. Alvaro Lara.

W3110- VH33- VH33ArecA- VH33A recA

pHN pHN pHN deoR-pHN
Acetatbildung [% ZTW] 0.067 0.024 0.016 0.015
Plasmidgehalt [% ZTW] 0.000169  0.00061 0.0013 0.0011

Nach Erstellung des metabolischen Flussmodells anhand der gemessenen Daten zu
den Isotopomer-Verteilungsmustern, erfolgte die Berechnung des intrazelluldren Gluco-

seflusses.

10.3 BERECHNUNG DES INTRAZELLULAREN GLUKOSEFLUSSES

Um den Glukosefluss fiir die Stimme W3110-pHN, VH33-pHN, VH33A recA-pHN,
VH33A (recA deoR)-pHN berechnen zu konnen, wurden die Daten der GC-MS-
Messungen aller detektierten Aminosduren in das metabolische Flussmodell inseriert.
Zu den detektierten Aminosduren gehoren Alanin (M —577"), Valin (M —57%), Threo-
nin (M —57%), Aspartat (M — 157), Glutamat (M —57%), Serin (M —577"), Phenylalanin
(M —57%), Glycin (M —577"), Tyrosin (M. —57%), Lysin (M —577), Prolin (M —57%),
Leucin (M —85") und Isoleucin (M — 85"). In Klammern ist jeweils das Fragment der
Aminosdure angegeben, dessen Isotopomer-Verteilungsmuster zur Berechnung des in-
trazelluldren Glukoseflusses eingesetzt wurde.

Der Unterschied zwischen den beiden Messungen ist die optische Dichte der Bakteri-
enkulturen zum Zeitpunkt der Zellernte (Tab. 10.1). Die Kulturen der ersten Messung
wurden in der mittleren exponentiellen Wachstumsphase geerntet und die der zweiten
Messung in der spdten exponentiellen Wachstumsphase.

Bei der Berechnung des Glukoseflusses mit Hilfe des metabolischen Modells entspricht
die Glukoseaufnahmerate einem metabolischen Fluss von 100 %, so dass es sich bei den
Angaben des Modells um relative Netto-Fliisse handelt. Die Berechnungen erfolgten

unter Anwendung der OpenFlux-Funktion ,Parameter Estimation”. Dabei wurde die
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Anzahl der Iterationsschritte zur Verbesserung der Genauigkeit auf 50 erhoht und eine
Losungsclusteranzahl von 10 gewéhlt. Fiir die tibrigen Optionen wurden die, von Open-
Flux vorgegebenen Standardeinstellungen verwendet. Die Ergebnisse der metabolischen
Flussberechnung sind in Abbildung 10.5 (Messung 1) und Abbildung 10.6 (Messung 2)
dargestellt.

Da sich diese Arbeit mit der Synthese von Plasmid-DNA beschaftigt, wurde fiir die
Stamme W3110-pHN, VH33-pHN, VH33A recA-pHN, VH33A (recA deoR)-pHN insbe-
sondere die Auftrennung des Glukoseflusses auf die Glykolyse und den Pentosephos-
phatweg analysiert. Betrachtet man die metabolischen Flussberechnungen der ersten
Messung fdllt auf, dass der Anteil der aufgenommenen Glukose, der in den Pentose-
phosphatweg fliefit in dem Stamm W3110-pHN mit 21 % am geringsten ist. In den
Staimmen VH33-pHN und VH33A (recA deoR)-pHN ist der metabolische Fluss in den
Pentosephosphatweg mit 71.8 % bzw. 67.3 % mehr als dreimal so hoch. Eine Ausnah-
me bildet VH33A recA-pHN. Dieser Stamm zeichnet sich, ebenso wie VH33-pHN und
VH33A (recA deoR), durch eine erhohte Plasmidproduktion aus, so dass beziiglich des
metabolischen Flusses ein dhnliches Verhalten erwartet wurde. Betrachtet man jedoch
die Ergebnisse der Flussberechnungen, stimmen diese nicht mit den Erwartungen tiber-
ein, da der metabolischen Fluss in den Pentosephosphatweg mit 32.1 % deutlich kleiner
ist, als bei VH33-pHN, und VH33A (recA deoR) und somit ndher im Bereich dem des
Wildtyps (21 %) liegt.

Die Berechnung des Anteils der aufgenommenen Glukose der tiber die Phosphoglukose-
Isomerase-Reaktion in die Glykolyse fliefst, ergab fiir den Wildtyp einen Nettofluss von
79 %. Fur die anderen drei Stamme wurde ein Fluss von o % bzw. 100 % berechnet.
Betrachtet man diese berechneten Fliisse vor dem Hintergrund, dass 100 % Glukose
in die Zelle aufgenommen wurden, erscheint eine Aufteilung des Glukoseflusses zu 21
% auf den Pentosephosphatweg und zu 79 % auf die Glykolyse plausibel. Bei der Be-
rechnung der Glukosefliisse fiir die Stamme VH33-pHN, VH33A recA-pHN und VH33A
(recA deoR)-pHN wiirde man demzufolge fiir die Phosphoglukose-Isomerase-Reaktion
metabolische Fliisse im Bereich von 28.2 % bis 67.9 % erwarten. Da fiir diese Stimme
Fliisse von 0 % bzw. 100 % berechnet wurden ist anzunehmen, dass diese Fliisse ver-
mutlich von der Software nicht eindeutig berechnet werden konnten. Diese Vermutung
wird dadurch gestiitzt, dass die berechneten Fliisse einen Wert von o % oder 100 %
betragen, was genau den Grenzen entspricht, innerhalb derer sich die Fliisse bewegen.

Dabei entspricht o % der unteren Grenze und 100 % der oberen Grenze.
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Abbildung 10.5: Ergebnis zur Berechnung der metabolischen Fliisse innerhalb der Stimme W3110-pHN,
VH33-pHN, VH33A recA-pHN, VH33A (recA deoR)-pHN fiir Messung 1 (Tab. 10.1). Die berechneten Fliisse
sind auf die jeweilige Glukoseaufnahmerate normalisiert und als Prozentwerte dargestellt. Anmerkung: Der
metabolische Fluss der Phosphoglukose-Isomerase-Reaktion konnte fiir die Stimme VH33-pHN, VH33A
recA-pHN und VH33A (recA deoR)-pHN von der Software nicht eindeutig berechnet werden. Die entspre-
chenden Fliisse sind in der Abbildung mit einem ,+” gekennzeichnet.

(Abktirzungen: AcCoA, Acetyl-Coenzym A; AKG, «-Ketoglutarat; CO2, Kohlenstoffdioxid; F6P, Fruktose-6-
phosphat; E4P, Erythrose-4-phosphat; G6P, Glukose-6-phoshat; Glcgy, Extrazelluldre Glukose; ICT, Isocitrat;
MAL, Malat; OAA, Oxalacetat; P5P, Pentose-5-phosphat; PEP, Phosphoenolpyruvat; PGA, Phosphoglycerat;
PYR, Pyruvat; S7P, Sedoheptulose-7-phosphat; T3P, Triose-3-phosphat; 6PG, 6-Phosphogluconat)
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Es ist daher davon auszugehen, dass der metabolische Fluss der Phosphoglukose-
Isomerase-Reaktion fiir die Stimme VH33-pHN, VH33A recA-pHN und VH33A (recA
deoR)-pHN von der Software nicht eindeutig berechnet werden konnte. Der Grund da-
fiir liegt vermutlich darin, dass die in den gemessenen Daten enthaltenen Markierungs-
informationen nicht ausreichen, um den metabolischen Fluss an dieser Stelle eindeutig
zu bestimmen. Die entsprechenden Fliisse sind in Abbildung 10.5 mit einem ,,+” gekenn-
zeichnet.

Vergleicht man die metabolischen Fliisse der Stimme innerhalb des Pentosephosphat-
wegs, fallt auf, dass der metabolische Fluss von P5P in Richtung Glykolyse grofser wird,
je grofier die Plasmidproduktivitat des Stammes ist. Der metabolische Fluss entlang der
Glykolyse in Richtung PEP verhilt sich dagegen umgekehrt. Hier gilt, je grofer die Plas-
midproduktivitidt des Stammes, desto geringer ist der metabolische Fluss. Beim Wildtyp
W3110-pHN flieffen 193.2 % in Richtung PEP; bei den Stammen VH33-pHN und VH33A
(recA deoR)-pHN sind es 176 % bzw. 177 %. Der Stamm VH33A recA-pHN bildet auch in
diesem Fall eine Ausnahme, da der metabolische Fluss in Richtung PEP mit 190 % nicht,
wie erwartet, innerhalb der Grofienordnung der Fliisse von VH33-pHN und VH33A (re-
cA deoR)-pHN liegt.

Betrachtet man den metabolischen Fluss innerhalb des Citratzyklus, fillt auf, dass dieser
mit steigender Plasmidproduktivitit des Stammes abnimmt. Bei dieser Betrachtung ist
jedoch zu berticksichtigen, dass das Interesse dieser Arbeit der Synthese von Plasmid-
DNA-Vorstufen gilt und die Markierungsexperimente zur Berechnung der metaboli-
schen Fliisse daher mit 1'3C-markierter Glukose durchgefiihrt wurden. Die Verwen-
dung von 1'3C-Glukose ermoglicht eine gute Auflosung der oberen Stoffwechselwege
der Glykolyse und des Pentosephosphatwegs (Wang et al., 2006b). Die unteren Stoffwech-
selwege der Glykolyse und der Fluss des Citratzyklus lassen sich mit diesem markier-
ten Substrat weniger gut untersuchen. Fiir die Analyse dieser Stoffwechselwege sind
Markierungsexperimente mit einer Mischung aus uniform markierter Glukose (U'3C-
Glukose) und natiirlich markierter Glukose besser geeignet (Wang et al., 2006b). Aus
diesem Grund ist die Auflosung der unteren Stoffwechselwege der Glykolyse und der
Citratzyklus unter Umstdnden nicht optimal.

Betrachtet man die metabolischen Flussberechnungen der zweiten Messung, zeigt sich
im Vergleich zur ersten Messung ein deutlicher Unterschied bei der Auftrennung des
Glukoseflusses auf den Pentosephosphatweg und die Glykolyse. Im Gegensatz zur ers-

ten Messung ist der Glukoseanteil, der tiber den Pentosephosphatweg verstoffwechselt
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wird, bei den Stimmen VH33-pHN und VH33A (recA deoR)-pHN mit 24.4 % bzw. 38.6
% deutlich geringer. Beim Wildtyp war mit 24.8 % ein etwas hoherer Fluss festzustellen,
wobei bei VH33A recA-pHN mit 20.9 % tiberraschenderweise eine leichte Abnahme zu
verzeichnen war. Fiir VH33A recA-pHN wurde ein Wert erwartet, der eine Grofsenord-
nung zwischen 24.4 % und 38.6 % besitzt, da VH33A recA-pHN mit seiner Plasmidpro-
duktivitidt zwischen den Staimmen VH33-pHN und VH33A (recA deoR)-pHN liegt. Der
berechnete metabolische Nettofluss in die Glykolyse betrdgt in der Messung 2 bei allen
Staimmen 100 % und entspricht nicht den Erwartungen. Aufgrund der berechneten Glu-
kosefliisse in den Pentosephosphatweg wiirde man fiir die Phosphoglukose-Isomerase-
Reaktion metabolische Fliisse im Bereich von 79.1 % bis 61.4 % erwarten, da sich die
aufgenommene Glukose auf den Pentosephosphatweg und auf die Glykolyse verteilt.
Wie jedoch bereits bei den Ergebnissen der Messung 1 erldutert, deuten die fiir die
Phosphoglukose-Isomerase-Reaktion berechneten Fliisse mit Werten von 100 % darauf
hin, dass der metabolische Fluss in die Glykolyse fiir alle Staimme von der Software
nicht eindeutig berechnet werden konnte. Die entsprechenden Fliisse sind in Abbildung
10.6 mit einem ,,*” gekennzeichnet.

