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Abstract

13C metabolic flux analysis is an important tool in metabolic engineering. Starting point of this
study was the fact that broad application of **C metabolic flux analysis, e. g. in analysis of
industrial relevant batch and fed batch processes as well as in studies with mammalian cell
cultures, as yet is limited by the fact that predominantly GC-MS and NMR analytical methods
are applied for quantification of proteinogenic amino acids. Because of large time constants
due to small protein turnover rates quasi steady state conditions are not achieved within a
sufficiently short time period as is required for metabolic flux analysis. Hence, this approach
is mainly applied to chemostat cultivations. Alternatively, an elaborate bioreactor design
becomes necessary (Drysch et al., 2004). Aside from long labeling times, high total costs are
involved. Only recently, LC-MS analytical methods enable direct assessment of labeling
patterns of intracellular metabolites from central carbon metabolism (van Winden et al.,
2005). By reason of high metabolite turnover rates time required to perform **C labeling
experiments can be substantially reduced. Also, range of possible applications of *C
metabolic flux analysis can be extended by this means.

In the context of this thesis isotopic instationary labeling data from isotopic transient phase
were used for identification of intracellular metabolic flux distribution in E. coli for the first
time. For this purpose data on intracellular metabolite concentrations and relative mass
isotopomer distributions are required. Within the scope of this work experimental, analytical
and computational tools for isotopic instationary **C metabolic flux analysis were developed
and applied.

For short-time *C labeling experiments rapid sampling techniques are needed. Therefor, a
novel integrated sampling procedure was designed and adjusted to requirements of LC-MS
analytical method. Unit operations sample transfer, quenching, metabolite extraction, and
sample conditioning were achieved by indirect short-time heat treatment using a coiled single
tube heat exchanger without any addition of chemical reagents. Thus, total number of unit
operations was reduced. Reproducibility was enhanced by automation. Time needed to
perform all necessary unit operations was shortened to 30 s per sample. Moreover, a LC-MS
analytical method for quantification of intracellular metabolite concentrations and mass
isotopomer distributions under isotopic stationary and isotopic instationary conditions was
developed. GC-MS based quantification of free and proteinogenic amino acids was carried
out for validation purposes and for acquisition of supplementary measurement data. In

addition to a suitable rapid sampling procedure and a LC-MS analytical method, novel
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approaches are also required for simulation of **C labeling experiments and flux estimation.
At this, the system of isotopomer balance equations was automatically generated, and the
resulting nonlinear, stiff, and coupled differential equation system was solved by numerical
integration. The extrapolation integrator LIMEX proved to be suitable for numerically stable
integration. Furthermore, data from isotopic transient phase can be considered for
subsequent flux estimation. For optimization the evolutionary algorithm JavaEvA was used.
Developed experimental, analytical, and computational methods were applied to isotopic
instationary **C metabolic flux analysis in E. coli W3110 at D = 0.1 h™". At first, investigated E.
coli strain was physiologically characterized. In a next step, intracellular metabolite con-
centrations at steady state and after a stimulus-response experiment were quantitatively
determined by LC-MS. Likewise, isotopic stationary and isotopic instationary mass
isotopomer distributions of metabolites from central carbon metabolism were quantified by
LC-MS. Determination of labeling patterns of free and proteinogenic amino acids was
performed by GC-MS. In the following LC-MS and GC-MS data sets were used in isotopic
instationary and isotopic stationary **C metabolic flux analysis in E. coli. LC-MS based
isotopic instationary *C metabolic flux analysis was successfully applied in determination of
intracellular flux distribution in glycolysis, pentose phosphate pathway, and citric acid cycle.
As important results, flux distribution at G6P node (normalized to glucose influx) was
determined to 55% : 44%, and only minor activity of 4% was detected for malic enzyme.
These results were in good agreement with conducted LC-MS and GC-MS based isotopic
stationary *C metabolic flux analysis, as well as with literature data.

Altogether, application of the developed approach - comprising a novel integrated sampling
procedure, a LC-MS analytical method, and isotopic instationary **C metabolic flux analysis -
appears promising for issues concerning metabolic engineering, bioprocess analysis and
development, high throughput screening, and systems biology research. The extended range
of potential applications can be attributed to the fact that the introduced approach makes use

of existing small time constants in metabolite turnover.
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Zusammenfassung

Die *C-Stoffflussanalyse ist ein wichtiges Werkzeug im Metabolic Engineering. Ausgangs-
punkt dieser Arbeit war der Umstand, dass eine breitere Anwendung der **C-Stofffluss-
analyse, z. B. bei der Analyse der industriell relevanten Prozessfiihrungen Batch und Fed
Batch sowie bei tierischen Zellkulturen, bisher insbesondere wegen der eingesetzten GC-MS
und NMR basierten Analyse proteinogener Aminosduren beschrankt ist. Aufgrund der
grol3en Zeitkonstanten infolge eines kleinen Protein-Turnover wird ein quasi-stationarer
Zustand in einem fur die Stoffflussanalyse interessanten Zeitbereich nicht erreicht. Daher
wird diese Vorgehensweise vor allem bei der kontinuierlichen Prozessfihrung verwendet.
Alternativ missen aufwandige Reaktorkonzepte eingesetzt werden (Drysch et al., 2004).
AulRerdem bedeutet die erforderliche lange Markierungsdauer hohe experimentelle Kosten.
Mittels LC-MS Analysemethoden ist es seit kurzem mdoglich, intrazellulare Markierungs-
informationen auch direkt auf der Ebene der Metabolite des zentralen Kohlenstoffwechsels
zu erheben (van Winden et al., 2005). Wegen des groRen Metabolit-Turnover kann auf diese
Weise die Zeitdauer eines Markierungsexperimentes erheblich reduziert und damit das
Anwendungsspektrum der *C-Stoffflussanalyse erweitert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten erstmals Messinformationen aus der isotopisch instatio-
naren Markierungsdynamik zur ldentifikation der intrazellularen Stoffflussverteilung in E. coli
genutzt werden. Daflir werden Messinformationen zu Absolutkonzentrationen und relativen
Massenisotopomerenanteilen benétigt. Firr diesen Ansatz der isotopisch instationaren **C-
Stoffflussanalyse wurden experimentelle, analytische und rechnergestiitzte Verfahren
entwickelt und eingesetzt.

Die Durchfihrung von Kurzzeit-'*C-Markierungsexperimenten erfordert schnelle Probe-
nahmetechniken. Hierfir wurde ein neuartiges, auf die LC-MS Analytik abgestimmtes
integriertes Probenahmeverfahren entwickelt. Da die Grundoperationen Probentransfer,
Abstoppen des Metabolismus, Metabolitextraktion und Probenaufarbeitung indirekt in einem
Kapillar-Rohrwendel-Warmeubertrager ohne jeden Zusatz chemischer Reagenzien erfolgten,
konnte die Anzahl der Grundoperationen verringert und durch Automatisierung die Repro-
duzierbarkeit verbessert werden. Der Zeitbedarf zur Durchfiihrung dieser Schritte wurde auf
30 s je Probe reduziert. Des Weiteren wurde eine LC-MS Analysemethode fir die Quanti-
fizierung von intrazellularen Absolutkonzentrationen und von Massenisotopomeren im iso-
topisch stationdren und isotopisch instationdren Zustand entwickelt. Zur Validierung und

Erganzung der LC-MS basierten Bestimmung von Massenisotopomeren wurden GC-MS
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basierte Messungen freier und proteinogener Aminosauren durchgefiuihrt. Neben einer
geeigneten schnellen Probenahmetechnik und einer LC-MS Analysemethode werden fiur die
isotopisch instationdre *C-Stoffflussanalyse auch neue Ansatze in der Simulation von **C-
Markierungsexperimenten und fur die Flussschatzung benétigt. Hierfir wurden die Bilanz-
gleichungen des Isotopomerenmodells des untersuchten Reaktionsnetzwerkes automatisiert
generiert und das resultierende nichtlineare, gekoppelte und steife Isotopomeren-
Differentialgleichungssystem numerisch integriert. Als besonders geeignet fir eine
numerisch stabile Integration erwies sich der Extrapolationsintegrator LIMEX. Dieser kann
aul3erdem isotopisch instationare Messdatensatze fir die nachfolgende Flussschéatzung
bertcksichtigen. Fur die Optimierung wurde der Evolutionsalgorithmus JavaEvA verwendet.
Die entwickelten experimentellen, analytischen und rechnergestitzten Verfahren wurden fir
die Ermittlung der intrazellularen Stoffflussverteilung in E. coli W3110 bei D = 0.1 h™ ange-
wendet. Zunachst wurde dieser Stamm physiologisch charakterisiert. In einem néachsten
Schritt wurden intrazellulare Metabolitkonzentrationen im steady state und nach einem
stimulus-response Experiment mittels LC-MS quantitativ bestimmt. Ebenfalls mit LC-MS
wurden isotopisch stationare und isotopisch instationare Massenisotopomerenverteilungen
von Metaboliten des zentralen Kohlenstoffwechsels quantifiziert. Die Bestimmung der
Markierungsmuster freier und proteinogener Aminoséauren erfolgte mit GC-MS. Die LC-MS
und GC-MS Datenséatze wurden im Folgenden zur Durchfiihrung von isotopisch instationdren
und isotopisch stationaren *C-Stoffflussanalysen in E. coli verwendet. Die LC-MS basierte
isotopisch instationare '°C-Stoffflussanalyse wurde erfolgreich zur Ermittlung der intra-
zellularen Stoffflussverteilung in den zentralen Kohlenstoffwechselwegen Glykolyse,
Pentosephosphat-Weg und Tricarbonsdure-Zyklus eingesetzt. Als wesentliche Ergebnisse
wurden eine Flussverteilung (bezogen auf die Glucoseaufnahmerate) am G6P-Knoten
zwischen Glykolyse und Pentosephosphat-Weg von 55% : 44% sowie mit 4% nur eine
geringe Aktivitit des Malatenzyms bestimmt. Diese Resultate waren in guter Uberein-
stimmung mit den gleichfalls durchgefuhrten LC-MS und GC-MS basierten isotopisch
stationaren **C-Stoffflussanalysen sowie Literaturwerten.

Insgesamt ist die Anwendung der entwickelten Methodik bestehend aus integriertem Probe-
nahmesystem, LC-MS Analysemethode und isotopisch instationarer **C-Stoffflussanalyse
aussichtsreich fir die Bearbeitung von Fragestellungen im Metabolic Engineering, in der Bio-
prozessanalyse und -entwicklung, im Hochdurchsatzscreening und fur systembiologische
Untersuchungen. Dieses erweiterte Spektrum potentieller Anwendungen wird maf3geblich

durch die Nutzung der kleinen Zeitkonstanten beim Metabolit-Turnover ermdglicht.
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1 Einleitung

Die metabolische Stoffflussanalyse hat sich zu einem wichtigen Werkzeug im Metabolic
Engineering entwickelt (Stephanopoulos et al., 1998; Nielsen, 2001; Wiechert, 2001;
Wiechert et al., 2005). Sie hat die Quantifizierung intrazellularer Raten in den zentralen
Kohlenstoffwechselwegen von Prokaryonten und Eukaryonten zum Gegenstand (Wiechert,
2001). Die Analyse der intrazellularen Stoffflussverteilung bzw. des Fluxoms ist neben der
Analyse von Genom, Transkriptom, Proteom und Metabolom (Reed et al., 2003; Bro et al.,
2004; Park et al., 2005) eine Methode zur Analyse komplexer biologischer Systeme. Da die
intrazellulare Stoffflussverteilung eine Funktion von Genexpression, Enzymaktivitaten,
posttranslationalen Proteinmodifikationen und von Protein-Metabolit-Wechselwirkungen
darstellt, ist deren Informationsgehalt besonders grof3 (Nielsen, 2003). Die Raten in einem
biochemischen Reaktionsnetzwerk hdngen ab von Aktivitat und Menge der die Umsetzungen
katalysierenden Enzyme, von spezifischen Enzymeigenschaften (Affinitdten von Substraten
und Produkten, Einfluss von Effektoren) und von den Konzentrationen der Reaktionspartner
(Metabolite), so dass die metabolische Stoffflussanalyse einen wichtigen Beitrag zur Auf-
klarung von Regulationsmechanismen in metabolischen Reaktionsnetzwerken leistet
(Nielsen, 2003; Shimizu, 2004). Die metabolische Flussanalyse ermdglicht zudem, das
Potential metabolischer Stoffwechselleistungen zu diagnostizieren, Auswirkungen von
genetischen Modifikationen zu untersuchen und Targets fir genetische Eingriffe zu
identifizieren (Wiechert et al., 2005). Durch die Ermittlung einer stationaren Stofffluss-
verteilung stellt die metabolische Flussanalyse dariber hinaus einen wichtigen Ausgangs-
punkt fir dynamische Modelle (Chassagnole et al., 2002) und fur ein rationales
metabolisches Design dar (Fell, 1996; Hatzimanikatis et al., 1998; Visser et al., 2003;
Schmid et al.,, 2004). Zielsetzungen des Einsatzes experimenteller und analytischer
Methoden (z. B. Analyse von Genom, Transkriptom, Proteom und Metabolom), molekular-
biologischer Methoden (z. B. rekombinante DNA Technologie) und rechnergestitzter
Methoden (z. B. topologische Analyse, metabolische Stoffflussanalyse und Metabolic Control
Analysis fur Analyse und Design biochemischer Reaktionsnetzwerke in silico) mit Blick auf
die Anwendung in der Weil3en Biotechnologie sind, das Substratspektrum der eingesetzten
Mikroorganismen zu erweitern, Ausbeute und/oder Produktivitat zu erh6hen, durch
Modifikation von bestehenden Stoffwechselwegen bzw. Integration neuer Stoffwechselwege
neue Produkte herzustellen und die heterologe Proteinproduktion zu ermdéglichen bzw. zu

optimieren (Stephanopoulos et al., 1998; Nielsen, 2001; Koffas et al., 2005). Die Methoden
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des Metabolic Engineering wurden zur Herstellung von Aminosauren wie Glutamat, Lysin,
Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin und Cystein, von organischen S&uren wie Milchséaure,
Gluconsaure und Zitronensaure, von Alkoholen wie Ethanol und 1,3-Propandiol, von
Sekundarmetaboliten und von Vitaminen wie Ascorbinsaure (Vitamin C) und Riboflavin
(Vitamin B,) eingesetzt (Cameron et al., 1998; Altaras et al., 1999; Chotani et al., 2000;
Stahmann et al.,, 2000; Nielsen, 2001; Georgi et al., 2005). Neben der rationalen
Stammentwicklung fur die biotechnologische Stoffproduktion (Stafford et al., 2001; Koffas et
al., 2005) rucken nun verstarkt systembiologische und pharmazeutische Fragestellungen in
das Blickfeld (Borodina et al., 2005; Raab et al., 2005; Rajasethupathy et al., 2005).

1.1 Stand des Wissens

Bei der metabolischen Flussanalyse sind die Ansatze der stéchiometrischen Flussanalyse
und der *3C-Stoffflussanalyse zu unterscheiden. Die stéchiometrische Flussanalyse (Varma
et al., 1994; van Heijden et al., 1994a; Nielsen et al., 1994) basiert auf der Bilanzierung von
Metaboliten. Da metabolische Reaktionsnetzwerke in der Regel unterbestimmt sind
(Wiechert, 2001), mussen zur Berechnung intrazellularer Raten bei der stéchiometrischen
Flussanalyse Substrataufnahme- und Produktbildungsraten gemessen werden. Aul3erdem
sind weitere Annahmen hinsichtlich des Reaktionsnetzwerkes, z. B. bei parallelen
Stoffwechselwegen und metabolische Zyklen, sowie bei bilanzierten Komponenten zu treffen
(Bonarius et al., 1997). Problematisch ist insbesondere die Bilanzierung von Kofaktoren und
Nukleotiden und die damit verbundenen Unsicherheiten wie nicht schlieende Bilanzen von
NADH und NADPH (Marx et al., 1996), unbekannte Transhydrogenaseaktivitdt (Emmerling
et al., 2002), nicht vollstandig geklarte ATP-Ausbeute bei der Regeneration von (NADH+H")
in der Atmungskette (Sauer et al., 1999) und das Vorhandensein sogenannter futile cycles
bei den anaplerotischen Reaktionen (Petersen et al., 2000).

Dem Problem der Unterbestimmtheit begegnet die Flux Balance Analysis (Edwards et al.,
1999) durch Ermittlung der gesuchten intrazellularen Flussverteilung aus einer linearen
Optimierung. Die Schwierigkeit besteht dabei darin, eine geeignete Zielfunktion wie
Maximierung von Biomassewachstums- oder Produktbildungsrate zu finden (Schilling et al.,
2000).

Einen anderen Weg geht die **C-Stoffflussanalyse (Nielsen et al., 1994:; Stephanopoulos et
al., 1998). Diese basiert auf der Bilanzierung von Markierungszustanden (sogenannter
Isotopomere) einzelner C-Atome von Metaboliten bzw. Stoffwechselprodukten. Dabei ist in
einem ersten Schritt das biochemische Reaktionsmodell auf C-Atom Ebene der beteiligten

Reaktionspartner zu formulieren. Im nachsten Schritt wird die **C-Markierungsverteilung des
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durchgefiihrten '*C-Markierungsexperimentes in dem untersuchten Reaktionsnetzwerk
simuliert. Im letzten Schritt werden die gesuchten intrazellularen Fliisse unter Einhaltung der
Stochiometrie optimiert, wobei als Zielfunktion meist die Fehlerquadratsumme zwischen
experimentell ermittelter und simulierter **C-Markierungsverteilung minimiert wird. Im
Gegensatz zur stochiometrischen Flussanalyse muss die gesuchte intrazellulare Fluss-
verteilung bei der *C-Stoffflussanalyse durch Lésen eines nichtlinearen Gleichungssystems
ermittelt werden d. h. im isotopisch stationdren Fall ist zur Berechnung der intrazellularen
Raten ein nichtlineares Inversenproblem zu l6sen (Marx et al., 1996).

Die **C-Stoffflussanalyse ist zur Identifikation von Stoffwechselwegen geeignet (Marx et al.,
1996). Sie ermdglicht zudem die Aufldsung paralleler Stoffwechselwege, metabolischer
Zyklen und eingeschrankt auch reversibler Reaktionen (Wiechert, 2001). Der Vorteil dieses
Ansatzes besteht darin, dass das Isotopomeren-Bilanzgleichungssystem in Bezug auf die
gesuchten intrazellularen Raten Uberbestimmt ist, so dass auf die problematische
Bilanzierung von Kofaktoren und Nukleotiden verzichtet werden kann.

Fir die Durchfiihrung von *C-Stoffflussanalysen miissen jedoch neben der Stdchiometrie
auch die C-Atom Transitionen aller Reaktionen in dem betrachteten Reaktionsnetzwerk
bekannt sein. Unter Verwendung von C-Atom-Zuordnungsmatrizen (Zupke et al., 1994)
kénnen die Isotopomeren-Zuordnungsmatrizen (Schmidt et al., 1997) berechnet und damit
Isotopomeren-Bilanzgleichungssysteme generiert werden. Die Modellierung eines
Reaktionsnetzwerkes in der allgemeinsten Form als Isotopomerenmodell ist insofern
zweckmalRig, als auf diese Weise Messdaten unterschiedlicher Analysetechniken wie NMR
oder Massenspektrometrie integriert werden kénnen. Jedoch wird die Anwendung der **C-
Stoffflussanalyse auf grof3skalige metabolische Reaktionsnetzwerke durch mangelnde
Verfugbarkeit bengtigter C-Atom Transitionen, auf Metabolite des zentralen Kohlen-
stoffwechsels einschlie3lich Aminosdurensynthesen begrenzte Messinformation und den
rechentechnischen Aufwand bei Modellerstellung, Simulation und Optimierung, insbesondere
bei mehrmolekularen Reaktionen und Makromolekdlen, limitiert.

Zur Ermittlung intrazellularer Stoffflussverteilungen bei '*C-Markierungsexperimenten
existieren verschiedene Ansatze. Zur Berechnung von isotopisch stationaren Isotopomeren-
verteilungen werden schon seit langerem iterative L&sungsverfahren wie Gauss-Seidel-
Verfahren (Zupke et al., 1994) und modifizierte Jakobi-lterationsverfahren (Schmidt et al.,
1999a) eingesetzt. Eine analytische Losung im isotopisch stationdren Fall erlaubt die
Formulierung von Isotopomeren-Bilanzgleichungssystemen auf Basis sogenannter
Cumomere (Wiechert et al., 1999).

Eine weitere Mdoglichkeit besteht darin, das Isotopomeren-Bilanzgleichungssystem durch
numerische Integration zu I6sen (Schmidt et al., 1999a; Wittmann et al., 1999; Wittmann et

al., 2002b). Nur die numerische Integration ist geeignet, isotopisch instationdre Messdaten
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aus dem isotopisch instationdren Markierungsaufbau als zusatzliche Messinformationen fir
die Flussschatzung zu nutzen. Eine instationdre metabolische Flussanalyse wurde von
Wiechert (Wiechert et al., 2005) vorgeschlagen. Als Grinde fir eine bisher ausgebliebene
Umsetzung koénnen zum einen die eingesetzten Analysetechniken wie NMR und GC-MS
genannt werden, die zwar die Quantifizierung von Markierungsmustern der proteinogenen
Aminosauren ermoéglichen, nicht jedoch der Metabolite des zentralen Kohlenstoffwechsels,
aulRerdem rechentechnische Beschrankungen bei dynamischer Simulation und Optimierung.
Unabhéngig von der Ldsungsstrategie von Isotopomeren-Bilanzgleichungssystemen werden
wegen der gekoppelten, nichtlinearen Gleichungsstruktur die intrazellularen Raten mittels
Parameterschatzverfahren ermittelt, die auch eine Evaluierung von Daten aus gréf3eren
Netzwerken ermoglichen (Wiechert et al., 1997b; Isermann et al., 2003; van Winden et al.,
2005). Eingesetzt hierfur wurden Evolutionare Algorithmen (Schmidt et al., 1999a; Dauner et
al., 2001a), Simulated Annealing (Schmidt et al., 1999a; Dauner et al., 2001a) und Methoden
der restringierten nichtlinearen Optimierung wie die Sequentielle Quadratische
Programmierung (Wittmann et al., 2002b; van Winden et al., 2005).

Der Ubergang von der isotopisch stationaren *C-Stoffflussanalyse zu einer isotopisch
instationaren *C-Stoffflussanalyse, die Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist, erfordert
auch den Einsatz anderer Analysetechniken. Unter isotopisch instationdrer **C-Stofffluss-
analyse soll hier eine '*C-Stoffflussanalyse verstanden werden, bei der *C-Markierungs-
experimente nicht nur mittels numerischer Integration dynamisch simuliert werden, sondern
auch Messinformationen aus der isotopisch instationdren Markierungsdynamik fir die
Identifikation der intrazellularen Stoffflussverteilung genutzt werden. Die fur die *C-
Stoffflussanalyse bisher Gberwiegend verwendeten Analysetechniken wie NMR (Malloy et
al., 1988; Szyperski, 1995; Marx et al., 1996) und GC-MS (Park et al., 1997; Christensen et
al., 1999; Dauner et al., 2000; Fischer et al., 2003) unterscheiden sich gegeniber den erst
seit kurzem zur Quantifizierung von Markierungsmustern eingesetzten LC-MS Technologien
(van Winden et al., 2005) vor allem in den in vivo Zeitkonstanten der zu analysierenden
Stoffwechselprodukte.

Bei NMR und GC-MS werden die Markierungsmuster der proteinogenen Aminosauren
analysiert, d. h. maf3geblich ist der Turnover der Proteine mit entsprechend groRen Zeit-
konstanten. Dies hat zur Folge, dass die Markierungsdauer entsprechend lang gewahlt
werden muss, wodurch **C-Markierungsexperimente wegen der einzusetzenden Substrate
sehr teuer werden. Wegen der grof3en Zeitkonstanten wird diese Vorgehensweise bevorzugt
bei der kontinuierlichen Prozessfuhrung eingesetzt (Marx et al., 1996; Dauner et al., 2001a;
Christensen et al., 2002; Shimizu, 2004). Beispielsweise betragt bei einer Verdinnungsrate

von D = 0.1 h'* der Turnover von Proteinen 10 h.
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Mit LC-MS erfolgt dagegen eine unmittelbare Quantifizierung der Massenisotopomere von
Metaboliten des zentralen Kohlenstoffwechsels. Bei typischen Zeitkonstanten von ungefahr
0.01 h (Wiechert et al., 2005) kann die Markierungsdauer erheblich reduziert werden.

Bei der "*C-Stoffflussanalyse haben sich die MS-Techniken gegenilber den NMR-Techniken
wegen hoherer Sensitivitdt und des geringeren experimentellen Aufwandes durchgesetzt
(Wiechert, 2001; Wiechert et al., 2001; Wiechert et al., 2005).

Wahrend es sich bei GC-MS um etablierte, robuste Analyseverfahren handelt (Christensen
et al., 1999), die auf in hohen Konzentrationen intrazellular vorliegenden Proteinen basieren,
werden LC-MS Technologien erst seit kurzem zur Bestimmung von Absolutkonzentrationen
(Buchholz et al.,, 2001; Lange et al., 2001; Mashego et al., 2004) und von Massen-
isotopomeren (van Winden et al., 2005) eingesetzt, da einerseits die Metabolite des
zentralen Kohlenstoffwechsels in vivo nur in sehr niedrigen Konzentrationen vorliegen und
andererseits gekoppelte LC-MS Systeme wegen der benétigten lonisierung und Uberfiihrung
von Analyten von der Flissig- in die Gasphase fir Routineanwendungen in der
Metabolitanalytik noch nicht etabliert sind.

Gegenuber GC-MS kénnen bei LC-MS mit einer Analysemethode Absolutkonzentrationen
und Massenisotopomerenverteilungen von Metaboliten des zentralen Kohlenstoffwechsels
guantifiziert werden. Eine aufwéndige Probenaufarbeitung ist dabei nicht erforderlich. Da die
Analyse direkt auf der Ebene der Metabolite stattfindet, entfallt auch das Problem unter-
schiedlicher Zeitskalen beim Turnover von Metaboliten, freien Aminosauren und Proteinen
(Wiechert et al., 2005).

Mit LC-MS st prinzipiell der isotopisch instationédre als auch der isotopisch stationare
Zustand unmittelbar zuganglich. Gelingt es, dieses isotopisch instationare Ubergangs-
verhalten messtechnisch zu erfassen, so kdnnen diese zusatzlichen Messinformationen fir
die Identifikation der intrazellularen Stoffflussverteilung verwendet werden. Auf diese Weise
kann zum einen die Gite der Flussschatzung verbessert werden, zum anderen ist
gegebenenfalls eine weitere Verkirzung der Markierungsdauer maglich.

Da fiir die isotopisch instationare *C-Stoffflussanalyse intrazelluldre Absolutkonzentrationen
und relative Massenisotopomerenverteilungen bendtigt werden, sind wegen des hohen
Turnover intrazellularer Metabolite schnelle Probenahmeverfahren erforderlich (Theobald et
al., 1993; Schaefer et al., 1999; Lange et al., 2001; Buziol et al., 2002; Chassagnole et al.,
2002; Visser et al., 2002; Wittmann et al., 2004b; van Winden et al., 2005).

Vorteile der LC-MS basierten isotopisch instationaren *C-Stoffflussanalyse ergeben sich vor
allem hinsichtlich der Anwendung. So ist diese Vorgehensweise in besonderer Weise zur
Analyse der industriell relevanten Prozessfiihrungen Batch und Fed Batch geeignet
(Wiechert et al., 2005), auRerdem zur Analyse von biologischen Systemen mit sehr niedrigen

Wachstumsraten wie tierischen Zellkulturen, bei denen eine nur unzureichende bzw. keine
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Biomassesynthese stattfindet. Von den kleinen Zeitkonstanten kdnnte auch das Hochdurch-
satzscreening, z. B. bei Experimenten im Mikrotiterplattenformat (Fischer et al., 2004;
Wittmann et al., 2004a), profitieren.

Vor dem Hintergrund des erweiterten Anwendungsspektrums sollten im Rahmen dieser
Arbeit die notwendigen experimentellen und rechnergestiitzten Verfahren fir die isotopisch
instationare **C-Stoffflussanalyse entwickelt und eingesetzt werden. Hierfiir sollte das nicht-
lineare, gekoppelte und steife Isotopomeren-Bilanzgleichungssystem durch numerische
Integration geldst werden und erstmals LC-MS basierte Messungen von Absolut-
konzentrationen und Massenisotopomerenverteilungen von Metaboliten des zentralen
Kohlenstoffwechsels aus der isotopisch instationdren Markierungsdynamik fur die
Identifikation der intrazellularen Stoffflussverteilung in E. coli herangezogen werden. Die

Zielsetzungen sind im einzelnen in Kapitel 1.2 beschrieben.

1.2 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung experimenteller, analytischer und rechnergestitzter
Verfahren fiir die isotopisch instationare *C-Stoffflussanalyse und deren Anwendung zur
Analyse der intrazellularen Stoffflussverteilung in E. coli W3110. Die Zielsetzungen lauteten

im einzelnen:

= Entwicklung eines Probenahmeverfahrens (Kapitel 3)

Fur die Quantifizierung von Absolutkonzentrationen und Massenisotopomeren intrazellularer
Metabolite war wegen des groRen Metabolit-Turnover ein schnelles Probenahmeverfahren
zu entwickeln, das auf die spezifischen Erfordernisse der nachfolgenden LC-MS Analytik
abgestimmt ist. Eine fiir die Quantifizierung kritische Anderung der lonenkonzentration sowie
unerwinschte Wechselwirkungen bei der Elektrospray-lonisierung durch chemische
Reagenzien sollten vermieden werden. Die Grundoperationen Probentransfer, Abstoppen
des Metabolismus, Extraktion der Metabolite und Probenaufarbeitung sollten quantitativ,

reproduzierbar und automatisiert durchgefiihrt werden.

» Entwicklung eines LC-MS Analyseverfahrens (Kapitel 5und 6)

Fir die isotopisch instationare *C-Stoffflussanalyse werden Messinformationen iiber Abso-
lutkonzentrationen und Massenisotopomerenverteilungen von Metaboliten des zentralen
Kohlenstoffwechsels bendtigt. Fur deren quantitative Bestimmung war ein LC-MS Analyse-

verfahren zu etablieren.
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*= Modellierung, Simulation und Flussschatzung (Kapite | 7 und 8)

Basierend auf einem stochiometrischen Reaktionsnetzwerk der zentralen Kohlenstoffwech-
selwege in E. coli mit bekannten C-Atom Transitionen sollte das Isotopomeren-Bilanzgleich-
ungssystem automatisiert generiert werden. Das Differentialgleichungssystem sollte
numerisch integriert und die intrazellularen Raten auf Basis von LC-MS Daten aus der

isotopisch instationdren Markierungsdynamik identifiziert werden.

* |sotopisch instationare und stationare 3C-Stoffflussanalysen in  E. coli

Unter Verwendung der erhobenen isotopisch instationdren und stationdren LC-MS Daten
sollten isotopisch instationdre und isotopisch stationdre '°C-Stoffflussanalysen in den
zentralen Kohlenstoffwechselwegen Glykolyse, Pentosephosphat-Weg und Tricarbonsaure-
Zyklus von E. coli W3110 bei D = 0.1 h™ durchgefiihrt werden. Zur Validierung sollten

zuséatzlich GC-MS Daten (Kapitel 4) proteinogener Aminosauren verwendet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Organismus und Kultivierung

2.1.1 Organismus

In der vorliegenden Arbeit wurde der Stamm Escherichia coli W3110 verwendet. Es handelt
sich dabei um ein gram-negatives, fakultativ anaerobes, stédbchenférmiges Bakterium.
Escherichia coli ist eines der am besten untersuchten Mikroorganismen (Keseler et al., 2005)
und wird in der Biotechnologie vorwiegend zur Produktion rekombinanter Proteine (Baneyx,
1999), aber auch von Chemikalien wie Aromaten, organische S&uren, Alkohole und

Sekundarmetabolite verwendet (Chotani et al., 2000).

2.1.2 Nahrmedien und Anzucht
LB Medium

LB Medium (Luria-Bertani Medium) gemaf3 Tabelle 2-1 wurde zur Anzucht von Zellen aus

Gefrierkulturen in Animpfrohrchen verwendet.

Tabelle 2-1. Zusammensetzung LB Medium.

Trypton 10g
Hefe-Extrakt 50
NaCl 10g

mit ddH,O auf 1 | auffullen, lI6sen und autoklavieren, pH 7.0 (Einstellung mit 1 M NaOH)

Minimalmedium fur Schittelkolben
Minimalmedium gemafl Tabelle 2-2 wurde zur weiteren Anzucht in Schiittelkolben ver-

wendet. Die Medienzusammensetzung erfolgte nach Dauner (Dauner et al., 2000).

Tabelle 2-2. Zusammensetzung Minimalmedium fur Schittelkolben.

M9+ Medium (5x) 20 ml
CaCl, (100 mM) 100 pl
MgSO, (1 M) 200 pl

M9+ Spurensalzlésung 1 ml

mit ddH,O auf 100 ml auffillen und autoklavieren
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Das M9+ Medium (5x) aus Tabelle 2-2 bestand aus den Komponenten gemalf Tabelle 2-3.

Tabelle 2-3. Zusammensetzung M9+ Medium.

Na,HPO,-2H,0 37649
KH,PO, 15.0¢9
NacCl 25¢g
NH,CI 40¢g

mit ddH,0O auf 1 | auffiillen und autoklavieren

Die M9+ Spurensalzldsung aus Tabelle 2-2 bestand aus den Komponenten gemalf3 Tabelle
2-4.

Tabelle 2-4. Zusammensetzung M9+ Spurensalzlésung.

FeCly-6H,0 16.67 g
ZnS0,-7H,0 0.18 g
CuCl,-2H,0 0.12 g
MnSO,-1H,0 0.12 g
CoCl,-6H,0 0.18 g
Na,EDTA-2H,0 22.25g

in 1 | ddH,0 auflésen und autoklavieren

Alle Komponenten des Minimalmediums sowie die Glucoseldsung (50%) wurden einzeln
angesetzt und autoklaviert. AnschlieBend wurden die Einzelldsungen steril zusammen-

gefuhrt. Die Endkonzentration der Glucose betrug Cgjucose = 5.0 g/l.

Minimalmedium fur kontinuierliche Fermentation

Das Minimalmedium gemaR Tabelle 2-5 wurde flur die kontinuierliche Kultivierung unter
Kohlenstofflimitierung verwendet. Die Medienzusammensetzung erfolgte nach Dauner
(Dauner et al., 2000).

Tabelle 2-5. Zusammensetzung Minimalmedium fur kontinuierliche Fermentation unter C-Limitierung.

Na,HPO,-2H,0 150 g
KH,PO, 60 g
NacCl 10g
NH,CI 54 g
CaCl, (100 mM) 20 ml
MgSO, (1 M) 40 ml
M9+ Spurensalzlésung 40 ml
H,SO, (95%) 14 ml

mit ddH,O auf 20 | auffillen und steril filtrieren. CaCl,, MgSO,4 und die M9+ Spurensalzlésung wurden
sterilen Stammlésungen entnommen. Die Endkonzentration der Glucose betrug Cgjycose = 5-0 g/l.



22

Minimalmedium fiir **C-Markierungsexperimente

Zur Durchfiihrung von **C-Markierungsexperimenten wurde das Minimalmedium fir die
kontinuierliche Kultivierung gemal Tabelle 2-5 verwendet. Der einzige Unterschied bestand
in der eingesetzten Glucose. Bei den *C-Markierungsexperimenten wurde statt unmarkierter
Glucose eine Mischung aus unmarkierter, 1-'*C markierter (Markierung des C1-Atoms) und
u-"*C markierter (Markierung aller 6 C-Atome) Glucose in den Anteilen (Mol-%) 40 : 40 : 20
verwendet. Diese Mischung stellt einen Kompromiss aus Kosten und Informationsgehalt
eines Experimentes dar (Mollney et al., 1999). Unmarkiertes und markiertes Medium
stammten aus der gleichen Ausgangsldsung und unterschieden sich damit ausschlieflich in
der eingesetzten Glucose. Die markierte Glucose wurde von Campro scientific
(Nr. 297046/1-*3C, Nr. 389374/u-*C, Campro scientific, Veenendaal, NL) erworben.

Anzucht

Gefrierkulturen wurden auf LB Medium angezichtet (bis ODgg nm ~ 0.5), mit Glycerin versetzt
(Verdinnung auf 30-50 Vol.-%) und bei -70C gelagert. Die Gefrierkulturen wurden stets im
Eisbad aufgetaut. 20 ul Gefrierkultur wurde in Animpfréhrchen (3 ml LB Medium, 37<C) Uber-
fuhrt und kultiviert. Nach 16 h wurde dieser Ansatz in einen 1 | Schittelkolben (120 min™)
Uberfihrt, der 100 ml Minimalmedium enthielt und weitere 10 bis 12 h bei 37T Kkultiviert,
bevor der Bioreaktor (1.4 | Minimalmedium, 37, 60 0-800 min™) angeimpft wurde. Es hat
sich gezeigt, dass eine zuverlassige Anzucht auch gelingt, wenn 50 pl Gefrierkultur direkt in

100 ml Minimalmedium transferiert werden.

2.2 Versuchsanlage

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete Versuchsanlage zeigt zusammenfassend
Abbildung 2-1. Prozessfihrung und Durchfiihrung der Experimente werden im folgenden

beschrieben.
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Abbildung 2-1. Versuchsanlage (A), bestehend aus Bioreaktor (B), schnellem Probenahmeverfahren
(C) und Sampling-Roboter (D).
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2.2.1 Prozessfihrung

Die Fermentation von E. coli erfolgte unter aeroben Bedingungen in einem Bioreaktor im
LabormaRstab (KLF 2000, Bioengineering, Wald, Schweiz). Die Versuchsanlage verflgte
Uber Mess- (Sauerstoffpartialdruck, Druck) und Regeleinrichtungen (pH-Wert, Temperatur,
Reaktionsmasse). Drehzahl und Beliftungsrate (Massenflussregler, GFC 171S, Analyt-MTC,
Mullheim, D) wurden direkt, der Uberdruck im Kopfraum des Fermenters wurde Uber das
Abluftventil eingestellt. Der Sauerstoffpartialdruck héngt von Drehzahl, Beluftungsrate und
Uberdruck ab. Die Fermentationsbedingungen im Batch Betrieb und bei kontinuierlicher

Prozessfiihrung sind in Tabelle 2-6 zusammengefasst.

Tabelle 2-6. Fermentationsbedingungen bei Kultivierung von E. coli im Batch Betrieb und bei konti-
nuierlicher Prozessfuhrung.

Temperatur 37C
pH-Wert 7.0
BelUftungsrate 1.5 Nl/min
Reaktionsvolumen 151

0,? > 40 %
Drehzahl 600-800 min™*"
Uberdruck < 0.5 bar

¥ Gelostsauerstoff, prozentuale Sattigung mit Luftsauerstoff
b) Erhéhung der Drehzahl wéhrend Batch Prozessfihrung

Bei kontinuierlicher Prozessfiihrung wurde ein konstanter Fullstand mittels gravimetrischer
Regelung realisiert. Der Zulauf erfolgte kontinuierlich, die Ernte diskontinuierlich. Die Ernte-
pumpe (Schlauchquetschpumpe, Typ 501 U, Watson-Marlow, Falmouth, GB) fungierte als
Stellglied der gravimetrischen Regelung und wurde angesteuert, sobald sich die Reaktions-
masse 10 g oberhalb des Sollwertes befand. Fur die Regelung des pH-Wertes wurde 3 M
H;PO, und 2 M NaOH verwendet. Um Schaumbildung wahrend der Fermentation zu ver-
hindern, wurde wenn erforderlich Antischaummittel (Polypropylenglykol P.2000, Fluka,
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, D) zudosiert (3 Intervalle pro 24 h, je 2 min, Stufe 4,
Schlauchquetschpumpe, Typ 101 U/R MK2 Low Flow, Watson-Marlow, Falmouth, GB).

2.2.2 Steady state und stimulus-response Experiment e

Steady state Experimente
Kultivierungen im stationaren FlieRgleichgewicht fanden unter Glucoselimitierung bei Ver-
diinnungsraten von D = 0.1 - 0.4 h™* mit den in Kapitel 2.1.2 beschriebenen Medien statt.

Probenahme, Quenching, Extraktion und Probenaufarbeitung erfolgten gemaf Kapitel 3, die
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massenspektrometrische Analyse der Proben gemaR Kapitel 5.2. Steady state Bedingungen

wurden nach 6.5 Verweilzeiten angenommen.

Stimulus-response Experimente

Stimulus-response Experimente fanden ausgehend von dem oben beschriebenen statio-
naren Flielgleichgewicht statt. Fur die Durchfiihrung von stimulus-response Experimenten
mit einer zeitlichen Auflosung im Bereich von Sekunden wurde eine automatisierte Pulsauf-
gabeeinheit (Hauck, Institut fur Bioverfahrenstechnik, Universitat Stuttgart) verwendet. In
einem druckiberlagerten Behalter wird konzentrierte Glucoselésung vorgelegt. Bei Ventil-
offnung wird die Glucoseldsung durch Druckausgleich in den Bioreaktor eingebracht, wobei
die Injektion direkt in die Flussigphase erfolgt. Die Pulsaufgabeeinheit ist so konstruiert, dass
das mit der Glucoselosung eingebrachte Gasvolumen minimal ist. Ein hoher Uberdruck
gewabhrleistet eine schnelle Pulsaufgabe. Um die Mischzeit zu minimieren, wurde im Bereich
der Injektion (2 cm effektive Eintauchtiefe) ein zusatzlicher Axialrihrer (Propellerrihrer, 2-
flugelig, Durchmesser 5 cm) angebracht. Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten
stimulus-response Experimenten sollte eine Glucosekonzentration von 0.30 g/l erreicht
werden. Die Pulsaufgabeeinheit wurde so ausgelegt, dass der resultierende Uberdruck im
Kopfraum des Fermenters nach Pulsaufgabe auch zu einem fir das integrierte Probenahme-
verfahren (Kapitel 3) optimalen Volumenstrom filhrte. Es wurde bei einem Uberdruck von 5
bar 0.9 ml 50%-Glucoselésung vorgelegt, die zu der gewiinschten Glucosekonzentration im
Reaktor von 0.30 g/l und dem gewunschten Volumenstrom von 3.5 ml/s bei einem resultier-
enden Uberdruck im Kopfraum von 0.5 bar fihrten. Das Abluftventil wurde wahrend der
Pulsaufgabe kurzzeitig (ca. 20 s) geschlossen. Im Gegensatz zur Injektion konzentrierter
Glucoseldsung mit Spritzen (Theobald et al., 1993; Chassagnole et al., 2002) hat die auto-
matisierte Pulsaufgabeeinheit den Vorteil, dass reproduzierbar die gleiche Menge an
Glucoseldsung eingebracht wird. Ein Verstopfen bzw. teilweises Verblocken der Spritze, die
zur Aufbringung nur einer Teilmenge fuhrt, kann auf diese Weise verhindert werden. Ein
weiterer Vorteil stellt die Automatisierung (Steuergerat SM300, SM-Elektronik, Villingen-
Schwenningen, D) von Pulsaufgabe und integriertem Probenahmeverfahren (Kapitel 3) dar.
Die Ansteuerung der Ventile wurde so programmiert (Visual Designer 4.0, Intelligent
Instrumentation, Tucson, USA), dass die Probenahme mit dem integriertem Probenahme-
verfahren unmittelbar nach Pulsaufgabe beginnt. Ebenfalls mit dem Steuergerét verbunden
ist ein Sampling-Roboter (Hauck, Institut fir Bioverfahrenstechnik, Universitat Stuttgart) mit
einer Vorrichtung fur die Aufnahme von 30 Proben in Reagenzglasern (Bahr Modultechnik,
Luhden, D; SIG positec, Berger Lahr, Lahr D). Durch Anderung der Position in x-y-Richtung
werden die einzelnen Reagenzglaser beflllt. Die Probenahmefrequenz wird Uber die

Geschwindigkeit des Roboters eingestellt. In der vorliegenden Arbeit wurden alle 30
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Positionen kontinuierlich abgefahren. Die Probenahmefrequenz betrug auf diese Weise bis

zu5st

2.2.3 C-Markierungsexperimente

13C-Markierungsexperimente wurden im metabolisch stationdren Zustand durchgefiihrt. Die
Experimente fanden unter Glucoselimitierung bei einer Verdiinnungsrate von D = 0.1 h*
statt. Ausgehend von einem stationaren Fliel3gleichgewicht wurde das unmarkierte Medium
(Medium 1) durch markiertes Medium (Medium 2) ersetzt (Kapitel 2.1.2). Die experimentelle
Anordnung fiir die Durchfiihrung von '*C-Markierungsexperimenten bei kontinuierlicher

Prozessfiihrung zeigt schematisch Abbildung 2-2.

Abluft
ﬁ Glaspipette
;{ 15 ml
e e By C
Emte <:I \J \_/ | | --A
AV
° ° o o
o v
LTI
o [+]
S v
- > Ve=1.51 — =
Medium 1 Medium 2
@ 151 0.21 (LC-MS)
ﬁ 1.01 (LC-MS, GC-MS)
Zuluft

Abbildung 2-2. Schematischer Aufbau der Versuchsanlage zur Durchfiihrung von 13C-Markierungs-
experimenten bei kontinuierlicher Prozessfiihrung.

Um den Zeitpunkt des Eintritts markierter Glucose in den Bioreaktor mdglichst exakt
bestimmen zu koénnen, wurde zulaufseitig eine Pipette angebracht. Bei Umstellung der
Medien wurde das Medium 1 abgeklemmt (Schlauchklemme A) und das Medium 2 Uber die
Pipette angesaugt und der Zulaufschlauch mit markiertem Substrat befillt. Zu diesem Zweck
wurde der Zulaufschlauch unmittelbar hinter der Pipette kurzzeitig (ca. 5 s) ebenfalls

abgeklemmt (Schlauchklemme B). Nach dem Abklemmen des Ausflusses der Pipette
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(Schlauchklemme C) konnte der Zulaufschlauch anschliel3end sofort wieder geéffnet werden
(Schlauchklemme B). Da der Ort des markierten Substrates nun bekannt ist (Stelle der
Schlauchklemme B), kann die Zeit bis zum Reaktoreintritt auf einfache Weise experimentell
in Vorversuchen bestimmt werden. Medium 1 und Medium 2 wurden mit der gleichen Pumpe

gefdrdert, so dass die Verdiinnungsrate konstant blieb.

2.3 Analytische Methoden zur Prozessanalyse

2.3.1 Bestimmung der Biotrockenmasse

Die Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration kann indirekt mittels Trilbungsmessung
oder direkt und genauer gravimetrisch erfolgen. Bei der gravimetrischen Bestimmung
existieren zwei Methoden, die entweder Reagenzglaser oder Filter verwenden. Zur Ermitt-
lung der stationaren Raten fir die metabolische Flussanalyse und der Wachstumsparameter

wurde die Biotrockenmassekonzentration gravimetrisch bestimmit.

Optische Dichte

Zur Bestimmung der optischen Dichte (OD) bei einer Wellenlange von 600 nm mittels
Extinktionsmessung ist die Probe gegebenenfalls mit physiologischer Kochsalzldsung (0.9%
NaCl) auf den linearen Bereich des Spektrometers (UV-120-02, Shimadzu, Kyoto, Japan) zu

verdiinnen. Die optische Dichte wurde gemaf Gleichung 2-1 berechnet.

OD600nm = (ODProbe - ODNaCI ) VE - (OD ODNaCI) (2’1)

Uberstand

Darin bezeichnen OD, ODpiohe;, ODnaci, ODuperstand di€  optische Dichte der Kultur, der
verdiinnten Probe, der physiologischen Kochsalzlésung und des Uberstandes, VF steht fiir
den Verdinnungsfaktor. Die optische Dichte der Kultur wurde gegen den Uberstand
bestimmt (Gleichung 2-1). Hierfiir wurde 1 ml unverdiinnte Probe 2 min bei 14000 min™
zentrifugiert und die optische Dichte des Uberstandes bestimmt. Zuséatzlich wurde die
optische Dichte des Mediums (ODyedgum) bestimmt. Unterscheiden sich die Werte von
ODyperstand UNd ODyegium, SO Werden extrazellulare Substanzen ins Medium ausgeschieden,
die die OD Bestimmung der Kultur verfalschen. Dies war bei E. coli W3110 unter den
gewahlten Bedingungen jedoch nicht der Fall, so dass dieser Aspekt in Gleichung 2-1 nicht

bertcksichtigt werden musste. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefihrt.
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Gravimetrische Bestimmung

Die Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration erfolgte gravimetrisch mit Reagenz-
glasern bei 10 ml Probeneinsatzvolumen verwendet. Alternativ wurden Filter mit 5 ml
Probeneinsatzvolumen verwendet (Schiesling, 2002). Im ersten Fall wurden Reagenzglaser
24 h bei 100C getrocknet, in einem Exsikkator 2 h abgekihlt und gewogen. In die
Reagenzglaser wurden dann exakt je 10 ml Probe pipettiert und anschlieRend 10 min bei
3500 min™t zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf 1 ml vorsichtig mit einer Pipette
abgezogen. Der folgende Waschschritt (Resuspension des Pellets durch Vortexen) erfolgte
mit 10 ml destilliertem Wasser. Danach wurde ein zweiter Zentrifugationsschritt durchgefuhrt
(10 min, 3500 min™). Der Uberstand wurde wieder bis auf 1 ml abgezogen und die
Glasrohrchen 24 h bei 100C getrocknet. Nach Abkihlung im Exsikkator (2 h) wurden sie
erneut gewogen. Aus der Gewichtsdifferenz wurde die Biotrockenmasse ermittelt. Im zweiten
Fall wurden Filter (Super®-200 Membranfilter, Durchmesser 47 mm, Porengré3e 0.2 pum,
Pall, East Hills, USA) bei 100C fir 24 h getrocknet. Nach Abkihlung im Exsikkator (2 h)
wurden diese gewogen und staubfrei gelagert. Mittels einer Vakuumpumpe wurden exakt 5
ml Probe mit einer Pipette transferiert und filtriert. Die Filter wurden nach der Filtration mit
destilliertem Wasser (15 ml Waschlosung) gewaschen. AnschlieRend wurden diese 24 h bei
100C getrocknet und nochmals gewogen. Aus der Gewichtsdifferenz wurde die
Biotrockenmasse ermittelt. Steht eine ausreichende Probenmenge zur Verfligung, so ist
aufgrund der einfacheren Handhabung die Methode mit Reagenzglasern zu bevorzugen. Ein
Platzen der Zellen beim Waschen mit destilliertem Wasser infolge eines erhohten
osmotischen Druckes wurde bei keiner der beiden Methoden festgestellt, jedoch wurde eine

hohere Messgenauigkeit als bei 0.9% NaCl-L6sung festgestellt (Schiesling, 2002).

OD-TS Kaorrelation

Ausgehend von einer Probe bekannter Biotrockenmassekonzentration ¢, [g TS/I] wurde eine
Verdinnungsreihe angesetzt und jeweils die optische Dichte (ODegg nm) bestimmt. Die zuge-
horige Biotrockenmassekonzentration der Verdinnungen wurde aus der Ausgangsprobe
berechnet. Fir E. coli W3110 wurde als OD-TS Korrelation ¢, = 0.34 ODgy nm €rmittelt
(Schiesling, 2002) und in dieser Arbeit verwendet.
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2.3.2 Bestimmung der Konzentrationen von Glucose, A cetat und Ethanol

Zur Berechnung der stationdren Raten wurden die extrazellularen Konzentrationen von
Glucose, Acetat und Ethanol bei kontinuierlicher Fermentation von E. coli W3110 mit D = 0.1

h™* enzymatisch bzw. mittels Gaschromatografie bestimmt.

Glucose

Die Bestimmung der Glucosekonzentration wurde mit einem Test-Kit durchgefuhrt (Glucose,
UV-Test, Nr. 716 251, Boehringer Mannheim, D). Die wahrend der Reaktion entstehende
Menge an NADPH ist der verbrauchten Menge an Glucose &quivalent. Messgrofie ist
NADPH, das bei einer Wellenlange von 340 nm spektrometrisch (UV-120-02, Shimadzu,
Kyoto, Japan) quantiziert wurde. Um die Sensitvitdt des Assays zu erhéhen, wurde
gegebenenfalls das Probenvolumen erhdht, wobei der lineare Bereich des Spektrometers

einzuhalten ist. Die Glucosebestimmung basiert auf einer zweistufigen Reaktionssequenz.
D - Glucose + ATP O PPEF19 . Glucose - 6 — Phosphat + ADP

Glucose - 6 —Phosphat + NADP* [0 EPTIPEP°8"AHS _ D - Gluconat — 6 — Phosphat + NADPH + H*

Acetat

Die Bestimmung der Acetatkonzentration erfolgte ebenfalls mit einem Test-Kit (Acetat, UV-
Test, Nr. 148 261, Boehringer Mannheim, D). Das fur die zweite Reaktion bendtigte Oxal-
acetat wird in einer vorgeschalteten Indikatorreaktion (Reaktion 3) gebildet. Der quantitativen
Bestimmung liegt die spektrometrische Messung der NADH-Bildung bei 340 nm zugrunde
(UV-120-02, Shimadzu, Kyoto, Japan). Wegen der vorgeschalteten Gleichgewichts-Indikator-
reaktion ist die NADH-Menge der Acetatkonzentration nicht direkt linear proportional. Die

Reaktionssequenz des Assays umfasst drei Reaktionen.

Acetat + ATP + CoA 0 BFP 17948 . Acetyl - CoA + AMP + PP,
Acetyl — CoA + Oxalacetat + H,O O E"F BP9, Citrat + CoA

L —Malat + NAD* [ MR#rRehyea e _, Oxalacetat + NADH +H*

Ethanol

Die Bestimmung der Ethanolkonzentration erfolgte mittels Gaschromatografie. Es wurde ein
etabliertes Messprotokoll mit n-Propanol als internem Standard verwendet (Aguilera
Vazquez, 2005).
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2.3.3 Abgasanalyse

Sauerstoff- und Kohlendioxidfraktionen in Zu- und Abluft, die fir die Berechnung von Sauer-
stoffaufnahme- und Kohlendioxidbildungsraten bendétigt werden, wurden mit einem Quadru-
pol-Massenspektrometer (VG ProLab, Thermo ONIX Europe, Winsford, UK) gemessen
(Elektronenenergie —70eV, Elektrodenspannung 2.9 V, Repellerspannung -0.2 V, Strom-
starke 20 pA, Druck 2.6010™ bar). Mit einem Massenflussregler (GFC 171S, Analyt-MTC,
Mullheim, D) wurde bei einem Reaktionsvolumen von 1.5 | ein konstanter Gasvolumenstrom

von 1.5 NI/min eingestellt.

2.3.4 Stoffbilanzen

Die allgemeine Massenbilanz bei kontinuierlicher Prozessfiihrung lautet nach Gleichung 2-2

%(VR ) =F (e —c)+Q; Vg (2-2)

Darin sind Vg das Reaktionsvolumen, F = F* = F?® der Volumenstrom von Zulauf und Ernte,
Q; die volumenbezogene Reaktionsrate und c; die Konzentration der i-ten Komponente. Bei
konstantem Reaktionsvolumen ergibt sich die spezifische Reaktionsrate g; nach Gleichung 2-
3.

D (c?® -c?)

(2-3)
c

q ==l =
CX

X

Unter der Annahme, dass unter den gewahlten experimentellen Bedingungen aul3er Acetat
und Ethanol (EtOH) keine weiteren Nebenprodukte gebildet werden, ist die C-Bilanz gemaRi
Gleichung 2-4 erfllt.

qGIucose = qCO2 + qx + chetat + thOH (2'4)

2.3.5 Wachstumsparameter

Batch Prozess
Bei Batch Prozessfilhrung wurde die maximale spezifische Wachstumsrate von E. coli
W3110 bei Wachstum auf Minimalmedium zu pyax = 0,42 h* und der Zell-Substrat-Ausbeute-

koeffizient bei exponentiellem Wachstum zu Yys = 0,41 g TS/Qeucose €rmittelt (Schiesling,
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2002). Die maximale spezifische Wachstumsrate ist dabei in guter Ubereinstimmung mit
friheren Messungen von Hyax = 0,44 h, der dort ermittelte Zell-Substrat-Ausbeutekoeffizient
ist dagegen mit Yys = 0,50 g TS/geiucose deutlich héher (Sauter, 1997).

Kontinuierliche Prozessfuhrung

Bei kontinuierlicher Prozessfiihrung mit einer Verdinnungsrate von D = 0.1 h™*, Kohlenstoff-
limitierung und Minimalmedium gemaf Kapitel 2.1.2 wurde ein Ausbeutekoeffizient von Yys
= 0,45 g TS/gacose €rmMittelt. Ein vergleichbarer Wert von Yys = 0,43 g TS/Qgucose WUrde von
Chassagnole (Chassagnole et al., 2002) gemessen. Schiesling (Schiesling, 2002) bestimmte

auf3erdem den Erhaltungsstoffwechselkoeffizienten zu mg = 0,03 ggjucose /(g TS h).

2.3.6 Stationare Raten

Vor der Durchfiihrung von **C-Stoffflussanalysen wurde iiberpriift, ob die C-Atom Bilanzen
schlieBen. Auf diese Weise kann festgestellt werden, ob die den berechneten Raten zu-
grunde liegenden Konzentrationsbestimmungen fehlerbehaftet sind oder ob Nebenprodukte
entstehen, die bisher nicht gemessen worden sind. Tabelle 2-7 zeigt die ermittelten spezi-
fischen C-Atom bezogenen Aufnahme- und Bildungsraten von E. coli bei kontinuierlicher

Prozessfiihrung.

Tabelle 2-7. Spezifische C-Atom bezogene Aufnahme- und Bildungsraten von E. coli bei D = 0.1 h™.

[C-mmol/(g TS h)]

Aufnahmeraten Bildungsraten
Glucose 6.76
Biomasse ¥ 4.20
CO, 2.57
Acetat (O
Ethanol (O
Summe 6.76 6.77

%) Elementarformel der Biomasse von E. coli (CH1 7700.49Np 24) Nach Roels (Roels, 1980)
®) unterhalb der Bestimmungsgrenze

Es wurde weder Acetat noch Ethanol im Uberstand nachgewiesen. Dieses Ergebnis ist in
Ubereinstimmung mit Chassagnole (Chassagnole et al., 2002) und Emmerling (Emmerling et
al., 2002), die bei E. coli bei einer Verdiinnungsrate von D = 0.1 h™, Kohlenstofflimitierung
und Verwendung von Minimalmedium ebenfalls keine Nebenproduktbildung feststellten. Von
weiterer Nebenproduktbildung ist nicht auszugehen, da die C-Bilanzen schlieRen. Die Mess-
ergebnisse aus der Abgasanalyse wurden auch fiir die Validierung der Kohlendioxidbildungs-

rate herangezogen. Die spezifische Sauerstoffaufnahmerate betrug go, = 2.42 mmol/(g TS
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h), die Kohlendioxidbildungsrate qco, = 2.57 mmol/(g TS h). Der Respirationskoeffizient war
RQ = 1.06. Ein vergleichbarer Wert von RQ = 1.02 wurde bei friilheren Untersuchungen mit
einem paramagnetischen Sauerstoffanalysator bzw. CO.-Infrarotanalysator ermittelt, wobei
die spezifischen Raten mit go, = 2.79 mmol/(g TS h) und gco, = 2.85 mmol/(g TS h)
geringflgig hoéher waren (Chassagnole et al., 2002). Spezifische Glucoseaufnahmerate
Jalucose = 6.3 C-mmol/(g TS h) und spezifische Biomassebildungsrate gx = 4.0 C-mmol/(g TS
h) sind ebenfalls vergleichbar (Chassagnole et al., 2002).
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3 Integriertes Probenahmeverfahren fir die

guantitative Metabolitanalyse

3.1 Einleitung

Die quantitative Analyse von Metaboliten hat sich neben der Analyse von Transkriptom,
Proteom und Fluxom zu einem wichtigen Werkzeug im Metabolic Engineering entwickelt
(Theobald et al., 1997; Schaefer et al., 1999; Lange et al., 2001; Buchholz et al., 2002;
Chassagnole et al., 2002; Visser et al., 2003; Bro et al., 2004; Wittmann et al., 2005). Kritisch
im Hinblick auf die Quantifizierung intrazellularer Metabolite sind neben der Analytik
insbesondere die verwendeten Probenahmeverfahren. Hierbei sind mehrere Grund-
operationen durchzufiihren, die folgende Anforderungen erfillen missen. Es muss (i) ein
schneller Probentransfer aus der verwendeten Kultivierungseinheit erfolgen, (ii) der Meta-
bolismus bezogen auf den Turnover der Metabolite schnell, idealerweise dauerhaft inaktiviert
werden, (iii) die Extraktion der intrazellularen Metabolite quantitativ, méglichst vollstandig
sein und (iv) eine hinsichtlich der verwendeten Analysemethode geeignete Probenauf-
arbeitung stattfinden. Hierfir wurden sequentielle (Schaefer et al., 1999; Lange et al., 2001,
Chassagnole et al., 2002) und simultane (Theobald et al., 1993; Bhattacharya et al., 1995)
Probenahmetechniken entwickelt. Ein Uberblick tiber gebrauchliche Probenahmeverfahren
gibt Abbildung 3-1, eine Ubersicht findet sich auch in Mauch (Mauch et al., 2000). Ein
weiteres Unterscheidungsmerkmal ist die zeitliche Auflosung. Das im Rahmen dieser Arbeit
entwickelte integrierte Probenahmeverfahren erlaubt eine Probenahmefrequenz bis zu 5 s™.
Sollen dagegen Untersuchungen im Millisekundenbereich stattfinden, so sind sogenannte

stopped-flow Probenahmesysteme wie das von Buziol (Buziol et al., 2002) einzusetzen.
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Abbildung 3-1. Zur quantitativen Analyse intrazellularer Metabolite werden simultane (A, B1, B2) und
sequentielle (C) Probenahmeverfahren verwendet. Beim integrierten Probenahmeverfahren (A) erfol-
gen die Grundoperationen Quenching und Extraktion durch Warmeubertragung wahrend des Proben-
transfers.

Bei den eingesetzten sequentiellen Probenahmeverfahren (Abbildung 3-1 C) sind bis zu
neun Grundoperationen durchzufihren. Nach dem Probentransfer wird der Metabolismus
typischerweise mit gepufferten Quenchinglésungen, z. B. auf Basis von gekihltem Methanol
(de Koning et al.,, 1992; Schaefer et al., 1999; Vaseghi et al.,, 1999; Lange et al., 2001,
Chassagnole et al., 2002; Visser et al., 2002; Castrillo et al., 2003; van Winden et al., 2005),
abgestoppt. Im nachsten Schritt werden Kultivierungsmedium und Quenchingpuffer durch
Filtration (Theobald et al., 1997), Evaporation (Castrillo et al., 2003) oder Zentrifugation
(Schaefer et al., 1999; Lange et al., 2001) abgetrennt. Nach einem oder mehreren
Waschschritten erfolgt eine Resuspension der Probe unter Zugabe des Extraktionsmittels.
Die Metabolitextraktion erfolgt bevorzugt mit kalter Perchlorsaure (Theobald et al., 1993;
Schaefer et al., 1999) oder kochendem Ethanol (Gonzalez et al., 1997; Lange et al., 2001).
Nach Durchfihrung von Gefrier-Tau-Zyklen und Neutralisierung der Proben bzw. Entfernung
durch
Resuspension werden die Zelltrimmer durch Zentrifugation bzw. Filtration abgetrennt
(Schaefer et al., 1999; Lange et al., 2001; Castrillo et al., 2003).

der organischen Extraktionsmittel Vakuumtrocknung und anschlieRende
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Demgegentber sind bei den simultanen Probenahmeverfahren die Grundoperationen
Quenching und Extraktion integriert. Hierflir kann nach Bhattacharya (Bhattacharya et al.,
1995) kochendes Wasser verwendet werden, gefolgt von einem Konzentrierungsschritt
mittels Lyophilisierung und einer Abtrennung der Zelltrimmer mittels Zentrifugation oder
Filtration (Abbildung 3-1 B1). Dagegen verwendet Theobald (Theobald et al., 1993; Schaefer
et al., 1999) Perchlorsdure in Verbindung mit drei Gefrier-Tau-Zyklen fir simultanes
Quenching und Extraktion, gefolgt von Neutralisierung der Proben mit KOH und Abtrennung
des Perchloratniederschlages durch Filtration (Abbildung 3-1 B2). In beiden Fallen wird eine
weitergehende Automatisierung durch die aufwandige Probenkonditionierung behindert.

Ein Nachteil der sequentiellen Probenahmeverfahren ist die groRe Anzahl durchzufihrender
Grundoperationen. Diese wirkt sich wegen der multiplikativen Verknipfung der Wirkungs-
grade der einzelnen Grundoperationen negativ auf die Effizienz des Gesamtverfahrens aus.
Die vielen Einzelschritte erschweren zudem die Automatisierung.

