&
2
o
£
3
e
2
E
]
<3
3
2
=
=

&-N v(t, x, )

f/*_ffl

RY_X
1 = qgf
A S\’

B | Puxoms. 'A
’./‘IJ‘J

;J—r'

Methoden zur integrierten Analyse metabolischer Netzwerke
unter stationédren und instationdren Bedingungen

Sebastian Aljoscha Wahl

#) jOLICH

FORSCHUNGSZENTRUM



Schriften des Forschungszentrums Jilich
Reihe Gesundheit / Health Band/Volume 1







Forschungszentrum Jilich GmbH
Institut fir Biotechnologie-2 (IBT-2)

Methoden zur integrierten Analyse
metabolischer Netzwerke unter
stationaren und instationaren
Bedingungen

Sebastian Aljoscha Wahl

Schriften des Forschungszentrums Jilich
Reihe Gesundheit / Health Band/Volume 1

ISSN 1866-1785 ISBN 978-3-89336-506-7




Bibliografische Information der Deutschen Nationalbibliothek.

Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation in der
Deutschen Nationalbibliografie; detaillierte Bibliografische Daten
sind im Internet Uber <http:/dnb.d-nb.de> abrufbar.

Herausgeber Forschungszentrum Jillich GmbH
und Vertrieb: Zentralbibliothek, Verlag
D-52425 Jiilich
Telefon (02461) 61-5368 - Telefax (02461) 61-6103
e-mail: zb-publikation@fz-juelich.de
Internet: http://www.fz-juelich.de/zb

Umschlaggestaltung: Grafische Medien, Forschungszentrum Jiilich GmbH
Druck: Grafische Medien, Forschungszentrum Jilich GmbH
Copyright: Forschungszentrum Jiilich 2008

Schriften des Forschungszentrums Jiilich
Reihe Gesundheit / Health Band / Volume 1

D 467 (Diss., Siegen, Univ., 2007)

ISSN 1866-1785
ISBN 978-3-89336-506-7

Vollstandig frei verfiigbar im Internet auf dem Jilicher Open Access Server (JUWEL)
unter http://www.fz-juelich.de/zb/juwel

Alle Rechte vorbehalten. Kein Teil des Werkes darf in irgendeiner Form (Druck, Fotokopie oder
in einem anderen Verfahren) ohne schriftiche Genehmigung des Verlages reproduziert oder
unter Verwendung elekironischer Systeme verarbeitet, vervielfaltigt oder verbreitet werden.



Methoden zur integrierten Analyse metabolischer Netzwerke unter
stationiiren und instationiiren Bedingungen

Abstract

Das Uberleben Dbiologischer Organismen beryht zu einem groBen Teil auf deren
Stoffwechselleistungen. In den Zellen laufen dabei unzihlige 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 rechnerunterstiitzt handhabbar.

Metabolische Untersuchungen werden je nach Fragestellung unter verschiedenen experimentellen
Bedingungen durchgefiihrt. Eine erste Unterteilung wird aufgrund des Zustands vorgenommen: 1.
Stationire Experimente werden zur Quantifizierung einer Stoffflusslage unter den gegebenen
Bedingungen (z.B. eines Produktionsprozesses) eingesetzt. 2. Instationére Experimente zielen auf eine
kinetische Untersuchung der enzymatischen Reaktionen ab und kénnen so auch fiir Vorhersagen unter
anderen Umgebungsbedingungen genutzt werden. Je nach Fragestellung und den verfligbaren
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 (stationsir und kinetisch) einige Uberschneidungen. Sie
basieren zu einem groBen Teil auf vergleichbaren Modellierungsansétzen. Auch ghneln sich die im
Verlauf der Analyse benétigten Hilfsmittel. In dieser Arbeit wurde deshalb eine einheitliche
Systematik eingefiihrt, die auf alle hier untersuchten Systeme anwendbar ist.

Bei der stationdren Betrachtung metabolischer Netzwerke ergeben sich meist relativ einfache
Gleichungssysteme. Fiir 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 Ansétze zur Interpretation gemessener Flusslagen nutzt. Die Erstellung und Analyse
kinetischer Modelle ist bereits wesentlich aufwendiger. Insbesondere sind fiir die Modellierung
notwendige Informationen iiber Enzymmechanismen und metabolische Regulationen nur teilweise
vorhanden oder sogar widerspriichlich. Im Rahmen der Arbeit ist deshalb ein Vorgehen entwickelt
worden, dass schon vor der eigentlichen Modellierung einsetzt und ermoglicht aus den vorhandenen
Messdatenreihen Hypothesen zu extrahieren. Anhand der Hypothesen wird dann eine Vielzahl
moglicher Modelle erstellt und an die Messdaten angepasst. Hierbei zeigt sich, dass unterschiedliche
Modelle die experimentellen Daten vergleichbar gut wiedergeben konnen. Gliicklicherweise kann
beobachtet werden, dass diejenigen Modelle welche die Messdaten gut reproduzieren, einige
gemeinsame Eigenschaften und Mechanismen aufweisen. Diese Uberschneidungen geben deutliche
Hinweise auf wichtige Modellbestandteile. Fiir einige Anwendungen wie z.B. die gezielte
Verbesserung von Produktionsstimmen anhand von Modellvorhersagen werden allerdings genauere
Modelle, vor allem auch die Werte der kinetischen Parameter benétigt.



In den letzten Kapiteln der Arbeit werden verschiedene Ansitze diskutiert, wie detailliertere Modelle
identifiziert werden konnen. Zum Einen wird vorgeschlagen, mehrere Experimente mit gewissen
genetischen Verdnderungen durchzufithren und anhand eines gekoppelten Modells auszuwerten. Mit
diesem Ansatz kann eine hohere 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 (**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 on 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 on 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 on the same chemical and physical laws. In case 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 much 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 on reaction mechanisms from measured time-series data. Based on 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 identification 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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min Minimal

max Maximal
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Kapitel 1
Metabolic Engineering

1.1 Entwicklung der weiffen Biotechnologie

Mikroorganismen, vor allem Bakterien und Pilze, sind fiir den Unbefangenen zunichst
fiir die Schiden bekannt, die sie bei Mensch, Tier und Pflanze verursachen. Thr Auftreten
als “Schidlinge” beschiftigt die human-, veterindr- und phytomedizinische Mikrobiologic.
Mikroorganismen treten jedoch {iberwiegend in der Rolle der “Niitzlinge” 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 nund Milchprodukte. Der
Einsatz von biotechnologischen Verfahren beruhte dabei auf eher empirischen Forschun-
gen. Dass “kleine Ticrchen”, wie der Entdecker der Bakterien Antoine van Lecuwenhock
sie nannte, Grund der alkoholischen Girung waren, wusste man lange Zeit nicht. Ro-
bert Koch zéhlte im vorangegangenen Jahrhundert zu den ersten, die Mikroorganismen
im Labor geziichtet und untersucht haben. Erst dic Entdeckung der DNS durch WAT-
SON UND CRICK (1953) fithrte zur heutigen Gentechnik, die neue Moglichkeiten fiir die

Biotechnologie erdtinete.

Seitdem hat sich das Spektrum biotechnologischer Verfahren enorm vergréfert. Neben der
Veredelung von landwirtschaftlichen Produkten (Lebensmitteltechnologie) werden Mikro-
organismen in der Umwelttechnologie, im Pharmabereich und zur Herstellung von Fein-
chemikalien eingesetzt. Neben kleinen Molekiilen, wie z.B. Aminosiuren, organischen Séu-
ren und Antibiotika, werden inzwischen auch Impfstoffe und andere komplexe Substanzen,
wie z.B. Humaninsulin mit Mikroorganismen hergestellt. Die vielfdltigen Anwendungen
werden unter dem Begriff der “weifen Biotechnologie” oder auch “industriellen Biotech-

nologie” zusammengefasst.

Trotz der Fortschritte gibt es weiterhin vielfaltige ungeklarte Zusammenhénge im mikrobi-
ellen Stoffwechsel, er bildet den Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten. Das Spektrum
der Untersuchungen umfasst sowohl genetische, molekularbiologische, mikrobiologische
als auch prozesstechnische Arbeiten. Zur Durchfiihrung und Auswertung der Experimen-

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

1.2 Motivation und Methoden des Metabolic Engineering

Seit lingerem werden mit den Methoden der Gentechnik gezielte Eingriffe zur Steigerung
der natiirlichen Stoffwechselleistungen vorgenommen. Oftmals muss jedoch festgestellt
werden, dass die Produktbildung nicht das gewiinschte, maximal mdgliche Potential er-
reicht. Aus dem Substrat (meist Glucose oder Stiirke) werden neben dem Zielprodukt vor
allem COsq, Acetat und weitere Zwischenprodukte aus dem Stoffwechsel gebildet. Wieso
es trotz der Modifikationen zur Bildung von Nebenprodukten komunt und nicht die volle

Produktivitit erreicht wird, kann bislang meist nur vermutet werden.

Phanotypa

Equipmant |~ _,' ] -’
—_—

ONA seuarca s mNA posie

" 'II
E

= Ui
v

H-ome Genoma Transcriplome

Abbildung 1.1: In der Systembiologie untersuchte Ebenen der Regulation von Mikroorganismen
(aus (LEE ET AL.. 2005)}.

Antworten kann nur eine detaillierte nnd quantitative Analyse der Stoftwechselvorginge
in der Zelle geben. Das hoch komplexe und extrem vernetzte Zusammenspiel genetischer,
transkriptorischer, (post-)translatorischer und metabolischer Prozesse zu verstehen, erfor-
dert die integrierte Anwendung unterschiedlicher Methoden und Disziplinen. Sie werden
unter den Schlagwortern “Metabolic Engineering” (BAILEY, 1991) und “Systembiologie”
(DOUTHEIL, 2002; KITANO, 2002) entwickelt und angewendet. Abb. 1.1 gibt einen
Uberblick iiber die untersuchten Eigenschaften der Zellen und den Methoden, die unter
den Schlagwdrtern “Genomics”, “Transcriptomics™, “Proteomics” und “Metabolomics” ge-

fithrt werden. Ziel ist die systematische Erforschung des (mikrobiellen) Stoffwechsels, nm
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1.2. Motivation und Methoden des Metabolic Engineering

mdogliche Stoffwechselengpiisse auf dem Weg zum Produkt zu identifizieren (LEE ET AL.,
2005; MAHADEVAN ET AL., 2005; VEMURI UND ARISTIDOU, 2005).

e Molskulartiologie
* Krisrung
Proteoms
Interpretation ? Stofffilsse
, Verindsrungen Proteinanalyse
Design

Abbildung 1.2: a) Modellyestitze Auswertung von Erperimenten. Zur Verfiigung stehen ver-
schiedene mathematische Werkzeuge und Dafenbanken. Im Vordergrund dieser
Arbeit steht die datengetriebene Auswertung von experimentellen Daten (nach
(LEE ET AL., 2005)). b) “Metabolic Engineering Cycle”: Ausgehend vomn aktu-
ellen Wissenstand wird ein Stamm vorgeschlagen (“synthesis”) und ein Experi-
ment durchgefiihrt (“analysis”). Die modellgestitzte Auswertung wird zu weile-
ren Hypothesen fihren, die in neven Experimenten untersucht werden (“design”)
(nach (NIELSEN, 2001))

Der Modellbildung und Simulation des Stoffwechsels kommt hierbei immer mehr Be-
deutung zu. Ziel der Modellierung ist nicht nur ein qualitatives, sondern vor allem das
quantitative Verstéindnis der metabolischen und zunchmend auch genctischen bzw, re-
gulatorischen Zusammenhinge in der Zelle (Abb. 1.2a). Um aussagekriftige Modelle zu
erhalten, ist die Kopplung an experimentelle Daten von entscheidender Bedeutung, Nur
durch den kombinierten Einsatz von experimentellen und mathematischen Methoden kén-

nen die komplexen Zusammenhinge in der Zelle verstanden werden.

NIELSEN (2001) schligt ein iteratives Vorgehen fiir die Wissensgeneriernng vor. Er nennt
es den “metabolic engineering cycle” (Abb. 1.2b). Die Untersuchung beginnt mit einer
genetischen Verdnderung (“synthesis™). Die durch die Modifikation cintretenden Verdin-
derungen werden auf den verschiedenen Ebenen (Abb. 3.2) untersucht (“analysis”). Aus
der modellgestiitzten Auswertung gehen verschiedene Hypothesen hervor, die in weiteren
Experimenten mit anderen genetischen Verdnderungen genauer iiberpriift werden miis-
sen (“design”). Um aussagekriiftige Experimente, die zur Diskriminierung zwischen den
verschiedenen Hypothesen herangezogen werden kénnen werden modellgestiitzt Versuch-

planungen durchgefiihrt.



Kapitel 1. Metabolic Engineering

Die im Rahmen dieser Arbeit vorgestellten Methoden unterstiitzen die Schritte des “me-
tabolic engincering cyceles”. Es werden Methoden zur geziclten Auswertung und Interpre-
tation entwickelt. Daraus lassen sich leicht Hypothesen zur Steigerung der Produktivitit
ableiten. Zudem wird die Planung von weiteren Experimenten durch Methoden der Ver-
suchsplannng unterstiitzt. Versuchsplanungsstrategien werden auch zur @ priori Beurtei-

lung von neuen, bislang nicht durchgefiihrten experimentellen Bedingungen eingesetzt.

1.3 Modellierung im Metabolic Engineering

Bereits im vorangegangenen Abschnitt wurde die modellgestiitzte Auswertung angespro-
chen. Ist das Ziel die quantitative Beschreibung von Zusammenhingen, ist die Model-
lierung und Simulation eines der wichtigsten Hilfsmittel. In den Ingenieurwissenschaften
konnen fast alle untersuchten Systeme mit Hilfe von Modellen untersucht, analysiert oder
gar entwickelt werden (beispielsweise elektrische Schalckreise, chemische Reaktionen, Stro-
mungen, 1.v.a.).

Die Anwendung von Modellierung und Simulation nimmt bei biotechnologischen Unter-
suchungen stetig zu. Aufgund der hohen Komplexitit der Stoffwechselnetzwerke ist eine
modellgestiitzte Auswertung dringend notwendig. Vor allem kénnen die fiir das “meta-
bolic engincering” relevanten Grofen, wic z.B. dic Stofffliisse, Enzymaktivititen und -
Affinitéiten nicht direkt aus den gemessenen Daten abgeleitet werden. Zur Bestimmung
miissen quantitative Modelle eingesetzt werden.

Besonders bekannt sind stéchiometrische Modellierungsansitze, insbesondere die Stoff-
flussanalyse (STEPHANOPOULOS ET AL., 1998) und Netzwerkanalyse (SCHUSTER
ET AL., 2000). Stichiometrische Modeclle beruhen auf der Massenerhaltung. Mit der
Stoffflussanalyse werden aus gemessenen extrazelluliren Stofffliissen die intrazelluldren
Stofffliisse geschatzt (z.B. (VALLINO UND STEPHANOPOULOS, 1993; BONARIUS
ET AL., 1996; DELGADO UND LIAO, 1997)). Anhand der st6chiometrischen Model-
le kdnnen 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)).

Stochiometrische Analysen geben eine Beschreibung der Stoffflussverteilung eines he-
stimmten physiologischen Zustands. Die Modelle kéunen nicht zur Vorhersage von Stoffliis-
sen unter verdnderten Bedingungen oder einer verdnderten genetischen Ausstattung ein-
gesetzt werden. Zur Vorhersage wird neben der Stéchiometrie auch eine quantitative Be-
schreibung der kinetischen Interaktionen bendtigt. So entstehen reaktionskinetische Mo-

delle, die neben der Stochiometrie Enzymkinetiken enthalten. Zur Bestimmung der in
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1.3. Modellierung im Metabolic Engineering

vivo Enzymkinetiken werden Experimente die mehrere Zustinde durchlaufen bendtigt.
PETERSEN ET AL. (2001) filhrtc mehrere Stoffflussanalysen unter verschiedenen Be-
dingungen durch und nutzt die daraus gewonnenen Daten fiir ein rekationskinetisches
Modell.

Um die aufwendige Durchfiihrung mehrerer Experimente zu umgehen, werden Stimulus-
Respouse Experimente eingesetzt. Der zellulire Metabolismus wird in diesen Experimen-
ten stark ausgelenkt, so dass die Zelle verschiedene metabolische Zusténde durchlduft
(z.B. (CHASSAGNOLE ET AL., 2002; THEOBALD ET AL., 1997; VISSER ET AL.,
2002; OLDIGES ET AL., 2004)). Zicl des reaktionskinetischen Ansatzes ist, konkrete
Vorschliage zur Verbesserung der Stoffwechselleistung zu ermdglichen (VISSER ET AL.,
2004a).
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Kapitel 2
Ziele und Gliederung

2.1 Schwerpunkte der vorliegenden Arbeit

Die vorliegende Arbeit versteht sich als Beitrag zum Metabolic Engineering, insbesondere
im Bereich der Modellierung und Simulation. Betrachtet man die Modellbildung innerhalb
des Metabolic Engincering, fillt auf, dass dic Modellbildung fiir jede Fragestellung cigene
Methoden vorschldgt. Damit geht die Systematik der Modellbildung und Simulation etwas
verloren.

In dieser Arbeit wird deshalb ein auf die unterschiedlichen Experimente allgemein anwend-
barcs Konzept entwickelt. Die Problemstellung gliedert sich in dic zwei grofen Bereiche
Modellbildung und Simulation. Die erste Aufgabe der Modellierung ist, das betrachtete
System so zu abstrahieren, dass Gleichungen zur Beschreibung des Verhaltens aufgestellt
werden konnen. Mit der Losung der Gleichungen beschiftigt sich die Simulationstechnik.
Aus den langjahrigen Anwendungen in anderen Ingenieurwissenschaften steht hier ein
breites Spektrum an Mcethoden zur Verfligung, das nun auf biologische Systeme iibertra-
gen werden muss.

Diese Verbindung von Modell und der experimentellen Umgebung bildet einen Schwer-
punkt der vorliegenden Arbeit. Es werden breit anwendbare Konzepte zur integrierten
Modellierung von Experimenten ausgearbeitet. Das Experiment wir durch folgende Ei-

genschaften charakterisiert:

e Untersuchter Organismus: Er ist durch eine bestimmte genetische Ausstattung cha-
rakterisiert. Die Genetik gibt vor, welche Reaktionen in der Zelle ablaufenden kén-

nen.

e Experimentelle Bedingungen: Durch die eingestellten experimentellen Bedingungen
wird vorgegeben, welche Zusténde beobachtet werden (physiologische Bedingungen,

stationdr oder dynamisch),

e Probenaufarbeitung: Die Probenaufarbeitung hingt von der eingesetzten Messtech-

nik nnd den beobachteten Zustandsgrofken ab (z.B. Zellaufschluss),

e Messtechnik: Sie gibt vor, welche Grdfen des Systems beobachtet werden kénnen.

Diese Bestandteile werden in der Modellierung durch Bausteine abgebildet (Abb. 7.1).

Das Modell besteht aus
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e Netzwerkmodell: In das Netzwerkmodell gehen die genetische Ausstattung sowie der

beobachtete Zustand cin.

e Messmodell: Zur Abbildung der Probenaufarbeitung und der Messung wird ein

Messmodell cingesctzt.

e Messdatenaufarbeitung: Teilweise miissen die Messdaten aufgrund weiterer Einfliis-
sc korrigiert werden, dic mit dem Messmodell nur umsténdlich abgebildet werden
kénnen (z.B. Verzerrung von Markierungsmessungen durch natiirliche Massenisoto-

pe).

Durch diesen modularen Modellaufbau lassen sich Modelle einfach an die gegebenen expe-
rimentellen Bedingungen anpassen. Steht das Modell, kénnen die verschiedenen Verfahren
aus der Simulationstechnik, insbesondere Simulation, Parameteranpassung, statistische
Analyse und Versuchsplanung anwendet werden.

Einen weiteren Schwerpunkt der Arbeit bilden Strategien zur Interpretation der Modelle.
Es werden Konzepte zur Auswertung von stationédren Stoffflusslagen vorgestellt, die die
gemessenen Fliisse in Bezug zum Ziel einer maximalen Ausbeute setzt. In die Analyse

flieken unter anderem Beobachtungen aus der Thermodynamik ein.

2.2 Gliederung der Arbeit

Die Gliederung der vorliegenden Arbeit orientiert sich an der zuvor geschilderten Vorge-
hensweise. Zuniichst werden die Grundlagen der Modellierung (Kapitel 5) und Simulation
(Kapitel 7) allgemein dargestellt. Zentrales Element ist dabei immer wieder die Frage,
wie sich Messfehler auf die Ergebnisse der Parameterschitzung auswirken. Die eingesetz-
ten Konzepte der Fehleriibertragung werden in Abschnitt 7.2 ausfiihrlich dargestellt. Die
Anwendung der Methoden und die Losungswege fiir die verschiedenen Fragestellungen
wird in Kapitel 8 vorgestellt.

Die Methoden werden in den folgenden Kapiteln zur Auswertung verschiedener Expe-
rimente eingesetzt. Es wird gezeigt, wie die Schritte der Probenaufarbeitung integriert
werden und wie sich anhand der modularen Modeclle neben den geschéitzten Parametern
auch die Genauigkeit der Schitzung bestimmen lésst. Ausgehend von den ausgewerteten
Experimenten kénnen Vorhersagen zur Auswirkung genetischer Verdnderungen getrof-
fen werden. Vor allem kénnen auf der Grundlage dieses Experimente neue Experimente
geplant werden. Angestrebt wird, ein Experiment so durchzufiihren, dass genauere Ergeb-
nisse erreicht werden. Dazu werden Methoden des Experimental Design eingesetzt und

die erreichbaren Genauigkeiten abgeschitzt.
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Physiologische Bedingungen

5] Versuchs-

Abbildung 2.1: Um die Methoden aus der Simulationstechnik effektiv zur Auswertung biolo-
gischer Erperimente einzusetzen, folgt der Modellaufbou dem experimentellen
Aufhau. Die Kopplung zunschen Ezperiment und Modell bilden einen Schwer-
punkt dieser Arbeit. Das mit der “Umgebung” gekoppelte Modell wird als Black
Box mit Ein- und Ausgangsgrdfien betrachtet. Fiir den Umgang mit dem Mo-
dell an sich stehen viele Methoden aus der Simulationstechnik zur Verfilqung.
Insbesondere die Parameteranpassung, statistische Untersuchungen und Ver-
suchsplanung kénnen nach allgemeinen Schemata durchgefilt werden.

Alle in dic Anpassung des Modells cinflickenden Messungen werden daher mit moglichst
genauen Fehlerabschitzungen versehen. Da die Messdaten meist in vielen Schritten gene-
riert, werden und folglich entsprechend umgerechnet werden miissen, ist es entscheidend,
fiir jeden der vorgenommenen Schritte auch die Fehler »u betrachten.

Die Auswertung stationdirer 3C Experimente gehort im Metabolic Engincering bereits
zum Standard (WIECHERT, 2001). In der Literatur wird meist wenig {iber die Aufarbei-
tung der Messdaten, vor allem der extrazellulirer Stofffliisse als auch der Markierungs-
messungen berichtet. Ublicherweise werden eher empirische Abschiitzungen getroffen. In
Kapitel 10 wird daher ein makroskopisches Modell fiir den quasi-stationdren Zustand
wahrend der Markierungsphase eingesetzt., Anhand des Modells kéinnen alle Konzentrati-
onsmessungen iiber die Zeit zur Schitzung der Flussmessung einbezogen werden. Zudem
kann anch eine detaillierte Fehlerrechnung, d.h. die Ubertragung von Fehlern bei der
Konzentrationsmessung auf die Flussschiitzung durchgefiithrt werden,

Anhand der berechneten Stofffluss-Verteilungen sollte festgestellt werden, welche Stoff-

fliisse die Produktivitdt beeinflussen. In der Literatur sind zur Interpretation stationirer
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Abbildung 2.2: Integriertes Vorgehen im Metabolic Engineering: Ausgehend von einer Zielsel-
zung, z.B. der Steigerung der Produktausbeute, werden Frperimente geplant und
durchgefihrt. Aus den Messdaten werden, mut Hilfe der Modellierung und Simu-
lation, die fiir das Metabolic Engineering relevanten Grofen, die intrazelluldren
Fliisse oder Enzymaktivitdten bestimmt. Mit dem Modell kénnen Hypothesen
tiber die metabolischen Zusammenhdnge erstelli werden und die Auswirkungen
von Verdnderungen wm biologischen Systemn vorhergesagt werden. Um die Hy-
pothesen bzw. Vorhersagen zu tberprifen werden Ezperimente, die mdglichst
viel Informationen fir die gegebene Fragestellung liefern, gezielt geplant { Erpe-
rimental Design),

Stoffuss-Verteilungen kaum geeignete Methoden zu finden. Die Metabolic Control Ana-
lysis (MCA) kann nur fiir Modelle mit reaktionskinetischen Termen eingesetzt werden,
stationiire Modelle lassen sich mit diesen Methoden nicht untersuchen, In Kapitel 11
werden zwei neie Methoden vorgeschlagen, die Konzepte aus der Metaholic Flux Analy-
sis und Metabolic Network Analysis anfgreifen. Anhand der Auswertungen und Analysen
in Kapitel 10 und 11 wird sodann cin “idealer” Stamm ntworfen und Vorschlige zur

Verbesserung des experimentellen Vorgehens abgeleitet.

Etwas komplexer ist das Vorgehen beim Erstellen reaktionskinetischer Modelle auf Basis
von Stimulus-Response Experimenten. Zurzeit ist nur wenig iiber das in vivo Enzymver-
halten und ihre kinetischen Parameter bekannt. Das Vorgehen der Modellerstellung muss
diesem Unwissen Rechnung tragen und es muss versucht werden, mdaglichst alle denkbaren
kinetischen und stéchiometrischen Zusammenhiéinge in Betracht ziehen. Fiir die Modellie-
rung bedeutet dies, dass statt einem einzigen eine Vielzahl von Modellen aufgestellt und
an die Daten angepasst werden muss. In Kapitel 12 wird eine Strategie zur Auswertung

von Stimulus-Response Experimenten vorgeschlagen.
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Zunichst wird dabei versucht, Modelle nicht nur anhand des in Datenbanken gesammelten
Wissens zu erstellen, sondern méglichst “unvorcingenommen” auf dic Daten zuzugchen.
Statistische Verfahren werden eingesetzt um aus den Messdaten Hypothesen {iber die
Zusammenhinge abzuleiten. Nimmt man Literaturwissen und die Hypothesen aus den
Messdaten zusammen, entstehen fiir die untersuchten Reaktionsschritte eine Vielzahl von
moglichen Modellen, die in Modellvarianten ausgedriickt werden ( Kapitel 12). Die Hypo-
thesen werden mit verschiedenen kinetischen Ansitzen, d.h. mechanistischen Reaktions-
kinetiken (Kapitel 13), sowie phanomenologischen Ansitzen beschrieben. Das in dieser
Arbeit eingesetzte Modellierungswekzeug MMT2 (HAUNSCHILD, 2006) unterstiitzt den
Modellicrer durch die Méglichkeit, Modcllfamilien zu definieren. Die Umgebung crmog-
licht es mit einer Vielzahl von Modellen zu arbeiten, diese an die Messdaten anzupassen
und zu analysieren.

Modell-Varianten, die die Daten gut wiedergeben kénnen, werden einer genaueren Unter-
suchung unterzogen. Zur Analyse der Parameterbestimmtheit werden statistische Metho-
den (Kapitel 14) eingesetzt. Im Gegensatz zu stationdren Experimenten sind die Sen-
sitivititen der Konzentrationen gegeniiber den Modell-Parametern zeitabhingige, hoch-
dimensionale Matrizen. Zur Interpretation der groken Datenmengen werden daher visu-
elle und statistische Hilfsmittel bendtigt. In Kapitel 9 werden die im Visualisierungs-
Werkzeug MatVis (QELI, 2007) implementierten Verfahren kurz geschildert.

Die Visualisierung der Sensitivitdten und Kovarianzen wird hauptséchlich fiir die Modell-
Analyse eingesetzt. Sie helfen dem Modellierer, einen schnellen Uberblick zu erhalten
und zu erkennen, wo Besonderheiten auftreten. Bei der Beurteilung des regulatorischen
Einflusses von Inhibitoren und Aktivatoren in metabolischen Netzwerken kann die Sensiti-
vitdtsanalyse allerdings nur schr bedingt cingesctzt werden. Die Scnsitivitdten der Fliisse
beziiglich der Konzentrationen konnen z.B. im Fall einer Séttigung zu Fehlinterpretatio-
nen fithren. Obwohl fast vollstdndige Inhibierung vorliegt, wird daher eine sehr geringe
Sensitivitéit berechnet. In Kapitel 9 wird cine neue Methode zur Quantifizierung und Vi-
sualisierung von Effektor-Einfliissen beschrieben (NOACK, 2005) und zur Interpretation
des Modellverhaltens in Kapitel 16 eingesetzt.

Aus der Modell-Analyse wird auch deutlich, dass reaktionskinetische Ansétze durch eine
breitere Datenbasis gestiitzt werden miissen. Ohne zusétzliche Informationen ist nur cin
sehr geringer Teil der Modell-Parameter bestimmt. M&gliche Wege, zu besser bestimmten

Modellen zu kommen, werden in dieser Arbeit diskutiert:

Gekoppelte Auswertung mehrerer Experimente: Die Stimulation des metabolischen
Netzwerks in wvivo ist experimentell stark eingeschrinkt. Durch das Zucker-Auf-

nahmesystem (PTS) und Katabolitrepression kénnen nur wenige Substrate zur (star-
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ken) Auslenkung des Metabolismus genutzt werden. Durch genetische Eingriffe ins-
besondere Knock-Outs und Uberexpressionen kénnen an bestimmten Stellen geziel-
te Verdnderungen der Stofftwechselwege erreicht werden. Experimente mit definiert
unterschiedlichen Stidmmen unter definierten, vergleichbaren experimentellen Bedin-
gungen konnen gekoppelt ausgewertet werden, Aufgrund der genctischen Verdnde-
rungen ergeben sich andere Konzentrationsbereiche, der durchflossene Konzentrati-
onsbereich erweitert sich. Ein Modell, das gleichzeitig an verschiedene Experimente

angepasst wird, ist wesentlich besser bestimmt (Abschnitt 15.2).

Zusitzliche Flussmessungen: Bislang gelingt es noch nicht, den Verlauf der extrazel-
luldren Konzentrationen wihrend des Puls-Experiments so genau zu messen, dass
daraus Fliisse berechnet werden kénnen. Eine statistische Untersuchung soll kldren,
ob die extrazelluldren Fliisse (2.B. im Steady State vor dem Puls) zu einer besseren

in vivo Parameterschitzung fithren (Abschnitt 15.1).

Puls mit markiertem Substrat: In der stationdren Stoffflussanalyse wird seit langem
erfolgreich 13C markiertes Substrat zur Steigerung der Genanigkeit eingesetzt (WIE-
CHERT, 2001). In einer Simulationsstudie wird untersucht, ob der Einsatz von Mar-

kierung auch fiir reaktionskinetische Modelle sinnvoll sein kann (Kapitel 17).

24



Kapitel 3
Untersuchte biologische Systeme

Dieses Kapitel dient dem Leser als kurze Einfiihrung in den bakteriellen Stoffwechsel und
die zelluldren Regulationsmechanismen. Danach werden die in dieser Arbeit untersuchten
Stdmme und der Aromatenbiosyntheseweg geschildert.

Fiir das Mctabolic Enginccring sind vor allem gut charakterisicrte 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 STE-
PHANOPOTULOS, 1993) eingesetzt. Die Stichiometrie der Reaktionen des Zentralstoff-
wechsels und vieler Biosynthesewege sind bekannt. Abb. 3.1 zeigt den Zentralstoffwechsel
und die Abzweigungen zu den insgesamt zwanzig Aminoséuren.

Das im Metabolic Engineering formulierte Ziel einer gerichteten Verbesserung der Stoff-
wechselaktivitit zur Steigerung der Produktivitéit ldsst 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 iiberpriift werden kénnen.

In dieser Arbeit werden Modelle fiir einen auf E.eoli basicrenden Produzenten der aroma-
tischen Aminosiure L-Phenylalanin vorgestellt. Das Bakterium FEscherichia coli gehort
zur Gattung der Prokaryonten (SCHLEGEL, 1992), besitzt also insbesondere keine abge-
trennten Reaktionsraume (Kompartimente). Prokaryonten besitzen zudem im Gegensatz
zu Eukaryonten keinen Zellkern. FE. coli ist eines der am besten charakterisierten Mikro-
organismen, dic gesamte DNA ist scquenziert und den meisten Genen kann cine Funktion
zugeordnet, werden (EISENBERG ET AL., 2000).

3.1 Bakterieller Stoffwechsel und Regulationsmechanismen

Bakterien sind in ihrer Umwelt stindig wechselnden Bedingungen ausgesetzt. In ihrer na-
tiirlichen Umgebung herrschen meist Mangelbedingungen, die Zellen miissen versuchen,
mit wenigen Nihrstoffen auszukommen und in der Lage sein, ihren Stoffwechsel schnell auf
die verfligharen Substrate umzustellen. Die fiir die biochemischen Reaktionen notwendi-

gen Katalysatoren sind die Enzyme. Enzyme sind Makromolekiile, die aus Aminosduren
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Abbildung 3.1: Zentralstoffwechsel (Glykolyse, Pentose Phosphat Weg. Tricarbonsdure Zyklus
und Anaplerose). L-Phenylalanin zweigt bei E4P und PEP ab.

sowie teilweise aus Zuckern und Metall-lonen bestehen. Deren “Bauplan”, insbesondere
die Abfolge der Aminoséuren ist auf der DNA codiert. Auf ihrem Genom (DNA) tragen
Bakterien bis zu 6000 Gene (In FE.coli K-12 wurden 4288 Gene gefunden (BLATTNER
ET AL., 1997)). Unter Laborbedingungen wird davon nur ein Teil wirklich exprimiert,
d.h. abgelesen und das entsprechende Protein synthetisiert. Die Regulation der Protein-
svithese ist hoch komplex und verfiigt {iber eine Vielzahl unterschiedlicher Mechanismen
{Abb. 3.2),

Transkription: Bei der Enzymsynthese wird die genetische Information nicht direkt von
der DNA, sondern tiber cinen Zwischentriiger, dic mRNA (messenger Ribonuclein-
siure} weitergegeben. Das Kopieren einer DNA-Sequenz fiir ein bestimmtes Enzym
anf die mRNA wird Transkription genannt. Die fiir die Transkription zustdndigen
Enzyme, die RNA-Polymerasen besitzt spezielle Untereinheiten (o-Faktoren), die
den Beginn (Promotor) der abzulesenden DNA-Sequenzen erkennen. Der Zugang
zum Promotor wird tiber verschiedene Regulatorproteine (RP) gesteuert (Abb. 3.2,

mit "1’ gekennzeichnet). Bislang kennt man vermutlich nur einen kleinen Teil der
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Abbildung 3.2: Schematische Darstellung der verschiedenen zelluldren Regulationsebenen. Die
Enzymsynthese beginnt mit der Transkription, die diiber Repressoren und In-
duktoren gestevert wird. Die Ribosomen synthestisieren anhand der entstan-
denen mINA das Enzym. Die Akbtivitdt des Enzyms wird durch die post-
translatorische Regulation (Interaktom) und allosterische Effektoren kontrol-
liert (ous KOOLMAN UND ROHM (1998)).

Regulatorproteine, die auch als Transkiptionsfaktoren (TF) bezeichnet werden. Ein
RP, das die¢ Transkription steigert, wird “Induktor” genannt, ein RP, das die Tran-
skription hemmt. bezeichnet man als “Repressor”. Die Aktivitéit der RPs hingt meist
von weiteren, kleinen Molekiilen, die an das RP binden ab. Diese Art die Aktivitdt

21 beeinflussen wird als Ligand-abhingige Regulation bezeichnet.

Translation: In der Transkription wurde eine bestimmte DNA-Sequenz auf mRNA ko-
piert. Fiir die Herstellung des entsprechenden Enzyvms muss diese mRNA nun an die
Ribosomen, “Enzymfabriken” der Zelle binden. Der Aufbau des Proteins (Biosyu-
these) durch das Ribosom anhand der mRNA Sequenz wird Translation genannt.
Ahnlich wie bei der Transkription kénnen bestimmte Molekiile an die mRNA bin-
den und die Biosynthese beschleunigen oder verhindern (WILLIAMS ET AL., 2002).

Die Regulation der Translation wird Translationskontrolle genannt. Wichtig fiir die
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Menge an hergestellten Protein ist auch die Halbwertszeit von mRNA. Sie wird auf
ungefahr zwei bis zwanzig Minuten abgeschitzt (BERG ET AL., 2005). Es gibt
Hinweise, dass die Bindung bestimmter Molekiile die Stabilitéit und damit die Halb-
wertszeit verindern konnen (CAPONIGRO UND PARKER, 1996; SACHS, 1993).

Interkonversion: Die genetische und translatorische Regulation reicht jedoch nicht aus,
den Stoffwechsel unter sich d&ndernden Bedinungen schnell genug anzupassen. Der
Auf- und Abbau von Enzymen ist dafiir zu langsam. Die so genannte post-translatorische
Regulation verdndert das Enzym und steuert so dessen Aktivitdt. Dies geschieht
zum cinen durch weitere Enzyme (Interkonversion) wic z.B. Protein-Kinasen oder
Dephosphorylierung (Abb. 3.2, mit '2’ gekennzeichnet), zum anderen durch kleine
Molekiile die an das Enzym binden (Modulation, s.u.). Wie auch bei der Transkrip-
tionskontrolle sind die an der Interkonversion beteiligten Enzyme von Liganden
abhingig. Diese Ebene der Regulation ist bereits sehr schnell, da kein Protein de
novo synthetisiert werden muss, sondern die Enzymaktivitidt durch kovalente Modi-
fikationen (Phosphorylierung, Methylierung, etc.) verdndert wird (BENDT ET AL.,
2003).

Modulation: Die am schnellsten agierende Regulation ist die allosterische Modulation
der Enzyme durch Liganden. Neben den Bindungsstellen fiir Substrate und Pro-
dukte besitzen einige Enzyme weitere Bindungsstellen (Abb. 3.2, Punkte '4" und
’5’). Binden an diesen Stellen die passende Molekiile verdndert sich die sterische
Konformation des Enzyms, d.h. dessen rdumliche Faltung. Dadurch kann dic Akti-
vitdt des Enzyms gehemmt (inhibiert) oder auch verstirkt (aktiviert) werden. Die
allosterischen Effektoren (Inhibitoren oder Aktivatoren) binden nur an das Enzym,
werden aber nicht umgesetzt. Haufig zu beobachten ist dic Inhibicrung von Ein-
trittsreaktionen in bestimmte Synthesewege, z.B3. der Aminosduresynthese, durch
die Endprodukte des Synthesewegs. Dieser Inhibierungstyp wird Feedback Inhibie-
rung genannt. Neben der allosterischen Modulation kénnen auch nicht-allosterische
Inhibitionen auftreten. Der Effektor bindet hierbei an das aktive Zentrum des FEn-
zyms und verdréingt das Substrat (kompetitive Inhibicrung). Diese Molckiile rea-
gieren meist nur sehr langsam, oder werden gar nicht umgesetzt. Teilweise binden
Effektoren auch an den Enzym-Substrat-Komplex und verlangsamen so die Reaktion

(unkompetitive Inhibierung).

Viele der in der Zelle ablaufenden Reaktionen sind Cofaktor abhiingig. Fiir die Reaktion
wird als zweites Substrat z.B. der universelle Energietrager ATP oder die Reduktionsdqui-
valente NAD(P)H bzw. NAD(P)™ benétigt. Die Regeneration von ATP findet hauptséich-
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lich in der oxidativen Phosphorylierung (Atmungskette) statt. NAD' wird vorwiegend im
Zitratzyklus reduzicrt, NADPT dagegen im oxidativen Pentose-Phosphat-Weg. Dic Regu-
lation dieser Stoftwechselwege nimmt {iber die Cofaktoren somit Einfluss auf eine Vielzahl

weiterer Reaktionen.

3.2 L-Phenylalanin Produzenten

L-Phenylalanin ist ein Endprodukt des aromatischen Aminosidure Synthesewegs. Der erste
Teil des vom Zentralstoffwechsel abzweigenden Biosynthesewegs wird Shikimat-Biosynth-
eseweg genanut (Abb. 3.3). In Pflanzen ist dieser Syntheseweg stark ausgepriigt. Ungefihr
20% des aufgenommenen Kohlenstoffs flieft in den Shikimat-Weg (HASLAM, 1993). Aus
Shikimat werden u.a. Pigmente und Stoffen zur Abwehr von Insekten synthetisiert. In
Bakterien wird Shikimat hingegen hauptséchlich zur Biosynthese der drei aromatischen
Aminosduren L-Phenylalanin, L-Tyrosin und L-Tryptophan bendétigt.

Die biotechnologische Produktion von aromatischen Aminosiuren mit Bakterien ist seit
langem Gegenstand der Forschung (DELL UND FROST, 1993; PATNAIK ET AL., 1995;
PITTARD, 1996; FLORES ET AL., 1996). Fiir Tiere und Menschen ist L-Phenylalanin
eine der essenziellen Aminosduren und muss iiber die Nahrung aufgenommen werden.
L-Phenylalanin wird als Futtermittelzusatz in relativ grofen Mengen benétigt. Dancben
ist L-Phenylalanin als Ausgangsstoff zur Synthese von L-Aspartam (Zuckerersatzstoff)
industriell relevant (BONGAERTS ET AL., 2001).

Die Synthese von L-Phenylalanin aus zwei Molekiilen Phosphoenolpyruvat (PEP) und
einem Molekiil Erythrose-4-Phosphat (E4P) erfolgt in zehn enzymatischen Reaktions-
schritten (Abb. 3.3). Der Reaktionsweg ist eng mit dem Zentralstoffwechsel verkniipft.
Neben den Ausgangsstoffen PEP und E4P werden ein ATP, ein NADPH und ein Molekiil
Glutamat (Glu) fiir die Synthese bendtigt.

Bekannt ist, dass der Shikimat-Syntheseweg durch eine Vielzahl von Feedback-Inhibit-
ionen reguliert ist (Abb. 3.4). Die erste Regulation erfolgt bei der Eintrittsreaktion, die
durch die Desoxy-Heptulosonat-7-Phosphat Synthase (DAHPS) katalysiert wird. Die End-
produkte des Aromaten-Biosynthesewegs sind L-Phenylalanin (Phe), L-Tyrosin (Tyr) und
L-Tryptophan (Trp), welche die Zelle zum Wachstum (Proteinsynthese) bendtigt. Um ci-
ne ausreichende Versorgung sicherzustellen, verfiigt E. coli iiber drei DAHPS Iso-Enzyme
(Enzyme fiir ein und dieselbe enzymatische Reaktion), die jeweils von einem der Endpro-
dukte inhibiert werden. Die entsprechenden Gene sind aroH, aroF und aroG. Um den
Stofffluss zum jeweils bendtigten Endprodukt zu leiten, sind am Verzweigungspunkt Cho-
rismat weitere Feedback-inhibierte Enzyme zu finden. Die Reaktion zu Prephenat (Cho-

rismat Mutase / Prephenat Dehydratase) wird sowohl fiir Tyr als auch Phe bendtigt, F.coli
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Abbildung 3.3: Die Synthese von L-Phenylalanin erjfolgt in zehn Schritten. (1) DAHP Synthase,
(2) DHQ Synthase, (3) DHQ Dehydratase, (4) Shikimat Delydrogenase, (5)
Shikimat Kinase, (6) EPSP Synthase, (7) Chorismat Synthase, (8) Chorismate
Mutase, (9) Prephenat Dehydratase und (10) Transaminase.

Abbildung 3.4: In der Literatur beschriebene metabolische Modulationen im. Shikimat- und
Aromatenbiosynthese- Weg.
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besitzt fiir die Reaktion zwei Iso-Enzyme (Gene phed, tyrA) mit Feedback-Inhibierung
(Phe bzw. Tyr inhibicrt, Abb. 3.4).

Um einen L-Phenylalanin Uberproduzenten zu erhalten, werden diese Feedback-Inhibierungen
entfernt. Am IBT-1 (Institut fiir Biotechnologic 1 des Forschungszentrum Jiilich) wurden
insbesondere folgende Stamme konstruiert. Aufgelistet ist lediglich eine Auswahl der in

dieser Arbeit vorkomimenden Stémine:

E.coli 4pF20 mit dem Genotyp A(phed tyrA aroF) / pJF119EH aroF* pheA’* amp.

E.coli 4pF78 mit dem Genotyp A(phed iyrA aroF) / pJF119EH aroF* pheA” aroB

amp.

E.coli 4pF81 mit dem Genotyp A(phed tyrd aroF) / pJF119EH aroF*'pheA*" aroB

aroL amp.

Die chromosomale Deletion von tyrA verhindert einen Abfluss von Prephenat in die
Tyrosin-Synthese. Gleichzeitig wird der Stamm durch diese Deletion Tyrosin auxothroph,
d.h. nur unter Zugabe von Tyrosin im Medium ist Wachstum méglich. Die Gene pheAd
(Chorismat Mutase/Prephenat Dehydratase) und aroF (DAHP Synthase) wurden durch
dic Feedback-resistenten Varianten aro " (JOSSEK ET AL., 2001) und pheA®™ auf dem
Plasmid ersetzt. Das Plasmid pJF119EH (FURSTE ET AL., 1986) wird durch Zugabe
von IPTG induziert (tac-Promotor).

Auf dem Plasmid des Stamms F.coli 4pF78 ist zusétzlich das Gen fiir die DHQ Synthase
integriert. F.coli 4pF81 trigt statt der Feedback-resistenten DAHP Synthase das Gen des
Wildtyps. Zusitzlich ist auf dem Plasmid auch das Gen aroL (Shikimat Kinase II).
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Kapitel 4
Experimentelles Vorgehen

4.1 Uberblick der experimentellen Bedingungen

Dieses Kapitel stellt die im Metabolic Engineering am h&ufigsten verwendeten experi-
mentellen Bedingungen dar. Gezeigt wird, welche Methoden zur Auswertung verwendcet
werden konnen und welche Gréfen beobachtet bzw. bestimmt werden konnen. Experi-
mente mit kultivierten Zellen unter definierten Bedingungen bilden die Grundlage fiir die
datengestiitzte Modellierung (Kapitel 10 und 12).

Das experimentelle Vorgehen hédngt dabei stark von der Ziclsetzung der Experimen-
te ab. Zur schnellen Charakterisierung von klonierten Stdmmen werden meist einfache
Schiittelkolben-Experimente durchgefiithrt. Ist das Ziel eine genauere Untersuchung der
Stoftfliisse, werden Bioreaktoren eingesetzt. In den Reaktoren kénnen die Umgebungs-
bedingungen geregelt und so zum einen vergleichbare und reproduzierbare Bedingungen
eingestellt werden. Zum anderen kann die Steuerung der Umgebung gezielt eingesetzt
werden, um die Zellen in bestimmten Zustidnden zu beobachten.

Abbildung 4.1 gibt cinen Uberblick iiber mégliche experimentelle Bedingungen und den
daraus gewonnenen Informationen. Unterschieden wird zunéchst zwischen Experimenten

unter

e metabolisch stationiren Bedingungen: Unter diesen Bedingungen bleiben die
Konzentrationen und Fliisse iiber den Beobachtungszeitraum konstant. Gemessen
werden die extrazelluldren Fliisse. Dicse Art von Analyse wird Stoffflussanalyse
(SFA) genannt.

e metabolisch instationidren Bedingungen: Hier verdndern sich die Konzentratio-
nen und Flisse iiber den Beobachtungszeitranm. Gemessen werden die intrazelluld-

ren Konzentrationen (Reaktionskinetische Experimente).

Mit stationfiren Experimenten lassen sich Aussagen iiber die intrazelluliive Stoffflussver-
teilung unter den gegebenen Umgebungsbedingungen treffen. Da mit den extrazelluldren
Flussmessungen nicht geniigend Messdaten zur Bestimmung aller Fliisse zur Verfiigung
stehen, wird oftmals mit 3C markierten Substraten gearbeitet. Neben Konzentrationen
und Flissen werden nun auch Markierungsanreicherungen beobachtet. Der Markierungs-

rustand wird durch die Isotopomere (Verteilung der mdglichen Markierungszustinde),
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Abbildung 4.1: Je nach Zielsetzung der Analyse werden verschiedene experimentell Bedingun-
gen eingestellt, Soll die Stoffflusslage bestimmt werden, wird ein metabolisch
stationdrer Zustand bendtigt. Wird keine besondere Genauigkeit bendtigt, wird
ein Erperiment ohne Markicrung durchgefihrt. Gemessen werden die extrazel-
luliren Stofffliisse. Héhere Genawigkeiten lassen sich durch O Markierungs-
experimente erreichen. Beobachtet werden kann die zeitliche Anreicherung der
Markierung (isotopisch instotiondr) oder nach ausreichend langer Zeit der iso-
topisch stationdre Zustond. Sollen in wvivo Enzymbinetiken bestimmt werden,
wird ein metabolisch instationdres Experiment durchgefihit.

beschrieben. Wird das Experiment unter metabolisch stationdren Bedingungen durch-

gefiihrt, reichert sich Markierung in den Metaboliten an und erreicht schlieklich einen

stationdren Zustand. Beohachtet werden kann der

e isotopisch stationire Zustand, der sich nach einer ausreichend langen Zeit einstellt
(133C SFA), oder der

e isotopisch instationfire Zustand, bel dem die Markicrungsanreicherung iiber die

Zeit verfolgt wird (instationiire 3C SFA).

Fiir die Answertung von metabolisch und isotopisch stationdren Experimenten sind Me-

thoden vorhanden. Flussschétzungen auf der Grundlage isotopisch instationdrer Experi-
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mente sind sowohl experimentell als auch rechnerisch extrem aufwendig und werden zum
heutigen Zeitpunkt erstmals durchgefiihrt. Es licgt auf der Hand, dass dic Genauigkeit der
Flussschitzung anhand mehrer iiber die Zeit genommener Proben wesentlich gesteigert
werden kanmn.

Ist das Ziel der Analysen, nicht nur die intrazelluliiren Fliisse, sondern auch die Eigenschaf-
ten und Regulation der Enzyme n vivo zu bestimmen, werden metabolisch instationére
Experimente benétigt. Der notwendige experimentelle und rechnerische Aufwand ist auch

bei diesen Experimenten betrichtlich.

Ein Experiment, das unter metabolisch und isotopisch instationdren Bedingungen durch-
gefithrt wird, ist vom experimentellen Aufwand (fast) vergleichbar. Im Ergebnis erhilt
man wiederum die kinetischen Parameter der enzymatischen Reaktionsschritte. Es ist zu
erwarten, dass deren Genauigkeit im Vergleich zu Experimenten ohne Markierungszugabe
wesentlich gesteigert wird, da mehr Messungen zur Verfiigung stehen.

Die einzelnen experimentellen Aufbauten und Messtechniken werden in den folgenden

Abschnitten detaillierter beschricben.

4.2 Stationire Stoffflussanalyse (SFA)

Zur Bestimmung der intrazelluldren Stofffliisse in cinem bestimmten physiologischen Zu-
stand, werden Stoffflussanalyse Experimente durchgefiihrt. Die geforderten stationéren
Bedingungen lassen sich am besten in einem kontinuierlich betriebenen Reaktor einstellen
(Abb. 4.2C). Bei dieser Betriebsweise wird kontinuierlich Medium mit Substrat zugegeben
(Volumenfluss Vieeq) und das Volumen V im Reaktor iiber den Fiillstand konstant gehal-
ten. Bei dieser Betrichsweise stellt sich nach ciner gewissen Zeit cin stationérer Zustand
ein. Insbesondere kann die Wachstumsrate p der Kultur durch die Verdiinnungs-Rate
D = ered/ Vieactor €ingestellt werden (maximal bis zum Erreichen der kritischen Durch-
flussrate D = pypgz). Im Gleichgewichtszustand bleiben die Konzentrationen ¢ und Fliisse
v innerhalb und auferhalb der Zelle konstant. Im Batch oder Fed-Batch Betrieb kénnen
iiber einen gewissen Zeitraum stationdre Fliisse beobachtet werden (z.B. bei Substratsitti-
gung mit maximaler, konstanter Wachstumsrate). Hier spricht man von quasi-stationdren
Bedingungen.

Uber eine Bilanzierung der Massen werden die extrazelluliren Fliisse \V\ez (7.B. Substrat-
, Sauerstoffaufnahme und Produktbildung) ermittelt. Mit diesen Fliisse und einigen An-
nahmen {iber den Energiehaushalt, insbesondere der Bilanzierung aller intrazelluldren
Metabolite (inkusive der Energie- und Reduktions-Aquivalente), kénnen anhand eines
Netzwerkmodells intrazelluldre Fliisse berechnet werden (STEPHANOPOULOS ET AL,
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1998; VALLINO UND STEPHANOPOULOS, 1993). Bei einigen Annahmen ist jedoch

Vorsicht geboten. Insbesondere folgende Punkte sollen hier genannt werden:

e Bei der Bilanzicrung der Encrgic wird angenommen, dass die Zelle keine Energice
“verschwendet”. In verschiedenen Studien wurde inzwischen belegt, dass in der Zelle
“futile cycles” existieren (metabolische Reaktionen die im Kreis laufen und dabei
Energie verbrauchen ohne ein Produkt herzustellen) (PETERSEN ET AL., 2000,
MARX ET AL., 1996). Mit rein stochiometrischen Anséitzen kinnen “futile cycles”

nicht entdeckt werden.

e Die Regeneration von ATP durch die oxidative Phosphorvlierung wird aus der San-
erstoffaufnahme und dem P/O-Verhiltnis (Phosphate to Oxygen) bestimmt. Das
P/O-Verhiltnis wird meist aus der Literatur entnommen, verschiedene Arbeiten zei-
gen jedoch, dass der Wert von den experimentellen Bedingungen abhingt (SAUER
UND BAILEY, 1997; BRAND, 1994).

® S0

1)
i

t t t
Abbildung 4.2: Betriebsweisen von Bioreaktor-Prozessen. (A) Batch-Prozess (Satzbetrieh), (B)
Fed-Bateh (Satzbetrieh, mit zusitzlicher Fitterung), (C) Chemostat (kontinu-
ierlich betriebener Reaktor).