Innerhalb des Pentosephosphatwegs ist der metabolische Fluss von P5P in Richtung
Glykolyse beim Wildtyp mit ~8 % &dhnlich zu dem der ersten Messung. Die Stamme
VH33-pHN, VH33A recA-pHN und VH33A (recA deoR)-pHN zeigen im Vergleich zur
ersten Messung mit ~8 %, ~8 %, ~7 % und ~13 % einen geringeren Fluss in Richtung
Glykolyse.

Betrachtet man den metabolischen Fluss entlang der Glykolyse in Richtung PEP fallt
auf, dass der Fluss bei W3110-pHN und VH33A recA-pHN mit 191 % bzw. 193 % dem
der ersten Messung dhnelt. Bei VH33-pHN und VH33A (recA deoR) ist der Fluss jedoch
im Vergleich zur ersten Messung gestiegen.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass sich die Stamme W3110-pHN, VH33-pHN
und VH33A (recA deoR)-pHN sowohl in der mittleren exponentiellen Wachstumspha-
se (Messung 1) als auch in der spdten exponentiellen Wachstumsphase (Messung 2),
hinsichtlich ihrer metabolischen Fliisse in Abhédngigkeit der Plasmidproduktivitat unter-
scheiden. Eine Ausnahme bildet der Stamm VH33A recA-pHN, bei dem die berechneten
Fliisse nicht den Erwartungen entsprechen. Es ist an dieser Stelle jedoch anzumerken,
dass es sich moglicherweise nicht um den richtigen Stamm handelt, da es Hinweise gibt,
dass der Stamm bereits in Mexiko vor der Kultivierung von einem Studenten vertauscht

wurde.
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Abbildung 10.6: Ergebnis zur Berechnung der metabolischen Fliisse innerhalb der Stimme W3110-pHN,
VH33-pHN, VH33A recA-pHN, VH33A (recA deoR)-pHN fiir Messung 2 (Tab. 10.1). Die berechneten Fliisse
sind auf die jeweilige Glukoseaufnahmerate normalisiert und als Prozentwerte dargestellt. Anmerkung;:
Der metabolische Fluss der Phosphoglukose-Isomerase-Reaktion konnte fiir alle Stimme von der Software
nicht eindeutig berechnet worden. Die entsprechenden Fliisse sind in der Abbildung mit einem ,,*“ gekenn-
zeichnet.

(Abkiirzungen: AcCoA, Acetyl-Coenzym A; AKG, «-Ketoglutarat; CO2, Kohlenstoffdioxid; F6P, Fruktose-6-
phosphat; E4P, Erythrose-4-phosphat; G6P, Glukose-6-phoshat; Glcg ., Extrazelluldre Glukose; ICT, Isocitrat;
MAL, Malat; OAA, Oxalacetat; P5P, Pentose-5-phosphat; PEP, Phosphoenolpyruvat; PGA, Phosphoglycerat;
PYR, Pyruvat; S7P, Sedoheptulose-7-phosphat; T3P, Triose-3-phosphat; 6PG, 6-Phosphogluconat)
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MODELLIERUNG DER PLASMIDREPLIKATIONSKONTROLLE
VON COLE1-AHNLICHEN PLASMIDEN

11.1 DAS MODELL

Das in dieser Arbeit vorgestellte Modell zur Simulation der ColE1-
Plasmidreplikationskontrolle ist eine wichtige Fortsetzung der Modellierungsarbeiten
von Bremer & Lin-Chao (1986), Ataai & Shuler (1986), Brendel & Perelson (1993) und
Wang et al. (2002), da es die bislang vorhandenen Modelle erweitert. Es unterscheidet
sich dadurch, dass nicht nur die Regulation durch inhibitorische RNAI-Molekiile
betrachtet wird, sondern auch die Kontrolle in Form von unbeladenen tRNA-
Molekiilen, die an plasmidgebundene RNAII binden und sie so vor der Hemmung
durch RNAI-Molekiile schiitzen. Dadurch ist das dem Modell zu Grunde liegende
Reaktionsnetzwerk detaillierter und in Folge dessen die Anzahl der verwendeten
Differentialgleichungen grofier.

Das von Bremer & Lin-Chao (1986) vorgeschlagene Modell besteht aus drei Differen-
tialgleichungen, in denen die Zunahme der Zellmasse, die zeitliche Anderung der
RNAI-Konzentration sowie die Verdnderung in der Plasmidkopienzahl berticksichtigt
wird. Der Einfluss des Rom-Proteins wird dabei durch einen Faktor modelliert, der die
Effizienz der Hemmung durch RNAI beschreibt (Bremer & Lin-Chao, 1986). Das Reak-
tionsnetzwerk des von Ataai & Shuler (1986) vorgestellten Modells betrachtet neben
der RNAI-Konzentration und der Plasmidkopienzahl noch die RNAII-Konzentration
und das Rom-Protein. Es ist somit, im Vergleich zu dem Modell von (Bremer &
Lin-Chao, 1986), eine genauere Beschreibung der ColE1-Plasmidreplikationskontrolle.
Der Unterschied zwischen dem Modell von Brendel & Perelson (1993) zu dem von
Ataai & Shuler (1986) liegt in der ausfiihrlicheren Beschreibung kinetischer Details,
wie z. B. der Bildung eines unstabilen Komplexes zwischen plasmid-gebundener
RNAII und freier RNAI (Brendel & Perelson, 1993). Des Weiteren betrachten Brendel &
Perelson (1993) in ihrem Modell nicht nur die Plasmidreplikationskontrolle eines low

copy Plasmids, sondern auch die eines high copy Plasmids. Das von Wang et al. (2002)
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vorgeschlagene Modell beinhaltet dagegen nur die Plasmidreplikationskontrolle eines
low copy Plasmids und basiert auf einem kleineren Reaktionsnetzwerk. Im Gegensatz
zu Brendel & Perelson (1993) berticksichtigen Wang et al. (2002) jedoch zusétzlich
die Plasmidreplikationskontrolle durch unbeladene tRNA-Molekiile unter Néahrstoff-
mangelbedingungen, die an RNAI-Molekiile binden und somit die Konzentration
inhibitorisch aktiver RNAI-Molekiile aufheben.

Das in dieser Arbeit vorgestellte Modell stellt eine Erweiterung des von Brendel
& Perelson (1993) vorgeschlagenen Modells dar. Es beschreibt die in vivo ColE1-
Plasmidreplikationskontrolle durch RNAI und RNAII sowohl fiir einen low copy, als
auch fiir einen high copy Plasmid und berticksichtigt zuséitzlich die Kontrolle durch
unbeladene tRNA-Molekiile. Generell kann die Regulation durch unbeladene tRNAs
nach Yavachev & Ivanov (1988) iiber zwei Arten erfolgen: Einige der tRNAs binden
im unbeladenen Zustand bevorzugt RNAI-Molekiile und die anderen hybridisieren
bevorzugt mit RNAII-Molekiilen (Yavachev & Ivanov, 1988). In beiden Féllen kommt
es zu einer Erhohung der Plasmidproduktion, mit dem Unterschied, dass verschiedene
tRNAs an den Reaktionen beteiligt sind. In dieser Arbeit soll, mit Hilfe des Modells,
der Effekt einer modifizierten unbeladenen Leucin-tRNA untersucht werden. Nach
Yavachev & Ivanov (1988) binden unbeladene Leucin-tRNAs aufgrund von Sequenz-
homologien zur RNAI mit grofier Wahrscheinlichkeit bevorzugt RNAII-Molekiile
(Yavachev & Ivanov, 1988), so dass in dem hier vorgeschlagenem Modell lediglich die
Bindung von RNAII-Molekiilen beriicksichtigt wird.

Um den Einfluss von modifizierten, unbeladbaren tRNA-Molekiilen auf die Plasmidpro-
duktion analysieren zu konnen, wird die in vivo ColE1-Plasmidreplikationskontrolle mit
Hilfe des Modells unter drei verschiedenen Nahrstoffbedingungen untersucht: Normale
Nahrstoffbedingungen, Nahrstoffmangel und die damit verbundene Anwesenheit von
unbeladenen tRNA-Molekiilen sowie normale Nahrstoffbedingungen mit Anwesenheit
von unbeladenen tRNA-Molekiilen. Dabei werden die, unter normalen Néahrstoffbedin-
gungen anwesenden, unbeladenen tRNAs durch das modifizierte Leucin-tRNA-Gen
kodiert.

Die in dieser Arbeit, mit Hilfe des Modells, durchgefiihrten Vorhersagen beziehen sich
nur auf den Plasmidgehalt in einer einzelnen Zelle, da die Plasmidreplikationskontrolle
nur fiir die Dauer einer Generationszeit simuliert wird. Es ist mit dem vorgestellten
Modell auch moglich, die Plasmidproduktion, beginnend mit einer einzelnen Zelle, fiir

mehrere Generationszeiten vorherzusagen. Dies kann sowohl fiir gleichbleibende, als
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auch fiir variierende Wachstumsbedingungen, wie z.B. sich &ndernde Wachstumstaten,
durchgefiihrt werden. Dazu miissen die sich d@ndernden Bedingungen dem Modell
durch das Einfiigen sogenannter , Events” {ibergeben werden. Das Hinzufiigen von
Events sind kleine, leicht durchfiihrbare Anpassungen, die jedoch im Rahmen dieser
Arbeit nicht gezeigt werden, da die Simulationen der Plasmidreplikationskontrolle tiber

mehrere Generationszeiten zur Untersuchung der Fragestellung nicht relevant sind.

11.2 UNTERMAUERUNG DES MODELLS MIT EXPERIMENTELLEN DATEN

Ein grofier Vorteil des hier vorgestellten Modells ist seine Untermauerung mit experi-
mentellen Daten, die an drei verschiedenen Messzeitpunkten fiir die zu modellierenden
Stamme erhoben wurden. Da die Datensets fiir jeden der drei Zeitpunkte in demselben
Stamm gemessen wurden, kann man sie auch als homogene Datensets bezeichnen. Viele
publizierte Modelle basieren auf heterogenen Datensets, in denen die verwendeten Pa-
rametermessungen aus verschiedenen Stimmen und zum Teil sogar aus verschiedenen
Organismen stammen (Klumpp, 2011). Dies ist fiir die Modellierung nicht optimal, da
mit Hilfe des Modells in der Regel ein spezifischer Organismus untersucht werden soll,
tiir den ein in einem fremden Organismus gemessener Parameter, unter Umstdnden, un-
geeignet ist. Aufgrund von mangelnden Messdaten ist es oft jedoch unumganglich die
experimentellen Daten zur Untermauerung eines Modell unter bestimmten Annahmen
aus verschiedenen Stammen und Organismen zusammenzutragen, so dass dem Modell
ein heterogenes Datenset zugrunde liegt. Die in dieser Arbeit erhobenen experimentel-
len Messdaten stellen somit den Idealfall eines Parametersets dar, da die Messungen an
drei verschiedenen Zeitpunkten fiir denselben Bakterienstamm (DH5x-pSUP 201-3 bzw.
DH5x-pCMV-lacZ) im selben Labor durchgefiihrt wurden. Ein solches experimentelles
Datenset beinhaltet, pro Messzeitpunkt, die gemessenen RNAI-, RNAII- und pDNA-
Konzentrationen sowie die ermittelte Wachstumsrate.

Fiir die Bestimmung der Wachstumsraten wurde zundchst der Wachstumsverlauf durch
die Messung der optischen Dichte bei 600 nm verfolgt. Mit Hilfe der MATLAB-Funktion
,polyfit” wurde anschlieffend eine Ausgleichsfunktion berechnet, die eine geeignete Re-
prasentation der gemessenen Wachstumskurve darstellt. Die Ausgleichsfunktion diente
dabei als Hilfsmittel um die Wachstumsraten p fiir die relevanten Erntezeitpunkte be-
stimmen zu konnen. Anhand der Wachstumsrate konnte anschliefiend die entsprechen-

de Generationszeit berechnet werden, die zusammen mit der Wachstumsrate in das
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dynamische Modell fiir den Erntezeitpunkt eingesetzt wird, an dem die Simulation be-
ginnt.

