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Abstract

The metabolism of a cell consists of chemical transformations and transport
processes. Their rates (fluzes) are the result of genetic, translational and metabolic
control and therefore carry valuable information about the internal state of a cell.
However, metabolic fluxes are hard to determine by experiment and are therefore
subject of mathematical prediction methods.

In this work, a conceptually new method for the prediction of fluxes in large
scale metabolic networks is developed. The method is based on the assumption
of optimally evolved synthesis pathways that are regulated independently of each
other. This enables organisms: (i) to quickly adapt to a varying and complex
environment and (i) to modularly organize its metabolism in order to restrict
internal disturbances and damage to smaller subsystems. The core of this method
is the prediction of optimal “synthesis-modules”: stationary flux modes, each of
which synthesizes a single metabolite while minimizing or maximizing a so-called
objective function. These so-called minimal fluz modes (MinModes) are rapidly
calculable without knowledge of enzyme kinetics. As such they are suited for
the determination of the synthesis capacity and the set of blocked reactions of
large networks. Linearly combined, they allow for the representation of complex
metabolic tasks.

In contrast to previous approaches that optimize for the concerted accomplish-
ment of complex metabolic tasks (e.g. biomass formation), optimizing single syn-
theses results in a rather suboptimal total network flux. However, with respect
to available experimental data the prediction quality is comparable to previous
(FBA) approaches. As major benefit, the method relies on a flexible structure
that allows for the integration of diverse experimentally observed data. Here,
incorporating free Gibbs-energy and metabolite concentration values enabled the
prediction of thermodynamically feasible flux modes without prior restriction of
flux directions.






Zusammenfassung

Der Stoffwechsel der Zelle besteht aus chemischen Reaktionen und Transport-
prozessen, deren Umsatzraten (Stoffflisse) das Ergebnis genetischer, translationa-
ler und metabolischer Kontrolle sind. Stofffliisse erlauben daher wertvolle Einblicke
in das interne Zellgeschehen, sind jedoch — wenn iiberhaupt — nur unter groflem
Aufwand experimentell bestimmbar. Thre Vorhersage mittels mathematischer Mo-
delle ist ebenfalls komplex; vereinfachend wird angenommen, der Stoffwechsel un-
terliege einer optimalen Regulation, wobei Optimalitat vielfaltig interpretiert wird.

Die in dieser Arbeit entwickelte Methode zur Flussvorhersage basiert auf der
Annahme, dass sich die Synthesewege wichtiger Metabolite im Laufe der Evolution
optimiert haben und unabhéngig voneinander reguliert werden. Dies ermdoglicht
den Organismen: 1. sich einer variierenden Umgebung schnell anzupassen und 2.
Storungen und Schéden auf kleinere Teilsysteme (Module) zu begrenzen. Kern der
Methode ist die Vorhersage optimaler Synthese-Module: stationérer Flusszustén-
de, die jeweils nur einen Metaboliten synthetisieren und dabei eine vorgegebene
Zielfunktion minimieren oder maximieren. Diese minimalen Flussmoden (MinMo-
den) sind schnell und ohne Kenntnis enzymspezifischer Parameter zu berechnen,
womit sie sich auch zur systematischen Uberpriifung der Synthesekapazitit groer
Netzwerke eignen.

Durch lineare Kombination der MinModen kann das Flussgeschehen komplexer
Stoffwechselleistungen abgebildet werden. Hinsichtlich verfiigbarer experimentel-
ler Daten ist die Qualitdt der so gewonnenen Flussvorhersagen vergleichbar mit
bisherigen Konzepten, und das, obwohl die Kombination optimaler Synthesen ein
suboptimales Gesamtflussgeschehen ergibt. Vorteil der MinModen-Methode ist die
flexible Integration zusétzlich verfiigbarer Daten. So kénnen beispielsweise durch
Beriticksichtigung Freier Gibbs-Energien und recherchierter Metabolitkonzentrati-
onsbereiche thermodynamisch zuldssige Flusszustdnde vorhergesagt werden.






Vorwort

“The great ease with which molecular information can be collected on the genomes
of higher organisms will tempt many. We can inevitably expect vast compendia of
sequences but, without functional reference, these compendia will be uninterpreta-
ble, like an undeciphered ancient language. Many people and many computers will
play games with these sequences, but we will have to find out by experiment what
the sequences do and how the products they make participate in the physiology and
development of the organism.“ Sydney Brenner[21]

Der Begriff Systembiologie wurde erstmals im Jahr 2001 erwdhnt; die Notwendigkeit,
biologische Systeme ganzheitlich zu betrachten und zu verstehen, ist aber schon sehr
viel ldnger bekannt[104]. Greifbar ist dieses Bestreben aber erst mit der Sequenzie-
rung des Genoms und der Katalogisierung der einzelnen Systembestandteile geworden
und innerhalb von 10 Jahren wurde der Begriff zum Schlagwort. Der Begriff ”Sys-
tembiologie” {iberzeugt nicht nur — er motiviert und inspiriert auch! Denn neben der
Notwendigkeit, bekraftigt er die Vision vom vollstandigen Verstdndnis (und der voll-
standigen Kontrolle) {iber biologische Systeme.

All unser Wissen in den Kontext der genomischen Sequenz zu setzen, zu schauen, wel-
chen Sequenzen wir eine Funktion zuordnen kénnen und welchen nicht, um damit eine
Grundlage zu schaffen, die es erlaubt komplexe Zusammenhénge sichtbar zu machen,
war der nachste Schritt. In der funktionellen Genomannotation wurde daher in den
letzten Jahren viel geleistet, um den gefundenen Genen eine entsprechende Funktion
zuzuweisen[6, 7, 63]. Wie sich diese Funktion oder auch Dysfunktion auf Systemebe-
ne auswirkt, ist jedoch meist nicht klar und die Unklarheit sorgt immer wieder fiir
Uberraschungen, wie die Erfahrung auf dem Gebiet des Metabolic Engineering, der
”Stoffwechselverfahrenstechnik, lehrt. In ihrem Bestreben, durch Umleiten interner
Stoffwechselfliisse lebende Systeme so zu manipulieren, dass sie einen gewiinschten
Output liefern, sahen sich die Stoffwechselingenieure schon lange mit der Komplexitét
biologischer Systeme konfrontiert.

Da das Ziel dieser Manipulationen vornehmlich prokaryotische Nutzorganismen sind,
hat deren Erforschung einen enormen Schub erfahren. Dennoch mussten die Ingenieu-
re erkennen, dass selbst wenn alle Elemente des zellularen Netzwerks prinzipiell einer
Manipulation zugénglich sind, es immer noch extrem schwierig ist einen bestimmten
Stoffwechselfluss in gewiinschter Weise (und dauerhaft) zu veréndern. Wie Sydney
Brenner, Nobelpreistrager fiir Physiologie und Medizin, bereits 1978 sagte, sind die
perfekte Kontrolle und das Verstehen aller Einzelelemente im Netzwerk letztlich nicht
ausreichend — es sind vielmehr die Interaktionen, die fiir den Weg vom Gen zum Gen-
produkt und vom Genprodukt zur Physiologie eines Organismus verantwortlich sind
und die wir zusétzlich bendtigen, um das System als Ganzes zu verstehen.
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Dank

Durch groB-angelegte Datenerhebung, Datenbanken und mathematische Modelle ver-
sucht die Systembiologie diese Interaktionen herauszufinden. Entwickelt wurden daher
vornehmlich neue Technologien, insbesondere Hochdurchsatzverfahren, die es erlauben,
automatisiert eine groBe Anzahl von Messdaten zu erheben; umfangreiche Datenban-
ken, die das Sammeln, Verwalten und idealerweise Aufbereiten der Daten ermdoglichen;
und mathematische Methoden und Modelle fiir die Analyse und Auswertung der Da-
ten.

Um die riesige Flut an Informationen zu verarbeiten, ist die Suche nach iibergeordneten
Prinzipien, die es erlauben das Geschehen von einer anderen Ebene aus zu betrachten,
aktueller denn je. Fiir das Verstindnis des Stoffwechsels und das Begreifen der Bedeu-
tung seiner einzelnen Komponenten und Interaktionen fiir das Gesamtgeschehen, ist es
neben der Aufschlisselung der zu erbringenden Stoffwechselleistungen daher wichtig,
zu untersuchen, vor welchem Hintergrund diese Leistungen erbracht werden miissen,
d.h. nicht nur was hergestellt werden muss, sondern wie dessen Synthese organisiert
sein muss, welche Leitmotive und grundlegende Eigenschaften die Fliisse des Stoff-
wechsels dirigieren.

Fiir die Analyse grofler Stoffwechselnetzwerke ist man dazu {ibergegangen, Optimie-
rungskriterien zur Vorhersage der Stoffwechselfliisse zu verwenden. Die Frage nach ei-
nem geeigneten Kriterium fiir zelluldre Optimalitit berithrt dabei eine Grundsatzfrage,
deren Beantwortung durchaus komplex ist und nicht im Rahmen dieser naturwissen-
schaftlichen Dissertation liegt. In dieser Arbeit beschreite ich vielmehr einen méglichen
Weg und schildere die Aussichten, die sich dabei (auf Basis theoretischer Rechnungen)
ergeben. Dabei wird die Moglichkeit einer modularen Stoffwechselorganisation beriick-
sichtigt und die damit verbundene Existenz suboptimaler Losungen diskutiert.

Bevor ich nun den Leser in das erste Kapitel entlasse, gilt mein aufrichtiger Dank all
den Korrektoren, die mit ihrer ehrlichen Kritik mich sehend machten, was ich zuvor
iibersah und damit entscheidend zu dieser Arbeit beigetragen haben.
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1 Einleitung

1.1 Biologische Grundlagen

1.1.1 Die (robuste) Architektur zelluldrer Reaktionsnetzwerke

“Robustness is the ability of a system to maintain its functionality across a wide
range of operational conditions.“ P. Hammerstein|[74]

Gemeinhin werden drei zelluldre Organisationsebenen unterschieden: die Gen-Ebene
(DNS) zur Speicherung, die mRNS-Ebene zur Vervielfiltigung und die Protein-Ebene
zur Umsetzung genomischer Information. Die Proteine, in aktiver oder inaktiver Form,
iiben vielfdltige Aufgaben aus und erst durch ihr faszinierendes und logistisch hoch
anspruchsvolles Zusammenspiel wird die fortlaufende Funktion der komplexen Zell-
maschinerie ermoglicht. Angesichts der Tatsache, dass jeden Augenblick in den rund
40 Billionen Zellen unseres Korpers vielschichtige molekulare Prozesse stattfinden, ist
es verwunderlich, dass das “Krank-sein” eine Ausnahme und nicht die Regel ist. Die
Fehlfunktionen zelluldrer Prozesse sind i.d.R. so gering, dass der Gesamtorganismus
nicht merklich darunter leidet. Da evolutionidre Entwicklung nur méglich ist, wenn
das System geniigend Flexibilitdt besitzt, unterschiedliche, lebensfdhige Phanotypen
zu erzeugen, ist eine gewisse Fehlerquote sogar Teil des Systems!

Robustheit ist, laut de Visser[209], eine den biologischen Systemen innewohnende Ei-
genschaft, die durch die Evolution stark begiinstigt wurde. Sie erméoglicht das Uberle-
ben eines Organismus in unvorhersehbaren Umgebungen und unter Verwendung unzu-
verlassiger Komponenten[105]. Dabei bedeutet Robustheit eines Systems nicht, unter
allen Umsténden einen bestimmten Zustand beizubehalten[74], sondern intelligent und
den gegebenen Bedingungen entsprechend in einen geeigneteren Zustand umzuschal-
ten (siehe Beispiel in Abbildung 1.1). Mit dem Ziel, entsprechend robuste Technik zu
entwickeln, haben Ingenieure in Zusammenarbeit mit Biowissenschaftlern intensiv ge-
forscht, welche Mechanismen und Aspekte ein solches Verhalten ermoglichen. Einige
Wichtige sind: Kanalisation, Rickkopplungsmechanismen, Graceful Degradation (wiir-
devoller Abgang), Ausfallschutz und Modularitit (siehe Kitano[105]). Auf die letzten
zwei Konzepte mochten wir etwas néher eingehen, da sie fiir die strukturelle Ausbil-
dung des Stoffwechselnetzwerks sicherlich von Bedeutung waren.

Ausfallschutz im Ingenieurswesen bedeutet hiufig die Verwendung redundanter Kom-
ponenten. Dies ist jedoch ein vielfach unwirksameres (da einseitiges) Mittel, um Ro-
bustheit zu erreichen! Nach Krakauer und Plotkin[115] wiirden identische Gene (d.h.
gleiche Funktion und Regulation) sich in biologischen Systemen nicht durchsetzen kon-
nen. Die Natur verwendet vielmehr Komponenten, die in ihrer Funktion iiberlappen
oder diese auf unterschiedlichem Wege ausiiben. Diese Strategie sehen wir beispielswei-
se in der ATP-Produktion, die sowohl iiber die Glykolyse als auch iiber die oxidative
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Geklonte, genetisch identische Wasserflohe
(Daphnia) rechts ohne und links mit Helm,
welcher bei Witterung eines Raubers ausge-
bildet wird. Der Wechsel in den behelmten
Funktionszustand und der damit verbundene
Aufwand der Helmsynthese ist in Anbetracht
der Gefahr des Gefressenwerdens optimal fiir
den Wasserfloh, der zuvor optimale helmlose
Zustand dagegen nicht. Bei der Auslenkung
eines Systems aus seinem stabilen Zustand
bleiben somit zwei Moglichkeiten: Das Sys-
tem kehrt zum urspriinglichen Zustand zu-
riick oder aber es nahert sich einem anderen
mit gleicher Funktionalitat an.(aus Agrawall
et al.[1])

Abbildung 1.1: Beispiel fiir das intelligente Umschalten zwischen optimalen Zustdnden

Phosphorylierung erfolgen kann.

Um mit wenigen Mutationen neue, lebensfdhige Phénotypen erzielen zu kénnen, muss
die Anzahl letaler Mutationen moglichst gering gehalten werden. Eine solche Variabi-
litdt bei gleichzeitiger Stabilitdt wird allgemein durch eine modulare Struktur gewéhr-
leistet, wie sie in verschiedenen biologischen Netzwerken gefunden wurde (in Stoffwech-
selnetzwerken[160], Protein-Protein-Interaktionsnetzwerken[165], Genregulatorischen
Netzwerken[189, 89] und integrierenden Netzwerken[199]). Der Vorteil dieser Struk-
tur ist die unabhéngige Entwicklung einzelner Module durch Mutationen, deren Neu-
ordnung zu neuen Phénotypen fithrt. Modularitdt erlaubt somit einigen Teilen eines
komplexen Systems, sich zu &ndern, ohne mit anderen Teilen zu interferieren bzw.
ohne dass Storungen in der Umwelt sich auf das gesamte System auswirken.

Die einzelnen Module kénnen nach unterschiedlichen Gesichtspunkten definiert sein:
Es gibt einfach zu identifizierende physische Module (z.B. die Zelle), aber auch funktio-
nelle, rdumliche, zeitliche oder logische Module, die weniger offensichtlich sind. Meist
sind sie hierarchisch organisiert. Fiir Situationen, in denen die Einteilung in starre
Module nicht befriedigend ist, gibt es flexiblere Konzepte, in denen Komponente auch
mehrfach[76] oder dynamisch in verschiedenen Modulen[75] auftreten kénnen. Eine
einheitliche Definition eines Moduls féllt daher schwer. In einem Review von Mitchell
[132] wird folgende Definition als Schnittmenge existierender Definitionen angegeben:
““A modul is a component that operates in an integrated and relatively autonomous
manner in the production of the properties of the system of which it is a part (while
not all parts of the system are modules).”

Eine Organisationsform, die die Robustheit unter verschiedenen Aspekten unterstiitzt,
ist laut Kitano[105] die sogenannte Bow-Tie-Architecture. Dabei sorgen eine Reihe
von variablen Modulen fiir die Verarbeitung unterschiedlicher Eingangssignale, de-
ren Ausgabe an hoch-konservierte Kernprozesse (= Knoten) weitergeleitet wird. Diese
sprechen ihrerseits wiederum variable Module an, die unterschiedliche Ausgangssignale
erzeugen (bow-tie = Halsbinde/Fliege, siche Abbildung 1.2). Voraussetzung dafiir sind
konstante Schnittstellen (Steckverbindungen), die sich nicht oder nur geringfiigig wei-
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Abbildung 1.2: Architektur eines robusten Systems (aus der Arbeit von H.Kitano[105])

terentwickeln und die Kommunikation der sich variablen Komponenten gewahrleisten.
FEin Beispiel ist die Transkriptionsmaschinerie: Wahrend die Sequenz sind dndern kann
und zur Variabilitdt des Systems beitrégt, ist der Prozess der Transkription konserviert
und universell.

Robuste Systems sind gekennzeichnet durch intelligentes Ausbalancieren von v.a. Effi-
zienz (z.B. Alternativwege sind kostspielig), Sicherheit (z.B. Alternativwege schiitzen
vor Ausfall) und Anpassung (schriankt die Flexibilitat bzgl. wechselnder Umgebungs-
bedingungen ein). Nach Csete und Doyle[35] ist das Verhéltnis von Robustheit (im
Sinne von Sicherheit und Stabilitdt) zu Anfilligkeit zudem konstant und jeder Zuge-
winn an Robustheit verursacht eine erhohte Anfélligkeit an anderer Stelle. Eine hohe
Robustheit gegeniiber allgemeinen Stérungen geht daher einher mit einer hohen An-
falligkeit fiir seltene Storungen. Strukturell wird sowohl Variabilitéit als auch Stabilitat
des Stoffwechsels durch eine modulare Organisation flexibler (mutationsanfilliger) und
starrer (hoch konservierter) Teilstrukturen gewéhrleistet.

1.1.2 Bedeutung des Stoffwechsels fiir physiologische Zellfunktionen

Nur ein Teil aller Proteine wird fiir die Umsetzung von Stoffen benétigt (siehe Abbil-
dung 1.3). Unter dem Einfluss dieser als Enzyme bezeichneten Proteine laufen Reak-
tionen um ein Vielfaches schneller ab, als in freier Losung (siehe Seite 7). Durch die
effektive Ausnutzung der in den Bindungen enthaltenen chemischen Energie kénnen
notwendige Bausteine fiir die Synthese z.B. von Zellmembran, DNS und weiteren Pro-
teinen hergestellt werden. Der Uberschuss an Energie, der fiir die Bausteinsynthese
nicht gebraucht wird, kann - meist in Form von energiereichen Phosphatbindungen,
wie im ATP - zwischengespeichert werden. Der Stoffwechsel besitzt somit, verglichen
mit anderen zelluldren Ebenen, die einzigartige Fahigkeit, durch die Aufnahme energe-
tisch hochwertiger Substrate und die Abgabe energetisch niedrigwertigerer Produkte,
chemische Energie umzuwandeln und zu speichern.

Welche Proteine gerade am aktuellen zelluldren Geschehen und somit auch am Stoff-
wechsel teilnehmen, wird durch deren endliche Lebensdauer, die verfiigharen Ressour-
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Abbildung 1.3: Illustration von Stofffluss, Energiefluss und Informationsfluss als ver-
bindende Elemente zelluldrer Aktivititen. In den grauen Boxzen sind die vielfdltigen
Aufgabenbereiche der Proteine dargestellt inkl. einiger prominenter Vertreter.

cen flir deren Neusynthese, vor allem aber dem momentanen Bedarf ihrer Leistung
bestimmt. Ob es einen Mehrbedarf gibt oder Proteine nicht mehr bendtigt werden, er-
gibt sich dabei aufgrund eingehender Signale (in Form von Hormonen, Informationen
iiber wechselnde Umgebungsbedingungen und das Néhrstoffangebot), sowie der inter-
nen zelluldren Situation (z.B. Enzym defekte, Verfiigbarkeit notwendiger Bausteine).
Das alle zelluldren Bereiche verbindende Element ist daher der Fluss von Informatio-
nen. Der Stoffwechsel stellt die dafiir notwendige Energie und die stofflichen Bausteine
zur Verfiigung. Er besitzt und beeinflusst somit drei Aspekte: den Stofffluss, den In-
formationsfluss und den Energiefluss (siehe Abbildung 1.3).

Ob ein Organismus trotz provozierter Mutation wéchst, welche Stoffwechselend- und
-nebenprodukte entstehen oder welche Nahrstoffe er verbraucht, basiert auf dem Stoff-
fluss. Im Vergleich zum lenkenden Informations- und antreibenden Energiefluss be-
stimmt der Stofffluss den physiologischen Phénotyp eines Organismus. Als das Ergeb-
nis genetischer, transkriptioneller und metabolischer Kontrolle sind Stofffliisse daher
duflerst aufschlussreich, wenn es um den internen Zustand der Zelle geht.

1.1.3 Kinetik und Thermodynamik von Reaktionsnetzwerken

“The most important thing about these reactions is that they provide the means to
carry out the oxidation of organic matter in a sequence of steps that store energy
that is needed for the synthesis of organic molecules, mechanical work, and other
functions required for life.” R. Alberty[2]

Thermodynamik ist die Lehre der Umwandlung von Energie. Sie beschreibt die Be-
ziehungen zwischen verschiedenen Energieformen und beantwortet, ob, unter welchen
Bedingungen und in welcher Zeit die Umsetzung von Stoffen ablauft. Fiir die Betrach-
tung biochemischer Stoffumwandlungen spielt die Thermodynamik daher eine grofie
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Rolle.

In offenen Systemen, zu denen biologische Systeme zéhlen, erfolgt ein rascher Ausgleich
mit dem Atmosphérendruck und der Umgebungstemperatur und es kann ein konstan-
ter Druck (isobar) und eine konstante Temperatur (isotherm) angenommen werden.
Die Bedingungen, unter denen in diesem Fall eine chemische Reaktion freiwillig ablau-
fen kann, lassen sich auf die Anderung von zwei entscheidenden Gréfen zuriickfiihren,
der Entropie S und der Enthalpie H. Die Enthalpie H, auch als Warmeinhalt bezeich-
net, ist ein Maf fir die Energie eines thermodynamischen Systems (unter konstantem
Druck). Die Entropie S dagegen gilt als Maf fiir die thermodynamische Wahrschein-
lichkeit eines Zustandes (wobei der geordnete Zustand i.d.R. sehr unwahrscheinlich
ist). Der Zusammenhang beider Grofien, in Abhéngigkeit der absoluten Temperatur T
(in Kelvin), wird durch folgende Gleichung beschrieben:

ds > dTH (1.1)

Die Anteile beider Terme entscheiden iber die Art des Prozesses: Nimmt die Enthalpie
im System zu (dH > 0) weil die Entropie der Umgebung kleiner wird (dS’ = —dH/T)
und Wirme aus der Umgebung aufgenommen wird (dH' < 0), spricht man von einem
endothermen Prozess. Freiwillig ablaufende Prozesse beruhen auf einer Zunahme der
Entropie der Umgebung (dS’ > 0), d.h. bei freiwillig ablaufenden, endothermen Re-
aktionen tubertrifft die Zunahme an Entropie im System, die Zunahme an Enthalpie
(dS > dH). Mit Hilfe der sogenannten Gibbs-Energie (auch Freie Enthalpie genannt)
werden diese Bedingungen zusammengefasst:

G=H-TS (allgemein), AG=AH —TAS (fur T=konst.) (1.2)

Die Gibbs-Energie kann als Funktion der Reaktionslaufzahl & dargestellt werden, um
den Punkt der Umsetzung zu bestimmen, an welchem sich das thermodynamische
Gleichgewicht einstellt (siehe Abbildung 1.4). Bei fortschreitender Reaktion (d.h. stei-
gender Reaktionslaufzahl) dndert sich die Steigung der Kurve und damit die Gibbs-
Energie (ARG): fiir ARG < 0 fallt die Kurve und Substrat wird in Produkt umgesetzt;
im Gleichgewicht ist die Steigung gleich Null (Minimum) und fiir ARG > 0 steigt die
Kurve und die Treibkraft treibt zuriick in Richtung Minimum, d.h. Produkt wird zu-
riick zu Substrat umgesetzt.

Die Bestimmung der Gibbs-Energie anhand der Grofien in Gleichung 1.2 ist experimen-
tell sehr aufwindig. Da die Gibbs-Energie einer Folge von Reaktionen jedoch gleich der
Summe der Gibbs-Energien ihrer Einzelreaktionen ist und die Bildung einer Verbin-
dung auch als Folge von Reaktionen betrachtet werden kann, kann Gibbs-Energie der
Bildung eines Stoffes aufsummiert werden. Diese Grofle wird als Gibbs-Bildungsenergie
ApG bezeichnet.

Um die Vergleichbarkeit der ApG-Werte zu gewihrleisten, wurden Standardbedin-
gungen eingefiihrt (Index®). In der Biochemie sind dies: ein duflerer Druck von 1 bar
(etwa Atmosphérendruck), eine Temperatur von 25°C', ein pH-Wert von 7,0 und eine
Konzentration (oder genauer, eine Aktivitit) der Reaktanten und Produkte von jeweils
1M. Die Gibbs-Standardbildungsenergie, AgG° der chemischen Elemente in ihrem sta-
bilsten Zustand (Hg, He, Li, ...) ist per Definition auf 0 kJ/mol festgesetzt. Fiir eine in
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Abbildung 1.4: Anderung der Gibbs-Energie in Abhingigkeit der Reaktionslaufzahl &

einfache Bausteine zerlegte Reaktion wird die Anderung der Standard-Gibbs-Energie
ARrG® wie folgt bestimmt:

ARG® = 3 vy ApGR(]) (1.3)
J

Die Gibbs-Energie einer Verbindung A gG® entspricht der Anderung der Gibbs-Energie
bei der Bildung von 1Mol dieser Verbindung aus den entsprechenden Elementen im
Standardzustand. Dieser Wert ist fiir viele biochemisch relevante Verbindungen be-
stimmt und tabellarisch erfasst worden. Das ArG® einiger Reaktionen im Zentral-
stoffwechsel kann deshalb relativ einfach berechnet werden. Die tatséchliche, absolute
Gibbs-Energie einer Substanz ist jedoch von ihrer aktuellen Konzentration' und der
Temperatur abhingig. Werden Stichiometrische Koeffizienten wv; verwendet, ergibt
sich die absolute Gibbs-Reaktionsenergie ArG als:

ARG = AgG® + RTIn[[C/]" (1.4)
J

Im Gleichgewicht (ARG = 0) sind die Geschwindigkeiten der Hin- und Riickreaktion
identisch und die Konzentrationen der Edukte und Produkte &ndern sich nicht. Nach
dem Massenwirkungsgesetz steht das Produkt der Produktkonzentrationen (in mol/1)
in diesem Zustand in einem konstanten Verhéltnis zum Produkt der Eduktkonzentra-
tionen. Dieses Verhéltnis wird durch die Gleichgewichtskonstante k& ausgedriickt. Fiir
die Berechnung von ArG gilt damit:

ARG = ARG® + RTInk (1.5)

'genauer ihrer Aktivitit, die in der Praxis jedoch niherungsweise durch ihre Konzentration ersetzt
wird
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Der ArG-Wert gibt an, in welche Richtung eine Reaktion freiwillig ablauft, wie das
Reaktionsgemisch im Gleichgewicht zusammengesetzt ist und welche “netto“-Energie-
bilanz sich ergibt (siehe Gleichung 1.3) — iiber den Reaktionsweg erlaubt er jedoch keine
Aussage! Die Kinetik entscheidet, ob es einen Weg gibt, auf dem das thermodynamische
Gleichgewicht in endlicher Zeit erreicht werden kann. Die grundlegende Grofie der
Kinetik ist die Reaktionsgeschwindigkeit v. Sie gibt an, wie viele Teilchen pro Zeit in
einer chemischen Reaktion umgesetzt werden (Angabe in ";T?l)

Der Reaktionsweg verlduft i.d.R. iiber einen energetisch ungiinstigeren Ubergangszu-
stand. Um reagieren zu kénnen benoétigen Substrate daher meist eine Mindestener-
gie (Aktivierungsenergie), die sie in diesen Zustand bringt. Warmeenergie und Sto-
Benergie sind zwei Moglichkeiten die Aktivierungsenergie zu erreichen; die Erhéhung
von Substratkonzentration und Temperatur beschleunigt die Reaktion also. Wesent-
lich effektiver sind jedoch Katalysatoren: Durch Stabilisierung des Zwischenproduktes
(z.B. iiber eine voriibergehende Bindung) ermoglichen sie einen energetisch giinstigeren
Ubergangszustand und erlauben somit einen alternativen Reaktionsweg mit geringerer
Aktivierungsenergie.

Enzyme sind auflerordentlich wirksame Katalysatoren, die die Geschwindigkeit der ka-
talysierten Reaktion oft auf das 10'2-fache (oder mehr) erhéhen. Thre Wirkung basiert
auf mehreren katalytischen Effekten: die Anndherung und Orientierung der Substrate,
das Entfernen der Hydrathiille der Reaktanten (sprich Wasserausschluss), die Ubertra-
gung von chemischen Gruppen; der hauptsichliche Effekt ist jedoch die Stabilisierung
des Ubergangszustandes. Die katalytische Wirkung eines Enzyms, die Enzymatische
Aktivitat  (in kat oder mTOl), bestimmt sich aus der Zunahme der Geschwindigkeit

gegeniiber der unkatalysierten Reaktion.

Die Richtung in die eine Umsetzung freiwillig stattfindet, ldsst sich vom AgG-Wert ab-
leiten, welcher von der Standard-Gibbs-Energie AgG° und dem momentanen Konzen-
trationsgefille abhiangt. Ist das Konzentrationsgefélle vernachléssigbar, liefert AgrG®
bzw. die Gleichgewichtskonstante k einen Hinweis auf die Reaktionsrichtung. Die Ge-
schwindigkeit der Umsetzung (und somit der Stofffluss) wird jedoch von der Reakti-
onskinetik bestimmt, welche mafigeblich beeinflusst wird durch die Anwesenheit eines
Katalysators, bzw. fiir biochemische Prozesse von der Aktivitdt eines entsprechenden
Enzyms.

1.1.4 Regulation des Stoffflusses durch Enzyme

Um Bildung und Abbau der Metabolite den physiologischen Erfordernissen anzupas-
sen, werden die Stoffwechselaktivitédten kontrolliert und reguliert. Der Metabolit-Fluss
(=Umsatzrate) durch einen Stoffwechselweg wird vor allem von den Aktivitaten der
beteiligten Enzyme bestimmt.

Im Allgemeinen sind Enzyme in der Lage, schwankende Substratkonzentrationen aus-
zugleichen, d.h. ihre Tétigkeit dem Angebot an Substrat anzupassen. Die Ausnahme
bilden Situationen, in denen das Enzym bereits mit Substrat geséttigt ist und mit ma-
ximaler Umsatzrate arbeitet (siehe Abbildung 1.5). Dies ist jedoch laut Fendt et al.[56]
eher selten. Zur Steuerung eines Stoffwechselweges geniigt es daher, die Aktivitit eini-
ger weniger Enzyme zu regulieren, wiahrend der Stofffluss durch die anderen Enzyme
durch die Verfiigbarkeit von Substraten und Coenzymen automatisch reguliert wird.
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Die Aktivitat der sogenannten “Schliisselenzyme” wird auf drei unabhéngigen Ebenen
kontrolliert:

Transkriptionskontrolle Im “einfachsten* Fall lasst sich die Menge aktiven Enzyms
iiber die Enzymkonzentration regulieren. “Einfach” bezieht sich dabei auf un-
ser Versténdnis - fiir die Zelle ist die Biosynthese von Enzymen alles andere als
einfach: Es ist ein komplexer, fiir zelluldre Verhéltnisse sehr langsamer Prozess
(mehrere Minuten bis Stunden), der von der Verfiigharkeit entsprechender Ami-
noséuren und ausreichend Energie (bzw. ATP)! abhiingt. Dabei wird in erster
Linie die Synthese einer entsprechenden mRNS vermittels von Transkriptionsfak-
toren kontrolliert, die ihrerseits wiederum der Kontrolle durch Hormone oder an-
dere Metabolite unterliegen. Die Regulation des Enzymabbaus durch Proteasen
ist eine von Ressourcen unabhéngige Alternative, die aber sehr langsam vor sich
geht.

Interkonversion Erheblich schneller (wenige Sekunden) wirkt die Interkonversion von
Schliisselenzymen. In diesem Fall ist das Enzym zwar vorhanden und in geringem
Mafle auch aktiv, aber seine Aktivitdt kann durch ein aktivierendes Enzym noch
um ein Vielfaches gesteigert werden. Durch ein inaktivierendes Enzym kann es
bei Bedarf wieder in den “inaktiven Ruhezustand* zuriickversetzt werden. Die In-
terkonversion erfolgt haufig durch das gezielte (ATP-abhéngige) Anbringen einer
Phosphatgruppe (durch eine sogenannte Proteinkinase) bzw. dessen Abspaltung
(durch eine Phosphatase).

Allosterische Effekte Hiufig wird die Stoffwechselaktivitat durch Liganden (Substra-
te, Produkte, Coenzyme, andere Effektoren) kontrolliert, die als allosterische
Effektoren nicht am aktiven Zentrum selbst, sondern an einem anderen Ort des
Enzyms binden und dadurch die Enzymaktivitdt modulieren. Von grofier Be-
deutung ist dabei die feedback-Hemmung, bei der entweder Vorstufen oder das
Endprodukt eines Stoffwechselpfades als allosterische Effektoren die eigene Ver-
wertung oder Synthese stimulieren oder inhibieren.

Nicht jede Flussdnderung lasst sich durch Enzymkonzentrationsédnderungen begriinden
- diese Korrelation gilt nur fiir anndhernd gesédttigte Enzyme, deren Aktivitdten nicht
auf schnellem Wege iiber allosterische Effekte oder Interkonversion reguliert werden.
Sowohl allosterische Effekte, als auch die Interkonversion sind zeitlich sehr prézise Me-
chanismen zur kurzzeitigen Regulation. Im Gegensatz zur Biosynthese sind sie nicht
sehr dauerhaft und damit experimentell nicht gut erfassbar, weshalb die Menge an akti-
vem Enzym meist durch die leichter zu messenden Enzymkonzentrationen angenahert
wird.

1.2 Rekonstruktion, Analyse und Modellierung von
Stoffwechselnetzwerken

Allgemein gesprochen wird die Modellierung verwendet, um Phénomene zu untersu-
chen, die innerhalb von komplexen Zusammenhéngen auftreten und die experimentell
nicht ausreichend erfasst werden konnen. Dabei wird das System auf die fiir das Phéno-

!Die Proteinsynthese macht etwa 40% des gesamten ATP-Bedarfs aus.
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men relevanten Komponenten reduziert. Ein Modell stellt somit immer eine Vereinfa-
chung der Wirklichkeit dar. Die Kunst in der Modellierung besteht darin, die richtigen
Komponenten auszuwahlen und keine dariiber hinaus. D.h. gerade genug, um das zu
untersuchende Phénomen beschreiben zu kénnen, ohne dass das System so komplex
und uniibersichtlich wird, dass der Erkenntnisprozess darunter leidet.

Mit Hilfe der Stoffwechselmodellierung soll das Systemverhalten bei Storung seines
Ruhezustandes untersucht werden. Typische Fragestellungen sind: Wie schafft es die
Zelle trotz wechselnder Umgebungsbedingungen und interner Stérungen, wie natiirli-
chen Mutationen oder kiinstlichen Gen-Knock-outs, den fiir alle zelluldren Bereiche so
notwendigen Stoff- und Energiefluss aufrecht zu erhalten? Welche internen Umstruk-
turierungen sind dafiir notwendig? Erfordert die neue Situation eine Anderung der
Enzymausstattung oder reicht die Kapazitdt der momentan arbeitenden Enzyme fiir
die verdnderten Anforderungen aus?

Fiir die Beantwortung dieser Fragen, d.h. um zelluldres Verhalten analysieren, inter-
pretieren und vorhersagen zu koénnen, kommen héufig drei unterschiedliche Modellie-
rungsansatze zur Anwendung: 1. kinetische Modellierung, 2. strukturelle Modellierung,
und 3. Flussbilanzanalyse. Sie unterscheiden sich hinsichtlich der benétigten bioche-
mischen Details (und damit der zugrunde liegenden Annahmen) und erlauben daher
die Beantwortung unterschiedlicher Fragestellungen.

Grundlage aller drei Modellierungsansétze ist die Beschreibung jedes einzelnen Schrit-
tes im betrachteten biochemischen Netzwerk, also die (virtuelle) Rekonstruktion des
Stoffwechselnetzwerks auf Basis experimenteller Beobachtungen. Der Prozess der Re-
konstruktion und Validierung eines Stoffwechselnetzwerks wird den Erlduterungen der
einzelnen Methoden daher vorangestellt. Wir unterscheiden dabei in dieser Arbeit
zwischen universellen Stoffwechselnetzwerken und davon abgeleiteten, auf spezifische
Fragestellungen (und Methoden) angepassten Stoffwechselmodellen. Da fiir die Wahl
wie auch fiir die Weiterentwicklung einer geeigneten Methode, entscheidend ist, welche
Daten dem Modellierer zur Verfiigung stehen, wird die experimentelle Datengrundlage
vorweg erlautert.

Mégliche
Fragestellungen

Verwendete
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Abbildung 1.6: Bestimmbarkeit interner Stoffflisse mittels MFA. A) Alle Flisse sind
bestimmbar (schwarze Pfeile), B) Fiir parallele Stoffwechselwege sind interne Flisse
nicht bestimmbar (graue Pfeile). Gleiches gilt fir C) Zyklen, D) Bidirektionale Reak-
tionsschritte (reversible Reaktionen), E) Flisse, die an Energiemetabolite, wie ATP
gekoppelt sind. Diese erfordern eine genaue Bilanzierung der Energiemetabolite, d.h.
alle involvierten Umwandlungsprozesse miissen bekannt sein (weshalb Futile Cycles ein
Problem darstellen, Darstellung in Anlehnung an Wiechert, 2001[214]).

1.2.1 Experimentelle Datengrundlage

Die wertvollste Information in der Stoffwechselmodellierung ist der Stofffluss selbst.
Es liegt jedoch in der Natur des Flusses, dass man ihn nicht direkt messen, sondern
immer nur indirekt bestimmen kann, d.h. man misst die Menge des transportierten,
verbrauchten oder neu produzierten Stoffes innerhalb einer bestimmten Zeiteinheit
(wir sprechen daher von Flussbestimmung statt Flussmessung). Dabei sind die Daten
umso genauer, je kiirzer die Zeiteinheit ist. Am genauesten ist daher die Bestimmung
von Flissen, deren Stoffumsatz instantan gemessen werden kann, wahrend die Zelle
lebt, wéchst und reagiert - ein selten erfiilltes Ideal.

Fiir die Konzentrationsbestimmung von Sauerstoff, CO2 und einzelner externer Me-
tabolite, wie Glucose, sind instantane Messungen im Medium tatséchlich moglich
(“online“~-Messung). Andere extrazelluldre Stoffkonzentrationen (verfiighare Substra-
te, abgegebene Stoffwechselendprodukte) konnen durch regelméafige Probenentnah-
me und anschliefende Analyse bestimmt werden. Zumindest fiir das Wachstum von
Einzellern (im Bioreaktor) kann auf diese Weise relativ unkompliziert die Substrat-
aufnahme, Produkt- und Nebenproduktsynthese, COs-Abgabe und analog dazu der
Sauerstoffverbrauch verfolgt und entsprechende Raten bestimmt werden. Zusétzlich
kann iiber die Zelldichte im Medium die Wachstumsrate bestimmt werden. Werden
diese Austauschfliisse auf ein einfaches Stoffwechselnetzwerk projiziert, kann in be-
grenztem Mafle auf interne Fliisse (des Zentralstoffwechsels) riickgeschlossen werden.
Dieses Verfahren wird als Metabolic Flux Analysis (MFA)[208] bezeichnet.

Fiir einige recht typische Netzwerkstrukturen ist eine eindeutige Zuordnung und da-
mit eine eindeutige Flussbestimmung via MFA jedoch nicht moglich (siehe Abb.1.6).
Hier verwendet man Substrate mit radioaktiv-markierten Atomen (z.B. '3Cg-Glucose),
die in verschiedenen Stoffwechselprodukten nachgewiesen und deren Wege anhand be-
kannter Umsetzungen rekonstruiert werden kénnen. Grundlage dafiir ist die Stdchio-
metrische Matriz und Atomiibergangsmatrizen [225, 61], aus welchen ein Isotopomer-
netzwerk erstellt wird. Damit und mit den gemessenen Isotopomerfraktionen kann
auf die relative interne Flussverteilung riickgeschlossen werden — ein sehr aufwéindiges
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1.2 Rekonstruktion, Analyse und Modellierung

Experiment. Im Gegensatz zur Messung von Metaboliten, Proteinen oder Transkrip-
ten verlangt die experimentelle Flussbestimmung einen Modellierungsschritt und ist
daher genau-genommen eine Flussvorhersage. In Kombination mit gemessenen Aus-
tauschfliissen konnen in einem integrativen Ansatz (da physiologische und markierte
Daten zusammenflieBen) absolute intrazelluldre Fliisse bestimmt werden.

In Analogie zum Genom wird héufig von der Bestimmung des Fluzoms[169, 216] ge-
sprochen — ein Begriff, der eine umfassende Bestimmung interner Fliisse suggeriert.
Tatsache ist jedoch, dass nur ein relativ kleiner Teil der internen Stofffliisse bestimm-
bar ist. In Ishii et al. sind es beispielsweise knapp 50 Fliisse des Zentralstoffwechsels[93].
Fiir eukaryotische Zellen ist die Flussbestimmung fiir verschiedene subzelluldre Kom-
partimente zudem eine grofie Herausforderung. Ein nicht zu unterschitzender Aspekt
ist weiterhin die Abhéngigkeit der Ergebnisse von der verwendeten Netzwerktopologie:
Zum einen konnen unzuléssig vernachléssigte Reaktionen oder ignorierte Metabolit-
Kanalisierung [218] Ursachen fiir Berechnungsfehler sein, zum anderen kann der Ver-
gleich von Flussvorhersagen mit experimentell bestimmten Fliissen ausschliefllich vor
dem Hintergrund des verwendeten Isotopomernetzwerkes erfolgen.

Zweit-wichtigste Informationsquelle neben dem Stofffluss ist die Aktivitdt des kata-
lysierenden Enzyms. Diese wird traditionell spektrophotometrisch iiber die Zunahme
oder Abnahme des durch Cofaktoren (NADH, NADPH) emittierten Lichts verfolgt.
Die Messung beschrankt sich daher auf Umsetzungen, deren Katalyse entweder di-
rekt cofaktorabhéngig ist oder die einer cofaktorabhingigen Umsetzung unmittelbar
vorausgehen. Arbeitet man mit einem Zellaufschluss, ist die Sensitivitdt der Methode
zudem nicht sehr hoch. Eine vorausgehende Proteinaufreinigung (unter Beibehaltung
der Aktivitét) ist sehr aufwindig — wenn tiberhaupt moglich.

Eine Alternative ist die Proteomanalyse (,Proteomics®). Thr Ziel ist die qualitative
und quantitative Bestimmung aller Proteinkonzentrationen in einer Zelle (oder einem
anderen biologischen System) zu einem bestimmten Zeitpunkt[98]. Im Gegensatz zum
Genom, der Gesamtheit aller Gene, ist das Proteom deutlich komplexer. Zum einen
gibt es mehr Proteine als Gene, da durch alternatives Spleifien (nicht bei Bakterien)
und posttranslationale Modifikationen aus einem Gen verschiedene Proteine entstehen
koénnen, zum anderen besitzen Proteine eine weitaus grofiere chemische Diversitat und
treten in enorm unterschiedlichen Konzentrationen auf. Die Analyse ist daher sehr auf-
wandig. Niedrig konzentrierte, sehr hydrophobe, saure oder basische Proteine kénnen
oft nicht detektiert werden.

Die Bestimmung aller Metabolitkonzentrationen ist Gegenstand der Metabolomana-
lyse. Der Begriff Metabolom wurde erstmals 1998 von Oliver et al.[142] verwendet.
Seitdem versuchen Forscher weltweit, die Extraktion von Metaboliten fiir verschiedene
Organismen zu optimieren, um moglichst viele Metabolite zu identifizieren und quanti-
fizieren. Derzeit liegen in der Human Metabolome Database[220, 219] fir 294 von 6828
Metaboliten, die in menschlichen Zellen vorkommen, GC/MS -Referenzspektren vor
— eine Zahl, die die momentane Gréflenordnung quantifizierbarer Metabolite wieder-
gibt. Da die Konzentrationen innerhalb der Zelle sehr gering sind (meist unter ImM),
das intrazelluldre Volumen unter 3% des Probevolumens liegt[24] und sich die chemi-
sche Struktur der Metabolite mitunter nur um ein Atom unterscheidet, bedarf es einer
guten Auftrennung der Substanzen und einer sehr sensitiven Nachweis- und Quan-
tifizierungsmethode. Dariiber hinaus bendétigt eine absolute Quantifizierung einzelner
Metabolite die Aufnahme einer Kalibrationskurve. Neben dem Mehraufwand setzt dies
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voraus, dass der zu messende Metabolit aufgereinigt zu beziehen ist.

Die Menge und Anderung der Gen-Transkripte (mRNS-Molekiile) kann Aufschluss
iiber tatsdchlich abgelesene genetische Information und somit iiber potentiell expri-
mierte Proteine geben[40]. Durch die Entwicklung von Microarrays (z.B. seit 1994
durch die Firma Affymetrix), hat die Transkriptomanalyse rasant zugenommen und
sich mittlerweile als Standardverfahren etabliert. Der grofie Vorteil der Transkripto-
manalyse ist, dass sie sehr leicht genomweit durchgefithrt werden kann. Allerdings ist
die Normalisierung der detektierten Signale eine komplexe Angelegenheit, mit welcher
sich ein ganzer Zweig der Bioinformatik beschéaftigt. Prozesse, die nach der Translation
ablaufen (z.B. post-translationale Modifikationen) kénnen jedoch nicht erfasst werden.

Im Hinblick auf die Untersuchung von Stoffwechselfliissen steht die Verfiigbarkeit bio-
chemischer Daten meist im Widerspruch zu dem Wert, den diese Daten fiir diese Un-
tersuchung haben: die aussage-kréaftigsten und aufschlussreichsten Daten sind, wenn
iiberhaupt, nur unter hohem Aufwand zu erheben; die gut verfiigharen Daten am
schwierigsten sinnvoll in die Analyse zu integrieren (d.h. es bedarf vieler Annahmen).
Ein guter Kompromiss zwischen Verfiigbarkeit und informativem Wert der bendtig-
ten Daten bietet die Verwendung von Enzym- und Metabolitkonzentrationen (siehe
Abbildung 1.7). Letztere sind sowohl fiir die kinetische, als auch thermodynamische
Charakterisierung biochemischer Prozesse von Bedeutung.

1.2.2 Rekonstruktion metabolischer Netzwerke

“The reaction network should be complete, fully covering the metabolic capabilities
that are to be modeled, coherent, containing no gaps or dead ends, and correct, faith-
fully representing the metabolic phenotype of the organism.” M.DeJongh et al.[39]

Obwohl die Anzahl der méglichen chemischen Umwandlungen, die von einem Enzym
an einem Substrat katalysiert werden kénnen, iiberschaubar ist! (es werden lediglich 6
EC-Hauptklassen unterschieden), ergeben sich durch die kombinatorische Vielfalt der
daraus resultierenden Verbindungen vielfiltige Stoffwechselwege. In ihrer Gesamtheit
fiigen sie sich zu einem komplexen Stoffwechselnetzwerk von mehreren tausend un-
terschiedlichen biochemischen Reaktionen zusammen. Die einzelnen Schritte der Re-
konstruktion mikrobieller, genomweiter Stoffwechselmodelle und die entsprechenden
Datenquellen werden in mehreren Reviews[62, 161, 53, 201] detailliert beschrieben.
Die folgenden Abschnitte geben einen groben Einblick in den Rekonstruktionsprozess
und verweisen auf einige wichtige Aspekte.

Um ein Stoffwechselnetzwerk zu rekonstruieren, geht man i.d.R. von der genomischen
Sequenz aus und versucht die darin kodierten Funktionen nach und nach in Zusam-
menhang zu bringen. Dazu wird zunéchst in Datenbanken, wie GenBank(NCBI)? oder
dem Gene-Index-Project? (vormals TIGR), nach Ahnlichkeiten zu Sequenzen anderer
Spezies gesucht, denen bereits ein Gen mit enzymatischer Funktion zugeordnet wur-
de. Die enzymatische Aktivitdt der gefundenen Kandidatengene wird anschlielend in

'7.B. durch Anheften und Abspaltung von Wasser oder diversen funktionellen Gruppen
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
3http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/
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1.2 Rekonstruktion, Analyse und Modellierung

Transkriptom: Beim sogenannten "Microarray” werden kurze, einzelstrangige, bekann-
te DNS-Sequenzen auf einer Plastikoberflache (dem Chip) fixiert und die aufgereinigte
Menge an zu untersuchender mRNS vervielfaltigt, wobei jeder sogenannten cDNS ein
Fluoreszenzmarker angeheftet wird. Die gebundenen Anteile lassen sich optisch detek-
tieren und (ber die Position und der Strahlungsintensitat kann auf die Sequenz und
Menge der mRNS riickgeschlossen werden.

Metabolom: Die am héaufigsten verwendete Methode ist GC/MS, eine Kopplung von
Gaschromatographie an ein Massenspektrometer und damit die Kopplung einer eta-
blierten Methode zur Auftrennung von Substanzen an eine sehr sensitive Nachweis- und
Quantifizierungsmethode. Alternativ wird fiir die Auftrennung die Fliissigkeitschromato-
graphie (LC) in Kombination mit einem 2.Massenspektrographen (LC-MS/MS) oder die
Kapillar-Elektrophorese (CE) und Detektion, nicht nur der Masse des Molekiils, sondern
auch der Ladung (durch Time-Of-Flight-Massenspektroskopie, CE-TOFMS) verwendet.
Proteom: Die Standardmethode zur Analyse des Proteoms ist die zweidimensionale
Gel-Elektrophorese (2DGE). Dabei werden die Proteine in einer Richtung nach ihrer
Ladung, und senkrecht dazu nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Die Proteine
werden anschlieBend angefarbt und die entsprechenden Punkte aus dem Gel ausgesto-
chen. Die enthaltenen Proteine werden dann enzymatisch in kurz-kettige Peptide zerlegt
(tryptisch verdaut), die per Massenspektroskopie analysiert und identifiziert werden. Al-
ternativ kann die Auftrennung auch gelfrei lber Fliissigkeitschromatographie erfolgen
(LC-MS/MS).

Fluxom: Die Messung von Isotopomerverteilungen hat lange Tradition. Klassische Mes-
sungen mit '4C gab es etwa seit 1910. Die Verwendung von ¥C und Protonen-NMR-
Messungen in Kombination mit MFA kniipfte daran an[181]. Man macht sich dabei die
stereospezifische Katalysefahigkeit der Enzyme zu nutze, d.h. die Tatsache, dass die
aufgenommenen Substrate nicht spiegelsymmetrisch sind und die hinzugefiigten oder
entfernten Atome bzw. Atomgruppen je nach Enzym sich an einer charakteristischen Po-
sition wiederfinden. Da jedes Atom markiert oder nicht-markiert vorliegen kann, besitzt
ein radioaktiv markiertes Molekiil mit n Kohlenstoffatomen, 2™ mogliche Markierungs-
zustande, die als Isotopomere! bezeichnet werden. Die Markierungsdaten konnen fiir den
Vergleich zweier Zustande oder Mutationen[3] oder zur Bestimmung von Flussverhalt-
nissen verwendet werden[59]. Seit 1998 erlauben zweidimensionale NMR-Spektren, die
die Verteilung von sowohl ! H als auch 3C messen, eine weitaus hohere Aufldsung (so-
genannte 2D-COSY-NMR). Im Laufe der technischen Weiterentwicklung wurde 1999 die
Massenspektroskopie (MS) fiir die Isotopenbestimmung erstmals verwendet und 2001
eine Kombination von NMR und MS vorgeschlagen[38]. Die Zukunft scheint allerdings
bei GC-MS oder MALDI-TOF MS zu liegen (analog der Metabolommessung), da nur
die Massenspektroskopie aufgrund ihrer auBergewdhnlichen Empfindlichkeit, Geschwin-
digkeit und den relativ geringen Kosten, das Potential fiir Hochdurchsatzanalysen im
pumolaren Bereich besitzt[222, 170].

Abbildung 1.7: Experimentelle Bestimmung von systembiologisch wichtigen Grifien.
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Datenbanken wie BRENDA?, MetaCyc®, TransportDBS, etc. sowie in der Literatur
recherchiert und die Enzyme gegebenenfalls in die Rekonstruktion tibernommen. In
einem weiteren Schritt wird die Stochiometrie der katalysierten Reaktionen anhand
metabolischer Datenbanken, wie KEGG” oder MetaCyc recherchiert und gegebenen-
falls die Massenbilanz im Netzwerk korrigiert. Die Schritte konnen zum Grofiteil durch
raffinierte Algorithmen und Methoden der Bioinformatik automatisiert erfolgen[10, 53]
und ein Rohentwurf der Rekonstruktion aus Datenbanken, wie der KEGG, herunter-
geladen werden.

Die Sequenz als einzigen Bezugspunkt zu verwenden, birgt einige Risiken: Die Enzym-
Gen-Zuordnung kann falsch oder die Expression einiger Gene durch DNS-Methylierung
unterbunden sein; Enzyme konnen andere Reaktionen als die fiir verwandte Zellty-
pen bereits berichteten katalysieren oder wichtige Gene des Stoffwechsels kénnen auf-
grund zu grofler Sequenzunterschiede bei der Identifizierung {ibersehen werden. Ent-
sprechend gering ist die Zuverléssigkeit ausschliefilich genombasierter Netzwerke. Sie
werden hauptséchlich fiir statistische Analysen verwendet[48, 128, 153].

Der qualitative Anspruch an Modelle, mit denen Stoffwechselfliisse vorhergesagt wer-
den ist weitaus héher[47, 77, 67] und erfordert eine manuelle Uberarbeitung des Netz-
werks auf inhaltlicher Ebene (z.B. durch Hinzufligen organismus-spezifischer Reak-
tionen) und auf struktureller Ebene (z.B. durch Entfernen von Inkonsistenzen der
Reaktions- und Metabolitbezeichner). Fiir die inhaltlicher Uberarbeitung bieten Da-
tenbanken wie BRENDA und ENZYME! eine wertvolle Unterstiitzung. Sie enthalten
Informationen zu den von Enzymen bevorzugten Substraten und Cofaktoren, ihrer
subzelluldren Lokalisation, Stochiometrien und der Umkehrbarkeit von Reaktionsrich-
tungen.