Beschréankungen in der Anwendung existieren auch bei den simultanen Verfahren. Bei der
Verwendung von kochendem Wasser werden die Proben in einem Verhaltnis von 1 : 5 so
stark verdinnt, dass zusatzliche Konzentrierungsschritte unerlasslich sind (Bhattacharya et
al., 1995). Problematisch bei der Verwendung von Perchlorsaure ist, dass als Folge der
Neutralisierung der Proben hohe Salzkonzentrationen auftreten, die im weiteren die
chromatografische Analyse beeintrachtigen.

Bei einem Probenahmeverfahren ist jede Grundoperation einzeln zu untersuchen und zu
validieren. Die Verweilzeit der Probe im Probenahmesystem liegt tblicherweise im Bereich
von Millisekunden (Theobald et al., 1993; Schaefer et al., 1999), wobei sichergestellt werden
muss, dass sich in der Probenleitung keine signifikanten Anderungen der Konzentrationen
ergeben. Bei Probentransfer und Quenching missen konstante Volumina und Volumen-
verhéltnisse von Probe und Quenchingmittel vorliegen (Schaefer et al., 1999; Lange et al.,
2001; Castrillo et al., 2003). AuBBerdem miuissen die eingesetzten Quenchingmittel den
Metabolismus mdglichst schnell abstoppen (Theobald et al., 1993; Theobald et al., 1997).
Werden die Grundoperationen Quenching und Extraktion als getrennte Schritte durchgefihrt
bzw. nach der Grundoperation Quenching der Uberstand entfernt, so muss sichergestellt
sein, dass bei diesem Schritt keine Freisetzung intrazellularer Metabolite, ein sogenanntes
Leakage, stattfindet (Wittmann et al., 2004b). Die Extraktion intrazelluldarer Metabolite muss
reproduzierbar und quantitativ sein und sollte optimalerweise bei neutralem pH-Wert erfolgen
(Castrillo et al.,, 2003; Gullberg et al., 2004). Bei massenspektrometrischen Analyse-
methoden sollte eine konstante lonenkonzentration aufrechterhalten werden (Castrillo et al.,
2003; Gullberg et al., 2004).

Bei dem im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Probenahmeverfahren wurden die Grund-

operationen Probenahme, Quenching und Extraktion integriert (Abbildung 3-1 A). Die
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Schritte Quenching und Extraktion wurden dabei erstmals indirekt durch einen definierten
Warmelbergang realisiert, indem das integrierte Probenahmesystem als Kapillar-Rohr-
wendel-Warmeubertrager konstruiert wurde. Die Probenaufarbeitung kann dann auf einen
einzigen Filtrationsschritt beschréankt werden. Diese Vorgehensweise ist in mehrfacher
Hinsicht vorteilhaft. Erstens erhdht die Integration von drei Grundoperationen in eine Grund-
operation sowie die Reduktion der Anzahl der insgesamt durchzufiihrenden Schritte auf zwei
den Gesamtwirkungsgrad. Zweitens werden keinerlei chemische Reagenzien eingesetzt, die
mit analytischen Methoden, z. B. enzymatischen Assays oder chromatografischen Methoden
wie HPLC/HPIC, wechselwirken und aufwéndige Probenaufarbeitungsprotokolle erforderlich
machen. Untersucht wurde in diesem Zusammenhang auch der Einfluss der Probenauf-
arbeitung auf die in dieser Arbeit verwendete LC-MS Analysemethode. Drittens wurden die
Schritte Probentransfer, Quenching und Extraktion automatisiert, wodurch die Reproduzier-
barkeit verbessert werden kann. Insgesamt werden fir die Durchfihrung der Grundopera-
tionen Probentransfer, Quenching, Extraktion und Probenaufarbeitung lediglich 30 s je Probe
bendtigt. Bei einer Probenahmefrequenz des integrierten Probenahmeverfahrens von bis zu
5 s koénnen steady state und stimulus-response Experimente (Kapitel 5.3.2) durchgefiihrt
werden. Im Folgenden ist die Analyse der einzelnen Grundoperationen sowie die verfahrens-
technische Auslegung des integrierten Probenahmeverfahrens dargestellt. Validiert wurde
das Probenahmeverfahren durch die konsistente Bestimmung intrazellularer steady state
Metabolitkonzentrationen in E. coli bei D = 0.1 h* mit friheren Messungen und

Literaturdaten.

3.2 Material und Methoden

Organismus und Kultivierung
Fir die Entwicklung des integrierten Probenahmeverfahrens wurde der Mikroorganismus E.
coli W3110 geméaR Kapitel 2.1.1 und die in Kapitel 2.1.2 beschriebenen N&dhrmedien ver-

wendet, auRerdem die in Kapitel 2.2 beschriebene Versuchsanlage und Prozessfiihrung.

Verfahrenstechnische Auslegung

Das integrierte Probenahmeverfahren ist als Kapillar-Rohrwendel-Warmedibertrager
konstruiert und schematisch in Abbildung 3-2 dargestellt. Diese Grundgeometrie wurde ge-
wahlt, um einerseits die radiale Durchmischung durch zentrifugalkraftbedingte Sekundar-

strémungen zu verbessern und andererseits kompakte Abmessungen zu realisieren.
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Abbildung 3-2. Schematische Darstellung des integrierten Probenahmesystems. Die GroRen fur die

Auslegung des Probenahmesystems sind im Text erlautert.

Zur Berechnung der geometrischen GréRen Rohrwendelinnendurchmesser d; und

Aufheizstrecke entlang der Rohrachse |, wurde eine Warmebilanz gemald Gleichung 3-1

aufgestellt.
p \./ Cp (TKuItivierung _T) == k A ATm mlt k = 71 (3'1)
1 s 1
4+ 4+
ay A a 2

Darin sind p die Dichte, V der Probenvolumenstrom, c, die spezifische Warmekapazitat,
Tkurivierung die Kultivierungstemperatur, T die Temperatur der Probe, k die Warmedurchgangs-
zahl, a; und o, die Warmelbergangszahlen zwischen Probe und Rohrwendelinnenwand
bzw. Heizbad und RohrwendelauRenwand, s die Wanddicke der Rohrwendelkapillare A die
Warmeleitfahigkeit, A die Warmeubertragungsflache und AT,, die mittlere logarithmische
Temperaturdifferenz. Wegen der geringen Wanddicke der Rohrwendelkapillare von s = 1.1
mm und der Beheizung des Kapillar-Rohrwendel-Warmeubertragers in einem turbulenten 4 |
Wasserbad wurde fur die Auslegung die Warmedurchgangszahl k gemafR Gleichung 3-1
durch die Warmelbergangszahl a; zwischen Rohrwendelinnenwand und Probe approximiert
(k - a1). Es wurde also vereinfachend angenommen, dass der Warmetbergang zwischen

Heizbad und RohrwendelauBenwand sowie die Warmeleitung in der Rohrwendelwand
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unendlich und diese Widerstande beim Warmedurchgang damit vernachlassigbar sind.

Gleichung 3-1 lasst sich dann in Abhéngigkeit der Nusselt-Zahl (Nu) ausdriicken.

pV c, (Tx T)=-a, nd |, AT,

ultivierung

Mit Nu =G1Tdi folgt

pVe, (T -T)=-NuA ml, AT, (3-2)

Kultivierung

Die Berechnung der Nusselt-Zahl (Nu) erfolgte auf Basis temperaturgemittelter Stoffdaten
von Wasser (spezifische Warmekapazitat ¢, = 4.192 kJ/(kg K), Warmeleitfahigkeit A = 0.648
W/(m K), Dichte p = 979.0 kg/m®, kinematische Zahigkeit v = 0.52[10° m?%s). Der fir die
Berechnung der Warmeubertragung bei Strémung durch beheizte Rohrwendeln verwendete
Ansatz nach Gnielinski (Gnielinski, 1986) lautet

d 0.9 P 0.14
Nu = [3.66 +0.08 [1+ 0.8 (—] } Re™ Pr%’] (—rj (3-3)
D, Pry
mit Nu :a—d‘, Re:WOIi , Przz
A v a

fiir Re < Reyi = 2300 [1 + 8.6 (di/D.)**]

und den Nebenbedingungen 2 < Pr < 5 bei temperaturgemittelten Stoffgréf3en sowie den
geometrischen Nebenbedingungen 0.012 < d; /D, < 0.2 und 165 < l/d; < 636; fUr den
Exponent m gilt m = 0.5 + 0.2903 (di/D,)**, fiir die Anzahl der Windungen 2.5 < n < 15.5. In
Gleichung 3-3 steht D, fur den Windungsdurchmesser, Re fir die Reynolds-Zahl mit
Stromungsgeschwindigkeit w und kinematischer Zahigkeit v, Pr fir die Prandtl-Zahl mit der
Temperaturleitfahigkeit a = A/c, p und Pry flr die Prandtl-Zahl bei Wandtemperatur.

Der Ansatz gemal Gleichung 3-3 geht auf einen allgemeineren Ansatz zur Bestimmung des

Warmeubergangs in turbulenter Rohrstromung (Gnielinski, 1975) nach Gleichung 3-4 zurick.

Nu =

a

/8 (Re -1000) Pr 1+(dij% (Pr

0.11
g J mit ¢ =(1.82log,, Re-1.64)% (3-4)
1+12.7 J78 (Pr’s -1) Pry,

als dimensionsloser Reibungszahl. Die Anlaufstrecke ist dabei so zu dimensionieren, dass

die Stromung hydrodynamisch voll ausgebildet ist.
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In Abhangigkeit von Probenvolumenstrom und Temperatur ist nun das Probenahmesystem
geometrisch zu dimensionieren. Hierfur sind Rohrwendelinnendurchmesser d; und Lange der
Aufheizstrecke |, zu berechnen. Kann die zur Durchflihrung der Grundoperation Quenching
bendtigte Zeit t, ermittelt werden (siehe Diskussion auf S. 42), so steht neben der Gleichung
3-2 in Verbindung mit der Berechnungsgleichung fur die Nusselt-Zahl (Gleichung 3-3) eine
zweite Gleichung zur Ermittlung der beiden gesuchten geometrischen GréRen Rohrwendel-
innendurchmesser und Lange der Aufheizstrecke zur Verfigung. Die fur das Quenching

bendtigte Zeit in der Probenschleife ergibt sich zu

. d? |
:lz_ﬁ.' ¢ (3-5)

Vv \Y,

t

a

Bei vorgegebener Zeit fir das Quenching folgt aus Gleichung 3-5 fur den Rohrwendel-

innendurchmesser
. 0.5
d =| (3-6)

Zur Berechnung der Lange der Aufheizstrecke ist der Rohrwendelinnendurchmesser gemar
Gleichung 3-6 in Gleichung 3-2 einzusetzen, wobei fir die Nusselt-Zahl der Zusammenhang

nach Gleichung 3-4 verwendet wird.

Thermische Stabilitdt der Metabolite

Stammldsungen der Metabolite G6P, F6P, FBP, DHAP, GAP, 2PG, 3PG, PEP, PYR, R5P,
6PG, Citrat, Succinat, Fumarat, Malat, AMP, ADP und ATP (Sigma-Aldrich Chemie, Stein-
heim, D) wurden mit einer Konzentration von 200 pM in Minimalmedium (Kapitel 2.1.2)
angesetzt.

Die Verwendung eines thermischen Verfahrens fiir Quenching und Extraktion erfordert
thermische Stabilitat der untersuchten Metabolite. Die Metabolit-Stammldsungen wurden
daher t = 0.5, 1, 3, 5 min bei 95T thermisch im Re agenzglas konditioniert und mit LC-MS
(Kapitel 5) analysiert.

Enzymatische Assays
Als Mal fiur die Effektivitat der Grundoperation Quenching wurden die Enzymaktivitat von
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase und die ATPase Aktivitdt nach Durchfiihrung des

Quenching untersucht. Die Komponenten eines modifizierten enzymatischen Assays
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(Bergmeyer et al., 1998a) zur Untersuchung der Aktivitat von Glucose-6-phosphat-Dehydro-
genase waren dabei wie folgt: 700 pl 2-Amino-2-methyl-1,3-propandiolpuffer (50 mM), 100 pl
NADP* (30 mM, gepuffert), 100 pl Glucose-6-phosphat (200 mM, gepuffert) und 100 pl
Probe. Die Proben wurden t =0, 5, 10, 15, 20, 25, 40 min bei 37 inkubiert und die Absorp-
tion bei 340 nm gemessen (Spektralphotometer UV-120-02, Shimadzu, Kyoto, Japan). Fur
jede Probe wurde die gemessene Absorption auf den bei der Inkubationszeit t = O min
ermittelten Wert normalisiert.

ATPase Aktivitdt wurde mit einem Biolumineszenz Assay bestimmt (Spielmann et al., 1981).
Fir die Bestimmung von ATP wurde Puffer 1 (Hepes 25 mM, KCI 5 mM, MgCl, 9 mM, pH
7.75), fur die Bestimmung von ATP+ADP Puffer 2 (Hepes 25 mM, KCI 5 mM, MgCl, 9 mM,
PEP 2mM, Pyruvat-Kinase 200 U/ml, pH 7.75) verwendet. 20 ul Filtrat (Spritzenfilter P664.1,
0.2 um Porendurchmesser, Carl Roth, Karlsruhe, D) wurde mit 180 ul DMSO gemischt und
800 pl Hepes-Puffer (Hepes 25 mM, pH 7.75) zugegeben. 100 ul dieser Lésung wurden mit
100 pul Puffer 1 bzw. Puffer 2 gemischt und 20 min bei 37<C inkubiert. Anschlielend wurden
je 50 ul in Mikrotiterplatten transferiert und 50 pl Luciferase (L9009, Sigma-Aldrich Chemie,
Steinheim, D) zugegeben. Die Messung der Biolumineszenz wurde fir die Beurteilung der
ATPase Aktivitdat herangezogen und mit einem Luminometer (BMG Lumistar, BMG
LABTECH, Offenburg, D) bestimmt.

Zellulare Assays

Zur weiteren Bewertung der Effizienz der Metabolitextraktion wurde die Zellmembran-
permeabilitat sowie die strukturelle Integritdt der Zellen untersucht. Hierfir wurde ein
Fluoreszenz Assay im Mikrotiterplattenformat (MTP) verwendet (L-7007 LIVE/DEAD®
BacLight™ Bacterial Viability Kit, MoBiTec, Géttingen, D). Die beiden Farbstoffe des Assays
fihren im Falle einer intakten Zellmembran zu einer Griinfarbung (SYTO® 9 Farbstoff) bzw.
bei Zellmembranpermeabilisierung zu einer Rotfarbung (Propidiumiodid) der Zellen. Die
Zellsuspensionsproben wurden auf eine optische Dichte von ODggg nm = 0.06 mit 0.9% NacCl-
Lésung verdinnt, aliquotiert und auf Eis gelagert. Je 100 ul Probe wurden mit 100 pl
Fluoreszenzfarbstoff gemischt (SYTO® 9 Farbstoff, 10 pM/Propidiumiodid, 10 uM) und bei
Dunkelheit und einer Temperatur von 21 fir 15 min inkubiert. Die Anregungswellenléange
der Fluoreszenzmessung im MTP Fluoreszenz-Reader (Spectra Fluor, TECAN, Crailsheim,
D) betrug 485 nm, die Emissionswellenlangen 535 nm (griin) bzw. 635 nm (rot).

Zur quantitativen Ermittlung der Metabolitextraktion infolge Zellmembranpermeabilisierung
wurde als Kenngrof3e die prozentuale Metabolitextraktion (PME) definiert und nach Gleich-
ung 3-7 ermittelt, die strukturelle Integritat (1S) der Zellen lasst sich mittels des eingefiihrten

dimensionslosen Index IS nach Gleichung 3-8 beurteilen (Schaub et al., 2006).
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P.unbehandelt _ GP,behandeIt

} [100 (3-7)

P,unbehandelt _ GP,UItraschaII :|

P,unbehandelt R P,behandelt

{G
R
PME [%)] =

R P,unbehandelt R P,Ultraschall

IS [-] = (RPYbEha”de“ } RU,behandeIt ) - (RP,unbehandeIt - RU,unbehandeIt) (3-8)

(GP,unbehandeIt - GU,unbehandeIt )

In Gleichungen 3-7 und 3-8 bezeichnen ‘G’ (griin) und ‘R’ (rot) die absoluten Fluoreszenz-
messwerte der Probe (‘P‘) bei 535 nm bzw. 635 nm. Hohe Werte fir ‘G* korrelieren dabei mit
einer intakten Zellmembran, wahrend hohe Werte fir ‘R* mit zunehmender Permeabilisierung
der Zellmembran einhergehen. Proben, die thermisch gequencht und extrahiert wurden, sind
mit ‘behandelt’ bezeichnet, im Gegensatz zu ‘unbehandelten‘ Proben, die ohne jede Proben-
konditionierung der Kultivierung entnommen wurden. Um zwischen Zellmembranpermea-
bilisierung und Zellaufschluss durch vollstandige Zelldisintegration zu unterscheiden, wurden
Proben (‘P*) und Uberstand (‘U*, Zentrifugation bei 14000 min™, 4%, 2 min) getrennt
analysiert. Die Anzahl intakter Zellen wurde mit Phasenkontrastmikroskopie (BH2, Olympus,
Tokyo, Japan) durch Zellzahlung ermittelt. Als Referenz fir eine vollstéandig aufgeschlossene
Probe wurde je 1 ml verdinnte Zellsuspension (ODegy nm = 0.06) der thermisch gequenchten

und extrahierten Proben zuséatzlich 2 x 30 s mit Ultraschall behandelt (‘Ultraschall’).

Probenaufarbeitung

Die Probenaufarbeitung umfasste die Trennung der Zellen vom Uberstand durch Filtration.
Untersucht wurden weiterhin die Konzentrierungsschritte Lyophilisierung und Konzentrierung
im Vakuum, die prinzipiell geeignet sind, die niedrigen Metabolitkonzentration in der Probe

zu erhdhen und damit die Analytik zu erleichtern.

Filtration

Adsorption von Metaboliten an Filtermaterial kann die quantitative Metabolitanalyse beein-
trachtigen. Um solche Effekte auszuschlieRen, wurden die Volumina 0.5 ml, 1.0 ml und 2.0
ml der Metabolit-Stammlésung mit verschiedenen Spritzenfiltern (P664.1, P811.1, P821.1,
jeweils 0.2 um Porendurchmesser, Carl Roth, Karlsruhe, D; FP30/0,2 CA-S, 0.2 um Poren-
durchmesser, Schleicher & Schuell Microscience, Dassel, D) unterschiedlicher Materialien
(Polyvinyldenfluorid, Polyethersulfon, Cellulosemischester, Celluloseacetat) filtriert und die
Wiederfindung mit LC-MS (Kapitel 5) analysiert.
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Konzentrierungsschritte

Zur Erh6hung der niedrigen Metabolitkonzentrationen in der Probe wurden die Konzentrie-
rung durch Lyophilisierung und Vakuum untersucht. Bei der Gefriertrocknung (Alpha I-5,
Christ, Osterode, D) wurde 1 ml Zellsuspension vollstandig innerhalb von 20 h lyophilisiert.
Das Lyophilisat wurde dann in 0.2 ml destiliertem Wasser resuspendiert. Bei der
Vakuumkonzentrierung (Concentrator 5301, Eppendorf, Hamburg, D) wurde das gleiche
Volumen aufgearbeitet (4.5 h, 20 mbar, 1400 min™). Bei beiden Methoden wurde ein Kon-
zentrierungsfaktor von 5 realisiert. Die anschlielBende Analyse der Wiederfindung erfolgte in
beiden Fallen mit LC-MS (Kapitel 5). Es wurden die Metabolitkonzentrationen der auf diese
Weise aufkonzentrierten Zellproben bestimmt und mit den erwarteten Konzentrationen der

nicht aufkonzentrierten Ausgangslésungen verglichen.

LC-MS Analyse
Die mit der integrierten Probenahme transferierten, gequenchten, extrahierten und aufge-
arbeiteten Proben wurden mit der in Kapitel 5 beschriebenen LC-MS Analysemethode

guantifiziert.

3.3 Ergebnisse

3.3.1 Auslegung des Probenahmesystems

Die geometrischen GroRen Rohrwendelinnendurchmesser und Lange der Aufheizstrecke
wurden fir einen Probenvolumenstrom von 3.5 ml/s und einer Temperatur der Probe von
90T gemal Gleichungen 3-2, 3-3 und 3-6 zu d; = 2 mm und |, = 30 cm berechnet. Vor-
zugeben ist dabei auch die fir die Grundoperation Quenching maximal zur Verfiigung
stehende Zeit t, (Gleichung 3-5). Diese wurde auf Basis des Turnover von ATP in E. coli
abgeschatzt (Theobald et al., 1993; Theobald et al., 1997; Schaefer et al., 1999;
Chassagnole et al., 2002). Geht man von einer ATP Poolkonzentration von catp = 4.3 mM
(Chassagnole et al., 2002) und gatp = 1.5 mM/s (Theobald et al., 1993; Theobald et al., 1997,
Schaefer et al., 1999) in E. coli bei p = 0.1 h™ aus, so berechnet sich der Turnover von ATP

nach Gleichung 3-9 zu ty1p = 2.8 s.

_Carp _ Carr (3-9)

Tate = N
ATP r
i,ATP
=1
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Wird in diesem Fall als maximal zulassige Zeit zur Durchfihrung der Grundoperation
Quenching t; = 0.1 X Ta1p definiert, so muss t, kleiner oder gleich 280 ms betragen. Bei
einem signifikant hoheren garp als 1.5 mM/s missen entweder grofRere Fehler als 10%
akzeptiert werden oder die geometrische Auslegung unter Verwendung der Beziehungen
gemal Gleichungen 3-2, 3-3 und 3-6 modifiziert werden.

Als weitere Nebenbedingungen sind die Probenahmefrequenz, um dieses Probenahme-
verfahren auch in stimulus-response Experimenten einsetzen zu kénnen (Kapitel 5.3.2), und
ein fur die LC-MS Analytik ausreichendes Probenvolumen zu bertcksichtigen. Als mini-
males Probenvolumen sind bei LC-MS Analyse 0.5 ml ausreichend. Die angestrebte Probe-
nahmefrequenz war f = 5 s™. Bei einem Probenvolumenstrom von 3.5 ml/s (Uberdruck im
Kopfraum des Fermenters 0.5 bar) betrug das durchschnittliche Probenvolumen 0.7 ml.

Die Lange der sich direkt anschlieBenden Heizstrecke gleichen Rohrwendelinnendurch-
messers zur Durchfiihrung der Grundoperation Extraktion ergibt sich bei einem Volumen-
strom von 3.5 ml/s zu Iz = 2.7 m (siehe Diskussion auf S. 46 und Abbildung 3-2). Die Anzahl
der Windungen war n = 13 bei einem Windungsdurchmesser von D, = 63 mm. Die dim-
ensionslosen Kennzahlen betrugen Re = 4300, Pr = 3.6 und Nu = 36. Die Verweilzeit
wahrend des Probentransfers vor Durchfiihrung der Grundoperation Quenching betrug 200

ms. Innerhalb dieser Zeitspanne ist eine Sauerstofflimitierung nicht zu erwarten.

3.3.2 Thermische Stabilitat

Die thermische Behandlung der Standardlésung im Reagenzglas bei 95T furt=0.5,1, 3,5
min fihrte mit Ausnahme des DHAP+GAP Pools zu keinem temperaturbedingten Abbau der
Metabolite (Abbildung 3-3). Fir letzteren konnte eine signifikante Degradation bei einer Er-

hitzungsdauer gréRer 1 min festgestellt werden.
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Abbildung 3-3. Thermische Stabilitat von Metaboliten in Minimalmedium bei 95C und Erhitzungs-
dauernvont=0.5, 1, 3, 5 min. Die Messungen wurden mit LC-MS durchgefuihrt und auf 1 normalisiert
(Messung bei t = 0 min). DHAP+GAP war bei dieser Temperatur und einer Erhitzungsdauer groR3er als
1 min instabil.

3.3.3 Quenching

Die Grundoperation Quenching soll zu einer schnellen Inaktivierung der Enzyme und damit
des Metabolismus fuhren. Am weitesten verbreitet ist das Quenching bei niedrigen Tem-
peraturen, um die Enzymaktivitat herabzusetzen bzw. abzustoppen (Kapitel 3.1). Diese
Inaktivierung ist nicht notwendigerweise irreversibel, so dass eine Abtrennung der Enzyme
erforderlich werden kann oder die weitere Probenaufarbeitung bei tiefen Temperaturen
durchzufiihren ist. In dieser Arbeit wurde erstmals mittels indirekter Kurzzeiterhitzung
gequencht, um Proteine schnell und irreversibel thermisch zu denaturieren (Ahern et al.,
1985; Eijsink et al., 2004).

Untersuchungen der thermischen Enzyminaktivierung wurden fur Glucose-6-phosphat-De-
hydrogenase und ATPase durchgefihrt. Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase katalysiert die
Umsetzung von Glucose-6-phosphat und NADP* zu 6-Phosphoglucolactonat und NADPH
am Eintritt in den Pentosephosphat-Weg und wurde spektrometrisch detektiert (S. 39).
ATPasen sind an einer Vielzahl von Reaktionen im zentralen Kohlenstoff- und Energie-
stoffwechsel beteiligt. Deren Aktivitat wurde in Biolumineszenzuntersuchungen bestimmt. Es
wurden E. coli Proben (P) bei einer Verdiinnungsrate von D = 0.1 h™* dem Fermenter mit dem
integrierten Probenahmesystem entnommen. Thermisches Quenchen wurde bei 9y = 95T
und Verweilzeiten von 0.5 s (P1) bzw. 2.5 s (P2) ausgefiihrt. Referenzproben wurden 1 min
mit kochendem Wasser behandelt (R1) bzw. bei Raumtemperatur ohne weitere Proben-
konditionierung belassen (R2). Um eine vollstandige Enzymfreisetzung ohne Beeintrachtig-
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ung der katalytischen Aktivitat zu gewahrleisten, wurden alle Proben zusatzlich mechanisch
aufgeschlossen. Hierfir wurde je ein Eppendorfcup mit Glaskugeln (0.7 mm Durchmesser)
auf ein Volumen von 1.5 ml befullt, 1 ml Probe zugegeben und die Probe 4 min mit einem
Vortexer aufgeschlossen. Es konnte keine Enzymaktivitat von Glucose-6-phosphat-Dehydro-
genase bei Verweilzeiten von 0.5 s (P1) bzw. 2.5 s (P2) festgestellt werden (Abbildung 3-4).
Eine Kurzzeiterhitzung von 0.5 s bei einer Temperatur von 8y = 95T war ausreichend, um
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase vollstandig und dauerhaft zu inaktivieren wie die
Messungen bei Inkubationszeiten von t = 20, 40 min zeigten. Wie erwartet konnte bei der 1
min mit kochendem Wasser behandelten Referenzprobe R1 keine Aktivitat festgestellt
werden, wohingegen die nicht thermisch behandelte Referenzprobe R2 signifikante Enzym-

aktivitat aufwies.

257 O0min
020 min
M 40 min
2.0 1
c 1.5
RS
g
3 1.0 1
Q
<
0.5
0.0 -
P1 P2 R1 R2

Abbildung 3-4. Enzymaktivitdt der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase nach thermischem
Quenchen. Temperatur/Verweilzeit von Proben (P) und Referenzproben (R) waren 95C/0.5 s (P1),
95C/2.5 s (P2), 100C/60 s (R1) und 21<C/- (R2). D ie Inkubationszeiten bei 37°C waren t = 0, 20, 40
min. In der normalisierten Darstellung bedeuten Werte gleich 1 inaktives Enzym und Werte groer 1
aktives Enzym (Normalisierung auf Messung bei t = 0 min).

Die Untersuchung der ATPase Aktivitat mittels Biolumineszenzbestimmung fihrte bei
gleicher Vorgehensweise zu konsistenten Ergebnissen (Abbildung 3-5). Bei Kurzzeit-
erhitzung von 0.5 s bzw. 2.5 s (Temperatur 9y = 95C) und thermischer Probenkonditionier-
ung der Referenzprobe (60 s, 100C) wurde ein Ubere instimmendes ATP Konzentrations-
niveau gemessen, so dass von einer vollstandigen ATPase Inaktivierung innerhalb von 0.5 s
bei dw = 95T ausgegangen werden konnte. Bei der nicht thermisch konditionierten
Referenzprobe R2 fand dagegen ein signifikanter, schneller ATP Abbau statt. Eine ATPase

Inaktivierung erfolgte dabei nicht.
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Abbildung 3-5. Biolumineszenzbestimmung als Maf} fir die ATPase Aktivitdt nach thermischem
Quenchen. Findet in der Probe kein ATP Abbau durch aktive ATPasen statt, betragt die gemessene
Biolumineszenz 300000 counts. Temperatur/Verweilzeit von Proben (P) und Referenzproben (R)
waren 95C/0.5 s (P1), 95C/2.5 s (P2), 100C/60 s (R1) und 21<C/- (R2). Die Inkubationszeiten bei
37T waren t = 0, 30 min. Bei der nur mechanisch au fgeschlossenen Referenzprobe R2 fand ein
schneller ATP Abbau statt.

3.3.4 Extraktion

Die thermische Metabolitextraktion wird bei verschiedenen Probenahmeverfahren verwendet
(Kapitel 3.1). Es wurde die prozentuale Metabolitextraktion (PME) in Abhangigkeit der Wand-
temperatur 9y der integrierten Probenahme und der Verweilzeit bzw. Haltezeit t; bei dieser
Temperatur untersucht. Als Markermolekil wurde ATP verwendet und mit dem in Kapitel 3.2
beschriebenen Biolumineszenz Assay bestimmt. Die Ergebnisse bei unabhéngiger Variation
von Wandtemperatur und Verweilzeit sind in Abbildung 3-6 dargestellt. Diese zeigen, dass
eine Wandtemperatur von 95C und eine Verweilzeit von 2.5 s ausreichend fiir eine voll-
standige Metabolitextraktion waren. Langere Verweilzeiten (3.5, 6, 60, 120, 180, 240, 300 s)

oder eine weitere Temperaturerhéhung auf 100C (Ver weilzeit 30 s) waren nicht erforderlich.
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Abbildung 3-6. Prozentuale Metabolitextraktion (PME) in Abhangigkeit von Wandtemperatur (8 =
37, 60, 80, 95, 100C) und Verweilzeit (tg = 2.5, 3.5, 6, 30, 60, 120, 180, 240, 300 s). Bei 3,y = 95T
und tg = 2.5 s fand eine vollstandige Metabolitextraktion statt.

Ausgehend von den in Abbildung 3-6 gezeigten Daten konnte das Temperaturniveau als
Haupteinflussfaktor auf die Metabolitextraktion identifiziert werden. Eine vollstandige
Metabolitfreisetzung fand bei einer Temperatur von 95T statt. Dabei war eine Haltezeit tg
von nur 2.5 s auf der Heizstrecke ausreichend.

Die Extraktion der Metabolite erfolgte dabei unter weitgehender Aufrechterhaltung der
strukturellen Integritat der Zellen. Abbildung 3-7 zeigt den Umfang der Metabolitfreisetzung
aus den E. coli Zellen, ausgedrickt als prozentuale Metabolitextraktion (PME), die Anzahl
der intakten Zellen sowie den die strukturelle Integritat der Zellen kennzeichnenden IS-Index
in Abhangigkeit von der Wandtemperatur 8. Untersucht wurde der Temperaturbereich
zwischen 20C und 121C. Um isoliert den Temperatur effekt auf die Metabolitfreisetzung
untersuchen zu konnen, wurde bei Temperaturen oberhalb des Siedepunktes (110C,
121<C) ein Blasensieden der Proben durch Druckiiberl agerung verhindert, wobei die Proben
bei diesen beiden Temperaturen nicht mit der integrierten Probenahme thermisch behandelt

wurden.
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Abbildung 3-7. Abhangigkeit der prozentualen Metabolitextraktion (PME, A), des Anteils intakter
Zellen (0) und der strukturellen Zellintegritat (IS, ) von der Temperatur.

Der Umstand, dass bei einer vollstandigen Metabolitfreisetzung (Messwert PME = 104 + 10
%) die mikroskopisch ermittelte Anzahl intakter Zellen bei einer Temperatur von 95C noch
bei ungeféahr 70% lag und der aus den Fluoreszenzmessungen abgeleitete 1S-Index in
diesem Temperaturbereich seinen Maximalwert erreichte, deutet auf eine Metabolitfreisetz-
ung durch Permeabilisierung der Zellmembran durch Offnung bzw. Weitung der Zell-
membranporen hin. Da die Zellen strukturell intakt bleiben, ist die Metabolitfreisetzung
vermutlich auf niedermolekulare Substanzen beschrankt. Ein Aufplatzen der Zellen wird
durch Anwendung von Temperaturen unterhalb des Siedepunktes verhindert, so dass diese
durch Zentrifugation bzw. Filtration von der Probenldsung abgetrennt werden kénnen. Dieser
Umstand ist vorteilhaft fiir die Analytik.

Eine Wandtemperatur der integrierten Probenahme von 9y, = 95 war damit gleichermalien

zur Durchfihrung der Grundoperation Quenching (Kapitel 3.3.3) und Extraktion geeignet.

3.3.5 Filtration

Bei keinem der verwendeten Spritzenfilter konnte Adsorption von Metaboliten an das Filter-
material festgestellt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde der Spritzenfilter Rotilabo
P664.1 (Carl Roth, Karlsruhe, D) verwendet.
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3.3.6 Konzentrierungsschritte und LC-MS Analytik

Ein fUr die vorliegende LC-MS Analytik wichtiges Ergebnis war die schlechte Wiederfindung
bei den Konzentrierungsschritten Lyophilisierung und Vakuumkonzentrierung (Abbildung
3-8). Die beste Wiederfindung von 70% wurde fir ATP bei Vakuumkonzentrierung erzielt.

Typische Werte lagen zwischen 20% und 50%.

100.0
O Lyophilisierung

[ Vakuumkonzentration
80.0 -

60.0

40.0 +

Wiederfindung [%]

20.0

0.0 ~

Abbildung 3-8. Wiederfindung von Metabolitstandards bei Aufkonzentrierung mit Lyophilisierung bzw.
Vakuumkonzentrierung und LC-MS Analyse.

Problematisch war insbesondere, dass jeder Metabolit einen spezifischen Konzentrierungs-
faktor aufwies. Bei manchen Metaboliten (G6P+F6P, FBP, DHAP+GAP, 2PG+3PG, 6PG und
ADP) war die Lyophilisierung tberlegen, bei anderen Metaboliten (PEP, ATP und AMP) war
dagegen die Vakuumkonzentrierung vorteilhafter. Wegen der schlechten Wiederfindung und
der damit nur niedrigen realisierbaren Aufkonzentrierung der Proben sowie der metabolit-
spezifischen Konzentrierungsfaktoren wurde auf Lyophilisierung bzw. Vakuumkonzentrierung
von Proben in Verbindung mit der etablierten LC-MS Analyse verzichtet. Mégliche Ursachen
fur die fehlende Reproduzierbarkeit der Konzentrierungsschritte werden in der Diskussion
(Kapitel 3.4) erortert. Messergebnisse fur Absolutkonzentrationen und Massenisotopomere

finden sich in den Kapiteln 3.3.7, 5 bzw. 6, ebenso ein Literaturvergleich.
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3.3.7 Anwendung

Das integrierte Probenahmeverfahren wurde zur quantitativen Bestimmung intrazellularer
Metabolitkonzentrationen in E. coli bei einer Verdiinnungsrate von D = 0.1 h™* und Glucose-
limitierung verwendet. Die Metabolitquantifizierung erfolgte mit der in Kapitel 5 beschrieb-
enen LC-MS Analysemethode. Die ermittelten intrazelluldaren Metabolitkonzentrationen

(Kapitel 5.3) sind in Tabelle 3-1 zusammengefasst.

Tabelle 3-1. Intrazellulare steady state Metabolitkonzentrationen in E. coli bei D = 0.1 h™.

¢ [umol/g TS]

Metabolit Integrierte Chassagnole

Probenahme ? et al. (2002)
G6P+F6P 1.3+05° 6.2+1.2/1.1+0.2
FBP 3.0+£0.8 05+£0.1
DHAP+GAP 1.8+0.4° -/0.4 0.1
2PG+3PG 10.9+3.0° /-
PEP 48+1.2 48+1.0
PYR 52+2.0 48+1.0
psp 04+0.2 -
6PG 1.7+£0.4 1.4+£0.3
AMP 1.0+05 1.8+0.3
ADP 2.1+£0.7 1.1+0.2
ATP 30+x1.1 76+15
¥ Annahme eines systematischen Fehlers von 20%, zusétzlich zu bestimmten Messfehlern nach

Kapitel 5.3

) angenommener Messfehler von 20%
° Poolkonzentration
) Pentosephosphat Poolkonzentration

Die intrazellularen Metabolitkonzentrationen von PEP, PYR und 6PG waren in guter Uber-
einstimmung mit friheren Untersuchungen (Chassagnole et al., 2002). Die ermittelte
Pentosephosphat Poolkonzentration war mit der von Buchholz (Buchholz et al., 2001)
bestimmten Konzentration von 0.7 umol/g TS vergleichbar. Abweichungen wurden fir die
intrazellularen Konzentrationen von G6P+F6P und FBP festgestellt. Die G6P+F6P Pool-
konzentration war niedriger als der von Chassagnole (Chassagnole et al., 2002) ermittelte
Wert, deckte sich jedoch mit Messungen von Buchholz (Buchholz et al., 2001), der ebenfalls
eine Konzentration von 1.3 umol/g TS bestimmte. Die in der Literatur beschriebenen Kon-
zentrationen von FBP reichen von 0.5 umol/g TS (Chassagnole et al., 2002) bis 11.8 umol/g
TS (Buchholz et al., 2001). Bei den Nukleotiden war die AMP Konzentration mit der von
Chassagnole vergleichbar und deutlich niedriger als der von Buchholz (Buchholz et al.,
2001) bestimmte Wert von 7.0 umol/g TS. Die gemessene ADP Konzentration war gering-
fugig groRRer als die publizierten Werte von Chassagnole (Chassagnole et al., 2002) und
Buchholz (Buchholz et al., 2001), die tbereinstimmend 1.1 umol/g TS gemessen haben. Die

Konzentration von ATP war deutlich niedriger als der Wert von Chassagnole (Chassagnole



51

et al., 2002), jedoch hoher als der zu 0.9 umol/g TS ermittelte Wert von Buchholz (Buchholz
et al., 2001).

3.4 Diskussion

Im Gegensatz zu anderen sequentiellen oder simultanen schnellen Probenahmeverfahren
fur die Analyse intrazellularer Metabolite im Zeitbereich von Sekunden erfolgen bei dem
integrierten Probenahmeverfahren die Grundoperationen Quenching und Extraktion indirekt
durch einen definierten Warmeulbergang, d. h. ohne Verwendung zusatzlicher chemischer
Reagenzien. Die meisten Probenahmeverfahren verwenden dagegen zur Durchfiihrung der
Grundoperation Quenching kaltes Methanol (Schaefer et al., 1999; Lange et al., 2001; Visser
et al., 2002). Da hierbei nicht von einer dauerhaften Inaktivierung aller Enzyme ausgegangen
werden kann, sind die nachfolgenden Probenaufarbeitungsschritte bei tiefen Temperaturen
durchzufiuihren (Theobald et al., 1993; Lange et al., 2001). Es ist darlber hinaus bekannt,
dass Methanol zu einer Permeabilisierung der Zellwand und damit zu einer Metabolit-
freisetzung flhren kann (Gonzalez et al., 1997; Lange et al., 2001; Wittmann et al., 2004b).
Die Grundoperation Extraktion findet bei anderen Probenahmeverfahren ebenfalls unter
Verwendung chemischer Reagenzien statt wie kochendes Methanol (Shyrock et al., 1986),
kochendes Ethanol (Gonzalez et al., 1997; Lange et al., 2001; Visser et al., 2002), saure
Losungen (Theobald et al., 1993; Schaefer et al., 1999; Chassagnole et al., 2002) oder
Methanol/Chloroform Lésungen (de Koning et al., 1992; Sato et al., 2004). Um bei Extraktion
mit sauren Losungen eine vollstandige Metabolitextraktion zu gewdahrleisten, sind zusatzlich
Gefrier-Tau-Zyklen durchzufihren (Theobald et al., 1993; Schaefer et al., 1999;
Chassagnole et al., 2002). AuRRerdem ist die Stabilitdit der Metabolite bei extremen pH-
Werten zu beachten. So sind beispielsweise DHAP und PEP bei sehr hohen und sehr
niedrigen pH-Werten instabil (de Koning et al., 1992; Sato et al., 2004). PYR, NAD, NADH",
phosphorylierte Deoxyadenosin-Zucker und Indol werden bei extrem niedrigen oder extrem
hohen pH-Werten zerstort (Shyrock et al.,, 1986; Theobald et al., 1993; Gonzalez et al.,
1997). Bei Neutralisierung der Proben kann ein Metabolitverlust dadurch auftreten, dass eine
Adsorption an den entstehenden Niederschlag auftritt. So adsorbieren Nukleotide an KCIO,
Prazipitat, wenn KOH oder K*-Salze fur die Neutralisierung von Perchlorsaure verwendet
werden (Chen et al., 1977). Technisch ist die Probenneutralisierung sowohl unter sauren als
auch unter alkalischen Bedingungen aufwandig, da groRe Mengen an Niederschlag ent-
stehen. Im Fall des integrierten Probenahmeverfahrens kénnen pH-Wert Schwankungen
vermieden werden, da einerseits die Schritte Quenching und Extraktion indirekt erfolgen,

andererseits das Medium, das in einem Phosphatpuffer angesetzt ist, als Puffer fungiert. Die



52

pH-Wert Anderung durch Temperaturerhéhung liegt bei ungefahr 0.1 - 0.2 Einheiten, so dass
auch eine direkte enzymatische Quantifizierung von Metaboliten mdglich ist.

Sollen massenspektrometrische Verfahren fir die Metabolitquantifizierung eingesetzt
werden, so ist der Einfluss der lonenkonzentration der Probe auf die Messung zu bericksich-
tigen (Niessen, 1999). Auch kénnen Pufferldsungen wie Phosphatpuffer, Hepes oder PIPES
bei der massenspektrometrischen Quantifizierung zu unerwinschten Unterdriickungs-
effekten der zu analysierenden lonen fiihren (Gaskell, 1997; Sterner et al., 2000). Diese
Aspekte kdonnen zumindest teilweise die nicht reproduzierbaren Konzentrierungsschritte
Lyophilisierung und Vakuumkonzentrierung bei LC-MS Analyse erklaren.

Die Anwendung von Temperaturen unterhalb des Siedepunktes fuhrt dazu, dass die Zellen
nicht vollstandig zerstort, jedoch permeabilisiert werden. Auf diese Weise kdnnen die Zellen
von der Probenlésung leicht durch Zentrifugation oder Filtration abgetrennt und Beein-
trachtigungen der Analytik, z. B. durch ungeldste Phospholipide (Sato et al., 2004), minimiert
werden. Da die Grundoperationen Probentransfer, Quenching und Extraktion integriert
wurden, kénnen kurze Inaktivierungszeiten erzielt werden. Die Verweilzeit in der Proben-
schleife vor Durchfihrung der Grundoperation Quenching betrug bei der vorliegenden
Rohrwendelgeometrie und einem Volumenstrom von 3.5 ml/s ungefahr 200 ms, so dass
keine Sauerstofflimitierung zu erwarten ist. Die Zeit fur die Durchfiihrung des Schrittes
Quenching wéahrend des Probentransfers betrug ungefahr 300 ms. In Theobald (Theobald et
al., 1993; Theobald et al., 1997) erfolgte der Probentransfer aus dem Bioreaktor in ein
Reagenzglas in 200 ms, der Zeitbedarf fur das anschlieBende Quenching wurde mit 500 ms
abgeschatzt. Die Zeitenkonstanten des integrierten Probenahmesystems fir Probentransfer
und Quenching sind mit jenen anderer Probenahmesysteme vergleichbar, die zur Bestim-
mung von Metabolitkonzentrationen im Sekundenbereich entwickelt worden sind (Theobald
et al.,, 1993; Schaefer et al., 1999; Lange et al., 2001). Kennzeichen dieser Probenahme-
systeme sind in Tabelle 3-2 zusammengefasst. Die wesentlichen Unterschiede betreffen die
Anzahl der Grundoperationen, die Art ihrer Durchfihrung (z. B. die Verwendung chemischer
Reagenzien) und daraus folgend der experimentelle und zeitliche Aufwand der Proben-

aufarbeitung.
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Tabelle 3-2. Kennzeichen von Probenahmeverfahren zur quantitativen Bestimmung intrazelluléarer
Metabolitkonzentrationen im Zeitbereich von Sekunden.

Probenahmeverfahren
Integrierte Theobald Schafer Lange
Probenahme et al. (1993) et al. (1999) et al. (2001)
Probentransfer kontinuierlich diskontinuierlich kontinuierlich diskontinuierlich
Quenching thermisch gekunhlte gekuhltes gekuhltes
Perchlorsaure Methanol Methanol
Extraktion thermisch gekunhlte gekunhlte kochendes
Perchlorsaure, Perchlorsaure, Ethanol
3 Gefrier-Tau- 1 Gefrier-Tau-
Zyklen Zyklus
integrierte Grund- Probentransfer, Quenching, - -
operationen Quenching, Extraktion
Extraktion
Anzahl Grund- 2 5 8 7
operationen
Zeitbedarf Proben- <30s 060-90 min J60-90 min 013 h

aufarbeitung

% yom Bioreaktor bis zur aufgearbeiteten Probe fiir die Analytik

Die Schwierigkeit bei der Entwicklung von Probenahmeverfahren besteht dabei darin, einer-
seits den Metabolismus schnell und dauerhaft zu inaktivieren und moglichst viele Metabolite
guantitativ zu extrahieren, andererseits den Einsatz chemischer Reagenzien (z. B. von
Losungsmitteln) zu minimieren, hinsichtlich Temperatur, pH-Wert und lonenkonzentration
maglichst physiologische Bedingungen aufrechtzuerhalten und die Metabolite nicht zu
zerstoren. Diese Komplexitat ist auch der Grund dafir, dass verschiedene Probenahme-
verfahren existieren, deren jeweiliger Einsatz von der Aufgabenstellung, d. h. den zu
guantifizierenden Metaboliten, dem verwendeten Zellsystem, der Analysemethode sowie der
gewiinschten zeitlichen Auflésung bei Pulsexperimenten abhéngt.

Zielsetzung dieser Arbeit war die quantitative Analyse intrazellularer Metabolitkonzentra-
tionen (Kapitel 5) und Markierungsmuster (Kapitel 4 und 6) der zentralen Kohlenstoff-
wechselwege firr die isotopisch instationdre **C-Stoffflussanalyse in dem gram-negativen
Bakterium E. coli bei einer Verdiinnungsrate von D = 0.1 h™. Die ermittelten steady state
Konzentrationen von G6P+F6P, FBP, DHAP+GAP, 2PG+3PG, PEP, PYR, R5P, 6PG, AMP,
ADP und ATP befanden sich in der erwarteten GrélRenordnung und waren in ausreichend
guter Ubereinstimmung mit Literaturdaten. Vorlaufige Untersuchungen in dem gram-
positiven Bakterium B. subtilis und der eukaryotischen Hefe S. cerevisiae deuteten darauf
hin, dass das integrierte Probenahmeverfahren auch bei diesen Organismen eingesetzt

werden kann (Steiner, personliche Mitteilung). Aufgrund der niedrigeren Toleranz gegeniber
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Temperatur und hydrodynamischer Beanspruchung (Chisti, 2001) erscheint auch die
Anwendung in tierischen Zellkulturen realistisch, wobei eine adaquate Anpassung von
Geometrie, Temperatur und Volumenstrom erfolgen muss.

Insgesamt wurde bei dem vorgestellten Probenahmeverfahren durch die Integration der
Schritte Probentransfer, Quenching und Extraktion die Anzahl der Grundoperationen auf
zwei Grundoperationen reduziert, wodurch der Gesamtwirkungsgrad, der sich aus dem Pro-
dukt der Wirkungsgrade der einzelnen Grundoperationen ergibt, gegeniiber anderen Probe-
nahmetechniken, die bis zu neun Schritte umfassen, verbessert werden kann. Dies hangt
mafgeblich damit zusammen, dass die Schritte Quenching und Extraktion indirekt durch
Warmeutbergang erfolgten. Die thermische Probenkonditionierung weist weitere Vorteile auf.
Erstens kann auf eine Verwendung chemischer Reagenzien, deren Abtrennung eine auf-
wandige Probenaufarbeitung erforderlich macht, verzichtet werden. Zweitens findet eine
selektive Metabolitextraktion statt, bei der keine Zelltrummer entstehen. Drittens finden die
Schritte Quenching und Extraktion bei physiologischem pH-Wert statt und die lonenkon-
zentration der Probe bleibt nahezu konstant. Dies hat zur Folge, dass zum einen die weit-
gehend intakten Zellen auf einfache Weise in einem einzigen Filtrationsschritt abgetrennt
werden konnten, zum anderen die Proben einer Vielzahl von Analysetechniken ohne weitere
Aufarbeitung zuganglich sind und insbesondere die LC-MS Analyse unverzerrt stattfinden
konnte. AuRerdem ko&nnen mit dem integrierten Probenahmeverfahren beliebig groRRe
Probenvolumina aufgearbeitet werden. Die Schritte Probentransfer, Quenching und
Extraktion wurden automatisiert und waren damit sehr gut reproduzierbar. Die Integration
ermdglichte die Durchfihrung der Schritte Probentransfer, Quenching, Extraktion und
Filtration innerhalb von 30 s je Probe unter Bericksichtigung des Zeitbedarfs fir den
manuellen Filtrationsschritt. Bei einer Probenahmefrequenz von bis zu 5 s™ (Schritte Proben-
transfer, Quenching, Extraktion) kann auch die Antwort intrazellularer Metabolitpools auf
aullere Stimuli mit einer zeitlichen Auflosung im Sekundenbereich untersucht werden
(Kapitel 5).
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4 GC-MS basierte Bestimmung von
Massenisotopomeren proteinogener und freier

Aminosauren in E. coli

4.1 Einleitung

Relative Messinformationen zu Massenisotopomerenverteilungen am Stoffwechsel beteiligter
Metabolite oder Makromolekiile fir die **C-Stoffflussanalyse wurden auBer mit LC-MS
(Kapitel 5 und 6) auch mit GC-MS ermittelt. Einen Uberblick tiber die bei der **C-Stofffluss-
analyse eingesetzten Analysemethoden und die verwendete Terminologie gibt Kapitel 6.1.
Gegenuber LC-MS Techniken, die die Analyse der Markierungsmuster von Metaboliten der
zentralen Kohlenstoffwechselwege zum Ziel haben, werden GC-MS Analysemethoden schon
seit langerem fir die Quantifizierung von Massenisotopomerenverteilungen proteinogener
Aminosauren eingesetzt (Park et al., 1997; Christensen et al., 1999; Dauner et al., 2000;
Fischer et al., 2003). Diese gelten hinsichtlich der Quantifizierung von Aminosduren aus
Proteinhydrolysat als einfach und robust (Christensen et al., 1999). Der Grund hierfir ist,
dass die intrazellulare Proteinkonzentration und damit die Konzentration proteinogener
Aminoséauren im Vergleich zu den intrazellularen Metabolitkonzentrationen um ein Vielfaches
hoher ist, so dass GC-MS Messungen auf Basis von Proteinhydrolysat mit groRer Genauig-
keit durchgefuhrt werden kdnnen. Diese Untersuchungen bleiben jedoch auf den isotopisch
stationdren Zustand beschrankt (Christensen et al., 1999; Dauner, 2000; Shimizu, 2004;
Siddiquee et al., 2004). Sie erfordern wegen des niedrigen Turnover von Proteinen aul3er-
dem sehr lange Markierungsexperimente. Mit GC-MS kénnen durch Messung der freien
Aminosauren auch Untersuchungen im isotopisch instationaren Zustand durchgefihrt
werden (Wittmann et al., 2002a). Hierbei besteht allerdings die Schwierigkeit, dass die
Massenisotopomerenverteilungen der freien Aminosauren zum einen das Produkt der
Markierungsmuster der Precursor-Metabolite des zentralen Kohlenstoffwechsels sind, zum
anderen aber auch aus komplexen Abbaureaktionen der Proteine entstehen, was im iso-
topisch instationaren Zustand zu schwer interpretierbaren Zeitkonstanten fuhrt (Wiechert et
al., 2005).

Dieses Kapitel hat die GC-MS basierte Bestimmung von Massenisotopomerenverteilungen
proteinogener Aminosauren (Kapitel 4.1.2) und freier Aminosauren (Kapitel 4.1.3) in E. coli

bei D = 0.1 h™* zum Gegenstand. Zunéchst wird kurz auf die Biosynthese der Aminos&auren
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eingegangen (Kapitel 4.1.1). Bei der Etablierung einer GC-MS Analysemethode (Kapitel
4.2.4) sind Fragen der Derivatisierung und Fragmentierung (Kapitel 4.2.1), der Linearitat des
MS-Detektors (Kapitel 4.2.2) sowie der Isotopenfraktionierung zu klaren (Kapitel 4.2.3). Die
Identifikation der Aminosauren erfolgte mittels charakteristischer Massenspektren und
Retentionszeiten (Kapitel 4.2.5). Als Folge der Derivatisierung der Proben tritt bei GC-MS
Analyse eine Verschiebung in den Massenisotopomerenverteilungen auf, die korrigiert
werden muss (Kapitel 4.2.6). Die Probenvorbereitung ist in Kapitel 4.2.7 beschrieben. Da der
isotopisch stationdre Zustand in den Markierungsmustern der proteinogenen Aminosauren
bei einem typischen Markierungsexperiment erst nach mehreren Stunden erreicht wird, ist
ein vorheriger Abbruch des Markierungsexperimentes und eine Extrapolation auf den
isotopisch stationaren Zustand unter Verwendung einer Auswaschkinetik Ublich (Kapitel
4.2.8), um die Kosten eines Markierungsexperimentes in Grenzen zu halten. Die Ergebnisse
der quantitativen Bestimmung von Massenisotopomeren sind im metabolisch und isotopisch
stationdren Fall fir die proteinogenen Aminosauren in Kapitel 4.3.1 und im metabolisch
stationdren und isotopisch stationaren und instationaren Fall fur die freien Aminosauren in

Kapitel 4.3.2 dargestellt. Eine Zusammenfassung findet sich in Kapitel 4.4.

4.1.1 Biosynthese der Aminosauren

Proteinogene Aminoséauren sind experimentell leicht zugénglich und liegen in der Zelle, ver-
glichen mit den Metaboliten des zentralen Kohlenstoffwechsels, in hohen Konzentrationen
vor. Die Kohlenstoffskelette der Aminoséauren leiten sich aus den Intermedidrprodukten der
zentralen Kohlenstoffwechselwege Glykolyse, Pentosephosphat-Weg und Tricarbonsaure-
Zyklus ab und enthalten somit Informationen tber den Markierungszustand ihrer jeweiligen
Precursor-Metabolite (Abbildung 4-1).
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Abbildung 4-1. Die Aminoséauren leiten sich aus den Intermediarprodukten der zentralen Kohlen-
stoffwechselwege Glykolyse, Pentosephosphat-Weg und Tricarbonsaure-Zyklus ab. Vereinfacht dar-
gestellt sind die Synthesewege der gemessenen 15 Aminoséauren.

Da bei der Bildung von Aminoséauren vielfach gemeinsame Synthesewege genutzt werden,
die die gleichen Precursor-Metabolite der zentralen Kohlenstoffwechselwege als Ausgangs-
stoffe haben, sind diese Messinformationen teilweise redundant und damit vor allem fur die
statistische Analyse relevant (Wiechert et al., 1997a; Wiechert et al., 1997b). Bleibt bei der
Aminosauresynthese das Kohlenstoffskelett der Ausgangsmetabolite unverédndert oder fin-
den ausschlieR3lich Abspaltungsreaktionen statt, kann unmittelbar auf die Massenisotopomer-
enverteilung der Precursor-Metabolite geschlossen werden. Bei bi- oder mehrmolekularen
Reaktionen in der Aminosauresynthese sind die Markierungsmuster der Precursor dagegen
nicht mehr unmittelbar zuganglich (Wahl et al., 2004).

Die Markierungsmuster der Metabolite R5P und E4P des Pentosephosphat-Weges sind
durch Messung der Aminoséauren Histidin bzw. der aromatischen Aminosduren Tyrosin und
Phenylalanin bestimmbar. Die Synthese von Tyrosin und Phenylalanin erfordert zwei
Molekile PEP und ein Molekil E4P und umfasst in E. coli eine Sequenz von 11 Reaktions-

schritten. Da diese beiden Aminosduren zur gleichen Aminosaure-Familie gehdren und bis



58

auf die letzten beiden Reaktionsschritte auf dem gleichen Syntheseweg entstehen, liefern
Tyrosin und Phenylalanin redundante Messinformationen.

Precursor-Metabolit der Aminosauren der Serin-Familie ist 3PG. Ohne Anderung des C-
Atomskeletts entsteht dabei Serin in einer dreistufigen linearen Reaktionssequenz. In einem
weiteren Schritt entsteht durch Demethylierung des C3-Kohlenstoffs aus Serin Glycin. Zu
beachten ist in diesem Zusammenhang, dass einzelne Aminosauren nicht nur aus den Inter-
mediérprodukten des zentralen Kohlenstoffwechsels synthetisiert werden, sondern auch auf
alternativen Reaktionswegen bzw. als Abbauprodukte entstehen. So ist beispielsweise
Glycin auch ein Abbauprodukt des aus der Aspartat-Familie stammenden Threonins bzw.
dieser Weg ein alternativer Glycin-Syntheseweg (Keseler et al., 2005; van Winden et al.,
2005). Die gemessenen Glycin-Massenisotopomere wurden daher bei der Schatzung der
intrazellularen Flussverteilung nicht herangezogen.

Die Analyse der Aminosauren der Pyruvat-Familie liefert Informationen Uber die Masseniso-
topomerenverteilung von PYR. Bei Valin und Leucin finden eine bzw. zwei bimolekulare
Syntheseschritte statt, in denen jeweils eine Addition von Acetylgruppen stattfindet. Alanin
dagegen entsteht in einem Reaktionsschritt direkt durch Transaminierung aus PYR.

Von den Aminoséauren der Aspartat-Familie entsteht zunachst Aspartat in einer Einschritt-
reaktion durch Transaminierung direkt aus dem gemeinsamen Precursor OAA. Aspartat
bildet den Ausgangspunkt fir die nachfolgende Synthese von Threonin, Isoleucin, Methionin
sowie Lysin. Threonin wird in einer finf Schritte umfassenden linearen Reaktionssequenz
ohne Verdnderungen am C-Skelett gebildet und hat redundanten Informationsgehalt zu
Aspartat. Isoleucin entsteht durch Acetylierung von Threonin in weiteren finf Schritten. Bei
Methionin wird eine Methylgruppe von 5-Methyltetrahydrofolat transferiert. Lysin wird bei
Bakterien in zehn Reaktionen aus PYR und Aspartat auf dem Diaminopimilatweg
synthetisiert und liefert daher redundante Informationen.

Zugang zum Tricarbonsaure-Zyklus ermdglichen auch die Aminosduren der Glutamat-
Familie. a-Ketoglutarat wird in Gegenwart von Ammonium durch die Glutamat-Dehydrogen-
ase in einem Schritt zu Glutamat umgewandelt. Prolin entsteht in vier Folgeschritten aus
Glutamat, wobei das Kohlenstoffgeriist unverandert bleibt, so dass die Analyse dieser beiden

Aminosauren redundante Messinformationen liefert.

4.1.2 Aminosauren aus Proteinhydrolysat

Die *C-Stoffflussanalyse basierend auf der Analyse von Massenisotopomeren proteinogener
Aminosauren mittels GC-MS hat zunéchst den Vorteil, dass die proteinogenen Aminosauren
in hoher Konzentration vorliegen. Da der Turnover der Proteine niedrig ist, kann zudem auf

aufwandige Probenahmeverfahren (Kapitel 3) verzichtet werden. Bei kontinuierlicher Pro-
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zessfuhrung wird ein isotopisch stationdrer Zustand in den proteinogenen Aminosauren bei
einem typischen Markierungsexperiment mit einer Markierungsdauer kleiner der Verweilzeit
O, z. B. 0.8 x © (Dauner et al., 2001a), nicht erreicht und das Markierungsexperiment abge-
brochen, da die eingesetzten Substrate sehr teuer sind. Daher wird mit einer Auswasch-
kinetik (Wiechert et al., 1996) der isotopisch stationdre Zustand berechnet (Kapitel 4.2.8).
Aus den groR3en Zeitkonstanten folgt auch unmittelbar die beschrankte Anwendbarkeit der
13C-stoffflussanalyse in ihrer bisherigen Form auf die industriell relevanten Prozess-
fuhrungen Fed Batch und Batch sowie das Bestreben **C-Markierungsexperimente wegen
der hohen Kosten zu miniaturisieren (Wiechert et al., 2005). Nicht einsetzbar ist diese
Vorgehensweise auch bei systembiologischen Untersuchungen, bei denen unter den
Bedingungen einer Kultivierung die Proteinbiosynthese unzureichend ist, wie dies z. B. bei

primaren Hepatozyten der Fall ist (Maier et al., 2006).

4.1.3 Freie Aminosauren

Bei den freien Aminoséuren besteht die analytische Schwierigkeit, dass deren Konzentra-
tionen um mindestens ein bis zwei GroRenordnungen niedriger als bei den proteinogenen
Aminosauren sind (Neidhardt et al., 1996; Wittmann et al., 2002; Wiechert et al., 2005). Er-
schwerend kommt hinzu, dass bei der Verwendung von N-Methyl-N-(tert-butyldimethyl-silyl)-
trifluoroacetamid (MTBSTFA) als Derivatisierungsagens auch Medienkomponenten wie
Phosphat und Sulfat derivatisiert werden (Ruhl, 2004). Dies fuhrte beispielsweise bei der
Untersuchung der Hefe S. cerevisiae WCG4 dazu, dass von den identifizierbaren Amino-
sauren Alanin, Glutamat, Glycin, Prolin und Serin eine quantitative Bestimmung nur fir die
beiden Aminosauren Alanin und Glutamat maoglich war (Rahl, 2004). Prinzipiell kbnnen mit
der beschriebenen Analysemethode auch organische Sauren des Tricarbonsaure-Zyklus wie
Citrat, a-Ketoglutarat, Succinat, Fumarat und Malat detektiert werden, wobei diese Meta-
bolite im Uberstand und nach Zellaufschluss mit @hnlichen Intensitaten gemessen wurden

und damit einer Interpretation nicht zuganglich waren (Rihl, 2004).

4.2 Material und Methoden

4.2.1 Derivatisierung und Fragmentierung

Wegen ihrer zwitterionischen Struktur sind Aminosauren einer unmittelbaren GC Analyse
nicht zuganglich (Chaves Das Neves et al., 1987). Durch geeignete Derivatisierung kdnnen

jedoch funktionelle Gruppen wie OH-, NH,- und SH-Gruppen durch Silylierung ,geblockt”
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werden, wodurch die Polaritat dieser Gruppen wesentlich herabgesetzt sowie die Fliichtigkeit
erhoht wird, so dass eine gaschromatografische Auftrennung maoglich ist (Poole et al., 1980).
Als besonders effizient hat sich dabei die Verwendung von N-Methyl-N-(tert-butyldimethyl-
silyl)-trifluoroacetamid (MTBSTFA) fir die Derivatisierung von Aminosauren erwiesen
(Dauner et al., 2000). Vorteilhaft bei der Verwendung von MTBSTFA ist die hohe Effizienz
bei der Derivatisierung von Alkoholen, Thiolen, Carboxylgruppen sowie priméarer/sekundéarer
Amine, der Umstand, dass groR3tenteils ungeladene, fliichtige tert-Butyldimethylsilyl-Derivate
(TBDMS-Derivate) entstehen (Evershed, 1993), Mehrfach-Silylierungen der Aminogruppe
vermieden werden sowie diese Derivatisierungsreaktion in einem Schritt durchgefuhrt
werden kann (Dauner et al., 2000). Bei ausreichender Energie der Elektronenstossionisie-
rung entstehen an definierten Bruchstellen charakteristische Fragmente der TBDMS-Amino-
sauren (Dauner et al., 2000). So resultieren durch Abspaltung einer Methylgruppe TBDMS-
derivatisierter Aminosauren das (M-15)-Fragment bzw. durch Abspaltung einer tert-Butyl-
gruppe das (M-57)-Fragment, wobei der Kohlenstoffgrundkoérper der Aminosauren in beiden
Fallen vollstéandig erhalten bleibt. Weitere Fragmente entstehen unter Abspaltung von CO
aus der Carboxylgruppe der derivatisierten Aminosaure verbunden mit molekularen Um-
lagerungen (M-85) sowie unter Abspaltung von COO-TBDMS (M-159), wobei der Kohlenstoff
ebenfalls aus dem C-Atomskelett der Aminosaure stammt. Das sogenannte (f302)-Fragment
entsteht, wenn die TBDMS-derivatisierte Aminosaure doppelt silyliert vorliegt und die Seiten-
kette der Aminosaure zwischen a-C und B-C abgespalten wird. Das (sc)-Fragment besteht
nur noch aus der abgespaltenen Seitenkette. Durch diese Fragmentierung einer Aminosaure
entsteht ein charakteristisches Massenspektrum, das die eindeutige Identifikation einer
Aminoséaure wesentlich erleichtert (Kapitel 4.2.5). Diese zusatzlichen Informationen kénnen

auch fir die statistische Analyse genutzt werden.