Die graphischen Darstellungen der Ausgleichsfunktionen fiir DH5x-pSUP 201-3 und
DH5x-pCMV-lacZ (Abb. 8.4 und Abb. 8.5) zeigen, dass die Daten des Wachstumsverlauf
durch die Kurve gut wiedergegeben werden. Fiir beide Stimme verlduft die Kurve sehr
nah an den einzelnen Messwerten innerhalb des Minima-Maxima-Bereichs. Sie bricht le-
diglich in der stationdren Phase aus, was jedoch fiir diese Arbeit kein Problem darstellt,
da sich in diesem Bereich keine Erntezeitpunkte befinden und der Bereich somit fiir die
Berechnung der Wachstumsraten anhand der ersten Ableitung nicht relevant ist.

Die Wachstumsraten wurden mittels der ersten Ableitung der Ausgleichsfunktion be-
rechnet. Bei Betrachtung der berechneten Wachstumsraten (Tab. 8.2 und Tab. 8.4) fallt
auf, dass sowohl der low copy plasmidtragende Stamm, DH5x-pSUP 201-3, als auch der
high copy plasmidtragende Stamm, DH5x-pCMV-lacZ, sehr langsam wachst. Dies liegt
an der Verwendung eines Minimalmediums zur Kultivierung der Bakterien. Das Medi-
um enthdlt nur fiir E. coli essentielle Bestandteile, so dass die Zellen gezwungen sind
alles weitere selbst zu synthetisieren. Der Grund fiir die Wahl dieses Mediums liegt in
der Durchfithrung der Metabolomanalysen. Da die Ergebnisse der Modellierung und
die der Metabolomanalysen miteinander in Zusammenhang gesetzt werden sollen, soll-
te so wenig Variation wie moglich in der Kultivierung vorhanden sein. Fiir die Meta-
bolommessungen sollte das Nahrmedium keine Substanzen beinhalten, die von dem
Bakterium selbst synthetisiert werden kénnen (z. B. Casamino acids), um die Ergebnisse
nicht zu verfédlschen. Aus diesem Grund wurde fiir die Bestimmung der experimentel-
len Daten zur Modellierung ebenfalls ein Minimalmedium verwendet. Das langsame
Wachstum zeigte sich jedoch nur bei der Verwendung eines Minimalmediums; bei ei-
ner Kultivierung auf einem LB-Vollmedium zeigten die beiden Stamme ein typisches
Wachstumsverhalten.

Die Bestimmung der intrazelluldiren RNAI- und RNAII-Konzentrationen erfolgte mit-
tels qRT-PCR. Dazu wurden zunéchst, parallel zur Zellernte, die Bakterientiter der bei-
den Stamme fiir jeden Erntezeitpunkt durch das Ausplattieren von Verdiinnungsrei-
hen ermittelt. Dieses Vorgehen war notwendig, um die absoluten RNAI- und RNAII-
Konzentrationen sowie die Plasmidkopienzahl berechnen zu konnen. Fiir die Ermitt-
lung der absoluten RNAI- und RNAII-Konzentrationen wurden Standardlésungen mit
bekannten RNAI- und RNAII-Konzentrationen vermessen, um mit Hilfe der Excel-

Software jeweils eine Eichgerade zu erstellen. Da das Bestimmtheitsmafl R? der errech-
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neten Eichgeraden bei beiden Stimmen ungefédhr 1 betrdgt, werden die Rohdaten durch
die Geraden gut reprasentiert. Mit Hilfe dieser Eichgeraden wurden anschlieffend die
RNAI- und RNAII-Konzentrationen anhand der gemessenen CT-Werte berechnet.
Betrachtet man die gemessenen RNAI- und RNAII-Konzentrationen fiir DH5a-
pSUP 201-3 (Tab. 8.8 und Tab. 8.9), fallt auf, dass die Anzahl der beiden RNA-Transkripte
pro Zelle mit voranschreitendem Wachstum abnimmt. Des Weiteren ldsst sich erken-
nen, dass zu jedem Zeitpunkt mehr freie RNAI-, als RNAII-Molekiile in der Zelle vor-
kommen. Beim Vergleich der Messungen mit den von Brenner & Tomizawa (1991) vor
22 Jahren bestimmten RNAI- und RNAII-Konzentrationen fillt auf, dass die RNAII-
Konzentrationen in derselben Groflenordnung liegen. Brenner & Tomizawa (1991) be-
stimmten eine durchschnittliche Anzahl von 1.9 +0.9 bis 3.7 +1.0 RNAII-Molekiilen
pro Zelle (Brenner & Tomizawa, 1991). Die Grofienordnung dieser Werte stimmt sehr
gut mit den Messungen dieser Arbeit iiberein. Bei der Anzahl der RNAI-Molekiile
verhélt es sich etwas anders. Die von Brenner & Tomizawa (1991) ermittelten RNAI-
Konzentrationen liegen zwischen 333+49 und 499+36. Sie sind somit knapp um einen
Faktor von zehn grofler, als die in dieser Arbeit gemessenen Molekiilanzahlen. Dieser
Grofienunterschied konnte durch die verschiedenen Messmethoden bedingt sein. Bren-
ner & Tomizawa (1991) fithrten ihre Messungen densitometrisch, unter Anwendung
von quantitativen Probe Protection-Experimenten durch. Dazu synthetisierten sie via in
vitro-Transkription fiir beide RNAs 32P-markierte Riboprobes, die mit den in vivo vorhan-
denen RNAI- und RNAII-Molekiilen hybridisieren. AnschliefSend erfolgte eine Behand-
lung mit einer RNase, die spezifisch fiir die Degradation einzelstrangiger Molekiile ist
(RNase A und/ oder RNase T1). Die RNAI- und RNAII-Transkripte waren aufgrund der
Hybridisierung mit der markierten Riboprobe vor der Degradation geschiitzt und konn-
ten {iber ihre Radioaktivitdt und densitometrisch quantifiziert werden (Brenner & Tomi-
zawa, 1991). Im Vergleich zu der hier angewendeten qRT-PCR ist die Quantifizierung
mittels Probe Protection-Experimenten moglicherweise weniger sensitiv, wodurch diese
Groflenunterschiede zustande kommen konnen. Des Weiteren verwendeten Brenner &
Tomizawa (1991) zur Kultivierung ein, mit verschiedenen nicht-essentiellen Zusatzen,
supplementiertes Minimalmedium. Diese etwas andere Zusammensetzung konnte das
Wachstum der Zellen etwas beschleunigen und den Plasmidgehalt leicht verringern.
Das Verhiltnis von RNAI zu RNAII (Tab. 8.10) ist mit 11 zum Zeitpunkt T; am kleinsten
und besitzt zu den Zeitpunkten T, und T3 den Wert 17. Trotz des leichten Unterschieds

kann man insgesamt von einem stabilen RNAI/RNAII-Verhdltnis innerhalb der Mess-
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zeitpunkte sprechen, was auf eine stabile Plasmidkopienzahl hindeutet.

Mit den fiir DH5a-pCMV-lacZ gemessenen RNAI- und RNAII-Konzentrationen (Tab.
8.11 und Tab. 8.12) verhdlt es sich anders. Die RNAI-Konzentration ist zum Zeit-
punkt T, am hochsten und zum Zeitpunkt T3 am geringsten. Die gemessene RNAII-
Konzentration ist zum Erntezeitpunkt T; am geringsten und erreicht zum dritten Zeit-
punkt ihr Maximum. Dies ist genau umgekehrt, als es bei dem low copy plasmidtra-
genden Stamm, DH5x-pSUP 201-3, der Fall ist. Ein weiterer Unterschied zwischen
DH5a-pSUP 201-3 und DH5a-pCMV-lacZ ist, dass fiir DH50-pCMV-lacZ kein stabi-
les RNAI/RNAII-Verhiltnis tiber alle Messzeitpunkte hinaus festgestellt werden konnte
(Tab. 8.13). Das Verhéltnis ist zum ersten Erntezeitpunkt am grofsten und wird dann ste-
tig kleiner. Das bedeutet, es verdndert sich mit voranschreitendem Wachstum zugunsten
der RNAII-Konzentration. Ein Vergleich der gemessenen Konzentrationen mit Literatur-
werten ist fiir DH5x-pCMV-lacZ nicht moglich, da bislang keine bekannten Vergleichs-
daten vorliegen

Die Bestimmung der absoluten Plasmidkonzentrationen erwies sich als problematisch,
da der gesamte Plasmidgehalt einer geernteten Probe aufgereinigt werden musste. Dies
sollte mit Hilfe einer Anionentauschersdule durchgefiihrt werden, da anhand von Testi-
solierungen festgestellt wurde, dass sich eine Plasmidisolierung mittels alkalischer Lyse
und anschlieffender Ethanolfillung als weniger erfolgreich erwies. Ein wichtiger Punkt
bei der Aufreinigung war, genauestens darauf zu achten, dass keine pDNA-Verluste, z.
B. durch die Uberladung der Anionentauscherséule entstehen.

Als erstes wurde die intrazelluldren Plasmidkonzentration von der Plasmid Factory be-
stimmt. Dazu wurde die pDNA zunéchst {iber eine NucleoBond PC20- Sdaule (Macherey-
Nagel) aufgereinigt und im NanoDrop-Gerit bei 260 nm vermessen. Im Anschluss er-
folgte die gelelektrophoretische Auftrennung und die densitometrische Bestimmung des
Plasmid-Anteils an der Gesamt-DNA.

Die fiir DH5x-pSUP 201-3 gemessenen Plasmidkopienzahlen liegen bei durchschnittlich
46 bzw. 48 Plasmiden pro Zelle (Tab. 8.15). Vergleicht man diese mittleren Kopienzahlen
mit den in der Literatur beschriebenen Angaben fiir einen low copy Plasmid mit pBR322-
Replikationsursprung (15-20 Plasmide/ Zelle) (Cooper, 2004), stellt man fest, dass die
hier gemessenen Angaben ungefdhr doppelt so hoch sind. Berticksichtigt man jedoch
die hohen Standardabweichungen, lédsst sich erkennen, dass die Literaturwerte noch in-
nerhalb der seitens durch die Fehlerbalken entstandenen Spanne liegen. Der dennoch

vorhandene, grofie Unterschied kann moglicherweise durch die Kultivierung in dem
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Minimalmedium zustande kommen, da die Zellen hier sehr langsam wachsen und lang-
sames Wachstum die Produktion von pDNA begiinstigt (Bremer & Lin-Chao, 1986). Ins-
gesamt betrachtet kann man anhand der Messungen sehen, dass sich der durchschnittli-
che Plasmidgehalt pro Zelle in dem Wachstumsbereich von T; bis T3 stabil verhilt. Diese
stabilen, durchschnittlichen Plasmidkopienzahlen sind vermutlich durch das, ebenfalls
relativ stabile, Verhidltnis von RNAI zu RNAII (Tab. 8.10) bedingt.

