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Methoden zur integrierten Analyse metabolischer Netzwerke unter

stationären und instationären Bedingungen

Abstract

Das Überleben biologischer Organismen beruht zu einem großen Teil auf deren
Stoffwechselleistungen . In den Zellen laufen dabei unzählige durch Enzyme katalysierte

Stoffumwandlungen (biochemischen Reaktionen) ab, die sowohl Energie als auch Material zur

Synthese von Biomasse und Produkten bereitstellen . Diese Reaktionen werden in Modellen in Form

von metabolischen Netzwerken dargestellt. Deren Modellierung, Simulation und Analyse gewinnt vor

allem im Metabolic Engineering stetig an Bedeutung und die metabolischen Netzwerke werden immer

detaillierter und umfangreicher. Sie sind deshalb nur noch rechnerunterstützt handhabbar.

Metabolische Untersuchungen werden je nach Fragestellung unter verschiedenen experimentellen

Bedingungen durchgeführt. Eine erste Unterteilung wird aufgrund des Zustands vorgenommen : 1.

Stationäre Experimente werden zur Quantifizierung einer Stoffflusslage unter den gegebenen
Bedingungen (z .B . eines Produktionsprozesses) eingesetzt. 2. Instationäre Experimente zielen auf eine

kinetische Untersuchung der enzymatischen Reaktionen ab und können so auch für Vorhersagen unter

anderen Umgebungsbedingungen genutzt werden. Je nach Fragestellung und den verfügbaren

Messdaten unterscheiden sich auch die erstellten Modelle . In der Literatur ist bislang keine auf alle

Systeme anwendbare Systematik der Modellierung dargestellt. Dabei gibt es zwischen den

verschiedenen metabolischen Modellen (stationär und kinetisch) einige Überschneidungen . Sie
basieren zu einem großen Teil auf vergleichbaren Modellierungsansätzen . Auch ähneln sich die im

Verlauf der Analyse benötigten Hilfsmittel . In dieser Arbeit wurde deshalb eine einheitliche

Systematik eingeführt, die auf alle hier untersuchten Systeme anwendbar ist.

Bei der stationären Betrachtung metabolischer Netzwerke ergeben sich meist relativ einfache

Gleichungssysteme . Für deren Analyse sind bereits eine Vielzahl von Methoden etabliert . Allerdings

ist festzustellen, dass entwickelte theoretische Konzepte selten zur Interpretation experimenteller

Beobachtungen herangezogen werden . In Kapitel 11 wird deshalb eine erweiterte Methode vorgestellt,

die theoretische Ansätze zur Interpretation gemessener Flusslagen nutzt . Die Erstellung und Analyse

kinetischer Modelle ist bereits wesentlich aufwendiger . Insbesondere sind für die Modellierung
notwendige Informationen über Enzymmechanismen und metabolische Regulationen nur teilweise

vorhanden oder sogar widersprüchlich. Im Rahmen der Arbeit ist deshalb ein Vorgehen entwickelt

worden, dass schon vor der eigentlichen Modellierung einsetzt und ermöglicht aus den vorhandenen

Messdatenreihen Hypothesen zu extrahieren. Anhand der Hypothesen wird dann eine Vielzahl

möglicher Modelle erstellt und an die Messdaten angepasst . Hierbei zeigt sich, dass unterschiedliche
Modelle die experimentellen Daten vergleichbar gut wiedergeben können. Glücklicherweise kann

beobachtet werden, dass diejenigen Modelle welche die Messdaten gut reproduzieren, einige

gemeinsame Eigenschaften und Mechanismen aufweisen. Diese Überschneidungen geben deutliche

Hinweise auf wichtige Modellbestandteile . Für einige Anwendungen wie z.B. die gezielte
Verbesserung von Produktionsstämmen anhand von Modellvorhersagen werden allerdings genauere

Modelle, vor allem auch die Werte der kinetischen Parameter benötigt .



In den letzten Kapiteln der Arbeit werden verschiedene Ansätze diskutiert, wie detailliertere Modelle
identifiziert werden können. Zum Einen wird vorgeschlagen, mehrere Experimente mit gewissen

genetischen Veränderungen durchzuführen und anhand eines gekoppelten Modells auszuwerten . Mit

diesem Ansatz kann eine höhere Vorhersagegenauigkeit der kinetischen Parameter erzielt werden . Zum

Anderen wird ein neuer experimenteller Ansatz vorgeschlagen, in dem der Stoffwechsel nicht nur
metabolisch sondern auch isotopisch durch die Zugabe von markiertem Kohlenstoff ( 13 C) ausgelenkt

wird. Anhand einer Simulationsstudie mit einem kleinen Beispielsystem wird dieser neue, bislang

noch nicht untersuchte Zustand analysiert und diskutiert .



Methods for the Integrated Evaluation of Metabolic Networks under
Stationary and Non-Stationary Conditions

Abstract

In biological organisms a variety of enzyme catalyzed reactions are taking place that deliver energy as
well as precursors for biomass and products . These reactions are modeled by metabolic networks . The

simulation and analysis of these networks is getting more important especially for „Metabolic

Engineering" approaches. Current models are very detailed and nowadays can only be handled with

computer techniques. Metabolic analyses are performed under different experimental conditions
depending an the aim of the studies. Firstly metabolic stationary conditions are applied to quantify

metabolic fluxes under e .g . production conditions. Secondly non-stationary conditions that aim at a

kinetic characterization of the metabolic interactions . Kinetic models can in contrast to stationary

fluxes be used for prediction of further states.