Wichtig fiir eine angemessene Représentation der zu modellierenden Stoffwechselfunk-
tionen ist die Auseinandersetzung mit den Grenzen des Systems. Mit diesen Grenzen
sieht man sich konfrontiert bei Prozessen:

o die im Detail noch nicht bekannt sind (wie z.B. die Herkunft der Schwefelatome
in der Biotinsynthese[122]),

e deren detaillierte Betrachtung durch die kombinatorische Vielfalt der beteiligten
Metabolite den Rahmen des Modells sprengen wiirden (z.B. die Fettsduresynthe-
se),

e deren Funktion sich anhand der Stéchiometrie nur schwer beschreiben lasst (z.B.
der Elektronentransport in der Photosynthese) oder aber

e die der eigentlichen Definition einer Stoffwechselreaktion nicht ganz entsprechen,
dennoch einen wichtigen Einfluss auf den Stoffwechsel haben und somit der doch
recht willkiirlichen und artifiziellen Beschrinkung des modellierten Zellgesche-
hens auf den Stoffwechsel geschuldet sind. So einleuchtend und einfach die Un-
terteilung in Stoffwechsel und Nicht-Stoffwechsel zunéchst scheint, so schwierig
ist sie in Grenzfillen zu realisieren. Das prominenteste Beispiel hierfiir ist die

“http://www.brenda-enzymes.org/
®http://metacyc.org/
Shttp://www.membranetransport.org/
"http://www.genome.jp/kegg/
"http://expasy.org/enzyme/
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1.2 Rekonstruktion, Analyse und Modellierung

Proteinsynthese und die Frage: Ist ein Protein ein Metabolit?

In den anfanglichen Modellen wurden komplexe Prozesse oftmals formal in einer ein-
zigen Reaktionsgleichung zusammengefasst. In der Analyse erwies sich diese Vereinfa-
chung jedoch oftmals von Nachteil, eine detaillierte Modellierung wird deshalb immer
héufiger angestrebt[52]. Obwohl eine angemessene Art und Weise, einen zelluldren
Prozess im Modell abzubilden sich teilweise nur im Kontext einer spezifischen Frage-
stellung sinnvoll entscheiden lésst, werden die Systemgrenzen bereits im Rekonstruk-
tionsprozess festgelegt. Die in der Literatur veroffentlichten (manuell tiberarbeiteten)
Modelle sind daher immer auf die Beantwortung einer spezifischen Fragestellung aus-
gerichtet (meist die Produktion von Biomasse[52] oder die Erfillung unterschiedlicher
Stoffwechselziele[67]). IThre Anwendung auf andere Fragestellungen bedarf somit einer
erneuten Validierung und Anpassung.

Die detaillierte Rekonstruktion von Stoffwechselnetzwerken ist je nach Wissenstand
und qualitativem Anspruch eine langwierige und aufwéndige Arbeit. Durch gute Al-
gorithmen und zunehmend komfortableren Datenbanken kann die Arbeit in grofien
Teilen automatisiert werden - zum Teil jedoch auf Kosten der Konsistenz und Verlass-
lichkeit der Daten. Die Uberpriifung und Erginzung der gesammelten Informationen
ist daher von entscheidender Bedeutung, insbesondere bei der Definition der System-
grenzen. Uberarbeitete Modelle aus der Literatur sind daher wesentlich konsistenter,
aber angepasst auf bestimmte Fragestellungen; die Anwendung auf andere Fragestel-
lungen bedarf einer erneuter Uberpriifung und Anpassung dieser Modelle.

1.2.3 Analyse, Validierung, Evaluierung

Mogliche Ursachen fiir eine mangelhafte Reprasentation des Stoffwechsels gibt es viele:
semi-automatische Erstellung des Grundgeriistes, unzureichende biochemische Charak-
terisierung einzelner Enzyme und Stoffwechselwege, Syntaxfehler, doppelte Bezeich-
nungen gleicher Metabolite oder fehlende Reaktionen. Dabei ist prinzipiell zwischen
mangelnder Konsistenz und mangelnder Validitiat des Modells zu unterscheiden: ein
konsistentes Modell ist in sich stimmig, kann aber Stoffwechselwege enthalten, die in
Realitat in der Zelle nicht vorkommen oder nicht benutzt werden. Ein valides Modell
hingegen ist in sich stimmig und enthélt (soweit moglich) nur nachweislich aktive Pro-
zesse. Fiir die Validierung eines Modells ist somit viel biochemisches Wissen und der
Abgleich mit experimentellen Daten notwendig, wahrend Inkonsistenzen hauptséchlich
durch strukturelle Analysen aufgedeckt werden.

Im Zuge umfangreicher Rekonstruktionen (die iiberhaupt diese Bezeichnung erst recht-
fertigen) ist man dazu iibergegangen, in der Modellierung 3 (bis 4) Arbeitsschritte zu
unterscheiden: Rekonstruktion, Validierung und Analyse. Diese Unterscheidung ist in
der Praxis oft schwierig, da inhaltliche Unstimmigkeiten sich meist erst beim Abgleich
spaterer Analyseergebnisse mit experimentellen Beobachtungen zeigen, und nach jeder
Anderung der Rekonstruktion die einzelnen Schritte erneut durchlaufen werden miis-
sen. Dartiber hinaus erfolgt die Validierung meist iiber die Modellierung. Der iterative
Modellierungsprozess ist in Abbildung 1.8 dargestellt.

So unterschiedlich die Quellen von Inkonsistenz und Invaliditdt, so unterschiedlich
sind die Ansétze zu deren Bereinigung. Wir unterscheiden hier drei grundsétzliche
Vorgehensweisen:
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Abbildung 1.8: Iterativer Modellierungsprozess

Genombasiert Unter den Genen, denen noch keine Funktion zugeordnet wurde, wird
iiber Sequenzhomologie zu funktionell bereits annotierten Genen nach enzymati-
schen Funktionen gesucht[71]. Alternativ werden Kandidatengene vorgeschlagen
und anhand unterschiedlicher biochemischer Daten' die Wahrscheinlichkeit be-
stimmt, dass diese im jeweils betrachteten Organismus vorkommen[117].

Wissensbasiert Inkonsistenzen werden durch den Vergleich von in silico-Modellvorher-
sagen mit in vivo beobachteten Phénotypen aufgedeckt. Anschliefend wird nach
einer minimalen Anzahl von Reaktionen gesucht, die die Diskrepanz maximal
verringern[161].

Topologiebasiert Zunéchst werden Stellen im Netzwerk gesucht, an denen die Syn-
thesewege unterbrochen sind. Dazu werden Reaktionen identifiziert, die keinen
Fluss tragen kénnen (“blockiert” sind). In einem mehrstufigen Algorithmus wer-
den diese “Liicken* gefiillt, indem zusétzliche Reaktionsrichtungen erlaubt, neue
Reaktionen einer Reaktionsdatenbank hinzugefiigt oder betroffene Metabolite
direkt importiert werden[117].

Um ein konsistentes und valides Modell zu erstellen, wurden Konzepte mit unter-
schiedlichem Fokus entwickelt. Auf Basis bekannten und digitalisierten Wissens wird
das Hinzunehmen oder Entfernen einzelner Reaktionen (bzw. Enzyme) vorgeschlagen.
Das sich jedoch alle Inkonsistenzen auf diese Weise "bereinigen” lassen ist unwahr-
scheinlich. Es sind vornehmlich Einzelfille die den Prozess enorm verzogern — Félle,
die aufwéndig recherchiert werden miissen, u.U. auf Liicken im derzeitigen Wissens-
stand verweisen und fiir die geeignete Annahmen getroffen werden miissen. Der Weg
vom Rohentwurf zum validen Modell ist daher ein sehr zeitaufwéindiger, iterativer
Prozess — wenngleich nicht ohne Erkenntniswert.

1.2.4 Kinetische Modelle

Traditionelle, kinetische Stoffwechselmodellierung beginnt mit der Zusammenstellung
von biochemischen Reaktionen, die fiir eine wohl definierte, konkrete Fragestellung
relevant zu sein scheinen, nebst der entsprechend notwendigen Enzyme. Eine typische
zu untersuchende Fragestellung wére z.B. der Einfluss einer Pyruvatkinasedefizienz

1z.B. mRNS-Co-Expression, Phylogenetische Profile, Analyse von Genclustern auf Chromosomen
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Abbildung 1.9: Abhdngigkeit der Umsatzgeschwindigkeit von der Substratkonzentrati-
on laut Michaelis-Menten-Kinetik; die Michaelis-Menten-Konstante, K,, markiert die
Substratkonzentration bei der das Enzym halbmazimal arbeitet.

auf den Energiestoffwechsel roter Blutkorperchen[82]. Fiir die katalysierenden Enzyme
werden, je nach Verfiigbarkeit, vereinfachte oder komplexe Gleichungen definiert, die
die Kinetik der enzymatischen Katalyse beschreiben. Die dazu verwendete Umsatzrate
ist definiert als Stoffumsatz pro Zeiteinheit. Sie ist abhangig von der Gesamtaktivitat
der katalysierenden Enzyme und von Metabolitkonzentrationen, insbesondere denen
der Substrate.

Im einfachsten Fall werden Umsatzraten durch sogenannte irreversible Massenwir-
kungskinetiken beschrieben, die ausschliefflich die Substratkonzentration beriicksich-
tigen. Etwas komplexer (aber immer noch vergleichsweise einfach) ist die Michaelis-
Menten-Kinetik!. Sie beschreibt das Phéinomen der Sittigung: bei sehr hohen Substrat-
konzentrationen [S] kann die Umsatzgeschwindigkeit v nicht weiter gesteigert werden
und es wird ein Maximalwert v,,,, erreicht:

[5] 5]

:kca Bl ———— = max
v tl ]Km+[5] Umaz g TS

(1.6)
Die Konstante K,, wird als Michaelis-Menten-Konstante bezeichnet. Sie entspricht
der Substratkonzentration, bei der die Reaktionsgeschwindigkeit gerade die Hélfte des
Maximalwertes erreicht. Abbildung 1.9 veranschaulicht diesen Zusammenhang. Die
Auswahl an Reaktionen und die verwendeten Enzymkinetiken werden korrigiert und
fein justiert, bis die Simulation einen Ausgangspunkt zufriedenstellend abbilden kann.

Vernachlissigt man rdumliche Verteilungseffekte, lisst sich die zeitliche Anderung der
Konzentration eines Metaboliten [M;] anhand folgender Gleichung beschreiben:

diM;] &
dt —jz::lsz'jvj —bi, (1.7)

Dabei werden die Fliisse aller in der Stdéchiometrischen Matriz verzeichneten Reak-
tionen entsprechend ihrer Stéchiometrie bilanziert, d.h. verbrauchende Fliisse werden
subtrahiert, synthetisierende Fliisse addiert. Der Anteil b; reprisentiert dabei einen

Leine 1913 von Leonor Michaelis und Maud Menten entwickelte spezifische Enzymkinetik
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nicht néher spezifizierten Verbrauch eines Metaboliten M; (falls b; > 0) oder dessen
Bildung (falls b; < 0) auflerhalb des betrachteten Systems.

Unter relativ konstanten dufleren und internen Bedingungen, d.h. in Phasen, in de-
nen die Zelle ungestort ihre Stoffwechselleistung erbringen kann (z.B. bei konstantem
Zellwachstum in der exponentiellen Phase), sind die Schwankungen der internen Me-
tabolikonzentrationen gering und die Abhéngigkeit des Stoffumsatzes von der Meta-
bolikonzentration ist vernachléassigbar. Um einen effizienten Stoffumsatz zu erzielen,
ist anzunehmen, dass in solch einer Situation, Synthese und Verbrauch eines Stoffes
sich in etwa entsprechen (Fliefigleichgewicht), die Konzentration somit konstant bleibt
und deshalb gilt:

ZSijvj —b;=0 VieN, (18)

J

Diese Annahme ist Grundlage verschiedener methodischer Ansétze und notwendige
Vereinfachung fiir die Analyse mittlerer und grofier Stoffwechselnetzwerke. Sie gilt im-
mer dann, wenn die Zeit der Anderung eines geforderten Systemoutputs (oder eines
moglichen Systeminputs) groer ist, als die Zeit bis zur eigentlichen Erfiillung dieser
Stoffwechselleistung. Da die Zeit flir die Beschreibung der Stoffwechselvorginge un-
ter dieser Annahme nicht mehr von Bedeutung ist und somit ein quasi stationéirer
Systemzustand beschrieben wird, bezeichnet man diese Annahme auch als Stationari-
tatsannahme (steady-state).

Mit Hilfe der kinetischen Modellierung kénnen dynamische Effekte untersucht werden:
Simuliert und studiert werden kénnen beispielsweise die durch Riickkopplungsmecha-
nismen verursachten Oszillationen glykolytischer Intermediate[66], die Anhdufung von
Metaboliten als Reaktion auf innere oder duflere Stérungen oder das “Umschalten* auf
eine andere Substratquelle. Dariiber hinaus ermdglicht die Suche nach und Untersu-
chung von stationdren Zustdnden ein Kennenlernen und Charakterisieren des model-
lierten Systems.

Das Kinetische Modell erlaubt die Vorhersage stationérer und zeitabhéngiger Netz-
werkzustédnde bei variierenden internen und externen Bedingungen. Das Modell wird
zielgerichtet und manuell, Reaktion fiir Reaktion, erstellt und verfeinert. Mit dem
Anspruch an Genauigkeit wéchst i.d.R. die Komplexitit der Umsatzratengleichungen:
Werden die Umkehr der Reaktionsrichtung oder inhibierende (oder aktivierende) Ef-
fekte durch andere Stoffe beriicksichtigt, ist die Beschreibung der Enzymkinetik sehr
aufwindig, und erfordert viele, oft unbekannte und schwer bestimmbare Parameter —
fiir kleine und stark vereinfachte Systeme ist dies jedoch moglich und lohnend, wie
zahlreiche erfolgreiche Simulationen zeigen[82, 183, 159].

1.2.5 Strukturelle (topologische) Stoffwechselmodellierung

Im Gegensatz zur kinetischen Modellierung geht man bei der strukturellen Stoffwech-
selmodellierung ausschliefllich vom stationdren Zustand und einem Fliefgleichgewicht
aus. Es werden somit Umsatzraten vorhergesagt, die der Stationaritdtsannahme in
Gleichung 1.8 entsprechen. Wiahrend mit der kinetischen Modellierung zeitliche Pro-
zesse beschrieben werden (dhnlich einem Videofilm), geben die hier berechneten statio-
niren Flusszustiande eine Momentaufnahme (Foto) des Stoffwechsels wieder. Als Kon-
sequenz orientieren sich die Fragestellungen bei der Analyse grofier Netzwerke eher an
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den Unterschieden zwischen stationéren Flusszustdnden bei unterschiedlichen dufleren
oder inneren Bedingungen. So koénnen beispielsweise die Konsequenzen verdnderter
Enzymaktivitdt, die durch gezielte genetische Verdnderungen oder entsprechende En-
zyminhibitoren provoziert wurde, studiert werden oder experimentell {iberpriifbare Hy-
pothesen, wie die Vorhersage des Uberlebens genetisch verdnderter Mikroorganismen
fir verschiedene Néhrstoffangebote, generiert werden.

Die Anzahl der zur Beschreibung eines Systemzustandes verwendeten Gleichungen
entscheidet iiber die Bestimmtheit des Systems. In der Mathematik unterscheidet man
tiberbestimmte Systeme, bei denen die Anzahl unbekannter Variablen kleiner ist als
die sie eingrenzenden (unabhéingigen) Ungleichungen, und unterbestimmte Systeme,
bei denen die Anzahl unbekannter Variablen die Anzahl an Ungleichungen iibersteigt.
Waihrend das Gleichungssystem tiberbestimmter Systeme u.U. Inkonsistenzen enthélt
und nicht gelost werden kann, kdnnen in unterbestimmten Systemen die Variablen
nicht eindeutig bestimmt werden. Da im kinetischen Modell pro Reaktion eine Ra-
tengleichung formuliert wird und im Stoffwechselnetzwerk i.d.R. mehr Reaktionen als
Metabolite enthalten sind, handelt es sich in der kinetischen Modellierung meist um
iiberbestimmte Systeme. In stationdren Modellen dagegen entspricht die Anzahl der
Annahmen einer konstanten Metabolitkonzentration der Anzahl an Metaboliten, und
die Systeme sind unterbestimmt.

Der Vielzahl méglicher Losungen unterbestimmter Systeme wird durch Verwendung ei-
nes Auswahlkriteriums begegnet (i.d.R. ein Kriterium optimaler Stoffwechselfunktion,
sieche Abschnitt 1.2.6), oder die Losungen werden explizit als Raum mdglicher Stoff-
wechselaktivitdten betrachtet. Die strukturelle Netzwerkanalyse arbeitet mit diesem
Losungsraum: Sie beschreibt ihn durch représentative Vertreter (Flussvektoren bzw.
-moden) und charakterisiert und vergleicht diese unter verschiedenen Bedingungen.
Die Bestimmung représentativer Vertreter erfolgt durch Berechnung des sogenannten
right-null-space, die im Folgenden erldutert wird.

Vernachlassigt man die zusétzliche Verwendung oder Bildung von Metaboliten aufler-
halb der Systemgrenze, reduziert sich die Stationaritdtsannahme (Gleichung 1.8) in
Vektorschreibweise zu:

SR=0 (1.9)

Fiir eine rdumliche Vorstellung kénnen die Zeilen der Stdchiometrischen Matrixz S
als Hyperebenen im Raum interpretiert werden, deren Schnittmenge den sogenannten
"right null space”, R, bildet. Dieser Raum wird aufgespannt durch unabhéngige Fluss-
vektoren (Spalten in R). Er beschreibt alle méglichen stationdren Flusslosungen und
erlaubt daher die Zerlegung jeder beliebigen stationéren Flussverteilung als gewichtete
Summe (Linearkombination) dieser unabhéngigen Vektoren.

Sofern alle Reaktionen im Netzwerk nur in eine Richtung flieflen (d.h. v; > 0), ent-
spricht der Losungsraum der Schnittmenge des Raumes nicht-negativer Flisse mit R
und bildet einen vielflichigen Kegel (fluz cone, sieche Abbildung 1.10). Enthélt das
Modell reversible Reaktionen, kénnen diese in Vorwérts- und Riickwértsfluss unter-
teilt werden, wobei sich die Anzahl der Dimensionen des Raumes entsprechend erhoht.
Damit die Annahmen zur Irreversibilitdt (v; > 0) innerhalb der linear kombinierten
Flusslosung ihre Giiltigkeit behalten, diirfen ausschliefllich positive Wichtungsfaktoren
flir die Linearkombination verwendet werden. Vorteil der Arbeit im nicht-negativen
(konvexen) Raum ist, dass die biologisch schwer zu interpretierenden negativen Wich-
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Abbildung 1.10: Eingrenzen moglicher Losungen im nicht-negativen Raum durch Ne-
benbedingungen und Auswahl einer optimalen Losung (siehe Optimierungsrechnung
S.22)

tungen umgangen werden. Nachteil ist, dass die unabhangigen Vektoren der konvexen
Basis nicht eindeutig bestimmbar, die Methoden der konvexen Analyse[32] nicht gut
erforscht und die Probleme u.U. in endlicher Zeit nicht berechenbar sind (NP-Problem).

Die Konzepte zur eindeutigen Bestimmung reprasentativer Vertreter unterscheiden
sich voneinander im Umgang mit reversiblen Reaktionen und in der biologischen In-
terpretation der jeweils bestimmten Flussmoden. Die bekanntesten Konzepte sind:
Elementarmoden[184, 186], Extreme pathways[177, 147] und Extreme currents[32].
Weitere mathematisch eindeutige Vektoren, wie das Set Generierender Moden[210]},
sind aus Sicht biologischer Interpretation eher unvorteilhaft. Die einzelnen Konzepte
(einschlieflich ihrer mathematischen Grundlagen) werden in Schilling et al.[179] erldu-
tert.

FEine Elementarmode ist ein Fliegleichgewichtszustand, an dem ein minimaler Satz
von Enzymen beteiligt ist. Minimal bedeutet in diesem Zusammenhang, dass — falls
einzig diese Enzyme im Netzwerk aktiv wéren — die vollstdndige Inhibition eines die-
ser Enzyme das Flieigleichgewicht zum FErliegen bringt. Elementarmoden kénnen als
alternative und objektive Definitionen von Stoffwechselwegen aufgefasst werden[185].
Die beiden anderen Modenkonzepte, Extreme Pathways und Extreme Currents, haben
ein dhnliches Anliegen, behandeln reversible Flussrichtungen jedoch etwas anders[210].
Abbildung 1.11 veranschaulicht die Unterschiede von Elementarmoden, Extreme Pa-
thways und Generierenden Moden.

Sowohl Elementarmoden als auch Extreme Pathways fanden zahlreiche Anwendun-
gen. Es wurden z.B.: i) die Bedeutung der Netzwerkstruktur fiir das Uberleben eines
Organismus bei genetisch bedingten Enzymdeletionen untersucht[195], ii) bekannte
und unbekannte Stoffwechselwege analysiert[187], iii) Reaktionshédufigkeiten bestimmt
und auf deren Bedeutung fiir den Stoffwechsel riickgeschlossen[145], iv) Inkonsistenzen
des Netzwerks in Form unvollstédndiger (fehlender) Moden[36] oder unzuléssiger Moden
(thermodynamisch unméglicher Zyklen)[156, 13]) aufgedeckt, v) korrelierte Reaktionen
bestimmt[111, 26] und vi) minimale Enzymsets bestimmt, deren vollstdndige Inhibition
jeweils eine bestimmte Stoffwechselfunktion unterbindet (minimal cut sets)[107, 106].
Einen Uberblick iiber Anwendungen von Elementarmoden und Extreme Pathways ge-

! Generierende Moden sind eindeutig, sofern es sich um einen spitzen Kegel (pointed flux cone) han-
delt.
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Abbildung 1.11: lllustration von EM - Elementarmode, ExPa - Extreme Pathway und
GM - Generierende Mode. Die EM-Analyse unterscheidet zwischen Vorwdrts- und
Riickwdrtsrichtung (d.h. Zufluss zu und Abfluss von A sind 2 Flisse), EMy und EMo
kénnen daher EMs nicht darstellen. Die ErPa-Analyse trifft diese Unterscheidung
nur fir interne Fliisse, Austauschfilisse bleiben reversibel. ExPay und FExPas kinnen
somit EMsy darstellen, wahrend eine Darstellung von ExPay aus ExPas und ExPag
nicht moglich ist.

ben Papin et al.[146].

Durch die kombinatorische Explosion steigt die Anzahl notwendiger Einzelrechnun-
gen und berechneter Elementarmoden mit der Netzwerkgrofle stark an. Schwach-
punkt der Elementarmoden und Extreme Pathways sind daher die Laufzeiten ihrer
Berechnungen[110], die nétige Speicherkapazitiat und die Vielzahl der berechneten
Moden. Die Parallelisierung und Entwicklung neuer Algorithmen beschleunigte die
Berechnung merklich[65, 204, 200]. Die Anzahl der Moden ist meist gewaltig: z.B.
gibt es fiir ein Stoffwechselmodell von 106 Reaktionen (bei 1 Substrat und 5 Pro-
dukten) bereits 27100 Elementarmoden. Das Hinzufligen von 3 weiteren Substraten
erhoht diese Zahl auf 507 632[65]. Fiir genomweite Netzwerke bewegt sich die Anzahl
im Millionenbereich[200]. Als Konsequenz wird héufig Statistik “betrieben® mit ent-
sprechend mageren, weil inhaltlich begrenzten Ergebnissen. Alternativ wird versucht
die Moden unter physiologischen Gesichtspunkten zu filtern[34, 188]. Dabei wird aus
den Moden, die das Bewertungskriterium (z.B. eine Mindestbiomasseausbeute) erfiil-
len, ein Unterraum aufgespannt, der der Beantwortung einer spezifischen Fragestellung
dient[184, 186, 116].

Ein weiterer Anwendungsbereich der strukturellen Analyse ist die Erhaltung mole-
kularer Teilstrukturen: Da im stationdren Zustand die Metabolite im System nicht
abflielen oder sich anhdufen kénnen, miissen molekulare Teilstrukturen, die nicht den
aufgenommenen Substraten entstammen (z.B. Schwefelgruppen, die nicht in der Glu-
cose enthalten sind) im System verbleiben, werden somit lediglich von einem Metabo-
lit zum néchsten weitergereicht[172]. Ein typisches Beispiel sind die Adeninnukleotide:
Kann der Adeninrest im Netzwerk nicht de-novo synthetisiert werden, so konnen weder
ATP, noch ADP oder AMP de-novo synthetisiert, sondern ausschliellich ineinander
umgewandelt werden. Die Summe ihrer Konzentrationen ist daher immer konstant.

Die Menge der Metabolite, die an solch einem Kreislauf beteiligt sind, bezeichnet man
als “conserved moiety” oder Erhaltungsbedingung. Sie sind von Interesse, wenn es um
Inkonsistenzen und die Synthesekapazitét eines Netzwerks geht: Die Erhaltung von
Teilstrukturen innerhalb der Mitglieder einer solchen Bedingung weist auf das Unver-
mogen des Netzwerks diese zu synthetisieren hin. Anwendung finden Erhaltungsbe-
dingungen daher z.B. in der Bestimmung minimaler Medienzusammensetzungen. So
berechneten Imielinski et al.[91] sogenannte "extreme semipositive conservation rela-
tions” (ESCR), deren Kenntnis es erlaubt, eine minimale Anzahl von Substraten zu
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bestimmen, die fiir die Synthese wichtiger Metabolite mindestens im Medium enthalten
sein miissen.

Die Bestimmung der Erhaltungssétze erfolgt iiber die Analyse des sogenannten “left
null space“:
LS =0 (1.10)

Diese Analyse ergibt Metabolitkombinationen, deren Konzentrationen in der Gesamt-
summe jeweils konstant bleibt und die unterschieden werden kénnen in Erhaltungsbe-
dingungen einzelner chemischer Elemente, chemischer Gruppen oder ganzer Molekiile
bzw. Cofaktoren[51]. Ahnlich zur Analyse des "right null space” ist auch hier durch
kombinatorische Explosion die Berechnung fiir genomweite Netzwerke kaum moglich.
Bestimmte Algorithmen vermogen dies zum Teil zu beheben[205]. Alternativ kann die
Optimierungsrechnung verwendet werden. Einen entsprechenden Ansatz, “metabolite
concentration coupling analysis* (MCCA), haben Nikolaev et al.[139] vorgeschlagen.

Die Vielzahl an méglichen Stoffwechselleistungen lassen sich mit Methoden der Struk-
turellen Modellierung vollsténdig beschreiben. Einfach gesagt zeigen diese Methoden
alle fundamentalen Pfade auf, entlang derer Stoffe ineinander umgewandelt werden
konnen. Als Linearkombination sind sie in der Lage, jeden mdglichen stationdren
Flusszustand (vielfach) zu beschreiben. Durch die kombinatorische Vielfalt ist die An-
zahl dieser Moden selbst fiir ein mittelgroles Netzwerk jedoch bereits enorm[110] und
fiir Reaktionsnetzwerke von mehreren hundert Reaktionen in akzeptabler Zeit kaum
berechenbar[65]. Verbesserte Algorithmen kommen der Berechenbarkeit und Rechen-
zeit zwar zunehmend entgegen[200], ersparen dem Nutzer aber nicht die Durchsicht
und Interpretation dieser Vielzahl von Flusslosungen (bis zu 5 Mio.), zumal den we-
nigsten dieser Moden eindeutig eine spezifische Funktion zugewiesen werden kann.

1.2.6 Die Flussbilanzanalyse

Bjérn und Peter sollen als Organisatoren eines Jugendzeltlagers Zelte kau-
fen. Zwei Zelttypen sind im Angebot: ein 10-Personen Zelt fiir 200,-Euro,
wovon es allerdings nur noch 5 Stiick vorrdtig gibt, und ein 15-Personen
Zelt fiir 400,-Euro, allerdings sind nur noch 4 Stiick vorrétig. Insgesamt
stehen 1800,-Euro zur Verfiigung und es sollen méglichst viele Kinder un-
tergebracht werden. Wie viele Zelte von welchem Typ sollten Bjérn und
Peter jeweils kaufen?

Aufgaben dieser Art — mit klaren Beschriankungen (hier: das zur Verfiigung stehende
Geld und die vorréitigen Zelte), mit Variablen (Anzahl der von jedem Typ zu kaufenden
Zelte) und einer Angabe, unter welchem Gesichtspunkt diese Variablen im optimalen
Fall besetzt werden sollten (die Anzahl der Kinder, die darin maximal untergebracht
werden sollen) — lassen sich gut als (lineare) Optimierungsprobleme formulieren. Ent-
deckt wurde die Optimierungsrechnung 1939 durch den sowjetischen Mathematiker
Leonid Witaljewitsch Kantorovich[101] im Zuge der Optimierung militarischer Strate-
gien. Nach dem 2. Weltkrieg, als die Ressourcen knapp waren, wurde sie vorrangig zur
Gewinnoptimierung in der Wirtschaft eingesetzt und weiterentwickelt.

Ziel aller Optimierungsverfahren ist es, unter Beriicksichtigung vorgegebener KEin-
schrankungen die beste Losung und somit den besten Kompromiss zwischen mehreren
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(z.T. sich widersprechenden) Anforderungen zu finden[11]. Fiir die Beschreibung eines
Optimierungsproblems sind daher folgende Komponenten notwendig: i) Variablen, die
wahrend der Suche verschiedene (kontinuierliche oder diskrete) Werte annehmen kon-
nen, ii) Gleichungen und Ungleichungen, die die Losung des Problems beschrinken,
und iii) eine Zielwertfunktion, die es erlaubt, die Qualitit einer gefundenen Losung
quantitativ zu bewerten. Dabei kann die Maximierung des Zielwertes durch Multipli-
kation der Zielfunktion mit -1 in eine Minimierung umgewandelt werden.

Das oben genannte Beispielproblem lésst sich mit den ganzzahligen Variablen x (An-
zahl der 10-Personenzelte) und y (Anzahl der 15-Personenzelte) wie folgt als lineares
Optimierungsproblem formulieren:

maximize 10x + 15y

subject to 200z + 400y < 1800
r <5
y<4

Zur Losung linearer Optimierungsprobleme stehen kommerzielle und nicht-kommer-
zielle Solver zur Verfiigung, die Algorithmen der Innere-Punkt-Methode oder des Sim-
plex-Algorithmus verwenden (fir Details siehe Seite 109). In der vorliegenden Arbeit
wird ausschlielich der Simplex-Algorithmus zweier kommerzieller Solver angewendet:
Lineare Optimierungsprobleme werden mit dem CPLEX Optimizer (Version 10.0) von
ILOG/IBM!, Quadratische Optimierungsprobleme mit der LINDO API 5.0? gelést.

Erstmals dokumentiert sind Anwendungen der linearen Optimierung auf Stoffwech-
selprozesse 1984 durch M.R. Watson[212]. Grundlage war die Annahme, die zellulére
Stoffwechselregulation strebe nach einem moglichst effizienten Einsatz der verfiigharen
chemischen Energie[9]. Gerechtfertigt wird diese Annahme angesichts der beeindru-
ckenden morphologischen, als auch stoffwechselregulatorischen Anpassungsfahigkeit
von Organismen an ihre Umgebung?, die nahe legen, dass sich das interne zellulire
Geschehen im Laufe der Zeit ebenfalls optimiert hat. Damit verbunden ist eine zellu-
lare Organisation, die die optimale Anpassung der Aktivitdt von Stoffwechselenzymen
an das momentane Nédhrstoffangebot und der aktuell benétigten Zellleistung gewéahr-
leistet.

Um die Stofffliisse mit Optimierungsverfahren vorherzusagen benétigt man: i) die Sto-
chiometrische Matriz, ii) die Definition externer Metabolite, die der Stationaritéitsbe-
dingung nicht unterliegen, bzw. fiir die b; < 0 oder b; > 0 gilt, iii) Zielmetabolite, d.h.
Metabolite, die einzelne Stoffwechselfunktionen beschreiben, sowie optional iv) Infor-
mationen zur Umkehrbarkeit von Reaktionen und schliefllich v) das Optimierungkri-
terium. Im Gegensatz zu vielen anderen Anwendungen der Optimierungsrechnung ist
das Optimierungskriterium, nach dem sich der Stoffwechsel reguliert, der Wissenschaft
nicht bekannt. Fiir die Vorhersage von Stoffwechselfliissen in biologischen Systemen
bleibt also der inverse Weg: verschiedene Kriterien zu testen, um unter Anwendung

"http://www-01.ibm.com/software/integration /optimization/cplex-optimizer/

2http://www.lindo.com/

3Beispiele: der Waldfrosch (Rana sylvatica), dessen Korperflussigkeiten fiir Tage oder Wochen bis zu
70% gefroren sein konnen[46], Tibeter, die genetisch bedingt einen niedrigeren Hdmoglobinspiegel
aufweisen[194], oder die Darwinfinken, deren SchnabelgréBe tiber knackbare Korner entscheidet
und den am besten angepasstesten Artgenossen das Uberleben sichert[17]
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Maximierung der Metabolitsynthese Varma et al., 1993[206]
Maximierung der ATP-Produktion Majewski et al., 1990[125], Ramakrishna et al., 2001[158]
Minimierung der Summe aller Fliisse Bonarius et al., 1996[20], Holzhiitter, 2004[83]
Minimierung der Substrataufnahme Savinell et al., 1992[173]
Minimierung der NADH-Produktion Savinell et al., 1992[173]
Minimierung der ATP-Produktion Savinell et al., 1992[173]

Tabelle 1.1: Mégliche Optimierungskriterien

der Optimierungsrechnung Stoffwechselfliisse vorherzusagen, die mit den experimen-
tellen Ergebnissen méglichst iibereinstimmen.

In den 80er Jahren wurde die Giiltigkeit der Stationaritdtsbedingung durch den Ver-
gleich mit Ergebnissen kinetischer Modelle kritisch untersucht[143, 144]. Aufbauend
auf diese Arbeiten verdffentlichten Savinell und Palsson 1992 den mathematischen
Formalismus[173], der kurze Zeit spéter in der Arbeit von Varma et al.[207] als “flux
balance analysis®, als Flussbilanzanalyse, kurz FBA, bekannt wurde. Das verwendete
Optimierungskriterium variiert dabei je nach Fragestellung. Einige Kriterien linearer
Optimierungsprobleme sind in Tabelle 1.1 aufgelistet, wobei in dieser Arbeit haupt-
sdchlich das Kriterium der Flussminimierung nach Holzhiitter[83] verwendet wird.

Das Prinzip der Flussminimierung basiert auf der Annahme, dass in frithen Phasen der
evolutiondren Entwicklung der Wettbewerb um begrenzte externe Ressourcen diejeni-
gen Organismen begiinstigt hat, die alle lebenswichtigen Funktionen (z.B. Wachstum,
DNS-Reparatur, Abwehr toxischer Stoffe) mit minimalem Aufwand erfiillen konnten.
Unter minimalem Aufwand wird dabei eine moglichst geringe Anzahl beteiligter En-
zyme und eine moglichst geringe Umsatzrate verstanden. Unter Vorgabe einer An-
zahl zu erfiillender Fliisse v, > 0, die eine spezifische Stoffwechselfunktion der Zelle
widerspiegeln, wird daher ein stationdrer Zustand gesucht, in dem die Summe aller
Fliisse minimal wird. Validiert wurde dieses Kriterium anhand experimenteller Mess-
werte und Simulationen eines gut validierten kinetischen Modells[83]. Ein Vorteil dieses
Kriteriums ist die flexible Erweiterbarkeit: Varianten dieser Methode beriicksichtigen
begrenzte Flusskapazitaten, die Katalyse mehrerer Reaktionen durch ein und dasselbe
Enzym sowie die vollstiandige oder partielle Enzyminhibition[85, 84]. Fiir die Beriick-
sichtigung thermodynamischer Prinzipien wurde die Kombination mit dem Konzept
der Thermodynamischen Realisierbarkeit (TR) vorgeschlagen[87].

Das Optimierungskriterium, das nach wie vor hiufig gewéhlt wird und deshalb oftmals
mit FBA in Zusammenhang gebracht wird, ist die Maximierung der zelluldren Wachs-
tumsrate[177, 180]. Begrindet wird dieses Kriterium damit, dass im Wettbewerb um
Ressourcen in der Natur und unter Laborbedingungen schnell-wachsende Organismen
einen Selektionsvorteil erfahren[4]. Dies gilt laut Almaas et al.[4] jedoch nur unter
folgenden Bedingungen:

1. der Organismus arbeitet optimal, d.h. seine Funktion ist nicht beeintrichtigt von
den Folgen interner Stérungen,

2. der Organismus befindet sich in der exponentiellen Wachstumsphase, d.h. die
Zellpopulation verdoppelt sich in regelméfigen Abstinden,
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1.3 Zielstellung dieser Arbeit

3. die Umgebung &ndert sich nicht.

Dem Organismus wird dabei unterstellt, dass er jederzeit einen optimalen Kompro-
miss der Synthese einzelner Stoffe zugunsten der Gesamtsynthese findet. Bei konstan-
ten Umgebungsbedingungen (Labor!) mag das sinnvoll sein, weshalb Wachstumsraten
fiir verschiedene Substrate erfolgreich vorhergesagt werden konnten[49]. Andern sich
jedoch die &ufleren Bedingungen (z.B. das Substratangebot) und mit ihnen der Bedarf
einzelner Stoffe, wiirde die Abhéngigkeit der einzelnen Stoffsynthesen voneinander u.U.
eine Neuorganisation des gesamten Flussgeschehens bedeuten, damit sich ein optima-
ler Gesamtzustand wieder einstellt. Da Mikroorganismen meist einer komplexen und
variablen Umgebung ausgesetzt sind, ist eine unabhéngige Regulation und Kontrolle
einzelner Stoffsynthesen, zumindest in Teilen, wahrscheinlicher.

Verldasst man den Bereich der linearen Programmierung und erlaubt zum einen ganz-
zahlige Variablen, zum anderen quadratische Terme in Zielfunktion und Nebenbe-
dingungen, erhélt man Optimierungsprobleme, die weitaus schwieriger zu lésen sind
(MILP und QP-Probleme, siehe Seite 109), die aber andererseits vielfdltige Mog-
lichkeiten bieten, biochemische Sachverhalte in der Vorhersage zu beriicksichtigen.
Die Kreativitdt, die die Wissenschaftler dabei entfalten, spiegelt sich in der viel-
seitigen Anwendung wieder. Die Vorhersage umfasst daher neben Stoffwechselfliis-
sen ebenso Genexpressionsinderungen[193], Anderungen des Stoffflusses nach Gen-
Knock-out[190, 192], Wirkstoffziele (d.h. zu blockierender Gene bzw. zu inhibieren-
der Enzyme, um die Synthese relevanter Biomassevorlaufermetabolite moglichst effek-
tiv zu unterbinden)[148, 25, 151] sowie minimale Korrekturen der Netzwerkstruktur,
um Flussvorhersagen in bessere Ubereinstimmung mit experimentellen Ergebnissen
zu bringen[80]. Einen Uberblick iiber FBA-Varianten bietet der Review von Kim et
al.[103)].

Die schnelle Berechenbarkeit und die Flexibilitdt, mit der verfiighare Daten in die
Rechnung integriert werden kénnen, machen die Flussbilanzanalyse fiir die Analyse
groer Stoffwechselnetzwerke besonders attraktiv. Die Wahl des Optimierungskriteri-
ums erfolgt jedoch intuitiv und die Vorhersagen sind daher sehr hypothetisch. Die mit
Hilfe der FBA insbesondere fiir Mikroorganismen héufig simulierte Stoffwechselfunk-
tion ist die Biomasseproduktion. Dafiir wird i.d.R. eine Flussverteilung bestimmt, die
die optimale Synthese aller fiir das Wachstum benétigten Metabolite beschreibt. Die
dieser Rechnung zugrunde liegende Abhéngigkeit einzelner Stoffsynthesen voneinander
ist angesichts variierender Umgebungsbedingungen nicht unbedingt gerechtfertigt.

1.3 Zielstellung dieser Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die optimierungsbasierte Vorhersage von Stoffwechselfliissen unter
Beriicksichtigung einer modularen Stoffwechselorganisation. Dazu wird angenommen,
dass jede Flussverteilung das Ergebnis einer iiberlagerten Aktivitat einzelner Module
ist. Eine mogliche Definition solcher Module im Hinblick auf den Stoffwechsel ist die
Bestimmung einer Menge von Enzymen, die zur Synthese eines Stoffes beitragen, ein
“Synthese-Modul”. Dies ist in zweierlei Hinsicht von Vorteil: 1. ermdglicht es eine un-
abhingige Regulation und Kontrolle einzelner Stoffsynthesen, 2. betreffen Stérungen
und Schiéden im Syntheseprozess nur einzelne Metabolite.
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1 FEinleitung

Die Module sollen einfach zu implementieren, schnell zu berechnen und gut erweiter-
bar sein, um gegebenenfalls zusétzlich verfiighbare Daten leicht integrieren zu kénnen.
Als Grundmodell dienen daher stationidre Flusslésungen, die die Synthese eines ein-
zigen Metaboliten beschreiben. Sie sind minimal hinsichtlich ihrer Stoffwechselleis-
tung und werden als minimale Flussmoden (MinModen) bezeichnet. Als universelles
und flexibles Optimierungskriterium eignet sich die von Holzhiitter vorgeschlagene
Flussminimierung[83]. Je nach aktuellem Bedarf einzelner Stoffe kénnen diese Module
unabhéngig voneinander linear kombiniert werden, um eine komplexe Stoffwechsel-
funktion (z.B. zelluldres Wachstum) zu realisieren.

Neben alternativen Optimierungskriterien, sollen unterschiedliche Arten der Beriick-
sichtigung thermodynamischer Prinzipien und die Integration verfiigharer Messdaten
in die MinModen-Berechnung untersucht werden. Die Vorhersagen sollen mit bisheri-
gen Konzepten verglichen und anhand experimentell bestimmter Stofffliisse evaluiert
werden. Weiterhin soll untersucht werden, welchen Beitrag die Bestimmung verfiigha-
rer Synthese-Module fiir die strukturelle Analyse groler Stoffwechselnetzwerke leisten
kann.

Ein wesentlicher Fokus der Betrachtungen liegt aber auf dem geédnderten Bedarf ein-
zelner Synthese-Module und damit auf dem geénderten Bedarf einzelner (Vorldufer-)-
Metabolite. Uber deren Vorhersage erhoffen wir uns Hinweise auf zellulire Strategien
beim Ubergang von einem in den anderen Zustand. Dazu soll untersucht werden, inwie-
weit sich Flussdnderungen anhand von Enzymkonzentrationsdnderungen vorhersagen
lassen und wie sich die zelluldren Bediirfnisse dabei éndern.
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2 Das Konzept minimaler Flussmoden

Hoffmann S, Hoppe A and Holzhiitter HG. (2006) Composition of Metabolic Flux
Distributions by Functionally Interpretable Minimal Fluz Modes (MinModes) Geno-
me Informatics, 17(1), 195-207.

2.1 Einleitung

Die Systembiologie m&chte Verbindungen zwischen den biologischen Komponenten her-
stellen, um diese in ihrem Zusammenwirken zu begreifen'. Bezogen auf den Stoffwech-
sel interessiert dabei, wie die verschiedenen Stoffwechselwege ineinander greifen und
wie durch ihr konzertantes Wirken eine komplexe Stoffwechselleistung, wie die Verviel-
faltigung einer Zelle, hervorgebracht werden kann. Da die kinetische Modellierung als
die genaueste und am zufriedenstellendste Methode auf gréflere, komplexe Netzwerke
nicht anwendbar ist (siehe Seite 16), stehen zur Beantwortung dieser Frage derzeit zwei
Methoden mit unterschiedlichem Fokus zur Verfiigung: die strukturelle Stoffwechselm-
odellierung und die Flussbilanzanalyse.

Die Vielzahl an moglichen Stoffwechselleistungen lassen sich mit Methoden der Struk-
turellen Modellierung vollstdndig beschreiben. Durch die kombinatorische Vielfalt ist
die Anzahl der hdufig zur Losungsraumbeschreibung verwendeten Elementarmoden
oder Extreme Pathways selbst fiir ein mittelgroes Netzwerk enorm grofl und fiir Re-
aktionsnetzwerke von mehreren hundert Reaktionen u.U. nicht mehr berechenbar[109].
Dartiber hinaus ist ihre Berechnung schwer kombinierbar mit zusatzlichen biochemi-
schen oder biophysikalischen Einschrénkungen oder Stoffwechselzielvorgaben. Dem ge-
geniiber bestimmt die Flussbilanzanalyse (FBA) innerhalb des Losungsraumes einen
Weg, entlang welchem ein optimal regulierter Stoffwechselfluss flieflen sollte. Statt ei-
nem Losungsraum liefert diese Methode nur eine einzige Losung, deren Aussagekraft
mafigeblich vom Ausschlieflen unphysiologischer Lésungen durch geeignete Nebenbe-
dingungen und der Wahl eines geeigneten Kriteriums zur Bestimmung von Optimalitat
abhéngt. Eine kompakte, flexible und gleichzeitig physiologisch-interpretierbare Be-
schreibung der Vielzahl von Stoffwechselleistungen grofier Netzwerke ist weder durch
Moden- noch durch FBA-Konzepte moglich.

In dieser Dissertation wird die Idee verfolgt, beide Ansétze zu kombinieren: es werden
mehrere optimal regulierte Flussverteilungen vorhergesagt und mit diesen ein ver-
kleinerter Losungsraum beschrieben. Dieser enthélt ausschlielich Losungen, die dem
Bewertungskriterium entsprechen und die idealerweise physiologisch sinnvoll und mit
experimentell beobachteten Fliissen in Ubereinstimmung sind. Aber selbst wenn nicht,

!Diese Komponenten kénnen sowohl verschiedene Zelltypen, Proteine verschiedener Informationsebe-
nen oder, wie in diesem Fall, verschiedene Stoffwechselwege repréasentieren
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ermoglicht der begrenzte und noch iibersichtliche Raum uns vielleicht, Erkenntnisse
iiber grundlegende Prinzipien zu erhalten.

Die optimalen Flussverteilungen beschreiben jeweils die optimale Synthese eines Ziel-
metaboliten, welcher Teil eines komplexen Stoffwechselzieles (z.B. Produktion von Bio-
masse) ist. Wir bezeichnen eine solche Flussverteilung aufgrund ihrer minimalen Stoff-
wechselleistung als “minimal flux mode”, kurz MinMode. Sie ist wie folgt definiert:

Eine MinMode ist eine stationdre Flussverteilung, die als einziges Stoff-
wechselziel eine vorgegebene Zielreaktion mit einem Fluss von eins umsetzt.
Handelt es sich bei der Zielreaktion um eine, einen Metaboliten aus dem
System abfiihrende Reaktion, beschreibt die stationdre Flussverteilung somit
die Synthese eines einzigen Metaboliten, sprechen wir von einer Metabolit-
MinMode (MetabMinMode).

Im Folgenden wird ausschliefllich mit MetabMinModen gearbeitet, wobei wir uns auf
die Bezeichnung MinMode beschranken.

Obwohl die Verwendung anderer Optimierungskriterien nicht ausgeschlossen ist, wird
in diesem Kapitel ausschlieBlich das Prinzip der Flussminimierung nach Holzhtitter[83]
angewendet. Dabei werden Flussverteilungen bestimmt, die jeweils nur einen Zielfluss
erfillen (v, = 1), wahrend alle anderen Zielfliisse keinen Fluss tragen diirfen. Um
ausschliellich mit positiven Flusswerten rechnen zu kénnen, wird zwischen dem Fluss
in Vorwérts-, vj, und Riickwartsrichtung, vy, unterschieden. Dabei gilt, dass die Re-
aktionen in Richtung freiwerdender Gibbs-Energie notiert ist, d.h. AgG° < 0 bzw.
k; > 1. Die Umkehrbarkeit der Reaktionen wird anhand der Gleichgewichtskonstanten
bestimmt. Dazu wird angenommen, dass Konzentrationsgefille oberhalb einer fest-
gelegten Grenze nicht auftreten, d.h. Reaktionen mit einer Gleichgewichtskonstante
k > k™ gelten als irreversibel. Unterhalb dieser Grenze wird durch die Gewichtung
des Riickflusses mit der Gleichgewichtskonstanten die thermodynamisch unwahrschein-
lichere Reaktionsumkehr "bestraft“. Das Optimierungsproblem lautet daher wie folgt:

minimize Z vj+ + kjv;

)

n
subject to Z Sij(v;f —v;) VieNp (2.1)
j=1
v, =1
Durch Hinzufiigen weiterer Nebenbedingungen (v; = 0) kann die Aufnahme nicht

verfiigbarer Substrate bzw. die Synthese anderer Zielmetabolite oder Nebenprodukte
unterbunden und der Losungsraum weiter eingeschrankt werden.

Statt einer gleichzeitigen Optimierung aller Stoffwechselsynthesen, im Folgenden als
globale Optimierung bezeichnet, nehmen wir die unabhingige Optimierung einzelner
Stoffwechselziele an. Damit verbinden wir die Mo6glichkeit des Organismus, Stoffsyn-
thesen unabhéngig voneinander regulieren zu koénnen. Die MinModen (ihre Anzahl
entspricht der Zahl der definierten Stoffwechselziele) spannen einen Losungsraum auf
innerhalb dessen durch gewichtetes Aufsummieren die Flussverteilung einer komplexen
Syntheseleistung dargestellt werden kann, die sogenannte MinModen-Kombination. Da
die Menge der MinModen im Allgemeinen kleiner ist, als die Vektoren der konvexen
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2.2 Anwendung: Wachstum von M. extorquens auf Methanol

Basis (oder des Vektorraumes), ist der von ihnen aufgespannte Losungsraum ebenfalls
kleiner als der durch stationdre Bedingungen und Netzwerkstochiometrie definierte
Raum.

2.2 Anwendung: Wachstum von M. extorquens auf Methanol

Die Schwierigkeit bei der Entwicklung von Methoden zur Flussvorhersage ist deren Va-
lidierung. Wéhrend sich die FBA-Analyse aufgrund ihres recht bescheidenen Bedarfs an
biochemischem Vorwissen (Stochiometrie ist ausreichend) und dem vergleichsweise ge-
ringem Rechenaufwand fiir die Analyse grofler Netzwerke (mit iiber 1000 Reaktionen)
eignet, kann der radioaktiv markierte Kohlenstoff in den aufgenommenen Substraten
nur bis zu einem gewissen Grad im Netzwerk verfolgt werden: Der Verdiinnungsef-
fekt und die Detektionsgrenze begrenzen die experimentelle Flussabschétzung auf eine
weitaus geringere Anzahl von 20 bis 50 Reaktionen[45, 50, 59, 93].

Das Konzept minimaler Flussmoden wird daher auf das mittelgrofie Stoffwechselmodell
von Methylobacterium extorquens angewendet. Es werden Flussvorhersagen berechnet,
die die Synthese wachstumsnotwendiger Zielmetabolite sowohl global als auch einzeln
optimieren. Die Vorhersagen durch globale Optimierung und MinModen-Kombination
werden anschliefend miteinander verglichen.

Das pink-pigmentierte Methylobacterium extorquens gehort zu den methylotrophen Or-
ganismen, d.h. es ist in der Lage, Substrate ohne C-C-Bindung als einzige Kohlenstoff-
und Energiequelle zu verwerten[29]. Methanol ist ein solches Substrat. Es ist relativ
leicht zugénglich und macht damit das Bakterium fiir die Entwicklung umweltfreund-
licher mikrobieller Katalysen von Methanol in andere Produkte, wie Aminoséuren,
Vitamin B12 oder Coenzym Q10, fiir Biotechnologen interessant’.

Das hier verwendete Model wurde urspriinglich von Van Dien et al.[43, 45] entwi-
ckelt und von uns, basierend auf neueren Erkenntnissen beziiglich der Verbindung
zwischen dem H4MPT- und dem HyF-Zyklus im Formaldehyd-Stoffwechsel[152], leicht
modifiziert[83, 42]. Das Model besteht aus 68 biochemischen Reaktionen verschie-
dener Stoffwechselwege (Zitratzyklus, Glykolyse, Glukoneogenese, Pentosephosphat-
Stoffwechsel, poly-3-hydroxy-butyrate-Synthese, Oxidative Phosphorylierung, Serin-
Biosynthese, Formaldehyd-Stoffwechsel, sowie Serinzyklus), 48 davon werden als rever-
sibel angenommen. Acht Transportreaktionen erlauben den Austausch von Methanol,
CO2, Ameisensédure, Glycin, Formaldehyd, Pyruvat, Serin und Succinat. Auf die Zuord-
nung von Protonen, Phosphat und Wasser zur vollstdndigen Atom-Bilanzierung wird
verzichtet; Protonen werden lediglich an Stellen in das Reaktionssystem aufgenommen,
an denen sie am Aufbau des Protonengradienten beteiligt sind. Eine Ubersicht der ent-
haltenen Reaktionen, einschliellich der verwendeten Gleichgewichtskonstanten findet
sich in Tabelle 2.1, fiir eine grafische Darstellung des Modells siehe Abbildung 2.1.

Das Stoffwechselziel — die Zellvervielfaltigung beim Wachstum auf Methanol — kann zu-
sammenfassend durch folgende Reaktion dargestellt werden (nach van Dien et al.[43]):

IFiir alternative Cs-, C3- und Cy-Substrate siehe Korotkova et al.[113].
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2 Methenyl-HyF + 11 Formyl-H4F + 13 Glycine 4 7 Serine + 7 Succ-
CoA + 11 PEP + 41 OAA + 53 Acetyl-CoA + 42 Pyruvate + 17 a-KG
+ 2 TP + 16 Glc-6P + 10 PentoP + 5 Ery-4P 4 93 PHB + 585 ATP
+ 240 NADPH + 5 NAD — 585 ADP + 240 NADP + 5 NADH + 7
Succ + 60 CoA + 13 H4F + 118 CO»

Der Bedarf jedes Zielmetaboliten (Edukte) pro Mol Biomasse (und pro Zeiteinheit) ba-
siert auf stochiometrischen Informationen aus dem Stoffwechselmodell von Escherichia
coli und experimentellen Messungen der makromolekularen Biomassezusammensetz-
ung[43]. Der Bedarf an ATP und NADPH beriicksichtigt die notwendige Energie fiir:
die Synthese der Grundbausteine und Vorlaufermetabolite, deren Zusammensetzung
zu Makromolekiilen, weitere energieaufwiandige Prozesse, die unmittelbar mit der Me-
tabolitsynthese oder der Zellerhaltung und -vermehrung verbunden sind!.

Da fiir die Bestimmung minimaler Flussmoden die Beitrage zur Biomasse einzeln ver-
langt werden, wird statt dieser kompakten Gleichung fiir jeden Zielmetabolit ein zu-
sétzlicher Abfluss dem Modell hinzugefiigt, bzw. bei Erhaltungsgrofien ein gleichzeiti-
ger Zufluss des Partners (siehe Reaktionen 77 bis 93).