Im Gegensatz zu DH5x-pSUP 201-3 nimmt der Plasmidgehalt bei DH5x-pCMV-lacZ im
Verlauf des Wachstums deutlich zu (Tab. 8.17). Mit durchschnittlich 5806 + 4828 Plas-
miden pro Zelle zum Zeitpunkt T3, ist die pPDNA-Konzentration damit innerhalb der
betrachteten Messpunkte am grofsten. Zusammen mit der pPDNA-Konzentration nimmt
die RNAII-Konzentration bei DH5x-pCMV-lacZ ebenfalls zu. Man kann daher davon
ausgehen, dass die steigende RNAII-Konzentration fiir die Zunahme der PCN verant-
wortlich ist. Wie bereits bei den Messungen fiir DH5x-pSUP 201-3 waren auch hier
sehr grofie Standardabweichungen zu beobachten. Beim Vergleich der gemessenen Plas-
midkopienzahlen fiir DH5x-pCMV-lacZ mit den Literaturangaben fiir pUC-Plasmide
(500-700 Plasmide pro Zelle (Cooper, 2004)), fallt zusdtzlich auf, dass die gemessenen
Werte nicht mit denen aus der Literatur {ibereinstimmen. Weiterfiihrende Uberlegungen
dazu ergaben, dass fiir die hohen Plasmidkopienzahlen und die groflen Standardab-
weichungen moglicherweise ein Fehler bei Durchfiihrung der Plasmid-Quantifizierung
verantwortlich ist. Es konnte z. B. sein, dass bei der densitometrischen Berechnung der
Anteil der chromosomalen DNA an dem Gesamt-DNA-Anteil unterschitzt wurde, was
die PCN félschlicherweise erhohen wiirde. Um dies zu {tiberpriifen, wurden zwei der
DH5x-pCMV-lacZ-Proben (DH5x-pCMV-lacZ-A2 und DH5x-pCMV-lacZ-A3) von der
Firma CARPEGEN unter Anwendung einer sondenbasierten RT-PCR erneut vermessen.
Diese exemplarischen Messungen dienten der Uberpriifung, ob die Gréenordnungen
(1000er Bereich) der vorherigen Quantifizierung realistisch sind oder ob bei der Durch-
fiihrung ein Fehler passiert ist. Die Ergebnisse der Messungen ergaben fiir die Probe
DH5x-pCMV-lacZ-A2 eine Kopienzahl von 6960 Plasmiden pro Zelle (Tab. 8.18), was
ungefdhr einer Verdopplung der densitometrisch bestimmten Plasmidmenge (2858 Plas-
mide pro Zelle (Tab. 8.16)) entspricht. Fiir die Probe DH5x-pCMV-lacZ-A3 wurde eine
Kopienzahl von 8453 Plasmiden (Tab. 8.18) ermittelt. Dieser Wert ist etwas geringer, als
der zuvor, fiir diese Probe, gemessene PCN (11367 Plasmide pro Zelle (Tab. 8.16)). Zu-
sammenfassend ldsst sich festhalten, dass die mit Hilfe der sondenbasierten RT-PCR

ermittelten Ergebnisse die Groflenordnungen der zuvor gemessenen Plasmidkopienzah-
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len fiir DH5a-pCMV-lacZ bestdtigen. Aus Kostengriinden musste auf die externe Ver-
messung aller 30 Proben durch die Firma CARPEGEN verzichtet werden.

Es konnte, obwohl die gemessenen Plasmidkopienzahlen nicht mit den von Cooper
(2004) angegebenen Werten iibereinstimmen, aufgrund der Messungen der Firma CAR-
PEGEN bestitigt werden, dass eine derart grofle Menge an Plasmiden in der Zelle vor-
kommt. Dies wird zusétzlich anhand der von Atlung et al. (1999) gemachten Beobach-
tungen deutlich. Atlung et al. (1999) verwendeten in ihren Versuchen ein high copy Plas-
mid, wobei es sich um ein pBR322-Plasmid handelt, in dem sie das rom-Gen deletiert
haben (pBR322 —rom™). Dabei haben sie festgestellt, dass sich die Plasmidkopienzahl,
bei einer Zunahme der Generationszeit von 22 min auf 210 min, ungefidhr um das 12-
fache erhoht (Atlung et al., 1999). Der in dieser Arbeit verwendete high copy Plasmid ist
ein pUC-Plasmid und unterscheidet sich nur durch eine zusétzliche Punktmutation im
RNAII-Transkript (Lin-Chao ef al., 1992), (Yanisch-Perron et al., 1985) von dem von At-
lung et al. (1999) verwendeten pBR322 —rom ™. Nach Cooper (2004) hat ein pUC-Plasmid
eine Kopienzahl von 500 - 700 Plasmiden pro Zelle. Unter der Annahme, dass sich bei
einer Generationszeit von 22 min, 500 - 700 Plasmide in einer Zelle befinden, liegen,
den Erkenntnissen Atlung et al. (1999) zur Folge, bei einer Generationszeit von 210 min
zwischen 6000 und 8400 Plasmide in einer Zelle vor. Das wiirde fiir die in dieser Ar-
beit gemessenen Plasmidkopienzahlen bedeuten, dass sie durchaus realistisch sind, da
sich das Zellwachstum ebenfalls durch sehr lange Generationszeiten auszeichnet. Eben-
so wird an dieser Rechnung deutlich, dass grofie Schwankungen in den Plasmidkopien-
zahlen nicht ungewothnlich sind, da selbst die rein rechnerisch ermittelten Kopienzahlen
sich in einer Spannweite von 200 Plasmiden bei einer Generationszeit von 22 min bzw.
in einer Spannweite von 2400 Plasmiden bei einer Generationszeit von 210 min bewe-
gen. Diese Erkenntnis ldsst die hohen Standardabweichungen der Messungen durch die
Plasmid Factory nicht mehr so iiberraschend erscheinen. Zusétzlich spricht das sehr
langsame Wachstum der Kultur fiir die hohen Plasmidkopienzahlen, da nach Bremer &
Lin-Chao (1986) mit langsamem Wachstum ein hoher Plasmidgehalt einhergeht.

Bei nidherer Betrachtung der gemessenen Plasmidkopienzahlen fiir jede einzelne Probe
(Tab. 8.14 und Tab. 8.16) fallt neben dem sehr hohen Plasmidgehalt pro Zelle auf, dass
die Plasmidmengen sowohl fiir DH5x-pSUP 201-3, als auch fiir DH5a-pCMV-lacZ inner-
halb der biologischen Replikate stark schwanken. Die Ursache fiir diese grofsen Unter-
schiede und der damit verbundenen hohen Standardabweichungen liegt moglicherwei-

se an der Messmethode selbst, da die densitometrische Bestimmung des gDNA:pDNA-
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Verhiltnisses anhand der Gelbandenhelligkeit aufgrund von Sattigungseffekten fehler-
behaftet ist. Um zum einen diese hohen Schwankungen zu untersuchen, und zum an-
deren zur zusitzlichen Uberpriifung der hohen Plasmidkopienzahlen in DH5a-pCMV-
lacZ, wurden alle Proben erneut mittels HPLC vermessen. Die Ergebnisse der HPLC-
Messungen zeigen eine deutliche geringere Schwankungen innerhalb der biologischen
Replikate, als die vorigen desitometrischen Messungen (Tab. 8.19). Des Weiteren fallt
auf, dass die, unter Anwendung der HPLC ermittelten, durchschnittlichen Plasmidko-
pienzahlen noch grofler sind, als die der densitometrischen Bestimmung und die der
RT-PCR-Messung. Die Ursache konnte in der Sensitivitidt des UV-Detektors der HPLC
liegen. Zur Berechnung der Plasmidkonzentration wurde zunédchst in dem gemessenen
Chromatogramm die Flache des pPDNA-Peaks mit Hilfe der Xcalibur-Software bestimmt.
Im néchsten Schritt wurde dann anhand der Eichgerade die entsprechende Plasmid-
konzentration ermittelt. Bei einigen Proben besafsen die pDNA-Peaks keine Peakform,
sondern hatten eine eckige, treppenférmige Kontur. Diese Form deutet darauf hin, dass
die in den Zellen enthaltenen Plasmidkonzentrationen zu niedrig sind, als dass der
UV-Detektor sie hinreichend detektieren kann. Fiir Peaks, die keine Peakform, sondern
diese eckige, treppenformige Kontur aufwiesen, konnten daher die Peakflichen nicht
immer eindeutig bestimmt werden, wodurch diese sehr hohen Plasmidkopienzahlen
entstanden sein konnten. Aufgrund dieser Unsicherheiten wurden die Daten der den-
sitometrischen Messung, trotz der hohen Standardabweichungen, fiir das dynamische

Modell eingesetzt.

11.3 SIMULATIONEN DER PLASMIDREPLIKATIONSKONTROLLE

11.3.1  Simulationen zur Parameteranpassung

Bevor das dynamische Modell fiir pradiktive Simulationen der Plasmidreplikationskon-
trolle verwendet werden konnte, mussten zundchst Simulationen zur Parameteranpas-
sung durchgefiihrt werden. Diese dienten dazu, unbekannte Parameter, zu denen weder
experimentelle Daten, noch Literaturangaben vorhanden waren, abzuschétzen. Fiir die
Simulationen zur Parameteranpassung wurde sowohl fiir DH5a-pSUP 201-3, als auch
fir DH50-pCMV-lacZ das experimentelle Datenset von Messzeitpunkt T, verwendet.
Das Modell wurde dabei unter variierenden Parametern an die fiir das Datenset von

T, gemessene Plasmidproduktion angepasst, so dass auf diese Weise die Parameter k3
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(Bindekonstante von RNAI an Plasmid-gebundene RNAII) und k;¢ (Degradationskon-
stante einer unbeladenen tRNA) fiir beide Stiamme und k4 (Dissoziationskonstante des
unstabilen Komplexes aus Plasmid-gebundener RNAII und RNAI) nur fiir den high co-
py plasmidtragenden Stamm abgeschétzt werden konnten. Die betreffenden Parameter
sind in Tabelle 8.20 mit einem ,,c” gekennzeichnet.

Im Anschluss an die Parameteranpassung erfolgte die Validierung des Modells. Da-
zu wurde die Plasmidreplikationskontrolle fiir eine einzelne Zelle simuliert, wobei die
fiir die Zeitpunkte Tq bis T3 experimentell bestimmten Daten als Anfangsbedingungen
eingesetzt wurden. Vergleicht man die simulierten Plasmidkonzentrationen von DH5«-
pSUP 201-3 mit den gemessenen, ldsst sich erkennen, dass die in vivo stattfindende Plas-
midreplikationskontrolle durch die Simulationen gut wiedergeben wird (Tab. 8.21). Die
Differenz zwischen den simulierten und den durchschnittlichen experimentell bestimm-
ten Plasmidkopienzahlen betragt maximal 3 Plasmide (49 Plasmide - 46 Plasmide), was
einem prozentualen Fehler von 6.1 % entspricht. Damit liegt sie deutlich innerhalb der
Spanne, die seitens der durchschnittlich gemessenen PCN durch die Fehlerbalken ent-
steht. Daher ist sie vernachladssigbar gering. Bei DH5x-pCMV-lacZ wird der gemessene
Plasmidgehalt ebenfalls in geeigneter Weise durch die Simulationen repréasentiert. Im
Vergleich zu DH5x-pSUP 201-3 sind die Unterschiede zwischen den simulierten und
den durchschnittlichen experimentell bestimmten Plasmidkopienzahlen mit 384 Plasmi-
de (5805 Plasmide - 5421 Plasmide) wesentlich grofier (Tab. 8.22). Die Differenz von 384
Plasmiden entspricht einem prozentualen Fehler von 6.6 %. Betrachtet man nun die pro-
zentualen Fehler, stellt man fest, dass die Unterschiede zwischen den simulierten und
den durchschnittlichen experimentell bestimmten Plasmidkopienzahlen, prozentual ge-
sehen, bei DH5a-pSUP 201-3 und DH5x-pCMV-lacZ gleich grofS sind. Man kann daher
festhalten, dass das Modell die Plasmidreplikationskontrolle auch fiir DH5x-pCMV-lacZ
in geeigneter Weise repréasentiert. Dafiir spricht ebenfalls, dass die simulierten Plasmid-
kopienzahlen, wie auch bei DH50-pSUP 201-3, innerhalb der Spanne liegen, die seitens
der durchschnittlich gemessenen PCN durch die Fehlerbalken entsteht.

Eine weitere Uberpriifung des Modellverhaltens erfolgte durch die Simulation des Zu-
sammenhangs zwischen Wachstumsrate und Plasmidproduktion fiir DH5x-pSUP 201-3
und dem anschliefenden Vergleich mit den experimentellen Ergebnissen von Atlung
et al. (1999). Der Vergleich zeigte, dass die simulierten Plasmidkopienzahlen mit 49, 47
und 49 (Tab. 8.21) bei Generationszeiten um 150 min innerhalb der von Atlung et al.