4.3 Stationire Markierungsexperimente (3C SFA)

Wie bei der stéchiometrischen SFA wird die Zelle im metabolisch (quasi-) stationiren Zu-
stand beobachtet. Die Bedingungen der Experimente sind somit (fast) identisch {Abb. 4.2).
Zugefithrt wird jetzt jedoch ein spezifisch ¥C markiertem Substrat. Um den metabolisch
und isotopisch stationdren Zustand zu erreichen, miissen die stationéren Bedingnngen al-

lerdings vergleichsweise ldinger aufrecht erhalten werden. Gemessen werden nun neben den
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extrazelluldren Fliissen auch Markierungsanreicherungen. Durch diese zusétzlichen Infor-
mationcn kénnen die intrazelluldren Flisse genauer und auf weniger Annahmen basicrend
bestimmt werden. Im Vergleich zur stéchiometrischen SFA kénnen vor allem parallele und

bidirektionale Fliisse bestimmt werden.

e Parallele Reaktionswege: Einige Metabolite konnen durch unterschiedliche, parallele
Reaktionswege synthetisiert werden (z.B. Lysin-Synthese in C. glutamicum). Mit
einer rein stochiometrischen Analyse kénnen die Fliisse der parallelen Wege nicht

getrennt, bestimmt werden.

e Bidirektionale Fliisse: Die Zellen verfiigen zum Wachstum auf verschiedenen N&hr-
stoffen {iber cine Viclzahl von Enzymen. Vor allem muss sichergestellt werden, dass
die Zellen alle notwendigen Precursor (Vorstufen) der einzelnen Biosynthesewege
bereitgestellt werden. Viele Reaktionsschritte sind deshalb in beiden Richtungen
moglich. Ist Glucose das Substrat, ist die Glycolyse aktiv. Wird Citrat das einzige
Substrat vorgegeben, muss die Zelle Intermediate der Glycolyse und des PPP, die
zum Wachstum notwendig sind (z.B. PEP, GAP, DAHP, R5P, E4P) bereitstellen. Die
Umkehr der Glycolyse, die Gluconeogenese, erfolgt teilweise iiber die gleichen Enzy-
me, meist sind andere Enzyme wie 7.B. die PEP Synthase fiir die “Umkehr”-Schritte
zustindig (BERG ET AL., 2005). Es ist anzunchmen, dass dic Reaktionen teilweise
auch gleichzeitig ablaufen. Mit einem rein stéchiometrischen Ansatz kénnen diese
bidirektionalen Fliisse (Reaktionen mit gleichzeitiger Hin- und Riickreaktion) nicht

getrennt bestimmt werden.

Dic Flussberechnung wird zudem verlisslicher, da man auf Annahmen verzichten kann.
Insbesondere wird bei der 13C SFA die Energie nicht bilanziert. Die Annahmen einer
geschlossenen Energiebilanz sind kritisch (s.0.).

Die Auswertung (quasi-) stationirer Markierungsexperimente und die 3C Modellierung

werden in Abschnitt 6.5 detailliert besprochen.

4.4 Stimulus-Response Experimente

Ziel von metabolisch instationdren Experimenten ist die in vivo Bestimmung von En-
zymkinetiken. Anhand von stationdre Experimenten kénnen Flusslagen eines bestimmten
Zustands der Zelle ermittelt werden. Wie diese Flusslage zustande kommt wie sich Ver-
anderungen der genetische Ausstattung auswirken kann nur anhand reaktionskinetischer

Beschreibungen erfolgen.
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Abbildung 4.3: Durchfiihrung von Stimulus-Response-Expervmenten: U eine moglichst grofle
Auslenkung des Stoffwechsels zu erreichen, werden die Zellen vor dem Puls
Substrat-limitiert. durch die Zugabe eines konzentrierten Substrai-Pulses wird
der Metabolismus stark ausgelenkt. Die Antwort der Zelle wird mit der schnel-
len Probennahme-Einheit mit 3-4 Proben pro Sekunde beobachiet. In den
Probennahme-Réhrchen befindet sich -5(0°P C kaltes Methanol wm den Metabo-
lismus zum DProbenchmezeitpunkt anzuhalten. Zur Messung der intrazelluldren
Konzentrationen wird die Probe abzentrifugiert, gewaschen und aufgeschlossen.

In den Ingenieur-Wissenschaften wird zur Analyse des Systemverhaltens hiaufig die Sprung-
antwort aufgenommen und charakterisicrt. Dieser Ansatz wird im Metabolic Engincering
meist “Stimulus-Response” Experiment (SRE) genannt (Abb. 4.3) (OLDIGES ET AL.,
2004). Um eine moglichst groke Auslenkung des metabolischen Netzwerks zu erreichen,
wird die Aktivitdt des Metabolismus zundchst stark reduziert, indem das Substrat li-
mitiert wird. Die limitierte Kultur wird dann ruckartig durch einem hochkonzentrierten
Substrat-Puls aus dem Gleichgewichtszustand ausgelenkt. Die Antwort auf den Puls wird
durch die Messung der intrazelluliren Metabolit Konzentrationen beobachtet (THEO-
BALD ET AL., 1997). Da die Reaktion des Metabolismus auf den Puls extrem schnell

ist, muss der experimentelle Aufban einige Anforderungen erfiillen:

Pulsaufgabe: Der Substrat-Puls muss im gesamten Reaktor schnell und gleichmiikig
erfolgen um ein Verwischungseffekt bzw. inhomogene Bedingungen im Reaktor zu
vermeiden. Eine sehr schnelle Durchmischung ist deshalb unabdingbar, im verwende-
ten Bioreaktor (20 L) wurde eine Mischzeit von © = 650ms gemessen (BUCHHOLZ
ET AL., 2001).

Probennahme: Um die Antwort des Metabolismus zeitlich detailliert aufzunehmen,
miissen mehrere Proben pro Sekunde genommen werden. Ansitze schueller Proben-
nahmen sind in (LANGE ET AL.. 2001; BUCHHOLZ ET AL., 2001: SCHAFER
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4.5. LC-MS/MS Messtechnik

ET AL., 1999) beschrieben. Mit der in Jiilich eingesetzten schnellen Probennahme

kénnen 160 Proben in 40s, d.h. ciner Frequenz von 4 — 5 Hz cntnommen werden.

Stoppen der Enzymaktivitit: Um cin Abbild des Systemzustands zum Zeitpunkt der
Probennahme sicherzustellen, muss der Metabolismus bzw. die Enzymaktivitit so-
fort gestoppt werden. Das Anhalten des Stoffwechsels wird durch Quenchen in —50C
kaltem Methanol (DE KONIG UND VAN DAM, 1999; SCHAFER ET AL., 1999)
erreicht. Zusammen mit der Probe aus dem Reaktor stellt sich eine Mischtempera-
tur von ca. —20C cin. ! Man gcht davon aus, dass bei dicser niedrigen Temperatur
die Enzyme inaktiv sind (DE KONIG UND VAN DAM, 1999).

Intrazellulire Messung: Es muss versucht werden, eine Methode zu finden, bei der kei-
ne extrazelluldren Metabolite die Messung beeinflussen und gleichzeitig keine in-
trazelluliren Metabolite verloren gehen. Zudem muss verhindert werden, dass es zu
weiteren enzymatischen Umsetzungen wihrend der Probenaufarbeitung kommt. Die
Zellen werden zunéchst durch Zentrifugicren vom Fermentationsmedium getrennt.
Es werden gekiihlte Zentrifugen (—20 C) verwendet. Der Uberstand wird verworfen
und das Zellpellet resuspendiert. Die resuspendierten Zellen werden dann chemisch
mit 43%iger Perchlorsidure (ebenfalls bei -20°C, (BUCHHOLZ ET AL., 2001)) auf-
geschlossen 2. Die saure Losung wird vor der Messung mit Kaliumcarbonat neutra-
lisiert. Zum Entfernen von Zellwandbestandteilen sowic gebildetem Salz (KClO 4)

wird nochmals zentrifugiert.

4.5 LC-MS/MS Messtechnik

Nach dem Zellaufschluss liegen die intrazellularen Metabolite in Ldsung vor. Die Anzahl
intrazellulirer Metabolite in Bakterien schwankt je nach Quelle sehr stark, z.B. EcoCyc:
1048 (KESELER ET AL., 2005), (KARP ET AL., 2000; KANEHISA UND GOTO, 2000;
SELKOV ET AL., 1996). Mit hochmoderne FTMS (Fourier Transformierte MS) AHA-
RONI ET AL. (2002) kann die Masse der Molekiile so genau gemessen werden, dass deren
chemische Zusammensetzung bestimmt werden kann. Bei Bakterien geht man von 500 bis
zu 3000 niedermolekularen Substanzen (Metaboliten) aus (5. cerevisice = 600, (RAAMS-
DONK ET AL., 2001), Pflanzen schitzungweise 3000-20000 (PICHERSKY UND GANG,
2000)). Die Messtechnik muss in der Lage sein, diese Vielzahl von Metaboliten getrennt zu

quantifizieren. Eine weitere Schwierigkeit bei der intrazelluliren Messung sind die extrem

In der Literatur werden noch weitere Verfahren vorgeschlagen. HAJJAJ ET AL. (1998) verwenden
fliissigen Stickstoff, GONZALES ET AL. (1997) schlagen kochendes Ethanol zum Quenchen vor.

2Alternative Methoden sind der Aufschluss mit heifem Ethanol (GONZALES ET AL., 1997) oder
Trichloracetat (KOPPENSCHLAGER, UND AUGUSTIN, 1967)
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Kapitel 4. Experimentelles Vorgehen

niedrigen Konzentrationen in der Zelle. Durch den Zellaufschluss und die anschlieRende
Neutralisation wird die Losung zudem stark verdiinnt (ca. 25-35fach). Die cingesetzte
Messtechnik muss daher extrem sensitiv sein.

Mit einer Kopplung von chromatographischer Trennung (mittels HPLC, High Performan-
ce Liquid Chromatography) und Massenspektroskopie (MS) kann eine Trennung anfzrund
physikalischer bzw. chemischer Eigenschaften und der Masse erreicht werden (Abh. 4.4)
(VAN DAM ET AL., 2002; BUCHHOLZ ET AL., 2001). Die Koppelung dieser beiden
Messtechniken ist erst scit knrzem iiberhaupt méglich. Die HPLC arbeitet bei schr ho-
hen Driicken und in wissriger Losung, im MS-Gerét hingegen werden gasformige lonen
im Hochvakunm getrennt {ARPINO UND GUIOCHON, 1982). Bei der Entwicklung der
HPLC-Methode muss auf eine fiir die MS vertrigliche Wahl von Eluent und Puffer geach-
tet werden. Eluent und Puffer miissen fliichtig sein um bei der lonisierung (ca. 300°C) zu
verdampfen. Bei der in dieser Arbeit vorgestellten Messungen von OLDIGES (2004) wur-
den zwei in Serie geschaltete HPLC-Saulen (Nucleodex beta-OH 250, Macherey-Nagel)
verwendet. Eluiert wnrde mit einem Gradient (Eluenten: 12 mM NHgAc und 20% A +
80% Methanol). Die chromatographische Trennung ist dabei so ansgelegt, dass vor allem
der Einfluss von Matrix-Molekiilen, wie z.B3. Uberresten der Zellwand oder der Proteine,

verringert wird.

Koligigms-
——— S— -
lonen- (e} ] Q2 Datektor

quelle

Selektondes Fragmentierung  Seleiction
Muter-lons des

Abbildung 4.4: () Prinzip der MS/MS Messtechnik. Im ersten Quadrupol (Q1) wird eine be-
stimnte Masse “durchgelassen”, der zweite Quadrupol (Q2) dient zur Fragmen-
tierung. Im dritten Quaedrupol wird wiederum eine bestimmte (Fragment-) Masse
gewdhlt., Tonen mit diesem m/fz Verhdltnis treffen auf den Deteltor. (b} Sche-
matischer Aufbau cines Quadrupols. An den wvier Stdben wird eine Gleichspan-
nung und eine Wechselspannung angelegt. In dem aufgebauten elektrischen Feld
werden die Tonen von ihrer Flughahn ausgelenkt. Je nach angelegter {Wechsel-)
Spannung passieren Tonen mit einem bestimmiten Masse zu Ladungsverhdiltnis
m/z den Quadrupol. Zu leichte bzw. zu schwerve Tonen flicgen seitlich aus dem
Feld.

Der “Detektor”, das MS-Gerit, besteht aus einer Serie von “Massenfiltern”. Die Molekiile

werden beim Eintritt in das MS zunéchst ionisiert. Durchgesetzt hat sich hier die Elektro-
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4.5. LC-MS/MS Messtechnik

sprayionisation (ESI) (HOPFGARTNER ET AL., 2004). Die jetzt geladenen Analyten,
werden durch cin starkes clektrisches Feld beschleunigt und treten in den ersten von drei
Quadrupolen (Q1). Der Quadrupol besteht aus vier Zylindern, die ein elektromagneti-
sches Wechselfeld aufbauen. Die durchfliegenden Ionen werden in diesem Feld ansgelenkt,
wic stark dic Auslenkung ist, hingt von ihrem Masse- zu Ladungsverhiltnis (m/z) ab.
Bei einer bestimmten angelegten Frequenz konnen Ionen mit einem Masse- zu Ladungs-
verhiltnis in Resonanz gebracht werden und so den Quadrupol passieren — lonen mit
einem anderen m/z-Verhiltnis fliegen aus dem Feld. Der zweite Quadrupol (Q2) wird als
Kollisionsraum genutzt. Die Molekiile stoften mit einem Kollisionsgas (meist Stickstoff)
zusammen und zerfallen in Fragmente (Abb. 4.4). Das Fragmenticrungsmuster ist von
der chemischen Struktur und den kovalenten Bindungsstirken abhéngig. Durch diesen
Schritt kénnen Analyten mit gleichem Masse- zu Ladungsverhiltnis noch aufgrund einer
unterschiedlichen Fragmentierung getrennt werden. Im dritten Quadrupol (Q3) kann das
gewiinschte Fragment selektiert werden und trifft auf den Detektor.

Die Auswertung der Spektren sowie eine Fehlerabschitzung der Messungen wird in Ab-

schnitt 12.2 beschrieben.
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Kapitel 5
Modellbildung fiir das Metabolic En-

gineering

Die fiir das Metabolic Engineering besonders interessanten Groken, die in vivo Stofffliisse,
die in vivo Enzym-Konzentrationen, Enzym-Aktivititen und metabolischen Regulationen
kénnen nicht direkt gemessen werden. Der Zugang zu diesen Groken kann nur iiber quan-
titative Modelle hergestellt werden. Das Modell beschreibt, wie die nicht beobachtbaren
Grdében, die in vive Fliisse, bzw. Enzym-Konzentrationen, -Aktivititen und - Affinitéten,

auf das beobachtbare Verhalten wirken.

Elektrischer Schaltkreis

Modell

£t

Abbildung 5.1: Analogien beim Vorgehen der Modellierung. Die Bestandteile des elekirischen
Schaltkreises besitzen bestumnte Punktionen (z.B. Speicherung von Ladung in
Kondensatoren) und sind tber Leiterbahnen miteinander verbunden. I'm elektri-
schen Netzwerk gilt die Evhaltung der Ladung. Im Metabolischen System bilden
enzymatische Reakfionen die Verbindungen zwischen den einzelnen Metabolil-
Pools (Speichern). Hier qilt die Evhaltung der Masse.

Die Herausforderung besteht nun darin, die Techniken der Modellierung aus den Inge-
nieurwissenschaften auf biologische Systeme zu iibertragen. Die Modellierung metaboli-
scher Netzwerke wird oft mit der Modellierung elektrischer Schaltkreise verglichen (WIE-
CHERT, 2002) (Abh. 5.1). Grundlage der Modellerstellung bei elektrischen Schaltkreisen
ist die Erhaltung der Ladung, die vergleichbar mit der Erhaltung der Masse metaboli-
scher Reaktionsnetzwerke ist. Die Funktion der einzelnen Bauteile elektrischer Schalt-

kreise (Transistoren, Widerstinde, etc.) kann mit einigen Grundgesetszten beschrieben
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Kapitel 5. Modellbildung

werden. Dabei werden einige vereinfachende Annahmen getroffen, z.3. wird der Einfluss
der Temperatur vernachléssigt.

Die Modelle in diesen Disziplinen haben eine erstaunliche Reife erlangt. Beispielsweise
konnen Schaltkreise oder ganze Prozessoren am Computer entwickelt werden und die

Modelle geben das Verhalten des realen Schaltkreises schr exakt wieder.

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

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

Unbekannte Wechselwirkungen|: ITm Gegensatz zu z.B. elektrischen Schaltkreisen, bei
denen die einzelnen Bauteile durch klar definierte elektrische Leiterbahnen verbun-
den sind, befinden sich bei biologischen Systemen Mctabolite, Enzyme und andcre
Zellbestandteile gemeinsam im Cytoplasma (Prokaryonten) bzw. in Kompartimen-
ten (Eukaryonten und héhere Zellen). Prinzipiell kann jede Substanz mit jeder ande-
ren interagicren (PAZOS ET AL, 2005). Einige Enzyme sind in der Lage, mehrere
Reaktionen zu katalysieren. Teilweise muss aus diesem Grund auch die Stéchio-
metrie metabolischer Netzwerke hinterfragt und erweitert werden (VAN WINDEN
ET AL., 2003).

Kritischer ist die Situation beim Aufstellen der méglichen regulatorischen Einfliisse
von Metaboliten auf Enzyme. Die regulatorische Struktur ist nicht immer bekannt
(HOFMANN UND KOPPERSCHLAGER, 1982; PAZOS ET AL., 2005), da beil

der in wvitro Analyse von Enzymen meist nur ein bestimmtes Substanzspektrum

untersucht wird.

In vitro und in vivo Untersuchungen: Im Gegensatz zn rein technischen Systemen
kénnen dic einzelnen Komponenten, die Gene, Transkription, Translation, Enzy-
me und Metabolite, nicht einzeln, isoliert im Reagenzglas (in vitro) untersucht und
beschrieben werden. Enzyme sind komplexe Makromolekiile, deren Funktion stark
von den Umgebungsbedingungen, wie z.B. dem pH-Wert, der Temperatur, der Salz-
konzentrationen oder dem Reduktionspotential abhingen. Bislang ist es nicht mé&g-
lich, dic in vivo intrazelluliren Bedingungen in vitre zu reproduzicren. Eine weitere
Schwierigkeit besteht in der in wivo Situation “viel Enzym, wenig Substrat”, ca.
40% des Zellvolumens wird von Makromolekiilen eingenommen (CHEBOTAREVA
ET AL., 2004). Studien mit makromolekiilihnlichen Substanzen (z.B. PEG) zeigen,
dass Crowding die thermodynamische Aktivitdt der Metabolite erhoht, gleichzeitig
aber die Diffusionsgeschwindigkeit und damit die Reaktionswahrscheinlichkeit er-
niedrigt (MATHEWS, 1993; ROHWER ET AL., 1998). Das Ausmal dieser beiden
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Effekte hangt von der Art der jeweiligen Reaktion ab (CHEBOTAREVA ET AL,
2004).

Metabolic Channeling, die direkte Ubergabe eines Reaktanten an das nichste En-
zym, wird sowohl fiir die Glykolyse (SHEARER ET AL., 2005; CLEGG UND JACK-
SON, 1990), den TCA (SUMEGI ET AL., 1993), den Urca-Zyklus (COHEN UND
KUDA, 1996) und verschiedenen Biosynthesewegen (SRERE, 1987) vermutet. AT-
KINSON (1977) beschreibt gar die Notwendigkeit von Channeling. Aufgrund der (in
vitro) gemessenen Kpr-Werte der Enzyme wiiren die intrazelluliren Konzentrationen

zu niedrig um eine ausreichende Aktivitit hervorzurufen.

Einc weitere Schwicrigkeit bestcht in der én vifro Charakterisicrung membrange-
bundener Enzyme, wie z.B. dem Zuckeraufnahmesystem (PTS) (HOFMANN UND
KOPPERSCHLAGER, 1982). Diese Enzyme miissen zur in vitro Analyse zunéchst
aus der Membran gelst werden. Ob das beobachtete Verhalten auf das in wvivo

Verhalten iibertragen werden kann, ist zumindest fraglich.!

Enzym-Modifikation: Zellen verfiigen iiber eine post-translatorische Regulationsebe-
ne, die Enzymaktivititen gezielt verdndert (Interkonversion, Abb. 3.2). Enzyme
konnen durch kovalente Reaktionen, wie z.3. Phosphorylierung, Methylierung, ak-
tiviert oder inhibiert werden (BENDT ET AL., 2003; ARANDA ET AL., 2006).
Die reaktionskinetische Beschreibung einer enzymatischen Reaktion hingt somit
anch vom Zustand des Enzyms ab. Ergebnisse aus in vitro Untersuchungen, deren
Fermentationsbedingungen (zur Herstellung des Enzyms) nicht vergleichbar sind,

sollten deshalb mit Vorsicht iibertragen werden.

Organisation des Stoffwechsels: Wissenschaftler versuchen auf verschiedenen Wegen, die
grundlegende Konzepte bei der Organisation von metabolischen Netzwerken und
deren Regulationsstrategien ausfindig zu machen. Allerdings muss man bei der An-
wendung “menschlicher” Design Kriterien auf den bakteriellen Stoffwechscel darauf
achten, dass die Organisation des Stoffwechsels nicht durch den Menschen und seine
Herangehensweise entstanden ist. Werden also bestimmte zellulire Ziele, wie z.B.
bestmogliches Wachstum oder gute Anpassungsfihigkeit, als Kriterium unterstellt,
wird unter Umstinden eine falsche Hypothese zugrunde gelegt. Der Modellierer soll-
te deshalb versuchen, dem Stoffwechsel moglichst unvoreingenommen gegeniiberzu-

treten und die Informationen aus den gemessenen Daten abzuleiten.

'Die Untersuchung metabolischer Netzwerke in vitro lebt augenblicklich unter dem Schlagwort “Syn-
thetic Biology” wieder auf (TORRES ET AL., 1986).

45



Kapitel 5. Modellbildung

Aus diesen Griinden ergibt sich die Forderung, die Zelle als Gesamtsystem in vivo zu
untersuchen. Nur auf dicsem Weg wird cs gelingen, dic Zusammenhénge im lebenden
Organismus zu entschliisseln. Die experimentellen Zuginge dazu wurden in Kapitel 4
dargestellt. Zur Auswertung der aus den Experimenten gewonnen Messdaten, miissen
cinige vereinfachende Annahmen getroffen werden. Die wichtigsten, allgemein anerkannten

sind:

Keine Konzentrations-Gradienten im Bioreaktor : Jede Zelle im Bioreaktor befin-
det sich unter den selben Umgebungsbedingungen. Es gibt im Fermentor rdumlich
keine Unterschicde in der Temperatur, der Nahrstoffkonzentrationen, dem Druck
und dem pH-Wert. Diese Annahme kann v.a. fiir kleine Reaktoren mit hoher Durch-

mischung getroffen werden.

Keine Konzentrations-Gradienten innerhalb der Zelle: Auch inncrhalb der Zelle
muss eine sofortige Durchmischung und eine homogene Stoffverteilung angenommen
werden. Bei einem Durchmesser von ca. 2pum (E. coli) und der Annahme ungehin-
derter Diffusion stellen sich homogene Bedingungen extrem schuell cin (GERSHON
ET AL., 1985). Die Giiltigkeit dieser Abschiitzung fiir das intrazellulare Milieu mit
Barrieren durch die hohe Dichte an Makromolekiilen ist sicherlich fraglich (s. oben),

muss jedoch getroffen werden um handhabbare Modelle zu erstellen.

Kein Metabolic Channeling: Eng verkniipft mit dem Konzentrations-Gradienten ist
das “Metabolic Channeling”. Channeling hitte enormen Einfluss auf die Modellbil-
dung, da die Konzentrationen innerhalb eines Channels sich von denjenigen aufser-
halb wesentlich unterscheidet (SAVAGEAU, 1991). Trotz der o.g. Hinweise auf die
Existenz von Channcling, ist dic Annahme homogen verteilter Mctabolite zwingend

notwendig.

Durchschnittszelle: Es wird angenommen, dass sich die im Reaktor befindlichen Zellen
alle gleich verhalten. Sic unterscheiden sich weder hinsichtlich ihres Zellzyklus, noch
in der genetischen oder enzymatischen Ausstattung. Streng genommen kann diese
Annahme nur fiir synchrone Kulturen getroffen werden. Allgemein wird bei “ein-
fachen” Zellen wie Prokaryonten die Annahme einer Durchschnittszelle akzeptiert.
Z.B. BROCK ET AL. (2003) beschreibt, dass sich die DNA von schnell wachsende
E.coli Kulturen in ununterbrochener Teilung befinden. Dies spricht gegen die These

ausgeprigter Zellzyklen mit unterschiedlichen Stoftflusslagen.
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Keine Unterschiede in der Morphologie: Dieser Punkt ist eng an die Forderung der
Durchschnittszelle gekniipft. Z.B. beim Wachstum von Pilzen und Hefen kann cs zu

unterschiedlich spezialisierten Zellen kommen?

Auf der Grundlage dieser Annahmen ergibt sich fast swangsliufig eine Modellstruktur,
die auf Massenbilanzen und Termen zur quantitativen Beschreibung der Stofffliisse in Ab-
hiingigkeit der Stoffkonzentrationen aufbaut (Abschnitt 6.2-6.3). Die cinzelnen Bausteine
zur Modellerstellung, die Massenbilanzen (1¥C Massenbilanzen) sowie Kinetiken werden
in den folgenden Abschnitten detailliert ausgearbeitet. Welche Gleichungen in das Modell
einflielen, hiangt von der Zielsetzung der Modellierung und dem durchgefiihrten Experi-

menten und verfiigharen Daten ab.

Im Mectabolic Engincering werden vor allem folgende Modelle cingesetzt:

Makroskopische Modelle: Dic Zelle wird als Black-Box aufgefafst, dic cine Stoffum-
wandlung vornimmt (FREDRICKSON ET AL., 1970). Bilanziert werden die extra-
zelluldren Konzentrationen im Reaktor sowie die Biomasse selbst. Diese Modelle wer-
den meist zur Optimierung von Produktionsbedingungen eingesetzt (BRIK TERN-
BACH, 2005).

Metabolische Netzwerk-Modelle Bilanziert werden die intrazelluldren Konzentratio-
nen in der Zelle. Sie sind durch eine Vielzahl von Reaktionen miteinander verbunden,
die das Reaktionsnetzwerk darstellen. Metabolische Netzwerke werden stationér und
zunchmend auch dynamisch modelliert (RIZZI ET AL., 1997; LANGE ET AL,
2001; CHASSAGNOLE ET AL., 2002).

Ganz-Zell Modelle In die Modellbildung wird neben den Metaboliten auch die Tran-
skription und Translation aufgenommen (PALSSON, 2004; DE JONG, 2002). Auf
genetischer Ebene sind bereits eine Vielzahl von regulatorischen Mechanismen be-
kannt und in Datenbanken, wie z.B. KEGG (KANEHISA UND GOTO, 2000) ab-
rufbar. Meist fehlt jedoch eine quantitative Beschreibung der regulatorischen Zu-

sammenhénge.

Das Schema der Modellerstellung ist fiir die verschiedenen Typen vergleichbar (Abb. 7.1),
sie unterscheiden sich jedoch wesentlich im Grad der Detaillierung und der Zielsetzung.
Mit dem Modell werden zunichst die bekannten Zusammenhfnge in Form von Kine-

tiken und Massenbilanzen formuliert. Im Modell sind somit zum einen bekannte (bzw.

2Bei der Modellierung der Penicilin-Produktion werden segregierte Modelle, die auch die Morphologie
beschreiben eingesetzt (ZANGIROLAMI ET AL., 1997)
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allgemein angenommene) Zusammenhinge, wie z.B. eindeutige Zuordnungen aufgrund
der Stochiometric (Abschnitt 8.2) oder C-Atom-Transitionen in der 13C Stoffflussanalyse
(Abschnitt 6.5) enthalten. Zum anderen sind die fiir das Metabolic Engineering beson-
ders interessanten, nicht direkt beobachtbaren Grofen (intrazellulire Flilsse, Aktivititen
und Affinititen) als Unbckannte, aus den experimentellen Daten zu bestimmende Grofsen
enthalten (Abb. 7.1).
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Kapitel 6
Metabolische Netzwerk-Modelle

Akzeptiert man die zuvor getroffenen Annahmen und Vereinfachungen (Kapitel 5) kénnen
Modelle metabolischer Netzwerke auf Basis von Stofffliissen und Poolgréfien aufgestellt
werden. Dazu werden im Folgenden die verwendeten Modellgleichungen erldutert. Sie
bilden dic Grundlage fiir dic Simulationen und Analysen der vorlicgenden Arbeit. Dic
Losung, Analyse und Interpretation der Gleichungen fiir die einzelnen Modelltypen wird

im nichsten Kapitel beschrieben.

6.1 Beispielsystem zur Verdeutlichung der Modellerstellung

Zur Erlduterung wird das in Abb. 6.1 dargestellte kleine Beispielnetzwerk eingesetzt. Fiir

die Notation werden folgende Symbole und Bezeichner verwendet:

Metabolite: Zur besseren Unterscheidung im Text werden fiir Metabolite Grofsbuchsta-
ben in serifenloser Schrift verwendet, z.B. A. Die Konzentrationen werden in den

Formeln mit den selben Symbolen dargestellt.

Fliisse: Fliisse werden mit Kleinbuchstaben ebenfalls in serifenloser Schrift dargestellt

(2.B. v1). In den Formeln hingegen wird der Fluss in Kursivschrift (v;) angegeben.

Das Beispiel-Netzwerk ist eine Abstraktion des Zentralstoffwechsels - Ay ist das extrazel-
luldre Substrat, dic Mctabolite A und B fassen dic Glykolyse zusammen. Dic Metabolite
C, D und E stellen eine Abstraktion des Tricarbonsiure Zyklus (TCA) dar. Metabolit
F steht fiir COq, also Kohlenstoff, der das System verlisst. Ein weiterer Abfluss geht
aus dem TCA in die Biomasse (hier zu Ee). Auch bei den enzymatischen Reaktionen
wurde versucht, ein vereinfachtes Abbild der im Stoffwechsel auftretenden Mechanismen
wiederzugeben (Tab. C.1). Einige Reaktionsschritte sind reversibel, kénnen also in beide
Richtungen ablaufen (Tab. in Abb. 6.1). Die Reaktionsschritte vyp, vz und va werden
durch ihre Produkte bzw. allosterisch reguliert. Die Substrat-Aufnahme v, wird durch
das Produkt der Reaktion, A, inhibiert. Die Reaktion vz ist cbenfalls produktinhibiert,

der Reaktionsschritt v4 wird allosterisch durch Metabolit C inhibiert.

6.2 Massenbilanzen

Ein metabolisches Netzwerk ist eine Abstraktion der in der Zelle ablaufenden biochemi-

schen Prozesse. Die in der Zelle frei verteilten Metabolite werden im metabolischen Netz-
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\I Fluss Reaktion
| Vieed foed — A
I Vypt Aex — A
| Vi A = B
I V2 BIE — C
I V3 C — D+ F
| Vs D —- E—-F
: Vs B = E
I Vg E — Eg
"*:3’..:?":7“”31"': vy F — Fex
|

Abbildung 6.1: Beispielnetzwerk Spirallus mut den Reaktionsgleichungen.

werk als Speicher (Pool) aufgefasst, die Stoffumwandlungen kénnen dann als Aunstausch

zwischen den Pools dargestellt werden,

Bilanziert wird die Masse. Alle chemischen Substanzen, die von der Zelle aufgenommen
werden befinden sich im System, werden umgewandelt oder verlassen das System wieder.,
Die Masse bleibt dabei erhalten. Damit kann fiir jeden Pool des metabolischen Netzwerks
eine Bilanz aufgestellt werden. Sie beschreibt die Verdnderung der Konzentration durch
die Zu- und Abfliisse ans dem jeweiligen Pool. Zur Verdeutlichung wird die Konzentration
des Pools B im Beispielnetzwerk (Abb. 6.1} betrachtet:

[ws L]

=v; — U5 — Uy (6.1)

Die Massenbilanz wird fiir alle intrazelluliren Pools aufgestellt. Besitzt eine Zelle Kompar-
timente, miissen die Volumina der Kompartimente beachtet werden. Mit dem Ubergang in
ein anderes Kompartiment wechselt der Bilanzraum. Im laufenden Beispiel werden auch
diec Konzentrationen im Reaktor bilanziert. Werden die Fliigse auf den intrazelluldren
Raum bezogen, ist fiir den Verbrauch des extrazelluliiren Substrats Ag das Volumen der

beiden Bilanzriume zu beachten:

Vi-ntra

Veeactor

VAp—A = Yupt (6.2)



6.3. Enzym-Kinetiken

Die Massenbilanzen fiir das betrachtete Beispielsystem mit den extrazelluldren Meta-
boliten Ag, Eex und Fe lauten somit (ered ist der Volumenstrom des Feeds, Creeg dic

Konzentration des Feeds):

U4+ Us — Uz — Ug
U3 +vs— U7

A Uypt — U1

é = U1 — VU2 — Vs . :

C = v—v Aec = Vet =B Uupt Ve = K&Vﬁ
= 2 _ 3 *

6 - v Ex = ,3 Vs " (63)
= 3 — V4 . — int

I'E Fx = By g - V_reaf:t

F

Alle aufgestellten Gleichungen kénnen unter Verwendung ciner Matrix-Notation darge-
stellt werden. Dazu werden die Systemvariablen (Metabolitkonzentrationen bzw. Poolkon-

zentrationen) sowie die Fliisse (Skalare oder Funktionen) in Vektoren zusammengelasst:

c= [Aexa Aa Ba Ca Da Ea Fa Eexa Fex]T

T
vV = ['Ufeeda Vupt; V1, V2, U3, V4, Us, Vs, U7]

Zur Verkniipfung der Variablen zum Gleichungssystem (6.3) wird die stéchiometrische

Matrix IN aufgestellt, dic sich dirckt aus den Massenbilanzen ableiten 14sst:

¢=Nv mit: N =)

6.3 Enzym-Kinetiken

Enzyme sind dic Katalysatoren biochemischer Reaktionen. Sie binden meist schr spezi-
fisch ihre Substrate, wandeln sie um und geben das Produkt ab. Allosterisch regulierte
Enzyme besitzen neben der Bindungsstelle fiir die Substrate weitere spezifische Bindungs-
stellen fiir Aktivatoren und Inhibitoren (Abb. 3.2). Bindet ein Molekiil an dieser Stelle
veriindert das Enzym seine riunmliche Gestalt und gewinnt oder verliert dadurch einen Teil
seiner Aktivitat (allosterische Inhibicrung/Aktivierung). Dic Umsctzungsgeschwindigkeit
der enzymatisch katalysierten Reaktion kann je nach Mechanismus und Anzahl von Sub-
strater, Inhibitoren und Aktivatoren von einer Vielzahl von Konzentrationen abhingen.
In der Literatur werden verschiedene Ansitze zur Formulierung von Enzymkinetiken dar-
gestellt. Am bekanntesten ist die mechanistische Herleitung, zurzeit werden aber auch

verstirkt phinomenologische Ansétze diskutiert (z.B. LinLog-Kinetiken).

Mechanistische Enzym-Kinetik

FEine mechanistische Enzymkinetik leitet sich aus einem Modell des Enzymmechanismus

ab. Modelliert werden die auftretenden Zustidnde, wie z.B.:

=
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freies Enzym E

Enzym-Substrat-Komplex ES

Enzym-Produkt-Komplex EP
e weitere Komplexe, z.B. Enzym-Inhibitor-Komplex El

Meist wird nun das Massenwirkungsgesetz zur Beschreibung der Reaktionen zwischen den
Komplexen angenommen, Ist die Substratkonzentration wesentlich héher als die Menge
Katalysator E lassen sich die Gleichungen vereinfachen. da d/dt = 0 als gute Niherung
cingesetzt werden kann. Mit dieser Naherung kénnen die Konzentrationen von E, S, P
und | analytisch bestimmt werden. Als Beispiel werden die Mechanismen der reversible

Michaelis-Menten Kinetik sowie zwei Mechanismen mit Inhibitoren besprochen (Abb. 6.2).

Reversible Michaelis-Menten, Michaelis-Menten,
Michaelis-Menten Kompetitive Inhibierung Nicht-Kompetitive Inhibierung

a b (=

& d B =d "
“Ep e m E°| BV G L
+ksk a

E#ES—T‘“‘E+P

+S +S
E=>ES —>E+P E=>ES—>E+P
+|h$l‘k. +| kJ[k.,
El ESI

Abbildung 6.2: Schematische Darstellung verschiederier Enzym-Mechanismen. Aus  diesen
Modellen lassen sich die kinetischen Gleichungen obleiten. [(a) Reversi-
bler Michaelis-Menten Mechanismus, (b) Kompetitive Inhibierung. (c) Nichi-
Kompetitive Inhibierung. Danchen gibt es viele weitere Mechanismen, w.a. auch
gemischte Inhibierung, die beide Inhibitor-Komplere (Ef und ESlin (b} und (c))
enthallen.

Die Herleitung der kinetischen Terme basiert wiederum auf den Massenbilanzen. Zumin-
dest fiir einfache Mechanismen, wie die hier dargestellten, ist die Herleitung fast trivial
und in Standardwerken wic z.B. CORNISH-BOWDEN (1995); BISSWANGER (2002)
iibersichtlich dargestellt.

Zur Losung wird angenomimen, dass sich fiir die Enzym-Substrat- bzw. Enzym-Produkt-
Komplexe der stationiire Zustand sehr schnell einstellt und die Bildung der Komplexe
keinen Einfluss auf die Substrat-, Produkt und Inhibitorkonzentration hat. Im Gleichge-
wicht sind die Konzentrationsinderungen der einzelnen Enzymkomplexe Null. Die Glei-

chungen werden nach der Produktbildungsrate umgestellt und die Parameter der Mas-
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senwirkungskinetiken (meist mit k bezeichnet) mit Verhiltnissen zusammengefasst. Die

reversible Michaelis-Menten Kinetik lautet nach Umstellen und Ersctzen wic folgt:

(5-)

Kuys+S+Kugs ﬁy

(6.4)

V = VUpmaz

Dic Mechanismen in Abb. 6.2a und b werden in analoger Weise behandelt. In den Massen-
bilanzen erscheint jeweils ein neuer Komplex (El bzw. ESI). Nach Umstellen und Zusam-
menfassen der Parameter, ergeben sich die folgenden Kinetiken BISSWANGER (2002):

S

Kugs (l-l-KLI) +S
S

Kus + (l-l-KLI) S

Dic in den mechanistischen Kinetiken centhaltenen Paramcter lassen sich dirckt im bio-

b: v = Ve

C U= Uz

chemischen Kontext interpretieren. Der vp,g,-Wert gibt die maximale katalytische Akti-
vitat wieder, und ist proportional zur Enzymkonzentration. Die Kpr und K-Werte sind
Michaelis-Menten Konstanten und geben die Affinitéit des Enzyms gegeniiber dem Sub-
strat, Produkt oder Inhibitor wieder. Im Fall der einfachen, nicht inhibierten Michaelis-
Menten Kinetik wird bei S = Kpg die halbe maximale Reaktionsgeschwindigkeit v =

0.5 vypge erreicht.

6.4 Vereinfachte Kinetische Ansatze

Die Herleitung einer mechanistischen Kinetik aus den einzelnen Komplexen wird fiir meh-
rere Substrate, Produkte bzw. Modifikatoren sehr aufwendig (z.B. Verfahren nach King-
Altman (BISSWANGER, 2002)). Zudem werden zur Beschreibung eine Vielzahl von Pa-
rametern {Gleichgewichtskonstanten, etc.) bendtigt. All diese Parameter aus den experi-
mentell verfiigharen Daten zu bestimmen gelingt nur noch in wenigen Féllen.

Deshalb wird versucht, vercinfachte Kinctiken cinzusetzen, die das Verhalten des wahren
Mechanismus approximieren. Die Komplexitéit der mechanistischen Kinetik entsteht vor
allem durch die gegenseitige Beeinflussung der beteiligten Substrate, Produkte nnd Mo-
difikatoren. Wird angenommen, die gegenseitigen Beeinflussungen sind gering, kénnen die
einzelnen Substanzen als unabhinig angesehen werden. Thr Einfluss auf die Reaktionsge-
schwindigkeit kann dann durch wesentlich weniger Parameter beschrieben werden.

In der Literatur werden vor allem drei approximative Ansdtze diskutiert, so genannte

LinLog Kinetiken, generische Michaelis-Menten Ansétze und PowerLaw Terme.
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6.4.1 Approximation mit generischen Michaelis-Menten Termen

Der generische Michealis-Menten Ansatz beruht auf der einfachen Michaelis-Menten Ki-
netik. Nehmen mehrere Substanzen Einfluss auf die enzymatische Umsetzungsgeschwin-
digkeit, werden sic als unabhéngig wirkend angenommen. Ausgchend von der cinfachen
irreversiblen (oder auch reversiblen) Michaelis-Menten Kinetik werden weitere Substra-
te S, Produkte P, Inhibitoren | und Aktivatoren A multiplikativ hinzugenommen. Die

approximierte Kinetik kann somit wie folgt dargestellt werden:

S Sy
Kus, +51 Knsy, +52 7

I I, a1 Ay az Ay
1-— 1— 14— 14—} ... (6.5
( |1+K.1) ( |2+K.2) ( +A1+KA1) ( +A2+KA2) (6.5)

Dieser Ansatz bildet wichtige Eigenschaften der Michaelis-Menten-Kinetik, wie z.B. Sat-

V = VUpmaz

tigung, ab. Durch dic multiplikative Verkniipfung der Terme entstehen allerdings schnell
Artefakte, beispielsweise wird eine kompetitive Inhibierung bei hoher Substratkonzentra-
tion § > K s wenig inhibieren, wihrend durch den generischen Produktterm (1 - ﬁ)

schnell eine vollstdndige Inhibierung eintritt.

6.4.2 LinLog Approximation

In den letsten Jahren haben sich vor allem logarithmische Ansétze (WESTERHOFF UND
VAN DAM, 1987; NIELSEN, 1997; VISSER UND HEIJNEN, 2003; VISSER ET AL.,
2004a; HEIJNEN, 2005) zur Approximicrung mechanistischer Kinetiken durchgesetzt.
Meist berufen sich die Autoren auf Beobachtungen von ONSAGER (1937) zuriick. Die
genaue Herleitung ist ausfithrlich in WESTERHOFF UND VAN DAM (1987) dargestellt.
In dieser Arbeit sei lediglich auf den Bezug zur Thermodynamik verwiesen. Die thermody-
namische Triebkraft (A,.G) einer Reaktion mit den Substrat- und Produktkonzentrationen
(Siy i=1...ng) und Pg, k=1...np ist laut ALBERTY (2003):

P.P; ...
AG=G} +G} +...—GY —GY, — ... +RTlh >
5iSs ... (6.6)
P.P;... '
=AG®+ RT In =
CHRTgS

Die thermodynamische Triebkraft wird von den Stoffeigenschaften (G?) und den Konzen-
trationen bestimmt. ONSAGER, (1937) beschreibt, dass die Geschwindigkeit der Reakti-
on Sy + -+ 4+ Szg = P14+ -+ + Py, nahe des Gleichgewichts proportional zur Affinitét
(A=RTIn(K,PS™)).
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Die Geschwindigkeit enzymatisch katalysierte Reaktionen hingt neben der thermodyna-
mischen Tricbkraft auch von regulatorischen Einflissen ab. Um regulatorische Einfliisse
von Inhibitoren und Aktivatoren in eine approximierte Kinetik aufzunehmen, schlagen
WESTERHOFF UND VAN DAM (1987) einen zu Substraten bzw. Produkten analogen
Term mit empirischen Koceffizienten vor (z.B. fiir cinen Inhibitor 4; Inly in Gl 6.7). Der
allgemeine Ansatz lautet dann (HEIJNEN, 2005):

v=e(k+s InSi+...8,, nS,, —py nPy — ... — p,, InP,,
+a; InA;+...8,, InA,, — 43 Inly —...4,, Inl,,) (6.7)

Dicser Ansatz wurde von WU ET AL. (2005) aufgenommen und durch Einfithren cines
Referenz-Steady-States in ein leichter zu interpretierendes Format iiberfiihrt. Durch die
Normierung der Fliisse v mit v (steady-state Fluss), der Enzymkonzentrationen e mit
€? (Referenz Enzymkonzentration) sowie der Metabolitkonzentrationen ¢ mit ¢? ergibt
sich eine Verbindung zur Metabolic Control Analysis (MCA, Abschnitt 8.6.2) (HEIN-
RICH ET AL., 1977; KACSER UND BURNS, 1973; HEIINEN, 2005). Die in Gl. (6.8)

auftauchenden Matrizen E° enthalten dann die Elastizititen €® auf den Diagonalen:
v e T 0 c Cex
== [@} <1 +EC In (@) + Eoln <c—0)) (6.8)

PowerLaw Approximation

Etwas dlter als der LinLog Ansatz ist der von SAVAGEAU (1970) geprigte “Power-Law”
Ansatz. In seiner “Biological System Theory” wird die Reaktionsgeschwindigkeit v phé-

nomenologisch aus Produkten von Potenztermen der beteiligten Metabolite dargestellt:

V=55 5,52 ... p PP p P ... (6.9)

Ein Vorteil dieser Darstellung ist dic Méglichkeit, durch Logarithmicren lincare Gleichun-
gen zu erhalten. Da dieser Ansatz bei der Reproduktion der Messdaten keine zufrieden-

stellenden Ergebnisse lieferte, wird auf eine weitere Darstellung verzichtet.

6.4.3 Zusammenfassen der stéchiometrischen und kinetischen Gleichungen

Mit den bisher beschriebenen Formeln kann nun ein vollstéindiges Modell aufgestellt wer-
den, dass sowohl die stochiometrischen als auch kinetischen Gleichungen enthilt. Es ent-
steht ein nicht-lineares Differentialgleichungssystem, dass das dynamische Verhalten des

metabolischen Netzwerks abbilden kann. Mit den in Abschnitt 6.2 eingefiihrten Vektoren
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c und v, den im Parametervektor e zusammengefassten kinetischen Parametern sowie

den gegebenen experimentellen Parametern o™

Cc= [Aexa Aa B’ e Fex]T
T

v = [Uupta !

o = ["Vpaq, P Kya, " K, ..., w”muw]T

. T
o'™P = [‘/intraa Veeactors feedv(t)]

kann das allgemeine Modell kompakt aufgestellt werden:

¢=Nv (c,a, ™) (6.10)

Die Losung dieses nicht-linearen Differentialgleichungssystems ist mit numerischen Ver-

fahren moglich (Abschnitt 8.6).

6.5 Bilanzen fiir 3C Markierungszustinde

Zur Beschreibung eines 13C -Markierungsexperiments werden neben den Konzentratio-
nen auch die Markicrungszustéinde der cinzelnen Metabolite bilanziert (Abb. 4.1 in An-
hang C). Diese Bilanzen geben den Zusammenhang zwischen Fliissen (bzw. Kinetiken),
Konzentrationen und Markierungszustinden quantitativ wieder.

Ein Metabolit X mit n C-Atomen kann 2" verschiedene Markierungsmuster aus 13C und
12 Atomen annchmen (Abb. 6.3b). Dic Markicrungsmuster bilden die Isotopomere, dic in
dieser Arbeit in der Notation von WIECHERT UND GRAAF (1997) dargestellt werden.
Als Beispiel wird der Metabolit D betrachtet — er besitzt 28 Isotopomeren-Zustinde, die
Bezeichnung D000 wird fiir D mit nur unmarkierten 2C Atomen verwendet. D#£001
bedeutet, dass Cg ein markiertes ¥C Atom ist, C; und Cy sind unmarkiert. Der vollstindig
markierte Zustand wird mit D#111 dargestellt.

Zur Bilanzierung der Markierungszustédnde werden alle Isotopomere eines ’ools betrachtet
und dic Menge aller in dicsen Pool cin- und austretenden Isotopomere bilanziert. Bei der

Bilanzierung werden folgende Notationen verwendet:

B+ij : Bezeichnet das Isotopomer mit der Markierung #ij.

B;;: enthilt die Konzentration des Isotopomers BHj.
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b prooo  Gee
D#001
D#010
D#D11  OBO
D#100
D#101 ©GO
D#110 ©B8®
D#111 ©80
3388588
@ o @ o
clelelel-1-1-

D+0 [1 |

D+1 | | ]

D42

D+3

Abbildung 6.3: o) C-Atom Transilionsnetzwerk: [heses Netzwerk gibt die Transitionen
(Ubergiinge) der C-Atome in den einzelnen Reaktionsschritten wieder. b)
Isotopomeren-Zustinde fir den C3-Kérper D. ¢) Aufbau einer Messmatriz fir
Massentsotopomere: Zuordnung der Isotopomeren-Zustinde zu den Masseniso-
topomeren.

B: enthilt die Konzentration des Pools B, d.h. der Sumrme aller Isotopomeren-Pools BH4j.

by: beschreibt den Anteil des Isotopomers B#ij am Gesamtpool B:

by; = %

Grundlage der Bilanzierung ist das C-Atom Transitionsnetzwerk (Abb. 6.3a), das die
Transitionen der einzelnen C-Atome in den einzelnen Reaktionsschritten wiedergibt. Im
Gegensatz zur rein stdchiometrischen Stoffflussanalyse kénnen auch bidirektionale Fliisse
bestimmt werden, d.h. Fhisse von Reaktionen, die zur selben Zeit vorwérts und rickwérts
ablaufen ( v, v%).

Zum hesseren Versténdnis der Bilanzierung werden die Gleichungen fiir die Pools B#ij
und Cytijkl anfgestellt. Die Verdnderung der Konzentration By; der Isotopomeren-Pools

ergibt sich aus den jeweiligen Zu- und Abfliissen:

e Der Zufluss vgly in den Isotopomeren-Pool B#j iiber v entspricht genau dem
Anteil des Isotopomeren-Pools A#i) am Gesamtpool A multipliziert mit dem vy’

Fluss sowie dem Zufluss ans E#ij iiber den Fluss vg
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Zufluss in B# ij : vgly; = % v+ % U
=a; vy +e;v5

e Der Abfluss aus B+ij iiber v3” ergibt sich aus dem Anteil b;; multipliziert mit dem

Fluss v3”. Analog dazu wird der Abfluss iiber v5* und den Riickfluss v{” aufgestellt:
Abfluss aus B# ij : vgyy = bi; (vz" +v5 +or)

Die Differentialgleichungen fiir die Isotopomeren B#ij lauten folglich:

L]
— — — — —
Bij = ai; vi” +ei; v5 — by (vp" +vs +op)

Etwas komplexer sind die Gleichungen fiir bimolekulare Reaktionsschritte. Hier miissen
alle méglichen Kombinationen von Isotopomeren-Substraten in Betracht gezogen werden.
Beispielhaft wird der Isotopomeren-Pool C//0110 bilanziert. Die Wahrscheinlichkeit, dass
die beiden notwendigen Isotopomeren-Substrate B#01 und E#10 miteinander reagieren
und iiber v2 C#0110 bilden, ist iber das Produkt ihrer Anteile, by €19 gegeben. Folglich
konnen die Zufliisse in den Isotopomeren-Pools C4ijkl mit den jeweiligen Produkten der

Anteile by und ey aufgestellt werden:

Zufluss in C# ijkl = vy = (bij em) vy

Gcehen aus ciner Reaktion zwel oder mehr Produkte hervor, treten Summen von Isotopo-
merenanteilen auf. Beispielhaft wird die Reaktion v3 betrachtet. v3 fithrt von C zu D und F.
Das Isotopomer D#001 kann aus C#0010 und C#0011 hervorgehen. Im Zufluss summie-
ren sich somit die Anteile ¢ggig + Cgo11- Analog dazu wird der Zufluss nach F# aufgestellt.

Nach F#O flielt die Summe der Anteile C0000+C€o001 +Co010 +C0011 + Co100 +Co101 +Co110+ CoO111:

1 1 1
Zufluss in F# 1 aus C# ijkl : vEy, = E E Cijki Vg
3=0 k=0 I=0
1

Zufluss in D# jkl : vply = Zcijkl (2
=0

Wie bereits bei den stdchiometrischen Gleichungen bietet sich die Einfithrung einer Matrix-

Notation der Isotopomeren-Bilanzgleichungen an. Folgende Vektoren werden eingefiihrt:
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Konzentrationen der einzelnen Isotopomere, x¢: An Stelle der Poolgréken ¢ in den
stochiometrischen Modecllen, tritt der Vektor mit den Konzentrationen der cinzelnen

Isotopomere:
C [ ex,00; Mex,01; Mex,10; Mex,11; /005 015 - - - 5 T ex10; exll]

Fliisse: v Der Vektor mit den Fliissen v erweitert sich um die Riickreaktionen bzw.

Austauschfliissc:

—

T
— — — —
v = [vupt,vl ,1)1,1)2,...,1)7]

Parameter a: Der Vektor der Parameter enthilt alle kinetischen Parameter:

_ vl vl v7 T
a = [ Umaz, KmAa Kla LR Umuz]

Input-Parameter o™: Dieser Vektor enthilt Parameter die durch das Experiment vor-
gegeben, d.h. in der Parameteranpassung nicht angepasst werden, hier z.B. das Input

Markierungsmuster, den Feedstrom, etc.:

i T
'™ = [y, feedgo, feedy, feedsy, feed:q]

Das Modell zur Simulation der Konzentrationsverliufe der Isotopomeren, kann somit wie

folgt dargestellt werden:

% = f(a, &™)

In die Funktion f gehen die kinetischen Terme als auch die C-Atom Transitionen ein.
Eine kompakte Darstellung der Gleichungen, vergleichbar zu Systemen ohne Markierung
gelingt nicht mehr so leicht. Aufgrund der bei bimolekularen Reaktionen auftretenden bili-
nearen Terme reicht zur vollstdndigen Darstellung der Gleichungen eine zweidimensionale
Matrix nicht mehr aus. WIECHERT (1995) fithrte daher eine dreidimensionale Matrix ein,
deren Aufbau im Rahmen dieser Arbeit nicht notwendig ist, da das System in anderen

Koordinaten wieder mit zweidimensionalen Matrizen beschreibbar wird (Abschnitt 8.4).
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Kapitel 7
Simulation, Systemanalyse und Statis-
tische Methoden

7.1 Schema der Simulation und Systemanalyse

Im vorangegangen Kapitel wurden die Grundlagen der Modellbildung dargestellt. Dieses
Kapitel befasst sich nun mit der Simulation, Systemanalyse und statistischen Auswertung.
Das Vorgehen wird allgemeingiiltig, d.h. auf alle in dieser Arbeit auftretenden Modelle

formulicrt (Abb. 7.1).