The modeling approaches differ depending an the available measurements . In literature up to now

there is no systematic approach that could be applied to the different conditions . Nevertheless there are
several overlaps and the approaches are based an the same chemical and physical laws. In Gase of

stationary metabolic analyses relatively simple linear equation systems are used . There are a variety of

methods for analysis available . Nevertheless, these theoretical concepts are often not applied for the

interpretation of measured data . In the presented work a method is developed that enables to use a

theoretic method for the interpretation of a measured flux distribution.
Kinetic models are muck more evolved . The information needed for modeling is only partly available

and sometimes even contradictorily. Therefore in this work a concept was developed that enables to

extract hypotheses an reaction mechanisms from measured time-series data. Based an these

hypotheses a variety of possible models are set up and fitted to the data . It was observed that several
models are able to reproduce the measured data. Fortunately these models share common

characteristics that seem to be essential for the correct reproduction of the data.

Several approaches are discussed how the identiflcation of kinetic parameters can be improved . It is

shown that the simultaneous evaluation of experiments with two genetically different strains does

improve the statistical accuracy. From a simulative study it is derived that an additional labeling pulse

will further increase the statistical accuracy up to a factor of ten .
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Kapitel 1
Metabolic Engineering

1.1 Entwicklung der weißen Biotechnologie

Mikroorganismen, vor allem Bakterien und Pilze, sind für den Unbefangenen zunächst

für die Schäden bekannt, die sie bei Mensch . Tier und Pflanze verursachen . Ihr Auftreten

als "Schädlinge" beschäftigt die human-, veterinär- und phytomedizinische Mikrobiologie.

Mikroorganismen treten jedoch überwiegend in der Rolle der "Nützlinge" auf . Sowohl im

Naturkreislauf (z .B . Kohlenstoff- und Stickstoff-Kreislauf) als auch in der Industrie sind

Mikroorganismen wertvolle Helfer.

Der Mensch nutzt seit Jahrtausenden die Stoffwechselleistung von Mikroorganismen . Klas-

sische Produkte der Biotechnologie sind Bier, Wein, Essig, Brot und Milchprodukte . Der

Einsatz von biotechnologischen Verfahren beruhte dabei auf eher empirischen Forschun-

gen . Dass "kleine Tierchen", wie der Entdecker der Bakterien Antoine van Leeuwenhoek

sie nannte, Grund der alkoholischen Gärung waren, wusste man lange Zeit nicht . Ro-

bert Koch zählte im vorangegangenen Jahrhundert zu den ersten, die Mikroorganismen

im Labor gezüchtet und untersucht haben . Erst die Entdeckung der DNS durch WAT-

SON UND CRICK (1953) führte zur heutigen Gentechnik, die neue Möglichkeiten für die

Biotechnologie eröffnete.

Seitdem hat sich das Spektrum biotechnologischer Verfahren enorm vergrößert . Neben der

Veredelung von landwirtschaftlichen Produkten (Lebensmitteltechnologie) werden Mikro-

organismen in der Umwelttechnologie, im Pharmabereich und zur Herstellung von Fein-

chemikalien eingesetzt . Neben kleinen Molekülen, wie z .B . Aminosäuren, organischen Säu-

ren und Antibiotika, werden inzwischen auch Impfstoffe und andere komplexe Substanzen,

wie z .B . Humaninsulin mit Mikroorganismen hergestellt . Die vielfältigen Anwendungen

werden unter dem Begriff der "weißen Biotechnologie" Oder auch "industriellen Biotech-

nologie" zusammengefasst.

Trotz der Fortschritte gibt es weiterhin vielfältige ungeklärte Zusammenhänge im mikrobi-

ellen Stoffwechsel, er bildet den Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten . Das Spektrum

der Untersuchungen umfasst sowohl genetische, molekularbiologische, mikrobiologische

als auch prozesstechnische Arbeiten . Zur Durchführung und Auswertung der Experimen-

te wird Wissen aus vielen verschiedenen Disziplinen benötigt.
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Kapitel 1 . Metabolic Engineering

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Methoden unterstützen die Schritte des "me-

tabolic engineering cycles " . Es werden Methoden zur gezielten Auswertung und Interpre-

tation entwickelt . Daraus lassen sich leicht Hypothesen zur Steigerung der Produktivität

ableiten . Zudem wird die Planung von weiteren Experimenten durch Methoden der Ver-

suchsplanung unterstützt . Versuchsplanungsstrategien werden auch zur a priori Beurtei-

lung von neuen, bislang nicht durchgeführten experimentellen Bedingungen eingesetzt.

1.3 Modellierung im Metabolic Engineering

Bereits im vorangegangenen Abschnitt wurde die modellgestützte Auswertung angespro-

chen . Ist das Ziel die quantitative Beschreibung von Zusammenhängen, ist die Model-

lierung und Simulation eines der wichtigsten Hilfsmittel . In den Ingenieurwissenschaften

können fast alle untersuchten Systeme mit Hilfe von Modellen untersucht, analysiert oder

gar entwickelt werden (beispielsweise elektrische Schaltkreise, chemische Reaktionen, Strö-

mungen, u .v .a .).