Alle berechneten Flussmoden in diesem Kapitel werden unter dem Kriterium der Fluss-
minimierung optimiert. Reaktionen mit einer Gleichgewichtskonstante k£ > 1000 wer-
den im Model per se als irreversibel angenommen (ky,q, = 1000). Fiir global optimierte
Flussvorhersagen wird die gleichzeitige Erfiillung aller 17 Zielfliisse verlangt, also:

VGlycine=13.4  UMethenyl-H4aF=1.96  vppp=11.1 V.4 p=5.09 wvrp=1.92
USerine="1-24 UFormyl-H4F = 11 vpuB=92.9  vGIc6p=16.4 Vo-KG=17.1
UPyruvate:41 8 UAcetyl—CoA:53-5 voaa=41.1  vsycc-coa=6.8 vaATP=585.3
UPento-P:10-4 UNADPH:235-13-

Zur Bestimmung der MinModen wird die Erfiillung von jeweils nur einem dieser Ziel-
fliisse verlangt (v; = 1), wihrend alle anderen Zielfliisse keinen Fluss tragen diirfen.
Die 17 MinModen werden ihrem jeweiligen Bedarf entsprechend skaliert (41, 4vy44)
und aufaddiert, sprich linear kombiniert. Die sich ergebende Flussvorhersage fiir die
Biomassesynthese bezeichnen wir als MinModen-Kombination.

Die Elementarmoden und die konvexe Basis aus Elementarmoden (siehe Seite 20)
werden mit der von Klamt et al. entwickelten Software FluzAnalyzer[112], Vorgénger
des CellNetAnalyzers[108], berechnet. Fiir die Darstellung einer (global optimierten)
Flussverteilung als lineare Kombination aus Elementarmoden der konvexen Basis, wird
folgendes Optimierungsproblem gelGst:

minimize |&|

_ (2.2)
subject to aM = f,

wobei M eine Matrix, bestehend aus den Vektoren (Elementarmoden) der konvexen
Basis, f der Vektor der global optimierten Flussverteilung und & ein Vektor aus nicht-
negativen realen Zahlen ist, die die Gewichtsfaktoren der Linearkombination und somit
die Losung des Problems darstellen.

'z.B. Aktivierung von Aminoséuren, Fehlerkorrektur wahrend der Protein- und DNS-Synthese, Auf-
winden der DNS-Strénge, nachtrigliche Proteinmodifikationen, Ausgleich des durch Protonen-
Lecks in der Membran verminderten Protonengradienten
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2.2 Anwendung: Wachstum von M. extorquens auf Methanol
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2 Das Konzept minimaler Flussmoden

2.3 Ergebnisse

Zur Veranschaulichung der Problematik, die sich mit existierenden Methoden der
strukturellen Netzwerkanalyse ergibt, unterziehen wir das Stoffwechselmodell von Me-
thylobacterium extorquens einer Elementarmoden-Analyse. Im Vergleich mit genomwei-
ten Modellen ist die Anzahl der im Modell enthaltenen Reaktionen sehr iibersichtlich:
93 Reaktionen, 43 davon werden als irreversibel angenommen. Dennoch ist das Model
zu grofl, um den vollstédndigen Satz an Elementarmoden mit Hilfe der FluxAnalyzer-
Software[112] auf einem PC mit 768MB Speicherkapazitat zu bestimmen. Eine Min-
destanzahl an Elementarmoden liefert eine vereinfachende Rechnung: unter der An-
nahme, dass 5 der 17 Zielmetabolite nicht synthetisiert werden, ist das Problem bere-
chenbar und ergibt 450251 Elementarmoden.

Der Berechnung des vollstdndigen Satzes von Elementarmoden geht die Bestimmung
der generierenden Vektoren voraus. Diese stellen eine Untermenge der Elementarmoden
dar und aus ihnen kénnen alle weiteren Elementarmoden bestimmt werden. Die Berech-
nung dieser minimalen Menge generierender Elementarmoden ist fiir das vollstdndige
Stoffwechselmodell moglich und ergibt 7033 Moden. Jede Flussverteilung kann als ei-
ne Linearkombination dieser Flussvektoren dargestellt werden. Zur Veranschaulichung
berechnen wir eine flussminimierte Losung, die als Zielvorgabe die Synthese aller 17
Zielmetabolite realisiert (global optimiert). Obwohl die Synthese dieser 17 Metabolite
eine komplexe Anforderung an das Stoffwechselnetzwerk darstellt, werden lediglich 21
der 7033 Moden benétigt, um durch Linearkombination die flussminimierte Lésung zu
rekonstruieren. Diese sehr iibersichtliche Anzahl an Moden wirft die Frage auf, inwie-
weit der durch die 7033 Moden aufgespannte Losungsraum notwendig ist, und ob ein
kleinerer (iiberschaubarer) Satz an Moden dem nicht vorzuziehen wére - wenn auch
auf Kosten der Vollstandigkeit.

Ein anderer Punkt betrifft die physiologische Interpretation der Elementarmoden.
Will man durch die Zerlegung gemessener Flussverteilungen in Elementarmoden eine
Aussage dariiber treffen, wie die Anteile der synthetisierten Stoffe im einen Zustand
sich von denen im anderen Zustand unterscheiden, ist eine klare Funktionszuweisung
wiinschenswert, d.h. eine Mode sollte z.B. ausschlieflich Pyruvat, eine andere aus-
schlieBlich Oxalacetat synthetisieren. Abbildung 2.2 zeigt den aktiven Austausch der
21 Elementarmoden. Dabei wird deutlich, dass eine eindeutige physiologische Interpre-
tation der Elementarmoden in diesem Sinne schwer fillt, da oftmals mehr als nur ein
Zielmetabolit synthetisiert wird und es dartiber hinaus, wie im Fall von Oxalacetat,
mehrere Elementarmoden gibt, die den gleichen Zielmetaboliten synthetisieren.

Das Konzept, das in dieser Arbeit vorgestellt wird, verfolgt einen anderen Ansatz:
Statt der Minimierung des Gesamtflusses bei gleichzeitiger Erfiillung aller Stoffwech-
selziele (in den entsprechenden Anteilen), berechnen wir Flussverteilungen die jeweils
ein Stoffwechselziel erfiillen. Die gleichzeitige Synthese anderer Vorldufermetabolite
wird jeweils unterbunden!. Die Flussverteilung, die wir erhalten, verfolgt per se nur
eine definierte Aufgabe, ist somit physiologisch interpretierbar und wird entsprechend
als minimale Flussmode, kurz MinMode bezeichnet. Die 17 berechneten MinModen
sind der Tabelle 3 im Anhang zu entnehmen.

In allen 17 MinModen wird Methanol aufgenommen und aus dem Kohlenstoff und

In spéteren Arbeiten wird die Synthese anderer Zielmetabolite zugelassen, aber nicht optimiert.
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Abbildung 2.1: Schematische Darstellung des Stoffwechselmodells von M. extorquens.
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Abbildung 2.3: Glycin-MinMode mit entsprechenden Flusswerten fir aktive Flisse. Die
Nettogleichung lautet: 2,8 MeOH — 1 Glycine + 0,8 COs

der gespeicherten Energie ein Vorldufermetabolit produziert. Diese beiden Funktionen:
Kohlenstofflieferant und Energielieferant, lassen sich in den Flussmoden gut nachvoll-
ziehen. Um ein Beispiel zu geben ist die MinMode fiir die Glycin-Synthese in Abbil-
dung 2.3 dargestellt. Der HyMPT-Zyklus! wird hier fiir die Generierung von NADPH
und NADH verwendet (die in anderen Teilen des Netzwerks benotigt werden), sowie
fiir die komplette Oxidation von Methanol zu COs. Der freigesetzte Kohlenstoff wird
zum Teil in der Umwandlung von Pyruvat zu Malat fixiert und dient der Synthese von
Glycin. Das zweite Kohlenstoffatom wird iiber die Reaktionen des Serinzyklus einge-
baut. Die Rolle des Zitratzyklus zur NADPH-Generation ist damit nicht erforderlich
und nur drei Reaktionen des Zitratzyklus (von Succinyl-CoA zu Malat) tragen einen
Fluss in dieser MinMode.

Um die relative Bedeutung einzelner Reaktionen fiir die Funktionalitdt des gesamten
Netzwerks zu erfassen, zahlen wir, wie oft jede Reaktion in den 17 MinModen einen
aktiven Fluss trigt (Abbildung 2.4). Die Untersuchung einzelner Reaktionen im Hin-
blick auf ihre Verwendungshéufigkeit erlaubt das “Riickgrat” des Netzwerks zu bestim-
men, in diesem Fall bestehend aus Reaktionen des Serinzyklus und des Formaldehyd-
Stoffwechsels (H4F- und HyMPT-Zyklus). Andererseits gibt es 15 Reaktionen, die in
keiner MinMode einen Fluss tragen. Diese relativ hohe Zahl an verzichtbaren Reaktio-
nen resultiert aus unserer Definition der Stoffwechselziele: nur jene Metabolite werden
als Zielmetabolite betrachtet, die fir die Synthese zelluldrer Biomasse von Bedeutung
sind. Es ist jedoch denkbar, dass fiir andere zelluldre Funktionen, andere Metabolite
temporir ebenfalls von Bedeutung sein kénnten. Zur Uberpriifung wiederholen wir die
MinModen-Berechnung fiir einen erweiterten Satz von Zielmetaboliten, der jeden der
63 Metabolite einschlieft und erhalten 58 MinModen, von denen nur 6 Reaktionen
verzichtbar sind (Reaktionen: 5,22,26,34,49 und 52).

Loberer Teil des Formaldehydstoffwechsels
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Abbildung 2.4: Haufigkeit von Reaktionen in den 17 Minimalmoden

Die MinModen werden nun linear kombiniert, um eine komplexe Flussverteilung zu
erhalten, die alle fiir die Biomassesynthese notwendigen Vorldufermetabolite syntheti-
siert!. Dabei gilt: Umso gréfer der Gewichtsfaktor, mit dem eine MinMode in die Line-
arkombination eingeht, desto hoher der Einfluss der entsprechenden MinMode in der
MinModen-Kombination. Abbildung 2.5 zeigt die einzelnen Flusswerte der MinModen-
Kombination im Vergleich zur global optimierten Flussverteilung (bei gleicher Wachs-
tumsrate). In unserem Beispiel hat der ATP-Bedarf das grofite Gewicht und die in der
ATP-MinMode verwendeten Stoffwechselwege (Methanolaufnahme, Formaldehydbil-
dung und -abgabe, Atmung und ATP-Synthese) haben entsprechend hohere Fliisse in
der MinModen-Kombination im Vergleich zur globalen Optimierung. Kleinere Flussun-
terschiede gibt es im H4MPT-Zyklus, der Transhydrogenase, der NDP-Kinase und den
Reaktionen alternativer Stoffwechselwege, die mit unterschiedlichen Cofaktoren arbei-
ten, wie z.B. die Umwandlung von PEP zu Malat (Reaktionen 18/19/45 und 42/43)
oder von methylene-HyMPT zu methenyl-HyMPT (Reaktionen 8 und 9). Alle die-
se Flussunterschiede konnen auf Unterschiede in der Energieerzeugung, -umwandlung
und -verschwendung zuriickgefithrt werden.

Die physiologische Relevanz der MinModen-Kombination wird anhand von expe-
rimentell bestimmten Fliissen[43] iiberpriift. Im Vergleich mit experimentellen Da-
ten sind 18 der 21 Reaktionen in guter Ubereinstimmung (siche Abbildung 2.5 A).
Lediglich die Vorhersage fir die Enzyme: Malic-Enzyme (42), Malatdehydrogenase
(19), PEP-Carboxylase (18) und Pyruvatkinase (43) unterscheidet sich signifikant von
den experimentell bestimmten Fliissen. Die Vorhersage unter globaler Optimierung
weicht in genau diesen Fliissen sogar noch etwas stérker ab. Als zweiten Test wieder-
holen wir die Analyse fiir die 4 Zielfliisse eines validierten, kinetischen Modells des
Erythrozytenstoffwechsels[83]. Anschliefend simulieren wir einen stationiren Flusszu-
stand mit diesem kinetischen Model und vergleichen die vorhergesagte MinModen-
Kombination (Abbildung 2.5 B). In diesem Fall liefert die MinModen-Kombination
eine sehr dhnliche Vorhersage wie die von Holzhiitter verdffentlichte global optimierte
Losung|83]: die Vorhersagen groflerer Fliisse sind nahezu korrekt und in der Vorhersage
kleinerer Fliisse sind Abweichungen akzeptabel.

!Dabei wurden die einzelnen MinModen mit den entsprechenden Gewichtsfaktoren multipliziert (die
Flisse fiir die Glycin-Synthese mit 13,4).
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2.4 Diskussion

Wie am Beispiel des Stoffwechselmodells von Methylobacterium extorquens gezeigt wur-
de, ist die Anzahl an Elementarmoden, sowohl der vollstiandige Satz (>> 450000), als
auch die Teilmenge, die die konvexe Basis des Losungsraums bildet (7033), enorm.
Der Raum, der mit Hilfe dieser Moden aufgespannt wird, beschreibt vollstdndig das
mogliche Modellverhalten; der physiologisch sinnvolle (und experimentell beobachtba-
re) Losungsraum mag jedoch geringer sein: um eine komplexe Flussverteilung darzu-
stellen werden iiberschaubare 21 der 7033 Elementarmoden, die eine konvexe Basis
bilden, benétigt. Den Losungsraum auf einen physiologisch relevanten einzuschranken
ist jedoch nicht einfach, zumal Elementarmoden keine eindeutige, zelluldre Funktion
zugewiesen werden kann.

In dieser Arbeit beschrinkten wir uns auf “optimale“ Moden: In der Annahme, dass
die gesamte Stoffwechselleistung durch die Synthese einer Menge von ”Zielmetaboli-
ten” beschrieben wird, bestimmten wir optimale, quasi-stationdre Flussverteilungen,
die jeweils genau einen Metaboliten synthetisieren und damit genau ein Stoffwechsel-
ziel erfiillen. Die gesamte Stoffwechselleistung wurde somit auf mehrere, individuell
optimierte Einzelbeitrdge aufgeteilt, deren Anzahl maximal der Zahl an Metaboliten
im Netzwerk entspricht. Im Vergleich zur Elementarmodenanalyse ldsst sich folgendes
feststellen:

e Der Losungsraum, der von diesen MinModen aufgespannt wird, ist eine wah-
re Teilmenge des Gesamtlosungsraumes: fiir das Model des Methylobacteriums
betragt die konvexe Dimension des MinModen-Raumes 17, die konvexe Basis
aus Elementarmoden enthédlt 7033 Vektoren. Das zeigt, dass der Satz an Min-
Moden den Losungsraum nicht vollstdndig beschreibt, d.h. nicht jede stationére
Flussverteilung kann durch eine Linearkombination aus MinModen beschrieben
werden.

e Sofern die einzelnen MinModen biochemisch ohne Widerspriiche sind (ein iiber-
schaubarer Test), ist der durch sie aufgespannte Losungsraum ebenfalls wider-
spruchsfrei.

e Wihrend Elementarmoden einen umfassenden Losungsraum beschreiben, der
durch zusétzliche Nebenbedingungen auf einen physiologisch bedeutsamen Raum
verkleinert werden kann (top-down), beginnt die MinModen-Analyse mit einem
kleinen, physiologisch sinnvollen, aber unvollstindigen Raum, der durch Erwei-
terung der betrachteten Stoffwechselfunktionen (d.h. zusétzlich bestimmte Min-
Moden) vergroflert werden kann (bottom-up).

e MinModen sind sehr schnell berechenbar; das Konzept ldsst sich daher auf sehr
grofle (genomweite) Stoffwechselnetzwerke (> 500 Reaktionen) anwenden, deren
vollstdndiger Satz an Elementarmoden sich u.U. nicht mehr bestimmen lasst.

Die berechneten MinModen kénnen mit dhnliche Methoden analysiert werden wie Ele-
mentarmoden. Als Beispiel bestimmten wir die Haufigkeit, mit der eine Reaktion im
MinModen-Set einen Fluss trégt. Da es zu den optimalen Synthesewegen der MinMo-
den alternative Wege geben kann, unterbindet der Ausfall einer hiufig verwendeten
Reaktion nicht automatisch die Synthese von Zielmetaboliten. Haufig verwendete Re-
aktionen sind somit nicht gleichzusetzen mit essentiellen Reaktionen bzw. essentiellen
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Enzymen. Beispielsweise wird die Format-Dehydrogenase (Reaktion 6) hdufig verwen-
det, ist fiir das Wachstum auf Methanol aber nicht-essentiell [30].

Andererseits konnen Reaktionen, deren Unterdriickung (v; = 0) die Synthese mindes-
tens eines Zielmetaboliten unterbindet und die Anzahl an MinModen reduziert, als
essentiell betrachtet werden. Auflert sich die Unterdriickung lediglich in verinderten
Flussverteilungen mit konstanter Anzahl an MinModen, handelt es sich um nicht-
essentielle Reaktionen. Somit sollte das Wachstum einer Mutante, welche die Fahigkeit
zur Katalyse einer - als nicht-essentiell vorhergesagten - Reaktion verloren hat, nicht
beeintrichtigt sein. Ist es dennoch beeintrachtigt, oder die Mutante gar lebensunfihig,
ist die Stoffwechselfunktion durch die betrachteten Zielmetabolite nicht ausreichend
beschrieben.

Interessanterweise gibt es 15 Reaktionen, die zur Realisierung der 17 Zielfliisse nicht
beitragen. Drei der 15 Enzyme' sind fiir den Abbau des Speichermetaboliten poly-
beta-hydroxybutyrate (PHB) zu Acetoac-CoA verantwortlich; ein Prozess, der fiur das
zelluldre Wachstum tatsdchlich nicht relevant ist. Dies gilt allerdings nur fiir Umge-
bungsbedingungen, in denen genug Substrat zur Verfiigung steht; bei Substratmangel
ist der Abbau des PHB-Vorrats absolut notwendig! Im Fall der Aldolase, die 2 Triose-
phosphate in Fru-1,6-BP umwandelt (Reaktion 34), ist es hingegen moglich, dass Ziel-
funktionen iibersehen worden sind. In dem Bakterium Lactobacillus casei ist Fr-1,6-BP
beispielsweise als Regulator der Aktivitat der Lactat-Dehydrogenase unverzichtbar[8].
D.h. es gibt 3 mogliche Griinde fiir die Inaktivitat der 15 Reaktionen (bzw. der ka-
talysierenden Enzyme): 1.) sie sorgen fiir eine grofere Robustheit des Stoffwechsels
und sind tatséchlich verzichtbar, 2.) ihre Funktion ist unter diesen Bedingungen nicht
notwendig, oder 3.) ihre Funktion wurde nicht beriicksichtigt.

Da im betrachteten Ausschnitt des Stoffwechsels jede Funktion iiber Metabolite ver-
mittelt wird, konnen mit der Bestimmung von MinModen fiir jeden einzelnen Metabo-
liten im Netzwerk, alle potenziellen Zellfunktionen beriicksichtigt werden (Kategorie
3 wird ausgeschlossen). Diese systematische Analyse reduziert die Anzahl verzichtba-
rer Reaktionen von 15 auf 6. Ist die Stochiometrie des Netzwerks korrekt, so kann
die Katalyse dieser Reaktionen nur der Erhchung der Robustheit gegeniiber Muta-
tionen oder der Anpassung an verdnderte Umgebungsbedingungen dienen. Mutanten,
die die Fahigkeit der Katalyse dieser Reaktionen verloren haben, sollten unter glei-
chen Bedingungen normal wachsen. Fiir die a-KG Dehydrogenase trifft dies zu: da fiir
das Wachstum auf C1-Quellen, wie Methanol, der Zitratzyklus teilweise unterdriickt
wird[43, 44], beeintrachtigt der Mangel dieses Enzyms (unter diesen Bedingungen) das
Wachstumsverhalten von Methylobacterium extorquens tatséchlich nicht[29].

Fiir das hier verwendete Modell unterscheiden sich die Flussvorhersagen durch glo-
bale Optimierung und MinModen-Kombination nicht wesentlich. Geringfiigige Abwei-
chungen zwischen beiden Optimierungsvarianten kénnen anhand eines einfachen Bei-
spiels erklart werden. Fiir das Beispiel-Netzwerk bestehend aus 7 Reaktionen (Fliisse:
v1,V2...v7), von denen vy und vs die Zielfliisse darstellen, kénnen zwei MinModen
fir die Synthese der Metabolite X und Z bestimmt werden (Abbildung 2.7 A). Da-
bei muss das fiir die Synthese von X notwendige ATP durch zusétzliche Reaktionen
erzeugt werden. Da jeweils nur ein Zielmetabolit synthetisiert werden darf, sind die
Flisse vg und vy notwendig und es entsteht ein Nebenprodukt. Die Summe aller Fliisse

'PHB-Depolymerase, 8-hydroxybutyrate Dehydrogenase und Acetoacetate-succinyl-CoA Transferase
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v4

e I
l ATP  ADP

Bl o

—» —_—
° externer Metabolit Fliisse v1..v7 fiir: ® 7 externer Metabolit
X 10 01 0 11 % 4 MinMode X X 1 0 01T 011 X 4
z 01 00 1 00 X 2 MinMode Z V4 01 00 1T 0O0 X 2
11 01 1T 11 X6 linear kombiniert T 1. 01 111 X 6
X2 1 1 0 1 1T 1 1 X 6 global optimiert X+Z T 1 1 1 1 0 0 5

Abbildung 2.7: Beispielnetzwerke zur Veranschaulichung des Netzwerkeffektes: A) ohne
Unterschied zwischen globaler Optimierung und Einzelzieloptimierung; B) Vorhersage
unterschiedlicher Flussldsungen.

in beiden MinModen ist 4 und 2; die Kombination beider MinModen zu gleichen Teilen
ergibt eine Flussverteilung der Gesamtsumme 6. Die hier verwendete einfache Fluss-
minimierung berticksichtigt weder Aktivititslevel von Enzymen, noch die Kosten fiir
deren Bereitstellung, d.h. es wird die Anzahl der Umsetzungsschritte minimiert und
die (global) optimierte Losung fiir die gleichzeitige Synthese von X und Z ist identisch
mit der MinModen-Kombination.

Wiirde ein Fluss vs nun gleichzeitig ATP erzeugen (Abbildung 2.7 B), dann wiirde
Reaktion 3 in der globalen Optimierung bevorzugt verwendet werden, da sich damit
die Summe der Fliisse fiir die Synthese von X und Z auf 5 reduzieren lasst. Die Syn-
these eines Kohlenstoffgeriistes kann in der globalen Optimierung somit mehr Umset-
zungsschritte bendtigen, gleichzeitig kann sie aber auch vom Synergieeffekt profitieren:
Energie, die bei der Synthese des einen Stoffes gewonnen wird, kann fiir die Synthese
eines anderen verwendet werden.

Die oben genannten Beispiele zeigen, dass vor dem Hintergrund gewéahlter Umgebungs-
bedingungen und betrachteter Stoffwechselziele, die MinModen-Analyse eine sinnvol-
le Unterscheidung von essentiellen und nicht-essentiellen Reaktionen bzw. Enzymen
ermoglicht. Bisherige Annahmen {iber physiologisch bedeutsame Metabolite kénnen
durch Validierung dieser Vorhersagen mit beobachteten Phanotypen von Knock-out-
Mutanten (im grofien Mafistab moglich durch Phdanotyp-Microarrays ) somit korrigiert
werden.

Da im Extremfall eine Zielfunktion alle anderen Ziele dominiert, kann sich der mo-
mentane Bedarf einzelner Metabolite drastisch &ndern; eine unabhéngige Regulation
einzelner Stoffsynthesen konnte daher von Vorteil sein. Die gute Ubereinstimmung
experimentell bestimmter Fliisse mit Flussvorhersagen der MinModen-Kombination
(siehe Abbildung 2.6) deutet darauf hin, dass die Optimierung einzelner Stoffsynthe-
sen innerhalb des Gesamtnetzwerkes nicht unphysiologischer als die gemeinsame Op-
timierung aller Stoffsynthesen ist. Dartiber hinaus kénnen dem bereits existierenden
Netzwerk neue Reaktionen hinzugefiigt werden, ohne die bereits erreichte optimale
Struktur zu beeintrachtigen.

Im Hinblick auf die Reaktionshiufigkeit im MinModen-Set ldsst sich dazu folgende
Hypothese aufstellen: Reaktionen, die in vielen MinModen aktiv sind, sind Teil evolu-
tiondr alter Netzwerkteile, die fundamentale Stoffwechselfunktionen bereitstellen. Die-
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ses “Grundgerist” wurde sukzessive durch spezialisierte Reaktionen ergdinzt, die nur
fiir die Synthese einiger weniger Metabolite von Bedeutung sind. Der Nachweis einer
solchen evolutiondren Entwicklung muss jedoch noch erbracht werden.
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3 Einbeziehung thermodynamischer
Informationen in die Flussvorhersage

Rother K, Hoffmann S, Bulik S, Hoppe A, Gasteiger J, Holzhiitter HG. (2010)
IGERS: Inferring Gibbs energy changes of biochemical reactions from reaction si-
milarities. Biophys J., 98(11):2478-86.

Hoppe A, Hoffmann S, Holzhiitter HG. (2007) Including metabolite concentrati-
ons into flux-balance analysis: Thermodynamic realizability as a constraint on fluzx
distributions in metabolic networks. BMC Syst. Biol., 1(1): 23.

3.1 Einleitung

Die Qualitdat der Flussvorhersage ist abhéingig vom gewéhlten Optimierungsziel und
dem Losungsraum, der durch Berticksichtigung physikalischer und biochemischer Fak-
ten sinnvoll beschréankt werden kann. Die Verwendung thermodynamischer Eigenschaf-
ten als zusétzliche Bedingung in der Flussbilanzanalyse gewinnt zunehmend an Bedeu-
tung [12, 78, 87]. Ziel ist es, ausschlieBlich Losungen zu finden, die einen (aus ther-
modynamischer Sicht) “realistischen” Stofffluss beschreiben. Grundlage dafiir sind vor
allem verléssliche thermodynamische Parameter fiir alle modellierten Reaktionen.

3.1.1 Abschatzung der Standard-Gibbs-Energie

Gemessene AgRG°-Werte aus der Literatur wurden von R. N. Goldberg, Y. B. Tewari
und T. N. Bhat zusammengestellt[70]. Zusammen mit den verwendeten Versuchsbe-
dingungen (pH-Wert, Temperatur, Ionenstérke, etc.) sind sie via Webinterface in einer
NIST-Datenbank! zuginglich. Die Anzahl dieser experimentellen Werte ist allerdings
sehr begrenzt und die unterschiedlichen Versuchsbedingungen erschweren deren Ver-
gleichbarkeit. Modelle von Robert Alberty[2] erlauben einen Teil der Werte auf gleiche
Bedingungen zu transformieren, eine umfassende Abdeckung genomweiter Stoffwech-
selmodelle mit gemessenen AgG°-Werte ist derzeit jedoch nicht moglich.

Alternativ konnen die freien Energien theoretisch abgeschéitzt werden. Die Gruppen-
iibertragungsmethode (GCM), entwickelt von Mavrovouniotis[129, 130] und erweitert
von Jankowski et al.[96], ist derzeit hdufig die Methode der Wahl. Sie basiert auf
der Annahme, dass die Gibbs-Bildungsenergie eines Molekiils, AgG, der Summe der
Gibbs-Bildungsenergien aller enthaltenen funktionellen Gruppen entspricht. Da der
ARrG-Wert einer Reaktion sich als Differenz der Gibbs-Bildungsenergien seiner Produk-
te und Substrate bestimmen lésst (siehe Gleichung 1.3), konnen anhand eines Testda-

http://xpdb.nist.gov/enzyme_ thermodynamics/
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tensatzes bereits gemessener Ar G°-Werte, die Beitrige einzelner Gruppen abgeschétzt
und zur Berechnung unbekannter AgG°-Werte verwendet werden. Der Ansatz liefert
relativ verlissliche Werte fiir Reaktionen, deren chemische Anderungen ausschliefllich
funktionelle Gruppen betreffen, die im Testdatensatz enthalten waren, und fiir die die
Grundannahme gerechtfertigt ist. Fiir andere Reaktionen liefert er jedoch keine oder
inakzeptable Vorhersagen.

Wir schlagen einen komplementiren Ansatz vor: wir bestimmen die Ahnlichkeit von
Reaktionen bezogen auf die Anderungen chemischer Attribute ihrer Reaktionsteilneh-
mer (z.B. enthaltene funktionelle Gruppen, Ringstruktur, konjugiertes System), um
dann bei dhnlichen Reaktionen auf &hnliche bzw. dquivalente thermodynamische Ei-
genschaften zu schliefen. D.h. wenn es zu einer Reaktion mit unbekanntem Ag G°-Wert
eine ausreichend dhnliche Reaktion mit gemessenem A G°-Wert gibt, wird dieser iiber-
nommen. Wir nennen diese Methode Inference of Gibbs-Energy of Reaction Systems
(IGERS).

Voraussetzung fiir die Bestimmung der Reaktionsdhnlichkeit ist die Kenntnis der Ato-
miiberginge, sogenannte Atomiibergangsmatrizen . Diese Information findet man (ma-
nuell aufgearbeitet) in BioPath-Datenbank[164]. Alternativ gibt es seit 2006 entspre-
chende Vorhersagen in der KEGG-RPAIR-Datenbank[114, 100]. Neben der Vorhersage
verlésslicher AgrG°-Werte (die maximale Ungenauigkeit gibt der Nutzer vor), erlaubt
dieser Ansatz, eine minimal notwendige Menge zu messender AgG°-Werte zu bestim-
men, die es erlaubt, allen Reaktionen eines Netzwerkes einen ausreichend zuverléssigen
ARG®-Wert zu zuweisen. Details zu diesem Ansatz finden sich in Rother et al.[167].

3.1.2 Beriicksichtigung der Thermodynamik in der Flussvorhersage

In der Modellierung wird der AgrG°-Wert haufig als Indikator fiir die Umkehrbar-
keit einer Reaktion verwendet. Bei unbekanntem AgG°-Wert wird dieser nach der
Gruppeniibertragungs-Methode (GCM) abgeschétzt[52, 79]. Alternativ werden Reak-
tionsrichtungen auf beobachtete Richtungen reduziert. Reaktionsrichtungen von vorn-
herein festzulegen ist eine sinnvolle Annahme unter moderaten Bedingungen, unter de-
nen sich die intrazelluldren Metabolitkonzentrationen nachweislich kaum dndern[174,
55], andererseits nehmen sie dem Modell die Méglichkeit extreme Situationen adaquat
zu beschreiben.

Da die lokalen Metabolitkonzentrationen selbst unter "normalen” Bedingungen von
der Standardkonzentration der ArG°-Werte (1M) stark abweichen und zum Teil ei-
ner gezielten metabolischen Regulation unterliegen, sind dem AgG°-Wert nach “un-
wahrscheinliche“ Richtungsumkehrungen, wie die Umkehrung der atp-Synthese in der
Mitochondrienmembran[73], thermodynamisch durchaus moglich — wenn nétig, ohne
zusétzlichen Aufwand an metabolischer Energie. Gerade solche Situationen, in denen
die Metabolitkonzentrationen nicht konstant gehalten werden koénnen, in denen die
Kontrolle iiber die Kohlenstoffeinfuhr oder die Balance zwischen Stoffauf- und abbau
(kurzzeitig) verloren geht, sind wichtig fiir unser Grundverstédndnis des Stoffwechsels.

In einem neueren Ansatz wird der Bereich moglicher Metabolitkonzentrationen auf
experimentell beobachtete oder physiologisch plausible Werte beschrankt, und unter
Verwendung der minimal und maximal moéglichen Substrat- und Produktkonzentra-
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tionen, der Bereich moglicher ArG-Werte abgeschétzt:

ARGmax = ARG? + RTlog( [ ] Mmax]”/ ] Mmin]”) (3.1)
MeP MeS

bzw. analog dazu:

ARGmin = ARG? 4+ RTlog( H [Mmin]”/ H [Mpax]”) (3.2)
MeP MeS

Dabei stellt P das Set der Produkte und S das Set der Substrate dar. Anhand die-
ser Werte wird die Richtung einzelner Reaktionen festgesetzt: Sind die Werte von
ARGmin und ArGax beide kleiner als null, lduft die Reaktion ausschliefSlich in Vor-
wartsrichtung ab, ist sie in beiden Féllen grofler als null, 14uft sie ausschliellich in
Riickwértsrichtung ab[120].

Dieser Ansatz ist flexibler, als die ausschlieliche Verwendung des ArG°-Wertes. Die
separate Evaluierung jeder Reaktionsrichtung vernachléssigt allerdings den Netzwerk-
charakter: die im stationdren Zustand eingestellten Metabolitkonzentrationen miissen
mit den Fliefrichtungen aller Reaktionen kompatibel sein, an denen sie als Reaktan-
ten mitwirken. An einem kleinen Beispiel wird dies deutlich. Nehmen wir an, Substrat
S wird iiber ein Intermediat X in Produkt P umgewandelt: S — X — P mit den
Gleichgewichtskonstanten k1 = 1 und ko=10. Betragen die gemessenen Konzentratio-
nen [S] = 1 und [P] = 5, so kann sich nur dann ein stationdrer Fluss von S nach P
einstellen, wenn die Konzentration von X zwischen 0,5 und 1 liegt. Die Vorgabe von
Konzentrationen oder Konzentrationsbereichen fiir S und P schrinkt somit den mog-
lichen Konzentrationsbereich von X und damit den Raum moglicher Flussrichtungen
ein.

Wir gehen daher einen Schritt weiter und berticksichtigen in dem Konzept der Ther-
modynamischen Realisierbarkeit die Forderung ArG < 0 direkt bei der Berechnung
der Flussvorhersagen. Nur wenn die Metabolite Konzentrationen annehmen koénnen,
die jede Flussrichtung in einer vorhergesagten Flussverteilung unterstiitzen, wird die
Vorhersage vom Solver als akzeptabel ausgegeben.

3.1.3 Konzept der TR-Flussminimierung

Ziel der Thermodynamischen Realisierbarkeit (TR) ist die Vorhersage von Flussver-
teilungen, die den thermodynamischen Prinzipien nicht widersprechen. Dazu muss ge-
wahrleistet sein, dass

1. nur Flussrichtungen zugelassen werden, bei deren Reaktion Energie freigesetzt
wird (ARG < 0),

2. die Stoffwechselenergie ausschliefilich aus aufgenommenen Substraten gewonnen
wird.

Fiir diese letzte Bedingung ist es notwendig, dass die verwendeten AgG°-Werte kon-
sistent zueinander sind, d.h. dass sie dem Gesetz der Micro-Reversibilitdt (der Weg-
Scheider-Bedingung) geniigen: In einem geschlossenen System muss die Summe der
ArG-Werte immer null ergeben. Das AgG der Umwandlung von A nach C muss da-
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her der Summe der Agr G-Werte fiir A nach B und B nach C entsprechen. Dieses Prinzip
ist auch als Verallgemeinerung des Kirchhoffschen Gesetzes bekannt[156].

In einem Satz experimentell gemessener Werte ist diese Bedingung aufgrund unver-
meidbarer Messungenauigkeiten meist nicht erfiillt. Fiir alle Reaktionen, fiir die ein
ArG°-Wert bekannt ist und deren biochemische Reaktionsgleichung zum einen voll-
stdndig aufgeschrieben ist und zum anderen keine “virtuellen” oder Pseudo- Metabolite
enthélt!, wird folgender Weg zur Korrektur der AgG® vorgeschlagen: Jeder gegebene
ArG°-Wert wird gerade soweit erhoht oder verringert, dass die Micro-Reversibilitat
im Stoffwechselnetzwerk erfiillt ist. Dazu fiigen wir Korrekturterme ein (beschrieben
durch den Vektor E) und 16sen folgendes Optimierungsproblem:

minimize |E||

X (3.3)
subject to ArG, =SApG +E,

wobei ||E|| die 2-norm des Vektors E, die sogenannte “root mean square distance”
(RMSD) ist und AGg die jeweilige Anderung der Standard-Gibbs-Energie beschreibt.
Ohne weitere Fixierung ist dieser Wert allerdings nur als relative Grofie zu verstehen
(hypothetisch). Der Ausdruck AgrG, — E gibt schlielich die korrigierte Anderung der
Standard-Gibbs-Energie ARGO* an, mit der gerechnet werden kann.

Die Berticksichtigung der Metabolitkonzentrationen erfolgt auf zwei Ebenen mit un-
terschiedlicher Auswirkung auf die Flussvorhersage:

Einschrankend: Basierend auf Messwerten oder Plausibildtsannahmen (Berticksichti-
gung der osmotischen Aktivitit, begrenztes Zellvolumen, etc.) werden minimal
und maximal zuldssige Stoffkonzentrationen (hard bounds) festgelegt und da-
durch, analog der Methode von Kiimmel et al.[120], Reaktionsrichtungen ausge-
schlossen.

Lenkend: Es wird gefordert, dass die Metabolitkonzentrationen mdoglichst innerhalb
eines festgelegten Toleranzbereichs liegen (soft bounds) und wenig von gemes-
senen Sollwerten abweichen, wodurch die Flussrichtung reversibler Reaktionen
beeinflusst wird.

Der Abstand der gewidhlten Konzentration zum (gemessenen) Sollwert wird in die zu
minimierende Optimierungsfunktion integriert:

> (e— sm)Q. (3.4)

meW

Dabei steht W fir das Set von Metaboliten, fiir die (logarithmierte) Sollwertkon-
zentrationen s, verfiigbar sind und ¢ steht fiir die aktuell gewéhlte (logarithmierte)
Metabolitkonzentration.

Es ist anzunehmen, dass eine derartige Justierung auf gemessenen Werte (aus unter-
schiedlichen Quellen) zu Widerspriichen fithrt. Als weitere Orientierung dienen daher
die sogenannten soft-bounds (ciow, Chign)- Sie geben einen Toleranzbereich an, in dem
die Konzentrationen liegen sollten. Auflerhalb dieser Grenzen wird ein linear anstei-

1d.h. Metabolite denen keine reale Bildungsenthalpie zugewiesen werden kann

46



3.1 Einleitung

»
»

. zuldssiger Bereich - - - - - - - - - - - -
oossoo Toleranzbereich -------- -

Dominanz des linearen Terms, t(c)
(Gl.4.5)

t(c)+(c-s,,,)?
zusdtzliche Kosten pro Metabolit

Parabolischer Term|(c-s,)?
(t(c)=0, GI. 4.4)

/ oo \
L
1
S m

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Beriicksichtigung von Metabolitkonzen-
trationen (Darstellung in Anlehnung an Abb.1 aus Hoppe et al.[87])

1 _logarithmierte

|
I I ¥ Konzentration
chigh Crmax c

T
min  Clow

C

gender Bestrafungsterm eingefiihrt:

Cow — € if ¢ < Clow
t(C) =140 if clow < ¢ < Chigh (35)

€ — Chigh if ¢ > cpign

Die minimalen und maximalen Grenzen zuléssiger Stoffkonzentrationen gehen als Ne-
benbedingung in das Optimierungsproblem ein (siche Gleichungen 3.1 und 3.2). Ab-
bildung 3.1 veranschaulicht das Zusammenwirken der einzelnen (logarithmierten) Me-
tabolitkonzentrationsbereiche.

Das zu losende Optimierungsproblem ist linear, mit realen aber auch bindren, also
ganzzahligen Variablen - ein sogenanntes Mixed Integer Problem (MIP) -, und enthélt
einen quadratischen Term in der Kostenfunktion. Unter Annahme der Flussminimie-
rung lautet es wie folgt:

minimize |V|+ )\ > te)+ A2 > (c— sm)2

¢ component of C meW
subject to S'V =0

0<vj+adj<a, 1<j<n

0< -ArG/ +adj<a, 1<j<n

ARG/(RT) = ArG,/(RT) + SC

Cec

v = Lj, 7€ J.
Dabei ist V' der Vektor der Flussraten und v; die j-te Komponente darin. A; und Ay sind
empirische Faktoren, die angeben mit welchem Gewicht das Abweichen vom Sollwert
und das Ubertreten des Toleranzbereiches in die Kostenfunktion eingehen. Fiir die
nachfolgend ausgefithrten Rechnungen wurde, soweit nicht anders angegeben, A; = 100
und Ay = 10 angenommen, d.h. das Einhalten des Toleranzbereiches ist wichtiger

als die genaue Justierung auf Sollwerte. Die zulissigen Konzentrationsbereiche (hard-
bounds) werden durch € beschrieben. Der Ausdruck 0 < v; + ad; < a und 0 <
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3 Einbeziehung thermodynamischer Informationen in die Flussvorhersage

—ARGI + ad; < « sorgt dafiir, dass fiir Flisse in Vorwartsrichtung ein negatives
ARG, in Riickrichtung ein positives ArG gewéhrleistet ist, wobei n die Anzahl der
Reaktionen ist, d; eine bindre Variable und « eine willkiirlich gewdhlte, ausreichend
hohe Zahl, gréfler als jeder mogliche Flusswert und jeder mogliche AgG-Wert. Fiir
v; = 0 gelten diese Einschrankungen allerdings nicht, d.h. in diesem Fall bleibt der
AR G-Wert unbeschriankt.

Da die Verwendung von Sollwerten, Toleranzbereichen und zulédssigen Konzentrations-
bereichen unabhéngig voneinander in die Rechnung eingehen, kénnen sie auch separat
verwendet werden. Wir verwenden hier die Bezeichnungen TR fiir eine Beschrankung
zuldssiger Konzentrationen und TRs, wenn zusétzlich ein Toleranzbereich und Soll-
wertkonzentrationen zur Lenkung des Stoffflusses verwendet werden.

Das Konzept der Thermodynamischen Realisierbarkeit, ist nicht an ein bestimmtes
Optimierungskriterium gebunden; es kann also mit verschiedenen Kriterien variabel
kombiniert werden. Die Methode ist in dem Softwarepaket FASIMU[86] implementiert,
welches in Zusammenhang mit dem CPLEX-Solver fiir die Berechnungen verwendet
wurde.

3.2 Anwendung: Wachstum von E.coli auf Glucose

Experimentelle Datengrundlage

Um die TR-Methodik zu validieren, sind parallel bestimmte Stofffliisse und Metabolit-
konzentrationen notwendig. Eine umfassende Studie, die beide Daten enthélt, wurde
im Jahr 2007 von einer japanischen Gruppe veroffentlicht[93]. Anhand von Metabo-
litkonzentrationen, Proteinmengen, Stoffwechselfliissen und mRNS-Mengen verfolgten
die Wissenschaftler die Reaktion von F.coli auf innere (genetische) und duflere Sto-
rungen.

In der Studie wird E.coli K-12 (BW25113) im Chemostat bei 37°C und pH 7.0, in
Das Wachstum wird dabei durch den Zufluss von Glucose beschriankt. Die Anpas-
sung der Bakterien an verdnderte Wachstumsbedingungen provozierten die Wissen-
schaftler durch Variation der Durchflussgeschwindigkeit von 0.11/h bis 0.71/h. Dabei
ermoglicht die schnellere Versorgung mit frischem Substrat und die stetige Einddm-
mung der Bakterienpopulation durch einen entsprechend schnelleren Abtransport den
Zellen ein schnelleres Wachstum, d.h. die Experimente unterscheiden sich in den zel-
luldren Wachstumsraten. Zusétzlich wurde bei konstanter Durchflussgeschwindigkeit
von 0,21/h der Wildtyp (K-12), sowie 24 lebensfidhige Einzelgenmutanten untersucht.
Insgesamt gibt es zu den 5 Referenzmessungen somit weitere 29 Datensétze.

einem definierten Medium! und unter permanenter Sauerstoffzufuhr (1-1-) kultiviert.

Die Ergebnisse, sowie die Rohdaten dieses umfangreichen Projektes sind auf einer
eigenen Internetseite? gut aufgearbeitet und frei zuginglich. Bezogen auf den Zentral-
stoffwechsel von E.coli wurden pro Datensatz folgende Daten erhoben:

'48mM Na2HPO4, 22mM KH2PO4, 10mM NaCl, 45mM (NH4)2S04, 42 glucose + 1mM Spuren-
elemente
http://ecoli.iab.keio.ac.jp/
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3.5 Abbildung 3.2: Gemessene Meta-
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e 85 mRNS Expressionslevel mittels gqRT-PCR und F.coli-Filgen-Microarray

e 57 Proteinkonzentrationen (mit LC-MS/MS), fiir 28 von ihnen wurden die Er-
gebnisse iber 2D-DIGE und MS uberprift

e 130 intrazellulare Metabolitkonzentrationen via CE-TOFMS
e 50 Fliisse des Zentralstoffwechsels iiber *3C-markierte Glucose und GC-MS

e Extrazellulare Konzentrationen: Oy, CO4, Glucose, Ethanol, Lactat, Acetat, For-
miat, Succinat, Pyruvat

Experimentelle Beobachtungen

Da Mutationen generell einen Eingriff in die Netzwerkstruktur bedeuten, beschranken
wir uns hier auf die Flussvorhersage bei verdnderten Wachstumsbedingungen, konkret
bei einer Durchflussgeschwindigkeit von 0,5k~ (GR03) und 0,7h~! (GR04). Neben
der Wachstumsrate unterscheidet sich das Wachstum bei 0,5h~" oder 0,7h~! in der
Synthese von Nebenprodukten: Wihrend im Referenzfall bei d = 0,2h~! (RF03, RF05
und RF06), die angebotene Glucose ohne weitere Bildung von Nebenprodukten kom-
plett zu COq veratmet wird, entstehen bei d = 0,5h~1 (GR03) Ethanol, Acetat und
Formiat als Nebenprodukte. Bei d = 0, 7h~! (GR04) wird das Substrat Glucose nicht
vollstandig verstoffwechselt und als Nebenprodukt wird iiberwiegend Acetat gebildet
(siehe Abbildung 3.2).

Weiterhin unterscheiden sich die Stoffflilsse von GR03 und GR04 in den am Auffiillen
der Zitratzyklus-Intermediate beteiligten Reaktionen (siehe Abb.3.3). Wahrend bei-
spielsweise in der Referenzlosung, sowie in GR04, 2-Oxoglutarat ausschliellich aus
Pentosephosphat iiber die Pyruvatkinase (13) erzeugt wird (vss ~ (vag + v49)), wird
in GRO3 die Synthese von 2-Oxoglutarat zusatzlich durch die Aktivitdt der Pep-
Carboxylase (52) unterstiitzt (vsg > (v4g + va9)).
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Abbildung 3.3: Experimentell gemessene Flussverteilungen aus der Arbeit von Ishii

et al. Von oben mnach unten sind jeweils die Werte fir Referenz, GR03 und GRO/
dargestellt.
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3.2 Anwendung: Wachstum von FE.coli auf Glucose

Beriicksichtigung der Thermodynamik

rev Keine thermodynamischen Einschrankungen, d.h. alle Reaktionen sind re-
versibel

Keq Wichtung der thermodynamisch ungiinstigeren Reaktionsrichtung (Riick-
richtung) mit der Gleichgewichtskonstante (siehe Seite 28)

Fst Heuristische Richtungseinschrankungen, wie im Feist-Modell angegeben

TR Einschrankende Metabolitkonzentrationen, d.h. das TR-Konzept beschrankt

auf “hard bounds”(siehe Seite 46)

TRs Anwendung des TR-Konzeptes unter Verwendung der Toleranzbereiche und
Sollwertkonzentrationen (Gleichungen 3.4 und 3.5)

Optimierungskriterien

min)_ v; | Flussminimierung

max Bio | Maximierung der Biomasseausbeute

min Glc | Minimierung des Glucoseeintrages

Tabelle 3.1: Untersuchte Einflussgréffen und Rechnungsvarianten

Zusatzliche Nebenbedingungen bei globaler Optimierung

X Die Austauschraten werden als Nebenbedingungen jeweils relativ zum Glucose-
eintrag fixiert, d.h. fiir GRO3 gilt beispielsweise: vg7 = 1.97vg5. Der Austausch von
CO4 wird dabei vernachlassigt, da diese Rate von nicht beriicksichtigten Prozessen
stark beeinflusst sein kann.

Xb | Dabei werden die gemessenen Austauschraten vorgegeben (z.B. fir die Glucose-
aufnahmerate vg; = 6.63) und der Biomassefluss entsprechend auf die Wachs-
tumsrate, d.h. auf 0.5 bzw. 0.7h~! gesetzt.

Tabelle 3.2: Zusdtzliche Nebenbedingungen bei globaler Optimierung

Optimierungskriterien und Nebenbedingungen

Es werden fiinf Mdéglichkeiten, thermodynamische Prinzipien in die Berechnung von
Flussvorhersagen einzubezichen, untersucht. Bei Verwendung von Sollwertkonzentra-
tionen (TRs) gehen gemessene Metabolitkonzentrationen mit ein, d.h. die Ergebnisse
sind spezifisch fiir ein Experiment (GR03 oder GR04), alle anderen sind “universell”
im Sinne von “unabhéngig vom gewéhlten Experiment”.

Um den Einfluss des Optimierungskriteriums zu studieren, wird das TR-Konzept in
Kombination mit 3 verschiedenen Optimierungskriterien untersucht, wobei fiir die Vor-
hersage global optimierter Flusslosungen neben den Metabolitkonzentrationen weitere
experimentelle Daten beriicksichtigt werden. Tabellen 3.1 und 3.2 fassen die unter-
suchten Einflussgréfien zusammen.
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3 Einbeziehung thermodynamischer Informationen in die Flussvorhersage

3.2.1 Aufstellen des FBA-Modells

Da das der experimentellen Flussbestimmung zugrunde liegende Stoffwechselmodell
von Ishii et al.[]93] uns in einigen Aspekten zu ungenau erschien (der Energiestoffwech-
sel ist beispielsweise nicht enthalten), entschieden wir uns fiir die Verwendung eines
komplexeren Modells basierend auf der Arbeit von Schiitz et al.[182]. Um die Ver-
gleichbarkeit zu gewahrleisten wurden Enzymaktivitdten, die von Ishii et al. bei der
Bestimmung der Fliisse vernachléssigt wurden, ebenfalls vernachlassigt. Wir arbeiten
daher mit einem reduzierten Modell, in dem u.a. der Methylglyoxalweg (Reaktion 84)
entfernt wurde. Das Gesamtmodell (im Folgenden als “Schiitz-Modell” bezeichnet) ist
als Grundlage fur weitere Rechnungen im Anhang erldutert (Seite 112, Tabelle 6).

Stochiometrisches Modell

Das reduzierte Modell umfasst insgesamt 59 Reaktionen und erlaubt die Aufnahme
von Glucose, Sauerstoff und Phosphat, und die Abgabe von COs, Pyruvat, Formiat,
D-Lactat, Succinat, Ethanol, Acetat sowie dem virtuellen Energiedquivalent atpEnergy
(sieche Abbildung 3.3). Die Glucose wird iiber das Phosphotransferase-System (PT'S,
Reaktion 85) unter Umwandlung von Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat aufgenommen
und iiber die Glykolyse oder den Pentose-Phosphat-Weg (PP) in Pyruvat umgewan-
delt. Die Ausbeute dabei ist unterschiedlich: Glykolyse: 2 atp + 2 nadh, andernfalls
1 atp + 1 nadh + 2 nadph.

Das entstandene Pyruvat kann direkt ins Medium abgegeben werden, in Lactat, Acetat
oder Ethanol umgewandelt werden oder auf einem der beiden verfiigharen Wege (64
oder 15) in Acetyl-CoA weiter verstoffwechselt werden, um den Zitratzyklus zu speisen.
Die Umwandlung von Pyruvat zu Malat via Malic Enzyme verlauft in der Regel in
umgekehrter Richtung, weshalb dies eher ein Pyruvat-Zufluss ist.

Das Modell enthélt weiterhin den Zitratzyklus, den Glyoxalatshunt und die Syn-
these von Ethanol und Acetat aus Acetyl-CoA. Der Glyoxalatshunt (50,51), wel-
cher bei erhéhter Wachstumsrate des Wildtyps (> 0,4h~1) aufgrund experimentel-
ler Befunde[135] als vernachldssigbar angesehen wird, ist fiir Rechnungen der Refe-
renzexperimente (bei 0,2h~!) im Modell enthalten, trigt in den GR03- und GRO4-
Simulationen aber keinen Fluss.

Die Energiegewinnung erfolgt iiber Substratphosphorylierung oder die Veratmung von
Sauerstoff. Dazu enthélt das Modell zwei Cytochrome, CYTBO3_ 4pp und CYTBDpp,
die die von den Substraten abgegebenen Protonen und Elektronen vom Ubiquinon-
8 (g8), welches bei aerobem Wachstum die hochste aller Quinon-Konzentrationen
aufweist[221] (siehe Seite 113), empfangen und auf Sauerstoff iibertragen (in Klam-
mern jeweils die Reaktions-ID).

Fiir die spétere Auswertung von Bedeutung sind folgende 4 Umwandlungen, die hier
detaillierter als im Ishii-Modell berticksichtigt werden:

e Die nadp-abhéngige (16) oder nad-abhéngige (17) Umsetzung von Malat zu Py-
ruvat (Malic Enzyme)

e Die nad-abhéngige (48) oder Ubiquinonabhéngige (49) Umsetzung von Malat zu
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3.2 Anwendung: Wachstum von FE.coli auf Glucose

Oxalacetat durch die Malatdehydrogenasen, MDH

e Die atp-abhéngige Umsetzung von Oxalacetat nach Phosphoenolpyruvat (18)
oder die atp-unabhéngige Riickreaktion (52)

e Die Umsetzung von Pyruvat nach Acetyl-CoA durch die nad-abhéngige Pyruvat-
dehydrogenase (15) oder die Formiat-generierende Umsetzung durch die Pyruvat-
Formiat-Lyase, PFL (64)

Die Einschrankungen der Reaktionsrichtungen im Modell von Ishii et al. werden nicht

iibernommen. Von den insgesamt 59 Reaktionen sind jedoch 6 durch die gewéhlten

Umgebungsbedingungen und die Netzwerkstruktur per se irreversibel: die Phosphat-
aufnahme (115), die Ethanol- (69,71), Acetat- (74,75) und D-Lactatsynthese (81). Das
reduzierte Modell besitzt 13 Freiheitsgrade, d.h. 13 Fliisse miissen “gemessen” werden,
um den gesamten Kohlenstofffluss zu bestimmen. Um den Stofffluss im Ishii-Modell (56
beteiligte Fliisse) zu rekonstruieren, geniigen jedoch 9 bekannte Fliisse': bei Normie-
rung auf den Glucoseeintrag (vgs) konnten dies beispielsweise 5 weitere Austauschfliisse
(v90,V91,V92,V93,v94) und 3 interne Fliisse (va,vi3,vs51) sein.