4.2.2 Detektorlinearitat

Bei GC-MS Analyse sind nichtlineare Detektorantworten bei unterschiedlichen Proben-
konzentrationen und Massenisotopomerenverhdaltnissen zu beachten (Hellerstein et al.,
1999). Dies ist insbesondere bei Proben aus hydrolysiertem Protein zu bertcksichtigen, da
die Konzentrationen von Aminosauren hierbei einerseits hoch sind, andererseits aber von
der Proteinkonzentration und -zusammensetzung, von der Effizienz der Derivatisierungs-
und Hydrolysereaktion und von der Stabilitat einzelner Aminosauren abhangen und daher
nur ungenau vorherzusagen sind. Eine Abhangigkeit des Messergebnisses von der Proben-
menge konnte von Dauner (Dauner et al., 2000) nicht festgestellt werden. Die Linearitat der
Detektorantwort war bei der verwendeten Analysemethode bis zu einer Konzentration von

7.5 mg/ml BSA (das entspricht einer Messintensitat von ca. 800000 counts) gewahrleistet
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(Rihl, 2004). Da das Derivatisierungsagens im Uberschuss vorlag, konnte von konzentra-
tionsunabhangiger Derivatisierungseffizienz ausgegangen werden. Bei Intensitdten grof3er

800000 counts sind die Proben gegebenenfalls mit Tetrahydrofuran (THF) zu verdiinnen.

4.2.3 Isotopenfraktionierung

Bei GC Analyse derivatisierter Aminosauren findet eine Fraktionierung von Massenisotopo-
meren TBDMS-derivatisierter Aminosauren statt (Dauner et al., 2000). Hierbei eluieren
schwerere Massenisotopomere friiher als leichtere. Aus diesem Grund ist fur jede detektierte
Aminoséaure das Messsignal Uber den gesamten Peak zu integrieren, d. h. es sind alle einer

Aminoséaure eindeutig zuzuordnenden scans bei der Auswertung zu bertcksichtigen.

4.2.4 GC-MS Analysemethode

Die GC-MS Analyse erfolgte zweistufig mittels Gaschromatograf (AutoSystem XL GC, Perkin
Elmer, Wellesley, USA) sowie direkt gekoppeltem Quadrupol-Massenspektrometer (Turbo-
Mass, Perkin Elmer, Wellesley, USA) nach einer von Rihl (Rihl, 2004) im Rahmen einer
Studienarbeit am IBVT etablierten Methode. Als Trennséule wurde eine Equity-1 Kapillar-
saule (30 m x 0.32 mm x 0.25 um Filmdicke, Supelco, Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen, D),
als Tragergas Helium mit einer Flussrate von 2 ml/min und einem Teilungsverhaltnis von
1:20 verwendet. Die Ofentemperatur wurde ausgehend von 150C (2 min) mit einem Gradi-
enten von 3T/min auf 280T erh6ht und nach Erreich en dieser Temperatur 5 min konstant
gehalten, so dass sich eine Analysezeit je Probe von 50 min ergab. Das Injektionsvolumen
betrug 1 ul. Fir die MS-Analyse wurden folgende Parameter verwendet: Injektortemperatur
280C, Kupplungstemperatur 290C, Temperatur der lo nenquelle 225C, Elektronenstoss-
ionisierung (EI) mit 70 eV, Analyse der Massenspektren im ,Fullscan“-Modus (40 - 650 amu)
mit 120 scans/min. Die MS-Rohdaten wurden mit der Software TurboMass 4.1 (Perkin

Elmer, Wellesley, USA) ausgewertet.

4.2.5 ldentifikation

Bei der MTBSTFA-Derivatisierung (Kapitel 4.2.1) entstehen charakteristische Fragmente
sowohl bei den Aminosauren - mit zwei Bruchstellen im Kohlenstoffgrundkdrper und zwei
weiteren Bruchstellen je tert-Butyldimethylsilyl-Gruppe (Dauner et al., 2000) - als auch bei

den Carbonsauren des Tricarbonsaure-Zyklus (Chance et al., 1998; Chen et al., 1998). Zur
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Identifikation der Amino- und Carbonsauren in den gemessenen Massenspektren wurden
zudem die in die GC-MS Software integrierte NIST-Substanzbibliothek sowie die von Kon-
figuration und Methode des verwendeten GC-MS Geréates (Kapitel 4.2.4) abhangigen

Retentionszeiten herangezogen (Ruhl, 2004).

4.2.6 Korrektur der Massenisotopenverschiebung

Die '*C-Stoffflussanalyse beruht allein auf den bilanzierten Isotopomeren der Kohlenstoff-
grundkorper, d. h. auf den Markierungsmustern der Kohlenstoffatome (Kapitel 7.3). Bei der
massenspektrometrischen Detektion findet eine Verzerrung der Messung infolge von Mas-
senisotopeneffekten der nicht C-Skelett Atome statt. Diese resultieren aus den natirlich
vorkommenden stabilen Isotopen von Wasserstoff ("H 99.985%, °H 0.0155%), Stickstoff (N
99.6%, N 0.4%), Sauerstoff (**0 99.76%, 'O 0.04%, ®0O 0.2%) sowie Schwefel (*S >
95%, *'S 4.2%, **S 0.75%, **S 0.02%). Bei GC-MS Analytik entstehen zum einen durch die
notwendigen Derivatisierungsreaktionen (Kapitel 4.2.1) relative grof3e Fragmente, zum
anderen sind zusétzlich die Massenisotopeneffekte von Silizium (**Si 92.23%, *Si 4.67%
und *Si 3.10%) zu beriicksichtigen, wodurch insgesamt eine gegeniiber der LC-MS Analytik
(Kapitel 6) signifikante Verschiebung der Rohdaten zustande kommt. Abbildung 4-2 zeigt
exemplarisch die Messwertverzerrung durch Massenisotopeneffekte flr die Aminosaure
Serin bei GC-MS Analyse sowie zum Vergleich fur 2PG+3PG bei LC-MS Analytik (Kapitel

6.3.1) und macht die Notwendigkeit einer Massenisotopenkorrektur deutlich.

1 1
O korrigiert Serin Okorrigiet  2PG+3PG
O unkorrigiert Ounkorrigiert
0.8 — 0.8
0.6 061 —
= s
0.4 0.4 1
0.2 1 0.2
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Abbildung 4-2. Unkorrigierte und um Massenisotopeneffekte korrigierte Massenisotopomerenver-
teilung bei GC-MS Analytik der Aminosaure Serin (links) und bei LC-MS Analytik des Precursorpools
Phosphoglycerat (rechts).



63

Fur die Korrektur der Massenisotopeneffekte bestehen grundsatzlich zwei Mdéglichkeiten
(Wahl et al., 2004). Zum einen kann eine Korrektur direkt im Isotopomerenmodell erfolgen,
das dann um einen Baustein zu erweitern ist, der die simulierten Isotopomere entsprechend
ihrer Zusammensetzung aus Nicht-Kohlenstoffisotopen linear verschiebt und die so ver-
schobenen Messwerte fir die Berechnung der Zielfunktion verwendet. Zum anderen kénnen
die gemessenen Rohdaten a priori um die Massenisotopeneffekte der Nicht C-Skelett Atome
korrigiert werden, so dass eine Erweiterung des eigentlichen Isotopomerenmodells nicht
erforderlich ist. Fur die Korrektur der Massenisotopenverschiebung wurde die zweite Vor-
gehensweise gewahlt, wobei ein MATLAB-Korrekturprogramm von Wahl (Wahl et al., 2004)
verwendet werden konnte, das auf dem Korrekturalgorithmus von Lee (Lee et al., 1992)
beruht.

4.2.7 Probenvorbereitung

Proteinogene Aminoséauren

Die Probenvorbereitung fur die Analyse proteinogener Aminoséuren erfolgte wie bei Ruhl
(Ruhl, 2004) beschrieben. Hierzu wurde zundchst 1 ml Zellsuspension (Biotrockenmasse-
konzentration 2.14 g TS/l) in einem EppendorfreaktionsgefaR bei 14000 min™® und einer
Temperatur von -4C fir 2 min zentrifugiert (Eppend orf Centrifuge 5417R, Eppendorf AG,
Hamburg, D). Das Zellpellet wurde mit 1.0 ml 6M HCI versetzt, durch Vortexen (5 min)
resuspendiert und 18 h bei 96C hydrolysiert. AnschlieBend wurde das Hydrolysat filtriert
(Spritzenfilter, Rotilabo 13 mm, 0.2 um PTFE, Carl Roth, Karlsruhe, D), 900 ul Filtrat in ein
neues Eppendorfreaktionsgefald transferiert und die Probe in einem Heizblock (Thermomixer
compact, Eppendorf AG, Hamburg, D) bei 80, 800 min™ und Druckluftiiberlagerung inner-
halb von 5 h vollstadndig eingedampft. Fur die Derivatisierung wurde dem entstandenen
schwarzen Pellet 100 pl Tetrahydrofuran (87367, Fluka, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
D) sowie 100 pl des Derivatisierungsagens N-Methyl-N-(tert-butyldimethylsilyl)-trifluoroacet-
amid (375934, Aldrich, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, D) zugegeben und das Pellet
durch Vortexen (3 x 3 min) und Ultraschallbad (10 min) resuspendiert. Wegen der Fliichtig-
keit von THF sind die Eppendorfreaktionsgefaie geschlossen zu halten. Der Reaktions-
ansatz wurde anschlieBend mit 14000 min™ bei 20C fir 1 min zentrifugiert und zur
Derivatisierung 1 h im Heizblock bei 80C und 500 m in? inkubiert, wobei aus den Amino-
sauren die entsprechenden tert-Butyldimethylsilyl-Derivate (TBDMS-Derivate) entstehen.
100 pl der auf diese Weise derivatisierten Proben wurden in versiegelbare Glasproben-
gefalRe mit Einsatz (vial 27330 bzw. insert 24717, Supelco, Sigma-Aldrich Chemie, Stein-

heim, D) Uberfuhrt und entweder sofort analysiert oder wenige Tage bei -20C gelagert.



64

Freie Aminoséuren

Ausgangspunkt fur die GC-MS Analyse freier Aminosauren sind die gemal Kapitel 3 ge-
zogenen, gequenchten, aufgeschlossenen und konditionierten Proben. Um die Konzentration
an Geldstprotein zu reduzieren, wurden die Proben (500 pl je Eppendorfreaktionsgefal) in
einem ersten Schritt mit einer Ausschlussgrenze von 3 kDa (Vivaspin 0.5 ml Concentrator
3000 MWCO PES, Viva-Sience, Hannover, D) bei 4C und 14000 min™ fur 1 h ultrafiltriert
(Eppendorf Centrifuge 5417R, Eppendorf AG, Hamburg, D). Zur Vermeidung von Spuren an
Glycerin in den Ultrafiltrationsmembranen wurden die Filtereinheiten zuvor mit je 500 pl
ddH,0 gewaschen (14000 min™, 30 min). Je 500 pl Probenfiltrat wurde in ein neues Eppen-
dorfreaktionsgefald transferiert, bei -72<C fir 1 h gefroren und anschlieend innerhalb von 16
h vollstandig lyophilisiert (Alpha 1-5, Christ, Osterode, D). Es findet keine saure Hydrolyse
statt (Kapitel 4.2.7). FiUr die Derivatisierung wurde den gefriergetrockneten Proben 100 pl
Tetrahydrofuran (87367, Fluka, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, D) sowie 100 ul Deriva-
tisierungsagens  N-Methyl-N-(tert-butyldimethylsilyl)-trifluoroacetamid (375934, Aldrich,
Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, D) zugegeben. Nach Vortexen (1 min), Ultraschall-
behandlung (10 min) und erneutem Vortexen (1 min) wurden die Proben mit 14000 min™ bei
20 fur 1 min zentrifugiert. Zur vollstandigen Der ivatisierung erfolgte eine Inkubation der
Proben im Heizblock fiir 1 h bei 80C und 500 min . Aus diesen Reaktionsansétzen wurden
je 100 ul der derivatisierten Proben in versiegelbare Glasprobengefdf3e mit Einsatz (vial
27330 bzw. insert 24717, Supelco, Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, D) dberfuhrt und
anschlieRend analysiert bzw. wenige Tage bei -20C gelagert. Zur Erhéhung der Intensitat
des Messsignals wurden die Ausgangsproben in einer zweiten Messreihe zusatzlich durch
Lyophilisierung und anschlieRende Resuspension in ddH,O um einen Faktor von 5 aufkon-
zentriert. AulBerdem wurde das Injektionsvolumen in Abweichung der Standardanalyse-

methode (Kapitel 4.2.4) in 1 pl - Schritten ausgehend von 1 pl sukzessive bis auf 5 pl erhoht.

4.2.8 Ermittlung des isotopisch stationaren Zustand es

Bei einem typischen *C-Markierungsexperiment mit einer Gesamtmarkierungsdauer kleiner
der mittleren Verweilzeit © wird kein isotopisch stationarer Zustand in den Proteinpools er-
reicht (Wiechert et al., 1996; Dauner et al., 2001a). Abbildung 4-3 zeigt exemplarisch den
Verlauf der mO und m+1 Massenisotopomere von proteinogenem Alanin in E. coli bei D =

0.1h™ zwischen 2.5 und 5 h nach Medienumstellung auf markiertes Substrat.
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Abbildung 4-3. Verlauf der mO (linke y-Achse) und m+1 (rechte y-Achseg Massenisotopomerenanteile
von proteinogenem Alanin in E. coli bei D = 0.1 h™ wahrend eines “C-Markierungsexperimentes.
Auch nach 5 h Prozesszeit ist noch kein isotopisch stationarer Zustand erreicht.

Bei der Bestimmung der Markierungsanteile von proteinogenen Aminosauren ist daher auf
den isotopisch stationdren Zustand zu extrapolieren. Hierflr wird eine Auswaschkinetik an-
gesetzt (Wiechert et al., 1996; Wiechert et al., 2005). Fir den Molenbruch der i-ten unmar-
kierten Aminosaure X;unmarkiert 9ilt bei kontinuierlicher Fermentation in Abhangigkeit der Ver-

dunnungsrate D und der Dauer des Markierungsexperimentes t Gleichung 4-1.

— oDt
Xi,unmarkiert =€ (4'1)

Der isotopisch stationare Massenisotopomerenanteil der i-ten Aminosaure m;; . . lasst sich
aus dem zum Zeitpunkt t gemessenen Anteil m;; und dem unmarkierten Zustand m;, zum

Zeitpunkt t = 0 nach Gleichung 4-2 berechnen.

Xi,unmarkiert mi,t:O + Xi,markiert mi,t-.oo = mi,t (4'2)

Dabei gilt

X + X

i,markiert =1 (4’3)

i,unmarkiert

Die Molenbriche X; ynmarkiet UNd Xi markiert SINA definiert als molares Verhaltnis von unmarkierter
zu unmarkierter und markierter i-ter proteinogener Aminosaure bzw. als molares Verhaltnis
von markierter zu unmarkierter und markierter i-ter proteinogener Aminosaure.

Bei einer Verdunnungsrate von D = 0.1 h™ und einer Gesamtdauer des *C-Markierungs-

experimentes von t = 4.86 h wurden X; ynmarkiert ZU 0.591 und X markierr ZU 0.409 ermittelt. Der
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Massenisotopomerenanteil m;-o ergibt sich unmittelbar aus den naturlich vorkommenden
Kohlenstoffisotopen. Nach Korrektur des experimentell ermittelten Massenisotopomeren-
anteils m;; um die Massenisotopomerenverschiebung (Kapitel 4.2.6) kann der isotopisch
stationare Massenisotopomerenanteil der i-ten proteinogenen Aminosaure m;; _ . aus

Gleichung 4-2 berechnet werden. Die Ergebnisse sind in Kapitel 4.3.1 dargestellt.

4.3 Ergebnisse

4.3.1 Proteinogene Aminosauren

Von den 20 proteinogenen Aminosauren konnten von 15 Aminosauren die Massenisotopo-
mere quantitativ bestimmt werden. Die um Massenisotopenverschiebungen (Kapitel 4.2.6)
bereinigten Massenisotopomerenverteilungen der proteinogenen Aminoséuren sind in

Tabelle 4-1 zusammengefasst.

Tabelle 4-1. Massenisotopomere proteinogener Aminosauren in E. coli bei D = 0.1 h™.

Aminosaure C-Atome  Fragment Mges mO m+1 m+2 m+3 m+4 m+5
Alanin Ala C-3 M-57 1.0002 0.5844 0.2093 0.0604 0.1461
Aspartat Asx @ C-4 M-15 1.0000 0.4119 0.3074 0.1860
M-57 1.0000 0.3980 0.2961 0.1836 0.0954 0.0269
Glutamat Glx @ C-5 M-15 1.0002 0.2863 0.3106 0.2537 0.1260
M-57 0.9998 0.2824 0.2927 0.2473 0.1265 0.0404 0.0105
Glycin Gly C-2 M-15 1.0000 0.7290 0.0996 0.1714
M-57 1.0002 0.7574 0.0844 0.1584
Histidin His C-6 M-15 1.0000 0.4194 0.3211 0.1623
Isoleucin lle C-6 M-15 0.9998 0.3063
Leucin Leu C-6 M-15 1.0000 0.2574 0.2274 0.2808
Lysin Lys C-6 M-57 1.0000 0.2481 0.3062 0.2282
Methionin Met C-5 M-57 1.0015 0.3083 0.3213 0.2157 0.1182 0.0379
Phenylalanin Phe C-9 M-57 0.9998 0.2158 0.2116 0.1606 0.1553 0.1121 0.0649
Prolin Pro C-5 M-57 1.0000 0.3176 0.2829 0.2351 0.1182 0.0362
Serin Ser C-3 M-57 0.9998 0.5291 0.2675 0.1109 0.0923
Threonin Thr C-4 M-57 1.0000 0.3821 0.3169 0.1899 0.0972 0.0140
Tyrosin Tyr C-9 M-57 0.9998 0.2214 0.2201 0.1780 0.1609 0.1128
Valin Val C-5 M-15 0.9998 0.4140 0.2609 0.1582
M-57 1.0002 0.3746 0.2496 0.1746 0.1402 0.0365

3 Asx und GIx bezeichnen Pools von Asp+Asn bzw. Glu+GIn

Dass eine Bestimmung nicht aller Aminosauren méglich war, lag in der Probenaufarbeitung
begriindet. So wird unter den Bedingungen der sauren Hydrolyse Asparagin zu Aspartat so-
wie Glutamin zu Glutamat desamidiert (Lottspeich, 1998), so dass diese Aminosauren nur
als Pools gemessen werden kénnen. Cystein und Tryptophan werden unter diesen Beding-
ungen sogar zerstort (Lottspeich, 1998). Arginin konnte mit der verwendeten GC-MS Ana-
lysemethode nicht detektiert werden (Ruhl, 2004). Da die Intensitaten der Messsignale bei
den M-15 und M-57 Fragmenten am starksten sind und bei diesen Fragmenten zudem der
Kohlenstoffgrundkdrper der Aminosauren vollstandig erhalten ist (Kapitel 4.2.1), sind nur

diese Massenisotopomere in Tabelle 4-1 dargestellt. Wegen der héheren Intensitat der
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Messsignale fiir die M-57 Fragmente wurden diese, soweit keine Uberlagerungen zu Frag-
menten anderer Substanzen vorlagen (Ruhl, 2004), als Messdatensatz ausgewahlt. Bei
Isoleucin und Leucin war nur die Auswertung der M-15 Fragmente moglich. Bei den Amino-
sauren Aspartat, Glutamat und Valin konnten aufgrund der starkeren Messsignale im Falle
der M-57 Fragmente mehr Massenisotopomere ermittelt werden als bei den M-15 Frag-
menten. Sind in Tabelle 4-1 fir Aminosduren mit n C-Atomen weniger als n+1 Massen-
isotopomere angegeben, so entstanden diese Massenisotopomere in zu geringem Umfang,
als dass eine quantitative Bestimmung maoglich war.

Uber die Ermittlung des Markierungsmusters von Histidin war die isotopisch stationdre Mas-
senisotopomerenverteilung des P5P-Pools zuganglich. Die zur Aromaten-Familie gehdren-
den Aminoséauren Tyrosin und Phenylalanin liefern redundante Messinformationen hinsicht-
lich der Metabolite E4P und PEP. Dies zeigte auch die gute Ubereinstimmung der gemes-
senen Massenisotopomerenverteilungen dieser beiden Aminosauren, deren Anteile aufgrund
der gleichen C-Atomzahl unmittelbar verglichen werden kénnen (Tabelle 4-1). Die Fehler,
angegeben als relative, auf den Mittelwert bezogene Standardabweichungen (Variations-
koeffizienten), dieser Aminosauren auf Basis der M-57 Fragmente betrugen 1.3% (m0), 2.0%
(m+1), 5.1% (m+2), 1.8% (m+3) und 0.3% (m+4) und waren damit sehr niedrig. Wegen des
um Faktor 1.7 starkeren Messsignals wurden im weiteren die Messungen von Phenylalanin
verwendet. Vollstdndige Messinformationen Uber die Massenisotopomerenverteilung von
3PG liefert in der Serin-Familie die Analyse von Serin. Glycin sollte hierfiir nicht verwendet
werden (Kapitel 4.1.1). In der Pyruvatfamilie entsteht Alanin durch eine einzige Transaminier-
ungsreaktion direkt aus PYR. Da das Messsignal von Alanin bei der verwendeten GC-MS
Analysemethode gegeniiber Valin 4.5fach und gegeniiber Leucin 71fach starker war, war bei
Alanin im Gegensatz zu Valin und Leucin eine quantitative Auswertung aller Massenisotopo-
mere moglich. Da bei diesen beiden Aminosauren zudem jeweils eine Addition von Acetyl-
gruppen mit unbekanntem Markierungsmuster stattfindet, wurde ausschlief3lich Alanin fir die
Ermittlung der Massenisotopomerenverteilung von PYR herangezogen. In der Aspartat-
Familie erlaubten die vollstdndig ermittelten Massenisotopomere von Aspartat einfachen
Ruckschluss auf die Massenisotopomerenverteilung von OAA. Die Massenisotopomeren-
verteilung von Threonin, das redundante Messinformationen zu Aspartat aufweist, war hier-
bei in guter Ubereinstimmung. Die Variationskoeffizienten dieser Aminosauren betrugen auf
Basis der M-15 und M-57 Fragmente 3.1% (m0), 2.8% (m+1), 1.4% (m+2), 0.9% (m+3) und
31.7% (m+4) und waren damit mit Ausnahme des m+4 Massenisotopomers sehr niedrig. Der
grol3e Fehler des m+4 Massenisotopomers war darin begrindet, dass nur die M-57 Frag-
mente berlcksichtigt werden konnten und insbesondere das Messsignal fur dieses Massen-
isotopomer sehr schwach war. Wegen Reaktionspartner mit unbekanntem Markierungs-

muster, schwacherer Messsignale und/oder redundanter Messinformationen wurden die
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Messergebnisse fir Isoleucin, Methionin sowie Lysin nicht weiter verwendet. Die Amino-
sauren Glutamat und Prolin der Glutamat-Familie spiegeln den Markierungszustand von
AKG wider. Die unabhangige Bestimmung der Massenisotopomerenverteilungen dieser
beiden Aminosduren zeigte konsistente Messergebnisse mit Variationskoeffizienten dieser
Aminosauren auf Basis der M-15 und M-57 Fragmente von 5.3% (m0), 3.9% (m+1), 3.1%
(m+2), 3.1% (m+3) und 5.4% (Mm+4).

4.3.2 Freie Aminosauren

4.3.2.1 Metabolisch stationéar, isotopisch stationar

Von den 5 detektierbaren freien Aminosauren Alanin, Glutamat, Glycin, Prolin und Serin
konnten nur die Massenisotopomere von Alanin und Glutamat quantifiziert werden (Tabelle
4-2).

Tabelle 4-2. Massenisotopomere freier Aminosauren in E. coli bei D = 0.1 h™.

mO m+1 m+2
Alanin 0.618 + 0.045 0.179 £ 0.041 -
Glutamat 0.340 £ 0.035 0.298 + 0.039 0.220 £ 0.030

Die relativen Standardabweichungen betrugen bei Alanin 7.3% (m0) und 23.1% (m+1) bzw.
bei Glutamat 10.4% (m0), 12.9% (m+1) und 13.7% (m+2). Diese resultierten aus der
geringen, von m0 bis m+2 abnehmenden Intensitat der Messsignale sowie aus der geringen
Anzahl an Einzelbestimmungen (Alanin 3, Glutamat 5). Die isotopisch stationaren Werte von
freiem Alanin und Glutamat befanden sich, mit Ausnahme des m0 Massenisotopomers von
Glutamat, in guter Ubereinstimmung mit den aus dem Proteinhydrolysat ermittelten Massen-
isotopomeren (Tabelle 4-1). Eine Aufkonzentrierung der Proben durch Lyophilisierung sowie
eine Erhdhung des Injektionsvolumens flihrte nicht dazu, dass Massenisotopomere weiterer
freier Aminoséuren quantitativ bestimmt werden konnten. Zu einem hinsichtlich der quanti-
fizierbaren freien Aminosduren vergleichbaren Ergebnis kam Ruhl (Ruhl, 2004) bei Unter-

suchungen mit der Hefe S. cerevisiae.

4.3.2.2 Metabolisch stationar, isotopisch instation ar

Wie im isotopisch stationdren Fall waren von den 5 detektierbaren freien Aminosauren

Alanin, Glutamat, Glycin, Prolin und Serin auch unter isotopisch instationaren Bedingungen
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erwartungsgemaf nur die Intensitdten der Messsignale von Alanin (Abbildung 4-4) und

Glutamat (Abbildung 4-5) fur eine quantitative Auswertung ausreichend.
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Abbildung 4-4. Isotopisch instationare Markierungsdynamik der mO und m+1 Massenisotopomere bei
der freien Aminosaure Alanin in E. coli bei D = 0.1 h™.
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Abbildung 4-5. Isotopisch instationare Markierungsdynamik der m0O, m+1 und m+2 Massenisotopo-
mere bei der freien Aminosaure Glutamat in E. coli bei D = 0.1 h™.

Die Zeitkonstanten zur Erreichung eines isotopisch stationaren Zustandes bei den freien
Aminosauren Alanin und Glutamat in E. coli bei D = 0.1 h™* lagen mit ca. 35-45 min firr Alanin
und ca. 55-65 min fur Glutamat bei beiden Aminosauren deutlich oberhalb der fir die glyko-

lytischen Metabolite ermittelten Werte (Kapitel 6.3.2). Dies wird deutlich, wenn man die
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Markierungsdynamik der mO Massenisotopomere von PEP, das mit LC-MS quantifiziert
wurde (Kapitel 6.3.2), und der freien Aminosaure Alanin vergleicht (Abbildung 4-6). Dieses
grundsatzliche Ergebnis stimmte mit friheren experimentellen Untersuchungen in

S. cerevisiae (Ruhl, 2004) und theoretischen Betrachtungen tberein (Wiechert et al., 2005).
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Abbildung 4-6. Vergleich der isotopisch instationdren Markierungsdynamik des m0 Massenisotopo-
mers bei der freien Aminosaure Alanin und bei PEP in E. colibei D = 0.1 h™.

4.4 Zusammenfassung

Kapitel 4 hatte die GC-MS basierte quantitative Bestimmung von Massenisotopomeren in
proteinogenen und freien Aminosduren zum Gegenstand. Je nachdem, ob proteinogene
oder freie Aminoséuren analysiert werden sollen, sind unterschiedliche Protokolle zur
Probenaufarbeitung durchzufiihren. Die Analyse der proteinogenen Aminosduren kann
dadurch gekennzeichnet werden, dass die isotopisch stationdren Massenisotopomere von
15 der 20 Aminosauren mit hoher Genauigkeit quantifiziert werden konnten. Diese Analysen
sind allerdings auf den isotopisch stationdren Zustand beschrankt. Der Robustheit und
Genauigkeit der Methode stehen der hohe experimentelle Aufwand, die lange Markierungs-
dauer, die Extrapolation auf einen isotopisch stationdren Zustand sowie Limitierungen bei
der Anwendung infolge groRRer Zeitkonstanten bis zum Erreichen eines isotopisch stationéren
Zustandes gegentuber. Die Analyse der freien Aminosduren ermdglicht die Bestimmung von
Massenisotopomerenverteilungen im isotopisch stationdren und instationaren Zustand. Auf-
grund der niedrigen Konzentrationen war jedoch eine quantitative Auswertung nur bei den

Aminosauren Glutamat und Alanin méglich. Die Messfehler waren dementsprechend groRRer



71

als bei der Analyse der proteinogenen Aminoséauren. Der isotopisch instationare Markier-
ungsaufbau bei diesen beiden freien Aminosauren wurde fir die isotopisch instationére **C-
Stoffflussanalyse (Kapitel 9) wegen der mangelnden Interpretierbarkeit der Zeitkonstanten
(Wiechert et al., 2005) nicht verwendet.
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5 LC-MS basierte Bestimmung intrazellularer
Metabolitkonzentrationen in  E. coli im steady
state und nach stimulus-response

Experimenten

5.1 Einleitung

Die quantitative Bestimmung intrazellularer Metabolit-, Nukleotid- und Kofaktorkonzentra-
tionen erfolgt enzymatisch (Theobald et al., 1997; Bergmeyer et al., 1998a; Bergmeyer et al.,
1998b; Bergmeyer et al., 1998c; Schaefer et al., 1999; Chassagnole et al., 2002), mit
HPLC/HPIC (Theobald et al., 1993; Bhattacharya et al., 1995; Hans et al., 2001;
Chassagnole et al., 2002; Kromer et al., 2005), NMR (Grivet et al., 2003; Krishnan et al.,
2005; Ratcliffe et al., 2005), GC-MS (Fiehn et al., 2000; Wittmann et al., 2004b), MALDI-TOF
Massenspektrometrie (Wittmann et al.,, 2001b), direct infusion Massenspektrometrie
(Smedsgaard et al., 2005), CE-MS (Sato et al., 2004; Soo et al.,, 2004) und LC-MS"
(Buchholz et al., 2001; Lange et al., 2001; Visser et al., 2002; Mashego et al., 2004).

Zur Bestimmung intrazellularer Konzentrationen von Metaboliten des zentralen Kohlen-
stoffwechsels, insbesondere von phosphorylierten Molekllen, die wegen ihrer Polaritét,
strukturellen Ahnlichkeit sowie nicht charakteristischer UV-Absorption nur schwer zu analy-
sieren sind, wurde die Detektion mit LC-MS vorgeschlagen (Buchholz et al., 2001; Lange et
al., 2001; Mashego et al., 2004). Von Buchholz (Buchholz et al., 2001) wurde eine HPLC-
MS-MS (ESI, lon Trap) verwendet, Lange (Lange et al., 2001) und Mashego (Mashego et al.,
2004) benutzten eine HPIC-MS-MS (ESI). Gegenuiber enzymatischen Assays haben LC-MS
Methoden den Vorteil, dass die einzusetzenden Probenmengen sehr gering und parallele
Metabolitanalysen moglich sind. Gegenuber der Analyse mit HPLC/HPIC wird durch
Kopplung mit einem Massenspektrometer neben der Retentionszeit ein zusétzlicher m/z-
spezifischer Trennschritt eingefihrt, so dass eine zweidimensionale Auftrennung erfolgt. Als
Vorteile der LC-MS Analytik sind die hohe Sensitivitdt anzufiihren und insbesondere das
Potential zur Quantifizierung von Absolutkonzentrationen und Massenisotopomerenver-
teilungen. Nachteilig ist die (geratespezifisch) abnehmende Messprazision bei hoher

Probenanzahl, die zu schlecht reproduzierbaren Einzelmessungen fihren kann.
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Zielsetzung war die Etablierung einer LC-MS Analysemethode zur Quantifizierung intra-
zellularer Metabolitkonzentrationen im zentralen Kohlenstoffwechsel bestehend aus lonen-
chromatografie und gekoppeltem MS-Detektor. Das Grundprinzip ist in Abbildung 5-1 darge-
stellt. Diese Analysemethode sollte auch fiir die quantitative Bestimmung von Masseniso-

topomeren eingesetzt werden (Kapitel 6).

lonenchromatografie Massenspektrometer

Probe —— ] Elektrospray- ——— Rohdaten
lonisierung

1. Schritt: 2. Schritt:
Trennung nach Retentionszeit Trennung nach m/z - Verhaltnis
< Flissigphase > < lonen/ Gasphase >

Abbildung 5-1. Zweidimensionale Auftrennung der Analyte nach Retentionszeit bei der lonenchro-
matografie und nach Massen-/Ladungsverhéltnis (m/z) im Massenspektrometer. Durch Elektrospray-
lonisierung (ESI) findet der Ubergang von der Fliissig- in die Gasphase statt.

LC-MS Analysemethode und die vorhergehenden Grundoperationen Probenahme,
Quenching, Extraktion und Probenaufarbeitung (Kapitel 3) sind aufeinander abzustimmen.
Ein Beispiel aus dieser Arbeit ist die Abh&angigkeit der LC-MS Analysemethode von den
Konzentrierungsschritten Lyophilisierung und Vakuumkonzentrierung bei der Probenauf-
arbeitung. So haben sich wegen der schlechten Wiederfindung infolge metabolitspezifischer
Konzentrierungsfaktoren diese beiden Konzentrierungsschritte als kritisch fur die LC-MS
basierte quantitative Metabolitbestimmung erwiesen (Kapitel 3.3.6). Zur Durchfiihrung der
Grundoperationen Quenching und Extraktion wurden in dieser Arbeit keinerlei chemische
Reagenzien (z. B. Sauren, organische Losungsmittel) benétigt, so dass dadurch bedingte
Wechselwirkungen mit der Analytik ausgeschlossen werden konnten. Da diese Grund-
operationen indirekt durch Warmeulbertragung realisiert wurden, traten aul3erdem keine
Verdunnungsschritte auf. Die im Folgenden beschriebene LC-MS Analysemethode ver-
wendete unverdinnte, nicht aufkonzentrierte Proben und das in Kapitel 3 beschriebene

integrierte Probenahmeverfahren.
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In der ersten Trennstufe erfolgte die Auftrennung der Metabolite mittels High Performance
lon Chromatography (HPIC) nach der Retentionszeit und Detektion mittels Leitfahigkeits-
messung (Kapitel 5.1.1). Wegen hoher Begleitsalzkonzentrationen durch das Nahrmedium
war die quantitative Auswertung allein auf Basis der Leitfahigkeitsmessung nicht maéglich.
Durch die Kopplung des lonenchromatografie-Systems mit einem Massenspektrometer
(Kapitel 5.1.2) erfolgte jedoch eine zweite, m/z-spezifische Trennung, die die quantitative
Bestimmung intrazellularer Metabolitkonzentrationen ermdglichte (Kapitel 5.1.3). Hierfur
waren zunachst die Grundeinstellungen des Massenspektrometers auf die Fragestellung der
Metabolitanalyse zu optimieren (Kapitel 5.2.1). In einem nachsten Schritt wurde untersucht,
welche Metabolite mit dieser LC-MS Konfiguration detektiert und quantifiziert werden
konnten (Kapitel 5.2.2). Neben von der Analysemethode unabhéangigen Einflussfaktoren wie
untersuchtes biologisches System, Kultivierungsbedingungen (Zelldichte, Medium) und
Probenkonditionierung sind hierfir die vorgeschaltete ionenchromatografische Trenn-
methode (z. B. Eluent und Fliel3rate) und insbesondere MS-Geratespezifika von Bedeutung.
Dazu zahlen MS-lonisierungsmechanismus (z. B. Electron Impact El, Electrospray lonization
ESI, Matrix Assisted Laser Desorption/lonization MALDI, Atmospheric Pressure Chemical
lonization APCI), Art des Massenanalysators (z. B. Quadrupol-, lon Trap-, Time-of-Flight-
Analysatoren) sowie Anzahl n der Massenanalysatoren (z. B. Tandem-MS, allgemein (MS)"
Technologien) (Niessen, 1999). In diesem Zusammenhang wurden auch die Bestimmungs-
grenzen fir die quantitative Metabolitanalyse ermittelt (Kapitel 5.2.2). Der Einfluss der
Salzkonzentration auf die LC-MS Analyse wurde dabei gesondert untersucht (Kapitel 5.2.3).
Fir die Metabolitidentifikation (Kapitel 5.2.4) wurden Retentionszeiten und m/z-spezifische
Massenspektren herangezogen. Substanzabhéngige lonisierungseffizienzen und mit zu-
nehmender Probenanzahl abnehmende Messprézision machen bei LC-MS die Verwendung
interner Standards (Kapitel 5.2.5) bei der Metabolitquantifizierung (Kapitel 5.2.6) erforderlich.
Angewendet wurde die etablierte Methode zur Bestimmung intrazellularer Metabolitkon-
zentrationen in E. coli bei unterschiedlichen Verdiinnungsraten D = 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 h?tim
steady state (Kapitel 5.3.1) sowie zur Ermittlung von Konzentrations-Zeitverlaufen nach
einem stimulus-response Experiment bei D = 0.1 h™* (Kapitel 5.3.2). Die Kenntnis von steady
state Konzentrationen wird neben Informationen Uber die relativen Massenisotopomeren-
verteilungen (Kapitel 6) bei der isotopisch instationdren '*C-Stoffflussanalyse (Kapitel 9)

bendtigt. Eine Zusammenfassung findet sich in Kapitel 5.4.

5.1.1 lonenchromatografie

Verwendet wurde das HPIC lonenchromatografie-System DX500 (Dionex, Sunnyvale, USA)
bestehend aus Autosampler AS50, Gradientenpumpe GP50, Leitfahigkeitsdetektor ED40
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und dem Suppressor SRS-ULTRA (2 mm). Der analytischen Trennsaule lonPac AS11 (2
mm), temperiert bei 30C, sind die Vorséulen lonPac ATC (2 mm) und lonPac AG11 (2 mm)
vorgeschaltet. Die Flussrate war 0.23 ml/min. Es wurde folgender auf die vorliegende
analytische Fragestellung optimierter NaOH-Gradient verwendet (Ederle, 2000): Lineare
Zunahme der NaOH-Konzentration von 2 mM auf 8 mM bei t = 0 bis 9 min, von 8 mM auf 12
mM bei t = 9 bis 15 min, von 12 mM auf 20 mM bei t = 15 bis 25 min und von 20 mM auf 70
mM bei t = 25 bis 35 min. Bei t = 35 bis 40 min wurde ein Waschschritt bei 100 mM NaOH
durchgefiihrt und die Saulen von t = 40 bis 50 min bei 2 mM wieder equilibriert. Dadurch
konnte zwar eine Auftrennung nach der Retentionszeit erreicht werden, jedoch war eine
guantitative Auswertung wegen ausgepragter Peakiiberlagerungen infolge hoher Begleitsalz-
konzentrationen des Mediums nicht méglich. Abbildung 5-2 zeigt exemplarisch das Ergebnis
der Leitfahigkeitsmessung einer E. coli Probe bei D = 0.1 h™* und Kultivierung, Probenahme,
Quenching, Extraktion und Probenaufarbeitung wie in Kapitel 2 und 3 beschrieben. Da bei
dem verwendeten integrierten Probenahmeverfahren keine Trennung von Medium und
Probenmatrix stattfindet, war die resultierende lonenkonzentration der Probe fur eine allein
auf Leitfahigkeitsmessung basierende quantitative Analyse zu hoch.
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Abbildung 5-2. Hohe Salzkonzentrationen des Nahrmediums fiihrten zu einer starken Uberlagerung
von Metabolitpeaks in E. coli (D = 0.1 h™) bei Leitfahigkeitsmessung. Eine quantitative Bestimmung
intrazellularer Metabolitkonzentrationen war nicht maglich.

5.1.2 LC-MS Kopplung

lonisierung und Uberfiihrung der Analyte von der Fliissig- in die Gasphase erfolgten durch
Elektrospray-lonisierung (ESI) am LC-MS Interface. ESI ist eine “soft ionization”-Technik
(Niessen, 1999) und ermoglicht die sensitive Analyse polarer Substanzen nach m/z-

Verhéltnis. Da bei den zu analysierenden Metaboliten von einer Deprotonierung auszugehen
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ist (Buchholz et al., 2001), wurde ESI mit negativer Spannung gewahlt. Typischerweise
entstehen dabei einfach negative geladene Metabolitionen. Dabei wird die Probe durch eine
Kapillare gepumpt, an der eine hohe Spannung (3-5 kV) angelegt ist. In diesem starken
elektrischen Feld werden die Flussigkeitstropfen, die durch Vernebelung mittels eines
Uberlagerten Stickstoffstroms hoher Temperatur (ca. 200 — 350C) entstehen, geladen.
Durch Verdampfen der Tragerflissigkeit nimmt die Oberflachenladungsdichte stetig zu, bis
es bei Erreichung des Rayleigh-Limits zu einer Coulomb-Explosion kommt. Im weiteren
Verlauf entstehen immer feinere Tropfchen und die lonen gelangen schliel3lich gasférmig
durch einen Eintrittskonus in das Massenspektrometer. HPIC und Massenspektrometer
wurden mit einer PEEK Kapillare (0.9 m Lange, 0.25 mm Innendurchmesser) verbunden. Die

Flussrate betrug 0.23 ml/min.

5.1.3 Massenspektrometrie

Im LC-MS Detektor (Finnigan AQA, ThermoQuest, Manchester, UK) werden die lonen im
Hexapol fokussiert, bevor eine vom Massen-/Ladungsverhaltnis (m/z) des Analyten abhéng-
ige Auftrennung im Quadrupol erfolgt. Durch diesen zweiten Trennschritt kann zu jedem
detektierbaren Metabolit die zugehdrige Massenspur, d. h. ein Massenchromatogramm,
erzeugt werden. Abbildung 5-3 zeigt exemplarisch die extrahierten Massenspuren von FBP,
2PG+3PG, 6PG, PEP, DHAP+GAP der gleichen Probe wie in Abbildung 5-2. Im Gegensatz
zur Leitfahigkeitsmessung mittels lonenchromatografie konnten die Metabolitpeaks nach der

MS-Auftrennung quantitativ ausgewertet werden.



77

counts FBP
700,000

2PG+3PG

1,000,000

6PG

450,000

PEP

700,000

DHAP+GAP

600,000

min

T I T T R L B
0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.C

Abbildung 5-3. M/z-spezifische Separation von Metabolitpeaks in E. coli (D = 0.1 h™) bei LC-MS
Analyse. Dieser zweite Trennschritt ermdglichte die quantitative Bestimmung intrazellularer Metabolit-
konzentrationen.

5.2 Material und Methoden

5.2.1 MS-Einstellungen

Das LC-MS Analyseergebnis hdngt zum einen von den Einstellungen des Quadrupol-Mas-
senfilters, zum anderen von der Konfiguration des LC-MS Interfaces ab. Die werksseitig vor-
optimierten Grundeinstellungen des Quadrupol (Linsenspannung RF lens = 0.3 V, Massen-
resolution high HM = 12.5, low LM = 12.5, Detektorspannung = 650 V, Rampenspannung IE
ramp = 0V, lonenenergie = 1.0 V) wurden nicht verdndert. Kapillarspannung, Temperatur
/Volumenstrom der Stickstoffvernebelung sowie analytabhangige Spannung zwischen Ein-
trittskonus und Hexapol (AQAnax) wurden auf die Erfordernisse der Metabolitanalyse und der
ionenchromatografischen Auftrennung (Kapitel 5.1.1) abgestimmt. Die analytabhangige
AQALa-Spannung ist fur die Fragmentierung von Metaboliten verantwortlich. Bei den

Metaboliten des zentralen Kohlenstoffwechsels handelt es sich um niedermolekulare
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Molekile, die sehr kleine und schwer zu analysierende Fragmente bilden, wobei haupt-

sachlich Phosphatgruppen (Buchholz et al., 2001) abgespalten werden. Da der verwendete

Detektor keine (LC-MS)"-Detektion (n = 1) ermdglichte, wurde die AQA-Spannung so

eingestellt, dass die Fragmentierung minimal war. Maximale Sensitivitdt bei dem unter-
suchten Metabolitspektrum konnte bei einer Spannung von AQAn.x = 20 V erzielt werden.
Aus der unabhéngigen Variation von Temperatur (270, 290, 310, 330C) und Kapillar-
spannung (3.0, 3.5, 4.0, 4.5 kV) wurde als optimale Temperatur-/Kapillarspannungs-
Kombination 3307C/4.0 kV identifiziert. Dies zeigt Abbildung 5-4 exemplarisch fir eine G6P-
Standardlésung (30 pM, Minimalmedium). Eine Temperaturerh6hung Uber 330C hinaus

fuhrte zu keiner weiteren Erh6hung der gemessenen counts. Der Volumenstrom des Stick-
stoffgenerators ist geregelt.

1400

1200

counts x 10

Ulky ' 720

Abbildung 5-4. Bei optimierten MS-Einstellungen (Kapillarspannung 4.0 kV, Interface-Temperatur
330C) entspricht eine G6P-Konzentration von 30 pM = 13 x 10° counts.

5.2.2 Detektierbare Metabolite und Bestimmungsgrenz  en

Untersucht wurden Metabolite der zentralen Kohlenstoffwechselwege Glykolyse, Pentose-
phosphat-Weg und Tricarbonsaure-Zyklus. Zuséatzlich betrachtet wurden die Adenosin-
phosphate aus dem Energiestoffwechsel der Zelle. Hierfir wurde eine Metabolit-Stamm-
I6sung (10 mM), enthaltend G6P, F6P, FBP, DHAP, GAP, 2PG, 3PG, PEP, PYR, R5P, 6PG,
Citrat, Succinat, Fumarat, Malat, AMP, ADP und ATP (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, D),
in Minimalmedium (Kapitel 2.1.2) angesetzt und bei -72C gelagert. Die Ermittlung der

detektierbaren Metabolite und ihrer Bestimmungsgrenzen erfolgte mit den optimierten LC-
MS Einstellungen (Kapitel 5.2.1).
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Detektierbare Metabolite

Qualitativ konnten bei einer Konzentration von 100 pM (Minimalmedium) samtliche
Metabolite der Stammlésung (G6P, F6P, FBP, DHAP, GAP, 2PG, 3PG, PEP, PYR, R5P,
6PG, Citrat, Succinat, Malat, AMP, ADP und ATP) bis auf Fumarat, aul3erdem die Guanin-
Nukleotide GDP, GTP sowie der Kofaktor NADP nachgewiesen werden.

Bestimmungsgrenzen

Fir die Metabolite G6P, F6P, FBP, DHAP, GAP, 2PG, 3PG, PEP, PYR, R5P, 6PG, Citrat,
Succinat, AMP, ADP und ATP wurden die Bestimmungsgrenzen in Minimalmedium ermittelt
(Tabelle 5-1), deren Kenntnis fur die quantitative Metabolitbestimmung (Kapitel 5.2.6)

erforderlich ist.

Tabelle 5-1. Bestimmungsgrenzen quantifizierbarer Metabolite bei LC-MS Analyse. Diese sind unter
den Bedingungen eines Markierungsexperimentes (Cgjucose = 5.0 g/l, ¢, = 2.3 g TS/I) entweder bezogen
auf die Biomasse [umol/g TS] oder als intrazellulare Konzentration [mMc,:,] angegeben. G6P und F6P,
DHAP und GAP sowie 2PG und 3PG konnten nur als Poolkonzentrationen bestimmt werden.

Bestimmungsgrenze

Metabolit [uM] [umol/g TS] [MMeyo] ¥
bei 2.3g TS/l bei 2.3 g TS/l
G6P+F6P 1.8 0.8 0.45
FBP 2.1 0.9 0.52
DHAP+GAP 1.9 0.8 0.47
2PG+3PG 25 1.1 0.60
PEP 1.1 0.5 0.27
PYR 11.1 4.8 2.72
R5P 0.9 0.4 0.21
6PG 3.2 1.4 0.77
Citrat 2.3 1.0 0.56
Succinat 10.0 4.3 2.45
AMP 2.1 0.9 0.52
ADP 1.9 0.8 0.47
ATP 2.1 0.9 0.51

% spezifisches Gewicht der Biomasse p, = 564 g TS/l (Chassagnole et al., 2002)

Zur Ermittlung der Bestimmungsgrenzen wurde eine Verdinnungsreihe (2.5, 5, 10, 12.5, 20,
25, 50, 100 pM) der Metabolit-Stammldsung verwendet und die Metabolite mit LC-MS unter
Verwendung der in Kapitel 5.2.5 beschriebenen internen Standards quantifiziert. Da bei G6P
und F6P, DHAP und GAP sowie 2PG und 3PG eine ionenchromatografische Auftrennung in
Minimalmedium nach der Retentionszeit nicht mdglich war und diese Substanzen jeweils das
gleiche Molekulargewicht besitzen (Kapitel 5.2.4), konnten fir diese Metabolite nur die
Bestimmungsgrenzen der Poolkonzentrationen (G6P+F6P, DHAP+GAP und 2PG+3PG)
angegeben werden. Diese wurden aus linearer Regression nach der Standard-Additions-

methode unter Beriicksichtigung der Standardabweichungen ermittelt (Buchholz et al.,
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2001). Es wurden zwei unterschiedliche Trennlaufe zur Bestimmung der Standardabweich-
ungen durchgefihrt. Jede Probe wurde dreifach bestimmt. Aus dem Vergleich mit Literatur-
daten von E. colibei D =0.1 h* (Schaefer et al., 1999; Buchholz et al., 2001; Chassagnole et
al., 2002) folgt, dass auf Basis der ermittelten Bestimmungsgrenzen mit der entwickelten LC-
MS Analysemethode und unter den experimentellen Bedingungen eines Markierungs-
experimentes (Kapitel 2.1.2) eine quantitative Metabolitbestimmung von FBP, DHAP+GAP,
2PG+3PG, PEP und 6PG mdglich sein sollte, wobei die fir G6P+F6P, PYR, R5P, AMP, ADP
und ATP verdffentlichten intrazellularen Konzentrationen teilweise nahe an den ermittelten
Bestimmungsgrenzen liegen. Zu Citrat und Succinat liegen keine vergleichbaren Literatur-

daten vor, fir Succinat war die Bestimmungsgrenze mit 4.3 pmol/g TS jedoch relativ hoch.

5.2.3 Einfluss der Salzkonzentration

Hohe Begleitsalzkonzentrationen sind kritisch fiir die quantitative Metabolitanalyse bei lonen-
chromatografie und Leitfahigkeitsmessung (Bhattacharya et al., 1995). Dies wurde fir die
hier vorliegenden Verhéltnisse bereits einleitend gezeigt (Kapitel 5.1.1). An dieser Stelle
wurde der Einfluss unterschiedlicher Salzkonzentrationen auf die MS-Analyse untersucht.
Dazu wurden Metabolit-Stammlésungen (30, 50, 100 uM), enthaltend G6P, F6P, FBP,
DHAP, GAP, 2PG, 3PG, PEP, R5P, 6PG und Citrat, einmal in einer 1 : 1 - Mischung aus
Minimalmedium (Kapitel 2.1.2) und ddH,O und einmal in unverdinntem Minimalmedium
angesetzt und mit LC-MS analysiert. Das Verhéaltnis der Steigungen aus linearer Regression
ist ein Mal3 daftr, um welchen Faktor 11 das Messsignal im Falle unverdinnten Mediums
gegeniber dem 1 : 1 - Ansatz aus Medium und ddH,O schwécher ist. Das Ergebnis ist in

Tabelle 5-2 dargestellt.

Tabelle 5-2. LC-MS Analyse fiihrte bei in unverdiinntem Medium angesetzten Metabolitstandards zu
einem um Faktor 11 schwacheren Messsignal gegentiber in einer 1 : 1 - Mischung aus Medium und
ddH,0O angesetzten Metabolitstandards.

Metabolit Faktor 1t
G6P+F6P 1.6
FBP 1.1
DHAP+GAP 1.4
2PG+3PG 2.2
PEP 1.1
R5P 1.3
6PG 1.1

Citrat 1.1
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Im Gegensatz zur lonenchromatografie mit Leitfahigkeitsmessung war der Einfluss hoher
Begleitsalzkonzentrationen bei LC-MS Analyse weit weniger signifikant. Bei einer Halbierung
der Konzentration aller Mediumsbestandteile nahm die Starke des Messsignals metabolit-
spezifisch um Faktoren zwischen 1.1 und 2.2 ab. Zwischen einem Ansatz in ddH,O und dem
1: 1 Ansatz aus Medium und ddH,O lag ein weiterer Sensitivitatsverlust von ungefahr Faktor
2.5 (Daten nicht gezeigt). Die Abtrennung hoher Salzfrachten durch einen zuséatzlichen m/z-
spezifischen Trennschritt im Massenspektrometer geht zwar mit einem nicht unerheblichen
Sensitivitatsverlust einher, jedoch ist eine quantitative Metabolitanalyse bei LC-MS-Kopplung
auch bei hohen Salzkonzentrationen moglich. Auf das Problem metabolitspezifischer Kon-
zentrationsfaktoren bei veranderten lonenkonzentrationen der Probe wurde bereits in Kapitel
3.3.6 bei der Untersuchung der Konzentrierungsschritte Lyophilisierung und

Vakuumkonzentrierung hingewiesen.

5.2.4 Metabolitidentifikation

Fur die Metabolitidentifikation wurden die metabolitspezifischen Retentionszeiten der ionen-
chromatografischen Auftrennung (Kapitel 5.1.1) sowie die Massenspektren charakteristischer
Massen-/Ladungsverhéltnisse (m/z) aus der Massenspektrometrie (Kapitel 5.2.1) heran-

gezogen (Tabelle 5-3).

Tabelle 5-3. Retentionszeiten quantifizierbarer Metabolite bei LC-MS Analyse und charakteristische
Massen-/Ladungsverhaltnisse einfach deprotonierter Metabolitionen (M-H)".

Metabolit Retentionszeit m/z
[min] [M-H]
G6P 4.0 259.14
F6P 4.0 259.14
FBP 32.3 339.12
DHAP 32.0 169.06
GAP 32.0 169.06
2PG 21.0 185.06
3PG 21.0 185.06
PEP 24.1 167.04
PYR 24.0 87.06
R5P 27.0 229.11
6PG 19.2 275.14
Citrat 22.2 191.13
AMP 27.1 346.20
ADP 27.0 426.20

ATP 34.2 506.18
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Eine Auftrennung von G6P und F6P, DHAP und GAP sowie 2PG und 3PG war weder Uber
die Retentionszeit noch tUber das Molekulargewicht mdglich. Diese Metabolite werden im
Folgenden daher als gepoolte GréRen (G6P+F6P, DHAP+GAP und 2PG+3PG) angegeben.
Zur Bestimmung der Retentionszeiten wurden Proben einer Verdinnungsreihe (2.5, 5, 10,
12.5, 20, 25, 50, 100 pM) der Metabolit-Stammldsung (Kapitel 5.2.2) sowie gemal Kapitel 2
und 3 kultivierte und aufgearbeitete E. coli Proben verwendet. Aufgestockte Proben auf
Basis von E. coli Probenmatrix (2.5, 5, 10, 12.5, 20, 25, 50, 100 pM) lieferten identische
Retentionszeiten. Mit den optimierten LC-MS Einstellungen (Kapitel 5.2.1) entstehen unter
Deprotonierung einfach negativ geladene Molekilionen (M-H)’, die charakteristische
Massenspektren aufweisen. Bei LC-MS Analyse von E. coli Proben wurden Abweichungen in
den Retentionszeiten innerhalb einer Probensequenz (30 Proben) von ca. 0.9 min, bei

unterschiedlichen Laufen von ca. 2 - 3 min festgestellt.

5.2.5 Interne Standards

Kennzeichnend fir die LC-MS Analyse sind von der zu ionisierenden Substanz und von der
Probenmatrix abhangige lonisierungseffizienzen (Niessen, 1999). Bei der in dieser Arbeit
verwendeten LC-MS Analysemethode wurde zudem eine mit der Probenanzahl abnehmende
Messgenauigkeit beobachtet. Dies ist in Abbildung 5-5 exemplarisch fir den Fall gezeigt,
dass ein G6P-Standard (30 uM, Minimalmedium) innerhalb einer Probensequenz von 30 E.

coli Proben wiederholt gemessen wird.
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Abbildung 5-5. In einer Sequenz von 30 Proben wurde ein G6P-Standard (30 uM, Minimalmedium)

wiederholt gemessen (Sequenzpositionen 1, 10, 17, 26). Die Abnahme der Messsignalstarke fihrt
dazu, dass ohne internen Standard vermeintlich abnehmende Konzentrationen ermittelt werden.
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Eine zuverlassige Metabolitquantifizierung erfordert daher die Verwendung eines internen

Standards. Dieser muss folgende Kriterien erfillen:

= die Messsignalstarken von zu analysierendem Metabolit und internem Standard missen
in gleichem Verhaltnis abnehmen, d. h. das Verhaltnis der Messsignalstarken beider
Substanzen muss stets konstant sein

= der interne Standard darf weder extrazellular noch intrazelluléar vorliegen und

=  muss mit LC-MS sensitiv bestimmbar sein.

Buchholz (Buchholz et al., 2001) konnte zeigen, dass diese Kriterien durch die Verwendung
eines einzigen internen Standards, eingesetzt wurde cGMP, erflllt werden und mit diesem
die quantitative Bestimmung 15 intrazellularer Metabolitkonzentrationen moglich ist.
Mashego (Mashego et al., 2004) verwendet fir jeden Metabolit dessen vollstandig mar-
kiertes *3C-Isotop (abgekiirzt u-**C-Isotop), wobei die u-**C-Metabolite fermentativ durch den
Einsatz vollstandig markierter Substrate (u-**C-Glucose und u-'*C-Ethanol) gewonnen
werden. Da jeder Metabolit quasi sein eigener Standard ist, hat diese Vorgehensweise den
Vorteil, dass konzentrationsunabhangig und auch bei abnehmenden Messsignalstarken das
Verhdltnis von Metabolit zu internem Standard notwendigerweise konstant ist. Problematisch
ist, dass die experimentelle Darstellung der u-**C-Metabolite sehr aufwéndig ist und sicher-
gestellt werden muss, dass neben den Substraten auch alle Gbrigen C-Quellen (z. B. CO,)
vollstandig markiert vorliegen.

In dieser Arbeit wurden die beiden Substanzen Carboxyphenylphosphat und Naphtylphos-
phat (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, D) auf ihre Eignung als interne Standards unter-
sucht. Beide sind weder Bestandteil der Zelle (Keseler et al., 2005) noch des Mediums und
sensitiv mit LC-MS quantifizierbar. Fur den G6P-Standard (30 pM, Minimalmedium) konnten
konstante Verhaltnisse der Messsignalstarken ermittelt werden wie Abbildung 5-6 in Erganz-

ung zu Abbildung 5-5 zeigt.
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Abbildung 5-6. In einer Sequenz von 30 Proben wurde ein G6P-Standard (30 uM, Minimalmedium)
wiederholt gemessen (Sequenzpositionen 1, 10, 17, 26). Der Effekt abnehmender Messsignalstarken
konnte durch die Verwendung der internen Standards Carboxyphenylphosphat bzw. Naphtylphosphat
verhindert werden, da die Verhaltnisse der Messsignale von G6P zu internem Standard Uber die
Probensequenz konstant blieben.

Wegen substanzabhangiger lonisierungseffizienzen wurden die metabolitspezifischen Kor-
relationskoeffizienten von G6P, F6P, FBP, DHAP, GAP, 2PG, 3PG, PEP, PYR, R5P, 6PG,
Citrat, AMP, ADP und ATP bei verschiedenen Konzentrationen (2.5, 5, 10, 12.5, 20, 25, 50,
100 uM, Minimalmedium) und den internen Standards Carboxyphenylphosphat und Naphtyl-
phosphat (200 uM in ddH,0) ermittelt. Diese sind in Tabelle 5-4 zusammengefasst.

Tabelle 5-4. Korrelationskoeffizienten von Metaboliten aus linearer Regression bei Verwendung von
Carboxyphenylphosphat und Naphtylphosphat (200 uM) als internen Standards und Analyse mit LC-
MS.

Metabolit R* R*
Carboxyphenyl-  Naphtylphosphat
phosphat

G6P+F6P 0.9884 0.9869
FBP 0.9962 0.9961
DHAP+GAP 0.9923 0.9903
2PG+3PG 0.9940 0.9938
PEP 0.9942 0.9927
PYR 0.9850 0.9814
R5P 0.9866 0.9859
6PG 0.9966 0.9942
Citrat 0.9988 0.9981
AMP 0.9960 0.9966
ADP 0.9918 0.9922

ATP 0.9972 0.9959
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Die Verhaltnisse der Messergebnisse von Metaboliten zu internen Standards waren tber den
untersuchten Konzentrationsbereich von 2.5 - 100 pM fiur die Metabolitquantifizierung aus-
reichend gut korreliert wie die ermittelten Korrelationskoeffizienten (Bestimmtheitsmall R?)
zeigen (Buchholz et al., 2001). Carboxyphenylphosphat und Naphtylphosphat waren beide
als interne Standards geeignet, wobei die Korrelationen, aul3er fir AMP und ADP, bei
Carboxyphenylphosphat geringfigig besser waren. Bestimmtheitsmal3e kleiner 0.990
wurden fir die Metabolite G6P+F6P, PYR und R5P ermittelt. Durch die parallele Verwend-
ung der internen Standards Carboxyphenylphosphat und Naphtylphosphat kénnen zwei
unabhangige Regressionen ermittelt werden. Insgesamt waren damit nicht nur Proben

innerhalb einer Sequenz, sondern auch unterschiedliche LC-MS Analyselaufe vergleichbar.

5.2.6 Metabolitquantifizierung

Die quantitative Bestimmung intrazellularer Metabolitkonzentrationen erfolgte mit der ionen-
chromatografischen Trennmethode nach Kapitel 5.1.1 und den LC-MS Einstellungen nach
Kapitel 5.2.1. Vor jedem LC-MS Messlauf wurden Kalibriergeraden der Metabolite G6P, F6P,
FBP, DHAP, GAP, 2PG, 3PG, PEP, PYR, R5P, 6PG, Citrat, AMP, ADP und ATP (Konzen-
trationen 2.5, 5, 10, 12.5, 20, 25, 50, 100 uM, Minimalmedium) aufgenommen. Hierfur
wurden interne Standards parallel verwendet (Kapitel 5.2.5). Zu 100 pl Metabolitstandard
wurde jeweils 10 ul interner Standard (2.5 mM, ddH,0O) zugegeben. Die gleiche Vorgehens-
weise wurde bei E. coli Proben gewahlt. Bei Aufnahme der Kalibriergeraden wurden jeweils
Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Messung erfolgte im Fullscan-Modus (20 - 620 amu
bei 0.5 scans/s). Es wurden jeweils die Massenspuren des deprotonierten, einfach negativ
geladenen Molekilions (M-H) detektiert und quantifiziert, wobei ausgehend vom Molekiil-
peak der Massenbereich + 0.5 amu bericksichtigt wurde. So hat Phosphoenolpyruvat
(C3HsO6P) Dbeispielsweise ein Molekulargewicht von 168.04 g/mol. Das unmarkierte,
deprotonierte Molekil hat seinen Massenpeak im LC-MS-Spektrum bei 167.04 amu und ist

einfach negativ geladen. Der Peak wurde von 166.54 - 167.54 amu integriert.

5.3 Ergebnisse

5.3.1 Steady state

Es wurden die intrazellularen Metabolitkonzentrationen von G6P+F6P, FBP, DHAP+GAP,
2PG+3PG, PEP, PYR, P5P, 6PG, Citrat, AMP, ADP und ATP in E. coli bei D = 0.1 h*

bestimmt. Probenahme, Quenching, Extraktion und Probenaufarbeitung erfolgten wie in
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Kapitel 3 beschrieben. Die Quantifizierung erfolgte mit LC-MS gemall Kapitel 5.2. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 5-5 zusammengefasst. Die Konzentrationen von G6P+F6P,
DHAP+GAP und 2PG+3PG sind gepoolt (Kapitel 5.2.4).