Modell Mess - Modell
| fexx,0,0)=0 x0) || y0)="3x®) I
Kinetik| MB ;CB
a m nm@ Messdaten
Jy (1)
Optimierung Messdaten
— } Aufarbeitung
arg min(Crit y(t) ='h(y'(t)) I
Abweichung

Abbildung 7.1: Allgemeines Schema des Modellaufbaus: In die Funktion £ gehen die Stéchio-
metrie (Massenbilanzen MB), die angenommenen Kinetiken sowie die C-Atom-
Transitionen ein. Der Zusammenhang zwischen Modell und Messdaten wird
iiber Messmodelle g hergestellt. Da die Proben teilweise in mehreren Schritten
aufbearbeitet werden miissen, oder verzerrt vorliegen, ist unter Umstdnden ein
Hilfsmodell b zur Abbildung der Probenaufarbeitung und Korrektur notwendiy.
Aus den Abweichungen von beobachteten und simulierten Verhalten wird ei-
ne Mafzahl Crit bestimmt, die zur Anpassung der Parameter & herangezogen
wird,

Die aufgestellten Gleichungen lassen sich als implizite Funktionen £ in Abhingigkeit der
Zeit t, den Parametern e, den Eingangsgrofen @™ und den Zustandsvariablen x. bzw.

deren Ableitungen % darstellen:

f(t, o, @™, %, %) = 0 (7.1)
Aus der implizit gegeben Funktion werden die Systemzustinde x(¢) bestimmt (s. Simula-

tion),
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x = x(t, o, ™, xy), mit: x(t = 0) = xg (7.2)

Meist kénnen dic Zusténde x, bzw. %, nicht dirckt beobachtet werden. Um das Systemmo-
dell mit den messbaren Gréfen y su verbinden, wird ein Modell fiir die Messung benétigt.
Die Funktionen g berechnen fiir den Systemzustand x(¢) zum Zeitpunkt #; die erwarteten

Messungen y(¢;):

y(ti) = ig(x(ti’a’ainp’xo)) (7'3)

Die Funktionen f und g bilden das Modell. Fiir die Anwendung miissen folgende Pro-

blemstellungen gelést werden:

Simulation: Aufgabe der Simulation ist bei gegebener Funktion f (Gl. (7.1)) die Losung

fiir x und y (Gl. 7.2) zu berechnen.

. inp . = X(t, o, ainp, XO)
Gegeben: Gesucht: v = ‘g(x(t, a, @™, xo))

Zum Einsatz kommen je nach Problemstellung verschiedene Methoden:

M
I

e Lineare Systeme konnen z.B. mit dem Gauk-Verfahren geldst werden.

e Fiir die Losung nichlinearer Systeme werden 7z.B. das Newton-Verfahren oder

andere iterative Losungsverfahren verwendet.

e Liegt ein Differentialgleichungssystem vor, werden Verfahren zur numerischen

Integration, z.B. das Euler-Verfahren, Runge-Kutta oder andere eingesetzt.

Die Berechnung der (erwarteten) Messungen ¥ (%;) ergibt sich durch Einsetzen des
Systemzustands x (GL (7.3)).

Parameteranpassung: Aufgabc der Parameteranpassung ist es, aus N gegebenen Mess-
reihen y(¢;) (zu mehreren Zeitpunkten & = (1, ...,tx)T) und gegebenen Eingangs-

gdfen ™ die Parameter bestméglich 7u schitzen.

Gegeben |y(t), o™ Gesucht:

Diese Problemstellung wird als eine Minimierung des Kriteriums Crit formuliert.
Meist wird die gewichtete Fehlerquadratsumme (FQS) als Kriterium der Abwei-

chung verwendet. Hierbei wird die Abweichung zwischen der Modellberechnung und
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7.1. Schema der Simulation und Systemanalyse

dem Messwert anhand der Varianz gewichtet, d.h. Messwerte mit kleinen Mess-
fchlern crhalten cinen héheren Einfluss auf die FQS als ungenaue Messwerte. Dic
Gewichtung wird in Gl. 7.4 durch die Doppelstriche und die Kovarianzmatrix 3y,
dargestellt. Ein sehr iibliches Vorgehen ist, die Fehlerquadratsumme aus den Qua-
draten der Residuen geteilt durch die Varianzen zu berechnen. Bei der Minimicrung
der FQS miissen die Systemgleichungen f(¢, &, @™, x, x) = 0 erfiillt sein. Sie werden

als Nebenbedingung gesetzt.

A N
o . i in
() =o  wn Yo - Extoamxb,, 09

£(t,0,a™P x,%)=0 =1

Zum Einsatz kommen hierzu

e Lineare Regression,

e Ablcitungsfreic iterative Optimicrungsverfahren, wic z.B. das Simplex-Verfahren
(MICHALEWICZ UND FOGEL, 2002) oder evolutionare bzw. genetische Op-
timiernngsverfahren (BEYER, 2001).

e Ableitungsgestiitzte iterative Optimierungsverfahren, z.B. das Gradienten- oder
Newton-Verfahren (DEUFLHARD, 19953).

x2-Test: Der x> Test wird zur Ubcrpriifung und Beurteilung der Parameteranpassung
eingesetzt. Der x2-Wert ist die gewichtete Fehlerquadratsumme mit den geschiitsten

Parameterwerten & und Xg:

N
X =) ly(t:) — ‘gx(t, & o™, %0))|%

i=1

(7.5)

y(t;)

Sensitivititsanalyse: Die Sensitivitit beschreibt den Einfluss der Parameter a oder
der Anfangswerte xg auf das Systemverhalten x(t) bzw. dic erwarteten Messungen

y.

: Sensk(t), Sensj (t)
. . inp e a\b/s X0

Die Sensitivitidten berechnen sich aus der Ableitungen des Systemzustands x(¢) nach

den Parametern, bzw. Anfangswerten:

Sensk () = Z—z Sens} (1) = (;i?x
0
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Die bendtigten Ableitungen werden aus den implizit gegebenen Systemgleichun-

gen (7.1) nach der Kettenregel gebildet:

df+3f dt+ of dainp+af dx+(9f dx0+8f d)'c_O (77)
doo ' Ot do ' P do | Ox da  Oxg do | % do ’

Viele der auftretenden Ableitungen sind Null. Keine Rolle spielen in den hier unter-

suchten Modellen die Ableitungen de™ /dex, dxo/de und dt/dex. Vereinfacht lautet

das Gleichungssystem dann:

df o8f dx Of dx
do* ox da " 0% da " (7
Die Ableitungen dx/dex beinhalten die Ableitungen nach der Zeit ¢ und den Para-

meter o Die Reihenfolge der Ableitungen ist vertauschbar:

@ _d (dx)_ (dx
daa  dt \da) \da

Die Gleichungen werden umgestellt und es ergibt sich ein Differentialgleichungssys-

tem, in das dic Losung x(t) cingeht:

= ox do | da

dx _g—l of dx df
dae = 8%

Diese Differentialgleichung wird wiederum in impliziter Darstellung wiedergegeben:

f'(t, o, '™, x, j—z, (.2)) =0

Meist wird die Sensitivitit der Messungen y (¢;) gegeniiber den Parametern benétigt.

Durch Anwenden der Kettenregel erhilt man:

dy dy dx
V() — = & 22
Sensa() = G = dx dax

Fehleriibertragung: Zusammen mit der Sensitivititsanalyse bildet die Fehleriibertragung
einen wesentliches Werkzeng im Rahmen dieser Arbeit. Allgemein l&sst sich mit der
Fehleriibertragung bestimmen, wie sich Fehler in Eingangsgrofen auf die berechne-
ten Groken auswirken. Anhand der Fehlerrechnung kénnen auch Aussagen iiber die
Identifizierbarkeit und die Abhéngigkeiten der Ausgangsgrofien getroffen werden.

Das Vorgehen wird in Abschnitt 7.2.2 verdeutlicht.
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In der vorliegenden Arbeit werden die Losungen fiir

1. stationiire stéchiometrische Modelle (Abschnitt 8.2),

2. stationire

Markierungsexperimente (Abschnitt 8.4)

3. metabolisch dynamische Modelle (Abschnitt 8.6) sowie

4. metabolisch und isotopisch dynamische Modelle (Abschnitt 17)

dargestellt.

7.2 Fehleriibertragung

(a) ()
xJ
y=ax+h
s
—
f=f=ess
|
I
P
[y =
xtc,
(e)
X,
= ¥
_E: g —
[ =]
|
|
|

Abbildung 7.2:

|
il =
x3o,
Felleribertragung: (a) fir eine ineare Punktion y = a x, (b) eine lineare Funk-
tion y = a x1 + bxa. (c) Liegt eine nichtlineare Funktion vor, wird die Fehler-
dbertragung durch Linearisieven der Funktion in 1 ermilielt.

Besonders beim Arbeiten mit biologischen, stark verrauschten Daten, sollte fiir die Para-

meterschitzung é& eine Fehlerabschitzung getroffen werden, Grundlage bildet die Fehler-

fortpflanzung, wie sie fiir einfache Funktionen in Abb. 7.2 angedeutet wird. Betrachten

wir zuniichst den einfachen Fall einer eindimensionalen linearen Funktion (Abb. 7.2a).

Wird fir z; cin normalverteilter Fehler o(z1) angenommen, crgibt sich fiir y folgender

Fehler:

*(y) = %02(9:1)% o(y) = v/a?2o*(m) = a o(z1) (7.9)
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Im Fall mehrdimensionaler Funktionen mit mehreren fehlerbehafteten Gréfen x, miissen
in der Fehleriibertragung alle Fehler o(x) in Betracht gezogen werden. Hierbei miissen die
Fehler der gemessenen Groben weiter charakterisiert werden. Entscheidend ist, wie stark
die Eingangsgrofen x (zyp und zz in Abb. 7.2b) voneinander abhiingen. Abhingigkeiten
werden in der multivariaten Statistik durch dic Kovarianzmatrix Cov(x) beschrichen.

Diese Matrix kann graphisch interpretiert werden.
(x— p)"Cov(x—p)=1 (7.10)
Die Lisung der Gleichung (7.10) bildet einen Ellipsoiden innerhalb derer mit einer Wahr-

scheinlichkeit von 68% (2 o-Intervall) der wahre Wert liegt.

@ (b)
X

>0
I-Ia.upta{c\hsen >0

5 | -
e

. T —
\l\ //xf 1 o
x)‘:bcx}
Abbildung 7.3: Graphische Darstellung der Kovarianzmatriz (a) und der Korrelationsmaltriz
(b). Die blaven Ellipsen geben die Gestalt fiir nichthorrelierte Variablen z1 und

zo wieder. Die in lile gezeichneten Ellipsoiden dewten die Gestalt fiir positiv
korrelierte {p > 0) Variablen an.

X0,

In der Kovarianzmatrix befinden sich die Varianzen o?(z;) entlang der Diagonalen. Sind
die Nebendiagonalen nicht besetzt, liegen die Achsen des Ellipsoiden parallel zu den Ko-
ordinatenachsen (Abb. 7.3a, Corr; ;(x) = ¢; ; = 0). Die Projektion des Ellipsoiden anf die
jeweiligen Achsen gibt die zweifache Standardabweichung wieder.

Bestehen Abhéngigkeiten der Variablen x (z.B. 1 und z3), enthilt die Kovarianz Eintriige
in Nebendiagonal-Elementen (in Abb. 7.3a Corra(x) = ¢ > 0). Durch den Eintrag
verdndert sich dic Lage des Ellipsoiden. Die Projektion auf die Achsen ergibt wieder dic
zweifache Standardabweichung.

Die Abhingigkeiten Cov; j(x) lassen sich in der Korrelationsmatrix (Corr(x)) besser inter-
pretieren (Abb. 7.3b). Die Korrelationsmatrix wird durch normieren der Kovarianzmatrix

gebildet:
Cov; j(x)

Corr; j(x) = m

66

(7.11)



7.2. Fehleriibertragung

Auf der Hauptdiagonalen befinden sich jetzt Einsen, auf den Nebendiagonalen finden
sich Eintrdge zwischen —1 < ¢;; < 1. Der Betrag |y, ;| des Eintrags gibt dic Hohe der
Abhéangigkeit wieder, das Vorzeichen die Richtung der Abhéngigkeit. Positive Korrelation
der Variablen z; und z; bedeutet, dass bei einer Abweichung um A in z;, z; ebenfalls
um cinen Betrag z; + k A, mit: & > 0 abweicht. Bei negativer Korrelation wird z;
entgegengesetzt reagieren, d.h. ; — k A.

In Abb. 7.2b ist die Fehleriibertragung einer zweidimensionalen Funktion y=a 1 + b 25
angedeutet. Angenommen werden unabhéngige Fehler o(z1) und o(zg). Die Hauptachsen
des Ellipsoiden (in der @7, zo-Ebene) licgen somit parallel zu den Koordinaten z; und zs.
Wie im eindimensionalen Fall werden auch die Fehler {ibertragen. Aus dem Schnitt eines
Zylinders mit der Grundfliche des Ellipsoiden mit der Ebene y = a 1 + b 5 1isst sich die
Kovarianz der abhingigen Grife y (Cov {y)) bestimmen. Sie ergibt sich aus den Fehlern
in x (Cov (z))) durch:

Cov (y) = JCov (x) IJT mit: J = (7.12)

Pl

Fiir das Beispiel in Abh. 7.2b ergibt sich also:

Cov (y) = J Cov (x) 37 = (a ) ("2(“"1) 02(7;2)) (‘Z) — @ 0(z1) + B 0*(2)

o(y) = Va? o*(z1) + b2 0*(22)

In Abb. 7.2¢ wird die linearisierte Fehleriibertragung nichtlinearer Funktionen dargestellt.
Dic Naherung durch Lincarisicrung ist nur cin cinem infinitesimal klcinen Bereich um die
Entwicklungsstelle giiltig. Fiir viele Systeme zeigt sich jedoch eine akzeptable Nidherung

auch fir grifsere Bereiche.

7.2.1 Fehleriibertragung in der Regression

Die beschriebene Fehleriibertragung ldsst sich auf alle behandelten Systeme anwenden.
Die Funktionen miissen dazu allerdings entsprechend aufgestellt werden. Meist wird die
Fehleriibertragung der Messwerte y(¢;) auf dic unbckannten Parameter e benétigt. Dic
dazu benotigte Inverse wird aus einem Regressionsansatz gewonnen. Die Schitzung &

wurde mittels der Kleinsten-Quadrate Methode bestimmt. Fiir lineare Systerne der Gestalt
y=Aa (7.13)

ist dic Losung durch
&= (ATCov ' (y) A)' AT Cov(y) v (7.14)

67



Kapitel 7. Simulation, Systemanalyse nnd Statistische Methoden

gegeben. Die Ubertragung von Messfehlern (Cov (y)) auf die geschitzten Parameter Cov (cx)

durch dic Regression ergibt sich zu:
Cov (&) = (ATCov™' (y) A)™ (7.13)

Diese Fehleriibertragung liisst sich durch Linearisieren der verketteten Modellfunktion(en)

ig(x(ti, @, @™, xg) anwenden (Abb. 7.4).

i}
E

‘im-»

¥ir) = Hit) ¥

Modell Mess - Modell
fir,x.x o0 )=0 ¥ie)="gix(r)) Jc:w

o =)
%, =i

X/

:}mmu‘x.u"] a+h S =M P—s

Coviy")

[LLRURTORESE (1] H Coviy't 0
IMA) Covfu) (M A)

N
!fﬁv b

Loviy]

UM AY Cov iy M AN

Abbildung 7.4: Anwendung der Fehlevibertragung auf die allpememe Modellstruktur.

Betrachten wir zunéichst den einfachen Fall ciner Messreihe y(#1) zum Zeitpunkt ¢ = ;.
Die Taylor-Niherung der verketteten Funktion 'g(x((t, o, @™, %g))) in t = ¢; sowie in

a = & fiir or lautet dann:
() =" g(x(t1, &, &™,%p)) 4 Sens¥ (t = £, = &) (. — &)
Die Fehleriibertragung nach Gl 7.15 ergibt somit:
Cov (@) = ((Sens})" (1) Cov™ (y(t1)) Sensf(t1)

Liegen Messungen y(¢;) der N Megszeitpunkte £ = [tl,tg,tg,...,tN]T vor, wird der Ge-
samtmessvektor aus den einzelnen Messreihen y(€) = [y(t1),y(t2), ...,y (&w)]T gebildet.
Auf der rechten Seite stehen die in ¢ = ¢; und e = & lincarisierten Funktionen *y(;, o):

y(t) 15 (t, ) &(t1)
y(t2) ¥ (t2. @) i &(t2)
: : : (7.16)
y(tn) Ny (tn, o) e(tn)
e T R S et
y€ = 3o +  &€)
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Die Fehlerfortpflanzung auf die geschitzten Parameter lautet dann folglich:

Cov (@) = (Sens§,"(€) Cov™ (y(€)) Sens’(6)) (7.17)
Sens};‘(tl) ! Cov(y(t1))
mit: Sensy, = Sens,.a(tg) , Cov (y(£)) = ovl(ea)

Sens’; (tN) Cov(y(tn))

7.2.2 Untersuchungen anhand der Fehleriibertragung

Anhand der aus der Fehleriibertragung bestimmten Kovarianzmatrix Cov (é&) kinnen fiir

dic Modecllinterpretation wichtige Gréfen abgeleitet werden:

1. Vertrauenbereich: Der Vertrauensbereich wird aus den Diagonalelementen, den
Varianzen Var(&;) = Cov;;(é&) entnommen. Die Standardabweichung des Parame-
ters ¢ ist

o(&;) = v/ Var(&;)

2. Korrelation: Durch normieren der Kovarianzmatrix Cov(é&) nach Gl. (7.11) erhilt
man die Korrelationsmatrix Corr(é). Sie gibt Aufschluss iiber die Abhéngigkeiten
der Parameter &. Hohe Korrelationen finden sich vor allem fiir Parameter, die dhn-
lich oder aber genau entgegengesetzt auf die Messungen wirken. Hoch korrelierte
Parameter lassen sich deshalb nicht getrennt identifizieren, da jeweils der andere
dieselbe Wirkung auf die Messung haben kann. Ein Beispiel ist in Abb. 9.2 darge-

stellt.

3. Hauptkomponenten-Analyse: Hinter der Hauptkomponenten-Analyse verbirgt
sich eine Zerlegung der Kovarianzmatrix in ihre Eigenvektoren U und die n Eigen-

werte X’
A1

A
Cov(a) =UDUT D= t (7.18)

Die Eigenwerte werden dabei absteigend sortiert.
A1>A2>"'>)\n

In der graphischen Interpretation geben die Eigenwerte die Linge der Achsen des
Ellipsoiden (Abb. 7.3a) wieder. Die Eigenvektoren beschreiben die Richtung der

Achsen. Der grokte Eigenwert gehort zur lingsten Achse des Ellipsoiden und enthélt
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somit die Richtung (bzw. Parameter) durch die ein GroBteil der Varianz entsteht.
Der Anteil @y der erklirten Varianz durch die langste Achse betrigt
M
a] =

En:&'

i=1

Anhand der Hauptkomponentenanalyse konnen so schnell die im Modell schlecht
bestimmten Parameter gefunden werden. Liegen auf den Achsen mehrere Parameter,
deutet dies zudem auf hohe Korrelationen dicser Parameter hin. Abbildung 9.3 zcigt

eine Hauptkomponentenzerlegung fiir die Kovarianzmatrix in Abb. 9.2.

4. D-Kriterium: Das D-Kriterium ist ein in der Versuchplanung hiufig eingesetztes
Mak (PAZMAN, 1986). Es berechnet sich aus der Determinante der Kovarianzma-

trix:

D = det (Cov {a)) (7.19)

Graphisch kann man sich dies als das Volumen des Ellipsoiden (Abb. 7.3a) vorstellen.

Um die statistische Giite verschicdener Experimente zu vergleichen, definiert man
ein Referenz-Experiment mit dem D-Kriterium Dyef. Zum Vergleich der Parame-
terbegtimmtheit wird der Informations-Index I verwendet (I\/IOLLNEY ET AL,
1999):

(7.20)

Zwei Schritte sind hier von Bedeutung. Wie erwihnt beschreibt das D-Kriterium das
Volumen des Ellipsoiden, die 2dim(e) te Wurzel gibt (bis auf einen konstanten Fak-
tor) die durchschnittliche Linge der Achsen des Ellipsioden wieder (Abb. 7.3a). Mit
dem Informationsindex I wird diese Linge mit anderen Experimenten verglichen. Da
D proportional zur Linge der Achsen ist, kann I als durchschnittliche Verbesserung

bzw. Verschlechterung der Standardabweichungen interpretiert werden.

In Abschnitt 9 wird die visuelle Darstellung von Kovarianz-, Korrelations- und der in die

Hauptkomponenten zerlegten Matrix anhand eines Beispiels beschrieben.
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Kapitel 8

Anwendung der verschiedenen Model-
lansatze

8.1 Metabolisch stationire Modelle

Der stationédre Zustand ist cin Sonderfall des dynamischen Verhaltens. Konzentrationen
und Fliisse haben hier einen Gleichgewichtszustand erreicht und verdndern sich iiber die
Zeit nicht. Dies vereinfacht die Modellgleichungen wesentlich, da die rechte Seite der
Differentialgleichungen (6.10) im stationiiren Zustand Null ist und aus dem ODE-System
so ein Gleichungssystem wird. Fiir die stationdre Stoffflussanalyse ergibt sich zudem ein

lineares System.

8.2 Stochiometrische Stoffflussanalyse

Das experimentelle Vorgehen zur Bestimmung intrazelluldrer Stofffliisse wurde in Ab-
schnitt 4.2 besprochen. Die Beschreibung der Auswertung orientiert sich an Abb. 7.1.
Das im ersten “Block” zu lésende Gleichungssystem (Gl. (7.1)) des Netzwerks besteht nur
aus den stoichiometrischen Gleichungen (Abb. 4.1). Parameter der Gleichungen sind die
Fliisse v und das zu 16sende System vereinfacht sich somit zu:
fla)=0 a=v (8.1)
Dic zu crfiillenden stochiometrischen Gleichungen lauten:
Nv=0 (8.2)
Die Simulation, d.h. aus gegebenen Fliissen v einen Systemzustand x zu bestimmen ist

fiir die SFA nicht relevant. Giiltige Flusslagen v erfiillen die Stochiometrie und alle Sys-

temvariablen sind bereits bekannt.

8.2.1 Messmodell

Fiir die Verkniipfung des Modells mit den Messdaten (Funktion g in Abb. 7.1) ergeben

sich fir die n gemessene Fliisse y; die einfachen Messgleichungen:

9 =‘gv;) =vj, mit:i=1, ... ,n
y=Mv (8.3)

Da die Fliisse v linear abgebildet werden, ist auch das Gesamtmodell linear.
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8.2.2 Parameteranpassung

Damit vereinfacht sich die Parameteranpassung, d.h. der Lsung nach den Parametern
v. Der in Kapitel 7 angedcutete Weg kann lincar gelost werden. Die Minimierung unter

Nebenbedingungen Gl. (7.4) vereinfacht sich zu (e wird mit v ersetzt):

n
(¥) =arg min Y |l — Hi(V)|},, mit y=Mv (8.4)
Nv=0 ;=1

Die Einhaltung der Nebenbedingung kann wie folgt sichergestellt werden.

1. Die stochiometrischen Gleichungen N v = 0 bilden ein Gleichungssystem mit ny =
dim(N) — rank(N) Freiheitsgraden (STRANG, 1976).

2. Wihlt man ny lincar unabhéngige Fliissc v aus v, kénnen alle restlichen Fliisse vg

berechnet werden.
3. Das Gleichungssystem wird dazu wie folgt dargestellt:
_ Vs r
0=, (V) (5.5)
4. Die abhéngigen Fliisse v4 sind somit:
Vq = —N;l Nf \Zi (86)

Wahlt man statt v die Flisse v¢ als Parameter, kann die Minimierung (Gl. (7.4)) ohne

Nebenbedingungen formuliert werden:
= I
AN . _ox 2 ok _
) =smgmin Yol Gl w3 =MP (LA ) v 67

Die erwarteten Messungen y;(v) werden zu y}(vy), da sich durch den Ubergang von v zu
vy und vy die Funktion verdndert (Gl (8.7)). Dic Einheitsmatrix I erhélt die Dimension
entsprechend der Dimension des Flussvektors vy, mit der Hilfmatrix P wird aus dem

Vektor der freien Fliisse der Gesamtvektor gebildet:

Die Losung der Minimicrung in Gl. (8.7) kann mit der lincaren Regression bestimmt

werden (GL (7.14)):

N - - . I
V5= (ATCov ' (y) A) ' AT Cov )y mit:A=MP <—N;1 Nf) (8.8)
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8.2.3 Sensitivititsanalyse und statistische Berechnungen

Die Sensitivitdtsanalyse stationdrer Netzwerke spielt in Kapitel 11 eine wichtige Rolle zur
Interpretation gemessener Stoffflusslagen. In diesemn Abschnitt wird die Sensitivitétsana-
lyse vor allem im Hinblick auf statistische Untersuchungen, insbesondere der Fehlerfort-
pflanzung besprochen.

Fiir den Fall eines stationdren Stoffwechselnetzwerks ergibt sich eine leicht zu losende
Problemstellung. Die Sensitivitédt der freien Fliisse vy auf dic abhéngigen Grofen vq wird

durch Ableiten der Gleichung 8.6 nach vy bestimmt:

va _ OVa -
Sensy? = v, = —N;' Ny (8.9)

Genauso kann dic Sensitivitdt der Messungen § gegeniiber vy bestimmt werden. Abgeleitet

wird Gleichung 8.3:

;0 I
Yy = 2 =
Sensvf = o, MP _Ng~!Ng (8.10)

Mit der Sensitivitdt kann nun auch die Fehlerfortpfanzung berechnet werden. Nach G1. (7.15)
wird bei bekannter Kovarianz der Messungen (Cov (y)) die Kovarianz der Parameter, hier

also der freien Fliisse zu

N N -1
Cov (v;) = (senszf Cov! (§) Senssz) (8.11)

Anhand der bekannten Kovarianz der freien Fliisse kénnen nun auch die Kovarianzen
der abhiingigen Fliisse mit der Fehlerfortpflanzung und den Sensitivitdten in Gl (8.9)

bestimmt werden.

8.2.4 Werkzeuge

Der miihseligste Schritt bei der Berechnung von Stofffliissen ist das Aunfstellen der teilweise
sehr groken stoichiometrischen Matrix. Diese Aufgabe kann von verschiedenen Werkzeu-
gen iibernommen werden. Aufgrund der guten Integrierbarkeit in MatLab eignet sich Me-
taTool (Version 5.0). Alle weiteren Schritte der Berechnung lassen sich leicht in MatLab
umsetzen.

KLAMT ET AL. (2003) stellen ein in MatLab umgesetztes Tool zur Berechnung sta-
tiondrer Stofffliisse mit grafischer Oberfliche relativ giinstig zur Verfiigung. Die Firma
InSilico bietet ein wesentlich umfangreicheres, ebenfalls mit grafischer Oberfliche ausge-
stattetes Softwaretool (InSilico Discovery) an (MAUCH, 2005).
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8.3 Metabolische Netzwerk Analyse

Die Methoden der Metabolischen Netzwerk Analyse (Metabolic Network Analysis, MNA)
zielen nicht auf die Bestimmung intrazelluldrer Fliisse. Im Vordergrund stehen vor allem

folgende Fragestellungen:

1. Welcher maximale Fluss bzw. welche Ausbeute kann fiir ein bestimmtes Produkt
erreicht werden (MAHADEVAN UND SCHILLING, 2003; PHARKYA ET AL,
2004),

2. Welche Stoffflusslagen kénnen in einem gegeben metabolischen Netzwerk auftreten
(SCHUSTER ET AL., 2000; RAMAKRISHNA ET AL., 2001; SCHILLING ET AL,
2000),

3. Kann das Netzwerk in Module, bzw. funktionelle Einheiten getrennt werden
(HEINRICH UND SCHUSTER, 1998),

4. Gibt es “essenzielle” Reaktionsschritte bzw. Funktionen im Netzwerk (EDWARDS
ET AL., 2001).

Die ersten beiden Fragestellungen sind fiir das Metabolic Engineering mit konkreten Stim-
men und Produktionszielen wichtig. Die Fragen 3 und 4 sind von der Grundlagenforschung
motiviert und helfen bei der Suche nach den metabolischen Netzwerken zugrunde liegen-
den Design-Kriterien wie z.B. Stabilitit, Flexibilitdt oder Modularitit (EDWARDS UND
PALSSON, 2000). Die Methoden zur Berechnung maximaler Ausheuten und mdoglicher
Stoffflusslagen werden in Kapitel 11 ausfithrlich anhand eines einfachen Beispiels und des

L-Phenylalanin-Netzwerks vorgestellt.

8.3.1 Werkzeuge

Genutzt wurde vor allem das von PFEIFFER ET AL. (1999) bereitgestellte Werkzeug
MetaTool in der Version 5.0. Mit diesem Tool kénnen dic Elementarmoden des Netz-
werks bestimmt werden. Zur Berechnung der optimalen Stoffflusslage wurde die Funktion
lprsm (nach FANG UND PUTHENPURA (1993)) der freien MatLab-Toolbox matlog

eingesetzt.

8.4 1BC Stoffflussanalyse

Das Gleichungssystem der Markierungsbilanzen (Abschnitt 6.5) ist im Vergleich zu den

stochiometrischen Gleichungen wesentlich komplexer. Zum einen besitzen die Modelle ein

74



8.4. 13C Stoffflussanalyse

Vielfaches an Gleichungen, zum anderen treten nichlineare Terme auf (fiir bimolekulare
Reaktionen, Abschnitt 6.5). Fiir die Simulation wird dic Losung der Gleichungen beziiglich

der Verteilungen x (bzw. den Konzentrationen x. = ¢ P x) der Isotopomere bendtigt:

x = x(v, a'™P) (8.12)

Erstaunlicherweise gibt es fiir die Losung eine lineare Transformation, mit der das nichtli-
nearen Gleichungssystem in cin stufenweise lincares System mit nichtlincaren inhomo-
genen Termen berfithrt werden kann (WIECHERT UND GRAAF, 1997). Dazu be-
trachtet man anstatt der Isotopomeren die so genannten Cumomere (Kunstwort aus
“Cumulated Isotopomers”). In dieser Darstellung wird die Markierungs-Verteilung in
markierten (Massen-)Fragmenten dargestellt. Statt den Markierungszustinden 1 (13C )
und 0 (*2C ) hat das Cumomer dic Zustinde 1 (33C ) und x (33C oder 12C ). So besitut
der Metabolit D (8 Isotopomerenzustinde) wieder 8 Cumomerenzustinde. Die Verteilung
der Cumomerenanteile ©d kann aus der Verteilung der Isotopomere d durch eine lineare

Transfomation crmittelt werden

dezz = dooo + doo1 + do1o + do11 + digo + dio1 + di10 + dina

dez1 = door + doir +dign + dins

dgiz = doio + doir +diig + dins si1sidis?

dize = dioo + dio1 +di10 +dinn d— 23559911 d
dein = doun +dinn 1080008301
dizn = dim +dinn 0800080861
diiz = duo+din

din = din

Hervorzuheben sind,

1. D$xxx, bildet sich aus Summe aller Isotopomeren-Anteile. Fiir die Konzentration

des Cumomers Dggg, gilt somit:

1 1
doag = Z Z diJk =1 CDa:a:a: = Cda:a:a: D=D

1
i=0 j=0 k=0

Die Bilanzen der beliebig markierten Cumornere geben folglich die stéchiometrischen

Gleichungen wieder.

2. D$111, ist in Cumomeren- und der Isotopomeren Darstellung identisch D#111 D$111.

WIECHERT UND GRAAF (1997) sortiert die Cumomeren anhand ihres “Gewichtes”,

d.h. der Anzahl der ’en. Stufe 0 enthilt die beliebig markierten Cumomere (z.B. D$xxx)
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und gibt somit die Stéchiometrie wieder. Stufe 1 enthélt alle Cumomere mit einer 1, Stufe
2 alle Cumomere mit zwei markicrten C-Atomen, usw. bis Stufe m mit den Cumomeren
der vollmarkierten lingsten C-Ketten. Fiir jede Gewichts-Stufe konnen die Cumomeren-
Gleichungen aufgestellt werden. Die Gleichungen der einzelnen Stufen sind jeweils nur
von der Losung leichterer Stufen abhéngig. Dic Gleichungen fiir das Beispiclsystem lauten

dann:

Stufe 0: An: 0= feedew v ), — axx U7

upt
Bo: 0= ag v7 + b (—v5 —v3" —v37)
Cu : = bux €x V2" — Coox U3
Do 0= Cuox V3 — ook U1

B i 0= O 7 + b U5 + € —v3" — v5°)
Fx: 0= Coux V3 +dx ¥y — fxv7

Stufe 1: Agq: 0= feedqg Vot — 3x1 U1
Ag e = feedy, Vot — 31x U1
Ba: 0= aaq v +eq vy +ba(—vi —vy —v3)
Bix: 0= an v +en vy + bul—vi —uvy —v3)
Cxxxl : = bxx €1 ’U; — Cox1 ’U3_)

Cxxlx : 0= bxx €1y ’U; — Cyxlx ’U3_)
Cxlxx : 0= bx1 €y ’U; — Cxlxx ’U3_)
Clxxx : 0= b1x €11 ’U; — Clxx 1)3_)
Dxxl : = GCoxl 1)3_) — dxxl 1)4_)
Dxlx : 0= Coxlx 'U3_) - dxlx 'U4_)
Dlxx : 0= Cylrx ’U3_) — dlxx 1)4_)

Ea: 0= daxvy +ba vy +ea(—v5 — vy’ —v5)
Ea : = die vy + b U5 Fea(—v5 — vy — vg’)
Fq: = Clpx 1)3_) + dyoet ’U4_) —f1 1)7_)

Stufe 2: Aqq: = feedi 'Uu_)pt —ag vy
B : 0= a1 vy +en vy + b11(—’U(1_ — vy — ’US_))
Cxx11 : 0= bxx €11 ’U; — CGx11 1)3_)
Cx1x1 : = bxl €1 'U2_) — Cxlx1 'U3_)

Caw: 0= buaenvy —Caw vz

Clxxl : 0= b1x €1 ’U; — Chx1 1)3_)

C1x1x : 0= blx €1x 'U2_) — Cixlx 'U3_)

(:11,(x : = b11 [ ’U; — Cllxx 1)3_)

Dai1: 0= coa1v3 —da1 vy

Dia: 0= cxa v3” —dua U7

Diix: 0= caixv3 —dix vy

Eqq: 0= da1 vy + b1 1)5_) + 611(—1)3_ —vy — ’US_))

Stufe 4: Ci11: 0= biienn Uy — C1111 U3~
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8.4. 13C Stoffflussanalyse

Diese ausfiihrliche Darstellung zeigt die fiir die effiziente Losung wichtigen Eigenschaften

der Cumomercen-Darstellung. Das System vereinfacht sich wesentlich, da

1. alle vollstindig beliebig markierten Cumomeren-Anteile durch Einsen ersetzt werden

konnen.

2. die in der vorherigen Stufe (4 — 1) berechneten Grofen in Stufe ¢ eingesetzt werden
kénnen. Dadurch entfallen die nichtlinearen Terme. So ist fiir die Berechnung der
Bilanz von C$zlzl (Stufe 2) die Lisung fiir B$zl und E$zl notwendig. Beide
Cumomcre wurden bereits in Stufe 1 berechnet. Mit dem Einsctzen der Lésung wird
aus der Multiplikation von zwei Unbekannten ein konstanter Term. In WIECHERT
ET AL. (1999) wird gezeigt, dass alle nichtlinearen Terme ersetzt werden kinnen

und die Lésung der iten Stufe nur von Losungen der Stufen 0 < ¢ abhéngen.

Fiir gegebene Flisse v werden nun die Verteilung der Cumomeren x berechnet. Wie
das Gleichungssystem wird auch der Vektor der Cumomeren in Gewichte unterteilt. Der
Vektor %x enthilt alle Cnmomere mit Gewicht 0, 'x alle Cumomere mit Gewicht 1, usw.
Die Losung der Stufe Null ist trivial, liegt ein die Stochiometrie erfiillender Vektor v vor,
sind die Gleichungen erfiillt:

1=%

Fiir Stufe 1 wird das lineare Gleichungssystem

0="A(v) 'x+' b(v)

geldst. Die Matrix *A(v ist verwandt mit der stoichiometrische Matrix. Multipliziert mit
dem Vektor der Cumomeren (mit Gewicht 1 'x) bildet sie die rechte Seite der Cumo-
merenbilanzen ab. Statt der stochiometrischen Koeffizienten stehen jedoch die jeweils
speisenden bzw. verbrauchenden Fliisse. Der Vektor 'b(v) enthilt die zu ersetzenden Ter-
me, z.B. feedq v, (feedy; ist durch die Substratzufuhr vorgegeben). In Stufe 2 wird die
Abhéngigkeit deutlicher:

0=2A(v) x +?b(v,' x)

1

Jetzt fliken auch Ergebnisse aus “x ein. Eingesetzt werden z.I3. by eq v, in der Bilanz
g g x1 ©x1 Uy

fiir Cygx1. Allgemein lauten die Gleichungen der iten Stufe:

0="A(v)"x+'b(v,!'x*x,....,'x), i=1,....,m
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Die Verteilung der Cumomeren *x, i =1 ... m ergibt sich durch Anwenden von Verfahren
der lincaren Algebra (z.B. Gauss-Eliminicrung) (STRANG, 1976)).1

8.4.1 Messmodell

Mit der Lésung der Systemgleichungen liegen die Verteilungen x und die Fliisse v vor.
Gemessen werden konnen extrazelluldre Fliisse w und bestimmte Eigenschaften der Mar-
kierungszustinde x (z.B. die Verteilung der Massenisotopomeren). MOLLNEY ET AL.
(1999) schligt dazu ein allgemeines, skalierbares Messmodell g vor. Dieses Modell konstru-
iert ein Messsignal aus Linearkombinationen der Markierungszustéinde x. Die Messsignale
werden dabei in Messgruppen unterteilt, die mit Hilfe von Skalierungsfaktoren w auf die
Skala des Messgerits gebracht werden. Mit dicsem Ansatz kénnen Roh-Messdaten verwen-
det werden, insbesondere ist keine Normierung der Messungen notwendig (die statistische
Nachteile mit sich zieht (WAHL, 2002)). Das Messmodell kann auf 1H-NMR, 3C-NMR,
2D-NMR sowic MS-Messdaten (Abschnitt 18) angepasst werden:

¥ = g(z(v, ™), w) (8.13)

8.4.2 Parameteranpassung

Dem Schema folgend muss nun wieder die Minimierung unter Nebenbedingungen (Gl (7.4))
durchgefithrt werden. Fiir die metaholisch und isotopisch stationédre SFA mit n gemesse-

nen Fliissen und m gemessenen Markierungsverteilungen yx zu:

vmug g ly-9ly, wiey=(3) 9-semame = (W)
£(v,x,0i"P)=0

(8.14)
Wie im Fall der stéchiometrischen SFA kann die Nebenbedingung f(v,x, &™) = 0 eli-
miniert werden, indem die Fliissen v in freie und abhingige Flisse (vy und vg) geteilt
werden. Aufgrund der nun enthaltenen Vor- und Riickfliisse vergrofert sich allerdings die
Anzahl freier Flisse.
Die Minimierung kann allerdings nicht mehr explizit (vgl. Gl. (8.8)) gelost werden. Sie
wird mit nichtlinearen, iterativen Optimierungsalgorithmen (z.B. Simplex, BFGS oder
evolutionéiren Verfahren) durchgefithrt (WIECHERT ET AL., 2001).

LISERMANN ET AL., 2004) setzen Methoden der Graphentheorie zur Erkennung von Strukturen in
den Gleichungen ein. Durch geschicktes Umsortieren und Diagonalisieren der Matrizen sind wesentlich
schnellere Lésung méglich.
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8.4.3 Sensitivititen und Parameterbestimmtheit

Mit der in Kapitel 7 beschriebenen Vorgehensweise kdnnen nun auch die Sensitivititen der
Markierungsverteilungen x und der abhéngigen Fliisse v4 berechnet werden. Da es sich
trotz der Kaskadierung weiterhin (als Gesamtsystem) um ein nichtlineares System handelt
wird in v, @ linearisiert. Die Sensitivititen und Parameterbestimmtheiten fiir stationére
Markicrungssysteme ist in (WIECHERT UND GRAAF, 1997) ausfiihrlich dargestellt.

8.4.4 Werkzeuge

In dieser Arbeit wurde ausschlieBich das Software-Werkzeug 13C FLUX eingesetzt. Es ist
eine sehr flexible Simulationsumgebung. Das 3C Modell wird in einem Textfile (FTBL-
Format) definiert, wobei sich der Modellaufbau an der Notation von WIECHERT (1995)
orientiert. Im ersten Abschnitt werden das Netzwerk mit den jeweiligen C-Atom Transi-
tionen anfgefiihrt, danach werden die Netto- und Austauschfliisse gesetzt. Der Benutzer
wihlt hier die freien und abhingigen Variablen und kann Grenzen fiir bestimmte Fliis-
se setzen. Im letzten Abschnitt werden die Messdaten fiir die extrazellulidren Fliisse und

gemessene Markierungen eingetragen.

8.5 Instationire 3C Stoffflussanalyse

In dicser Arbeit werden keine Modelle im metabolisch stationéren, isotopisch instationiren
Zustand erstellt. Interessierte Leser kénnen in den ausfiihrlich Arbeiten von NOH ET AL.
(2006) Simulationsstudien und erste Auswertungen (NOH ET AL., 2007) nachlesen.

8.6 Metabolisch instationiarer Zustand

Mit den in den Abschnitten 6.2 und 6.3 beschrichenen Gleichungen kann das dynamische
Verhalten eines metabolischen Netzwerks simuliert werden. Der Konzentrationsverlauf
c(t) der Metabolit Pools sowie der extrazelluliren Substrate und Produkte wird durch
Differentialgleichungen dargestellt. Die rechte Seite wird durch die stéchiometrische Ma-
trix N und den Fluss-Vektor v (¢, &) mit den Enzym-Kinetiken aufgebaut (explizite Dar-

stellung des allgemeinen, impliziten Modells f):

¢=Nv (c, a,ainp) , mit: ¢(t =0) = ¢ (8.15)

Die Losung dieser Differentialgleichungen kann mit verschiedenen Werkzeugen berechnet
werden. Eine weitere Aufbearbeitung ist nicht notwendig. Die Differentialgleichung (8.15)

ist nichtlinear und muss numerisch gelést werden (z.B. Euler, Runge-Kutta, Rosenbrock).
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Beispielhaft wird das Modell im Anhang betrachtet (metabolisches Netzwerk in Abb. C.1,
Kinetiken in Tab. C.1 und Parameterwerte in Tab. C.1). In der Simulation wird zum
Zeitpunkt ¢ = 0s der Feedstrom Vieq von 0.21/h kurzzeitig (fiir 0.258) auf 6001/h erhéht
(Puls-Zugabe). Die extrazellulire Substratkonzentration steigt durch die Puls-Zugabe ex-
trem schnell auf 1.5 mM an (Abb. 8.1). Mit dem Ansticg des extrazellulren Substrats
steigt sofort die Substrat-Aufnahmerate vyp und die intrazelluliren Konzentrationen (A,
B. C, D und E).
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Abbildung 8.1: Sunulationsergebnisse fiir die Poolgrdfien. Die Pools A und B zeigen ein leichtes
Uberschwingen durch die Pulsaufgabe. Die Fehlerbalken berechnen sich aus den
in Kap. 17 getroffenen Annahmen zur Messgenawghkeit.

8.6.1 Messmodell

Im ersten Moment scheint es nicht sinnvoll, auch fiir dvnamische Netzwerkmodelle eine
Messmodell aufzustellen, da die Abbildung der simulierten Konzentrationen direkt auf die
gemessenen Konzentrationen y abgebildet werden. Es treten jedoch Sonderfille auf, die

mit Hilfe eines Messmodell gehandhabt werden konnen:

e Relative Messung: Ist fiir einen Analyten kein Standard verfiigbar, kann die abso-

lute Konzentration nicht bestinunt werden,

e Isobare Messung: Hier fallen zwei oder mehr Metabolite auf den selben Peak, d.h.
sowohl die chromatische Retentionszeit als auch das m/z-Verhiltnis sind identisch,

£.B. F6P und G6P. Ausgewertet werden kann dann nur das Summensignal.

Dem Schema folgend wird das Messmodell zu:
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y(t:) = "glcti, o @™, co))
y(t:) ="M c(t;, o, @™, co) (8.16)

8.6.2 Sensitivitdtsberechnung

Im Gegensatz zu den zuvor behandelten stationiren Systemen spielt die Nicht-Linearitit
unter Umstinden eine gewichtigere Rolle. Es ist anzunehmen, dass die Parameter je nach
Systemzustand und Parametrisierung unterschiedlichen Einfluss auf das Systemverhal-
ten nehmen kénnen?. In der Systemanalyse werden deshalb verschiedene Methoden der
Sensitivititsberechnung vorgeschlagen (SALTELLI ET AL., 2000). um “global” giiltige

Sensitivitdten zu berechnen.
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Abbildung 8.2: Sensitivitit der Metabolit Pools gegeniiber dem Parameter "P 0. Die Sensi-
tivitdt wird unskaliert als Schlauch wm den simulierten Konzentrationsverlauf

dargestellf.

In dieser Arbeit wird ansschlieklich die “lokale” Sensitivitét betrachtet. “Lokal” bedentet
in diesem Zusammenhang, dass die Sensitivitit fiir den untersuchten Parameterzustand é
bestimmt wird. Diese auf den angenblicklichen Systemzustand und dic augenblickliche Pa-
rametrisierung eingeschriinkte Sensitivitit ist fiir den in dieser Arbeit benétigten Zusam-

menhang makgeblich, da der Parametereinfluss im Bereich einer gefundenen Schitzung é

?Fiir stationre '3C Systeme kounte gezeipt werden, dass die Naheruny durch Linearisierung das walire
Systemverhalten fiir relativ grofie Parametervariationen noch gut wiedergeben kann.
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beurteilt werden soll. Auch in der folgenden Kovarianzberechnung ist die augenblickliche
Paramctrisicrung makgeblich (dic Funktion f wird in e = & abgcleitet). Aufgrund der
Nichtlinearitéit ist diese Sensitivitat nur fiir infinitsimal kleine Anderungen giiltig®. Die
partielle Ableitung der Differentialgleichung (8.15) nach den Parametern e lautet dann
(totales Differential, (DEUFELHARD UND BORNEMANN, 2002)):

d dc év dc dv) (8.17)

c___= - -
Sens, = dt do <Bc do +da

Abbildung 8.2 zeigt die Sensitivitat (nicht normiert) der Metabolite beziiglich des Para-
meters YPty, oo

Oftmals werden die Sensitivitidten als Konzentrationskoeflizienten wiedergegeben (MAUCH
ET AL., 1997). Sic geben wieder, wie sich eine prozentuale Anderung cines Parameters
auf die Zustandsgrofe auswirkt (ebenfalls prozentual). D.h., die Sensitivitit wird auf

Parameter- und Zustandsgréfen normiert.

C° = diag {x} " Sens¢, diag {a} (8.18)

Neben der Sensitivitit der Konzentrationen ¢ wird die Sensitivitit der Fliisse v bendtigt.
Die Fliisse sind abhéngige der Konzentrationen und PParameter, deren Sensitivitit ldsst

sich wicder nach der Kettenregel bestimmen:

dv dc dv
v=v(c,a Sens], = — — + — 8.19
Auch diese Sensitivititen werden meist normiert als Flusskontrollkoeffizienten wiederge-

geben. Sie lauten dann:

CY = diag {v} " Sens!, diag{a} (8.20)

Werden die Sensitivitdten der Messungen ¥ benotigt, wird das Messmodell nach o abge-

leitet:

oy

ing OC
3 1) = M 5 (t:) (8.21)

3Stichproben haben gezeigt, dass fiir Parametervariationen im Bereich von 10% immer noch eine sehr
gute Niherung erreicht wird.
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8.6.3 Parameteranpassung

In die Parameteranpassung fliefen im Gegensatz zu den zuvor besprochenen stationéren
Modellen nun die zeitabhingigen Messungen %y (¢;) cin. Fiir cinen Zeitpunks # lautet die

Messgleichung:

V(te) = Fa(c(ts, o, '™, cp)) (8.22)

Die Messgleichungen aller Zeitpunkte ¢, k =1...N werden in vektorieller Form zusam-

mengefasst:
y(t) lg(c(tl’ «, a?np’ Co))
y(t2) _ 2g(c(t2, o, a'™?, o))
: : _ (8.23)
y(tw) Ng(c(tN’ o, o™, co))
N , N _

y(€) fg(c(¢, @, a™, cg))

Die (beste) Schitzung der Parameter é& wird wieder durch Minimieren der Fehlerquadrat-

summe bestimmt. Die Minimicrung kann mit verschiedenen Algorithmen (Suplex (RO-
WAN, 1990), BFGS (ZHU ET AL., 1997) oder einem evolutiondren Verfahren (BEYER,
2001)) durchgefiihrt werden.

Zum Ausschluss physiologisch oder thermodynamisch nicht zulissiger Lésungen, kénnen
die Parameter-, Fluss- und Konzentrationsbereiche beschrinkt werden. Diese kdnnen als

Nebenbedingungen der Optimierung eingefithrt werden.

8.6.4 Statistische Auswertung

Zur statistischen Beurteilung der gefundenen Parameterschitzung & wird die Parameter-
Kovarianzmatrix bestimmt. Benotigt werden wieder die Sensitivitidten aus Gl (8.17)
und dic Messgleichungen in Gl (8.23). Dic Kovarianz der Paramcter kann nach Glei-

chung (7.17) bestimmt werden.

8.6.5 Werkzeuge

Zur Losung der dargestellten Gleichungen stehen verschiedene Werkzeuge zur verfligung.
Zu nennen sind v.a. Gepasi (MENDES, 1997), JWS Online (OLIVIER UND SNOEP,
2004) und E-Cell (TAKAHASHI ET AL., 2003). In der vorliegenden Arbeit wird aus-
schlieklich das in Siegen entwickelte “Metabolit Modelling Tool 2”7 (MMT2) eingesetzt
(HAUNSCHILD, 2006). Die Modellbeschreibung wird in einem XML-File (HAUNSCHILD,
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2005} im von HAUNSCHILD (2006} genannten M3L-Format (ein Dialekt von “System Bio-
logy Markup Language”, SBML, (HUCKA ET AL, 2003)) an den Generator iibergeben
(Abh. 8.3).

Modell-
| beschreibung Generator
E —_—h — |
‘o
Simulator
Modell- T Parameter-
varianten Sensiivitat Anpassung
.
Ll L = ? ]
s S e :. “@
E ;{n‘.s:n 48 8 W oW B 3 ;{o"gzn

Abbildung 8.3: Schema der Simulation mit MMT?2 - Das Modell wird als M3L-Datei vom Gene-
rator mmt2_mksim eingelesen und ein Source-Code mit dem Modell (Simulator)
generiert. Der Stmulator wird compiliert und kann fiber die Kommandozeile
oder tiber MatLab gesteuert werden. Es kinnen Simulationslaufe, Sensitivitdts-
Berechnungen oder Parameter-Anpassungen durchgefihrt werden.

Um eine schnelle Losung zu erhalten, muss die Berechnung der rechten Seite der Dif-
ferentialgleichung heschleunigt werden. In der Simulationstechnik bewihrt hat sich die
automatische Generierung von Source-Code. D.h., das in M3L-codierte Modell wird ein-
gelesen und in C-Code nmgesetzt. Zwar ergibt sich dadurch zunéichst ein lingerer Compi-
licrungslauf, dic Berechnungen werden aber wesentlich beschleunigt. Zur Liosungung der
Differentialgleichungen wird die Funktion 1seda (HINDMARSH, 1983) eingesetzt.

Mit MMT2 koénnen anch die Sensitivitaten (Gl. (8.17)) berechnet werden. Fiir die Auf-
gabe der Parameteranpassung kann die Software auf einem Cluster-Computer ausgefiilirt
werden. Nebenbedingungen werden in MMT2 diber “penalty” Funktionen implementiert,
die je nach Grofe der Uberschreitung des vorgegebenen Bereichs, der FQS %2 eine zusiitz-
liche Abweichnng P addiert. Um die Uberschreitungen P in das gewiinschte Verhiiltnis
zu den Abweichungen x? zu setzen, wird die Abweichung mit einem (wiihlbaren) Faktor
p multipliziert®, Sowohl bei den Fliissen als auch den Konzentrationen wird die Abwei-
chung der Simulation unter- oder oberhalb des zuldssigen Bereichs iiber die Zeit £y dor

Uherschreitung integriert:

1Der Faktor kann im generierten C-Code veriindert werden
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P = py P+ pc e+ pa Pa (8.24)
0, Qi £ O S Oypgy

Py, = {opuz — @, 0> Opys (8.25)
O — Qi O < Qpin
0, Crmin < €(t) < Crnaz

o= j;o.,t Cmas — €(t) dt, c(t) > Cmao (8.26)
St €0 = Cmin dt ;. €(t) < Cin
0, Vmin < V() < Vimaz

Py = 4 fp Vmaz = V() dt, V() > Vimao (8.27)

Joous VO = Vimin dt, V() < Vinin

Dic Simulationsergebnisse kénnen in esv-Dateien oder iiber ¢in MatLab-Interface abgeru-
fen werden. MatLab ermdglicht dann einen effizienten Umgang mit den Simulationsdaten.

In MatLab kann dann z.B. die gesamte statistische Auswertung vorgenommen werden.



Kapitel 8. Anwendung der verschiedenen Modellansétze

86



Kapitel 9
Unterstiitzung der Auswertung mit vi-
suellen Werkzeugen

In der Simulation sowie den statistischen Untersuchungen entstehen grofse Datenmengen.
Im folgenden werden unterstiitzende visuelle Werkzeuge vorgestellt, insbesondere die von
QELI (2007) entwickelte Visualisierung von metabolischen Netzwerken MetVis und zur

Visualisicrung grofser Matrizen MatVis.

9.1 Visualisierung von Sensitivititen

Zur Visualisierung wird die in Zahlen enthaltene Information in eine visuelle Darstellung
in Farben transformiert. Die Matrix-Struktur bleibt dabei erhalten. Da die Eintrige je
nach Parameter unterschiedliche Skalen aufweisen, miissen die Daten in eine skalenin-
variante Groke transformiert werden. Die naheliegende Skalierung sind die Fluss- bzw.
Konzentrationskontrollkoeffizienten, die in Abschnitt 8.6.2 bereits eingefiihrt wurden. Die
normierten Sensitivitdten miissen fiir die Visualisierung nun noch auf den Wertebereich
[—1;1] projiziert werden. Dabei soll sichergestellt werden, dass die Skalierung iiber die

Zeit gleich bleibt. So kénnen Sensitivitidten verschiedener Zeitpunkte vergleichen werden.

1

Svis —
®  maxmaxmax|Cg;(t)|
i J

diag {c} C5(?)

mit: CS(t) = diag {x(t)} " Sensl(t) diag {a} (9.1)

Studien anhand einiger Beispiele zeigen, dass mit dieser Skaliernng nur wenig Information
dargestellt wird (Abb. 9.1 oben). Die Sensitivitit einiger Pools bzw. Fliisse ist im Vergleich
zu anderen sehr ausgeprigt. Als alternative Skalierung wird deshalb nun jede Zeile (d.h.

fiir jeden Pool bzw. Fluss) getrennt skaliert

1
max max; |Cg; (tx)|

Vis, C; __
Sy =

Ca(t) (9.2)

Zum Vergleich der Zeilen wird an der rechten Seite die Zeilennorm dargestellt. Mit die-
ser Skalierung werden Zeilen mit kleiner Zeilennorm vergleichsweise grofier dargestellt
(Abb. 9.1 unten).
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Abbildung 9.1: Darstellung der Sensitivitdtsmatrw fiir das laufende Beispiel zum Zeitpunkt
t = 10s. Oben wurde die globale Skalierung verwendet, im unteren Plot die
Zeilennorm.