Die Anwendung von Modellierung und Simulation nimmt bei biotechnologischen Unter-

suchungen stetig zu . Aufgund der hohen Komplexität der Stoffwechselnetzwerke ist eine

modellgestützte Auswertung dringend notwendig. Vor allem können die für das "meta-

bolic engineering" relevanten Größen, wie z .B . die Stoffflüsse, Enzymaktivitäten und -

Affinitäten nicht direkt aus den gemessenen Daten abgeleitet werden . Zur Bestimmung

müssen quantitative Modelle eingesetzt werden.

Besonders bekannt sind stöchiometrische Modellierungsansätze, insbesondere die Stoff-

flussanalyse (STEPHANOPOULOS ET AL ., 1998) und Netzwerkanalyse (SCHUSTER

ET AL., 2000) . Stöchiometrische Modelle beruhen auf der Massenerhaltung . Mit der

Stoffflussanalyse werden aus gemessenen extrazellulären Stoffflüssen die intrazellulären

Stoffflüsse geschätzt (z .B . (VALLINO UND STEPHANOPOULOS, 1993 ; BONARIUS

ET AL., 1996; DELGADO UND LIAO, 1997)) . Anhand der stöchiometrischen Model-

le können unter Hinzunahme thermodynamischer Grenzen theoretische Ausbeuten be-

rechnet werden und Phenotypen vorhergesagt werden (z .B . (SCHUSTER ET AL ., 1999;

EDWARDS UND PALSSON, 2000 ; BURGARD ET AL., 2001 ; MAHADEVAN UND

SCHILLING, 2003)).

Stöchiometrische Analysen geben eine Beschreibung der Stoffflussverteilung eines be-

stimmten physiologischen Zustands . Die Modelle können nicht zur Vorhersage von Stofffüs-

sen unter veränderten Bedingungen oder einer veränderten genetischen Ausstattung ein-

gesetzt werden . Zur Vorhersage wird neben der Stöchiometrie auch eine quantitative Be-

schreibung der kinetischen Interaktionen benötigt . So entstehen reaktionskinetische Mo-

delle, die neben der Stöchiometrie Enzymkinetiken enthalten . Zur Bestimmung der in

16



1 .3 . Modellierung im Metabolic Engineering

vivo Enzymkinetiken werden Experimente die mehrere Zustände durchlaufen benötigt.

PETERSEN ET AL . (2001) führte mehrere Stoffflussanalysen unter verschiedenen Be-

dingungen durch und nutzt die daraus gewonnenen Daten für ein rekationskinetisches

Modell.

Um die aufwendige Durchführung mehrerer Experimente zu umgehen, werden Stimulus-

Response Experimente eingesetzt . Der zelluläre Metabolismus wird in diesen Experimen-

ten stark ausgelenkt, so dass die Zelle verschiedene metabolische Zustände durchläuft

(z .B . (CHASSAGNOLE ET AL ., 2002; THEOBALD ET AL ., 1997; VISSER ET AL .,

2002 ; OLDIGES ET AL ., 2004)) . Ziel des reaktionskinetischen Ansatzes ist, konkrete

Vorschläge zur Verbesserung der Stoffwechselleistung zu ermöglichen (VISSER ET AL .,

2004a) .
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Kapitel 1 . Metabolic Engineering
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2 .2 . Gliederung der Arbeit

Zunächst wird dabei versucht, Modelle nicht nur anhand des in Datenbanken gesammelten

Wissens zu erstellen, sondern möglichst "unvoreingenommen" auf die Daten zuzugehen.

Statistische Verfahren werden eingesetzt um aus den Messdaten Hypothesen Tiber die

Zusammenhänge abzuleiten . Nimmt man Literaturwissen und die Hypothesen aus den

Messdaten zusammen, entstehen für die untersuchten Reaktionsschritte eine Vielzahl von

möglichen Modellen, die in Modellvarianten ausgedrückt werden (Kapitel 12) . Die Hypo-

thesen werden mit verschiedenen kinetischen Ansätzen, d .h . mechanistischen Reaktions-

kinetiken (Kapitel 13), sowie phänomenologischen Ansätzen beschrieben . Das in dieser

Arbeit eingesetzte Modellierungswekzeug MMT2 (HAUNSCHILD, 2006) unterstützt den

Modellierer durch die Möglichkeit, Modellfamilien zu definieren . Die Umgebung ermög-

licht es mit einer Vielzahl von Modellen zu arbeiten, diese an die Messdaten anzupassen

und zu analysieren.

Modell-Varianten, die die Daten gut wiedergeben können, werden einer genaueren Unter-

suchung unterzogen . Zur Analyse der Parameterbestimmtheit werden statistische Metho-

den (Kapitel 14) eingesetzt . Im Gegensatz zu stationären Experimenten sind die Sen-

sitivitäten der Konzentrationen gegenüber den Modell-Parametern zeitabhängige, hoch-

dimensionale Matrizen . Zur Interpretation der großen Datenmengen werden daher visu-

elle und statistische Hilfsmittel benötigt . In Kapitel 9 werden die im Visualisierungs-

Werkzeug MatVis (QELI, 2007) implementierten Verfahren kurz geschildert.