Tabelle 5-5. Intrazellulare steady state Metabolitkonzentrationen in E. coli bei D = 0.1 h™.

c [umol/g TS] VK ¥ [%)]
G6P+F6P 1.3+0.3 22.6
FBP 3.0+0.2 5.6
DHAP+GAP 1.8+ 0.05 1.7
2PG+3PG 10.9+ 0.9 8.1
PEP 48+0.3 5.5
PYR 52+1.0 20.0
p5p 04+0.1 37.3
6PG 1.7+0.1 3.6
Citrat 1.1+0.2 14.2
AMP 1.0+0.3 30.0
ADP 21+0.3 15.6
ATP 3.0+05 14.7

¥ variationskoeffizient (VK) relative, auf den Mittelwert bezogene Standardabweichung
®) p5p Pentosephosphat Poolkonzentration

Die intrazellularen Metabolitkonzentrationen wurden aus drei verschiedenen Experimenten
ermittelt. Es wurden zwei verschiedene LC-MS Analyseldaufe durchgefihrt. Jede Probe
wurde dreifach bestimmt. In Tabelle 5-5 sind jeweils die Standardabweichungen o ange-
geben. Da sich die Konzentrationen um bis zu zwei Grélienordnungen unterscheiden, sind
aul3erdem die Variationskoeffizienten angegeben. Gute Reproduzierbarkeit mit relativen
Standardabweichungen unter 10% wurde fir FBP (5.6%), DHAP+GAP (1.7%), 2PG+3PG
(8.1%), PEP (5.5%) und 6PG (3.6%) erzielt. GréRere Abweichungen bei G6P+F6P (22.6%),
bei PYR (20%) und insbesondere bei P5P (37.3%) sowie AMP (30%) sind darauf zurlck-
zufuihren, dass die intrazellularen Konzentrationen dieser Metabolite unter den gewahlten
experimentellen Bedingungen eines Markierungsexperimentes (Eintrittskonzentration der
Celucose = 5.0 g/l) nahe an der Bestimmungsgrenze lagen (Kapitel 5.2.2). Der energy charge
ist mit 0.66 sehr niedrig. Chassagnole (Chassagnole et al., 2002) ermittelte in E. coli einen
energy charge von 0.78, Buchholz (Buchholz et al., 2001) dagegen einen energy charge von
nur 0.15.

Insgesamt konnten in einem Analyselauf parallel die intrazellularen Konzentrationen von 12
Metaboliten bzw. Metabolitpools quantitativ mit LC-MS bestimmt werden. Die intrazellularen
steady state Metabolitkonzentrationen in E. coli bei D = 0.1 h™ wurden bereits im Zusammen-

hang mit dem integrierten Probenahmeverfahren (Kapitel 3.3.7) diskutiert.
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Fur die Metabolite FBP, DHAP+GAP, 2PG+3PG und PEP wurden zusétzlich die intra-
zellularen steady state Konzentrationen bei Variation der Verdiinnungsrate von D = 0.1 h™
bis D = 0.4 h™ ermittelt (Abbildung 5-7).
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Abbildung 5-7. Intrazellulare steady state Metabolitkonzentrationen in E. coli bei Variation der Ver-
dunnungsrate (D = 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 h™).

Eine ErhOhung der Verdunnungsrate flhrte bei den untersuchten Metaboliten FBP und
DHAP+GAP im oberen Teil der Glykolyse zu zunehmenden intrazellularen Metabolit-
konzentrationen, wahrend bei 2PG+3PG und PEP im unteren Teil der Glykolyse abneh-
mende Konzentrationen gemessen wurden. Im einzelnen anderten sich die intrazellularen
Konzentrationen bei Erhéhung der Verdinnungsrate von D = 0.1 h™* auf D = 0.4 h™ wie folgt:

Bei FBP Zunahme von 3.0 auf 6.1 umol/g TS, bei DHAP+GAP Zunahme von 1.8 auf 4.3
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pmol/g TS, bei 2PG+3PG Abnahme von 10.9 auf 5.3 umol/g TS, bei PEP Abnahme von 4.8
auf 2.0 pmol/g TS.

5.3.2 Stimulus-response

Es wurden die Antworten der intrazellularen Metabolite G6P+F6P, FBP, DHAP+GAP,
2PG+3PG, PEP, PYR, Citrat, AMP, ADP und ATP in E. coli bei D = 0.1 h* auf ein Glucose-
Pulsexperiment untersucht. Hierfir wurde die Glucosekonzentration im Bioreaktor durch die
in Kapitel 2.2.2 beschriebene Pulsaufgabeeinheit nach 6.5 Verweilzeiten sprunghaft von 8 +
2 mg/l im Zustand der Glucoselimitierung auf 0.30 g/l (Zugabe von 0.9 ml 50%-Glucose-
I6sung) erhéht und die zeitliche Veranderung der intrazellularen Metabolitkonzentrationen im
Zeitbereich von 0 <t < 15 s untersucht. Die Auswertung der Pulsantwort mittels LC-MS
Analytik erfolgte im Sekundenbereich zu den Zeitpunkten t = 0.1, 1.2, 2.3, 3.4, 4.5, 5.6, 6.7,
7.7, 8.8,9.9, 11.0, 12.1, 13.2, 14.3 und 15.4 s, wobei die Probenahmefrequenz bei diesem
Experiment 2 s betrug. Probenahme, Quenching, Extraktion und Probenaufarbeitung
erfolgten wie in Kapitel 3 beschrieben, die LC-MS Analyse gemaR Kapitel 5.2. Es wurden
zwei unabhangige stimulus-response Experimente und LC-MS Analyselaufe durchgefihrt.
Die Konzentrations-Zeitverlaufe sind in Abbildung 5-8 fir die extrazellulare Glucose und in
Abbildung 5-9 flur die intrazellularen Metabolite G6P+F6P, FBP, DHAP+GAP, 2PG+3PG,
PEP, PYR, Citrat, AMP, ADP und ATP dargestellt. Die Konzentrationen von G6P+F6P,
DHAP+GAP und 2PG+3PG sind gepoolt (Kapitel 5.2.4).
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Abbildung 5-8. Verlauf der extrazellularen Glucosekonzentration nach einem zum Zeitpunktt =0 s
durchgefiihrten stimulus-response Experiment bei E. coli (D = 0.1 h™). Dargestellt sind die Zeitbe-
reiche bis 15 s (oben) und bis 15 min (unten) nach Aufgabe der Glucose. Es wurden zwei unab-
hangige stimulus-response Experimente (& bzw. ¢) durchgefihrt.
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Abbildung 5-9. Verlauf intrazellularer Metabolitkonzentrationen in E. coli nach einem zum Zeitpunkt t
= 0 s durchgefihrten stimulus-response Experiment bei D = 0.1 h™. Es wurden zwei unabhangige
stimulus-response Experimente (¢ bzw. ¢) durchgefihrt. Bei PYR, Citrat und AMP konnte nur ein
Datensatz ausgewertet werden.
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Die automatisierte Pulsaufgabeeinheit (Kapitel 2.2.2) ermdglichte reproduzierbare stimulus-
response Experimente wie der gemessene Verlauf der extrazellularen Glucosekonzentration
in Abbildung 5-8 zeigt. Ein Wiederholungsexperiment demonstrierte bis auf einzelne Mess-
punkte gute Reproduzierbarkeit der Konzentrations-Zeitverlaufe von G6P+F6P, FBP,
DHAP+GAP, 2PG+3PG, PEP, ADP und ATP. Fir die Konzentrations-Zeitverlaufe wurden
keine Standardabweichungen ermittelt, da nur zwei stimulus-response Experimente
durchgefuhrt worden sind.

Bei G6P+F6P wurde unmittelbar nach dem stimulus-response Experiment eine Zunahme der
intrazellul&ren Poolkonzentration mit einem Maximum bei ungeféhr t = 2 bis 4 s ermittelt, ge-
folgt von abnehmenden Konzentrationen bis im Bereich von ungeféhr t = 5 bis 10 s wieder
das steady state Konzentrationsniveau erreicht wurde. Die Konzentration von FBP nahm bis
ungefahr 2 s nach dem stimulus-response Experiment ab und stieg im weiteren Verlauf
deutlich an. DHAP+GAP wies einen vergleichbaren Verlauf auf. Die Metabolite 2PG+3PG
und PEP wiesen abnehmende Konzentrationen nach dem stimulus-response Experiment
auf. Die Konzentration von PYR nahm kurzzeitig ab und stieg ab ungeféhr t = 4 bis 6 s
wieder an. Im Bereich t < 2 s ist bei PYR eine kurzfristige Zunahme der Konzentration
maoglich, jedoch war die zeitliche Auflésung unzureichend und es lag nur ein singularer
Messpunkt vor. Die Konzentration von Citrat im Tricarbonsdure-Zyklus nahm nach dem
Glucose-Puls zu, allerdings deutlich geringer als dies bei G6P+F6P, FBP und DHAP+GAP
der Fall war. Bei den Adenosinphosphaten konnte fiir ATP eine sofortige signifikante Ab-
nahme der intrazellularen Metabolitkonzentration festgestellt werden, wéahrend sich die
intrazellulare Konzentration von ADP kaum veranderte. Die Konzentration von AMP nahm
zunéchst zu und ab ungefahr t = 10 s wieder ab.

Die grundsétzlichen zeitlichen Verlaufe von G6P+F6P, FBP, PEP, PYR und ATP waren in
guter Ubereinstimmung mit friiheren Messungen (Chassagnole et al., 2002) und Literatur-
daten (Schaefer et al., 1999). Die deutliche Zunahme der Konzentration des DHAP+GAP
Pools deutet in Verbindung mit der gemessenen geringen Zunahme von GAP (Chassagnole
et al., 2002) darauf hin, dass auch DHAP bei einem Glucose-Pulsexperiment zunimmt. Fir
2PG+3PG lagen keine Vergleichsmessungen in E. coli vor. Jedoch wurde von Schéafer
(Schaefer et al.,, 1999) fir 3PG ebenfalls eine deutliche Zunahme der intrazellularen
Konzentration nach einem stimulus-response Experiment gemessen. Ein Vergleich des
Konzentrations-Zeitverlaufs von Citrat war nicht mdglich. AMP zeigte den aus friheren
Untersuchungen bekannten Verlauf, die Werte fir ADP wiesen dagegen bei schwach
ausgepragter Dynamik eine geringfigige Abnahme der Konzentration auf, wahrend von
Chassagnole (Chassagnole et al., 2002) bei ebenfalls schwacher Dynamik eine geringfligige
Konzentrationszunahme beobachtet wurde. Unterschiede bestanden bei den untersuchten

Metaboliten hinsichtlich der betragsmafRigen Konzentrationsédnderungen sowie des Zeit-
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punktes auftretender Konzentrationsmaxima bzw. -minima nach einem stimulus-response
Experiment. Dies kann darauf zurlickgefihrt werden, dass die stimulus-response
Experimente dieser Arbeit zwar bei der gleichen Verdiinnungsrate von D = 0.1 h™ und der
gleichen absoluten Pulshéhe (0.30 g/l) durchgefuhrt wurden wie in Chassagnole
(Chassagnole et al., 2002), jedoch unterschiedliche Biomassekonzentrationen vorlagen. Die
Biomassekonzentration betrug hier 2.3 g TS/I, wahrend bei Chassagnole 8.7 g TSI/
(Glucoseeintrittskonzentration 20 g/l) verwendet wurde. Unterschiedliche Pulshéhen und
Biomassekonzentrationen erschweren auch den Vergleich mit anderen Literaturdaten z. B.
von Schéafer (Schaefer et al., 1999). Ein weiterer Unterschied besteht darin, dass die hier
gezeigten Konzentrations-Zeitverlaufe aller Metabolite aus einem einzigen Experiment
stammten, wahrend bei Chassagnole (Chassagnole et al., 2002) mehrere Glucose-Puls-
experimente bzw. Fermentationen durchgefihrt wurden. Als mdogliche Erklarung fiur die
beobachteten Abweichungen kann auch der Zeitpunkt des Glucose-Pulsexperimentes, d. h.
das unterschiedliche Alter der Kultur bzw. die Generationszahl, angefiihrt werden (Mashego
et al., 2005). So wurde von Mashego (Mashego et al., 2005) bei der Hefe S. cerevisiae
CEN.PK 113-7D bei D = 0.052 h™ nach 90 Generationen eine Abnahme der intrazellularen
Metabolitkonzentrationen um einen Faktor von 5 bis 10 festgestellt. Insgesamt ist vor diesem
Hintergrund ein Vergleich der vorliegenden Ergebnisse mit anderen Arbeiten und der
Literatur nur sehr eingeschrankt maoglich.

Bei den vorgestellten Messergebnissen lag fir t < 1 s lediglich ein Messpunkt beit = 0.1 s
nach einem Glucose-Pulsexperiment vor. Fir eine Analyse der zeitlichen Konzentrations-
anderungen intrazellularer Metabolite im Millisekundenbereich sollten daher wegen der
hoéheren Probenahmefrequenz stopped-flow Probenahmesysteme wie z. B. das von Buziol
(Buziol et al., 2002) eingesetzt werden.

Die LC-MS Analytik weist bei stimulus-response Experimenten spezifische Vorteile auf. Da
nur geringe Probenvolumina benétigt werden, sind hohe Probenahmefrequenzen und
prinzipiell Mehrfachbestimmungen auch unter dynamischen Bedingungen mdglich. Durch
Parallelbestimmungen kdnnen aufRerdem die Konzentrations-Zeitverlaufe aller quantifizier-

baren Metabolite konsistent in einem einzigen Versuch ermittelt werden.

5.4 Zusammenfassung

In Kapitel 5 wurde eine LC-MS Analysemethode zur quantitativen Bestimmung intrazellularer
Metabolitkonzentrationen vorgestellt. Ausfihrlich beschrieben wurden die ionenchromato-
grafische Trennmethode, die LC-MS Kopplung und insbesondere die massenspektro-

metrische Detektion mit flr die quantitative Analyse intrazellularer Metabolite aus Glykolyse
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und Pentosephosphat-Weg optimierten MS-Einstellungen. Eine Analysemethode muss
sowohl externe Faktoren wie untersuchtes Zellsystem, Biomassekonzentration und mogliche
Wechselwirkungen durch Probenahme, Quenching, Extraktion und Probenaufarbeitung als
auch interne Faktoren wie beispielsweise Notwendigkeit eines internen Standards und
Einfluss der Probenmatrix auf das Messergebnis beriicksichtigen. Unter den experimentellen
Randbedingungen dieser Arbeit (Kapitel 2) wurde zuné&chst untersucht, welche Metabolite
mit der entwickelten LC-MS Analysemethode bei optimierten MS-Einstellungen detektiert
und welche quantitativ bestimmt werden konnten. Fir letztere wurden Bestimmungsgrenzen
der etablierten LC-MS Analysemethode angegeben. Die Metabolitidentifikation erfolgte auf
Basis der metabolitspezifischen Retentionszeiten und der Massenspektren bei charakter-
istischen Massen-/Ladungsverhéltnissen. Die Metabolitquantifizierung bedarf interner
Standards. Hierflr wurden mit Carboxyphenylphosphat und Naphtylphosphat zwei geeignete
interne Standards gefunden. Im Vergleich zur lonenchromatografie zeigte sich, dass der
Einfluss hoher Salzkonzentrationen auf die Sensitivitat der Analyse weit weniger ausgepragt
ist. Jedoch ist eine Veranderung der lonenkonzentration der Probe kritisch fir die Metabolit-
guantifizierung mit LC-MS (Kapitel 3.3.6). Die etablierte LC-MS Analysemethode konnte
erfolgreich zur Bestimmung intrazellulérer Metabolitkonzentrationen in E. coli bei D = 0.1 h*

im steady state und nach einem stimulus-response Experiment eingesetzt werden.
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6 LC-MS basierte Bestimmung isotopisch
stationarer und isotopisch instationarer

Massenisotopomere in  E. coli im steady state

6.1 Einleitung

Relative Messinformationen zu Positions-Markierungsanteilen oder Massenisotopomeren-
verteilungen am Stoffwechsel beteiligter Metabolite oder Makromolekile sind eine Voraus-
setzung fiir die Durchfiihrung von *C-Stoffflussanalysen. Analysetechniken kénnen danach
unterschieden werden, welche relativen Messinformation sie bereitstellen. Dagegen erfolgt
die Modellierung (Kapitel 7) Ublicherweise in der allgemeinsten Darstellung auf Basis von
Isotopomeren, so dass Messdatensatze unterschiedlicher Analysetechniken integriert
werden kdnnen. Der Begriff des Isotopomers setzt sich zusammen aus Isotop, das sind
Elemente mit unterschiedlicher Anzahl von Neutronen im Atomkern, also unterschiedlicher
Massenzahl, und Isomer, das sind chemische Verbindungen der gleichen Summenformel,
aber unterschiedlicher chemischer Struktur. Die eingesetzten Messtechniken erfassen
jeweils eine Teilmenge der bei einem Molekil mit n C-Atomen moglichen 2" Markierungs-
zustande oder Isotopomere. So werden mit NMR-Techniken wie **C NMR (Malloy et al.,
1988), 'H NMR (Marx et al., 1996) und zweidimensionaler [**C,"H]-COSY NMR (Szyperski,
1995) Positions-Markierungsanteile gemessen, d. h. bei einem Molekil mit n C-Atomen
kénnen maximal n positionale Messinformationen gewonnen werden. Zur Bestimmung von
Massenisotopomeren, das sind Isotopomere gleicher Masse, wobei ein Molekil mit n C-
Atomen n+1 Massenisotopomere besitzt, werden bereits seit langerem GC-MS-Techniken
(Park et al., 1997; Christensen et al., 1999; Dauner et al., 2000; Fischer et al., 2003) zur
Analyse proteinogener Aminosauren eingesetzt (Kapitel 4). Mit LC-MS wurden zunéchst
Absolutkonzentrationen bestimmt (Buchholz et al., 2001; Lange et al., 2001; Visser et al.,
2002; Mashego et al., 2005; Schaub et al., 2006), siehe auch Ergebnisse dieser Arbeit
(Kapitel 5), bevor mit dieser Analysemethode auch Massenisotopomerenverteilungen von
Metaboliten der zentralen Kohlenstoffwechselwege Glykolyse und Pentosephosphat-Weg
(van Winden et al., 2005) sowie im Tricarbonsaure-Zyklus (van Winden, 2002) quantifiziert
wurden. Ebenfalls zur Bestimmung von Absolutkonzentrationen und Massenisotopomeren-

verteilungen wurde die MALDI-TOF Massenspektrometrie verwendet (Wittmann et al.,
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2001a; Wittmann et al., 2001b). Die Zusammenhdnge zwischen Analysetechnik und

gewinnbaren Messinformationen zeigt am Beispiel eines C3-Molekiils Abbildung 6-1.

2 O—@)—0O) SO =0
1o @—@—O ® 0O
20% m m+3 m

100% 56% 68% 57%

Abbildung 6-1. Ein C3-Molekil hat 2° = 8 mogliche Markierungszustiande oder Isotopomere (links).
Prinzipiell kbnnen mit NMR die Positions-Markierungsanteile der 3 C-Atome (Mitte) und mit Massen-
spektrometrie die Anteile der 4 Massenisotopomere (m0, m+1, m+2, m+3) bestimmt werden.

Bei der "*C-Stoffflussanalyse haben sich die MS-Techniken gegenilber den NMR-Techniken
weitgehend durchgesetzt (Wiechert et al., 2005). Nachteile der NMR sind dabei die geringe
Sensitivitat (Wiechert et al., 2005), der hohe experimentelle Aufwand bei Verwendung eines
NMR-Bioreaktors (de Graaf et al.,, 1992) sowie die schwierige Interpretierbarkeit der Mess-
daten (Wiechert, 2001; Wiechert et al., 2001; Wiechert et al., 2005). Aufgrund der langen
Messzeiten zur Aufnahme eines Einzelspektrums (bis zu 10 min) und des damit verbunden-
en Problems schlechter Signal-Rausch-Verhaltnisse sind NMR-Messungen im isotopisch in-
stationdren Zustand zudem sehr unsicher (Wiechert, 1995). Hinzu kommt, dass bei groReren
Molekilen die Auswertung aufgrund von Spin-Spin-Kopplungen die Analyse von Multipletts
erfordert, was bereits bei Molekilen mit mehr als drei C-Atomen auf3erordentlich schwierig
ist (Christensen et al., 1999). Gegeniber GC-MS Methoden sind LC-MS Technologien dabei
insofern vorteilhaft, als mit einer Analysemethode Absolutkonzentrationen und Masseniso-
topomerenverteilungen von Metaboliten des zentralen Kohlenstoffwechsels ermittelt werden
kénnen. Eine aufwandige Probenaufarbeitung ist nicht erforderlich (Kapitel 4.2.7). Da die
Analyse in den zentralen Kohlenstoffwechselwegen direkt auf Ebene der Metabolite statt-
findet, entféllt das Problem unterschiedlicher Zeitskalen beim Turnover von Metaboliten und
Proteinen (Wiechert et al., 2005), so dass mit LC-MS prinzipiell sowohl der isotopisch sta-
tionare als auch der isotopisch instationare Zustand unmittelbar zuganglich sind. Markier-
ungsdaten aus diesem isotopisch instationdren Ubergangsbereich kénnen als zusétzliche

Messinformationen fir die Schéatzung intrazellularer Raten bei der isotopisch instationaren
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13C-stoffflussanalyse, die Gegenstand dieser Arbeit ist, genutzt werden (Kapitel 9). Lange
und teure Experimente sowie eine Extrapolation zur Berechnung des isotopisch stationaren
Zustandes wie bei GC-MS sind nicht erforderlich (Kapitel 4.2.8). Die in dieser Arbeit durch-
gefuhrten GC-MS Messungen sind Gegenstand eines eigenen Kapitels (Kapitel 4). Soll
mittels LC-MS das isotopisch instationire Ubergangsverhalten messtechnisch erfasst
werden, so sind wegen des hohen Turnover von Metaboliten schnelle Probenahmeverfahren
erforderlich (Kapitel 3).

Dieses Kapitel hat die LC-MS basierte Bestimmung von Massenisotopomerenverteilungen
intrazellularer Metabolite in E. coli zum Gegenstand. Es sollten die charakteristischen
Markierungsmuster bei D = 0.1 h™ sowohl im metabolisch und isotopisch stationaren Fall als
auch im metabolisch stationdren und isotopisch instationdren Fall quantitativ ermittelt
werden. Bevor die entwickelte LC-MS Analysemethode (Kapitel 5) zur Quantifizierung von
Massenisotopomerenverteilungen eingesetzt werden konnte, war zundchst zu klaren, ob
Konzentrationseffekte (Kapitel 6.2.1) oder Isotopenfraktionierung (Kapitel 6.2.2) zu Ver-
zerrungen der Messungen fihrten. Die Ergebnisse der quantitativen Bestimmung von
Massenisotopomeren sind fir den metabolisch und isotopisch stationdren Fall in Kapitel
6.3.1 und fur den metabolisch stationdren und isotopisch instationaren Fall in Kapitel 6.3.2

dargestellt. Eine Zusammenfassung findet sich in Kapitel 6.4.

6.2 Material und Methoden

Die LC-MS Analyse erfolgte mit der in Kapitel 5 beschriebenen zweistufigen Trennmethode
aus lonenchromatografie und Massenspektrometrie mit den MS-Einstellungen gemaR Kapi-
tel 5.2.1. Wird ein **C-Markierungsexperiment durchgefiihrt, kénnen bei einem Metabolit mit
n C-Atomen neben dem Molekiilpeak zur Quantifizierung der intrazellularen Metabolitkon-
zentration (Kapitel 5) insgesamt n+1 Messinformationen zur Ermittlung der Massenisotopo-
merenverteilung extrahiert werden (Kapitel 6.1). Abbildung 6-2 zeigt exemplarisch ein Chro-
matogramm des 2PG+3PG Pools mit den Massenspuren (M-H), (M-H+1) und (M-H+3)’,
nicht dargestellt ist die Massenspur fur (M-H+2)". Aus den Peakflachen kann auf die relativen

Massenisotopomere m0, m+1, m+2 und m+3 geschlossen werden (Kapitel 6.2.3).
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Abbildung 6-2. Bei 2PG+3PG (C3-Molekil) sind die Chromatogramme der extrahierten Massen-
spuren (M-H), (M-H+1), (M-H+2)  und (M-H+3) die Basis fur die Ermittlung von Massenisotopo-
merenverteilungen. Nicht dargestellt ist die (M-H+2)" Massenspur.

6.2.1 Konzentrationseffekte

Bei den vorliegenden niedrigen Konzentrationen intrazellularer Metabolite waren Konzen-
trationseffekte, die entstehen, wenn fiir eine Massenspur der lineare Bereich des Detektors
Uberschritten wird, nicht zu erwarten. Hierzu wurden fir die Metabolite G6P, F6P, FBP,
DHAP, GAP, 2PG, 3PG, PEP, PYR, R5P, 6PG, Citrat, Succinat, Fumarat, Malat, AMP, ADP
und ATP die Anteile naturlich vorkommender m+1 Massenisotopomere bei unterschiedlichen
Konzentrationen (2.5, 5, 10, 12.5, 20, 25, 50 uM, Minimalmedium) mit LC-MS ermittelt. Im
betrachteten Konzentrationsbereich bis zu 50 uM traten fur keinen der untersuchten Meta-
bolite Konzentrationseffekte auf. Dies zeigt beispielhaft Abbildung 6-3 fir den 2PG+3PG

Pool.
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Abbildung 6-3. Konzentrationseffekt bei LC-MS Analyse von 2PG+3PG. Dargestellt sind die gemes-
senen m+1 Massenisotopomere bei Variation der Konzentration und Verwendung von natirlich
markiertem 2PG+3PG. Der theoretische Wert von 3.3% konnte im gesamten untersuchten Konzent-
rationsbereich innerhalb der Messgenauigkeit ermittelt werden.

6.2.2 Isotopenfraktionierung

Isotopenfraktionierung, das ist die Fraktionierung der verschiedenen Massenisotopomere
innerhalb eines Analyselaufs, kann konzentrationsunabhangig auftreten (Kapitel 4.2.3).
Untersucht wurden die natirlich vorkommenden Anteile der m+1 Massenisotopomere von
G6P, F6P, FBP, DHAP, GAP, 2PG, 3PG, PEP, PYR, R5P, 6PG, Citrat, Succinat, Fumarat,
Malat, AMP, ADP und ATP zu unterschiedlichen Zeitpunkten innerhalb der Peakbasis jedes
Metaboliten bei LC-MS Analytik. Im Gegensatz zur GC-MS Analytik (Kapitel 4.2.3) ist die
Anzahl der theoretischen Trennstufen bei LC-MS gering. Fir keinen der untersuchten
Metabolite konnten Isotopenfraktionierungseffekte festgestellt werden. Dies zeigt exem-
plarisch Abbildung 6-4 fur den 2PG+3PG Pool.
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Abbildung 6-4. Isotopenfraktionierung von 2PG+3PG. Dargestellt sind die Anteile der natirlichen
m+1 Massenisotopomere (linke y-Achse) zu verschiedenen Zeitpunkten innerhalb der Peakbasis. Eine
Isotopenfraktionierung fand nicht statt. Die maximale Stéarke des Messsignals (rechte y-Achse) wird in
der Mitte der Peakbasis erreicht.

6.2.3 Quantifizierung von Massenisotopomeren

Massenisotopomere sind Isotopomere gleicher Masse, wobei ein Molekil mit n C-Atomen
n+1 Massenisotopomere besitzt (Kapitel 6.1). Ausgangspunkt bei der Quantifizierung von
Massenisotopomerenverteilungen bei einem **C-Markierungsexperiment sind die n+1
extrahierten Massenspuren bei einem Molekil mit n C-Atomen. Dabei wird von dem einfach
negativ geladenen Molekiilion (M-H) ausgegangen, das die Massenspur des unmarkierten
Molekiils darstellt. Fir den Anteil des i-ten Massenisotopomers eines Molekils mit n C-

Atomen gilt allgemein Gleichung 6-1.

m+i=

(M—H+i)" 6.1)

D> (M=H+i)"
i=0

Mit mO wird derjenige Massenisotopomerenanteil bezeichnet, bei dem alle n C-Atome des
betrachteten Molekiils unmarkiert als **C-Isotope vorliegen. Der Massenisotopomerenanteil
m+1 bedeutet, dass von den n C-Atomen ein C-Atom markiert ist, d. h. als **C-Isotop vor-
liegt. Welches der n C-Atome dabei markiert ist, lasst sich mit LC-MS nicht unterscheiden.
Bei dem Massenisotopomerenanteil m+2 sind beispielsweise zwei der n C-Atome markiert,

bei dem Massenisotopomerenanteil m+3 sind es drei der n C-Atome.
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Sind bei einem Molekil mit insgesamt n C-Atomen k C-Atome markiert, so existieren hierfr

n!

magliche Markierungsmuster. Diese sind mit LC-MS messtechnisch nicht unterscheidbar.

Als Beispiel sei 2PG+3PG mit n = 3 C-Atomen betrachtet. Fur die n +1 = 4 Masseniso-

topomere gilt

o< (M-H)"
M-H) +(M-H+1) " +(M-H+2)" +(M-H+3)"

_ (M-H+1)"
M-H)  +(M-H+1) +(M-H+2)" +(M-H+3)"

5= (M-H+2)"
M-H)+(M-H+1) " +(M-H+2)" +(M-H+3)"

3= (M-H+3)"
M-H) +(M-H+1) " +(M-H+2)" +(M-H+3)"

Die Summe der Massenisotopomerenanteile addiert sich dabei zu 1, da das Molekil ent-

weder unmarkiert oder an einem, zwei bzw. drei C-Atomen *C-markiert ist.

Die theoretischen Wahrscheinlichkeiten bei einer natiirlichen Isotopomerenverteilung von *2C
(98.892%) und *3C (1.108%) betragen bei Beriicksichtigung von Gleichung 6-2 fiir die vier

Massenisotopomere dieses Beispiels

m0 =0.98892° = 96.713%
m+1=0.98892% [0.01108" [B = 3.251%
m+2 =0.98892"' [0.01108° [B = 0.036%
m+3=0.01108° = 0.0001%

Bei der LC-MS Analyse wurden die betreffenden Massenspuren (Kapitel 5.2.4) extrahiert und
die Verhéltnisse der ermittelten Peakflachen zur Ermittlung der Massenisotopomerenanteile
gemal Gleichung 6-1 verwendet. Im Unterschied zur Metabolitquantifizierung bei der Ermitt-
lung von Absolutkonzentrationen wurde die LC-MS Analyse sowohl im Fullscan-Modus (20 -

620 amu bei 0.5 scans/s) als auch im sensitiveren Selected lon Monitoring- bzw. SIM-
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Modus (zyklische Messung der definierten SIM Massenspuren, Messdauer jeweils 0.37 s)
durchgefiuhrt. In beiden Féllen wurde ausgehend vom Molekilpeak fir jede Massenspur der
Massenbereich £ 0.5 amu berlcksichtigt. Bei sehr schwachen Signalen, z. B. bei den
natirlich vorkommenden Massenisotopomerenverteilungen, wurde bei der Auswertung
gegebenenfalls um das Rauschen korrigiert. Dies ist in Gleichung 6-1 nicht beriicksichtigt.
Da bei LC-MS im Gegensatz zu GC-MS keine Derivatisierung stattfindet, ist der Einfluss von
Verzerrungen bei der massenspektrometrischen Detektion infolge von Massenisotopen-
effekten (Kapitel 4.2.6) der nicht C-Skelett Atome wie Wasserstoff (*H 99.985%, ?H 0.0155%)
und Sauerstoff (**0 99.76%, 'O 0.04%, ®0 0.2%) erheblich geringer. Die Korrektur erfolgte
dabei wie in Kapitel 4.2.6 beschrieben, wobei die Messwertverzerrungen bei den Masseniso-
topomerenanteilen im Bereich <1% lagen. Die quantitative Bestimmung relativer Masseniso-
topomerenanteile ist flr jeden detektierbaren Metabolit getrennt aus jeder Einzelmessung
mdoglich. Substanzabhéngige lonisierungseffizienzen und eine mit der Probenanzahl
abnehmende Messprazision sind im Gegensatz zur Bestimmung intrazellularer Metabolit-
konzentrationen (Kapitel 5.2.5) fur die Quantifizierung unkritisch. Daher konnte bei der
Ermittlung von Massenisotopomerenanteilen auf die Verwendung interner Standards

verzichtet werden.

6.3 Ergebnisse

6.3.1 Metabolisch stationar, isotopisch stationar

Es wurden die isotopisch stationdren Massenisotopomerenverteilungen von G6P+F6P, FBP,
DHAP+GAP, 2PG+3PG, PEP, P5P und 6PG in E. coli bei D = 0.1 h* bestimmt. Hierzu wurde
die Versuchsanordnung nach Kapitel 2.2.3 verwendet und nach 6.5 Verweilzeiten das un-
markierte Medium durch markiertes Medium ersetzt (Kapitel 2.1.2). Das **C-Markierungs-
experiment zur LC-MS basierten Ermittlung isotopisch stationdrer Massenisotopomeren-
verteilungen wurde parallel zu den GC-MS Analysen proteinogener (Kapitel 4.1.2) und freier
(Kapitel 4.1.3) Aminoséuren durchgefiihrt. Probenahme, Quenching, Extraktion und Proben-
aufarbeitung erfolgten wie in Kapitel 3 beschrieben. Die Quantifizierung mit LC-MS erfolgte
gemal Kapitel 5.2. Die Ergebnisse sind in Tabelle 6-1 zusammengefasst. Die Massen-
isotopomere von G6P+F6P, DHAP+GAP und 2PG+3PG sind gepoolt.
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Tabelle 6-1. Massenisotopomere von Metaboliten in E. coli bei D = 0.1 h™.

mO m+1 m+2 m+3 m+6

G6P+F6P 0.368 +0.018 0.282+0.011 0.167+0.018 0.080 +0.013

FBP 0.254+0.029 0.235+0.013  0.173+0.015 0.124 +0.013  0.071 +0.014
DHAP+GAP  0.534+0.020 0.236+0.017 0.134+0.019  0.095+0.010

2PG+3PG 0.651+0.031 0.159+0.016 0.085+0.011 0.114 +0.014

PEP 0.589 +0.031  0.200+0.028  0.094+0.007  0.112 +0.012

P5p 0.465 +0.033  0.227 +0.020

6PG 0.352+0.041 0.270+0.035 0.061+0.021  0.049 +0.009  0.172 +0.042

¥ P5P  Pentosephosphat Pool

Die Massenisotopomerenverteilungen der in Tabelle 6-1 angegebenen Metabolite ent-
stammen dem gleichen *C-Markierungsexperiment. Jede Probe wurde dreifach bestimmt.
Es wurden drei verschiedene LC-MS Analyselaufe durchgefiihrt. Aufgrund der eingesetzten
Glucosemischung bei den *C-Markierungsexperimenten (Kapitel 2.1.2) entstanden bei den
Metaboliten mit mehr als drei C-Atomen die m+4 und m+5 Massenisotopomere in nur
geringem Umfang. Wegen der damit verbundenen grol3en Messfehler (Variationskoeffi-
zienten zwischen 20 und 60%) sind diese in Tabelle 6-1 nicht angegeben. Neben den
Standardabweichungen (Tabelle 6-1) wurden auch die Variationskoeffizienten berechnet.
Diese betrugen bei G6P+F6P 5.0% (m0), 3.9% (m+1), 10.6% (m+2) und 15.9% (m+3), bei
FBP 11.5% (mO0), 5.5% (m+1), 8.7% (m+2), 10.8% (m+3) und 20.3% (m+6), bei DHAP+GAP
3.7% (m0), 7.1% (m+1), 14.0% (m+2) und 11.0% (m+3), bei 2PG+3PG 4.8% (mO0), 10.3%
(m+1), 13.3% (m+2) und 12.3% (m+3), bei PEP 5.2% (m0), 14.2% (m+1), 7.7% (m+2) und
11.1% (m+3), bei P5P 7.1% (mO0) und 8.6% (m+1) sowie bei 6PG 11.5% (m0), 13.1% (m+1),
34.5% (m+2), 18.0% (m+3) und 24.4% (m+6). Eine quantitative Bestimmung der Massen-
isotopomere von PYR, Citrat, AMP, ADP und ATP war nicht mdglich. Niedrige Messfehler
lagen bei der verwendeten Markierung im allgemeinen fir die m0O und m+1 Masseniso-
topomere vor, deren Anteile gegeniiber den m+2, m+3 und m+6 Massenisotopomeren relativ
grol3 waren. Dies fiuihrte bei P5P dazu, dass bei diesem C5-Molekil eine Quantifizierung nur
der m0 und m+1 Massenisotopomere mdglich war.

Im Vergleich zur GC-MS Analyse proteinogener Aminosauren (Kapitel 4.3.1) waren die
Messfehler bei LC-MS Analyse infolge der niedrigen intrazellularen Metabolitkonzentrationen
erwartungsgemaf groRer. Gegenuber der GC-MS Analyse freier Aminosauren (Kapitel
4.3.2) konnten die Markierungsmuster dagegen genauer bestimmt werden, insbesondere
konnten mehr Metabolite quantifiziert werden.

Bei LC-MS Analyse mittels eines Tripel-Quadrupol konnte van Winden (van Winden et al.,
2005) in der Hefe S. cerevisiae CEN.PK113-7D auflierdem Massenisotopomere von E4P und
S7P quantitativ bestimmen. In anderen Untersuchungen konnten mit LC-MS" Technologien
auch Massenisotopomere von Citrat, Glyoxylat, Succinat, Fumarat und Malat im Tricarbon-

saure-Zyklus quantifiziert werden (van Winden, 2002). Allerdings konnten auch mit diesen



106

LC-MS" Analysemethoden bei einem Metabolit mit n C-Atomen nicht alle n+1 Massen-
isotopomere bestimmt werden. Welche Metabolite quantitativ bestimmt werden koénnen,
hangt neben der LC-MS bzw. LC-MS" Analysemethode auch von Kultivierungsbedingungen,
13C-Markierungsexperiment, Probenaufarbeitung und insbesondere vom untersuchten
Mikroorganismus ab. So konnten bei Proben der Hefe S. cerevisiae WCG4 (Ruhl, 2004)
Massenspuren der Metabolite PYR, S7P, Citrat, Glyoxylat, Succinat, Fumarat, Malat und

OAA extrahiert werden, die im Gegensatz zu E. coli W3110 quantitativ auswertbar waren.

6.3.2 Metabolisch stationar, isotopisch instationar

Es sollten die isotopisch instationdaren Markierungsdynamiken der Massenisotopomere von
G6P+F6P, FBP, DHAP+GAP, 2PG+3PG, PEP, P5P und 6PG in E. coli bei D = 0.1 h™* be-
stimmt werden. Hierzu wurde die Versuchsanordnung nach Kapitel 2.2.3 verwendet und
nach 6.5 Verweilzeiten das unmarkierte Medium durch markiertes Medium ersetzt (Kapitel
2.1.2). Ein *C-Markierungsexperiment zur LC-MS basierten Ermittlung der isotopisch insta-
tiondren Markierungsdynamiken (Markierungsexperiment M1) wurde parallel zur LC-MS
basierten Ermittlung des isotopisch stationdren Zustandes (Kapitel 6.3.1) sowie parallel zu
den GC-MS Analysen proteinogener (Kapitel 4.1.2) und freier Aminosauren (Kapitel 4.1.3)
durchgefuhrt. Es wurden Messungen in einem Zeitbereich bis ca. 5 h nach Medienum-
stellung durchgefilhrt. In zwei weiteren *C-Markierungsexperimenten (Markierungs-
experimente M2 und M3) wurde der Zeitbereich bis 60 min nach Medienumstellung
untersucht. Die isotopisch instationaren Markierungsdynamiken der Massenisotopomere von
FBP, DHAP+GAP, 2PG+3PG, PEP und P5P dieser Experimente zeigen Abbildung 6-5 bis
Abbildung 6-12. Die Ergebnisse des ersten *C-Markierungsexperimentes (M1) sind bis 65
min nach Medienumstellung dargestellt. Die Ergebnisse der beiden weiteren **C-Markier-
ungsexperimente (M2 und M3), die durch eine hohe Probenahmefrequenz in einem Zeit-
bereich bis 60 min gekennzeichnet sind, sind bis 10 min nach Medienumstellung dargestellt.
Probenahme, Quenching, Extraktion und Probenaufarbeitung erfolgten wie in Kapitel 3

beschrieben. Die LC-MS Analyse erfolgte gemal Kapitel 5.2.
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Abbildung 6-5. Isotopisch instationare Markierungsdynamik der m0, m+1, m+2, m+3 und m+6 Mas-
senisotopomere von FBP in E. coli bei D = 0.1 h™ im Zeitbereich bis 65 min nach Beginn des 3¢
Markierungsexperimentes (Markierungsexperiment M1).
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Abbildung 6-6. Isotopisch instationare Markierungsdynamik der mO, m+1, m+2 und m+3 Masseniso-
topomere von DHAP+GAP in E. coli bei D = 0.1 h™ im Zeitbereich bis 65 min nach Beginn des **C-
Markierungsexperimentes (Markierungsexperiment M1).
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Abbildung 6-7. Isotopisch instationare Markierungsdynamik der mO, m+1, m+2 und m+3 Masseniso-
topomere von DHAP+GAP in E. coli bei D = 0.1 h™ im Zeitbereich bis 10 min nach Beginn des B3¢
Markierungsexperimentes. Es wurden zwei unabhéngige 13C—Markierungsexperimente (o Markier-
ungsexperiment M2 bzw. B Markierungsexperiment M3) durchgefiihrt.
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Abbildung 6-8. Isotopisch instationdre Markierungsdynamik der m0O, m+1, m+2 und m+3 Massen-
isotopomere von 2PG+3PG in E. coli bei D = 0.1 h™ im Zeitbereich bis 65 min nach Beginn des **C-
Markierungsexperimentes (Markierungsexperiment M1).
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Abbildung 6-9. Isotopisch instationdre Markierungsdynamik der m0O, m+1, m+2 und m+3 Massen-
isotopomere von 2PG+3PG in E. coli bei D = 0.1 h™ im Zeitbereich bis 10 min nach Beginn des 3¢
Markierungsexperimentes. Es wurden zwei unabhangige ‘*C-Markierungsexperimente (o Markier-
ungsexperiment M2 bzw. B Markierungsexperiment M3) durchgefihrt.
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Abbildung 6-10. Isotopisch instationare Markierungsdynamik der m0, m+1, m+2 und m+3 Massen-
isotopomere von PEP in E. coli bei D = 0.1 h™ im Zeitbereich bis 65 min nach Beginn des 13C-Markier-
ungsexperimentes (Markierungsexperiment M1).
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Abbildung 6-11. Isotopisch instationdare Markierungsdynamik der m0, m+1, m+2 und m+3 Massen-
isotopomere von PEP in E. coli bei D = 0.1 h™ im Zeitbereich bis 10 min nach Beginn des **C-Markier-
ungsexperimentes. Es wurden zwei unabhangige 13C-Markierungsexperimente (o Markierungsexperi-
ment M2 bzw. B Markierungsexperiment M3) durchgefihrt.
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Abbildung 6-12. Isotopisch instationdre Markierungsdynamik der mO und m+1 Massenisotopomere
von P5P in E. coli bei D = 0.1 h™ im Zeitbereich bis 65 min nach Beginn des 13C-Markierungsexperi-
mentes (Markierungsexperiment M1).
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Die Ergebnisse der Massenisotopomerenverteilungen nach Erreichen des isotopisch statio-
naren Zustandes waren in guter Ubereinstimmung mit den zuvor ermittelten Werten (Kapitel
6.3.1). Aus den Messungen des Markierungsexperimentes M1 folgte, dass der isotopisch
stationare Zustand von FBP, DHAP+GAP, 2PG+3PG, PEP und P5P in E. colibei D = 0.1 h*
in weniger als ca. 20 min erreicht wird. Die Ergebnisse von DHAP+GAP, 2PG+3PG und PEP
deuteten auf noch kirzere Zeitkonstanten hin. Allerdings war die Probenahmefrequenz des
13C-Markierungsexperimentes M1 mit drei Messpunkten innerhalb der ersten 20 min nach
Medienumstellung flr genauere Aussagen zu niedrig.

Problematisch bei der quantitativen Bestimmung der Massenisotopomere von FBP und P5P
war, dass es sich bei diesen Metaboliten um C-6 bzw. C-5 Molekile handelte, deren m+4
und m+5 bzw. m+2, m+3, m+4 und m+5 Massenisotopomere nur in geringem Umfang ent-
standen und deren Messsignale teilweise verrauscht waren, was fir die Quantifizierung von
Massenisotopomerenverteilungen nachteilig ist (Kapitel 6.3.1). Dieser Umstand kann auch
ursachlich dafur sein, dass die Ergebnisse von FBP bei den m0, m+1 und m+2 Massen-
istopomeren auf ein langsameres, bei den m+3 und m+6 Massenisotopomeren dagegen auf
ein schnelleres Erreichen des isotopisch stationaren Zustandes hindeuteten. Nicht quantitativ
bestimmt werden konnten die isotopisch instationaren Markierungsdynamiken von G6P+F6P
und 6PG, obwohl die isotopisch stationaren Massenisotopomere dieser Metabolite quantifi-
ziert werden konnten (Tabelle 6-1). Als Grund hierflr ist das relative starke Rauschen bei
den betreffenden Massenspuren dieser beiden Metabolite anzufiihren, das insbesondere
beim Markierungsaufbau und den damit verbundenen noch niedrigen Massenisotopomeren-
anteilen besonders stark ins Gewicht fallt. Die *C-Markierungsexperimente M2 und M3
wurden mit hoherer Probenahmefrequenz durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser beiden
Experimente waren mit Ausnahme geringflgiger Abweichungen der m0 und m+1 Massen-
isotopomere von 2PG+3PG und des m+2 Massenisotopomers von PEP in guter Uberein-
stimmung mit dem Markierungsexperiment M1. Die *C-Markierungsexperimente M2 und M3
zeigten insgesamt eine gute Reproduzierbarkeit von experimenteller Durchfiihrung und LC-
MS basierter Quantifizierung von Massenisotopomeren. Abweichungen einzelner Mess-
punkte wurden bei den m0 und m+1 Massenisotopomeren von DHAP+GAP festgestellt, die,
da es sich um singulare Messpunkte einzelner Massenspuren handelte, vermutlich auf die
chromatografische Auswertung zuriickzufiihren sind. Der erste Messpunkt bei 20 s nach
Medienumstellung beim Markierungsexperiment M3 ist als kritisch zu betrachten wie die
ermittelten m0 und m+1 Massenisotopomere von PEP zeigen. Im Gegensatz zu dem
Markierungsexperiment M1 konnten die Markierungsdynamiken von FBP und P5P bei den
Experimenten M2 und M3 nicht bestimmt werden. Als Ursache wurde eine unzureichende
ionenchromatografische Auftrennung vermutet. Im Hinblick auf das Erreichen des isotopisch

stationdren Zustandes ist bei den untersuchten Metaboliten von niedrigen Zeitkonstanten



123

auszugehen. So wurde isotopische Stationaritat bei DHAP+GAP nach ca. 2-4 min, bei
2PG+3PG nach ca. 2-3 min und bei PEP nach ca. 3-5 min nach Beginn des
Markierungsexperimentes erreicht.

Mittels intrazellularer Absolutkonzentrationen und Flussverteilungen wurden bei einer Ver-
diinnungsrate von D = 0.1 h™* Zeitkonstanten zur Erreichung eines isotopisch stationaren
Zustandes in den Pools der zentralen Kohlenstoffwechselwege Glykolyse, Pentosephosphat-
Weg und Tricarbonséure-Zyklus zwischen 30 und 40 min geschéatzt (Dauner et al., 2001a;
van Winden et al., 2005; Wiechert et al., 2005). Bei LC-MS basierter Untersuchung
isotopisch stationarer Markierungsmuster in der Hefe S. cerevisiae CEN.PK113-7D wurde
isotopische Stationaritat bei D = 0.1 h™ nach 40 min festgestellt (van Winden et al., 2005),
wobei Messungen bei t = 40 min und 60 min nach Beginn des **C-Markierungsexperimentes
durchgefuihrt worden sind. Mit gro3en Zeitkonstanten ist dabei vor allem im Tricarbonsaure-
Zyklus zu rechnen (Grotkjaer et al., 2004). Vorteile der LC-MS basierten Bestimmung von
Massenisotopomeren sind, dass auf Annahmen bei der Aminosauresynthese (z. B. mehrere,
alternative Synthesewege) oder bei der Kompartimentierung von Stoffwechselwegen in
Eukaryonten verzichtet werden kann (van Winden et al., 2005). AuBerdem kénnen Mess-
ungen in Zellsystemen mit nur sehr geringen Proteinbiosyntheseraten wie tierische Zell-
kulturen durchgefihrt werden. Jedoch ist die Annahme zu treffen, dass der Protein-Turnover
vernachlassigbar klein ist (Wiechert et al., 2005). Der Turnover von Metaboliten ist im
Vergleich zum Turnover von Proteinen um ca. zwei bis drei GrolRenordnungen groR3er
(Wiechert et al., 2005). Die Durchfiihrung isotopisch instationarer Stoffflussanalysen wurde
von Wiechert (Wiechert et al., 2005) diskutiert. Die Annahme, dass bei einem Bc-Markier-
ungsexperiment der Protein-Turnover vernachlassigbar klein gegeniiber dem Turnover von
Metaboliten ist, ist umso eher gerechtfertigt, je kirzer die Markierungsdauer gewahlt wird.
Auch vor dem Hintergrund dieser Zeitkonstanten sind mdglichst kurze isotopisch stationare
und isotopisch instationare '*C-Markierungsexperimente mit LC-MS Messung von Meta-

boliten des zentralen Kohlenstoffwechsels anzustreben.

6.4 Zusammenfassung

Kapitel 6 hatte die LC-MS basierte quantitative Bestimmung der Massenisotopomere von
Metaboliten des zentralen Kohlenstoffwechsels in E. coli bei D = 0.1 h™ im isotopisch
stationdren und isotopisch instationaren Zustand zum Gegenstand. Da weder Konzentrati-
onseffekte auftraten noch Isotopenfraktionierung bei der Analyse beobachtet wurde, konnte
die bereits in Kapitel 5 beschriebene und fiir die Bestimmung von Absolutkonzentrationen

verwendete LC-MS Analysemethode auch zur Quantifizierung von Massenisotopomeren
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benutzt werden. Im metabolisch und isotopisch stationaren Zustand wurden insgesamt 28
Massenisotopomere der Metabolite G6P+F6P, FBP, DHAP+GAP, 2PG+3PG, PEP, P5P und
6PG quantitativ bestimmt. Die Markierungsdynamiken unter metabolisch stationaren und
isotopisch instationdren Bedingungen konnten von FBP, DHAP+GAP, 2PG+3PG, PEP und
P5P ermittelt werden, wobei die Massenisotopomere der Metabolite DHAP+GAP, 2PG+3PG
und PEP mit einer zeitlichen Auflésung von bis zu 1 min™ bestimmt wurden. Als fiir die
Markierungsdynamik in den zentralen Kohlenstoffwechselwegen Glykolyse und Pentose-
phosphat-Weg in E. coli bei D = 0.1 h™* besonders interessant erwies sich dabei der Zeit-
bereich kleiner als 10 min nach Beginn des *C-Markierungsexperimentes. Insgesamt
wurden die Markierungsdynamiken von 19 Massenisotopomeren quantifiziert. Die Zeit-
konstanten zur Erreichung des isotopisch stationdren Zustandes betrugen bei den gemes-
senen Metaboliten aus Glykolyse und Pentosephosphat-Weg in E. coli bei D = 0.1 h™
zwischen 2 und 5 min.

Mit der Versuchsanlage zur Durchfiihrung von **C-Markierungsexperimenten, dem integrier-
ten Probenahmeverfahren und der etablierten LC-MS Analysemethode waren die experi-
mentellen und analytischen Voraussetzungen zur quantitativen Bestimmung von intra-
zellularen Absolutkonzentrationen (Kapitel 5) sowie von Massenisotopomerenverteilungen
sowohl im metabolisch und isotopisch stationdaren als auch im metabolisch stationaren und
isotopisch instationdren Zustand geschaffen. Die in den Kapiteln 5 und 6 dargestellten Mess-
ergebnisse konnten damit fiir die isotopisch instationdre **C-Stoffflussanalyse verwendet
werden (Kapitel 9). Vom Einsatz hochsensitiver LC-MS" Technologien ist zu erwarten, dass
in Zukunft die Anzahl quantifizierbarer Metabolite weiter zunehmen wird (van Winden et al.,
2005).
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6.5 Vergleich der Analysemethoden

Die verwendeten massenspektrometrischen LC-MS und GC-MS Analysemethoden sollen

abschlie3end tabellarisch gegeniibergestellt werden (Tabelle 6-2).

Tabelle 6-2. Vergleich von LC-MS und GC-MS Analysemethoden.

LC-MS GC-MS

isotopisch isotopisch isotopisch isotopisch

stationar instationar stationar instationar
Probenaufarbeitung
saure Hydrolyse nein nein ja nein
Derivatisierung nein nein ja ja
Messungen
gemessene G6P+F6P, FBP, DHAP+GAP, 15 proteinogene  freie Aminosauren
Substanzen 2PG+3PG, PEP, P5P ?, 6PG Aminosauren (Alanin, Glutamat)
Absolutkonzentration ja b ja b nein nein
Massenisotopomere ja ja ja ja ©

¥ pPentosephosphat Pool
®) nicht wahrend eines Markierungsexperimentes
° nicht fiir isotopisch instationare **C-Stoffflussanalyse verwendbar

Die LC-MS Analytik war die einzige Messmethode, die sowohl eine quantitative Bestimmung
von Absolutkonzentrationen ermdglichte als auch eine Quantifizierung von Massenisotopo-
meren im isotopisch stationdren und isotopisch instationaren Zustand. Die Probenaufarbeit-
ung war dabei mit deutlich geringerem Aufwand verbunden als bei den GC-MS Analyse-
methoden.

Konnen mit den unterschiedlichen LC-MS und GC-MS Analysemethoden Massenisotopo-
mere gleicher Substanzen quantifiziert werden, so kdnnen diese Messungen fur die Validier-
ung der Analysemethoden herangezogen werden. Dies soll nachfolgend fir PEP und Alanin
im isotopisch stationaren Zustand gezeigt werden. Dieses Beispiel wurde gewdhlt, da die
Massenisotopomere von PEP mit LC-MS und die Massenisotopomere von Alanin - als
proteinogene und freie Aminosdure - mit GC-MS quantitativ bestimmt werden konnten.
Alanin entsteht in einem Reaktionsschritt direkt durch Transaminierung aus PYR (Kapitel
4.1.1), dessen Massenisotopomerenverteilung mit LC-MS nicht bestimmt werden konnte. Bei
der hier vorliegenden geringen Aktivitat des Malatenzyms sollten sich die Massenisotopome-
renverteilungen von PYR und PEP nur unwesentlich unterscheiden. Dies wurde in

Simulationsstudien Uberprift. Die Messergebnisse von PEP mit LC-MS (Kapitel 6.3.1), von
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proteinogenem Alanin mit GC-MS (Kapitel 4.3.1) und von freiem Alanin mit GC-MS (Kapitel
4.3.2) sind in Abbildung 6-13 zusammengefasst.

1.0
0O PEP (LC-MS)
O freies Alanin (GC-MS)
08 1 [ proteinogenes Alanin (GC-MS)
06|
=
0.4 A
0.2
0.0
mO m+1 m+2 m+3

Abbildung 6-13. Vergleich der m0, m+1, m+2 und m+3 Massenisotopomere von PEP (LC-MS Ana-
lyse) und von freiem bzw. proteinogenem Alanin (GC-MS Analyse) in E. coli bei D = 0.1 h™.

Die entwickelte LC-MS Analysemethode sowie die GC-MS Analysemethoden ermoglichten
konsistente Messungen der mO und m+1 Massenisotopomere von PEP und Alanin. Die GC-
MS Analysen von freiem bzw. proteinogenem Alanin fiihrten bei diesen beiden Masseniso-
topomeren zu den gleichen Ergebnissen. Die LC-MS basierte Quantifizierung der Massen-
isotopomere von PEP stimmte mit diesen Resultaten ebenfalls Gberein. Die nur in
geringerem Umfang entstehenden m+2 und m+3 Massenisotopomere konnten auf Basis der
freien Aminosauren mit GC-MS nicht quantifiziert werden. Dagegen wiesen die GC-MS
Analyse proteinogenen Alanins und die LC-MS Analyse von PEP gute Ubereinstimmung auf.
Im Hinblick auf die isotopisch instationdre “*C-Stoffflussanalyse (Kapitel 9) ist die LC-MS
Analysemethode nicht nur wegen der unmittelbaren Interpretierbarkeit der Zeitkonstanten bei
einem *C-Markierungsexperiment (Wiechert et al., 2005), sondern auch wegen der héheren

Sensitivitdt der Messungen der GC-MS Analyse Uberlegen.
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7 Modellierung von Isotopomeren-Netzwerken

7.1 Einleitung

Die Modellierung von Isotopomeren-Netzwerken basiert auf dem stéchiometrischen Modell
des untersuchten Reaktionsnetzwerkes und dem Isotopomerenmodell. Letzteres erfordert
die Kenntnis der C-Atom Transitionen bzw. des Atom Mapping aller beteiligten Reaktionen.
Unter Verwendung von C-Atom-Zuordnungsmatrizen (Zupke et al., 1994) kénnen die Iso-
topomeren-Zuordnungsmatrizen bzw. die Isotopomer Mapping Matrizen berechnet werden
(Schmidt el al., 1997). Diese ermdglichen die Modellierung eines Reaktionsnetzwerkes auf
Basis der C-Atome in der allgemeinsten Form als Isotopomerenmodell, welches alle mdg-
lichen Markierungszusténde bericksichtigt und insbesondere Messdaten unterschiedlicher
Analysetechniken wie NMR oder Massenspektrometrie integrieren kann (Kapitel 6.1). Da ein
Isotopomerenmodell bereits bei kleineren Netzwerken mehrere hundert Bilanzgleichungen
umfasst, ist die Erstellung des Isotopomeren-Bilanzgleichungssystems zu automatisieren.
Die Vorgehensweise bei der Modellierung des Isotopomeren-Netzwerkes der zentralen
Kohlenstoffwechselwege Glykolyse, Pentosephosphat-Weg und Tricarbonsaure-Zyklus
(Abbildung 7-1) sowie dessen charakteristische Eigenschaften sind Gegenstand dieses
Kapitels. Detailliert beschrieben sind das biochemische Reaktionsmodell (Kapitel 7.2.2), die
Abgrenzung dieses Teilmodells von einem Ganzzellmodell (Kapitel 7.2.1), die Ermittlung der
Raten in die Biomassesynthese (Kapitel 7.2.3) und der verwendete Ansatz zur Formulierung
des Isotopomeren-Differentialgleichungssystems bei bimolekularen Reaktionen (Kapitel 7.3).
Das Isotopomerenmodell des bilanzierten Teilsystems wird ausfiihrlich in Kapitel 7.4 darge-
stellt. Bei der Modellierung von reversiblen Reaktionen (Kapitel 7.2.2 und 7.4.2) und von
Sonderfallen wie Scrambling-Reaktionen bei rotationssymmetrischen Molekilen (Kapitel
7.4.3) sind bei der *C-Stoffflussanalyse spezifische Annahmen zu treffen. Die automatisierte
Erstellung der Modellgleichungen erfolgte mit dem Computer-Algebra-System Maple (Kapitel
7.4.4). Die topologische Analyse des stdchiometrischen Modells und des Isotopomeren-
modells wird in Kapitel 7.5 behandelt.

Ein wesentliches Kennzeichen von Isotopomerenmodellen ist, dass es sich hinsichtlich der
gesuchten intrazellularen Raten um Uberbestimmte Systeme handelt. Folglich kann auf
kritische Bilanzen von Nukleotiden und Kofaktoren verzichtet werden (Marx et al., 1996;

Sauer et al., 1999; Petersen et al., 2000). Dagegen mussen solche Annahmen bei der
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stdchiometrischen Flussanalyse getroffen werden, um dem Problem der Unterbestimmtheit

zu begegnen.

metabolisches Reaktionsnetzwerk

Maple

Atom Mapping Matrizen

v Maple

A

Isotopomeren-Bilanzgleichungssystem

Isotopomeren Mapping
Matrizen

Ganzzellmodell

Fortran Code-Generierung
Maple

Maple

- Raten in Biomassesynthese

INSILICO discovery

- Initialisierung Isotopomere
- Markierungsinput

A

stationare Raten

LC-MS Daten
- stationare
Absolutkonzentrationen

dynamische Simulation

stéchiometrische Flussanalyse

1 Ausgleichsrechnung
INSILICO discovery

Substrataufnahme-/
Produktbildungsraten

Fortran DAE solver
Limex 4.3B

A

Berechnung Zielfunktion

LC-MS Daten

- isotopisch

stationarefinstationére
Massenisotopomere

GC-MS Daten

- stationdre Massenisotopomere

Schétzung der Flisse in
parallelen Reaktionswegen/Zyklen®’
sowie der Reversibiltaten 2

vaqutionsanorithmus

- Flussverteilung
- statistische Analyse

Java Eva

Y Fliisse in parallelen Reaktionswegen: I' = (I’z,r13 )T

2 Reversible Flisse: = (6,6, g Tor Ty Fip Fian Ty g )

Abbildung 7-1. Die isotopisch instationare 13C-Stoffﬂussanalyse umfasst Modellierung (grau hinter-
legt), dynamische Simulation von **C-Markierungsexperimenten und Schéatzung der intrazellularen
Raten (Kapitel 8). Die Eingabe des metabolischen Reaktionsnetzwerkes und der C-Atom-Zuordnungs-
matrizen erfolgte in dem Computer-Algebra-System Maple. Mit diesen Informationen wurde unter Ver-
wendung eines Algorithmus zur Erzeugung von Isotopomeren-Zuordnungsmatrizen (Schmidt et al.,
1997) das Isotopomeren-Bilanzgleichungssystem automatisiert in Fortran-Code generiert.
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7.2 Modell

7.2.1 Teilmodell und Ganzzellmodell

Das untersuchte Modell umfasst die zentralen Kohlenstoffwechselwege Glykolyse, Pentose-

phosphat-Weg und Tricarbonséure-Zyklus. Es handelt sich um ein Isotopomerenmodell, dem

ein stéchiometrisches Modell zugrunde liegt. Isotopisch instationare **C-Stoffflussanalysen,

die Gegenstand dieser Arbeit sind, wurden auf Basis dieses Isotopomerenmodells durchge-

fuhrt (Kapitel 9). Die Verbindungen zwischen dem hier betrachteten Modell und einem

modifizierten stochiometrischen Ganzzellmodell von E. coli nach Chassagnole (Chassagnole

et al.,, 2002), das sowohl die katabolischen als auch die anabolischen Reaktionen

bericksichtigt, sind in Abbildung 7-2 dargestellt.
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Abbildung 7-2.
Pentosephosphat-Weg und Tricarbonsdure-Zyklus in E. coli ist Uber die Flisse in die Biomasse-
synthese (graue Pfeile) mit dem stdchiometrischen Ganzzellmodell (B) verbunden (Chassagnole et al.,
2002). Grafische Reprasentation: Insilico discovery (Modellierungs- und Simulationssoftware der
Firma Insilico biotechnology GmbH)

Das Isotopomerenmodell (A) der zentralen Kohlenstoffwechselwege Glykolyse,
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Bei isolierter Betrachtung von Glykolyse, Pentosephosphat-Weg und Tricarbonsaure-Zyklus
stellen die Raten in die Biomassesynthese &ulRere Freiheitsgrade des Isotopomerenmodells
dar (Kapitel 7.5). Diese Fliisse sind jedoch nicht messbar, da sie keine &uReren Freiheits-
grade des Ganzzellmodells darstellen. In der vorliegenden Arbeit wurde zur Ermittlung der
Raten in die Biomassesynthese daher das Ganzzellmodell von E. coli nach Chassagnole
(Chassagnole et al., 2002) verwendet, das in geringem Umfang an die spezifischen Erforder-

nisse der *C-Stoffflussanalyse angepasst wurde (Kapitel 7.2.3).

7.2.2 Biochemisches Reaktionsmodell

Das bereits in Abbildung 7-2 dargestellte Modell A der zentralen Kohlenstoffwechselwege
Glykolyse, Pentosephosphat-Weg und Tricarbonsaure-Zyklus zeigt detailliert Abbildung 7-3.
Bei der '*C-Stoffflussanalyse sind insbesondere die Reversibilititen der beteiligten
Reaktionen zu bertcksichtigen. Das erstellte Reaktionsmodell A geht auf die publizierten
E. coli Modelle von Emmerling (Emmerling et al., 2002) und Dauner (Dauner, 2000) zuriick
und wurde auf Basis von Fachbiichern (Fraenkel, 1996; Cronan et al., 1996) und der

EcoCyc-Datenbank (Keseler et al., 2005) aufgestellt.
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Abbildung 7-3. Metabolisches Reaktionsmodell A von E. coli. Dieses umfasst die zentralen Kohlen-
stoffwechselwege Glykolyse, Pentosephosphat-Weg und Tricarbonsaure-Zyklus. Die Pfeilspitzen
zeigen an, ob die enzymatischen Reaktionen reversibel bzw. irreversibel modelliert wurden. Flisse in
die Biomassesynthese sind grau gekennzeichnet. Wurden lineare Reaktionssequenzen zusammen-
gefasst, so sind nur die entsprechenden Raten ohne Benennung des beteiligten Enzyms angegeben
(Nomenklatur, siehe Anhang Al).