Eine weiter Skalierung ergibt die so genannte Qutput-Matrix. Sie bezieht die statistische
Qualitéit der vorliegenden Messungen mit ein. Die Sensitivitdt der Messungen wird mit

der Kovarianz der Messungen gewichtet:

Out(t;) =* SensZ,(t;) Cov™ (y(t:))

Fiir die Visualisierung muss dann eine weitere Skalierung, #.B. nach Gl (9.1) vorgenom-

men werden.

9.2 Kovarianz-Matrizen

MatVis (QELI, 2007) wurde bewusst allgemein gehalten um beliebige Matrizen visuell
darzustellen. So kénnen auch die Kovarianzmatrizen eingelesen und visualisiert werden.
Dazn wird eine Datei iibergeben, die sowohl die Rohdaten als auch fiir die Visnalisierung
skalierte Daten (Wertebereich [—1;1]) enthilt. Die Informationen der Kovarianzmatrix

konnen wie folgt dargestellt werden:

Global skaliert: Die Kovarianz-Matrix wird auf den grikten Eintrag (liegt aul der Dia-

gonalen) skaliert.

Zeilennormiert: Jede Zeile der Kovarianz-Matrix wird auf ihren (absolut) grokten Ein-

trag normiert. Die jeweilige Zeilennorm wird rechts der Matrix wiedergegeben.
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0.2. Kovarianz-Matrizen

{a) global skaliert {b) Korrelations-Matrix

Abbildung 9.2: Durstellung der Kovarianzmatriz. Links: Global skaliert, Rechts als Korrelati-
onsmalriz.

Korrelations-Matrix: Sic enthélt dic Daten bereits im Bereich [—1; 1] (s, Abschnitt 7.2.2).

Auf der rechten Seite werden die Varianzen der Kovarianzimatrix dargestellt.

Hauptkomponenten: Dic Matrix mit den Eigenvektoren wird in der Matrixdarstellung

visualisiert. Die Eigenwerte werden rechts neben der Matrix dargestellt.

In Abb. 9.2 sind die verschiedenen Skaliernngsmethoden fiir das Beispielnetzwerk (Abb. 6.1)
dargestellt.

el
2PA |
3.PA
e T T Tl
5. PA
T
TPA |
BPA |
g’m 1 ! 2
10.PA |

Abbildung 9.3: Haupthomponentenanolyse der Kovarianzmatriz in Abb. 9.2,
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9.3 Multidimensionale Skalierung

Die Multidimensionale Skalierung ist stark verwandt mit der Hauptkomponenten-Analyse,
jedoch allgemeiner einsetzbar. Betrachtet wird der “Abstand” d; ; der Beobachtungen y;

und y; mit jeweils n Merkmalen. Ubliche Distanzmafke sind:

Manhatten-Distanz:

A%, y;) = Ln(yi, y5) = Z i — 5
k=1

Euklidischer Abstand

A, v5) = Loy ) = > _ A/ lvi — s
k=1
Minkowski-Metrik:
A%, ;) = Lp(yi, y5) = Z i — y;[°
k=1

Der Abstand der n Beobachtungen y kann in cinem n-dimensionalen Raum durch Punkte
mit den entsprechenden Abstinden dargestellt werden. Mehr als drei Dimensionen kénnen
visuell nicht mehr wiedergegeben werden. Mit dem Ansatz der Multidimensionalen Ska-
lierung wird nun versucht, die Abstéinde des n dimensionalen Raumes so gut wie moglich
in zwei oder drei Dimensionen wiederzugeben, die Position der n Punkte im Raum kann
dabci auf verschiedenen Wegen bestimmt werden. In MatVis implementiert ist die klas-
sische Multidimensionale Skalierung (COX UND COX, 2001) und das Sammon-Mapping
(SAMMON, 1969).

Dicse Verfahren werden nun cingesezt, um die Sensitivitdtsmatrix dynamischer Modelle
zu untersuchen. Zu einem Zeitpunkt ¢ wird der Abstand der Parameter-Sensitivitédten
in zwel bzw. drei Dimensionen visualisiert (Abb. 9.4). Aus dieser Abbildung lassen sich
Aussagen {iber die Ahnlichkeit von Sensitivititen in Bezug auf das (beobachtbare) Sys-
temverhalten treffen. Deutlich zeigt sich im Inneren eine “Parameterwolke”, die dhnlichen,
schr geringen Einfluss anf das Modellverhalten nimmt. Einige Parameter stetzen sich von
dieser Wolke ab (2.B. 000, Umaez, Y Umass VA mazse Kma,"* K ). Diese Parameter be-
stimmen zu diesem Zeitpunkt hauptsichlich das Modellverhalten. Aus Abb. 9.1 erkennt
man den auf alle Metabolite positiven Einfluss von “Po,,.0. “¥Umaes UNd Y3 0pmes erniedrigen
die Konzentrationen von C und D. Die K,,,-Werte der Reaktionen v3 und v4 wirken genau
entgegengesetzt, eine héhere Michaelis-Menten Konstante wird die Geschwindigkeit dieser

beiden Reaktionen verlangsamen.
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9.3. Multidimensionale Skalierung

= 3_v_max

Abbildung 9.4: Klassische MDS der Sensitivitdtsmatriz in Bezug auf die Parameter zum Zeit-
punkt t = 10s.

Die Methode der Multidimensionalen Skalierung erkennt das unterschiedliche Verhalten
der Parameter und gibt so einen schuellen Uberblick. In MatVis wurde zusiitzlich ein

Clustering-Algorithmus (k-means, (JAIN ET AL., 1999)) implementiert (QELI, 2007).
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Kapitel 10

Auswertung von BC Markierungs-
experimenten im metabolisch statio-
naren Zustand

10.1 Sensor-Reaktor Konzept

Industrielle Fermentationen laufen in groken Reaktoren mit einem Volumen von 50L bis
mehreren Qubikmetern. Ein 3C Markicrungsexperiment in diesem Mafstab durchzufiih-
ren ist extrem kostenintensiv (1-¥C markierte Glucose kostet derzeit ca. 70-100€ pro
Gramm). Um Stoffflussanalysen auch unter Produktionsbedingungen anzuwenden, wur-
de das Sensor-Reaktor Konzept entwickelt (TAKORS ET AL., 2004; EL. MASSAOUDI
ET AL., 2003).

Neben dem Produktions-Reaktor wird ein kleiner “Sensor’-Reaktor betrieben. Um die
Stoftflussanalyse durchzufiihren, wird der Sensor-Reaktor aus dem Produktions-Reaktor
befiillt und eine Parallel-Fermentation gestartet. Um die Produktionsbedingungen im
Sensor-Reaktor abzubilden, wird im “Master-Slave-Modus” fermentiert. D.h. die Istwer-
te («.B. pH, pOa, Feed, etc.) des Produktions-Reaktors sind die Sollwerte des Sensor-
Reaktors (Abb. 10.1). In Versuchen wurde gezeigt, dass die Fermentationen bis zn 3
Stunden parallel gefithrt werden kénnen (EL MASSAOUDI ET AL., 2003).

13C Markierungsexperimente werden unter metabolisch stationiren Bedingungen durch-
gefithrt (WIECHERT, 2001). Insbesondere sollten wihrend des Experiments die Fliisse
konstant bleiben und ein fiber dic Zeit konstantes 2C Markicrungsmuster des Substrats
vorliegen.

Direkt nach der Inokulierung wird ein Markierungspuls aufgegeben. Zusammen mit dem
noch im Fermentor enthaltenen unmarkierten Substrat stellt sich ein bestimmter Markie-
rungsanteil ein. Um diesen Anteil konstant zu halten, wird nun ein Glucose-Feed mit dem
selben Markierungsanteil eingeschaltet. In den hier durchgefiihrten Experimenten wurde
ein Anteil von 25% 1-13C markierter Glucose angestrebt.

Untersucht wurde ein L-Phenylalanin produzierender E.coli Stamm (E.coli 4pF81) auf
der Basis von E.coli K12 LJ110 (ZEPPENFELD ET AL., 2000) (Abschnitt 3.2). Chro-
mosomal deletiert wurden die Gene pheA, tyrA, aroF, die fiir die Enzyme Chorismat
Mutase/Prephenat Dehydratase, Chorismat Mutase/Prephenat Dehydrogenase sowie die
Tyrosin sensitive DAHP Synthase stehen. Das Plasmid (pJF119EH) trigt die Gene aroF

pheA™aroB arol fiir die Enzyme DAHP Synthase (Tyrosin feedback-inhibiert), Choris-
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@ Master / Slave
Modus
s PO,
PET L M
T Messdaten |
[ am | 13C Glukose|
Puls / Feed
. Inokulierung 4 )
Produktion Sensor
"Master" "Slave"

Abbildung 10.1: Funktionsschema des Sensor-Reaktor-Systems: Zu einem bestimmien Zeil-
punkt wird der Sensor-Reaktor aus dem grofien Produktions-BReaktor befiillt.
Die Fermentation wird im Master/Slove Modus durchgefihrt. D.h. die [si-
werte des Produktions-Reaktors sind die Sollwerte des Sensor-Reoktors, Die
Markierung wird durch ein Puls (*¥¥C Glucose) zugegeben. Wird mit einem
Feed gearbeitet, enthdlt dieser ebenfalls ¥ C' Glucose.

mat Mutase/Prephenat Dehydratase (eine feedback resistente Variante), 3-Dehydroqui-
nate Synthase und Shikimat Kinase I1 (s. Abb. 10.2). Diese Gene stehen unter der Kontrol-
le des IPTG-induzierbaren Promotors Py,.. Das Plasmid triigt zudem ampR (Ampicillin-
Resistenz) zur Selektion der plasmidfragenden Stamme. Medinm sowie Fermentationsbe-
dingnngen werden in (WAHL ET AL., 2004b) beschrieben.

- : / M,f

AHP-ZDDHQ—PDMSHKL‘SSMEPSP—‘LCHHPPHPMPM

aroF aroB aroL pheA™

Abbildung 10.2: Der Stamm E.coli fjpF81 hat den Genotyp E. coli LJ110 Afphed tyrd aroF)
pJF119EH aroF pheA™ aroB arol ampR. Durch die Deletion von tyrA ist der
Stamm Tyrosin ausothroph.

10.2 Schitzung der extrazellularen Fliisse

Zur Schiitzung der extrazelluliren Fliisse wird ein Modell zur Beschreibung des makro-
skopischen Fed-Batch Betriebs aufgestellt. In der hier eingesetzten ¥C Modellierung geht
man fiir den Beobachtungszeitranm von stationdren Fliissen aus. Das bedeutet, dass sich

die extrazelluldren und intrazelluliren spezifischen Substrat-Aufhahmerate, die Wachs-
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10.2. Schétzung der extrazelluldren Fliisse

tumsrate sowie die Produktbildungsraten r iiber die Zeit nicht d&ndern dr/dt = 0. Nicht
stationdir sind hingegen dic Konzentrationen. Im Fed-Batch Betrieb gibt es keinen Abfluss,
d.h. Biomasse und Produkte akkumulieren iiber die Zeit im Reaktor.
Im Fed-Batch Betrieb verdndert sich durch den Feed und die Probenahmen sténdig das
Fermentationsvolumen V im Sensor-Reaktor. Der Zufluss Vieeg(t) mit der Substratkon-
zentration Sgeq Wird als Profil vom Master-Reaktor vorgegeben und entspricht so den
Zugaben im grofen Produktionsreaktor.
Zur Beschreibung des quasi-stationdren Fed-Batch Experiments wird ein Differentialglei-
chungssystem mit den Zustandsvariablen V' (Reaktor-Volumen), X (Biomassekonzentra-
tion [g/1]), S (Substratkonzentration [mM]), P; (Produktkonzentration [mM]) und dic
Nebenproduktkonzentrationen P, ..., P, aufgestellt. Das Volumen dndert sich durch den
Zufluss Vieea(t):

V = Vieea(?)

Dic Biomassckonzentration X crgibt sich aus dem Biomassewachstum g X und der Ver-

diinnung durch den Feed Vieeq:

X=pX- —er;j(t) X

Die Substratkonzentration S ergibt sich aus dem Zufluss ered(t) mit der Konzentration

Steed, der spezifischen Substrat-Aufnahmerate rg sowie der Verdiinnung durch den Zufluss:

> ‘./feed(t) ‘./feed(t)
S=—"2 Sted—T5 X ——+- 8 10.1
v feed — TS v (10.1)
Die Produktkonzentration ergibt sich aus der Produktbildungsrate rp, X und der Verdiin-
nung zu: )
. Vi
P=rp X — ;edPi mit:i=1...n (10.2)
Zur besseren Handhabung wird das Differentialgleichungssystem in Vektornotation zu-
sammengefasst:
c = (V,X,8P,....,R)
r = (/‘I’aTSaTPU""TPZ)T

¢=1(c,r,a™) (10.3)

o' = (ered(t), Sfeed)

co = (Xo, S0 Pio, -y Prg)"
Damit liegt dieses Modell wieder in der allgemeinen Darstellung vor und die in Ab-
schnitt 8.6 beschricbenen Anwendungen lassen sich dirckt iibertragen.

Um auch die Probennahmen in die Betrachtung einzubeziehen, wird die Lésung des Sys-

tems zu Probennahmezeiten unterbrochen und das Volumen um die Entnahme Vampie ()
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verringert. Danach wird die Simulation mit dem verringerten Volumen fortgesetzt. Zuséitz-

liche Unterbrechungen der Lisung ergeben sich bei ciner Verdinderung des Feed-Stroms.
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Abbildung 10.3: Oberer Plot: Anpassung der extrazelluldren Konzentrationen unier der Annah-
me stationdrer Raten (erstes Sensor-Reaktor Ezperiment). Im unteren Plot
sind die Glucose-Zufuhr und der Verlauf des Reaktorvolumens V' dargestellt.

Die Ergebnissce fiir die drei anfeinander folgenden Scnsor-Reaktor Experimente sind in
Tab. 10.1 zusammengefasst, die Anpassung des ersten Experiments (Phase A) ist in
Abb. 10.3 dargestellt. Mit angegeben sind auch die jeweiligen Standardabweichungen der
Schitzungen. Sie wurden anhand der Fehleriibertragung aus den Standardabweichungen
der 9 Messzeitpunkte bestimmt. Es fillt auf, dass die Fliisse relativ genau bestimmt wer-
den. Die Korrelationen sind in den hier betrachteten Auswertungen sehr gering, da die

die Zellen nicht mehr wachsen (@ = 0).

10.3 Korrektur der 3C Markierungsmessung

I Gegensatz 7zu Markierungsexperimenten im Chemostat wird sich fiir den Fed-Batch
Betrieb kein stationfrer Markierungszustand fiir die Produkte bzw. die Biomasse einstel-
len. Im Chemostaten komint es durch den Durchfluss zu einem Auswaschen der zu Beginn
des Experiments unmarkierten Produkte (bzw. Biomasse). Im Fed-Batch Betrieb bleibt

der unmarkierte Anteil jedoch im Reaktor.
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10.3. Korrektur der 3C Markierungsmessung

Tabelle 10.1: Geschitzie extrazellulire Flisse fiir die drei Sensor-Reaktor-Experimente.

Phase

Rate A (14 -16.8h) B(17.2—20h) C(20.5—23.3h)
w [1/h] 0.01 +£0.01 0.00 £ 0.00 0.00 +0.00
Substr. Aufnahme 3.42+0.02 2.70 +£0.02 2.40 +0.02
[mM/h/grTM™]

L-Phenylalanin 0.66 +0.03 0.45+0.02 0.25 +0.02
[mM/h/grTM]

Shik. [mM/h/grTM] 0.00 +0.00 0.00 £ 0.00 0.00 +0.00
DHS [mM/h/grM] 0.00 +0.00 0.00 £ 0.00 0.00 +0.00
Uracil [mM/h/gpTM] 0.01 +£0.00 0.02 +£0.00 0.01 +0.00
Orotat [mM/h/grTMm] —0.01 +£0.00 —0.01 +£0.00 —0.01 +£0.00
Alanin [mM/h/gpTM] —0.05 +0.00 —0.03 +0.00 —0.02+0.02

Somit kann die fiir Chemostat Experimente iibliche Wash-Out Korrektur zur Extrapo-
lation des stationdren Zustands (MARX ET AL., 1996; VAN WINDEN ET AL., 2001;
WIECHERT UND NOH, 2005) nicht durchgefiihrt werden. Die stationdre Markierungs-
anreicherung wird stattdessen {iber eine Verdiinnungskorrektur geschétzt. Dazu wird der
Anteil des vor dem Markierungsexperiment vorhandenen Produkts aus der Markierungs-

messung “herausgerechnet”.

Tabelle 10.2: 3C Markierungsanreicherungen (aufgrund der Verdinnung korrigierte Werte)
fiir dic 13C Modellicrung.

Anteil neu
synthetisierten
Messung im Uberstand L-Phe stationiire Markierung
C3 C5+C9 p C2 C5+CH9
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%

Um dicse Korrektur durchfiihren, wird angenommen, dass im Zentralstoffwechsel sofort
nach dem Markierungspuls der isotopisch stationére Zustand erreicht wird. D.h. von Be-
ginn des Markiernngsexperiments an wird markiertes Produkt hergestellt. Diese Annahme
ist giiltig, wenn die Zeitkonstante zum Erreichen des stationdren Zustands (Zentralstoff-
wechsel) im Vergleich zur Dauer des Experiments kurz ist!.

Wihrend der Markierungsphase wird neues, markiertes Produkt gebildet. Am Ende liegt
es mit einem Anteil p des gesamten Produkts vor. Die Markierungsmessung am Ende des
Experiments (y') kann als Mischung des Messsignals g, des Anteils p und dem Messsignal

yp, des natiirlich markiert vorliegenden Anteils 1 — p dargestellt werden:

'Erste Experimente und Simulations-Studien zeigen, dass der Zentralstoffwechsel zumindest fiir die
Glykolyse bereits nach ca. 10 Minuten einen stationdren Zustand erreicht (GRONKE, 2007)
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Y=y +(1-0) ¥

Bei bekannten Anteilen p und bekannter Signalstirke fiir unmarkiertes Produkt kann nach
der unbekannten Messung y, umgestellt werden. Gemessen wurde hier mittels 'H NMR,
dic Hohe des Singuletts ergibt sich aus der Markicrungsanrcicherung an des untersuchten
C-Atoms. Mit den Produktmengen n; am Anfang und ny am Ende der Markierungsphase?

und einer natiirlichen Wahrscheinlichkeit 3y ergibt sich g zu

. Ng — N
Y =pye+(1—-p) ¥y mit:p= % 13C, — 0.011
2
o — 70 13C
Yo = Yme—m ™y (10.4)
Ng — N1

Die so korrigierten Markierungsmessungen der drei Experimente sind in Tabelle 10.3 dar-
gestellt. Neben der Markierungsanrcicherung wird auch der Messfehler fiir dic stationére
Markierungsanreicherung bendtigt. Wird die Messung 3 mit einem Fehler o{y’) (fiir die
Konzentrationsmessungen wurde ein Fehler von 10% angenommen) und die Mengen nq,
ng mit den Fehlern o(n1) , o(ng) bestimmt (berechnen sich aus der Simulation des Konzen-
trationsverlaufs), ergeben sich fiir die korrigierte Messung y, nach der Fehlerfortpflanzung

die in Tabelle 10.3 angegebenen Fehler.

10.4 Netzwerk zur Auswertung

Das 13C Modell beschreibt die Stochiometrie sowie die C-Atom-Transitionen im Netz-
werk. Das aufgestellte metabolische Netzwerk (Abb. 10.4 und Tab. A.2) enthilt die Re-
aktionen des Zentralstoffwechsels (Glykolyse, Pentose-Phosphat-Weg und Zitronenséaure-
Zyklus) sowie des Aromatenbiosynthesewegs. Das Netzwerk musste allerdings im Ver-
gleich zu Untersuchungen in der Wachstumsphase mit Messungen in der Biomasse (z.B.
(MARX ET AL, 1996)) wesentlich vereinfacht werden. Bei der hier durchgefiihrten Un-
tersuchung der Produktionsphase reichert sich die Markierung nur im Zentralstoffwechsel
und dem Produkt L-Phenylalanin an. Zum Zeitpunkt der Untersuchungen waren intra-
zellulire Markierungsmessungen noch nicht méglich, zur Verfiigung stehen lediglich die
Markicrungsmessungen des extrazelluldr angercicherten Produkts. Das Modell beinhaltet

folgende Reaktionen und Vereinfachungen:

“Die Mengen ny und ng werden aus der Anpassung des makroskopischen Modells entnommen und
beziiglich der Probennahmen korrigiert. Eine Probe zu Beginu des Markierungsexperiments enhélt haupt-
sdchlich unmarkiertes Produkt, wihrend gegen Ende das markiert synthetisierte Produkt iiberwiegt.
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Pentose Phosphate
Weg

Glykolyse

L-Phenylalanin Biosynthese
DAHP HEZ-»{ Shik }-!@i—v[L-Phe}-n-»

8

Anaplerose

Abbildung 10.4: Metabolisches Netwerk des L-Phenylalanin produzierenden Stamm E. coli
4pF81. Einige Metabolit-Pools wurden zur Erzwmgung der Identifizierbarkeit
zusammengefasst, Die zum Modell gehorigen C-Atom-Transitionen sind in Ta-
belle A.2 aufgefihet.

Glykolyse: Die Glucose-Aufnahme durch das PTS-System (Phosphotransferase System)
wird im Modell durch zwei Fliisse (1-13C markiert und natiirlich markiert) wie-
dergegeben um das extrazellulire Markicrungsverhiltnis abbilden zu kénnen. Die
Metabolite DAHP, GAP, 2-PG und 3-PG wurden zu einem Pool zusammengefasst.
Genauso mussten PEP und Pyr in einem Pool zusammengefasst werden, da die Fliis-
se zwischen PEP und Pyr mit den vorliegenden Messungen nicht identifizierbar sind.
Des weiteren wurde der Austauschfluss zwischen F6P und FBP aus dem Modell

cntfernt.

Pentose-Phosphat Weg: Die Pools Rib5P, Rul5P und Xyl5P stehen im schnellen Gleich-
gewicht und wurden in einem Pool zusammengefasst. Die Austauschreaktionen ppp4,
ppp5 und ppp6 mussten ans dem Modell genommen werden, da sie mit den vorhan-

denen Messungen nicht identifizierbar sind.
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Zitronensdure-Zyklus: Cit und ICit wurden in einem Pool zusammengefasst, genauso
OAA und Mal. Zwischen Succ und Mal wird cine Scrambling-Reaktion® cingefiigt,

da Succ symmetrisch ist.

Anaplerotische Reaktionen: In E. coli sind anaplerotische Reaktionen zwischen PEP
und OAA (PEP Carboxylase / PEP Carboxykinase) sowie Pyr und Mal (Malate-
Enym) beschrieben. Im Modell mussten die verschiedenen Reaktionen in einer Re-
aktion zwischen den gelumpten Pools PEP/Pyr und OAA/Mal zusammengefasst wer-
den — zudem kann nur der Nettofluss bestimmt werden. Aus dem Modell genommen
wurden auch die anaplerotischen Reaktionen im TCA — unter Glucose geséttigten
Bedingungen wird {iblicherweise davon ausgegangen, dass der Glyoxylat-Shunt in-
aktiv ist (FISCHER UND SAUER, 2003; PEEKHAUS UND CONWAY, 1998).

Nicht in das Modell aufgenommen wurden der Entner-Doudorhoff Weg (ED), da angenom-
men wird, dass dieser Reaktionsweg unter aeroben Bedingungen inaktiv ist (FISCHER
UND SAUER, 2003).

10.5 Flussschiatzungen und statistische Auswertung

Die Schétzung der Fliisse wurde mit der Software 13C-FLUX (WIECHERT ET AL., 2001)
durchgefiihrt. Die Anpassung an die Messdaten wurde auf dem Siegener “Simtec”-Cluster
durchgefiihrt. Zunichst wurde mit einem evolutioniren Verfahren gearbeitet um mdoglichst
cin globales Minimum im Flussraum zu finden. Dicse Fluss-Schitzung wurde dann mit
einem lokalen Optimierungsverfahren (BFGS) verfeinert. Die geschitzten intrazelluldren
Fliisse sind in Tab. A.3 dargestellt.

Zur Beurteilung der Anpassungsgiite wird zunéchst die Fehlerquadratsumme mit den ta-
bellierten y2-Werten verglichen. Dic beobachtete Abweichung licgt fiir das Experiment C
iiber dem nach der y2-Tabelle zuliissigen Wert (Tab. A.1). Die FQS sollte fiir einem Ver-
trauensbereich § = 0.995 zwischen 10.59 und 0.01 liegen. Besonders auffillig ist dabei der
Beitrag der CO4 Ausscheidungsrate. Sowohl im ersten als auch dritten Markicrungsexperi-
ment (Phase A bzw. C) liegt der geschiitzte Wert tiber der gemessenen Ausscheidungsrate
(im ersten Experiment wurde die Detektorgrenze von 5% COs erreicht).

Fiir die Beurteilung der Flusslagen ist die statistische Untersnchung mit entscheidend. Zu-
nichst erkennt man einen deutlichen Abfall der statistischen Qualitit je spdter das Expe-

riment durchgefiihrt wird, d.h. von Phase A nach C. Dies ist darin begriindet, dass die kor-

3Scrambling bedeutet, dass die Zuordnung der C-Atome durch diesen Reaktionsschritt nicht eindeutig
ist. Die Reaktion wird durch zwel Reaktionen a und b mit unterschiedlichen Zuordnungen (meist einer
Spiegelung) dargestellt (MARX ET AL., 1996)
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10.5. Flussschitzungen und statistische Auswertung

Tabelle 10.3: Mit 13C-FLUX geschétzte Fliisse mit Standardabweichung.

A B C
Fluss Abw. | Fluss Abw | Fluss Abw.
upti 0.84 o0.023] 0.67] oo18] 0.56] 0.016
upt2 253 0023] 2.02] o0018] 1.71] o016
emp1 1.86] 0442 1.69] 0585 1.99] 1.066

emp2 2.60] 0.149] 2.21] 0.196] 2.09] 0356
emp3 2.66) 0149 2.21] o0.196] 2.09] 0356
emp4 5.43] o0.a61] 4.45] o0202] 4.09] 0358
ppp1 1.50] 0443] 1.01] 0.585] 0.28] 1.066
ppp2 0.80] 0295] 0.52] 0390 0.10f 0.711
ppp3 0.70] 0148 0.49] o0.195] 0.18] 0336
ppp4 0.10f o0.148[ 0.03] o0.195] -0.09] 0355
ppp5 0.70f o0.148[ 0.49] o0.195] 0.18] 0356
ppp6 0.70] 0.48] 0.49] o0.195] 0.18] 0336

Glykolysc

Pentose-
Phosphat-Weg

tcct 4.21] 0a178] 3.53] 0.213] 3.52] 0364
« tcc2 4.21] 0178] 3.53] 0.213] 3.52] 0.364
g tcc3 421 o178 3.53] 0213] 3.52| 0364
tccd 421 o178 3.53] 0.213] 3.52] 0364
tcch 421 o178 3.53] 0.213] 3.52] 0364
anal 0.01] 0020 0.02] 0.002] 0.03] 0.020
& shik1 0.60f 0024[ 0.45[ o022 0.27] 0.02
E shik2 0.60] 0.024] 0.45] o0.022] 0.27] 0020
E 2 [shik3 0.60] 0.024] 0.45] 0.022] 0.27] 0020
o phe 0.60 0.024] 0.45] 0.022] 0.27] 002
E-g’ CcO, 14.73| 0295| 12.01| o246| 11.08] 0224
2 & [uracil 0.01] o0020] 0.02] 0002 0.03] 0020

rigierten Markierungsmessungen mit immer héheren Ungenauigkeiten behaftet sind. Im
letzten Experiment ist die Produktivitit bereits stark abgesunken und wihrend der Mar-
kierungsphase wurden nur noch ca. 12% des Produkts neu gebildet. Die 13C Markierungs-
anreicherung wird dadurch stark verdiinnt und das 3C Signal wird sehr schwach. Zudem
ergibt sich aufgrund der starken Verdiinnung ein sehr hoher Korrekturfaktor (Tab. 10.3).
Die Messfehler der extrazelluldren Raten bleiben hingegen in etwa konstant (Tab. 10.1).
Sic sind unabhéngig von der Verdiinnung, sic hdngen lediglich von der Genauigkeit der
Konzentrationsmessungen ab.

In Abb. 10.5 sind die wichtigsten statistischen GroRen visuell dargestellt (fiir Experiment

A). Folgendes lisst sich beobachten:

Korrelation (Abb. 10.5a): Zu erkennen ist eine geringe Korrelation der Fliisse pppl
und uptl, ansonsten sind keine gegenseitigen Beeinflussungen der freien Flisse zu
erkennen. Dies ist auf die starken Vereinfachungen des metabolischen Netzwerks

zuriickzufithren (insbesondere keine Austauschiliisse).

Parameter Sensitivitdt (Abb. 10.5b): Die Sensitivitdten 8y/dvy werden gewichtet nach
den Messfehlern Cov (y) dargestellt. Es zeigt sich:
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Abbildung 10.5: Visuelle Darstellung der Parameter Korrelationsmatriz, d.h. der Korrelation
der freien Flisse Corr(vy) (links). Die Sensitivitit (8y [0vy) (mitte) gibt wic-
der, wie stark die Messsignale ¥ von den freien Flissen beeinflusst wird. Die
Output Sensitivitit (e /8y) (rechts) zeigt die Sensitivitit der freien Flisse
gegendiber den Messungen.

e Die Markierungsmessungen Phe-Cg und Phe-Cs.g zeigen eine positive Sensiti-
vitit gegeniiber den Fliissen uptl (1-3C Glucose-Aufnahmerate) und phe (L-
Phenyl"-alanin Bildung). Eine negative Sensitivitit erkennt man fiir die Fliisse
pppl und upt2. Durch pppl wird das markierte 13C; abgespalten (COs), der
Markierungsanteil in L-Phe sinkt. upt2 ist die Aufnahmerate der unmarkierten
Glucose, erhéht sich diese Rate, wird der Markierungsanteil ebenfalls geringer.

anal nimmt keinen Einfluss anf die Markierungsmessungen?

e anal hingt direkt mit dem Abfluss des C4-Korpers Mal/OAA aus dem TCA

zusammen. anal becinflusst zudem die COy Messung,
e Die CO; Rate wird von allen Fliissen (auker pppl) beeinflusst®.

e Die drei freien Fliisse uptl, upt2 und phe werden gemessen, diese Messungen

sind folglich direkt sensitiv.

Output-Sensitivitdten Aus den Sensitivitdten (Abb. 10.5¢) ldsst sich schnell erkennen,
dass die drei Flitsse uptl, upt2 und phe mit der Genauigkeit der entsprechenden
Messungen bestimmt werden (Sensitivitdt betrigt ca. 0.95-0.98). anal wird iiber
dic Messung von ura und COs festgelegt. Als cinziger Fluss ist pppl hauptsichlich
von den Markiernngsmessungen abhingig. Die Anreicherungs-Messung wird unter
anderem durch den Fluss uptl beinflussi, somit ensteht die beobachtete Korrelation
(Abb. 10.5a) pppl und uptl.

4Einfluss nehmen wiirde ein Austanschfluss analyen, der in diesem Netzwerk nicht enthalten ist.

"Figentlich ist hier eine direkte Beeinflussung zu erwarten. Durch die Wahl der freien Fliisse wird
bewirkt, dass eine Erhohung von pppl zu einem niedrigeren Abfluss in den TCA fithrt. Somit wird zwar
mehr COg in pppl gebildet, die COg-Bildung im TCA nimmt aber ab.
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10.6 Ergebnisse und Diskussion

Wihrend der Produktionsphase sinkt die Ausbeute an L-Phenylalanin deutlich ab. Zu
Beginn (Phase A) erreicht der Stamm noch eine Ausbeute von ca. 18% mol/mol,,, am
Ende (Phase C) sind es nur noch knapp 12% mol/mol,, (Abb. 10.6). Mit der Abnahme
der Produktivitit beobachtet man eine Zunahme der TCA-Aktivitdt und eine Abnahme
des Flusses in den oxidativen Pentose-Phosphat-Weg. Uber dic Griinde dieses Verhaltens
kann bei statiénaren Stoffflussdaten lediglich spekuliert werden. Die TCA-Aktivitit hingt
wesentlich von dem Fluss durch die Pyruvat-Kinase (PykA /PykF) und der entgegenge-
richteten PEP-Synthase (Pps) ab. Der erhhte Abfluss kann somit durch ein Nachlassen
der Pps-Aktivitdt als auch einem Anstieg der PykA/PykF Aktivitit erklirt werden. In

Betracht ziehen kann man folgende Hypothesen:

e Es ist bekannt, dass PykA/PykF durch FBP aktiviert werden (VALLE ET AL,
1996). Nimmt man an, dass bei einem erhéhten Fluss durch die Glykolyse auch die

FBP Konzentration ansteigt, wiirde PykA /PykF starker aktiviert.

e In der Literatur wird eine Inhibierung der PEP-Synthase (Pps) durch Metabolite des
TCA (OAA und aKG) beschrichen (COOPER UND KORNBERG, 1967; CHULA-
VATNATOL UND ATKINSON, 1973). Eine erhthte aKG-Konzentration kénnte u.a.
durch ein erhdhten Glutamatbedarf fiir die Transaminierung von PPY bei hohen L-
Phenylalanin Konzentrationen hervorgerufen werden. Dic Transaminicrung ist cine
Gleichgewichtsreaktion (AgG® ~ 0kJ/(KM)). Damit die Reaktion in Richtung L-
Phe ablduft, muss eine hohe Eduktkonzentration (PPY, Glu) vorliegen. Glu wird aus
aKG regeneriert. Je nach extrazellulirer Ammoninmkonzentration wird Glu iiber die
Glutamat-Dehydrogenase (hohe NHF Konzentration) oder den Urea-Zyklus (sehr
hohe Affinitét) bereitgestellt (LENGELER ET AL., 1999)).

Bei den hier ausgewerteten Experimenten musste das Netzwerk stark vereinfacht werden.
Aufgrund der eingesetzten Messtechnik lagen zudem nur wenige Markierungsmessungen
vor. Zusitzlich werden dic Markicrungsanrcichcrungen durch unmarkicrte Substanzen vor
dem Markierungs-Experiment verdiinnt. Zu bedenken ist zusétzlich, dass die Annahme
eines sehr schnellen Einstellen des isotopisch stationiren Zustands im Zentralstoffwechsel
getroffen werden muss. Fraglich ist der Einfluss von méglichen Markierungssenken, wie
z.B. den unmarkierten Proteinen. Neuere Experimente zeigen (NOH ET AL., 2007), dass
Proteinabban moglicherweise die Markierung der Zentralstoffwechsel-Metabolite beein-

flusst. Eine Abschitzung der Auf- und Abbauraten der Proteine im wachstumslimitierten
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Abbildung 10.6: Darstellung der relativen Fliisse fiir die drei Experimente,
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10.7. Méglichkeiten zur Steigerung der Bestimmtheit

Zustand liegt zur Zeit noch nicht vor. Aufschluss iiber die Abbauraten kénnten geziel-
te isotopisch instationdre Markicrungsexperimente (Mcthodik in (NOH ET AL., 2006))
liefern.

Ein deutlicher Vorteil der Sensor-Reaktor Experimente ist, dass jetzt zeitliche Verdnde-
rungen der Stofffliisse unter Produktionsbedingungen beobachtet werden kdnnen. Trotz
der hohen Standardabweichungen lassen sich auch sind bei dem hier untersuchten Stamm

klare Tendenzen zu erkennnen.

10.7 Moglichkeiten zur Steigerung der Bestimmtheit

Die Moglichkeiten, das experimentelle Vorgehen zu verdndern sind bei Sensor-Reaktor
Experimenten leider gering. Folgende Parameter kénnen angepasst werden, um eine héhere

Genauigkeit zu erreichen:

Input-Substrat: Statt nur 1-'3C markierter Glucose kann ein Mix aus z.B. 1-13C und
vollmarkierter U-13C Glucose zugegeben werden. Einzige Einschriinkung bei der
Wahl der Substrat-Zusammensctzung ist dic Vorgabe, vor dem 3C Puls in der
Substrat-Sittigung zu bleiben, sowie durch den Puls eine Konzentration von 10 g/1
Glucose nicht zu iiberschreit"-en (nm eine erhéhte Acetat-Bildung zu vermeiden).
Zudem miissen im Master- und Sensorreaktor vergleichbaren Bedingungen herschen,
d.h. die Zugabe sollte nicht zu verdnderten Umgebungsbedingungen fiihren. Die
Substrat-Zusammensetzung wird in der Optimierung deshalb auf einen Anteil p >

50% nicht-markierter Glucose beschriinkt.

Markierungsdauer: Um den Anteil des markierten Produkts zu steigern, kann die Dau-
er der Markicrungsphase verlingert werden. Bedingung sind stationéire Fliisse sowice

ein paralleler Fermentationsverlauf im Master- und Sensor-Reaktor.

Markierungsmessungen: Neue hoch sensitive Messgerite, inshesondere Massenspek-
trometer ermoglichen die Messung der intrazelluliren Markierungsanreicherung. Ins-
besondere konnen die Markierungen einiger Metabolite des Zentralstoffwechsel ge-
messen werden. Der Zentralstoffwechsel ist cin durchflossenes System, der Anteil
unmarkierter Substanzen wird ausgewaschen. Somit kommt es nicht zu der negati-
ven Auswirkung der Markierungsverdiinnung, vor allem zu spéten Zeitpunkten der

Fermentation.

Unter diesen Vorgaben wurde eine Versuchsplanung fiir Experimente mit einem dem L-
Phenylalanin-Produzenten dhnlichen Stamm durchgefiihrt. Untersucht werden sollen wie-

derum drei Phasen: Spite Wachstumsphase, frithe und spéte Produktionsphase. Ziel ist
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eine bestmogliche Identifizierung der anaplerotischen Fliisse anal sowie des Abflusses in
den oxidativen Pentose-Phosphat-Weg pppl.

Die Optimierung sucht nach dem bestméglichen Substrat-Mix aus natiirlicher, 1-13C und
U-13Cg (vollmarkicrter) Glucose®. Da mit der Puls-Zugabe maximal 50% markierte Gluco-
se zugegeben werden soll (s.0.), wird in der Versuchsplanung die Nebenbindungen p > 50%
(p ist der Anteil unmarkierter Glucose) gesetzt’.

Bei der Untersuchung der Wachstumsphase kann auf NMR-Messungen der proteinogenen
Aminosduren zuriickgegriffen werden. In den nachfolgenden Experimenten in der Produk-
tionsphase kann nur noch die Anreicherung im Produkt 3,4-CHD gemessen werden. Im
Gegensatz zu dem beschriebenen Experiment soll die Anreicherung zusétzlich intrazelluldr
gemessen werden.

Daraus ergeben sich folgende Substratzusammensetzungen:

e Fiir das erste Experiment wird eine Substratzusammensetzung 50:17:33 (unmar-
kiert:
1-18C:U—-13C¢) vorgeschlagen. Im Vergleich zu den ausgewerteten Experimenten
koénnen mit dieser Zusammensetzung und den zusétzlichen Markierungsmessungen
die Austauschfliisse der anaplerotischen Reaktionen zumindest in ihrer Grofenord-
nung bestimmt werden. Auch die Austauschfliisse im Pentose-Phosphat-Weg kénnen
in ihren Gréfsenordnungen abgeschétzt werden. Die restlichen Fliisse des Netzwerks

sind im Vergleich besser bestimmbar.

e Der Substrat-Mix fiir die Phasen B und C wird mit
(unmarkiert:1-13C:U-13Cg)=50:21:29 berechnet. Durch die Erhohung des Markie-

rungsauteils wird eine bessere Flussschitzung ermdglicht.

Inzwischen licgen die Messdaten der drei Experimente vor und Karsten Gronke (Fer-
mentationsgruppe, IBT-2) wertet die Experimente aus. Neben den NMR-Daten sind zu-
dem mittels LC-MS/MS einige intrazelluldre Markierungsanreicherungen gemessen wor-
den (GRONKE, 2007).

8Untersucht wurden weitere verfiighare Markierungsmuster, aufgrund der extrem hohen Kosten be-
schriinkt sich die Darstellung hier auf 1-'3C und U-13Cq Glucose

"Durch diese Vorgabe werden gleichzeitig auch die Kosten des Markierungsexperiments niedrig gehal-
ten.
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Methoden zur Interpretation statio-
narer 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, wihrend
der Fluss in den Zitratzyklus zunimmt und dic Produktion immer weiter zuriickgeht. Wel-
che Fliisse des Netzwerks wirken am stirksten auf die Absenkung der Produktausbeute?
Diese klassische Frage lasst sich fiir stationédre Netzwerkmodelle bislang nur unzureichend
beantworten, da nur wenige Methoden zur Interpretation gemessener Stoffflusslagen vor-

liegen.

DELGADO UND LIAO (1997) stellen cine sensitivititenbasicrte Methode vor, die “In-
verse Flux Analysis” genannt wird, vor. Dabel werden interessante intrazelluldre Fliisse
des Netzwerks gewiéihlt und deren Einfluss anf die Wachstums- oder Produktionsrate be-
stimmt. Dic Gleichungen fiir dicsen Ansatz wurden in Kapitel 8.2, Scite 73 in ctwas
anderem Zusammenhang dargestellt. Durch diesen Ansatz ergeben sich allerdings Nach-
teile, die mit der Wahl der Fliisse zusammenhéngen. Im folgenden Beispiel wird erldutert,

wieso die Wahl der freien Fliisse Einfluss auf die Sensitivitdten nimmt.

Einen anderen Weg beschreiten SCHILLING ET AL. (2000). Sie betrachten die stéchio-
metrischen Gleichungen im Zusammenhang mit cinem Optimicrungskriterium. Sie stellen
sich die Frage, inwieweit eine Metabolitkonzentration das Optimierungsziel beeinflusst,
indem sie die Sengitivitdt der rechten Seite der Bilanzgleichung auf die Losung des Op-
timicrungsproblems bestimmen. Diesen Ansatz kann man als den Einfluss cines zusétz-
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 Liicke bei der Interpretation zu schliefien, werden in diesem Kapitel zwei neue
Konzepte vorgestellt. Sie greifen Mcethoden der beiden beschricbenen Ansétze auf und
erweitern so die Methoden der stationéren Stoffflussanalyse und metabolischen Netzwerk-
analyse (WAHL ET AL., 2006b). Sie verwenden sowohl Optimierungskriterien als auch
Sensitivititen um die gemessene Stoffflusslage in den moglichen Lésungsraum des Systems
einzuordnen und in diesem Kontext zu interpretieren. Vorgeschlagen wird die Berechnung
von “Limitierungs-Potenzialen” (LP) und der “Sensitivititen der beschrinkenden Flisse”
(CLS - Constraint Limitation Sensitivities) (WAHL ET AL., 2006b), die anhand eines ein-
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fachen Beispiels erldutert und dann zur Untersuchung der drei gemessenen Stoffflusskarten

aus Kapitel 10 (Abb. 10.6) cingesetzt werden.

11.1 Sensitivititsanalyse stationdrer Netzwerke

Zur Berechnung stationirer Netzwerksensitivititen schlagen DELGADO UND LIAO (1997)
eine aufl partiellen Ableitungen basierte Methode vor. Sie leitet sich direkt aus den Grund-
lagen in Kapitel 8.2 ab. Um das Verhalten dieser Sensitivititen zu erliutern, muss ein
Netzwerk mit mindestens drei Freiheitsgraden betrachtet werden. Aus diesem Grund wird
das Beispiclnetzwerk (Abb, 6.1) um cinen Abfluss aus B crweitert (Abb. 11.1). Betrachtet
werden soll die Sensitivitit des Produktflusses vg gegeniiber dem intrazelluliren Fluss va.
Das Gleichungssystem wird nach freien und abhingigen Fliissen nmgestellt. Um die Sen-
sitivitiit des Produktflusses vp (hier vg) gegentiber dem intrazelluléiren Fluss v; (hier va)
zu erhalten, muss v; im Vektor der freien, vp im Vektor der abhingigen enthalten sein.
Im laufenden Beispiel werden drei freie Fliisse zum vollbestimmten Gleichungssystem be-

nétigt.

\I Fluss Reaktion

I Uppt  Aex — A

| 0 A = B

| vw BH+E — C

= K vy C — D+F

I V4 D — E+F

| Us B4+F = E
H«——E] | v E - H

I vr F —  Fex

I vg B — K

)

Abbildung 11.1: Beispielnetzwerk zur Sensitivitdls-Analyse. Das gewiinschie Produki ist H, das
aus dem Vorliufer E gebildet wird. Metabolit F ist mit COg eines realen Netz-
werks vergleiehbar. Er ist intern verfighar, dberflissiges F kann déiber die Re-
aktion vp in das Medium abgegeben werden. Die einzelnen Reaktionen sind
in der Tabelle rechits dargestellt, veversible Reaktionen sind mat Doppelpfeilen
gekennzeichnet.

Die Wahl, welche freien Fliisse gewihlt werden, ist dem Modellierer iiberlassen. Meist wird
die Substrat-Aufnahmerate normiert (v = 1), womit ein Freiheitsgrad festgelegt wird.

Im Beispiel bleiben dann noch zwei Freiheitsgrade. Betrachtet werden hier die heiden
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Mbglichkeiten [vype, V2, v7]” und [vype, v, vs]" - Die Gleichung des abhiingigen Flusses vg
(cine Zeile in Ng™ Ng v, GL (8.6)) lautet dann:

vg = 2Uy — U7 bzw. Vg = Vypt — Uz — Us (11.1)

Die Sensitivitdt lautet somit:

— T v _ v —
Vi = [Vypt, Va2, 1)77]1 —ng = 2 —ng = -1 (11.2)
— U — U — °
Vi = [ vaue] 5 = -1 5 = -l

Diese Sensitivitéten zeigen etwas zunfichst Unerwartetes. Je nach Wahl der freien Fliisse
vy treten unterschiedliche Sensitivitéten (hier fiir vo) auf. Dies verdeutlicht, was hinter
der Wahl der freien Fliisse steht. Sie legt die Koordinaten fiir die Losung des Gleichungs-
systems fest. Die abhiingigen Fliisse ergeben sich aus bestimmten Kombinationen der
(gewdhlten) freien Flidsse, der Einfluss cines bestimmten freien Flusses (z.B. wg) in der
Linearkombination kann sich in einem anderen Koordinatensystem verdndern.

Die partielle Ableitung 8vgq;/0vy; gibt die Sensitivititen des Flusses vgy; beziiglich vy,
unter der Annahme, dass die restlichen freien Fliisse vy, k # j konstant bleiben, an. Wird
das Koordinatensystem gewechselt, &ndern sich die Koordinaten vpg, k # j. Damit ergibt
sich fiir dic Berechnung des Flusses vg; cine andere Lincarkombination und somit kénnen
sich auch die Ableitung verdndern. Zusammenfassend zeigt sich, das diese Methode zur
Interpretation der gemessenen Stoffflusslage nur bedingt geeignet ist, da die Abhangigkeit

von der Wahl der freien Fliisse zu einigen Nachteilen fiihrt. Insbesondere gilt:

e Ls kénnen nur bestimmte freie Iliisse vy gewshlt werden, da nicht jede Wahl aus v

das Unabhangigkeitspostulat erfiillt.

e Die Sensitivitdt ist unter der Annahme definiert, dass alle Fliisse (vg),,k # j kon-

stant bleiben.

e Gleichzeitig kann nur die Sensitivitdt von maximal der Anzahl der freien Flisse

verglichen werden.

e Die Sensitivitiiten aus Analysen mit unterschiedlich gewihlten freien Fliissen kénnen
nicht verglichen werden, da sic aus unterschiedlichen Koordinatensystemen stam-

men.

Aus diesen Beobachtungen leitet sich die Forderungen nach einer von den Koordinaten
unabhingigen Methode zur Interpretation der Stoffflusslage ab. Aus der Metabolic Net-
work Analysis (vgl. Kapitel 8.3) sind verschiedene Methoden zur theoretischen Analyse

von Netzwerkmodellen bekannt. Sie basieren zum Grofteil auf Optimierungskriterien, die
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ohne die Wahl freier Fliisse auskommen. Diese Methoden werden im Folgenden zur In-
terpretation der gemessenen Stoffflusslage cingesctzt. Dabel wird die Idee verfolgt, den

untersichten Fluss im Zusammenhang des méglichen Losungsraum zu analysieren.

11.2 Limitierungs-Potenzial: Reduzierung des theoretischen Ma-
Ximums

Die Berechnung der theoretisch maximalen Ausbeute kann als lineares Optfimiernngs-
problem unter Nebenbedingungen formuliert werden (MAHADEVAN UND SCHILLING,
2003). Zum ecinen miissen die Massenbilanzen (Gl (8.2)) erfiillt sein, zum anderen miissen
thermodynamische Grenzen von Fliissen eingehalten werden (Abschnitt 8.3). Bei einigen
Reaktionsschritten kann auferund sehr hoher AG®-Werte davon ausgegangen werden, dass
sie (fast) ansschliesslich in einer Richtung ablaufen. Diese irreversiblen Reaktionsschritte
fliefsen als Ungleichnngen v > 0 in die Optimierung ein. Zur leichteren Interpretation

der Ergebnisse, wird die Aufnahmerate vy auf 100% skaliert.

Abbildung 11.2: (a) Skizze des Losungsraums unter Nebenbedingungen Vi, = 0 fiir drei Fliis-
se v, Uj und Up- Die Kanten und vor allerm die Eckpunkte haben besondere
Eigenschafien die zur Berechnung ausgenutzt werden kénnen. (b) Die Ein-
sehrinkung durch die zusdtzliche Nebenbedingung vy = wy kann als Schnitt
durch den Polyeder bei vy = wy (Schnitt A und B} veranschaulichi werden.
() Durch “Aufzeichnen” des jeweils hidchsten Punktes entlang des Schnitts
entsteht die Funktion 11),,,,,“,,, Sie kann als Projektion der oberen Grenze des
Lésungsraumes auf die v;-vp Ebene verstanden werden.

Den unter diesen Bedingungen moglichen (skalierten) Lasungsraum der Massenbilanzen

kann man sich als Polyeder im Flussraum vorstellen (Abb. 11.2). Ein Fluss v; kann in-
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nerhalb der Grenzen des Losungsraums variiert werden. Ausserhalb des Raumes kon-
nen dic Massenbilanzen nicht mehr crfiillt werden, ohne gegen cine oder mchrere der
Trreversibilitdts-Bedingungen zu verstossen. Die in diesem Raum maximal erreichbare

Wachstumsrate oder Produktausbeute v, kann man als Losung eines Optimierungsprobles

gewinnen:
Nv =0
Up,maz = MaXUp, S0 dass: Vypt = 1 (11.3)
Virr 2 0

Das Problem kann mit Hilfe der Linearen Programmierung (LP) gelost werden. Man
erhdlt so den maximal mdéglichen Fluss vpmee und die zu diesem Maximum gehdérige
Stoffflussverteilung vy, mag-

Die berechnete optimale Stoffflusslage kann nun mit einer gemessenen Stoffflusslage ver-
glichen werden. Um dic beobachteten Abweichungen im Zusammenhang zu interpreticren,
wird ein bestimmter, gemessener Fluss v; = w; betrachtet und in die Optimierung inte-
griert. Grundlage bildet die Frage, wie das Netzwerk sich unter der eingeschrinkten Op-
timalitdtsbedingung ausrichtet und inwieweit das Optimum von dem beobachteten Fluss
v; abhéingt. Die Lineare Programmierunsaufgabe erhélt dann eine weitere Bedingung, die

den Fluss v; auf den Wert w; setzt:

Nv

1 . Uupt =1

Upmaz(Wi) = Max vy, so dass: (11.4)
Virr 2 0
(7 = w;

Die eingeschrinkte maximale Produktausbeute 11)1,,,,,,13,;(101-) wird nun mit dem theoreti-
schen Maximum ohne die Einschrinkung des gemessenen Flusses %y gy verglichen. Der
Quotient ®,(w;) gibt an, wic stark der gemessene Fluss w; das erreichbare Maximum

verringert:

B, (wy) =0 Ppmas — Vpmas(4) (1L.3)
Up,maz

Als Beispiel wird wiederum das Netzwerk aus Abb. 11.1 gewéhlt. In Abbildung 11.3 ist
der maximale Fluss (M0pmas) liber v; (hier vy bzw. vg) aufgetragen. Fiir den Abfluss vg
zeigt sich ein leicht zu interpreticrendes Ergebnis. Je hoher der Abfluss aus B wird, umso
niedriger fillt das erreichbare Maximum 11)1,,,,,“(1)8) aus. Fiir den Fluss vg zeigt sich ein
etwas anderes Bild, dass auch die zuvor beobachtete Abhéngigkeit von der Wahl der freien
Fliisse erklirt (vgl. Abschnitt 11.3). Ist der Fluss v Null, ist der im Kreislauf (C— D —
E) inaktiv und das zweite Substrat F der Reaktion vs wird nicht mehr gebildet. Somit ist
auch vs = 0 und der Vorldufer E des Produktes H kann weder iiber v4 noch v5 gebildet

werden. Steigt der Fluss durch den Kreislauf, erhéht sich die erreichbare Produktausbheute
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bis zu einem Wert von 0y e = 0.66 bei vy = 0.33. Wird vy groker 0.33, sinkt die Pro-
duktansbeute wieder ab. Bei v = 1 wird der Vorliufer E vollstindig im Kreis verbraucht

und lediglich in F nmgesetzt, es entsteht kein Produkt mehr.

ar

= — [—— v (aing. max) —(by — — — [—— V6 (eing. man)
‘(a‘)r ] === v2 (gemessen) 1 - ---::{wmmn;
o Elementarmode

02 04 08 08
v2 [molimol,] v8 [molimol,,]
Abbildung 11.3: Darstellung des maozimal erreichbaren Produkteusbeuten diber den Flissen v
(a) und vg (b). Die angenommenen germessenen Flisse sind mit A und B
gekennzeichnetl, Die Blementormoden sind mat den Zohlen 1 — 3 dargestellt.

|

|
e l =
o 0.2 0.4 06 0.8 1

11.3 Sensitivitit des beschrankenden Flusses

Ans Abbildung 11.3 lisst sich neben der Rednzierung des Maximums auch die Sensitivitéit
des erreichbaren Flusses Wy mar ablesen. Sie spiegelt sich in der lokalen Steigung der
Geraden l'vp,mw wieder. Eine Verdnderung des eingehrinkenden Flusses v; fithrt zu einer
Verdinderung der erreichbaren Maximums. Zur Berechnung der Sensitivitiit
1

% o, (11.6)
wird zunéchst noch einmal die allgemeine Losung der stochiometrischen Massenbilanzen
und der Ungleichungen betrachtet (Abb. 11.2). Die Flichen bzw. Kanten des Polyeders
geben die Grenzen des Losungsraumes an, Die Kanten, vor allem aber die Eckpunkte
haben dabei besondere Eigenschaften — hier stossen eine oder mehrere (Eckpunkt) der
pegebenen Ungleichungen gleichzeitig an den Grenzwert vy, 2> 0.
Es kann gezeigt werden, dass diese Eckpunkte den méglichen Losungsranm aufspannen,
d.h. jeder andere Punkt des Losungsraumes als Linearkombination der Eckpunkte darge-
stellt werden kann (SCHUSTER ET AL., 2000). Zur Bestimmung der Eckpunkte kann
die konvexe Hiille des linearen Systems bestimmt werden. ein stérker biologisch motivier-

ter Zugang ergibt sich iiber die Elementarmodenanalyse (Elementary Flux Modes, EFM)
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11.3. Sensitivitdt des beschrinkenden Flusses

(SCHUSTER UND HILGETAG, 1994; SCHUSTER ET AL., 1999). Ein Elementarmodus
beschreibt cine Stoffflusslage, bei der cin Maximum an Fliissen “ausgeschaltet”, d.h. Null
ist (Abschnitt 8.3).