Die Visualisierung der Sensitivitäten und Kovarianzen wird hauptsächlich für die Modell-

Analyse eingesetzt . Sie helfen dem Modellierer, einen schnellen Überblick zu erhalten

und zu erkennen, wo Besonderheiten auftreten . Bei der Beurteilung des regulatorischen

Einflusses von Inhibitoren und Aktivatoren in metabolischen Netzwerken kann die Sensiti-

vitätsanalyse allerdings nur sehr bedingt eingesetzt werden . Die Sensitivitäten der Flüsse

bezüglich der Konzentrationen können z .B . im Fall einer Sättigung zu Fehlinterpretatio-

nen führen . Obwohl fast vollständige Inhibierung vorliegt, wird daher eine sehr geringe

Sensitivität berechnet . In Kapitel 9 wird eine neue Methode zur Quantifizierung und Vi-

sualisierung von Effektor-Einflüssen beschrieben (NOACK, 2005) und zur Interpretation

des Modellverhaltens in Kapitel 16 eingesetzt.

Aus der Modell-Analyse wird auch deutlich, dass reaktionskinetische Ansätze durch eine

breitere Datenbasis gestützt werden müssen . Ohne zusätzliche Informationen ist nur ein

sehr geringer Teil der Modell-Parameter bestimmt . Mögliche Wege, zu besser bestimmten

Modellen zu kommen, werden in dieser Arbeit diskutiert:

Gekoppelte Auswertung mehrerer Experimente : Die Stimulation des metabolischen

Netzwerks in vivo ist experimentell stark eingeschränkt . Durch das Zucker-Auf-

nahmesystem (PTS) und Katabolitrepression können nur wenige Substrate zur (star-
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Kapitel 3
Untersuchte biologische Systeme

Dieses Kapitel dient dem Leser als kurze Einführung in den bakteriellen Stoffwechsel und

die zellulären Regulationsmechanismen. Danach werden die in dieser Arbeit untersuchten

Stämme und der Aromatenbiosyntheseweg geschildert.

Für das Metabolic Engineering sind vor allem gut charakterisierte Organismen interessant,

deren genetische Ausstattung bekannt ist . Zur Entwicklung von Methoden werden deshalb

vor allem Saccharomyces cerevisiae (VAN DAM ET AL ., 2002; RAAMSDONK ET AL .,

2001 ; VISSER ET AL ., 2004b), Escherichia coli (ALMAAS ET AL ., 2004; BURGARD

ET AL., 2001; EDWARDS ET AL., 2001), Bacillus subtilis (DAUNER ET AL ., 1999;

FISCHER. UND SAUER, 2005; GOEL ET AL., 1993) und Corynebacterium glutamicum

(MARX ET AL ., 1996 ; GRAAF, 2000; PETERSEN ET AL., 2000 ; VALLINO UND SIE-

PHANOPOULOS, 1993) eingesetzt . Die Stöchiometrie der Reaktionen des Zentralstoff-

wechsels und vieler Biosynthesewege sind bekannt . Abb. 3 .1 zeigt den Zentralstoffwechsel

und die Abzweigungen zu den insgesamt zwanzig Aminosäuren.

Das im Metabolic Engineering formulierte Ziel einer gerichteten Verbesserung der Stoff-

wechselaktivität zur Steigerung der Produktivität lässt sich am besten am Beispiel eines

industriell relevanten Prozesses untersuchen . Hier ergeben sich konkrete Fragestellungen,

die mit den entwickelten Methoden beantwortet werden sollen und in einem weiteren

Experiment überprüft werden können.

In dieser Arbeit werden Modelle für einen auf E . coli basierenden Produzenten der aroma-

tischen Aminosäure L-Phenylalanin vorgestellt . Das Bakterium Eschcrichia coli gehört

zur Gattung der Prokaryonten (SCHLEGEL, 1992), besitzt also insbesondere keine abge-

trennten Reaktionsräume (Kompartimente) . Prokaryonten besitzen zudem im Gegensatz

zu Eukaryonten keinen Zellkern . E. coli ist eines der am besten charakterisierten Mikro-

organismen, die gesamte DNA ist sequenziert und den meisten Genen kann eine Funktion

zugeordnet werden (EISENBERG ET AL ., 2000).

3.1 Bakterieller Stoffwechsel und Regulationsmechanismen

Bakterien sind in ihrer Umwelt ständig wechselnden Bedingungen ausgesetzt . In ihrer na-

türlichen Umgebung herrschen meist Mangelbedingungen, die Zellen müssen versuchen,

mit wenigen Nährstoffen auszukommen und in der Lage sein, ihren Stoffwechsel schnell auf

die verfügbaren Substrate umzustellen . Die für die biochemischen Reaktionen notwendi-

gen Katalysatoren sind die Enzyme . Enzyme sind Makromoleküle, die aus Aminosäuren

23
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Kapitel 4 . Experimentelles Vorgehen
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Kapitel 5 . Modellbildung

werden . Dabei werden einige vereinfachende Annahmen getroffen, z .B . wird der Einfluss

der Temperatur vernachlässigt.

Die Modelle in diesen Disziplinen haben eine erstaunliche Reife erlangt . Beispielsweise

können Schaltkreise oder ganze Prozessoren am Computer entwickelt werden und die

Modelle geben das Verhalten des realen Schaltkreises sehr exakt wieder.

