V11 metabolische Netzwerke
Metabolisches Netzwerk: Gesamtheit aller metabolischen Pfade einer Zelle /
eines Organismus

Methoden der Systembiologie ermoglichen die integrierte, simultane
Betrachtung von kompletten metabolischen Netzwerken.

wichtige Fragen:

(1) wie soll man die Gesamtheit der metabolischen Flusse im Netzwerk
beschreiben?

(2) wie konnen mathematische Techniken die gezielte Manipulation von
Mikroorganismen im Hinblick auf die Produktion bestimmter Substanzen
unterstutzen?

Inhalt V11:
(1) stochiometrische Matrix
(2) Flux Balance Analysis - Methode

(3) Elementary Flux Mode — Analyse (anschaulich + Anwendung)
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Ecocyc : Datenbank mit Reaktionen von E. coli

Datentyp Anzahl
Gene 4499
Genprodukte, die in Mini-Review behandelt werden 3706
Genprodukte mit exp. validierten GO-Termen 2462
Enzyme 1485
Metabolische Reaktionen 1577
Substanzen 2363
Transporter 264
Transportreaktionen 348
Transportierte Substrate 254
Transkriptionsfaktoren 188
Regulatorische Interaktionen 5827
Transkriptionsinitiation 3207
Transkription — Elongation 20
Regulation der Translation 114
Enzym-Modulierung 2468
andere 18

Keseler et al. Nucl. Acids Res. (2013) 41: D605-D612
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Beispiel: Stoffwechsel von E. coli

Table 1. Most Frequently Used Metabolites in E. coli Im Mittel enthalt jede Reaktion
Central Metabolism 4 Substrate.

Occurrence Name of metabolite
205 H,O
152 ATP
101 ADP 67 126 427 9% 83 5 6
100 phosphate
89 pyrophosphate
66 NAD
60 NADH
54 CO, 2
53 H* 8
49 AMP B
48 NH, 5
48 NADP 5
45 NADPH £
44 Coenzyme A z
43 L-glutamate
41 pyruvate
29 acetyl-CoA
26 0,
24 2-oxoglutarate 2 3 4 5 8 7 8
23 S-adenosyl-L-methionine substrates
,I 8 S-a_den{osyl-hcnnocystelne Figure 4 Diagram showing the number of reactions containing
19 =aspapuate varying numbers of substrates (reactants plus products). )
16 L-glutamine 2
15 H,O,

Ouzonis, Karp, Genome Research 10, 568 (2000)
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Beispiel: Stoffwechsel von E. coli

Eine altere Version von EcoCyc
enthielt 131 Stoffwechsel-

Pfade 8§ 23211418 9 2 9 104 2 3 2 2 1 1

Die Lange der Pfade variiert von
1 bis 16. Der Mittelwert ist 5.4.

Von den 607 Enzymen sind
100 multifunktional.
Purin-Nukleosid-Phosphorylase

number of pathways

A 4 A 4 4 4 4 42 4 4 4 4 4 4 4 /4

und Nukleosid-Diphosphatkinase Y Yy rirrrrrrrre

number of steps

katalysieren 7 bzw. 9 Reaktionen.
Figure 5 Length distribution of EcoCyc pathways; two pathways
are not included because the number of steps is not known.

483 Reaktionen gehoren zu einem
Pfad, 99 Reaktionen gehoren zu

mehreren Pfaden. Ouzonis, Karp, Genome Research 10, 568 (2000)
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Fazit

Stoffwechsel-Netzwerke von einfachen Organismen sind mittlerweile
fast vollstandig bekannt.

Ist die Beschreibung mit einzelnen Stoffwechsel-Wegen adaquat?
- Reaktionen, Enzyme und Substrate gehoren oft zu mehreren Pfaden.

- Die Einteilung in einzelne Stoffwechsel-Pfade ist nicht immer eindeutig
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Metabolische Pfade in der post-genomischen Ara

(a) klassische Biochemie
bestimmt Stochiometrien
einzelner Reaktionen

(b) Katalogisierung vieler
Reaktionen, Gruppierung nach
gemeinsamen Metaboliten

fuhrt zu traditionellen Pfaden wie
Glykolyse, Pentose-Phosphat-
Pfad

(c) Durch komplette Information
konnen nun die kompletten
metabolischen Pfade zu einem
Netzwerk kombiniert werden.
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Metabolische Pfade in der post-genomischen Ara

Traditionelle metabolische Pfade dienen als konzeptioneller Rahmen
fur Forschung und Lehre.

Man kann dadurch Metabolismen verschiedener Organismen vergleichen.

Jedoch sind sie nicht fur quantitative, systemische Bewertungen biologischer
Reaktionsnetzwerke geeignet, da sie nur Teile der Netzwerke darstellen.

Sie wurden oft in Zelltypen entdeckt, in denen sie wichtige metabolische
Funktionen ubernehmen (z.G. Glykolyse in Hefe).

Man kann diese Pfade jedoch nicht einfach auf andere Zelltypen mit anderen
Enzym- und Metabolit-Konzentrationen Ubertragen.
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Flux Balance Analyse
Jede chemische Reaktion erflllt die Erhaltung der Massen.