Daraus ergibt sich der direkte Zusammenhang zu den Kanten und Eckpunkten in Abb. 11.2.
Sic werden durch die Teilmenge der Elementarmoden mit irreversiblen Fliissen v, = 0
gebildet (d.h. alle Elementarmoden, bei denen reversible Reaktionen ausgeschaltet wer-
den und nicht gleichzeitig an eine der Grenzen v;.. = 0 erreicht wird, werden ausgeblen-
det). Die Berechnungsalgorithmen fiir Elementarmoden sind ausgereift und auch fiir grofe
Netzwerke anwendbar (SCHUSTER UND SCHUSTER, 1993).

Fiir das Beispiclnetzwerk werden 3 Elementarmoden gefunden (Tab. 11.3). Diese drei Mo-
den beschreiben den Weg zu den drei Produkten K (EFM 1), Fex (EFM 2) und H (EFM
3). Damit wird nochmals deutlich, dass jede erreichbare Flusslage durch eine Linearkom-

bination dicser Moden beschricben werden kann.

Tabelle 11.1: Elementarmoden fir das Beispielnetzwerk in Abb. 11.1. Die Aufnahmerate wurde
auf vypy = 1 skaliert.

EM | Uppt U1 Vg Vs Uy U5 U U7 Ug
1 1 1 0 0 0 0 0 0 1
2 1 1 1 1 1 0 0 2 0

3 1 1 0333 0333 0333 0.667 0667 0 0O

1
d Vp,max

dw
Das Vorgehen wird anhand von Abbildung 11.2 verdeutlicht. Die Berechnung des er-

Mit Hilfe der Elementarmoden kann auch dic Ableitung (w;) berechnet werden.
reichbaren Maximums unter der Nebenbedingung v; = w; bildet einen Schnitt durch den
Polyeder entlang v; = w; (Schnitt A und B zeigen dies fiir unterschiedliche w;. Das cr-
reichbare Maximum ist der hochste Punkt in v, entlang dieses Schnitts. Die Funktion
11),,,,,1“(1)1-) kann als Projektion der oberen Grenze des Loésungsraumes auf eine Ebene

v; — Up verstanden werden.

Aus Abb. 11.2 lasst sich eine weitere Eigenschaft klar erkennen. Eine Kante im Lsungs-
raum ist cine Lincarkombination von zwei Elementarmoden. Die Kanten (und damit auch
die Funktion 11)1,,,,,,135(1)1-)) sind zwischen zwei Elementarmoden stetig und linear. Die in
Abb. 11.2¢ dargestellte Linie ist also eine Projektion der jeweils hichsten Kante des Poly-
eders. Die Elementarmoden (EFM 4,5,6) bilden Knickstellen in der Funktion lvp,mw(vi).

Aufgrund der Linearitit und Stetigkeit zwischen zwei Moden, kann die Sensitivitit iiber
die Steigung zwischen zwei Elementarmoden bestimmt werden. Zusammengefasst wird

die Sensitivitit in folgenden Schritten berechnet:
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1. Berechnung aller g Elementarmoden (mit Normierung der Aufnahmerate auf vyp =
1):

EF]\/’I}C = [’Uk,l,...,’Uk,i,...,’Uk,l,,...,’l)k,r], k= ].q

2. Der mogliche Fluss-Raum wird durch die konvexe Hiille aller Elementarmoden

EFMj umschlossen.

3. Dic Elementarmoden werden auf die v; — v, Ebence projeziert, alle anderen Fliisse

werden ‘ausgeblendet’.

4. Die Elementarmoden mit den hochsten Fliissen v, werden durch Linien verbunden.

Sie entsprechen der Projektion der hochsten Kante, der konvexen Hiille.

3. Um die Sensitivitit zu berechnen, werden die v; = w; einschliessenden Element-
armoden bestimmt und die Steigung ausgerechnet. Diese Steigung entspricht der

Sensitivitdt des erreichbaren Maximum gegeniiber dem Fluss v;.

In Abbildung 11.2 Idsst sich erkennen, dass hiufig zwei oder mehr Moden in der Projek-
tion auf cinen Punkt fallen. Dies tritt dann auf, wenn der errcichbare maximale Fluss
durch mehrere Stoffflusslagen dargestellt werden kann (MAHADEVAN UND SCHIL-
LING, 2003). Mehrdimensional betrachtet entspricht dies einem Schnitt durch den Po-
lyeder, der eine in v, parallele Kante in einer Richtung vg,k # ¢ aufweist (Schnitt A in
Abb. 11.2. Die Losung fiir d 'vp maq/d w(w;) ist jedoch weiterhin eindeutig, da die Steigung
zwischen den Elementarmoden paralleler Kanten zwangsliufig gleich ist. Die Berechnung
wurde in MatLab unter Nutzung von METATOOL umgesetzt.

11.4 Auswertung der L-Phenylalanin Experimente

Die Methoden werden im folgenden zur Interpretation der drei gemessenen Stoffflusslagen
eingesetzt. Im Gegensatz zu dem in den 3C Analysen eingesetzten Modell wird ein std-
chiometrisches Netzwerk mit den Co-Metaboliten ATP, ADP, AMP, NADH/NAD™ sowie
NADPH/NADP™ aufgebaut (Abb. 11.4). Die Bilanzierung der Co-Metabolite NADT und
NADPT ist aufgrund der Masscnerhaltungen NADH + NADY = konst., sowic NADPH +
NADP* — konst. redundant und kann somit ausgelassen werden'.

Zur Regeneration von ATP aus ADP+P; iiber die oxidative Phosphorylierung (NOGUCHI
ET AL., 2004) wird eine Reaktion resp definiert, die pro Proton 1.8 ATP liefert (P/O ratio,

Reaktionen sind in Tab. A.1 dargestellt). Um einen méglichen Energieverlust durch “futile

'So genannte Erhaltungsgleichungen (conserved moieties) fiihren zu stéchiometrischen Matrizen die
nicht vollen Rang besitzen.
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11.4. Auswertung der L-Phenylalanin Experimente

cycling” abzubilden wird die Reaktion fut eingefiihrt, ATP wird hier zu ADP verbraucht.
Zur Regeneration von AMP wird die Reaktion el (AMP + ATP = 2 ADP) in das Modell
aufgenommen. In vielen stichiometrischen Modellen wird die Reaktion zwischen PEP und
Pyr reversibel aufgestellt. Die durch die Pyruvat-Kinase und PEP Synthase katalysierten
Reaktionen unterscheiden sich jedoch hinsichtlich der bendtigten Co-Metabolite. Um PEP
aus Pyr zu gewinnen, wird ein ATP zu AMP verbraucht (KESELER ET AL., 2005). Die
beiden Richtungen miissen deshalb als getrennte Reaktionen dargestellt werden.

Im letzten Reaktionsschritt sur Synthese von L-Phenylalanin, die Transaminase-Reaktion
wird Glutamat zu 2-Oxo-Glutarat umgesetzt. Um das verbranchte Glutamat wieder zu re-
generieren, wird NADPH bendtigt. Vereinfacht wird der Verbrauch in den Reaktionsschritt

phe aufgenommen.

Gluc

2 NADP CEE:DH‘ mmmzm
6P 1 | NADP =g {NADPH
empt [_NAD |
FEP | gt R5P [
m: e L fils eyl
FBP e —{ 87P | [ATP —2e ADP |

GAP q——i_‘_ElE]

omps
ADH A shike34 shils Shiks7 phe
PEP —-_-lnHAanl_sm,T-‘i_ssP !CHJ\hL—PHE
i [MADFH [NADF] [ATE] (DRI [Ga]
i [NADF]
NADH
respiration adenylale kinase
[38AD ] [NASET] [ADR] = tec2 [1.8 ADPpg /1.8 ATF| [AMP N7
i Fre 0 TL2ADP ]
3co, [REBH]

Abbildung 11.4: Stochiometrisches Modell fiir die interpretation der Egebnisse aus den B3C
Stoffflussanalysen. Zusdatzlich werden auch die Co-Metabolite ATP, ADP, AMP
sowie NADH und NADPH modelliert. Die zugehirigen Reaktionsgleichungen
sind in Tabelle A1 dargestellt.

Fiir dieses stichiometrische Modell ergeben sich 18 Elementarmoden (Tab. A.1).

11.4.1 Limititierungs-Potenziale intrazelluldrer Stofffliisse

Mit der Methode werden vier interessante Reaktionsschritte untersucht: die Reaktio-
nen tccl (Pdh, Nettofluss in den TCA), pppl (Glucose-6-Phosphat-Dehydrogenase), ppp4

(Transketolase) sowie ppp6 (Transaldolase).
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Abbildung 11.5: Projektionen der Funktion v;he,mu fiir die Fliisse tcel, pppl, ppp4 und ppp6.
Die gepunkteten Linien zeigen die gemessenen Flussraten (z.B. tceel), die
Linie 4iber dem Kasten zewgt die gemessene Produkiausbeute phe. Das bei die-
semn Fluss noch erveichbare Maximuwm ist mit der horizontal gepunkteten Linie
angedentet.

In Abb. 11.5A ist die Funktion vy, na,(tccl) dargestellt. Der weike Bereich deutet den
Losungsraum innerhalb der konvexen Hiille des projezierten Polveders an. Interessan-
terweise wird fiir die maximale L-Phenylalanin Ausbeute eine geringe TCA Aktivitit
(0.15 mol/moly) bendtigt um geniigend Energie in Form von ATP und NADPH fiir die
Riickreaktion von Pyr zu PEP (PEP Synthase) und den Shikimat-Weg (Shikimat Kina-
se, Shikimat Dehydratase und die Transaminierung) zu liefern. Steigt der Fluss iiber 0.15
mol/molyp, sinkt die Produktausbeute wieder konstant alb. Fiir die geschiitzten Fliisse der
Phasen A, B und C ist bereits eine starke Absenkung der erreichbaren Aushbeute zu beob-
achten, sie wird durch den Abfluss in den TCA von 0.55 mol/mol,g auf 0.22 (bzw. 0.21,
0.13) abgesenkt. Damit ergibt sich fiir tccl bei den gemessenen Fliissen eine Limitierung
von 59% bzw. 63%. 76% fiir die Phasen A bzw. B und C (Tah. 11.2). Die gemessene phe
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Ausbeute liegt mit 0.18 bzw. 0.17, 0.12 bereits nah an der erreichbaren eingeschrinkten
Ausbeute vy maz(tecl). Durch cine optimale Ausrichtung der restlichen Netzwerkfliisse

konnte in Phase A lediglich eine Steigerung um ca. 17% erreicht werden.

Tabelle 11.2: Limitierungs-Potenzial der Flisse tccl, pppl, ppp4 und ppp6 auf die Produktaus-
beute phe.

tccl  pppl ppp4  pppb

A 059 002 011 0.003
B 063 001 010 0.03
C 0.76 0.006 0.08 0.57

Ein wesentlich anderes Bild ergibt sich fiir den Fluss pppl. Die gemessenen Fliisse sen-
ken das erreichbare Maximum nur sehr geringfligig ab (Tab. 11.2). Im Verlauf der Pro-
duktionsphase ndhert der Fluss sich dem fiir die maximale Ausbeute berechneten Fluss
PPPlghemae = 0 an und in der letzten Phase des Experiments liegt die Reduzierung durch
pppl bei nur noch 0.5%. Dic gemessene phe-Rate ist weit von dem noch erreichbaren Ma-
ximum entfernt. D.h. durch ein optimales Ausrichten anderer Fliisse kann bei jeder der
geschitzten pppl-Raten fast die maximale Ausbeute erreicht werden.

Ahnliches zeigt sich fiir die Fliisse des nicht-oxidativen Pentose-Phosphat-Wegs, ppp4 und
ppp6. Bel den gemessenen Flissen ergibt sich cine geringe Absenkung des errcichbaren
Maximums. Eine Ausnahme ergibt sich fiir ppp6 in der letzten Phase, hier kommt es zu
einer Reduzierung um 57%. Die Ergebnisse fiir den Pentose-Phosphat-Weg miissen jedoch
mit Vorsicht interpretiert werden, da die Standardabweichungen der geschéitzten Fliisse
sehr hoch ausfallen (Tab. A.3).

In der Literatur finden sich #hnliche Hinweise. In einigen Publikationen wird auf die
Bedeutung der Transketolase (ppp4) und Transaldolase (ppp6) hingewiesen. DRATHS
ET AL. (1992) und LI ET AL. (1999) zeigten, dass eine Uberexpression von #ktA (Trans-
ketolase A) die Syntheserate aromatischer Aminosduren erhsht. Die Feststellung, dass vor
allem der hohe Abfluss in den TCA zu einer Reduzierung der Ausbeute fiihrt, wird durch
Beobachtungen von PATNAIK UND LIAO (1994); PATNAIK ET AL. (1995); BERRY
(1996); GOSSET ET AL. (1996); YI ET AL. (2002) und CHANDRAM ET AL. (2004)
gestiitzt. Sie zeigten, dass die gleichzeitige Ubcrexpression von tktA und pps den Fluss in

den Shikimat-Biosyntheseweg steigern.

Sensitivititen

Die Sensitivitit der Reduzierung wird iiber die in Abschnitt 11.3 beschriebene Methode

berechnet. In Tabelle 11.3 sind die Sensitivitidten der untersuchten Fliisse tccl, pppl, ppp4
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und ppp6 dargestellt. Bei der Variation des Flusses tccl iiber den méglichen Losungsraum
(0 < teel < 2) durchliuft v;he,mw(tccl) cinige Elementarmoden (4, 18, 15, 17, 16 und 7,8).
Fiir die gemessenen Fliisse tccl befindet sich das reduzierte Maximum immer zwischen
den Elementarmoden 16 und 7 bzw. 8, die Sensitivitit ist —0.3. Bei ppp6 ergibt sich ein
Wechsel von —0.064 zu 3 in Phase C des Experiments.

Tabelle 11.3: Binige Sensitivititen v yqr/0vi(w;). Die Werte in den Klammern geben die
umschlieffenden Elementarmoden an.

teel pppl ppp4 ppp6
A 03 |75 0020 [] 025 |G| -0.064 [5g]
B 0.3 |75 0020 [5] 025 |g5) -0.064 [17]
c 03 [8] oo [5] o [L] 0 [

11.5 Ergebnisse und Diskussion

Mit den beiden vorgestellten Methoden kann der Einfluss der verschiedenen Netzwerk-
flilsse quantitativ erfasst und im Zusammenhang, z.B. in Bezug auf die Produktausbeute
interpretiert werden. Die Methoden geben Aufschluss iiber die mégliche Limiticrung der
Produktausbeute durch einen bestimmten (gemessenen) Fluss. Mit der Sensitivitit des
erreichbaren Maximums beziiglich des untersuchten Flusses kann zudem abgeschitzt wer-
den wie sich eine Flussdnderung auf die Produktausbeute ausiibt.

Im Gegensatz su der von DELGADO UND LIAO (1997) definierten Sensitivitit wiihlt
nicht der Experimentator die freien Fliisse. Sie sind zur Berechnung der Sensitivitdt na-
tiirlich weiterhin notwendig, ergeben sich jedoch implizit aus der Berechnung der beiden
Elementarmoden zwischen denen der gemessene Fluss liegt. Aus dieser Argumentation
ldsst sich ein weiterer Vorteil der vorgestellten Methode ableiten: Neben der Sensitivitit,
ist auch deren Giiltigkeitsbereich durch die einschlieftenden Elementarmoden festgelegt.
Die Sensitivitdt des erreichbaren Maximums wird bei Fliissen relevant, die zu einer ho-
hen Limitierung der Produktausbeute beitragen. Liegt die gemessene Produktausbeute
nahe des noch moglichen (relativen) Flusses, so sind die stéchiometrische Grenzen des
Netzwerks fast erreicht. Nur wenn es gelingt, diesen Fluss zu erhdhen (bzw. erniedrigen),
kann dic Produktausbeute gesteigert werden. Die Sensitivitdt der Grengzlinic ist in diesem
Fall eine gute Nédherung der “wirklichen” Sensitivitdt (vorrausgesetst, das angenommene
Netzwerk spiegelt die Realitdt ausreichend genau wieder).

Die Methoden wurden in dieser Arbeit auf ein relativ einfaches metabolisches Netzwerk

angewendet. Werden zusétzliche Reaktionen eingefiigt und bidirektionale Fliisse angenom-
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men, so wird der Nutzen der vorgestellten Methoden vermutlich noch deutlicher hervor-
treten. Denkbar ist es zudem, zwei gemessene Fliisse gekoppelt zu betrachten und deren
gemeinsame Limitierung zu bestimmen. Definiert wird hierzu das Maf 2vp,mw(wi,wj).
Der Losungsraum wird dann in zwel Richtungen “fixiert” und das Maximum in diesem
Raum berechnet.

Die Limitierungs-Potenziale zeigen, wie die Stoffflusslage verdndert werden muss. Sie
geben somit auch Hinweise auf die Stammentwicklung: Es zeigt sich, dass eine TCA-
Aktivitdt von 15%mol/mol,p benétigt wird um den Biosyntheseweg ausreichend mit
Cometaboliten und Reduktions-Aquivalenten zu versorgen. Der oxidative Pentoscphos-
phatweg sollte ausgeschaltet sein.

Dicses zuniichst irritierende Ergebnis ldsst sich aufgrund der bessern Ausheuten der Rege-
nerierung von Reduktionsiquivalenten und Energietragern erkldren. Viel Energie wird fiir
die PEP Synthase (2x0.85 ATP mol/mol,) sowie die Shikimat-Kinase (0.55 ATP mol/mol,,s)
Reaktion. Zudem werden 2 x 0.55 NADPH mol/mol,, fiir die Shikimat-Dehydrogenase
sowie die Reaminierung von aKG zu Glu benétigt. In der Bilanz kommen auf den oxida-
tiven PPP 2 x NADPH mol/molco,. Im TCA-Zyklus (ab Pyruvat) werden 4 x NADH,
1 NADPH sowie 1 ATP unter dem Verlust von 3CO; regeneriert. Unter der Annahme ei-
ner ausreichenden Trans"-hy"-dro"-gen"-ase-Aktivitit stehen somit 5 NADPH und 1 ATP
zur Verfiigung. Die crreichte Effcktivitit von 5.9 NADPH/3CO, (unter Annahme cines
P/O-Verhéltnisses von 1.8, d.h. 1.8 ATP durch 1 NADH regeneriert werden kdnnen) liegt
zunéchst unter der des oxidativen PPP. Durch den Abfluss in den oxidativen PPP nimmt
allerdings der Fluss durch die Glykolyse, u.a. auch der ATP und NADH generierenden
Reaktion empy von 1.26 (EM 15) auf 1.08 ab. Diese Differenz von 0.18 entspricht fiir die
0.g. Ausbcute cine Steigerung um 0.18 + 0.18 0.9 = 0.342, d.h. iiber dicse Mode werden
6.242 NADPH/3CO; gebildet. Die Effektivitit, Cometabolite iiber den TCA (sowie untere
Glykolyse) zu regenerieren liegt somit etwas iiber der Effektivitit des oxidativen PPP.
Um einen zu hohen Abfluss in den TCA zu verhindern kdnnte die Pyruvat Dehydrogen-
ase chromosomal deletiert werden. Abfliisse {iber die anaplerotischen Reaktionen werden
durch Deletion der PEP Carboxykinase (pck) verhindert. Die weiteren anaplerotischen En-
zyme (ppe, sfcA und maeB)) katalysieren Reaktionen, die unter normalen Bedingungen
in Richtung PEP bzw. Pyr ablaufen. Um dic notwendige Aktivitdt in der Produktions-
phase sicherzustellen, wird Acetat zugefiihrt (Abb. 11.6). Die TCA-Aktivitit erhoht sich
von 15% auf 31%, da etwas mehr L-Phe gebildet wird und die PEP Synthaseaktivitét
verstarkt wird (von 85% auf 100%).

Wihrend der Wachstumsphase muss der TCA zudem mit C4-Korpern aufgefiillt werden

(OAA und aKG werden als Vorstufen fiir einge Aminosduren bendtigt). Hier bietet sich
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Glutamat an. Es wird in der Gegenwart von Glucose aufgenommen und ist zudem Ami-
nogruppen Donor der Transaminase aromatischer Aminosiduren (AAT). In der Produkti-
onsphase kénnte aus 1mol Glc und 0.31 mol Ac 0.6 mol L-Phenylalanin gewonnen werden

(Abb. 11.6).

Abbildung 11.6: Stofffiussverteilung eines idealen L-Phenylalanin Produzenten. Die TCA Ak-
tivitdl wird durch die Zugabe von Acetat “gesteuert”, wihrend der Wachstums-
phase wird Glutamat zum Auffillen zugegeben.
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Kapitel 12
Auswertungsstrategie fir Stimulus-
Response Experimente

12.1 Auswertungsstrategie

Im Kapitel zn den Grundlagen der Modellierung (Kapitel 5) wurde gezeigt. dass der einzige
Zugang zu #n vivo Enzymkinetiken in Experimenten mit intakten Zellen liegt., Geschildert
wurde chenfalls, dass dic zur Modcllerstellung notwendige Informationen iiber mégliche
Wechselwirkungen, inshesondere allosterische Inhibierung und Aktivierung von Enzymen
i vitro, teilweise fehlen. Desweiteren kimnen, auferund der unterschiedlichen experimen-
tellen Bedingungen #n vive und in witro, in vitro gefundene Enzym-Mechanismen nicht
ohne weiteres auf die lebende Zelle iibertragen werden.

Um diese Hiirden zu nehmen, wird eine Strategie zur Auswertung von Stimulus-Response-
Experimenten (SRE) in mehreren Schritten vorgeschlagen (Abb. 12.1) (WAHL ET AL.,
2006a).

, A

Cam(p)
5 Literatur
Statististische & Datenbanken
Analyse

Abbildung 12.1: Strategie zur Auswertung von Stimulus- Response- Experimenten.

1. Aufarbeiten der Messdaten: Um aus den gemessenen MS-Spektren A;(t) die

intrazelluliren Konzentrationen ¢;(¢) zn erhalten, miissen die Anfarbeitungsschritte
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(BUCHHOLZ ET AL., 2001) und die Besonderheiten der MS/MS-Messung beachtet
werden. Neben den Konzentrationen sind fiir dic Modellicrung auch die Standard-

abweichungen o,(t) der Messungen von Bedeutung.

Das fokussierte Modecll ist ¢in “offenes” System, das mit dem Rest des Stoffwechsels
verbunden werden muss. Aufgrund des starken Messrauschens konnen die gemesse-
nen Konzentrationen nicht direkt zur Beschreibung des Zustands an den System-
grenzen eingesetzt werden. Das Rauschen wiirde zu starken Stérungen der model-
lierten Metabolit-Pools fithren. Glittende Splines (DIERCKX, 1975) kénnen flexibel
an dic Daten angepasst werden. Je nach Rauschanteil wird manuell cine gecignete
Glittung gewihlt '. Fiir die vorliegenden Messdaten und die gegebene Modellstruk-
tur (Differentialgleichungssystem) haben sich stiickweise definierte, stetige Splines
der allgemeinen Gestalt
N
&) = oyt fiir t; <t <tj (12.1)
i=0
bewihrt. Neben der Glattung liefern sie auch die zur Simulation notwendige Inter-
polation. Der eingesetzte Differentialgleichungsloser (lsoda) kommt mit den aus den

Splines berechneten Interpolationen gut zurecht.

2. Modell-Hypothesen: Auch fiir kleinere Modelle (wie die im folgenden diskutier-
ten fokussierten Modelle, Abschnitt 12.4) kdnnen nicht alle theoretisch mdglichen
Wechselwirkungen von Enzymen mit Mctaboliten beriicksichtigt werden. Zunéchst
werden alle in der Literatur beschriebenen in witro bekannten Enzym Mechanis-
men gesammelt. Weitere Hypothesen iiber mégliche Interaktionen kénnen aus einer
Korrelations-Analyse der Messdaten abgeleitet werden. Die Idee, Modellhypothesen
aus Korrelationen abzuleiten, begriindet sich aus der Gestalt der Kinetiken. Steigt
beispiclsweise die Substratkonzentration, erhoht sich die Reaktionsgeschwindigkeit
der enzymatischen Umsetzung und die Produktkonzentration wird steigen. In die-

sem Fall wird man eine positive Korrelation von Substrat und Produkt beobachten.

Ahnlich verhilt es sich fiir Inhibitoren oder Aktivatoren. Steigt eine Inhibitorkon-
zentration, wird das Enzym starker gehemmt und es wird weniger Produkt gebildet.
Es ergibt sich eine negative Korrelation zwischen Inhibitor und Produkt. Bei Akti-
vatoren wird man wiederum eine positive Korrelation beobachten. Steigt die aktivie-
rende Wirkung durch cine gesticgene Aktivatorkonzentration, wird mchr Produkt

gebildet. Aktivator und Produkt verhalten sich also mit gleichem Vorzeichen.

'Die Spline Glittung kann auch automatisch, z.B. mit der “Risk estimation” Methode oder dem
Verfahren der Cross-Validation (LEE, 2003) parametrisiert werden.
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Die Reaktion auf eine Verinderung einer Substrat- oder Inhibitorkonzentration tritt
unter Umsténden zeitlich versetzt auf, da cine Verdinderung des Flusses nicht zu ci-
ner sofort merklichen Konzentrationsinderung fiihrt (v.a. fiir grofere Pools). Die
Messdaten werden deshalb mit Hilfe der “Time Lagged Correlation-Analysis” auch
auf zcitlich versetzte Korrclationen untersucht (ARKIN ET AL., 1997). Auch hicr-
bei bietet es sich an, die Messdaten mit Splines zu glitten. Sie sind zum einen stark
verrauscht und zudem liegen sie nicht nicht-dquidistant vor. Jeder geglittete Kon-

zentrationsverlauf &(t) wird mit einem zeitlich versetzen Verlauf &;(¢+7) korreliert:

po)= 2 ()= (O A -G (122

Auffallend hohe Korrelationen deuten auf Wechselwirkungen im Reaktionsnetzwerk
(Abschnitt 13.1) hin.

. Erstellen einer Modellfamilie: Aus den Hypothesen der einzelnen Reaktions-
schritte ergibt sich eine Vielfalt von mdglichen Modell-Kombinationen. Sind fiir die
g Reaktionsschritte je ng Varianten mdoglich, ergeben sich n = ny na ... ng mogli-
che Kombinationen. Bei gréferen Netzwerken kann es daher leicht zu ciner enormen
kombinatorischen Vielfalt kommen. Einige Kombinationen kénnen zum Gliick ausge-
schlossen werden. Z.B. konnen stéchiometrisch nicht sinnvolle Modelle anhand einer
Elementarmodenanalyse ausgeschlossen werden (HAUNSCHILD ET AL., 2004). Die
Modellierungsumgebung MMT2 unterstiitzt den Aufbau der Modellfamilie durch die
Maéglichkeit, fiir jeden Reaktionsschritt kinetische Varianten zu definicren (Erweite-
rung des SBML Dialekts (HUCKA ET AL., 2003)). Zusatzlich konnen vom Benutzer

nicht sinnvolle Kombinationen ausgeschlossen werden.

. Parameteranpassung: Das Anpasscn ciner Modellfamilie stellt cin diskret konti-
nuierliches Optimierungs-Problem dar. Zum einen muss die richtige Modellstruktur
(diskreter Teil), zum anderen die jeweiligen Modell-Parameter bestimmt werden
(kontinuierlicher Teil). Liegt eine sehr grofie Modellfamilie vor, sollten Beziehun-
gen zwischen den Mitgliedern einer Modellfamilie definiert werden. In vielen Féllen,
kénnen Kinetiken durch Hinzufligen bzw. Eliminicren cinzelner Paramctern incin-
ander {iberfiihrt werden. Modelle, die sich nur geringfiigig unterscheiden, sollten
im Suchraum dicht zusammenliegen. In MMT2 wurde fiir die Anorduung ein ge-
richteter Abhéngigkeitsbaum implementiert (HAUNSCHILD ET AL., 2006). Die
Optimierung im diskret-kontinuierlichen Suchraum kann mit dieser Methode ge-
zielt gesteuert werden. Wird nach einer gegebenen Zeit ein hoffnungsvoller Modell-

kandidat gefunden, sollte die kontinuierliche Parameteranpassung verstirkt an Mo-
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dellen in der Nachbarschaft durchgefithrt werden. Zur Parameteranpassung stand
der Rubenscluster der Universitit Siegen mit 256 Opteron Prozessoren, sowie der

Hochleistungs-Rechencluster JUMP zur Verfiigung.

Modell-Ranking: Aus der Parameteranpassung werden iiblicherweise mehrere Mo-

or

dellvarianten mit einer akzeptablen Anpassung hervorgehen. Dies Kandidaten wer-
den nun anhand eines Kriteriums Crit, z.B. dem Akaike-Informationskriterinm
(BURNHAM UND ANDERSON, 2002), sortiert. Diese, die Daten gut reprodu-
zierenden Varianten der Modellfamilie, sollten bestimmte charakteristische Eigen-
schaften teilen, dic fiir die Reproduktion der Daten notwendig sind. Die Uberschnei-

dungen geben somit Hinweise auf durch die Daten gut bestimmte Mechanismen.

6. Statistische Untersuchung: MMT2 liefert neben den simulierten Konzentrations-
verliiufen und den Fliissen auch alle Sensitivititen de/da (MAUCH ET AL., 1997)
der Konzentration beziiglich der Parameter (HAUNSCHILD, 2006) (vgl. auch Ab-
schnitt 8.6.2).

Anhand der Sensitivititen konnen statistische Untersuchungen durchgefithrt wer-
den. Vor allem kann die Bestimmtheit der Parameterschitzung berechnet werden
(GL (7.17)). Die Parameterkovarianz gibt Aufschluss iiber die Zusammenhiinge der
Parameter (Korrelationen) und den erreichten Vertrauensbereich durch die gegebe-

nen Messdaten (Kapitel 7).

Im folgenden werden die einzelnen Schritte von der Messdatenaufbereitung bis zur statis-

tischen Untersnchnung genauer beleuchtet.

12.2 Messdaten Aufarbeitung

1 2+3 4
v //
CAG CAC,
AV, AV,., AV, AV, A

Abbildung 12.2: Sehritte der Probenaufbearbeitung und mdagliche Fehlerquellen. 1: Schwankun-
gen des Probennohme-Volumens AVg, 2-+3: Fehler beim: Interzell-Volumen
Vinter. Resuspensions- Volumen Vg, dem zugegebenen Volumen zum Zellauf-
sehiuss Vp und dem Volumen zur Neutralisation Viy. 4: Fehler bei der MS/MS

Messung.
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Um quantitative intrazelluliire Konzentrationen aus den MS/MS-Messungen zu erhal-
ten, miissen alle Schritte der Probenaufbearbeitung und die Besonderheiten der MS-
Messtechnik beachtet werden (Abb. 12.2). In die Berechnung der intrazelluliren Kon-

zentrationen gehen folgende Grifen ein:

Probennahme-Volumen Vg: Das Probevolumen Vg ist mit zufilligen Fehlern durch
Druckschwankungen und durch unterschiedliche Verweilzeiten der Probennahimege-

filse unter dem Ventil behaftet.

Interzell-Volumen V: Nach dem Zentrifugieren verbleibt eine kleine Menge des Uber-

stands zwischen den Zellen (Interzell-Volumen).

Resuspensions- Vg, Zecllaufschluss- Vp und Neutralisations-Volumen Vi Hicer treten
sufallige Pipettierfehler auf (AVg, AVp, AVy).

LC-MS/MS Messung cp: Im Gegensatz zn HPLC-Messungen muss der Einfluss der Pro-
benmatrix, d.h. aller in der Probe vorkommenden Substanzen, beachtet werden. Die
Tonisierung (ESI, Abschnitt 4.5) der Analyten vor dem Eintritt in das Vakuum hangt
nicht nur von der Konzentration des zu messenden Analyten sondern auch den zum
selben Zeitpunkt eluierenden Substanzen ab. Dieser Effekt wird “lon suppression”
genannt (BONFIGLIO ET AL., 1999). Zur Quantifizicrung wird deshalb dic Me-
thode der Standard-Additionsreihe eingesetzt (ARDREY, 2003). Der Probe mit der
Konzentration ¢, werden bekannte Konzentrationen cegqx, £ =1...n des Analyten
zugegeben. Da die jewciligen Additionen cggq,, - - -, Caddn Pckannt sind, kann nun
auch die Konzentration der Probe ¢, bestimmt werden. Die Berechnung kann aus
einer Darstelluing im Koordinatensystem Signalstérke A iiber der Konzentration ¢
erfolgen (Abb. 12.3). Zu beachten ist, dass durch die Standard-Addition die Kon-
zentration ¢, der Probe verdiinnt wird (in den hier durchgefiihrten Experimenten
ergibt sich cine Verdiinnung auf 2/3¢,). Da jeder Probe das sclbe Volumen Vogg;
zugegeben wird, ergeben sich auf der x-Achse die Konzentrationen 2/3 ¢, + Coqqs. In
diesemn Koordinatensystem wird deutlich, dass angenommen werden muss, dass die

Regression durch 0,0 geht 2.

Die Steigung 7 der Regressionsgeraden gibt das Verhiltnis der Peakfliche A zur

Konzentration ¢ wieder.

?Dieser Annahme steht entgegen, dass bei der MS-Messungen eine gewisse Konzentration notwendig
ist um ein Signal zu erhalten. Im extrem niedrigen Konzentrationsbereich kommt es zudem zu nicht-
Linearitdten.
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Abbildung 12.3: Rechts: Darstellung der Regression fiir die Standard-Additionsreihe am Bei-
spiel PEP. Auf der x-Achse wird dic Konzentration der Probe aufgetragen,
auf der y-Achse die gemessenen Peakflichen. Links: MS/MS Messfehler dber
der mittleren Peakfliche, Dargestellt ist die Standardabweichung o iiber der
mittleren Peakfliche A von Mehrfachmessungen. Die Regressionsgerade gibt
et Fellermodell unter der Annahme eines Rauschens aus Grundrauselen und
signalabhangigem Rauschen wieder,

Um die Fehler o(c) der MS-Messung abzuschitzen, wird ein lineares Fehlermodell

angenomimen. Der Fehler setzt sich aus einem Grundrauschen o, und einem von der

Signalintensitiit A abhingigen relativen Fehler o, = a A zusammen (Abb. 12.3):
TMS/MS = Og +aA (12.3)

Der Datensatz enthélt Doppel-Messungen der Standard-Additionsreihe und Doppel-
bestimmungen der ersten 16 Proben nach dem Puls. Auf Basis dieser Daten wurde
das in GL (12.3) dargestellte Fehlermodell parametrisiert. Aufgrund der wenigen
Messdaten ist eine deutliche Streuung vorhanden (Abb. 12.3b). Der Trend, dass der
absolute Messfehler (o4) mit der Signalstirke A zunimmt, ist dennoch zu erkennen

und findet sich auch fiir alle anderen gemessenen Analyten wieder,

Mit diesen Groken kann die intrazellulire Konzentration aus der Peakflache A, dem spezifi-
schen intrazelluliren Volumen (v}, dem Probenvolumen (Vg) und den Zugaben (Vy Neu-
tralisation, Viper Interzellvolumen, Vg Extraktionsvolumen) berechnet werden (BUCH-

HOLZ ET AL., 2001):

ecarm Vsv +Ve+ Vv +Vx A
car™ Vs v g
Bis auf die Messung der Peakfliche A kénnen die Schritte der Probenaufarbeitung fiir die

(12.4)

Cintra =

Probe nur einmal durchgefithrt werden. Nach der linearen Fehlerfortpflanzung ergibt sich
aus den einzelnen Fehlern o der Groken Vg, Vi, Vipter, Vs, v, v und A (DEGENRING,
2004):
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OCintra

a(VE, VN, ‘/intera Vs, U, s A)T
(12.5)

Mit diesen Schritten kann jeder Messung der entsprechende Messfehler zugeordnet werden.

Var(cintra) = J Cov (VEa Vs Vinter, Vs, v, v, A) J7 J=

12.3 Eingesetzte Spline-Glattung

Aus der Messdaten Aufarbeitung sind die Konzentrationen c(t;) und Fehler o.(t;) der Zeit-
punkte ¢;, ¢ = 1... N bekannt. Fiir dic Splineglittung werden in der ersten und zweiten

Ableitung stetige kubische B-Splines 3

&) = nf:aj B;(t) (12.6)

j=1
eingesetzt (B;(t) bezeichnet den normierten kubischen B-Spline mit den Stiitzstellen
Ajy Ajt1, - - -5 Ajya). Der Spline soll so durch die Daten gelegt werden, dass keine schnel-
len Verdnderungen stattfinden und gleichzeitig die Messwerte so gut wie mdglich gendhert
werden. Die Koeflizienten ey, ... a4 der inneren Knotenpunkte werden aus ciner Mini-

mierung der Verdnderungsgeschwindigkeiten (3. Ableitung
g g g

n—4
v=> 48 (12.7)
j=5

unter der Nebenbedingung einer maximalen Abweichung von den N Messungen

ac(ti)
gewonnen (DIERCKX, 1975). Der Wert v bildet die Snmme der Spriinge d; in der dritten

=) e<S,  mitg= (M)2 (12.8)

Ableitung von &(t) an der Stiitzstelle A;. Der Wert 6 gibt die Summe der gewichteten
Abweichungen wieder.

Wihlt man fiir S einen grofen Wert, wird eine grofe Abweichung zwischen den gemes-
senen und den geglitteten Konzentrationen zugelassen, und daher die Minimierung von
v kaum cingeschrinkt wird. Wihlt man cine geringe Glittung S, ergibt sich cine “harte”
Nebenbedingung. Um den Messdaten folgen zu kénnen, miissen stirkere Spriinge in der
dritten Ableitung hingenommen werden.

Zur Berechnung der B-Spline-Koeffizienten wurde die Funktion e02bec aus der NAG-
C Library (The Numerical Algorithms Group Ltd, Oxford, UK) verwendet. In MatLab

wurde eine Benutzeroberfliche und die Umrechnung in stiickweise Polynome hinzugefiigt.

3B-Splines sind stiickweise definierte Polynome (Gl. (12.1)) in einer paramerter-reduzierten Form.
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12.4 Fokussierte Modellierung

Mit der fokussierten Modellbildung sollen die Zusammenhfnge in einem speziellen Biosyn-
theseweg detailliert untersucht werden, wiihrend der Rest des Netzwerks so weit wie mog-
lich ausgeblendet wird. Der Biosynthese-Weg wird in diesem Ansatz aus dem Netzwerk
“ausgeschnitten”, an den Systemgrenzen dieses Sub-Netzwerks werden die Verbindungen
zum Zentralstoffwechsel durch den Einsatz von Splines hergestellt (Abb. 12.4). Die Splines
geben den Verlauf der aukerhalb des Biosynthesewegs liegenden Metabolite wieder, und
das Modcll beschreibt den Konzentrationsverlanf in Abhéingigkeit der Parameter- und

Splinewerte.

Differentialgleichungen

dSHIK Vi (5:8)- Ve (58) grdBewhrﬂ:ung der

~ - . .

DHAP DHQ DHS SHIK S3P EPSP PPA
PEP mnp =

Abbildung 12.4: Folussierte Modelibildung: Der Biosyntheseweg wird aus dem Netzwerk "aus-
geschnitten”. Der Konzentrationsverlauf von Metaboliten auflerhalb des Bio-
synthesewegs wird durch Splines beschrieben und wird in den Reaktionskineli-

ken beridicksichtigt.

Das Sub-Netzwerk stellt ein offenes Svstem dar, vor allem sind die Fliisse iiber die System-
grenzen nicht messbar. Der Fluss in und aus dem System ergibt sich aus dem kinetischen

Ansatz, der Eingangs- und der Ausgangsreaktion (shikl und shik7).
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12.5 Modellfamilien

Unter einer Modellfamilie versteht man im hier gebrauchten Zusammenhang die m kine-
tischen Modelle, dic sich in bestimmten Merkmalen, teilweise in der Stéchiometrie (N#),
vor allem aber in der metabolischen Regulation, insbesondere den verwendeten Enzym-

mechanismen (v*) unterscheiden:

&¢=N'v'(c, o) i (12.9)

[
et
3

Mit dem Modellicrungswerkzeug MMT2 werden fiir jeden Reaktionsschritt mogliche Vari-
anten formuliert, die Software generiert daraus alle méglichen Kombinationen und fasst sie
in einer Modell-Familie zusammen. Stochiometrische Varianten lagsen sich als Spezialfall
ciner kinctischen Variante, der Null-Kinetik formulieren. Mit der Null-Kinetik wird cine
Reaktion ausgeschaltet; So kénnen in einer Modellfamilie Reaktionswege detailliert durch

mehrere Reaktionsschritte oder vereinfacht als ein Reaktionsschritt aufgestellt werden.

12.6 Parameteranpassung

Meist kann cin Zusammenhang zwischen den verschiedenen Varianten ciner Reaktionski-
netik hergestellt werden. So kann z.B. die irreversible Michaelis-Menten-Kinetik als Ver-
einfachung der reversiblen Variante angesehen werden (K., — inf). Diese Zusammenhén-
ge ermoglichen, systematische Abhingigkeiten der Modelle in einer Familie herzustellen.
Inshesondere kann eine gerichtete Beziehung von zwei Modellen ¢ und j hergestellt wer-
den (i < 7). Diese Bezichungen kann fiir die Parameteranpassung grofer Modellfamilicn
genutzt werden. Wurde fiir das Modell ¢ bereits eine gute Anpassung gefunden, kénnen
einige Parameter des Modells 4 in 7 ibernommen werden. Durch die gleichzeitige An-
passung verschiedener Modelle (diskret) und der Parameter (kontinuierlich) entsteht ein

diskret kontinuierliches Optimierungsproblem.

MMT?2 verfiigt {iber cinen an dicse Aufgabe angepassten Algorithmus, der auf cinem
Cluster-Computer ausgefiihrt werden kann. Der Algorithmus steuert die Optimierung der
verschiedenen Modelle (diskret). In der Nachbarschaft guter Modellkandidaten wird die
Rechenleistung verstirkt auf die Parameteranpassung dieser Modelle gerichtet. Durch die-
sen Algorithmus wird die Parameteranpassung grofer Modellfamilien wesentlich beschleu-
nigt, offensichtlich nicht relevante Modelle werden nicht weiter angepasst (HAUNSCHILD,
2006; HAUNSCHILD ET AL., 2006).
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12.7 Statistische Untersuchung

Die statistische Untersuchung der Modellparameter basiert auf den in Kapitel 7 beschrie-
benen Methoden der nicht-linearen Regressionsanalyse. Fiir die gemessenen Konzentra-
tionen ¢(t) wird fiir jeden Zeitpunkt ¢ cine Regressionsgleichung aufgestellt (Gl (8.23))
und die Fehlerfortpflanzung anhand der Sensitivitédten (Gl. (8.21)) bestimmt. Auf diesem
Weg kinnen nmun die Parameterkovarianz Cov (&) (Gl. (7.17)) und Parameterkorrelation
Corr (&) bestimmt werden.

Zur genaueren Analyse der Zusammenhénge kénnen Standardmethoden der multivariaten
Statistik eingesetzt werden. Besonders hilfreich ist dabei die Hauptkomponentenanalyse
(PEARSON, 1901).

12.8 Modell-Ranking

Aus der Parameteranpassung geht cine Vielzahl von méglichen Modecllkandidaten hervor.
Es ist nun Aufgabe des Modellievers, ein Sortierkriterium Crit fiir die Anpassungsgiite
aufzustellen. In der statistischen Analyse hat sich das Akaike Informationskriterium alg
cin brauchbarcs Mak erwicsen (BURNHAM UND ANDERSON, 2002):

S8

AIC =2k +n="= (12.10)

Aus allen in der Modellfamilie enthaltenen Modellen (ModF), werden nun nur noch die-
jenigen betrachtet, die ein gesetztes Mak Crit < T erfiillen. Die Modelle Mod® sind eine

Teilmenge aller Modelle:

Mod® ¢ Mod® V Crit(Mod) < T (12.11)

Jetzt werden gemeinsame Eigenschaften dieser Modelle gesucht, zunéchst mit dem Schwer-
punkt, strukturclle bzw. mechanistische Uberschneidungen zu finden. Bei der Strukturel-
len Analyse muf die Parameterbestimmtheit nicht in Betracht gezogen werden. In spéteren
Analysen, z.B. wenn Aussagen iiber Substratsittigung, Gleichgewichtslagen, Inhibitoraf-
finitaten, etc. abgeleitet werden sollen, wird die Parameterbestimmtheit in die Analyse

einbezogen.
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Kapitel 13
Dynamische Modelle zur Auswertung
von Stimulus-Response Experimenten

In diesem Kapitel werden fokussierte Modelle fiir den Shikimat-Biosyntheseweg anhand
der Daten aus dem Experiment mit £. coli 4pF78 vorgestellt. Dic Modellerstellung und
Auswertung folgt der im vorangegangenen Kapitel 12 diskutierten Herangehensweise. Die

Modelle basieren auf:

1. Mechanistischen Kinetiken, die in der Literatur beschrieben werden (Tabelle B.1)

2. Phianomenologischen Ansitzen (LinLog und generische Michaelis Menten Kineti-

ken), die aus den beobachteten Korrelationen erstellt werden.

13.1 Zeitlich versetzte Korrelationsanalyse der Messdaten

Die zeitlich versetzten Korrelationen geben Hinweise auf die Zusammenhinge und regu-
latorischen Wechselwirkungen des metabolischen Netzwerks. Sie dienen somit zum Einen
zur Uberpriifung der Messdaten, zum Anderen helfen sie, Modellhypothesen abzuleiten.
Um dic zeitlich versetzten Korrelationen zu berechnen, miissen die Konzentrations-Zeit-
verldufe zunichst geglittet werden. Hier wird mit gering geglitteten Splines gearbeitet
um die Dynamik fiir die Korrelationsanalyse auszunutzen. In Abb. 13.1 sind die Korre-
lationen der Metabolite aus dem Shikimat-Biosyntheseweg dargestellt. Gezeigt werden
die Korrelationen mit den beiden Eingangs-Substraten PEP und E4P (bzw. dem gemes-
sen Konzentrationsverlauf des Summensignals X5P aus Xyl5P, Rib5P und Rub5P), dem
Produkt der Eingangssubstrate, den Energiemetaboliten ATP, ADP und AMP sowie dem
Reduktions- Aquivalent NADP,

Die ersten Metabolite DAH(P), DHS und DHQ des Reaktionsweges korrelieren mit dem
Verlauf von X5P (0.73-0.69). Die Korrelation dieser Metabolite mit dem Profil von PEP ist
noch niedriger (<0.5). Konsistent mit dem erwarteten Verhalten ist die hdhere Korrelation
mit dem Produkt X5P*PEP (DAHP: 0.78, DHQ: 0.75 und DHS: 0.67) die entlang der
Reaktionskette abnimmst.

Dieses Verhalten kann auch bei den Korrelationen der Folgemetabolite mit dem ersten
Metaboliten DAH(P) beobachtet werden. Fiir DHQ betrigt die Korrelation noch 0.85,
danach 0.70, 0.69 und 0.63 fiir S3P.
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Abbildung 13.1: Links: Marimoele Korrelationen der Metabolite des Shikimat Biosyntheseweys
mit den metabolischen Vorldufern und Co-Metaboliten. Positive Korrelatio-
nen sind blaw, negative rot dargestellt. Die Farbsdttigung gibt die Grofle wie-
der, Korrelationen Corr < 0.5 werden nicht dargestellt. Rechts: Dimensions-
reduzierte Darstellung der maximalen Korrelationen nach der Methode von
ARKIN ET AL. {1997).

Fiir SHIK und S3P zeigen sich schwer interpretierbare Korrelationen. SHIK korreliert stark
mit dem Produkt X5P*PEP (0.70), stéirker als der “niher” gelegenen Metabolite DHS. Anf-
fallig ist auch die Korrelation mit dem PEP Verlanf (0.72). Der Verlauf von S3P korreliert
positiv mit PEP (0.80). die Korrelation mit X5P ist dagegen negativ (-0.62). Mit dem Pro-
dukt der Eingangssubstrate (X5P*PEP) ist keine Korrelation mehr zu beobachten < 0.5.

Folgende Erklirungsmuster kinnen abgeleitet werden:

DAHP Synthase: DAH(P) zeigt hohe Korrelationen mit dem Produkt der beiden Sub-

strate, sowie mit NADP*. Angenommen wird eine irreversible Eingangsreaktion.

DHQ Synthase: DHQ zeigt eine hohe Korrelation mit DAHP und eine geringere mit
NADT (0.67. nicht dargestellt). Die Korrelation konnte auf die in der Literatur be-
schriebene Abhiingigkeit von katalytischen Mengen NADT (MOORE ET AL., 1994)
zuriickgefiihrt werden. Es werden ein irreversibler, reversibler und NAD abhéingiger

(LinLog) Mechanismus gepriift.

DHQ Dehydratase: Auch bei dieser Reaktion ist eine hohe Korrelation mit NAD™ und
NADP* zu beobachten. Eine Aktivierung durch NAD{P)* ist nicht bekannt. NADPH
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ist an der folgenden, DHS verbrauchenden Reaktion beteiligt. Der Verlauf von
NADPH konntc nicht gemessen werden. Es wird allgemein angenommen, dass dic
Summen-Konzentration von NADP* + NADPH in dem relativ kurzen Beobachtungs-
zeitraum konstant bleibt. Die positive Korrelation mit NADP* kann somit auch als
negative Korrelation mit NADPH angeschen werden. NADPH scheint den Verbrauch
von DHS anzutreiben. Fiir die DH() Dehydratase werden aus diesem Grund nur

eine irreversible und reversible Reaktionsrate gepriift.

Shikimat Dehydrogenase: Das Produkt der Shikimat Dehydrogenase zeigt keine eindeu-
tigen Korrelationen, das Substrat DHS cine relativ hohe, positive Korrclation mit
NADP*. Das Produkt zeigt zudem eine héhere Korrelation zu PEP als die dichter
gelegenen Metabolite DAHP, DHQ und DHS. Unter Umsténden deutet dies auf eine
Aktivierung der Shikimat Dehydrogenase durch PEP hin. Den Modellen wird ein

reversibler sowie ein durch PEP aktivierter Reaktionsmechanismus zugrunde gelegt.

Shikimat Kinase: Das Produkt S3P zeigt kleine, negative Korrelationen mit ATP, ADP
und AMP, sowie eine positive Korrelation mit PEP. An der Reaktion ist ATP als
Substrat beteiligt, die beobachtete negative Korrelation kann deshalb nicht erklért
werden (Eine hohere Substratkonzentration sollte S3P verstirkt bilden). Die nega-
tive Korrelation mit ADP und AMP deutet auf cine Inhibition der Kinase Reaktion
durch ADP und AMP hin. Aufgrund der positiven Korrelation mit PEP kdnnte eine
Aktivierung der SK erwégt werden. Mdglich ist auch eine Inhibition der S3P ver-
brauchenden EPSP Synthase. In der Literatur wird cine Substratinhibicrung durch
sehr hohe PEP-Konzentrationen (Kj &~ 8 mM) (GRUYS ET AL., 1992) beschrie-
ben. Denkbar ist zudem, dass PEP eine indirekte Wirkung {iber Folgemetabolite
(2.B. PPA) ausiibt, die inhibierend auf die EPSP Synthase wirken.

EPSP Synthasc: Fiir diecsen Reaktionsschritt konnte nur der Verlauf des Substrats gemes-
sen werden. Es wird ein Mechanismus mit und ohne Inhibierung durch PEP aufge-
nommen. In der Literatur wird eine mogliche Inhibierung durch ADP (GAERTNER,
1972) genannt. In der Modellfamilie werden Varianten mit und ohne Inhibierung
durch ADP und PEP untersucht.

Dephosphorylierung von S3P: Eine durch eine Dephosphatase katalysierte Reaktion

von S3P zu SHIK wird aufgenommen.