Die Modellierung biologischer Systeme ist in gewisser Weise komplexer, und erfordert eine

andere Herangehensweise . Vor allem müssen folgende Punkte in Betracht gezogen werden:

Unbekannte Wechselwirkungen] : Im Gegensatz zu z .B . elektrischen Schaltkreisen, bei

denen die einzelnen Bauteile durch klar definierte elektrische Leiterbahnen verbun-

den sind, befinden sich bei biologischen Systemen Metabolite, Enzyme und andere

Zellbestandteile gemeinsam im Cytoplasma (Prokaryonten) bzw . in Kompartimen-

ten (Eukaryonten und höhere Zellen) . Prinzipiell kann jede Substanz mit jeder ande-

ren interagieren (PAZOS ET AL ., 2005) . Einige Enzyme sind in der Lage, mehrere

Reaktionen zu katalysieren . Teilweise muss aus diesem Grund auch die Stöchio-

metrie metabolischer Netzwerke hinterfragt und erweitert werden (VAN WINDEN

ET AL., 2003).

Kritischer ist die Situation beim Aufstellen der möglichen regulatorischen Einflüsse

von Metaboliten auf Enzyme . Die regulatorische Struktur ist nicht innner bekannt

(HOFMANN UND KOPPERSCHLAGER, 1982 ; PAZOS ET AL ., 2005), da bei

der in vitro Analyse von Enzymen meist nur ein bestimmtes Substanzspektrum

untersucht wird.

In vitro und in vivo Untersuchungen : Im Gegensatz zu rein technischen Systemen

können die einzelnen Komponenten, die Gene, Transkription, Translation, Enzy-

me und Metabolite, nicht einzeln, isoliert im Reagenzglas (in vitro) untersucht und

beschrieben werden . Enzyme sind komplexe Makromoleküle, deren Funktion stark

von den Umgebungsbedingungen, wie z .B . dem pH-Wert, der Temperatur, der Salz-

konzentrationen oder dem Reduktionspotential abhängen . Bislang ist es nicht mög-

lich, die in vivo intrazellulären Bedingungen in vitro zu reproduzieren. Eine weitere

Schwierigkeit besteht in der in vivo Situation "viel Enzym, wenig Substrat " , ca.

40% des Zellvolumens wird von Makromolekülen eingenommen (CHEBOTAREVA

ET AL ., 2004) . Studien mit makromolekülähnlichen Substanzen (z .B . PEG) zeigen,

dass Crowding die thermodynamische Aktivität der Metabolite erhöht, gleichzeitig

aber die Diffusionsgeschwindigkeit und damit die Reaktionswahrscheinlichkeit er-

niedrigt (MATHEWS, 1993 ; ROHWER ET AL ., 1998) . Das Ausmaß dieser beiden
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ai ist

U(ä̂ i ) =

Cov(ä̂ ) = U D U T D =



a1

D = det (Cov (a))

D Dref

I verv

D̄ («) =
2 dim(a

I =
Dref

D

D̄ («)



N v = 0
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ŷ = M v

v



nf =

~

0 = [Nf N d

vf

(
v d

n
f

vf v d



Sens~
d =

vd = -N- 1 Nd Nff ävf





x = x(v, a inp )

d 000 + d001 + d010 + d 011 + d 100 + d 101

d 001 + d011 + d 101 + d 111

d 010 + d011 + d 110 + d 111

d 100 + d 101 + d 110 + d 111

d 011 + d 111

d 101 + d 111

d 110 + d 111

d 111

+ d 110 + d 111

(

1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 0 1 0 1 0 1
0 0 1 1 0 0 1 1

d = 0 0 0 0 1 1 1 1
0 0 0 1 0 0 0 1
0 0 0 0 0 1 0 1
0 0 0 0 0 0 1 1
0 0 0 0 0 0 0 1

d

D $xxx

1

	

1

	

1~ ~ ~
C dxxx =

	

d ijk = 1
i=0 j=0 k=0

C Dxxx = C d xxx D = D



d. v4 + b. v5 + e.(-v2 - v~
6 )

c. v3 + d. v4 - f. v7
feed„ v-~ - a„ v1
feed l, v-~ - a l, v1
a„ v 1 + e„ v5 + b.l(-v1 - v2 - v~

5 )

a lx v~
1 + e i, v5 + b lx(-v1 - v2 - v~

5 )

C., : 0 = b. e„ v~
2 - c., v~

3

C, ~ lx : 0 = b. ei, v~
2 - c.i. v~3

CQl,~ : 0 = b„ e. v~
2 - c.i. v~

3
Cl. : 0 = blx e ll v~

2 - c i. v~
3

D., : 0 = c., v~
3 - d., v~

4

Dxlx : 0 = c,alx v3 - dxlx v~
4

Dl. : 0 = c~i. v~
3 - d i. v~

4
Exl : 0 = dxlx v4 + bXl v5 + e .i(-v 5 - v2 - v~

6 )
Exl : 0 = d l. v~

4 + blx v5 + e .l(-v 5 - v2 - v~
6 )

Fl :

	

0 = ci. v3 + d., v4 - fl v 7
A ll : 0 = feed ll v-~ - a ll v 1
B il : 0 = a ll v1 + e il v5 + bil(-v 1 - v2 - v~

5 )

C, ~ ll : 0 = b.e ll v~
2 - c.11 v~

3

Cxlxl : 0 = bxl exl v~
2 - cxlxl v~

3
Cxllx : 0 = bxl e i. v~

2 - cxllx v~
3

Ci., : 0 = blx exl v~
2 - c i ., v~

3
Clxlx : 0 = blx e i. v~

2 - c lxlx v~
3

Cll. : 0 = bll e. v~
2 - c ll. v~

3
D.11 : 0 = c.11 v3 - dxll v~

4
Dlxl : 0 = culxl v3 - d lxl v~

4
Dllx : 0 = c,cllx v3 - d llx v~

4
Ei, : 0 = d xll v4 + bil v5 + e il(-v 5 - v 2 - v~

6 )