RID | Name Reaktionsgleichung Keq AG%
2 PGl [c]gbp = fbp 4 -3,4
3 PFK [c]fép + atp* — fdp + adp* + hp* 616 -15,9
5 FBA* [c]dhap + g3p = fdp 1211 -17,6
7 TPI* [c]lg3p = dhap 11 -5,9
8 GAPD [c]g3p + nad* + pi* = hp* + nadh* + 13dpg 1 -0,4
9 PGK* [c]13dpg + adp* = 3pg + atp* 114 -11,7
10 PGM* [c]3pg = 2pg 1 0,0
12 ENO [c]2pg = pep + h2o* 5 -3,8
13 PYK [c]pep + adp* + hp* — pyr + atp* 7771 -22,2
15 PDH [e]pyr + coa* + nad* — accoa + co2* + nadh* 1.2E+06 -34,8
16 ME2* [c]lpyr + nadph* + co2* < mal-L + nadp* 15 -6,7
17 ME1* [c]lpyr + nadh* + co2* + mal-L + nad* 9 -5,4
18 PPCK* [c]lpep + co2* + adp* < oaa + atp* 1 -0,8
22 G6PDH2r [c]gbp + nadp* = 6pgl + nadph* + hp* 15 -6,7
23 PGL [c]6pgl + h20* — 6pgc + hp* 5542 -21,4
24 GND* [c] nadph* + co2* + ru5p-D < 6pgc + nadp* 5 -3,8
25 RPI* [c]ru5p-D = r5p 2 -2,1
27 RPE [c]ru5p-D = xu5p-D 1 0,0
28 TKT1* [c]lg3p + s7p = rbp + xubp-D 25 -8,0
30 TKT2 [c]xubp-D + edp = f6p + g3p 18 -7,1
32 TALA [c]lg3p + s7p = edp + fbp 18 -7,1
34 CS [c]accoa + oaa + h20* — coa* + cit + hp* 2.1E4-06 -36,0
36 ACONTa* [c]acon-C + h2o* = cit 13 -6,3
37 ACONTb [c]acon-C + h2o* = icit 1 -0,8
40 ICDHyr* [c]co2* + nadph* + akg = icit + nadp* 313 -14,2
41 AKGDH [c]akg + coa* + nad* — co2* + nadh* + succoa 1.2E+406 -34,8
42 SUCOAS [c]atp* + coa* + succ = succoa + adp* + pi* 5 -4,2
45 | FUM []fum + h2o* = mal-L 3 25
48 MDH* [c]nadh* + ocaa + hp* = mal-L 4 nad* 49883 -26,8
49 MDH2 [c]mal-L 4+ 98 — q8h2 + oaa 1.0E+08 -45,7
50 ICL* [c]glx + succ = icit 3952 -20,5
51 MALS [clglx 4+ accoa + h20* — mal-L + coa* + hp* 2.4E406 -36,5
52 PPC [c]pep + co2* + h20* — oaa + pi* + hp* 98079 -28,5
53 | THD2pp* nadh[c] + (2) h[e] + nadp[c] — nadph[c] + (2) h[c] + 7573 -22,1

nad[c]

54 NADTRHD [c]nadph + nad — nadh + nadp 2 -1,3
55 | ATPS4rpp* (3) hle] + adp[c] + pi[c]* + hp*[c] — atp[c] + (3) h[c] 20 -7,4

+ h2o[c]*
56 NADH16pp nadh[c] + hp*[c] + q8[c] + (3) h[c] — g8h2[c] + (3) 4.2E+406 -37,8
h[e] + nad[c]
Fortsetzung auf der nichsten Seite

'Eine Unterscheidung von vig/vi7, vis/Vvs2, vis/Ves und vag/vag ist nicht notwendig, da dafiir auch
keine vergleichbaren Daten zur Verfiigung stehen.
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3 Einbeziehung thermodynamischer Informationen in die Flussvorhersage

Tabelle 3.3 — (Fortsetzung)

RID | Name Reaktionsgleichung Keq AG m’“;’,
57 | NADH5 [cInadh + q8 + hp* — q8h2 + nad 5.0E112 72,9
58 | CYTBO3_4pp (2) q8h2[c] + (1) o2[c] + (8) hlc] — (2) a8[c] + (8) 8.1E+10 62,3
hle] + (2) h2o[c]*
59 | CYTBDpp (2) a8h2[c] + (1) o2[c] + (4) h[c] — (2) a8[c] + (4) 1.3E+19 -109,1
hle] + (2) h2o[c]*
62 | SUCDi [c]suce + 8 — fum + q8h2 35 -8,8
64 PFL [c]pyr + coa* = accoa + for 5542 -21,4
66 FDH4pp,FORtppi for[c] + hp*[c] + h[c] 4+ q8[c] — co2[c] + h[e] + q8h2[c] 1.0E+13 -74,2
69 ACALD [c]acald + coa* + nad* = accoa + nadh* + hp* 1698 -18,4
71 ALCD2x* [c]acald + nadh* + hp* = etoh + nad* 25371 -25,1
74 PTAr* [c]actp + coa* < accoa + pi* 616 -15,9
75 ACKr* [c]lactp + adp* = atp* + ac 1434 -18,0
81 LDH_D* [c]nadh* + pyr + hp* = lac-D + nad* 49883 -26,8
85 | GLCptspp glc-Dle] + pep[c] — gbplc] + pyr|c] 4.8E+4-06 -38,1
86 | CO2tex* co2[c] — co2[e] 1 0,0
87 O2tex 02[e] — 02[c] 0,0
90 ETOHtex* etoh[c] = etohle] 1 0,0
91 ACtex* ac[c] = ac[e] 1 0,0
92 SUCCtex* succ[c] — succle] 1 0,0
93 D-LACtex* lac-D[c] — lac-Dle] 1 0,0
94 PYRtex* pyr[c] — pyrl[e] 1 0,0
95 FORtex* for[c] — for[e] 1 0,0
97 ATPM atp[c] + h2o[c]* — atpEnergy[e] + adp[c] + hp[c]* + 69946 -27,7
pifc]*
115 | Plt2rpp hle] + pile] = h[c] + pilc] 112 11,7

Tabelle 3.3: Reaktionsschema des reduzierten E.coli-Modells

Zuordnung von ArG°-Werten und Definition der Reaktionsrichtung

Geschatzte
AgrG°-Werte

Die ArG°-Werte entsprechen fast ausschlieflich den (mit einer iiberarbeiteten Version
der Gruppentibertragungsmethode[96]) geschétzten Werten im genomweiten E.coli-
Modell von Feist et al.[52] (Werte fiir pH 7.2). Nur in Einzelféllen wurden Werte
angepasst (siehe Tabelle 4). Insbesondere bei Reaktionen, die die Energie des Proto-
nengradienten nutzen oder an dessen Aufbau beteiligt sind, wurde der AgG°-Wert
um 11,7 kJ pro transloziertes Proton erhéht oder reduziert (siehe Rechenbeispiel Sei-
te 115).

Die Konsistenz der Werte wurde mit Hilfe der Methode “well-formed-equilibriums” des
FASIMU-Softwarepaketes[86] tiberpriift: das Optimierungsproblem in Gleichung 3.3
wurde gelost und die geringfiigigen Korrekturvorschlige (maximale Abweichung von
9e-05) tibernommen. Anschliefend wurden die Reaktionsgleichungen derart notiert,
dass die Reaktion von links nach rechts jeweils in Richtung abnehmender chemischer
Energie ablauft, also ARG°® < 0%. Reaktionen, korrigierte AgG°-Werte und korre-
spondierende Gleichgewichtskonstanten k sind der Tabelle 3.3 zu entnehmen.

Konsistenz
der Werte

Recherche der Metabolitkonzentrationsbereiche

Zusétzlich zu den Metabolitkonzentrationen von Ishii et al.[93] verwenden wir Werte
einer Studie von Ohashi et al.[141]. Die Autoren untersuchen darin den Einfluss von
Histidinmangel in aerob gewachsenen E.coli-Zellen, wofiir sie 198 Metabolitprofile an
je 4 Zeitpunkten aufgenommen haben!. Weiterhin werden Metabolitprofile von Bennet

Datenrecherche

Lebenfalls via CE-TOFMS
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3.2 Anwendung: Wachstum von FE.coli auf Glucose

et al.[15] zum Vergleich des aeroben Wachstums von E.coli auf Glucose, Glycerate und
Acetate (via LC-MS/MS) verwendet. Ergénzt werden diese drei Datenséitze durch re-
cherchierte Konzentrationsbereiche von Kiimmel et al.[119], einigen simulierten Daten
von Schaub et al.[175], sowie durch Annahmen in folgenden Sonderféllen:

e Fir Metabolite, bei denen metabolische Regulation und Diffusion Konzentra-
tionsunterschiede ausreichend schnell ausgleichen, wird eine konstante Konzen-
tration angenommen. Dies betrifft: externe Glucose (4g/1), externes Phosphat
(70mM), Protonen an der duBeren Membranseite (63nM), intrazelluldres COq
(nach Abschétzung durch Merlin et al.[131] 10puM) und Wasser (1M). Da der
pH-Wert bei der Abschitzung der AgrG°-Werte bereits einfliefit, werden zytoso-
lische Protonen nicht beriicksichtigt. Sie werden, wie auch der virtuelle Metabolit
atpEnergy, durch willkiirliche Annahme von 1M vom TR-Kriterium ausgeschlos-
sen.

e Die Protonenkonzentration an der dufleren Membran (h(e)) wurde mit 63nM -
einem pH von 7,2 entsprechend - an die Daten von Zilberstein et al.[224] ange-
passt, auf denen die Berechnung des Protonengradienten beruht (siche Seite 115).
Die Konzentration der Protonen an der Innenseite darf zwischen 1nM (~pH 8.0)
und 2nM (~pH 7.7) schwanken, mit einem Sollwert von 1,41nM (~pH 7,85),
entsprechend den Messungen von Zilberstein et al..

e Der Konzentrationsbereich fiir Sauerstoff im Medium (von 58uM bis 228 M)
entspricht der gelosten O2-Konzentration unter Luftdruck (0,2095bar) und un-
ter dem Druck, der in einem Chemostat mit 1 Liter Volumen minimal erreicht
wird (0,0533bar)[41]. Analog dazu wurde die Konzentration an gelostem COq
unter Luftdruck (0,00034bar) und bei 30mmHg (0,04bar) auf 9uM bis 1,064mM
bestimmt?.

e Fiir bislang nicht erwédhnte extrazellulire Metabolite wurde als obere Schranke
die jeweils hochste Konzentration der Studie von Ishii et al., als untere Schranke
(willkiirlich) eine sehr niedrige Konzentration von 100nM gewéhlt.

Fiir einige Metabolite wurden trotz intensiver Recherche keine geeigneten Werte zur
Beschrankung der Konzentrationsbereiche gefunden. Fiir diese insgesamt 11 intrazellu-
laren Metabolite (Formiat, Glyoxylat, Ubiquinon, Ubiquinol, Isocitrat, Ethanol, Ace-
taldehyd, Acetat) wurden die Standardwerte aus Hoppe et al.[87] ibernommen, d.h.
5uM als untere und 2mM als obere Schranke.

Der zulassige Konzentrationsbereich der im Modell enthaltenen Metabolite ergibt sich
aus den minimalen und maximalen Konzentrationen innerhalb dieser Datensammlung.
Lediglich fiir Coenzym-A (CoA), Acetyl-CoA und Succinyl-CoA wurden ausschlieBlich
Werte aus der Arbeit von Ishii et al. verwendet, um der Stofferhaltung des Coenzym-A
gerecht zu werden. Die Werte sind in Tabelle 9 im Anhang aufgefiihrt.

Waéhrend die Sollwerte den im jeweiligen Experiment gemessenen Konzentrationen
entsprechen, orientieren sich Toleranzbereiche an den minimalen und maximalen Kon-

’Die Konzentration der gelosten Teilchen in Wasser Cs ist der Teilchenkonzentration in der Luft
proportional (Henry-Gesetz): Cs[mol/l] = Kg * p. Die Henry-Konstante Ky errechnet sich aus
dem entsprechenden Bunsenschen Absorptionskoeffizienten Kp (in Wasser, bei 35°C ist K{? =
0,0244[1/bar] und Kg°% = 0,592[1/bar] [118]) dividiert durch das Molvolumen (bei idealen Gasen
22, 41/mol, fur Kohlendioxid 22,2621/mol).
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3 Einbeziehung thermodynamischer Informationen in die Flussvorhersage

zentrationswerten in der gesamten Studie von Ishii et al. und sind damit fiir GRO3
und GRO04 gleich. Fiir Metabolite, fiir die keine Messung von Ishii et al. vorliegt, ent-
spricht der Toleranzbereich dem zulassigen Metabolitkonzentrationsbereich und dessen
geometrisches Mittel dient als Sollwertvorgabe!. Die verwendeten Sollwerte und Tole-
ranzbereiche sind in Tabelle 10 aufgefiihrt.

Definition der Zielmetabolite

Als priméres Stoffwechselziel exponentiell wachsender E.coli-Zellen wird die Vermeh-
rung ihrer Biomasse und damit die Synthese entsprechender Grundbausteine und Vor-
laufermetabolite angenommen. Tabelle 1 im Anhang enthilt eine Ubersicht der Meta-
bolite, die fir die Beriicksichtigung der wichtigsten Stoffwechselfunktionen im Zentral-
stoffwechsel von E.coli zu den notwendigen Vorldufern und Grundbausteinen gezéhlt
werden.

Die fiir die Biomasseproduktion notwendigen Anteile dieser Zielmetabolite werden der
Arbeit von Li et al.[121] entnommen. Der Energiebedarf wird sowohl bei Ishii et al.,
als auch bei Li et al. ausschlieBlich in NADPH-Molekiilen angegeben?. Die Pseudore-

aktionsgleichung zur Synthese von Biomasse lautet wie folgt:

0,219 gbp + 0,106 f6p + 0,982 r5p + 0,439 edp + 0,165 gap + 1,4853 3pg
+ 0,537 pep + 3,058 pyr + 4,093 accoa + 1,979 oaa + 1,207 akg + 16,429
nadph + 3,534 nad — 1 BM + 1,677 co2 + 3,534 nadh + 16,429 nadp +
3,933 pi + 4,093 coa

Lediglich im Falle der Standardwerte wurde der Sollwert willkiirlich auf 0.26mM statt 0.1mM (geo-
metrisches Mittel) gesetzt, was allerdings keinerlei Einfluss auf die Flussvorhersagen zeigte.
2Die in iiberschiissigem ATP enthaltene Energie kann jedoch als atpEnergy das System verlassen.
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3.3 Ergebnisse

In diesem Kapitel untersuchen wir den Einfluss des TR-Konzepts auf die Qualitit der
Flussvorhersage bei Berechnung optimaler Flussverteilungen. Neben 5 verschiedenen
Moglichkeiten die Thermodynamik zu beriicksichtigen (Keq, rev, Fst, TR, TRs) wird
zuséitzlich der Einfluss folgender 3 Aspekte untersucht:

e Linear kombinierte Einzelzieloptimierungen statt globale Optimierung
e Wahl des Optimierungskriteriums (min} v;, max Bio, min Glc)
e Integration experimenteller Austauschraten (X) und der Wachstumsrate (Xb)

Als Vorbetrachtung untersuchen wir, inwieweit der Losungsraum von der Einschran-
kung durch zuldssige Metabolitkonzentration (TR) und a priori festgelegte, irreversible
Reaktionen (Fst) betroffen ist.

3.3.1 Effektive Reversibilitatseinschrankungen

Die minimalen und maximalen Konzentrationen verschiedener Metabolomics-Studien
begrenzen den Bereich zulédssiger Metabolitkonzentrationen (hard bounds). Analog der
Methode von Kiimmel et al.[120] erlauben sie die Berechnung minimaler und maxi-
maler Reaktionsenthalpien (siehe Gleichungen 3.1 und 3.2), welche zusammen mit
den daraus resultierenden Einschrénkungen in Tabelle 3.4 aufgefiihrt sind (Spalte K).
Von den betrachteten 46 internen Reaktionen unterliegen 14 einer thermodynamischen
Richtungseinschrankung; 12 davon stimmen mit denen im Feist-Modell iiberein (Spalte
F); 2 werden zusatzlich eingeschrinkt (64 und 75).

Inwieweit aus diesen 14 bzw. 21 Einschrankungen die Inaktivitdt weiterer Reaktions-
richtungen folgt, wird anhand von ReaMinModen (sieche Seite 72) untersucht. Dazu
wird die Realisierung jeder Reaktionsrichtung einmal als Stoffwechselziel definiert und
eine entsprechende Minimalmode berechnet. Falls es keine Losung gibt, ist diese Reak-
tionsrichtung blockiert. Dabei gelten gleiche Austauschbedingungen wie fiir alle wei-
teren Rechnungen: Sauerstoff, Glucose und Phosphat kénnen aufgenommen und COs,
Acetat, Succinat, Formiat, Ethanol, D-Lactat und atp-Energie abgegeben werden. Be-
reits die Definition moglicher Austausche und die Stéchiometrie des Netzwerks fithren
zu Einschrankungen der Reaktionsrichtungen: Acetat- (74,75), Ethanol- (69,71) und D-
Lactatsynthese (81) sind nicht umkehrbar. Die thermodynamischen Einschriankungen
in Spalte K verursachen zusétzlich die Irreversibilitdt des unteren Teils der Glyko-
lyse (8,9,10,12), des Zitratzyklus (36,37,40,42), sowie die erste Reaktion des Pentose-
Phosphat-Weges (22) - insgesamt 27 netzwerkbedingte, irreversible Reaktionen (Spalte
S). Die Einschrankungen von Feist et al. unterbinden zudem die Umkehrung des oberen
Teils der Glykolyse (3,5,7).

Das TR-Kriterium gewéhrleistet, dass fiir alle Fliisse einer gefundenen Flusslésung es
ein negatives AgrG gibt!; es werden somit Richtungsabschitzungen im Netzwerk und
nicht fiir isolierte Reaktionen gemacht. Wie in Tabelle 3.4 ersichtlich fithrt die An-
wendung dieses Kriteriums zu weiteren 5 Einschrankungen: weitere Teile des Pentose-

!Die dafiir notwendigen Metabolitkonzentrationen liegen innerhalb vorgegebener Schranken.

o7

Statisch durch
zuldssige Kon-
zentrationen

Strukturell
bedingt

Netzwerk
bedingt (TR-
Kriterium)



Annahmen im
Modell von
Ishii et al.

Reversibilitdat
in berechneten
MinModen

3 Einbeziehung thermodynamischer Informationen in die Flussvorhersage

.20 A\,=10 (Standard) A\y=0.1 Abbildung 3.4: Anzahl reversibler Re-
g aktionen innerhalb der MinModen-
215 Berechnungen unter Ao = 10 (Stan-
a dard) und Ay = 0,1. TRs unter Stan-
3 10 dardbedingungen enthdlt keine reversi-
§ blen Reaktionen und ist deshalb nicht
% 5 dargestellt.

£, - B

rev Keq Fst TR TRs

Phosphat-Weges (24,25) und der obere Teil der Glykolyse (3,5,7) werden irreversibel!.
Mit den heuristischen Reversibilitdtseinschréankungen von Feist et al. gibt es grofiten-
teils Ubereinstimmung. Lediglich die Pyruvat-Formiat-Lyase (64) wird als irreversibel
vorhergesagt, wahrend Feist et al. annehmen, dass das Enzym in beide Richtungen
arbeiten kann. Im Feist-Modell wird zudem die Richtung der oxidativen Phosphory-
lierung vorgegeben (53-56,58), einschlieBlich der ATPase (55). Unter Verwendung des
TR-Konzeptes kann es hingegen zur Umkehrung der ATPase kommen, wobei adp zur
Verfiigung gestellt wird. Widerspriiche gibt es beim nadp-abhéngigen Malic Enzyme
(16) und der Succinat-Dehydrogenase (62): nach TR sind diese Reaktionen reversibel,
Feist et al. gehen jedoch von Irreversibilitat aus.

Im Modell von Ishii et al. gibt es ebenfalls Annahmen zur Irreversibilitdt von Reak-
tionen. Erneute Bestimmung blockierter Reaktionsrichtungen (durch ReaMinModen)
unter Verwendung der Ishii-Annahmen ergibt die zusétzliche Irreversibilitat der GAPD
(8) und PGK (9) (siehe Spalte I). Damit werden von Ishii et al. 4 zusitzliche Annah-
men getroffen: die Fumarase (FUM,45), die Ribulosephosphat-3-Epimerase (RPE,27)
und die Succinat-Dehydrogenase (SUCDI,62) katalysieren ausschliefllich in Vorwérts-
richtung, Malic Enzyme (ME,16) ausschliellich in Riickwértsrichtung. Die Annahmen
fiir Reaktionen 16 und 62 werden von Feist et al. ebenfalls getroffen®. In den Ergeb-
nissen flieen allerdings nur RPE und ME in die im Ishii-Modell verbotene Richtung.
Damit sind die Einschrénkungen von Ishii et al. etwas restriktiver als von Feist et al.,
welche wiederum etwas restriktiver sind, als das TR-Kriterium.

Wieviel der 14 bzw. 8 reversiblen Reaktionen tatsidchlich innerhalb eines Minimalm-
odensets in beide Richtungen verwendet werden, zeigt Abbildung 3.4. Dabei kommt
der Unterschied deutlich zum Vorschein, ob die Thermodynamik als Nebenbedingung
den Losungsraum einschriankt (TR, Fst), oder aber in die Definition einer optimalen
Losung einflieBt (TRs, Keq): Beschrianken wir uns auf zuldssige Konzentrationsbe-
reiche gibt es noch ca. 10 reversible Reaktionen im MinModen-Set, bei zusétzlicher
Verwendung der Sollwerte und Toleranzbereiche und Ay = 10 flieBen die Reaktionen
in allen MinModen in die gleiche Richtung. Verringert man nun die Bestrafung der
Abweichungen vom Sollwert auf Ay = 0,1 ergeben sich wieder 3 Reaktionen, die in
beide Richtungen flieen. Eine &hnlich starke Gleichrichtung zeigt sich bei Wichtung
der Riickrichtung mit der Gleichgewichtskonstante (Keq).

"Welche der 5 Einschrankungen Ursache, und welche Konsequenz ist, ist nicht bekannt. Aber es ist
anzunehmen, dass - analog zu Feist - die Reaktionen 3 und 24 die thermodynamischen Engpésse
darstellen.

2Diese zuséatzlichen Einschriankungen verursachen jedoch keine weiteren Irreversibilitéten.
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3.3 Ergebnisse

RID | Name ARGmin ARG ArRGmas K S P F FP |
2 PGI -17.18 -2.93 5.69
3 PFK -40.4 -15.92 6.29 — | = — —
5 FBA* -16.92 -17.6 39.06 — “— —
7 TPI* -22.53 -5.87 14.07 — “— —
8 GAPD -17.6 -0.42 34.79 - = — —
9 PGK* -22.56 -11.73 10.05 - = — —
10 PGM* -10.35 0 6.05 - = —
12 ENO -13.51 -3.77 3.98 - = —
13 PYK -33.73 -22.21 -028 —- — = | — — —
15 PDH -74.47 -34.78 24 -5 =5 = | = — —
16 ME2* -9.84 -6.7 40.84 — —
17 ME1* 11.68 -5.45 55.80 <+ ¢+ <+ | « <+ —
18 PPCK* 4.75 -0.84 4574 <+ <+ <+ | + <+ | ne
22 G6PDH2r -21.73 -6.7 25.99 - = — —
23 PGL -37.65 -21.37 1404 - - = | = = —
24 GND* -19.63 -3.49 47.94 — | — “—
25 RPI* -19.35 -2.09 9.87 — — —
27 RPE -21.74 0 6.49 —
28 TKT1* -40.16 -7.96 13.93
30 TKT2 -15.66 -7.12 25.97
32 TALA -36.67 -7.12 7.18
34 Cs -59.24 -36.03 202 5 5 = | = = —
36 ACONTa* -17.88 -6.29 20.28 — — —
37 ACONTb -9.63 -0.84 19.26 - = — —
40 ICDHyr* -22.62 -14.25 32.28 — — —
41 AKGDH -81.2 -34.78 3045 —» - = | = — —
42 SUCOAS -32.08 -4.19 20.01 — “— —
45 FUM -18.09 -2.51 17.59 —
48 MDH* -34.34 -26.82 17.41 n.e.
49 MDH2 -83.34 -45.67 -26.8 — — — — — n.e.
52 PPC -35.55 -28.49 395 - =5 =S| =5 = n.e.
53 THD2pp* -42.35 -22.14 17.35 — = | ne.
54 NADTRHD -46.43 -1.26 9.83 — — n.e.
55 ATPS4rpp* -15.9 -7.45 13.48 — = | ne
56 NADH16pp -47.2 -37.39 12.54 — — n.e.
57 NADH5 -90.83 -72.49 3624 —» — — | - — | ne
58 | CYTBO3_4pp -46.4  -62.27 38.13 - = | ne
59 CYTBDpp -104.57  -109.07 2691 —» — — | — — | ne
62 SUCDi -39.98 -8.8 20.65 - = —
64 PFL -41.37 -21.37 -095 — — — n.e.
66 FDH4pp&FORtppi -99.33 -74.2 6308 —- — — | —= — | ne
69 ACALD -33.15 -18.44 28.29 — “— —
71 ALCD2x* -43.48 -25.14 11.11 - = — —
74 PTAr* -27.17 -15.92 6.83 e R —
75 ACKr* -38.16 -18.02 -162 - — — — —
81 LDH_D* -29.86 -26.82 0.17 — — — —

Tabelle 3.4: Ubersicht der Richtungseinschrinkungen nach Kimmel et al.(Spalte K),
dem TR-Konzept (Spalte S) und nach Feist et al. (Spalte F), sowie daraus folgende
FEinschrankungen ermittelt nach dem Pruningverfahren (Spalte P und FP) im Vergleich
zu den Einschrinkungen im Modell von Ishii et al. (Spalte I). Austauschreaktionen sind
nicht dargestellt. Die Spalten 3 und 5 enthalten die minimalen und mazimalen AgG-
Werte (in %) bei Beriicksichtigung des zuldssigen Konzentrationsbereiches.
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3 Einbeziehung thermodynamischer Informationen in die Flussvorhersage

3.3.2 Evaluation unterschiedlicher Flussvorhersagen

Fiir die fiinf Varianten (Keq, rev, TR, Fst, TRs) berechnen wir Minimalmoden, die
entweder alle Fliisse minimieren (wobei vzie; fiuss = 1) oder einen Zielfluss maximieren.
Die Minimalmoden werden mit Gewichtsfaktoren aus Li et al.[121] linear kombiniert
und die resultierende Flussverteilung den global optimierten Flussverteilungen gegen-
iibergestellt.

Zur Charakterisierung und zum Vergleich von Flussverteilungen hat sich, neben der
Summe der quadrierten Abweichungen (RMSD), die Verwendung von Flussverhéltnis-
sen als sinnvoll erwiesen (siehe [182]). Diese beschreiben die relativen Anteile mit denen
der Stofffluss sich an markanten Verzweigungen im Netzwerk aufteilt. Im Gegensatz
zu den Verhéltnissen von Schiitz et al. soll durch die hier definierten Flussverhéltnisse
ein Entweder-Oder-Szenario abgebildet werden: der Fluss fliefit beispielsweise entwe-
der in die Glykolyse oder in den Pentose-Phosphat-Weg (R1). Im Gegensatz zu einer
gemittelten Abweichung lassen die Werte der Flussverhéltnisse Riickschliisse auf das
vorhergesagte Flussgeschehen zu und lenken die Aufmerksamkeit (idealerweise) aus-
schliefflich auf die Punkte im Netzwerk, an denen der vorhergesagte Stofffluss erstmals
vom beobachteten abweicht. Die Definition der Flussverhéltnisse R; — Rg basiert auf 8
Flusswerten, die (bei Normierung auf Glucoseeintrag, vgs = 100) ausreichend sind, um
die experimentell gemessenen Flussverteilungen von Ishii et al. im Modell abzubilden®.
Abbildung 3.5 veranschaulicht die Idee der Flussverhéltnisse und gibt ihre Definitio-
nen und die entsprechenden Werte fiir die experimentell bestimmten Flussverteilungen
wieder.

Fiir die erhohten Wachstumsraten GR03 und GR04 wird der Glyoxalatshunt (Reaktion
50 und 51) vernachléssigt; R3 ist somit immer null und wird im Folgenden nicht be-

trachtet. Abbildung 3.6 zeigt die Flussverhéltnisse der berechneten Flussverteilungen
fir GR0O3 und GRO04. Auf den ersten Blick fallt auf:

1. Die Flussverhéltnisse fiir GR03 kénnen besser vorhergesagt werden, als fiir GR04.

2. Unter Beriicksichtigung experimentell gemessener Austauschraten (+X, +Xb)
sind die Vorhersagen am genauesten, wobei in diesem Fall die Flussminimierung
sich als Optimierungskriterium am besten eignet.

3. Dieim 2. Kapitel verwendete Wichtung der Riickrichtung mit der Gleichgewichts-
konstanten (Keq) liefert vergleichsweise schlechte Vorhersagen, sowohl in der glo-
balen Optimierung, als auch als Linearkombination von Minimalmoden.

4. Die Anwendung von Richtungseinschrankungen, sowohl direkt (Fst), als auch
indirekt iiber beschrinkte Metabolitkonzentrationsbereiche (TR) liefert dage-
gen relativ gute Vorhersagen: Wéahrend in den Keg-Rechnungen zum Teil mehr
Fructose-6-Phosphat zu Glucose-6-Phosphat umgewandelt wird, als umgekehrt
(dadurch ist R; < 0), arbeitet die PGI bei TR und Fst iiberwiegend in Vorwérts-
richtung (d.h. Glucose-6-Phosphat wird zu Fructose-6-Phosphat umgesetzt).

'"Exklusive der 4 nicht-aufgelésten Reaktionspaare 16/17, 18/52, 48/49, 15/64
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v2

Fluss in die Glykolyse (und nicht in den Pentose-Phosphat-Weg)

T vaztus
Ry = i (Netto)Fluss von Pep zu Pyruvat via PYK (und nicht zum Oxalacetat)
Ry = 25L Fluss in den Glyoxalatshunt (und nicht weiter im Zitratzyklus)
v3T
Ry = o Fluss von Acetyl-CoA in den Zitratzyklus (und nicht in Ethanol oder Acetat)
Rs = 500 Ethanol-Export (und nicht Acetatexport)
Re = =22 Succinat-Export (und nicht Umsetzung zu Fumarat)
V42 g
Ry = j—wsadls ——  Fluss von Pyruvat zu Acetyl-CoA (und nicht ins Lactat)
Rs = M’% Fluss von Pyruvat nach Lactat (und nicht Umsetzung zu Acetyl-CoA oder
Pyruvatexport)
.akg pep glc-Dle) Flussverhiltnisse experimenteller Werte
icit I der Studie von Ishii et al.:
1 GR03 GR04 RFO03 | min  max
gix suce "
; “g6p Ri| 08 057 088 |047 1
cit fum__/
o 6Rac R, | 059 072 0,74 | 05 1
N 70N . Rs | - - 002 | 0 041
fdp
Sl o Ry | 088 0,85 1 |08 1
for- dhap g;g‘
accoa pyr edp” xusp;D R5 0,23 0,07 0 0 1
g3p s7p R6 O 0 0 0 O
etvoh a’c lac-D pyr M égxu%p-D R7 1 1 1 1 1
| Rs 0 0 0 0 0
0aa = -PEp . rusp-D

Abbildung 3.5: Definition und schematische Darstellung der Flussverhdltnisse an
Verzweigungspunkten. Links unten: Durchgezogene Pfeile geben jeweils die Fliisse
im Zdhler, gestrichelte die Fliisse im Nenner an. Rechts unten: Flussverhdltnisse
der experimentell gemessenen Flussverteilungen fiir die Wachstumsratenexperimente
(GRO3,GR04), sowie eine Referenzmessung (RF03). Die min- und max- Werte bezie-
hen sich auf alle in der Studie von Ishii et al. gemessenen Flussverteilungen (aufler
der PGI-Mutante, KO04)
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Abbildung 3.6: Flussverhdltnisse der vorhergesagten Flussverteilungen im Vergleich mit
den experimentellen Verhdltnissen (durchgezogene Linie), sowohl der globalen (Kreis),
als auch der linearkombinierten MinModen (Kreuz) fir Experiment GR04 (links) und
GRO3 (rechts) unter Flussminimierung (miny.v;), Mazimierung des Biomassyields
(mazx Bio) und Minimierung des Glucoseeintrages (min Glc), sowie unter Bericksich-
tigung der Austauschraten (+X) und zusdtzlich der Wachstumsrate (+Xb). Der farb-
lich hinterlegte Balken markiert den in der Gesamistudie von Ishii et al. beobachteten
Wertebereich der Flussverhdltnisse. Die Verhdltnisse wurden auf Grundlage der in den
Tabellen 16 bis 19 im Anhang (Seite 140 bis 143) enthaltenen Werte erstellt.

5. In Kombination mit Flussminimierung oder Minimierung der Glucoseaufnah-
merate wird in den TR-Rechnungen eine Aktivitdt der Pyruvatkinase (13) und
damit zusédtzlich zu dem iiber das PTS-System beim Glucoseimport erzeugten
Pyruvat, ein Bedarf an Pyruvat (fiir die Synthese von Acetyl-CoA) vorhergesagt
(R > 0). Bei den Zielflussmaximierungen ist diese Reaktion nicht aktiv und Re
deshalb null.

6. Die zusétzliche Verwendung der Sollwerte und Toleranzbereiche (TRs) verbessert
bei globaler Optimierung zum Teil die Vorhersage. Auf die linear kombinierten
Vorhersagen wirkt sich diese Zusatzbedingung eher nachteilig aus.

7. Die Ubereinstimmung mit experimentellen Beobachtungen in der Vorhersage von
Ry (Zitratzyklus) und Rs (Ethanolexport) hingt stark davon ab, ob Austauschra-
ten vorgegeben sind, oder nicht. Ohne diese Vorgabe werden selten Nebenpro-
dukte produziert, und wenn, dann hiufig Ethanol. R4 ist daher meist 1 und Rj
entweder 0 oder 1.

“rev”-Variante Die MinModen-Kombination ohne Berticksichtigung der Thermodynamik (rev) ist
iiberraschend iiberraschend gut in Ubereinstimmung mit experimentellen Flussverhiltnissen. Wih-
gut rend in den einzelnen Minimalmoden die Synthese der Zielmetabolite zum Teil auf

62



3.3 Ergebnisse

—_
[}

min¥vj maxBio min Glc *

+X +X +X

min ¥ vj maxBio minGlc
+X +X +X

_.

N
=
o

—_
N

x

oo oo o & o0 oo

—
[=)
x

x

00

x x

0O 0o 0o 0o ® 0 0 0o o

X

Glucoseaufnahmerate
o
Glucoseaufnahmerate

X
o

revKeqFst TR TRs Fst TR TRs Fst TR TRs Fst TR TRs revKeqFst TR TRs Fst TR TRs Fst TR TRs Fst TR TRs

(o))

o o o

w h U1 OO NN 0 O

Abbildung 3.7: Vergleich der Glucose-Aufnahmerate linear-kombinierter (Kreuz) und
global-optimierter (Kreis) Flussverteilungen fiir GR04 (links) und GRO3 (rechts), nor-
miert auf Vpiomass = 1. Die eingezeichneten Geraden geben die experimentell bestimm-
ten Aufnahmeraten wieder.

thermodynamisch unzuldssigem Wege stattfindet (z.B. Umkehrung des Zitratzyklus
und der Pyruvatkinase), ergeben sich - zum Teil diktiert durch die Umgebungsbedin-
gungen - in der Summe thermodynamisch zuléssige Fliisse (bis auf wenige Ausnahmen,
wie der Riickwértsfluss von Reaktion 52). Angesichts der Tatsache, dass keine GR03-
spezifischen Daten in diese Berechnung einflieBen und die Vorhersage somit fiir jedes
Experiment der Ishii-Studie gleich lautet, ist die gute Ubereinstimmung fiir Experi-
ment GRO3 rein zufillig; wenngleich die Vorhersage als grobe Abschétzung durchaus
sinnvoll sein kénnte.

Werden die Austauschraten (+X,+Xb) in der globalen Optimierung nicht berticksich-
tigt, so ist die Vorhersage durch linear kombinierte Flussmoden gleichwertig bis besser
als global optimierte Flussverteilungen®. In diesem Zusammenhang ist ein Vergleich
der Glucoseaufnahmerate bei gleicher Biomasseproduktion interessant (siehe Abbil-
dung 3.7). Die Grafik zeigt, dass die global optimierten Flusslosungen (sofern die
Austauschraten nicht vorgegeben sind) “effizientere” Wege als tatsédchlich beobach-
tet vorhersagen, d.h. fiir die gleiche Menge Biomasse wird weniger Glucose benétigt.
Der Glucosebedarf der aus MinModen linearkombinierten Flussmoden schwankt da-
gegen um den experimentell gemessenen Wert. Aufféllig ist, dass die Wichtung des
Riickwértsflusses mit der Gleichgewichtskonstanten (Keq), Moden mit einem stark er-
hohtem Glucoseverbrauch erzeugt.

3.3.3 Varianz berechneter Metabolitkonzentrationen

Jede TRs-Rechnung liefert neben den Flusswerten auch Metabolitkonzentrationen, die
diese Flusslosung unter Beriicksichtigung der AgrG°-Werte ermoglichen (siehe Glei-
chung 3.6). Diese kénnen mit den vorgegebenen Sollwertkonzentrationen iibereinstim-
men - oder auch nicht. Wahrend der Toleranzbereich fir GR03 und GR04 gleich ist,
sind die Sollwerte, sofern vorhanden, spezifisch und entsprechen den fiir GRO3 oder
GRO04 gemessenen Werten. Es ist daher anzunehmen, dass mit zunehmender Bestra-
fung der Abweichungen vom Sollwert Ay (siehe Gleichung 3.6), die Spezifitdt der fiir
GRO03 und GRO04 vorhergesagten Flussverteilungen zunimmt. Die Verwendung von
A2 = 0,1 (analog zu Hoppe et al.) hat sich diesbeziiglich als zu schwach erwiesen (glei-
che Flusslosungen fiir GR03-TRs und GR04-TRs). Ein erhohter Wert von Ay = 10

!gemessen am RMSD der Abweichungen der Gesamtflussverteilung, der Abweichungen in den Fluss-
verhéltnissen und dem qualitativen Maf}
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Abbildung 3.8: Vorhergesagte Metabolitkonzentrationen in den Minimalmoden der TRs
Berechnungen fir GR03 und GRO/ (nur Flussminimierung)

sorgte fiir mehr Spezifitdt und verbesserte die Vorhersage der Flussverhéltnisse, ins-
besondere fiir Ry, deutlich?.

Die unter TRs vorhergesagten Konzentrationen der 4x12 Minimalmodenberechnungen
(GR03/GR04, min}" v;/max v;) geben einen Einblick in das fiir die Umsetzung ent-
scheidende Zusammenspiel zwischen Gleichgewichtskonstante und Konzentrationsge-
falle (siehe Abbildung 3.8). Ein Beispiel: Bei einer Gleichgewichtskonstante von 1 muss
Ethanol innen mindestens in gleicher Konzentration wie auflen vorliegen, damit es ex-
portiert und nicht importiert wird. In GR03 wurde eine duflere Ethanolkonzentration
von 490uM gemessen; innen gilt fiir Ethanol der Standardsollwert von 260uM. Statt
die duflere Konzentration nun auf mindestens 260uM zu reduzieren, wird fiir innen,
wie auflen die Ethanolkonzentration auf 357uM gesetzt. Diese Losung wird bevorzugt,
da bei Minimierung des Abstandsquadrates viele kleine Abweichungen giinstiger sind
als eine grofie.

Bei Vorgabe der Austauschraten sind zum Teil drastische Abweichungen von den Soll-
werten notwendig. Beispielsweise betréagt bei TRs(+X) die zytosolische Acetatkonzen-
tration das 2,51 (GR03) bzw. 3,46 fache (GR04) des angesetzten Sollwerts; gleichzeitig
werden die duleren Konzentrationen radikal reduziert, so dass die duflere Acetatkon-
zentration der GR04-Simulation nur 29% des Sollwerts betrégt (Daten nicht gezeigt).

Die Auswirkungen der Konzentrationsschranken im Zusammenspiel mehrerer Reaktio-
nen werden in Abbildung 3.9 am Beispiel der Umsetzung von Citrat iiber cis-Aconitat
zu Isocitrat ndher erldutert. Dabei ist zu beobachten, dass die auf experimentellen
Werten basierenden Sollwerte von Citrat und cis-Aconitat zugunsten der angestrebten
Ubereinstimmung mit dem geschéitzten Sollwert von Isocitrat vernachlissigt werden.

!Eine weitere Erhohung auf Az = 1000 brachte keine weitere Verbesserung.
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I Immer uibereinstimmend bpgc, Opgl, fdp, co2, akg, oaa, nadp,
(0.98 < [M]rrs/[M]sm < 1.02) nadph,h, hp, h20, h(e), 02, 02(e), 98, q8h2,

pep, pyr, pyr(e), pi(e), mal-L, glc-D(e), gbp,
adp, atp

[l Immer abweichend 2pg, 3pg, 13dpg, acald, acon-C, etoh,
etoh(e), for, for(e), pi, cit, icit, nadh, s7p

1l Schwach variierend r5p, accoa, coa, e4p, co2(e), xubp-D

IV  Stark variierend dhap, fop, g3p, rubp-D, nad, nadh

V  AuBerhalb des Toleranzbereichs dhap, nad, nadh, s7p

Tabelle 3.5: Ubereinstimmung der angenommenen Metabolitkonzentrationen mit den
jeweiligen Sollwerten.

Die Metabolite kénnen nach der Ubereinstimmung ihrer angenommenen Konzentration
mit dem vorgegebenen Sollwert fiinf Kategorien zugeordnet werden (siehe Tabelle 3.5).
Dabei iiberrascht die Ubereinstimmung mit Sollwerten stark eingebundener Energie-
metabolite: Mit einem ungew6hnlich niedrigen atp/adp-Konzentrationsverhéltnis von
0,8 (GR0O3) bzw. 0,86 (GR04) sind die atp-abhéngigen Umsetzungen offensichtlich rea-
lisierbar. Das nadp/nadph-Verhéltnis von 1,4 (GR03) und 0,7 (GR04) bedarf ebenfalls
keiner weiteren Korrektur. Lediglich das nad/nadh-Verhéltnis wird von 0,2 (GR03)
bzw. 0,05 (GR04) auf jeweils rund 0,01 korrigiert.

Kategorie II der Tabelle 3.5 gibt Grund zu der Frage, welche der gewéhlten Soll-
werte von vornherein im Widerspruch zu notwendigen Flussrichtungen stehen. Bei
Anwendung der Gleichung 3.1 auf die Sollwerte fiir GR03 und GR04 stellen wir fest,
dass es Konflikte mit den in Tabelle 3.4/Spalte P vorhergesagten Reaktionsrichtungen
gibt: Wiirden alle Metabolite in den vorgegebenen Sollwertkonzentrationen vorliegen,
wiirden einige Reaktionen ausschliefllich vorwérts (7:TPI, 36:ACONTa, in GR04 auch
69:ACALD) und andere ausschlielich riuckwérts (8:GAPD, 37:ACONTb, 74:PTAr, in
GRO3 auch 10:PGM) ablaufen. Damit wéire der Zitratzyklus, die Glykolyse und die
Ethanol-, sowie Acetatsynthese blockiert. Wird eine entsprechende Zielmetabolitsyn-
these gefordert, sind fiir dessen Erfiilllung die Sollwerte zweitrangig. Im Fall von Etha-
nol und Acetat bedeutet es aber, dass - sofern nicht durch Vorgabe der Austauschraten
gefordert - Ethanol kaum und Acetat nicht gebildet wird.
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Erlduterung: Im thermodynamischen Gleichgewicht liegt Isocitrat in 1.4fach hdherer
Konzentration als cis-Aconitat vor; damit Isocitrat gebildet werden kann muss dessen
Konzentration also weniger als das 1.4fache der cis-Aconitat-Konzentration betragen.
Nun hat die schwache Varianz der beobachteten cis-Aconitat-Konzentrationen einen
relativ eng gefassten Toleranzbereich zur Folge; um innerhalb dieser Grenzen zu bleiben
darf die Isocitrat-Konzentration maximal 14uM betragen - der (geschatzte) Sollwert
betragt jedoch 260uM.

Die Konzentration von cis-Aconitat selbst ist gekoppelt an die Citrat-Konzentration
(cit): cis-Aconitat muss 12,6 mal geringer verfiigbar sein, damit es nicht fortwahrend zu
Citrat umgesetzt wird. Selbst die kleinstmdgliche cis-Aconitat-Konzentration von 2,9uM
verlangt Citrat, mit mindestens 38uM den experimentell gemessenen Wert (12:M) zu
tbertreten. Die Losung, die der Algorithmus findet, um eine moglichst hohe Isocitrat-
Konzentration zu realisieren, ist: i) Citrat nimmt eine (innerhalb der Sollwertgrenzen)
maximal mogliche Konzentration von 92uM an, ii) cis-Aconitat wird so gering als gerade
notwendig konzentriert (7.3uM) und iii) die Isocitrat-Konzentration wird auf den hochst
moglichen Wert von 10uM gesetzt.

Abbildung 3.9: lllustration des TR-Algorithmus am Beispiel der Umsetzung von Clitrat
zu Isocitrat (nicht mafstabsgetreu). Die Saulen markieren die zuldssigen Konzentrati-
onsbereiche, mit Sollwerten (gestrichelte Markierung) und Toleranzbereichen (durch-
gezogene Markierung). Die angenommenen Konzentrationen sind violett dargestellt
(siehe Text). Die Konzentrationsgefille, die (abhdngig von ArG° bzw. der Gleichge-
wichtskonstanten k) unter Bericksichtigung der Toleranzbereiche fiir eine Umsetzung
von Clitrat nach Isocitrat notwendig sind, verbinden die Sdulen.

66



3.4 Diskussion

3.4 Diskussion

In diesem Kapitel werden Moglichkeiten der Beriicksichtigung thermodynamischer
Prinzipien in der Flussbilanzanalyse, bzw. der Berechnung minimaler Flussmoden
untersucht. Insbesondere wird das Konzept der Thermodynamischen Realisierbarkeit
(TR) als Alternative zur traditionellen statischen Festsetzung von Reaktionsrichtungen
vorgestellt. Statt im Vorfeld anhand von gemessenen Metabolitkonzentrationsberei-
chen und Freien Standardreaktionsenthalpien, sprich ArG°-Werten, die Umkehrbar-
keit jeder Reaktion individuell zu iiberpriifen[120], wird die thermodynamische Uber-
priffung als Nebenbedingung direkt in die Berechnung optimaler Flussverteilungen
integriert. Dadurch ist es moglich, die Einschrankungen zu beriicksichtigen, die sich
durch das Zusammenspiel der Metabolitkonzentrationen im Netzwerk ergeben.

Es konnte gezeigt werden, dass gerade die zusétzlichen Einschrankungen, die durch das
Zusammenspiel der einzelnen Reaktionen entstehen, den Lésungsraum dhnlich umfas-
send beschrianken, wie die von vornherein festgelegten Flussrichtungen nach Feist et
al.[52]. Lediglich bei 2 Enzymen gab es Diskrepanzen, die sich auf die Ergebnisse aus-
wirkten: Malic Enzyme (ME, Reaktion 16) und die Ribulose 5-phosphate 3-Epimerase
(RPE, Reaktion 27). Wahrend es zur Reversibilitdt des Malic Enzymes unterschiedli-
che Meinungen gibt[19, 52|, ist die Richtungseinschrankung der RPE, die eine Reaktion
nahe dem chemischen Gleichgewicht katalysiert (AgG® = 0), im Ishii-Modell vermut-
lich nicht thermodynamisch begriindet: Die Riickreaktion der RPE (in Kombination
mit der Riickreaktion der TKT2) erlaubt die Synthese von Ribose-5-Phosphat (r5p)
aus Fructose-6-Phosphat und Glyceraldehyde-3-Phosphat; der Pentose-Phosphat-Weg
kann somit umgangen werden (siehe Flussmode TRs+Xb). Insofern sind diese Diskre-
panzen zwar fiir die Vorhersagequalitdt von Nachteil, physiologisch und thermodyna-
misch sind sie aber korrekt.

Das TR-Konzept sieht vor, fiir die Wahl der Metabolitkonzentrationen, die eine vor-
hergesagte Flusslésung ermdglichen, Sollwerte und Toleranzbereiche vorzugeben. Bei
Existenz von zwei Stoffwechselpfaden, die gleichermaflen zur Erfiilllung eines Stoff-
wechselziel beitragen kénnen, wird somit derjenige bevorzugt, dessen Konzentrationen
moglichst wenig von den vorgegebenen Sollwerten und Toleranzbereichen abweichen.
Die Parameter A; und Ao wichten die Einhaltung dieser Vorgaben: Auf die Einhaltung
der Toleranzbereiche wurde mit A\; = 100 (analog zu Hoppe et al.[87]) sehr viel Wert
gelegt und lediglich 4 Metabolite wichen davon ab (dhap, nad, nadh und s7p). Die Ein-
haltung der Sollwerte wichteten wir jedoch héher: Wihrend in der Arbeit von Hoppe
et al.[87] die Sollwerte als Orientierung ohne konkreten experimentellen Bezug gedacht
waren, reprasentieren sie in der vorliegenden Arbeit die gemessenen Metabolitprofile
eines bestimmten Experiments (GR03 oder GR04). Damit wandelt sich der Sinn vom
Anhaltspunkt zum zu realisierenden Ziel. Wir haben den Wert Ao dementsprechend
hoch angesetzt (10 statt 0,1) mit dem Ergebnis, dass die Sollwerte der Substrate und
Produkte die Flussrichtung der Reaktionen vorgeben und in allen Flusslosungen die
Umsetzung in die gleiche Richtung stattfindet (siehe Abbildung 3.4).

Was einerseits der Diversitdat moglicher Flusslosungen abtréaglich erscheint, ist anderer-
seits fiir die linear gewichtete Uberlagerung von minimalen Flusslésungen von Vorteil:
durch die starke Justierung der Sollwerte, stimmen die angenommenen Metabolit-
konzentrationen in den einzelnen MinModen weitestgehend tiberein und rechtfertigen
damit die Annahme der Uberlagerung. Die verbleibenden, in einzelnen MinModen
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noch abweichenden Konzentrationen, kénnten in Anbetracht subzelluldrer Kompart-
mentierung und dem Phédnomen des Metabolit-Kanalisierung durchaus informativ
sein: So weist die Sekundarstruktur der Aconitase, die die Umsetzung von Citrat {iber
cis-Aconitat zu Isocitrat katalysiert, an der aktiven Bindungsstelle auf eine Protein-
Proteinbindung hin[217] - das Enzym kénnte somit tatséchlich an einem Katalysetun-
nel beteiligt sein und die lokale cis-Aconitat-Konzentration somit wesentlich von dem
gemessenen Wert abweichen.

FEin so hohes Gewicht auf den Sollwerten sollte andererseits durch entsprechend gut be-
legte, verlassliche Konzentrationen begriindet sein. Die Konsistenz von Metabolitkon-
zentrationen ist jedoch (aufgrund von Messungenauigkeiten) selbst innerhalb ein und
derselben Studie nicht unbedingt gegeben[223]. Dariiber hinaus werden in der Arbeit
von Hoppe et al.[87], sowie in der Implementierung der TR-Methode in FASIMU[86],
fehlende Sollwerte durch das geometrische Mittel des Toleranzbereichs ersetzt. Das
Beispiel der Umsetzung von Citrat iiber cis-Aconitat zu Isocitrat zeigt, dass der auf
diese Weise geschétzte Sollwert von Isocitrat, nicht gut gewédhlt ist und wirft die Frage
auf, inwieweit die Verwendung des geometrischen Mittels (aus Mangel an experimen-
tell gemessenen Werten) insbesondere bei Standardgrenzen sinnvoll ist. Gegebenenfalls
sollte die Bestrafung der Abweichungen sich ausschlieflich auf experimentell gemessene
(verlédssliche) Sollwerte (und Toleranzbereiche) beziehen.

Fiir den Vergleich der Flussvorhersagen zu den experimentell gemessenen Werten ha-
ben wir Flussverhéltnisse definiert, die die Aufteilung des Stoffflusses an wichtigen
Verzweigungspunkten im Netzwerk beschreiben. Es gibt mehrere Moglichkeiten solche
Punkte zu definieren: z.B. durch die Wahl der fokussierten Fliisse oder die Art der
Flussverhaltnisse (divergierend[182] oder konvergierend[31]). Wahrend fiir R5 bis Rg
der direkte Vergleich von Austauschraten eine gleichwertige Aussage zulésst, geben
die Verhéltnisse Ry bis R4 wesentliche Aspekte des Flussgeschehens wieder und eig-
nen sich daher gut zur Unterscheidung der Ishii-Flussverteilungen. So zeigte sich, dass
die Vorhersage von Ry, die Umsetzung von Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat (13) oder
Oxalacetat (52), eine besondere Herausforderung darstellt. Besonders bei Zielwertma-
ximierung und globalen Losungen ohne Bertlicksichtigung der Austauschraten ist die
Aktivitat der Pyruvatkinase (13) nicht notwendig und Rs ist null, d.h. iiber das PTS-
System wird beim Glucoseimport bereits ausreichend Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat
verstoffwechselt. Sofern kein Pyruvat exportiert wird, liefert der verbleibende Pyruvat-
fluss (1 — R2) einen Hinweis auf die Nutzung des Zitratzykluss zur Energiegewinnung.
Dabei zeigte sich, dass diese Funktion, die in den vorhergesagten Flussmoden nicht
oder nur wenig abgerufen wird.

Besonders die Beriicksichtigung der Thermodynamik in der Flussminimierung durch
Wichtung der Riickrichtung mit der Gleichgewichtskonstanten[83] ist den Ergebnis-
sen nach kritisch zu hinterfragen. Obwohl weder in den linear kombinierten, noch den
global optimierten Losungen thermodynamisch unzuléssige Reaktionsrichtungen ver-
wendet werden, beeinflusst die Wichtung doch die Wahl der aktiven Fliisse und die
Vermischung von Beschrankung und Optimierungsziel erweist sich hier deutlich von
Nachteil: Der Algorithmus versucht Pfade, in denen Reaktionen gegen das chemische
Gleichgewicht laufen miissen, moglichst zu vermeiden. Dies geschieht ohne Beriicksich-
tigung realer Konzentrationsverhéltnisse. In den Keg-Simulationen wird beispielsweise
die Fructose-1.6-Bisphosphatase (Reaktion 5, k=1210) und damit der obere Teil der
Glykolyse systematisch umgangen.
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3.4 Diskussion

Ausblick

Unter Verwendung der Austauschraten und der Wachstumsraten sind die Vorhersagen
mit Abstand am zuverléssigsten. Die ist allerdings nur fiir globale Optimierungen mog-
lich; in die Berechnung der MinModen fliefit diese globale Informationen derzeit nicht
ein, was ein grofler Nachteil ist. Hier konnte die Beriicksichtigung von Isotopomerfrak-
tionen, die die Akkumulation einer radioaktiv markierten Spezies quantifizieren, evt.
die Vorhersage verbessern.