Einige der abgeleiteten Hypothesen finden sich in der Literatur wieder (Kinetiken in
Tabelle B.1). Schwierigkeiten ergeben sich vor allem fiir die beobachteten Korrelationen
von SHIK und S3P. Die abgeleiteten Hypothesen fiir die Shikimat Kinase und EPSP
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Svnthase kéinnen nur teilweise durch Literaturangaben bestitigt werden. Die Hypothese
ciner Inhibicrung der Shikimat Kinase durch Folgemetabolite, z.B. PPA oder PPY, wird

in einem “verlingerten” LinLog-Modell umgesetzt (Tab. 13.3) '

13.2 Untersuchte Modell Varianten

Tabelle 13.1: Zusammengefasste Darstellung der mechanistischen Modellfamilie. Reversible
Mechanismen sind durch einen Doppelpfeil, irreversible durch eine durchgestri-
chene Rickreaktion. Inhibitoren sind mit roten Kreisen mit weiffem Minuszeichen

angedeutet.
DAHPS | DHQS | DHQDH | SHIK DH SK EPSP S
PEP + E4P & e - DHS+NADPH 5| SHIK+ATP - | S3P+PEP —
DAHP + P, | PAHP = DHQ+P,| DHQ 5 DHS [“gucnaDp | - S3P+ADP EPSP+P,
Ordered Bi-Bi
Michashe s on| Michaelis Menten | Michaelis Menten| Michaells Menten| @ AMP | (DECE-PEP-PER)
R 2 2 2
©AvP © ADP ®
® Ordered BI-Bi
Ordered Bi-Bi & DAH(P) @ SHIK bk
(DECEP) | Michaelis Menten | Mcheelis Menten| . . o eiis Menten | Mich a6
7 #® »® 7 -3 ®
2 2 2 2 3 2
=96 Varianten

In Tabelle 13.1 sind die untersuchten mechanistischen Modellvarianten kurz zusammen-
gefasst. Die Kinetiken sind in Tabelle B.1 aufgefiihrt. Nicht fiir jede Reaktion konnte
eine fiir den untersuchten Stamm passende Kinetik gefunden werden — meist sind En-
zyme aus anderen Stimmen oder Organismen untersucht worden. Teilweise wird in der
Literatur nur ein Mechanismus vorgeschlagen ohne eine kinetische Gleichung anzugeben.
Bei genauer untersuchten Enzymen, findet man nicht nur Unterschiede in den Parameter-
werten, sondern auch bei den angenommenen Mechanismen (Tab. 13.1). So ergeben sich
bis zu drei verschiedene Mechanismen pro Reaktionsschritt, die aufgestellte Modellfamilie
enthélt insgesamt 96 Varianten. Sind Parameter aus den in witro Experimenten gegeben,
werden diese als Startwerte fiir die Modellanpassung verwandt,

Diesen Kinetiken teilweise sehr dhnlich sind Kinetiken auf Basis von generischen Michaelis-
Meunten Termen. Fiir diesen Ansatz wurde ebenfalls eine Modellfamilie aufgestellt (Tab. 13.2).
Einige der beobachteten Korrelationen henétigen kinetische Terme mit mehreren Substra-
ten und mehreren Inhibitoren. Diese kinnen zwar mechanistisch aufgestellt werden, die

Anzahl an Parametern steigt jedoch stark an, so dass die komplexeren Mechanismen nur

'Da fiir die Metabolite EPSP, CHO, PPA und PPY keine Messuugen vorliegen, ist die Aussicht auf
Erfolg sehr gering. Die besonderen Schwierigkeiten werden in Abschnitt 13.5 dislaitiert.
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13.2. Untersuchte Modell Varianten

Tabelle 13.2: Reaktionskinetische Varianten fiir die  Modellicrung mit dem  generischen
Michaelis-Menten Ansatz (Tab, B.4). Reversible Mechanismen sind durch einen
Doppelpfeil, drreversible durch eine durchgestrichene Riickreaktion. Inhibitoren

sind mit roten Kreisen mit weifem Minuszeichen angedeutet.

DAHP S DHQS | DHQDH | SHIK DH SK EPSP S
PEP+E4P 5 = - -
g |owe < e o= ovs PUEAERS| ST | e
» . ® 2
© DAH(P) © DAH(P) © sHIK & AMP @ PEP
© AP
R® = = B B ®
2 2 2 2 2 2
=64 Varianten

in die LinLog-Familie aufgenommen wurden (z.B. SK mit 2 Substraten, 2 Inhibitoren und
cinem Aktivator).

Zudem wurde das LinLog-Modell um eine Dephosphorylierung von S3P und eine zusam-
mengefasste Reaktion fir die Chorismat Muthase, Chorismat Synthase und dic Prephenat
Dehydratase erweitert. Diese Reaktion wird zum einen NADPH-abhédngig und NADPH-
unabhiingig modelliert (Aktivierung). Eine Zusammenfassung der aufgestellten LinLog-
Modellfamilie ist in Tabelle 13.3 zu finden,

Tabelle 13.3: Zusammengefasste Darstellung der LinLog Modellfarmalie (die Kinetiken sind in
Tab. B.3 aufgefithrt). Reversible Mechanismen sind durch einen Doppelpfeil, ir-
reversible durch eine durchgestrichene Rickreaktion. Inhibitoren sind mit roten
Krewsen mif weiflem Minuszeichen angedeutet. Aktivatoren sind anhand eines grii-

nen Kreises mit Pluszeichen su erkennen.
DAHP S DHQS | DHQDH | SHIK DH SK EPSP S | CM/PPAS [S3P dephos
PEP + £47 5 | e s onae| DHQ 5 DHS PHSTNADPH S| SHIGATE -+ | SIPIPEP = | cogo o | 530 ssincor,
— — » — —
— — — — X
7 @ PPx Night varhanden
— —
— o ¥ 8 AMP
& e i o = <
© AMP, PPx
) NaD O rep %S per © AP ) NADPH
2 2 4 2 2 2
=128 Varianten

Untersucht wurde auch, ob eine Repriisentation im PowerLaw Format gelingt. Die ersten
Studien zeigten jedoch sehr deutlich, dass eine Anpassung in diesem Format nicht gelingt.

Aufgrund der Struktur von Produkten scheint offensichtlich keine ausreichende Naherung
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der benstigten Reaktionsgeschwindigkeiten im auftretenden Konzentrationsbereich mog-

lich. Auf cine Darstellung dicser Modelle wird deshalb verzichtet.

13.3 Auswertung der mechanistischen Modellfamilie

Im Verlauf der Untersuchungen wurden schr vicle Parameteranpassungen auf den Cluster-
Computern “Rubens” (Universitdt Siegen) und JUMP (ZAM, Forschungszentrum Jiilich)
durchgefiihrt. Diese Parameteranpassungen bilden die Datenbasis zur Auswertung der
Modellfamilie. Jede der moglichen 96 Varianten wurde mindestens 10 mal von unterschied-
lichen Startwerten ausgehend optimiert. Die Optimierungsldufe wurden nach 2 Stunden
abgcbrochen. Bei der verwendeten Modcllgréfe und -komplexitdt verbessert sich die An-
passung nach ca. 1 Stunde kaum noch.

Die Anpassungen der besten vier Varianten unterscheidet sich hauptsichlich im Verlanf
von SHIK und S3P. Die Mechanismen der Variante 61 (beste Anpassung ist mit * gekenn-

zeichnet), sind in Tab. 13.1) griin hinterlegt. Variante 12 unterscheidet sich in einigen

Mechanismen:
Reaktionsschritte
Modell DAHPS DHQS DHSDH SDH SK EPSPS
61 Bi-Bi DEC MM, 1S, 1P MM, 1S, 1P MM, 2S, 2P ADP und AMP inh. Rapid Eq.
12 Hill MM, 1S, 1P MM, 1S, 1P MM, 2S, 2P AMP inh. Ordered Bi-Bi

Die Héufigkeiten einzelner Reaktions-Varianten sind in Abb. 13.3 auf Grundlage ver-
schiedener Modellmengen dargestellt. Die erste Siule (blau) gibt die Haufigkeiten in der
Menge aller Modelle mit einer FQS < FQSmin + 2% wieder. Eine Modell-Variante kann
in dieser Menge haufiger auftreten (alle Modell-Varianten werden mindestens 10 mal von
verschiedenen Startwerten aus angepasst). Den griinen und roten Séulen liegen die Modell-
Varianten mit FQS < FQSmin + 5% bsw. +10% zugrunde.

Am deutlichsten ansgeprigt sind die HiAufigkeiten der SDH. Selbst in der Menge mit
schlechteren Modellkandidaten liegt hauptsichlich ein Gleichgewichts-Mechanismus zu-
grunde (Abb. 13.3). Auch bei der DHQS bleibt eine gewisse Haufigkeit auch in den
schlechteren Anpassungen erhalten. Bei der Shikimat-Kinase-Reaktion ist zu beachten,
dass sich die beiden Inhibierungs-Mechanismen sehr &hneln (Abb. 14.6), da der Verlauf
von ADP und AMP stark korreliert. Die Tendenz zu einem regulierten Mechanismus ist
deshalb wesentlich héher, in der Summe ergeben sich 81% (blau). Bei den restlichen Re-
aktionen gleicht sich die Verteilung aus.

An dieser Stelle wird auf eine weitere Diskussion der Haufigkeiten verzichtet. In den

anschliebenden Kapiteln wird gezeigt, dass die Modellanpassung an die Daten des Daten-
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satzes F.coli 4pF78 zwar gelingt, die Parameterbestimmtheit jedoch sehr gering ausféllt.
Deshalb wird cine Mcthode zur Erweiterung der Datenbasis vorgestellt und cin Verfahren
zur parallelen Anpassung mehrerer Datensétze 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 fiinf Modellvarianten fiir die generischen Michaelis-
Menten basierten Modelle. Eine Darstellung der gefundenen Haufigkeiten 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 Modecllfamilic auf Basis komplexer mechanistischer Kinetiken verschic-
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 cin durch cin Substrat inhibierten Mechanismus er-
setzt. Dieser setzt sich anscheinend durch, alle in die Analyse einbezogenen Anpassungen
besitzen diesen Mechanismus. Deutlich sind auch die Tendenzen fiir die DHSDH und SDH.
Wie in der vorherigen Modellfamilie setzen sich Gleichgewichts-Mechanismen durch. Fiir
die EPSPS wurde zusétzlich eine durch ADP inhibierte Kinetik aufgestellt. Er kann sich
allerdings nicht wirklich durchsctzen, lediglich cine kleine Mchrheit (61%) der besscren
Anpassungen enthalten diesen Mechanismus.

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

tensitze durchgefiihrt (nicht dargestellt).

13.5 LinLog Modellfamilie

Die erweiterte LinLog Modellfamilie enthélt 128 verschiedene Varianten fiir den Shikimat-
Biosyntheseweg. Bei der Anpassung (Abb. 13.6) zeigt sich ein zur mechanistischen Mo-
dellfamilie dhnliches Bild, die besten Anpassungen unterscheiden sich in ihrer Giite kaum.
Erstellt man das Histogramm fiir die Anpassungen mit maximal 2%, 5% und 10% hdéherer
Fehlerquadratsumme lassen sich wiederum cinige Tendenzen erkennen.

Die Mechanismen kénnen nicht direkt miteinander verglichen werden, da einige in der
mechanistischen Modellfamilie enthaltene Mechanismen im LinLog-Format nicht darge-
stellt werden konnen, oder aber in der gleichen Darstellung miinden (z.B. ergibt sich

fiir eine reversible und irreversible Michaelis-Menten Kinetik derselbe LinLog-Ausdruck).
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Neu hinzu gekommen sind die Aktivierung der Shikimat Dehydrogenase durch PEP, so-
wic dic Reaktionen der Chorismat-Muthase/Prephenat Dehydratase und cine mégliche
Dephosphorylierung von S3P zu Shikimat.

Die Aktivierung durch PEP kommt in guten Modellanpassungen gehiuft vor (80%). An-
scheinend konnen die Messdaten mit diesem Mechanismus besser wiedergegeben werden.
In den etwas schlechteren Anpassungen iiberwiegt der Mechanismus ohne Aktivierung
(87%). Diese deutliche Verschiebung der Tendenz kann durch die sehr niedrige Anzahl (5)
“sehr guter” Anpassungen (FQS < FQSmin +2%) aus ingesamt {iber 1000 Parameteran-
passungen crklirt werden. Offensichtlich wurde bei diesen Anpassungen cin gutes (lokales)
Minimum gefunden. Im “Mittelfeld” befinden sich wesentlich mehr Modelle (102), die den

Mechanismus der Aktivierung nicht enthalten.

Auch in der LinLog-Anpassung zeigt sich eine Inhibierung der Shikimat Kinase Reakti-
on. Eine Inhibierung durch ADP ist implizit durch den reversiblen Mechanismus gegeben,
da ADP Produkt der Reaktion ist. Hinzu kommt eine mogliche Inhibierung durch den
nachfolgenden Metabolit PPA und eine mégliche Aktivierung durch PEP. In den “sehr
guten” Anpassungen tiberwicgt der alle Regulationen enthaltende Mechanismus (80% mit
PEP Akivierung, Inhibierung durch ADP und AMP). Auch hier zeigt sich im “Mittel-
feld” eine andere Hiufigkeit. Sie verteilt sich auf die Mechanismen mit Inhibierung durch
PPA, Inhibicrung durch PPA und AMP und den alle méglichen Regulationen enthalten-
den Mechanismus. Diese Beobachtung lésst wieder den Schluss zu, dass fiir die fiinf besten
Anpassungen eine besonders gute Anpassung gegliickt ist, und das Optimierungsgelinde
bei der Vielzahl moglicher Einfliisse viele lokale Minima aufweist. In diesem Geldnde ei-
ne gute Anpassung zu finden gelang in diesem Fall nur in wenigen Optimierungsliufen.
Offensichtlich stabiler 1duft dic Optimicrung fiir dic ctwas cinfacheren Mechanismen. Al-
lerdings wurde fiir einen Mechanismus ohne Regulation keine einzige Anpassung mit einer
Fehlerquadratsumme FQS < FQSmin + 10% gefunden. Diese Beobachtung deutet stark
auf eine Regulation der Shikimat Kinase. Welcher Mechanismus vorliegt kann mit den
jetztigen Daten nicht geklirt werden.

Obwohl sich fiir die CM / PPADH deutliche Hiufungen zeigen, muss bei der Ableitung
von Hypothesen Vorsicht bewahrt werden. Da weder fiir EPSP noch PPA Messdaten vor-
licgen, ist der Einfluss der Paramcter auf die F@QS extrem niedrig und nur indirckt durch
die Feedback-Inhibierung auf die Shikimat-Kinase Reaktion und dem Abfluss aus dem

Syntheseweg gegeben.

Auch bei der moglichen Dephosphorylierung von S3P zu SHIK zeigen sich Tendenzen,
man muss jedoch beachten, dass mit dieser Reaktion zwei parallele Wege zwischen SHIK

und S3P entstehen. Sie unterscheiden sich lediglich durch die Co-Metabolite (bei der De-
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phosphorylierung entsteht kein ATP). Es gelingt kaum, den Fluss durch den Syntheseweg
zu bestimmen. Parallele Reaktionswege aufzulsen, ist ohne weitere Anhaltspunkte, d.h.
lediglich aus den Konzentrationsverldufen, nicht mdglich. Wieder gilt, dass sich in solch
einem Fall offensichtlich der “einfachere” Mechanismus durchsetzt, da das Optimierungs-

gelinde mit weniger Freiheitsgraden sicherer zu ciner guten Anpassung fiihrt.
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Abbildung 13.2: Plot der Konzentrationen (oben) wnd Fliisse (unten) der besten Modellan-
passungen aus der mechanistischen Modellfamilie (Tab. 13.1). Die FQS der
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Abbildung 13.3: Hiufigkeiten der kinetischen Varianten in der mechanistischen Modellfami-
lie. In dic Betrachtung einbezogen werde Modelle mit mazsmal 2% (blau), 5%
(griin) und 10% (rot) hiherer FQS (im Vergleich zur besten Anpassung *).
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Abbildung 13.4: Anpassung der besten fiinf Modellkandidaten mit generischen Michaelis Men-
ten Kinetiken.
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Abbildung 13.5:
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Abbildung 13.6: Anpassung der besten vier Varianten auf Buasis von LinLog-Kinetiken.
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Abbildung 13.7: Haufigheiten der moglichen Mechanismen der LinLog-Modellfamilie. In die
Betrachtung einbezogen werde Modelle mit 2% (blau), 5% (grin) und 10%
(rot) héherer FQS.
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Kapitel 14
Statistische Untersuchung fokussierter
dynamischer Modelle

Statistisch genauer untersucht wird zunichst das mechanistische Modell (beste Anpas-
sung). Daran anschliefiend wird das LinLog Modell etwas genauer analysiert und auf eine
Besonderheit aufgrund des kinetischen Aufbaus aufmerksam gemacht.

Am Ende des Kapitels wird der Einfluss der Eingangssignale, der Splines betrachtet. Da
sie ans gemessenen Grifen abgeleitet werden, miissen auch sie in die Fehlerbetrachtung
einbezogen werden. Expemplarisch wird eine Monte-Carlo Studie eines vereinfachten Ein-
gangssignals untersucht.

Die Ergebnisse der statistischen Auswertung zeigen deutlich, dass die Parameterbestimmt-
heit mit den zur Zeit vorlicgenden Daten auch mit vercinfachten Modcellansitzen unzurei-
chend ist. In den anschliekenden Kapiteln werden deshalb Moglichkeiten zur Steigerung

der Bestimnmtheiten diskutiert.

14.1 Parameterbestimmtheit im mechanistischen Modellierungs-
ansatz

Abbildung 14.1: Parameter-Korrelationsmatriz fiir die beste mechanistische Anpassung. Rechts
sind dic ersten Hauptachsen der Kovarianz daergestellt. Der Parameter
SDH K p erklirt bereits 60% der beobachteten Kovarianz.
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Kapitel 14. Statistische Untersuchung

Die Parameterbestimmtheit wird nach den Methoden aus Kapitel 7 bestimmt. Die statis-
tische Untersuchung zeigt deutlich, dass nur wenige Parameter bestimmt werden kénnen.
Konkret sind lediglich 26% der Parameter mit einer Standardabweichung kleiner 100%
bestimmbar.

Um ein klareres Bild der Bestimmtheiten zu bekommen, wird die Kovarianzmatrix mit-
tels Hauptkomponentenanalyse (PCA, Abb. 14.1) untersucht. Auf der ersten Hauptachse
fillt der Parameter SPHK, o aul. Allein dieser Parameter erklirt 60% der Kovarianz.
Auf der 2. Hauptachse (~ 20%) finden sich drei Parameter, die Affinititen PHOK, o,
DAHPS ¢ p und die Aktivitit PAHPSy, . Ein Teil dieser Parameter beschreibt auch die
Richtung der dritten Hauptachse (~ 14%). Zudem sind schr hohe Korrelationen zu be-
obachten. Besonders auffillig sind die Korrelationen Corr (enappnapph,>PH Keq) = 0.99,

sowie Corr (PHAPHEK, » DHRDH ) = 0.97.

[mM] oDHS / 6a mM;  OSHIK / 8a M  0S3PK / da
. Y i o 0.6

0411

Konzentration
oW

0.2

[y

: . 0 i .
0 5 10 15 0 5 10 15 0 5 10 15
t[fs] ts] t[s]

Abbildung 14.2: Sensitivitdt der Konzentrationen beziiglich der Purameter enapp+NADPH und
SDHKeq als Sehlauch wm den simulierten Verlauf. Die Sensitivitdt der Paru-
meter gleicht sich sehr, die Gestalt des Schlouches ist fost identisch.

Die Korrelation Corr (enapp+nappH, " Keg) kann durch die Betrachtung der SDH Reak-
tion erklirt werden. Die Gleichgewichtsreaktion DHS 4+ NADPH = SHIK + NADP™* wird
durch die Konzentration der Substrate getrieben, hohe Produktkonzentrationen verlang-
samen die Reaktion. SPHE,, beschreibt die Lage des Gleichgewichts, cnappnappu die
Gesamtmenge von NADPH + NADP*. Wird der Parameter eyapprinapp+ crhoht, steigt
die NADPH-Konzentration (NADPH — enappusnapp+ - NADP, NADP ist durch den Spline
gegeben). Damit ist mehr Substrat vorhanden, die Reaktion lauft verstirkt in Richtung
der Produkte. Der gleiche Effekt kann anch durch Verfindern der Gleichgewichtskonstan-
ten SDHKeq erreicht werden. Wird das Gleichgewicht in Richtung der Produkte verschoben,
crhoht sich die Reaktionsgeschwindigkeit. Dieser Effckt kann anhand der Sensitivitat der
Konzentrationen erkannt werden {Abb. 14.2).

Genauso kann die Korrelation der anderen Parameter erklirt werden. Der Zusammenhang

ist auf einer auf den Mittelwert nnd Varianz normierten Darstellung schnell erkennbar
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Abbildung 14.3: Auf den Mittelwert und die Varianz normierte Darstellung (Parameter
DHQD"Km,A und PHADHy, ). Aus dieser Darstellung lisst sich schnell die
entgegengesetzte Wirkung erkennen. In beiden Fillen enisteht eine hohe
Parameter-Korrelation.

Normierte Sens.
[=]

(p(Sensf;;) ist der Mittelwert der Sensitivitit der Konzentration j beziiglich oy iiber die

Zeit. VarSensy die Varianz iiber die Zeit):

gor — Sens{ ({) — pu(Sensy)
o Var(Sens,

In Abb. 14.3 zeigt sich deutlich, dass der vy, und K,,-Wert der DHQDH unter den
untersuchten Bedingungen einen genau entgegengesetzten Einfluss anf alle Messdaten
ausiiben. Aufgrund der Messungen wird es folglich nicht moglich sein, diese Parameter

getrennt zu identifizieren.

14.2 Bestimmtheit im LinLog Modellansatz

Der LinLog-Ansatz wird aufgrund seciner relativ geringen Anzahl von Parametern und
der einfachen Struktur, sowie der Eigenschaft, einige mechanistische Kinetiken in wei-
ten Bereichen gnt ndhern zu konnen, bevorzugt eingesetzt (HELINEN, 2005). Iim Fall
der fokussierten Modellierung und ohne Steady-State Flussdaten zeigt sich allerdings ein
unerwartetes Bild. Zum einen sinkt die Parameteranzahl nicht wesentlich. Sind im me-
chanistischen Modellansatz je nach Variante 25 bis 34 Parameter zu schétzen, sind es fiir

den LinLog-Ansatz 25 bis 30. Im Gegensatz zum mechanistischen Ansatz wird im Lin-

151



Kapitel 14. Statistische Untersuchung

DAHPS k
| |
DHOS &
DHOS
OHOE p
DHODOH a
DHEOH k
DHODH p
SDH &
W soHe
8OH K
SOHp
B soHg
L
Kb
SKa
SK b
EMk
8K
Sk
EPSPE A
EPSPSh
EPSPS K
ERERSp
CMa
oMk
CMp
POHa
POHE

NADP_NADFH |
OAHPS 8 l= ]
orHPsh | [ ]
NAHPS k | ]
oaPsp | I EE W ]
oHoza | I W [ | =
DHQS & H B B | m
crose | NN N N I
DHEDH 2 |
OHOCH & | | | |
OHOOH p

SOHa I B
Eati | ‘B [ |
SOH K HE B B |
soHp | |
E0Hq (N
sika |
SHb l
Ska
sko |
SIk HE E Bm 5]
SHp
5k q iE

EFSPS a =- [ | =

EFSPSh . =

EPSPS k N BN n H_ N n

S & HE R =

CMa

an | m m m  m | BN e N

CMp ! | HE B B

FhHa n n

POH K HE B B = || H B =

10,146 500 00

10,146 500 00

10,146 500.00

| l.'=...

10 14660000

10.146€ £00.00

10.146.500.00

10.146.500.00

10146 £00.00

Abbildung 14.4: Parameter-Korrelation im LinLog Modellansatz. Sehr schnell erkennt man,
dass die k-Parameter linear abhingig sind und anhand von Konzentrations-
messungen nichi bestimmi werden kinnen.

Log Ansatz immer ein reversibler Mechanismus angenommen ', Vorteile ergeben sich also
crst, wenn im mechanistischen Ansatz kompliziertere Mechanismen auftreten. Denn cine
einfache, irreversible Michaelis-Menten Kinetik besitzt weniger Parameter (2! vpaz, Kur)
als der dquivalente LinLog-Ansatz (3: k, a, p). Fiir eine Reaktion mit 2 Substraten und
2 Produkten miissen insgesamt 5 Parameter geschiitzt werden. Handelt es sich nm eine

irreversible Reaktion kommt man mit einem vereinfachten mechanistischen Ansatz bereits

mit 3 Parametern (Vmeg, Kma, Knp) aus.
k+1alnA-"1plnB

™
A B C vs = k+2alnB—"2plnC (14.1)

B = v—n

Abbildung 14.5: Ausschmiit einer linearen Reaktionskeite in LinLog-Darstellung.

Betrachtet man dic Korrelationen im LinLog-Ansatz (Abb. 14.4) im Vergleich zur zuvor
bestimmten Korrelation der mechanistischen Parameter, erkennt man eine héhere Ab-
héngipkeit (Korrelation) der Parameter innerhalb einer Kinetik. Teilweise wird anch eine
schr hohe Korrelation von Parameter aufeinander folgender Reaktionen beobachtet (z.B.
DAHPS), DHQ ) Diese Korrelationen begriinden sich in der Tatsache, dass aufeinander fol-

gende Reaktionen jeweils einen Parameter mit demselben In-Term aufweisen. Als Beispiel

'Iireversible Reaktionen werden durch Beschrinken auf nichit negative Fliisse erreicht, der Parameter
fiir das Produkt geht jedoch trotzdem in die Kinetik ein.
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ist in Abb. 14.5 der Ausschnitt einer linearen Reaktions-Sequenz dargestellt, die Parameter
v1p und ¥2a stchen jeweils vor In B (Gl (14.1)). Hier sollte man sich wicder ins Gedéchtnis
rufen, dass Konzentrationen gemessen werden. Eine Steigerung der Konzentration B kann
durch Absenken von Yp, oder Erhithen von Y2q erreicht werden. Der Einfluss dieser beiden
Parameter ist so gut wic identisch, da jeweils mit demselben In B-Term multipliziert wird.
Es entsteht eine hohe Korrelation.

Im fokussierten Modell ergeben sich die groften Schwierigkeiten bei der Bestimmung
der k-Parameter. Nimmt man an, die Konzentration von A wird durch einen Spline aus
den Messdaten vorgegeben und B ist wieder eine gemessene Konzentration, so kann der
k-Paramcter nicht bestimmt werden. Yk und Y2k sind lincar abhingig: werden beide Pa-
rameter in gleichem Make um Ak erhoht oder erniedrigt, verdndert sich zwar der Fluss
durch die Reaktionen v; = v, + Ak und vy = vy + Ak, die Konzentration von B bleibt
allerdings unverindert, da sich sowohl der Zu- als auch der Abfluss um Ak dndert.
Vergleicht man den allgemeinen LinLog-Ansatz mit dem normierten Ansatz (HEIJNEN,
2005), fallt auf, dass die k-Parameter nicht mehr in den Gleichungen auftreten. Stehen fiir
den Steady-State sowohl Fluss- als auch Konzentrations-Messungen sur Verfiigung, kon-
nen die k-Parameter “eliminiert” werden. Nimmt man fiir das Beispielsystem (Abb. 14.5)

einen gemessenen Referenz Steady-State (v0, %) vor dem Puls an:

W = k+alnA®— pInBO

vy = k+alnB’—plnC° (14.2)

und normiert die allgemeine LinLog-Form in Abb. 14.5, ergibt sich folgendes Format:

1 a. A p B
L L PRANN A i 14.3
29 +v? % A0 29 " go (14.3)
U2 a, B p. C
Z=14—ln——=In— 14.4
23 +vg 1 go v3 1o (14.4)

Mit dieser Normierung wird allerdings implizit angenommen, der Steady-State sei feh-
lerfrei gemessen (sowohl fiir die Konzentrationen als auch die Fliisse). Ein vergleichbares
Vorgehen wire, Gleichung (14.2) nach k umzustellen und als Linearkombination der a

und p-Parameter darzustellen?.

14.3 Effektor-Einflusse

Der Einfluss von Effcktoren auf dic Reaktionsgeschwindigkeit wird nach der in Kapitel 9

vorgestellten Vorschrift beurteilt. Im mechanistischen Modell finden sich fiir die beste

2A%, B und 9?9 sind bekannt und geben die Faktoren vor @ und p
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Modellvariante zwei Inhibitoren, die gleichzeitig auf die Shikimat Kinase Reaktion wirken.
Alternativ wurde eine Variante aufgestellt, die nur cine Inhibierung durch ADP enthélt.
Unter den besten Anpassungen finden sich auch einige Modelle mit dem vereinfachten

Mechanismus.

&
& 2
5 g8 o

4
&

Effektor Einfluss

t[s]m

Abbildung 14.6: Darstellung der Effektorwirkungen nach der Methode von NOACK ET AL.
(2006). AMP und ADP reduzieren die Reaktionsgeschunindighkeit wn mazimal
30%. AMP wirkt dabei stirker inhibierend (mazimal 22%) als ADP (mazimal
12%).

In Abb. 14.6 erkennt man, dass die Reaktion durch den Einfluss von AMP und ADP
um bis zn 30% langsamer wird. Die Inhibierung durch AMP ist im Vergleich zu ADP
ungefihr doppelt so stark ausgepriigt (Maximum bei ca. 22%, ADP ea. 12%). Zudem
kann beobachtet werden, dass sich die Inhibiernng durch ADP und AMP iiber die Zeit
sehr dhneln. Grund dafiir ist der qualitativ vergleichbare Verlauf von ADP und AMP.
Damit erklért sich auch, warum sich hier keine der beiden Modellvarianten eindeutig
absetzt, Es kann lediglich festgestellt werden, dass eine Inhibierung vorliegt, ob sie durch
ADP oder AMP ader gar heide hervorgerufen wird, kann anhand der gemessenen Verldufe

nicht differenziert werden.

14.4 Einfluss der Eingangsgoften (Splines) in fokussierten Model-
len

In diesem Abschnitt soll der Frage nachgegangen werden, inwieweit das Glitten der Ein-
gangsgohen (Splines} Einfluss auf das Modellverhalten nimmt. Es soll untersucht werden,
wie sich Feliler bei der Konzentrationsmessung in den Splines zeigen und wie sie auf das

fokussierte Modell wirken.



14.4. Einfluss der Eingangsgéfen (Splines) in fokussierten Modellen

Um diese Effekte genauer zu untersuchen, werden Monte-Carlo Simulationsstudien fiir
den Shikimat Biosyntheseweg durchgefiihrt. Zur Verdeutlichung des Einflusses werden
generische Eingangssignale verwendet, die sich an den gemessenen Signalen orientieren.
Die Messdaten werden mit normalverteilten Fehlern behaftet, geglittet, und fiir die Si-

mulation verwendet. Die Simulationsergebnisse werden dann statistisch untersucht.

14.4.1 Monte-Carlo Studie anhand des Modells fiir den Shikimat-Biosyntheseweg

Dic gemessenen Konzentrations-Zeitverliaufe der beiden Pulsexperimente zeigen cin schr
komplexes Verhalten. Fiir die Untersuchung des Glittens und dem Einfluss auf das Modell-
verhalten wurden deshalb einfachere Eingangs-Funktionen generiert. Das Modell wurde
so parametrisiert, dass vor dem Puls ein Steady-State vorherscht und der Steady-State
Fluss durch den Syntheseweg mit der Abschitzung in Kapitel 16 {ibereinstimmt. Die Mo-
dellgleichungen (Tab. B.5) und Parameterwerte (Tab. B.6) sind im Anhang B.1 zu finden.
Die vorgegebenen (“wahren”) Eingangssignale (Splines der Precursor PEP und X5P, sowie
der Co-Metabolite ATP, ADP, AMP und NADH/NAD™) sind in Abb. 14.7 blan dargestellt.
In der Studic werden zu bestimmten Zeitpunkten Konzentrationen gemessen und mit
einem Rauschen behaftet.

Das Rauschen setzt sich aus Fehlern bei der Proben-Aufarbeitung o4 (Verdiinnungsfehler)
und der LC-MS/MS Messung oaps/ms zusammen. Der Wert ¢* ist die wahre Verdiinnung,
A*(t) der wahre MS-Messwert, A*(to) ist die Peak-Fliche der Steady-State Konzentration:

Oy = 0.1 ¢*
omsms =0g+aA, o04=001A%(t), a=002A4%@)

Die so verrauschten Daten werden gegléttet (Beispiel einer Glattung ist in Abb. 14.7 rot
dargestellt). Verwendet wurden wieder Smoothing-Splines (Gl. (12.6)) mit unterschiedli-
chen Glittungsfaktoren (im dargestellten Beispiel wurde smf = 50 gewihlt).

Die so gewonnenen Splines werden in das Modell iibertragen (M3L-Datei) und als Ein-
gangssignal verwendet. Die Simulation wird mit den Anfangsparametern durchgefiihrt
und beobachtet, wie sich die simulierten Konzentrationsverldufe verdndern.

Die Messung der Eingangssignale, die Glattung und Simulation wird nun mehrmals wie-
derholt (Monte-Carlo Studie, hier wurden 100 Durchléufe durchgefiihrt).

Betrachtet man zunéchst die Eingangssignale, zeigt sich ein erwartetes Verhalten. Mit ei-
nem steigenden Glattungsfaktor geht zunehmend die Dynamik verloren (nicht dargestellt).
Daneben zeigen sich auch aber einige andere Effekte. Zum einen erkennt man, dass ein-

zelne Interpolationen im Vergleich zu den Orginaldaten unterschiedliche Charakteristiken
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Abbildung 14.7: Links: Orginale (unverrauschte) Fingangssignale (blaue Kurven) mit einer bei-
spiethaften verrauschten Messung. Dureh diese Messung wird die Glittung
gelegt (rot). Rechis: Monte-Carlo Studie der Glittung (100 Liufe). Die Stan-
dardabweichungen der geglitteten Konzentrationen sind als Sehlauch darge-
stellt. Die Messdaten wurden hier mit 10% Fehler beim Aufschluss und 3%
MS/MS Messfebler behaftet.

aufweisen (2.B. die Oszillationen von NADP* vor und nach dem Puls, Abb. 14.7). Sehr
deutlich zeigt sich, dass der Spline an den Réndern wesentlich stirker “schwankt™ als im
mittleren Bereich. Der Variations-Schlauch ist bis zur dritten Messung wesentlich breiter
(Abb. 14.7).

Klar erkenbar ist zudem, dass durch die Spline-Glittung auch zeitliche Verschiebungen
entstehen. In Bereichen mit hoher Dynamik neigt der Spline zu einer Verzerrung des
zeitlichen Maximums. Die Glittung von PEP zeigt diesen Effekt am besten. Der Spline
gleitet schon vor dem Puls in das erste Minimum, dieses wird etwas zu frith erreicht, das

Maximum bei £ = 3s hingegen zu spét.

Abbildung 14.8: Simulation mit den verrauschien Eingangs-Splines (100 Monte-Carlo-
Wiederholungen). Der Fehler in den Splines pflanzt sich in der Simulation
Sfort und fithrt zu systematischen Abweichungen.

Vor allem diese Abweichungen wirken sich nun anf die Simulation aus. Im Modell mit dem

verrauschten Eingang integriert sich die Abweichung, da der Eingangsspline den Fluss,
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d.h. die erste Ableitung der Konzentrationen beeinflusst (Abb. 14.8). Vor allem bei DHQ,
DHS und SHIK zcigt sich cine deutliche Abweichung der verrauschten Simulationen im
Vergleich zur Simulation mit den vorgegebenen orginalen Eingangssignalen (Abhb. 14.8).
Der Mittelwert aus der Monte-Carlo Studie liegt hier iiber der orginalen Simulation. Zum
cinen wird fiir PEP das Minimum nicht vollstédndig crreicht. Zum anderen steigt die Kon-
zentration von X5P zu frith an. Der Fluss in den Syntheseweg ist somit zunéchst zu grofs
und akkumuliert in DHQ, DHS und SHIK.

Aus diesen Ergebnissen zeigt sich, dass durch die Glattung systematische Abweichun-
gen auftreten kdnnen. Im Modcll werden Stofftransportprozesse beschrieben. Eine zeitlich
auftretende Abweichung wird somit in die Folgemetabolite "transportiert” und kann auch
zeitlich ldnger vorliegen. Es empfiehlt sich deshalb, verschiedene Glittungseinstellungen

gengeniiberzustellen.
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Kapitel 15
Steigerung der Parameter
-bestimmtheit

Aus der statistischen Untersuchung der verschiedenen Modellansétze zeigt sich deutlich,
dass zur Modellidentifizierung weitere Messdaten nétig sind. Denkbar sind folgende An-

satze:

1. Erweitern der Messdatenbasis: Neben den Konzentrationsmessungen kdnnten
weitere Informationen, wie z.B. der Steady-State Fluss durch den Biosyntheseweg
vor dem Puls in die Betrachtungen cinbezogen werden. Dieser Ansatz wird in Ab-

schnitt 15.1 betrachtet.

2. Weitere Auslenkungen:

e Verwenden eines alternativen Substrats, das den Stoffwechsel an anderer Stelle
auslenkt (z.B. Glutamat, GAP, ctc.).

e Gezielte Verdnderung der Stoffwechselwege durch Knock-Outs oder Uberex-

pression.

Durch diese Experimente entstehen weitere Messdaten, die den durchlaufenen Kon-
zentrationsbereich wesentlich erweitern kénnen. Um eine zusétzliche Auslenkung des
Systems in die Parameterschitzung einzubeziehen, miissen zwei oder mehr Experi-
mente gekoppelt ausgewertet werden. Im Rahmen dieser Arbeit liegen zwei Daten-
sitze schr dhnlicher Stdmme vor (E.coli 4pF20 und E.coli 4pF78), dic sich in der
Uberexpression eines Gens aroB unterscheiden. Diese beiden Experimente werden

gekoppelt ausgewertet (Abschnitt 15.2).

3. 13C markierte Glucose: Vor allem aus den Analysen mit LinLog Modellen zeigt
sich, dass bei der Betrachtung von Konzentrationsinderungen wenig {iber den Durch-
fluss durch cinen Pool ausgesagt werden kann. Der Einsatz von 3C markierter Glu-
cose konnte hier wesentlich mehr Informationen bereitstellen. Im Gegensatz zum
Puls mit natiirlicher Glucose kann beobachtet werden, wie die vor dem Puls un-
markierten Pools mit markiertem Material durchflossen werden. So kann anhand
der Markierungsanreicherung beispielsweise unterschieden werden, ob ein Anstieg
einer Metabolit-Konzentration durch einen gehemmten Abfluss (langsame Markie-

rungsanreicherung) oder einen stirkeren Zufluss bei gleichem Abfluss (schnelle Mar-
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kierungsanreicherung) bedingt wird. Dieser Ansatz wird in Kapitel 17 ausfiihrlich
behandelt.

15.1 Messung des Steady-State Flusses

Um Fluss-Informationen auch in der Parameteranpassung ausnutzen zu kénnen, miisste
die Software MMT2 angepasst werden — dies war im Rahmen der Dissertation von HAUN-
SCHILD (2006) nicht mehr méglich. Der Einfluss anf die Parameterbestimmtheit kann
deshalb nur a pesteriori bei der Berechnung der Parameter-Kovarianz untersucht werden.
Die Informationen werden durch zusiitzliche Messung w mit den Genauigkeiten o(w) in
die Berechnung der Parameter-Kovarianz aufgenommen. Die Berechnung der Sensitivité-
ten der Fliisse gegeniiber den Parametern wurden in Kapitel 7, GL. (8.19) dargestellt.

In der folgenden Untersuchung wird angenommen, dass der steady-state Fluss durch den
Shikimat Biosyntheseweg mit einer Genauigkeit o(w) = 0.001lmM/(s) bestimmt werden
kann. Durch diese zusitzliche Messung werden vor allem die vpa-Werte besser bestimmit.,
Zndem verringern sich die Korrelationen. So ist z.B. Corr (PAHPSy, ., PHADH KO ) = 0.42
um einen Faktor 2.83 niedriger. Ahnlich deutlich ist der Abfall der Korrelationen von
Corr (M ®y,.. . PHAOH ) =—0.36
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a) ohne Flussmessung b) mit Flussmessung

Abbildung 15.1: Darstellung der Korrelationsmatrizen fiir das LinLog-Modell (Variante 49)un-
ter der Annahme, dass keine Steady-State Flussmessung (a) vorliegt und (b)
eine Flussmessung Vgs = Wes £ 0.001mM /5.

Abb. 15.1 zeigt die Korrelationsmatrizen fiir ein LinLog-Modell (bestes Modell}. Der
Einfluss von Fluss-Messungen auf die Parameterbestimmtheit fiir Modelle im LinLog-
Format ist im Vergleich zu mechanistischen Modellen deutlicher, der Informations-Index
betrdgt hier I = 2.1, Im vorangegangenen Kapitel wurde bereits anf die Besonderheit

der k-Parameter im LinLog-Format aufmerksam gemacht. Werden Steady-State Fluss-
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messungen nicht zur Normierung, sondern als zusiitzliche (fehlerbehaftete) Information in
dic Paramcterschitzung cinbezogen, konnen die k-Paramecter wesentlich besser bestimmt
werden. Die mit Faktoren > 1000 bestimmte Steigerung ist mit Vorsicht zu betrachten,
da die Sensitivititen der Konzentrationen beziiglich der k-Parameter zu linear abhiingi-
gen Zeilen in der Parameter-Kovarianzmatrix fithren und sic somit singulér ist. In der
Darstellung der Korrelationsmatrix (Abb. 15.1) ist der Effekt der Flussmessung deutlich
zu erkennen. Die fiir die Konzentrationen linear abhéngigen k-Parameter bilden Punkte

hoher Korrelationen (a), mit Flussmessung werden diese Abhéngigkeiten entkoppelt.

15.2 Gekoppelte Anpassung mehrerer Datensatze

Durch die gekoppelte Auswertung mehrerer Experimente kann die Datenbasis wesentlich
erweitert werden. Vor allem kénnen verschiedene Auslenkungen den durchlaufenen Kon-
zentrationsbereich wesentlich erweitern und somit Kinetiken besser bestimmt werden.
Denkbar sind Experimente mit verschiedenen Substraten oder auch mit genetisch verin-
derten Stdmmen. Beispiclhaft wird dic Moglichkeit cines “genetischen” Pulses untersucht.
Es wurden Pulsexperimente mit dem Stamm F.coli 4pF20 und 4pF78 durchgefiihrt. Die
beiden Stadmine unterscheiden sich lediglich durch ein Gen auf dem Plasmid (4pF78 trigt
zugitzlich aroB).

Um das Modell zu erstellen, miissen die Kopplungsbedingungen festgelegt werden (Abb. 15.2):
e Iis werden fiir jedes Experiment die jeweiligen Splines als Eingangsdaten verwendet.

e Die Enzymeigenschaften (z.B. K, und K;-Werte) sind in beiden Stdmmen gleich,

dic Paramcter werden in beiden Modellen gleichgesetzt.

e Dic Expression bzw. Enzymaktivitit dic in den vp,e.- Werten wicdergegeben wird,
ist in den beiden Stdmmen unterschiedlich. Jedes Modell hat seinen eigenen vqq-

Parametervektor.

Die Kopplung der Enzymeigenschaften kann in MMT2 durch den Einsatz globaler Pa-
rameter crreicht werden. Diese Parameter sind im Gegensatz zu den in den Kinetiken
definierten lokalen Parametern im gesamten Modell verfiighar (HAUNSCHILD, 2005).
Wice schon im ersten Modellierungsansatz werden auch im Doppelmodell mehrere kine-
tische Varianten zugelassen (Tab. 13.1). Um die Kopplung sicherzustellen, miissen jetzt
gleichzeitig in beiden Modellen die selben Kinetiken gewéhlt werden. Dies wurde manuell
durch eine Auswahl der Modellvarianten erreicht.

Die Anpassung gelingt nicht ganz so gut wie fiir jeden Datensatz getrennt, die wesentlichen

Tendenzen werden aber weithin gut wiedergegeben. Die Varianten-Anpassung (Abb. 15.3)
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Modell B
Splines B

S

— Modell A
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| C;E !-a‘f\
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\ /
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Abbildung 15.2: Kopplung der Modelle fir die beiden Experimente {pF78 und {pF20. Die En-
zymeigenschaften werden gleichgesetzt, die Erpression (Vmeg) 15t unterschied-
lich. Die Abweichungen werden addiert und bilden eine gemeinsame FQS der

beiden Modelle.

Konzentration [mM]

Konzentration [mM]

Zeit [s] Zeit [s]

Abbildung 15.3: Die vier besten Anpassungen (Varianten) an die Mefidaten fir die beiden Ex-
perimente mit .coli 4pF'78 und {pF20.
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zeigh ein zum Ein-Datenzatz Modell vergleichbares Bild. Wiederum konnen einige Vari-
anten das gemessene Verhalten vergleichbar reproduzicren. Die Auswertung der besten
Modell-Varianten ist in Abb. 15.4 zusammengefasst. Untersucht wird die Haufigkeif. der
kinetischen Varianten der einzelnen Reaktiousschritte fiir Modell-Varianten mit bis zu 2%
(3%, 10%) hoherer FQS.

Zu erkennen sind zur Anpassung an den Datensatz 4pF78 dhnliche Tendenzen. Fiir die
Eingangsreaktion wird offensichtlich der Ordered-Bi-Bi-Mechanismus bevorzugt. Unge-
fahr 80% der besten Modellanpassungen (bei FQS < 102%) enthalten dicsen Mechanis-
mus. Fiir die DHQ) Synthase zeigt sich ein eher unerwartetes Bild. Wihrend fiir die Einzel-
Anpassung ein inhibierter Mechanismus gefunden wurde, wird in der Doppelmodell-An-
passung der Gleichgewichts-Mechanismus favorisiert (66%). Die DAHP Konzentration im
Datensatz 4pF20 liegt um Gréfenordnungen iiber der bei 4pF78 gemessenen. Traut man
dem Ergebnis, war die Aktivitdt des Enzyms in dpF20 sehr gering und nicht durch die
extrem hohe Substratkonzentration inhibiert.

DAHP Synthase DHQ Synthase DHS DH

8 85 38 ¢ B8

0 0
Hill_28 Bi_Bi_DEC_EP MM_1S_1P MM_1S5_1SInh MM_1S  MM_1S_1P

Shikimate DH Shikimate Kinase EPSP Synthase
100 — 100 100 —
: . I FOS <102 %
80 80 a0l | EEFQS <105%
B FOS <110%
60 60! 2 ; agin z
4_0 senbnihananaaa 40 S
20 20}-
00— 0 0
MM_25_1inh MM_2S5_2P Inh_ADP_AMP Inh_AMP EPSP_2PEP Rapid eq.

Abbildung 15.4: Haufigkeiten der in den besten Modellen auftretenden Fnzymmechanismen —
Bei der Berechnung warden Modell-Anpassungen berdcksichtigt, deren FQS
mazimal 2% (5%. 10%) iiber der FQS der besten Anpassung liegen.

Wie im Einzelmodell wird sowohl bei der DHS Dehydratase als anch der Shikimat Dehy-
drogenase Reaktion der Gleichgewichts-Mechanismus vergezogen. Im Fall der SDH enthal-
ten alle Anpassungen die Gleichgewichts-Variante (FQS < 102%). Selbst etwas schlechtere

Kandidaten (FQS < 105%) enthalten fast ausschlieklich Varianten mit Gleichgewichts-
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reaktionen. Das eindeutige Ergebnis fiir die Shikimat Dehydrogenase widerspricht der
von DELL UND FROST (1993) in vitro beschrichbenen Inhibicrung durch das Produkt
Shikimat. Der aus den in wvitro Daten bestimmte Kj;-Wert, von 0.16mM (wurde aus dem
Diagramm in (DELL UND FROST, 1993) abgelesen) scheint allerdings in jedem Fall in
vivo nicht vorzuliegen. Bei Shikimatkonzentrationen im Bereich von mehreren mM wiirde
die Reaktion vollstindig inhibiert.

Fiir die Shikimat Kinase zeigt sich keine so deutliche Tendenz!. Auch fiir den letzten Re-
aktionsschritt sind keine ausgeprigten Haufigkeiten zu beobachten. Modelle mit Ordered-
Bi-Bi-Mechanismus schneiden in der Anpassung geringfiigig besser ab, 60% der Modelle

enthalten ihn.

15.2.1 Vergleich der Enzym-Aktivititen

Aus der Kopplung der beiden Modelle (Abb. 15.2) ergibt sich eine weitere interessante
Analyse. Die beiden Stdmme F.coli 4pF20 und 4pF78 kénnen hinsichtlich der Enzymak-
tivitaten verglichen werden. Die unabhingigen v,,q.. Vektoren werden gegeniibergestellt
(Tab. 15.1).

Klar zu erkennen ist der wesentlich hohere vy, q,-Wert, (Aktivitdt) der DHQ Synthase Reak-
tion im Stamm 4pF78. In den vier besten Anpassungen liegt der vyge-Wert durchschnitt-
lich mehr als 100fach iiber dem des Stamms 4pF20. Die Aktivitdt der DAHP Synthase,
sowie der DH() Dehydratase scheinen dagegen in etwa konstant zu bleiben. Diese Beob-
achtung stimmen mit den Genotypen iiberein. Der Stamm 4pF78 tragt aroB (DHQ Dehy-
dratase) auf dem Plasmid, 4pF20 nicht. Die Plasmide beider Stiimme enthalten aroFfr
(DAHP Synthasc).

Fiir die restlichen Reaktionen sind fiir den Stamm 4pF78 héhere Aktivitdten zu beobach-
ten, deren Ausmaf jedoch sehr stark zwischen den Varianten schwankt. Zudem sind die

berechneten Standardabweichungen schr hoch.

15.2.2 Parameterbestimmtheit im Doppelmodell

Zur Beurteilung des Doppel-Modell Ansatzes wird die Parameterbestimmtheit mit der der
Einzcl-Modclle verglichen. Untersucht werden zwei Anpassungen, dic Modell-Varianten
585 und 2665. Um vergleichbare Bedingungen herzustellen, werden die Parameterwerte
der Doppel-Modell Anpassung auf die beiden Einzel-Modelle iibertragen. Zum Vergleich
der statistischen Giite wird ein in der Versuchsplanung {ibliches Maf, das D-Kriterium

herangezogen (Gl. (7.19)). Da im Doppelmodell mehr Parameter enthalten sind (jedes

"Mechanismen ohne Regulation wurden in diesen Anpassungen nicht in die Modellfamilie aufgenom-
men. In den Studien mit den jeweiligen Einzelmodellen erschien diese Variante nicht relevant.
In den Stud t den j ligen E lmodell hien d A% t ht rel t
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Tabelle 15.1: Vergleich der Enzym-Aktivitdt (Umeg-Parameter) der Modelle fir den Stamm
4pF78 und 4pF20. Dargestellt sind die Quotienten 41’f781)mw/41’f201)mw sowie
die dazugehdrigen Standardabweichungen. Die teilweise sehr grofien Standardab-
weichungen ergeben sich im Fall sehr kleiner vpmag-Werte im Nenner mit relativ
grofen Standardabweichungen der Parameter (vgl. Abschnitt 15.2.2)

Vergleich der Enzym-Aktivitit - 4pF78 / 4pF20

Enzym 585 2665 780 3965

DAHP Synthase 1.0 £ 0.05 1.0+ 019 248+ 1681 1.0+0.19
DHQ Synthase 2824 4+ 486 3226+ 1588 368.5 & 75878 66.3 £ 10.6
DHS DH 1.9+ 0.59 1.6+ 895 0.5+ 008 02+157
Shikimat DH 80.0 £ 1049  80.0 £ 850.28 374+ 298 339+ 155
Shikimat Kinase 25.4 £+ 1267 89+ 396 81+ 158 224169
EPSP Synthase 239+ 801 3024+ 189 370+ 278 3.3+539

Modell hat seinen v.q-Vektor, sowie je einen Parameter fiir die Gesamt-Konzentration
von NADP + NADPH), wird das D-Kriterium in den Informations-Index I (Gl (7.20))
umgerechnet.

Als Referenz Legp wird das Einzelmodell des Stamms E.coli 4pF78 gewidhlt, es enthélt
dim(e) = 30 Paramecter und hat cin D-Kriterium von Diegrg = 1.42 1072, Das Dop-
pelmodell hat dim(args20) = 37 Parameter bei einem D-Kriterium D = 2.0710733. Of-
fensichtlich erfiillt sich damit die Hoffnung auf eine héhere Parameterbestimmtheit. Der
Informations-Index betrigt I = 3.08, d.h. die Standardabweichungen sind im Durchschnitt
dreimal niedriger. Die Verteilung der Standardabweichungen {iber die Parameter wird in
Abb. 15.5 als akkumulicrter Plot dargestellt. Auferund der logarithmischen Skalicrung
erkennt man nicht auf den ersten Blick die Steigerung um einen Faktor drei. Sie ist fiir
einzelne Parameter sehr unterschiedlich, wodurch teilweise ein weiter Abstand zwischen
den Kurven zu erkennen ist.

In der Tabelle in Abb. 15.5 ist die Bestimmtheit der im Doppelmodell gut bestimmten
Parameter im Vergleich zu den beiden Einfach-Modellen dargestellt. Fiir den Parameter
K, (letzte Zeile in der Tabelle fiir Variante 585) ist die erwartete Akkumulation der In-
formation zu beobachten, dic Standardabweichung sinkt von +£200% auf +50%. Erstaun-
licherweise wird aber auch die Bestimmtheit von Parametern verbessert, die nur in einem
der beiden Modelle vorkommen. So kann beispielsweise der Parameter Y2®By, .. im Dop-
pelmodell wesentlich besser bestimmt werden (statt £205%, jetzt £35%) obwohl er nur
in Modell B vorkommt. Die Erkldrung ist in den Korrelationen zu finden. Der Parameter
v2(B)y, 4e korrelierte stark mit Y2K,, (der in beiden Modellen vorkommt). Die Standard-

abweichung von YK, ist im Einzelmodell 4pF20 (Modell B) extrem grof (£12225%), im
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Modellvariante 585
Parameter  Wert 4pF784+4pF20  4pFT78 4pF20
i [T 24 £219%  +65.3% -
R oy 24.1  +226%  +22.7% +12225.3%
Acnappinappr 0.9 +283%  +31.0% -

A 2.5 +314%  +36.1% .

]

]

g

5

@

Akkumuiierts Anzahi Paramenter
-]

V2B)g), 0.0 +34.6% - +204.9%
10
““‘qu 1.2 +40.8% +44.9% +690.4%
1
BCNADP+NADPH 0.6 +41.8% = +442 5%
» SKn 6.7 +50.3%  +202.0% +273.7%
=
- Modellvariante 2665
ST Parameter WertdpF78—4pF20 4pF78  4pF20
gw-' : VB s 0.0  +18.9% - +90.8%
. o 240  +23.0% +23.9%+12822.7%
EI’O-' 5 YSKn 9.5 +45.0% +96.3% +262.0%
8.l K, 0.2 +51.8% +534% -+665.2%
gm--- VA, s 41  £53.6% +58.4% -
5h ACNADP+NADPH 1.]‘_ :|:637% :|:771% =
0 B e e BCNADP+NADPH 1.0 :|:693% =2 :|:4059%
10' 10° 10° 10"
Rel. Standardabweichung

Abbildung 15.5: Darstellung der relativen Fehler der Parameter fiir die beiden Datensitze
(4pF20 und 4pF78) sowie der des Doppelmodells als akkumulierte Verteilung.

Doppel-Modell betriigt sie +23%. In den weiteren Modellvarianten ist ein vergleichbares

Verhalten zu beobachten (Abb. 15.5).
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Kapitel 16
Modell-Analyse und -Konsistenz

In den folgenden Abschnitten werden weitere Methoden zur Modell-Analyse und Ansétze
zur Uberpriifung der Modellaussagen diskutiert. Aus den Simulation erhilt man neben
dem Konzentrationsverlauf auch die Flisse. Es wird diskutiert, ob die simulierten intra-
zelluldren Fliisse mit den zu erwartenden Werten iibereinstimmen (Abschnitt 16.1).