(1999) berechneten Spannweite von 45 bis 60 Plasmiden liegen. Das von Atlung et al.
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(1999) beobachtete Verhalten wird somit durch das Modell wiedergegeben. Fiir DH5«-
pCMV-lacZ konnte dieser Vergleich nicht durchgefiihrt werden, da zu diesen Zweck

keine experimentellen Daten zur Verfiigung stehen.

11.3.2 Pridiktive Simulationen

Die pradiktiven Simulationen wurden durchgefiihrt, um der Fragestellung nachzuge-
hen: Welchen Effekt hétte es auf die Plasmidproduktion, wiirde man tRNA-Molekiile
derart modifizieren, dass die Beladung mit einer Aminosdure durch die Aminoacyl-
tRNA-Synthetase nicht mehr moglich wéare?

Zur Beantwortung der Frage wurden folgende drei Bedingungen simuliert: Wachs-
tum unter normalen Néahrstoffbedingungen, Wachstum unter Mangelbedingungen und
Wachstum mit modifiziertem tRNA-Gen ohne Mangelbedingungen (Abb. 8.10). Fiir die
Simulationen wurde der high copy plasmidtragende Stamm gewihlt, da fiir eine indus-
trielle Plasmidproduktion mit dem Ziel der maximalen Plasmidausbeute in der Regel
nur high copy Plasmide in Frage kommen. Es ist allerdings auch moglich, die Simula-
tionen fiir DH5x-pSUP 201-3 durchzufiihren, wobei qualitativ das gleiche Ergebnis zu
beobachten ist. Als Anfangsbedingungen wurden die experimentellen Daten des dritten
Erntezeitpunkts verwendet, da die Plasmidreplikation im Verlauf der logarithmischen
Phase zunehmen soll (Personliche Kommunikation mit Martin Schleef).

Die in Abbildung 8.10 dargestellten Simulationen zeigen, dass die vorhergesagte Plas-
midproduktion unter Ndhrstoffknappheit am geringsten ist. Im Gegensatz dazu wiir-
de das Vorhandensein von tRNA-Molekiilen, die nicht mehr durch Aminoacyl-tRNA-
Synthetasen mit einer Aminosdure beladen werden kénnen, die Plasmidproduktion ge-
geniiber normalen Nahrstoffbedingungen erhohen. Das bedeutet, mit Hilfe des Modells
wird die grofite Plasmidproduktion vorausgesagt, wenn man ein Gen einfiigt, das fiir
eine modifizierte tRNA kodiert.

Um diese Vorhersage experimentell zu tiberpriifen, wurden zwei modifizierte Leucin-
tRNA-Gene konstruiert, die beide ein unbeladbares tRNA-Molekiil als Genprodukt bil-
den. Die Basis dieser modifizierten Gene ist das leu(Q-Gen, das fiir eine Leucin-tRNA
mit dem Anticodon 'CAG’ kodiert. Bei der Konstruktion der modifizierten Leucin-
tRNA-Gene wurden die Bereiche des leuQ-Gens entfernt, die fiir die Erkennungsstel-
len der Leucyl-tRNA-Synthetase kodieren und zugleich fiir die Plasmidreplikations-

kontrolle unwichtig sind. Die daraus resultierenden Gene, namens Leucin-tRNA-RNAI
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und Leucin-tRNA-WT, kodieren jeweils eine unbeladbare Leucin-tRNA, die sich in ih-
rer Anticodon-Schleife unterscheiden (Abb. 8.13 und Abb. 8.12). Die beiden Gene wur-
den jeweils, anstelle des asnT-Gens, in eine asnT-Transkriptionseinheit eingebaut. In den
darauffolgenden Schritten wurden diese beiden Transkriptionseinheiten von Sebastian
Wiebe, im Rahmen seiner Masterarbeit, tiber Tns Transposon-Mutagenese in das E. coli
Chromosom inseriert. AnschliefSend fiihrte Sebastian Wiebe mit den dabei entstandenen
Stammen, DH5x-Leucin-tRNA-RNAI™ und DH5a-Leucin-tRNA-WT™, erste Experimen-
te durch, um sie beziiglich ihrer Plasmidproduktion zu untersuchen. In diesen Versu-
chen sollte tiberpriift werden, ob die inserierten modifizierten Leucin-tRNA-Gene einen
Einfluss auf die Plasmidproduktion haben. Dabei stellte sich heraus, dass die Plasmid-
produktion in DH5«-Leucin-tRNA-RNAI" im Vergleich zum Wildtyp gesunken ist. Das
bedeutet, die von dem Leucin-tRNA-RNAI-Gen kodierten tRNA-Molekiile tiben einen
negativen Effekt auf die Plasmidproduktion aus. Im Gegensatz dazu konnte man bei
DH5a-Leucin-tRNA-WT+ eine leichte Zunahme der Plasmidproduktion erkennen. Auf-
grund dieser ersten Versuche ldsst sich daher schlussfolgern, dass die von dem Leucin-
tRNA-WT-Gen kodierten tRNAs die pDNA-Synthese fordern. Diese Ergebnisse sollen
aber mit weiteren Versuchen bestitigt und statistisch abgesichert werden. Es wird da-
her an dieser Stelle fiir eine genauere Betrachtung auf die Masterarbeit von Sebastian
Wiebe verwiesen. Sollten sich die Ergebnisse beziiglich der erhohten Plasmidsynthese
bestatigen, wére dieser Stamm ein potentieller Kandidat fiir die industrielle Plasmidpro-
duktion.

Der Stamm DHso-Leucin-tRNA-RNAIT spielt im Hinblick auf die Produktion von
Plasmid-DNA keine Rolle. Er konnte aber dennoch bei der Produktion rekombinan-
ter Proteine von industriellem Nutzen sein. Bei der Produktion rekombinanter Proteine
ist das Primdrziel die Produktion der grofitmoglichen Proteinmenge, wobei man stets
auf dem schmalen Grat zwischen einer hohen Expression des rekombinanten Prote-
ins und der metabolischen Kapazitdt des Wirts wandelt (Grabherr & Bayer, 2002). Das
bedeutet, dass fiir die Produktion rekombinanter Proteine eine zu hohe intrazelluldre
Plasmidkonzentration aufgrund der damit verbundenen metabolischen Belastung fiir
den Wirtsstamm von Nachteil (Grabherr & Bayer, 2002) ist, was wiederum den Stamm

DHso-Leucin-tRNA-RNAI™ fiir die Industrie interessant machen kénnte.
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DAS METABOLOM UND DER INTRAZELLULARE GLUKOSEFLUSS
IN ABHANGIGKEIT DES PLASMIDGEHALTS

12.1 DAS METABOLOM IN ABHANGIGKEIT DES PLASMIDGEHALTS

Neben der Modellierung der Plasmidreplikationskontrolle sollte in dieser Arbeit im
Rahmen von Metabolomanalysen der Frage nachgegangen werden, welchen Einfluss
der Plasmidgehalt einer Zelle auf ihre Metabolitzusammensetzung hat. Der Fokus die-
ser Analysen lag auf Unterschieden innerhalb der annotierten und somit bekannten
Metabolite. Zu den dabei betrachteten Metaboliten gehoren die detektierbaren Metabo-
lite der Glykolyse (Glukose, Glukose-6-phoshat, Fruktose-6-phosphat, Glycerinaldehyd-
3-phosphat, 2-Phosphoglycerat, 3-Phosphoglycerat, Phosphoenolpyruvat, Pyruvat), des
Citratzyklus (Citrat, cis-Aconitat, 2-Oxoglutarat, Succinat, Fumarat, Malat), des Pentose-
phosphatwegs (Ribose, Ribose-5-phosphat, Xylose) sowie die Aminosduren Glutamat,
Glutamin, Glycin und Aspartat. Diese Metabolite wurden innerhalb der 40 annotierten
Metabolite zur ndheren Betrachtung ausgewdhlt, da sie direkt oder zum Teil entfernt fiir
die Nukleotidbiosynthese relevant sind.

Beim Vergleich der Metabolite des Citratzyklus innerhalb der betrachteten drei Stam-
me DH5«, DH50-pSUP 201-3 und DH50-pCMV-GFP fillt auf, dass sich die Stam-
me am deutlichsten in der x-Ketoglutarat-Konzentration unterscheiden (x-Ketoglutarat
= 2-Oxoglutarat). Der Stamm DH5x-pCMV-GFP weist dabei von den drei Staimmen
die hochste a-Ketoglutarat-Konzentration auf (Abb. 9.3). Eine mogliche Erklarung fiir
die erhohte Konzentration ist, dass in DH5x-pCMV-GFP mehr «-Ketoglutarat ver-
braucht wird, um daraus Glutamin zu synthetisieren. Glutamin wird in der Reaktion
der Glutamin-Phosphoribosyl-Amidotransferase zur Herstellung von Purinen benotigt
(Berg et al., 2007). Dabei wird vom Phosphoribosylpyrophosphat (PRPP), das die Grund-
struktur zum Aufbau von Purinbasen darstellt, unter Glutaminverbrauch die Pyrophos-
phatgruppe durch eine Aminogruppe ausgetauscht, so dass Phosphoribosylamin und
Glutamat entsteht (Berg et al., 2007). Diese Erklirung wird durch die Ergebnisse der
Messung von Glutamin (Abb. 9.9) unterstiitzt, da in DH5x-pCMV-GFP kein Glutamin
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detektiert wurde, was auf einen hohen Glutaminverbrauch hindeutet. Gegen einen Zu-
sammenhang zwischen den hohen «-Ketoglutarat- und Glutaminkonzentrationen in
DH5x-pCMV-GFP mit der Nukleotidbiosynthese spricht jedoch die geringe Glutamat-
konzentration in DH5a-pCMV-GFP im Vergleich zu den anderen Stimmen. Bei einem
bestehenden Zusammenhang wiirde man fiir DH50-pCMV-GFP eine hohere Konzentra-
tion erwarten, als bei DH5x und DH5x-pSUP 201-3, da bei einem erhohten Glutaminver-
brauch im Rahmen der Purinbiosynthese auch eine erhohte Glutamatbildung zu sehen
sein miisste. Dennoch sollte der Zusammenhang nicht komplett ausgeschlossen werden,
da man bei der Bewertung berticksichtigen sollte, dass sowohl x-Ketoglutarat, als auch
Glutamat und Glutamin nicht nur fiir die Synthesen von Nukleotiden benétigt werden,
sondern auch Vorstufen fiir viele weitere Stoffwechselprodukte in der Zelle sind, wie
z.B.fiir andere Aminosduren (Prolin und Arginin) und Proteine. Dieser Aspekt ist auch
bei der Betrachtung der relativen Aspartat- und Glycinkonzentrationen zu beachten.
Anhand der Ergebnisse in den Abbildungen 9.8 und 9.9 ldsst sich bei DH50-pCMV-GFP
eine etwas geringere Glycinkonzentration erkennen, als bei DH5x und DH5x-pSUP
201-3. Aspartat hingegen ist nur in DH5x-pCMV-GFP detektierbar. Wie im Fall von
a-Ketoglutarat, Glutamat und Glutamin ldsst sich auch hier ein Zusammenhang mit
der Nukleotidbiosynthese herstellen: Glycin wird bei der Synthese von Purinbasen ver-
braucht (Berg et al., 2007), was die geringere Glycinkonzentration in DH5x-pCMV-GFP
im Vergleich zu den Stimmen DH5x und DH5x-pSUP 201-3 erkldren konnte. Aspartat
wird sowohl in der Purin-, als auch in der Pyrimidinsynthese verbraucht (Berg et al.,
2007), so dass man auch hier fiir DH5x-pCMV-GFP die geringste Konzentration erwar-
ten wiirde. Die Messungen zeigen jedoch, dass genau das Gegenteil der Fall ist: DH5«-
pPCMV-GFP besitzt im Vergleich die hochste Aspartatkonzentration. Aber wie bereits
zuvor erwdhnt, sollte man bei der Interpretation der Ergebnisse bertiicksichtigen, dass
Aspartat und Glycin nicht nur fiir die Synthesen von Nukleotiden benétigt werden, son-
dern auch Vorstufen fiir viele weitere Stoffwechselprodukte in der Zelle sind, so dass
man nicht eindeutig von den relativen Aspartat- und Glycinkonzentrationen auf die Nu-
kleotidbiosynthese schlussfolgern kann.