Zwei Arten von Modellreduktionen wurden durchgefiihrt. Erstens wurden lineare Reaktions-
sequenzen in Glykolyse, Pentosephosphat-Weg und Tricarbonséure-Zyklus zusammenge-
fasst. Diese bei der stéchiometrischen Flussanalyse tbliche Vorgehensweise ist auch bei der
isotopomerenbasierten Flussanalyse unproblematisch, wobei stattfindende C-Atom Transi-
tionen zu bertcksichtigen sind (Wiechert, 1995). Zweitens wurden im Pentosephosphat-Weg
die Metabolite Ribulose-5-phosphat, Xylulose-5-phosphat und Ribose-5-phosphat zu einem

Pool zusammengefasst. Bei diesen hochreversiblen enzymatischen Reaktionen finden Hin-
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und Ruckreaktionen mit grof3en Raten statt, so dass die Annahme eines rapid equilibrium
getroffen werden kann (Wood, 1985). In gleicher Weise wurde gemafR Emmerling
(Emmerling et al., 2002) auch fir die durch Triosephosphat-lsomerase katalysierte Reaktion
zwischen DHAP und GAP und fir die durch Phosphoglyceromutase katalysierte Reaktion
zwischen 2PG und 3PG verfahren. Im allgemeinen wurde von reversiblen Reaktionen
ausgegangen. So wurden die durch die Enzyme Glucose-6-phosphat-lsomerase (PGl),
Fructosebisphosphat-Aldolase (FBA), Transketolase Reaktion a (TKa), Transketolase
Reaktion b (TKb), Transaldolase (TA), Enolase (ENO), Fumarase (FUMase) und Malat-
Dehydrogenase (MAL-DH) katalysierten Umsetzungen sowie die Reaktionssequenz von
DHAP/GAP zu 2PG/3PG reversibel modelliert (Emmerling et al., 2002). Dies erfolgte auf
Basis der thermodynamischen Eigenschaften der Enzyme unter Heranziehung von freien
Standardenthalpien (Stryer, 1996; Lehninger, 2000). Acetat kann von der Zelle gebildet und
aufgenommen werden (Chassagnole et al., 2002). Irreversibel angesetzt wurde die Glucose-
aufnahmerate Uber das PTS-System (Chassagnole et al., 2002; Emmerling et al., 2002)
sowie, aufgrund groRer negativer freier Standardenthalpien, die Reaktionen im oxidativen
Teil des Pentosephosphat-Weges, die durch die Enzyme 6-Phosphofructokinase (PFK),
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPxyl), Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (PEPkin),
Pyruvat-Kinase (PYK), Pyruvat-Dehydrogenase (PDH) und Malatenzym (MAE) katalysierten
Reaktionen sowie die Reaktionssequenz zur Synthese von a-Ketoglutarat und Fumarat. Da
der Fluss durch den Entner-Doudoroff-Weg nur ca. 1% der Glucoseaufnahmerate betragt
(Dauner, 2000), blieb dieser im Modell unbericksichtigt. Im Anhang Al sind die Bezeich-

nungen von Metaboliten, Nettoraten und Enzymen zusammenfassend dargestellt.

7.2.3 Precursorbedarf fur Biomassesynthese

Der Precursorbedarf fir die Biomassesynthese wurde aus einem modifizierten E. coli Ganz-
zellmodell nach Chassagnole (Chassagnole et al., 2002) ermittelt (Abbildung 7-2). Dieses
Modell umfasst neben den zentralen Kohlenstoffwechselwegen Glykolyse, Pentosephos-
phat-Weg und Tricarbonsaure-Zyklus die Protein-, RNA-, Fettsduren-, Polysaccharid- und
Mureinsynthese, den Nukleotidmetabolismus, die Regeneration der C1-Metabolite, die
oxidative Phosphorylierung und die Biomassesynthese. Insgesamt wurden 130 Komponen-
ten bilanziert. Malatenzym und Transhydrogenase (NADPH+NAD = NADP+NADH) wurden
darin nicht bertcksichtigt, so dass das Modell von Chassagnole (Chassagnole et al., 2002)
keine inneren Freiheitsgrade (Kapitel 7.5.1) aufwies.

Gegenuber dem Ausgangsmodell wurden folgende Modifikationen vorgenommen. Erstens
wurde das Modell um die Enzyme Malatenzym und Transhydrogenase erweitert. Dies hat

zwei innere Freiheitsgrade zur Folge (Kapitel 7.5.1). Zweitens wurden die Metabolite
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Ribulose-5-phosphat, Xylulose-5-phosphat und Ribose-5-phosphat, DHAP und GAP sowie
2PG und 3PG jeweils zu einem Pool zusammengefasst (Kapitel 7.2.2). Bei Variation der
freien Flisse (Wiechert et al., 1997a) Uber die Enzyme Phosphoglucose Isomerase (r,) und
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase/Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (r;3) @ndern sich die
Flisse in die Biomasse geringfigig, da z. B. im Pentosephosphat-Weg CO, abgespalten
wird, das dann nicht mehr fir die Biomassesynthese zur Verfiigung steht. Diese Flisse
wurden im Isotopomerenmodell konstant gesetzt. Zur Ermittlung dieser Biomasseabfliisse
aus dem Ganzzellmodell wurden iterativ die freien Flisse aus der Optimierung (Kapitel 8.3.3)
des Isotopomerenmodells fir stdchiometrische Flussanalysen im Ganzzellmodell verwendet.
Die Abweichungen bei den auf diese Weise angepassten Biomasseabfliissen betrugen
weniger als 5%. Sttéchiometrische Flussanalysen im Ganzzellmodell wurden mit dem
Softwarepaket INSILICO discovery (INSILICO discovery, INSILICO biotechnology, Stuttgart,
D) durchgeflhrt, das eine Ausgleichsrechnung (Stephanopoulos, 1998) unter Heranziehung
der gemessenen extrazellularen Raten bei D = 0.1 h™ (Glucoseaufnahmerate, Sauerstoff-
aufnahmerate, Kohlendioxidbildungsrate, Biomassebildungsrate, Acetatausscheidungsrate)

ermdglicht. Die Flisse in die Biomassesynthese sind in Tabelle 7-1 zusammengefasst.

Tabelle 7-1. Precursorbedarf fiir die Biomassesynthese in E. coli bei D = 0.1 h™. Die Werte sind auf
die Glucoseaufnahmerate (= 100%) bezogen.

[%]

G6P 1
PSP 5
E4P 4
F6P <1
DHAP+GAP <1
2PG+3PG 10
PEP 8
PYR 28
ACA 22
OAA 23
AKG 5

Alternativ kann der Precursorbedarf fir die Biomassesynthese auch aus Konzentrationsbe-
stimmungen der Makromolekiile wie Protein, RNA, DNA, Lipide, Lipopolysaccharide,
Peptidoglykan, Glykogen, Polyamine, Informationen tUber Zusammensetzung der Biomasse
und Anteile der Precursor an den Makromolekiilen (Ingraham, 1983; Neidhardt et al., 1996)
sowie Kenntnis der Biosynthesewege und deren Stochiometrie erfolgen (Pramanik et al.,
1997). Die Biomassezusammensetzung hangt dabei von der spezifischen Wachstumsrate ab
(Bremer et al., 1996). Diese Vorgehensweise wurde beispielsweise von Marx (Marx et al.,
1996) bei Corynebacterium glutamicum, von Emmerling (Emmerling et al., 2002) bei
Escherichia coli und von Dauner (Dauner et al., 2001b) bei Bacillus subtilis verwendet. Eine

Ausgleichsrechnung (Stephanopoulos, 1998) findet dabei in der Regel nicht statt.
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7.3 Bilanzgleichungssystem

Das Bilanzgleichungssystem besteht aus (i) dem Isotopomerenmodell von Glykolyse,
Pentosephosphat-Weg und Tricarbonsdure-Zyklus und (ii) dem zugehdrigen stochio-
metrischen Modell dieses Teilsystems. Zustandsgrofen sind die Isotopomere, Parameter
des Isotopomerenmodells sind die gesuchten intrazellularen Raten, die dem st6chio-

metrischen Modell gentigen missen.

Fir die Bilanzierung der Isotopomere gilt

c, %'z Z,: HIMM, L)+ rj[zz: (IMM,,, |iﬂ)njj +y rj[ 0 (MM, |iﬂ)n)

T \n=1 o\t

J

SRR (7-1)
j

Darin ist mit I; nach Schmidt (Schmidt et al., 1997) der sogenannte Isotopomer Distribution
Vector des i-ten Metabolit bezeichnet, der die molaren Isotopomerenanteile enthalt, und mit
IMM die sogenannten Isotopomer Mapping Matrices, das sind die Isotopomeren-Zuord-
nungsmatrizen, die die Transitionen der Isotopomeren beschreiben. Mit dem von Schmidt
(Schmidt et al., 1997) entwickelten Algorithmus kénnen diese Isotopomeren-Zuordnungs-
matrizen auf einfache Weise aus den sogenannten Atom Mapping Matrices oder C-Atom-
Zuordnungsmatrizen, die von Zupke (Zupke et al., 1994) eingeflihrt worden sind und C-Atom
Transitionen beschreiben, generiert werden. In dieser Notation ist je bilanziertem Metabolit
eine vektorielle Bilanzgleichung zu formulieren. Mit ¢; wird die intrazellulare Konzentration
des i-ten Metabolit bezeichnet, mit r; die Rate der j-ten Reaktion. Deren Richtung (Hinreak-

tion Fj Ruckreaktion FJ.) ist dabei zu spezifizieren. Durch Anwendung des Operators O er-

folgt die elementweise Multiplikation gleich grof3er Vektoren. Der Ansatz nach Gleichung 7-1
ist auf bimolekulare Reaktionen beschrankt (n = 2). Da bei bimolekularen Reaktionen unter
Beteiligung von Nukleotiden und/oder Kofaktoren bei den beiden letztgenannten keine C-
Atom Transitionen stattfinden, ist dieser Formalismus in dem betrachteten Reaktionsnetz-
werk ausreichend. Da im vorliegenden Modell (Kapitel 7.4) bei einer Umsetzung die
maximale Anzahl der Reaktionspartner (Substrate bzw. Produkte) mit C-Atom Transitionen
zwei betragt, weist das Isotopomeren-Bilanzgleichungssystem eine bilineare Struktur auf. Es
sind drei Falle zu unterscheiden. Erstens monomolekulare Reaktionen (beschrieben durch
den ersten Term in Gleichung 7-1), zweitens spaltende Reaktionen (zweiter Term in Gleich-
ung 7-1) und drittens bimolekulare Reaktionen (dritter Term in Gleichung 7-1). Die Sttchio-
metrie dieser drei Terme ist dabei implizit durch die Anzahl n der Reaktionspartner gegeben.

Als Beispiel fir eine monomolekulare Reaktion kann die Reaktion von G6P zu 6PG an-
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gefuhrt werden, als Beispiel fur eine spaltende Reaktion die Umwandlung des C-6 Molekils
FBP in die beiden Triosen DHAP und GAP sowie als Beispiel fir eine bimolekulare Reaktion
die Reaktion OAA + ACA - AKG im Tricarbonsaure-Zyklus. Bei den verbrauchenden Reak-
tionen (vierter Term in Gleichung 7-1) ist die Stochiometrie durch den stdéchiometrischen

Faktor v; explizit angegeben.

Das Isotopomerenmodell und die Formulierung des Isotopomeren-Bilanzgleichungssystems
sind ausfuhrlich in Kapitel 7.4 beschrieben. Die C-Atom-Zuordnungsmatrizen und Details des

Isotopomerenmodells finden sich in Anhang A3 bzw. A4.

Das Bilanzgleichungssystem fir die bilanzierten Metabolite lautet

de, _

Darin ist 1 die spezifische Wachstumsrate.

Das verwendete stdchiometrische Modell der zentralen Kohlenstoffwechselwege Glykolyse,
Pentosephosphat-Weg und Tricarbonséure-Zyklus (Modul A in Abbildung 7-2) findet sich in
Anhang A2.

Ein zentraler Unterschied zwischen Isotopomerenmodellen und stéchiometrischen Modellen
besteht darin, dass bei der *C-Stoffflussanalyse ein nichtlineares (bilineares), gekoppeltes
und steifes Differentialgleichungssystem (Gleichung 7-1) zu I6sen ist, wahrend sich die intra-
zellulare Flussverteilung bei der stéchiometrischen Flussanalyse durch Ldsung eines
linearen Gleichungssystems (Gleichung 7-2) ergibt. Dies hat Konsequenzen fir die Ermitt-

lung der intrazellularen Raten bei der *C-Stoffflussanalyse (Kapitel 8).

7.4 Isotopomerenmodell

7.4.1 Bilanziertes Teilsystem

Das Isotopomerenmodell zur Durchfiihrung von isotopisch stationdren und instationaren
13C-stoffflussanalysen umfasste die zentralen Kohlenstoffwechselwege Glykolyse, Pentose-
phosphat-Weg und Tricarbonsaure-Zyklus.

Die Formulierung des Isotopomerenmodells als Differentialgleichungssystem (Gleichung 7-1)

erlaubt die Verwendung isotopisch stationarer und isotopisch instationarer Massen-
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isotopomerenverteilungen fur die Bestimmung der intrazellularen Flisse. Im Rahmen dieser

Arbeit wurden folgende Messdaten verwendet

= isotopisch instationdre und stationare Massenisotopomere von Metaboliten des
zentralen Kohlenstoffwechsels, gemessen mit LC-MS (Kapitel 9.2)

= jsotopisch stationdre Massenisotopomere von Metaboliten des zentralen Kohlen-
stoffwechsels, gemessen mit LC-MS (Kapitel 9.3.1)

= isotopisch stationdre Massenisotopomere proteinogener Aminoséuren, gemessen mit
GC-MS (Kapitel 9.3.2)

= jsotopisch stationdre Massenisotopomere von Metaboliten des zentralen Kohlen-

stoffwechsels und proteinogener Aminosauren (Kapitel 9.3.3)

Das Teilmodell A in Abbildung 7-2 wurde gewahlt, da die Metabolite dieser Stoffwechsel-
wege mit LC-MS sowohl hinsichtlich der benétigten Absolutkonzentrationen (Kapitel 5) als
auch hinsichtlich der metabolisch und isotopisch stationdren sowie der metabolisch
stationdren und isotopisch instationdren Massenisotopomere (Kapitel 6) gréfRtenteils
messtechnisch zuganglich waren.

Mittels GC-MS konnten auRerdem die Markierungsmuster proteinogener und freier Amino-
sauren bestimmt werden (Kapitel 4). Die Massenisotopomerenverteilungen der Aminosauren
werden durch die Markierungsmuster der entsprechenden Precursor-Metabolite aus den
zentralen Kohlenstoffwechselwegen bestimmt. So entsteht Alanin in einem Reaktionsschritt
aus PYR, Aspartat in einer Einschrittreaktion aus OAA, AKG wird in Gegenwart von
Ammonium in einem Schritt zu Glutamat umgewandelt, Serin entsteht ohne Anderungen am
C-Atomskelett in einer dreistufigen linearen Reaktionssequenz aus 3PG (Kapitel 4.1.1).
Dagegen werden bei der Synthese von Phenylalanin zwei Molekiile PEP und ein Molekdl
E4P bendtigt, bei der C-6 Aminosaure Histidin stammen 5 C-Atome von R5P und ein C-Atom
von ATP (Moran, 1994; Stryer, 1996; Lengeler, 1999). Problematisch bei den Markierungs-
mustern der Aminosauren ist, dass einzelne Aminosauren wie Glycin nicht nur aus den
Intermediarprodukten des zentralen Kohlenstoffwechsels synthetisiert werden, sondern auch
auf alternativen Reaktionswegen bzw. als Abbauprodukte entstehen (Keseler et al., 2005).
Bei anderen Aminosauren wie Valin, Leucin, Methionin und Histidin finden Additions-
reaktionen von Acetylgruppen, Methylgruppen bzw. C-Atom Transitionen von ATP statt
(Kapitel 4.1.1). Der Markierungszustand dieser Reaktionspartner war als Messinformation
jedoch nicht vorhanden. Ebenfalls in Kapitel 4.1.1 wurde darauf hingewiesen, dass die Mess-
informationen vieler Aminosauren redundant sind. Bei der isotopisch instationaren **C-Stoff-
flussanalyse (Kapitel 9) kommt erschwerend hinzu, dass die einzelnen Synthesewege

vollstandig zu modellieren und zu bilanzieren sind, wobei insbesondere Informationen zu den
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PoolgroRen aller Zwischenprodukte bendtigt werden, wenn diese nicht geschatzt werden
sollen. Im Falle der Aminosduren Tyrosin und Phenylalanin mussten beispielsweise 11
zusatzliche Pools quantifiziert werden. Auf die problematische Interpretierbarkeit der
Markierungsdynamiken der freien Aminoséuren wurde bereits in Kapitel 4.1.3 eingegangen.
Neben dem Vorhandensein quantitativer Messinformationen zu Konzentrationen und
Markierungsmustern sind zur Schatzung intrazellularer Raten dartuber hinaus weitere
Informationen erforderlich. Diese betreffen notwendigerweise Informationen zu den C-Atom
Transitionen aller modellierten Reaktionen, aufRerdem Informationen zum Umfang der
Reversibilitdt der beteiligten Reaktionen (Kapitel 7.2.2), wenn man die Anzahl der inneren
Freiheitsgrade madglichst gering halten will. Aus diesen Grinden blieben die bisher
durchgefiihrten *C-Stoffflussanalysen meist auf die zentralen Kohlenstoffwechselwege
beschrankt. So umfassten isotopisch stationdre *C-Stoffflussanalysen in Corynebacterium
glutamicum (Marx et al., 1996; Wittmann et al., 2002b; Kromer et al., 2004), in Escherichia
coli (Schmidt et al., 1999a; Emmerling et al., 2002) und in Bacillus subtilis (Dauner et al.,
2001b) im wesentlichen die Analyse von Glykolyse, Pentosephosphat-Weg und
Tricarbonsaure-Zyklus. LC-MS basierte, isotopisch stationare **C-Stoffflussanalysen in der
Hefe S. cerevisiae CEN.PK113-7D, die eine detaillierte Analyse von Glykolyse und
Pentosephosphat-Weg zum Gegenstand hatten, wurden von van Winden (van Winden et al.,
2005) durchgefuihrt. Vor diesem Hintergrund wurden im Rahmen dieser Arbeit mittels
isotopisch instationdrer 'C-Stoffflussanalysen die zentralen Kohlenstoffwechselwege
Glykolyse, Pentosephosphat-Weg und Tricarbonsaure-Zyklus in E. coli W3110 untersucht
(Kapitel 9). Das Modell umfasste 16 bilanzierte Metabolite und 20 Nettoraten (Kapitel 7.5.1),
von denen 10 Reaktionen reversibel angesetzt wurden (Kapitel 7.2.2). Auf die Bilanzierung
der Nukleotide AMP, ADP und ATP sowie von Kofaktoren wie NAD(H) und NADP(H) und
den damit verbundenen Unsicherheiten - wie nicht schlieBende Bilanzen von NADH und
NADPH (Marx et al., 1996), bestehende Unsicherheiten bei der Effizienz der Bildung von
ATP in der Atmungskette (Sauer et al., 1999) und das Vorhandensein starker futile cycles bei
den anaplerotischen Reaktionen (Petersen et al., 2000) - kann bei der *C-Stoffflussanalyse
verzichtet werden (Wiechert, 2001). Die Bilanzierung von CO, blieb ebenfalls auf das Teil-
modell der zentralen Kohlenstoffwechselwege Glykolyse, Pentosephosphat-Weg, Tricarbon-
saure-Zyklus und anaplerotische Reaktionen beschrankt. Diese Vorgehensweise wurde auch
in anderen Untersuchungen gewahlt (Marx et al., 1996; Dauner et al., 2001a; Emmerling et
al., 2002). Theoretische Untersuchungen zu einer umfassenderen Modellierung der Carboxy-
lierungs- und Decarboxylierungsreaktionen im zentralen Kohlenstoffwechsel und den
anabolischen Reaktionswegen wurden von Yang (Yang et al., 2005) durchgefiihrt. Die grof3e
Anzahl von Reaktionen, bei denen CO, als Reaktionspartner auftritt (Keseler et al., 2005),

macht die Notwendigkeit eines Gesamtmodells auch bei der **C-Stoffflussanalyse deutlich.
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7.4.2 Modellierung reversibler Reaktionen

Wegen ihres unmittelbaren Einflusses auf die Massenisotopomere sind bei der **C-Stoff-
flussanalyse die Reversibilitdten der beteiligten Reaktionen zu bertcksichtigen und Hin- und
Ruckreaktionen reversibler Reaktionen getrennt zu modellieren (Kapitel 7.2.2). Die
numerische Integration des zugrunde liegenden nichtlinearen Isotopomeren-Bilanzgleich-
ungssystems (Kapitel 7.3) wird durch dessen Steifheit in Gegenwart betragsmaRlig hoher
Raten von Hin- und Rickreaktionen bei gleichzeitig niedrigen Nettoraten erschwert (Schmidt
et al., 1999a). Wegen der Nichtlinearitdt des Bilanzgleichungssystems und der damit
verbundenen numerischen Probleme bei groRen, nicht beschrankten Austauschfliissen hat
Wiechert (Wiechert et al., 1997a) im Falle der isotopisch stationdren *C-Stoffflussanalyse
eine Kompaktifizierung von Hin- und Ruckreaktionen auf den Wertebereich [0,1] durch eine
hyperbolische Transformation vorgeschlagen. Bei einem Wertebereich von [0,0.95] fihrt dies
dazu, dass Hin- bzw. Rickreaktionen betragsmaRig 19 mal grof3er als die entsprechenden
Nettoraten sein kénnen (Schmidt et al., 1999a; Dauner et al., 2001a). In dieser Arbeit wurden

Hin- und Rickreaktionen gemaf Gleichungen 7-3 bis 7-5 modelliert.

Nettorate =r-r (7-3)
Hinreaktion 1, =f;r, mit 3;=1 (7-4)
Rlckreaktion T, =T, —r (7-5)

Der Koeffizient 3; gibt an, um welchen Faktor die Hinreaktion der j-ten Reaktion maximal
groRRer als die zugehdrige Nettorate sein darf. Beschrankungen des Wertebereichs von f3;
wurden im Hinblick auf die Stabilitat der numerischen Integration vorgenommen (Kapitel
8.2.2.2).

7.4.3 Modellierung von Scrambling-Reaktionen

Unter Scrambling-Reaktionen sind Reaktionen unter Beteiligung rotationssymmetrischer
Molekile zu verstehen (Wiechert et al., 1996). Im vorliegenden Modell handelt es sich bei
der durch das Enzym Fumarase katalysierten Reaktion von Fumarat zu Malat um eine
Scrambling-Reaktion, d. h. das Molekll vermag sich im Raum um 180° zu drehen, wodurch
sich die C-Atom Positionen 1 bis 4 umkehren, ohne dass eine chemische Reaktion statt-
findet. Ein Ublicher Modellierungsansatz bei solchen Reaktionen ist die Annahme, dass die
Wahrscheinlichkeit fur ein Scrambling 50% betragt (Wiechert et al., 1996). Bei der Modell-

ierung wurde dieses Scrambling in der Malatbildungsrate (ri) durch zwei Isotopomeren-
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Zuordnungsmatrizen bertcksichtigt. Weitere Sonderfélle bei der Modellierung von Isotopo-
meren-Netzwerken sind in der Literatur beschrieben (Christensen et al., 1999; van Winden et
al., 2001a).

7.4.4 Formulierung und automatisierte Erstellung de r Modellgleichungen

Das Bilanzgleichungssystem umfasst das Isotopomerenmodell mit dem zugrunde liegenden
stochiometrischen Modell (Kapitel 7.3). Bei der Erstellung des Bilanzgleichungssystems sind
die Schritte

Formulierung des stdchiometrischen Modells

Definition der C-Atom-Zuordnungsmatrizen

Berechnung der Isotopomeren-Zuordnungsmatrizen

Formulierung des Isotopomerenmodells

durchzufiihren. Die Definition der C-Atom-Zuordnungsmatrizen oder Atom Mapping Matrices
erfolgte in der Matrixnotation nach Zupke (Zupke et al., 1994). Diese beschreiben die C-
Atom Transitionen der einzelnen Reaktionen und sind fur das verwendete Modell im Anhang
A3 aufgefuihrt. Zur Formulierung der Isotopomeren-Zuordnungsmatrizen bzw. Isotopomer
Mapping Matrices, die samtliche Transitionen der Isotopomeren im betrachteten Netzwerk
beschreiben, wurde der von Schmidt (Schmidt et al., 1997) entwickelte Algorithmus imple-
mentiert. Die Definition der C-Atom-Zuordnungsmatrizen, die Implementierung des Algo-
rithmus zur automatisierten Erstellung der Isotopomeren-Zuordnungsmatrizen sowie die
Formulierung des stdchiometrischen Modells erfolgte mit dem Computer-Algebra-System
Maple (Maple V Release 5, Maplesoft, Kanada). Als Output wurde das Isotopomeren-Bilanz-
gleichungssystem (Kapitel 7.3) in Fortran-Code (siehe Anhang A4) fir die numerische
Integration generiert (Kapitel 8.2.2). Nach Eingabe von stéchiometrischem Modell und C-
Atom-Zuordnungsmatrizen wurde auf diese Weise das Isotopomeren-Bilanzgleichungs-

system automatisiert in Maple erstellt.
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7.5 Topologische Modellanalyse

7.5.1 Stochiometrisches Modell

Ganzzellmodell

Im Ganzzellmodell (Abbildung 7-2) nach Chassagnole (Chassagnole et al., 2002) wurden
insgesamt 130 Komponenten, darunter Nukleotide wie AMP, ADP und ATP sowie
Kofaktoren wie NAD(H) und NADP(H) bilanziert (Kapitel 7.2.1). Bei 133 Reaktionen ergeben
sich aus der topologischen Analyse drei aul3ere Freiheitsgrade und kein innerer Freiheits-
grad (Gleichung 7-6).

Anzahl Freiheitsgrade (FG) = Anzahl Stofffllisse (Nettoraten)
— Anzahl bilanzierte Komponenten (7-6)

Die Anzahl der aul3eren Freiheitsgrade kann durch zusatzliche Messung von Austausch-
flissen reduziert werden. Die Anzahl der inneren Freiheitsgrade kann nicht durch
Messungen verkleinert werden, da intrazellulare Raten, z. B. in parallelen Reaktionswegen
oder Zyklen, nicht gemessen werden kénnen.

Den drei auB3eren Freiheitsgraden (FG = 133-130 = 3) standen insgesamt vier gemessene
Austauschflisse, namlich Glucoseaufnahmerate, Sauerstoffaufnahmerate, Kohlendioxid-
bildungsrate und Acetatbildungrate (Kapitel 2.3.6), gegenuber, die fur die metabolische
Flussanalyse verwendet wurden. Mit diesen Messungen war das Ganzzellmodell einfach
Uberbestimmt. AuBerdem konnten redundante Messinformationen fir die Ausgleichs-
rechnung (least square fit) und zur Modellvalidierung bzw. zur Uberpriifung der Messdaten
auf Konsistenz (Chi-Quadrat-Test) verwendet werden (Kapitel 8.3.4). Das Ganzzellmodell
wurde so formuliert, dass keine parallelen Reaktionswege oder innere Zyklen auftraten.
Samtliche intrazellularen Flisse waren beobachtbar.

Die Berucksichtigung zusétzlicher durch die Enzyme Malatenzym und Transhydrogenase
katalysierten Reaktionen (Kapitel 7.2.2) ging einher mit zwei inneren Freiheitsgraden im
Ganzzellmodell. Die intrazellularen Flisse in den auftretenden beiden Zyklen sind auf Basis

einer stéchiometrischen Flussanalyse nicht beobachtbar.

Teilmodell A

Das aus Glykolyse, Pentosephosphat-Weg und Tricarbonsaure-Zyklus bestehende unter-
suchte Teilmodell A umfasste 16 bilanzierte Metabolite und 20 Nettoraten (Kapitel 7.2.2,
Abbildung 7-3). Auf eine Bilanzierung von Nukleotiden wie AMP, ADP und ATP sowie
Kofaktoren wie NAD(H) und NADP(H) kann bei der *C-Stoffflussanalyse verzichtet werden.
Diese Vorgehensweise ist vorteilhaft, um Probleme durch nicht schlieRende Bilanzen von
NADH und NADPH (Marx et al., 1996), durch Unsicherheiten bei der Effizienz der Um-
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wandlung von NADH zu ATP (Sauer et al., 1999) und bei Vorhandensein starker futile cycles
bei den anaplerotischen Reaktionen (Petersen et al., 2000) zu vermeiden. Damit hat das
betrachtete Teilmodell A insgesamt 15 Freiheitsgrade (FG = 20 Nettoraten+11 Raten Bio-
massesynthese-16 bilanzierte Metabolite = 15), davon einen inneren Freiheitsgrad (innerer
Zyklus durch Malatenzym) und 14 &uf3ere Freiheitsgrade (Glucoseaufnahmerate, Kohlen-
dioxidbildungsrate, Acetatbildungrate, 11 Biomassesyntheseraten). Abziglich der 11 Bio-
massesyntheseraten (Kapitel 7.2.3) verbleiben insgesamt 4 Freiheitsgrade (FG = 20 unbe-
kannte Nettoraten-16 bilanzierte Metabolite = 4). Mit den gemessenen Raten von Glucose-
aufnahme und Acetatbildung, die duRere Freiheitsgrade des Teilsystems darstellen, ist das
Teilmodell A also zweifach unterbestimmt. Den 16 Bilanzgleichungen stehen 18 unbekannte

Nettoraten gegenlber (FG = 18 unbekannte Nettoraten-16 bilanzierte Metabolite = 2).

7.5.2 Isotopomerenmodell

Im Gegensatz zur stéchiometrischen Flussanalyse werden bei der **C-Stoffflussanalyse nicht
die Metabolite, sondern deren Isotopomere bilanziert (Kapitel 7.3). Dabei sind unterschied-
liche Messdaten (Raten und Massenisotopomere) und unterschiedliche Gleichungssysteme

zu betrachten (Marx et al., 1996). Es gibt 3 Satze von Gleichungen:

1) Stéchiometrisches Modell

Dieses ist bezuglich der Flisse meist unterbestimmt. Unterbestimmtheit tritt bei Vorliegen
paralleler Reaktionswege und metabolischer Zyklen ohne zusatzliche gemessene Raten in
diesen parallelen Reaktionswegen bzw. Zyklen, bei reversiblen Reaktionen, wenn diese
getrennt modelliert werden, sowie bei verzweigten Reaktionswegen ohne zusétzliche Bilan-
zierung z. B. von Kofaktoren auf (Wiechert, 2001). Der letztgenannte Punkt betrifft beispiels-
weise den G6P-Knoten an der Verzweigung von Glykolyse und Pentosephosphat-Weg sowie
die Abfliisse aus den zentralen Kohlenstoffwechselwegen Glykolyse, Pentosephosphat-Weg
und Tricarbonsaure-Zyklus in die Biomassesynthese.

Das vorliegende stochiometrische Teilmodell A (Abbildung 7-3) war beziglich der Nettoraten
zweifach unterbestimmt (Kapitel 7.5.1). Die Modellierung der Malatenzym-Reaktion stellt
einen parallelen Reaktionsweg dar und geht mit einem inneren Freiheitsgrad einher. Der
zweite Freiheitsgrad ist darauf zurtckzufiihren, dass bei der isotopomerenbasierten
Modellierung im Pentosephosphat-Weg die Kofaktoren NAD(H) und NADP(H) nicht bilanziert

wurden.
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Bei der *C-Stoffflussanalyse sind im Isotopomerenmodell die reversiblen Reaktionen zu

berticksichtigen. Diese stellen zuséatzliche Freiheitsgrade dar

Anzahl Freiheitsgrade (FG) = Anzahl irreversible Raten
+ Anzahl reversible Raten (Hinreaktionen+Rickreaktionen)
- Anzahl bilanzierte Komponenten (7-7)

Die Berucksichtigung der Reversibilitdit von 10 Raten im stbchiometrischen Teilmodell A
(Abbildung 7-3) fuhrt zu weiteren 10 Freiheitsgraden (FG = 10 irreversible Raten+10 Hin-
reaktionen+10 Rickreaktionen-16 bilanzierte Metabolite = 14). Mit den gemessenen Raten
von Glucoseaufnahme und Acetatbildung reduziert sich die Anzahl der Freiheitsgrade um
zwei (FG = 8 unbekannte irreversible Raten+10 Hinreaktionen+10 Ruckreaktionen-16

bilanzierte Metabolite = 12).

2) Isotopomerenbilanzen
Sind alle Flisse bekannt, dann gibt es genauso viele Gleichungen wie Zustandsgrof3en. Das
Gleichungssystem st fir diesen Fall eindeutig bestimmt. Das vorliegende Modell umfasste

550 bilanzierte Isotopomere (Anhang A4).

3) Messgleichungen

Diese stellen die Beziehung zwischen bilanzierten Isotopomeren und messbaren Massen-
isotopomeren her. Zur Schatzung der intrazellularen Flisse wurden im isotopisch stationdren
Fall 23 Massenisotopomere aus LC-MS Messungen (Kapitel 6.3.1) und/oder 28 Massen-
isotopomere aus GC-MS Messungen (Kapitel 4.3) verwendet. Im isotopisch instationaren
Fall wurden auf3erdem weitere 48 Massenisotopomere aus LC-MS basierten Messungen der
isotopisch instationaren Markierungsdynamik herangezogen (Kapitel 6.3.2). Dieses System
war hinsichtlich der Isotopomere unterbestimmt, im Hinblick auf die gesuchten Fliisse jedoch

Uberbestimmt.

Zusammenfassend folgten aus 1) 30 zu bestimmende Flisse. Werden, entsprechend den
Freiheitsgraden des untersuchten Teilmodells A (Abbildung 7-3), zwei Raten (hier r, und ry3)
und die 10 Reversibilitatsfaktoren der reversiblen Reaktionen (Gleichung 7-4) geschatzt und
auf diese Weise eine Anfangsflussverteilung fiir den erster Iterationszyklus ermittelt, kdnnen
die 550 bilanzierten Isotopomere nach 2) berechnet werden (Kapitel 8). Nach 3) gab es mehr
Messungen als unbekannte Fliisse (30 Raten-2 gemessene Raten, wobei das Modellsystem
zwei innere Freiheitsgrade aufwies und die Reversibilitditen von 10 Raten zu identifizieren
waren). Daraus folgt, dass das Modellsystem bei der '*C-Stoffflussanalyse beziiglich der
gesuchten Flisse Uberbestimmt, bei der stéchiometrischen Flussanalyse dagegen unter-

bestimmt war.
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7.6 Zusammenfassung

Dieses Kapitel hatte die Erstellung eines Isotopomerenmodells der zentralen Kohlenstoff-
wechselwege Glykolyse, Pentosephosphat-Weg und Tricarbonsdure-Zyklus in E. coli zum
Gegenstand. Durch Verwendung eines von Schmidt (Schmidt et al.,, 1997) entwickelten
Algorithmus konnten mit dem Computer-Algebra-System Maple die bendtigten Isotopo-
meren-Zuordnungsmatrizen automatisiert erstellt und in Verbindung mit dem stdchio-
metrischen Modell das Isotopomerenmodell in Fortran-Code generiert werden. Der Fortran-
Code wird fur die Simulation von **C-Markierungsexperimenten benétigt (Kapitel 8). Durch
die Ermittlung der Flisse in die Biomassesynthese aus einem modifizierten E. coli Modell
nach Chassagnole (Chassagnole et al., 2002) konnte die Anzahl der &uReren Freiheitsgrade
des Isotopomerenmodells um 11 Freiheitsgrade reduziert werden. Aus der topologischen
Analyse des stochiometrischen Modells folgte unter Berlcksichtigung der gemessenen
Raten zweifache Unterbestimmtheit, wobei Nukleotide und Kofaktoren nicht bilanziert
wurden. Ein Freiheitsgrad ging auf die Modellierung der Malatenzym-Reaktion zurtick, der
zweite Freiheitsgrade auf den Umstand, dass im Pentosephosphat-Weg keine Kofaktor-
bilanzierung von NAD(P) durchgefihrt wurde. Eine stéchiometrische Flussanalyse war in
diesem Teilsystem nicht mdglich. Bei einem Isotopomerenmodell sind reversible Reaktionen
getrennt als Hin- und Rulckreaktionen zu modellieren, wodurch zuséatzliche Freiheitsgrade
entstehen. Auflerdem sind Besonderheiten wie rotationssymmetrische Molekile zu be-
achten. Bei dem betrachteten Isotopomerenmodell standen 550 Bilanzgleichungen zur
Schéatzung von 30 Raten (davon 10 reversible Reaktionen) zur Verfugung. Dieses Problem

ist hinsichtlich der gesuchten Raten tberbestimmt.
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8 Simulation von **C-Markierungsexperimenten

und Schatzung intrazellularer Raten

8.1 Einleitung

Im Unterschied zur stéchiometrischen Flussanalyse muss die gesuchte intrazellulare Fluss-
verteilung bei der *C-Stoffflussanalyse durch Lésen eines nichtlinearen Gleichungssystems
ermittelt werden. Im vorliegenden Modell wies das Isotopomeren-Bilanzgleichungssystem
eine bilineare Struktur auf (Kapitel 7.3). Allgemein ist zur expliziten Berechnung der intra-
zellularen Raten ein nichtlineares Inversenproblem zu I6sen. Im isotopisch stationaren Fall
hat sich dabei das sogenannte iterative-averaging-Verfahren, ein modifiziertes Jakobi—
Iterationsverfahren, bewahrt (Schmidt et al., 1999a). Eine analytische, explizite L6sung von
nichtlinearen Isotopomeren-Bilanzgleichungssystemen erlaubt nach einer linearen Trans-
formation das sogenannte Cumomeren-Konzept (Wiechert et al., 1999). Sollen Mess-
informationen aus der isotopisch instationdren Markierungsdynamik (Kapitel 6) bei einem
13C-Markierungsexperiment firr die Schatzung intrazellularer Raten genutzt werden, so ist
das nichtlineare, gekoppelte und steife Isotopomeren-Bilanzgleichungssystem numerisch zu
integrieren. Hierfir werden neben den intrazellularen Raten (Nettoraten bzw. Raten von Hin-
/Ruckreaktionen) auch die Konzentrationen intrazellularer Metabolite, die hier mit LC-MS
gemessen wurden (Kapitel 5), sowie die Raten in die Biomassesynthese (Kapitel 7.2)
bendtigt, sollen letztere nicht geschéatzt werden. Die Vorgehensweise dieser Arbeit zeigt
Abbildung 8-1. Der Ansatz der numerischen Integration kann auch bei der isotopisch
stationaren '*C-Stoffflussanalyse angewendet werden, wobei Informationen tber die GréRe

der Metabolitpools in diesem Fall entbehrlich werden.
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Abbildung 8-1. Die isotopisch instationare *C-Stoffflussanalyse umfasst Modellierung (Kapitel 7),
dynamische Simulation von 13C-Markierungsexperimenten und Schatzung der intrazellularen Raten
(jeweils grau hinterlegt). Die Identifikation der intrazellularen Raten erfolgte iterativ. In jedem
Iterationszyklus wurde das nichtlineare, gekoppelte und steife Isotopomeren-Bilanzgleichungssystem
mit dem Extrapolationsintegrator LIMEX gel6st. Fir die Identifikation der Parameter, das sind die
intrazellularen Raten und Reversibilitdten, wurde der Evolutionsalgorithmus JavaEvA verwendet.

Simulation von **C-Markierungsexperimenten durch numerische Integration und Schatzung
der intrazellularen Raten sind gekoppelt (Abbildung 8-1). Jeder Iterationszyklus beginnt mit
einer Schatzung der Raten in den parallelen Stoffwechselwegen, in den metabolischen
Zyklen und mit einer Schatzung der Reversibilitdten. Bei der stéchiometrischen Flussanalyse

zur Ermittlung der stationdren Nettoraten und der reversiblen Raten findet eine Ausgleichs-
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rechnung (Stephanopoulos, 1998) statt, die in der Modellierungs- und Simulationssoftware
Insilico discovery implementiert ist. Nach der dynamischen Simulation der Isotopomeren-
verteilungen erfolgt im nachsten Schritt der Vergleich zwischen simulierten und experimentell
ermittelten Markierungsverlaufen fir die Optimierung, bevor ein neuer Iterationszyklus
beginnt.

Wegen der gekoppelten, nichtlinearen Gleichungsstruktur werden zur Schatzung intrazell-
ularer Raten unabhangig von den oben genannten Strategien zur Losung von Isotopomeren-
Bilanzgleichungssystemen Parameterschatzverfahren eingesetzt (Marx et al.,, 1996;
Wiechert et al., 1997b; Schmidt et al., 1999a; Dauner et al., 2001b; Wittmann et al., 2002b;
van Winden et al., 2005). Wahrend die gesuchte intrazellulare Ratenverteilung den Mar-
kierungszustand des Systems eindeutig bestimmt, gilt die Umkehrung nicht, d. h. abhangig
von dem untersuchten Isotopomeren-Netzwerk kénnen Raten nicht eindeutig identifiziert
werden und es kénnen mehrere Ldsungen auftreten (Wiechert et al., 1997a). Dies wurde
zum Beispiel bei Glykolyse und Pentosephosphat-Weg in Zymomonas mobilis (Wiechert et
al., 1997a) oder bei den Stoffwechselwegen Glykolyse, Pentosephosphat-Weg, Tricarbon-
saure-Zyklus und Glutaminstoffwechsel in Hybridomazellen (Zupke et al., 1994) gezeigt. Zur
Schéatzung intrazelluldrer Raten werden bei der '*C-Stoffflussanalyse als Optimierungs-
strategien Evolutiondre Algorithmen (Schmidt et al., 1999a; Dauner et al., 2001a), Simulated
Annealing (Schmidt et al.,, 1999a; Dauner et al., 2001a) und in MATLAB implementierte

Optimierungsverfahren (Wittmann et al., 2002b; van Winden et al., 2005) verwendet.

8.2 LoOsung von Isotopomeren-Bilanzgleichungssysteme n

8.2.1 Lo6sungsansatze fir stationare Systeme

Wahrend bei der stochiometrischen Flussanalyse die gesuchte intrazellulare Flussverteilung
durch Lésung eines linearen Gleichungssystems ermittelt werden kann, muss bei der **C-
Stoffflussanalyse ein nichtlineares Isotopomeren-Bilanzgleichungssystem gelost werden, das
als ZustandsgrofRen die bilanzierten Isotopomere und als Parameter die gesuchten intra-
zellularen Raten, gegebenenfalls auch die Poolkonzentrationen der Metabolite, umfasst
(Kapitel 7.3). Wegen der nichtlinearen Struktur von Isotopomeren-Bilanzgleichungssystemen
sind die Methoden der linearen Algebra, die bei der stdchiometrischen Flussanalyse ver-
wendet werden (Varma et al., 1994; van Heijden et al., 1994a; van Heijden et al., 1994b),
nicht anwendbar. Die Komplexitat des zu lI6senden nichtlinearen Gleichungssystems hangt
von Struktur und GroRe des Netzwerkes sowie von bilanzierten ZustandsgroRen wie
positionale Anreicherung, Massenisotopomere oder im allgemeinsten Fall Isotopomere ab.

Zur Schatzung der intrazellularen Raten existieren verschiedene Ansatze. Im isotopisch
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stationdren Fall blieb die explizite Losung von nichtlinearen Isotopomeren-Bilanzgleichungs-
systemen zunéchst auf kleine Netzwerke mit wenigen bilanzierten Metaboliten beschrankt,
da zur expliziten Berechnung intrazellularer Raten ein nichtlineares Inversenproblem gelost
werden muss, fur das bei gréReren Netzwerken wegen der Komplexitat der Gleichungs-
struktur zunéchst keine geeigneten algebraischen Algorithmen verfiigbar waren (Wiechert et
al., 1997a; Wiechert et al., 1997b). Eine analytische Lésung erlaubt die Formulierung von
Isotopomeren-Bilanzgleichungssystemen auf Basis sogenannter Cumomere, die eine mess-
technisch nicht erfassbare Aggregation bestimmter Isotopomere darstellen, wobei durch eine
lineare Transformation die Anzahl bimolekularer Reaktionsschritte deutlich reduziert werden
kann und die gesuchten Raten dann aus einer Kaskade linearer Gleichungen berechnet
werden kénnen (Wiechert et al., 1999). Die Ermittlung einer inversen Matrix ist nicht erforder-
lich. Diese Vorgehensweise wurde auch von van Winden (van Winden et al., 2005) ver-
wendet. Ebenfalls zur Berechnung von isotopisch stationdren Isotopomerenverteilungen
werden schon seit langerem iterative Losungsverfahren eingesetzt. So verwendete Zupke
(Zupke et al., 1994) ein Gauss-Seidel-Verfahren. Schmidt (Schmidt et al., 1999a) fuhrte das
sogenannte iterative-averaging-Verfahren ein. Bei diesem handelt es sich um ein modifizier-
tes Jakobi-Iterationsverfahren. Dieses iterative Verfahren erlaubt eine numerisch stabile
Simulation von Isotopomeren (Schmidt et al., 1999a) und wurde daher in mehreren weiteren
Untersuchungen eingesetzt (Dauner et al., 2001a; Emmerling et al., 2002). Es wurde auch in
dieser Arbeit implementiert und zur Validierung verwendet (Kapitel 8.2.3). Eine weitere Mog-
lichkeit zur Lésung von Isotopomeren-Bilanzgleichungssystemen besteht darin, die Relaxa-
tion von Isotopomeren durch numerische Integration des Bilanzgleichungssystems zu erfas-
sen (Schmidt et al., 1999a; Wittmann et al., 1999; Wittmann et al., 2002b). Die numerische
Integration wird durch die Steifheit des zugrunde liegenden nichtlinearen Isotopomeren-
Bilanzgleichungssystems in Gegenwart hoher Austauschfliisse bei den reversiblen Reaktion-
en erschwert. Ein weiteres Problem betrifft die numerische Stabilitat (Schmidt et al., 1999a).
Jedoch hat diese Vorgehensweise den Vorteil, dass isotopisch instationdre Messdaten aus
dem dynamischen Markierungsaufbau als zusatzliche Messinformationen fur die
Flussschatzung genutzt werden kénnen. Das Problem numerischer Instabilitat ist nicht auf
numerische Integrationsverfahren beschrankt. Auch bei den erwahnten iterativen Ansatzen
zur Lésung von nichtlinearen Isotopomeren-Bilanzgleichungssystemen im isotopisch statio-
naren Fall besteht das Hauptproblem in der numerischen Stabilitdt bei hochreversiblen
Reaktionen (Wiechert et al., 1997b). Daher werden bei dem iterativen Verfahren von Schmidt
(Schmidt et al.,, 1999a) nach jedem Iterationsschritt die Isotopomere aller bilanzierten
Metabolite auf eins normiert, so dass ein Vorteil gegentiber den numerischen Integrations-
verfahren daher vor allem in der benétigten Rechenzeit und weniger in der Konvergenz der

Losungen zu sehen ist (Schmidt et al., 1999a).
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8.2.2 Numerische Integration

Bei der Simulation von **C-Markierungsexperimenten durch numerische Integration ist in der
Regel ein steifes Isotopomeren-Differentialgleichungssystem zu l6sen (Schmidt et al.,
1999a). Ursache dieser Steifheit sind grol3e Austauschfliisse, d. h. groRe Raten fir Hin- und
Ruckreaktionen, einzelner reversibler Reaktionen bei gleichzeitig niedrigen Nettoraten dieser
oder anderer Umsetzungen im Netzwerk. Es wurden mehrere Integratoren hinsichtlich
numerischer Stabilitdit und Rechenzeit verglichen. Hierfir wurde das Isotopomerenmodell
(Kapitel 7) mit dem Integrator LIMEX (Deuflhard et al., 1987; Ehrig et al., 1999) und mit fur
steife Systeme geeigneten Integratoren in MATLAB (MATLAB 5.2, The MathWorks, Natick,
USA) gel6st. Bei dem Integrator LIMEX handelt es sich um einen Extrapolationsintegrator
zur Losung linear-impliziter Differential-Algebra-Systeme (DAE-Systeme). In MATLAB sind
die Integratoren odel5s, ode23s, oder 23t und ode23tb zur Losung steifer Differentialgleich-
ungssysteme geeignet (Shampine et al., 1996; Shampine et al., 1997; Shampine et al.,
1999). Bei dem Integrator odel5s handelt es sich um ein Gear-Verfahren (Mehrschritt-
Verfahren), das auch von Wittmann (Wittmann et al., 2002b) verwendet wurde. Der Inte-
grator ode23t ist nur fir moderat steife Probleme geeignet und basiert auf der Trapezregel
(Einschritt-Verfahren), wahrend es sich bei dem Integrator ode23tb um ein implizites Runge-
Kutta-Verfahren 2. Ordnung handelt. Als reprasentatives Ergebnis der numerischen Inte-
gration mit den genannten Integratoren zeigt Abbildung 8-2 den simulierten Verlauf des mO
Massenisotopomers von PEP bei einem **C-Markierungsexperiment (Lésung des Isotopo-

meren-Bilanzgleichungssystems gemaf Gleichung 7-1).
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Abbildung 8-2. Zur Lésung des Isotopomeren-Differentialgleichungssystems war der Extrapolations-
integrator LIMEX in Bezug auf numerische Stabilitat den Integrationsverfahren Gear, Trapezregel und
implizitem Runge-Kutta-Verfahren tUberlegen wie das Beispiel des m0 Massenisotopomers von PEP
zeigt. Es wurden identische Integrationseinstellungen gewdahlt und ein Reversibilitatsfaktor aller
reversiblen Reaktionen von f3; = 10 (Gleichung 7-4) angenommen.
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Bei den reversiblen Reaktionen wurde ein Reversibilitatsfaktor (Kapitel 7.4.2, Gleichung 7-4)
von f3; = 10 angenommen. Bei allen Integratoren wurden die MATLAB Standardeinstellungen
zur Fehlerkontrolle (absolute Fehlertoleranz aTol = 1.0°°, relative Fehlertoleranz rTol = 1.0,
minimale Schrittweite h = 1.0™*%) verwendet. Geringfiigige Abweichungen bei den simulierten
Verlaufen wurden im Zeitbereich kleiner 20 s festgestellt. Als Ursache hierfir konnen steile
Gradienten im Anfangsbereich der Integration angefiihrt werden. Konvergenz der MATLAB-
Integrationsverfahren konnte nur bis zu einer Simulationszeit von ca. 350 s beobachtet
werden. Bei langeren Simulationszeiten erlaubt keiner der MATLAB-Integratoren eine
numerisch stabile Integration. Bei hohen Genauigkeitsanforderungen und steifen Systemen
sind die Integrationsverfahren Trapezregel und implizites Runge-Kutta-Verfahren dem Gear-
Verfahren unterlegen (Taubert et al., 2005). Abbildung 8-2 zeigt, dass dies auch fur das
untersuchte Isotopomeren-Differentialgleichungssystem (Kapitel 7) gilt und bei Verwendung
von MATLAB das Gear-Integrationsverfahren eingesetzt werden sollte. Das Gear-Verfahren
wurde auch von Wittmann (Wittmann et al., 2002b) benutzt. Allerdings ist bei gleichen Ein-
stellungen das LIMEX-Extrapolationsverfahren dem Gear-Verfahren Uberlegen (Abbildung
8-2). Die Integration mit LIMEX wurde erst im Bereich von ca. 700 s Simulationszeit instabil
(Daten in Abbildung 8-2 nicht gezeigt). Daher wurde zur Losung des Isotopomeren-Bilanz-
gleichungssystems in dieser Arbeit der Extrapolationsintegrator LIMEX verwendet (Kapitel
8.2.2.1). Grundsatzlich kann die Vorgehensweise der numerischen Integration auch fir die
isotopisch stationare *C-Stoffflussanalyse verwendet werden, indem in den isotopisch
stationdren Zustand integriert wird. Informationen aus der Markierungsdynamik bleiben in

diesem Fall jedoch fir die Identifikation intrazellularer Raten ungenutzt.

8.2.2.1 Dynamische Simulationen

Der Extrapolationsintegrator LIMEX (Deuflhard et al., 1987; Ehrig et al., 1999) ist zur Losung
linear-impliziter Differential-Algebra-Systeme geeignet. LIMEX steht dabei fiir Extrapolations-
integrator fur Linear IMplizite DAE-Systeme. Dieses Einschritt-Verfahren basiert auf einer
semi-impliziten Euler-Diskretisierung und ist als Extrapolationsverfahren angelegt, wobei die
Schrittweite sukzessiv verkleinert wird und aus den fur die verschiedenen Schrittweiten h
erhaltenen Ldsungen eine Losung fur h = 0 extrapoliert wird. Bei LIMEX bildet dabei die
Fehlerschatzung die Grundlage fir die Schrittweitenschatzung, d. h. durch Vorgabe einer
gewiinschten Genauigkeitsschranke wird mittels eines adaptiven Gittergenerierungs-
algorithmus gewabhrleistet, dass die geforderte Genauigkeit innerhalb des néchsten
Integrationsschrittes erreicht wird. Da sich die Verteilung der Stitzstellen im allgemeinen
nach jedem Integrationsschritt andern wird und LIMEX auf einer Fehlerschatzung basiert,

wird kein Mehrschritt-Verfahren verwendet. Wegen der impliziten Formulierung ist LIMEX zur
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Losung steifer DAE-Systeme geeignet. Durch das Extrapolationsverfahren kann eine hohe
Genauigkeit bei gleichzeitig verhéaltnismafig geringer Rechenzeit erreicht werden.

Bei der Identifikation der intrazellularen Raten ist in jedem Iterationszyklus ein nichtlineares,
gekoppeltes und steifes Isotopomeren-Differentialgleichungssystem zu I6sen (Kapitel 8.1).
Der zeitkritische Schritt bei einem aus Optimierung (Kapitel 8.3.3) und numerischer Inte-
gration des Isotopomeren-Differentialgleichungssystems bestehenden Iterationszyklus ist die
numerische Integration. Aus diesem Grund wurden die Berechnungen auf einem Rechen-
cluster durchgefuhrt, wobei die dynamischen Simulationen der Isotopomerenverteilungen
parallelisiert wurden, wahrend die Optimierung von einem Master-Rechner gesteuert wurde.
Auf diese Weise konnten 16 dynamische Simulationen parallel durchgefihrt werden. Die
verwendete Rechnerarchitektur zeigt Abbildung 8-3. Die mittlere Auswertezeit zur Losung
der 550 Isotopomeren-Bilanzgleichungen bei numerischer Integration mit LIMEX bei einer

Simulationszeit von 600 s betrug ungefahr 15 s.

Differentialgleichungssystem der Isotopomere
(Gleichung 7-1)

Optimierung
Evolutionsalgorithmus Java Eva

U7

High Performance Rechencluster Intel Xeon, Linux

Master

Dynamische Simulation
Fortran Extrapolationsintegrator Limex fir DAE-Systeme

n=16

Abbildung 8-3. Verwendete Rechnerarchitektur zur dynamischen Simulation von Isotopomeren-
Bilanzgeichungssystemen und Parameteridentifikation (IBVT, 2005, Implementierung der Software
durch Mauch). Die zeitkritische numerische Integration wurde parallelisiert. Die Optimierung erfolgte
von einem Master-Rechner.
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LIMEX ermdéglicht eine problemangepasste Einstellung der Integrationsparameter absolute
Fehlertoleranz, relative Fehlertoleranz und minimale Schrittweite durch den Benutzer. Ver-
wendet wurde die Version LIMEX4-3B (Ehrig et al., 2004). Eine numerisch stabile Integration
in dem betrachteten Simulationsbereich bis 600 s bei akzeptablen Rechenzeiten wurde mit
den Einstellungen aTol = 1.07, rTol = 1.0° und minimale Schrittweite h = 1.0°® erzielt. Da die
Jakobi-Matrix nur sehr wenige Eintrage aufwies, es sich also um eine Sparse-Matrix
handelte, wurde die LIMEX-Option dynamic sparsing verwendet und es wurden nur Eintrage
in der Jakobi-Matrix gréRer 10 beriicksichtigt. Insbesondere wurden negative Lésungen
vorubergehend zugelassen, um im Bereich kleiner Schrittweiten die andernfalls extrem hohe
Anzahl an Schrittweitenreduzierungen herabzusetzen. Mit diesen Integrationseinstellungen
konnte gegentber den MATLAB-Integratoren erhdhte numerische Stabilitat bei einer um eine
GroRRenordnung niedrigeren Rechenzeit realisiert werden. Ein weiterer Vorteil von LIMEX
gegenlber den Integratoren in MATLAB ist, dass definierte Zeitpunkte angegeben werden
kénnen, bis zu denen LIMEX integriert, das Ergebnis ausgibt und auf diese Weise den
Vergleich zwischen berechneten und simulierten Isotopomerenverteilungen bei Zeitreihen-
experimenten ermdglicht. Diese Informationen werden in der Zielfunktion (Kapitel 8.3.3) zur

Identifikation der intrazellularen Raten benétigt.

8.2.2.2 Numerische Stabilitat

Numerisch stabile Losungen kénnen weder bei der numerischen Integration des Isotopo-
meren-Bilanzgleichungssystems (Schmidt et al., 1999a; Wittmann et al., 2002b) noch bei der
Verwendung von iterativen (Schmidt et al., 1999a; Dauner et al., 2001a) oder explizit
analytischen Verfahren (Wiechert et al.,, 1999; van Winden et al., 2005) fir beliebige
Parameter bei der numerischen Losung des algebraischen Gleichungssystems ermittelt
werden. Aus diesem Grund werden die Reversibilitaten bei den reversiblen Reaktionen
durch Nebenbedingungen (Kapitel 8.3.3, Gleichung 8-2) beschrankt (Wiechert et al., 1997a;
Schmidt et al., 1999a; Dauner et al., 2001a; Wittmann et al., 2002b). Die ermittelten oberen
Grenzen der Reversibilitatsfaktoren (; (Kapitel 7.4.2), die mit den optimierten Limex-
Integrationseinstellungen (Kapitel 8.2.2.1) noch eine numerisch stabile Integration ermdg-
lichen, sind in Tabelle 8-1 angegeben. Als untere Grenze wurde jeweils O (irreversible
Reaktion) gewahlt. Als freie Flisse (Wiechert et al., 1997a), entsprechend den beiden
Freiheitsgraden des Teilmodells A (Kapitel 7.5.1), wurden die von den Enzymen Phospho-
glucose Isomerase (r;) und Phosphoenolpyruvat-Carboxylase/Phosphoenolpyruvat-

Carboxykinase (r13) katalysierten Umsetzungen gewahlt (Kapitel 7.2.2).
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Tabelle 8-1. Maximal zulassige Reversibilitatsfaktoren 3 (siehe Reaktionsmodell Abbildung 7-3).

T B;
Glykolyse r 10
Glykolyse Iy 5
PPP ¥ s 5
PPP rg 5
PPP ro 5
Glykolyse I 15
Glykolyse ri 20
anaplerotisch  ry3 20
TCA® P 20
TCA ry7 20

¥ pPentosephosphat-Weg
D) Tricarbonsaure-Zyklus

8.2.3 lteratives Verfahren

Zur Validierung und Untersuchung von Rechenzeit und Konvergenz der Lésungen wurde
neben der numerischen Integration auch das von Schmidt (Schmidt et al., 1999a) vorge-
schlagene algebraische iterative-averaging-Verfahren, ein modifiziertes Jakobi-Iterations-
verfahren, in MATLAB implementiert. Sowohl fiir die numerische Integration mit LIMEX als
auch fur das modifizierte Jakobi-lterationsverfahren mit Normierung der Isotopomerenanteile
auf eins nach jedem lIterationsschritt (Schmidt et al., 1999a) konnte Konvergenz gegen die
gleichen isotopisch stationdren Werte festgestellt werden. Dies ist in Abbildung 8-4 exem-

plarisch fir das m0 Massenisotopomer von PEP gezeigt.
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Abbildung 8-4. Bei LOsung des Isotopomeren-Differentialgleichungssystems konvergieren die
simulierten Verlaufe bei numerischer Integration (LIMEX) und modifiziertem Jakobi-Iterationsverfahren
(Schmidt et al.,, 1999a) gegen den gleichen isotopisch stationdren Wert wie das Beispiel des m0O
Massenisotopomers von PEP zeigt. Das Jakobi-Iterationsverfahren erreicht nach ca. 75 Iterationen
Stationaritat. Es wurde ein Reversibilitatsfaktor aller reversiblen Reaktionen von f3; = 10 angenommen.

Hinsichtlich der bendtigten Rechenzeit je Iterationszyklus war das Jakobi-Iterationsverfahren
der numerischen Integration Uberlegen. Gegenuber den bisher verwendeten MATLAB-
Integratoren (Schmidt et al., 1999a; Wittmann et al., 2002b) ist die numerische Integration
mit LIMEX um eine Gr6éRenordnung schneller. LIMEX ist eine Gro3enordnung langsamer als
das iterative Lésungsverfahren. Dieser zusatzliche Aufwand lasst sich durch das erweiterte
Anwendungsspektrum der isotopisch instationaren °C-Stoffflussanalyse (Kapitel 9.1)

rechtfertigen.

8.3 Flussschatzung

8.3.1 Parameteridentifikation in Isotopomeren-Netzw  erken

Wahrend die intrazellulare Ratenverteilung den Markierungszustand des Systems eindeutig
bestimmt, gilt die Umkehrung nicht und es kénnen je nach Topologie des Netzwerkes
multiple Flusslosungen auftreten (Wiechert et al., 1997a). Beispiele hierfir wurden bereits
einleitend genannt (Kapitel 8.1). Im isotopisch stationdren Fall ist ein nichtlineares Inversen-
problem zu lésen, fir das es bei Verwendung des sogenannten Cumomeren-Konzeptes
(Wiechert et al., 1999) eine explizite analytische Lésung gibt. Zur Identifikation der

Parameter, das sind die gesuchten Raten (Nettoraten bzw. Raten von Hin-/Ruckreaktionen),
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sind Parameterschatzverfahren zu verwenden, da eine Berechnung von Grébner-Basen auf
sehr kleine Systeme beschrankt ist (Mollney et al., 1999). Ebenfalls bei Verwendung des
Cumomeren-Konzeptes kam van Winden (van Winden et al., 2001b) bei der Analyse von
Netzwerken realistischer Gréf3e zu der gleichen Aussage. Jedoch ist diese Vorgehensweise
bei der numerischen Integration von Isotopomeren-Bilanzgleichungssystemen, wie sie im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt wurde, nicht anwendbar. Aufgrund der Komplexitat der
nichtlinearen Gleichungsstruktur, insbesondere wenn reversible Reaktionen zugelassen
werden, und der Abhéngigkeit von der Topologie des Netzwerkes ist der Kenntnisstand bei
der Identifikation intrazellularer Raten aus Markierungsexperimenten rudimentéar (Wiechert et
al., 1997b). Die Frage der strukturellen ldentifikation der Parameter, d. h. der stationdren
Raten, in Isotopomeren-Netzwerken realistischer Grof3e kann nach Isermann (Isermann et
al., 2003) eindeutig nur fir den unrealistischen Fall vollstandiger Messinformation beant-
wortet werden, d. h. unter der Voraussetzung, dass samtliche bilanzierte Isotopomere
gemessen werden kdnnen. Bei diesen strukturellen Untersuchungen bleiben auf3erdem
Messfehler unbericksichtigt. Wegen dieser Restriktionen sind zur Identifikation intrazellularer
Raten aus “*C-Markierungsexperimenten Parameterschatzverfahren, die auch eine Eva-
luierung von Daten aus gré3eren Netzwerken ermdglichen, zu verwenden (Wiechert et al.,
1997b; Isermann et al., 2003; van Winden et al., 2005). Eingesetzt hierfir wurden Evolution-
are Algorithmen (Schmidt et al., 1999a; Dauner et al., 2001a), Simulated Annealing (Schmidt
et al., 1999a; Dauner et al., 2001a) und in MATLAB implementierte Optimierungsverfahren
(Wittmann et al., 2002b; van Winden et al., 2005). Da es sich bei Parameterschatzverfahren
um numerische Verfahren handelt, kann weder die Existenz noch die Eindeutigkeit von
Losungen bewiesen werden (Isermann et al., 2003). Um mehrere Losungen zu verhindern,
sollten daher so viele Messinformationen wie madglich fir die Flussschitzung verwendet
werden (Wiechert et al., 1997b; Isermann et al., 2003; Wiechert et al., 2005). Zur
Vermeidung lokaler Lésungen sind die Startwerte der Parameterschatzverfahren zu variieren
und mehrere Optimierungen durchzufiihren (Wiechert et al., 1997b; Schmidt et al., 1999a;
Isermann et al., 2003).