Das Modell kann verwendet werden um gezielte Vorschlige zur Stammverbesserung abzu-
leiten. Optimiert werden die Enzymexpressionen. Im Vergleich der beiden StiAmme wird
die Plausibilitit der vorgeschlagenen Enzymexpressionen diskutiert (Abschnitt 16.3).
Einige Enzym-Mechanismen lassen Riickschliisse auf das thermodynamische Gleichge-
wicht zu. Allgemein wird angenommen, dass Reaktionen mit einem hohen thermodyna-
mischen Gefille in der Zelle reguliert werden. Reaktionen, dic in der Nédhe des thermody-
namischen Gleichgewichts ablaufen, folgen dagegen meist einen reversiblen Mechanismus.
Das thermodynamische Gefille wird anhand einer Ndherung der Gibbsschen Energien
bestimmt (Abschnitt 16.5).

16.1 Abschitzung maximaler Flussraten

Vor der Puls-Aufgabe befinden sich die Bakterien in einem limitierten stationdren Zu-
stand. Die zugefiihrte Glucose wird sofort von den Zellen aufgenommen. Die spezifische

(extrazelluldre) Glucose-Aufnahmerate ngt im Steady-State vor dem Puls ergibt sich so-

mit aus der im Feed zugefiihrten Menge (ered Creed):

0 _ ‘./feedcfeed — 0.752 mmol

upt —
P Vieactor CBTM geTM h

v (16.1)

Dic CO5 Bildungsrate wurde online gemessen. In den Aromaten-Biosyntheseweg kann
wihrend der Limitierung maximal noch der verbleibende Kohlenstoff flieken. Da auf dem
Weg zu L-Phenylalanin ein Molekiil CO4 abgespalten wird, berechnet sich der maximal
moglich Fluss zu (neqe = Anzahl der C-Atome in Glc, ngphe = Anzahl der C-Atome von
L-Phe):

0 0
0 _ Mol Vgt — Y002 mmol _ ;. g130 ™ Mintre (16.2)
)

Uphe =

NC,phe gaT™ h

Fiir die Umrechnung wurde eine spezifischen Dichte von p = 2.78 mlingra/8am™M (lintra
bezeichnet intrazelluldres Volumen) angenommen (BUCHHOLZ ET AL., 2001).
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Ein Zugang zu einer Abschétzung nach dem Puls ergibt sich aus der Betrachtung der ma-
ximal moglichen Ausbeute (Abschnitt 11.2) und der im Experiment beobachteten maxi-
malen Glucose-Aufnahmerate. In der Wachstumsphase erreicht der Stamm eine Substrat-
Aufnahmerate vy = 10mmol/(ggrm b). Es ist durchaus méglich, dass die Glucoseaut-
nahme nach dem Puls auch tiber diesen Wert steigt (CHASSAGNOLE ET AL., 2002). Es
kann aber angenommen werden, dass im Mittel iiber den Beobachtungszeitraum dieser
Wert zumindest nicht wesentlich iiberschritten wird. Damit kann auch eine Obergrenze fiir
den Fluss in den Aromaten-Biosyntheseweg abgeschitzt werden. Die maximale Ausbeute
wurde mit Yoy = 0.55mM/mM bestimmt:
mol mmol mM; era

10 = (0.bb————— 16.3
m01upt germ b 8 ( )

Uphe = Ymax Vupt;maz = 0.55

In den gemessenen intrazelluliren Konzentrationen werden Anderungen mit bis 21 Vyptmez =
10 mM;yy,a/8 beobachtet (E.coli 4pF78, je nach Spline-Glidttung auch hoher). Auch vor
dem Puls sind hohe Konzentrationsinderungen zu beobachten, die cindeutig gegen die
hier vorgenommenen Abschiitzungen verstoken (Maximum vor dem Puls sollte um 0.0132
mmol lgtlra s71) liegen. Aus dieser Abschitzung wird deutlich, dass die hohe Dynamik der
gemessenen Konzentrationen nicht mit der extrazelluliren Akkumulation iibereinstimmt
und es in der Modellierung nicht gelingen kann, intra- und extrazelluldres Verhalten gleich-
zeitig und {ibereinstimmend wicderzugeben. Wicso cs zu diesen extremen Konzentrati-
onsinderungen kommt, kann an dieser Stelle nicht gekldrt werden. Dazu miissen weitere
gezielte Experimente, unter Umstinden mit Markierung durchgefiihrt werden. Aus diesen
Daten kénnte man crkennen, ob stark fluktuicrende Austauschfliisse oder Messfehler die

hohe Dynamik verursachen.

16.2 Vergleich der simulierten und notwendigen Fliisse zur Wie-
dergabe der Messdaten

Die Konzentrationsdnderungen der intrazelluldren Pools entstehen durch die zu- und ab-
fliekenden Reaktionen. Die Beziehung von Flissen und Konzentrationsiinderungen ist
durch die Stéchiometrie vorgegeben und kann genutzt werden, den notwendigen Fluss
zu rekonstruieren. BARDOW UND MARQUARDT (2004) verwenden diesen Zusammen-
hang zur inkrementellen Modellidentifizierung. Statt eines Differentialgleichungssystems
muss in den Flusskoordinaten nur ein Gleichungssystem geltst und angepasst werden
muss.

Betrachtet man den in dieser Arbeit untersuchten linearen Syntheseweg, kénnen die zur

Wiedergabe der Messungen notwendigen Fliisse bei bekanntem Zu- und Abfluss in und
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aus dem Syntheseweg bestimmt werden. Da die Messdaten mit starkem Rauschen be-
haftet sind und die Ableitung der Konzentrationen benétigt wird, wird mit geglitteten
Konzentrationen (Abb. 16.1) gearbeitet.

0.08 DAHP 55
; : 2

15
1

5 10 15 20 3 0 5 10 15 20
tfs] tls]
Abbildung 16.1: Konzentrations-Zeitverlouf der gemessenen Konzentrationen mit Spline-
Glittung (gestrichelte Linie) und der besten Modellanpassung (Doppelmodell
Nr. 585) fiir den Datensatz E.coli JpF78.

|
I
0 1
30

Schwierigkeiten bereitet der Ein- und Ausfluss aus dem Biosyntheseweg. Messtechunisch
ist kein Zugang zum (intrazelluldren) Fluss iiber die Systemgrenze moglich.

Hier wurden deshalb die aus der Simulation gewonnenen Zu- und Abfliisse cingesetzt, In
Abh. 16.2 sind die aus den Konzentrationen und der Stochiometrie berechneten Fliisse

{gestrichelt) und die Fliisse ans der Simulation (blan) dargestellt. Zn beobachten sind:

e DAHP Synthase: Der Fluss der DAHP Synthase stammt aus der Siimulation, simu-

lierter und rekonstruierter Fluss stimmen somit per Definition iiberein.

e DHQ Synthase: Simulierter und notwendiger Abfluss aus dem Pool (DHQ Syuthase)
gind sich sehr #dhnlich. Da die Konzentrationsinderungen im DAHP Pool extrem
niedrig sind. miissen Ein- und Aunsfluss fast identisch sein. Obwohl hier der simulierte
Zu- und Abfluss den rekonstruierten Fliissen entspricht, erkennt man in Abb. 16.1
bereits Abweichungen zwischen simulierten und geglatteten Konzentrationen. Dies
deutet darauf hin, dass der aus der Siimulation entnommene Fluss in den Aromaten-

Biosyntheseweg fehlerbehaftet ist.

e DHQ) Dehydratase: Fiir diese Reaktion sind deutliche Abweichungen zu beobach-
ten. Der rekonstruierte Fluss erreicht ein Maximum von PHAPHG ~ 2.3 mM /s, die

Simulation kommt auf maximal PHPHG ~ 1 45 mM/ 8.
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DHQS
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Abbildung 16.2: Vergleich der Fliisse aus der Simulation (bou) und der Berechnung aus den
geglitteten Konzentrationsmessungen und der Stéchiometrie des Biosynthese-
wegs (gestrichelt).

o Shikimat Kinase: Fiir diesen Reaktionsschritt sind die Unterschiede am deutlichs-
ten. Um die gemessenen Konzentrationsinderungen in SHIK wiederzugeben wird ein
maximaler Fluss von 8mM /s bendtigt. Die Simulation ist nicht in der Lage. diese
grofen Flussdnderungen wicderzugeben, Der Fluss wurde auf den Bereich bis ma-
ximal 2.5 mM/s beschréinkt (Abschnitt 16.1). Zu beobachten sind hier auch leichte
zeitliche Verschiebungen. Der zweite Anstieg im Fluss der SK Reaktion ist in der
Simulation zu friith (ca. 1s8). Genauso ist der in der Simulation beobachtete Abfall

der Konzentration ca. 28 zu friih.

e EPSP Synthase: Da die Konzentrationen von S3P im Vergleich zu SHIK wieder sehr
gering sind, sind Ein- und Ausfluss ans dem Pool fast identisch. Die fiir dic Shiki-
mat Kinase heobachteten Abweichungen sind somit anch fiir die EPSP Synthase zu

beobachten.

Die Zeitverzigerungen sprechen dafiir, dass eine Feedback Inhibierung der Shikimat Kina-
se durch Nachfolgemetabolite vorliegt. Deren Konzentrationsprofil wiire stiirker verzogert
und kénnte zur beobachteten zeitlichen Verschiebung fiihren. Nicht auszuschlieken ist
allerdings auch, dass der Effekt mit durch die Glittung hervorgerufen wird (s. auch Ab-
schnitt 14.4)
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16.3 Optimierung der Enzymexpression fiir den Steady State

Wird angenommen, das Modell fiir den Aromaten-Biosyntheseweg gibt die Realitéit aus-
reichend genau wieder, kann es zur Vorhersage optimaler Enzymexpressionen eingesetzt
werden.

Die Zelle kann nur eine begrenzte Menge Enzym produzieren (BROWN, 1991). Aufgrund
der Homeostase (VISSER UND HEILJNEN, 2003) kdnnen auch die intrazelluliren Kon-
zentrationen nicht belicbig verdndert werden. Dicse beiden Einschrankungen miissen bei
der Variation der Expression beachtet werden.

Die Enzymmengen e bzw. die zur Enzymmenge proportionalen vip,,-Werte werden aus

ciner Optimicrung des steady-state Flusses (v) durch den Biosyntheseweg bestimmt. Die

0

mag Sid die Enzymmengen des Aus-

Optimierung unter Nebenbedingungen lautet dann (v
(=]

gangszustands, Vigg die veriinderten Enzymmengen, ¢? sind die Konzentrationen im ge-

messenen steady-state (Tab. 16.1), ¢ die sich cinstellenden Konzentrationen mit den En-

Zymmengen Vy,eg, der Skalar n, gibt die Anzahl der Enzyme, n, die Anzahl Pools wieder)®:

Nv =0
LI )
Fezt < 1.25n
o < 1
v = arg max Uphe{C, Cexs Vimaz, @) 50 dass: &1 Ymasi v (16.4)
max Tic 0
1 cj—c}
T _1—21 cj S 5 Ne

Die aukerhalb des Biosyntheseweges liegenden Konzentrationen (c2,, linke Tabelle) blei-
ben wihrend der Optimierung unveréindert, dic intrazelluldren Konzentrationen (rechte
Tabelle) ergeben sich aus der steady-state Bedingung. Abb. 16.3 zeigt das Schema der Op-
timierung. In der inneren Schleife werden iterativ die sich einstellenden Konzentrationen
und Fliisse berechnet. In der duferen Schleife 1duft die iterative Optimierung.

Betrachtet man zunichst die vorgeschlagenen Aktivitdten fiir den Stamm FE.coli 4pF20,
fallt die geforderte, verstérkte Aktivitdt der DH() Synthase und Shikimat Kinase auf
(Abb. 16.4a). Eine Verdreifachung des Steady-State Flusses wird durch die Steigerung
der Aktivitdten (DHQS 3x, SK 2.5x) vorhergesagt. Zu beachten ist jedoch, dass diese
Optimierung unter der Annahme konstanter Konzentrationen der Precursor durchgefiihrt
wurde. Die Steigerung kann wesentlich niedriger austallen, wenn durch den héheren Bedarf
die Konzentrationen der Precursor und Co-Metabolite sinken. Die geforderte Uberexpres-
sion der DHQ Synthase (aroB) ist im Stamm F.eoli 4pF78 umgesctzt und fithrte zu ciner

Steigerung der Produktivitit.

!Die in (VISSER UND HELINEN, 2003) gesetzten Grenzen beziehen sich auf ein Modell des Zentral-
stoffwechsels. Da hier nur ein Teil betrachtet wird, werden die Grenzen vor allem der Konzentrationen
grifer gewihlt.
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Abbildung 16.3: Optimierung des  steady-state  Flusses (duflere  Schleife).  Varitert wer-
den  die  Enzymegpressionen  (Vipao-Werte).  Aus  dem  Steady-State
Nv(c, Cex; Vmaz, @) = 0 werden die Konzenlrationen und Flisse bestimmi.
Das nicht-lineare Gleichungssystem wird iterativ mit dem Newton- Verfahren
geldst (innere Schleife).
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Abbildung 16.4: Vorgeschlagene Verinderung der Enzym-Aktivitdten (v?,,%/v?m ) zur Steige-
rung des Steady-State Flusses. Links fir den Stamm 4pF20, rechis fir 4pF'78.
Dey Fluss durch den Syntheseweg wird wm 200% (4pF20) bzw. 110% [({pF78)
gesteigert (unter der Annahme, die Konzentrationen der Precursor und Co-
Metabolite bleibt erhalten).

Wird dic Optimicrung fiir den Stamm  E.eoli 4pF78 durchgefiihrt, erkennt man, dass
nun drei Enzymaktivitdten erhtht werden sollten (Abb. 16.4b). Der Fluss durch den
Aromaten-Biosyntheseweg wird mehr als verdoppelt (v = 2.1 v¢). Die bereits iiberexpri-
mierte Eingangsreaktion (DAHP Synthase) weist offensichtlich eine zu geringe Aktivitét
auf. Thre Aktivitit sollte 2.2fach erhtht werden. Die Aktivitit der schon {iberexprimierten
DHQ Synthase ist anscheinend ausreichend, im optimierten Syntheseweg wird die Aktivi-
téit sogar reduziert. Offensichtlich ist durch die Uberexpression bereits eine Uberkapazitit
vorhanden. Von allen erniedrigten Aktivitdten wird die der DHQ Synthase allerdings am
wenigsten herabgesenkt (An dieser Stelle sei auch auf die gegebene Nebenbedingung einer
maximal 1.25fach Erhéhung der Enzymmenge (Gl (16.4)) hingewiesen. Einige Aktivitdten
miissen herabgesenkt werden, um eine verstirkte Aktivitdt anderer, stirker limitierender

Reaktionsschritte zu erméglichen.)
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16.3. Optimierung der Enzymexpression fiir den Steady State

Als néchste hinderliche Reaktion wird die DHQ Dehydratase ermittelt, ihre Aktivitit
wird im optimierten Zustand um 100% crhoht. Offensichtlich hoch aktiv ist die Shikimat
Dehydrogenase, im optimierten Zustand werden nur ca. 20% der Aktivitit benétigt. Die
Aktivitdt der nachfolgenden Reaktion (Shikimat Kinase) muss wiederum erhht werden
(Faktor 1.8).

Tabelle 16.1: Links: Aus den Mittelwerten nach dem Puls bestimmte Konzentrationen ¢ fiir die
Optimierung des Steady-State Flusses. Rechts: Konzentrationen € im optimierten
Steady-State.

Konzentration |[mM| Konzentration |mM|
Metabolit  4pF20 4pF78 Mectabolit  4pF20 4pF78
PEP 0.06 0.05 DAHP 0.27[au]  0.039 [ay]
X5P 0.34 0.09 DHQ 0.13 0.65
ATP 0.17 0.3 DHS 247 10.05
ADP 0.37 0.2 SHIK 3.19 8.83
AMP 4.0 4.0 S3pP 0.77 0.98
NADP 0.2 0.2
NADPH 0.4 0.71

Diese Ergebnisse decken sich weitestgehend mit den experimentellen Beobachtungen. Es
wurde festgestellt, dass die Feed-back resistente Variante der DAHP Synthase ( aroF*") im
Vergleich zur nicht modifizierten Variante cine geringere Aktivitdt aufweist. Der Stamm
E.coli 4pF81 mit aroF und arol (Shikimat Kinase) Uberexpression erreicht eine hohere
L-Phenylalanin Produktivitit. Uber den Einfluss der DHQ Dehydratase gibt es kaum ex-
perimentelle Befunde. DELL UND FROST (1993) berichten, dass dieser Schritt einen ge-
ringen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit der Aromaten-Biosynthesewegs nimmt,
da cs sich um cine Gleichgewichtsreaktion handelt. Wenn jedoch wirklich zu wenig Kata-
lysator vorhanden ist, stellt sich das Gleichgewicht unter Umsténden nur langsam ein, so

dass durchaus eine Limitiernng denkbar ist.

Die Optimierung zeigt auch, dass zur Steigerung des Flusses die Erhéhung nur einer En-
zymaktivitit nicht aussreicht. Offensichtlich gibt es in diesen Modellen kein “Bottleneck”-
Enzym, im Fall von 4pF20 muss die DHQS als auch die SK iiberexprimiert werden. Der
Stamm 4pF78 triagt die DHQS auf dem Plasmid. Zur weiteren Steigerung miissen drei
Enzym-Aktivitdten verstirkt werden, die im vorangegangenen Optimierungsschritt aus-

reichende DAHPS-, DHQDH-, und die bereits fiir 4pF20 unzureichende SK-Aktivitit.
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16.4 Einfluss der extrazellularen Konzentrationen

Untersucht wird die Sensitivitét des Flusses durch den Shikimat Biosyntheseweg beziiglich
der externen Konzentrationen PEP, X5P, NADP, ATP, ADP und AMP. Die Sensitivitit der
Konzentrationen cex auf den Steady-State (Tab. 16.1) ist in Abb. 16.5 wiedergegeben.

Py saed, By EEE S,

DAHP 098 ﬂx- 04t
DHQ los1
DHS \i 5.81
SHIK P 5.90
/
sap 0.82

Abbildung 16.5: Sensitivitdl der Konzentrationen (links) bzw. des Steady-State Flusses (rechis)
beztiglich der extrazelluliiren Konzentrationen Ce. Die Sensitivitilen sind als
Konzentrations- bzw. Fluss-Kontroll-Koeffizienten dargestellt (MCA ).

Auffillig ist, dass offensichtlich die beiden Precursor PEP und X5P den grioften Einfluss auf
die Konzentrationen nehmen. Die Sensitivitdt von PEP ist dabei bis S3P etwas niedriger als
der X5P Einfluss. ATP, ADP, AMP und NADP heeinflussen wesentlich die Konzentrationen
von DHS und SHIK. Vor allem ATP féllt hier auf. Die Sensitivitéit auf die DHS und
SHIK Konzentration ist vergleichsweise hoch. Genauso diec NADP-Konzentration. Steigt
sie an, fillt die DHS Konzentration. Schon in den Modellhypothesen wurde eine starke
Abhéangigkeit von DHS gegeniiber NADP bzw. NADPH vermutet, die sich nun im Modell
bestiitigt.

Betrachtet man die Sensitivitiit des Flusses durch das System zeigt sich wieder die starke
Abhidngigkeit von den Precursor-Konzentrationen. ATP, ADP, AMP und NADP spielen
eine untergeordnete Rolle. P; wird in die Kinetiken mit aufgenommen (hier als konstante
Konzentration), da ein Einfluss auf die DAHP Synthase beschrieben wurde (SIMPSON
UND DAVIDSON, 1976). Eine hohe P; Konzentration hat einen negativen Einfluss auf
den Fluss durch den Aromaten-Biosyntheseweg. Dies lisst sich anch aus der thermodyna-
mischen Betrachtung ableiten, da hohe P;-Konzentrationen das Gleichgewicht verschieben

(P; wird im Reaktionsweg mehrmals abgespalten und tritt als Nebenprodukt anf).

16.5 Thermodynamische Betrachtung

Betrachtet man die im Syntheseweg ablaufenden Reaktionen, lassen sich aus Parallelen

zu anderen Reaktionen folgende Thesen ahleiten:
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16.5. Thermodynamische Betrachtung

DAHP Synthase: Die beiden Substrate sind energiereich, vor allem der Verbrauch eines
cnergichaltigen PEP legt cine thermodynamisch bevorzugte Reaktion zn DAHP

nahe.

DHQ Synthase: Die Phosphatabspaltung ist thermodynamisch giinstig. Zudem kommt

es zum Ringschluss (Aldol-Kondensation).

DHQ Dehydratase: Hydrierungen sind allgemein bevorzugte Reaktionen (z.B. Fumara-
sc mit AG = —3.8). Dchydricrungen weisen meist cin leicht zu den Substraten

geneigtes thermodynamisches Gleichgewicht auf.

Shikimat Dehydrogenase: Diese Reaktion ist die Reduktion eines Ketons zu einem se-
kundéren Alkohol unter Verbrauch von NADPH. Die umgekehrte Richtung, die Oxi-
dation eines sekundiren Alkohols ist nicht bevorzugt (z.3. Malat Dehydrogenase
AG® = +29.7)

Shikimat Kinase: Die Ubertragung von anorganischem Phosphat von ATP auf Shikimat
kann als bevorzugte Richtung angenommen werden (Phosphatgruppe an S3P hat

vermutlich eine niedrigere Energie).

EPSP Synthase: Gruppen-Transfer mit PEP als Donor ist vermutlich die bevorzugte

Richtung.

Chorismat Synthase: Durch die Eliminierung von P; wird eine Doppelbindung einge-
fithrt. Die Phosphatabspaltung ist normalerweise eine energetisch giinstige Reaktion
(z.B. Phosphat-Ester Hydrolyse AG = —15).

Chorismat Muthase: Die Pyruvyl-Gruppe wird vom Enol in die stabilere Keto-Form

umgesetzt. Sic ist somit bevorzugt.
Prephenat Dehydrogenase: Decarboxylierung und Aromatisierung ist bevorzugt.

Transaminase: Die Transaminase-Reaktion ist eine Gleichgewichtsreaktion.

Eine genauere Abschiitzung kann durch die Berechnung der thermodynamischen Gleich-
gewichte erreicht werden. Fiir die Intermediate des Shikimat Biosynthesewegs sind kaum
AGP-Werte tabelliert. Die fiir die Berechnung notwendigen Werte werden deshalb nach
der “Group contribution” Methode von MAVROVOUNIOTIS (1991) abgeschiitzt. Nach
MAVROVOUNIOTIS (1991) werden die Molekiile in charakteristische Gruppen zerlegt,

denen jeweils ein bestimmter AG®%-Wert zugewiesen wird (s.Abb. 16.6).
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Abbildung 16.6: Zerlegung in charakteristische Gruppen der Intermediate DAHP wnd DHQ)
nach der Methode von MAVROVOQUNIOTIS (1991) zur Berechnung der AGY-
Werle.

Tabelle 16.2: A,G°-Werte der Reaktionsschritte von E4P und PEP zu L-Phenylalanin
auf Basis der berechneten AGO-Werte nach der Methode von MAVRO-
VOUNIOTIS (1991).

Reaktion Edukte Produkte AG® L

DAHP Synthase PEP | E4P | HeO DAHP | P; -72.9
DHQ) Synthase DAHP DHQ — Py -95.5
DHQ Dchydratase DHQ DHS + HoO -8.0
Shikimat  Dehy- DHS + NADPH SHIK + NADP+ -48.8
drogenase

Shikimat Kinase  SHIK + ATP S3P + ADP -118.8
EPSP Synthase  S3P -+ PEP EPSP + P, 9.2
Chorismat  Synt- EPSP CHO + D -62.0
hase

Chorismat CHO PPA -147.8
Muthase

Prephenat Dehy- PPA PPY — COy — HO -103.7
drogenase

Transaminase PPY + Glu L-PHE + aKG 0.0
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16.5. Thermodynamische Betrachtung

Aus Tabelle 16.2 erkennt man, dass sich die meisten im ersten Abschnitt aufgestellten
Hypothesen bestitigen. Thermodynamisch ungiinstig ist nach der Abschitzung nach der
Group-Contribution-Methode die EPSP Synthase-Reaktion sowie die Transaminierung.
Bei diesen Reaktionsschritten miissen sich hohere Substrat-Konzentrationen (im Vergleich
zu den Produkten) cinstellen, um eine ausreichende Tricbkraft fiir die Reaktion herzustel-
len. Leider sind fiir diese Reaktionsschritte bislang keine intrazelluliren Konzentrationen
gemessen worden.

Im linearen Syntheseweg sollten sich Konzentrationen einstellen, die dem ersten Hauptsatz

entsprechend zu cinem negativen AG-Wert fiithren:

np
np ns I] ap P
AsG =) AGY — 9 =
f Z GY, ZAGS',—I—RTln T a—
i=1 i=1 H as, Si i
i=1
ﬁ ap, P;YPi
=AG°+RT In—— (16.5)
H ag, S;YSi

i=1

Interessanterweise ldsst sich aus den Werten auch eine Hypothese zur Regulation en-
zymatischer Reaktionen bestiitigen. Vor allem thermodynamisch bevorzugte Reaktionen
werden allosterisch reguliert. Bekannt ist, dass die Eingangsreaktion, sowic dic Chorismat
Synthase und -Muthase durch das Endprodukt L-Phenylalanin inhibiert werden.

Die hier durchgefiihrte thermodynamische Analyse basiert auf geschiitzten AGP-Werten.
Zudem ist zu beachten, dass in der Zelle nicht Normalbedingungen herrschen. Teilweise
sind fiir cinzelne enzymatische Reaktionen des Shikimat Biosynthesewegs auch experi-
mentell bestimmte AG? verfiighar. Tm niichsten Schritt sollten dann die AGO-Werte auf
intrazellulire Bedingungen umgerechnet werden. An der ETH Ziirich wird zurzeit an ei-
nem Tool (KUMMEL ET AL., 2006) gearbeitet, dass cine Umrechnung nach der Methode
von ALBERTY (2003) vornimmt.
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Kapitel 17
Simulationsstudie: Metabolisch insta-
tionare 13C Experimente

Die statistischen Untersuchungen der vorangegangenen Kapitel haben gezeigt, dass zur in
vivo Parameterbestimmung weitere Informationen bereitgestellt werden miissen. Bei der
Durchfiihrung stationirer Stoffflussanalysen ist der Einsatz von 13C markiertem Substrat
sehr erfolgreich und erméglicht eine wesentlich genauere Bestimmung der intrazelluldren
Stofffliisse im Vergleich zum rein st&chiometrischen Ansatz. Die Frage, ob die Markie-
rungsinformationen auch bei der Bestimmung von kinctischen Parametern in vivo Exrfolg

versprechend ist, wurde noch nicht detailliert untersucht.

Um die Qualitiit der Parameterschitzung reaktionskinetischer 13C Modelle abzuschiitzen,
wird ein kleines Beispielsystem (Abb. 17.1) untersucht. Es werden verschiedene Annah-
men iiber verfiighare Messdaten im Vergleich zu einem Experiment ohne *C Markierung
betrachtet.

Die Experimente der Simulationsstudie werden analog zum Stimulus-Response Experi-
ment ohne Markicrung durchgefiihrt. Das metabolische Netzwerk wird vor dem Puls
Substrat-limitiert und zum Zeitpunkt ¢ = 0s durch die Zugabe eines hoch konzentrier-
ten markierten Substrat-Pulses aus dem limitierten Gleichgewichtszustand ausgelenkt

(Abb. 4.3).
Am Beispiel des in Abb. 17.1 dargestellten kleinen Beispielsystems wird die Komplexi-

tit und der Informationsgehalt metabolisch und isotopisch instationérer ¥C Experimen-
te diskutiert. Untersucht werden unterschiedliche Szenarien beziiglich der vorhandenen
Messdaten und deren Qualitit.

Die Experimente der Simulationsstudie werden analog zum Stimulus-Response-Experiment
ohne Markierung durchgefiihrt. Das metabolische Netzwerk wird vor dem IPuls Substrat-
limitiert und zum Zeitpunkt t = 0s durch die Zugabe eines hoch konzentrierten 3C

markierten Substrat-Pulses aus dem Gleichgewichtszustand ausgelenkt.

17.1 Modellaufbau

Zur Beschreibung des metabolisch und isotopisch instationdren Zustands wird ein Diffe-
rentialgleichungsModell bendtigt, das sowohl den Konzentrations- als auch den Anreiche-

rungsverlauf darstellen kann (Abb. 4.1). Das Erstellen der Modellgleichungen, insbesonde-
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S e ———— ——— —————— ————

Abbildung 17.1: (a) Stoichiometrie des Beispielnetzwerk fiir die dynamische Simulationsstu-
die mit ¥C markiertem Substrat. (b) Das mugehérige C-Atom- Transitions-
Netzwerk.

re der Massenbilanzen &, Kinetiken v und der 3C Bilanzen x ist in den Abschnitten 6.2, 6.3

und 6.3 erliutert. Zusammenfassend wird das Modell aus diesen Bausteinen erstellt:

Kinetik Der Fluss wird in Abhéingigkeit der vorlicgenden Konzentrationen durch reak-

tionskinetische Terme beschrieben.

Metabolit Massenbilanzen Die Konzentrationen veriindern sich im metabolisch dy-
namischen Zustand, dic Konzentrationen werden durch Differentialgleichungen be-

schrieben.

Isotopomeren Massenbilanzen Wie die Konzentrationen sind auch die ¥C Anreiche-

rungen instationdr und werden durch Differentialgleichungen abgebildet.

Die Summe der Isotopomeren-Konzentrationen eines Pools X ergibt die Gesamtkonzen-
tration des Pools X. Aufgrund dieser Abhingigkeit, kann der Konzentrationsvektor ¢
aus dem Modell eliminiert und durch Summen des nachfolgend definierten Vektors x,
ersetzt werden. Das Differentialgleichungs-System kann folglich mit folgende Variablen

vollstdndig beschrieben und parametrisiert werden:

Vektor der Isotopomeren-Konzentrationen xg: Dieser Vektor fasst alle im Netz-

werk vorkommenden Konzentrationen der Isotopomere zusammen:
T T
Xe = [A aUﬂaA ap1;---, E e11] = [ADO': ik 1A117- 8y Ell]
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17.2. Untersuchte Szenarien

Kinetiken: v(c, o) Mit diesern Funktionsvektor werden alle im Netzwerk vorkommenden

Enzymkinetiken zusammengefasst:
T
V(C, a) = [vupta U1, V2,..., Uﬁ]
Parameter: a Dieser Vektor beinhaltet alle Parameter der Reaktions-IKinetiken:

o= [uuvma upthﬂaupth':"'ﬂvﬁKM]T (17'1)

Input Parameter : o™ Dicser Vektor beinhaltet alle experimentell vorgegebenen Pa-

rameter (z.B. Feedstrom, Input Markierungsverteilung)

ai.np = [vfeedv Creed; fEEduo, L | feedn]T

= 0 5 10 18 20 25
timo [s]

Abbildung 17.2: Simulationsergebnisse fiir die Isotopomerenverteilung. Extrazellulir (Aex) wird
durch den markierten Puls eine Markierungsanreicherung von ca. 90% vorge-
geben. In den Pools C und D treten kurzzeitig Mischisotopomere 2. B. C#0011
auf. Erreicht der Pool E den stationdren Zustand, ist auch C vollstandig mar-
kiert.

17.2 Untersuchte Szenarien

Die Ergebnisse der Simulationsstudien werden im Vergleich zu einem Referenz-Experiment
ohne 3C Markierung untersucht. Besonders interessant ist der Vergleich der Parameterbe-
stimmtheiten und der Korrelationen, die anhand einer Regressionsanalyse berechnet wer-

den kdénnen. Sie hiingen wesentlich von den Annahmen iiber die verfiigharen Messungen
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Tabelle 17.1: Messhare Informationen der verschiedenen Szenarien.

Szenario
Pool S,_,, So S%_
o) o0 QO L
ane| o | | S| 5 et e
c |:| * @I |:| * @ |:| * o e r
D Messbare Poclgrafie
D |:| + % Hq-% |:| +% MNMMMW

und deren Genauigkeit ab. Fiir die durchgefiithrten Studien werden folgende Bedingungen

und Szenarien angenommen:

Probennahme: Uber einen Zeitraum von —5...20s konnen 20 Proben entnommen wer-
den kénnen. Vor dem Puls werden 4 Proben genommen, nach dem Puls die ersten
5s alle 0.5s, danach alle zwei Sekunden. (In Abschnitt 17.4 werden die Probennah-

mezeiten mittels Methoden der Versuchsplanung optimiert.)

Messtechnik: Mit einem LC-MS/MS Messgerét konnen sowohl der Markierungszustand
also auch die intrazellulire Konzentration gemessen werden. Teilweise wird auch die
Messung von Fragmenten, d.h. eines Teils des C-Skeletts miglich sein. Die Anzahl
der messbaren Metabolite sowie der verfiigharen Fragmente wird in den Szenarien
variiert (Tab. 17.1). In Szenario S,y wird angenommen, dass die Poolgrifen aller Me-
tabolit gemessen werden und alle Massenisotopomere zur verfiigung stehen. In Sp_re
ist die Poolgrike D nicht bestimmbar, die Massenisotopen-Verteilung ist jedoch zu-
giinglich. Tm letzten Szenario S¢p_gag konnen alle Poolgrafen bestimmt werden, bei
der Messung der Massenisotopen-verteilung kommt es bei den Metaboliten C und
D zu einer Fragmentierung in Q3. Das erste C-Atom spaltet sich ab und man erhalt

zusitzliche Informationen iiber die Markierungsverteilung (s. auch Kapitel 18).
Fiir die Messfehler werden folgende Annahmen getroffen:

Fehler beim Zell-Aufschluss: Bei der Probenaufbearbeitung (Quenching, Waschen,
Zellaufschluss und Neutralisation, Abb. 17.3) kommt es zu zufélligen Fehlern, die in
den Verdiinnungsfaktor ¢ der Probe eingehen. In den Simulationsstudien wird von
einem relativen Fehler von 10% ausgegangen (@*(2) ist die wahre Verdiinnung zum
Zeitpunkt ¢):

o(t) = ¢"(t) Loy 05 =0.1¢"(1)
Dieser Fehler wirkt sich auf die Konzentrations-Messungen ¢, nicht aber auf die

Messung der relativen Markierungsverhiltnisse x aus, da der Verdiinnungsfehler
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17.2. Untersuchte Szenarien

fiir alle Isotopomeren-Pools gleich ausfillt. Es wird jedoch angenommen, dass der
Verdiinnungs-Fehler fiir die verschiedenen Metabeolite zu cinem Zeitpunkt unter-
schiedlich ausfallen kann (2.B. durch unterschiedliches Leaking). Zudem wird ange-
nonunen, dass zwischen den Probennahmezeitpunkten keine Korrelationen anftre-

ten. Unter dicsen Fehlerannahmen gilt dann

Corr (¢(t)) = diag {o4(t)*}

MS-Messunsicherheit: Der Fehler des MS-Messgerites bestelit ans einem von der Si-
gnalstiirke (bzw. der Konzentration) ep(t) unabhiingigen Grundrauschen o und

einem relativen Anteil acp(t) (cp(t) ist die wahre Probenkonzentration):

cp(t) = cp(t) £ omsms(t) omsms = o+ acp(t) (17.2)

Auch bei dieser Messung wird angenommen, die Fehler seinen zufillig und unah-
hiingig. Sowoh] zeitlich als auch unter den verschiedenen Metaboliten gibt es keine
Korrelationen (Abb. 17.3):

Cov(c,(t)) = diag {o3r5/ms(®)}

Fiir die Szenarien (Sai, Sp—rel 1nd S¢,p_frag) Werden Messdaten aus den Simulationen ge-
neriert. Der Einfachheit halber wird sowohl die Verdiinnung ¢ = 1 als anch die Skalierung

¥ =1 gesetzt.
Fehlermodell

vy ¥ _‘_ +2
R ra

| A |
AV,,, AV, AV, /\ +0
wahre Proben MS/MS
intrazellulédre Aufarbeitung  Messungen

Konzentration

* * * * ¥ ok

Cx ¢ Ays =07 ¢
Abbildung 17.3: Felilermodell fiir die MS/MS Messungen. Der Fehler der Probenaufarbeitung
wirkt sich ouf alle Isotopomere eines Pools gleich aus. Der MS/MS Mess-
fehler ist fiir die einzelnen Isoftopomere unabhingtg. Damit ergibt sich fir
die Konzentrationsmessung eine Abhdngigheil von @, v und der gemessenen
Fliche Aprg, wihrend die Isotopomerenverteilung nur von Aprg, bzw. den

Peakflichen- Verhdlinissen abhingt.
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Der prinzipielle Aufbau des Messmodells wird in Kapitel 18 ausfiihrlich dargestellt. Fiir
das laufende Beispiel ist der Verlauf der Massenisotopomeren-Konzentrationen ist in

Abb. 17.4 fiir Szenario S¢,p-frag (U-"2C Puls) wiedergegeben.
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Abbildung 17.4: Aus der Simulation gewonnene Messdaten fiir Szenorio S¢,p—frag ™l UB¢

markiertem Substrat- Puls. Die Massenspuren sind mit Mutter- und Fragment-

Ton-Masse angegeben (0.0 bedeutet mfz +0 im Mutter-Ton, m/z +0 im Frag-

ment, 1.0 m/z+ 1 im Mutter-lon, m/z + 0 im Fragment).

17.3 Ergebnisse aus dem Statistischen Vergleich

Um die aus den Messdaten gewonnenen Informationen zu vergleichen, wird das D-Kriterium
(8. GL (7.19)) der Parameterschiitzung & (ohne w(£), s. Kap. 18) berechnet. Aus dem
D-Kriterium ldsst sich znm Vergleich verschiedener Experimente schnell der einfacher zu
interpretierende Informations-Index I ableiten (Gl. (7.20)).

In Tab. 17.2 sind die statistischen Giiten dargestellt. Zu beobachten ist eine deutliche
Verbesserungen der Parameterbestimmtheit durch Zugabe eines ¥C markierten Sub-
strats. Das D-Kriterium der Kovarianz-Matrix verkleinert sich von D = 8.75107 auf
D =6.1010"% (Szenario Sy). d.h. im Mittel verkleinern sich die Standardabweichungen
um den Faktor I = 5.67. Sind zusiitzlich Fragmentmessungen der Metabolite C und D
verfiighar, steigt der Informationsindex auf I = 6.00.

Interessanterweise zeigt sich bei der Analyse der Korrelationen eine Entkoppelung der Pa-
rameter verschiedener Reaktionen (Abb. 17.5) im Vergleich zu dem Referenz-Experiment

ohne Markierung. Offensichtlich bewirken die zeitlichen Verzdgerungen und die zusételi-
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No Labeling With Labeling
Abbildung 17.5: Parameter-Korrelationen: (a) fir das 120 Experiment, (b) fir das U130 Eaz-
periment S¢ D—frag-

chen Massenspuren, dass die Messungen unterschiedlich sensitiv anf die Parameter rea-
gieren (Abb. 17.6).

Geringer als erwartet ist der Informationsverlust durch nicht mesgbare Poolgroken. Wird
angenommen, dass die Konzentration D nicht gemessen werden kann (Szenario Sp_re),
fillt der Informationsindex auf I = 5.35, d.h. lediglich ca. 6% niedriger als im Fall mess-
barer Konzentrationen. Der relativ grosse Fehler bei der Bestimmung der Konzentrationen
(10%) lésst den Unterschied zu keiner Information offensichtlich sehr gering werden. Die
Skalierung w wird mit einem Fehler von ca. 1 —18% (je nach Zeitpunkt) geschiitzt. Die w

Parameter bei gemessenem y,, liegen im Bereich von 0.3 — 8%.

17.4 Versuchsplanung

Mitden Methoden der Versuchplanung kann auf der Grundlage von angenommenen Pa-
rametern, Konzentrationen und Messfehlern das “informativste” Experiment bestinunt
werden NOH UND WIECHERT (2006). Optimiert werden dazu Design-Parameter, die
vom Experimentator verindert werden kénnen. Bei metabolisch und isotopisch dyna-
mischen C Experimenten kinnen sowohl die Substrat-Zusammensetzung als auch die
Probennahme-Zeitpunkte vorgegeben werden. Exemplarisch wird fiir Szenario S¢ p_rag
eine Optimierung der Probennahmezeitpunkte durchgefiithrt.

Das in der Versuchplanung iiblichste Optimierungs-Kriterium ist das D-Kriterinm. Das
D-Kriterium gibt das Volumen der Kovarianzmatrix wieder (Gl 7.19). Ein niedrigeres
D-Kriterium deutet somit auf eine bessere statistische Giite der Parameterschitzung hin.

Die Versuchplanung mit dem Ziel, N optimale Probennahmezeitpunkte im Intervall
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0 1 o & 10 15 o & 10 15
1[s] t[s] tfel
Abbildung 17.6: Vergleich der Sensitivitil auf die Messdaten fiir die Upmag Parameter des ers-
ten Reaktionsschritts (" vpmag ), Y Umae und der Ausflussreaktion Yvpeq. Bei
einigen Messungen lisst sich ein Vorzeichenwechsel der Sensitivitat beobach-
ten (2.B. OYycas/0 PUmaz. Eine Enthoppelung der Parameter ergibt sich v.a.
dann, wenn sich der Einfluss der Parameter diber die Zeit unierscheidet.

] 5

tmin <t <tg < -+ <ty < tymag zu bestimmen wird als Minimierung des D-Kriteriums

formuliert:

Eopt =Inéi_11D(C!,$) €=(t11t21"'1tN)T (17-3)

Diese Minimierung kann auf verschiedenen Wegen angegangen werden. Arbeiten von
(NOH UND WIECHERT, 2006) zeigen, dass die Aufgabe iterativ effektiv gelést werden

kann. Die Schritte bestehen aus:

1. Berechnung der Fisher-Informationsmatrix FI(é,t) fiir Zeitpunkte im Intervall [tpmin; tmaz)-
Im laufenden Beispiel wurden im Intervall ¢ = [0;20] alle 0.028 die FI(é&,t) be-

stimmt.

2. Aus der FI(#) wird fiir jeden Zeitpunkt ¢ des Rasters das D-Kriterinm berechnet. Da
die Kovarianzmatrix Cov (c’i) aus der Inversen der FI(&_)—Mat-r-ix berechnet werden
kann, gilt:

D(t) = 1/ det(F1(é, 1))
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17.4. Versuchsplanung

Tabelle 17.2: Vergleich der Parameterbestimmihesten der verschiedenen Szenarien. (a) Die re-
lativen Standardebweichungen der Parameter werden kumuliert dargestellt. Be-
trachiet man beispiclsweise Szenario Say betrigt die geringeste Standardabwer-
chung co. 5% (erste Stufe der roten Kurve). Mit unter 100% Standardabwei-
chung kénnen 6 Parameter bestimmt werden (Anzahl Parameter bei 100% rel.
Standardabweichung). (b) Determinanten der Parameter-Kovarianz sowie der je-
weilige Informations-Index zum Referenz-Experiment ohne ¥ C Markierung (erste

Zeile).
24 - e
Szenario
20! Substrat San Sp—rel Sc,D—frag
2 12¢,¢ D=87510"1
E I=1
£15 13 25 24 26
E U-C D=6.110" D=9410" D=3710"
= €
Q10 I =567 I=535 I=6.00
&, U-18¢ D =21310"2%
3 eopt
s I=6.08
1:3%G D=8310"%
I=537

10 100 1000 10
Rel. Standardabweichung [%]

3. Gewithlt wird nun der Zeitpunkt ¢, zu dem das Kriterinm minimal ist.

t; = argmin D(t), 'D = D(t)

4. Der zweite Probennahme-Zeitpunkt £ wird analog bestimmt. Zu beachten ist, dass
ein zur Probennahme ausreichender zeitlicher Abstand zur ersten Probe eingehalten
wird. Der minimale Abstand zwischen zwei Probennahmen ist ¢, (hier 0.28). Der
zweite Probennahme-Zeitpunkt wird wieder aus der Minimierung der D-Kriteriums
bestimnmt,

'\‘fg = arg mzin D(tl, 3), 2D = D(ﬂ],tz)

5. nach dem selben Schema werden die Probennahmen-Zeitpunkte g, ...,y bestimmt.

Dieses Schema wurde fiir das Szenario S¢ p—sag durchgefithrt. Die optimalen Probennah-
mezeitpunkte £ lauten hier:
Eopt = (—2.8, —0.9, —0.08, 0.32, 1.28, 1.7, 2.78, 3.56, 4.42, 5.12, 5.54, 5.96,
7.7, 11.5, 11.92, 12.34, 17.52, 18.34, 19.186, 20)T

Durch die Wahl dieser Zeitpunkte verbessert sich das D-Kriterinm allerdings lediglich um

1.3% auf I = 6.08. Diese Beobachtung lisst vermuten, dass (i) die gewihlten Zeitpunkte
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bereits nah am Optimum lagen oder (ii) die Identifizierbarkeit bei 20 Messpunkten nicht

stark von den genaucn Probezeitpunkten abhéngt.

17.5 Vereinfachte 13C Modelle

Bereits fiir das kleine Beispielsystem ergibt sich ein Modell mit 40 Differentialgleichungen
und 25 Paramectern. Fiir die Simulation des Zentralstoffwechsel wiirden mindestens 700
Differentialgleichungen benotig.

Deshalb wird im Folgenden versucht, ob das Markierungsverhalten vereinfacht durch
Massenisotopomere oder die Zusténde markiert/unmarkiert wiedergegeben werden kann.
Es soll untersucht werden, ob das Verhalten ohne die genauen Positionsinformationen
gut gendhert werden kann, und ob dic aus dem Modell resulticrenden Informationen noch
ausreichend sind. Angenommen wird ein Pulsexperiment mit vollstdndig markiertem Sub-
strat und die Verdriingung der vor dem Puls unmarkierten Intermediate betrachtet. Als
Messtechnik wird wiederum die LC-MS/MS bevorzugt.

In der Modellierung stellt damit sich die Frage, ob die Simulation der gesamten Isotopomeren-
Verteilung notwendig ist, oder das Modell durch Zusammenfassen von Isotopomeren-Pools
in eine niedrigere Dimension iiberfiihrt werden kann. Zwei Varianten der Zusammenfas-

sung sind denkbar:

1. Zusammenfassen der Isotopomeren-Pools zu Massenisotopomeren-Pools,
2. Zusammenfassen in die zwel Zustinde markiert und unmarkiert.

Die erste Variante kénnte in Bezug auf die eingesetzt MS-Messtechnik sehr interessant
sein. Die zweite Variante ist cine weitere Vercinfachung der ersten, dic Zusammenfassung
der +1, ..., +n markierten Massenisotope.

Um dic verschicdenen Ansétze zu vergleichen und die durch dic Vercinfachung hervor-
gernfenen Fehler werden Simulationen fiir vollmarkiertes und 1-13C markiertes Substrat

durchgefiihrt und ausgewertet.

17.5.1 Modellaufbau Massenisotopomere

Die Metabolit-Pools werden in diesem Modell in Massenisotopomeren-Pools (™x) auf-
geteilt. Ein Molekiil mit n C-Atomen hat statt 2” Isotopomeren-Pools dann nur noch
n + 1 Massenisotopomeren-Pools. Um die Bilanzgleichungen aufzustellen werden wieder-
um die Zu- und Abfliisse fiir jeden bilanzierten Metaboliten aufgestellt. Abbildung 17.7
zeigt die Gleichungen fiir die drei moglichen auftretenden Reaktionstypen (unimolekular,

bimolekular und die Spaltungs-Reaktion).
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Unimolekulare Reaktionen DBetrachtet man die Zu- und Abfliisse in den Pool B des
Beispiclnetzwerks, ergeben sich fiir die drei Massenisotopomere 1B, ! B und 2B folgende

Gleichungen:

+ip .
T WAL ATZA N
+ig +ig
+0 + Us
B+ B4+2B ' tOB+IB++2B

Zuflussin Bliaus Ali: vy,

Abfluss aus B 1i: vy =

+i
MB fiir B+i: 4B

= Vin — Vous (174)

Bimolekulare Reaktionen Die Massenzuordnung fiir bimolekulare Reaktionen ist ein-
deutig (Abb. 17.7). Bei bekannter Substrat-Massenisotopomeren Verteilung kann die Ver-
tcilung des Produkts bestimmt werden. Im Beispiclnetzwerk ist cine bimolckulare Syn-

thesereaktion (B + E zu C) enthalten. Die Bildung von C lisst sich wie folgt beschreiben:

40 0B +op
v = - — U
B+E—C np i nE 14 3
2B Y5 TE
“ +1Bg 0 0B +1g
UBEC = SRR SR AE " S E S v
1= 1= 2=l 3=l
4 +2p +2p
UB+E—»C — S B HB Y B HE Us
=l =l

Spaltungs-Reaktionen Aus Abb. 17.7 erkennt man schnell, dass es fiir Spaltungs-
Reaktionen keine eindentige Zuordnung von Massenisotopomeren gibt. Das unmarkierte
E#00 entstcht sowohl aus D#000 als auch D#001, d.h. T°F kann aus 7D und cincm
Anteil von t1D entstehen. Der Anteil aus 71D kann nicht bestimmt werden, wenn nur die
Summe der Isotopomere D#001+D#010—D#100 betrachtet wird.

Hier kann nur noch genéhert werden. Es wird angenommen, die drei Isotopomere die 1D
bilden seien zu jeweils gleichen Teilen vorhanden. Fiir die betrachtete Beispielreaktion
bedeutet dies, dass 1/3 71D zu T°E beitriigt:

+kD

+0D _|_+1 D _|_+2 D _|_+3 D
(17.3)

Zufluss in E+0 aus D : vgig = (T%d+1/3 ) vpr  *Fd =

Betrachtet man das einfach markierte T1E (Isotopomere E#01+E#10) ergibt sich ein
Zufluss aus den Tsotopomeren D#100, D4£010, D4£101 und D4£011. Von den drei 71D
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tragen zwei zu T1E bei, aus dem Pool der *2D Isotopomere sind es ebenfalls zwei von

drei moglichen Isotopomeren. Mit der Annahme ciner Gleichverteilung ergibt sich somit:

+kD

+0D _|_+1 D _|_+2 D _|_+3 D
(17.6)

Zufluss in E+1 aus D : vghy = (2/3 Td +2/3 P2d) vy tRd =

Diese Wahrscheinlichkeiten lassen sich leicht verallgemeinern. Fiir ein Molekiil W mit
nw C-Atomen, dass in zwei Metaholite U und V aufgespalten wird, ergeben sich fiir die

Bildung von U+iy iy = 0...ny die folgenden Flussanteile:

vt0 -1 oW ot (773/) iy - (n(}’) sy )
WV W HHW ... tow W (nm S HW (";") S
(y) _*ow
+--- 4+ = —_——
(n‘;,) 21:(’) +HW
w _ M _tw N () HHw N
T (o) e TW v (7)) S W vt ...

Betrachtet man den Zufluss in t'E ergibt sich somit:

17.5.2 Modellaufbau mit den Zustinden markiert und unmarkiert

Die néchste Vereinfachungsstufe betrachtet nur noch die Zustdnde markiert oder unmar-
kiert. Dies ist eine grobe Vereinfachung des detaillierten Isotopomeren-Modells. Wiederum
sind cs Spaltungs-Reaktionen, dic zu Schwicrigkeiten bzw. Abweichungen vom Orginalm-
odell fithren kénnen. Das Verhiltnis beim Ubergang lisst sich noch schlechter abschiitzen
als bei der Modelliernng mit Masssenisotopomeren.

Bei der Erstellung der Modellgleichungen wird deshalb angenommen, dass bei Spaltungs-
Reaktionen aus cinem markierten Pool zwei markierte hervorgehen. Bei bimolekularen
Synthesereaktionen entsteht ein markierter Pool, wenn mindesten einer der Vorldufer

markiert war.
Vergleich der Simulationsergebnisse mit voll markiertem Substrat

Es ist zu erwarten, dass die Simulationsergebnisse aufgrund der notwendigen Annahmen
bei Spaltungs-Reaktionen vom Orginal Isotopomeren-Modell abweichen. Die Positionsin-

formationen sind vor allem bei spezifisch markierten Substraten z.B. 1-13C Substrat von
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hoher Bedeutung. Wird vollmarkiertes Substrat eingesetzt, kommen spezifische Positi-
onsmarkicrungsmuster nur kurzeitig im Ubcrgang vor. In Abb. 17.8 sind dic Simulati-
onsergebnisse fiir das vollstandige Isotopomeren-Modell und das Massenisotopen-Modell
dargestellt.

Die nichste Vereinfachung, die Modellierung mit den Zustédnden markiert und unmar-
kiert ist in Abb. 17.9 dargestellt. Erstaunlicherweise sind hier geringere Abweichungen zu

beobachten.
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a) Unimolekulare Reaktion

AQO AOS AGD AG®
vy vy Vy vy
& .S .8 i
A+0— B+0 A+1— B+1 A+1— B+1 A+2— B+2

b) Bimolekulare Reaktion
BOO BC® BO® BOO

vy v, v v
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c) Spaltungs-Reaktion
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Abbildung 17.7: Betrachtung der Zuordnung fir Massenisotopomere. Sowohl fir uni- als
auch bimolekulare Reaktionen ist die Zuordnunyg eindeutig. Probleme bereilen
Spaltungs-Reaktionen. Hier reicht die Information der Anzahl markierter bzw.
wrmarkierter C-Atome nicht aus wm eine eindeutige Zuordnung der Markie-
rung der beiden entstehenden Molekile zu treffen. In der Umsetzung wird als
Néiherung eine Gleichverteidung der markierten Positionen angenommen. Fir
die Reaktion won D nach E und F ergibt z.B. fiir D+1 eine Wahrscheinlichkeit
von 2/3 E+1 und 1/3 F+1.
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20 25 30

30 5 10 15 20 2 30 30 5 10 15
t[s] t[s]
Abbildung 17.8: Abweichungen zwischen dem Isotopomerenmodell (durchgezogene Linie) und
dem vereinfachten Massenisotopomeren-Modell (gestrichelte Linie). Die Me-
tabolite A und B werden exakt wiedergegeben, bei den Anreicherungen in den
Pools C, D und E sind im Ubergang Abweichungen zu beobachten (vergriferte

Darstellung).
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Abbildung 17.9: Das extrem vereinfachte Modell kann den Verlouf der Markierungsanveiche-
rung relativ gut wiedergeben.

10
time fs]
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Kapitel 18
MS/MS Messmodell

Zentral fiir die statistischen Abschidtzungen des vorrangegangenen Kapitels sind die ver-
fiigharen Messdaten. Dieses Kapitel erldutert detailliert, wie die Messgleichungen aufge-
stellt wurde und wie reale Messdaten, die durch natiirliche Massenisotopomere verzerrt
vorlicgen, korrigiert und integriert werden kénnen.