Die Kontrolle des pep-pyr-oaa-Knotenpunktes hiangt von vielen Faktoren ab, weshalb
der zielgerichtet manipulierte Fluss beteiligter Reaktionen fiir Bioingenieure lange Zeit
eine Herausforderung darstellte[171]. Im Hinblick auf verbesserte Flussvorhersagen ist
zu iberlegen, fiir solch kritische Punkte, die vom Optimierungskriterium nicht er-
fasst werden (konnen), empirisch gewonnene Varianzgrenzen als Nebenbedingung in
die Flussvorhersage zu integrieren. Die Flussmessungen in Ishii et al. zeigen beispiels-
weise, dass trotz massiver Eingriffe in die Systemstruktur durch Blockierung wichtiger
Enzyme des Zentralstoffwechsels, mindestens 47% des Stoffflusses in die Glykolyse
flieBt (auBer bei der PGI-Mutante) und mindestens 50% des Phosphoenolpyruvates
durch die Pyruvatkinase zu Pyruvat umgesetzt wird (sieche R;/R2, Abbildung 3.5).
Eine dhnliche Idee hatten Choi et al.[31]. Sie zeigen, dass das zusétzliche Festsetzen
konvergierender Flussverhéltnisse zu genaueren Flussvorhersagen fiihrt.

Waihrend die heuristisch gesetzten Richtungsverbote fundiertes biochemisches Wissen
iiber die einzelnen Stoffwechselwege benétigen, basieren die Einschrédnkungen nach
TR ausschliellich auf der zugrunde liegenden Netzwerkstochiometrie, den verwende-
ten Umgebungsbedingungen, sorgfiltig recherchierten Metabolitkonzentrationsberei-
chen und - in diesem Fall - geschétzten AgG°-Werten. Mit der Entwicklung von Mess-
technik, die auch Metabolite unterhalb des derzeitigen Detektionsgrenze von 0.5 uM?!
nachweisen kann, kénnte das TR-Konzept auch auf weniger gut charakterisierte Stoff-
wechselwege angewendet werden und damit einen Beitrag zur Analyse genomweiter
Stoffwechselnetzwerke leisten.

!Geringster Messwert in der Studie von Ishii et al.
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Hoffmann S, Hoppe A and Holzhiitter HG. (2007) Pruning genome-scale metabolic
models to consistent ad functionem networks. Genome Informatics, 18(1), 308-19.

4.1 Einleitung

Die Anzahl und Groéfle rekonstruierter Stoffwechselnetzwerke ist seit dem ersten ersten
verdffentlichten Modell fir Haemophilus influenzae[178] im Jahr 2000 sehr gestiegen
[163, 14, 77, 52, 47, 123, 67]. Mit bis zu 3311 Reaktionen sind diese Netzwerke sehr
umfangreich und entsprechend uniibersichtlich und die enthaltenen biochemischen Um-
setzungen fiir den Anwender im Einzelnen kaum nachpriifbar. Im Gegensatz zu tra-
ditionellen (kinetischen) Modellen, die i.d.R. von Grund auf neu erstellt werden und
meist nicht mehr als 50 Reaktionen enthalten, werden bereits rekonstruierte genomwei-
te Modelle der Literatur entnommen und auf eigene Fragestellungen angewendet. Die
FErgebnisse unterliegen mafigeblich der Rekonstruktion und damit auch der Qualitét,
die diese Rekonstruktionen haben.

Mit der Erfahrung im Erstellen qualitativ hochwertiger Modelle und der Durchfiih-
rung umfangreicher Konsistenzpriifungen, nimmt die Qualitdt nachfolgender Rekon-
struktionen zu[140]. Dennoch sind Inkonsistenzen nicht ausgeschlossen. Im Stoffwech-
selmodell von FE.coli iJR904 wurden beispielsweise 70 der 618 Metabolite als nicht-
synthetisierbare oder nicht-abbaubare Dead-End-Metabolite identifiziert[163]. Die 89
Reaktionen, in denen diese 70 Metabolite als Reaktionsteilnehmer auftreten, kénnen
im FlieBgleichgewicht weder in Vorwérts- noch in Riickwértsrichtung einen Fluss tra-
gen und gelten als blockiert. Blockierte Reaktionen treten auf, wenn mindestens eines
der Substrate nicht verfiighbar bzw. nicht synthetisierbar ist, oder mindestens eines der
Produkte nicht abgebaut werden kann. Ursachen fiir blockierte Reaktionen sind dem-
nach: i) unvollstandige Stochiometrien (d.h. es fehlen Reaktionen), ii) unzureichend
definierte Ausgangsbedingungen (d.h. es fehlen Substrate bzw. Zufliisse), oder iii) un-
zureichend erfasste Stoffwechselfunktionen (d.h. es fehlen Abfliisse aus dem System).
Der Zusammenhang ist in Abbildung 4.1 schematisch dargestellt.

Die Recherche fehlender Reaktionen und Transportprozesse ist trotz einer grofien An-
zahl hilfreicher Algorithmen (siehe Seite 15) ein zeitaufwendiger Prozess, insbesondere
wenn diese Inkonsistenzen auf Liicken unseres derzeitigen Wissensstandes verweisen
oder eine intensive Auseinandersetzung mit den Grenzen des Systems erfordern. Doch
auch ohne diese Reaktionen und Austausche enthalten genomweite Stoffwechselmodel-
le die vollstandige und richtige Beschreibung vieler Stoffwechselpfade und erlauben die
Synthese eines grofien Spektrums unterschiedlicher Metabolite, welche potenziell zellu-
lare Funktionen erfiillen konnen. Wir bezeichnen diese Menge synthetisierbarer Stoffe
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4 Funktionelle Netzwerkbeschreibung und Netzwerkkonsistenz

eines Modells als Synthesekapazitit. Umfasst die Synthesekapazitidt eines Netzwerks
alle fiir eine spezifische Fragestellung geforderten Stoffwechselleistungen, ist die auf-
wéndige Recherche fehlender Reaktionen und Austauschprozesse u.U. nicht notwendig
und es gilt lediglich, den inaktiven Teil des Netzwerks zu entfernen. Sowohl der Re-
konstrukteur eines Netzwerks wie auch der Anwender, der mit dem soeben aus dem
Internet heruntergeladenen Model an der Beantwortung einer konkreten Fragestellung
interessiert ist, sollten daher in der Lage sein, auf einfachem Wege blockierte Reaktio-
nen ausfindig zu machen und zu iberprifen, ob das konsistente Teilnetzwerk in der
Lage ist, eine befriedigende Synthesekapazitdt abzubilden.

Hinweise auf Blockierte Reaktionen und Dead-End-Metabolite liefern Methoden der
strukturellen Netzwerkanalyse: Durch Bestimmung gekoppelter Stoffwechselfliisse[26],
gekoppelter Metabolitkonzentrationen[139], Stofferhaltungsbedingungen[139, 51], Ex-
treme Pathways[147] oder Elementarmoden[184] werden Abhéngigkeiten, die als Kon-
sequenz blockierter Reaktionen im Netzwerk entstehen, aufgedeckt. Die Bestimmung
auf diesem Wege ist jedoch numerisch aufwéndig und fiir gréffere Netzwerke kaum zu
bewiltigen. Optimierungsbasierte Methoden, wie die Flux-Variability-Analysis (FVA)
von Mahadevan und Schilling[124] oder die Flux-Coupling-Analysis von Burgard et
al.[26] sind gute Alternativen, untersuchen jedoch nicht explizit die Syntheseleistung
eines Netzwerks.

Minimale Flussmoden (MinModen) sind stationédre Flussverteilungen, die bestimmt
werden, indem fiir eine entsprechende Zielreaktion ein Fluss von eins verlangt wird.
Wird dabei der Abfluss eines Metaboliten aus dem System verlangt, beschreiben die
sogenannten MetabMinModen einen der jeweils moglichen Synthesewege eines Meta-
boliten. Es mag andere als den gefundenen, optimalen Weg geben; gibt es jedoch keinen
optimalen Syntheseweg, d.h. es kann keine MinMode bestimmt werden, so gibt es auch
keinen anderen Syntheseweg. Wird als Ziel die Umsetzung eines Metaboliten verlangt,
werden minimale Flussmoden bestimmt, die eine Reaktion (in Vorwérts- oder Riick-
richtung) realisieren. Da die Nichtexistenz einer solchen MinMode ebenfalls alternative
Flusslosungen ausschliefit, konnen die realisierbaren Reaktionsrichtungen eines Netz-
werks bestimmt werden. Insofern kann die Methodik dazu verwendet werden, sowohl
blockierte Reaktionen als auch nicht-synthetisierbare Metabolite im Netzwerk zu iden-
tifizieren. Um Verwechslungen zu vermeiden, wird hier zwischen Metabolit-MinModen
(MetabMinModen) und Reaktions-MinModen (ReaMinModen) unterschieden.

Zunachst bestimmen wir in einem genomweiten Netzwerk blockierte Reaktionen und
nicht-synthetisierbare Metabolite. Diese sind wie folgt definiert:

1. Blockierte Reaktionen: Existiert fiir eine gegebene Reaktion weder eine Rea-
MinMode fiir die Vorwérts-, noch fiir die Riickwartsrichtung, so wird diese Re-
aktion als blockiert betrachtet.

2. Nicht-synthetisierbare Metabolite: Existiert fiir einen gegebenen Metabo-
liten keine MetabMinMode, so wird dieser Metabolit als nicht-synthetisierbar
betrachtet.

Anschliefend extrahieren wir durch Entfernen der blockierten Reaktionen ein konsis-
tentes Teilnetzwerk und bestimmen dessen Synthesekapazitit, d.h. die Menge synthe-
tisierbarer Metabolite.
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synthetisierbar & Dead-End
nicht-synthetisierbar & Dead-End
synthetisierbar & kein Dead-End
nicht-synthetisierbar & kein Dead-End
nicht abbaubar

blockierte Reaktion

Oo e w>»

Abbildung 4.1: Blockierte Reaktionen und Figenschaften der beteiligten Metabolite

4.2 Anwendung: Wachstum von Escherichia coli auf
verschiedenen Medien

Die Konzepte werden auf das genomweite Stoffwechselnetzwerk von Fscherichia coli,
iJR904[163], angewendet. Die Konsistenz dieses Netzwerks wird in Abhéngigkeit der
Definition von drei Parametern untersucht: 1.) den erlaubten Metabolitabfliissen, 2.)
den Umgebungsbedingungen und 3.) der Art der Beriicksichtigung der Thermodyna-
mik.

Das Netzwerk basiert auf genomischen, biochemischen und physiologischen Informa-
tionen aus wissenschaftlichen Veréffentlichungen und verschiedenen Datenbanken (LI-
GAND, EcoCyc, TC-DB)[163]. Das Modell enthélt 931 Reaktionen (kodiert von 904
Genen) und 625 Metabolite, von denen 618 der Stationaritdtsbedingung unterliegen
(interne Metabolite). Fiir 70 Metabolite wurden keine biochemischen Hinweise auf wei-
tere Transport- oder andere Verwertungsprozesse gefunden; sie verbleiben als Dead-
End-Metabolite im Netzwerk. Soweit bekannt, sind Einschrankungen der Reaktions-
richtung gegeben. Das Netzwerk erlaubt Simulationen mit verschiedenen Substrat-
quellen (siehe Anhang A, Seite 117). Das bakterielle Wachstum wird durch relative
Beitrdge von 49 Metaboliten in Form einer Biomassegleichung modelliert.

Die Konzentration der 618 internen Metabolite im System bleibt konstant (siehe Glei-
chung 1.8). Thre Verbindung {iber die Systemgrenze hinaus wird durch den Parameter
b; beschrieben: eine nicht naher spezifizierte Verwendung des Stoffes wird durch b; > 0
(ein Abfluss aus dem System), die unspezifische Herkunft durch b; < 0 (ein Zufluss),
abgebildet. Sofern nicht anders angegeben gilt jedoch b; = 0. In allen nachfolgend
verwendeten Modellen diirfen extrazelluldre Stoffe frei aus dem System abflielen (d.h.
b; > 0). Zusétzlich werden folgende Situationen unterschieden:

Xpio Alle fiir die Biomassesynthese wichtigen Metabolite diirfen das System ver-
lassen.
X, Alle Metabolite diirfen das System frei verlassen.

In dieser Studie werden drei unterschiedliche Medien simuliert, die unbegrenzt Sau-
erstoff, Phosphat, Schwefel, Stickstoff, Natrium, Kalium und Eisen enthalten, sich in
den zur Verfiigung stehenden Kohlenstoffquellen aber unterscheiden (fiir die genauen
Konzentrationen siehe Anhang Seite 117):

Egiye  definiert ein Glucose-Minimalmedium;

Ericn  enthalt zusatzlich zu Egp,.: ac, akg, lac-D, lac-L, glyc, mal-L, pyr und succ;

Ecpi;  definiert ein komplexes Medium, dass zusatzlich zu E,;., 123 Metabolite
enthilt, die nach Reed et al.[163] aufgenommen werden kdnnen.
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Uber mégliche Reaktionsrichtungen entscheidet die Thermodynamik. Diese wird wie
folgt beriicksichtigt:

R Alle Reaktionen werden als reversibel betrachtet, d.h. fiir keine Reaktion
werden Flussrichtungen beschrankt.

Rirrev Es werden die von Reed et al.[163] vorgeschlagenen Richtungseinschrén-
kungen verwendet (686 von 931 Reaktionen sind irreversibel). Zusatzlich
wird fiir 17 Reaktionen! die Richtung beschrankt, um thermodynamisch
unzuldssige Zyklen zu verbieten (Vorschlag einer Folgearbeit von Reed et
al.[162]).

Rrr MetabMinModen und ReaMinModen werden unter Beriicksichtigung der
Thermodynamischen Realisierbarkeit (TR)[87] berechnet (nur einschran-
kend durch Begrenzung zuléssiger Konzentrationen, siehe Kapitel 3).

Die fiir Rrr notwendigen Konzentrationsbereiche entstammen fiir 22 interne Meta-
bolite der Arbeit von Kiimmel et al.[120], fiir 10 extrazellulire Metabolite der Arbeit
von Henry et al.[79, 78] (siche Anhang Seite 121). Fiir alle weiteren Metabolite wird
ein Konzentrationsbereich von 5 pM-2 mM angenommen, der laut Literaturrecherche
typische Zellkonzentrationen umfasst[87]. Die Werte der Gibbs-Energien wurden den
Abschétzungen von Henry et al.[78] entnommen.

Das zu l6sende Optimierungsproblem lésst sich wie folgt zusammenfassen:
N
minimize ‘21 vj
j:

N
subject to v; >0 VjeN,, > Sjvi—b=0 VieN,
j=1

if the k™ MetabMinMode: if the ™ ReaMinMode:
b =1 v =1

if Xp;0: if X

bi =0 Vi ¢ Mbiomass bz >0 Vie Nm

bi >0 Vie Mbiomass

if Rrp: if Riprev:
0<vj+ad;j<a VjeN,

0<— (AGr)j +ad; <a, VjeN, v; =0 Vj € Rirev

(AG,); = (AGD); + X0, ¢
i < <t VieN,

Dabei entspricht n der Anzahl der Reaktionen, m der Anzahl der Metabolite, d; einer
bindren Variable, die iiber 1 < j < n lauft, und ¢; = RTIn([M;]) einem Koeffizien-
ten, der sich aus der aktiven Metabolitkonzentration M; berechnet. c*®* und ¢t
begrenzen den zulédssigen Konzentrationsbereich eines Metaboliten M; (hard bounds).
« entspricht einer willkiirlich festgelegten positiven Zahl, die im Wert grofler als jeder
mogliche Fluss- oder AgrG-wert ist, wodurch die Bedingungen 0 < v; + ad; < o und

0 < —(AG;); + ad; < a folgende TR-Nebenbedingung gewdhrleisten:

if v;#0 then sgn(vj)= —sgn ((AGT)])

74



4.3 Ergebnisse

R.y Rirren Rrr Tabelle 4.1: Anzahl blockierter Re-
Xbio Xati  Xbvio Xati Xbio Xall aktionen in den 18 Flussmodellen
Eop, 141 20 185 75 160 70
Ericn 155 49 365 251 324 221
Egye 159 52 377 265 326 224
F.,..o 564 564 931 931 931 931

4.3 Ergebnisse

Das Konzept zur Priifung der Konsistenz metabolischer Netzwerke wird auf das genom-
weite Stoffwechselwerk iJR904 von E. coli[163] angewendet, welches bereits in vielen
unterschiedlichen Studien analysiert wurde[162, 97, 78, 5, 90]. Das Netzwerk umfasst
931 Reaktionen und 618 Metabolite und es ist bekannt, dass im Netzwerk eine grofle
Anzahl von Reaktionen blockiert sind und einige Metabolite nicht-synthetisiert werden
kénnen. Durch Entfernen aller blockierten Reaktionen, d.h. derjenigen, fiir die weder
in Hin- noch in Riickrichtung eine ReaMinMode bestimmt werden kann, reduzieren
wir das Netzwerk auf seinen konsistenten Kern und bestimmen dessen Synthesekapazi-
tat. Diese Konsistenzanalyse ist abhéngig von den gewahlten Bedingungen. Wir haben
daher insgesamt 18 Teil-Netzwerke des originalen iJR904 Netzwerks erstellt und die
Konsistenz in Abhéngigkeit der Definition der austauschbaren Metabolite (Xpi0, Xair),
der Medienzusammensetzung (Egyc, Erich, Eepiz) und der Art der Beriicksichtigung
der Thermodynamik (Rg, Rirrev, Rrr) untersucht.

Die Anzahl der jeweils blockierten Reaktionen sind in Tabelle 4.1 aufgefiihrt. Dabei
erweisen sich, selbst wenn alle Metabolite das System verlassen diirfen (X,;), alle Re-
aktionen ihre Richtung umkehren konnen ((R,;;) und ein komplexes Medium vielféltige
Substrate anbietet, 20 Reaktionen sowohl in Hin- als auch in Riickrichtung als blockiert.
Andere Bedingungen haben eine héhere Anzahl zur Folge. Unter relativ eingeschrank-
ten, fiir FBA-Analysen jedoch sehr typischen Bedingungen (Xpio,Rirrev,Egiuc) erreicht
die Anzahl mit 377 blockierten Reaktionen ihr Maximum.

Fiir die Berechnung der ReaMinModen ist lediglich die Realisierung des entsprechenden
Flusses, nicht jedoch die Flussverteilung selbst von Interesse. Obwohl vom Netzwerk
abgetrennt, konnen daher einige Reaktionen als Teil eines moglicherweise thermodyna-
misch unzuldssigen internen Zyklus einen Fluss realisieren. Unzuléssige Zyklen sollten
jedoch unterbunden werden. Reaktionen, die Teil solch unzuléssiger Zyklen sind, lassen
sich dadurch identifizieren, dass eine entsprechende ReaMinMode selbst dann bestimmt
werden kann, wenn keinerlei Substrate (F.c.,) zur Verfiigung stehen. Lésst man die
Umkehrbarkeit fiir alle Reaktionen zu (Rgy;), gehoren im gesamten E.coli-Netzwerk
367 Reaktionen solch internen Zyklen an (= 931 — 564). Bei Berticksichtigung des TR-
Kriteriums (R7r)[87] und bei korrekter Einschrénkung der Reaktionsrichtung (Riyrey)
werden thermodynamisch unzuléssige interne Zyklen bereits bei der Berechnung der
ReaMinModen ausgeschlossen. Ohne Substratzufuhr sind daher alle 931 Reaktionen
des Netzwerks blockiert.

Blockierte Reaktionen werden aus dem Originalnetzwerk entfernt, indem die entspre-
chende Spalte in der Stdchiometrischen Matriz S gestrichen wird. Die “Synthesekapazi-
tat“ der auf diese Weise reduzierten Netzwerke entspricht der Anzahl ihrer synthetisier-
baren Metabolite, d.h. der Anzahl an Metaboliten, fiir die jeweils eine MetabMinMode
bestimmt werden kann. Abbildung 4.2 zeigt einen Vergleich der Synthesekapazitit des
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Abbildung 4.2: Synthetisierbare und nicht-synthetisierbare Metabolite unter Annahme
eines Komplexmediums (Ecpiy)

vollstandigen Originalnetzwerkes (cpl) und der verschiedenen reduzierten Netzwerke
(red) bei Verwendung eines komplexen Mediums (Ecp;). Dabei wird deutlich: umso
schwécher die Einschréankung, umso hoher die Anzahl synthetisierbarer Metabolite.
In X, unterscheidet sich die Anzahl synthetisierbarer Metabolite im vollstdndigen
und reduzierten Netzwerk nicht. In Xy, ist die Anzahl im reduzierten Model dagegen
deutlich geringer, gewéhrleistet aber in jedem Fall die Synthese aller fir die Biomas-
seproduktion wichtigen Metabolite.

Die geringere Synthesekapazitit unter Xy;, ist wie folgt zu erkliren: Im Gegensatz
zur Berechnung der ReaMinModen, die sich exakt an der Definition erlaubter Meta-
bolitabfliisse halt (Xp;, oder X;), wird fiir die Berechnung der MetabMinModen ein
zuséatzlicher, virtueller Abfluss dem Netzwerk hinzugefiigt, um zu priifen, ob der ent-
sprechende Zielmetabolit dem Netzwerk entzogen werden kann. Metabolite, die weder
aus dem System abgefithrt werden kénnen, noch als Vorstufen wichtiger Zielmetabolite
agieren, die also nicht-verwertbar sind, kénnen somit dennoch synthetisierbar sein. Die
Reaktionen, die einzig zu ihrer Synthese beitragen, gelten jedoch unter den betrachte-
ten Bedingungen (Xj;,) als blockiert und werden bei der Reduktion entfernt werden.
Wird der Metabolit in keiner Reaktion mehr umgesetzt, wird er ebenfalls aus dem
Modell entfernt und die Zahl synthetisierbarer Metabolite im Modell sinkt.

Warum verbleiben dennoch nicht-synthetisierbare Metabolite im reduzierten Modell?
Es gilt: Reaktionen, die nicht-synthetisierbare Metabolite als Reaktanten enthalten,
miissen nicht notwendigerweise blockiert sein. Beispielsweise wird die Reduktion von
ATP (atp) in die Desoxyform (datp) durch die Oxidation des Cofaktors Thioredoxin
angetrieben (trdrd/trdox). Die oxidierte, wie auch die reduzierte Form des Thio-
redoxin sind im vollstdndigen Netzwerk nicht-synthetisierbar. Jedoch existiert eine
NADPH-abhéngige Thioredoxinreduktase, die die Regeneration des Thioredoxin ka-
talysiert (TRDR) und daher die Reduktion des atp zu datp ermdoglicht:

RNTR1: atp + trdrd --> datp + h20 + trdox
TRDR: h + nadph + trdox --> nadp + trdrd

Ist die Synthese eines Metaboliten nicht mdoglich, kénnen nachfolgende Reaktionen
im Netzwerk nur dann Teil eines Flieigleichgewichts sein, wenn es eine Reaktion
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4.3 Ergebnisse

# - nicht-synthetisierbare Metabolite iJR904 n 931
Xall Xbio

IS N

ANAAAN AN

Ecplx Erich Egluc Ecpix Erich Egluc Ecpix Erich Egluc Ecpix Erich Egluc Ecpix Erich Egluc Ecplx Erich Egluc
# 52 73 73 79 152 157 98 148 149 59 79 79 87 164 169 101 155 158

Entfernen blockierter Reaktionen

n 911 882 879 856 680 666 861 710 707 790 776 772 746 566 554 771 607 605
m 587 570 570 554 487 482 545 502 503 473 471 470 454 382 379 459 402 403
-m 31 48 48 64 131 136 73 116 115 145 147 148 164 236 239 159 216 215
# 21 25 25 15 21 21 25 32 34 43 45 45 38 44 44 32 39 42

Abbildung 4.3: Charakteristika der 18 reduzierten Flussmodelle: n kennzeichnet die
Anzahl der Reaktionen, m die Anzahl der Metabolite, —m die Anzahl der entfernten
Metabolite und # die Anzahl nicht-synthetisierbarer Metabolite vor und nach der Re-
duktion.

gibt, die den nicht-synthetisierbaren aber nun verbrauchten Metaboliten wieder re-
generiert. Ist dies der Fall und es gibt einen sogenannten Regenerationszyklus, dann
kann die Reaktion einen Fluss grofler als Null tragen und ist nicht blockiert. Alle
nicht-synthetisierbaren Metabolite, die nach dem Entfernen blockierter Reaktionen
verbleiben, sind Teil solcher Regenerationszyklen.

Die Anzahl der Metabolite, um die das vollstdndige Modell jeweils reduziert wurde
und die Anzahl nicht-synthetisierbarer Metabolite, die in jedem der 18 Flussmodel-
le verbleiben, sind in Abbildung 4.3 dargestellt. In allen Varianten verbleiben nicht-
synthetisierbare Metabolite, die jedoch nicht zu den 49 fiir die Biomassesynthese wich-
tigen Metaboliten zéhlen. Beispielsweise werden unter der Annahme X, Egp, und
R rey insgesamt 64 nicht-synthetisierbare Metabolite entfernt und lediglich 15 der
554 Metabolite verbleiben nicht-synthetisierbar. Wie bereits dargestellt, sind diese 15
Metabolite Teil thermodynamisch zuléssiger, regenerierender Zyklen.Die Erhaltungs-
bedingungen, die durch die reduzierte Stochiometrische Matriz gegeben sind[172], er-
lauben eine Zuordnung dieser Metabolite in 3 Gruppen:

1. ACP-Gruppe: enthélt das Acetylgruppen-iibertragende-Protein (ACP) und die
daran gebundenen Metabolite! (insgesamt 11 Mitglieder),

2. Thioredoxin-Gruppe: enthélt die reduzierte und oxidierte Form des Thioredoxin
(trdrd und trdox)

3. t-RNA-Gruppe: enthélt die beladene und unbeladene Form der L-Glutamyl-
tRNA (trnaglu und glutrna)

Das bedeutet die Synthese von nur drei Metaboliten reicht aus, um die Synthese der
verbleibenden 12 Metabolite ebenfalls zu erméglichen (z.B. ACP, trdrd und trnaglu).

1acACP, actACP, palmACP, myrsACP, hdeACP, malACP, ddcaACP, tdeACP, octeACP und
3hrmsACP

77

Minimal
notwendige
Synthesen



Aufgrund von

Irreversibilitdt
unterbundene

Synthesen

4 Funktionelle Netzwerkbeschreibung und Netzwerkkonsistenz

Verzichtet man bei dem soeben erwahnten Modell auf die Einschrénkung der Reakti-
onsrichtung (Modellvariante Egpiz, Xaii, Rar), so kénnen 33 Metabolite zusétzlich pro-
duziert werden. Dies wirft die Frage auf, inwieweit thermodynamische Einschrankun-
gen die Synthese von Metaboliten unterbinden. Um dieser Frage nachzugehen schrén-
ken wir in dem Modell ohne Richtungseinschrankungen die Richtung jeweils einer Re-
aktion r; ein und vergleichen die Synthesekapazitit dieses modifizierten (Egpiz, Xau,
Rai \ {i}) mit dem nicht-modifizierten Modell. Die Iteration iiber alle Richtungsein-
schrankungen in Ry, ergibt 23 Reaktionen, deren Irreversibilitat die Synthese von
Metaboliten blockiert. Wird die Umkehrbarkeit dieser 23 Reaktionen in dem vorher
beschriebenen Modell (Ecpiz, Xai, Rirrev) erlaubt, dann kénnen in diesem modifizierten
Modell 9 Metabolite mehr synthetisiert werden (d.h. 563 statt 554).

4.4 Diskussion

In diesem Kapitel wird das Konzept minimaler Flussmoden zur Vorhersage von Netz-
werkinkonsistenzen verwendet und durch Entfernen dieser Inkonsistenzen aus dem
Originalnetzwerk ein konsistentes Kernmodell ”extrahiert”. Unser Kriterium fiir Kon-
sistenz, dem dieses Kernmodell geniigen muss, ist die mogliche Realisierung eines
Nichtnull-Flusses durch jede Reaktion des Modells (v; # 0), d.h. das Modell darf
keine blockierten Reaktionen enthalten. Diese Forderung ist moderat im Vergleich zu
Kumar et al.[117], die die Synthetisierbarkeit aller zytosolischen Metabolite und die
Synthetisierbarkeit und Abbaubarkeit aller in subzelluliren Kompartimenten vorlie-
genden Metabolite verlangen. Hintergrund dieser Forderung ist die Notwendigkeit,
dem kontinuierlichen Anstieg des Zellvolumens wéhrend des Zellwachstums mit der
kontinuierlichen Synthese aller Metabolite zu begegnen, um einer Beeintriachtigung der
Stoffwechselfunktion durch zu geringe Metabolitkonzentrationen (Verdiinnungseffekt)
entgegenzuwirken. Die Annahme, alle Stoffe miissen synthetisierbar sein, ist sicher-
lich sinnvoll, sofern das verwendete genomweite Stoffwechselnetzwerk als vollstdndig
betrachtet werden kann. Im Zusammenhang mit einer spezifischen Fragestellung, wie
die Fahigkeit Biomasse zu synthetisieren, ist die Synthetisierbarkeit einer Auswahl als
essentiell betrachteter Metabolite jedoch ausreichend.

Da blockierte Reaktionen nicht-synthetisierbare Metabolite enthalten, verringert sich
beim Entfernen dieser Reaktionen die Anzahl nicht-synthetisierbarer Metabolite. Den-
noch, in allen, von uns bestimmten 18 Kernmodellen verbleiben nicht-synthetisierbare
Metabolite - die Forderung von Kumar wird somit von keinem unserer Modelle erfiillt.
Die genaue Anzahl blockierter Reaktionen, sowie nicht-synthetisierbarer Metabolite
héngt sehr von den angewendeten Bedingungen ab: verwendetes Medium, erlaubte
Metabolitabfliisse, Art der Beriicksichtigung der Thermodynamik. Entsprechend un-
terschiedlich sind die 18 Modelle in ihrer Gréfle und ihrer Synthesekapazitdt. Unse-
ren Berechnungen zufolge geniigt es jedoch oftmals, wenn einige wenige der nicht-
synthetisierbaren Metabolite zusétzlich synthetisiert werden kénnen, um alle Meta-
bolite eines Netzwerks zu produzieren. In einem Fall betrifft dies das acetyl carrier
protein, thioredoxin (in reduzierter oder oxidierter Form) und L-Glutamyl tRNA (mit
oder ohne Aminoséure beladen). Dieses Beispiel zeigt, dass diese "wenigen“ Metabolite
zumeist in den schlechter charakterisierten Randbereichen[117] oder an der schwer zu
definierenden Systemgrenze des Netzwerks zu finden sind. Die 49, fiir die Biomassesyn-
these relevanten Metabolite kénnen jedoch von allen Modellen synthetisiert werden,
eine Tatsache, die auf den urspriinglichen Fokus der iJR904-Rekonstruktion riickschlie-

78



4.4 Diskussion

Ben lasst.

Das Auffinden blockierter Reaktionen und nicht-synthetisierbarer Metabolite im Netz-
werk erlauben auch andere Methoden:

o Flux variability analysis, kurz FVA[124], untersucht z.B. den Spielraum, den ein-
zelne Fliisse bei der Realisierung einer vorgegebenen, optimalen Syntheseleistung
haben. Jeder Fluss eines Netzwerks wird minimiert und maximiert, wobei blo-
ckierte Reaktionen an einem Nullfluss in beiden Rechnungen zu erkennen sind.

e Burgard et al.[26] maximieren den Fluss durch jede einzelne Reaktion und be-
grenzen das Substratangebot. Sie unterscheiden zwischen konditionell blockierten
Reaktionen, falls die Blockierung durch die Verfiigbarkeit entsprechender Sub-
strate aufgehoben werden kann, und unkonditionell blockierten.

e Statt einem zu realisierenden Metabolitabfluss aus dem System konnen nicht-
synthetisierbare Metabolite auch wie bei Kumar et al.[117] und Imielinski et
al.[90] durch punktuelles Aufheben des Fliefigleichgewichts, d.h. S;v > 0, be-

stimmt werden.

Unabhéngig davon, welche Methode verwendet wird, machen die Ergebnisse die Not-
wendigkeit einer Konsistenzpriifung bei Verwendung genomweiter Netzwerke deutlich
und es ist erstaunlich, dass der Anteil aktiver Reaktionen bei veroffentlichten FBA-
Analysen kaum Erwdhnung findet. Die Netzwerke selbst représentieren eine Fiille an
Wissen und Moglichkeiten; nicht alle wurden, wie die Biomasseproduktion, bei der
Erstellung bewusst beriicksichtigt und nicht alle Netzwerkteile sind daher fiir die be-
trachteten Bedingungen notwendig. Auch wenn die Erstellung genomweiter Netzwerke
sich deutlich von traditionell erstellten Modellen unterscheidet, sollten daher die von
solch einem umfassenden Netzwerk abgeleiteten Flussbilanzmodelle, die der Untersu-
chung einer spezifischen Fragestellung dienen, auf eben diese Frage zugeschnitten sein:
1. um die Ergebnisse statistischer Analysen nicht zu verzerren, 2. um die Uniibersicht-
lichkeit als eine Hauptquelle fiir Modellfehler und Inkonsistenzen zu minimieren, und
3. um die tatsdchliche Netzwerkgrofie als Grundlage von Rechnungen transparenter zu
machen.

Das hier verwendete Konzept minimaler Flussmoden erlaubt die Bestimmung sowohl
blockierter Reaktionen, als auch nicht-synthetisierbarer Metabolite. Die Rechnung ist
schnell, einfach zu implementieren und flexibel kombinierbar mit zusétzlichen Neben-
bedingungen (siehe 3.Kapitel), und stellt daher eine gute Alternative zu existierenden
Konzepten dar.
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5 Vorhersage von Flussanderungen auf
Basis geanderter Enzymkonzentrationen

Hoffmann S and Holzhiitter HG. (2009) Uncovering metabolic objectives pursued
by changes of enzyme levels. Ann N 'Y Acad Sci., 1158:57-70.

5.1 Einleitung

Abhéngig von den momentanen inneren oder dufleren Bedingungen kénnen sich Stoff-
wechselfunktionen &ndern oder unterschiedlich wichtig sein. Erhoht sich beispielsweise
die Wachstumsrate im Bioreaktor lebender Zellen aufgrund einer hheren Durchfluss-
geschwindigkeit und damit einer erh6hten Substratverfiigbarkeit, dann dndert sich das
Verhéltnis von Protein-, mRNS- und DNS-Menge in der Zelle[155]. Die Proportio-
nen, in denen einzelne Grundbausteine und Vorldufermetabolite bendtigt werden, sind
daher abhiingig vom Systemzustand und ihre Anderung fiihrt zu geéinderten Stoffwech-
selfliissen.

Gednderte Stoffwechselfunktionen zu erfassen ist i.d.R. auf gut messbare Gréfien, wie
exportierte Stoffwechselendprodukte beschrénkt. Die Biomassezusammensetzung in
Abhéngigkeit duerer und innerer Bedingungen experimentell zu bestimmen, ist sehr
aufwéndig; gleiches gilt fiir intrazelluldre Fliisse und Enzymaktivitdten. Metabolitkon-
zentrationen und Enzymkonzentrationen sind vergleichsweise leicht verfiighar. Dabei
sind relative Daten, z.B. Anderungen der Enzymkonzentration, wesentlich zuverlissi-
ger und einfacher zu bestimmen, als absolute Daten. Mathematische Methoden ba-
sieren jedoch zumeist auf der Verwendung absoluter Daten, da damit i.d.R. absolute
Stofffliisse vorhergesagt werden.

Allerdings, nicht jede Flussinderung lisst sich durch Anderung der Enzymkonzentra-
tion begrinden - diese Korrelation gilt nur fiir anndhernd geséttigte Enzyme deren
Aktivitat nicht wesentlich durch Aktivatoren oder Inhibitoren reguliert wird. Im um-
gekehrten Fall fiihrt die Anderung der Enzymkonzentration nicht notwendigerweise
zu einer entsprechenden Erhohung oder Verringerung des Flusses. Eine strikte Kor-
relation ist daher nicht moglich und die Herausforderung bei der Verwendung von
Enzymkonzentrationsinderungen zur Flussvorhersage besteht darin, einen geeigneten
Kompromiss zu finden.

Unter der Annahme, dass einzelne Stoffwechselfunktionen unabhéngig voneinander
ausgefiihrt werden konnen (MinModen) und sich jede komplexe Flussverteilung als
Uberlagerung dieser Einzelstoffsynthesen darstellen lisst (MinModen-Kombination),
lassen sich auch Flussinderungen als lineare MinModen-Uberlagerung darstellen. Aus-
gehend von Enzymkonzentrationsmessungen zweier Zustdnde, suchen wir nun jene
MinModen-Kombination, welche maximal mit den Anderungen der Enzymkonzentra-
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. v=kE (AqX) Abbildung 5.1: Minimalmodell zur
v// > v1= kZEW(X- 1B) Veranschaulichung optimaler Stoff-

y z—k EZ(X—qzC) wechselregulation bestehend aus ei-
\ Vi= KA, nem Zufluss und 2 Abflissen (vp
v\ Vo= ;B und ve ); daneben die Gleichungen,

3 C— ve=LC die die entsprechenden Umsatzraten

beschreiben.

tion korreliert. D.h. wir begegnen der Unsicherheit in der Interpretation von Enzym-
konzentrationen, indem wir durch Maximierung des Korrelationskoeffizienten unsere
Flussvorhersagen auf einige (wenige), lineare Beziechungen zwischen gemessener En-
zymkonzentrationsdnderung und Flussdifferenz stiitzen und gleichzeitig nicht-lineare
und nicht-proportionale Beziehungen zulassen. Idealerweise konnen die Gewichte, mit
denen die einzelnen MinModen in diese Zerlegung eingehen, als gednderte Wichtung
metabolischer Ziele verstanden werden und Hinweise auf gednderte Stoffwechselfunk-
tionen geben.

5.1.1 Optimale Enzymkonzentrationsanderung im Netzwerk - ein Beispiel

Zur Einfiihrung in die Problematik wird anhand eines Beispielmodelles, bestehend aus
4 Metaboliten (A, B,C, X) und 3 Enzymen (FE1, E2, E3), die Rolle des Netzwerks in
dem Zusammenspiel von Enzymkonzentrationen und Stofffliissen veranschaulicht.

Im Modell kann Metabolit A aufgenommen werden und B und C als potentielle Stoff-
wechselprodukte das System verlassen (siehe Abbildung 5.1). X ist ein Intermediat
dieses Netzwerks. Es gibt 3 reversible Umwandlungen (v1,v2,v3), deren Umsatzraten
durch einfache chemische Kinetiken (ohne Séttigungsphdnomen) beschrieben werden.
Dabei entspricht k; der (enzym)spezifischen Ratenkonstante, F; der entsprechenden
Enzymkonzentration und ¢; dem Reziproken der Gleichgewichtskonstanten. Die irre-
versiblen Zielfliisse vg und vc werden durch einfache, irreversible Kinetiken erster
Ordnung beschrieben. Der Bedarf an Metabolit B bzw. C' (die “aktuelle* Stoffwechsel-
funktion) wird tiber die Parameter Lp bzw. Lo gesteuert, die die “metabolische Last”
reprisentieren. Die zeitliche Anderung der Konzentration des Intermediats X ergibt
sich als Summe der zu- und abflieBenden Fliisse:

% = V1] —Vy — U3 (51)
Als Referenzzustand des Systems (*) betrachten wir einen gleichermafien hohen Bedarf
an Bund C, d.h. L; = L, = 1. Wir nehmen zunéchst konstante Enzymkonzentratio-
nen an (E = 1) und setzen die Ratenkonstanten ebenfalls auf & = 1. Fiir reversible
Reaktionen kénnen wir eine Gleichgewichtskonstante von 1 annehmen, d.h. ¢; = 1. Die
Metabolitkonzentrationen werden zunéichst auf [A] = 10, [X] =5, und [B] = [C] = 2.5
gesetzt. Im stationdren Zustand gilt: v; = vo + v3, v = vo und vo = v3. Im Referenz-
zustand produziert das System somit pro Zeiteinheit jeweils 2,5 Molekiile B und C,
d.h. v = v5 = 2,5.

Zur Illustration des Modellverhaltens sind in Abbildung 5.2 A die Anderungen der
Fliisse in Abhédngigkeit der metabolischen Last L g dargestellt. Verlangen beispielsweise
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Abbildung 5.2: Flussinderungen in Abhdngigkeit des Mehrbedarfs an Metabolit B. (A)
bei konstanter Enzymkonzentration und (B) bei optimaler Anpassung der Enzymkon-
zentration. (Grafik: H.G. Holzhiitter)

duflere oder innere Bedingungen nach der doppelten Menge an Metabolit B, d.h. Lg =
2, steigt vp nicht-linear an. Durch die gemeinsame Verwendung des Substrates X sind
die Synthesen von B und C' gekoppelt und die erhéhte Syntheserate von B fithrt zu
einer geringeren Synthese von C, d.h. v sinkt.

Wir bezeichnen eine Stoffwechselregulation optimal, wenn zum einen eine linear pro-
portionale Anpassung an momentane Bediirfnisse gewdhrleistet ist und zum anderen
andere Stoffwechselziele, wie in diesem Fall die Synthese von C, unbeeintrachtigt blei-
ben. Mathematisch lassen sich diese beiden Bedingungen wie folgt ausdriicken:

(4) % = Z]z (5.2)
(i) wvo = vo (5.3)

Dabei bezieht sich der Index 0 auf den Referenzwert. Dariiber hinaus soll der energe-
tisch kostspielige Auf-, Um- und Abbau von Enzymen weitestgehend minimiert werden,
d.h. die Enzymkonzentration soll moglichst wenig von der Menge im Referenzzustand

abweichen: 5

(ii)) > (B} — E;)* = minimum (5.4)
=1

Die Anwendung dieses Optimierungsproblems (Gleichungen 5.1 bis 5.4) auf unser Bei-
spielmodell liefert das gewiinschte Ergebnis: vp steigt linear mit dem Lastparameter
Lp an, wiahrend vc konstant bleibt (Abbildung 5.2 B).

Die minimalen Anderungen in der Enzymkonzentration, die diese optimale Regulation
moglich machen, sind in Abbildung 5.3 A dargestellt. Wie erwartet steigt die Menge
an E; und E,. Unerwartet ist eher die Anderung der Menge an Ej3: bei einer gerin-
geren Last von Lp < 0.5 steigt die Enzymkonzentration dhnlich der Menge an Fj,
bei einer erhohten Last Lp > 1 sinkt die Menge an E3, damit trotz eines hoheren
Zuflusses vy der Fluss ve konstant gehalten werden kann. Dieses Beispiel zeigt bereits,
dass das blofle Betrachten der Enzymkonzentrationsdnderung in Es zu irrtiimlichen
Schlussfolgerungen hinsichtlich der Synthese von Metabolit C' fithren koénnte.
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Abbildung 5.3: Anpassung der Enzymkonzentration in Abhdngigkeit des Mehrbedarfs
an Metabolit B. Dabei gilt k; = Ef = 1(i = 1,2,3) fir (C) und k; = Ef = 1(i =
1,3),ke = 0,1, E5 =10 fur (D).(Grafik: H.G. Holzhiitter)

Noch offensichtlicher wird die Diskrepanz zwischen scheinbarer und tatsachlicher Ur-
sache fiir Enzymkonzentrationsdnderungen, wenn sich die katalysierenden Enzyme in
spezifischer Rate und Enzymkonzentration voneinander unterscheiden. Angenommen,
die spezifische Umsatzrate des Enzyms Fs sei etwas geringer: ko = 0.1 und die Enzym-
konzentration im Referenzzustand dafiir etwas erhoht: £5 = 10. D.h. wir haben nun
die 10fache Menge an Enzym, die allerdings nur ein Zehntel des Stoffumsatzes leis-
ten kann. Der Umsatz im Referenzzustand bleibt also gleich, die minimal notwendigen
Enzymkonzentrationsidnderungen sind dagegen stark verdndert (Abbildung 5.3 B): Die
optimale Stoffwechselregulation passt vp an die verdnderte Last L p nun hauptséchlich
iiber Verdnderung der Enzymkonzentration F3 an. Da ein gleicher Effekt via Fy den
zehnfachen Aufwand an Enzymkonzentrationsdnderung erfordert, bleibt Fo dagegen
konstant.

5.1.2 Losungsansatz

Im Folgenden die Maximierung der Korrelation von Enzyméanderungen mit Flussén-
derungen unter Verwendung linear kombinierter minimaler Flussmoden.

Bestimmung reprasentativer Minimalmoden

Innerhalb der verschiedenen MinModen-Sets kénnen identische und sehr dhnliche Min-
Moden vorkommen, die eine eindeutige Vorhersage nicht erlauben. Beispielsweise un-
terscheidet sich die MinMode fiir Glucose-6-Phosphat nur in einer Reaktion von der
MinMode fiir Fructose-6-Phosphat. Aus diesem Grund werden zunédchst MinModen,
die sich ausreichend voneinander unterscheiden, bestimmt und jedes MinModen-Set
auf diese reprasentativen MinModen reduziert. Die Ahnlichkeit wird mit einem verein-
fachten Tanimoto-Koeffizienten bewertet. Es gilt:

na:  Anzahl der aktiven Fliisse (v; > 0) in MinMode A
np:  Anzahl der aktiven Fliisse (v; > 0) in MinMode B
nap: Anzahl der sowohl in A, als auch in B aktiven Flisse
naa:  Anzahl gleicher Flusswerte in MinMode A und B
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Flusszunahme: A B C D
Referenz Vi =1 — — - -
a b a b a b a b
Experiment Vexp= 2 —_— — — N
Vexp™ Vref +1 all AF3) =3

Flussabnahme:

Referenz Vief =2 —_ — — B
a b a b a b a b
Experiment Vexp =1 —_— — —_— —
Vexp™ Vref =1 +1 =3} +3

Abbildung 5.4: Interpretation von Flussdifferenzen: Spalten A-D zeigen die Flussdif-
ferenz in Abhdngigkeit von der Fliefrichtung der Umsetzung von Metabolit a zu b im
Referenz- und Auslenkungsexperiment.

nA+np —NAB

MaBgebend fiir die Ahnlichkeit sind dabei nur Reaktionen, fiir die Enzymkonzentrati-
onsanderungen vorliegen, da nur die Fliisse dieser Reaktionen in die Berechnung des
Korrelationskoeffizienten eingehen. Zwei MinModen, die sich ausschliefflich in Reaktio-
nen unterscheiden fiir die keine Messwerte vorliegen (z.B. Oxidative Phosphorylierung),
werden als identisch betrachtet. Zwei MinModen sind &hnlich, wenn sie eine Ahnlich-
keit von mindestens 0,95 besitzen (s > 0,95). Die repriasentative MinMode bestimmt
sich aus dem Mittelwert aller dhnlichen und identischen MinModen-Vektoren und wird
in diesem Kapitel durch die Bezeichnung rMFM abgekiirzt (fiir “representative mini-
mal flux mode”).

Besonderheiten im Umgang mit Flussanderungen

Im einfachsten Fall repriasentieren positive Flussénderungen eine Erhéhung des Flusses
im Vergleich zum Referenzzustand, wahrend negative Flussinderungen eine Flussver-
minderung deutlich machen. Aus Abbildung 5.4 geht hervor, dass bei Reaktionen, die
ihre Richtung umkehren kénnen, eine positive Flussdnderung aber unterschiedliche
Ursachen haben kann. Eine eindeutige Aussage ldsst sich demnach nur fir Flussén-
derungen treffen, deren Reaktionsrichtung sich zwischen den betrachteten Zusténden
nicht &ndert. Die Interpretation der Flussdnderung wird zudem erleichtert, wenn die-
se Reaktion in Vorwirtsrichtung definiert ist (Spalte A). Fiir die Korrelation gelten
deshalb folgende Bedingungen: 1. im MinModen-Set reversible Reaktionen werden von
der Korrelation ausgeschlossen, 2. Reaktionen, die irreversibel in die Riickwértsrich-
tung laufen, werden umgekehrt notiert!.

Aufstellen des Optimierungsproblems

Wir gehen davon aus, dass sich die Flussverteilung unter gegebenen Bedingungen als
Linearkombination der zuvor (unter gleichen Bedingungen) bestimmten reprasentati-

Yd.h. alle Stéchiometrische Koeffizienten werden mit -1 multipliziert)
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ven MinModen (rMFM) darstellen l&sst:
q
v="> arMFM; (5.6)

wobei g der Anzahl rMFMs und «; der Wichtung, mit der eine rMFM in die Ge-
samtflussverteilung eingeht, entspricht. Diesem Ansatz folgend, ldsst sich auch jede
Anderung einer Flussverteilung als Linearkombination reprisentativer MinModen dar-
stellen:

q
Av = Z AcoyrM FM; (5.7)

Die «; sollen dabei so gewahlt werden, dass eine maximale Korrelation der Flussin-
derungen Av mit beobachteten Anderungen der maximalen Enzymaktivitat Av™e®
erreicht wird. Der dafiir verwendete Pearsonsche Korrelationskoeffizient r ist wie folgt
definiert: L

(AT — Aymaz) (Av; — Av)

r =
VI (Avrer — Rpman)2 5 (Av; — Av)?

(5.8)

Damit Flussdifferenzen im Sinne der Differenz absoluter Flusswerte korreliert werden
(Abbildung 5.4, Spalte A), miissen fiir die Wertepaare (Av;, Av]"**), die in den Koef-
fizienten eingehen und deren Anzahl durch n beschrieben wird, folgende Bedingungen
gelten:

max

1. die Anderung maximaler Enzymaktivitit Av/"*® wurde gemessen

2. die Reaktion lauft jeweils in Vorwértsrichtung ab, d.h. v1 > 0 und vy > 0 1

Um realistische und eindeutige Gewichtsfaktoren «; zu finden, soll der Betrag dieser
Faktoren moglichst gering gehalten, d.h. 3" Aa? minimiert werden. Minimal wird diese
Summe, wenn alle g rMFM-Moden zu gleichen Teilen beitragen. Da die Austauschraten
als Nebenbedingung in das Optimierungsproblem eingehen, entspricht die Kohlenstof-
faufnahmerate der Kombination aller Kohlenstoff-aufnehmenden rMFM-Moden der
gemessenen Aufnahmerate (d.h. Ao = v,;,/q) und es gilt:

q _— ,UZ
> (Aaf™)? = *qp (5.9)
i=1

Um eine Vergleichbarkeit mit dem Korrelationskoeffizienten zu gewéhrleisten wird der
Term der a-Minimierung mit diesem Minimalwert normalisiert. Die Bedeutung der
zu minimierenden Gewichtsfaktoren «; gegeniiber der Korrelationsmaximierung wird
zusétzlich iiber den Faktor ¢ gesteuert. Die Optimierungsfunktion lautet somit:

q
maximize 7 — p— q Z Aa? (5.10)

Uuptake i=1

'D.h. reversible Reaktionen werden ausgeschlossen, die Richtungen irreversibler Reaktionen ggf. um-
gekehrt.
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5.2 Anwendung: Wachstum von FE.coli auf Glucose

Vereinfachende Annahme

Da die maximalen Enzymaktivititen nur schwer zuginglich sind, ihre Anderung hin-
gegen gut durch die Anderung der vielfach besser messbaren Enzymkonzentrations-
anderungen abgebildet werden kann (siehe Shimizu[191], Seite 28), ndhern wir die
Anderung der maximalen Enzymaktivititen durch die relative Anderung der Enzym-
konzentrationen an. Bei konstanter Enzymkonzentration soll dabei auf den Ursprung
verwiesen werden (daher minus eins):

E
A = 22 1= FF ] (5.11)
Ey
Obwohl die Verwendung relativer Enzymkonzentrationsianderungen eine Korrelation
mit relativen Flussinderungen nahelegen wiirde, notwendigt Gleichung 5.7 die Ver-
wendung von Flussdifferenzen.

Die Plausibilitit des Konzepts wurde anhand simulierter Daten eines kinetischen Mo-
dells (des Erythrozytenstoffwechsels) iiberprift[81]. Die Methodik sagte in dieser Vor-
arbeit zufriedenstellend sowohl das verédnderte Flussgeschehen vorher, als auch die
Reaktion der Zelle auf die verdnderten Bedingungen durch verdnderten Bedarf an
Zielmetaboliten.

5.2 Anwendung: Wachstum von E.coli auf Glucose

Die Methodik wird auf das in Kapitel 3 verwendete, mittelgrole E.coli-Modell ange-
wendet. Die Protein- und Flussdaten werden aus 5 Experimenten der Studie von Ishii
et al.[93] entnommen. In diesen Experimenten variiert die Durchflussgeschwindigkeit
D des Mediums von 0,1 bis 0,7h~! (GR01-GR04), im Referenzexperiment (RF03) ist
D=0,2h~!. Dem entsprechend, wachsen die Bakterien unterschiedlich schnell.

Beriicksichtigung der Thermodynamik

Wir bestimmen Minimalmoden, die dem Kriterium der Flussminimierung geniigen
und die die Thermodynamik auf unterschiedliche Weisen beriicksichtigen: zum einen
wird das Konzept der Thermodynamischen Realisierbarkeit (TR) verwendet (siche
Seite 46), zum anderen werden irreversible Reaktionen nach Feist et al.[52] (Fst) fest-
gelegt. Die Details zur Berechnung der MinModen sind im Kapitel 3 beschrieben.

Verwendete MinModen-Sets

Ein kritischer Punkt des MinModen-Konzeptes ist der relativ enge Losungsraum, der
durch die MinModen aufgespannt wird (seine Dimension entspricht der Anzahl defi-
nierter Zielmetabolite). Beispielsweise wird in keiner der 13 MinModen, die die opti-
male Synthese der 13 Biomassevorldufer (inkl. nadph und atp) unter Verwendung der
Feist-Irreversibilitdten beschreiben (siehe Tabellen 11-15), Ethanol als Nebenprodukt
an das Medium abgegeben. In dem reduzierten Losungsraum, den diese 13 MinMo-
den aufspannen, ist die Ethanolsynthese somit nicht enthalten. Da in GR02, GRO03
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und GRO04 jeweils Ethanol ins Medium abgegeben wird, kann das Systemverhalten bei
diesen Wachstumsraten durch die 13 MinModen nicht abgebildet werden.

Dieser Kritik begegnen wir durch Erweiterung des MinModen-Sets. Zum einen werden
neben den Biomassevorliufermetaboliten, mégliche Nebenprodukte! als Zielmetaboli-
te definiert, zum anderen wird das MinModen-Set um Reaktions-MinModen erweitert.
Ziel der Reaktions-MinModen ist die Realisierung jeweils einer vorgegebenen Flussrich-
tung, wobei sowohl Biomassevorldufermetabolite als auch Nebenprodukte das System
verlassen diirfen (siche Kapitel 4).

Alternativ dazu soll die Vorhersagequalitit bei Unkenntnis wichtiger Zielmetabolite
untersucht werden. Dazu werden Metabolit-MinModen fiir alle Nebenprodukte und
Metabolite, die dem FlieSgleichgewicht unterliegen (interne Metabolite), bestimmt.
Die Reaktions-MinModen diirfen in diesem Fall nur Nebenprodukte synthetisieren.
Folgende MinModen-Sets stehen somit fiir die Linearkombination zur Verfigung:

M: MetabMinModen (Biomassevorldufer + Nebenprodukte)
RM: MetabMinModen (nur Biomassevorlaufer) +
ReaMinModen (Abfluss fiir Biomassevorldufer + Nebenprodukte)
MM: MetabMinModen (alle internen Metabolite + Nebenprodukte)
RMM: MetabMinModen (alle internen Metabolite + Nebenprodukte) +
ReaMinModen (Abfluss fiir Nebenprodukte)

Die Modellannahmen, die den Flussbestimmungen der 4 Wachstumsratenexperimen-
te (GR01,GR02,GR03,GR04) zugrunde liegen, weichen hinsichtlich der Aktivitit des
Glyoxalatshunts voneinander ab. Fiir die Berechnung der Minimalmoden wird des-
halb jeweils eine MinMode mit und eine ohne Vernachléssigung des Glyoxalatshunts
(Reaktionen 50 und 51) bestimmt.