Cill : 0 = bll ell v~
2 - cllll v~

3

A, ~ : 0 = feed. v-~ - a,IX v 1
B, ~ : 0 = a.~ vi1 + b.~ (-vi1 - v~

2 - v~
5 )

C, ~ : 0 = b. e. v~
2 - c. v~

3

D, ~ : 0 = c. v-3 - d. v4
E, ~ : 0 =
FX : 0 =

AX l : 0 =
AX l : 0 =
BX l : 0 =
B lx : 0 =



1 = 0
x

0 = 1A(v) 1x +1 b( v )

1b (v)

0 = 2 A(v) 2 x +2 b (v, 1 x)

bXi eXl v
y

2

0 = iA(v) i
x +i

b (v , 1 x,2 x, . . . ,i-1 x), i = 1, . . . , m
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HS [mM/h /gBTM ]
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in [mM /h/gBTM ]

0 .01 ± 0 .01 0 .00 ± 0.00 0.00 ± 0 .00
3 .42 ± 0 .02 2 .70 ± 0.02 2 .40 ± 0 .02

0 .66 ± 0 .03 0 .45 ± 0.02 0.25 ± 0 .02

0 .00 ± 0 .00 0 .00 ± 0.00 0.00 ± 0 .00
0 .00 ± 0 .00 0 .00 ± 0.00 0.00 ± 0 .00
0 .01 ± 0 .00 0 .02 ± 0.00 0.01 ± 0 .00

-0 .01 ± 0 .00 -0 .01 ± 0.00 -0.01 ± 0 .00
-0 .05 ± 0 .00 -0 .03 ± 0.00 -0.02 ± 0 .02

Messung im Überstand

Anteil neu

synthetisierten

L-Phe stationäre Markierung

C3 C5+C9 p C2 C5+C9
A 4 .50% 3 .90% 39 .26% 9 .76% 8 .23%
B 3 .80% 3 .10% 23 .66% 12 .51% 9 .55%
C 3 .20% 2 .60% 11 .83% 18 .86% 13 .78%
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Kapitel 11
Methoden zur Interpretation statio-
närer Stoffflusslagen

Aus den Stoffflusskarten in Abb . 10 .6 lassen sich Tendenzen ablesen . Im Verlauf der Pro-

duktionsphase nimmt z .B . der Fluss in den oxidativen Pentosephosphat-Weg ab, während

der Fluss in den Zitratzyklus zunimmt und die Produktion immer weiter zurückgeht . Wel-

che Flüsse des Netzwerks wirken am stärksten auf die Absenkung der Produktausbeute?

Diese klassische Frage lässt sich für stationäre Netzwerkmodelle bislang nur unzureichend

beantworten, da nur wenige Methoden zur Interpretation gemessener Stoffflusslagen vor-

liegen.

DELGADO UND LIAO (1997) stellen eine sensitivitätenbasierte Methode vor, die "In-

verse Flux Analysis " genannt wird, vor . Dabei werden interessante intrazelluläre Flüsse

des Netzwerks gewählt und deren Einfluss auf die Wachstums- oder Produktionsrate be-

stimmt. Die Gleichungen für diesen Ansatz wurden in Kapitel 8 .2, Seite 73 in etwas

anderem Zusammenhang dargestellt . Durch diesen Ansatz ergeben sich allerdings Nach-

teile, die mit der Wahl der Flüsse zusammenhängen . Im folgenden Beispiel wird erläutert,

wieso die Wahl der freien Flüsse Einfluss auf die Sensitivitäten nimmt.

Einen anderen Weg beschreiten SCHILLING ET AL . (2000) . Sie betrachten die stöchio-

metrischen Gleichungen im Zusammenhang mit einem Optimierungskriterium . Sie stellen

sich die Frage, inwieweit eine Metabolitkonzentration das Optimierungsziel beeinflusst,

indem sie die Sensitivität der rechten Seite der Bilanzgleichung auf die Lösung des Op-

timierungsproblems bestimmen . Diesen Ansatz kann man als den Einfluss eines zusätz-

lichen, "virtuellen"' Flusses in den betrachteten Pool verstehen (SCHILLING ET AL .,

2000) . Mit diser Methode wird der Einfluss einer Bilanzgleichung quantifiziert . Zur Inter-

pretation einer gemessenen Stoffflusslage kann sie jedoch nicht herangezogen werden.

Um die Lücke bei der Interpretation zu schließen, werden in diesem Kapitel zwei neue

Konzepte vorgestellt . Sie greifen Methoden der beiden beschriebenen Ansätze auf und

erweitern so die Methoden der stationären Stoffflussanalyse und metabolischen Netzwerk-

analyse (WAHL ET AL ., 2006b) . Sie verwenden sowohl Optimierungskriterien als auch

Sensitivitäten um die gemessene Stoffflusslage in den möglichen Lösungsraum des Systems

einzuordnen und in diesem Kontext zu interpretieren . Vorgeschlagen wird die Berechnung

von "Limitierungs-Potenzialen" (LP) und der "Sensitivitäten der beschränkenden Flüsse"

(CLS - Constraint Limitation Sensitivities) (WAHL ET AL ., 2006b), die anhand eines ein-
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13 .4. Modelle mit generischen Michaelis-Menten Termen

satzes E.coli 4pF78 zwar gelingt ; die Parameterbestimmtheit jedoch sehr gering ausfällt.