Das Messmodell von (WIECHERT ET AL., 1999) muss fiir den metabolisch und isoto-
pisch instationdren Zustand erweitert werden. Neben den Isotopomeren-Anteilen werden
nun auch die Pool-Konzentrationen betrachtet, zndem sind die Messungen zeitabhéngig.
Durch diese Erweiterungen erhalten die Skalierungsfaktoren w des allgemeinen Messmo-
dells eine andere Bedeutung. Der Skalierungsfaktor w des allgemeinen Messmodells stellt
jetzt die Verbindung zwischen gemessener Peakfliiche A und der intrazelluliren Konzen-
tration Cngra hier. Die intrazelluldre Konzentration hingt von der Verdiinnung ¢ der Probe
durch den Aufschluss und dem Verhélinis «y von Peakfliche A zur Probenkonzentration ep
ab (Cintra = @7 A). Quantitative MS-Messungen sind unr méglich, wenn der entsprechende
Standard vorliegt. Der Umrechnungstaktor ¢p = 7 A ist in dicsem Fall bekannt. Ist kein
quantitativer Standard vorhanden, sind nur die relativen Anreicherungen messbar, der
Umrechnungsfaktor v muss in der Parameter-Anpassung geschitzt werden.

Der Einfachheit halber werden in den Simulationsstudien der Verdiinnungsfaktor ¢ und

dic Skalicrung « zusammengefasst durch w wiedergegeben®.

[ S | - A — m
|
| LA ] LI = - =

=== | | S
lonen- (o] Q2 Q3 Detektor
quelle

Mutterlons : des

Fragment-lons

Abbildung 18.1: Schema der Trennung im Triple-Quadrupol. Im ersten Quadrupol (Q1) wird
eine bestimmite Masse gefiltert, die in )2 gelangt. Die Molekille fallen durch
Kollisionen in Fragmente. In Q3 kann eine bestimmie Fragment-Masse selek-
tiert werden, die dann auf den Detektor fallf.

Durch den Einsatz cines Triple-Quadrupol Massenspektrometers (MS/MS, Abh. 18.1)

kénnen in Q2 einige Metabolite fragmentiert werden. Neben der Massenisotopomeren-

' Beide Faktoren sind {iblicherweise mur mit relativen Felilern behaftet, so dass w = ¢« auch in der
Fehlerrechnung znsammengefasst betrachtet werden kinnen.
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Verteilung des Gesamtmolekiils liegen dann zusétzliche Messdaten der Massenisotopomeren-
Verteilung vor (Abb. 18.2).

18.1 Keine Fragmentierung

Der Aufban des Messmodells fiir ein Gesamtmolekiil wird am Beispiel des Metaboliten A
mit 2 C-Atomen beschrieben. Der Metabolit kommt mit den Massen m/z+0 (unmarkiert)
m/z+1 (ein markiertes C-Atom) und m/z+2 (vollstindig markiert) vor. Gemessen werden
die drei Konzentrationen der Massenisotopomere y4(t;) =10 ya, ..., T2ya, die sich aus

Linearkombinationen der Isotopomeren-Konzentrationen xgcp ergeben:

ya = wAg
tlya = w (Ap + 4ro)
+2Z/A = wAn

In Matrix-Notation kann die Messung dann wie folgt darstellt werden:

A#00 A#O01 A#10 A#11

+oy (1 0 0 0
ya=wMaxea Ma= +y| g 1 1 0 (18.1)
25\ 0 0 0 1

18.2 Mit Fragmentierung in Q2

Kommt es in Q2 zu einer Fragmentierung des C-Skeletts, erhilt man im Vergleich zur
Messung des Gesamtmolekiils zusétzliche Informationen iiber dic Markicrungsverteilung
(Abb. 18.2). Im Gegensatz zur Messung ohne Fragmentierung, ergibt sich die Intensitét
aus der Mutter-Ion Masse (Q1) und der Fragment-Ion-Masse, die (3 passiert. Der Aufbau
des Messmodells wird anhand der Fragmentierung von Pyruvat (C3-Kérper) erldutert.
Im laufenden Beispiel wird das Messmodell auf den Metaboliten D angewendet. Bei der
Messung von Pyruvat kommt cs in Q2 zur Abspaltung von COg, dem Ci-Atom des C-
Skeletts (Abb. 18.2). Um den Messvorgang besser beschreiben zu konnen, wird das C-
Skelett von Pyruvat als Verbindung der beiden Isotopomere U+V betrachtet. In Q1 wird
die Masse des Mutter-Ion, also das Gesamt-Molekiil U4V selektiert. Fiir den C3-Koérper
Pyruvat ergeben sich die vier Massenspuren Myyy 0, Myyy | 1, Myqy | 2 und Mysy 3.
Im zweiten Quadrupol wird die Fragmentierung durchgefiihrt — abgespalten wird das

C1-Atom U, dass in den Massenisotopen My+0 und My+1 auftreten kann. Das geladene
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Fragment V kann im dritten Quadrupol selektiert werden. Hier kénnen die Massen My—0,
My—1 und My+2 auftreten. In Abb. 18.2 ist der Weg durch Q1, Q2 und Q3 fiir die alle acht
Isotopomere von Pyr dargestellt. Fiir den C3 Korper konnen durch die Fragmentierung
fast alle Isotopomere anfgeldst werden. Lediglich die Isotopomere Pyr#010 + Pyr#001
sowie Pyr#101 + Pyr#110 fallen auf dic selben Messungen yp.q und go.q. Fiir lingere C-
Ketten verschlechtert sich das Verhiltnis von auftretenden Isotopomeren zu messharen

Massenisotopomeren allerdings wieder.

u Fragment
t'J'—(.{\}J,r .
~0 /°
) Hie—ck
usv P ey v miz=43
Pyruvate negative geladenes
"Mutter lon" "Fragment lon"
Isotopomere Qimz Q2  Q3[mA Signal
u v U+v v
OO — [1T1O0 — [11 y0:0
®0 — [T — [0 o
S —mm — m
S —mm — m o
cee— Il — I y2:2
000 > mE —» EE 2

Abbildung 18.2: Fragmentierung des Metaboliten Pyruvat bei der MS/MS Messung. Im Qua-
drupol Q1 wird die Masse des Mutter-Tons U+V gewdhlt, i Q2 wird Pyruvat
in die Fragmente U (COq) und das geladene Fragment V getrennt. In Q3 kann
die Masse des Fragmente V gewihlt werden. Durch die zweistufige Trennung
ergibt sich fiir die Isotopomere (hzw. Summen von Isolopomeren) ein bestimm-

tes Messsignal (Gl (18.1) ).

Die Messmatrix fiir Pyruvat ldsst sich direkt aus Abb. 18.2 ableiten:
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Yo =wMax,
D#000 D+#001 D+#010 D#011 D+#100 D+#101 D#110 D+#111
Yo:0 1 0 0 0 0 0 0 0
Y1-0 0 0 0 0 1 0 0 0
M, = Y11 0 1 1 0 0 0 0 0
Y21 0 0 0 0 0 1 1 0
Y22 0 0 0 1 0 0 0 0
Ysz:2 0 0 0 0 0 0 0 1

(18.2)

Die fiir dic Modellicrung notwendigen Messmodeclle kdnnen bei bekannter Fragmenticrung

automatisch mit Hilfe eines MatLab-Skripts aufgestellt werden.

18.3 Kompakte Darstellung des Messmodells

Diese Gleichungen werden fiir alle messbaren Grofsen aufgestellt und kénnen durch eine

Matrix Notation zusammengefasst werden:

wA(t) MA

¥(t) = Pxey Xc(t) (18.3)

wp(t) Mp

we(t) Mg
Dic Matrix Pyxey ist cine Hilfsmatrix, dic dic Skalicrungsfaktoren w entsprechend der
vorliegenden Messungen vervielfiltigt. Die Messung wird in Messgruppen, d.h. Messungen
mit gleichem Skalierungsfaktor w zusammengefasst. Der Skalierungsfaktor w beinhaltet
bei instationdren Experimenten mit nicht stationdren Konzentrationen die Verdiinnung
durch die Probenaufbearbeitung und das das Verhéltnis von Peakflache zu Konzentration.
Die Matrix Pycy besitzt aufgrund der Messgruppen somit eine Struktur mit “stehenden”
Vektoren. Mit dieser Notation kann spiiter das Regressionsmodell kompakt aufgestellt

werden.

18.4 Massenisotopen-Korrektur fiir MS/MS Daten

Die Messung der Massenisotopomere y des C-Skeletts wird durch das Auftreten von
natiirlichen Massenisotopen gebundener Atome (z.B. H, 2H; 60,170,180 ) linear ver-
zerrt (HELLERSTEIN UND NEESE, 1999). Um die Messdaten in der Stoffflussanalyse
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18.4. Massenisotopen-Korrektur fiir MS/MS Daten

einzusetzen, muss eine Korrektur fiir die natiirlich anftretenden Massenisotope durchge-
fithrt werden, Fir MS-Daten wurde von WAHL ET AL. (2004a) cine lincare Matrizen-
Berechnung vorgeschlagen. Die Herangehensweise, die Verschiebung mit linearen Glei-
chungen darzustellen und die Korrektur, d.h. den nmgekehrten Schritt der Verschiebung
iiber cine Regression zn berechnen, ist anch auf MS/MS Daten anwendbar. Im Gegensatz
zur “einfachen” MS-Messung muss die Fragmentierung beriicksichtigt werden. In Abb. 18.2
sind alle fiir das C-Skelett von Pyruvat messbaren Massen dargestellt. Diese Messung wird

durch gebundene Atome mit natiirlich auftretenden Massenisotopen verschoben.

Isotopomere Q1 [miz] Q2 Q3[miz] Signal

Signal u v Hw v mit
nur A B B B Massen-
Isotopomere  jgatope isotopen

Q0Q — [T — [T o
QOQ — [IITH — [TW v

* Q00— W — OO w0
QOQ — [Irmm — Im =
800 — OO — OO e

e IHm — W

yi:

@00 — WM — I v
@O0 — [THEWM —» [TH v

Abbildung 18.3: Schematische Darstellung der Verschicbung der Massenisotopomeren-Messung
durch gebundene Atome mit natirlichen Massenisotopen.

In Abb. 18.3 wird gezeigt, wie die messbaren Signale yg.q und g1, durch zwei gebundene
Atome A und B verschoben werden. Die Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von Masse-
nisotopen wird mit ( T0ya fiir Atom A mit der Masse A+4+0 Tya mit der der Masse A+1
usw. angegeben). Mit den Wahrscheinlichkeiten 4y erklart man die Wahrscheinlichkeit der

Verschiebung von gg.g anf
® 35.0. Woenn beide gebundenen Atome A und B in den Massen A+0 und B-+0 vorliegen.
Yoo ="" 72 "8 Yoo
e y1,,. wenn A |0 und B 1 auftritt.
Via =" m T 00
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® yi.0, wenn A+1 und B—0 auftritt.

Yo ="" 7 "B Yoo

e yhi, wenn A | 1 und B 1 auftritt.

Yo =" 7 B Yoo

Genauso kann die Verschiebung fiir alle anderen Signale y1.9, %11, Y20, €tc. aufgestellt
werden. Nimmt man zunéchst das Signal g9 hinzu, erkennt man, dass die verschobenen

Signale y’ nun Summen der Ausgangssignale yg.o und 31,9 bilden:

Yo.0 ="° 7a T8 Yoo

Yo =" 18 Y00 +°7a B 110

¥ =" va T8 Y00

Yoo =" YA "B Y10

Yo1 =" va B Y00 0 A T8 Y10

Ysa =" a8 Y0

Fiigt man die weiteren Verschiebungen fiir die Messungen y1.1, ¢a.1, Y2:2 und 3 : 2 hinzu,
ergibt sich ein lineares Gleichungssystem das sich in Matrix-Notation kompakt darstellen

lasst:

+0yg H0qs

Hyg +lyp +0yg +0q,

Yo lyg t0ys F0yg 0y
+0, B +1

+ Flyg T0ya

2 +1 +0, +1., +0, +0
Yo.0 vB8TTYA YBTTYA TTYB TTYA Yo:
Flyg 0y F0yg +0qa Y1:

— Y11 y
Y3.1 = Flog oy F0np oy, Y2:1 (184)
Y3:2 Flyg Tlyp tlyg T0y, +0yg 1y, +0qg +0y,
Y33 +loyg +0ya

Ya:1 + 40, +1 y

Flyg tlya tlyg H0qa
11

1’YB +1’YA

gL +1’YA

Der inverse Schritt, ldsst sich mit dicser Darstellung anhand einer lincaren Regression

durchfiihren:

9 = (MM Cov™! () MM) ' MM Cov™" (/) y’ (18.5)

Diese Gleichungen lassen sich fiir beliebige C-Skelette, Fragmentierungsmuster und ge-

bundene Atome systematisieren. Bei der Beschreibung wird angenommen, dass nach der
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Fragmentierung V die Ladung trigt und detektiert wird. Die Fragmente U und V sind im
Prinzip austauschbar. Dic zur Korrektur notwendigen Schritte kdnnen wic folgt zusam-

mengefasst werden:
1. Zunéchst wird der Messvektor y des C-Skeletts anfgestellt.

2. Die gebundenen Nicht-C-Skelettatome werden den beiden spateren Fragmenten U
und V zugeordnet. Nach der Methode von (LEE ET AL., 1991) werden die an U
und V gebundenen Atome mit den (zusammengefassten) Isotopenvektoren ay, (fiir

U) und -yg beschrieben.

3. Der Aufbau des verschobenen Messvektors y’ ergibt sich aus den moglichen Masseni-
sotopen des Gesamtmolekiils U4+A+V+B und den jeweiligen Fragmenten U4+A und
V+B (Gl (18.4)). Das hichst mdgliche Fragment in Q1 ist die Summe der hichsten
Massen fiir U, A, V und B. Im laufenden Beispiel fir den C3 Korper U4V mit den
beiden Atomen A und B = 4+3+1+41 = +5. Die hochst mégliche Fragmentmessung
ist V4B, +24+1 =43.

4. Die Verschiebungs-Matrix fiir die Abbildung y — y’ kann automatisch erstellt wer-
den, l&sst sich jedoch nicht mehr allgemein darstellen. Auffallend ist, dass im Ver-
gleich zur einstufigen MS Messung nun Produkte der Isotopenwahrscheinlichkeiten

va und ~yg auftreten.

5. Nicht alle moglichen Massensignale y’ konnen auch wirklich gemessen werden. Die
Zeilen nicht messbarer Signale miissen aus den Gleichungen gestrichen werden. Die
Abbildung des Vektors y’ auf den vorliegenden Messvektor z kann durch eine Matrix
P vorgenommen werden:

y »z: z=Py (18.6)

6. Der letzte Schritt fithrt die Eliminierung der natiirlichen Massenisotope, die Kor-
rektur der Messdaten durch. Der inverse Schritt von z zu y wird mit einer linearen

Regression vollzogen:
MM, = PMM (18.7)

¥ = (MM,)" Cov™’ (2) MMZ)_1 MM, Cov™ (z) = (18.8)

18.5 Zusammenfassung

Die Simulationsstudien zeigen, dass eine deutliche Steigerung der statistischen Giite durch

die Hinzunahme von 13C Markierungsmessungen erreicht werden kann. Vor allem nimmt
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die Korrelation von Parametern unterschiedlicher Reaktionsschritte erheblich ab. Im Fall
nicht quantifizicrbarcr Konzentrationen sinkt dic Bestimmtheit erstaunlicherweise nur ge-
ringfiigig ab. Sind zusétzliche Fragmente messbar, steigen die Parameter Bestimmtheiten
an.

Ein vergleichbares Beispielmodell wurde beim Ubergang von isotopisch stationsiren 3C
Stoffflussanalysen zu isotopisch instationiren Experimenten im metabolisch stationiren
Zustand untersucht. Die Ergebnisse dieser Studie waren vergleichsweise gut auch auf gro-
Kere Netzwerke iibertragbar.

Die Dimensionen des zu losenden Differentialgleichungssystems ist im metabolisch sta-
tiondren und instationfiren Zustand identisch. NOH ET AL. (2006) konnten zeigen, dass
Systeme dieser Grofe im metabolisch stationdren Zustand l6sbar sind. Im metabolisch
instationdren Zustand werden die einzelnen Differentialgleichungen komplexer, da statt
konstanten Fliissen und konstanten Konzentrationen nun zeitabhingige Groken stehen.
Die Anzahl benétigter Gleichungen ist identisch, wihrend die Anzahl der Parameter we-
sentlich steigt. Statt der (freien) Fliisse sind es hier die kinetischen Parameter der einzelnen
Reaktionsschritte.

Diese Art von Systemen lésst sich fiir grofere Netzwerke zwar mit den heute zur Verfiigung
stchenden Werkzeugen noch nicht umscetzen. Der wesentliche Schritt, zeitlich verdnder-
liche Markierungsanreicherungen zu berechnen, gelingt fiir den metabolisch stationéren
Zustand bereits. Die notwendigen Erweiterungen scheinen somit durchaus moglich.

Fiir das Beispielsystem wurden die Gleichungen manuell in MMT2 eingegeben. Modelle
mit langeren C-Ketten und mehr Reaktionen werden sehr uniibersichtlich und miissen
automatisch erstellt werden.

Eine Dimensionsreduktion erscheint zunéchst nicht moglich. Gepriift wurde, ob statt der
Isotopomeren (bzw. Cumomeren) eine Beschreibung in Form von Massenisotopomeren
moglich ist (Kapitel 17.5). Die Massenisotopomeren Modelle kénnen uni- und bimoleku-
lare Reaktionsschritte richtig wiedergeben, Spaltungs-Reaktionen jedoch nicht. Bei diesen
Reaktionen ist die Positionsinformation der Markierungen entscheidend fiir die Zuordnung
in den beiden entstchenden Produkten.

Bereits moglich ist die Aufarbeitung der Messdaten, insbesondere die Korrektur der Mas-
senverteilungen aufgrund natiirlich auftretender Isotope. Die Methode ist in Kapitel 18.4

ausgearbeitet und beschrieben.
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Kapitel 19
Zusammenfassung, Diskussion und

Ausblick

In dieser Arbeit wurden integrative Methoden zur Modellierung biochemischer Reakti-
onsnetzwerke dargestellt. “Integrativ” versteht sich hier als ein Vorgehen bestehend aus
Modecll-Bildung, -Interpretation und -Analyse im Lichte der Datenbasis, sowic der Be-
rechnung von Vorhersagen und gezielter Versuchsplanung. Insbesondere wurde versucht,
das Vorgehen systematisch darzustellen und auf die verschiedenen untersuchten Systeme

anzuwenden. Untersucht wurden:

e mctabolisch und isotopisch stationére,
e mctabolisch instationére, sowic

e metabolisch und isotopisch instationére Systeme.

In den einzelnen Kapiteln wurden die Ergebnisse bereits zusammengefasst und diskutiert.

Im folgenden wird deshalb nicht mehr auf Details eingegangen.

Metabolisch und isotopisch stationiire Auswertung. Im Fall der stationiren Ex-
perimente wurden makroskopische Modelle zur Auswertung der extrazelluliren Konzen-
trationsmessungen eingesetzt und so konnten erstmalig alle wihrend der quasi-stationéiren
Phasen gemessenen Konzentrationen in die Flussschitzung einbezogen werden (Kapi-
tel 10). Zudem konnten so die Fehler der extrazelluliren Raten bestimmt werden. Zu-
sammen mit den Markierungsmessungen im Produkt ist ein *C Modell angepasst worden
(WAHL ET AL., 2004b). Zur Interpretation der gemessenen Stoffflusslagen wurden zwei
ncuce Methoden vorgeschlagen (WAHL ET AL., 2006b). Dic gemessene Stoffflusslage wird
im Raum der moglichen Losungen dargestellt und im Verhiltnis zur theoretisch erreich-
baren Ausbeute betrachtet. So lassen sich zwel “Makzahlen”, (Limitation Potential) und
dessen Sensitivitidt (Constrained Limitation Sensitivity) ableiten (Kapitel 11).

Aus den 3C Stoffflussanalysen und deren statistischer Untersuchung wurden Vorschlige
zur Steigerung der Genauigkeit der Flussschiitzung abgeleitet. Die von (GRONKE, 2007)
durchgefiihrten stationdren Experimente mit einem 3,4-CHD Produzenten zeigen, dass
vor allem die Erhchung des Markierungsanteils zu einer verbesserten Bestimmtheit der

Flussschétzungen fiihrt.
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Metabolisch instationiire Auswertung. Metabolisch dynamische Systeme bilden
den Schwerpunkt der vorlicgenden Arbeit. Ausgearbeitet wurde cin systematisches Vorge-
hen in mehreren Stufen WAHL ET AL. (2006a) (Kapitel 12). Zun#chst wird eine Korrelati-
onsanlyse durchgefithrt um den Raum méglicher Netzwerkstrukturen und regulatorischen
Interaktionen zu verkleinern. Aus den Korrelationen lassen sich verschiedene Hypothe-
sen zu dem betrachteten System ableiten (Abschnitt 13.1). Fiir jeden Reaktionsschritt
werden mogliche Varianten aufgestellt und in einer Modellfamilie zusammengefasst. Auf
Hochleistungs-Cluster-Computern werden alle Modell-Varianten an die gemessenen Daten
angepasst. Statt nur einer Parameteranpassung mit einem Modell erhilt der Modellierer
cince Vielzahl méglicher Modelle, die die Daten ausrcichend genau wiedergeben koénnen.
Dies liegt zum einen daran, dass die Messdaten stark verrauscht sind, zum anderen kon-
nen bestimmte Parameter aus dem im Experiment durchlaufenen Konzentrationshereich
nicht bestimmt werden.

Betrachtet man nun die besten Modell-Varianten, fallen bestimmte, in den Modellen ent-
haltene Mechanismen auf. Offensichtlich sind bestimmte Reaktionsmechanismen wesent-
lich, um das beobachtete Verhalten wiedergeben zu kénnen (Abschnitt 13 und 15.2).

In der statistischen Auswertung der Modellanpassungen musste jedoch festgestellt werden,

dass die Parameter insgesamt sehr schlecht bestimmt sind (Abschnitt 14).

Dynamisches Modell zur parallelen Anpassung an mehrere Datensitze. Um
dic Messdatenbasis und dic metabolische Auslenkung zu verbreitern, wurden dic Modeclle
parallel an die beiden aufgenommenen Datensitze (E.coli 4pF20 und 4pF78) angepasst.
Neben dem metabolischen, gibt es jetzt auch einen “genetischen Puls”. Diese Modellierung

bringt einige Vorteile mit sich:

e Verbesserung der statistischen Bestimmtheit durch Erweitern der Messdatenbasis,

e Moglichkeit cines Vergleichs der Enzym-AXktivititen der beiden Stdmme.

Auch fiir das Doppclmodell zeigt sich bei der statistischen Betrachtung cin cher erniich-
terndes Bild. In der Anpassung des Doppelmodells mit der niedrigsten Fehlerquadratsum-
me sind nur 8% der Parameter gut (Standardabweichung < 30%) bestimmt, 35% schlecht
(£ 100%) und 37% nicht bestimmt (< 1000%). Die restlichen 20% der Parameter lassen
sich aus den Daten nicht bestimmen. Dies liegt vor allem an dem hohen Messrauschen
von teilweise iiber 20% sowie dem im Verhdltnis dazu schwachen biologischen Signal.

Die Auslenkung durch den Puls erreicht kaum eine Verdoppelung der Konzentrationen.
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Erschwerend kommt hinzu, dass bei dem hier eingeschlagenen Weg der fokusierten Mo-
dellbildung der Fluss durch das System kaum aus den intrazelluliren Konzentrationsén-
derungen abgeleitet werden kann. Dies zeigt sich vor allem bei den phinomenologischen
LinLog-Modellen.

Interessant sind die Ergebnisse aus dem Vergleich der Enzym-Aktivitdten (Abschnitt 15.2.1).
Deutlich erkennbar ist die Ubereinstimmung der gefundenen vp,qe-Werte mit dem Geno-
typ. Die Aktivitdt der Eintrittsreaktion (DAHP Synthase) ist in beiden Stimmen ver-
gleichbar, die Aktivitdt der in 4pF78 iiberexprimierten DH(Q) Synthase ist im Modell ca.
80fach hoher als in 4pF20.

Uberpriifung der Modell-Konsistenz. Die gefundenen Modelle wurden anhand ver-
schiedener Abschdtzungen auf ihre Konsistenz iiberpriift. Es wurde gezeigt, dass die im
stationdren Zustand vor dem Puls beobachteten Konzentrationséinderungen weit iiber dem
theoretisch maximal moglichen Fluss durch den Shikimat-Biosyntheseweg liecgen. Auch
nach dem Puls ist der bendtigte Fluss auch im Mittel {iber die Zeit héher als der zur
Wiedergabe der Messdaten nétige Fluss.

Eine vereinfachte thermodynamische Betrachtung bestitigt die gemessenen Konzentrati-
onsbereiche. Fiir fast alle Zeitpunkte konnen die Reaktionen in Richtung des Produkts
ablaufen, die AyG sind weitestgehend < 0. Thermodynamisch problematisch ist die Re-
aktion der EPSP Synthase, sie wird nur ablaufen, wenu die EPSP-Konzentrationen (nicht

gemessen) extrem niedrig sind.

Optimierung des biosynthetischen Flusses anhand des Modells. Aus ciner Op-
timierung der Enzymaktivititen fiir den Steady-State Zustand wurden Vorschlige zur
Steigerung des Flusses durch den Biosyntheseweg abgeleitet (Abschnitt 16.3). Bei der
Optimierung des Stamms F.coli 4pF20 wurden zwei Enzyme vorgeschlagen: DHQ Synt-
hase und Shikimat Kinase. Die Uberexpression der DHQ Synthase ist im Stamm 4pF78
vorhanden — sie fithrte zu einer Steigerung der Produktivitét.

Wird die Optimierung fiir den Stamm 4pF78 durchgefiihrt, werden drei Uberexpressio-
nen vorgeschlagen: DAHP Synthase, DHS Dchydrogenase und Shikimat Kinase. Diese
Vorschlige decken sich ebenfalls mit experimentellen Beobachtungen. Der im stationiren
Zustand untersuchte Stamm 4pF81 hat statt der feedback resistenden DAHI® Syntha-
se die Wildtyp-Variante, die eine hohere Aktivitdt anfweist (vorausgesetzt die Tyrosin-
Konzentrationen sind sehr niedrig GERIGK ET AL. (2002)). Zusétzlich wurde die Shiki-
mat Kinase iberexprimiert. Dieser Stamm ist im Vergleich zu 4pF81 ein besserer Produ-

zent.
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Diskussion und Ausblick

Die vorgestellten dynamischen Modelle sind in der Lage, den prinzipiellen Verlauf der
Messdaten wiederzugeben. Bei der Uberpriifung der Fliisse durch den Biosyntheseweg er-
geben sich jedoch Widerspriiche. Im Steady-State vor dem Puls sind sehr starke Konzen-
trationséinderungen zu beobachten, die auch mit dem theoretischen maximalen Fluss (bei
der gemessenen Substrat-Aufnahmerate) nicht erklirt werden kénnen (Abschnitt 16.1).
Die dazu bendtigten hohen Fliissen lassen sich zur Zeit nicht erkldren.

Nimumt die Zelle wihrend der Limitierung unter Umsténden weitere Substrate auf? Diese
Vermutung konnte anhand der voliegenden Daten nicht untersucht werden. Dass der Fluss
durch den Abbau anderer Substrate ein Vielfaches der Glucose-Aufnahmerate erreicht ist
allerdings nicht anzunchmen.

Sind dic starken Schwankungen dann Ergebnis der Messunsicherheit? Die Studie zum Ein-
fluss der Spline-Glidttung zeigt, dass bereits ein geringes Rauschen zu einer wesentlichen
Verzerrung des Verhaltens fihren kann (Abschnitt 14.4). Da das biologische Signal im
Verhdltnis sum Rauschen offensichtlich schwach ist, konnten die beobachteten Konzen-
trationséinderungen auf das Messrauschen zuriickgefithrt werden. Setzt man den maximal
crreichbaren Fluss als Obergrenze der 1. Ableitung bei der Spline-Glattung, kénnen Mo-
delle mit Fliissen innerhalb der Grenzen gefunden werden. Durch die notwendige starke
Glattung verringert sich der durchflossene Konzentrationsbereich jedoch so stark, dass
sich die Bestimmtheit der Parameter wesentlich verschlechtert. Eine Unterscheidung ver-
schiedener Mechanismen wird deutlich eingeschrinkt, da der Informationsgehalt durch die
Glittung verringert wird.

Dic Probenaufbereitung von der Probennahme bis zur im MS gemessenen Probe umfasst
viele Schritte. Es ist unumgénglich, dass hier zufillige Fehler auftreten. Vermutlich kommt
es durch zufillige Schwankungen beim Volumen der Probennahme, sowie beim Trennen
von Zellpellet und Uberstand insgesamt zu groferen Verdiinnungsfehlern, die sich auf alle
in der Zelle vorhandenen Konzentrationen gleich auswirkt. Dadurch kommt es zu Korre-
lationen in den Messdaten, die Konzgentrationsmessungen sind nicht mehr als unabhéngig
zu betrachten. Diese Korrelation muss dann in der Parameteranpassung beriicksichtigt

werden. Bislang ist dies nicht mdglich.

Metabolisch und isotopisch instationire Systeme. Im letzten Kapitel, der Simu-
lationsstudie zu einem Experiment mit *C markiertem Substrat, wurde ein Messmodell
mit Skalierungsfaktor eingefiihrt. Die Simulationsergebnisse kénnen mit diesem Messmo-
dell auf die MS-Rohdaten abgebildet werden. Neben dem Fehler der MS-Messung kann

der Skalierungsfaktor als fehlerbehaftete (gemessene) Grofke betrachtet werden. Er kann
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als unabhéngig fiir jede Konzentration oder aber fiir alle gemessenen Metabolite gleich

angenommen werden. Es ist zu iiberlegen, dieses Messmodell in MMT?2 zu implementicren.

Die im letzten Kapitel vorgestellte Simulationsstudie eines metabolisch und isotopisch
dynamischen Modells zeigt, dass durch die Markierung der Informationsgehalt drastisch
gesteigert werden kann. Die statistischen Ergebnisse lassen sich vermutlich auch auf gro-
fere Netzwerke iibertragen, NOH ET AL. (2006) untersuchte ein Netzwerk unter metabo-
lisch stationdren unter isotopisch instationdren Bedingungen. Dic an cinem Beispiclsystem
NOH UND WIECHERT (2006) vergleichbarer Grofe gefundenen Eigenschaften konnten

auf ein groberes Netzwerk iibertragen werden.

Messtechnisch ist der Zugang zu vielen intrazelluliren Metaboliten gegeben (einige Inter-
mediate des Zentralstoffwechsels sowie verschiedener Aminosdure-Biosynthesewege, 7.B.
Valin und Threonin). Da die cinzelnen Massenisotopomere eines Metaboliten in schr un-
terschiedlichen Konzentrationen vorkommen (zu Beginn fast vollstdndig unmarkiert, bei
Erreichen des stationdren Zustands fast vollkommen markiert), wird eine Linearitit des
Detektors iiber mindestens 2-3 Grofenordnungen benétigt. Dies erscheint nach den au-

genblicklichen Messungen méglich.

Um cin metabolisch und isotopisch instationidres Modell des gesamten Zentralstoffwech-
sels umzusetzen, muss ein entsprechendes automatisiertes Simulationswerkzeug eingesetzt
werden. Mit entsprechend angepassten Algorithmen scheint die Simulation und Sensitivi-

tatsanalyse moglich.

Denkbar ist auch, die fokusierte Modellierung auf Experimente mit 13C Puls zu iiber-
tragen. Statt des gesamten Netzwerks wird nur der zu untersuchende Biosyntheseweg
modelliert. Problematisch sind nun die Eingangssignale. Statt der vollstdndigen Isoto-
pomerenverteilung sind nur die gemessenen Massenisotopomere verfiigbar. Diese Line-
arkombination aus Isotopomeren kann fiir die Modellierung genutzt werden, schrinkt
jedoch die Auswahl der untersuchbaren Biosynthesewege ein. Betrachtet werden kénnen
nur Biosynthesewege, dic keine Splitt-Reaktionen aufweisen. Fiir den hier untersuchten
Shikimat-Biosyntheseweg konnte ein Modell in Massenisotopomer-Darstellung bis Cho-
rismat eingesetzt werden. Im folgenden Reaktionsschritt wird ein CO4 abgespalten. Da
nur die Massenanteile, nicht jedoch die Positionen der Markierung bekannt sind, kann
bei dieser Abspaltung nicht berechnet werden, wie sich die Markierung in die Produkte

ibertrigt.

Bis zum Produkt ohne Abspaltung verlaufen die Biosynthesen von Serin, Cystein (Vorliu-
fer PGA), Threonin, Aspartat (Vorldufer OAA), Glutamat, Glutamin, Prolin (aKG) und

Alanin (Pyr). Fiir die aromatischen Aminosduren (Tryptophan, Phenylalanin und Tyro-
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sin) wire eine Modellierung bis Chorismat moglich. Bei der Lysin Synthese wird im letzten
Schritt CO5 abgespalten, Grofsteile des Synthesewegs kénnten somit bestimmt werden.
Inwieweit diese Modellierung eingesetzt werden kann, wird zur Zeit anhand metabo-
lisch stationérer, isotopisch instationdrer Daten des Threonin-Biosynthesewegs ermittelt
(STEIN, 2007). Diese Modellierung konnte Aufschluss iiber den Verlust von Metaboliten
durch das Quenching geben. Mit dem gemessenen Massenisotopomeren-Verteilungen des
Eingangssignals und den gemessenen stationdren Konzentrationen und Fliissen sollten
die Markierungsanreicherungen wiedergegeben werden kénnen. Daraus ergibt sich eine
unabhingige Validicrung der Konzentrationsmessungen.

Bestiitigen sich die Konzentrationsmessungen, kann der nichste Schritt unternommen
werden. Aus stationdren Daten lassen sich weder Aussagen iiber dic Mechanismen der Re-
aktionsschritte, noch iiber ihre moglicherweise limitierenden Auswirkungen treffen. Das
zuvor angesprochene Massen-Isotopomeren-Modell kann auf den instationdren Zustand
durch die Hinzunahme von Kinetiken erweitert werden. Da in MMT2 noch kein allge-
meines Mess-Modell mit Skalierungsfaktor verfiigbar ist, miissen die Konzentrationen im
richtigen Bercich liegen, die Markicrungsanrcicherung allein ist im dynamischen Zustand
nicht ausreichend. A priori Simulationsstudien konnten zeigen, welche Informationen mit

diesemn Ansatz iiber die Parameter der Kinetiken gewonnen werden kénnen.
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Anhang A
Auswertung der 3C Markierungsex-
perimente

A.1 Reaktionen und Ergebnisse der Flussschitzungen

Tabelle A.1: Stoichiometric des metabolischen Netzwerks (L-Phe) fir die Berechnung der op-
timalen Ausbeuten und “Limitation Potentials”.

Fluss Edukte Produkte
pts Gluc + PEP —  Gluc6P + Pyr

empl Gluc6P = Fru6P

emp2 Fru6P + ATP  — FruBP + ADP

emp3 FruBP = 2 GA3P

emp4 GA3P + ADP — PEP + ATP + NADH
emp5 PEP + ADP —  Pyr+ ATP

pps Pyr + ATP —  PEP + AMP

pppl  Gluc6P — CO2 + R5P + 2 NADPH
ppp4 R5P + Ery4P = GA3P + Fru6P
ppp5 2 R5P = Sed7P + GA3P

ppp6 GA3P + Sed7P = Ery4P + Fru6P

AcCoA + NADH
2 CO2 + ATP + NADPH + 3 NADH

tccl  Pyr
tcc2  AcCoA + ADP

L

213



Anhang A. Auswertung der 3C Markierungsexperimente

Fluss Edukte Produkte
shikl PEP + Ery4P —  DAHP
shik2 DAHP — DHQ

shik3 DHQ = DHS

shik4 DHS + NADPH = Shik

shiks  Shik + ATP —  S3P + ADP
shik6 S3P + PEP — EPSP

shik7 EPSP — CHA

phe CHA + NH3 + NADPH — Phe + CO2
resp NADH + 1.8 ADP — 18 ATP
fut ATP —  AMP

thy NADH —  NADPH

el AMP 4+ ATP — 2 ADP

Tabelle A.2: C-Atom-Transitionen fir das 13C Modell. Die Notation wird in (WIECHERT
UND GRAAF, 1997) erldutert.

Reaktion Edukt Produkt
upt_1  1-13C Gluc — G6P
#abcdef #abcdef
upt_2  Gluc — G6P
#abcdef #abcdef
empl G6P — F6P
#abcdef #abcdef
emp2 F6P — FBP
#abcdef #abcdef
emp3  FBP — GAP + GAP
#abcdef #cba Fdef
emp4  GAP — PEP/Pyr
#abc #abc
pppl G6P — P5P + CO2
#abcdef #bcdef #a
ppp4 P5P + E4P — GAP + F6P
#abcdef #ABCD #cde #abABCD
ppp5 P5P + PSP — S7P + GAP
#abcde #ABCDE #abABCDE #cde
pppb GAP + S7P — E4P + F6P
#abc #ABCDEFG #DEFG #ABCabc
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A.1l. Reaktionen und Ergebnisse der Flussschitzungen

Reaktion Edukt Produkt
tecl PEP/Pyr AcCoA + CO2
#abc #bc #a
tec2 Mal/OAA + AcCoA Cit/ICit
#abcd #AB #dcbaBA
tce3 ICit akKG + CO2
#abcdef #abcef #d
tced akKG Succ + CO2
#abcde #bcde #a
tccba Succ Mal/OAA
#abcd #abcd
tcehb Succ Mal/OAA
#abcd #dcba
anal PEP/Pyr + CO2 Mal/OAA
#abc #A #abcA
shikl PEP/Pyr + EA4P DAHP
#abc #ABCD #abcABCD
shik2 DAHP Shik
#abcdefg #bcdefga
phe A Shik + PEP/Pyr L-Phe + CO2
#abcdefg #ABC #ABCabcdef #g
phe B Shik + PEP/Pyr L-Phe + CO2
#abcdefg #ABC #ABCafedch #g
uracil Mal/OAA + (CO2 Uracil + CO2
#abcd #A #cbaA #d




Anhang A. Auswertung der 3C Markierungsexperimente

Tabelle A.3: Geschitzte Flisse aus der Optimierung des 13C Modells fiir die drei Sensor Re-
aktor Ezperimente. Die Standardabweichung der Flussschitzung nimmt mil der
Dauer der Fermentation zu, da das 18C Signal immer stirker verdinnt wird.

A B C A B C

Fluss Abw.| Fluss Abw | Fluss Abw.|| Fluss Abw. | Fluss Abw Fluss Abw.
uptl 0.84| 0.023] 0.67] 0.018] 0.56] 0.016

o |upr2 2.53] 0.023] 2.02] 0.018] 1.71] 0.016 100.0% 100.0% 100.0%
%‘ empl 1.86] 0.442| 1.69] 0.585] 1.99] 1.066] | 55.4%| 23.7%| 62.7%| 34.6%| 87.8%| 53.6%
ﬁ, 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%
O |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%
empd 543] 0.161] 4.45] 0.202] 4.09] 0.358] | 161.3%] 3.0%]| 165.2% 4.5%] 180.1%| 8.8%
w0 lPPP1 1.50] 0.443] 1.01] 0.585] 0.28] 1.066] | 44.6%| 29.5%| 37.3%| 58.1%| 12.2%| 384.5%
o § pp2 0.80] 0.295] 0.52] 0.390] 0.10] 0.711 23.8%| 36.9%| 19.3%| 75.0%| 4.2%]| 745.1%
§ < |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%
5 '§4 ppé 0.10] 0.148] 0.03] 0.195] -0.09] 0.355 3.0%] 147.6%| 1.2%] 584.1%| -3.8%] 410.9%
mb% ppS 0.70] 0.148] 0.49] 0.195] 0.18] 0.356] | 20.8%| 21.2%| 18.0%| 40.2%| 8.0%] 195.5%
pp6 0.70] 0.148] 0.49] 0.195] 0.18] 0.356] | 20.8%| 21.2%| 18.0%| 40.2%| 8.0%] 195.5%
tecl 4211 0.178] 3.53] 0.213| 3.52] 0.364]] 125.2%| 4.2%| 131.0% 6.0%] 155.2%] 10.3%
tcc2 4211 0.178] 3.53] 0.213| 3.52] 0.364]] 125.2%| 4.2%| 131.0% 6.0%] 155.2%] 10.3%
5 tce3 4211 0.178] 3.53] 0.213| 3.52] 0.364]] 125.2%| 4.2%| 131.0% 6.0%] 155.2%] 10.3%
= |tecd 4211 0.178] 3.53] 0.213| 3.52] 0.364]] 125.2%| 4.2%| 131.0% 6.0%] 155.2%] 10.3%
tccSa 2.11] 0.089] 1.77] 0.107| 1.76] 0.182]| 62.6%| 4.2%| 65.5% 6.0%] 77.6%| 10.3%
tceSh 2.11] 0.089] 1.77] 0.107| 1.76] 0.182]| 62.6%| 4.2%| 65.5% 6.0%] 77.6%| 10.3%
anal 0.01] 0.020] 0.02] 0.002] 0.03] 0.020 0.4%] 150.9%] 0.6%]| 11.7%| 1.3%] 68.8%
\ shikl 0.60] 0.024] 0.45] 0.022] 0.27] 0.020 17.8%| 4.1%| 16.8% 4.8%| 11.8%| 7.5%
§ oo |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%
g § he_A 0.30] 0.012] 0.23] 0.011] 0.13] 0.010 8.9%] 4.1%| 84% 4.8%| 5.9%| 7.5%
& he_B 0.30] 0.012] 0.23] 0.011] 0.13] 0.010 8.9%] 4.1%| 84% 4.8%| 5.9%| 7.5%
he 0.60] 0.02] 0.45] 0.022] 0.27] 0.020 17.8%| 4.1%| 16.8% 4.8%| 11.8%| 7.5%
_§ g [Co, 14.73] 0.295] 12.01] 0.246| 11.08] 0.224] | 437.8%| 2.0%| 445.5% 2.0%| 488.4%| 2.0%
2 & |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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A.1l. Reaktionen und Ergebnisse der Flussschitzungen

Tabelle A.4: Residuen der Anpassungen, aufgeschliisselt nach den cinzelnen Messungen (die
Abweichung ergibt sich aus Tgim — Tm). Das Experiment C weist eine hohe FQS
(x2) auf, die diber dem rulissigen Wert (X3_995,2 = 10.59) liegt. Die Experimente
A und B sind statistisch haltbar.

A B C
Abw. FQS Abw. ¥OS Abw. FQS
b5
§ %" C5+C9 0.013 0.28 0.020 0.26 0.006 0.01
g 2
2 8
== C2 -0.013 0.28 -0.020 0.26 -0.059 0.54
a |wptl -0.008 0.11 0.000 0.00 -0.015 0.84
i & |upr2 -0.008 0.11 0.000 0.00 -0.016 0.89
K] g he 0.014 0.29 0.001 0.00 0.039 3.42
= g co2 2.413 5.82 0.185 0.03 2.403 23.11
uracil 0.004 0.04 0.000 0.00 0.015 0.60
[FQs 6.93] 0.55] 29.40|
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Anhang A. Auswertung der ¥C Markierungsexperimente

Tabelle A.5: Elementarmoden fiir das untersuchte L-Phenylalanin-Modell. Die hochste Produk-
tivitat stellt sich fiir die Mode 15 ein.
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Anhang B
Anhang zu den Dynamischen Model-
len

Tabelle B.1: In der Literatur beschriebene Mechanismen fir den Shikimat Biosyntheseweg.

Enzym Vorgeschlagener Mechanismus Inhibitor Aktivator
DAHPS  Ordered Bi-Bi, Dead-End EP-Komplex® - -
Ymag AB 5 5
KpaB KA K|
Kin Kat+KaB+Ks ATAB+—R =+ 2=

Hill Kinctik? - -
Vg AA BRB
(AhA+KmA) (KmB+BhB)

DHQS Michaelis-Menten - -

Vmag

Koua ATA
Michaelis-Menten (NADY-abhiingig)® - NADT

Vmag AB

(A+Kpya) (K p+B)
Michaclis-Menten Substrat inhibiert DAH(P) -
Vmaz (A/KmA)
I

mA

DHQDH Michaclis-Menten® - -

__Ymaz
Kpua A+A
reversible Michaelis-Menten® - -

VUmax (A_ qu)
Kpma(1+ KfnP +A

®DAHPS (Tyr) aus E.coli (SCHONER UND HERRMANN, 1976): Ko = 5.85+0.15uM Kg = 96.5+
0.3 uM K;a = 1.96 £0.0L uM K;p = 3.45 + 0.27TmM K;q = 24.8 £ 11.8uM

*DAHPS (Trp) aus E.coli (AKOWSKI UND BAUERLE, 1997) haggspy = 2.55 + 0.14; Kma = 35+
0.7; hg(pep) = 2.15 £ 0.09uM; Kmp = 5.3 £0.1uM

¢(ROTENBERG UND SPRINSON, 1978)

4(CHAUDHURI ET AL., 1986)

¢(DELL UND FROST, 1993)
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Anhang B. Anhang zu den Dynamischen Modellen

Enzym  Vorgeschlagener Mechanismus Inhibitor Aktivator

SDH 2 Substrat Michaelis-Menten, Produktinhibierung® - Shik
Vmaz AB

(A+Knn) (142 ) (Kms (14255 ) +8)
Reversible 2 Substrat Michaelis-Menten® - -

Vmaz (A B)_ ;_21

Koma (1472 +A)Kma(1+K—?"3+B)

RmP
SK Michaclis-Menten, 2 Inhibitoren® ADP, AMP -
(oo B ) (e (e ))
Michaelis-Menten, 1 Inhibitor AMP -
() i o))
EPSPS Ordered Bi-Bi, Dead End E*2PEP? . PEP (comp.) -
Ymaz

V)
Kiq Kmat+Kma Kngt+Kms A+A B+¥i‘"A

Ordered Bi-Bi, rapid equilibrium®

Vmaz AB
Kiq Kme+Kmp A+AB

H(DELL UND FROST, 1993) E.coli: KmA(DHS) = 72,[,LM, KmB(NADPH) = 30,[,LM, Kip = 160,LLM

5(CHAUDHURI ET AL., 1987)

“(HUANG UND NESTER, 1974) B.subtilis, Kein kinetischer Term gegeben, Parameter wurden aus
Plots geschétzt: KmA(SHIK) = 80uM; KmB(ATP) = 4.4mM; Kih(ADP) = 3.3mM; Kj;, =n.a.

d(GRUYvS ET AL7 1992) E.coli: KmA(SSP) = 36=* OQMM, KmB(PEP) =23+ 2,[,LM, Kia,(S3P) =
31 £ 4uM; Kippepy = 200 £ 20uM; Kpepy = 8200 £ 600uM

‘(ANDERSON UND JOHNSON, 1990): Kiq(s3py = TuM; Kpppepy = 6uM
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Tabelle B.2: Parumeteranpassung fir das mechanistische Modell (Variante 585, die beste An-
passunyg fir das Doppelmodell).

Reaktion Parameter Wert Reaktion Parameter Wert
ACNADP+NADPH 0.91mM SDH A: VUmax 20mM/s
BCNADP+NADPH 062mM B: VUmax 025mM/s

DAHPS A : vpas 12mM/s Keg 1.20

. Kopa 0.35mM
B : vpax 12mM/s
K; 0.027mM KB 0.005mM
K, 0.177mM Kump 15mM
Ko _y Knmg 5mM
Ko 5mM SK A Upax 2.45mM/s
K, 0.006mM B : vmax 0.096mM/s
Kpg 0.0754mM Kia 8.46mM
DHQS A vpax 10mM/s Kip 9.27mM
. Kopa 0.20mM
B : Umax 0.0354mM /s K 0.084mM
Ko 24.10 mB osm
K4 0.0011mM EPSPS  A: vmax 10mM/s
K,.p 15mM B: vpax 0.418mM/s
DHODH A : tpa 2.54mM /s Ky 0.495mM
. K; 0.005mM
B : Umax 1.35mM/s
K4 0.96mM Kopa 1.469mM
e K,.n 0.001mM
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Anhang B. Anhang zu den Dynamischen Modellen

Tabelle B.3: Kinetiken fir den LinLog Ansatz.

Enzym Mechanismus Inhibitor  Aktivator
DAHPS  rov. - -
k+alnA+blnB—phP—-¢glnQ
DHQS rev. . -
k+alnA—pnP
rev. - NADT
k4+alnA—plnP+acln AC
DHQDH rev. - -
k+alnA—pnP
SDH rev. - -
k+alnA+blnB—phP—-¢glnQ
SK irrev. - -
k+alnA+blnB—phP—-¢glnQ
1 Inhibitor AMP -
k+alnA4+blnB—phP—-¢lnQ—34lnl
1 Aktivator - PEP
k+alnA+blnB—pnP—¢nQ+aclnAC
1 Akt., 1 Inh. AMP PEP
k+alnA+blnB—phP—-¢nQ+aclnAC—i lnl
EPSPS  rev. - -

k+alnA+blnB—phP—-¢glnQ

1 Inhibitor ADP -
k+alnA4+blnB—phP—-¢lnQ—34lnl
1 Inhibitor SHIK -

k+alnA4+blnB—phP—-¢lnQ—34lnl
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Tabelle B.4: Kinetiken fiir den generischen Michaelis Menten Ansatz.

Enzym Vorgeschlagener Mechanismus Inhibitor  Aktivator

DAHPS  irrev. - -

Ymag AB
(A+Kma) (Kmp+B)

Produkt inhibiert DAHP -
VmagA B KiP
(A+Kma) (Kme+B) Kip+P

DHQS rev. - -

P
VUmagz (A— Keq

Koa (It 5= ) +A

Substr. inhibiert DAH(P)
Vmaz A KiA
KmatA Kiat+A

DHQDH  rov. ] _

P
Vmaz (A— Keq

Koa (1t 5= ) +A

irrev. - _
Vmag A
KmA+A
SDH rev. -
PQ
vmaz (AB-£2)
A -Q
(reon(i525)) (k2]
Produkt inhibiert SHIK -
VUmagz | A— Kegq
Kma 1+Kf"P +A
SK 2 Inhibitoren ADP, AMP -
VmegAB Kil K
(A+Kpa) (Kps+B) Kjatla Katlb
1 Inhibitor ADP -

VmegAB K
(A+Kmp) (Kmp+B) Ky+l

EPSPS irrev. - -

VUmez AB
(A+KmA) (KmB+B)

1 Inhibitor PEP -
VmagAB K
(A+Kpa)(KmptB) K+l
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B.1
Tabelle B.5: Kinetiken fir das Modell zur Untersuchung der Fingangsgrifien.
Enzym Mechanismus Inhibitor Aktivator
DAHPS  Ordered Bi-Bi, Dead-End EP-Komplex - -
Vmag AB
Ka Ka+KaB+Kg A+A B+EI§;—°+£¢;—£BE
DHQS Michaelis-Menten - -
Vmag
Kma ATA
DHQDH  reversible Michaelis-Menten - -
Vmax (A_ qu)
Ko (145 ) +A
SDH 2 Substrat Michaelis-Menten, Produktinhibierung - Shik
Ymag AB

(A+Ema) (1422 ) (Kems (142 ) +B)

SK Michaclis-Menten, 2 Inhibitoren ADP, AMP

A+ Kpa (14 2+ “’vm“?(B 1+ b Yig
( "'A( Kia Kilb))( "'B( Kila Kilb) )

EPSPS  Ordered Bi-Bi, Dead End E¥2PEP PEP (comp.)

Ymag AB o
Kio Kpat+Kma K+ K A+A B+¥:"A
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B.1.

Tabelle B.6: Verwendete Parameterisierung.

Reaktion Parameter Wert Reaktion Parameter Wert
CNADP+NADPH 0.8mM SDH Vmax 12mM/s

DAHPS  ¥max 1.5mM/s Koa 3mM
KI 1.22mM KmB 0.5mM
K; 0.05mM K TmM
K; 0.5mM SK Umax 0.35mM/s
K,,; 0.1mM KIA 8SmM
Ky 0.01lmM Kip 0.25mM
KB 0.1lmM KmA 2. 5mM

DHQS Umax 0.5mM/s K.p 0.03mM
Kma 0.05mM EPSPS g 1.75mM/s

DHQDH  vpax 1.5mM/s K; 4mM
K, 5 Kopa 0.45mM
Kopa 0.035mM KB 0.15mM
K,.p 4mM




Anhang B. Anhang zu den Dynamischen Modellen

226



Anhang C
Simulation von dynamischen Markie-
rungsexperimenten

C.1 Stochiometrie, Kinetik und C-Atom Transitionen - Spirallus

Abbildung C.1: a) Stochiometrie des Beispielnetzwerk fir die dynamische Simulationsstudie
milt B¢ markiertem Substrat. b) Das zugehirige C-Atom-Transitions-Netzwerk
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Anhang C. Simulation von dynamischen Markierungsexperimenten

Tabelle C.1: Fir das Modell verwendete Kinetiken. Die eingesetzten Parameterwerte sind in

Tabelle C.1 zu finden

Fluss Enzym-Mechanismus  Inhibitor Aktivator Kinetik

feed: Zufluss in den Reaktor %‘;t (Creed — Aex)

upt:  Michaelis-Menten, 1 B Ymag Aex
Inhibitor Kma (1+KAI)+ACZ (KA})

max A_ B

vl: reversible  Michaelis- Y ( BK“)
Menten Kma (H Kmp 5+A

9. s ; o Vg BMA EMB

v2: f.kSubstIat Hill Kine (Rons 552 (Ko £ 59
Bl

v3: Michaelis-Menten, 1 D %
kompetitiver Inhibitor ( "'A( K_I) )

v4: Michaelis-Menten, 1 C Ymag D

o . Koa(1+<)+D
kompetitiver Inhibitor ™ K1

E
VUmaz | B

vh: reversible  Michaclis- P e =4 =
A
Menten b Kmp
v6: Michaelis Menten Zmag B

E+Kpa
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C.1. Stochiometrie, Kinetik und C-Atom Transitionen - Spirallus

Tabelle C.2: C-Atom-Transitionen in der Notation von (WIECHERT UND GRAAF, 1997).

Fluss Edukte Produkte
feed: feed > Ay
#ab > ffab
upt:  Aex > A
#ab >  #ab
vl A > B
f#£ab > #ab
v2: B + E > C
4ab | fed > Aabed
v3: C > D | F
#abed > #bed + #a
vd: D > E + F
#abc > #ab — #c
vh B > E
#ab > Ftab
v6: E > Fex
+#ab > ffab
V7 F > Fex
#ab >  #ab

Tabelle C.3: Fiir die Beispiel-Simulation eingesetzte Parameterwerte.

Fluss Parameter Wert Fluss Parameter  Wert

feed  Creed 0.01 o3 o B
upt Uynaz 1 Kns 2
K; 2 K; 0.05

Kona 0.001 I ;

v 1 Vmaz 3 Km A 0 1
K., 3 K; 1

g’”’q Oé vh Urnae 2

mP Ko, 4

V2 Upae 2.5 K,q 1
Kpa 0.25 K, p 1

}IL{A . 3 v6 Umaz 2

hB 3 Kma 3
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