Wahl der zu korrelierenden Enzymkonzentrationsanderungen

Da ein linearer Zusammenhang zwischen Flussanderung und Enzymkonzentrationsén-
derung nur fiir einen Teil der Enzyme gegeben ist, kann es sinnvoll sein, nicht alle ge-
messenen Enzymkonzentrationsanderungen in die Korrelation einzubeziehen. Es wird
daher untersucht, inwieweit die Vorhersage durch eine Vorauswahl verwendeter En-
zymkonzentrationsdnderungen verbessert werden kann. Als Idealfall testen wir daher
eine Auswahl von Enzymen, von denen wir wissen, dass die Anderung ihrer Umsatzra-
te linear mit der Enzymkonzentrationsinderung korreliert. Angestrebt ist jedoch, dass
moglichst wenig enzymkinetisches Vorwissen in die Auswahl fliefit. Da Reaktionen,
die entfernt vom thermodynamischen Gleichgewicht (stark exergon) ablaufen, hiufig
von streng regulierten Schliisselenzymen katalysiert werden, treffen wir weiterhin eine
Vorauswahl basierend auf der Gleichgewichtskonstanten. Folgende Enzymkonzentrati-
onsdnderungen werden definiert:

e Set0: beriicksichtigt alle Enzymkonzentrationsanderungen (insgesamt 42 Werte)

e Setl: beriicksichtigt ausschlieBlich Enzyme, deren Konzentrationsinderungen'
sehr gut mit den beobachteten Flussdifferenzen (bezogen auf die Wachstumsra-

Nebenprodukte: pyr, ac, for, succ, etoh, lac-D
LEGROL JpRF03_4 | pGRO4 ) pRF03_4
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tenexperimente?) korrelieren, d.h. fiir die das Bestimmtheitsma8l R? grofer 0.7
ist (insgesamt 14 Werte).

e Set2: beriicksichtigt ausschliefflich Enzyme, die eine stark exergone Reaktion
katalysieren, d.h. & > 500 (insgesamt 17 Werte)

Tabelle 21 im Anhang gibt die verwendeten Enzymkonzentrationsquotienten E* und
die Setl und Set2 zugeordneten Enzyme wieder.

Da reversible Reaktionen von der Korrelation ausgeschlossen werden (siehe Seite 85),
variieren die Werte der fiir die Korrelation tatsidchlich verwendeten Enzymkonzen-
trationsénderungen zwischen TR~ und Fst-Rechnungen und zwischen den einzelnen
MinModen-Sets: im SetO von 26 bis 31, im Setl von 10 bis 14 und im Set2 von 15 bis
17.

Testrechnungen

Um die erhaltenen Vorhersagen besser einschétzen zu konnen, werden parallel verschie-
dene Testrechnungen durchgefiihrt:

® 0jjeq - Ideale Gewichte: Als Referenzpunkt wird analog zum Kapitel 3 die
Linearkombination aus Minimalmoden mit den Differenzen der jeweiligen expe-
rimentellen Zielfliisse bestimmt (siehe Seite 56), d.h. fir die g6p-MinMode wird
fiir GRO3 ein Gewicht von 0.219(0,5 — 0,2) = 0,065 verwendet.

e min : a; - Verzicht auf Korrelation: Um den Mehrwert der Vorhersage durch
die Korrelationsmaximierung zu bestimmen, wird in diesem Test ausschliefllich
die Summe der «; minimiert, d.h. Gleichung 5.8 ist nicht mehr Teil des Problems
und die Optimierungsfunktion vereinfacht sich zu:

minimize Z Aa? (5.12)

o I .. - Ideale Datengrundlage: Um die Methode unabhéngig von der Unsi-
cherheit bei Verwendung von Enzymkonzentrationen (Annahme Gleichung 5.11)
zu untersuchen, wird fiir Av]"** die Differenz der experimentell-bestimmten, ab-

soluten Flusswerte verwendet.

Zur Losung der (quadratischen) Optimierungsprobleme verwenden wir den kommer-
ziellen Solver Lindo (siehe Seite 23), dem wir das Problem als mpi-Datei iibergeben.
Die Details der Implementierung sind im Anhang Seite 118 enthalten.

5.2.1 Annahmen zur Einbindung der experimentellen Daten
Zuordnung experimentell bestimmter Enzymkonzentrationen

In der Studie von Ishii et al.[93] wurde fiir 57 Proteinketten des Zentralstoffwechsels
via LC-MS/MS jeweils die Menge bestimmt (in mg-protein/g-Trockenmasse). Die Mes-

2,GROL _  RFO3 | GRO4 _  RFO03

k3 7 )0y Ve k3
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sungen wurden den entsprechenden Genbezeichnungen zugeordnet. Um diese Daten
den Reaktionen im Modell zuzuordnen, sind zwei Aspekte der Gen-Protein-Beziehung
zu berticksichtigen: 1. Isozyme (mehrere Enzyme katalysieren dieselbe Reaktion) und
2. Oligomere (zwei o. mehrere Proteinketten katalysieren gemeinsam eine Reaktion).
Diese beiden Félle werden in der Gen-Zuordnung des FE.coli-Modells (siehe Tabelle 8)
entsprechend durch eine ODER- und UND-Verkniipfung dargestellt. Da die einzelnen
Isozyme und Proteinketten unterschiedlich variieren kénnen, stellt sich die Frage nach
dem Bezugspunkt, d.h. nach dem “informativen Isoenzym® bzw. der “informativen
Untereinheit*.

Das Mitteln iiber die beteiligten Isozyme oder Proteinketten ist nicht sinnvoll, da
anzunehmen ist, dass die Variation der Komponenten in beiden Féllen i.d.R. nicht
gleichméflig erfolgt. Im Fall von Isozymen verwenden wir stattdessen den Messwert
des Isozyms mit der hochsten Varianz (innerhalb der von Ishii et al. gemessenen Pro-
teinlevel). Ist die Katalyse von mehreren Proteinuntereinheiten abhingig, wird der
Wert fiir die am geringsten verfiigbare Untereinheit verwendet. Diese Festlegung folgt
der Annahme, dass die geringverfiigbaren Untereinheiten limitierend fiir die Aktivitét
des Enzyms sind und die Kontrolle enzymatischer Aktivitat, sollte sie iiber die Prote-
inkettensynthese verlaufen, sich an diesen Untereinheiten orientiert. Die Aktivitat der
mengenmifBig {iberwiegenden Untereinheiten ist hingegen effizienter iiber die weniger
energieaufwéandige Phosphorylierung zu kontrollieren. Reaktionen, die nur von einem
Enzym katalysiert werden, dass nicht aus verschiedenen Proteinketten besteht, wird
die gemessene Enzymkonzentration direkt zugeordnet.

Eine Ubersicht iiber die verwendeten Enzymkonzentrationen liefert Tabelle 20. Da die
Proteinmengen der Wachstumsratenexperimente (GR01-GR04) alle am gleichen Tag,
zusammen mit der Referenz RF03_ 4 gemessen wurden (siehe Tabelle S2), werden als
Referenzwerte ausschliefllich Proteinmengen fiir RF03__4 verwendet.

Validierung mit experimentellen Flusswerten

Die Vorhersagen werden mit den experimentell bestimmten Fliisse verglichen. Da die
Proteinmengen der einzelnen Wachstumsratenexperimente zeitgleich mit denen des Re-
ferenzexperiments RF03 gemessen wurden, werden ausschlieflich die RF03-Flusswerte
verwendet. Die Flussverteilungen werden auf den gemessenen Glucoseeintrag norma-
lisiert und die Differenzen (vgror — vrFo3) gebildet.

Fiir zusammengefasste Reaktionen (siehe Seite 52) sind die Vorhersagen detaillierter
als die experimentell bestimmten Fliisse. Die Fliisse der Reaktionen 48/49, 16/17 und
15/64 werden daher nicht verglichen. Da fiir den Stofffluss von pep — oaa (Reaktionen
18/52) sowohl ein Netto-, als auch ein Fzchange Flur angegeben wird und beide
Reaktionen sowohl in den Fst- als auch den TR-Rechnungen als irreversibel gelten
(siehe Tabelle 3.4), kann diesen Flussen ein experimenteller Wert zugeordnet werden:

V52 = Unetto T Vezchange bzw. wvig = Vexchange (513)

Als BewertungsmaB verwenden wir den Korrelationskoeffizienten R? einer linearen
Regression der Flussvorhersagen mit den absoluten Differenzen der experimentell be-
stimmten Fliisse. Dabei werden Reaktionen ignoriert, deren Flusswerte durch vorgege-
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Untersuchte Einfliisse

M/MM | MinModen fiir alle Metabolite (MM) oder nur fiir Biomassevorldufer
(M)
-/RM Erweiterung des MinModen-Sets durch Reaktions-MinModen (RM)
© Gewicht von Y «; in der Bewertungsfunktion: 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1,
0.5, 1
TR /Fst | Beriicksichtigung der Thermodynamik (TR oder Fst-MinModen)
Set0,1,2 | korrelierte Enzymkonzentrationsinderungen: entweder alle verfiigha-
ren (Set0) oder eine Auswahl davon (Setl und Set2)
Testrechnungen
Qideal Ideale Gewichte durch Verwendung vorgegebener o;-Werte in Glei-
chung 5.7 (siehe Kapitel 3, Seite 56)
min : «; | Verzicht auf die Korrelation mit Enzymkonzentrationsidnderungen
E Ideale Datengrundlage, E7, ,: durch Verwendung experimenteller
Flussianderungen anstelle der Anderung gemessener Enzymkonzen-
trationen

Tabelle 5.1: Ubersicht iber durchgefiihrte Testrechnungen und untersuchte Einflussfak-
toren

M RM MM RMM
TR(38) Fst(38) | TR(106) Fst(96) | TR(79) Fst(79) | TR(150) Fst(142)
Elew | 28 2230 24|25 57 |28 48|25 41|26 43|25 60 | 25 62
Set0 | 29 22 |31 24|26 57 |29 48 |26 41|27 43|26 67 |26 62
Set1 |13 22 |14 24|10 47 |12 45|11 34|11 36|11 56 | 10 52
Set2 | 17 21 |17 23|15 53 |15 47|17 37|16 38|17 63 |15 57

Tabelle 5.2: Anzahl reprasentativer TR- und Fst-MinModen (2.Spalte) im Vergleich zur
urspriinglichen MinModen-Anzahl (jeweils in Klammern); Spalte 1 gibt die Anzahl fiir
die Korrelation relevanter Reaktionen wieder, die dieser Ahnlichkeitsbewertung zugrun-
de liegen (irreversible Reaktionen fiir die Enzymkonzentrationsinderungen vorliegen).

bene Austauschraten, vernachlissigte Fliisse oder Kopplung innerhalb linearer Reak-
tionsketten nicht unabhéngig voneinander sind. Die Bewertung basiert daher auf den
Flusswerten der Reaktionen: 2,3,8,12,13,18,22,25,27,28,30,34,40,42,51,52,62.

5.3 Ergebnisse

Im Folgenden wird der Einfluss unterschiedlicher Faktoren auf die Vorhersage geén-
derter Stoffwechselfliisse auf Basis gemessener Enzymkonzentrationsdnderungen unter-
sucht (fiir durchgefithrte Rechnungen siehe Tabelle 5.1).

Die unterschiedlich definierten MinModen-Sets (M, RM, MM, RMM) erlauben die
Synthese von Nebenprodukten (etoh,ac,for,pyr,succ,lac-D), Zielmetaboliten oder die
Synthese jeden Metabolits im Netzwerk (MM und RMM). Die Anzahl der jeweils
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enthaltenen MinModen reicht dabei von 38 (M) bis 150 (RMM). Die Ahnlichkeit die-
ser MinModen wird bestimmt und identische oder sehr &hnliche MinModen durch
sogenannte reprasentative MinModen, kurz rMFM ersetzt. Zusammengefasst wurden
dabei u.a. identische MinModen unterschiedlicher Modellannahmen (mit und ohne
Glyoxalatshunt) und die Synthese von g6p und f6p (im Fst-Set). In den Vorhersagen
des Fst-Sets werden g6p und f6p somit nun immer gemeinsam synthetisiert. Da sich
die Ahnlichkeit nur auf die fiir die Korrelation relevanten Reaktionen bezieht, variiert
die Anzahl reprisentativer MinModen in jeder Rechnung, und reicht je nach Set von
21 bis zu 67 rMFMs (siehe Tabelle 5.2).

Die Ahnlichkeit der vorhergesagten Flussdifferenzen mit den experimentell bestimm-
ten Werten wird anhand des Korrelationskoeffizienten einer einfachen Regression er-
mittelt. Das Mafl kann Werte zwischen 0 (schlechte Ubereinstimmung) bis 1 (sehr gute
Ubereinstimmung) annehmen. Die Testrechnungen behandeln 2 Extremfille: die expe-
rimentellen Beobachtungen flielen entweder nicht in die Rechnung ein (min : a;) oder
aber sie entsprechen durch direkte Verwendung der experimentell bestimmten Flussén-
derungen (statt Enzymkonzentrationsanderungen) einer idealen Korrelation (EZ;,,;)-

Im ersten Test wird die Summe der quadrierten «; minimiert und damit eine Lo-
sung bevorzugt, in der moglichst viele rMFMs mit kleinem Gewicht («;) kombiniert
werden. Das Gewicht, mit dem die Minimierung der «; und die Maximierung des Kor-
relationskoeffizienten in die Optimierungsrechnung jeweils eingehen, wird iiber den
Parameter ¢ gesteuert: mit zunehmendem ¢ steigt die Bedeutung, die der Minimie-
rung der Summe der «; zukommt. Der Parameter wurde von 0.0001 bis 1 variiert
und die Vorhersagen unter idealen und realistischen Bedingungen anhand von R? ver-
glichen (siehe Abbildung 5.5). Dabei zeigte sich, dass unter idealen Bedingungen die
Maximierung des Korrelationskoeffizienten mindestens 100fach héher gewichtet sein
muss (¢ < 0.01), um eine entsprechend ideale Vorhersage zu erzielen. Dem entgegen
verbessern sich unter realen Bedingungen die Vorhersagen, je mehr Bedeutung der
Minimierung der a; zukommt. Bei ¢ = 1 ist die Vorhersagequalitéit i.d.R. gleich der
Qualitat, die bei Verzicht auf Korrelationsmaximierung (min : «;) erzielt wird. Bei
maximaler Vorhersagequalitit ist daher der Wert der Korrelation u.U. unbedeutend.
Um den Schwerpunkt deutlich auf die Maximierung der Korrelation zu legen wurde
fiir die folgenden Rechnungen ¢ = 0,01 gewahlt.

Die Bewertung der Vorhersagen unter ¢ = 0,01 sind in Tabelle 5.3 abgedruckt. Die
Ergebnisse variieren stark, aber es bleibt zu erkennen, dass die MinModen-Sets mit
zusatzlichen Reaktions-MinModen (RM, RMM) einen “vielseitigeren” Losungsraum er-
Offnen: eine unwillkiirliche, gleichméfige Kombination der Moden fiihrt zu sehr schlech-
ten Vorhersagen, die Verwendung idealer Werte aber zu nahezu perfekten Vorhersa-
gen. Die MinModen-Sets, die ausschlieflich optimale Metabolitsynthesen enthalten (M,
MM), erlauben dagegen bereits ohne Beriicksichtigung der Anderung von Enzymkon-
zentrationen gute bis sehr gute (allerdings unspezifische) Vorhersagen. Die zusétzliche
Berticksichtigung experimenteller Daten (S0,S1 oder S2) fithrt dabei selten zu einer
Verbesserung der Vorhersagequalitét.

Die Ergebnisse zeigen weiterhin, dass es durchaus vorteilhaft ist, nur bestimmte En-
zymkonzentrationsanderungen in die Korrelation einzubeziehen: in 69% der Rechnun-
gen sind die Vorhersagen der Auswahlsets S1 oder S2 besser als die Vorhersage basie-
rend auf dem vollstdndigen Satz verfiigharer Enzymkonzentrationsidnderungen. Dabei
ist Set 1 in 47%, Set 2 in 41% der Rechnungen die bessere Wahl, oder anders gesagt:
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Abbildung 5.5: R? in Abhdingigkeit der Wahl des Parameters o (hier gezeigt fiir die
Fst-MinModen-Sets M und RMM der Experimente GR0O1 und GR04)

beide Sets sind gleichermaflen suboptimal fiir die Anwendung in allen Rechnungen.

Die Details der Vorhersage werden am Beispiel der Fst-MinModen des M-Sets im Ex-
periment GRO3 erortert. In Abbildung 5.6 sind die vorhersagten Flussidnderungen ge-
gen die experimentell bestimmten Flussdifferenzen aufgetragen. Fiir die Testrechnung
FEigeq ist die Ubereinstimmung sehr gut, was zeigt: unter idealen Bedingungen kann im
Losungsraum des M-Sets eine sehr gute Losung gefunden werden. In Abbildung 5.6 B
sind ausschliellich die Fliisse der Glykolyse und des Pentose-Phosphat-Weges darge-
stellt. Die ebenfalls auf rechter Skala aufgetragenen Enzymkonzentrationsdnderungen
lassen erkennen, dass die Abweichungen zwischen (E* —1) und Avey, umso grofier wer-
den, je grofler der Betrag der Flussdifferenz ist; bei kleinen Flussdifferenzen stimmen
die Werte anndhernd iiberein.

Weiterhin wird gerade bei groflen Flussdnderungen sehr deutlich, dass bei Verwendung
gemessener Enzymkonzentrationsianderungen (Set 0) tendenziell zu geringe Flussdiffe-
renzen vorhergesagt werden. Diese Tendenz nimmt ab, wenn weniger Enzymkonzen-
trationen in die Korrelation eingehen (z.B. in Set 2). Als Folge der zu gering vor-
hergesagten Flussdifferenzen in Set 0 (z.B. fiir die Glykolyse), wird der tiberwiegende
Teil der durch die Austauschfliisse vorgegebenen Erhéhung der Glucoseaufnahmerate,
dem Pentose-Phosphat-Weg zugeschrieben. Die experimentellen Flussdifferenzen im
Pentose-Phosphat-Weg sind relativ gering und stimmen annihernd mit den Anderun-
gen der gemessenen Enzymkonzentrationen iiberein, d.h. fiir diesen Stoffwechselweg ist
die Korrelationsannahme gerechtfertigt. Da in der Korrelation jedoch nur irreversible
Reaktionen beriicksichtigt werden und viele der Reaktionen im Pentose-Phosphat-Weg
reversibel sind, werden die entsprechenden Enzymkonzentrationséinderungen nicht mit
einbezogen. Mafgeblich sind daher die Konzentrationsdnderungen der glykolytischen
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GRO1 GRO2
min:a; | E5,.., || Set0 | Setl | Set2 min:a; | E5,.., || Set0 | Setl | Set2
M M
TR | 046 096 || 0.28 | 0.26 | 0.57 TR | o061 095 || 0.13 | 0.20 | 0.00
Fst | 0.77 098 || 037 | 0.24 | 0.64 Fst | 0.55 076 || 0.11 | 0.00 | 0.25
RM RM
TR | 0.0 099 || 037 | 0.03 | 0.67 TR | 005 097 || 0.06 | 0.24 | 0.03
Fst | 0.06 1.00 || 036 | 043 | 0.77 Fst | 0.04 099 || 0.04 | 0.01 | 0.09
MM MM
TR | 050 095 || 032 | 0.40 | 0.48 TR | 070 095 || 0.18 | 0.35 | 0.01
Fst | 0.84 097 || 0.77 | 0.52 | 0.71 Fst | 0.46 092 || 0.39 | 0.66 | 0.56
RMM RMM
TR | 0.08 099 || 041 | 0.00 | 0.71 TR | 014 099 || 0.16 | 0.51 | 0.00
Fst | 0.20 0.99 || 046 | 0.61 | 0.71 Fst | 0.16 099 || 0.23 | 0.63 | 0.29
GRO3 GRO4
min:a; | B, || Set0 | Setl | Set2 min:a; | B, || Set0 | Setl | Set2
M M
TR | 083 098 || 0.63 | 0.31 | 0.46 TR | 056 098 || 0.29 | 0.60 | 0.15
Fst | 0.99 099 || 0.75 | 0.54 | 0.87 Fst | 0.82 092 || 077 | 0.33 | 0.32
RM RM
TR | 004 099 || 073 | 0.03 | 037 TR | 002 099 || 0.10 | 0.04 | 0.01
Fst | 0.05 099 || 055 | 0.41 | 0.28 Fst | 0.02 1.00 || 029 | 0.15 | 0.00
MM MM
TR | 085 097 || 069 | 0.54 | 0.42 TR | 068 097 || 010 | 0.35 | 0.08
Fst | 091 098 || 078 | 0.81 | 0.83 Fst | 0.89 097 || 044 | 0.77 | 0.32
RMM RMM
TR | 018 099 || 0.67 | 0.05 | 0.05 TR | 008 012 || 0.09 | 0.02 | 0.00
Fst | 021 099 || 0.63 | 0.69 | 0.35 Fst | 0.08 099 || 013 | 039 | 0.02

Tabelle 5.3: Korrelationskoeffizient R? der Korrelation vorhergesagter Flussinderungen
(unter ¢ = 0.01) mit absoluten Differenzen der experimentell bestimmten Flisse (17
Werte, siehe Seite 90).
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5.4 Diskussion

Enzyme, bei denen die Korrelationsannahme aufgrund der hohen Fliisse nicht gerecht-
fertigt ist.

Beschranken wir uns bei der Korrelation ausschliellich auf stark exergone Reaktionen
(Set 2), werden in der Korrelation nur 2 Enzyme der Glykolyse (PFK:3 und FBA:5)
und ein Enzym des Pentose-Phosphat-Wegs (PGL:23) berticksichtigt. Die zusétzliche
Substrataufnahme bei erhohter Wachstumsrate wird nun gréfitenteils dem erhdhten
Fluss der Glykolyse statt dem Pentose-Phosphat-Weg zugeschrieben.

Die soeben beschriebenen Vorhersagen fiir das Experiment GRO03 sind trotz der Abwei-
chungen relativ gut - Voraussetzung fiir die sich anschliefende Frage: Welche Anderung
im Bedarf an Zielmetaboliten wird in den einzelnen Rechnungen vorhergesagt? Abbil-
dung 5.7 A zeigt die vorhergesagten Anderungen der Zielfliisse Av,, die den entspre-
chenden Metaboliten aus dem System abfiihren, im Vergleich zu den experimentellen
Flussdifferenzen. Die Erhohung der Wachstumsrate geht im Experiment mit einem
steigendem Bedarf aller Zielmetaboliten einher: die experimentellen Flussdifferenzen
bewegen sich daher ausschliefllich im positiven Bereich. Bei Vorhersage unter “idea-
len“ Bedingungen (E}, ) dhneln sich die Aussagen. Lediglich fiir den Abfluss von
Acetyl-CoA weicht die Vorhersage stiarker vom experimentellen Wert ab. Bei Korrela-
tion mit gemessenen Enzymkonzentrationsianderungen wird jedoch sowohl steigender,
als auch sinkender Bedarf einzelner Zielmetabolite vorhergesagt. Besonders Pyruvat
und Acetyl-CoA werden demnach zum Wachstum bendtigt, wihrend die Synthese von
Glucose-3-Phosphat und 2-Oxoglutarat zuriickgefahren werden kann. Offensichtlich
spiegelt sich die Bewertung der Vorhersage durch R? (siche Tabelle 5.3) nicht in der
Ahnlichkeit des Zielmetabolitbedarfs wieder: Obwohl die Vorhersage fiir Set 2 rela-
tiv gut ist, ist die Aussage eine deutlich andere, als die Aussage basierend auf den
experimentellen Messungen.

Die Menge der synthetisierten Zielmetabolite ergibt sich aus den Werten, mit denen
die einzelnen MinModen in die Linearkombination eingehen, den ;. Auftragung der o;
gegen die experimentell bestimmten Flussdifferenzen ergibt ein leicht verdndertes Bild
(Abbildung 5.7 B). Die MinModen im M-Set, die jeweils einen Zielmetaboliten synthe-
tisieren, diirfen auch Nebenprodukte abgeben (z.B. Ethanol oder Acetat). Zuséitzlich
gibt es MinModen, die jeweils mindestens ein Nebenprodukt abgeben. Diese MinModen
flielen auch in die Linearkombination ein, mit vorwiegend negativen Gewichten, wie in
der Abbildung zu sehen ist. Die Flussdifferenz der Nebenproduktabfliisse ist vorgege-
ben (gleiche Av; in allen Rechnungen eines Experiments, siehe Abbildung 5.7 A). Die
negativen «; der Nebenprodukte stehen daher nicht fiir deren verminderten Export,
vielmehr kompensieren sie die in den anderen MinModen tiberschiissig synthetisierten
Nebenprodukte, um die vorgegebene Differenz der Austauschraten zu erfiillen. Weder
Awv,, noch die a; lassen somit einen verlésslichen Riickschluss auf gednderte Ziele des
Stoffwechsels zu.

5.4 Diskussion

Obwohl die Expression eines Gens bekanntlich eine entsprechende Enzymaktivitét
nicht gewéhrleistet[171], spiegelt sie doch zu groBen Teilen die Enzymaktivitit wie-
der[154, 191] und Expressionsdaten werden zur Vorhersage von Flussverteilungen ver-
wendet[193]. Die Verwendung von Enzymkonzentrationen, die deutlich aufwindiger
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Abbildung 5.6: Gegeniiberstellung der experimentellen und vorhergesagten Flussdiffe-
renzen fir die Fst-MinModen des M-Sets im Experiment GR03. A) Vorhersagen aller
drei Varianten; B) Auszug der Glykolyse und des Pentose-Phosphat-Weges fiir Set0,
Set2 und die Testrechnung E;qeq1. Die gefiillten Dreiecke weisen die in der Korrelation
verwendeten Enzymkonzentrationsinderungen aus.
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Abbildung 5.7: A) Syntheseraten der Zielmetabolite und Nebenprodukte (siehe Tab. 22),
sowie B) in der Linearkombination verwendete o fir Fst-MinModen des M-Sets im
Experiment GRO3
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5 Vorhersage von Flussanderungen

zu messen sind, sollte zu genaueren Vorhersagen fithren. Die in diesem Kapitel vor-
gestellte Methode versucht aufgrund der Anderung von Enzymkonzentrationen (und
Austauschraten), aber ohne detaillierte, kinetische Charakterisierung der beteiligten
Enzyme, Flussinderungen vorherzusagen. Die Flussidnderungen werden dabei als Fr-
gebnis gednderter Stoffwechselziele verstanden, die mit einem verdnderten Bedarf ein-
zelner Metabolite einhergehen. Der Losungsraum wird durch Flussverteilungen aufge-
spannt, die jeweils die optimale Synthese eines Stoffes beschreiben (bei repriasentativen
MinModen evt. mehrerer ahnlicher Stoffe). Durch Kombination lassen sich komplexe
Stoffwechselziele bzw. deren Anderungen darstellen. Gesucht wird nach einer Kombi-
nation, in der die resultierenden Flussinderungen moglichst gut mit den beobachteten
Enzymkonzentrationsdnderungen korrelieren.

Der Anstieg (oder Abfall) der Enzymkonzentration kann unterschiedlich motiviert sein:
Eine gesteigerte Umsatzrate zur Befriedigung eines erhdhten Bedarfs eines Zielmeta-
boliten kann durch eine gréflere Menge an entsprechendem Enzym bewirkt werden.
Dabei kann es jedoch sein, dass die Menge anderer, um das gleiche Substrat konkur-
rierender Enzyme, ebenfalls angehoben werden muss, nicht um deren Umsatzrate zu
erhohen, sondern um diese konstant zu lassen und damit andere Zielmetabolitsynthe-
sen nicht zu beeintrichtigen (siehe Einleitung). Dementsprechend schwierig ist es, von
Enzymkonzentrationsinderungen auf Flussdnderungen zu schlielen und erfolgreiche
Ansétze zur Vorhersage von Fliissen oder Flussdnderungen aufgrund von Enzymkon-
zentrationen oder deren Anderungen (ohne weitere kinetische Details) wurden meines
Wissens nach bisher nicht veroffentlicht.

Die Annahme einer linearen Korrelation von Enzymkonzentrationsdnderungen und
Flussédnderungen ist recht gewagt und nur im Kontext der Methodik zu rechtfertigen:
Neben den Enzymkonzentrationen flieen gemessene Austauschraten in die Berech-
nung ein. Diese Substratzu- und Nebenproduktabfliisse geben einen starren, dufleren
Rahmen vor, innerhalb dessen das den MinModen zugrunde liegende Optimierungs-
kriterium und andere Nebenbedingungen (FlieBgleichgewicht, Thermodynamik) die
weiteren Flieimoglichkeiten bestimmen. Die méglichen Flusslosungen werden anhand
des Pearsonschen Korrelationskoeffizienten bewertet. Im Gegensatz zum (héufig ver-
wendeten) quadratischen Abstand (RMSD), stiitzt sich der Pearsonsche Korrelations-
koeflizient auf den Zusammenhang, der durch einzelne gut korrelierende Komponenten
vermittelt wird. Um den Koeffizienten zu maximieren reicht es aus, wenn einige we-
nige Flussénderungen mit den gemessenen relativen Enzymkonzentrationsanderungen
in Ubereinstimmung gebracht werden kénnen. Idealerweise betrifft diese Ubereinstim-
mung genau die Enzyme, deren Aktivitdt tatsdchlich iiber die Enzymkonzentration
reguliert wird.

Unsere Ergebnisse geben dies leider nicht so wieder; die Annahme ist tatséachlich ein
kritischer Punkt. Wahrend die Testrechnung E7;_,; gute Vorhersagen lieferte, eine gute
Losung im MinModen-Raum demzufolge enthalten ist, sinkt die Ubereinstimmung
sobald gemessene Enzymkonzentrationsdnderungen verwendet werden. Von Nachteil
ist dabei sicherlich auch, dass fiir die gbp-Deyhdrogenase (Reaktion 22), die den Fluss
in den Pentose-Phosphat-Weg lenkt, keine Enzymkonzentrationséinderungen verfiigbar
waren.

Ein {iberraschendes Ergebnis ist die gute Vorhersage ohne jede Beriicksichtigung von
experimentellen Daten, d.h. ohne Korrelationsmaximierung (min : «;). Bei dieser
Testrechnung werden méglichst viele MinModen mit moglichst kleinem Gewicht li-
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5.4 Diskussion

near kombiniert. Die Zusammensetzung des MinModen-Sets und das den MinModen
zugrunde liegende Optimierungskriterium einschliefflich verwendeter Nebenbedingun-
gen (FlieBgleichgewicht, Thermodynamik) spielen bei der Vorhersage daher eine grofie
Rolle. Dabei hat die Beriicksichtigung von Reaktions-MinModen gréfieren Einfluss, als
die korrekte Wahl der Zielmetabolite. Im Unterschied zu Metabolit-MinModen miissen
Reaktions-MinModen keine Stoffe synthetisieren, wohl aber das Flie8gleichgewicht be-
riicksichtigen. Die Reaktions-MinModen realisieren daher im einfachsten Fall Zyklen,
in denen Stoffe verbraucht und auf dem kiirzesten Weg wieder regeneriert werden. Diese
Zyklen sind thermodynamisch zuléssig (andernfalls werden sie durch das TR-Kriterium
ausgeschlossen), verbrauchen Energie und dienen hiufig als Uberlaufventil zum Schutz
vor erhohten (da toxischen) Konzentrationswerten bestimmter Intermediate. Sind die
Zielfliisse eines Stoffwechselsystems nicht bekannt, so kann unseren Ergebnissen zufol-
ge, durch Minimierung der «; einer Linearkombination aus allen moglichen MinModen
(MM-Set) und in Kombination mit gemessenen Austauschfliissen, zumindest fiir den
Zentralstoffwechsel, ein erster Trend vorhergesagt werden.

Im Hinblick auf die Synthese von Zielmetaboliten stellen die Reaktions-MinModen
meist suboptimale Alternativlésungen dar. Das bedeutet, der Lésungsraum wird u.a.
durch MinModen mit leicht gedndertem Schwerpunkt erweitert. Dies wird reflektiert
durch eine unterschiedliche Haufigkeit, mit der einzelne Reaktionen in Reaktions- und
Metabolit-MinModen verwendet werden. Am 1. Verzweigungspunkt des Netzwerks, an
dem sich der Fluss zwischen Glykolyse und Pentose-Phosphat-Weg aufteilt (Flussver-
héltnis R;), wird beispielsweise im einfachsten MinModen-Set (M) in 95% der Min-
Moden Glucose vollstandig in der Glykolyse weiter verstoffwechselt (R1=1, siehe Ab-
bildung 5.8). Lediglich in 2 von 38 MinModen ist der Pentose-Phosphat-Weg aktiv
und die PGI (Reaktion 2) arbeitet in umgekehrter Richtung (R; ist daher negativ).
Wird das MinModen-Set durch Reaktions-MinModen erweitert, sinkt dieser Anteil und
es gibt MinModen, die ausschliefllich den Pentose-Phosphat-Weg verwenden (R;=0).
In den Wachstumsratenexperimenten von Ishii et al. variiert dieses Verhéltnis zwi-
schen 0,57 und 0,88 (siehe Abbildung 3.6). Je grofler die Anzahl der MinModen mit
R1<0,57, desto geringer die Wahrscheinlichkeit, dass bei gleichméfliger Beriicksichti-
gung der MinModen in der Linearkombination ein Verhéltnis zwischen 0,57 und 0,88
vorhergesagt wird. Dieses Beispiel zeigt, dass durch Erweiterung der MinModen-Sets
um Reaktions-MinModen einerseits die experimentell gemessene Losung besser abge-
bildet werden kann, andererseits der umfassendere Losungsraum viele nicht relevante
(und suboptimale) Losungen enthélt und es bedarf qualitativ hochwertiger Messwerte
(z.B. Enzymaktivitidten), um mittels Korrelation eine geeignete Losung daraus auszu-
wahlen.

Die Vorhersage gednderter metabolischer Ziele durch Auswertung der «; erwies sich
selbst bei sehr guter Datengrundlage als zu empfindlich und nicht sehr verlasslich.
Der Vorteil der MinModen, ihnen einen Beitrag zur Erfiillung des Stoffwechselziels
eindeutig zuordnen zu koénnen, verliert fiir diese Methode damit an Bedeutung und
der Losungsraum konnte ebenso (oder besser) durch alternative Moden-Konzepte, wie
Elementarmoden[184] oder Extreme Pathways[177, 147] aufgespannt werden. Dabei
bleibt zu bedenken, dass dhnlich der Erweiterung mit Reaktions-MinModen, ein um-
fassender und vollstandiger Losungsraum nicht nur Vorteile bietet. Wie der vorherige
Abschnitt gezeigt hat, kann je nach Datengrundlage die Verwendung eines Auswahl-
kriteriums zur Einschrankung des Losungsraums durchaus sinnvoll sein.
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Abbildung 5.8: Haufigkeit des Glykolyse-Anteils in den einzelnen MinModen-Sets (R1)

Ausblick

Zusammenfassend ldsst sich sagen: Sofern mit der Methodik nicht nur der Trend son-
dern auch der Wert von Flussdnderungen vorhergesagt soll, ist sie nur in Verbindung
mit zusétzlichen (kinetischen) Informationen hilfreich. Wie aus den héufig besseren
Vorhersagen fiir Set 1 und Set 2 hervorgeht, ist es zudem sinnvoll die Korrelation auf
Enzyme zu beschranken, deren Aktivitat sehr wahrscheinlich iiber die verfiighare En-
zymkonzentration reguliert wird. (Die Tatsache, dass keine der beiden Vorauswahlen
die Vorhersage in allen Rechnungen zu steigern vermochte, weist darauf hin, dass ihre
Definition noch verbessert werden kann). Die notwendigen (kinetischen) Informationen
kénnen durch zusétzliche Messungen erhoben werden oder, sofern die in der Literatur
verfiigbaren Daten libertragbar sind, dieser entnommen werden bzw. in Datenbanken
wie der SABIO-RK][166, 197] recherchiert werden.

Fiir die Beriicksichtigung kinetischer Daten konnte die Korrelation der relativen Ande-
rung der Enzymkonzentration mit der relativen Anderung maximaler Enzymaktivitét
als Ansatz dienen:

Ey v
E* = B = o (5.14)
Fir die Differenz der v™**-Werte folgt daraus:
Ap™T = gt — Y = " (EF — 1) (5.15)

Die Anderung der maximalen Enzymaktivitit hingt damit von der maximalen Enzy-
maktivitit im Referenzzustand und der relativen Anderung der Enzymkonzentration
ab. (Fur v"* = 1 entspricht Gleichung 5.15 wohlgemerkt der dieser Arbeit zugrunde
liegenden Annahme in Gleichung 5.11).

Abbildung 5.9 stellt die experimentell bestimmten Flussdifferenzen der Studie von Ishii
et al. den gemessenen Enzymkonzentrationsinderungen gegeniiber. Die Grafik zeigt,
dass fiir sehr kleine Flussdifferenzen die vereinfachende Annahme: v"%* = 1 gerecht-
fertigt ist; bei grofleren Flussdnderungen ist v"%* jedoch wesentlich grofer als eins. Die
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5.4 Diskussion

Abbildung zeigt auch, dass die Experimente mit geringeren Wachstumsraten (GRO1
und GR02) hiufig negative Korrelation aufweisen: der Fluss steigt an und die En-
zymkonzentrationen nehmen ab (GR02) oder umgekehrt (GR01), was die tendenziell
schlechteren Vorhersagen fiir GRO1 und GRO02 im Vergleich zu den anderen beiden
Experimenten erklart.

Lineare Zusammenhinge zwischen Enzymkonzentrationsdnderung und Flussdnderung
bezogen auf die 4 Wachstumsratenexperimente gibt es (insbesondere bei den Reak-
tionen 85 und 8, 42, sieche Abbildung 5.9 A, Ausschnitt). Einige davon sind in den
Abbildungen 5.9 B-D gezeigt. Auch negative Korrelationen gibt es, wie das Beispiel
der Citrat-Synthese (Abbildung 5.9 D) zeigt. Aus diesen Daten liefe sich fiir die einzel-
nen Enzyme ein v"**-Wert ableiten. Fiir die Umwandlung von g3p in 1,3dpg betrégt
der Anstieg beispielsweise 10,6. Wird dieser Wert mit (E* — 1) multipliziert, so wird
in der Korrelation ein Wert von 7,11 statt 0,67 angestrebt, dem experimentellen Fluss-
wert von 5,63 deutlich ndher kommend. Dies wiirde jedoch Fluss- und Enzymkonzen-
trationsmessungen fiir mindestens 4 (besser 5) ausreichend stabile Referenzzustande
erfordern.

Die Anwendbarkeit der Methode erfordert daher entweder einen grofieren, experimen-
tellen Aufwand oder reduziert sich auf bereits gut charakterisierte Stoffwechselnetz-
werke bzw. Teile fiir die sich experimentelle Fliisse bestimmen lassen. Interessante Al-
ternativen bieten hier Methoden zur Abschétzung enzym-kinetischer Parameter, wie
die von Steuer et al.[196] oder Grimbs et al.[72] entwickelten.

Sollte sich die hier entwickelte Methode in Kombination mit Methoden zur Vorher-
sage der Enzymregulation als erfolgreich erweisen, Wege und Bedingungen gefunden
werden, unter denen die Korrelation von Enzymkonzentrationsénderung und Fluss-
dnderung zuverlassig als gegeben angenommen werden kann, dann ware es durchaus
moglich, Flussinderungen aufgrund gednderter mRNS-Expressionsraten vorherzusa-
gen. An der Abschétzung des Anteils translatierter mRNS an der Gesamtmenge an
mRNS wird geforscht, einen entsprechenden Ansatz bietet z.B. das Modell von Brock-
mann et al.[23].
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Abbildung 5.9: A) Gegentiberstellung experimenteller Flussdifferenzen und Enzymkon-
zentrationsinderungen. B), C) und D) zeigen den Zusammenhang fir einzelne Enzyme
in denen ein stationdrer Fluss existiert.
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6 Zusammenfassende Diskussion und
Ausblick

In dieser Arbeit wurden mit Hilfe der Flussbilanzanalyse Stoffwechselmodule vorher-
gesagt, die mit minimalem Flussaufwand die Synthese jeweils eines Metaboliten be-
schreiben. Diese sogenannten MinModen sind ein theoretisches Konstrukt, dass expe-
rimentell nur schwer iiberpriift werden kann!. Ihre lineare Kombination (MinModen-
Kombination) zur Reprisentation komplexer Stoffwechselfunktionen lisst sich dagegen
mit anderen (global optimierten) Flussvorhersagen vergleichen und mit experimentell
bestimmten Fliissen validieren.

Vorteile des MinModen-Konzepts: Schnelle Berechnung und Flexibilitat

Die fiir die Flussbilanzanalyse charakteristische Flexibilitdt und Freiheit in der Wahl
des Optimierungskriteriums und in der Beriicksichtigung biochemischen Wissens als
Nebenbedingung, gilt ebenfalls fiir die MinModen. Allerdings mit Einschriankungen,
denn globale Messgroflen, die sich auf die Gesamtstoffwechselleistung beziehen, wie ge-
messene Austauschfliisse, kénnen bei gleichzeitiger Vorhersage der Wichtungsfaktoren
«; fiir die Einzelzieloptimierungen nicht berticksichtigt werden. Stehen die Wichtungs-
faktoren bereits fest, wie im Kapitel 2 und 3, ist dies durch gleichzeitige Berechnung
aller MinModen theoretisch moéglich. Enzymspezifische, metabolitspezifische oder reak-
tionsspezifische Informationen kénnen in beiden Féllen jedoch relativ einfach integriert
werden, wie die Beriicksichtigung der Thermodynamik gezeigt hat.

Die kurze Berechnungszeit legt die Anwendung des Konzeptes fiir die Uberpriifung
der Konsistenz grofler Netzwerke, speziell der Bestimmung blockierter Reaktionen und
synthetisierbarer Metabolite nahe. Zusétzlich haben wir durch Entfernen blockierter
Reaktionen das Netzwerk auf seinen aktiven und konsistenten Anteil reduziert. Dabei
ist die Bedeutung, die dieser Schritt fiir die Netzwerkanalyse hat (Entfernen inkon-
sistenter Teile und fokussieren auf eine Fragestellung) vermutlich relevanter, als die
dafiir verwendete Methode selbst (da gibt es mehrere). Die hier verwendete Metho-
de zur Identifizierung blockierter Reaktionen (iiber ReaMinModen) erlaubt es, schnell
und einfach herauszufinden, ob eine Reaktion in Abhéngigkeit der definierten Umge-
bungsbedingungen und Zielfunktionen (d.h. Zu- und Abfliisssen) blockiert oder aber
fir die Erfiilllung der vorgegebenen Stoffwechselziele notwendig (essentiell) ist.

Vorhersagequalitat der MinModen-Kombination

Die Vorhersagen der MinModen-Kombination und globaler Optimierung sind sich, so-
wohl im Modell von Methylobacterium extorquens (Kapitel 2) als auch in dem von

'Evt. durch Uberproduktion des entsprechenden Zielmetaboliten.
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6 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

FEscherichia coli (Kapitel 3), sehr dhnlich. Wesentlicher Unterschied ist: die MinModen-
Kombination sagt suboptimale Losungen vorher, denn die individuelle Optimierung
einzelner Ziele verwendet Wege, die unter global optimierten Gesichtspunkten eher
von Nachteil sind (Netzwerkeffekt). Die Umwandlung von Phosphoenolpyruvat (pep)
zu Pyruvat durch die Pyruvatkinase wird beispielsweise in den MinModen &fter ver-
wendet, als in global optimierten Flusslosungen (R2, 3.Kapitel), weil durch den Zyklus
bestehend aus pep-Carboxylase (Reaktion 52) und pep-Carboxykinase (Reaktion 18)
das in den MinModen nicht abgeforderte atp "verschwendet” werden kann. Dies mag
physiologisch unwahrscheinlich erscheinen, ist es aber nicht: dieser Futile Cycle ist als
aktiver Weg zur atp-Verschwendung nachgewiesen[28].

Mit den uns verfiigharen Validierungsmoglichkeiten stellten wir Folgendes fest: un-
sere suboptimalen Flussvorhersagen waren keineswegs schlechter, in Teilen zeigte die
MinModen-Kombination geringfiigig bessere Ergebnisse. Nun ist der Anteil validierba-
rer Flussvorhersagen relativ gering und die experimentell bestimmten Fliisse abhéngig
vom jeweils verwendeten Netzwerkmodell der MFA-Analyse (siehe S.10). Alternativ
konnen Austauschfliisse als unabhéngige (bei Einzellern leicht zugéngliche) Gréfie zum
Vergleich verwendet werden: Die Glucoseaufnahmerate bei gleicher Biomasseproduk-
tion ist in den suboptimalen Vorhersagen der MinModen-Kombination deutlich héher
und ndher an den experimentell beobachteten Raten als in den globalen Optimierun-
gen (Abb. 4.7): In ihrer Ineffizienz kommen die suboptimalen Losungen der "Realitét”
scheinbar néher, als die wesentlich effizienteren global optimierten Lésungen.

Maogliche Stoffwechselfunktionen und Vorhersage ihrer Anderung

Die Definition von Zielmetaboliten ist wesentlicher Bestandteil eines FBA-Modells. Ih-
re unzureichende Erfassung kann Ursache fiir abweichende Flussvorhersagen sein. So
konnte die hohere, experimentelle Glucoseaufnahmerate auch auf das mit der Wachs-
tumsrate zunehmend gebildete Glycogen zuriickgefithrt werden. In der Ishii-Studie
werden fiir jedes Experiment die Beitrdge zur Biomassesynthese mit der entsprechen-
den Wachstumsrate skaliert, d.h. es wird angenommen, dass sie in ihren Proportio-
nen konstant bleiben. Da die experimentelle Bestimmung von Biomasseanteilen sehr
aufwéndig ist, ist dies eine héufig getroffene Annahme. Die Kenntnis von Stoffwech-
selfunktionen und die auf die aktuelle Situation angepasste Formulierung des Bedarfs
entsprechender Vorldufermetabolite stellt, besonders im Hinblick auf die Modellierung
des Stoffwechsels eukaryotischer Zellen, eine grofle Herausforderung dar.

Unsere Hoffnung, durch eine optimierungsbasierte Kombination der MinModen, An-
derungen in diesen Stoffwechselfunktionen vorherzusagen, wurde leider nicht erfiillt
bzw. die Zuverlassigkeit der Vorhersage ist - noch - unzureichend: Selbst bei perfekter
Vorgabe von Flussinderungen (F;geq) geben die Beitridge der einzelnen Module ein
anderes Bild der Stoffwechseldynamik wieder, als der tatséchlich zugrunde liegende
geénderte Bedarf einzelner Metabolite (Kapitel 5).

Mit Hilfe der MinModen konnen jedoch alle vom Netzwerk abgebildeten Stoffwech-
selfunktionen, im Sinne produzierbarer Metabolite, relativ schnell festgestellt werden
(Kapitel 4). Aus diesen konnen einerseits relevante Funktionen ausgewihlt werden.
Andererseits kann bei Unkenntnis wichtiger Stoffwechselfunktionen unter der Annah-
me, die Synthese aller Metabolite sei gleich wichtig fiir die Stoffwechselfunktion, durch
gleichmiflige Uberlagerung aller méglichen Metabolit-MinModen eine gute Niherungs-
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l6sung vorhergesagt werden. Diese kann als Referenzlosung fiir alternative Gewichtun-
gen von Stoffwechselfunktionen oder als Ausgangspunkt fiir die Bestimmung blockier-
ter, essentieller oder haufig verwendeter Reaktionen dienen.

Beriicksichtigung der Thermodynamik

Fiir die Berticksichtigung der Thermodynamik lief sich folgendes feststellen: Die Ver-
wendung der Gleichgewichtskonstanten zur Wichtung der Riickreaktion innerhalb der
Flussminimierung[83] ist nicht zu empfehlen, da Umsetzungen, die entgegen dem che-
mischen Gleichgewicht ablaufen miissten, in der Vorhersage gemieden werden — Kom-
partmentierung und gezielte Stoffwechselregulation jedoch u.U. die fiir solche Umset-
zungen notwendigen Bedingungen schaffen. Die empirische oder AgG°-Wert basierte
Festsetzung von Reaktionsrichtungen[52] ist zuverldssiger. Es ist jedoch anzunehmen,
dass mit der Ausweitung der Modelle auf weniger gut charakterisierte Bereiche des
Stoffwechsels, diese Vorgehensweise an ihre Grenzen stoflen wird. Kapitel 3 zeigt, dass
das von Hoppe et al.[87] vorgeschlagene Konzept der Thermodynamischen Realisier-
barkeit (TR) durchaus eine wertvolle Alternative bietet - zumal verbesserte Methoden
zur Abschétzung von AgrG°-Werten[167, 96] und Initiativen, die beabsichtigen diese im
groBen Mafstab experimentell zu bestimmen!, zuverlissigere Ag G°-Werte in Aussicht
stellen. Die fortschreitende Empfindlichkeit in der Messung von Metabolitprofilen und
deren Aufarbeitung in Datenbanken, sollte den Aufwand der notwendigen Abschétzung
realistischer Konzentrationsbereiche zunehmend vereinfachen.

Vorhersage von Flussanderungen

Da fiir Expressionsdaten, aber auch fir Enzym- und Metabolitkonzentrationen relati-
ve Werte i.d.R. einfacher und zuverldssiger zu bestimmen sind, als absolute Groéfien,
haben wir den Versuch gewagt, ohne detaillierte Enzymkinetiken, ausschliefSlich auf
Basis gemessener Enzymkonzentrationsdnderungen (und Austauschraten) auf Fluss-
anderungen zu schlieffen. Flussdnderungen wurden in anderen FBA-Ansétzen bereits
berticksichtigt, z.B. um die Abweichungen von einem in den anderen Zustand zu mini-
mieren (MOMA[190], ROOM[192]). FBA-Ansétze, die Flussénderungen vorhersagen,
sind mir jedoch nicht bekannt.

Eine zuverléssige Vorhersage allein auf Basis von Enzymkonzentrationsidnderungen ist
uns leider nicht gelungen. Die Arbeit zeigt, dass die Verwendung des Pearsonschen
Korrelationskoeffizienten allein nicht ausreicht, um aus einer Menge gemessener En-
zymkonzentrationsdnderungen diejenigen Enzyme heraus zu filtern, deren Menge linear
mit ihrer Umsatzrate korreliert (informative Enzyme). Fiir die Vorhersagen von Fluss-
dnderungen bedarf es zusétzlicher Informationen, idealerweise kinetische. Ein hybrider
Ansatz ist denkbar, in welchem die Vorauswahl informativer Enzyme, als auch die zu
korrelierenden Terme auf verfiigharen Enzymkinetiken und gemessenen Enzymkonzen-
trationsédnderungen beruhen.

!Die Entwicklung und Anwendung von Hochdurchsatzverfahren zur quantitativen Messung von ki-
netischen Konstanten und Bindungsraten im genomweiten Mafistab ist wesentlicher Fokus des
Manchester Centre for Integrative Systems Biology (MCISB): http://www.mcisb.org/
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6 Zusammenfassende Diskussion und Ausblick

FBA-basierte Vorhersage (sub-)optimaler Stoffwechselmodule

Suboptimalitéit ist, wie wir gesehen haben, nicht unbedingt von Nachteil. Geht man da-
von aus, dass der Stoffwechsel z.T. Ergebnis zuféilliger Genverluste ist, dann sind biolo-
gische Systeme nicht zwingend optimal[157]. So zeigen Studien mit Bacillus subtilis[60],
in denen systematisch einzelne Gene blockiert wurden, dass es zumindest bei Bakterien
Mutanten gibt, die schneller wachsen als der Wildtyp. Doch selbst, wenn die Genverlus-
te genau gesteuert wéren, ein optimaler Organismus also moéglich ware, ist er vielleicht
aus gutem Grund nicht angestrebt worden. Lewontin weist darauf hin([92], Seite21),
dass ein durchschnittlicher Phédnotyp, der dem optimalen Phénotyp sehr dhnlich ist,
aber eine hohe Varianz mit der Umgebung aufweist, nachteilig sein kann und ein sta-
biler aber sub-optimaler Phéanotyp bevorzugt wird. Nach Huerta-Sanchez[88] erlaubt
eine erhohte Nachkommenschaft das Eingehen evolutiondrer “Risiken®, erméglicht da-
her auch nicht optimale Phénotypen. Es geht also um einen Kompromiss zwischen
Effizienz und Flexibilitét.

Die modulare Organisation, ein wesentliches Merkmal robuster Systeme, erlaubt ei-
nigen Teilen eines komplexen Systems sich zu dndern, ohne mit anderen Teilen zu
interferieren. Wie die erhohte Glucoseaufnahmerate der Vorhersage der MinModen-
Kombination zeigt, bringt Modularitit eine gewisse Ineffizienz mit sich und ist eher
langfristig gesehen optimal. Durch das Verschmelzen von Modulen kann die Effizienz
gesteigert und Ressourcen eingespart werden, bis hin zur globalen Optimierung. Als
Kompromiss zwischen Effizienz und Flexibilitéit ist eine Mischform zwischen globa-
ler und Einzelzieloptimierung daher wahrscheinlich und die gemeinsame Optimierung
von Metabolitsynthesen, die funktionell eng in Zusammenhang stehen, eine sinnvolle,
weiterfiihrende Untersuchung.

Optimierungskriterien: Auswahl und Kombination

Es ist bekannt, dass Bakterien unterschiedliche Wachstumsstrategien verfolgen[150]
und die Ausrichtung des Stoffwechsels sich in Abhéngigkeit der Substratverfiigbarkeit
dndert. So versuchen Bakterien unter substrat-limitierten Bedingungen mit den we-
nigen Ressourcen ein maximales Wachstum zu erreichen[182]. Ist das Substrat nicht
der begrenzende Faktor, steht die ATP-Produktion im Vordergrund und es wird mog-
lichst viel ATP unter Verwendung von moglichst wenigen Enzymen synthetisiert[137].
Bei Substratiiberschuss hingegen wird ein ineffizienter “over-flow” Stoffwechsel gefah-
ren, der viel Energie freisetzt und die katabolen Umsatzraten in die Hohe treibt[138]!
(d.h. es wird eine maximale Wachstumsrate angestrebt). Die Untersuchung verschiede-
ner Umgebungsbedingungen ist fiir die Bestimmung geeigneter Optimierungskriterien
daher essentiell.