Deshalb wird eine Methode zur Erweiterung der Datenbasis vorgestellt und ein Verfahren

zur parallelen Anpassung mehrerer Datensätze eingesetzt . Die Bestimmtheit des Modells

verbessert sich durch dieses Vorgehen, die Unterscheidung zwischen den einzelnen Vari-

anten wird dadurch ebenfalls klarer.

13 .4 Modelle mit generischen Michaelis-Menten Termen

Abb . 13 .4 zeigt die Anpassung der besten fünf Modellvarianten für die generischen Michaelis-

Menten basierten Modelle . Eine Darstellung der gefundenen Häufigkeiten ist in Abb . 13 .5

zu finden. Hier sind deutliche Parallelen zu den gefundenen Mechanismen der mechanis-

tischen Modellfamilie (Abb . 13 .5) zu erkennen.

Im Vergleich zur Modellfamilie auf Basis komplexer mechanistischer Kinetiken verschie-

ben sich die Tendenzen etwas . Da in der mechanistischen Beschreibung die Varianten mit

irreversibler DHQ Synthase kaum auftraten, wurde sie nicht in die generische Michaelis-

Menten Familie aufgenommen und ein durch ein Substrat inhibierten Mechanismus er-

setzt . Dieser setzt sich anscheinend durch, alle in die Analyse einbezogenen Anpassungen

besitzen diesen Mechanismus . Deutlich sind auch die Tendenzen für die DHSDH und SDH.

Wie in der vorherigen Modellfamilie setzen sich Gleichgewichts-Mechanismen durch . Für

die EPSPS wurde zusätzlich eine durch ADP inhibierte Kinetik aufgestellt . Er kann sich

allerdings nicht wirklich durchsetzen, lediglich eine kleine Mehrheit (61%) der besseren

Anpassungen enthalten diesen Mechanismus.

Für diese Modell-Familie wurde ebenfalls eine Anpassung an die zwei vorhandenen Da-

tensätze durchgeführt (nicht dargestellt).

13 .5 LinLog Modellfamilie

Die erweiterte LinLog Modellfamilie enthält 128 verschiedene Varianten für den Shikimat-

Biosyntheseweg . Bei der Anpassung (Abb . 13.6) zeigt sich ein zur mechanistischen Mo-

dellfamilie ähnliches Bild, die besten Anpassungen unterscheiden sich in ihrer Güte kaum.

Erstellt man das Histogramm für die Anpassungen mit maximal 2%, 5% und 10% höherer

Fehlerquadratsumme lassen sich wiederum einige Tendenzen erkennen.

Die Mechanismen können nicht direkt miteinander verglichen werden, da einige in der

mechanistischen Modellfamilie enthaltene Mechanismen im LinLog-Format nicht darge-

stellt werden können, oder aber in der gleichen Darstellung münden (z .B . ergibt sich

für eine reversible und irreversible Michaelis-Menten Kinetik derselbe LinLog-Ausdruck)
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13 .5 . LinLog Modellfamilie

phosphorylierung entsteht kein ATP) . Es gelingt kaum, den Fluss durch den Syntheseweg

zu bestimmen . Parallele Reaktionswege aufzulösen, ist ohne weitere Anhaltspunkte, d .h.

lediglich aus den Konzentrationsverläufen, nicht möglich . Wieder gilt, dass sich in solch

einem Fall offensichtlich der "einfachere" Mechanismus durchsetzt, da (las Optimierungs-

gelände mit weniger Freiheitsgraden sicherer zu einer guten Anpassung führt.
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14 .4 . Einfluss der Eingangsgößen (Splines) in fokussierten Modellen

d.h . die erste Ableitung der Konzentrationen beeinflusst (Abb . 14 .8) . Vor allem bei DHQ,

DHS und SHIK zeigt sich eine deutliche Abweichung der verrauschten Simulationen im

Vergleich zur Simulation mit den vorgegebenen orginalen Eingangssignalen (Abb . 14 .8).

Der Mittelwert aus der Monte-Carlo Studie liegt hier über der orginalen Simulation . Zum

einen wird für PEP das Minimum nicht vollständig erreicht . Zum anderen steigt die Kon-

zentration von X5P zu früh an . Der Fluss in den Syntheseweg ist somit zunächst zu groß

und akkumuliert in DHQ, DHS und SHIK.