Fahrt man nun mit der Betrachtung der Messungen zu den Metaboliten des Citratzyklus
fort, lassen sich neben dem Unterschied in der x-Ketoglutarat-Konzentration weitere
Unterschiede bei Citrat, Fumerat und Malat beobachten. Der Fumerat- und Malatgehalt
ist bei DH5x und DH5a-pSUP 201-3 dhnlich und bei DH5a-pCMV-GFP am niedrigsten.

Mit der relativen Citratkonzentration verhilt es sich genau umgekehrt. Bei DH5x und

170



12.1 DAS METABOLOM IN ABHANGIGKEIT DES PLASMIDGEHALTS

DH5x-pSUP 201-3 ist sie ebenfalls dhnlich, bei DH5x-pCMV-GFP jedoch am hochsten.
Diese Unterschiede konnten aufgrund des unterschiedlichen Plasmidgehalt entstehen,
lassen sich jedoch nach derzeitigem Wissensstand nicht direkt mit der Nukleotidbiosyn-
these in Zusammenhang bringen. Innerhalb der Metabolite Succinat und cis-Aconitat
sind keine nennenswerten Unterschiede zu sehen. Hier ldsst sich allgemein nur fest-
halten, dass die Menge an Succinat in allen Staimmen sehr hoch und die cis-Aconitat-
Konzentration sehr gering ist.

Beim Vergleich der Metabolite der Glykolyse ist besonders auffillig, dass die Menge an
Glycerinaldehyd-3-phosphat in allen Stimmen mit Abstand am grofiten ist. Bei nédherer
Betrachtung ist dies jedoch nicht {iberraschend, da bei den Metabolomversuchen Gly-
cerin als Kohlenstoffquelle eingesetzt wurde. Nach Martinez-Gémez et al. (2012) wird
Glycerin nach Aufnahme in die Zelle in Glycerinaldehyd-3-phosphat umgewandelt und
tritt so in die Glykolyse ein.

Des Weiteren fillt auf, dass die Metabolitkonzentrationen von Glycerinaldehyd-3-
phosphat aufwérts der Glykolyse bei DH5x-pCMV-GFP im Vergleich zu DH5«x und
DH5x-pSUP 201-3 am grofsten sind. Das gilt insbesondere fiir die Konzentration von
Glukose-6-phoshat. Die Metabolitkonzentrationen von Glycerinaldehyd-3-phosphat ab-
warts der Glykolyse sind dagegen bei DH5x-pCMV-GFP, bis auf die von Pyruvat, am
geringsten. Diese Unterschiede sind durch die erhohte pPDNA-Synthese in DH5x-pCMV-
GFP zu erklédren. Es ist anzunehmen, dass in diesem Stamm ein grofierer Teil des auf-
genommenen Glycerins {iber die Reaktionen der Gluconeogenese in den Pentosephos-
phatweg fliefst, um als Ribose-5-Phosphat der Nukleotidbiosynthese zur Verfiigung zu
stehen. Diese Erklarung wird durch die Ergebnisse der Messungen zu den Fiinffach-
Zuckern unterstiitzt (Abb. 9.7), wobei die Fiinffach-Zucker zu den relevantesten Meta-
boliten fiir die Nukleotidbiosynthese zdhlen.

Betrachtet man die relativen Konzentrationen der Pentosen, Ribose, Ribose-5-phosphat,
Xylose sieht man zum Teil deutliche Unterschiede zwischen allen drei Stimmen. Der
Ribosegehalt ist in dem plasmidfreien Stamm DH5« am hochsten, gefolgt von DH5«-
pSUP 201-3, und am wenigsten Ribose wurde in DH5x-pCMV-GFP gemessen. Das-
selbe gilt fiir Xylose, allerdings ist hier der Unterschied zwischen DH5x und DH5x-
pSUP 201-3 wesentlich geringer. Bei Ribose-5-phosphat sieht man einen deutlichen Un-
terschied zwischen den plasmidtragenden Staimmen und DH5«. DH5x besitzt die ge-
ringste Ribose-5-phosphat-Konzentration, bei DH5x-pSUP 201-3 ist sie deutlich hoher
und bei DH5a-pCMV-GFP am hochsten, wobei der Unterschied zwischen den beiden
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plasmidtragenden Stimmen gering ist. Die hohere Ribose-5-phosphat-Konzentration in
DH5a-pSUP 201-3 und DH5x-pCMV-GFP sowie die mit dem Plasmidgehalt abnehmen-
den Ribose- und Xylosekonzentrationen, sind mit dem erhohten Nukleotidbedarf in
DH5x-pSUP 201-3 und DH50-pCMV-GFP zu begriinden. Je grofler der Plasmidgehalt
der Zelle, desto geringer sind die Ribose- und Xylosekonzentrationen, da beide Meta-
bolite bei erhohtem Nukleotidbedarf zu Ribose-5-phosphat umgewandelt werden. Die
Ribose-5-phosphat kann nach Umwandlung in PRPP in die Nukleotidbiosynthese ein-
fliefSen.

Zurtickkehrend zu den Metaboliten der Glykolyse soll an dieser Stelle der Fokus
auf die Metabolite 2-Phosphoglycerat, 3-Phosphoglycerat, Phosphoenolpyruvat und Py-
ruvat gerichtet werden. Wie bereits erwédhnt, sind die Metabolitkonzentrationen von
Glycerinaldehyd-3-phosphat abwérts der Glykolyse, mit Ausnahme von Pyruvat, bei
DH5x-pCMV-GFP am geringsten. Man kann davon ausgehen, dass der hohe Pyru-
vatgehalt nicht aus der Glykolyse stammt, sondern tiber die Reaktion des NADP™-
abhidngigen Malatenzyms aus Malat gebildet wird. Die hohe Malatkonzentration in
DH5x-pCMV-GFP unterstiitzt diese Vermutung, da dies zeigt, das fiir die Umwand-
lung von Malat zu Pyruvat ausreichend Substrat vorhanden ist.

Insgesamt betrachtet fillt auf, dass die Konzentrationsunterschiede der detektierbaren
Metabolite des Citratzyklus, der Glykolyse und der Nukleotidbiosynthese innerhalb
DH5« und DH5a-pSUP 201-3 nicht so deutlich ausfallen, wie die Unterschiede zu
DH5ax-pCMV-GFP. Man hitte erwartet, dass sich alle Stamme aufgrund ihres unter-
schiedlichen DNA-Gehalts deutlich voneinander unterscheiden und DH5x-pSUP 201-3
als low copy-plasmidtragender Stamm mit seinem Metabolitprofil zwischen den anderen
beiden liegt. Dass dies nicht der Fall ist bedeutet, dass sich DH5« und DH5x-pSUP
201-3 in ihrer Metabolitzusammensetzung dhnlicher sein miissen, als DH5x-pSUP 201-
3 und DH50-pCMV-GFP, obwohl DH5x-pSUP 201-3 ebenfalls ein Plasmid trdgt. Dies
lasst sich dadurch erkldren, dass DH50-pSUP 201-3 mit seinem Plasmidgehalt nicht ge-
nau zwischen DH5ax und DH5x-pCMV-GFP liegt. DH5x-pSUP 201-3 besitzt eine sehr
viel geringere Plasmidkonzentration, was anhand der experimentell bestimmten Plas-
midkopienzahlen fiir das Replikationsmodell deutlich wird (Tab. 8.15 und 8.17). Die
Plasmidkonzentration wurde dabei zwar fiir das Plasmid pCMV-lacZ bestimmt, aber
da sich die Plasmide pCMV-lacZ und pCMV-GFP nur durch den Austausch des lacZ-
Gens durch das gfp-Gen voneinander unterscheiden, kann man davon ausgehen, dass

der Stamm DH5x-pCMV-GFP eine dhnlich hohe Plasmidkopienzahl besitzt, wie DH5«x-
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pCMV-lacZ.

Betrachtet man den unterschiedlichen Plasmidgehalt der Stimme DH50-pSUP 201-3
und DH5a-pCMV-GFP im Verhiltnis zur gesamten Biomasse der Zelle ldsst sich schluss-
folgern, dass bei einer Zelle mit dem high copy Plasmid der prozentuale DNA-Anteil an
der gesamten Biomasse deutlich grofler sein muss. Nach Neidhardt (1987) betragt der
Anteil genomischer DNA in einer E. coli-Zelle 3% der Gesamtbiomasse, was einer An-
zahl von 4600 kb entspricht. Nimmt man nun fiir das low copy Plasmid pSUP 201-3
mit einer Grofle von 7896 bp eine mittlere Kopienzahl von 47 an (Tab. 8.15), muss der
Stamm DH5a-pSUP 201-3 durchschnittlich 371 kb DNA pro Zelle (7896 bp x 47 = 371 kb)
zusédtzlich produzieren. In Prozent ausgedriickt sind das 8 % mehr Desoxyribonukleo-
sidtriphosphate (ANTPs), die die Zelle zusédtzlich zu ihrem Chromosom synthetisieren
muss. Im Fall des high copy Plasmids pCMV-GFP (3487 bp) bei einer angenommenen
Kopienzahl von 2403 Plasmiden (Tab. 8.17, Zeitpunkt T,) macht die Anwesenheit des
Plasmids eine zusitzliche DNA-Menge von 8379 kb (3487 bp x 2403 = 8379 kb) in der
Zelle aus. Dies entspricht einem erhohten dNTP-Bedarf pro Zelle von 182 %, was bedeu-
tet, dass die Zelle 182 % mehr dNTPs, zusatzlich zu ihrem Chromosom, synthetisieren
muss.

Vergleicht man nun den zusédtzlichen DNA-Gehalt von 8 % in Anwesenheit von pSUP
201-3 mit dem zusitzlichen DNA-Gehalt von 182 % in Anwesenheit von pCMV-GFP,
lasst sich feststellen, dass dieser deutlich ndher an dem DNA-Gehalt von DH5« liegt als
an dem von DH5a-pCMV-GFP. Dies erklart, warum die Konzentrationsunterschiede der
detektierbaren Metabolite des Citratzyklus, der Glykolyse und der Nukleotidbiosynthe-
se innerhalb DH5x und DH5x-pSUP 201-3 geringer ausfallen als zwischen DH5x und
DH5a-pCMV-GFP.

Trotz der Ahnlichkeit beziiglich einiger Metabolitpools existieren aber dennoch Unter-
schiede in der Metabolitzusammensetzung von DH5x und DH5x-pSUP 201-3. Dies
wird anhand einer Hauptkomponentenanalyse deutlich. In den zuvor beschriebenen
Analysen wurden nur die detektierbaren Metabolite des Citratzyklus, der Glykolyse
und der Nukleotidbiosynthese betrachtet, da diese aufgrund der Literatur mit der Nu-
kleotidbiosynthese in Zusammenhang gebracht werden kénnen. Im Rahmen der GC-
MS-Messungen lassen sich noch 40 weitere Metabolite identifizieren, die jedoch nach
derzeitigem Wissensstand nicht mit der Nukleotidbiosynthese in Verbindung gebracht
werden. Um dennoch den Einfluss aller annotierten Metabolite auf die Metabolitzusam-

mensetzung zu untersuchen und so ein Gesamtbild zu bekommen, wurde eine Haupt-
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komponentenanalyse durchgefiihrt (Abb. 9.10). Diese zeigt eine eindeutige Auftrennung
von DH5&, DH5a-pSUP 201-3 und DH5x-pCMV-GFP beziiglich ihres Plasmidgehaltes.
Das Bild der Hauptkomponentenanalyse bestitigt somit die erwartete Unterscheidung
der Stimme anhand ihres Metabolitprofils. Fiir die Metabolomanalysen bedeutet das,
dass es, neben den zuvor betrachteten Metaboliten des Citratzyklus, der Glykolyse und
der Nukleotidbiosynthese noch weitere Metabolite gibt, die bisher nicht mit der Synthe-
se von DNA (insbesondere pDNA), in Verbindung gebracht wurden, aber dennoch zu
der Auftrennung der Stimme in Abhingigkeit ihres Plasmidgehalts in der Hauptkom-
ponentenanalyse beitragen.