Das Kriterium der Flussminimierung wird begriindet durch den Energie- und Res-
sourcenaufwand bei der Neusynthese von Enzymen und kommt der Minimierung en-
zymatischer Schritte sehr nahe. Es ist jedoch fragwiirdig, ob die Flussminimierung fiir
Modellorganismen, die nicht nur "im Uberfluss leben“, sondern sich an diesen auch
angepasst haben, tatsichlich geeignet ist. So beobachten Fuhrer et al[64] einen ho-
hen glykolytischen Fluss in den Modellorganismen E.coli und B.subtilis, wahrend bei

!Entsprechend den Theorien der “Non-equilibrium Thermodynamics“, nach denen eine direkte Kor-
relation von ArG-Werten mit Flussraten besteht
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6 Nicht-Modellorganismen Glucose fast ausschliellich {iber den iiber den effizienteren
und kiirzeren Entner-Doudoroff-Stoffwechselweg (ED-Weg) verstoffwechselt wird. Die
Autoren fithren dies auf die Anpassung der Modellorganismen F.coli und B.subtilis
an Industrie- und Laborbedingungen zuriick. Die Anpassung an die Ressourcenverfiig-
barkeit bei der Wahl eines geeigneten Optimierungskriteriums zu beriicksichtigen, ist
daher wichtig und die Entwicklung von FBA-Methoden, die multiple Optimierungs-
kriterien verwenden, sinnvoll und unterstiitzenswert.

Das Phinomen unterschiedlicher Substratverfiigbarkeit ist jedoch nicht nur aulerhalb
der Zelle anzutreffen. Innerhalb der Zelle kénnten sehr langsame, oder aber sehr schnel-
le Umsetzungen ebenfalls zu einem Riickstau oder Mangel von Intermediaten fithren.
Es ist daher denkbar, dass die Synthese von Stoffen gleichzeitig verschiedene Krite-
rien berticksichtigt, d.h. dass es in der Organisation des Stoffwechsels Module gibt,
die nach unterschiedlichen Kriterien optimiert sind. Die Unterteilung der Organisati-
on des Stoffwechsels in hoch-konservierte Kernmodule und sehr variable Randmodule
(siehe Abbildung 1.2), legt fir Kernumwandlungen eine Optimierung auf Effizienz
nahe, wiahrend fiir Randmodule kurze Synthesewege oder eine hohe Flussgeschwindig-
keit bevorzugt werden. Beispielsweise konnte die Synthese von Pep aus Glucose dem
Uberschussprinzip unterliegen, wihrend die Synthese von Oxaloacetat aus Pep nach
substrat-limitierten Gesichtspunkten (Effizienz) stattfindet.

Fazit

Die Entwicklung angemessener Optimierungskriterien, die die Ausrichtung des Stoff-
wechsels umfassend und in all seiner Vielfaltigkeit und Flexibilitdt beschreiben, bedarf
noch einer intensiven Auseinandersetzung, erklarte Watson 1986 in der ersten Anwen-
dung der Optimierungsrechnung auf biologische Systeme[213]. Diese Auseinanderset-
zung ist noch nicht abgeschlossen - im Gegenteil! Die derzeitige Erforschung multipler
Optimierungskriterien[133, 134] deutet vielmehr auf eine tiefgehende und umfassende
Auseinandersetzung mit Optimierungskriterien hin. Das hier entwickelte Konzept der
MinModen unterstiitzt diese Auseinandersetzung durch die Herausarbeitung wesentli-
cher Punkte. Die Neuartigkeit des MinModen-Ansatzes besteht in der Beriicksichtigung
verschiedenartiger Aspekte:

e Suboptimalitiat bzw. Modularitit: Einzelzieloptimierung (statt globaler Op-
timierung)

e Datenverfiigbarkeit: Verzicht auf Enzymkinetiken (statt Verwendung detail-
lierter Enzymkinetiken)

e Optimierungskriterium: Flussminimierung (statt Zielmaximierung)
e Datenzuverlissigkeit: Vorhersage relativer (statt absoluter) Fliisse

Wie die Ergebnisse zeigen, ist die hier entwickelte Methode in all diesen Aspekten
noch unausgereift und stellt weitestgehend eine Alternative zu bisherigen Konzepten
dar, allerdings eine sehr ausbaufihige. Der Wert dieser Arbeit besteht daher in dem
Aufzeigen alternativer Moglichkeiten optimierungsbasierter Flussvorhersage und der
Entwicklung eines soliden Fundaments. Die Herausforderung besteht darin, (anhand
von Hybridmodellen) beziiglich all dieser Aspekte einen sinnvollen Kompromiss zu
finden.

107






Zusatzinformationen

1 Theoretische Grundlagen

1.1 Das Losen von Optimierungsproblemen

Der durch die Ungleichungen beschrinkte Losungsraum lasst sich bei zweidimensio-
nalen Problemen relativ einfach als Fldche darstellen (nur 2 Variablen). Der Losungs-
raum multidimensionaler Probleme wird entsprechend durch ein mehrdimensionales
Polyeder beschrieben. Unabhingig vom gewéahlten Algorithmus kann es: i) genau eine
optimale Losung (Losung entspricht einer Ecke am Polyeder), ii) mehrere optimale
Losungen (Losungen finden sich entlang einer Kante des Polyeders) oder iii) keine
optimale Losung (der Losungsraum ist unbegrenzt) geben. Abbildung 1 stellt diese
Moéglichkeiten fiir zweidimensionale Probleme dar.

Abbildung 1: Mdgliche Anzahl optimaler Lésungen: A) genau eine, B) mehrere, C)
keine.

Enthalten sowohl die Nebenbedingungen, als auch die Zielfunktion ausschliefflich linea-
re Terme, spricht man von linearer Optimierung (englisch linear programming, LP).
Enthélt die Zielfunktion dagegen quadratische Terme (z.B. 22), spricht man von Qua-
dratischer Optimierung (QP). Die Variablen der linearen Optimierung nehmen reelle
Zahlen an. Sollen ihnen ausschliefllich ganzzahlige (integer) Werte zugewiesen werden,
spricht man von ganzzahliger Optimierung (IP). Beide Moglichkeiten finden sich in
der Gemischt-Ganzzahligen-Optimierung (MILP), welche wir im 3.Kapitel verwenden.

Den Durchbruch erlangte die Lineare Optimierung mit der Entwicklung des Simplex-
Algorithmus, eines der bis heute meist genutzten Verfahren zur Losung linearer Opti-
mierungsprobleme. Der Simplex-Algorithmus wurde 1947 von G.B. Dantzig entwickelt!
und etwas spater verdffentlicht[37]. Grundlegende Idee dieser Methodik ist es, auf den
Kanten des Polyeders in Richtung auf- oder absteigenden Zielwert sich der optimalen
Losung stetig zu ndhern. Als Beispiel sei die (geometrische) Losungsfindung des auf
Seite 22 genannten zweidimensionalen Problems mit Hilfe des Simplex-Algorithmus
gezeigt (siehe Abbildung 2).

lder damals militarische Ablaufe bei der U.S. Air Force optimierte

109

Arten der
Losung

Termini

Simplez-
Algorithmus



Innere Punkt
Methode

Fiir Eleinere
Probleme:
Sitmplex

Zusatzinformationen

5+ 5 5
s \ \ |
31 3T maximize 34 \
2 21 7 2
4
14 1+ minimize 14
0 T T T T i O } } Yé } O T T T T
0 1 2 3 4 s* 0 1 2 3 4 3 0 1 2 3 4 $

Abbildung 2: Geometrische Losung eines 2 dimensionalen Optimierungsproblems mit-
tels Simplez-Algorithmus. A) Abgrenzen des zuldssigen Bereichs (farblich markiert)
durch Ungleichungen, B) Verbindung zweier Losungen gleichen Zielwerts zur Isoni-
veaulinie, Parallelverschiebung fiihrt zu Losungen héheren oder niedrigeren Zielwerts,
C) Parallelverschiebung bis an den Rand des zuldssigen Losungsbereichs, um die Lo-
sung mit maximalem Zielwert zu finden (globales Mazimum,)

FEinen alternativen Losungsansatz bietet die 1984 durch Narendra Karmarkar entwi-
ckelte Innere Punkt Methode[102]. Anders als beim Simplex-Algorithmus ist hier die
dem Algorithmus zugrunde liegende Idee, sich im Inneren des zulédssigen Polyeders in
einer den Zielwert verbessernden Richtung zu bewegen - und nicht an dessen Rand
entlang. Der optimalen Losung wird sich somit asymptotisch angendhert.

Der Losungsweg, im Sinne notwendiger Rechenschritte, ist beim Simplex-Algorithmus
langer als beim Innere-Punkt-Verfahren; das Innere-Punkt-Verfahren nédhert sich des-
halb schneller dem Optimum, findet u.U. aber keine exakte Losung. Fiir kleinere Pro-
bleme ist die Simplex-Methode deshalb besser geeignet. Allerdings wird in einigen
Féllen keine Losung in akzeptabler Zeit gefunden (worst-case). An der Verbesserung
existierender und Entwicklung neuer Losungsstrategien wird weiterhin geforscht.

1.2 Geschichte der Flussbilanzanalyse

In einer der ersten FBA-Anwendungen 1986, verwendete Watson[213] als Optimie-
rungskriterium den minimalen Verlust freier Energie (thermodynamische Effizienz),
ausgedriickt durch:

T
minimize Zcivi > z (1)
i=1

Dabei entspricht der Koeffizient ¢; dem Aufwand an freier Energie, um einen Fluss
v; = 1 zu realisieren. Das Model sucht die gewichtete Summe der Fliisse zu minimieren.

Wiéhrend Watson der linearen Programmierung und der Verwendung diskreter, stati-
scher Modelle noch kritisch gegeniiberstand, sie fiir Lehrzwecke ausreichend befand, fiir
den Erkenntnisgewinn aber kinetische Modelle fiir nicht-ersetzbar hielt, begannen Fell
und Small mit Hilfe der Optimierungsrechnung die Synthese von Fetten im Fettgewebe
zu untersuchen[54]. In dieser Verdffentlichung wird die Verwendung der Kostenfakto-
ren ¢; klarer: um einzelne Fliisse zu minimieren bedarf es positiver Faktoren, um sie
zu maximieren, negativer. Fiir den iiberwiegenden Teil der Stofffliisse ist dieser Faktor
jedoch null. Gleichung 1 stellt daher eine allgemeine Form dar, auf die sich fast alle
uns heute bekannten Formen der Flussbilanzanalyse zuriickfiihren lassen. Im Falle der
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2 Hintergrundinformationen zum 3.Kapitel

Fettsynthese wurde die Menge an Glucose, die fiir die Synthese eines Triacylglycerols
notwendig ist, minimiert, also cqiucose = 1 gesetzt.

Es sei angemerkt, dass bereits in der Arbeit von Watson Zellleistungen iiber wohl defi-
nierte Metabolitverbrauchsfliisse b; (siche Gleichung 1.8) berticksichtigt werden, deren
Proportionen sich an der gemessenen Biomassezusammensetzung orientieren. Der Me-
tabolitverbrauch bzw. -bedarf bestimmt sich aus dem Produkt aus Wachstumsrate p
und Metabolitkonzentration [M;]:

b; = p[M;] (2)

2 Hintergrundinformationen zum 3.Kapitel

2.1 Erweiterung des E.coli-Modells von Schiitz et al.

Im Schiitz-Model besitzt jedes Genprodukt einen eigenen Reaktionsindex. Um eine Lis-
te von Reaktionen ausschliefilich unterschiedlicher Stéchiometrien zu erhalten, wurden
die Genbezeichnungen separat gefiihrt (siehe Tabelle 8) und einige Reaktionen zusam-
mengefasst. Der niedrigste der Schiitz-Indizes wurde jeweils beibehalten (z.B. Reak-
tionen 3 und 4 werden zu 3).

Bei allen Metaboliten wurde analog zum Modell von Feist et al[52] der Index der
BiGG-Datenbank[176] verwendet, um einen automatischen Vergleich der Netzwerke
vornehmen zu kénnen. Konkret wurden folgende Metabolite umbenannt:

gadp—g3p gle—gle-D d6pgl—6pgl x5p—xudp-D
rlbp—rubp-D  lac—lac-D acal—acald 2kd6pg—2ddgbp
mal—mal-L cac—acon-C  q—q8

Zur Vereinfachung wurde sich bei der Elektronentibertragung auf das Ubiquinon/
Ubiquinol-System beschrankt, d.h. q und gh2 wurde durch ¢8 und q8h2 ersetzt.

Im Schiitz-Modell wurden vereinfachend sémtliche Erhaltungsgrofien zu einem (eher
virtuellen) Metaboliten zusammengefasst. Um den Metaboliten spéter gemessene Kon-
zentrationsbereiche zuordnen zu koénnen, wurden im gesamten Modell die Metabo-
litpdrchen wieder detailliert aufgenommen, d.h. ATP wird zu atp/adp, NADH zu
nadh/nad, NADPH zu nadph/nadp, Hxt zu h(e)/h, sowie 2 ATP zu atp/amp. Le-
diglich an einer Stelle wurde einer dieser virtuellen Metabolite, ATP, unter der Be-
zeichnung “atpEnergy” beibehalten, um die Gewinnung metabolischer Energie spéater
gezielt als Stoffwechselziel fordern zu kénnen (Reaktion 97). Um den Metaboliten amp
ins Modell einzubinden, wurde aus dem Nukleotidbergungsstoffwechsel die Adenylat-
kinase, die reversibel die Bildung von 2 adp Molekiilen aus je einem Molekiil amp und
atp katalysiert, hinzugenommen (Reaktion 113, ADK1).

Um evt. stochiometrische Inkonsistenzen aufdecken und Elemente bilanzieren zu kon-
nen, wurden die Massenbilanzen der Reaktionen durch Hinzufiigen nichttranslozier-
ter Protonen, Wasser und Phosphat ausgeglichen. Um diese Metabolite, insbesondere
Phosphat, ins Modell einzubinden, wurden Reaktionen hinzugenommen: Zum einen
wurde ein Enzym zur Spaltung von Diphosphat in 2 Orthophosphate eingefiihrt (Re-
aktion 114), zum anderen wurde ein reversibler protonengradientgetriebener Phos-
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phattransporter ins Modell mit aufgenommen (Reaktion 115). Die nichttranslozierten
Protonen, sowie Sauerstoff, werden nicht bilanziert. Fir hp und h2o sind deshalb keine
zusétzlichen Reaktionen notwendig.

Anhand der gegebenen Stéchiometrie und Genannotation wurden den Reaktionen ent-
sprechende Indizes im Feist-Modell zugeordnet. In den meisten Féllen war dies auto-
matisch moglich, einige Falle bedurften jedoch besonderer Aufmerksamkeit aufgrund
konzeptioneller Unterschiede in beiden Modellen. Dies betrifft insbesondere Reaktio-
nen, bei denen das unspezifische Quinon (q) im Schiitz-Modell stellvertretend fiir alle
anderen alternativen Elektroneniibertragungskomplexe durch Ubiquinon (q8) ersetzt
wurde. Weiterhin wurde FADH als Elektronenakzeptor aus dem Model entfernt und an
entsprechender Stelle direkt durch das Ubiquinonsystem q8/q8h2 ersetzt. Die Anzahl
der gepumpten Elektronen innerhalb der Atmungskette wurde ebenfalls an das Feist-
Modell angepasst. Details zu den konzeptionellen Anderungen finden sich in Tabelle 4.

Im Modell von Schiitz wurde die Bildung von Lactat in der D-Form bereits bertick-
sichtigt. Da in den Metabolitprofilen hdufig auch das physiologisch bedeutungsvollere
L-Lactat gemessen wird, wurde dieser Metabolit ebenfalls ins Modell aufgenommen
(auch wenn Lactat zunachst nicht als Substrat zur Verfigung stehen soll). L-Lactat
erfahrt Anbindung an das Modell durch die entsprechende Lactat-Dehydrogenase, die
die Umwandlung von Pyruvat in sowohl L- als auch D-Lactat katalysiert (Reaktion
116). Allerdings arbeitet dieses Enzym laut Fachliteratur irreversibel, d.h. Lactat wird
nur verstoffwechselt und nicht gebildet. Fiir die Aufnahme von L-Lactat (und theore-
tisch auch fiir die Abgabe) wurde ein zusétzlicher Transporter eingefiihrt (Reaktion
117).

Fiir die Zuordnung experimenteller Daten ist es notwendig, den katalysierten Reak-
tionen ein entsprechendes Enzym zuzuweisen. Wahrend dafiir traditionell die EC-
Nummer verwendet wurde, erfolgt die Verkniipfung mit experimentellen Daten, sei
es nun Protein- oder Transkriptmessungen, meist iiber die Genbezeichnung. Sowohl
im Schiitz-Modell als auch im Feist-Modell werden Genbezeichnungen angegeben, al-
lerdings in unterschiedlichen Formaten: Feist verwendet den Blattner Genbank record
identifier (Format: b1234) und Schiitz einen klingenden Gennamen (Pathway Tools ge-
ne name), welcher auch in dieser Arbeit verwendet wird. Die Feist-Bezeichner wurden
mit Hilfe der auf EcoCyc! zur Verfiigung gestellten Tabelle[198] konvertiert. Zwischen
den beiden Modellen gab es einige Diskrepanzen, die in Tabelle 5 im Detail erldutert
werden. Die gesamte Zuordnung findet sich in Tabelle 8.

Die Stochiometrie des von Schiitz et al. zur Verfiigung gestellten Modelles (Reakti-
onsschema als sbml und xIs-Datei verfiighar) wurde geringfligig verandert und einige
Metabolite und Reaktionen entsprechend dem genomweiten Ecoli-Modell von Feist et
al.[52] umbenannt. Das resultierende Modell umfasst insgesamt 76 Reaktionen und
erlaubt den Austausch von Glucose, Pyruvat, Formate, D- und L-Lactat, Succinat,
Ethanol, Acetat, sowie Nitrit und Nitrat. Die Reaktionen sind in Tabelle 6 aufgefiihrt,
die enthaltenen Metabolite in Tabelle 7. Im Folgenden werden einige Besonderheiten
des Modells néher erlautert, die fiir das aerobe Wachstum auf Glucose (als einzige
Kohlenstoffquelle) von Bedeutung sind.

Die Glucose kann zunéchst iiber das Phosphotransferase-System (PTS, Reaktion 85)
unter Umwandlung von Phosphoenolpyruvat zu Pyruvat aufgenommen werden. Al-

!Encyclopedia of Escherichia coli K-12 Genes and Metabolism: http://ecocyc.org/
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ternativ steht ein ATP-abhéngiger und hochaffiner Glucosetransporter zur Verfiigung
(Reaktion 96), der allerdings nur bei sehr geringen Glucosekonzentrationen exprimiert
wird[57]. Die aufgenommene Glucose kann auf drei verschiedenen Wegen in Pyruvat
umgewandelt werden, die sich hinsichtlich ihrer Energieausbeute unterscheiden:

Glykolyse 2 atp + 2 nadh
Pentose-Phosphat-Weg (PP) 1 atp + 1 nadh + 2 nadph
Entner-Doudoroff-Weg (ED) 1 atp + 1 nadh + 1 nadph

Topologisch betrachtet stellt der ED-Weg, wie auch der PP-Weg eine Alternative zum
oberen Teil der Glykolyse dar. Er ist eine Besonderheit des bakteriellen Stoffwechsels;
fiir viele Bakterien ist er der Hauptweg zur Verstoffwechselung der Glucose[64]. Sei-
ne Bedeutung in E.coli fiir das Wachstum auf Glucose ist allerdings umstritten. Fakt
ist, dass der Weg fiir das Wachstum auf Gluconat, Glucuronat, oder Galacturonat -
jeweils Vorstufen der Metabolite 6-Phosphogluconat (6pgc) und 2-Dehydro-3-deoxy-
D-gluconate 6-phosphate (2ddg6p) - eine wichtige Rolle spielt[127].

Das entstandene Pyruvat kann direkt ins Medium abgegeben werden, in Lactat, Acetat
oder Ethanol umgewandelt werden oder auf einem der beiden verfiigharen Wege (64
oder 15) in Acetyl-CoA weiter verstoffwechselt werden um den Zitratzyklus zu speisen.
Die Umwandlung von Pyruvat zu Malat via Malic Enzyme verlduft in der Regel in um-
gekehrter Richtung, weshalb dies eher ein Zufluss als ein Abfluss zum Pyruvat darstellt.
Neben den glykolytischen Enzymen sind, zumindest bis zum Glucose-6-Phosphat, die
Enzyme der Gluconeogenese, die die Umkehrreaktion der Glykolyse, sprich den Auf-
bau von Glucose aus Pyruvat ermoglichen, ebenfalls im Modell enthalten (Reaktionen
18,19,21). Das Modell enthélt weiterhin den Zitratzyklus, den Glyoxalatshunt, sowie
die Synthese von Ethanol und Acetat aus Acetyl-CoA.

Ein fiir den Zentralstoffwechsel eher untypisches Enzym, die Methylglyoxal-Synthase
(84), wird ebenfalls berticksichtigt. Sie katalysiert die Umsetzung des in der Glykoly-
se entstehenden Dihydroxyacetonephosphat (dhap) zu Phosphat und Methylglyoxal -
einem toxischen Intermediat - welches unter Verwendung des Cofaktors Gluthathion
von einem weiteren Enzym weiter in D-Lactat umgesetzt wird. In der Entwicklung
des Zellstoffwechsels diente dieser Weg vermutlich als Zulieferer fiir Intermediate des
Zitratzyklus[99]. Die heutige Bedeutung der Methylglyoxal-Synthase in E.coli ist je-
doch nicht ganz klar. Tétemeyer et al.[203] vermuten, dass der erste Schritt dieses
Weges bei Phosphatlimitierung (u.a. bei hohem Wachstum) sowohl einer Akkumulati-
on von Triosephosphaten vorbeugt, als auch zur schnellen Regeneration von Phosphat
dient. Fakt ist, dass die Methylglyoxal-Synthase stark reguliert wird und eine extrem
geringe Aktivitdt besitzt, die Reaktion also nur bei einer sehr hohen Konzentration
von Dihydroxyacetonephosphate (dhap) in der Funktion eines “Uberlaufventils” einen
nennenswerten Flussbeitrag leistet!.

Zur Energiegewinnung steht, neben der Substratphosphorylierung, die Veratmung von
wahlweise Sauerstoff und Nitrat als Energiequelle zur Verfiigung. Dazu enthélt das
Modell zwei Cytochrome, CYTBO3_ 4pp und CYTBDpp, die die von den Substraten
abgegebenen Protonen und Elektronen von den Quinonen empfangen und auf Sauer-
stoff oder Nitrat iibertragen. In E.coli gibt es drei Arten von Quinonen: das zu den

! 7.B. durch mangelnde Aktivitit glykolytischer Enzyme (insbesondere der PGK), Mutationen, En-
zymdeaktivierungen oder plétzliche, drastische Anderung der dufBleren Substratkonzentration mit
kurzzeitigem Verlust der Kontrolle {iber die Kohlenstoffeinfuhr[58].
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Benzoquinonen gehérende Ubiquinon (q) und die zu den Naphtoquinonen gehérenden
Menaquinone (mqn) und Demethylmenaquinone (dmmqn). Die Mitglieder dieser Klas-
sen kdnnen jeweils in der Anzahl ihrer Isoprenyl-Untereinheiten variieren, wobei die
Quinone, die hauptsichlich gefunden werden, 8 Untereinheiten enthalten (q8, mqn8,
dmmqn8)[33]. In geringem MaBe sind die Quinone funktionell austauschbar - ihr vor
allem unterschiedliches Redoxpotential fiihrt zu spezifischer Funktionalitdt: Wahrend
Menaquinon (mqn) besser geeignet ist fiir Elektronenakzeptoren mit niedrigem Poten-
tial, wie Fumarat, eignet sich Ubiquinon besser fiir die Sauerstoff- und Nitratatmung.
Demethylmenaquinon ist lediglich fiir die Dimethylsulfoxid(DMSO)-Atmung unver-
zichtbar. Unter aeroben Bedingungen iibernimmt somit Ubiquinon die Hauptrolle!.
Diese Aufgabenverteilung spiegelt sich auch in den Mengenverhéltnissen wieder. In ae-
rob gewachsenen Zellen ist die Ubiquinonkonzentration vier bis fiinfmal hoéher als die
der Menaquinone. Unter anaeroben Bedingungen hingegen, sind die Ubiquinonlevel
10fach kleiner und stellen nur noch 1/3 der Menaquinon-Konzentration dar[211, 221].
In diesem Modell wird ausschliellich Ubiquinon-8 (q8) beriicksichtigt. Die Reduktion
von Fumarate durch das Menaquinon ist nicht im Modell enthalten. Da dieses Enzym
ausschliellich unter anaeroben Bedingungen exprimiert wird[27], ist diese Vereinfa-
chung unter den hier verwendeten aeroben Bedingungen akzeptabel.

Eine F.coli-Zelle, die bei 37°C' aerob in Glucoseminimalmedium wéchst und sich unge-
fahr alle 40 Minuten verdoppelt, enthélt (anteilig am Trockengewicht) im Durchschnitt
55% Protein, 20,5% RNA, 3,1% DNA, 9,1% Fette, 3,4%Lipopolysaccharide, 2,5% Pep-
tidoglykan, 2,5% Glycogen, 0,4% Polyamine und 3,5% andere Metabolite, Cofaktoren
und Tonen[136]. Tabelle 1 enthélt die Metabolite, die fiir die Berticksichtigung der wich-
tigsten Stoffwechselfunktionen im Zentralstoffwechsel von E.coli zu den notwendigen
Vorldufern und Grundbausteinen gezahlt werden.

2.2 Annahmen im Modell von Ishii et al.

Den Flussberechnungen von Ishii et al. sind Annahmen beziiglich der enzymatischen
Aktivitdt zugrunde gelegt, die wir zum Teil {ibernehmen. Folgende enzymatische Um-
setzungen werden von ihm (und uns) vernachlassigt:

e Aufnahme von Glucose iiber den atp-abhéngigen ABC-Transporter (96)

e Dephosphorylierung von Fructose-Bisphosphat durch die Fructose-Bisphosphat-
Phosphatase FBP (19), ein Enzym der Gluconeogenese

e Die atp-abhéngige Phosphorylierung von Pyruvat zu Phosphoenolpyruvat durch
die Phosphoenolpyruvatsynthase, PPS (21)

e Der Entner-Doudoroff-Weg (82,83) - dieser ist ausschliefilich in der PGI-Mutante
aktiv.

e Die Stickstoffatmung, inklusive entsprechender Austauschreaktionen (60,88,89)

e Die direkte Umsetzung von Pyruvat nach Acetat durch die Pyruvatoxidase, POX
(61)

Tn Mutanten ohne Ubiquinon (ubiA-) kann Menaquinon diese Rolle iibernehmen (menA-Gen), al-
lerdings nicht, wenn Succinat die einzige Kohlenstoffquelle ist, d.h. Menaquinon und Demethyl-
menaquinon kénnen das Ubiquinon funktionell nicht komplett ersetzen.
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Glucose-6-Phosphat (g6p) Glycogen a)
3-Phosphoglycerat (3pg) Serine, Cystein, Glycin b)
Pyruvat (pyr) Alanin, Valin, Lysin b)
Phosphoenolpyruvat (pep) Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan b)
Erythrose-4-Phosphat (e4p) Phenylalanin, Tyrosin, Tryptophan b)
Ribose-5-Phosphat (r5p) Histidin, Purine(ATP,GTP), Folate(THF) b,c)
Oxalacetat (oaa) Aspartat, Asparagin, Threonin, Methionin, b,c)
Lysin, Isoleucin
2-Oxoglutarat (akg) Glutamat, Glutamin, Prolin, Arginin, Pyrimi-  b,c)
dine (UTP,CTP,dTTP)
Acetyl-CoA (accoa) Arginin, Palmitat b,d)
Glyceraldehyde 3-Phosphat (g3p) Glycerol e)
Fructose-6-Phosphat (f6p) N-acetylglucosamine e)

Tabelle 1: Zielmetabolite im Modell von E.coli (links), die als Vorldufer anderer Me-
tabolite (Mitte) folgenden Stoffwechselfunktionen dienen: a) Speicherung von Glucose
als Glycogen, b) Proteinsynthese, ¢) DNS- und RNS-Synthese, d) Synthese von Fet-
ten und Fettsduren, e) Synthese von Membranbestandteilen (insbes. Phospholipide und
Peptidoglykane) (nach Pramanik et al.[155]).

e Die Gewinnung von Acetyl-CoA aus Acetat iiber die Acetyl-Synthetase, ACS
(79)

Die Verwendung von sowohl L-Lactat, als auch D-Lactat als Substrat durch die
Lactat-Dehydrogenase, LDH (80,116,117)

Der Methylglyoxalweg (84)

Der Glyoxalatshunt (50,51) bei erhohter Wachstumsrate des Wildtyps, d.h. bei
0,4, 0,5 und 0,7h 1

Fiir die vernachlassigten Aktivitdten wird in der reduzierten Modellversion der ent-
sprechende Flusswert auf null gesetzt, was den Stillstand dreier weiterer Reaktionen
zur Folge hat: die Hexokinase HEX (1), die Pyrophosphatadenylase PPA (114) und
die Adenylatkinase ADK1 (113). Lediglich 4 Umwandlungen, die detaillierter als bei
Ishii et al. modelliert werden (siehe Seite 52), unterscheidet das reduzierte Modell vom
Ishii-Modell.

2.3 Gibbs-Energie von protonengetriebenen Membranprozessen

Bei der Zuweisung von Standard-Gibbs-Energien verdienen Transporte iiber die Zell-
membran besondere Beachtung, da neben der Ausbildung eines Konzentrationsgradi-
enten u.U. auch eine Ladungstrennung erfolgen kann, die zusétzliche, elektrische Kréfte
induziert. Dies gilt insbesondere fiir Protonen. Um die Funktionsweise des Protonen-
gradienten zu verstehen, muss man wissen, dass sich die Kraft des Protonengradienten
an einer biologischen Membran aus zwei Komponenten zusammensetzt. Zum einen gibt
es durch die vorliegende Membranspannung (AW) einen elektrischen Anteil, der die
Energie darstellt, die ein Teilchen beim Durchqueren des elektrischen Feldes aufnimmt.
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Da es sich dabei um viele Teilchen handelt, werden etwa 6,022- 1023 Teilchen zu einem
mol zusammengefasst (Avogadro-Konstante, N4) und die Energie pro mol Teilchen
bestimmt. Ein Proton ist einfach geladen, kann also eine sogenannte Elementarladung
(e = 1,602176462 - 10~19C) transportieren!:

UElek = Na-e- ¥

Zum anderen wirkt durch den Konzentrationsunterschied an beiden Seiten der Mem-
bran das Bestreben der Teilchen, diesen durch Diffusion auszugleichen (diffusibler An-
teil):2

Konzentrationipnen

o= R-T-ln
HDirf Konzentration,ygen

Diese Energie ist somit nicht nur konzentrations- sonder auch temperaturabhingig.
D.h. bei geringerer Temperatur sind die Teilchen trager und ihr Bestreben zur anderen
Seite zu diffundieren ldsst geringfiigig nach. Da die Protonenkonzentration meist in
Form des pH-Wertes? angegeben wird, ist folgende Umformung niitzlich:

KDiff = R-T: 27 303- ApHauﬁen—innen

Die gesamte Energie, die in dem Konzentrationsgradienten gespeichert ist, ergibt sich
aus der Summe dieser beiden Kréfte (Aupy4) und diese Summe kann auf umgekehr-
tem Wege in ein dementsprechendes (theoretisches) Feldpotential wieder umgerechnet

werden:
Appy

AP = Nac
Am besten wird dies an einem Beispiel deutlich. In einer Arbeit von Zilberstein et
al.[224] wurde bei pH7.2 (entspricht einer dufieren Protonenkonzentration von [h] =
6,3-1078M) wachsenden Ecoli-Zellen ein innerer pH von 7.8 (entspricht einer inneren
Protonenkonzentration von [h] = 1,6- 1078M) festgestellt und ein Membranpotential
AW von -86mV gemessen. In Ruhe ist dieses Potential etwas gréfler, ndmlich -125mV.
Daraus resultiert eine elektrische Kraft von -8,3kJ/mol, bzw. -12kJ/mol in Ruhe. Die
Kraft aufgrund der Konzentrationsunterschiede ist mit -3.42kJ/mol wesentlich gerin-
ger. In der Summe muss beim Transport gegen das Konzentrationsgefille somit eine
Kraft von Apupgy = —11.718kJ/mol, bzw. im Ruhezustand von ca. -15kJ/mol auf-
gewendet werden. Dies entspricht einem erhohtem Feldpotential von -121,26mV bzw.
-159,8mV in Ruhe.

3 Erstellung des im 4.Kapitel verwendeten E.coli-Modells

Das von Reed et al.[163] veroffentlichte Modell (xls-Datei) wurde geringfiigig modi-
fiziert, um biologisch sinnvolle Flussverteilungen, insbesondere bei Verwendung des
TR-Kriteriums zu erhalten (ecoliModel.csv). Folgende Modifikationen waren notwen-
dig:

e Entfernen der Sonderzeichen (Ersetzungen: L,D durch LD; D,D durch DD; 02-

1
1J=1C*V
?R=8,314472 J/mol*K, die allgemeine Gaskonstante; T=298,15K, die Temperatur in Kelvin bei 25°C

[H30]*

3pH ~ _lg(mol/dmz)
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durch o2neg; _EC durch EC und lipa_ cold durch lipacold)

Unterscheidung von zytosolischen Protonen und Protonen, die an der Protonen-
delokalisation beteiligt sind

Entfernen extrazelluldr ablaufender Reaktionen und nicht benétigter Transporter

Hinzuftigen der von Henry et al.[79] definierten "lumped reactions®
e Hinzufiigen der Biomassesynthesegleichung

Im Ecoli-Modell[163] werden 19 putative und 163 Transporter beschrieben (insgesamt:
182), welche fiir den Austausch von 143 Stoffen benétigt werden. Dabei gibt es Be-
schréankungen fiir den Austausch der Stoffe:

e Freier Austausch: co2, fe2, h, h20, k, nal, nh4, so4, pi
e Mogliche Aufnahme: ac, akg, gle-D, lac-D, lac-L, glyc, mal-L, 02, pyr, succ
e Nur Abgabe: Die verbleibenden 124 Stoffe konnen produziert werden.

Entsprechend wurden drei Medien definiert, das einfachste unter ihnen, ein Glucose-
Minimalmedium Egy,c, mit folgender Zusammensetzung (Konzentrationen nach Henry

et al.[78]):

Stoff Konzentration
Phosphat (pi) 0.056M

Sulfat (so4) 0.0030M
Ammonium (nh4) 0.0190M
Natrium (nal) 0.1600M
Kalium (k) 0.022M

Fe?*t (fe2) 0.062M

CO2 (co2) 0.0001M

Sauerstoff (02) 8.2e-06M
Glucose (gle-D) 0.02M
H+(ext) (h) le-7
Wasser (hz0) 1M

Das Medium FE,;, enthdlt zusitzlich ac(e), akg(e), glyc(e), lac-D(e), lac-L(e), mal-
L(e), pyr(e) und succ(e) jeweils in gleicher Konzentration wie Glucose (0,02M). Das
Komplexmedium E,, enthélt die 123 noch zusitzlich austauschbaren Metabolite,
jeweils in einer Konzentration von 1M. Der pH-Wert wurde auf einen mittleren Wert
von 7.0 gesetzt.

Die Gibbs-Energien wurden aus der Veroffentlichung von Henry et al.[78] bezogen. Im
Supplement dieser Arbeit werden fiir das iJR904 Ecoli-Modell geschétzte bzw. berech-
nete ArG°-Werte basieren auf einem verbesserten und erweiterten Mavrovouniotis-
Algorithmus[96] zur Verfiigung gestellt.
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4 Implementierung der Korrelationsmaximierung (5.Kapitel)

Das mpi-Fileformat ist ein relativ altes und umstandliches Format, das einige Umfor-
mungen zur Aufstellung des hier zu l6senden Optimierungsproblems notwendig macht.
Klammern werden nicht unterstiitzt, weshalb die Bestimmung des Korrelationskoeffizi-
enten unter Verwendung der Variablen “zaehler” und “nenner” aufgesplittet und, sofern
moglich, die Konstanten entsprechend aufbereitet werden; die Differenz aus Enzym-
konzentrationsdnderung und dem Mittelwert aller Enzymkonzentrationen AE; — AE,,
wird beispielsweise durch die Konstanten ¢; ausgedriickt und s représentiert die Sum-
me der Quadrate dieser ¢;. Fir drei rtMFMs: M; (vi1,v21,v31), M2 (vi2,va2,v32), und
M3 (vi3,v23,vs3), und drei Enzymkonzentrationsdnderungen mit c;, ca, cs, lautet die
Umformung somit wie folgt:

zaehler — cidvir — cadvar — c3dvsr = 0 (3)
nenner — sdvir? — sdvyr? — sdvsr? = 0 (4)
wobei
dvir — dvy + dvg, =0 (5)
dvar — dvg + dvg, = 0 (6)
dvsr — dvg + dvg, = 0 (7)

mit dem Durchschnitt der Flussinderungen als
3dvg, — dvy — dvg — dvg =0 (8)

Die Linearkombination der Flussdifferenzen ergibt sich dann als:

d’Ul — da1v11 - da2V12 - da3V13 =0 (9)
d'UQ — da1V21 - da2V22 - ClCL3V23 =0 (10)
dvg - da1V31 — da2V32 — da3V33 =0 (11)
nicht zu vergessen
da? + da3 + da3 = 1 (12)

Die Optimierungsfunktion lautet dann:

max zaehler/\/nenner (13)

Wenn mindestens die Hélfte der NichtNull-MinModenfliisse negativ sind wird die Re-
aktion gedreht, d.h. alle Fliisse mit w=-1 multipliziert.

Das Optimierungsproblem im mpi-Format

Im mpi-Format lédsst sich dieses quadratische Optimierungsproblem wie folgt aus-
driicken (“!” leitet Kommentare ein):
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BEGINMODEL correlation

!'NumObjs
!NumCons
!NumVars

VARIABLES
!Name c_low

s_m c_high Type

zaehler -1e+030 0 1e+030 C

nenner -1e+030
dvav -1e+030 0O
dal -1e+030
da2 -1e+030
da3 -1e+030
dvl -1e+030
dv2 -1e+030
dv3 -1e+030
dvir -1e+030 O
dv2r -1e+030 O
dv3r -1e+030 0O

0
0
0
0
0
0

OBJECTIVES
1

!Define Objective Function as:

0 1e+030 C
1e+030 C
1e+030
1e+030
1e+030
1e+030
1e+030
1e+030
1e+030 C
1e+030 C
1e+030 C

aaoaoaaaaQ

'max zaehler/Wurzel (nenner)

0BJO000O MAXIMIZE

EP_PUSH_VAR
EP_PUSH_VAR
EP_SQRT
EP_DIVIDE

CONSTRAINTS
1

zaehler
nenner

!Determine dvxr:
'dvir-dvi+dvav=0;

EP_PUSH_NUM
EP_MULTIPLY
EP_MINUS

187.2

'dv2r-dv2+dvav=0;...

dvirNB E
EP_PUSH_VAR
EP_PUSH_VAR
EP_MINUS
EP_PUSH_VAR
EP_PLUS

dv2rNB E
EP_PUSH_VAR
EP_PUSH_VAR
EP_MINUS
EP_PUSH_VAR
EP_PLUS

dv3rNB E
EP_PUSH_VAR
EP_PUSH_VAR
EP_MINUS
EP_PUSH_VAR
EP_PLUS

dvir
dvil

dvav

dv2r
dv2

dvav

dv3r
dv3

dvav

!'Durchschnitt der Flussaenderungen:
!3*dvav-dvl-dv2-dv3=0

!zaehler-cl*dvir-c2*dv2r-c3*dv3r=0

1
zaehlerNB
EP_PUSH_VAR
EP_PUSH_NUM
EP_NEGATE
EP_PUSH_VAR
EP_MULTIPLY
EP_MINUS
EP_PUSH_NUM
EP_PUSH_VAR
EP_MULTIPLY
EP_MINUS
EP_PUSH_NUM
EP_NEGATE
EP_PUSH_VAR
EP_MULTIPLY

EP_MINUS
!

E

zaehler

0.10

dvir

1.63

dv2r

1.51

dv3r

!'sum of alpha=1:

'nenner-c4*dvir~2-c4*xdv2r~2-c4*dv3r~2=0

nennerNB E

EP_PUSH_VAR
EP_PUSH_VAR
EP_PUSH_NUM
EP_POWER
EP_PUSH_NUM
EP_MULTIPLY
EP_MINUS
EP_PUSH_VAR
EP_PUSH_NUM
EP_POWER
EP_PUSH_NUM
EP_MULTIPLY
EP_MINUS
EP_PUSH_VAR
EP_PUSH_NUM
EP_POWER

nenner

dvir

2

187.2

dv2r

187.2

dv3r

dvav E
EP_PUSH_NUM
EP_PUSH_VAR
EP_MULTIPLY
EP_PUSH_VAR
EP_MINUS
EP_PUSH_VAR
EP_MINUS
EP_PUSH_VAR
EP_MINUS

daNB E
EP_PUSH_NUM
EP_NEGATE
EP_PUSH_VAR
EP_PUSH_NUM
EP_POWER
EP_PLUS
EP_PUSH_VAR
EP_PUSH_NUM
EP_POWER
EP_PLUS
EP_PUSH_VAR
EP_PUSH_NUM
EP_POWER
EP_PLUS

dvav

dvl

dv2

dv3

dal”2+da272+da3"2-1=0

1.0

dal

da2

da3

!Define MFM-Linearcombination:
!dvi-dal*v1i1l-da2*v12-da3*v13=0;
'dv2-dal*dv21-da2*v22-da3*v23=0;...

MFMlincomplNB E

EP_PUSH_VAR
EP_PUSH_VAR
EP_PUSH_NUM
EP_MULTIPLY
EP_MINUS

EP_PUSH_VAR

dvl
dal
1.0

da2
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EP_PUSH_NUM 2.0 Evt. folgen Vorgaben zu den Austausch-
EP_MULTIPLY flissen (hier die tatséchlich verwendeten
EP_MINUS Grofen fiir GRO3-RFav):
EP_PUSH_VAR da3
EP_PUSH_NUM 0.0
EP_MULTIPLY \
iiﬁ?igzimp2NB E :Measured Differences in Exchange Fluxes:
EP_PUSH_VAR dv2 1Glucose: dv85+dv96-3.36=0
EP_PUSH_VAR dal ExchangeGlucoseNB E
gg-ﬁgigigg 0.0 EP_PUSH VAR  dv85

- EP_PUSH_NUM  3.36
EP_MINUS EP MINUS
EP_PUSH_VAR da2 \ -
EP_PUSH_NUM 0.0 IAcetate: dv91-0.49=0
EP_MULTIPLY ExchangeAcetateNB E
EP_MINUS EP_PUSH_VAR  dv91l
EP_PUSH_VAR da3 EP PUSH NUM  0.49
EP_PUSH_NUM 0.333333 EP MINUS
EP_NEGATE . -
g—ﬁg}gp“ IDLactate: dv93-0=0

i ExchangeDLactateNB E
MFMlincomp3NB E EP_PUSH_VAR  dv93
EP_PUSH_VAR dv3 EP_PUSH NUM 0.0
EP_PUSH_VAR dat EP MINUS
EP_PUSH_NUM 0.0 . -
gg—ﬁ;i;PLY 'Pyruvate: dv94=0
EP_PUSH VAR da2 ExchangePyruvateNB E

S EP_PUSH_VAR  dv94
EP_PUSH_NUM 0.0 EP PUSH NUM 0.0
EP_MULTIPLY EP MINUS
EP_MINUS , -
EP_PUSH_VAR da3 ;
EP_PUSH_NUM 0.333333 ;Formate: dv95=0.13
EP_NEGATE ExchangeFormateNB E
gg-ﬁ;ﬁépw EP_PUSH_VAR  dv95

- EP_PUSH_NUM  0.13

EP_MINUS
ENDMODEL
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Tabelle 2: Zuldssige Metabolitkonzentrationsbereiche (hard bounds, siehe 4.Kapitel)

Metabolit | untere Grenze obere Grenze Metabolit | untere Grenze obere Grenze
default 5.00E-06 2.00E-03 gbp 1.00E-05 1.00E-02
co2(e) 1.00E-04 1.00E-04 glu-D 1.00E-04 1.00E-01
fe2(e) 6.20E-02 6.20E-02 glu-L 1.00E-04 1.00E-01

h(e) 1.00E-07 1.00E-07 glyc3p 1.00E-05 1.00E-02
h2o(e) 1.00E-00 1.00E-00 h 2.51E-11 2.51E-04
k(e) 2.20E-02 2.20E-02 h2o 1.00E-00 1.00E-00
nal(e) 1.60E-01 1.60E-01 hco3 1.00E-07 2.50E-02
nh4(e) 1.90E-02 1.90E-02 mal-L 1.00E-05 1.00E-01
pi(e) 5.60E-02 5.60E-02 nh4 1.00E-06 1.00E-02
so4(e) 3.00E-03 3.00E-03 no2 1.00E-07 2.50E-02
glc-D(e) 2.00E-02 2.00E-02 no3 1.00E-07 2.50E-02
02(e) 8.20E-06 8.20E-06 02 1.00E-07 1.00E-03
12dgrEC 1.00E-07 1.00E-02 oaa 1.00E-07 1.00E-03
6pgl 1.00E-05 1.00E-02 paEC 1.00E-07 1.00E-02
accoa 1.00E-06 1.00E-02 peEC 1.00E-07 1.00E-02
agpeEC 1.00E-07 1.00E-02 pep 1.00E-06 1.00E-02
akg 1.00E-06 1.00E-02 pgEC 1.00E-07 1.00E-02
apgEC 1.00E-07 1.00E-02 pgpEC 1.00E-07 1.00E-02
asp-L 1.00E-06 1.00E-02 pi 1.00E-04 1.00E-01
cit 1.00E-04 1.00E-01 ppi 1.00E-07 2.50E-02
clpnEC 1.00E-07 1.00E-02 psEC 1.00E-07 1.00E-02
co2 1.00E-03 1.00E-01 pyr 1.00E-06 1.00E-02
dhap 1.00E-06 1.00E-01 r5p 1.00E-06 1.00E-02
fop 1.00E-05 1.00E-02 so3 1.00E-07 2.50E-02

fdp 1.00E-05 1.00E-02 so4 1.00E-07 2.50E-02
g3p 1.00E-06 1.00E-02 udpg 1.00E-05 1.00E-01
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Tabelle 4: Notwendige Anderungen und Anpassungen des Modells von Schiitz et al.
Die erste Zeile gibt jeweils die Reaktionsgleichung im erweiterten Ecoli-Modell an, die
zweite entspricht der Formulierung im Schitz-Modell, bzw. in der 3. Zeile, der im
Feist-Modell.

RID Name Reaktionsgleichung AGﬁi,
49 MDH2 mal-L+q8—q8h2+0aa -45,67
49 mqo mal-L+q—qh2+o0aa
MDH2 Malate dehydrogenase (mit q8) mal-L+q8—q8h2+0aa -45,67
MDH3 Malate dehydrogenase (mit mqn8) mal-L+mqn8—mql8+oaa -64,53

Fir Reaktion 49 gibe es im groBen Ecoli-Modell eine weitere Reaktion, welche durch das Genprodukt von mqo
katalysiert wird und mit Menaquinone 8 (mqn8) als Elektronenakzeptor arbeitet (MDH3). Da ich im kleinen Model
mich aber auf das Ubiquinonsystem beschranke, wird MDH3 hier vernachlassigt.

43 FRD2 succ+q8<—fum-+q8h2 -8,8

62 SUCDi succ+q8—fum-+q8h2 -8,8
43,44 frdABCD,sdhAB succ<>fum-+fadh

62 sdhABCD succ+q<>fum+qh2

63 sdhABCD fadh+q<>fum4-qh2
FRD3 fumarate reductase 2dmmql8+fum—2dmmq8+succ 21,37
FRD2 fumarate reductase fum+mql8—mqn8+-succ 27,65
SUCDi succinate dehydrogenase (irrev.) q8+succ—fum+q8h2 -8,8

Die Reaktionen 43,44 und 63 im Schiitz-Modell setzen, ebenso wie Reaktion 62, Succinat zu Fumarat um. Allerdings
verwendet die Fumaratreductase dabei andere Komplexe der Atmungskette als die Succinat-Dehydrogenase. Da im
kleinen Ecoli-Modell nur ein Komplex der Atmungskette verwendet werden soll (Ubiquinon) sind die Reaktionen bei
entsprechender Zusammenfassung (d.h. ohne fadh) stéchiometrisch &quivalent. Reaktion 43 wird deshalb entfernt.
Da dieses Enzym lediglich unter anaeroben Bedingungen exprimiert wird[27] diirfte das unter den verwendeten
Bedingungen okay sein. In anderen Reaktionen, die ebenfalls mit fadh arbeiten, wie LDH_D2 (80) wird fadh ebenfalls
durch eine direkte Interaktion mit dem Ubichinonsystem ersetzt.

66 FDH4pp+4-FORtppi for+hp+h-+q8—co2+h(e)+q8h2 -74,2
66,67,68 fdhF,fdoGHI,fdnGHI for—co2+nadh

57 ndh nadh+q—qh2

FHL Formate-hydrogen lyase for+h—co2+h2 21,37
FDH4pp Format dehydrogenase (mit g8) for[p]+(2)h+q8—>co2+h[p]+q8h2 -85,9
FDH5pp Format Dehydrogenase (mit mqn8) for[p]4+(2)h+mqgn8—co2+h[p]+mql8 -104,75
FORtppi Formatdiffusion for[c]—for[p] 0,0

Im Schiitz-Modell wird der Wasserstoff, der bei der vollstandigen Verbrennung von Format zu CO2 frei wird zunéchst
auf nad libertragen. Laut Berrios-Rivera et al.[16] gibt es eine native nad-abhéngige Format-Dehydrogenase jedoch
nicht. Die Reaktion wird deshalb analog zum groBen Ecoli-Modell direkt an den im Modell enthaltenen Komplex der
Atmungskette und den Protonengradienten gekoppelt. Der AR G°-Wert dieser Reaktion entspricht dann dem von
FDH4pp plus dem Energieaufwand pro transloziertem Proton von 11,7kJ, insgesamt also -74,2kJ/mol. Zusatzlich
wird die Diffusion von Format ins Periplasma integriert (FDH4pp+FORtppi)

53 THD2pp (2)h(e)+nadh+nadp—(2)h+nad+nadph -22,14
53 pntAB NADH+Hxt—NADPH
THD2pp NAD(P) transhydrogenase (2)h[p]+nadh+nadp—(2)h+nad+nadph 1,26

Die Stéchiometrie wurde von Feist iibernommen. Die Pumpaktivitit scheint nicht umstritten[149], einen Beleg fiir
die Festsetzung auf 2 gepumpte Protonen wird bei Feist et al. jedoch nicht angegeben.

55 ATPS4rpp (3)h(e)+adp+pi+hp—atp+(3)h+h2o -7,45
55 atp (4)Hxt—atp
ATPS4rpp  ATP synthase adp+(4)h[p]+pi—atp+(3)h+h20 27,65

(Fortsetzung auf der nichsten Seite)
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Tabelle 4: (Fortsetzung)

kJ

mol

RID Name Reaktionsgleichung AG

Im Feist-Modell flieBt ein Proton direkt in die Reaktion ein, drei weitere werden gepumpt, belegt durch entsprechende
Referenzen im Supplement von Feist et al.

56 NADH16pp nadh+hp+q8+(3)h—q8h2+(3)h(e)+nad -37,81
56 nao NADH-+Q—QH2+(4)Hxt
NADH16  NADH dehydrogenase (ubiquinone-8) (4)h+nadh+q8—(3)h[p]+nad+q8h2 -72,91

Die Stoéchiometrie wurde von Feist iibernommen, allerdings scheint die genaue Anzahl an gepumpten Protonen noch
immer kontrovers. Dies ist somit nur eine moégliche Definition. Weitere Informationen gibt es im Supplement von Feist
et al. und Maliniemi et al.[126]. Allerdings wurde berichtet, dass diese NADH Dehydrogenase | (nuo-Gene) essentiell
fur die Menaquinon-abhéngige Fumaratatmung, sowie die DMSO-Atmung ist, wohingegen NADH Dehydrogenase |1
(ndh-Gene, Reaktion 57) fiir die Ubiquinolabhingige aerobe Atmung eine wichtigere Rolle spielt[202]. Die Reaktion
wird aber dennoch ins Modell aufgenommen.

84 MGSA+GLYOX3 dhap+h2o—lac-D+(2)hp+pi -113,97
84 mgsA dhap—lac-D
63 sdhABCD fadh+q84+fum+-q8h2
MGSA methylglyoxal synthase dhap—h+mthgx|+pi -47,77
GLYOX3 glyoxalase Il h2o0+mthgxl—h+lac-D -66,20

Die Reaktionen MGSA und GLYOX3 des Glyoxalasesystems zur Entgiftung von Methylglyoxalat, welches in E.coli
durch die Methylglyoxalatsynthase aus Dihydroxyacetone phosphate (dhap) gebildet wird, werden im Schiitz-Modell
zusammengefasst. Da in dieser Zusammenfassung das verwendete Glutathion gleichzeitig verbraucht und wieder
recycled wird, wird es in der stéchiometrischen Gleichung vernachlissigt (ebenso wie Methylglyoxalat). Es wird
somit angenommen, dass Glutathion immer ausreichend vorhanden ist. Der Delta-G-Wert dieser Reaktion ergibt sich
als Summe beider Einzelreaktionen.

96 GLCabcpp gle-D(e)+atp+h20—glc-D+adp+ hp+pi -27,65
96 mglABC GLCxt+Hxt—GLC
GLCabcpp  D-glucose transport via ABC system atp+glc-D[p]+h2o0—glc-D+adp -27,65

Hier wird die ausfiihrliche Variante des ABC-Transporters mit atp aus dem Feist-Modell ibernommen. Diese Reaktion
ist allerdings nur bei sehr geringen Glucosekonzentrationen (im puM-Bereich) aktiv, wenn die Affinitit des PTS-
Systems (sonst Haupttransporter) nicht mehr ausreicht[57]

Tabelle 5: Uberarbeitete Genzuordnung des Modells von Schiitz et al. Fettgedruckt ist
jeweils die final verwendete Zuordnung.

Rid Genverkniipfungen bzw. Bemerkung

10 gpmM or ytjC=gpmB or gpmA
Schitz | gpmA, ytjC, gpmB
Feist gpmM or ytjC or gpmA

Die Bezeichnung ytjC ist Synonym zu gpmB (vermutlich ein Tippfehler im Schiitz-Modell).

17 maeA=sfcA
Schitz | sfcA

Feist maeA

Die Bezeichnung sfcA ist synonym zu maeA.

27 rpe
Schitz | rpe
Feist sgcE or rpe

Die Funktion des sgcE-Gens ist noch nicht nachgewiesen, weshalb es hier nicht beriicksichtigt wird.