In dieser Arbeit wurden LC-MS basierte Massenisotopomerenverteilungen aus der isotopisch
instationdren Markierungsdynamik als zusatzliche Messinformationen fur die Schatzung der
gesuchten intrazellularen Raten verwendet. Da zur Parameteridentifikation bei nichtlinearen
Problemen wie der isotopomerenbasierten Analyse von biochemischen Reaktionsnetz-
werken globale Suchstrategien besonders geeignet sind (Mendes et al., 1998), wurde fir die
Identifikation der intrazelluldren Raten und der Reversibilitatsfaktoren der Evolutionsalgo-

rithmus JavaEvA (Streichert et al., 2005) verwendet.
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8.3.2 Parameterschatzproblem im untersuchten Modell ~ system

Parameter

Im untersuchten Teilmodell A (Abbildung 7-3) waren insgesamt 30 Raten zu bestimmen

(Kapitel 7.5.2). In jedem Iterationszyklus waren zwei Raten in parallelen Reaktionswegen

und 10 Reversibilitdtsfaktoren reversibler Reaktionen zu schétzen:

* 2 Flusse in den parallelen Reaktionswegen: r = (rz,r13 )T

= 10 Reversibilitatsfaktoren: B:(82,64,871681891610161118131816’Bl7)T

Messdaten

Die Identifikation der Parameter erfolgte mit unterschiedlichen Messdatensatzen.

1.

13C-stoffflussanalyse mittels 48 isotopisch instation arer und 23 isotopisch

stationdrer LC-MS Messdaten (Kapitel 9.2)

Es wurden die Massenisotopomere aus dem isotopisch instationaren Ubergangsverhal-
ten (Zeitpunkte t = 91, 22, 346, 589 s) von DHAP+GAP, 2PG+3PG und PEP verwendet
(Kapitel 6.3.2). Bei diesen Metaboliten konnte die Markierungsdynamik der n+1 Massen-
isotopomere (MmO, m+1, m+2, m+3) quantifiziert werden. Damit standen insgesamt 48
Messungen (3 Metabolite x 4 Massenisotopomere x 4 Zeitpunkte) zu Verfligung. Als
weitere Messung wurde auch die isotopisch stationdre Massenisotopomerenverteilung
berticksichtigt (Tabelle 6-1, Kapitel 6.3.1). Dies bedeutete 23 zusatzlich gemessene
Massenisotopomere.

13C-stoffflussanalyse mittels 23 isotopisch stationar er LC-MS Messdaten (Kapitel
9.3.1)

Es wurden die isotopisch stationdren Messungen von 23 Massenisotopomeren ver-
wendet (Tabelle 6-1, Kapitel 6.3.1). Vollstandige Messinformation lag fir DHAP+GAP,
2PG+3PG und PEP vor (3 Metabolite x 4 Massenisotopomere). Bei FBP wurden die mO
bis m+3 Massenisotopomere sowie das m+6 Massenisotopomer, bei P5P wurden die mO
und m+1 Massenisotopomere, bei 6PG die m0, m+1, m+3 und m+6 Massenisotopomere
verwendet. Nicht verwendet wurden die nur als Pools quantifizierten Massenisotopomere
von G6P+F6P und wegen des hohen Variationskoeffizienten von 34.5% das m+2
Massenisotopomer von 6PG (Kapitel 6.3.1).

13C-stoffflussanalyse mittels 28 isotopisch stationéar er GC-MS Messdaten (Kapitel
9.3.2)

Es wurden die isotopisch stationdren Messungen von 28 Massenisotopomeren der
proteinogenen Aminosauren berlcksichtigt. Als Messdaten konnten die quantitativ
bestimmten Massenisotopomere von 15 proteinogenen Aminosauren verwendet werden

(Kapitel 4.3.1). Von den Aminosauren-Familien (Aromaten-, Serin-, Pyruvat-, Aspartat-
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und Glutamat-Familie) wurden nach den Kriterien Anzahl der C-Atome, d. h. Anzahl der
Messinformationen, Intensitat der Messsignale und Eindeutigkeit der Zuordnung der
Markierungsmuster zu den Precursor-Metaboliten der zentralen Kohlenstoffwechselwege
Glykolyse, Pentosephosphat-Weg und Tricarbonséure-Zyklus die Aminosduren Phenyl-
alanin, Serin, Alanin, Aspartat und Glutamat ausgewahlt. Au3erdem wurden die Massen-
isotopomere von Histidin fur die Flussschatzung benutzt. Bei Phenylalanin wurden die
Massenisotopomere m0 bis m+5, bei Serin die Massenisotopomere mO bis m+3, bei
Alanin die Massenisotopomere m0 bis m+3, bei Aspartat die Massenisotopomere mO bis
m+4, bei Glutamat die Massenisotopomere mO bis m+5 und bei Histidin die Masseniso-
topomere mO bis m+2 fir die Flussschatzung verwendet. Wegen redundanter Information
und grolReren Messfehlern wurden die isotopisch stationdren Massenisotopomere der
freien Aminosauren Alanin und Glutamat nicht verwendet (Kapitel 4.3.2.1). Aufgrund der
schwer interpretierbaren Zeitkonstanten blieben bei diesen freien Aminosauren die
Messungen aus der Markierungsdynamik ebenfalls fir die Identifikation der intra-
zellularen Raten ungenutzt (Kapitel 4.3.2.2).
4. C-Stoffflussanalyse mittels 23 isotopisch stationar er LC-MS und 28 isotopisch

stationarer GC-MS Messdaten (Kapitel 9.3.3)

Es wurden die isotopisch stationdren LC-MS Messungen von 23 Massenisotopomeren
des zentralen Kohlenstoffwechsels (Tabelle 6-1, Kapitel 6.3.1) und die isotopisch
stationaren GC-MS Messungen von 28 Massenisotopomeren der proteinogenen Amino-

sauren (Kapitel 4.3.1) verwendet.

8.3.3 Optimierung unter Nebenbedingungen

Eine in der Parameterschatzung Ubliche Vorgehensweise bei der Formulierung von Ziel-
funktionen ist, die Fehlerquadratsumme aus experimentell ermittelten Daten und simulierten
Werten zu minimieren. Findet bei der *C-Stoffflussanalyse in der Zielfunktion eine Gewicht-
ung von Messungen statt, so erfolgt diese meist auf Basis von Varianzen (Wiechert et al.,
1997b; Dauner et al., 2001a; van Winden et al., 2005), von absoluten Messfehlern (Schmidt
et al., 1999a) sowie von relativen Messfehlern (Wittmann et al., 2002b).

In dieser Arbeit wurden zur Schétzung der intrazelluldaren Stoffflussverteilung in E. coli so-
wohl LC-MS basierte Messungen aus der isotopisch instationaren Markierungsdynamik, d. h.
aus Zeitreihenexperimenten, als auch LC-MS und GC-MS basierte Messungen unter isoto-

pisch stationaren Bedingungen verwendet (Kapitel 8.3.2).
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Das Optimierungsproblem zur Bestimmung der 30 Raten im zentralen Kohlenstoffwechsel
des Teilmodells A (Abbildung 7-3) mittels **C-Stoffflussanalyse ist in Tabelle 8-2 zusammen-

gefasst.

Tabelle 8-2. Anzahl der gemessenen Massenisotopomere und Anzahl der Freiheitsgrade fir die isoto-
pisch instationdre und stationére 13C-Stoﬂ‘flussanalyse im Reaktionsmodell geméaR Abbildung 7-3.

C-Stoffflussanalyse Kapitel Anzahl gemessene Massenisotopomere Anzahl
. . . . — Freiheitsgrade
isotopisch isotopisch stationéar (Kapitel 7.5.2)
instationar e
LC-MS LC-MS GC-MS
isotopisch instationar 9.2 48 23 - 12
und isotopisch stationar
isotopisch stationéar 9.3.1 - 23 - 12
isotopisch stationar 9.3.2 - - 28 12
isotopisch stationar 9.3.3 - 23 28 12
Zielfunktion

Die Zielfunktion wurde auf Basis relativer Fehlerquadratsummen formuliert, d. h. je Mess-
punkt wurde die quadrierte Abweichung zwischen gemessenem und simuliertem Massen-
isotopomerenanteil mit dem gemessenen Wert gewichtet (Gleichung 8-1). Hierbei waren
Nebenbedingungen fir die freien Flisse und die maximal zuldssigen Reversibilitatsfaktoren

einzuhalten (Gleichung 8-2).

2
. N (ML |t' =Ml (rilelucose) |ti
min g (r'| ) )= igem | "i i,sim (8-1)
Glucose ; Mli,sim (r' |G|ucose) |ti
mit den Nebenbedingungen
0< r_frei < r_Grenz und 0< B < Br_nax (8-2)

J J J J

In der Zielfunktion g (Gleichung 8-1) bezeichnet r den Ratenvektor und lgcose den Vektor der
molaren Isotopomerenanteile markierter Glucose, die bei einem **C-Markierungsexperiment
zugegeben wird. Mligemti und Mligin[ti bezeichnen die zum Zeitpunkt t gemessenen bzw.
simulierten Massenisotopomerenverteilungen der i = 1, ...,N gemessenen Metabolite. Die
Obergrenzen der beiden freien Flisse r, und ri3 wurden aus Flussanalysen ermittelt (siehe
unten), die maximal zuldssigen Reversibilitatsfaktoren wurden in Abhangigkeit der nume-
rischen Stabilitdt des Systems definiert (Kapitel 8.2.2.2). Alle Messwerte tragen in gleichem

Male zur Zielfunktion bei. Dies ist dann vorteilhaft, wenn die Massenisotopomerenanteile,
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wie z. B. unter den gewdahlten experimentellen Bedingungen die m0 und m+2 Massen-
isotopomerenanteile bei den C-3 Molekiilen (Kapitel 6.3.1), unterschiedlich grol3e absolute
Abweichungen zwischen experimentell ermittelten Messungen und simulierten Werten
aufweisen, jedoch mit ahnlichen Messfehlern gemessen werden kénnen. Dies war bei den
LC-MS basierten Massenisotopomeren von DHAP+GAP, 2PG+3PG und PEP mit Variations-
koeffizienten zwischen 3.7% und 14% (DHAP+GAP), 4.8% und 13.3% (2PG+3PG) bzw.
5.2% und 14.2% (PEP) ndherungsweise der Fall (Kapitel 6.3.1).

Relative Fehlerquadratsummen wurden in der Zielfunktion einheitlich fir die isotopisch insta-
tiondre '°C-Stoffflussanalyse (LC-MS) und die isotopisch stationdre '*C-Stoffflussanalyse
(LC-MS und GC-MS) verwendet. Ebenfalls untersucht wurde eine Gewichtung der Ziel-
funktion mit den Varianzen unter Verwendung eines Datensatzes isotopisch stationarer LC-
MS Messungen bei der isotopisch stationaren **C-Stoffflussanalyse. Es wurde kein Unter-
schied bei der identifizierten Flussverteilung festgestellt.

Fur die Optimierung wurde der Evolutionsalgorithmus JavaEva (Streichert et al., 2005)
verwendet. Bei bis zu 55000 Funktionsaufrufen fur die Parameteridentifikation wurden fir
eine Optimierung bis zu 9.5 d bendtigt.

Des Weiteren wurde in jedem Optimierungszyklus eine stdchiometrische Flussanalyse
durchgefuhrt (Abbildung 8-1). Da an dieser Stelle bereits eine Ausgleichsrechnung unter
Berlicksichtigung der gemessenen Raten stattfand, konnte die Identifikation der freien Flisse
und der Reversibilitatsfaktoren von diesem Schritt entkoppelt werden und musste nicht in der
Zielfunktion (Gleichung 8-1) beriicksichtigt werden (Wiechert et al., 1997b; Schmidt et al.,
1999a; Dauner et al., 2001b; Wittmann et al., 2002b).

Aus Grinden der numerischen Stabilitdt erfolgt die Optimierung unter Nebenbedingungen
(Wiechert et al., 1997a; Schmidt et al., 1999a; Dauner et al., 2001a; Wittmann et al., 2002b).
Diese sind in Gleichung 8-2 formuliert. Auf die oberen Grenzen der Reversibilititsfaktoren
wurde bereits in Kapitel 8.2.2.2 eingegangen. Als untere Schranke der freien Flusse r;
(Phosphoglucose Isomerase) und r;3  (Phosphoenolpyruvat-Carboxylase/Phosphoenol-
pyruvat-Carboxykinase) wurde 0 gewahlt (kein Fluss), als obere Schranke kann die Glucose-
aufnahmerate unter Berlicksichtigung der Biomasseabflisse verwendet werden. Die stéchio-
metrische Flussanalyse erlaubt eine weitere Beschrankung der oberen Grenzen durch die
Ermittlung von Grenzfliissen, d. h. der maximal mdéglichen Flisse in parallelen Wegen. Auf
diese Weise kann das Optimierungsproblem vereinfacht werden. Diese Vorgehensweise
kann vor allem bei Analyse und Optimierung grofR3skaliger metabolischer Netzwerke zweck-

mafig sein.
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8.3.4 Statistische Bewertung der Ergebnisse

Die statistische Analyse identifizierter Parameter in Isotopomeren-Netzwerken wird durch
deren nichtlineare, gekoppelte Struktur erschwert (Wiechert et al., 1997b). Insbesondere sind
die Methoden der Linearen Algebra, die zur Analyse linearer (statistischer) Modelle mit nor-
malverteilten ZufallsgroRen eingesetzt werden kénnen und bei der stochiometrischen Fluss-
analyse verwendet werden (Wang et al., 1983; van Heijden et al., 1994a; van Heijden et al.,
1994b; Vallino et al., 1993), bei der Analyse nichtlinearer Isotopomeren-Netzwerke nicht
anwendbar. Nach Wiechert (Wiechert et al., 1997b) ist der Kenntnisstand bei der statistisch-
en Auswertung von **C-Markierungssystemen vor allem wegen starker Nichtlinearitaten in
Gegenwart grol3er Austauschflisse unzureichend und eine nichtlineare Transformation
dieser reversiblen Reaktionen erforderlich, um die statistischen Auswerteverfahren der
linearen Regressionstheorie zumindest naherungsweise anwenden zu kdénnen (Schmidt et
al., 1999b; Wiechert et al., 1999; Dauner et al., 2001a; Wittmann et al., 2002b).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden isotopisch instationére **C-Stoffflussanalysen durchgefiihrt.
Auf die problematische Bestimmung statistischer Mal3e aus Zeitreihenexperimenten wurde
bereits in Kapitel 8.3.3 hingewiesen. Wegen der Nichtlinearitat des Systems und der Berlick-
sichtigung isotopisch stationarer und instationarer Messdaten wurde insbesondere die Gite
der Schatzung der intrazellularen Raten bei dem verwendeten Evolutionsalgorithmus (Kapitel
8.3.3) untersucht. Hierzu wurden fiir die in parallelen Berechnungszyklen mit unterschied-
lichen, zuféllig verteilten Startwerten (Kapitel 8.2.2.1) geschatzten Raten Mittelwerte und
Standardabweichungen berechnet, die bei den **C-Stoffflussanalysen in Kapitel 9 ange-
geben sind. AuRBerdem wurden Messdatensatze von unterschiedlichen Analysetechniken
(LC-MS, GC-MS) zur ldentifikation der intrazellularen Stoffflussverteilung herangezogen, um
maogliche systematische oder durch die Analysemethode verursachte Fehler zu minimieren.
Im einzelnen wurden isotopisch instationare Messungen (LC-MS) und stationare Messungen
(LC-MS, GC-MS) fur die Auswertung benutzt (Kapitel 4.3.1 und 6.3).

Es wurde ein Chi-Quadrat-Test zur Uberpriifung der Gultigkeit des Modells bzw. der Daten
auf Messfehler durchgefiihrt (Pazman, 1993; Stephanopoulos, 1998). Der Chi-Quadrat-Test
ist bei Nichtlinearitdt anwendbar, jedoch missen normalverteilte Messfehler angenommen
werden. Van Winden (van Winden et al., 2005) verwendete den Chi-Quadrat-Test zur statist-
ischen Beurteilung einer mit isotopisch stationdren LC-MS Daten identifizierten Flussver-
teilung. Diese Vorgehensweise wurde auch in dieser Arbeit gewahlt. Dabei ist die mit den
Varianzen (o;) gewichtete Quadratsumme k der Residuen zwischen gemessenen (mj gem) und

simulierten (m; sim) Massenisotopomerenanteilen der i = 1, ...,N gemessenen Metabolite
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N _ 2
k - z(mi,gem rni,sim ] (8-3)

i=1 G;

eine x*-verteilte Variable, die vom Vertrauensintervall (entsprechend der Wahrscheinlichkeit

1 - a bei einem Signifikanzniveau a) und der Anzahl der Freiheitsgrade FG mit
FG = Anzahl unabhangiger Messdaten - Anzahl der Modellparameter (8-4)

abhangt und fur die gelten muss

k<Xx?(FG, 1-a) (8-5)

damit der Chi-Quadrat-Test erflllt ist (van Winden et al., 2005), d. h. das Modell gltig ist
bzw. die Messdaten keine groben Fehler aufweisen.

Fur das Isotopomerenmodell (Teilmodul A in Abbildung 7-2) wurde ein 90%-Konfidenzinter-
vall (Wiechert et al., 1997b) zugrunde gelegt. Im nachsten Schritt wurde die Anzahl der Frei-
heitsgrade gemaf Gleichung 8-4 ermittelt (Wiechert et al., 1997b; van Winden et al., 2005).
Es standen 23 LC-MS Messungen isotopisch stationdrer Massenisotopomerenanteile (Kapi-
tel 8.3.2), gemessene Raten von Glucoseaufnahme und Acetatbildung sowie 11 Biomasse-
syntheseraten (Kapitel 7.2.3), die aul3ere Freiheitsgrade des Isotopomerenmodells dar-
stellen, zur Verfigung. Es waren 20 Nettoraten zu quantifizieren. Die Anzahl der Freiheits-
grade betrug FG =23 +2 + 11 - 20 = 16.

Auf Basis der 23 isotopisch stationdaren LC-MS Messungen betrug x? = 23.5, die mit den Var-
ianzen gewichtete Fehlerquadratsumme dagegen k = 183, so dass der Chi-Quadrat-Test
fehischlug (k > x?). Allerdings ist bei der *C-Stoffflussanalyse ein Scheitern des Chi-Quadrat-
Tests nicht unwahrscheinlich (Wiechert et al., 1997b). Aus diesem Grund wurden die Bei-
trdge der einzelnen isotopisch stationaren LC-MS Messungen zur gewichteten Fehler-
guadratsumme untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass bei Weglassung von 4 Massen-
isotopomeren der Metabolite FBP (Kegpmo = 39, Krsp,m+1 = 24) und DHAP+GAP (Kpnap+cap.mo =
34, kpnar+capm+3 = 20) der insgesamt 23 Messdaten die gewichtete Fehlerquadratsumme nur
noch k = 66 betrug. Als Ursache kénnten demzufolge Messfehler angefiihrt werden. Tatsach-
lich erwies sich die Messung von FBP als nicht unproblematisch wie bei der Markierungs-
dynamik bereits diskutiert wurde (Kapitel 6.3.2). Der Grund liegt vor allem darin, dass es sich
um ein C-6 Molekul handelt und damit 7 Massenisotopomere zu quantifizieren sind. Fir die
Berechnung der Standardabweichungen wurden Dreifachbestimmungen durchgefihrt.
Maoglicherweise wirde eine groRere Grundgesamtheit auch zu grof3eren Standardabweich-
ungen fuhren. So bedeuteten insbesondere die sehr kleinen Variationskoeffizienten bei

dem m+1 Massenisotopomer von FBP (5.5%) und bei dem mO Massenisotopomer von
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DHAP+GAP (3.7%) einen entsprechend grof3en Beitrag zur Fehlerquadratsumme. Lasst
man dagegen einen Messfehler von 20% zu, wie dies bei der Bestimmung intrazellularer
Metabolitkonzentrationen Ublich ist (Chassagnole et al., 2002), so betrug die mit den
Varianzen gewichtete Fehlerquadratsumme unter Bertcksichtigung aller 23 Messdaten k =
35. Unter Auslassung der Massenisotopomere mO von FBP (Kegpme = 10) und m+3 von
DHAP+GAP (Kpnap+capm+s = 5.5) berechnete sich die varianzgewichtete Fehlerquadrat-
summe auf einen Wert von k = 19.5 und lag damit unterhalb von x* = 23.5.

Aus den obigen Ausfuhrungen folgt, dass zur Ermittlung der zugrunde gelegten Messfehler
Dreifachbestimmungen aus drei getrennten Analyseldufen aus einem Experiment nicht aus-
reichend waren. Weiterhin kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei einzelnen Massen-
isotopomeren mdoglicherweise auch systematische Fehler, z. B. in einer komplexen Proben-
matrix durch Peakiberlagerungen im Massenspektrum mit anderen Substanzen, auftreten.
Einzelne Messfehler bei der Auswertung von Massenspektren - z. B. infolge starken
Rauschens bei Massenisotopomeren, die nur in geringem Umfang entstanden wie das m+3
Massenisotopomer von DHAP+GAP, oder aufgrund einer groRen Anzahl von C-Atomen die
Quantifizierung von mehreren Massenspuren erfordern wie bei FBP - kénnen mit einem Chi-
Quadrat-Test identifiziert werden. Indes befanden sich die mit unterschiedlichen Messdaten
identifizierten Flussverteilungen in sehr guter Ubereinstimmung (Kapitel 9). Von Fehlern in
der Modellstruktur ist dagegen nicht auszugehen, da das betrachtete Reaktionsnetzwerk
sehr gut untersucht ist (Fraenkel, 1996; Cronan et al., 1996, Keseler 2005) und in diesem
Modellsystem stéchiometrische (Chassagnole et al., 2002) und **C-Stoffflussanalysen
(Emmerling et al., 2002; Fischer et al., 2003; Siddiquee et al., 2004) durchgefihrt wurden,
deren Resultate mit den Ergebnissen dieser Arbeit (Kapitel 9) weitgehend konsistent sind.

Im stéchiometrischen Ganzzellmodell (Teilmodul B in Abbildung 7-2) wurde ebenfalls ein
Chi-Quadrat-Test durchgefuhrt. Den drei Freiheitsgraden (FG = 133 Raten - 130 bilanzierte
Metabolite = 3) standen vier gemessene Austauschflisse (Glucoseaufnahmerate, Sauer-
stoffaufnahmerate, Kohlendioxidbildungsrate und Acetatbildungrate), so dass das Ganzzell-
modell einfach (iberbestimmt war (Kapitel 7.5.1). Es wurde eine X*-Wahrscheinlichkeit von
77% ermittelt (Vertrauensintervall 95%, 10% Messfehler der EingangsgréRen). Chassagnole
(Chassagnole et al., 2002) ermittelte einen Wert von x* = 69.9% und stellte ebenfalls keine

Inkonsistenzen fest.
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9 Isotopisch instationare und stationare 13C-Stoff-

fussanalysenin E. coli

9.1 Einleitung

Die Ergebnisse der isotopisch instationdren und isotopisch stationdren '°C-Stofffluss-
analysen in E. coli sind Gegenstand dieses Kapitels. Fur die nachfolgend dargestellten
Ergebnisse der '*C-Stoffflussanalysen wurden nachfolgende Datenséatze (siehe auch die

zusammenfassende Darstellung in Kapitel 8.3.2) herangezogen:

1. Kapitel 9.2: isotopisch instationare und stationdre Massenisotopomere von
Metaboliten des zentralen Kohlenstoffwechsels, gemessen mit LC-MS

2. Kapitel 9.3.1: isotopisch stationare Massenisotopomere von Metaboliten des
zentralen Kohlenstoffwechsels, gemessen mit LC-MS

3. Kapitel 9.3.2: isotopisch stationare Massenisotopomere proteinogener Aminosauren,
gemessen mit GC-MS

4. Kapitel 9.3.3: isotopisch stationare Massenisotopomere von Metaboliten des

zentralen Kohlenstoffwechsels und proteinogener Aminosauren

Die Ergebnisse der mit diesen Datensatzen ermittelten Stoffflussverteilungen werden im
folgenden dargestellt und miteinander verglichen. Auf3erdem folgt ein Vergleich mit in der

Literatur beschriebenen Stoffflussverteilungen.

9.2 ¥C-Stoffflussanalyse auf Basis isotopisch instationd  rer und
iIsotopisch stationarer LC-MS Messdaten

Die intrazellulare Stoffflussverteilung in den zentralen Kohlenstoffwechselwegen Glykolyse,
Pentosephosphat-Weg und Tricarbonsdure-Zyklus in E. coli W3110 bei D = 0.1 h™ als
Ergebnis der isotopisch instationaren **C-Stoffflussanalyse zeigt Abbildung 9-1. Unter isoto-
pisch instationérer *C-Stoffflussanalyse soll eine *C-Stoffflussanalyse verstanden werden,
bei der Messinformationen aus der isotopisch instationaren Markierungsdynamik explizit zur

Identifikation der intrazelluldren Ratenverteilung genutzt werden (Kapitel 1.1). Da bei den
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experimentellen Bedingungen dieser Arbeit die Zeitkonstanten zur Erreichung eines iso-
topisch stationaren Zustandes in E. coli nur zwischen 2 und 5 min betrugen (Kapitel 6.3.2),
wurde auch der Messvektor des isotopisch stationaren Zustandes bericksichtigt, so dass es
sich streng genommen um eine isotopisch stationare und instationare **C-Stoffflussanalyse
handelt. Es wurden ausschlie3lich LC-MS Messdaten fiir die Identifikation der intrazellularen

Stoffflussverteilung verwendet (Kapitel 8.3.2).
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Abbildung 9-1. Isotopisch instationare **C-Stoffflussanalyse in E. coli W3110 bei D = 0.1 h™". Die auf
die Glucoseaufnahmerate normierten Nettoraten sind in den Rechtecken angegeben, die Reversibili-
tatsfaktoren (Faktoren, um welche die Hinreaktionen gréfer als die zugehoérigen Nettoraten sind) in
den abgerundeten Rechtecken. Zur Identifikation der intrazellularen Stoffflussverteilung wurden
isotopisch instationdre und stationdre LC-MS Messungen verwendet. Die angegebenen Standard-
abweichungen wurden aus parallelen Optimierungen ermittelt. Der Fluss von PEP zu PYR
berlicksichtigt das PTS-System in E. coli.
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Als wesentliche Ergebnisse wurden eine Flussverteilung am G6P-Knoten zwischen Glyko-
lyse und Pentosephosphat-Weg von 55% : 44% (bezogen auf die Glucoseaufnahmerate)
bestimmt sowie mit 4% nur eine geringe Aktivitat des Malatenzyms. Die aus 16 parallelen
Optimierungen (Kapitel 8.2.2.1) ermittelten und in Abbildung 9-1 angegebenen Standard-
abweichungen wurden auf die jeweiligen Mittelwerte der identifizierten Nettoraten normiert
und die prozentualen, auf den Mittelwert bezogenen Standardabweichungen berechnet.
Diese Variationskoeffizienten der geschatzten Nettoraten betrugen mit den in Kapitel 7.2.2
eingefiihrten Bezeichnungen (siehe auch Anhang A1) fur r, (PGI) 8%, r; (PFK) 2%, rs (FBA)
2%, rs 18%, rs (6PG-DH) 18%, r; (Tka) 18%, rs (TKb) 31%, ry (TA) 18%, rio 1%, r;; (ENO)
1%, r1; (PYK) 8%, ri3 (PEPxyl/PEPKin) 16%, ri4 2%, ris 2%, r;s (FUMase) 2%, r;; (MAL-DH)
16%, rig (MAE) 35% und rig (PDH) 2%. Die Variationskoeffizienten der Reversibilitats-
faktoren (3; (Kapitel 7.4.2), die ausdriicken, um welchen Faktor die Rate der j-ten Hinreaktion
grolRer als die zugehdrige Nettorate ist, wurden in gleicher Weise bestimmt. Diese betrugen
fir B, 26%, B, 19%, B; 48%, Bs 47%, By 36%, Bio 64%, P11 44%, P13 75% B1s 62% und Bi;
25%. Die Nettoraten konnten mit kleineren Variationskoeffizienten geschétzt werden als die
Reversibilitatsfaktoren. Die Nettoraten in der Glykolyse konnten mit geringeren Standard-
abweichungen als im Pentosephosphat-Weg identifiziert werden, wobei in der Glykolyse
auch mehr gemessene Massenisotopomerenverteilungen als im Pentosephosphat-Weg zur
Parameteridentifikation zur Verfigung standen (Kapitel 6.3). Wéahrend die Nettoraten ryy, ris,
re und rig im bzw. bei Eintritt in den Tricarbonsaure-Zyklus ebenfalls mit geringen Abweich-
ungen geschéatzt werden konnten, waren die Standardabweichungen im Bereich des zur
Pyruvat-Kinase (r1,) parallelen Stoffwechselweges tiber Oxalacetat und Malat zu Pyruvat (rys,
r7, rig) groéer. Da die vom Malatenzym katalysierte Umsetzung (rig) hur 4% der Glucose-
aufnahmerate betrug und damit sehr klein war, konnte diese nur mit relativ grof3en Abweich-
ungen geschatzt werden. Bei den Reversibilitatsfaktoren wurden vergleichsweise niedrige
prozentuale Abweichungen nur im Bereich der oberen Glykolyse (B., B4) ermittelt. Im unteren
Teil der Glykolyse, in Pentosephosphat-Weg, Tricarbonsaure-Zyklus und im Bereich der
anaplerotischen Reaktionen waren diese deutlich gro3er (siehe oben).

In E. coli wurden sowohl stéchiometrische Flussanalysen (Schmid et al., 2004) als auch
13C-Stoffflussanalysen durchgefihrt (Schmidt et al., 1999a; Dauner, 2000; Emmerling et al.,
2002; Siddiguee et al., 2004). Bei stéchiometrischen Flussanalysen wurde am G6P-Knoten
eine Flussverteilung zwischen Glykolyse und Pentosephosphat-Weg von 28% : 71% bis zu
72% : 27% abhangig davon ermittelt, ob im Tricarbonsdure-Zyklus die Isocitrat-Dehydro-
genase NAD bzw. NADP als Kofaktor verwendet (Chassagnole et al., 2002; Schmid et al.,
2004). Dauner (Dauner, 2000) bestimmte in E. coli MG1655 bei D = 0.22 h™ und Glucose-
limitierung ein Verhaltnis zwischen Glykolyse und Pentosephosphat-Weg von 76% : 21%,

wobei bei der *C-Stoffflussanalyse auf die Bilanzierung von Kofaktoren verzichtet werden
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kann (Kapitel 7.4.1). Bei einer Verdiinnungsrate von D = 0.09 h™ und Glucoselimitierung
ermittelte Emmerling (Emmerling et al., 2002) fir den E. coli Wildtyp JM101 eine Fluss-
verteilung am G6P-Knoten von 54% : 44%, was dem Ergebnis dieser Arbeit entspricht.
Vergleichbare Ergebnisse mit Verhaltnissen zwischen Glykolyse und Pentosephosphat-Weg
betrugen 65% : 34% bei D = 0.1 h™ (Siddiquee et al., 2004) und 53% : 46% (Schmidt et al.,
1999a). Die Aktivitdt des Malatenzyms in E. coli bezogen auf die Glucoseaufnahmerate
wurde im Rahmen dieser Arbeit zu 4% bestimmt und ist in guter Ubereinstimmung mit
ermittelten Werten von 8% (Dauner, 2000), 7% (Emmerling et al., 2002) und 3% (Siddiquee
et al., 2004). Eine statistische Bewertung der geschatzten Flisse in E. coli fihrten Dauner
(Dauner, 2000) und Emmerling (Emmerling et al., 2002) durch, wobei fir die Linearisierung
des nichtlinearen Modells die von Wiechert (Wiechert et al., 1997b) fir die isotopisch statio-
nare '*C-Stoffflussanalyse vorgeschlagene nichtlineare Kompaktifizierung der reversiblen
Reaktionen verwendet wurde. Als Messdaten standen die mit GC-MS und NMR bestimmten
Markierungsmuster der proteinogenen Aminosauren zur Verflgung. Es wurden auch die
zentralen Kohlenstoffwechselwege Glykolyse, Pentosephosphat-Weg und Tricarbonsaure-
Zyklus untersucht (Dauner, 2000; Emmerling et al., 2002). Am ungenauesten konnten dabei
ebenfalls die Nettoraten im Pentosephosphat-Weg und die Flisse Uber die Enzyme Phos-
phoenolpyruvat-Carboxylase/Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase, Malat-Dehydrogenase
und Malatenzym identifiziert werden (Dauner, 2000). Hinsichtlich der Austauschfliisse bzw.
Reversibilitdtsfaktoren waren nur qualitative Aussagen moglich (Emmerling et al., 2002). Als
magliche Ursache hierfur sind insbesondere numerische Probleme bei unbeschrénkten
Austauschfliissen (Kapitel 8.2.2.2) zu nennen.

Das in Abbildung 9-1 gezeigte Ergebnis &nderte sich nicht, wenn der isotopisch stationare
Messvektor bei der Flussschatzung unbericksichtigt blieb und ausschlieR3lich Daten aus der

Markierungsdynamik verwendet wurden.

Vergleich von Experiment und Simulation

Bei der isotopisch instationaren *C-Stoffflussanalyse in E. coli W3110 bei D = 0.1 h*
(Abbildung 9-1) wurden Messungen aus der isotopisch instationdaren Markierungsdynamik
(Kapitel 6.3.2) zur Identifikation der intrazellularen Flussverteilung verwendet. In Abbildung
9-2 bis Abbildung 9-4 sind gemessene und simulierte Massenisotopomer-Zeitverlaufe von
DHAP+GAP, 2PG+3PG und PEP dargestellt. Die Markierungsdynamik dieser Metabolite
wurde fir die Schatzung der Flussverteilung verwendet. Die experimentellen Daten wurden
bereits ausfihrlich in Kapitel 6.3.2 beschrieben und diskutiert. Bei DHAP+GAP wurde fir die
identifizierte Flussverteilung (Abbildung 9-1) bei den Massenisotopomeren m0, m+1 und

m+2 eine gute Ubereinstimmung zwischen Experiment und Simulation festgestellt (Abbildung
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9-2). Abweichungen ergaben sich fir das m+3 Massenisotopomer, bei dem jedoch die
relative, auf den Mittelwert bezogene Standardabweichung von 11% bereits im isotopisch
stationdren Fall vergleichsweise hoch war. Bei 2PG+3PG wurde fir alle Massenisotopomere
gute Korrespondenz von Experiment und Simulation festgestellt (Abbildung 9-3). Bei PEP
war die Ubereinstimmung der Massenisotopomere m0, m+1 und m+2 sehr gut (Abbildung
9-4). Bei dem m+3 Massenisotopomer war die Anpassung weniger gut, wobei der Variations-
koeffizient dieses Massenisotopomers mit 11.1% relativ hoch war. Die gezeigten Massen-
isotopomer-Zeitverlaufe sind représentativ. Da bei den Metaboliten FBP, P5P und 6PG
aufgrund der Kkleinen Zeitkonstanten keine ausreichende Anzahl von Messungen im
interessanten Zeitbereich kleiner 5 min vorlagen, wurde auf deren Darstellung verzichtet.

Die experimentell ermittelten und simulierten Massenisotopomer-Zeitverlaufe nach erfolgter
Optimierung sind vor dem Hintergrund zu sehen, dass bei der Optimierung ein nichtlineares,
gekoppeltes und steifes Isotopomeren-Differentialgleichungssystem von 550 bilanzierten
Isotopomeren zu l6sen war. Messtechnisch ist die Quantifizierung von Massenisotopomeren
im Bereich der Markierungsdynamik besonders anspruchsvoll, da die Anteile der natlrlichen
Massenisotopomere mit Ausnahme des m0O Massenisotopomers sehr klein sind. Die in
Kapitel 6.3.1 angegebenen Fehler beziehen sich dabei ausschliellich auf den isotopisch
stationdren Zustand. Eine mdgliche Restriktion bei Simulation und Optimierung kdnnte darin
zu sehen sein, dass die Reversibilitatsfaktoren aus numerischen Griinden zu beschrénken
waren (Kapitel 8.2.2.2). Von grundséatzlichen Fehlern in der Modellstruktur war nicht auszu-
gehen (Kapitel 8.3.4).
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Abbildung 9-2. LC-MS basierte Messung und Simulation der Massenisotopomer-Zeitverlaufe der
mO0, m+1, m+2 und m+3 Massenisotopomere von DHAP+GAP in E. coli bei D = 0.1 h™* bei einem **C-
Markierungsexperiment. Es wurden zwei unabhangige 13C-Markierungsexperimente (o Markierungs-
experiment M2 bzw. B Markierungsexperiment M3) durchgefihrt.
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Abbildung 9-3. LC-MS basierte Messung und Simulation der Massenisotopomer-Zeitverlaufe der
mO, m+1, m+2 und m+3 Massenisotopomere von 2PG+3PG in E. coli bei D = 0.1 h™* bei einem **C-
Markierungsexperiment. Es wurden zwei unabhangige **C-Markierungsexperimente (o Markierungs-
experiment M2 bzw. B Markierungsexperiment M3) durchgefihrt.
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Abbildung 9-4. LC-MS basierte Messung und Simulation der Massenisotopomer-Zeitverlaufe der
m0, m+1, m+2 und m+3 Massenisotopomere von PEP in E. coli bei D = 0.1 h™ bei einem **C-
Markierungsexperiment. Es wurden zwei unabhangige 13C-Markierungsexperimente (o Markierungs-
experiment M2 bzw. B Markierungsexperiment M3) durchgefihrt.
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9.3 *C-Stoffflussanalysen auf Basis isotopisch stationar  er
Messdaten

Zur ldentifikation der intrazellularen Stoffflussverteilung aus isotopisch stationdaren Daten-
satzen (LC-MS, GC-MS) wurde weiterhin auf die Integration des instationaren Differential-
gleichungssystems zuriickgegriffen. Fir die Ermittlung der Fehlerquadratsumme wurden nur
die isotopisch stationaren Werte herangezogen. Die metabolisch stationdren Absolut-
konzentrationen, die die Zeitkonstanten in der Markierungsdynamik der Massenisotopomere
bestimmen, spielen im isotopisch stationaren Fall fir die Schatzung der intrazellularen

Flisse keine Rolle.

9.3.1 LC-MS

Die intrazellulare Stoffflussverteilung in den zentralen Kohlenstoffwechselwegen Glykolyse,
Pentosephosphat-Weg und Tricarbonséure-Zyklus in E. coli W3110 bei D = 0.1 h™ zeigt
Abbildung 9-5. Zur Identifikation der intrazellularen Stoffflussverteilung wurden isotopisch

stationare Massenisotopomere aus LC-MS Messungen verwendet (Kapitel 8.3.2).
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Abbildung 9-5. Isotopisch stationare 13C-Stoffﬂussanalyse in E. coli W3110 bei D = 0.1 h™. Die auf
die Glucoseaufnahmerate normierten Nettoraten sind in den Rechtecken angegeben, die Reversibili-
tatsfaktoren (Faktoren, um welche die Hinreaktionen gro3er als die zugehérigen Nettoraten sind) in
den abgerundeten Rechtecken. Zur Identifikation der intrazellularen Stoffflussverteilung wurden
isotopisch stationdre LC-MS Messungen verwendet. Die angegebenen Standardabweichungen
wurden aus parallelen Optimierungen ermittelt. Der Fluss von PEP zu PYR beriicksichtigt das PTS-
System in E. coli.

Es wurden eine Flussverteilung am G6P-Knoten zwischen Glykolyse und Pentosephosphat-
Weg von 53% : 46% (bezogen auf die Glucoseaufnahmerate) bestimmt sowie mit 3% nur
eine geringe Aktivitat des Malatenzyms. Aus 16 parallelen Optimierungen wurden Standard-
abweichungen (Abbildung 9-5) und Variationskoeffizienten der identifizierten Nettoraten und
Reversibilitdtsfaktoren ermittelt. Diese betrugen mit den in Kapitel 7.2.2 eingefiihrten Be-
zeichnungen (siehe auch Anhang A1) fur r, (PGI) 13%, r; (PFK) 3%, r, (FBA) 1%, r5 15%, r¢
(6PG-DH) 15%, r; (Tka) 15%, rg (TKb) 20%, rg (TA) 15%, rio 1%, r1; (ENO) 1%, r;, (PYK) 6%,
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riz (PEPxyl/PEPKin) 26%, ris 3%, ris 3%, rig (FUMase) 3%, ri; (MAL-DH) 119%, rig (MAE)
58% und r;o (PDH) 2%. Die Variationskoeffizienten der Reversibilitatsfaktoren f3; (Kapitel
7.4.2), die ausdricken, um welchen Faktor die Rate der j-ten Hinreaktion groRer als die
zugehorige Nettorate ist, wurden in gleicher Weise bestimmt. Diese betrugen fir B, 38%, 4
20%, B7 14%, Bg 25%, By 26%, P10 37%, P11 45%, P13 27% 16 51% und 17 30%.

Das Ergebnis der isotopisch instationaren Stoffflussverteilung (Abbildung 9-1) wurde mit den
isotopisch stationaren LC-MS Messdaten sehr gut reproduziert. Grundsatzliche Unterschiede
bei den identifizierten Raten wurden nicht festgestellt. Wahrend die Nettoraten bei der isoto-
pisch instationaren Stoffflussverteilung (Kapitel 9.2) gegenlber der isotopisch stationaren
LC-MS basierten Stoffflussverteilung insgesamt mit geringfligig kleineren Standardabweich-
ungen ermittelt werden konnten, war dies bei den Reversibilitatsfaktoren nicht der Fall. Im
isotopisch stationdren Fall konnten die Raten im Pentosephosphat-Weg (rs bis rg) mit
geringfugig kleineren Standardabweichungen bestimmt werden, wohingegen bei dem
isotopisch instationdren Ansatz die Abweichungen am G6P-Knoten (r,), bei den ana-
plerotischen Reaktionen (ri3) und beim Malatenzym (rig) geringer waren. Obwohl bei der
isotopisch stationaren '*C-Stoffflussanalyse deutlich weniger Messdaten zur Parameter-
identifikation zur Verfiigung standen als im isotopisch instationaren Fall (Kapitel 8.3.2), war
die Qualitat der Parameterschatzung vergleichbar. Dies liegt vermutlich daran, dass im
isotopisch instationaren Fall durch die metabolisch stationaren Absolutkonzentrationen
zusatzliche (fehlerbehaftete) Messungen zu bertcksichtigen waren. In dem betrachteten
Reaktionsnetzwerk war die Anzahl isotopisch stationarer LC-MS Messinformationen fir die

Identifikation der intrazellularen Flussverteilung ausreichend.

9.3.2 GC-MS

Die intrazellulare Stoffflussverteilung in den zentralen Kohlenstoffwechselwegen Glykolyse,
Pentosephosphat-Weg und Tricarbonséure-Zyklus in E. coli W3110 bei D = 0.1 h™ zeigt
Abbildung 9-6. Zur ldentifikation der intrazellularen Stoffflussverteilung wurden isotopisch
stationdre Massenisotopomere proteinogener Aminosduren aus GC-MS Messungen

verwendet (Kapitel 8.3.2).
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Abbildung 9-6. Isotopisch stationare 13C-Stoffﬂussanalyse in E. coli W3110 bei D = 0.1 h™. Die auf
die Glucoseaufnahmerate normierten Nettoraten sind in den Rechtecken angegeben, die Reversibili-
tatsfaktoren (Faktoren, um welche die Hinreaktionen gro3er als die zugehérigen Nettoraten sind) in
den abgerundeten Rechtecken. Zur Identifikation der intrazellularen Stoffflussverteilung wurden
isotopisch stationare GC-MS Messungen proteinogener Aminosauren verwendet. Die angegebenen
Standardabweichungen wurden aus parallelen Optimierungen ermittelt. Der Fluss von PEP zu PYR
berlicksichtigt das PTS-System in E. coli.

Es wurden eine Flussverteilung am G6P-Knoten zwischen Glykolyse und Pentosephosphat-
Weg von 62% : 37% (bezogen auf die Glucoseaufnahmerate) bestimmt sowie mit 6% nur
eine geringe Aktivitat des Malatenzyms. Aus 16 parallelen Optimierungen wurden Standard-
abweichungen (Abbildung 9-6) und Variationskoeffizienten der identifizierten Nettoraten und
Reversibilitdtsfaktoren ermittelt. Diese betrugen mit den in Kapitel 7.2.2 eingefiihrten Be-
zeichnungen (siehe auch Anhang A1) fur r, (PGI) 19%, r; (PFK) 5%, r, (FBA) 5%, r5 27%, r¢
(6PG-DH) 27%, r; (Tka) 28%, rg (TKb) 39%, rg (TA) 28%, r1o 2%, r1; (ENO) 2%, r;, (PYK) 4%,
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ri3 (PEPxyl/PEPKIN) 27%, ri4 5%, ri5 5%, ris (FUMase) 5%, ri; (MAL-DH) 8%, rig (MAE) 70%
und ry (PDH) 4%. Die Variationskoeffizienten der Reversibilitatsfaktoren 3; (Kapitel 7.4.2),
die ausdriicken, um welchen Faktor die Rate der j-ten Hinreaktion groR3er als die zugehdrige
Nettorate ist, wurden in gleicher Weise bestimmt. Diese betrugen fir B, 33%, B, 24%, [3;
39%, Bg 13%, By 50%, P10 29%, P11 25%, B13 17% B1s 31% und B17 29%.

Das Ergebnis der isotopisch instationaren Stoffflussverteilung (Abbildung 9-1) konnte auch
mit den isotopisch stationdren GC-MS Messdaten der proteinogenen Aminosauren reprodu-
ziert werden. Gegentiber der isotopisch instationdren *C-Stoffflussanalyse wurden die Netto-
raten bei der GC-MS basierten isotopisch stationaren Stoffflussverteilung insgesamt mit
grolReren Standardabweichungen ermittelt, die Reversibilititsfaktoren dagegen mit gering-
eren Standardabweichungen. Im isotopisch stationaren Fall konnten die Flussverteilung am
G6P-Knoten (r,, rs), die Raten im Pentosephosphat-Weg (rs bis ro), bei den anaplerotischen
Reaktionen (r;3) und beim Malatenzym (r;g) nur mit grof3eren Standardabweichungen
bestimmt werden. Bei der Analyse von Glykolyse, Pentosephosphat-Weg und Tricarbon-
saure-Zyklus in E. coli konnte Dauner (Dauner, 2000), der umfangreiche GC-MS Datensatze
zur ldentifikation der intrazellularen Flussverteilung einsetzte, diese Raten ebenfalls nur mit
vergleichsweise grofRen Standardabweichungen schéatzen. Geringere Standardabweich-
ungen als im isotopisch instationaren Fall ergaben sich im Tricarbonsdure-Zyklus (ri7). Die
grolReren Standardabweichungen im Pentosephosphat-Weg konnen darauf zurtickgefiihrt
werden, dass Uber die Markierungsmuster der proteinogenen Aminosauren Histidin (P5P)
und Phenylalanin (E4P, PEP) zwar ebenfalls zwei Metabolite aus diesem Stoffwechselweg

gemessen werden konnten, jedoch weniger Messinformationen aus der Glykolyse vorlagen.

9.3.3 LC-MS und GC-MS

Die intrazellulare Stoffflussverteilung in den zentralen Kohlenstoffwechselwegen Glykolyse,
Pentosephosphat-Weg und Tricarbonséure-Zyklus in E. coli W3110 bei D = 0.1 h™ zeigt
Abbildung 9-7. Zur ldentifikation der intrazellularen Stoffflussverteilung wurden isotopisch
stationdre Massenisotopomere von Metaboliten des zentralen Kohlenstoffwechsels aus LC-
MS Messungen und von proteinogenen Aminosauren aus GC-MS Messungen verwendet
(Kapitel 8.3.2).
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Abbildung 9-7. Isotopisch stationare 13C-Stoffﬂussanalyse in E. coli W3110 bei D = 0.1 h™. Die auf
die Glucoseaufnahmerate normierten Nettoraten sind in den Rechtecken angegeben, die Reversibili-
tatsfaktoren (Faktoren, um welche die Hinreaktionen gro3er als die zugehérigen Nettoraten sind) in
den abgerundeten Rechtecken. Zur Identifikation der intrazellularen Stoffflussverteilung wurden iso-
topisch stationédre LC-MS Messungen intrazellularer Metabolite und GC-MS Messungen proteinogener
Aminosauren verwendet. Die angegebenen Standardabweichungen wurden aus parallelen Optimier-
ungen ermittelt. Der Fluss von PEP zu PYR berlicksichtigt das PTS-System in E. coli.

Es wurden eine Flussverteilung am G6P-Knoten zwischen Glykolyse und Pentosephosphat-
Weg von 53% : 46% (bezogen auf die Glucoseaufnahmerate) bestimmt sowie mit 5% nur
eine geringe Aktivitat des Malatenzyms. Aus 16 parallelen Optimierungen wurden Standard-
abweichungen (Abbildung 9-7) und Variationskoeffizienten der identifizierten Nettoraten und

Reversibilitatsfaktoren ermittelt.



179

Diese betrugen mit den in Kapitel 7.2.2 eingeflihrten Bezeichnungen (siehe auch Anhang
Al) fur r, (PGI) 19%, r3 (PFK) 4%, rs (FBA) 5%, rs 22%, rg (6PG-DH) 22%, r; (Tka) 23%, rg
(TKb) 31%, ry (TA) 23%, r1p 2%, ri; (ENO) 2%, ri, (PYK) 6%, ri3 (PEPxyl/PEPKIn) 24%, r4
5%, ris 5%, rig (FUMase) 5%, r;; (MAL-DH) 11%, rig (MAE) 65% und r;y (PDH) 4%. Die
Variationskoeffizienten der Reversibilitatsfaktoren (; (Kapitel 7.4.2), die ausdricken, um
welchen Faktor die Rate der j-ten Hinreaktion grof3er als die zugehdrige Nettorate ist, wurden
in gleicher Weise bestimmt. Diese betrugen fir 3, 46%, B4 31%, [3; 48%, Bs 15%, Bs 52%, B1o
28%, B11 27%, P13 25%, B1s 36% und (17 39%.

Es konnten die Ergebnisse der isotopisch instationdren Stoffflussverteilung (Abbildung 9-1)
und der isotopisch stationdren Stoffflussverteilungen mit LC-MS (Abbildung 9-5) und GC-MS
(Abbildung 9-6) reproduziert werden. Gegeniiber der isotopisch instationdren **C-Stofffluss-
analyse wurden die Nettoraten auf Basis isotopisch stationarer LC-MS und GC-MS Daten-
satze insgesamt mit geringfugig groReren Standardabweichungen ermittelt, die Reversibili-
tatsfaktoren dagegen mit geringeren Standardabweichungen wie dies bereits bei den isoto-
pisch stationaren LC-MS bzw. GC-MS Messdaten der Fall war (Kapitel 9.3.1 und 9.3.2).
GroRRere Standardabweichungen wurden bei der Flussverteilung am G6P-Knoten (ry, rs), bei
den Raten im Pentosephosphat-Weg (rs bis rg), bei den anaplerotischen Reaktionen (ry3) und
beim Malatenzym (rig) bestimmt. Geringere Standardabweichungen als im isotopisch
instationdren Fall ergaben sich im Tricarbonsaure-Zyklus (r,;). Die Flussverteilung aus den
kombinierten LC-MS (23 Messdaten) und GC-MS (28 Messdaten) Messungen entsprach am
G6P-Knoten dem Ergebnis basierend auf LC-MS Daten (Abbildung 9-5). Fur die Fluss-
schatzung an diesem Knoten waren vor allem die LC-MS Messungen (Metabolite aus der
oberen Glykolyse, 6PG und P5P) ausschlaggebend. Der identifizierte Fluss Uber das
Malatenzym von 5% lag bei kombinierten LC-MS und GC-MS Messungen zwischen den
Ergebnissen mit LC-MS (3%) bzw. GC-MS (6%), wobei die Standardabweichungen sehr

grol3 waren.

9.4 Zusammenfassung und Diskussion

Dieses Kapitel hatte die Durchflihrung isotopisch instationdrer und isotopisch stationérer
13C-stoffflussanalysen in E. coli bei D = 0.1 h™ zum Gegenstand. Hierfiir wurde das Isotopo-
meren-Bilanzgleichungssystem numerisch integriert (Kapitel 8.2.2). Auf diese Weise konnten
neben isotopisch stationaren Messdaten erstmals isotopisch instationdre Messungen aus der
Markierungsdynamik fir die Flussschatzung verwendet werden. Fir die Parameteridentifika-
tion wurde ein Evolutionsalgorithmus (Kapitel 8.3.3) eingesetzt. Es wurden unterschiedliche

Messdatensétze zur Schéatzung der intrazellularen Flussverteilung verwendet (Kapitel 8.3.2).
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Im einzelnen waren dies (i) isotopisch instationare und stationare LC-MS Messungen, (ii)
isotopisch stationdre LC-MS Messungen, (iii) isotopisch stationdre GC-MS Messungen und
(iv) isotopisch stationdre LC-MS und GC-MS Messungen. Wesentliche Ergebnisse sind in

Tabelle 9-1 zusammengefasst.

Tabelle 9-1. Stoffflussverteilung am G6P-Knoten und Aktivitat des Malatenzyms in E. coli W3110 bei
D = 0.1 h™". Zur Identifikation der intrazellularen Stoffflussverteilung wurden isotopisch instationare
(LC-MS) und stationare (LC-MS, GC-MS) Messdaten verwendet. Nettoraten und Standardabweich-
ungen sind auf die Glucoseaufnahmerate normiert.

LC-MS LC-MS GC-MS LC-MS + GC-MS
isotopisch stationdr isotopisch stationdr isotopisch stationar isotopisch stationar
und instationar

Glykolyse : PPP ¥ 55+4:44+8 53+7:46+7 62+12:37+10 53+10:46+10

Malatenzym 4+2 32 6+4 5+3

¥ pentosephosphat-Weg

Das Ergebnis der isotopisch instationéaren *3C-Stoffflussanalyse unter Verwendung isotopisch
instationarer und stationarer LC-MS Messungen konnte durch isotopisch stationare **C-Stoff-
flussanalysen reproduziert werden (Tabelle 9-1). Eine Validierung erfolgte dadurch, dass mit
LC-MS und GC-MS unterschiedliche Messdatensatze verwendet worden sind. Wahrend bei
den isotopisch stationaren LC-MS Messungen das in Kapitel 3 beschriebene integrierte
Probenahmeverfahren und ein neu etabliertes LC-MS Analyseverfahren (Kapitel 5 und 6)
eingesetzt wurden, erfolgte die Analyse der proteinogenen Aminosauren aus konventionell
geernteter Biomasse mit einem etablierten GC-MS Analyseverfahren (Dauner et al., 2000).
Die Anwendung dieser LC-MS und GC-MS Methoden fihrte zu konsistenten Messergebnis-
sen (Kapitel 6.5) und Stoffflussverteilungen (Tabelle 9-1). Auf Basis der verfligbaren LC-MS
und GC-MS Messdaten (Kapitel 8.3.2) konnten mit LC-MS gegentuiber GC-MS insbesondere
die Flussverteilung am G6P-Knoten (r,, rs), die Raten im Pentosephosphat-Weg (rs bis ro)
und beim Malatenzym (rig) mit kleineren Standardabweichungen identifiziert werden.

Dagegen konnten in dem untersuchten Modellsystem die nur sehr ungenau bestimmbaren
Reversibilitatsfaktoren (Emmerling et al., 2002) mit dem GC-MS Datensatz am besten iden-
tifiziert werden. Keine signifikanten Unterschiede wurden bei den LC-MS basierten isotopisch
instationdren bzw. isotopisch stationaren Stoffflussverteilungen festgestellt. Dem zusétzlich-
en Informationsgewinn aus der Markierungsdynamik standen zusatzliche (fehlerbehaftete)
Messungen der Absolutkonzentrationen gegendber. In dem untersuchten Modellsystem er-
wies sich die Anzahl isotopisch stationdrer LC-MS bzw. GC-MS Messinformationen fir die

Identifikation der intrazellularen Flussverteilung als ausreichend.



181

Das Ergebnis der LC-MS basierten isotopisch instationaren **C-Stoffflussanalyse wird nach-
folgend mit Literaturdaten aus isotopisch stationaren *C-Stoffflussanalysen (Tabelle 9-2) und

stochiometrischen Flussanalysen (Tabelle 9-3) verglichen.

Tabelle 9-2. Vergleich der Stoffflussverteilung am G6P-Knoten und der Aktivitdt des Malatenzyms in
E. coli mit Literaturdaten isotopisch stationarer **C-Stoffflussanalysen. Nettoraten und Standardab-
weichungen sind auf die Glucoseaufnahmerate normiert.

Schmidt etal. Emmerling etal. Shimizu etal. Siddiquee et al.

(1999a) (2002) (2004) (2004)

Flussanalyse ¥C-MFA B¥C-MFA
Messdaten LC-MS NMR NMR NMR und GC- NMR und GC-

isotopisch MS MS

stationar und

instationar
D [h'l] 0.1 k. A. 0.09 0.11 0.1
Glykolyse : PPP ¥ 55+4:44+8 53:46 54: 44 70:28.3 65:34
Malatenzym 4+2 - 7 - 3

¥ Pentosephosphat-Weg

Die identifizierte Flussverteilung am G6P-Knoten und der Fluss Uber das Malatenzym waren
in sehr guter Ubereinstimmung mit Literaturdaten (Emmerling et al., 2002; Siddiquee et al.,
2004). Shimizu (Shimizu, 2004) ermittelte einen grolReren Fluss durch die Glykolyse, wobei
in diesem Modell das Malatenzym nicht bericksichtigt wurde. Schmidt (Schmidt et al.,
1999a) hat in E. coli ebenfalls eine mit den Ergebnissen dieser Arbeit vergleichbare Fluss-
verteilung am G6P-Knoten ermittelt, jedoch wurde die Verdinnungsrate, die die Flussverteil-
ung am G6P-Knoten maf3geblich beeinflusst (Shimizu, 2004; Kayser et al., 2005), nicht an-
gegeben. Der Vergleich mit publizierten Flussverteilungen wurde dadurch erschwert, dass
diese ohne Standardabweichungen angegeben sind (Schmidt et al., 1999a; Emmerling et al.,
2002; Shimizu, 2004; Siddiquee et al., 2004).

Da die Gilte der Schatzung intrazellularer Stoffflisse von der Anzahl nicht redundanter
Messdaten abhangt (Wiechert et al.,, 1997b; Isermann et al., 2003), wurden in jingeren
Arbeiten verschiedene Messtechniken - wie NMR und GC-MS (Shimizu, 2004; Siddiquee et
al., 2004) - kombiniert. In dieser Arbeit wurden sowohl LC-MS als auch GC-MS Analyse-

methoden eingesetzt.
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Tabelle 9-3. Vergleich der Stoffflussverteilung am G6P-Knoten und der Aktivitdt des Malatenzyms in
E. coli mit Literaturdaten stéchiometrischer Flussanalysen. Nettoraten und Standardabweichungen
sind auf die Glucoseaufnahmerate normiert.

Autor Chassagnole et al. Schmid et al. Kayser et al.
(2002) (2004) (2005)

Flussanalyse BC-MFA stdchiometrische MFA

D[h] 0.1 0.1 0.1 0.1

Glykolyse : PPP?  55+4:44+8 29:70" 72:279 56 : 43 ©

Malatenzym 4+2 - - i

¥ Pentosephosphat-Weg
D) Isocitrat-Dehydrogenase ist NAD-abhangig
© Isocitrat-Dehydrogenase ist NADP-abhangig

Die Ergebnisse der stdchiometrischen Flussverteilungen am G6P-Knoten héangen von der
Bilanzierung der Kofaktoren ab (Tabelle 9-3). Dies stellt einen Nachteil der stéchiometrisch-
en Flussanalyse gegenilber der **C-Stoffflussanalyse dar (Marx et al., 1996; Schmidt et al.,
1998; Sauer et al., 1999; Christensen et al., 2000; Wiechert, 2001). Schmid (Schmid et al.,
2004) ermittelte am G6P-Knoten eine Flussverteilung zwischen Glykolyse und Pentosephos-
phat-Weg von 28% : 71% fur den Fall, dass die Isocitrat-Dehydrogenase NAD als Kofaktor
verwendet bzw. von 72% : 27% bei NADP als Kofaktor (Tabelle 9-3). Kayser (Kayser et al.,
2005) stellte in E. coli bei D = 0.1 h™* eine Flussverteilung am G6P-Knoten von 56% : 43%
fest, wobei die Isocitrat-Dehydrogenase NADP-abhangig modelliert wurde. Die von Kayser
(Kayser et al., 2005) ermittelte Flussverteilung am G6P-Knoten ist in guter Ubereinstimmung
mit dem Ergebnis dieser Arbeit.

Es wurden isotopisch instationare **C-Stoffflussanalysen in E. coli unter Verwendung isoto-
pisch instationarer (LC-MS) und isotopisch stationarer (LC-MS, GC-MS) Datensatze durch-
gefuhrt. Die mit isotopisch instationaren LC-MS Daten ermittelte intrazelluldre Stofffluss-
verteilung konnte mit isotopisch stationdaren Datenséatzen (LC-MS, GC-MS, LC-MS+GC-MS)
bestétigt werden.

Ein Vorteil der *C-Stoffflussanalyse gegeniiber der stdchiometrischen Stoffflussanalyse ist,
dass auf eine Bilanzierung von Kofaktoren verzichtet werden kann. Je nach Modellierung der
Kofaktorabhangigkeit einzelner Reaktionen ergeben sich bei der stdchiometrischen Stoff-
flussanalyse unterschiedliche Stoffflussverteilungen wie Tabelle 9-3 fur die Flussverteilung
am G6P-Knoten zeigt. Jedoch erfordern *C-Stoffflussanalysen einen héheren experiment-
ellen, analytischen und rechentechnischen Aufwand. Vor allem wegen der beschrankten
Verfugbarkeit bendtigter C-Atom Transitionen, mangelnder messtechnischer Zuganglichkeit
von Stoffwechselwegen und des rechentechnischen Aufwandes wird die **C-Stoffflussana-
lyse, im Gegensatz zur stdchiometrischen metabolischen Flussanalyse, zur Analyse grof3-

skaliger metabolischer Reaktionsnetzwerke bisher nicht eingesetzt.
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10 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden experimentelle und rechnergestitzte Verfahren fir die LC-
MS basierte isotopisch instationdre '*C-Stoffflussanalyse entwickelt und zur Analyse der
intrazelluldren Stoffflussverteilung in E. coli W3110 bei D = 0.1 h™ eingesetzt. Die *C-Stoff-
flussanalyse ist zwar mit einem hoheren experimentellen, analytischen und rechentech-
nischen Aufwand verbunden, sollte aber fir die metabolische Flussanalyse bevorzugt
eingesetzt werden, da auf kritische Annahmen, wie sie bei der stéchiometrischen Fluss-
analyse verwendet werden, verzichtet werden kann. Insbesondere kdénnen mit diesem
Ansatz parallele Stoffwechselwege und metabolische Zyklen identifiziert werden.

Mit Blick auf die Anwendung ist der Einsatz der Methoden der isotopisch instationaren
13C-stoffflussanalyse zur Analyse und Auslegung der industriell relevanten Prozessfiihrung-
en Batch und Fed Batch anzustreben. Im Gegensatz zu einer GC-MS basierten Analyse
proteinogener Aminosauren kann durch eine LC-MS basierte Vorgehensweise die Mar-
kierungsdauer eines '*C-Markierungsexperimentes signifikant reduziert werden und es
konnen ausreichend kleine Zeitkonstanten realisiert werden, um bei Batch und Fed Batch
Prozessen Quasi-Stationaritat anzunehmen. Dies ermdoglicht die Ermittlung intrazellularer
Stoffflussverteilungen zu verschiedenen Prozesszeiten und macht die LC-MS basierte
Vorgehensweise fir diese Anwendungen besonders geeignet. Die isotopisch instationare
13C-stoffflussanalyse beriicksichtigt Messdaten der isotopisch instationdren Markierungs-
dynamik. Dies bedeutet eine prinzipiell breitere Datenbasis fur die Identifikation von intra-
zellularen Stoffflussverteilungen. Im vorliegenden Fall ergaben die zusétzlichen Messungen
fur die Schatzung der intrazellularen Flussverteilung keine signifikanten Vorteile. Jedoch
ermdglicht der isotopisch instationédre Ansatz eine integrierte Analyse von Markierungsdaten
und metabolisch stationaren Metabolitkonzentrationen und stellt damit insbesondere ein
Potential fiir eine weitere Verkiirzung der Markierungsdauer bei **C-Markierungsexperiment-
en dar.

Wahrend bei Fed Batch Prozessen unter Glucoselimitierung die Zugabe markierten Sub-
strates analog der hier fur die kontinuierliche Prozessfiihrung beschriebenen Vorgehens-
weise durch einen Medienwechsel erfolgen kann, sollte bei Untersuchungen im Batch
Betrieb auf eine Miniaturisierung der Experimente hingearbeitet werden, da bei solchen
Experimenten Glucose in hohen Konzentrationen vorliegt. Triebkraft zur Miniaturisierung sind
in diesem Zusammenhang nicht nur die hohen Kosten solcher Untersuchungen, sondern vor

allem auch der anzustrebende Einsatz im Hochdurchsatzscreening. Die ‘*C-Stoffflussana-
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lyse ist in besonderer Weise zur Miniaturisierung von Experimenten geeignet, da auf eine im
kleinen Mal3stab messtechnisch schwer zu realisierende Bestimmung von Sauerstoffauf-
nahme- und Kohlendioxidbildungsraten verzichtet werden kann. Automatisiert wurden das
integrierte Probenahmeverfahren durch Prozessintegration und mittels einer Pulsaufgabe-
einheit die Durchfiihrung von stimulus-response Experimenten. Durch Miniaturisierung
sollten in Zukunft weitere Automatisierungspotentiale erschlossen werden, z. B. durch eine
parallele Durchfiihrung von **C-Markierungsexperimenten im Mikrotiterplattenformat.