Zusammenfassend zeigen die Metabolomanalysen, dass sich die drei Staimme, unter Be-
riicksichtigung aller detektierbaren Metabolite, hinsichtlich ihrer Metabolitprofile deut-
lich voneinander unterscheiden. Betrachtet man nur die detektierbaren Metabolite des
Citratzyklus, der Glykolyse und der Nukleotidbiosynthese zeigen die Stamme DH5x
und DH5a-pSUP 201-3 nur geringe Unterschiede in ihrem Metabolitprofil, grenzen sich
dabei aber deutlich von DH5ax-pCMV-GFP ab. Dabei unterscheiden sich die Stamme
am deutlichsten in den Konzentrationen von Ribose, Ribose-5-phosphat, Xylose, was da-
durch begriindet werden kann, dass Ribose, Ribose-5-phosphat, Xylose die Metabolite
sind, die tiber den Pentosephosphatweg am direktesten mit der Nukleotidbiosynthese in
Verbindung stehen. Da das Metabolom aber nur eine Momentaufnahme der Metabolit-
konzentrationen ist und nur Uberlegungen, keine Aussagen zu den intrazelluldren Me-
tabolitfliissen erlaubt, wurde in dieser Arbeit zusitzlich der intrazellulare Glukosefluss

bei Plasmidproduktionsstimmen mittels '3C-Flussanalysen genauer zu untersucht.

13

12.2 BETRACHTUNG DES INTRAZELLULAREN GLUKOSEFLUSSES VIA C-

FLUSSANALYSEN IN ABHANGIGKEIT DES PLASMIDGEHALTS

Die Untersuchung des intrazelluldren Glukoseflusses mittels '3C-Flussanalysen wur-
de fiir die Plasmidproduktionsstimme W3110-pHN, VH33-pHN, VH33A recA-pHN,
VH33A (recA deoR)-pHN durchgefiihrt. Dafiir wurde zunéchst ein metabolisches Fluss-
model erstellt, welches aus 56 Reaktionen besteht und die Glykolyse, den Pentosephos-
phatweg, den Citratzyklus und die Acetatbildungsreaktionen beinhaltet (Abb. 10.4). Mit
Hilfe des Modells und den experimentellen Daten der '3C-Markierungsexperimente
kann unter Verwendung der OpenFlux-Software in Kombination mit MATLAB,

Mathworks® der intrazellulire Glukosefluss berechnet werden.
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Die Berechnung des intrazelluldren Glukoseflusses wurde fiir zwei Messungen durchge-
fiihrt, die sich in der optischen Dichte der Bakterienkulturen zum Zeitpunkt der Zellern-
te unterscheiden. Die Zellen der ersten Messung wurden in der mittleren exponentiellen
Wachstumsphase geerntet und die der zweiten Messung in der spdten exponentiellen
Wachstumsphase. Das Ziel dieser Flussmessungen war zu untersuchen, ob der Plas-
midgehalt in der Zelle einen Einfluss auf die metabolische Flussverteilung hat. Dabei
lag das Hauptaugenmerk auf der Verteilung des Glukoseflusses auf die Glykolyse und
den Pentosephosphatweg, da tiber den Pentosephosphatweg mit Ribose-5-phosphat ein
wichtiger Baustein zur Synthese von Nukleotiden gebildet wird.

In der folgenden Diskussion der metabolischen Flussmessungen werden nur die Stam-
me W3110-pHN, VH33-pHN und VH33A (recA deoR)-pHN betrachtet. Die Ergebnisse
des Stamms VH33A recA-pHN entsprechen in beiden Messungen nicht den erwarteten
Ergebnissen und sind nicht mit den Daten der anderen Stimme in Einklang zu brin-
gen. Fiir VH33A recA-pHN wurde ein metabolischer Fluss erwartet, der zwischen den
berechneten Fliissen von VH33-pHN und VH33A (recA deoR)-pHN liegt. Bereits vor
der Kultivierung war nicht eindeutig klar, ob es sich bei dem Stamm um den richtigen
VH33A recA-pHN handelt, da es Hinweise gibt, dass der Stamm vor dem Versand von
Mexiko nach Bielefeld von einem Studenten vertauscht wurde. Aufgrund der Ergebnis-
se der Flussmessungen und dem Verdacht, dass es der falsche Stamm sein kénnte, wird
davon ausgegangen, dass es sich nicht um den richtigen Stamm namens VH33A recA-
pHN handelt. Die Ergebnisse von VH33A recA-pHN wurden daher bei der Auswertung
nicht berticksichtigt.

Des Weiteren ist anzumerken, dass der Anteil der aufgenommenen Glukose, der iiber
die Phosphoglukose-Isomerase-Reaktion in die Glykolyse fliefit, grofitenteils von der
Software nicht eindeutig berechnet werden konnte. Dies zeigt sich daran, dass die be-
rechneten Fliisse einen Wert von o % oder 100 % besitzen, was genau den Grenzen
entspricht, innerhalb derer sich die Fliisse bewegen. Dabei entspricht o % der unte-
ren Grenze und 100 % der oberen Grenze. Die entsprechenden Fliisse sind in den

“"

Abbildungen 10.5 und 10.6 mit einem ,*” markiert. Eine Uberpriifung des metabo-
lischen Modells auf etwaige Fehler und die Tatsache, dass die Flussberechnung der
Phosphoglukose-Isomerase-Reaktion bei dem Wildtyptamm W3110 in der ersten Mes-
sung erfolgreich war zeigt, dass das Problem mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht bei
dem metabolischen Modell liegt. Die Ursache fiir die nicht eindeutige Berechnung des

Flusses der Phosphoglukose-Isomerase-Reaktion liegt vermutlich darin, dass die in den
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Messdaten enthaltenen Informationen iiber die Isotopomer-Verteilungsmuster der ge-
messenen Aminosduren nicht ausreichen, um eindeutig identifizieren zu kénnen, iiber
welche metabolischen Fliisse die Aminosduren synthetisiert wurden. Derartige Schwie-
rigkeiten bei der eindeutigen Berechnung von metabolischen Fliissen sind nicht unge-
wohnlich (Wiechert, 2001). Dies gilt insbesondere fiir reversible Reaktionen, zu denen
auch die Reaktion der Phosphoglukose-Isomerase gehort (Wiechert, 2001). Fiir eine ge-
naue Berechnung der intrazelluldren Flussverteilung sind somit weitere Kultivierun-
gen auf '3C-markierter Glukose notwendig, um zusitzliche Informationen {iber die
Isotopomer-Verteilungsmuster der Aminosduren zu erhalten. Daher wird in dieser Ar-
beit aufgrund der Schwierigkeiten bei der Berechnung des metabolischen Flusses der
Phosphoglukose-Isomerase-Reaktion in der folgenden Diskussion nicht ndher auf die
einzelnen prozentualen Werte eingegangen, sondern es wird lediglich untersucht, ob
sich die Stamme W3110-pHN, VH33-pHN und VH33A (recA deoR)-pHN beziiglich ih-
res Glukoseflusses in den Pentosephosphatweg unterscheiden.

Betrachtet man die metabolischen Fliisse der ersten Messung (Abb. 10.5) féllt auf, dass
der Stamm mit der geringsten Plasmidproduktion (W3110-pHN), wie erwartet, auch
den geringsten metabolischen Fluss in den Pentosephosphatweg in Richtung P5P be-
sitzt. Bei den Stammen VH33-pHN und VH33A (recA deoR)-pHN ist der Fluss mit 71.8
% und 67.3 % deutlich hoher. Allerdings wurde fiir die Doppelmutante, im Vergleich zu
VH33-pHN, ein hoherer metabolischer Fluss erwartet, da die Doppelmutante am meis-
ten Plasmid-DNA von allen Staimmen produziert. Der unerwartet hohe Fluss in VH33-
pHN (bzw. der unerwartet niedrige Fluss in VH33A (recA deoR)-pHN) ldsst sich aber
moglicherweise durch die unterschiedlichen Wachstumsraten der Staimme erkldren. Die
untersuchten Stimme wachsen alle unterschiedlich schnell und besitzen verschiedene
Maximum-ODgyo-Werte, an denen die Kulturen stationdr werden. Der Stamm VH33A
(recA deoR)-pHN wichst z. B. deutlich langsamer als VH33-pHN und erreicht eine gerin-
gere Maximum-ODg . Daher ist davon auszugehen, dass die Doppelmutante mit einer
geringeren Wachstumsrate wachst. Nach Kayser ef al. (2005) ist der Glukosefluss in den
Pentosephosphatweg bei kleinen Wachstumsraten geringer, als bei hohen Wachstumsra-
ten (Kayser et al., 2005). Es ist daher moglich, dass VH33A (recA deoR)-pHN bei gleicher
Wachstumsrate wie VH33-pHN einen hoheren Glukosefluss in Richtung Pentosephos-
phatweg zeigen wiirde. Da es sich bei der Kultivierung fiir diese Versuche um eine
Anzucht im Schiittelkolben handelt, war es nicht moglich, alle Stimme auf eine einheit-

liche Wachstumsrate einzustellen, so dass die Ernte-ODg¢o derart gewdhlt wurde, dass
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sich alle Stimme ungefédhr in derselben Wachstumsphase befinden. Das bedeutet, zum
Zeitpunkt der Zellernte wuchsen nicht alle Stimme mit derselben Wachstumsrate, be-
fanden sich aber ungefdhr in derselben Wachstumsphase. Kleine Unterschiede zwischen
den gemessenen und den erwarteten Ergebnissen sind daher mit grofier Wahrscheinlich-
keit durch die uneinheitlichen Wachstumsraten bedingt. Es wiére daher von Vorteil die
Ergebnisse mit einer fed-batch-Kultivierung abzusichern, da man so die Moglichkeit hat
die Zellen bei einer einheitlichen Wachstumsrate zu ernten und keine Unterschiede in
der metabolischen Flussverteilung aufgrund verschiedener Wachstumsraten entstehen
konnen.

Betrachtet man den Glukosefluss in den Pentosephosphatweg der zweiten Messung, fallt
auf, dass der Fluss bei VH33-pHN und VH33A (recA deoR)-pHN im Vergleich zur ersten
Messung deutlich geringer ist. Dies liegt daran, dass der Erntezeitpunkt in der spaten
exponentiellen Wachstumsphase lag, und die Zellen sich schon am Ubergang in die sta-
tiondre Phase befanden. Das bedeutet, dass sie zu diesem Zeitpunkt mit einer kleineren
Wachstumsrate gewachsen sind als bei der ersten Messung. Bei geringen Wachstumsra-
ten ist nach Kayser et al. (2005) auch ein geringerer Glukosefluss in den Pentosephos-
phatweg zu erwarten. Betrachtet man den metabolischen Fluss von W3110-pHN fallt
auf, dass dieser geringfiigig hoher ist, als der metabolische Fluss von VH33-pHN. Dies
lasst sich ebenfalls durch die Wachstumsrate erklaren. Der Stamm W3110-pHN wéchst
von den untersuchten Stimmen am schnellsten und besafs im Vergleich zu den anderen
beiden Stammen zum Zeitpunkt der Zellernte noch eine hohere Wachstumsrate. Man
kann davon ausgehen, dass der Fluss bei W3110-pHN bei gleicher Wachstumsrate klei-
ner ist, als bei VH33-pHN.