34 gltA or prpC

Fortsetzung auf der nidchsten Seite
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Tabelle 5: (Fortsetzung)

Rid Genverkniipfungen bzw. Bemerkung

Schitz | gltA, prpC

Feist gltA
Das Gen prpC kodiert fiir eine Methylcitrat-Synthase mit geringer Citrat-Synthase-Aktivitdt. Das En-
zym unterscheidet sich grundlegend von der gltA-kodierten Citrat-Synthase und wird bei Wachstum auf
Propionat induziert, um im Propionatstoffwechsel eine Reaktion im Methylcitratzyklus zu katalysieren.

51 aceB or gicB

Schiitz | aceB

Feist aceB or glcB
Die Produkte beider Gene sind bekannt als Malat Synthase - die ODER Beziehung wurde durch Doppel-
knockoutexperimente nachgewiesen.

54 sthA=udhA or ( pntB and pntA )

Schiitz | udhA

Feist sthA or ( pntB and pntA )
Es gibt eine Membranstandige Transhydrogenase, die den Protonengradient nutzt, um den Wasserstoff von
nadh auf nadph zu iibertragen (pntA/pntB), und eine I&sliche, die die Wasserstoffiibertragung von nadph
nach nadh ohne zusatzlichen, energetischen Aufwand katalysiert (sthA synonym zu udhA). Die Reaktion
54 beschreibt die Umwandlung ohne Verwendung des Protonengradienten. Bei der Genzuordnung gehen
wir (analog zu Feist et al.) davon aus, dass das membranstindige Enzym in umgekehrter Richtung ohne
Aufbau eines Protonengradienten arbeiten kann und somit das Genprodukt von udhA ersetzen kann.

55 ( ( atpF and atpE and atpB ) and ( atpC and atpD and atpG and atpA and atpH ) ) or ( ( atpF and
atpE and atpB ) and ( atpC and atpD and atpG and atpA and atpH ) and atpl )

Schitz | atp

Feist ( ( atpF and atpE and atpB ) and ( atpC and atpD and atpG and atpA and atpH ) ) or ( ( atpF and
atpE and atpB ) and ( atpC and atpD and atpG and atpA and atpH ) and atpl )
Die méglichen Zusammensetzungen der ATPase Untereinheiten wurden aus dem Feist-Modell (ohne wei-
teren Check) tibernommen.

56 nuoN and nuoM and nuolL and nuoK and nuoJ and nuol and nuoH and nuoG and nuoF and nuoE and
nuoC and nuoB and nuoA

Schiitz | nuo

Feist nuoN and nuoM and nuolL and nuoK and nuoJ and nuol and nuoH and nuoG and nuoF and nuoE and
nuoC and nuoB and nuoA
Die moglichen Zusammensetzungen der NADH-Dehydrogenase-Untereinheiten wurden aus dem Feist-
Modell (ohne weiteren Check) ibernommen.

59 ( appC and appB ) or ( cydA and cydB )

Schitz | cydAB

Feist ( appC and appB ) or ( cydA and cydB )
Fiir die Katalyse der Reaktion 59 gibt es 2 Isoenzyme, | und Il, kodiert durch das Zusammenspiel von
jeweils zwei Genen.

60 ( narV and narW and narY and narZ ) or ( narG and narH and narJ and narl )

Schiitz | narGHI

Feist (' narV and narW and narY and narZ ) or ( narG and narH and narJ and narl )
Hier wurde die vollstdndigere Variante aus dem Modell von Feist et al. ibernommen.

64 ( ( pflA and pfiB ) and yfiD ) or ( pflA and pfIB ) or ( pflA and tdcE ) or ( pfID and pfiC )

Schiitz | pflB, tdcE

Feist ( ( pflA and pfIB ) and yfiD ) or ( pflA and pfIB ) or ( pflA and tdcE ) or ( pfID and pfIC )

Fortsetzung auf der nichsten Seite
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Zusatzliche Tabellen

Tabelle 5: (Fortsetzung)

Rid Genverkniipfungen bzw. Bemerkung
Das Genprodukt pflB ist eine inaktive Pyruvat-Format-Lyase, die durch das Genprodukt von pflA (ver-
mutlich durch Radikalbildung) aktiviert wird; das Gen yfiD kodiert fiir eine stressinduzierte alternative
Pyruvat-Format-Lyase-Untereinheit, die die Pyruvat-Format-Lyase nach oxidativem Stress wieder reakti-
vieren kann. PfIC und pfID kodieren, so vermutet man (putative), fiir ein zweites Isoenzym. Die Angaben
von Feist et al. wurden vollstdndig iibernommen, wenn auch die Definition der ersten Klammer zu iiber-
priifen bleibt.

71 adhC=frmA or adhP or adhE )

Schitz | adhE, adhP, adhC

Feist frmA or adhP or adhE
Die Bezeichnung frmA ist synonym zu adhC.

74 eutD or pta

Schiitz | pta

Feist eutD or pta
Das Gen eutD kodiert fiir eine Phosphotransacetylase Untereinheit, die - zumindest fiir die eng verwandte
Salmonellaspezies das Genprodukt von pta ersetzen kann [22].

75 tdcD or ackA or purT

Schiitz | ackA, ackB, tdcD, purT

Feist tdcD or ackA or purT
Die Verkniipfung des Gens ackB mit ackA durch UND oder ODER ist nicht bekannt - ackB wird deshalb
vorerst vernachlassigt.

81 IdhA

Schitz | IdhA

Feist did or IdhA
Das dld Gen kodiert fiir eine NAD-unabhiangige Lactat-Dehydrogenase, welche meist irreversibel lactat in
pyruvat umsetzt. Im Model wird zwischen den Umsetzungen dieser Genprodukte unterschieden und der
eine separate Reaktion fiir did definiert (80).

84 mgsA

Schiitz | mgsA

Feist mgsA
Da fiir die Glyoxalase Il noch kein Gen bekannt zu sein scheint, wird hier lediglich das Gen fiir das erste
Enzym (mgsA) referenziert.

85 ( crr and ptsG and ptsH and ptsl ) or ( manX and manY and manZ and ptsH and ptsl ) or ( crr and
malX and ptsH and ptsl )

Schiitz | ptsG/H/I

Feist ( crr and ptsG and ptsH and ptsl ) or ( manX and manY and manZ and ptsH and ptsl ) or ( crr and
malX and ptsH and ptsl )
Die erste Klammer beschreibt das Glucose-spezifische PTS-System, die zweite Klammer das fiir Mannose
und die dritte Klammer das fiir Maltose. Die beiden letzteren sind nach ebenfalls in der Lage Glucose zu
transportieren[168].

86 phoE or ompF or ompN or ompC

Schiitz | transport

Feist phoE or ompF or ompN or ompC

Die Gene kodieren fiir (vermutlich unspezifische) Porenproteine der duBeren Membran. Es kann sein, dass
es noch Gene gibt, die spezifisch fiir den jeweiligen Transport sind.
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Tabelle 6: Reaktionsschema des Gesamtmodells (3. Kapitel)

RID | Name Reaktionsgleichung Keq AG :Zl
1 HEX1 [c]lgle-D + atp* — gbp + adp* + hp* 616 -15,9
2 PGl [c]lgbp = f6p 4 -3,4
3 PFK [c]fép + atp* — fdp + adp* + hp* 616 -15,9
5 FBA* [c]dhap + g3p = fdp 1211 -17,6
7 TPI* [c]g3p = dhap 11 -5,9
8 GAPD [c]g3p + nad* + pi* = hp* + nadh* + 13dpg 1 -0,4
9 PGK* [c]13dpg + adp* = 3pg + atp* 114 -11,7
10 PGM* [c]3pg = 2pg 1 0,0
12 ENO [c]2pg = pep + h20o* 5 -3,8
13 PYK [c]pep + adp* + hp* — pyr + atp* 7771 -22,2
15 PDH [e]lpyr + coa* + nad* — accoa + co2* + nadh* 1.2E+06 -34,8
16 ME2* [c]pyr + nadph* + co2* < mal-L 4 nadp* 15 -6,7
17 ME1* [c]lpyr + nadh* + co2* < mal-L + nad* 9 -5,4
18 PPCK* [c]pep + co2* 4 adp* < ocaa + atp* 1 -0,8
19 | FBP [cJfdp + h2o* — f6p + pi* 114 11,7
21 PPS [c]lpyr + atp* + h20* — pep + amp* + (2) hp* + pi* 8 -5,0
22 G6PDH2r [c]gbp + nadp* = 6pgl + nadph* + hp* 15 -6,7
23 PGL [c]6pgl + h20* — 6pgc + hp* 5542 -21,4
24 GND* [c] nadph* + co2* + ru5p-D « 6pgc + nadp* 5 -3,8
25 RPI* [c]ru5p-D = r5p 2 -2,1
27 RPE [c]ruSp-D = xu5p-D 1 0,0
28 TKT1* [c]g3p + s7p = r5p + xubp-D 25 -8,0
30 TKT2 [c]xu5p-D + e4p = f6p + g3p 18 7.1
32 TALA [c]g3p + s7p = edp + f6p 18 -7,1
34 | CS [c]laccoa + oaa + h20* — coa* + cit + hp* 2.1E+06 -36,0
36 ACONTa* [c]acon-C + h2o* = cit 13 -6,3
37 ACONTb [c]acon-C + h2o* = icit 1 -0,8
40 ICDHyr* [c]co2* + nadph* + akg = icit + nadp* 313 -14,2
41 AKGDH [c]lakg + coa* + nad* — co2* 4 nadh* 4+ succoa 1.2E4-06 -34,8
42 SUCOAS [c]atp* + coa* + succ = succoa + adp* + pi* 5 -4,2
45 FUM [c]fum + h20* = mal-L 3 -2,5
48 MDH* [c]nadh* + oaa + hp* = mal-L + nad* 49883 -26,8
49 MDH2 [c]mal-L + 98 — q8h2 + ocaa 1.0E+4-08 -45,7
50 ICL* [clglx + succ = icit 3952 -20,5
51 MALS [c]glx + accoa + h20* — mal-L + coa* + hp* 2.4E+06 -36,5
52 PPC [c]pep + co2* + h20* — oaa + pi* + hp* 98079 -28,5
53 THD2pp* nadh[c] + (2) h[e] + nadp[c] — nadph[c] + (2) h[c] + nad|c] 7573 -22,1
54 NADTRHD [c]nadph + nad — nadh + nadp 2 -1,3
55 | ATPS4rpp* (3) hle] + adplc] + pilc]* + hp*[c] — atp[c] + (3) h[c] + 20 7.4

h2o[c]*

56 NADH16pp nadh[c] + hp*[c] 4+ g8[c] + (3) h[c] — g8h2[c] + (3) h[e] + 4.2E+06 -37,8

nad|c]

57 | NADHS5 [c]nadh + g8 + hp* — q8h2 + nad 5.9E+12 72,9
58 | CYTBO3_4pp (2) a8h2[c] + (1) o2[c] + (8) h[c] = (2) a8[c] + (8) h[e] + 8.1E+10 -62,3

(2) h2o[c]*
59 | CYTBDpp (2) 98h2[c] + (1) o2[c] + (4) h[c] — (2) q8[c] + (4) h[e] + 1.3E+19 -109,1
(2) h2o[c]*

60 NO3R1pp q8h2[c] + no3[c] + (2) h[c] — q8[c] + no2[c] + (2) h[e] + 6.6E+08 -50,3

h2o[c]*

61 POX [c]lpyr + 98 + h20* — ac + q8h2 + co2* 1.0E+24 -137,0
62 SUCDi [c]succ + 8 — fum + q8h2 35 -8,8
64 PFL [c]pyr + coa* = accoa + for 5542 -21,4
66 | FDH4pp,FORtppi for[c] + hp*[c] + h[c] 4+ q8[c] — co2[c] + h[e] + q8h2[c] 1.0E+13 -74,2
69 ACALD [c]acald + coa* + nad* = accoa + nadh* + hp* 1698 -18,4
71 | ALCD2x* [c]acald + nadh* + hp* = etoh + nad* 25371 -25,1
74 PTAr* [c]actp + coa* < accoa + pi* 616 -15,9
75 ACKr* [c]lactp + adp* = atp* + ac 1434 -18,0
79 ACS [c]ac + atp* + coa* — accoa + amp* + ppi 5 -3,8
80 | LDH_D2 []lac-D + q8* — pyr + q8h2* 1.0E+08 457
81 LDH_D* [c]nadh* + pyr 4+ hp* = lac-D + nad* 49883 -26,8
82 | EDD [c]6pgc — 2ddgbp + h20* 1.2E+06 -34,8
83 EDA* [c]lg3p + pyr <+ 2ddgbp 3 -2,9
84 | MGSA,GLYOX3 [c]dhap + h20o* — lac-D + (2) hp* + pi* 9.3E+19 -114,0
85 | GLCptspp glc-Dle] + pep[c] — g6p[c] + pyr[c] 4.8E+06 -38,1
86 CO2tex* co2[c] — co2[e] 1 0,0
87 O2tex 02[e] — 02[c] 1 0,0
88 NO3tex* no3[e] — no3[c] 1 0,0
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Zusatzliche Tabellen

Tabelle 6: (Fortsetzung)

RID | Name Reaktionsgleichung Keq AG :ji,
89 NO2tex* no2[c] — no2[e] 1

90 ETOHtex* etoh[c] = etoh[e] 1 0,0
91 ACtex* ac[c] = ac|e] 1 0,0
92 SUCCtex* succlc] — succle] 1 0,0
93 D-LACtex* lac-D[c] — lac-Dle] 1 0,0
94 PYRtex* pyr[c] — pyr[e] 1 0,0
95 FORtex* for[c] — for[e] 1 0,0
96 GLCabcpp glc-Dle] + atp[c]* + h2o[c]* — glc-D[c] + adp[c]* + hp[c]* 69946 -27,7

+ pilc]*

97 ATPM atp[c] + h2o[c]* — atpEnergy[e] + adp|[c] + hp[c]* + pi[c]* 69946 -27,7
113 | ADK1 [clamp + atp = (2) adp 1 -0,4
114 | PPA [c]h20* + ppi — hp* + (2) pi 5542 -21,4
115 | Plt2rpp hle] + pi[e] = h[c] + pi[c] 112 -11,7
116 | L-LACD2 [c]lac-L + g8 — pyr + q8h2 1.0E+4-08 -45,7
117 | L-LACtex* lac-L[c] — lac-L[e] 1 0,0
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Tabelle 7: Metabolite im Gesamtmodell (4.Kapitel)

clD Konz.Klasse = Summenformel Name

2ddgbp default C6H909P 2-Dehydro-3-deoxy-D-gluconate 6-phosphate
2pg 2pg C3H507P D-Glycerate 2-phosphate

3pg 3pg C3H507P 3-Phosphoglycerate

6pgc 6pgc C6H11010P 6-Phosphogluconate

6pgl 6pgl C6H1009P 6-phospho-D-glucono-1,5-lactone
13dpg 13dpg C3H6010P2 3-Phospho-D-glyceroyl phosphate
ac default C2H302 Acetate

acald default C2H40 Acetaldehyde

accoa accoa C23H35N7017P3S  Acetyl-CoA

acon-C acon_C C6H306 cis-Aconitate

actp actp C2H405P Acetyl phosphate

adp adp C10H13N5010P2 Adenosindiphosphat

akg akg C5H405 2-Oxoglutarate

amp amp C10H13N507P Adenosinmonophosphat

atp atp C10H13N5013P3 Adenosintriphosphat

atpEnergy | constant Energiedquivalent (virtuell)

cit cit C6H507 Citrate

co2 co2 CcO2 Kohlenstoffdioxid

coa coa C21H33N7016P3S  Coenzym-A

dhap dhap C3H606P Dihydroxyacetone phosphate

edp edp C4HB8O7P D-Erythrose 4-phosphate

etoh default C2H60 Ethanol

fop fop C6H1209P Fructose-6-phosphat

fdp fdp C6H12012P2 D-Fructose 1,6-bisphosphate

for default CHO2 Format

fum fum C4H204 Fumarat

g3p g3p C3H606P Glyceraldehyde 3-phosphate

gbp gbp C6H1209P D-Glucose 6-phosphate

gle-D gle_D C6H1206 D-Glucose

glx default C2HO3 Glyoxylate

h h H Wasserstoff (membrangebunden)
h2o0 constant H20 Wasser

hp constant H Wasserstoff (im Plasma)

icit default C6H507 Isocitrat

lac-D lac_D C3H503 D-Lactat

lac-L lac_L C3H503 L-Lactat

mal-L mal_L C4H405 L-Malat

nad nad C21H26N7014P2 Nicotinamide adenine dinucleotide
nadh nadh C21H27N7014P2 Nicotinamide adenine dinucleotide - reduced
nadp nadp C21H26N7017P3 Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate
nadph nadph C21H26N7017P3 Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate - reduced
no2 default NO2 Nitrit

no3 default NO3 Nitrat

o2 02 02 Sauerstoff

oaa oaa C4H205 Oxaloacetat

pep pep C3H306P Phosphoenolpyruvate

pi pi HO4P Phosphat

ppi ppi H207P2 Diphosphat

pyr pyr C3H303 Pyruvat

q8 default C49H7404 Ubiquinone-8

q8h2 default C49H7604 Ubiquinol-8

r5p rbp C5H1008P alpha-D-Ribose 5-phosphate
rusp-D rusp_D C5H1008P D-Ribulose 5-phosphate

s7p s7p C7H14010P Sedoheptulose 7-phosphate

succ succ C4H404 Succinat

succoa succoa C25H36N7019P3S  Succinyl-CoA

xu5p-D xubp_D C5H1008P D-Xylulose 5-phosphate
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Zusatzliche Tabellen

Tabelle 8: Genzuweisungen im reduzierten Modell (3.Kapitel, fir Details siehe Tab.5).

ID | Name Stoffwechselpfad Eigene Gen-Zuordnung

1 HEX1 Glycolysis/Gluconeogenesis glk

2 PGl Glycolysis/Gluconeogenesis pgi

3 PFK Glycolysis/Gluconeogenesis ( pfkA or pfkB )

5 FBA* Glycolysis/Gluconeogenesis ( fbaB or fbaA or ydjl )

7 TPI* Glycolysis/Gluconeogenesis tpiA

8 GAPD Glycolysis/Gluconeogenesis gapA

9 PGK* Glycolysis/Gluconeogenesis pgk

10 | PGM* Glycolysis/Gluconeogenesis ( gpmM or ytjC or gpmA )

12 | ENO Glycolysis/Gluconeogenesis eno

13 | PYK Glycolysis/Gluconeogenesis ( pykA or pykF )

15 | PDH Glycolysis/Gluconeogenesis ( aceE and aceF and Ipd )

16 | ME2* Anaplerotic Reactions maeB

17 ME1* Anaplerotic Reactions maeA=sfcA

18 | PPCK* Anaplerotic Reactions pck

22 | G6PDH2r Pentose Phosphate Pathway zwf

23 | PGL Pentose Phosphate Pathway pgl

24 | GND* Pentose Phosphate Pathway gnd

25 | RPI* Pentose Phosphate Pathway ( rpiA or rpiB )

27 | RPE Pentose Phosphate Pathway rpe

28 | TKT1* Pentose Phosphate Pathway

30 | TKT2 Pentose Phosphate Pathway

32 | TALA Pentose Phosphate Pathway (talA or talB )

34 | CS Citric Acid Cycle (gltA or prpC)

36 | ACONTa* Citric Acid Cycle (‘acnA or acnB )

37 | ACONTb Citric Acid Cycle (‘acnB or acnA )

40 | ICDHyr* Citric Acid Cycle icd

41 | AKGDH Citric Acid Cycle ('lpd and sucA and sucB )

42 | SUCOAS Citric Acid Cycle ('sucC and sucD )

45 | FUM Citric Acid Cycle ( fumA or fumB or fumC )

48 | MDH* Citric Acid Cycle mdh

49 | MDH2 Citric Acid Cycle mqo

50 | ICL* Anaplerotic Reactions aceA

51 | MALS Anaplerotic Reactions (aceB or glcB )

52 | PPC Anaplerotic Reactions ppc

53 | THD2pp* Oxidative Phosphorylation ( pntB and pntA )

54 | NADTRHD Oxidative Phosphorylation ( sthA=udhA or ( pntB and pntA ) )

55 | ATPS4rpp* Oxidative Phosphorylation ( ( ( atpF and atpE and atpB ) and ( atpC and
atpD and atpG and atpA and atpH ) ) or ( (
atpF and atpE and atpB ) and ( atpC and atpD
and atpG and atpA and atpH ) and atpl ) )

56 | NADH16pp Oxidative Phosphorylation (' nuoN and nuoM and nuolL and nuoK and nuoJ
and nuol and nuoH and nuoG and nuoF and
nuoE and nuoC and nuoB and nuoA )

57 | NADH5 Oxidative Phosphorylation ndh

58 | CYTBO3_4pp  Oxidative Phosphorylation ( cyoD and cyoC and cyoB and cyoA )

59 | CYTBDpp Oxidative Phosphorylation ( ( appC and appB ) or ( cydA and cydB ) )

62 | SUCDi Oxidative Phosphorylation ( sdhC and sdhD and sdhA and sdhB )

64 | PFL Pyruvate Metabolism ( ( ( pflA and pfIB ) and yfiD ) or ( pflA and
pfIB ) or ( pflA and tdcE ) or ( pfID and pfIC )
)

66 | FDH4pp, Oxidative Phosphorylation ( ( fdol and fdoH and fdoG ) or ( fdnG and

FORtppi fdnH and fdnl ) )

69 | ACALD Pyruvate Metabolism ( adhE or mhpF )

71 | ALCD2x* Pyruvate Metabolism ( adhC=frmA or adhP or adhE )

74 | PTAr* Pyruvate Metabolism (eutD or pta )

75 | ACKr* Pyruvate Metabolism ( tdeD or ackA or purT)

81 | LDH_D* Pyruvate Metabolism IdhA

85 | GLCptspp Transport, Inner Membrane ( (crr and ptsG and ptsH and ptsl ) or ( manX
and manY and manZ and ptsH and ptsl ) or (
crr and malX and ptsH and ptsl ) )

86 | CO2tex* Transport, Outer Membrane Porin  ( phoE or ompF or ompN or ompC )

87 | O2tex Transport, Outer Membrane Porin  ( phoE or ompF or ompN or ompC )

90 | ETOHtex* Transport, Outer Membrane Porin  ( phoE or ompF or ompN or ompC )

91 | ACtex* Transport, Outer Membrane Porin  ( phoE or ompF or ompN or ompC )

92 | SUCCtex* Transport, Outer Membrane Porin  ( phoE or ompF or ompN or ompC )

93 | D-LACtex* Transport, Outer Membrane Porin  ( phoE or ompF or ompN or ompC )

94 | PYRtex* Transport, Outer Membrane Porin  ( phoE or ompF or ompN or ompC )

95 | FORtex* Transport, Outer Membrane Porin  ( phoE or ompF or ompN or ompC )
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Tabelle 9: Zulissige Konzentrationsbereiche (hard bounds) der definierten Metabolit-
klassen (3.Kapitel)

Konz.Klasse | untere Grenze Referenz obere Grenze  Referenz
default 5.00E-06 [87] 2.00E-03 [87]
constant 1.00E+00 1.00E+00

6pgl 2.00E-04 [119] 1.00E-03 [119]
accoa 2.79E-05 [93] 1.14E-03 [93]
akg 3.01E-05 [93] 1.00E-03 [119]
cit 1.62E-06 [93] 2.73E-02 [15]
co2 1.00E-05 [131] 1.00E-05 [131]
dhap 1.20E-06 [141] 5.00E-03 [119]
fop 1.27E-05 [93] 8.84E-04 [93]
fdp 6.59E-06 [93] 1.64E-02 [15]
g3p 1.60E-06 [141] 1.00E-03 [119]
gbp 2.73E-05 [141] 4.00E-03 [119]
gle_D 5.00E-03 [119] 2.50E-02 [119]
mal_L 1.97E-05 [141] 1.00E-02 [119]
02 1.00E-06 [119] 1.00E-04 [119]
oaa 1.00E-06 [119] 1.00E-04 [119]
pep 1.00E-05 [119] 1.73E-03 [15]
pyr 1.00E-04 [119] 4.78E-04 [93]
r5p 6.10E-06 [141] 1.00E-03 [119]
2pg 7.59E-05 [141] 5.10E-04 [175]
3pg 4.43E-05 [93] 4.95E-03 [15]
13dpg 1.10E-04 [175] 5.80E-04 [175]
xu5p_D 1.00E-06 [175] 1.10E-04 [175]
rubp_D 8.00E-06 [141] 6.46E-03 [93]
atp 2.00E-04 [93] 1.17E-02 [15]
adp 8.02E-05 [15] 1.21E-03 [93]
nad 2.09E-04 [93] 1.30E-02 [15]
nadp 1.40E-07 [15] 1.85E-04 [93]
nadh 2.30E-06 [141] 8.55E-04 [15]
nadph 8.60E-06 [141] 2.05E-03 [15]
h 1.00E-08 [224] 2.00E-08 [224]
amp 3.16E-05 [15] 1.46E-03 [93]
ppi 2.19E-05 [141] 6.02E-05 [141]
pi 1.00E-03 [119] 2.00E-02 [119]
actp 3.90E-04 [15] 2.80E-03 [15]
lac_D 5.74E-04 [141] 9.53E-04 [141]
coa 6.02E-06 [93] 9.34E-04 [93]
s7p 1.00E-05 [141] 2.69E-03 [93]
6pgc 1.40E-06 [141] 3.85E-03 [15]
edp 1.40E-06 [141] 5.80E-06 [141]
acon_C 6.00E-07 [141] 1.74E-04 [15]
succoa 3.86E-06 [93] 2.54E-05 [93]
succ 2.92E-05 [93] 2.19E-03 [15]
fum 3.00E-06 [15] 1.06E-02 [15]
lac_L 5.74E-04 [141] 9.53E-04 [141]
lac_L_e 1.00E-40 3.37E-05 [93]
etoh_e 1.00E-40 4.90E-04 [93]
for_e 1.00E-40 4.22E-04 [93]
lac_D_e 1.00E-40 1.05E-05 [93]
no2_e 1.00E-40 1.00E-02 [95]
no3_e 1.00E-40 1.00E-02 [95]
pyr_e 1.00E-40 9.50E-06 [93]
succ_e 1.00E-40 8.14E-05 [93]
ac_e 1.00E-40 3.12E-03 [93]
pi_e 7.00E-02 7.00E-02 [93]
h_e 6.30E-08 [224] 6.30E-08 [224]
02_e 5.60E-05 2 40mmHg [41] 2.22E-04 =~ 157, 5mmHg (Luft)
gle_D_e 2.00E-02 2.00E-02 [93]
co2_e 7.00E-06 2 0, 255mmHg (Luft) 8.70E-04 = 30mmHg [41]
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Zusatzliche Tabellen

Tabelle 10: Konzentrationen des Toleranzbereiches (soft bounds) und der Sollwerte aus
der Arbeit von Ishii et al. Bei fett abgedruckten Werten entspricht der Toleranzbereich
dem zuldssigen Konzentrationsbereich (3.Kapitel)

Konz.Klasse | Untere Toleranzgrenze  Sollwert(GR03)  Sollwert(GR04)  Obere Toleranzgrenze
3pg 4.43E-05 1.73E-04 7.89E-04 7.89E-04
6pgc 2.02E-06 3.67E-05 8.98E-06 6.68E-04
accoa 2.79E-05 1.53E-04 3.84E-04 1.14E-03
acon_C 2.94E-06 5.45E-06 5.45E-06 1.01E-05
adp 1.73E-04 3.91E-04 9.65E-04 1.21E-03
akg 3.01E-05 5.78E-05 5.78E-05 1.11E-04
amp 2.20E-04 6.53E-04 1.46E-03 1.46E-03
atp 2.00E-04 3.12E-04 8.28E-04 2.48E-03
cit 1.62E-06 1.22E-05 1.22E-05 9.22E-05
coa 6.02E-06 1.56E-05 6.85E-05 9.34E-04
dhap 2.17E-06 1.19E-04 1.92E-04 2.71E-04
fop 1.27E-05 2.00E-05 3.21E-05 8.84E-04
fdp 6.59E-06 5.56E-05 5.56E-05 4.69E-04
fum 2.36E-05 5.08E-05 8.88E-05 1.28E-04
g6p 4.90E-05 1.74E-04 6.64E-05 2.95E-03
mal_L 3.35E-05 6.09E-05 1.82E-04 3.41E-04
nad 2.09E-04 4.08E-04 1.37E-03 1.37E-03
nadh 2.45E-05 7.42E-05 7.42E-05 2.24E-04
nadp 2.58E-05 6.88E-05 1.34E-04 1.85E-04
nadph 5.76E-05 9.69E-05 9.69E-05 1.63E-04
pep 1.30E-05 4.77E-05 1.49E-04 2.30E-04
pyr 1.13E-04 2.33E-04 2.69E-04 4.78E-04
r5p 6.83E-06 1.85E-05 7.90E-05 6.92E-04
rubp_D 4.11E-05 7.10E-05 1.68E-04 6.46E-03
s7p 6.13E-05 1.25E-04 1.98E-04 2.69E-03
succ 2.92E-05 4.75E-05 2.02E-04 2.02E-04
succoa 3.86E-06 6.62E-06 2.23E-05 2.54E-05
ac_e 1.00E-40 1.64E-03 3.12E-03 3.12E-03
etoh_e 1.00E-40 4.90E-04 2.48E-04 4.90E-04
for_e 1.00E-40 4.22E-04 1.29E-04 4.22E-04
lac_D_e 1.00E-40 1.00E-40 6.68E-06 1.05E-05
lac_L_e 1.00E-40 1.00E-40 1.79E-07 3.37E-05
pyr_e 1.00E-40 3.67E-06 9.02E-06 9.50E-06
succ_e 1.00E-40 4.07E-05 1.00E-40 8.14E-05
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Minimale Flussmoden (MinModen) der Metabolite e4p und f6p. TRs* be-

zeichnet die MinMode fiir das Experiment GR04, TRs fiir GR03, alle anderen MinMo-

Tabelle 12

den sind unabhdngig vom Ezxperiment. Identische MinModen wurden zusammengefasst

(3. Kapitel).
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Moden sind unabhdngig vom Experiment. Identische MinModen wurden zusammenge-

fasst (3.Kapitel).

Tabelle 14: Minimale Flussmoden (MinModen) der Metabolite g6p und nadph. TRs*
bezeichnet die MinMode fiir das Fxperiment GR04, TRs fiir GR03, alle anderen Min-
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zeichnet die MinMode fiir das Experiment GR04, TRs fiir GR03, alle anderen MinMo-
den sind unabhdngig vom Ezxperiment. Identische MinModen wurden zusammengefasst

Tabelle 15: Minimale Flussmoden (MinModen) der Metabolite g3p und r5p. TRs* be-
(3. Kapitel).
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Zusatzliche Tabellen

Tabelle 16: Linearkombination der flussminimierten MinModen fir das FExperiment
GRO03 (3.Kapitel)

Beriicksichtigung der Thermodynamik Keq allrev TR Fst TRs
Reaktion 1D Vezp(GRO3)
gbp—fbp 2 83.34 | -182.32 49.3 28.09 47.41 93.38
fop—g3p 3,5,7 86.71 0 71.62 66.58 75.08 92.89
g3p—3pg 8,9 172.71 89.31 150.78 149.43 161.66 183.98
3pg—pep 10,12 161.71 81 134.59 136.1 151.24 177.06
pep—pyr 13 34.21 0 21.97 32.09 25.1 16.66
pyr—accoa 15 111.61 0 60.65 6.48 13.89 9.22
pyr—mal-L 16 0 39.58 23.03 29.4 0 -43.06
pyr—mal-L 17 0 0.26 4.95 0 0 0
pep—oaa 18 0 -22.01 23.01 -23.48 0 0
gbp—ru5p-D 22,23,24 15.06 281.1 48.31 69.94 51.05 5.6
rubp-D—r5p 25 10.89 98.18 24.84 30.5 22.64 5.6
rusp-D—xubp-D 27 4.18 182.92 23.48 39.44 28.41 0
r5p+xubp-D—edp+fop 28,32 -3.69 -92.69 -14.13 -21.69 -15.75 -1.02
e4p+xubp-D—g3p+fbp 30 0.49 90.23 9.34 17.75 12.66 -1.02
accoa+toaa—rakg 34,36,37,40 71.81 6.75 16.02 16.75 8.47 5.62
akg—mal-L 41,42,45,62 62.91 0 2.86 5.92 0 0
oaa—mal-L 48 0 0 -5.94 -2.23 0 43.06
mal-L—oaa 49 62.91 39.84 24.89 33.09 0 0
pep—o0aa 52 235 0 -16.25 22.67 22.37 57.9
nadh+nap—nadph+nad 53 0 0 0 31.05 13.24 36.32
nadph+nad—nadp+nadh 54 0 437.44  -89.52 10.83 8.47 16.82
adp—atp 55 0 371.16 94.87 101.84 59.68 48.01
nadh+q8—q8h2+nad 56 0 0 0.94 2.57 5.7 9.89
nadh+q8—q8h2+nad 57 0 526.48 124.82 141.27 96.61 80.03
q8h2+02—q8+h(e) 58 0 0.71 4.42 7.37 2.85 4.95
q8h2+02—q8+h(e) 59 0 282.45 72.34 84.06 48.31 40.01
pyr—accoa 64 0 29.66 0 47.57 443 24.69
for+q8—q8h2-+h(e) 66 0 0 0 0 0 0
glc— 85 100 100 100 100 100 100
— co2 86 237.9 270.02 93.1 70.5 51.05 5.6
02— 87 196.8 283.16 76.75 91.43 51.16 44.96
— etoh 69,71,90 2.21 0 0 0 20.99 9.22
— ac 74,75,91 7.39 0 0 0.56 0 0
— lac-D 81,93 0 0 0 0 26.5 25.11
— pyr 94 0.02 13.39 0 21.2 18.93 86.44
— for 95 1.9 29.66 0 47.57 44.3 24.69
— atpEnergy 97 0 438.46 221.87 199.77 171.36 155.76
— biomass biomass 7.38 5.6 10.9 8.97 7.02 4.66
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Zusatzliche Tabellen

Tabelle 18: Linearkombination der flussminimierten MinModen fir das FExperiment
GRO04 (3.Kapitel)

Beriicksichtigung der Thermodynamik Keq allrev TR Fst TRs
Reaktion 1D Vezp(GRO4)
gbp—fbp 2 56.39 | -182.32 49.3 28.09 47.41 94.39
fop—g3p 3,5,7 79.94 0 71.62 66.58 75.08 93.21
g3p—3pg 8,9 169.91 89.31 150.78 149.43 161.66 184.27
3pg—pep 10,12 162.12 81 134.59 136.1 151.24 177.33
pep—pyr 13 42.55 0 21.97 32.09 25.1 16.72
pyr—accoa 15 126.51 0 60.65 6.48 13.89 9.25
pyr—mal-L 16 -0.04 39.58 23.03 29.4 0 -43.21
pyr—mal-L 17 0 0.26 4.95 0 0 0
pep—oaa 18 0 -22.01 23.01 -23.48 0 0
gbp—ru5p-D 22,23,24 42.46 281.1 48.31 69.94 51.05 4.59
rubp-D—r5p 25 18.35 98.18 24.84 30.5 22.64 5.28
rusp-D—xubp-D 27 241 182.92 23.48 39.44 28.41 -0.68
r5p--xubp-D—sedp+f6p 28,32 2132 | -92.69 -14.13 -21.69 -1575  -0.68
e4p+xubp-D—g3p+fbp 30 10.9 90.23 9.34 17.75 12.66 -1.37
accoa+oaa—rakg 34,36,37,40 89.4 6.75 16.02 16.75 8.47 5.64
akg—mal-L 41,42,45,62 83.07 0 2.86 5.92 0 0
oaa—mal-L 48 0 0 -5.94 -2.23 0 43.21
mal-L—oaa 49 83.03 39.84 24.89 33.09 0 0
pep—o0aa 52 16.75 0 -16.25 22.67 22.37 58.1
nadh+nap—nadph+nad 53 0 0 0 31.05 13.24 36.45
nadph+nad—nadp+nadh 54 0 437.44  -89.52 10.83 8.47 14.83
adp—atp 55 0 371.16 94.87 101.84 59.68 47.49
nadh+q8—q8h2+nad 56 0 0 0.94 2.57 5.7 10.22
nadh+q8—q8h2+nad 57 0 526.48 124.82 141.27 96.61 78.25
q8h2+02—q8+h(e) 58 0 0.71 4.42 7.37 2.85 5.11
q8h2+02—q8+h(e) 59 0 282.45 72.34 84.06 48.31 39.12
pyr—accoa 64 0 29.66 0 47.57 443 24.78
for+q8—q8h2-+h(e) 66 0 0 0 0 0 0
glc— 85 100 100 100 100 100 100
—co2 86 324.72 270.02 93.1 70.5 51.05 4.59
02— 87 0 283.16 76.75 91.43 51.16 44.24
—retoh 69,71,90 0 0 0 0 20.99 9.25
—ac 74,75,91 0 0 0 0.56 0 0
—lac-D 81,93 0 0 0 0 26.5 24.56
—pyr 94 0 13.39 0 21.2 18.93 87.03
—for 95 0 29.66 0 47.57 44.3 24.78
—atpEnergy 97 0 438.46 221.87 199.77 171.36  155.27
—biomass biomass 5.25 5.6 10.9 8.97 7.02 4.68
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Tabelle 20: Gemessene Enzymkonzentrationen aus der Arbeit von Ishii et al.[93] fiir /
Wachstumsraten (GR01-GR04) und die Referenzmessung (RF03_4). Daten jeweils in
mg(Protein) /q( Trockengewicht)

Ri

o

Gen-1D GRO1 GR02 GRO3 GR04 RF03_4
2 pgi 0.1750 0.1125  0.1567 0.3091 0.1106
3 pfkB 0.0083 0.0198  0.0095 0.0461 0.0169
5 fbaA 0.8742 0.9459 1.0691 1.9712 1.3126
7
8

tpiA 0.0333 0.0274  0.0408 0.0631 0.0494

gapA 1.7154 3.1571  5.2534  7.4103 3.1417

9 pgk 0.3275 0.2531  0.4134 0.5615 0.4147
10 gpmA 1.2773 1.2380 1.3633 1.3685 1.0576
12 eno 1.3276 1.1162 1.8823  3.4429 1.3054
13 pykF 0.6353 0.3408 0.8043 1.1753 0.8250
15 aceE 0.4501 0.5273  0.6159 0.7241 0.6047
18 pck 0.5255 0.4073  0.2107 0.0682 0.4801
19 fbp 0.0991 0.1083  0.1578 0.2017 0.1134
21 ppsA 0.1393 0.1119  0.0622 0.1006 0.1545
22 zwf 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 0.0000
23 pgl 0.1052 0.0355 0.0342 0.0329 0.0866
24 gnd 0.1960 0.0000 0.5807 0.6751 0.3645
25 priA 0.0372 0.0216  0.0510 0.0378 0.0360
27 rpe 0.0317 0.0119  0.0421 0.0386 0.0508
28 tktB 0.3885 0.2731  0.3294  0.4565 0.4153
30 tktB 0.3885 0.2731  0.3294  0.4565 0.4153
32 talB 0.2449 0.3648  0.6243  0.6543 0.5031
34 gltA 2.8173 2.1076 1.7988 1.1592 3.5679
36 acnB 0.8514 0.7340 0.5069 0.5696 0.9851
37 acnB 0.8514 0.7340 0.5069 0.5696 0.9851
40 icd 2.3607 2.6708  2.1151 3.1073 3.2119
41 sucB 0.4098 0.4869  0.6963 0.5654 0.5108
42 sucC 0.1778 0.1699  0.2198 0.3134 0.1559
43 frdA 0.1718 0.1410  0.1654 0.0404 0.1796
45 fumB 0.0020 0.0029  0.0012 0.0094 0.0011
48 mdh 0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 0.0000
50 aceA 240712 14.2078 7.3895 3.4670  25.7036
51 aceB 7.6316 4.8692  3.4680 3.1132 6.9868
52 ppc 0.3963 0.3161 0.5175 1.6156 0.4081
62 sdhB 0.5704 0.3983  0.4855 0.8691 0.4520
64 pflB 0.0134 0.0056  0.0162 0.0376 0.0220
69 adhE 0.1107 0.1214  0.1608 0.5908 0.1780
71 adhE 0.1107 0.1214  0.1608 0.5908 0.1780

74 pta 0.0455 0.0169  0.0244 0.0472 0.0331
75 ackA 0.5789 0.8939  0.9909 1.0932 0.8278
79 acs 0.3947 0.2075  0.0210 0.0000 0.4143

81 IdhA 0.1153 0.1214  0.0700 0.1136 0.1060
83 eda 0.2508 0.1272  0.2912 0.2441 0.0993
85 ptsH 1.3777 1.9041 24314 3.1840 2.0116
113 adk 0.0152 0.0427  0.0747 0.1392 0.0421
116 IldD 0.0321 0.0252  0.0443 0.0868 0.0259
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Tabelle 21: Verwendete Quotienten der Enzymkonzentrationsanderungen (Set0): En-
zymkonzentrationen der Wachstumsratenexperimente (GRO1-GR04) dividiert durch
die Enzymkonzentration der Referenzmessung (RF03_4): dE — 1, Setl und Set2 sind
eine Vorauswahl “informativer Enzyme”. Fir die Gegeniiberstellung in Abb. 5.9 wurden

die Enzymkonzentrationen der Reaktion 15 und 64 katalysierenden Enzyme ebenfalls
EaceE +EPle

summiert, d.h. EaBor — ZGRros"ZGRos
T Brros B R+ Bl
Rid Gen-ID dEgRro1 — 1 dEGgRroz2 — 1 dEGRros — 1 dEGgRros — 1 Setl Set2
2 pgi 0.58 0.02 0.42 1.79
3 pfkB -0.51 0.17 -0.44 1.73 X X
5 fbaA -0.33 -0.28 -0.19 0.50 X X
7 tpiA -0.33 -0.44 -0.17 0.28 X
8 gapA -0.45 0.00 0.67 1.36 X
9 pgk -0.21 -0.39 -0.00 0.35 X
10 gpmA 0.21 0.17 0.29 0.29
12 eno 0.02 -0.14 0.44 1.64 X
13 pykF -0.23 -0.59 -0.03 0.42 x x
15 aceE -0.26 -0.13 0.02 0.20 X X
18 pck 0.09 -0.15 -0.56 -0.86
19 fbp -0.13 -0.05 0.39 0.78
21 ppsA -0.10 -0.28 -0.60 -0.35
23 pgl 0.22 -0.59 -0.60 -0.62 X
24 gnd -0.46 -1 0.59 0.85
25 priA 0.03 -0.40 0.42 0.05
27 rpe -0.38 -0.77 -0.17 -0.24
28 tktB -0.06 -0.34 -0.21 0.10
30 tktB -0.06 -0.34 -0.21 0.10
32 talB -0.51 -0.27 0.24 0.30
34 gltA -0.21 -0.41 -0.50 -0.68 X X
36,37 acnB -0.14 -0.25 -0.49 -0.42
40 icd -0.27 -0.17 -0.34 -0.03
41 sucB -0.20 -0.05 0.36 0.11
42 sucC 0.14 0.09 0.41 1.01 X
45 fumB 0.82 1.72 0.14 7.72 X
50 aceA -0.06 -0.45 -0.71 -0.87 X
51 aceB 0.09 -0.30 -0.50 -0.55 X X
52 ppc -0.03 -0.23 0.27 2.96 X X
62 sdhB 0.26 -0.12 0.07 0.92 X
64 pflB -0.39 -0.74 -0.27 0.71
69 adhE -0.38 -0.32 -0.10 2.32 X
71 adhE -0.38 -0.32 -0.10 2.32 X
74 pta 0.37 -0.49 -0.26 0.42 X
75 ackA -0.30 0.08 0.20 0.32 X
79 acs -0.05 -0.50 -0.95 -1 X
81 IdhA 0.09 0.15 -0.34 0.07
83 eda 1.52 0.28 1.93 1.46 X
85 ptsH -0.32 -0.05 0.21 0.58
113 adk -0.64 0.01 0.77 2.30 X X
116 IldD 0.24 -0.03 0.71 2.35
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Tabelle 22: Flussvorhersagen fir MinModen-Set M, Feist-Irreversibilititen Fst und
Wachstumsezperiment GR0O3. Verglichen werden experimentell bestimmte Fliisse Aveg,
mit Vorhersagen der Testrechnungen (Qgea,min : o, EY, ) und bei Korrelation mit
Enzymkonzentrationsinderungen im Set0, Setl, Set2.

Reaktion Rid Avegp  E* =1 | djgeqt  min:a; Ef Set0 Setl Set2
glc— 85 3.36 0.21 3.42 3.36 3.36 3.36 3.36 3.36
gbp—fop 2 2.67 0.42 3.36 2.60 2.61 0.89 0.67 3.52
fop—g3p 3 2.82 -0.44 3.09 2.84 2.84 1.93 1.80 2.47
5 -2.82 -0.19 -3.09 -2.84 -2.84 -1.93 -1.80 -2.47
7 -2.82 -0.17 -3.09 -2.84 -2.84 -1.93  -1.80 -2.47
g3p—3pg 8 5.63 0.67 5.96 5.61 5.59 4.41 4.22 5.20
9 5.63 0.00 5.96 5.61 5.59 4.41 4.22 5.20
3pg—pep 10 5.20 0.29 5.53 5.50 5.41 444 442 542
12 5.20 0.44 5.53 5.50 5.41 4.44 4.42 5.42
gbp—ru5p-D 22 0.63 0.00 0.70 0.69 2.34 2.50 -0.51
23 0.63 -0.60 0.00 0.70 0.69 2.34 2.50 -0.51
24 -0.63 0.59 0.00 -0.70 -0.69 -2.34  -250 0.51
rusp-D—r5p 25 0.44 0.42 0.23 0.40 0.41 1.18 1.17 0.18
rubp-D—xu5p-D 27 0.19 -0.17 -0.23 -0.30 -0.28 -1.16  -1.33 0.69
r5p—+xubp- 28 -0.16 -0.21 0.05 -0.25 -0.25 -0.73  -0.80 0.33
D—e4p+fop
32 0.16 -0.21 -0.05 0.25 0.25 0.73 0.80 -0.33
e4p—+xubp- 30 0.03 0.24 0.35 -0.05 -0.03 -0.43  -0.52 0.36
D—g3p+fop
pep—oaa 18 0.00 -0.56 0.00 -0.03 -0.04 -0.07  -0.08 -0.08
pep—o0aa 52 0.99 0.27 0.92 1.45 1.31 0.98 -0.45 1.84
pep—pyr 13 0.69 -0.03 1.04 0.62 0.66 0.21 1.73 0.51
pyr—raccoa 15 3.15 0.02 0.57 2.46 2.33 2.04 2.98 2.14
pyr—accoa 64 " -0.27 1.83 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13
pyr—mal-L 16 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
17 0.19 0.21 0.16 0.06 0.25
accoa+toaa—rakg 34 1.49 -0.50 0.35 1.71 1.52 0.86 1.83 1.01
37,-36 -1.49 -0.49 0.35 -1.71 -1.52 -0.86 -1.83 -1.01
40 -1.49 -0.34 -0.35 -1.69 -1.52 -1.37 -2.08 -2.29
akg—succ 41 1.14 0.36 0.00 1.33 1.21 1.73 2.88 2.33
42 -1.14 0.41 0.00 -1.33 -1.21 -1.73 -2.88 -2.33
succ—mal-L 62 1.06 0.07 0.00 1.36 1.21 1.22 2.63 1.04
45 1.06 0.14 0.00 1.36 1.21 1.22 2.63 1.04
oaa—mal-L 48 0.00 0.00 -1.02 -0.90 -1.00 -2.54 -0.95
mal-L—oaa 49 0.98 0.00 0.55 0.52 -0.13  -0.10 -0.94
icit—mal-L 50 0.08 -0.71 0.00 -0.03 0.00 0.51 0.25 1.28
51 -0.08 -0.50 0.00 0.03 -0.00 -0.51 -0.25 -1.28
02— 87 2.03 6.67 6.29 5.28 8.11 6.29
ac 74 -0.49 -0.26 0.00 -0.49 -0.49 -0.49 -0.49 -0.49
ac 75,91 0.49 0.20 0.00 0.49 0.49 0.49 0.49 0.49
etoh 69,-71,-90 -0.15 -0.10 -0.87 -0.15 -0.15 -0.15  -0.15 -0.15
lac-D 81,93 0.00 -0.34 1.09 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
pyr 94 0.00 0.08 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
for 95 0.13 1.83 0.13 0.13 0.13 0.13 0.13
akg 0.35 0.35 0.35 0.31 -0.36  -0.80 -0.03
oaa 0.57 0.57 1.28 1.17 0.93 0.08 0.77
accoa 1.18 1.18 0.21 0.30 1.18 0.89 1.90
pyr 0.89 0.89 1.21 1.36 1.23 1.91 1.35
g3p 0.05 0.05 0.11 0.13 -0.12  -0.09 -0.61
pep 0.16 0.16 0.11 0.12 -0.04 -0.15 -0.22
3pg 0.43 0.43 0.11 0.18 -0.03 -0.20 -0.22
r5p 0.28 0.28 0.15 0.16 0.46 0.37 0.52
edp 0.12 0.12 0.20 0.21 0.29 0.28 0.02
fop 0.03 0.03 0.06 0.06 0.13 0.19 0.35
gop 0.06 0.06 0.06 0.06 0.13 0.19 0.35
nadph 1.58 1.56 5.29 5.64 -1.15
atp 13.58 12.41 13.12 29.24 13.57
atpEnergy 97 0.00 6.37 6.61 6.58 4.57 2.39 7.09
R? 0.99 0.99 0.75 0.54 0.87
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Atomiibergangsmatrizen
Diese Matrizen enthalten die Information welches Atom eines Substrat-Molekiils
nach der chemischen Umsetzung sich an welcher Position des Produkt-Molekiils
wiederfindet.

Chemostat

Der Chemostat ist ein offenes System, in dem Bakterien kontinuierlich wachsen
kénnen. Ein Vorratsgefafl versorgt die Bakterien mit sterilem, frischem Medium;
im Auffanggefdfi wird iiberschiissiges Nahrmedium und Bakterien gesammelt;
das Volumen im Chemostat ist daher konstant. Im Gegensatz zu geschlossenen
Systemen koénnen Wachstumsrate (Generationen pro Zeiteinheit) und Wachs-
tumsertrag (Dichte der Bakterien) unabhéngig voneinander reguliert werden:
die Durchflussgeschwindigkeit des frischen Mediums erhoht die Wachstumsrate,
die Erhohung der Substratkonzentration im Medium (sofern limitierend) erhoht
die Bakteriendichte. Der Chemostat ist somit ein selbstkorregierendes System:
wird die Durchflussgeschwindigkeit erhoht, sinkt die Bakteriendichte und es sind
weniger Zellen vorhanden, denen jedoch mehr Néhrstoffe zur Verfiigung stehen,
weshalb sich die Wachstumsrate erhoht.

Enzymatische Aktivitat
Die katalytische Wirkung eines Enzyms, seine Aktivitat, wird gemessen, indem
man unter genau definierten Bedingungen die Zunahme der Geschwindigkeit der
Reaktion bestimmt, d.h. die Differenz der Umsétze der katalysierten und der un-
katalysierten Reaktion. Da die katalytische Aktivitdt unabhéngig vom Volumen
ist, wihlt man bei Enzymen die Megrofie Umsatz pro Zeit, bzw. Umsatzrate (in
kat oder mTOl)

Exchange Flux
In einem MFA-Modell zur Bestimmung von Flussraten auf Basis gemessener
Isotopomerfraktionen, wird der netto-Flusswert reversibler Reaktionen als Dif-
ferenz von Vorwiarts- und Riickwértsfluss ausgegeben. Die Austauschfliisse (ex-
change fluxes) entsprechen dem Flussanteil, der gleichzeitig in Vorwérts- und
Riickwértsrichtung fliet, also fiir vy > 0 gilt vezep, = v, bzw. allgemein
Vegeh = min(v—,v)[215], symbol= .

GC/MS
Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung ist die Kopplung ei-
nes Gas-Chromatographen (GC) mit einem Massenspektrometer (MS) (Gesamt-
verfahren bzw. Gerdtekoppelung verkiirzend auch: GC-MS oder GC/MS oder
GCMS). Dabei dient der Gaschromatograph zur Auftrennung des zu untersu-
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chenden Stoffgemisches und das Massenspektrometer zur Identifizierung und ge-
gebenenfalls auch Quantifizierung der einzelnen Komponenten.

Metabolit-Kanalisierung

(auch metabolic-channeling oder metabolite channeling)

Beschreibt eine strukturelle Interaktion von Enzymen eines Biosyntheseweges,
die einen kanalisierten Metabolitenfluss ermdoglicht, d.h. die Zwischenprodukte
in einer Art “Tunnel” abgeschirmt weiterreichen und damit eine drastisch erhéhte
Metabolitkonzentration ermoglichen..

Phanotyp-Microarrays

Dieses Verfahren erlaubt es, das Wachstumsverhalten von Saugetierzellen und
Mikroorganismen bei wechselnden Umgebungsbedingungen bzw. Nahrstoffange-
bot systematisch zu studieren. Dazu werden in 96 Vertiefungen einer Kunst-
stoffplatte (Array) Medien unterschiedlicher Zusammensetzung gefiillt, wobei (je
nach Array) die Kohlenstoff-, Schwefel-, Phosphat- oder Stickstoffquelle variiert
(angeboten von der Firma Biolog,Inc.). Die Methode wird im Detail von Boch-
ner et al.[18] beschrieben; Daten zu umfassenden Studien mit dieser Technologie
finden sich in der ASAP-Datenbank von Jeremy Glasner[68, 69] und bei Ito et
al.[94].

Reaktionslaufzahl

Ma$ fiir den Ablauf einer Reaktion (£): fiir £ = 0 liegen die Substrate in Reinform
vor, wahrend & = 1 einer vollstdndigen Umsetzung zu Produkten entspricht.

Stochiometrische

In der Stochiometrischen Matrix S (auch Inzidenzmatrix genannt) werden die
stochiometrischen Koeffizienten einer Reaktionen als Spaltenvektor dargestellt.
In der Spalte kann abgelesen werden, wieviele Molekiile eines Metabolits in einer
Reaktion verbraucht (negativer Koeffizient) oder produziert (positiver Koeffi-
zient) werden; die Koeffizienten einer Zeile geben an, welchen Umwandlungen,
sprich Reaktionen, ein Metabolit im Netzwerk unterworfen ist. Die Matrix hat
somit die Groflie m x n, entsprechend einer Anzahl von m Metaboliten und n
Reaktionen.

Stochiometrische Koeffizienten

148

Biochemische Reaktionen werden meist, in Anlehnung an die Chemie, in der
einfachen Reaktionsschreibweise 1 A + 2 B — 2 C 4+ 1 D notiert. Die ganzzah-
lige, positive Zahl vor dem jeweiligen Reaktionsteilnehmer entspricht dabei dem
stoichiometrischen Koeffizienten, wobei ein Wert von 1 meist nicht notiert wird.
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