Durch das in dieser Arbeit eingesetzte integrierte Probenahmeverfahren konnte nicht nur die
Reproduzierbarkeit von Experimenten verbessert werden, sondern auch der experimentelle
Zeitbedarf zur Durchfiihrung aller benétigten Grundoperationen (Probenahme, Quenching,
Extraktion und Probenaufarbeitung) von mehreren Stunden auf 30 s verringert werden. Dies
ist ein Schritt in Richtung zeitlich prozessnahe Analyse (at-line) intrazellularer Metabolite
bzw. Markierungsmuster. Eine on-line-Analyse intrazellularer Metabolite wird noch durch den
Umstand erschwert, dass die Retentionszeiten der untersuchten Metabolite bei der etablier-
ten LC-MS Analysemethode zwischen 20 und 30 min lagen. Allerdings lassen die Entwick-
lungen im Bereich LC-MS Analytik, z. B. die Einfiihrung von LC-MS"-Technologien, weitere
Fortschritte in Qualitat der Messungen und Quantitat der messbaren Metabolite erwarten.
Fir die Bioprozessentwicklung interessant ist die isotopisch instationare *C-Stofffluss-
analyse neben ihrem Einsatz zum Vergleich von unterschiedlichen Prozessbedingungen (z.
B. bei Batch und Fed Batch Prozessen) auch bei Untersuchungen von Mutanten und fir ein
rationales metabolisches Design. Es kdnnen Mutanten verglichen, Auswirkungen genetisch-
er Modifikationen untersucht bzw. neue Targets fur genetische Modifikationen identifiziert
werden. AulRerdem stellen stationdre Flussverteilungen einen wichtigen Ausgangspunkt fir
dynamische Modelle und ein metabolisches Design in silico dar. Zielsetzungen sind dabei
unter anderem die Erhdhung von Produktivitat und Ausbeute, die Erweiterung des Substrat-
spektrums und die Herstellung neuer Produkte. Ein isotopisch instationares Metabolic
Profiling intrazellularer Metabolitkonzentrationen und Massenisotopomerenverteilungen
sowie °C-Stoffflussanalysen wurden im Rahmen dieser Arbeit nur in dem Wildtyp E. coli
W3110 bei D = 0.1 h™* durchgefiihrt.

Wissenschatftlich interessant ist dieser Ansatz weiterhin auch fur die Untersuchung system-
biologischer Fragestellungen, insbesondere bei tierischen Zellkulturen, wie sie derzeit z. B.
am Institut fur Bioverfahrenstechnik der Universitat Stuttgart im Rahmen des BMBF-Projek-
tes 'Systeme des Lebens - Systembiologie' bei Hepatozyten bearbeitet werden. Aussichts-
reich sind LC-MS basierte isotopisch instationdre '*C-Stoffflussanalysen bei diesen Sys-
temen vor allem deshalb, weil sie sich den hohen Turnover von Metaboliten des zentralen
Kohlenstoffwechsels zunutze machen. Wegen zu geringer Proteinbiosyntheseraten bei der

Kultivierung (unter Umstanden lasst sich hierbei keine signifikante Proteinbiosynthese mehr
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beobachten) ist eine *C-Stoffflussanalyse auf Basis proteinogener Aminosauren bei diesen
Systemen oft nicht mdglich.

Zur Analyse grol3skaliger metabolischer Reaktionsnetzwerke, wie sie mit der stdchiometri-
schen Flussanalyse bereits moglich ist, werden neben sensitiveren analytischen Methoden
eine umfangreichere Kenntnis von C-Atom Transitionen in metabolischen Reaktionsnetz-
werken bendgtigt, auRerdem ein Zugang zu diesen Informationen (diese essentiellen Infor-
mationen sollten Uber Datenbanken verfuigbar sein, um die automatisierte Aufstellung der
Isotopomerenbilanzen eines metabolischen Reaktionsmodells zu erleichtern).
Weiterzuentwickeln sind auch die rechnergestiitzten Methoden zur Modellerstellung (z. B.
bei mehrmolekularen Reaktionen), Simulation und Optimierung. Vor allem zur effizienten
Untersuchung von Modellvarianten (Mutanten) ist eine grafische Modellerstellung und Aus-
wertung wuinschenswert, wie sie fir stéchiometrische Modelle (z. B. mit der Software
INSILICO discovery) bereits mdglich ist, da bei einem typischen Isotopomerenmodell
mehrere hundert bis tausend Gleichungen aufzustellen und zu lésen sind.

Der vorgestellte Ansatz der isotopisch instationdren *C-Stoffflussanalyse erméoglicht die inte-
grierte Analyse isotopisch stationarer und isotopisch instationarer Messdaten unterschied-
licher Analysetechniken. Damit ist es aul3erdem erstmals maoglich, durch Kombination von
relativen Messinformationen und metabolisch stationdren Absolutkonzentrationen Konsis-
tenzprufungen durchzufiihren, da die Markierungsdynamiken von Massenisotopomeren im
Reaktionsnetzwerk von den Poolkonzentrationen abhéngen. Auf diese Weise kdnnten nicht
messbare Poolkonzentrationen (z. B. E4P und S7P im Pentose-Phosphat-Weg bei E. coli)
aus den Markierungsdynamiken der quantifizierbaren Stoffwechselprodukte identifiziert
werden.

Fir die Bioprozessentwicklung und eine rationale Stammentwicklung sind die hier entwickel-
ten Methoden zur Untersuchung von Metabolom (integriertes Probenahmeverfahren und LC-
MS Analytik) und Fluxom (isotopisch instationére **C-Stoffflussanalyse) neben den Method-

en zur Analyse von Genom, Transkriptom und Proteom einzusetzen.
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Anhang

Al Bezeichnung von Metaboliten, Nettoraten und Enzy ~ men

Metabolite
ACA Acetyl-Coenzym A
AKG o-Ketoglutarat
DHAP Dihydroxyacetonphosphat
E4P Erythrose-4-phosphat
FBP Fructose-1,6-bisphosphat
FUM Fumarat
F6P Fructose-6-phosphat
GAP Glycerinaldehyd-3-phosphat
G6P Glucose-6-phosphat
MAL L-Malat
OAA Oxalacetat
PEP Phosphoenolpyruvat
PYR Pyruvat
P5P Pentosephosphat Pool (Ribulose-5-phosphat, Xylulose-5-phosphat,
Ribose-5-phosphat)
R5P Ribose-5-phosphat
S7P Sedoheptulose-7-phosphat
2PG 2-Phosphoglycerat
3PG 3-Phosphoglycerat

6PG 6-Phospho-gluconat
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Nettoraten und Enzymen

Raten Uber die Systemgrenze sind mit g; bezeichnet, intrazellulare Raten mit r;. Zu den Raten
r, ist jeweils eine Kurzbezeichnung und der vollstdndige Name des Enzyms bzw. des Trans-
portsystems angegeben. Da bei den Raten rs, rig, 4, 15 Und (2o jeweils lineare Reaktions-

sequenzen zusammengefasst wurden, werden bei diesen keine weiteren Bezeichnungen

verwendet.

d: PTS Phosphotransferase-System

r PGI Glucose-6-phosphat-lsomerase

rs PFK 6-Phosphofructokinase

rg FBA Fructosebisphosphat-Aldolase

I 6PG-DH 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase

ry TKa Transketolase Reaktion a

rs TKb Transketolase Reaktion b

£ TA Transaldolase

M ENO Enolase

EP) PYK Pyruvat-Kinase

ri3 PEPxyl/PEPKkin Phosphoenolpyruvat-Carboxylase/Phosphoenolpyruvat-
Carboxykinase

le FUMase Fumarase

r7 MAL-DH Malat-Dehydrogenase

Mg MAE Malatenzym

lo PDH Pyruvat-Dehydrogenase
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A2 Stochiometrisches Modell (Teilmodul A in Abbildu ng 7-2)

Bei der '*C-Stoffflussanalyse kann auf die Bilanzierung von Kofaktoren und Nukleotiden
verzichtet werden. Im stéchiometrischen Modell angegeben sind daher nur Reaktanden, bei

denen C-Atom Transitionen (Anhang A3) stattfinden.

Phosphotransferase-System, Acetatbildung

(o[ Glucose + PEP - G6P + PYR
02o: ACA o Acetat

Glykolyse

o G6P . F6P

rs: F6P — FBP

s FBP ~ 2T3P?
ro. T3P o 3PGP

rni:  3PG o PEP

l1o: PEP - Pyr

re:  Pyr — ACA+ CO,

Pentosephosphat-Weg

I's: G6P - 6PG

6! 6PG - CO, + P5P

rs: 2P5P ~ S7P + T3P

g: P5P + E4P - F6P + T3P
ro: S7P + T3P - E4P + F6P

Phosphoenolpyruvat-Carboxylase/Phosphoenolpyruvat-C arboxykinase
13- PEP + CO, - OAA

Tricarbonsaure-Zyklus

M4 ACA + OAA - AKG + CO,
ls: AKG - FUM + CO;,

le: FUM - MAL

ry7: MAL - OAA

Malatenzym

l1s- MAL - PYR + CO,

2 T3p Triosephosphat. DHAP und GAP wurden als Pool modelliert und quantifiziert
®) 2PG und 3PG wurden als Pool modelliert und quantifiziert
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A3 C-Atom Transitionen im Isotopomerenmodell und Sc rambling-Reaktionen

Die C-Atom Transitionen werden in C-Atom-Zuordnungsmatrizen (Zupke et al., 1994) abge-
legt, die fur die Berechnung der Isotopomeren-Zuordnungsmatrizen (Schmidt et al., 1997)

und zur Generierung des Isotopomerenmodells (Anhang A4) bendtigt werden.

Phosphotransferase-System, Acetatbildung
Glucose — G6P @
C1C2C3C4C5C6 - C1C2C3C4C5Ch

ACA o Acetat
ClC2 - Ci1cC2

Glykolyse
G6P ~ F6P
C1C2C3C4C5C6 ~ C1C2C3C4C5Ch

F6P — FBP
C1C2C3C4C5C6 — C1C2C3C4C5C6H

FBP ~ 2T3P"
C1C2C3C4C5C6  C3C2C1 + C4C5C6

T3P - 3PG
ClC2C3 -~ Cci1c2cs

3PG - PEP
ClCc2C3 -~ Cc1c2cs

PEP - Pyr
ClcaC3 - c1cacC3

Pyr - ACA + CO,
C1C2C3 - C2C3 + C1

Pentosephosphat-Weg

G6P - 6PG
C1C2C3C4C5C6 - C1C2C3C4C5hCh

6PG - CO, + P5P
C1C2C3C4C5C6 — C2C3C4C5C6 + C1

2 P5P . S7P + T3P
C1C2C3CA4CS5 + clc2c3cacs « C1C2clc2c3c4cs + C3C4C5
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P5P + E4P . F6P + T3P
C1C2C3C4C5 + clc2c3cd — C1C2clc2c3cd + C3CACS

S7P + T3P « E4P + F6P
C1C2C3C4C5C6CT + clc2c3 — CA4C5C6CT + C1C2C3cic2c3

Phosphoenolpyruvat-Carboxylase/Phosphoenolpyruvat-C arboxykinase

PEP + CO,; -~ OAA
ClC2C3 +cl - Cl1C2C3cl

Tricarbonsaure-Zyklus

ACA + OAA - AKG + CO,
C1C2 + clc2c3c4 - C1C2c2c3c4 +cl

AKG - FUM + CO;,
C1C2C3C4C5 - C1C2C3C4 + C5

FUM1 + FUM2 < MAL1 + MAL29
C1C2C3C4 + clc2c3cd  C1C2C3C4 + c4c3c2cl

MAL - OAA
Cl1C2C3C4 -~ C1C2C3cC4

Malatenzym

MAL - PYR + CO,
Cl1C2C3C4 - C1C2C3+C4

Aminosauren

2 PEP + E4P - Phenylalanin + CO,
C1C2C3 + clc2c3 + C1C2C3C4 - clc2c3C2Cc3cicec3c4 +Ca

3PG - Serin
C1C2C3 - c1c2cs

PYR - Alanin
C1C2C3 - c1c2cs

AKG - Glutamat
C1C2C3C4C5 - C1Cc2c3c4cs

OAA - Aspartat
Cl1C2C3C4 - Cc1c2c3c4

 peim PTS-System erfolgt eine Ubertragung von Phosphat, kein C-Atom Ubergang

T3P Triosephosphat. DHAP+GAP wurden als 2 Molekile Triosephosphat modelliert

° Fumarat ist ein rotationssymmetrisches Molekl. Die Wahrscheinlichkeit fir ein Markierungs-
Scrambling betragt 50% (Kapitel 7.4.3)
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A4 Isotopomerenmodell

Basierend auf dem stéchiometrischen Modell (Anhang A2) und den zugehdrigen C-Atom
Transitionen (Anhang A3) wurde das Isotopomerenmodell dieses Reaktionsnetzwerkes mit
dem Algorithmus von Schmidt (Schmidt et al., 1997) in Maple generiert. Die Bilanzgleich-
ungen des Isotopomerenmodells sind nachfolgend aufgefiihrt. Darin sind alle Raten mit v;
bezeichnet (Hinreaktionen v; ; bzw. Ruckreaktionen v; ;). Angegeben sind auch die numer-
ischen Werte der Flisse in die Biomassesynthese. Die Bezeichnung der Isotopomere |; folgt

der von Schmidt (Schmidt et al., 1997) eingefiihrten Nomenklatur.

Glykolyse
G6P

v1*IGIc[1]+v2_b*IF6P[1
v1*IGIc[2]+v2_b*IF6P[2

] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[1]

]
v1*IGIc[3]+v2_b*IF6P[3]

]

]

Vv2_f+V6+.20940957140558e-2)*IG6P[2]
Vv2_f+V6+.20940957140558e-2)*IG6P[3]
V2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[4]
V2_f+V6+.20940957140558e-2)*IG6P[5]
V1*IGIc[6]+v2_b*IF6P[6] = (v2_f+Vv6+.20940957140558e-2)*IG6P[6]
V1*IGIc[7]+v2_b*IF6P[7] (v2 f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[7]
v1*IGIc[8]+v2_b*IF6P[8] = (v2_f+Vv6+.20940957140558e-2)*IG6P[8]
v1*IGIc[9]+v2_b*IF6P[9] = (v2 f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[9]
V1*IGIC[10]+v2_b*IF6P[10] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[10]
v1*IGIc[11]+v2_b*IF6P[11] = (V2_f+v6+.20940957140558e-2)*G6P[11]
V1*IGIc[12]+v2_b*IF6P[12] = (V2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[12]
v1*IGIc[13]+v2_b*IF6P[13] = (V2_f+Vv6+.20940957140558e-2)*IG6P[13]
v1*IGIc[14]+v2_b*IF6P[14] = (V2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[14]
V1*IGIC[15]+v2_b*IF6P[15] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[15]
V1*IGIC[16]+v2_b*IF6P[16] = (V2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[16]
VI*IGIC[17]+v2_b*IF6P[17] = (V2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[17]
v1*IGIc[18]+v2_b*IF6P[18] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[18]
V1*IGIc[19]+v2_b*IF6P[19] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[19]
v1*IGIc[20]+v2_b*IF6P[20] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[20]
v1*IGIc[21]+v2_b*IF6P[21] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[21]
v1*IGIc[22]+v2_b*IF6P[22] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[22]
v1*IGIc[23]+v2_b*IF6P[23] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[23]
v1*IGIc[24]+v2_b*IF6P[24] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[24]
V1*IGIc[25]+v2_b*IF6P[25] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[25]
V1*IGIC[26]+v2_b*IF6P[26] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[26]
VI*IGIc[27]+v2_b*IF6P[27] = (V2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[27]
v1*IGIc[28]+v2_b*IF6P[28] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[28]
V1*IGIc[29]+v2_b*IF6P[29] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[29]
v1*IGIc[30]+v2_b*IF6P[30] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[30]
v1*IGIc[31]+v2_b*IF6P[31] = (V2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[31]
v1*IGIc[32]+v2_b*IF6P[32] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[32]
v1*IGIc[33]+v2_b*IF6P[33] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[33]
v1*IGIc[34]+v2_b*IF6P[34] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[34]
v1*IGIc[35]+v2_b*IF6P[35] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[35]
v1*IGIc[36]+v2_b*IF6P[36] = (V2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[36]
V1*IGIc[37]+v2_b*IF6P[37] = (V2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[37]
v1*IGIc[38]+v2_b*IF6P[38] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[38]
v1*IGIc[39]+v2_b*IF6P[39] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[39]
v1*IGIc[40]+v2_b*IF6P[40] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[40]

v1*IGIc[4]+v2_b*IF6P[4
V1*IGIc[5]+v2_b*IF6P[5

| 1 I | A VI
NN N NN
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v1*IGIc[41]+v2_b*IF6P[41] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[41]
v1*IGIc[42]+v2_b*IF6P[42] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[42]
v1*IGIc[43]+v2_b*IF6P[43] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[43]
v1*IGIc[44]+v2_b*IF6P[44] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[44]
V1*IGIc[45]+v2_b*IF6P[45] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[45]
V1*IGIc[46]+v2_b*IF6P[46] = (V2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[46]
V1*IGIc[47]+v2_b*IF6P[47] = (V2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[47]
V1*IGIc[48]+v2_b*IF6P[48] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[48]
V1*IGIc[49]+v2_b*IF6P[49] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[49]
V1*IGIc[50]+v2_b*IF6P[50] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[50]
V1*IGIc[51]+v2_b*IF6P[51] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[51]
v1*IGIc[52]+v2_b*IF6P[52] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[52]
v1*IGIc[53]+v2_b*IF6P[53] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[53]
v1*IGIc[54]+v2_b*IF6P[54] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[54]
V1*IGIc[55]+v2_b*IF6P[55] = (V2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[55]
V1*IGIc[56]+v2_b*IF6P[56] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[56]
V1*IGIc[57]+v2_b*IF6P[57] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[57]
V1*IGIc[58]+v2_b*IF6P[58] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[58]
V1*IGIc[59]+v2_b*IF6P[59] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[59]
v1*IGIc[60]+v2_b*IF6P[60] = (v2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[60]
V1*IGIc[61]+v2_b*IF6P[61] = (V2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[61]
V1*IGIc[62]+v2_b*IF6P[62] = (V2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[62]
V1*IGIc[63]+v2_b*IF6P[63] = (V2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[63]
v1*IGIc[64]+v2_b*IF6P[64] = (V2_f+v6+.20940957140558e-2)*IG6P[64]

F6P

v2_f*IG6P[1]+v8_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IE4P[1]+v9
_f*(IS7P[3]+IS7P[4]+IS7P[5]+IS7P[6]+IS7P[7]+IS7P[8]+IS7P[9]+IS7P[10]+IS7P[11]+IS7P[12]+IS7P[1
3]+IS7P[14]+IS7P[15]+IS7P[16]+IS7P[1]+IS7TP[2])*I T3P[1] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[1]
v2_f*IG6P[2]+v8_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IE4P[2]+v9
_f*(IS7P[3]+IS7P[4]+IS7P[5]+IS7P[6]+IS7P[7]+IS7P[8]+IS7P[9]+IS7P[10]+IS7P[11]+IS7P[12]+IS7P[1
3]+IS7P[14]+IS7P[15]+IS7P[16]+IS7P[1]+IS7P[2])*I T3P[2] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[2]
v2_f*IG6P[3]+v8_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IE4P[3]+v9
_f*(IS7P[3]+IS7P[4]+IS7P[5]+IS7P[6]+IS7P[7]+IS7P[8]+IS7P[9]+IS7P[10]+IS7P[11]+IS7P[12]+IS7P[1
3]+IS7P[14]+IS7P[15]+IS7P[16]+IS7P[1]+IS7P[2])*I T3P[3] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[3]
v2_f*IG6P[4]+v8_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IE4P[4]+v9
_f*(IS7P[3]+IS7P[4]+IS7P[5]+IS7P[6]+IS7P[7]+IS7P[8]+IS7P[9]+IS7P[10]+IS7P[11]+IS7P[12]+IS7P[1
3]+IS7P[14]+IS7P[15]+IS7P[16]+IS7P[1]+IS7P[2])*I T3P[4] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[4]
v2_f*IG6P[5]+v8_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IE4P[5]+v9
_f*(IS7P[3]+IS7P[4]+IS7P[5]+IS7P[6]+IS7P[7]+IS7P[8]+IS7P[9]+IS7P[10]+IS7P[11]+IS7P[12]+IS7P[1
3]+IS7P[14]+IS7P[15]+IS7P[16]+IS7P[1]+IS7P[2])*I T3P[5] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[5]
v2_f*IG6P[6]+v8_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IE4P[6]+v9
_f*(IS7P[3]+IS7P[4]+IS7P[5]+IS7P[6]+IS7P[7]+IS7P[8]+IS7P[9]+IS7P[10]+IS7P[11]+IS7P[12]+IS7P[1
3]+IS7P[14]+IS7P[15]+IS7P[16]+IS7P[1]+IS7P[2])*I T3P[6] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[6]
v2_f*IG6P[7]+v8_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IE4P[7]+v9
_f*(IS7P[3]+IS7P[4]+IS7P[5]+IS7P[6]+IS7P[7]+IS7P[8]+IS7P[9]+IS7P[10]+IS7P[11]+IS7P[12]+IS7P[1
3]+IS7P[14]+IS7P[15]+IS7P[16]+IS7P[1]+IS7P[2])*I T3P[7] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[7]
v2_f*IG6P[8]+v8_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IE4P[8]+v9
_f*(IS7P[3]+IS7P[4]+IS7P[5]+IS7P[6]+IS7P[7]+IS7P[8]+IS7P[9]+IS7P[10]+IS7P[11]+IS7P[12]+IS7P[1
3]+IS7P[14]+IS7P[15]+IS7P[16]+IS7P[1]+IS7P[2])*I T3P[8] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[8]
v2_f*IG6P[9]+Vv8_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IE4P[9]+v9
_f*(ISTP[17]+IS7P[18]+IS7P[19]+IS7P[20]+IS7P[21]+IS7P[22]+IS7P[23]+IS7P[24]+IS7P[25]+IS7P[26]
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+IS7P[27]+IS7P[28]+IS7P[29]+IS7P[30]+IS7P[31]+IS7P[32])*IT3P[1] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[9]
v2_f<IG6P[10]+v8_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])* E4P[10]+
vO_f*(ISTP[17]+IS7P[18]+IS7P[19]+IS7P[20]+IS7P[21]+IS7P[22]+IS7P[23]+IS7P[24]+|S7TP[25]+IS7P[
26]+IS7P[27]+IS7P[28]+IS7P[29]+IS7P[30]+IS7P[31]+IS7P[32])*I T3P[2] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[10]
v2_fIG6P[11]+v8_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])* E4P[11]+
vO_f*(ISTP[17]+IS7P[18]+IS7P[19]+IS7P[20]+IS7P[21]+IS7P[22]+IS7P[23]+IS7P[24]+IS7P[25]+IS7P[
26]+IS7P[27]+IS7P[28]+IS7P[29]+IS7P[30]+IS7P[31]+IS7P[32])*I T3P[3] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[11]
v2_fIG6P[12]+v8_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])* E4P[12]+
vO_f*(ISTP[17]+IS7P[18]+IS7P[19]+IS7P[20]+IS7P[21]+IS7P[22]+IS7P[23]+IS7P[24]+IS7TP[25]+IS7P[
26]+IS7P[27]+IS7P[28]+IS7P[29]+IS7P[30]+IS7P[31]+IS7P[32])*I T3P[4] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[12]
v2_f{IG6P[13]+v8_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])* E4P[13]+
vO_f*(ISTP[17]+IS7P[18]+IS7P[19]+IS7P[20]+IS7P[21]+IS7P[22]+IS7P[23]+IS7P[24]+|S7P[25]+IS7P[
26]+IS7P[27]+IS7P[28]+IS7P[29]+IS7P[30]+IS7P[31]+IS7P[32])*I T3P[5] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[13]
v2_fIG6P[14]+v8_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IE4P[14]+
vO_f*(IS7TP[17]+IS7P[18]+IS7P[19]+IS7P[20]+IS7P[21]+IS7P[22]+IS7P[23]+IS7P[24]+IS7P[25]+IS7P[
26]+IS7P[27]+IS7P[28]+IS7P[29]+IS7P[30]+IS7P[31]+IS7P[32])*I T3P[6] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[14]
v2_fIG6P[15]+v8_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])* E4P[15]+
vO_f*(ISTP[17]+IS7P[18]+IS7P[19]+IS7P[20]+IS7P[21]+IS7P[22]+IS7P[23]+IS7P[24]+IS7P[25]+IS7P[
26]+IS7P[27]+IS7P[28]+IS7P[29]+IS7P[30]+IS7P[31]+IS7P[32])*I T3P[7] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[15]
v2_f<IG6P[16]+v8_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])* E4P[16]+
vO_f*(ISTP[17]+IS7P[18]+IS7P[19]+IS7P[20]+IS7P[21]+IS7P[22]+IS7P[23]+IS7P[24]+IS7TP[25]+IS7P[
26]+IS7P[27]+IS7P[28]+IS7P[29]+IS7P[30]+IS7P[31]+IS7P[32])*I T3P[8] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[16]
v2_fIG6P[17]+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IE
4P[1]+v9_f*(ISTP[33]+IS7P[34]+IS7P[35]+IS7P[36]+IS7P[37]+IS7P[38]+IS7P[39]+IS7P[40]+IS7P[41]+
IS7P[42]+IS7P[43]+IS7P[44]+ISTP[45]+IS7P[46]+IS7P[47]+IS7P[48])*IT3P[1] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[17]
v2_f*IG6P[18]+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IE
4P[2]+vO_f+(1S7P[33]+IS7P[34]+IS7P[35]+IS7P[36]+IS7P[37]+IS7P[38]+IS7P[39]+IS7P[40]+|S7P[41]+
IS7P[42]+1S7P[43]+IS7P[44]+IS7P[45]+IS7P[46]+IS7P[47]+IS7P[48])*IT3P[2] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[18]
v2_f*IGBP[19]+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IE
4P[3]+vO_f*(IS7P[33]+IS7P[34]+IS7P[35]+IS7P[36]+IS7P[37]+IS7P[38]+IS7P[39]+IS7P[40]+|S7P[41]+
IS7P[42]+IS7P[43]+IS7P[44]+ISTP[45]+IS7P[46]+IS7P[47]+IS7P[48])*IT3P[3] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[19]
v2_fIG6P[20]+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IE
4P[4]+v9_f*(ISTP[33]+IS7P[34]+IS7P[35]+IS7P[36]+IS7P[37]+IS7P[38]+IS7P[39]+IS7P[40]+IS7P[41]+
IS7P[42]+IS7P[43]+IS7P[44]+ISTP[45]+IS7P[46]+IS7P[47]+IS7P[48])*IT3P[4] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[20]
v2_f*IGBP[21]+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IE
4P[5]+vO_f*(1S7P[33]+IS7P[34]+IS7P[35]+IS7P[36]+IS7P[37]+IS7P[38]+IS7P[39]+IS7P[40]+|S7P[41]+
IS7P[42]+1S7P[43]+IS7P[44]+IS7P[45]+IS7P[46]+IS7P[47]+IS7P[48])*IT3P[5] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[21]
v2_f*IG6P[22]+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IE
4P[6]+vO_f*(1S7P[33]+IS7P[34]+IS7P[35]+IS7P[36]+IS7P[37]+IS7P[38]+IS7P[39]+IS7P[40]+|S7P[41]+
IS7P[42]+IS7P[43]+IS7P[44]+ISTP[45]+IS7P[46]+IS7P[47]+IS7P[48])*IT3P[6] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[22]
v2_fIG6P[23]+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IE
4P[7]+v9_f*(ISTP[33]+ISTP[34]+IS7P[35]+IS7P[36]+IS7P[37]+IS7P[38]+IS7P[39]+IS7P[40]+IS7P[41]+
IS7P[42]+IS7P[43]+IS7P[44]+ISTP[45]+IS7P[46]+IS7P[47]+ISTP[48])*IT3P[7] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[23]
v2_f*IG6P[24]+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IE
4P[8]+VvO_f*(1S7P[33]+IS7P[34]+IS7P[35]+IS7P[36]+IS7P[37]+IS7P[38]+IS7P[39]+IS7P[40]+|S7P[41]+
IS7P[42]+1S7P[43]+IS7P[44]+IS7P[45]+IS7P[46]+IS7P[47]+IS7P[48])*IT3P[8] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[24]
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v2_f*IG6P[25]+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IPSP[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IE
4P[9]+VvO_f*(1S7P[49]+ISTP[50]+IS7P[51]+IS7P[52]+IS7P[53]+IS7P[54]+IS7P[55]+IS7P[56]+IS7TP[57]+
IS7P[58]+IS7P[59]+IS7P[60]+IS7P[61]+IS7P[62]+IS7P[63]+IS7P[64])*IT3P[1] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[25]
v2_fIG6P[26]+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IPSP[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IPSP[13])*IE
4P[10]+vO_f*(ISTP[49]+ISTP[50]+IS7P[51]+IS7P[52]+IS7P[53]+IS7P[54]+IS7P[55]+IS7P[56]+IS7P[57]
+IS7P[58]+IS7P[59]+IS7P[60]+S7P[61]+IS7P[62]+S7P[63]+IS7P[64])*IT3P[2] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[26]
v2_fIG6P[27]+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IPSP[11]+IPSP[12]+IP5P[13])*IE
4P[11]+v9_f*(ISTP[49]+IS7P[50]+IS7P[51]+IS7P[52]+IS7P[53]+IS7P[54]+IS7P[55]+IS7P[56]+IS7P[57]
+IS7P[58]+IS7P[59]+IS7P[60]+S7P[61]+S7P[62]+S7P[63]+IS7P[64])*I T3P[3] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[27]

v2_f<IG6P[28]+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IPSP[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IE
4P[12]+v9_f*(ISTP[49]+ISTP[50]+IS7P[51]+IS7P[52]+IS7P[53]+IS7P[54]+IS7P[55]+IS7P[56]+IS7P[57]
+IS7P[58]+IS7P[59]+IS7P[60]+IS7P[61]+IS7P[62]+S7P[63]+IS7TP[64])*I T3P[4] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[28]
v2_fIG6P[29]+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IPSP[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IE
4P[13]+v9_f*(ISTP[49]+IS7P[50]+IS7P[51]+IS7P[52]+IS7P[53]+IS7P[54]+IS7P[55]+IS7P[56]+IS7P[57]
+IS7P[58]+IS7P[59]+IS7P[60]+S7P[61]+S7P[62]+S7P[63]+IS7P[64])*I T3P[5] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[29]
v2_f*IG6P[30]+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IPSP[11]+IPSP[12]+IP5P[13])*IE
4P[14]+v9_f*(ISTP[49]+IS7P[50]+IS7P[51]+IS7P[52]+S7P[53]+IS7P[54]+IS7P[55]+S7P[56]+IS7P[57]
+IS7P[58]+IS7P[59]+IS7P[60]+IS7P[61]+IS7P[62]+S7P[63]+IS7P[64])*I T3P[6] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[30]
v2_fIG6P[31]+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IPSP[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IE
4P[15]+v9_f*(ISTP[49]+ISTP[50]+IS7P[51]+IS7P[52]+IS7P[53]+IS7P[54]+IS7P[55]+IS7P[56]+IS7P[57]
+S7P[58]+IS7P[59]+IS7P[60]+IS7P[61]+IS7P[62]+S7P[63]+ISTP[64])*I T3P[7] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[31]
v2_f*IG6P[32]+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IPSP[11]+IPSP[12]+IP5P[13])*IE
4P[16]+v9_f*(ISTP[49]+IS7P[50]+IS7P[51]+IS7P[52]+IS7P[53]+IS7P[54]+IS7P[55]+IS7P[56]+IS7P[57]
+IS7P[58]+IS7P[59]+IS7P[60]+S7P[61]+S7P[62]+S7P[63]+IS7P[64])*I T3P[8] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[32]
v2_FIG6P[33]+v8_f(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*
E4P[1]+v9_f*(IS7P[65]+IS7P[66]+S7P[67]+IS7P[68]+IS7P[69]+IS7P[70]+IS7P[71]+IS7P[72]+ISTP[73
+ISTP[74]+ISTP[75]+ISTP[76]+ISTP[77]+IS7TP[78]+IS7P[79]+IS7P[80])*IT3P[1] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[33]
v2_FIG6P[34]+v8_f*(IPSP[19]+IP5P[22]+IPSP[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*
E4P[2]+v9_f*(IS7P[65]+IS7P[66]+S7P[67]+IS7P[68]+IS7P[69]+IS7P[70]+IS7P[71]+IS7P[72]+ISTP[73
+ISTP[74]+ISTP[75]+ISTP[76]+ISTP[77]+IS7P[78]+IS7P[79]+IS7P[80])*IT3P[2] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[34]
v2_FIG6P[35]+v8_f(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*
E4P[3]+v9_f*(IS7P[65]+S7P[66]+IS7P[67]+IS7P[68]+IS7P[69]+IS7P[70]+IS7P[71]+IS7P[72]+ISTP[73
+ISTP[74]+ISTP[75]+ISTP[76]+ISTP[77]+IS7P[78]+IS7P[79]+IS7P[80])*I T3P[3] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[35]
v2_FIG6P[36]+v8_f(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*
E4P[4]+v9_f*(IS7P[65]+IS7P[66]+S7P[67]+IS7P[68]+IS7P[69]+IS7P[70]+IS7P[71]+IS7P[72]+ISTP[73
+ISTP[74]+ISTP[75]+ISTP[76]+ISTP[77]+IS7P[78]+IS7P[79]+IS7P[80])*I T3P[4] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[36]
v2_FIGEP[37]+v8_f*(IPSP[19]+IP5P[22]+IPSP[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*
E4P[5]+v9_f*(IS7P[65]+IS7P[66]+IS7P[67]+IS7P[68]+IS7P[69]+IS7P[70]+IS7P[71]+IS7P[72]+ISTP[73
+ISTP[74]+ISTP[75]+ISTP[76]+ISTP[77]+IS7P[78]+IS7P[79]+IS7P[80])*IT3P[5] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[37]
v2_FIG6P[38]+v8_f(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*
E4P[6]+v9_f*(IS7P[65]+S7P[66]+IS7P[67]+IS7P[68]+IS7P[69]+IS7P[70]+IS7P[71]+IS7P[72]+IS7P[73
+ISTP[74]+ISTP[75]+ISTP[76]+ISTP[77]+IS7P[78]+IS7P[79]+IS7P[80])*I T3P[6] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[38]
v2_FIG6P[39]+v8_f*(IPSP[19]+IP5P[22]+IPSP[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*
E4P[7]+v9_f*(IS7P[65]+IS7P[66]+S7P[67]+IS7P[68]+IS7P[69]+IS7P[70]+IS7P[71]+IS7P[72]+ISTP[73
+ISTP[74]+ISTP[75]+ISTP[76]+ISTP[77]+IS7TP[78]+IS7P[79]+IS7P[80])*IT3P[7] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[39]



195

v2_FIG6P[40]+v8_f*(IPSP[19]+IP5P[22]+IPSP[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*
E4P[8]+v9_f*(IS7P[65]+IS7P[66]+S7P[67]+IS7P[68]+IS7P[69]+IS7P[70]+IS7P[71]+IS7P[72]+ISTP[73
+ISTP[74]+ISTP[75]+ISTP[76]+ISTP[77]+IS7P[78]+IS7P[79]+IS7P[80])*I T3P[8] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[40]
v2_FIGEP[41]+v8_f*(IPSP[19]+IP5P[22]+IPSP[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*
E4P[9]+v9_f*(IS7P[84]+IS7P[85]+IS7P[81]+IS7P[82]+IS7P[83]+IS7P[86]+IS7P[87]+IS7P[88]+IS7P[89
J+1S7P[90]+IS7P[91]+IS7P[92]+IS7P[93]+IS7P[94]+IS7P[95]+ISTP[96])*I T3P[1] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[41]
v2_FIG6P[42]+v8_f(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*
E4P[10]+v9_f*(IS7P[84]+IS7P[85]+IS7P[81]+IS7P[82]+IS7P[83]+IS7P[86]+IS7P[87]+IS7P[88]+IS7P[8
9]+IS7P[90]+IS7P[91]+IS7P[92]+IS7P[93]+IS7P[94]+IS7P[95]+IS7P[96])*I T3P[2] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[42]

v2_FIG6P[43]+v8_f*(IPSP[19]+IP5P[22]+IPSP[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*
E4P[11]+v9_f*(IS7P[84]+IS7P[85]+IS7P[81]+IS7P[82]+IS7P[83]+IS7P[86]+IS7P[87]+IS7P[88]+IS7P[8
9]+IS7P[90]+IS7P[91]+IS7P[92]+IS7P[93]+IS7P[94]+S7P[95]+IS7P[96])*IT3P[3] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[43]
v2_FIG6P[44]+v8_f(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*
E4P[12]+v9_f*(IS7P[84]+IS7P[85]+IS7P[81]+S7P[82]+IS7P[83]+IS7P[86]+IS7P[87]+IS7P[88]+IS7P[8
9]+IS7P[90]+IS7P[91]+IS7P[92]+IS7P[93]+IS7P[94]+IS7P[95]+IS7P[96])*I T3P[4] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[44]
v2_FIG6P[45]+v8_f(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*
E4P[13]+v9_f*(IS7P[84]+IS7P[85]+IS7P[81]+S7P[82]+IS7P[83]+IS7P[86]+IS7P[87]+IS7P[88]+IS7P[8
9]+IS7P[90]+IS7P[91]+IS7P[92]+IS7P[93]+IS7P[94]+IS7P[95]+IS7P[96])*I T3P[5] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[45]
v2_FIG6P[46]+v8_f*(IPSP[19]+IP5P[22]+IPSP[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*
E4P[14]+v9_f*(IS7P[84]+IS7P[85]+IS7P[81]+IS7P[82]+IS7P[83]+IS7P[86]+IS7P[87]+IS7P[88]+IS7P[8
9]+IS7P[90]+IS7P[91]+IS7P[92]+IS7P[93]+IS7P[94]+S7P[95]+IS7P[96])*I T3P[6] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[46]
v2_FIG6P[47]+v8_f(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*
E4P[15]+v9_f*(IS7P[84]+IS7P[85]+IS7P[81]+IS7P[82]+IS7P[83]+IS7P[86]+IS7P[87]+IS7P[88]+IS7P[8
9]+IS7P[90]+IS7P[91]+IS7P[92]+IS7P[93]+IS7P[94]+IS7P[95]+IS7P[96])*I T3P[7] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[47]
v2_FIG6P[48]+v8_f(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*
E4P[16]+v9_f*(IS7P[84]+IS7P[85]+IS7P[81]+IS7P[82]+IS7P[83]+IS7P[86]+IS7P[87]+IS7P[88]+IS7P[8
9]+IS7P[90]+IS7P[91]+IS7P[92]+IS7P[93]+IS7P[94]+S7P[95]+IS7P[96])*I T3P[8] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[48]
v2_FIGEP[49]+v8_f*(IPSP[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*
E4P[1]+v9_f*(IS7P[97]+IS7P[98]+IS7P[99]+IS7P[100]+IS7P[101]+IS7P[102]+IS7P[103]+IS7P[104]+IS
7P[105]+IS7P[106]+IS7P[107]+IS7P[108]+IS7P[109]+IS7P[110]+IS7P[111]+IS7P[112])*IT3P[1] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[49]
v2_FIG6P[50]+v8_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*
E4P[2]+v9_f*(IS7P[97]+IS7P[98]+IS7P[99]+IS7P[100]+IS7P[101]+IS7P[102]+IS7P[103]+IS7P[104]+IS
7P[105]+IS7P[106]+IS7P[107]+IS7P[108]+IS7P[109]+IS7P[110]+IS7P[111]+IS7P[112])*IT3P[2] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[50]
v2_FIG6P[51]+v8_f(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*
E4P[3]+v9_f*(IS7P[97]+IS7P[98]+IS7P[99]+IS7P[100]+IS7P[101]+IS7P[102]+IS7P[103]+IS7P[104]+IS
7P[105]+IS7P[106]+IS7P[107]+IS7P[108]+IS7P[109]+IS7P[110]+IS7P[111]+IS7P[112])*IT3P[3] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[51]
v2_FIGEP[52]+v8_f*(IPSP[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*
E4P[4]+v9_f+(IS7P[97]+IS7P[98]+IS7P[99]+IS7P[100]+IS7P[101]+IS7P[102]+IS7P[103]+IS7P[104]+IS
7P[105]+IS7P[106]+IS7P[107]+IS7P[108]+IS7P[109]+IS7P[110]+IS7P[111]+IS7P[112])*IT3P[4] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[52]
v2_FIG6P[53]+v8_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*
E4P[5]+v9_f*(IS7P[97]+IS7P[98]+IS7P[99]+IS7P[100]+IS7P[101]+IS7P[102]+IS7P[103]+IS7P[104]+IS
7P[105]+IS7P[106]+IS7P[107]+IS7P[108]+IS7P[109]+IS7P[110]+IS7P[111]+IS7P[112])*IT3P[5] =
(v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[53]
v2_FIG6P[54]+v8_f*(IPSP[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*
E4P[6]+v9_f*(IS7P[97]+IS7P[98]+IS7P[99]+IS7P[100]+IS7P[101]+IS7P[102]+IS7P[103]+IS7P[104]+IS
7P[105]+IS7P[106]+IS7P[107]+IS7P[108]+IS7P[109]+IS7P[110]+IS7P[111]+IS7P[112])*I T3P[6] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[54]
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v2_FIG6P[55]+v8_f*(IPSP[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*
E4P[7]+v9_f*(IS7P[97]+IS7P[98]+IS7P[99]+IS7P[100]+IS7P[101]+IS7P[102]+IS7P[103]+IS7P[104]+IS
7P[105]+IS7P[106]+IS7P[107]+IS7P[108]+IS7P[109]+IS7P[110]+IS7P[111]+IS7P[112])*IT3P[7] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[55]
v2_FIG6P[56]+v8_f*(IPSP[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*
E4P[8]+v9_f*(IS7P[97]+IS7P[98]+IS7P[99]+IS7P[100]+IS7P[101]+IS7P[102]+IS7P[103]+IS7P[104]+IS
7P[105]+IS7P[106]+IS7P[107]+IS7P[108]+IS7P[109]+IS7P[110]+IS7P[111]+IS7P[112])*IT3P[8] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[56]
v2_FIG6P[57]+v8_f(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*
E4P[9]+v9_f*(IS7P[119]+IS7P[113]+IS7P[114]+IS7P[115]+IS7P[116]+IS7P[117]+IS7P[118]+IS7P[120
+IS7P[121]+IS7P[122]+IS7P[123]+IS7P[124]+IS7P[125]+IS7P[126]+IS7P[127]+IS7P[128])* T3P[1] =
(V2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[57]
v2_FIGEP[58]+v8_f*(IPSP[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*
E4P[10]+v9_f*(IS7P[119]+IS7P[113]+IS7P[114]+IS7P[115]+IS7P[116]+IS7P[117]+IS7P[118]+IS7P[12
0]+IS7P[121]+IS7P[122]+IS7P[123]+IS7P[124]+IS7P[125]+IS7P[126]+IS7P[127]+IS7P[128])* T3P[2]
= (v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[58]
v2_FIG6P[59]+v8_f*(IPSP[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*
E4P[11]+v9_f*(IS7P[119]+IS7P[113]+IS7P[114]+IS7P[115]+IS7P[116]+IS7P[117]+IS7P[118]+IS7P[12
0]+IS7P[121]+IS7P[122]+IS7P[123]+IS7P[124]+IS7P[125]+IS7P[126]+IS7P[127]+IS7P[128])* T3P[3]
= (v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[59]
v2_fIG6P[60]+v8_(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*
E4P[12]+v9_f*(ISTP[119]+IS7P[113]+IS7P[114]+IS7P[115]+IS7P[116]+IS7P[117]+IS7P[118]+IS7P[12
0]+IS7P[121]+IS7P[122]+IS7P[123]+IS7P[124]+IS7P[125]+IS7P[126]+IS7P[127]+IS7P[128])* T3P[4]
= (v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[60]
v2_FIG6P[61]+v8_f*(IPSP[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*
E4P[13]+v9_f*(IS7P[119]+IS7P[113]+IS7P[114]+IS7P[115]+IS7P[116]+IS7P[117]+IS7P[118]+IS7P[12
0]+IS7P[121]+IS7P[122]+IS7P[123]+IS7P[124]+IS7P[125]+IS7P[126]+IS7P[127]+IS7P[128])* T3P[5]
= (v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[61]
v2_FIG6P[62]+v8_f*(IPSP[28]+IP5P[29]+IPSP[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*
E4P[14]+v9_f*(ISTP[119]+IS7P[113]+IS7P[114]+IS7P[115]+IS7P[116]+IS7P[117]+IS7P[118]+IS7P[12
0]+IS7P[121]+IS7P[122]+IS7P[123]+IS7P[124]+IS7P[125]+IS7P[126]+IS7P[127]+IS7P[128])*I T3P[6]
= (v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[62]
v2_fIG6P[63]+v8_(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*
E4P[15]+v9_f*(IS7P[119]+IS7P[113]+IS7P[114]+IS7P[115]+IS7P[116]+IS7P[117]+IS7P[118]+IS7P[12
0]+IS7P[121]+IS7P[122]+IS7P[123]+IS7P[124]+IS7P[125]+IS7P[126]+IS7P[127]+IS7P[128])* T3P[7]
= (v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[63]
v2_FIG6P[64]+v8_f*(IPSP[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*
E4P[16]+v9_f*(IS7P[119]+IS7P[113]+IS7P[114]+IS7P[115]+IS7P[116]+IS7P[117]+IS7P[118]+IS7P[12
0]+IS7P[121]+IS7P[122]+IS7P[123]+IS7P[124]+IS7P[125]+IS7P[126]+IS7P[127]+IS7P[128])* T3P[8]
= (v2_b+v8_b+v9_b+v3+.790648704229291e-3)*IF6P[64]

FBP

V3*IF6P[1]+v4_b*IT3P[1]"2 = v4_f*IFBP[1]
V3*IF6P[2]+v4_b*IT3P[1]*IT3P[2] = v4_fIFBP[2]
V3*IF6P[3]+v4_b*IT3P[1]*IT3P[3] = v4_f*IFBP[3]
V3*IF6P[4]+v4_b*IT3P[L]*IT3P[4] = v4_f*IFBP[4]
V3*IF6P[5]+v4_b*IT3P[1]*T3P[5] = v4_f*IFBP[5]
V3*IF6P[6]+v4_b*IT3P[1]*IT3P[6] = v4_f*IFBP[6]
V3*IF6P[7]+v4_b*IT3P[1]*T3P[7] = v4_f*IFBP[7]
v3*IF6P[8]+v4_b*IT3P[1]*IT3P[8] = v4_f*IFBP[8]
V3*IF6P[9]+v4_b*IT3P[1]T3P[5] = v4_f*IFBP[9]
V3*IF6P[10]+v4_b*T3P[5]*IT3P[2] = v4_f*IFBP[10]
V3*IF6P[11]+v4_b*T3P[5]*IT3P[3] = v4_f*IFBP[11]
V3*IF6P[12]+v4_b*T3P[5]*IT3P[4] = v4_f*IFBP[12]
V3*IF6P[13]+v4_b*T3P[5]"2 = v4_f*IFBP[13]
V3*IF6P[14]+v4_b*IT3P[5]*IT3P[6] = v4_f*IFBP[14]
V3*IF6P[15]+v4_b*T3P[5]*IT3P[7] = v4_f*IFBP[15]
V3*IF6P[16]+v4_b*T3P[5]*IT3P[8] = v4_f*IFBP[16]
V3*IF6P[17]+v4_b*T3P[1]*IT3P[3] = v4_f*IFBP[17]
V3*IF6P[18]+v4_b*T3P[3]*IT3P[2] = v4_f*IFBP[18]
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V3*IF6P[19]+v4_b*T3P[3]"2 = v4_f*IFBP[19]

V3*IF6P[20]+v4_b*T3P[3]*IT3P[4] = v4_f*IFBP[20]
V3*IF6P[21]+v4_b*T3P[5]*IT3P[3] = v4_f*IFBP[21]
V3*IF6P[22]+v4_b*T3P[3]*IT3P[6] = v4_f*IFBP[22]
V3*IF6P[23]+v4_b*T3P[3]*IT3P[7] = v4_f*IFBP[23]
V3*IF6P[24]+v4_b*T3P[3]*IT3P[8] = v4_f*IFBP[24]
V3*IF6P[25]+v4_b*T3P[1]*IT3P[7] = v4_f*IFBP[25]
V3*IF6P[26]+v4_b*T3P[7]*IT3P[2] = v4_f*IFBP[26]
V3*IF6P[27]+v4_b*T3P[3]*IT3P[7] = v4_f*IFBP[27]
V3*IF6P[28]+v4_b*T3P[7]*IT3P[4] = v4_f*IFBP[28]
V3*IF6P[29]+v4_b*T3P[5]*IT3P[7] = v4_f*IFBP[29]
V3*IF6P[30]+v4_b*T3P[7]*IT3P[6] = v4_f*IFBP[30]
V3*IF6P[31]+v4_b*T3P[7]"2 = v4_f*IFBP[31]

V3*IF6P[32]+v4_b*T3P[7]*IT3P[8] = v4_f*IFBP[32]
V3*IF6P[33]+v4_b*T3P[1]*IT3P[2] = v4_f*IFBP[33]
V3*IF6P[34]+v4_b*T3P[2]*2 = v4_f*IFBP[34]

V3*IF6P[35]+v4_b*T3P[3]*IT3P[2] = v4_f*IFBP[35]
V3*IF6P[36]+v4_b*T3P[2]*IT3P[4] = v4_f*IFBP[36]
V3*IF6P[37]+v4_b*T3P[5]*IT3P[2] = v4_f*IFBP[37]
V3*IF6P[38]+v4_b*IT3P[2]*IT3P[6] = v4_f*IFBP[38]
V3*IF6P[39]+v4_b*T3P[7]*IT3P[2] = v4_f*IFBP[39]
V3*IF6P[40]+v4_b*IT3P[2]*IT3P[8] = v4_f*IFBP[40]
V3*IF6P[41]+v4_b*T3P[1]*IT3P[6] = v4_f*IFBP[41]
V3*IF6P[42]+v4_b*T3P[2]*IT3P[6] = v4_f*IFBP[42]
V3*IF6P[43]+v4_b*T3P[3]*IT3P[6] = v4_f*IFBP[43]
V3*IF6P[44]+v4_b*T3P[6]*IT3P[4] = v4_f*IFBP[44]
V3*IF6P[45]+v4_b*T3P[5]*IT3P[6] = v4_f*IFBP[45]
V3*IF6P[46]+v4_b*T3P[6]"2 = v4_f*IFBP[46]

V3*IF6P[47]+v4_b*T3P[7]*IT3P[6] = v4_f*IFBP[47]
V3*IF6P[48]+v4_b*IT3P[6]*IT3P[8] = v4_f*IFBP[48]
V3*IF6P[49]+v4_b*T3P[1]*IT3P[4] = v4_f*IFBP[49]
V3*IF6P[50]+v4_b*T3P[2]*IT3P[4] = v4_f*IFBP[50]
V3*IF6P[51]+v4_b*T3P[3]*IT3P[4] = v4_f*IFBP[51]
V3*IF6P[52]+v4_b*T3P[4]*2 = v4_f*IFBP[52]

V3*IF6P[53]+v4_b*T3P[5]*IT3P[4] = v4_f*IFBP[53]
V3*IF6P[54]+v4_b*T3P[6]*IT3P[4] = v4_f*IFBP[54]
V3*IF6P[55]+v4_b*T3P[7]*IT3P[4] = v4_f*IFBP[55]
V3*IF6P[56]+v4_b*T3P[4]*IT3P[8] = v4_f*IFBP[56]
V3*IF6P[57]+v4_b*T3P[1]*IT3P[8] = v4_f*IFBP[57]
V3*IF6P[58]+v4_b*T3P[2]*IT3P[8] = v4_f*IFBP[58]
V3*IF6P[59]+v4_b*T3P[3]*IT3P[8] = v4_f*IFBP[59]
V3*IF6P[60]+v4_b*IT3P[4]*IT3P[8] = v4_f*IFBP[60]
V3*IF6P[61]+v4_b*T3P[5]*IT3P[8] = v4_f*IFBP[61]
V3*IF6P[62]+v4_b*IT3P[6]*IT3P[8] = v4_f*IFBP[62]
V3*IF6P[63]+v4_b*T3P[7]*IT3P[8] = v4_f*IFBP[63]
V3*IF6P[64]+v4_b*T3P[8]*2 = v4_f*IFBP[64]

T3P

v7_f*(IPSP[1]+IP5P[9]+IP5P[17]+IP5P[25])+v8_f*(IPSP[1]+IP5P[9]+IP5P[17]+IP5P[25])+vO_b*(IF6P[4
9]+IF6P[57]+IF6P[1]+IF6P[9]+IF6P[17]+IF6P[25]+IF6P[33]+IF6P[41])+v10_b*I3PG[1]+v4_f*(IFBP[5]+I
FBP[6]+IFBP[7]+IFBP[8]+IFBP[1]+IFBP[2]+IFBP[3]+IFBP[4])+v4_f*(IFBP[33]+IFBP[17]+IFBP[25]+IFB
P[9]+IFBP[1]+IFBP[57]+IFBP[41]+IFBP[49]) = (v7_b+v8_b+vO_f+v10_f+2*v4_b+.876494312136489-
3)*IT3P[1]
v7_f*(IPSP[10]+IP5P[2]+IP5P[26]+IP5P[18])+v8_f*(IP5P[10]+IP5P[2]+IP5P[26]+IP5P[18])+vO_b*(IF6P
[50]+IF6P[58]+IF6P[2]+IF6P[10]+IF6P[18]+IF6P[26]+IF6P[34]+IF6P[42])+v10_b*I3PG[2]+v4_f*(IFBP[3
3]+IFBP[34]+IFBP[35]+IFBP[36]+IFBP[37]+IFBP[38]+IFBP[39]+IFBP[40])+v4_f*(IFBP[34]+IFBP[18]+I
FBP[26]+IFBP[10]+IFBP[2]+IFBP[58]+IFBP[42]+IFBP[50]) =
(V7_b+v8_b+vO_f+v10_f+2*v4_b+.876494312136489e-3)*IT3P[2]
v7_f*(IPSP[19]+IP5P[27]+IP5P[3]+IP5P[11])+v8_f*(IP5P[19]+IP5P[27]+IP5P[3]+IP5P[11])+vO_b*(IF6P
[43]+IF6P[51]+IF6P[59]+IF6P[3]+IF6P[11]+IF6P[19]+IF6P[27]+IF6P[35])+v10_b*I3PG[3]+v4_f*(IFBP[1
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7]+IFBP[18]+IFBP[19]+IFBP[20]+IFBP[21]+IFBP[22]+IFBP[23]+IFBP[24])+v4_f*(IFBP[27]+IFBP[35]+|
FBP[11]+IFBP[19]+IFBP[3]+IFBP[51]+IFBP[59]+IFBP[43]) =
(V7_b+v8_b+vO_f+v10_f+2*v4_b+.876494312136489e-3)*IT3P[3]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[4]+IP5P[20]+IP5P[12])+v8_f*(IP5P[28]+IP5P[4]+IP5P[20]+IP5P[12])+vO_b*(IF6P
[44]+IF6P[52]+IF6P[60]+IF6P[4]+IF6P[12]+IF6P[20]+IF6P[28]+IF6P[36])+v10_b*I3PG[4]+v4_f*(IFBP[5
1]+IFBP[52]+IFBP[53]+IFBP[54]+IFBP[55]+IFBP[56]+FBP[49]+IFBP[50])+v4_f*(IFBP[28]+IFBP[36]+I
FBP[12]+IFBP[20]+IFBP[4]+IFBP[52]+IFBP[60]+IFBP[44]) =
(V7_b+v8_b+vO_f+v10_f+2*v4_b+.876494312136489e-3)*IT3P[4]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[29]+IP5P[21]+IP5P[13])+v8_f*(IP5P[5]+IP5P[29]+IP5P[21]+IP5P[13])+vO_b*(IF6P
[45]+IF6P[53]+IF6P[61]+IF6P[5]+IF6P[13]+IF6P[21]+IF6P[29]+IF6P[37])+v10_b*I3PG[5]+v4_f(IFBP[1
1]+IFBP[12]+IFBP[13]+IFBP[14]+IFBP[15]+IFBP[16]+IFBP[9]+IFBP[10])+v4_f*(IFBP[29]+IFBP[37]+IF
BP[13]+IFBP[21]+IFBP[5]+IFBP[53]+IFBP[61]+IFBP[45]) =
(V7_b+v8_b+vO_f+v10_f+2*v4_b+.876494312136489e-3)*IT3P[5]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[30]+IP5P[6]+IP5P[22])+v8_f*(IP5P[14]+IP5P[30]+IP5P[6]+IP5P[22])+vO_b*(IF6P
[46]+IF6P[54]+IF6P[62]+IF6P[6]+IF6P[14]+IF6P[22]+IF6P[30]+IF6P[38])+v10_b*I3PG[6]+v4_f*(IFBP[4
1]+IFBP[42]+IFBP[43]+IFBP[44]+IFBP[45]+IFBP[46]+FBP[47]+IFBP[48])+v4_f*(IFBP[30]+IFBP[38]+I
FBP[14]+IFBP[22]+IFBP[6]+IFBP[54]+IFBP[62]+IFBP[46]) =
(V7_b+v8_b+vO_f+v10_f+2*v4_b+.876494312136489e-3)*IT3P[6]
v7_f*(IPSP[15]+IP5P[23]+IP5P[31]+IP5P[7])+v8_f*(IP5P[15]+IP5P[23]+IP5P[31]+IP5P[7])+vO_b*(IF6P
[23]+IF6P[47]+IF6P[55]+IF6P[63]+IF6P[7]+IF6P[15]+IF6P[31]+IF6P[39])+v10_b*I3PG[7]+v4_f(IFBP[2
7]+IFBP[28]+IFBP[29]+IFBP[30]+IFBP[31]+IFBP[32]+IFBP[25]+IFBP[26])+v4_f*(IFBP[31]+IFBP[39]+I
FBP[15]+IFBP[23]+IFBP[7]+IFBP[55]+IFBP[63]+IFBP[47]) =
(V7_b+v8_b+vO_f+v10_f+2*v4_b+.876494312136489e-3)*IT3P[7]
v7_f*(IP5P[16]+IP5P[32]+IP5P[24]+IP5P[8])+v8_f*(IP5P[16]+IP5P[32]+IP5P[24]+IP5P[8])+vO_b*(IF6P
[48]+IF6P[56]+IF6P[64]+IF6P[8]+IF6P[16]+IF6P[24]+IF6P[32]+IF6P[40])+v10_b*I3PG[8]+v4_f*(IFBP[6
4]+IFBP[57]+IFBP[58]+IFBP[59]+IFBP[60]+IFBP[61]+IFBP[62]+IFBP[63])+v4_f*(IFBP[32]+IFBP[16]+I
FBP[24]+IFBP[8]+IFBP[64]+IFBP[56]+IFBP[40]+IFBP[48]) =
(V7_b+v8_b+vO_f+v10_f+2*v4_b+.876494312136489e-3)*IT3P[8]

3PG

v10_fIT3P[1]+v11_b*PEP[1] = (v10_b+v1l_f+16964700644637e-1)*3PG[1]
v10_f{IT3P[2]+v11_b*PEP[2] = (v10_b+v1l {+.16964700644637e-1)*3PG[2]
v10_f{IT3P[3]+v11_b*PEP[3] = (v10_b+v1l {+16964700644637e-1)*13PG[3]
v10_f{IT3P[4]+v11_b*PEP[4] = (v10_b+v1l {+16964700644637e-1)*3PG[4]
v10_f*IT3P[5]+v11_b*PEP[5] = (v10_b+v1l {+16964700644637e-1)*3PG[5]
v10_f*IT3P[6]+v11_b*IPEP[6] = (v10_b+v1l f+16964700644637e-1)*I3PG[6]
v10_f{IT3P[7]+v11_b*PEP[7] = (v10_b+v1l f+16964700644637e-1)*13PG[7]
v10_f*IT3P[8]+v11_b*PEP[8] = (v10_b+v1l f+16964700644637e-1)*13PG[8]

PEP

v11 f*13PG[1]+v13_b*(IOAA[1]+IOAA[2]) = (v11_b+v13 f+vi2+v1+.142098388914668e-1)*IPEP[1]
v11_f*13PG[2]+v13_b*(IOAA[3]+IOAA[4]) = (v11_b+v13_f+v12+v1+.142098388914668e-1)*IPEP[2]
v11_f*13PG[3]+v13_b*(IOAA[5]+IOAA[6]) = (v11_b+v13_f+v12+v1+.142098388914668e-1)*|PEP[3]
v11_f*13PG[4]+v13_b*(IOAA[7]+IOAA[S]) = (v11_b+v13 f+v12+v1+.142098388914668e-1)*|PEP[4]
v11_f*13PG[5]+v13_b*(IOAA[9]+IOAA[10]) = (v11_b+v13_f+v12+v1+.142098388914668e-1)*IPEP[5]
v11_f*13PG[6]+v13_b*(IOAA[11]+I0AA[12]) = (v11_b+v13_f+v12+v1+.142098388914668e-1)*IPEP[6]
v11_f*13PG[7]+v13_b*(IOAA[13]+I0AA[14]) = (v11_b+v13_f+v12+v1+.142098388914668e-1)*IPEP[7]
v11_f*13PG[8]+v13_b*(IOAA[15]+I0AA[16]) = (v11_b+v13_f+vi2+v1+.142098388914668e-1)*IPEP[8]

PYR

(v12+v1)*IPEP[1]+v18*(IMal[1]+IMal[2]) = (v19+.502850468884723e-1)*IPyr[1]
(v12+v1)*IPEP[2]+v18*(IMal[3]+IMal[4]) = (v19+.502850468884723e-1)*IPyr[2]
(v12+v1)*IPEP[3]+v18*(IMal[5]+IMal[6]) = (v19+.502850468884723e-1)*IPyr[3]
(v12+v1)*IPEP[4]+v18*(IMal[7]+IMal[8]) = (v19+.502850468884723e-1)*IPyr[4]
(v12+v1)*IPEP[5]+v18*(IMal[9]+IMal[10]) = (v19+.502850468884723e-1)*IPyr[5]
(v12+v1)*IPEP[6]+v18*(IMal[11]+IMal[12]) = (v19+.502850468884723¢-1)*IPyr[6]
(v12+v1)*IPEP[7]+v18*(IMal[13]+IMal[14]) = (v19+.502850468884723e-1)*IPyr[7]



(v12+v1)*IPEP[8]+Vv18*(IMal[15]+IMal[16]) = (v19+.502850468884723¢-1)*IPyr[8]

ACA

V19*(IPyr[1]+IPyr[5])+v20_b*IAcet[1] = (v20_f+v14+.380033146007629¢-1)*ACA[1]
v19*(IPyr[2]+IPyr[6])+v20_b*IAcet[2] = (v20_f+v14+.380033146007629¢-1)*IACA[2]
v19*(IPyr[3]+IPyr[7])+v20_b*IAcet[3] = (v20_f+v14+.380033146007629¢-1)*IACA[3]
v19*(IPyr[4]+IPyr[8])+v20_b*IAcet[4] = (v20_f+v14+.380033146007629¢-1)*IACA[4]

Pentosephosphat-Weg
6PG

V5*IG6P[1] = v6*I6PG[1]

V5*IG6P[2] = v6*16PG[2]

V5*IG6P[3] = v6*I6PG[3]

V5*IG6P[4] = v6*16PG[4]

V5*IG6P[5] = V6*I6PG[5]

V5*IG6P[6] = V6*I6PG[6]

V5*IG6P[7] = V6*I6PG[7]

V5*IG6P[8] = v6*I6PG[8]

V5*IG6P[9] = V6*I6PG[9]