Aus diesen Ergebnissen zeigt sich, dass durch die Glättung systematische Abweichun-

gen auftreten können . Im Modell werden Stofftransportprozesse beschrieben . Eine zeitlich

auftretende Abweichung wird somit in die Folgemetabolite " transportiert" und kann auch

zeitlich länger vorliegen . Es empfiehlt sich deshalb, verschiedene Glättungseinstellungen

gengenüberzustellen .
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A B C A B C
Fluss Abw. Fluss Abw Fluss Abw. Fluss

	

Abw. Fluss

	

Abw Fluss

	

Abw.

upt1 0 .84 0.023 0.67 0 .018 0.56 0.016
100 .0% 100.0% 100 .0%

y upt2 2 .53 0.023 2.02 0 .018 1 .71 0.016

ö emp1 1 .86 0.442 1 .69 0 .585 1 .99 1 .066 55 .4% 23.7% 62.7% 34 .6% 87 .8% 53 .6%

emp2 2 .66 0.149 2.21 0 .196 2.09 0.356 79 .2% 5.6% 82.0% 8 .9% 92 .0% 17 .1%

emp3 2 .66 0.149 2.21 0 .196 2.09 0.356 79 .2% 5.6% 82.0% 8 .9% 92 .0% 17 .1%

emp4 5 .43 0.161 4.45 0 .202 4.09 0.358 161 .3% 3.0% 165.2% 4 .5% 180 .1% 8 .8%

ppp1 1 .50 0.443 1 .01 0 .585 0.28 1 .066 44 .6% 29.5% 37.3% 58 .1% 12 .2% 384 .5%

ppp2 0 .80 0.295 0.52 0 .390 0.10 0.711 23 .8% 36.9% 19.3% 75 .0% 4 .2% 745 .1%

ö ppp3 0 .70 0.148 0.49 0 .195 0.18 0.356 20 .8% 21 .2% 18.0% 40 .2% 8 .0% 195 .5%

y ppp4 0 .10 0.148 0.03 0 .195 -0.09 0.355 3 .0% 147.6% 1 .2% 584 .1% -3 .8% 410 .9%

ppp5 0 .70 0.148 0.49 0 .195 0.18 0.356 20 .8% 21 .2% 18.0% 40 .2% 8 .0% 195 .5%

ppp6 0 .70 0.148 0.49 0 .195 0.18 0.356 20 .8% 21 .2% 18.0% 40 .2% 8 .0% 195 .5%

tcc1 4 .21 0.178 3.53 0 .213 3.52 0.364 125 .2% 4.2% 131 .0% 6 .0% 155 .2% 10 .3%

tcc2 4 .21 0.178 3.53 0 .213 3.52 0.364 125 .2% 4.2% 131 .0% 6 .0% 155 .2% 10 .3%

Ü tcc3 4 .21 0.178 3.53 0 .213 3.52 0.364 125 .2% 4.2% 131 .0% 6 .0% 155 .2% 10 .3%

H tcc4 4 .21 0.178 3.53 0 .213 3.52 0.364 125 .2% 4.2% 131 .0% 6 .0% 155 .2% 10 .3%

tcc5a 2 .11 0.089 1 .77 0 .107 1 .76 0.182 62 .6% 4.2% 65.5% 6 .0% 77 .6% 10 .3%

tcc5b 2 .11 0.089 1 .77 0 .107 1 .76 0.182 62 .6% 4.2% 65.5% 6 .0% 77 .6% 10 .3%

ana1 0 .01 0.020 0.02 0 .002 0.03 0.020 0 .4% 150.9% 0.6% 11 .7% 1 .3% 68 .8%

shik1 0 .60 0.024 0.45 0 .022 0.27 0.020 17 .8% 4.1% 16.8% 4 .8% 11 .8% 7 .5%
ie shik2 0 .60 0.024 0.45

	

0 .022 0.27 0.020 17 .8% 4.1% 16.8% 4 .8% 11 .8% 7 .5%

phe_A 0 .30 0.012 0.23 0 .011 0.13 0.010 8 .9% 4.1% 8.4% 4 .8% 5 .9% 7 .5%

phe_B 0 .30 0.012 0.23 0 .011 0.13 0.010 8 .9% 4.1% 8.4% 4 .8% 5 .9% 7 .5%

phe 0 .60 0 .02 0.45 0 .022 0.27 0.020 17 .8% 4.1% 16.8% 4 .8% 11 .8% 7 .5%

bo CO 2 14 .73 0.295 12.01 0 .246 11 .08 0.224 437 .8% 2.0% 445.5% 2 .0% 488 .4% 2 .0%

z ä. uracil 0 .01 0.020 0.02 0 .002 0.03 0.020 0 .4% 150.9% 0.6% 11 .7% 1 .3% 68 .8%
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1 1 .00 0.88 0.88 1 .50 0.00 0 .00 -0 .25 0 .13 0 .13 0 .75 0 .75

3 0.00 0.50 0.50 1 .00 0.00 1 .00 0 .00 0 .50 0 .50 0 .00 0 .00

5 -1 .67 0.00 0.00 0.67 7 .93 2 .67 0 .67 1 .00 1 .00 0 .00 0 .00

7 1 .00 1.00 1.00 2.00 26.60 0 .00 0 .00 0 .00 0 .00 2 .00 2 .00

-2.00 0.00 0.00 1 .00 23 .60 3 .00 1 .00 1 .00 1 .00 1 .00 1 .00

11 0.50 0.75 0.75 1 .50 0.00 0 .50 0 .00 0 .25 0 .25 1 .00 1 .00

0.00 0.67 0.67 1 .67 25.60 1 .00 0 .33 0 .33 0 .33 1 .67 1 .67

15 1.00 0.82 0.82 1.26 0.00 0 .00 -0.37 0.18 0.18 0.15 0.15

17 1 .00 0.88 0.88 1 .50 8.60 0 .00 -0 .25 0 .13 0 .13 0 .75 0 .75

resp e1 thy fut

4.50 4 .55 0.00 4.30

5.33 8 .93 -4.67 0.00
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