Neben dem Fluss in den Pentosephosphatweg in Richtung P5P sind die Fliisse aus ihm
heraus in Richtung Glykolyse von Interesse. Fiir diese Fliisse ldsst sich sowohl fiir Mes-
sung 1, als auch fiir Messung 2 festhalten, dass ungefiahr ein Drittel der Glukose, die in
Richtung P5P fliefit ist, von dort iiber F6P bzw. T3P wieder in die Glykolyse eintritt.
Betrachtet man die metabolischen Fliissen von F6P und T3P entlang der Glykolyse in
Richtung PEP ldsst sich erkennen, dass sie mit steigendem Plasmidgehalt abnehmen.
Dies gilt ebenfalls fiir die Fliisse des Citratzyklus. Ein moglicher Grund dafiir ist, dass
bei einem hoheren Plasmidgehalt ein grofierer Anteil der aufgenommenen Glukose im
Pentosephosphatweg fiir die Synthese von Ribose-5-phosphat verwendet wird und so-
mit weniger von der aufgenommenen Glukose iiber F6P und T3P in die Glykolyse und

anschlieffend in den Citratzyklus fliefit. Allerdings ist bei der Bewertung dieser Fliisse zu
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beriicksichtigen, dass Markierungsexperimente mit 1-'3C-markierter Glukose eine gute
Auflosung der metabolischen Fliissen im oberen Teil der Glykolyse und dem Pentose-
phosphatweg bieten, fiir die Untersuchung des unteren Teils der Glykolyse und des
Citratzyklus jedoch weniger geeignet sind (Wang et al., 2006b). Fiir die Untersuchung
des unteren Teils der Glykolyse und des Citratzyklus versprechen Versuche mit U-'3C-
markierter Glukose eine bessere Auflosung (Wang et al., 2006b).

Trotz kleiner Unterschiede, bedingt durch die ungleichen Wachstumsraten zum Zeit-
punkt der Zellernte, ldsst sich zusammenfassend festhalten, dass die Plasmidproduk-
tionsstimme mit einem hoheren pDNA-Gehalt einen grofleren Glukosefluss in den
Pentosephosphatweg besitzen.

Vor einigen Jahren stellten Wang et al. (2006b) mittels 13C—Flussanalysen, DNA Microar-
rays und Enzymaktivitdtstests fest, dass die Anwesenheit eines ColE1-Plasmids den
Stoffwechsel des E. coli Stamms BL21(DE3) beeinflusst. Dieser Stamm spielt zwar im
Rahmen der Plasmidproduktion keine Rolle, aber dennoch ist es interessant, die Gluko-
sefliisse von den hier untersuchten Plasmidproduktionsstimmen mit denen von einem
Nicht-Produktionsstamm zu vergleichen.

Bei ihren Markierungsexperimenten verwendeten Wang et al. (2006b) einen ColE1-
Plasmid mit zwei Replikationsurspriingen als high copy-Plasmid mit einer Kopienzahl
von 410 (Wang et al., 2006b). Die Plasmidkopienzahl ist dabei jedoch mit Vorsicht zu
betrachten, da sie anhand der gemessenen DNA-Konzentration des klaren Zelllysats
bestimmt wurde. Es ist davon auszugehen, dass in dem klaren Zelllysat noch chromoso-
male DNA-Verunreinigungen vorhanden waren, die mitgemessen und falschlicherweise
als Plasmid-DNA angesehen wurde. Aus diesem Grund wird die tatsdchliche Kopien-
zahl des von Wang et al. (2006b) verwendeten high copy-Plasmids mit grofSer Wahrschein-
lichkeit geringer sein, als angegeben, so dass auch der Bedarf an Ribose-5-phosphat fiir
die pDNA-Synthese geringer sein wird. Dies sollte man bei Vergleich der metabolischen
Fliisse im Hinterkopf behalten. Aber trotz der moglicherweise nicht exakt bestimmten
Plasmidkopienzahl lohnt sich ein Vergleich der Ergebnisse von Wang et al. (2006b) mit
den fiir die Stamme W3110-pHN, VH33-pHN, und VH33A (recA deoR)-pHN berech-
neten metabolischen Fliissen. Bei diesem Vergleich wird nur der Glukosefluss in den
Pentosephosphatweg in Richtung P5P betrachtet, da dieser fiir die Plasmidproduktion
von besonderer Bedeutung ist. Wang et al. (2006b) bestimmten den metabolischen Fluss
fiir einen high copy plasmidtragenden BL21(DE3)-Stamm fiir zwei Wachstumsraten, die

denen einer friihen stationdren Phase entsprechen. Bei 1=0.29 h—! bestimmten sie einen
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Glukosefluss von 12 % und bei p=0.2 h~! einen Fluss von 11 % (Wang et al., 2006b). Im
Vergleich zu den in dieser Arbeit bestimmten Glukosefliissen in den Pentosephosphat-
weg fiir W3110-pHN, VH33-pHN, und VH33A (recA deoR)-pHN (Abb. 10.5 und 10.6), ist
der Fluss in dem Nicht-Plasmidproduktionsstamm BL21(DE) deutlich geringer. Obwohl
das von Wang et al. (2006b) verwendete high copy-Plasmid mit grofler Wahrscheinlichkeit
eine geringere Kopienzahl besitzt, als das in dieser Arbeit verwendete pHN-Plasmid
und obwohl die Wachstumsraten nicht exakt tibereinstimmen, ist der Unterschied im
Glukosefluss so deutlich, dass man dennoch davon ausgehen kann, dass die Plasmidpro-
duktionsstimme aufgrund ihres hoheren Plasmidgehalts einen grofseren Glukosefluss in
den Pentosephosphatweg besitzen, als der Nicht-Plasmidproduktionsstamm BL21(DE).
Das bedeutet, der Plasmidgehalt einer Zelle hat einen Einfluss auf den Anteil der aufge-
nommenen Glukose, der in den Pentosephosphatweg einfliefst und zur pDNA-Synthese
verwendet wird.

Bei abschliefender Betrachtung der '3C-Flussmessungen zusammen mit den Metabo-
lomanalysen ldsst sich festhalten, dass der Plasmidgehalt einer Zelle einen Einfluss
auf ihre Stoffwechselprozesse hat. Dies wird sowohl anhand der Metabolomanalysen
durch Unterschiede in den Metabolitpools, als auch anhand der 13 C-Flussmessungen
durch Unterschiede im Glukosefluss deutlich. Bei der Untersuchung des Metaboloms
waren insbesondere Unterschiede in den Konzentrationen der Pentosen Ribose, Ribose-
5-phosphat und Xylose zu messen. Die '3C-Flussmessungen deuten daraufhin, dass die
Plasmidproduktionsstimme mit einem hoheren pDNA-Gehalt einen grofieren Glukose-
fluss in den Pentosephosphatweg besitzen. Diese Ergebnisse werden durch die theore-
tische Berechnung unterstiitzt, dass man in Anwesenheit eines durchschnittlich grofsen
high copy Plasmids (4600 bp) mit einer Kopienzahl von 1000 Plasmiden eine Erhohung
des metabolischen Flusses in die ANTP-Synthese um 100 % erwarten wiirde, da der da-
durch entstehende zusitzliche dNTP-Bedarf ungefdhr die Grofie eines E. coli-Genoms

ausmachen wiirde. (1000 x 4600 bp = 4600 kb = 1 E. coli-Genom).

12.3 FAZIT UND AUSBLICK

In dieser Arbeit ist ein mathematisches Modell zur Simulation der ColE1-
Plasmidreplikationskontrolle fiir einen low copy und einen high copy Plasmid erstellt
worden. Mit Hilfe des Modell wurde gezeigt, dass das Einfiigen des Leucin-tRNA-WT-

Gens in das DH5-Chromosom die Plasmidproduktion in silico erhéht. Diese Vorhersage
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wurde durch erste Versuche im Labor im Rahmen der Masterarbeit von Sebastian Wiebe
bestatigt, wobei diese Ergebnisse noch durch weitere Experimente abzusichern sind. Zei-
gen diese Experimente ebenfalls eine Erthohung der Plasmidkonzentration aufgrund des
Leucin-tRNA-WT-Gens, hat der Kooperationspartner dieses Promotionsprojektes (Plas-
mid Factory, Bielefeld) grofes Interesse daran, den Stamm DH5«-Leucin-tRNA-WT™ in
einem industriellen Produktionsprozess zu testen.

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit die Plasmidreplikation auf Metabolomebene durch
Metabolitprofilanalysen und '3C-Flussmessungen untersucht. Dabei wurde anhand ei-
ner Hauptkomponentenanalyse gezeigt, dass sich die untersuchten Stamme aufgrund
ihres Plasmidgehalts hinsichtlich ihrer Metabolitprofile deutlich voneinander unterschei-
den. Besonders deutlich wurde dies bei Betrachtung der Konzentrationen von Ribose,
Ribose-5-phosphat und Xylose. Mit Hilfe der '3C-Flussmessungen wurde untersucht,
ob der Plasmidgehalt in der Zelle einen Einfluss auf die metabolische Flussverteilung
hat. Dabei wurde der Glukosefluss in drei Plasmidproduktionsstimmen niher betrach-
tet, wobei der Fokus auf der Verteilung des Glukoseflusses auf die Glykolyse und den
Pentosephosphatweg lag, da tiber den Pentosephosphatweg mit Ribose-5-phosphat ein
wichtiger Baustein zur Synthese von Nukleotiden gebildet wird. Die Ergebnisse der
13C-Flussmessungen deuten daraufhin, dass die Plasmidproduktionsstimme mit einem
hoheren pDNA-Gehalt einen grofieren Glukosefluss in den Pentosephosphatweg auf-
weisen. Wie in der Diskussion ausfiihrlich beschrieben, gibt es derzeit aufgrund feh-
lender Informationen beziiglich der Isotopomer-Verteilungsmuster der Aminosduren
noch Schwierigkeiten den Glukosefluss tiber die Phosphoglukose-Isomerase-Reaktion
in die Glykolyse eindeutig zu berechnen. Um diese Schwierigkeiten zu beheben, soll-
te die Kultivierung der Stamme mit 13C-markierter Glukose optimiert werden, indem
man von der Schiittelkolbenkultivierung auf eine Fed-Batch-Kultivierung umstellt. Diese
Art der Kultivierung erfolgt unter besser kontrollierbareren Bedingungen. Ein weiterer
Vorteil der Fed-Batch-Kultivierung ist die Moglichkeit der Zellernte bei einer einheitli-
chen Wachstumsrate, so dass keine Unterschiede in der metabolischen Flussverteilung
aufgrund verschiedener Wachstumsraten entstehen. Im Anschluss an die Kultivierung
wird das Isotopomer-Verteilungsmuster der Aminosduren gemessen, wobei auch hier
tiber eine Optimierung des Derivatisierungsprotokolls nachzudenken ist, so dass neben
den bisher detektierten Aminosduren noch weitere Aminosduren gemessen werden kon-
nen. Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass im Rahmen von Metabolitprofilanaly-

sen und '3C-Flussmessungen gezeigt werden konnte, dass der Plasmidgehalt einer Zelle
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einen Einfluss auf die Metabolitzusammensetzung und den intrazelluldren Glukosefluss
hat.

Aufgrund des in dieser Arbeit gezeigten Einflusses des Plasmidgehalts auf den Stoff-
wechsel der Zelle, wére fiir die Fortsetzung dieser Arbeit die Erweiterung des Modells
um die Metabolomebene, z. B. durch die Verfiigbarkeit von Nukleotiden, ein interessan-
ter Aspekt. Eine Moglichkeit dies umzusetzen wire, in die Reaktion der Plasmidreplika-
tion (hier Reaktion 7) Nukleotide als zusatzliches Substrat hinzuzufiigen sowie Reaktio-
nen zur Synthese und Degradierung der Nukleotide zu definieren. Auf diese Weise lie-
e sich tiber die Nukleotidkonzentration die Verfiigbarkeit von Nukleotiden simulieren
und deren Zusammenhang mit der Plasmidreplikationskontrolle durch die regulatori-
schen RNA-Molekiile namens RNAI und RNAII sowie die Regulation durch unbeladene

tRNA-Molekiile in silico eingehender untersuchen.
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