V5*IG6P[10] = v6*I6PG[10]
V5*IG6P[11] = v6*I6PG[11]
V5*IG6P[12] = v6*I6PG[12]
V5*IG6P[13] = v6*I6PG[13]
V5*IG6P[14] = v6*I6PG[14]
V5*IG6P[15] = v6*I6PG[15]
V5*|G6P[16] = v6*I6PG[16]
V5*IG6P[17] = V6*I6PG[17]
V5*IG6P[18] = v6*I6PG[18]
V5*IG6P[19] = V6*I6PG[19]
V5*IG6P[20] = v6*I6PG[20]
V5*IG6P[21] = v6*I6PG[21]
V5*IG6P[22] = V6*I6PG[22]
V5*IG6P[23] = v6*I6PG[23]
V5*IG6P[24] = v6*I6PG[24]
V5*IG6P[25] = v6*I6PG[25]
V5*|G6P[26] = V6*I6PG[26]
V5*IG6P[27] = V6*I6PG[27]
V5*IG6P[28] = V6*I6PG[28]
V5*IG6P[29] = V6*I6PG[29]
V5*IG6P[30] = v6*I6PG[30]
V5*IG6P[31] = v6*I6PG[31]
V5*IG6P[32] = V6*I6PG[32]
V5*IG6P[33] = v6*I6PG[33]
V5*IG6P[34] = v6*I6PG[34]
V5*IG6P[35] = v6*I6PG[35]
V5*IG6P[36] = V6*I6PG[36]
V5*IG6P[37] = v6*I6PG[37]
V5*|G6P[38] = v6*I6PG[38]
V5*IG6P[39] = v6*I6PG[39]
V5*IG6P[40] = v6*I6PG[40]
V5*IG6P[41] = v6*I6PG[41]
V5*IG6P[42] = V6*I6PG[42]
V5*IG6P[43] = V6*I6PG[43]
V5*IG6P[44] = v6*I6PG[44]
V5*|G6P[45] = V6*I6PG[45]
V5*|G6P[46] = V6*I6PG[46]
V5*IG6P[47] = V6*I6PG[47]
V5*|G6P[48] = v6*I6PG[48]
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V5*IG6P[49] = v6*I6PG[49]
V5*IG6P[50] = v6*I6PG[50]
V5*IG6P[51] = v6*I6PG[51]
V5*IG6P[52] = v6*I6PG[52]
V5*IG6P[53] = v6*I6PG[53]
V5*IG6P[54] = v6*I6PG[54]
V5*IGBP[55] = v6*I6PG[55]
V5*IGBP[56] = v6*I6PG[56]
V5*IGBP[57] = v6*I6PG[57]
V5*IG6P[58] = v6*I6PG[58]
V5*IGBP[59] = v6*I6PG[59]
V5*IG6P[60] = v6*I6PG[60]
V5*IG6P[61] = v6*I6PG[61]
V5*IG6P[62] = v6*I6PG[62]
V5*IG6P[63] = v6*I6PG[63]
V5*IG6P[64] = v6*I6PG[64]

P5P

V6*(I6PG[33]+I6PG[1])+v7_b*(ISTP[33]+IS7P[1]+IS7P[65]+ISTP[97])+v7_b*(IS7P[30]+IS7P[2]+IS7P[2
7]+1S7P[3]+IS7P[32]+IS7P[1]+IS7P[26]+IS7P[6]+IS7P[9]+|S7P[22]+IS7P[15]+IS7P[4]+IS7P[18]+IS7P|
17]+IS7P[25]+IS7P[11]+IS7P[21]+IS7P[23]+IS7P[31]+IS7P[7]+IS7P[20]+IS7P[12]+IS7P[24]+IS7P[8]+I
S7P[13]+IS7P[28]+IS7P[5]+IS7P[16]+IS7P[29]+IS7P[10]+IS7P[19]+IS7P[14])*I T3P[1]+Vv8_b*(IF6P[1]+
IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]+IF6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6
P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16])*IT3P[1] = (2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*|P5P[1]
V6*(I6PG[34]+16PG[2])+v7_b*(ISTP[34]+IS7P[2]+IS7P[66]+IS7P[98])+v7_b*(IS7P[30]+IS7P[2]+IS7P[2
7]+1S7P[3]+IS7P[32]+IS7P[1]+IS7P[26]+IS7P[6]+IS7P[9]+|S7P[22]+IS7P[15]+IS7P[4]+|S7P[18]+IS7P|
17]+IS7P[25]+IS7P[11]+IS7P[21]+IS7P[23]+IS7P[31]+IS7P[7]+IS7P[20]+|S7P[12]+|S7P[24]+IS7P[8]+|
S7P[13]+IS7P[28]+IS7P[5]+IS7P[16]+IS7P[29]+IS7P[10]+IS7P[19]+IS7P[14])*I T3P[2]+Vv8_b*(IF6P[1]+
IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]+IF6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6 P[12]+IF6
P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16])*IT3P[2] = (2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*|P5P[2]
V6*(I6PG[3]+16PG[35])+v7_b*(IS7P[3]+IS7P[35]+IS7P[67]+ISTP[99])+v7_b*(IS7P[30]+IS7P[2]+IS7P[2
7]+IS7P[3]+IS7P[32]+IS7P[1]+IS7P[26]+IS7P[6]+IS7P[9]+IS7P[22]+IS7P[15]+IS7P[4]+IS7P[18]+IS7P|
17]+IS7P[25]+IS7P[11]+IS7P[21]+IS7P[23]+IS7P[31]+IS7P[7]+IS7P[20]+IS7P[12]+IS7P[24]+IS7P[8] +|
S7P[13]+IS7P[28]+IS7P[5]+IS7P[16]+IS7P[29]+IS7P[10]+IS7P[19]+IS7P[14])*I T3P[3]+Vv8_b*(IF6P[1]+
IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]+IF6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6
P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16])*I T3P[3] = (2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*|P5P[3]
V6*(I6PG[36]+I6PG[4])+v7_b*(IS7P[4]+IS7P[36]+IS7P[68]+IS7P[100])+v7_b*(IS7P[30]+IS7P[2]+IS7P|
27]+IS7P[3]+IS7P[32]+IS7P[1]+IS7P[26]+IS7P[6]+IS7P[9]+IS7P[22]+IS7P[15]+IS7P[4]+IS7P[18]+IS7
P[17]+IS7P[25]+IS7P[11]+IS7P[21]+IS7P[23]+IS7P[31]+IS7P[7]+|S7P[20]+IS7P[12]+IS7P[24]+IS7P[8
J+1S7P[13]+IS7P[28]+IS7P[5]+IS7P[16]+IS7P[29]+IS7P[10]+IS7P[19]+IS7P[14])*I T3P[4]+v8_b*(IF6P[
1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]+IF6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+]
F6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16])*IT3P[4] = (2*v7_f+Vv8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[4]
V6*(I6PG[5]+I6PG[37])+v7_b*(IS7TP[5]+IS7P[37]+IS7P[69]+IS7P[101])+v7_b*(IS7P[30]+IS7P[2]+IS7P|
27]+IS7P[3]+IS7P[32]+IS7P[1]+IS7P[26]+IS7P[6]+IS7P[9]+IS7P[22]+IS7P[15]+IS7P[4]+IS7P[18]+IS7
P[17]+IS7P[25]+IS7P[11]+IS7P[21]+IS7P[23]+IS7P[31]+IS7P[7]+IS7P[20]+|S7P[12]+IS7P[24]+IS7P[8
J+IS7P[13]+IS7P[28]+IS7P[5]+IS7P[16]+IS7P[29]+IS7P[10]+IS7P[19]+IS7P[14])*I T3P[5]+v8_b*(IF6P|
1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]+IF6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+]
F6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16])*IT3P[5] = (2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[5]
V6*(I6PG[38]+I6PG[6])+v7_b*(IS7P[6]+IS7P[38]+IS7P[70]+IS7P[102])+v7_b*(IS7P[30]+IS7P[2]+IS7P|
27]+IS7P[3]+IS7P[32]+IS7P[1]+IS7P[26]+IS7P[6]+IS7P[9]+IS7P[22]+IS7P[15]+IS7P[4]+IS7P[18]+IS7
P[17]+IS7P[25]+IS7P[11]+IS7P[21]+IS7P[23]+IS7P[31]+IS7P[7]+|S7P[20]+IS7P[12]+IS7P[24]+IS7P[8
J+1S7P[13]+IS7P[28]+IS7P[5]+IS7P[16]+IS7P[29]+IS7P[10]+IS7P[19]+IS7P[14])*I T3P[6]+v8_b*(IF6P|
1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]+IF6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6 P[12]+]
FBP[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16])*IT3P[6] = (2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[6]
V6*(I6PG[39]+I6PG[7])+v7_b*(ISTP[7]+IS7P[39]+IS7P[71]+IS7P[103])+v7_b*(IS7P[30]+IS7P[2]+IS7P|
27]+IS7P[3]+IS7P[32]+IS7P[1]+IS7P[26]+IS7P[6]+IS7P[9]+IS7P[22]+IS7P[15]+IS7P[4]+IS7P[18]+IS7
P[17]+IS7P[25]+IS7P[11]+IS7P[21]+IS7P[23]+IS7P[31]+IS7P[7]+IS7P[20]+|S7P[12]+IS7P[24]+IS7P[8
J+IS7P[13]+IS7P[28]+IS7P[5]+IS7P[16]+IS7P[29]+IS7P[10]+IS7P[19]+IS7P[14])*I T3P[7]+v8_b*(IF6P|
1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]+IF6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6 P[12]+]
F6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16])*IT3P[7] = (2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[7]
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V6*(I6PG[8]+I6PG[40])+v7_b*(IS7P[8]+IS7P[40]+IS7P[72]+IS7P[104])+v7_b*(IS7P[30]+IS7P[2]+IS7P|
27]+IS7P[3]+IS7P[32]+IS7P[1]+IS7P[26]+IS7P[6]+IS7P[9]+|S7P[22]+IS7P[15]+IS7P[4]+IS7P[18]+IS7
P[17]+IS7P[25]+IS7P[11]+IS7P[21]+IS7P[23]+IS7P[31]+IS7P[7]+IS7P[20]+IS7P[12]+IS7P[24]+IS7P[8
J+1S7P[13]+IS7P[28]+IS7P[5]+IS7P[16]+IS7P[29]+IS7P[10]+IS7P[19]+IS7P[14])*I T3P[8]+v8_b*(IF6P|
1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]+IF6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6 P[12]+]
F6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16])*IT3P[8] = (2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*|P5P[8]
V6*(I6PG[41]+I6PG[9])+v7_b*(ISTP[9]+IS7P[41]+IS7P[73]+IS7P[105])+v7_b*(IS7P[62]+IS7P[34]+IS7
P[59]+IS7P[35]+IS7P[64]+S7P[33]+IS7P[58]+IS7P[38]+IS7P[41]+IS7P[54]+IS7P[47]+IS7P[36]+IS7P[
50]+IS7P[49]+IS7P[57]+IS7P[43]+IS7P[53]+IS7P[55]+IS7P[63]+IS7P[39]+IS7P[52]+IS7P[44]+IS7P[56
+IS7P[40]+IS7P[45]+IS7P[42]+IS7P[60]+|S7P[37]+IS7P[48]+IS7P[61]+IS7P[51]+IS7P[46])* T3P[L]+v
8_b*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]+IF6P[25]+IF6P[26
J[+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32])*I T3P[1] =
(2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[9]
V6*(I6PG[10]+16PG[42])+v7_b*(ISTP[10]+IS7P[42]+ISTP[74]+ISTP[106])+v7_b*(ISTP[62]+ISTP[34]+IS
7P[59]+1S7P[35]+IS7P[64]+IS7P[33]+IS7P[58]+IS7P[38]+IS7P[41]+IS7P[54]+IS7P[47]+ISTP[36]+IS7
P[50]+IS7P[49]+IS7P[57]+IS7P[43]+IS7P[53]+IS7P[55]+IS7P[63]+IS7P[39]+IS7P[52]+IS7P[44]+IS7P[
56]+1S7P[40]+IS7P[45]+IS7P[42]+S7P[60]+S7P[37]+IS7P[48]+IS7P[61]+IS7P[51]+IS7P[46])*I T3P[2]
+v8_b*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]+IF6P[25]+IF6P[
26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32])*I T3P[2] =
(2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[10]
V6*(I6PG[43]+I6PG[11])+v7_b*(IS7P[11]+IS7P[43]+ISTP[75]+ISTP[107])+v7_b*(ISTP[62]+ISTP[34]+IS
7P[59]+IS7P[35]+IS7P[64]+IS7P[33]+IS7P[58]+IS7P[38]+IS7P[41]+IS7P[54]+IS7P[47]+IS7P[36]+IS7
P[50]+IS7P[49]+IS7P[57]+IS7P[43]+IS7P[53]+IS7P[55]+IS7P[63]+IS7P[39]+IS7P[52]+IS7P[44]+IS7P[
56]+1S7P[40]+IS7P[45]+IS7P[42]+IS7P[60]+S7P[37]+IS7P[48]+IS7P[61]+IS7P[51]+IS7P[46])*I T3P[3]
+v8_b*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]+IF6 P[25]+IF6P[
26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32])*I T3P[3] =
(2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[11]
V6*(I6PG[44]+I6PG[12])+v7_b*(ISTP[12]+IS7P[44]+ISTP[76]+IS7P[108])+v7_b*(IS7TP[62]+IS7P[34]+IS
7P[59]+1S7P[35]+IS7P[64]+IS7P[33]+IS7P[58]+IS7P[38]+IS7P[41]+IS7P[54]+IS7P[47]+ISTP[36]+IS7
P[50]+IS7P[49]+IS7P[57]+IS7P[43]+IS7P[53]+IS7P[55]+IS7P[63]+IS7P[39]+IS7P[52]+IS7P[44]+IS7P[
56]+1S7P[40]+IS7P[45]+IS7P[42]+IS7P[60]+IS7P[37]+IS7P[48]+IS7P[61]+IS7P[51]+IS7P[46])*I T3P[4]
+v8_b*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]+IF6P[25]+IF6P[
26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]))*I T3P[4] =
(2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[12]
V6*(I6PG[13]+I6PG[45])+v7_b*(IS7P[13]+IS7P[45]+ISTP[77]+IS7TP[109])+v7_b*(IS7TP[62]+ISTP[34]+IS
7P[59]+1S7P[35]+IS7P[64]+IS7P[33]+S7P[58]+IS7P[38]+IS7P[41]+IS7P[54]+IS7P[47]+ISTP[36]+IS7
P[50]+IS7P[49]+IS7P[57]+IS7P[43]+IS7P[53]+IS7P[55]+IS7P[63]+IS7P[39]+IS7P[52]+IS7P[44]+IS7P[
56]+1S7P[40]+IS7P[45]+IS7P[42]+IS7P[60]+S7P[37]+IS7P[48]+IS7P[61]+IS7P[51]+IS7P[46])*I T3P[5]
+v8_b*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]+IF6 P[25]+IF6P[
26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32])*I T3P[5] =
(2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[13]
V6*(I6PG[14]+I6PG[46])+v7_b*(IS7P[14]+IS7P[46]+ISTP[78]+ISTP[110])+v7_b*(ISTP[62]+ISTP[34]+IS
7P[59]+IS7P[35]+IS7P[64]+IS7P[33]+IS7P[58]+IS7P[38]+IS7P[41]+IS7P[54]+IS7P[47]+IS7P[36]+IS7
P[50]+IS7P[49]+IS7P[57]+IS7P[43]+IS7P[53]+IS7P[55]+IS7P[63]+IS7P[39]+IS7P[52]+IS7P[44]+IS7P[
56]+1S7P[40]+IS7P[45]+IS7P[42]+IS7P[60]+IS7P[37]+IS7P[48]+IS7P[61]+IS7P[51]+IS7P[46])*I T3P[6]
+v8_b*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]+IF6P[25]+IF6P[
26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32])*I T3P[6] =
(2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[14]
V6*(I6PG[47]+I6PG[15])+v7_b*(ISTP[15]+ISTP[47]+ISTP[79]+IS7TP[111])+v7_b*(ISTP[62]+ISTP[34]+IS
7P[59]+1S7P[35]+IS7P[64]+IS7P[33]+IS7P[58]+IS7P[38]+IS7P[41]+IS7P[54]+IS7P[47]+ISTP[36]+IS7
P[50]+IS7P[49]+IS7P[57]+IS7P[43]+IS7P[53]+IS7P[55]+IS7P[63]+IS7P[39]+IS7P[52]+IS7P[44]+IS7P[
56]+1S7P[40]+IS7P[45]+IS7P[42]+IS7P[60]+S7P[37]+IS7P[48]+IS7P[61]+IS7P[51]+IS7P[46])*I T3P[7]
+v8_b*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]+IF6P[25]+IF6P[
26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32])*I T3P[7] =
(2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[15]
V6*(I6PG[48]+I6PG[16])+v7_b*(IS7P[16]+IS7P[48]+ISTP[80]+ISTP[112])+v7_b*(ISTP[62]+ISTP[34]+IS
7P[59]+IS7P[35]+IS7P[64]+IS7P[33]+IS7P[58]+IS7P[38]+IS7P[41]+IS7P[54]+IS7P[47]+IS7P[36]+IS7
P[50]+IS7P[49]+IS7P[57]+IS7P[43]+IS7P[53]+IS7P[55]+IS7P[63]+IS7P[39]+IS7P[52]+IS7P[44]+IS7P[
56]+1S7P[40]+IS7P[45]+IS7P[42]+IS7P[60]+S7P[37]+IS7P[48]+IS7P[61]+IS7P[51]+IS7P[46])*I T3P[8]
+v8_b*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]+IF6 P[25]+IF6P[
26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32])*I T3P[8] =
(2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[16]
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V6*(I6PG[17]+I6PG[49])+v7_b*(ISTP[17]+IS7P[49]+ISTP[81]+IS7P[113])+v7_b*(ISTP[94]+ISTP[66]+IS
7P[91]+IS7P[67]+IS7P[96]+IS7P[65]+S7P[90]+IS7P[70]+IS7P[73]+IS7P[86]+IS7P[79]+IS7P[68]+IS7
P[82]+IS7P[81]+IS7P[89]+IS7P[75]+IS7P[85]+IS7P[87]+IS7P[95]+IS7P[71]+IS7TP[84]+IS7P[76]+IST7P]
88]+IS7P[72]+IS7P[77]+IS7P[74]+ISTP[78]+IS7P[92]+IS7P[69]+IS7P[80]+IS7P[93]+IS7P[83])*I T3P[1]
+v8_b*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[33]+IF6P[34]+IF6 P[35]+IF6P[
36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]+IF6P[41]+IF6P[42])*I T3P[1] =
(2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[17]
V6*(I6PG[18]+I6PG[50])+v7_b*(IS7P[18]+IS7P[50]+IS7P[82]+IS7TP[114])+v7_b*(ISTP[94]+ISTP[66]+IS
7P[91]+IS7P[67]+IS7P[96]+IS7P[65]+IS7P[90]+IS7P[70]+IS7P[73]+IS7P[86]+IS7P[79]+IS7P[68]+IS7
P[82]+IS7P[81]+IS7P[89]+IS7P[75]+IS7P[85]+IS7P[87]+IS7P[95]+IS7P[71]+IS7P[84]+IS7P[76]+IS7P]
88]+IS7P[72]+IS7P[77]+IS7TP[74]+IS7P[78]+IS7P[92]+IS7P[69]+IS7P[80]+IS7P[93]+IS7P[83])*I T3P[2]
+v8_b*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[33]+IF6P[34]+IF6 P[35]+IF6P[
36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]+IF6P[41]+IF6P[42])*I T3P[2] =
(2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[18]
V6*(I6PG[51]+I6PG[19])+v7_b*(IS7P[19]+IS7P[51]+IS7P[83]+IS7P[115])+v7_b*(ISTP[94]+ISTP[66]+IS
7P[91]+IS7P[67]+IS7P[96]+IS7P[65]+IS7P[90]+IS7P[70]+IS7P[73]+IS7P[86]+IS7P[79]+IS7P[68]+IS7
P[82]+IS7P[81]+IS7P[89]+IS7P[75]+IS7P[85]+IS7P[87]+IS7P[95]+IS7P[71]+ISTP[84]+IS7TP[76]+IS7P]
88]+IS7P[72]+IS7P[77]+IS7P[74]+IS7P[78]+IS7P[92]+IS7P[69]+IS7P[80]+IS7P[93]+IS7P[83])*I T3P[3]
+v8_b*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[
36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]+IF6P[41]+IF6P[42])*I T3P[3] =
(2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[19]
V6*(I6PG[52]+I6PG[20])+v7_b*(IS7P[84]+IS7P[20]+IS7P[52]+ISTP[116])+v7_b*(ISTP[94]+ISTP[66]+IS
7P[91]+IS7P[67]+IS7P[96]+IS7P[65]+IS7P[90]+IS7P[70]+IS7P[73]+IS7P[86]+IS7P[79]+IS7P[68]+IS7
P[82]+IS7P[81]+IS7P[89]+IS7P[75]+IS7P[85]+IS7P[87]+IS7P[95]+IS7P[71]+IS7TP[84]+IS7P[76]+IS7P]
88]+IS7P[72]+IS7P[77]+IS7P[74]+ISTP[78]+IS7P[92]+IS7P[69]+IS7P[80]+IS7P[93]+IS7P[83])*I T3P[4]
+v8_b*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[33]+IF6P[34]+IF6 P[35]+IF6P[
36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]+IF6P[41]+IF6P[42])*I T3P[4] =
(2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[20]
V6*(I6PG[53]+I6PG[21])+v7_b*(IS7P[85]+ISTP[21]+IS7P[53]+IS7P[117])+v7_b*(ISTP[94]+ISTP[66]+IS
7P[91]+IS7P[67]+IS7P[96]+IS7P[65]+IS7P[90]+IS7P[70]+IS7P[73]+IS7P[86]+IS7P[79]+IS7P[68]+IS7
P[82]+IS7P[81]+IS7P[89]+IS7P[75]+IS7P[85]+IS7P[87]+IS7P[95]+IS7P[71]+IS7P[84]+IS7P[76]+IS7P]
88]+IS7P[72]+IS7P[77]+IS7P[74]+IS7P[78]+IS7P[92]+IS7P[69]+IS7P[80]+IS7P[93]+IS7P[83])*I T3P[5]
+v8_b*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[
36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]+IF6P[41]+IF6P[42])*I T3P[5] =
(2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[21]
V6*(I6PG[22]+16PG[54])+v7_b*(IS7TP[22]+IS7P[54]+IS7P[86]+IS7P[118])+v7_b*(ISTP[94]+ISTP[66]+IS
7P[91]+IS7P[67]+IS7P[96]+IS7P[65]+IS7P[90]+IS7P[70]+IS7P[73]+IS7P[86]+IS7P[79]+IS7P[68]+IS7
P[82]+IS7P[81]+IS7P[89]+IS7P[75]+IS7P[85]+IS7P[87]+IS7P[95]+IS7P[71]+ISTP[84]+IS7TP[76]+IS7P]
88]+IS7P[72]+IS7P[77]+IS7P[74]+ISTP[78]+IS7P[92]+IS7P[69]+IS7P[80]+IS7P[93]+IS7P[83])*I T3P[6]
+v8_b*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[33]+IF6P[34]+IF6 P[35]+IF6P[
36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]+IF6P[41]+IF6P[42]))*I T3P[6] =
(2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[22]
V6*(I6PG[55]+16PG[23])+v7_b*(IS7P[119]+IS7P[23]+IS7P[55]+IS7P[87])+v7_b*(ISTP[94]+ISTP[66]+IS
7P[91]+IS7P[67]+IS7P[96]+IS7P[65]+IS7P[90]+IS7P[70]+IS7P[73]+IS7P[86]+IS7P[79]+IS7P[68]+IS7
P[82]+IS7P[81]+IS7P[89]+IS7P[75]+IS7P[85]+IS7P[87]+IS7P[95]+IS7P[71]+IS7P[84]+IS7P[76]+IS7P]
88]+IS7P[72]+IS7P[77]+IS7P[74]+IS7P[78]+IS7P[92]+IS7P[69]+IS7P[80]+IS7P[93]+IS7P[83])*I T3P[7]
+v8_b*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[33]+IF6P[34]+IF6 P[35]+IF6P[
36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]+IF6P[41]+IF6P[42])*I T3P[7] =
(2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[23]
V6*(I6PG[24]+I6PG[56])+v7_b*(IS7P[24]+IS7P[56]+IS7P[88]+IS7P[120])+v7_b*(ISTP[94]+ISTP[66]+IS
7P[91]+IS7P[67]+IS7P[96]+IS7P[65]+S7P[90]+IS7P[70]+IS7P[73]+IS7P[86]+IS7P[79]+IS7P[68]+IS7
P[82]+IS7P[81]+IS7P[89]+IS7P[75]+IS7P[85]+IS7P[87]+IS7P[95]+IS7P[71]+ISTP[84]+IS7TP[76]+IS7P]
88]+IS7P[72]+IS7P[77]+IS7P[74]+IS7P[78]+IS7P[92]+IS7P[69]+IS7P[80]+IS7P[93]+IS7P[83])*I T3P[8]
+v8_b*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[
36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]+IF6P[41]+IF6P[42])*I T3P[8] =
(2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[24]
V6*(I6PG[25]+I6PG[57])+v7_b*(IS7P[25]+IS7P[57]+IS7P[89]+ISTP[121])+v7_b*(ISTP[106]+IS7P[126]
+IS7P[98]+IS7P[123]+IS7P[99]+IS7P[128]+IS7P[97]+IS7P[122]+IS7P[102]+IS7P[105]+IS7P[118]+IS7
P[111]+IS7P[100]+IS7P[114]+IS7P[113]+IS7P[121]+IS7P[107]+IS7P[117]+IS7TP[119]+IS7P[127]+IS7
P[103]+IS7P[116]+IS7P[108]+IS7P[120]+IS7P[104]+IS7P[109]+IS7P[110]+IS7P[124]+IS7P[101]+IS7
P[112]+IS7P[125]+IS7P[115])* T3P[1]+Vv8_b*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[5
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4]+IF6P[55]+IF6P[56]+IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64])*
IT3P[1] = (2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[25]
V6*(I6PG[26]+16PG[58])+v7_b*(IS7P[26]+IS7P[58]+IS7P[90]+IS7P[122])+v7_b*(IS7TP[106]+IS7P[126]
+S7P[98]+IS7P[123]+IS7P[99]+IS7P[128]+IS7P[97]+IS7P[122]+IS7P[102]+IS7P[105]+IS7P[118]+IS7
P[111]+IS7P[100]+IS7P[114]+IS7P[113]+IS7P[121]+IS7P[107]+IS7P[117]+IS7TP[119]+IS7P[127]+IS7
P[103]+IS7P[116]+IS7P[108]+IS7P[120]+IS7P[104]+IS7P[109]+IS7P[110]+IS7P[124]+IS7P[101]+IS7
P[112]+IS7P[125]+IS7P[115])*IT3P[2]+V8_b*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[5
4]+IF6P[55]+IF6P[56]+IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64])*
IT3P[2] = (2*v7_f+v8_{+.85926528434953e-2)*IP5P[26]
V6*(I6PG[27]+I6PG[59])+v7_b*(IS7P[27]+IS7P[59]+IS7P[91]+IS7P[123])+v7_b*(ISTP[106]+IS7P[126]
+S7P[98]+IS7P[123]+IS7P[99]+IS7P[128]+IS7P[97]+IS7P[122]+IS7P[102]+IS7P[105]+IS7P[118]+IS7
P[111]+IS7P[100]+IS7P[114]+IS7P[113]+IS7P[121]+IS7P[107]+IS7P[117]+IS7TP[119]+IS7P[127]+IS7
P[103]+IS7P[116]+IS7P[108]+IS7P[120]+IS7P[104]+IS7P[109]+IS7P[110]+IS7P[124]+IS7P[101]+IS7
P[112]+IS7P[125]+IS7P[115])*I T3P[3]+v8_b*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[5
4]+IF6P[55]+IF6P[56]+IF6P[57]+IF6P[S8]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6 P[64])*
IT3P[3] = (2*v7_f+v8_{+.85926528434953e-2)*IP5P[27]
V6*(I6PG[28]+16PG[60])+v7_b*(IS7P[28]+IS7P[60]+IS7P[92]+IS7P[124])+v7_b*(ISTP[106]+IS7P[126]
+S7P[98]+IS7P[123]+IS7P[99]+IS7P[128]+IS7P[97]+IS7P[122]+IS7P[102]+IS7P[105]+IS7P[118]+IS7
P[111]+IS7P[100]+IS7P[114]+IS7P[113]+IS7P[121]+IS7P[107]+IS7P[117]+IS7P[119]+|S7P[127]+IS7
P[103]+IS7P[116]+S7P[108]+IS7P[120]+IS7P[104]+IS7P[109]+IS7P[110]+IS7P[124]+IS7P[101]+IS7
P[112]+IS7P[125]+IS7P[115])*I T3P[4]+Vv8_b*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[5
4]+IF6P[55]+IF6P[56]+IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64])*
IT3P[4] = (2*v7_f+v8_{+.85926528434953e-2)*IP5P[28]
V6*(I6PG[29]+16PG[61])+v7_b*(IS7TP[29]+IS7P[61]+IS7P[93]+IS7P[125])+v7_b*(IS7P[106]+IS7P[126]
+S7P[98]+IS7P[123]+IS7P[99]+IS7P[128]+IS7P[97]+IS7P[122]+IS7P[102]+IS7P[105]+IS7P[118]+IS7
P[111]+IS7P[100]+IS7P[114]+IS7P[113]+IS7P[121]+IS7P[107]+IS7P[117]+IS7TP[119]+IS7P[127]+IS7
P[103]+IS7P[116]+IS7P[108]+IS7P[120]+IS7P[104]+IS7P[109]+IS7P[110]+IS7P[124]+IS7P[101]+IS7
P[112]+IS7P[125]+IS7P[115])*I T3P[5]+v8_b*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[5
4]+IF6P[55]+IF6P[56]+IF6P[57]+IF6P[S8]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6 P[64])*
IT3P[5] = (2*v7_f+v8_{+.85926528434953e-2)*IP5P[29]
V6*(I6PG[62]+16PG[30])+v7_b*(IS7P[30]+IS7P[62]+IS7P[94]+ISTP[126])+v7_b*(ISTP[106]+IS7P[126]
+S7P[98]+IS7P[123]+IS7P[99]+IS7P[128]+IS7P[97]+IS7P[122]+IS7P[102]+IS7P[105]+IS7P[118]+IS7
P[111]+IS7P[100]+IS7P[114]+IS7P[113]+IS7P[121]+IS7P[107]+IS7P[117]+IS7P[119]+IS7P[127]+IS7
P[103]+IS7P[116]+S7P[108]+IS7P[120]+IS7P[104]+IS7P[109]+IS7P[110]+IS7P[124]+IS7P[101]+IS7
P[112]+IS7P[125]+IS7P[115])*I T3P[6]+v8_b*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[5
4]+IF6P[55]+IF6P[56]+IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6 P[64])*
IT3P[6] = (2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[30]
V6*(I6PG[63]+16PG[31])+v7_b*(IS7P[31]+IS7P[63]+IS7P[95]+IS7P[127])+v7_b*(ISTP[106]+IS7P[126]
+S7P[98]+IS7P[123]+IS7P[99]+IS7P[128]+IS7P[97]+IS7P[122]+IS7P[102]+IS7P[105]+IS7P[118]+IS7
P[111]+IS7P[100]+IS7P[114]+IS7P[113]+IS7P[121]+IS7P[107]+ISTP[117]+IS7TP[119]+IS7P[127]+IS7
P[103]+IS7P[116]+S7P[108]+IS7P[120]+IS7P[104]+IS7P[109]+IS7P[110]+IS7P[124]+IS7P[101]+IS7
P[112]+IS7P[125]+IS7P[115])*IT3P[7]+Vv8_b*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[5
4]+IF6P[55]+IF6P[56]+IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64])*
IT3P[7] = (2*v7_f+v8_{+.85926528434953e-2)*IP5P[31]
V6*(I6PG[32]+I6PG[64])+v7_b*(IS7P[32]+IS7P[64]+IS7TP[96]+IS7TP[128])+v7_b*(ISTP[106]+IS7P[126]
+S7P[98]+IS7P[123]+IS7P[99]+IS7P[128]+IS7P[97]+IS7P[122]+IS7P[102]+IS7P[105]+IS7P[118]+IS7
P[111]+IS7P[100]+IS7P[114]+IS7P[113]+IS7P[121]+IS7P[107]+IS7P[117]+IS7TP[119]+IS7P[127]+IS7
P[103]+IS7P[116]+IS7P[108]+IS7P[120]+IS7P[104]+IS7P[109]+IS7P[110]+IS7P[124]+IS7P[101]+IS7
P[112]+IS7P[125]+IS7P[115])*I T3P[8]+v8_b*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[5
4]+IF6P[55]+IF6P[56]+IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64])*
IT3P[8] = (2*v7_f+v8_f+.85926528434953e-2)*IP5P[32]

S7P

v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IPSP[1]+v9_b*IE4P[1]*(IF
B6P[L]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[1]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IP5P[2]+v9_b*IE4P[2]*(IF
B6P[L]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[2]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IP5P[3]+v9_b*IE4P[3]*(IF
B6P[1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[3]
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v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IP5P[4]+vO_b*IE4P[4]*(IF
6P[1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[4]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IP5P[5]+v9_b*IE4P[5]*(IF
6P[1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[5]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IP5P[6]+v9_b*IE4P[6]*(IF
6P[1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[6]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IP5P[7]+v9_b*IE4P[7]*(IF
6P[1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[7]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IP5P[8]+v9_b*IE4P[8]*(IF
6P[1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[8]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IP5P[9]+v9_b*IE4P[9]*(IF
6P[1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[9]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IP5P[10]+vO_b*IE4P[10]*(
IF6P[1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[10]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+ I P5P[7]+IP5P[8])*IP5P[11]+vO_b*IE4P[11]*(
IF6P[1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[11]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+ I PSP[7]+IP5P[8])*IP5P[12]+vO_b*IE4P[12]*(
IF6P[1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[12]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IPSP[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IPSP[7]+IP5P[8])*IP5P[13]+vO_b*IE4P[13]*(
IF6P[1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[13]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IPSP[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+ I PSP[7]+IP5P[8])*IP5P[14]+vO_b*IE4P[14]*(
IF6P[1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[14]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IPSP[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IPSP[7]+IP5P[8])*IP5P[15]+vO_b*IE4P[15]*(
IF6P[1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[15]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+ I P5P[7]+IP5P[8])*IP5P[16]+vO_b*IE4P[16]*(
IF6P[1]+IF6P[2]+IF6P[3]+IF6P[4]+IF6P[5]+IF6P[6]+IF6P[7]+IF6P[8]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[16]
v7_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IP5P[17]+vO_b*IE4P[1]*(I
F6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16]) = (v7_b+VvO_f)*IS7P[17]
v7_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IP5P[18]+vO_b*IE4P[2]*(I
F6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16]) = (v7_b+vO_f)*IS7P[18]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IPSP[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IPSP[7]+IP5P[8])*IP5P[19]+vO_b*IE4P[3]*(I
F6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16]) = (v7_b+vO_f)*IS7P[19]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IPSP[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IPSP[7]+IP5P[8])*IP5P[20]+v9_b*IE4P[4]*(I
F6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[20]
v7_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IP5P[21]+v9_b*IE4P[5]*(I
F6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16]) = (v7_b+vO_f)*IS7P[21]
v7_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IP5P[22]+vO_b*IE4P[6]*(I
F6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16]) = (v7_b+vO_f)*IS7P[22]
v7_f*(IP5P[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IP5P[7]+IP5P[8])*IP5P[23]+vO_b*IE4P[7]*(I
F6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16]) = (v7_b+VvO_f)*IS7P[23]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IPSP[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IPSP[7]+IP5P[8])*IP5P[24]+vO_b*IE4P[8]*(I
F6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16]) = (v7_b+vO_f)*IS7P[24]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IPSP[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IPSP[7]+IP5P[8])*IP5P[25]+v9_b*IE4P[O]*(I
F6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16]) = (v7_b+vO_f)*IS7P[25]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IPSP[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IPSP[7]+IP5P[8])*IP5P[26]+vO_b*IE4P[10]*(
IF6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[26]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+P5P[7]+IP5P[8])*IP5P[27]+vO_b*IE4P[11]*(
IF6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16]) = (v7_b+v9_f)*IS7TP[27]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+ I P5P[7]+IP5P[8])*IP5P[28]+vO_b*IE4P[12]*(
IF6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[28]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IP5P[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+ I P5P[7]+IP5P[8])*IP5P[29]+vO_b*IE4P[13]*(
IF6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[29]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IPSP[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IPSP[7]+IP5P[8])*IP5P[30]+vO_b*IE4P[14]*(
IF6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[30]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IPSP[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IPSP[7]+IP5P[8])*IP5P[31]+vO_b*IE4P[15]*(
IF6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[31]
v7_f*(IPSP[5]+IP5P[2]+IP5P[3]+IPSP[1]+IP5P[6]+IP5P[4]+IPSP[7]+IP5P[8])*IP5P[32]+vO_b*IE4P[16]*(
IF6P[9]+IF6P[10]+IF6P[11]+IF6P[12]+IF6P[13]+IF6P[14]+IF6P[15]+IF6P[16]) = (v7_b+v9_f)*IS7P[32]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[1]+v9_b*IE
4P[1]*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[33]



205

v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[2]+v9_b*IE
4P[2]*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]) =
(V7_b+v9_f*IS7P[34]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[3]+v9_b*IE
4P[3]*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[35]
v7_f*(IPSP[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[4]+v9_b*IE
AP[4]*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[36]
v7_f*(IPSP[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[5]+v9_b*IE
4P[5]*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]) =
(v7_b+v9_f*IS7P[37]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[6]+v9_b*IE
4P[6]*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[38]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[7]+v9_b*IE
4P[7]*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[39]
v7_f*(IPSP[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[8]+v9_b*IE
4P[8]*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[40]
v7_f*(IPSP[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[9]+v9_b*IE
4P[9]*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]) =
(V7_b+v9_f*IS7P[41]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[10]+v9_b*|
E4P[10]*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[42]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[11]+vO_b*|
E4P[11]*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[43]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[12]+v_b*|
E4P[12]*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[44]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[13]+v9_b*|
E4P[13]*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[45]
v7_f+(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[14]+v9_b*|
E4P[14]*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[46]
v7_f+(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[15]+v9_b*|
E4P[15]*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[47]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[16]+v9_b*|
E4P[16]*(IF6P[23]+IF6P[17]+IF6P[18]+IF6P[19]+IF6P[20]+IF6P[21]+IF6P[22]+IF6P[24]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[48]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[17]+vO_b*|
E4P[1]*(IF6P[25]+IF6P[26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[49]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[18]+v9_b*|
E4P[2]*(IF6P[25]+IF6P[26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[50]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[19]+vO_b*|
E4P[3]*(IF6P[25]+IF6P[26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[51]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[20]+v9_b*|
E4P[A]*(IF6P[25]+IF6P[26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[52]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[21]+v9_b*|
E4P[5]*(IF6P[25]+IF6P[26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[53]
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v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[22]+v9_b*|
E4P[6]*(IF6P[25]+IF6P[26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[54]
v7_f+(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[23]+v9_b*|
E4P[7]*(IF6P[25]+IF6P[26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[55]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[24]+v9_b*|
E4P[8]*(IF6P[25]+IF6P[26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[56]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[25]+vO_b*|
E4P[9]*(IF6P[25]+IF6P[26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]) =
(V7_b+v9_f*IS7P[57]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[26]+v9_b*|
E4P[10]*(IF6P[25]+IF6P[26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[58]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[27]+v9_b*|
E4P[11]*(IF6P[25]+IF6P[26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[59]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[28]+v9_b*|
E4P[12]*(IF6P[25]+IF6P[26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6 P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[60]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[29]+vO_b*|
E4P[13]*(IF6P[25]+IF6P[26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6 P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[61]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[30]+v9_b*|
E4P[14]*(IF6P[25]+IF6P[26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[62]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[31]+v9_b*|
E4P[15]*(IF6P[25]+IF6P[26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[63]
v7_f*(IP5P[14]+IP5P[16]+IP5P[10]+IP5P[9]+IP5P[15]+IP5P[11]+IP5P[12]+IP5P[13])*IP5P[32]+v_b*|
E4P[16]*(IF6P[25]+IF6P[26]+IF6P[27]+IF6P[28]+IF6P[29]+IF6P[30]+IF6P[31]+IF6P[32]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[64]
v7_f*(IPSP[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IPSP[1]+vO_b*I
E4P[1]*(IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[65]
v7_f*(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[2]+vO_b*|
E4P[2]*(IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[66]
v7_f*(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[3]+vO_b*|
E4P[3]*(IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[67]
v7_f*(IPSP[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IPSP[4]+vO_b*|
E4P[A]*(IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[68]
v7_f*(IPSP[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IPSP[5]+vO_b*I
E4P[5]*(IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[69]
v7_f*(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[6]+vO_b*I
E4P[6]*(IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]) =
(V7_b+v9_f*IS7P[70]
v7_f*(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[7]+v9_b*|
E4P[7]*(IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]) =
(v7_b+v9_f*ISTP[71]
v7_f*(IPSP[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IPSP[8]+vO_b*I
E4P[8]*(IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]) =
(V7_b+v9_f*ISTP[72]
v7_f*(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[9]+vO_b*|
E4P[9]*(IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]) =
(V7_b+v9_f*IS7P[73]
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v7_f*(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[10]+v9_b*
|E4P[10]*(IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]) =
(V7_b+v9_f*ISTP[74]
v7_f*(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[11]+v9_b*
|E4P[11]*(IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[75]
v7_f*(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[12]+v9_b*
|E4P[12]*(IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[76]
v7_f*(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[13]+v9_b*
|E4P[13]*(IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]) =
(V7_b+v9_f*ISTP[77]
v7_f+(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[14]+v9_b*
|E4P[14]*(IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[78]
v7_f+(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[15]+v9_b*
|E4P[15]*(IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[79]
v7_f*(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[16]+v9_b*
|E4P[16]*(IF6P[33]+IF6P[34]+IF6P[35]+IF6P[36]+IF6P[37]+IF6P[38]+IF6P[39]+IF6P[40]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[80]
v7_f*(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[17]+v9_b*
|E4P[1]*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[41]+IF6P[42]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[81]
v7_f+(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[18]+v9_b*
IE4P[2]*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[41]+IF6P[42]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[82]
v7_f+(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[19]+v9_b*
|E4P[3]*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[41]+IF6P[42]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[83]
v7_f*(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[20]+v9_b*
|E4P[A]*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[41]+IF6P[42]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[84]
v7_f+(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[21]+v9_b*
IE4P[5]*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[41]+IF6P[42]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[85]
v7_f*(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[22]+v9_b*
|E4P[6]*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[41]+IF6P[42]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[86]
v7_f+(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[23]+v9_b*
|E4P[7]*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[41]+IF6P[42]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[87]
v7_f+(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[24]+v9_b*
|E4P[8]*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[41]+IF6P[42]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[88]
v7_f+(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[25]+v9_b*
IE4P[9]*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[41]+IF6P[42]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[89]
v7_f+(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[26]+v9_b*
|E4P[10]*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[41]+IF6P[42]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[90]
v7_f+(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[27]+v9_b*
|E4P[11]*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[41]+IF6P[42]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[91]
v7_f+(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[28]+v9_b*
|E4P[12]*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[41]+IF6P[42]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[92]
v7_f+(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[29]+v9_b*
|E4P[13]*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[41]+IF6P[42]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[93]
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v7_f*(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[30]+v9_b*
|E4P[14]*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[41]+IF6P[42]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[94]
v7_f+(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[31]+v9_b*
|E4P[15]*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[41]+IF6P[42]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[95]
v7_f*(IP5P[19]+IP5P[22]+IP5P[18]+IP5P[17]+IP5P[21]+IP5P[23]+IP5P[20]+IP5P[24])*IP5P[32]+v9_b*
|E4P[16]*(IF6P[43]+IF6P[44]+IF6P[45]+IF6P[46]+IF6P[47]+IF6P[48]+IF6P[41]+IF6P[42]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[96]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IPSP[1]+vO_b*I
E4P[1]*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[54]+IF6P[55]+IF6P[56]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[97]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[2]+vO_b*I
E4P[2]*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6 P[53]+IF6P[54]+IF6P[55]+IF6P[56]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[98]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[3]+vO_b*I
E4P[3]*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[54]+IF6P[55]+IF6P[56]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[99]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IPSP[4]+vO_b*I
E4P[A]*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[54]+IF6P[55]+IF6P[56]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[100]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IPSP[5]+vO_b*I
E4P[5]*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[54]+IF6P[55]+IF6P[56]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[101]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[6]+vO_b*I
E4P[6]*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[54]+IF6P[55]+IF6P[56]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[102]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[7]+vO_b*|
E4P[7]*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6 P[53]+IF6P[54]+IF6P[55]+IF6P[56]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[103]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IPSP[8]+vO_b*I
E4P[8]*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[54]+IF6P[55]+IF6P[56]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[104]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IPSP[9]+vO_b*I
E4P[9]*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6 P[53]+IF6P[54]+IF6P[55]+IF6P[56]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[105]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[10]+v9_b*
|E4P[10]*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[54]+IF6P[55]+IF6P[56]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[106]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[11]+v9_b*
|E4P[11]*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[54]+IF6P[55]+IF6P[56]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[107]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[12]+v9_b*
|E4P[12]*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[54]+IF6P[55]+IF6 P[56]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[108]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[13]+v9_b*
|E4P[13]*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[54]+IF6P[55]+IF6P[56]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[109]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[14]+v9_b*
|E4P[14]*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[54]+IF6P[55]+IF6 P[56]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[110]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[15]+v9_b*
|E4P[15]*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[54]+IF6P[55]+IF6P[56]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[111]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[16]+v9_b*
|E4P[16]*(IF6P[49]+IF6P[50]+IF6P[51]+IF6P[52]+IF6P[53]+IF6P[54]+IF6P[55]+IF6 P[56]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[112]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[17]+v9_b*
IE4P[1]*(IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[113]
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v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[18]+v9_b*
IE4P[2]*(IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[114]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[19]+v9_b*
IE4P[3]*(IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[115]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[20]+v9_b*
|E4P[A4]*(IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[116]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[21]+v9_b*
IE4P[5]*(IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64]) =
(v7_b+v9_f)*IS7TP[117]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[22]+v9_b*
IE4P[6]*(IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[118]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[23]+v9_b*
IE4P[7]*(IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[119]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[24]+v9_b*
|E4P[8]*(IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[120]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[25]+v9_b*
IE4P[9]*(IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64]) =
(v7_b+v9_f*IS7P[121]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[26]+v9_b*
IE4P[10]*(IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[122]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[27]+v9_b*
IE4P[11]*(IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[123]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[28]+v9_b*
|E4P[12]*(IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[124]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[29]+v9_b*
|E4P[13]*(IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[125]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[30]+v9_b*
|E4P[14]*(IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64]) =
(V7_b+v9_f)*IS7P[126]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[31]+v9_b*
|E4P[15]*(IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[127]
v7_f*(IP5P[28]+IP5P[29]+IP5P[30]+IP5P[27]+IP5P[32]+IP5P[26]+IP5P[25]+IP5P[31])*IP5P[32]+v9_b*
IE4P[16]*(IF6P[57]+IF6P[58]+IF6P[59]+IF6P[60]+IF6P[61]+IF6P[62]+IF6P[63]+IF6P[64]) =
(v7_b+v9_f)*IS7P[128]

E4P

v8_b*(IF6P[49]+IF6P[1]+IF6P[17]+IF6P[33])+v9_f*(IS7P[17]+IS7P[33]+IS7P[49]+ISTP[1]+IS7P[65]+IS
7P[81]+IS7P[97]+IS7P[113]) = (V8_f+v9_b+.69072572696761e-2)*IE4P[1]
v8_b*(IF6P[50]+IF6P[2]+IF6P[18]+IF6P[34])+v9_f*(IS7P[18]+IS7P[34]+IS7P[50]+IS7P[2]+IS7P[66]+IS
7P[82]+IS7P[98]+IS7P[114]) = (v8_f+v9_b+.69072572696761e-2)*IE4P[2]
v8_b*(IF6P[51]+IF6P[3]+IF6P[19]+IF6P[35])+v9_f*(IS7P[3]+IS7P[19]+IS7P[35]+IS7P[51]+IS7P[67]+IS
7P[83]+IS7P[99]+IS7P[115]) = (V8_f+v9_b+.69072572696761e-2)*IE4P[3]
v8_b*(IF6P[52]+IF6P[4]+IF6P[20]+IF6P[36])+vO_f*(IS7P[84]+IS7P[4]+IS7P[20]+IS7P[36]+IS7P[52]+IS
7P[68]+IS7P[100]+IS7P[116]) = (v8_f+vO_b+.69072572696761e-2)* E4AP[4]
v8_b*(IF6P[53]+IF6P[5]+IF6P[21]+IF6P[37])+v9_f*(IS7P[85]+IS7P[5]+IS7P[21]+IS7P[37]+IS7P[53]+IS
7P[69]+IS7P[101]+IS7P[117]) = (v8_f+vO_b+.69072572696761e-2)* E4P[5]
v8_b*(IF6P[54]+IF6P[6]+IF6P[22]+IF6P[38])+vO_f*(IS7P[6]+IS7P[22]+IS7P[38]+IS7P[54]+IS7P[70]+IS
7P[86]+IS7P[102]+IS7P[118]) = (v8_f+vO_b+.69072572696761e-2)*E4P[6]
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v8_b*(IF6P[23]+IF6P[55]+IF6P[7]+IF6P[39])+vO_f*(IS7TP[119]+IS7P[7]+IS7P[23]+IS7P[39]+IS7P[55]+I
S7P[71]+IS7P[87]+IS7P[103]) = (v8_f+Vv9_b+.69072572696761e-2)*|E4P[7]
v8_b*(IF6P[56]+IF6P[8]+IF6P[24]+IF6P[40])+v9_f*(IS7P[8]+IS7P[24]+IS7P[40]+IS7P[56]+IS7P[72]+IS
7P[88]+IS7P[104]+IS7P[120]) = (v8_f+vO_b+.69072572696761e-2)*E4P[8]
v8_b*(IF6P[57]+IF6P[9]+IF6P[25]+IF6P[41])+vO_f+(IS7P[9]+IS7P[25]+IS7P[41]+IS7P[57]+IS7P[73]+IS
7P[89]+IS7P[105]+IS7P[121]) = (v8_f+vO_b+.69072572696761e-2)*E4P[9]
v8_b*(IF6P[58]+IF6P[10]+IF6P[26]+IF6P[42])+v9_f*(IS7P[10]+IS7P[26]+IS7P[42]+IS7P[58]+IS7P[74]
+S7P[90]+IS7P[106]+IS7P[122]) = (V8_f+v9_b+.69072572696761e-2)*IE4P[10]
v8_b*(IF6P[43]+IF6P[59]+IF6P[11]+IF6P[27])+v9_f*(ISTP[11]+IS7P[27]+IS7P[43]+IS7P[59]+IS7P[75]
+IS7P[91]+IS7P[107]+IS7P[123]) = (V8_f+v9_b+.69072572696761e-2)*IE4P[11]
v8_b*(IF6P[44]+IF6P[60]+IF6P[12]+IF6P[28])+v9_f*(IS7TP[12]+IS7P[28]+IS7P[44]+IS7P[60]+IS7P[76]
+IS7P[92]+IS7P[108]+IS7P[124]) = (v8_f+v9_b+.69072572696761e-2)*IE4P[12]
v8_b*(IF6P[45]+IF6P[61]+IF6P[13]+IF6P[29])+v9_f*(IS7P[13]+IS7P[29]+IS7P[45]+IS7P[61]+IS7P[77]
+IS7P[93]+IS7P[109]+IS7P[125]) = (v8_f+v9_b+.69072572696761e-2)*IE4P[13]
v8_b*(IF6P[46]+IF6P[62]+IF6P[14]+IF6P[30])+v9_f*(IS7P[14]+IS7P[30]+IS7P[46]+IS7P[62]+IS7P[78]
+IS7P[94]+IS7P[110]+IS7P[126]) = (v8_f+v9_b+.69072572696761e-2)*IE4P[14]
v8_b*(IF6P[47]+IF6P[63]+IF6P[15]+IF6P[31])+v9_f*(IS7TP[15]+IS7P[31]+IS7P[47]+IS7P[63]+IS7P[79]
+IS7P[95]+IS7P[111]+IS7P[127]) = (V8_f+v9_b+.69072572696761e-2)*IE4P[15]
v8_b*(IF6P[48]+IF6P[64]+IF6P[16]+IF6P[32])+v9_f*(IS7P[16]+IS7P[32]+IS7P[48]+IS7P[64]+IS7P[80]
+IS7P[96]+IS7P[112]+IS7P[128]) = (V8_f+v9_b+.69072572696761e-2)*IE4P[16]

Tricarbonsaure-Zyklus
AKG

V14*|ACA[1]*(IOAA[L]+IOAA[9]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[1]
V145 ACA[1]*(IOAA[2]+I0AA[10]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[2]
V14*|ACA[1]*(IOAA[3]+IOAA[11]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[3]
V14*|ACA[1]*(IOAA[4]+I0AA[12]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[4]
V14*|ACA[1]*(IOAA[S]+IOAA[13]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKGI[5]
V14*|ACA[1]*(IOAA[B]+I0AA[14]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKGI6]
V14*|ACA[1]*(IOAA[7]+IOAA[15]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[7]
V14*|ACA[1]*(IOAA[S]+IOAA[16]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKGI[8]
V14*|ACA[2]*(IOAA[L]+IOAA[9]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[9]
V14*|ACA[2]*(IOAA[2]+I0AA[10]) = (V15+.9231314783813e-2)*IAKG[10]
V14*|ACA[2]*(IOAA[3]+I0AA[11]) = (V15+.9231314783813e-2)*IAKG[11]
V14*|ACA[2]*(IOAA[4]+I0AA[12]) = (V15+.9231314783813e-2)*IAKG[12]
V14*|ACA[2]*(IOAA[S]+I0AA[13]) = (V15+.9231314783813e-2)*IAKG[13]
V14*|ACA[2]*(IOAA[B]+I0AA[14]) = (V15+.9231314783813e-2)*IAKG[14]
V14*|ACA[2]*(IOAA[7]+IOAA[15]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[15]
V14*|ACA[2]*(IOAA[8]+IOAA[16]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[16]
V14*|ACA[3]*(IOAA[L]+IOAA[9]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[17]
V14*|ACA[3]*(IOAA[2]+I0AA[10]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[18]
V14*|ACA[3]*(IOAA[3]+IOAA[11]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[19]
V14*|ACA[3]*(IOAA[4]+I0AA[12]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[20]
V14*|ACA[3]*(IOAA[S]+I0AA[13]) = (V15+.9231314783813e-2)*IAKG[21]
V14*|ACA[3]*(IOAA[B]+I0AA[14]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[22]
V14*|ACA[3]*(IOAA[7]+I0AA[15]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[23]
V14*|ACA[3]*(IOAA[S]+IOAA[16]) = (V15+.9231314783813e-2)*IAKG[24]
V14*|ACA[4]*(IOAA[L]+IOAA[9]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[25]
V14*|ACA[4]*(IOAA[2]+I0AA[10]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[26]
V14*|ACA[4]*(IOAA[3]+IOAA[11]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[27]
V14*|ACA[4]*(IOAA[4]+I0AA[12]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[28]
V14*|ACA[4]*(IOAA[S]+I0AA[13]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[29]
V14*|ACA[4]*(IOAA[B]+I0AA[14]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[30]
V14*|ACA[4]*(IOAA[7]+I0AA[15]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[31]
V14*|ACA[4]*(IOAA[S]+IOAA[16]) = (v15+.9231314783813e-2)*IAKG[32]

FUM
v15*(I0GA[2]+I0GA[1])+1.0*v16_b*IMal[1] = v16_f*IFum[1]
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v15*(I0GA[3]+|0GA[4])+.5*v16_b*IMal[2]+.5*v16_b*IMal[9] = v16_f*IFum[2]
v15*(I0GA[5]+IOGA[6])+.5*v16_b*IMal[3]+.5*v16_b*IMal[5] = v16_f*IFum[3]
v15*(I0GA[7]+|OGA[8])+.5*v16_b*IMal[4]+.5*v16_b*IMal[13] = v16_f*IFum[4]
v15*(I0GA[10]+I0GA[9])+.5*v16_b*IMal[5]+.5*v16_b*IMal[3] = v16_f*IFum([5]
v155(I0GA[11]+I0GA[12])+.5*v16_b*IMal[6]+.5*v16_b*IMal[11] = v16_f*IFum|[6]
v15*(I0GA[14]+I0GA[13])+1.0*v16_b*IMal[7] = v16_f*IFum[7]
V15*(I0GA[16]+I0GA[15])+.5*v16_b*IMal[8]+.5*v16_b*IMal[15] = v16_f*IFum|8]
v15*(I0GA[18]+I0GA[17])+.5*v16_b*IMal[9]+.5*v16_b*IMal[2] = v16_f<IFum[9]
v15%(I0GA[19]+I0GA[20])+1.0*v16_b*IMal[10] = v16_f*IFum[10]
V155(I0GA[22]+I0GA[21])+.5*v16_b*IMal[11]+.5*v16_b*IMal[6] = v16_f*IFum[11]
v15*(I0GA[23]+I0GA[24])+.5*v16_b*IMal[12]+.5*v16_b*IMal[14] = v16_f*IFum[12]
v15*(I0GA[26]+I0GA[25])+.5*v16_b*IMal[13]+.5*v16_b*IMal[4] = v16_f*IFum[13]
v15*(I0GA[28]+I0GA[27])+.5*v16_b*IMal[14]+.5*v16_b*Mal[12] = v16_f+IFum[14]
v15*(I0GA[29]+I0GA[30])+.5*v16_b*IMal[15]+.5*v16_b*IMal[8] = v16_f*IFum[15]
v15*(I0GA[32]+I0GA[31])+1.0*v16_b*IMal[16] = v16_f<IFum[16]

MAL

1.0*v16_f{Fum[1]+v17_b*IOAA[1] = (v16_b+v17_f+vi8)*IMal[1]
5*v16_PIFum[2]+.5*v16_f*IFum[9]+v17_b*IOAA[2] = (v16_b+v17_f+v18)*IMal[2]
5*v16_FIFum[3]+.5*v16_f*IFum[5]+v17_b*IOAA[3] = (v16_b+v17_f+v18)*IMal[3]
5*v16_FIFum[4]+.5*v16_f*IFum[13]+v17_b*IOAA[4] = (v16_b+v17_f+v18)*IMal[4]
5*v16_fIFum[3]+.5*v16_f*IFum[5]+v17_b*IOAA[5] = (v16_b+v17_f+v18)*IMal[5]
5*v16_FIFum[6]+.5*v16_f*IFum[11]+v17_b*IOAA[6] = (v16_b+v17_f+v18)*IMal[6]
1.0*v16_f{Fum[7]+v17_b*IOAA[7] = (v16_b+v17_f+v18)*IMal[7]
5%v16_fIFum[8]+.5*v16_f<IFum[15]+v17_b*IOAA[8] = (v16_b+v17_f+v18)*IMal[8]
5%v16_ffIFum[2]+.5*v16_f<IFum[9]+v17_b*IOAA[9] = (v16_b+v17_f+v18)*IMal[9]
1.0*v16_f<IFum[10]+v17_b*IOAA[10] = (v16_b+v17_f+v18)*IMal[10]
5%v16_FIFum[6]+.5*v16_f*IFum[11]+v17_b*OAA[11] = (v16_b+v17 f+vi8)*IMal[11]
5%v16_fFIFum[12]+.5*v16_fIFum[14]+v17_b*I0AA[12] = (v16_b+v17 f+v18)*IMal[12]
5*v16_PIFum[4]+.5*v16_f*IFum[13]+v17_b*OAA[13] = (v16_b+v17_f+vi8)*IMal[13]
5*v16_PIFum[12]+.5*v16_fIFum[14]+v17_b*IOAA[14] = (v16_b+v17_f+vi8)*IMal[14]
5*v16_PIFum[8]+.5*v16_f*IFum[15]+v17_b*OAA[15] = (v16_b+v17_f+vi8)*IMal[15]
1.0*v16_f<IFum[16]+v17_b*|OAA[16] = (v16_b+v17_f+v18)*IMal[16]

OAA

v17_fIMal[1]+v13_f*IPEP[1]*ICO2[1] = (v13_b+Vv17_b+v14+.397106833608019e-1)*I0AA[1]
v17_fIMal[2]+v13_f*IPEP[1]*ICO2[2] = (v13_b+v17_b+v14+.397106833608019e-1)*I0AA[2]
v17_fIMal[3]+v13_f*IPEP[2]*ICO2[1] = (v13_b+v17_b+v14+.397106833608019e-1)*I0AA[3]
v17_fIMal[4]+v13_f*IPEP[2]*ICO2[2] = (v13_b+v17_b+v14+.397106833608019e-1)*I0AA[4]
v17_fIMal[5]+v13_f*IPEP[3]*ICO2[1] = (v13_b+v17_b+v14+.397106833608019e-1)*I0AA[5]
v17_f*IMal[6]+v13_f*IPEP[3]*ICO2[2] = (v13_b+v17_b+v14+.397106833608019e-1)*I0AA[6]
v17_fIMal[7]+v13_f*IPEP[4]*ICO2[1] = (v13_b+v17_b+v14+.397106833608019e-1)*I0AA[7]
v17_f*IMal[8]+v13_f*IPEP[4]*ICO2[2] = (v13_b+v17_b+v14+.397106833608019e-1)*I0AA[8]
v17_fIMal[9]+v13_f*IPEP[5*ICO2[1] = (V13_b+v17_b+v14+.397106833608019e-1)*I0AA[9]
v17_fIMal[10]+v13_f{PEP[5]ICO2[2] = (v13_b+v17_b+v14+.397106833608019e-1)*|OAA[10]
v17_fIMal[11]+v13_FIPEP[6]*ICO2[1] = (v13_b+v17_b+v14+397106833608019e-1)*I0AA[11]
v17_fIMal[12]+v13_FIPEP[6]*ICO2[2] = (v13_b+v17_b+v14+.397106833608019e-1)*I0AA[12]
v17_fIMal[13]+v13_f{PEP[7]YICO2[1] = (v13_b+v17_b+v14+.397106833608019e-1)*OAA[13]
v17_fIMal[14]+v13_f{PEP[7]YICO2[2] = (v13_b+v17_b+v14+.397106833608019e-1)*OAA[14]
v17_fIMal[15]+v13_f{PEP[S]ICO2[1] = (v13_b+v17_ b+v14+.397106833608019e-1)*OAA[15]
v17_fIMal[16]+v13_f{PEP[S8]ICO2[2] = (v13_b+v17_b+v14+.397106833608019e-1)*OAA[16]

CO,

V6*(I6PG[1]+I6PG[2]+16PG[3]+I6PG[4]+I6PG[5]+I6PG[6]+I16PG[7]+16PG[8]+I6PG[9]+I6PG[10]+I6PG[1
1]+16PG[12]+16PG[13]+6PG[14]+I6PG[15]+I6PG[16]+I6PG[17]+I6PG[18]+I6PG[19]+I6PG[20]+I6PG[2
1]+16PG[22]+16PG[23]+I6PG[24]+I6PG[25]+I6PG[26]+I16PG[27]+I6PG[28]+6PG[29]+I6PG[30]+I6PG[3
1]+16PG[32])+v19*(IPYI[L]+IPyr[2]+IPyr[3]+IPyr[4])+v14*(IOAA[1]+|OAA[2]+IOAA[3]+IOAA[4]+IOAA[5]
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+IOAA[B]+IOAA[7]+IOAA[8])+V15*(IAKG[1]+IAKG[3]+IAKG[5]+IAKG[7]+IAKG[9]+IAKG[11]+IAKG[13]+
IAKG[15]+IAKG[17]+IAKG[19]+IAKG[21]+IAKG[23]+IAKG[25]+IAKG[27]+IAKG[29]+|AKG[31])+Vv18*(l
Mal[1]+IMal[3]+IMal[5]+IMal[7]+IMal[9]+IMal[11]+IMal[13]+IMal[15])+v13_b*(IOAA[1]+IOAA[3]+IOAA[5
J[+IOAA[7]+I0AA[9]+IOAA[L1]+I0AA[13]+IOAA[15]) = (v6+v19+v14+v15+v18+v13_b)*ICO2[1]
V6*(I6PG[33]+I6PG[34]+I6PG[35]+I6PG[36]+I6PG[37]+I6PG[38]+I6PG[39]+I6PG[40]+I6PG[41]+I6PG[
42]+16PG[43]+16PG[44]+I6PG[45]+I6PG[46]+I6PG[47]+I6PG[48]+I6PG[49]+16 PG[50]+I6PG[51]+I6PG|
52]+16PG[53]+16PG[54]+16PG[55]+|6PG[56]+I6PG[57]+I6PG[58]+I6PG[59]+I6PG[60]+I6PG[61]+I6PG|
62]+16PG[63]+16PG[64])+v19*(IPyr[5]+IPyr[6]+IPyr[7]+IPyr[8])+v14*(IOAA[9]+IOAA[10]+|OAA[11]+I0A
A[12]+I0AA[13]+I0AA[14]+I0AA[15]+I0AA[16])+v15*(IAKG[2]+IAKG[4]+IAKG[6]+IAKG[8]+IAKG[10]+
IAKG[12]+IAKG[14]+IAKG[16]+IAKG[18]+IAKG[20]+|AKG[22]+IAKG[24]+IAKG[26]+| AKG[28]+IAKG[3
0]+IAKG[32])+v18*(IMal[2]+IMal[4]+IMal[6]+IMal[8]+IMal[10]+IMal[12]+IMal[14]+IMal[16])+v13_b*(I0A
A[2]+IOAA[4]+IOAA[6]+IOAA[S]+IOAA[10]+IOAA[12]+I0AA[14]+I0AA[16]) =
(V6+v19+v14+v15+v18+v13_b)*ICO2[2]
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