Mit dieser grundlegenden Bedingung konnen metabolische Systeme untersucht werden.

Man muss lediglich die Stochiometrie aller metabolischen Pfade und die metabolischen
Anforderungen kennen. Fur jeden Metabolit gilt:

i — dt - Vsym‘hes/zm’ - ,/a’egraded_ ( Vused _ ,/franspon‘d )

Im Gleichgewicht kann man die Massenerhaltung in einem metabolischen Netzwerk
mathematisch durch eine Matrixgleichung darstellen:

S-v=0

Hierbei ist die Matrix S wiederum die m x n stochiometrische Matrix,
m = Anzahl der Metabolite, n = Anzahl der Reaktionen im Netzwerk.

Der Vektor v beinhaltet alle Flusse des metabolischen Netzwerks,
namlich die internen FlUsse, die Transportflisse, und das Zellwachstum.
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Beschreibung vernetzter metabolischer Pfade
System boundary

1
¥y 2 Vg Wy Vg Wy j &, L'.'.-' by
-1 0 0 0O Q1+ 0 07 A
+1 =2 42 0 0 0'0 0 o |8
0 o o0 -1 =1'0 0o 0o |cC
D0 41 -1 +#1 0 :u g 0 =D
o0 0 #1 0 #1,0 -1 0 =
O 1 +1 0 0 0,0 0 <1 |[bwp
0 00 -1 «1 =1 010 0 0} cof
1

(a) aus genomischen, biochemischen, physiologischen Daten wird ein Reaktionsnetzwerk
aufgestellt. Es gibt interne Flisse innerhalb der Systemgrenzen und externe Fliisse zum
Austausch mit der Umgebung.

(b) Dieses Netzwerk wird durch eine m x n stochiometrische Matrix dargestellt, in der m
Metabolite durch n Reaktionen miteinander verbunden werden..

Papin et al. TIBS 28, 250 (2003)



Losungsraum der metabolischen Flusse

Da die Zahl an Metaboliten gewohnlich kleiner ist als die Zahl an Reaktionen (m < n) ist die
Flussgleichung Ublicherweise unterbestimmt.

Daher gibt es im Allgemeinen eine Vielzahl an erlaubten Flussverteilungen, die die
Massenerhaltung erfullen. Dieser Satz von Losungen entspricht dem Nullraum der Matrix S.

Consider
0o 2 1 L) (o
3 -1 1 > Lo
X3
Corresponds to 2oy +ay = 0 __ 2y = -1y
3ry —x9+x3 = 0 2r7y = —I3
-a
=> only one free parameter: x3 null space: 7 — _a
2a
Add inequalities for external fluxes
(here, e.g.:x3 = 0) flux 2
=> feasible solutions fora > 0 A 4, null space

Generally: null space is a cone,
constraints select part of it
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E.coli in silico

Das am besten charakterisierte zellulare System ist E. coli.

Im Jahr 2000 konstruierten Edwards & Palsson eine in silico Darstellung des
E.coli- Metabolismus.

Dies erforderte eine Menge Handarbeit um die notwendigen Informationen
- aus der biochemischen Literatur,

- aus Genomannotationen und

- aus metabolischen Datenbanken wie EcoCyc und KEGG

zusammenzustellen.

Bernhard Palsson,
UC San Diego

Edwards & Palsson
PNAS 97, 5528 (2000)
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Gene im in silico Modell fur E.coli

Table 1. The genes Induded In the . cofl metabollc genotype 21 | <00 ':”-'tl

Central metabolsm (ERP, PPP,
TCA cycle, eleciron transport}

Alternatiee carkon wouwros

Amino acid metabolism

Purine & pyrimidine
metabolism

Witamnin & cofactor metakalism

Lipid metabolizm

Cellwall metabalism

Trarsport prooeses

Edwards & Palsson
PNAS 97, 5528 (2000)
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E.coli in silico

Begrenze o, = O fur irreversible interne Flusse,
a; = -oo fUr reversible interne Flusse (aufgrund der biochemischen Literatur)

Transportflisse fir PO,%, NH;, CO,, SO,%, K*, Na* blieben unbeschrankt.

Fir die anderen Metabolite wurden Obergrenzen verwendet 0 < V, < I/,'-"ax
auller fur die Metabolite, die das metabolische Netzwerk verlassen konne
(d.h. Acetat, Athanol, Laktat, Succinat, Format, Pyruvat etc.)

Aus dem Satz der mdglichen Flussverteilungen wird mit linearer Programmierung eine
bestimmte Losung bestimmt, die eine bestimmte metabolische Zielfunktion Z maximiert

(bzw. —Z minimiert). 7 Z 6oy = <(’; . V>

Als Zielfunktion Z wird hier die Summe aller Einzelflusse definiert, was der Bildung
maximaler Biomasse entspricht.

Edwards & Palsson, PNAS 97, 5528 (2000)
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Lineare Programmierung

Lineare Programmierung ist eine Technik um optimale
Werte fUr eine lineare objektive Funktion zu finden,
wobei lineare Bedingungen fur die Gleichheit und
Ungleichheit fur einzelne Variablen gelten.

Der Losungsraum dieser Bedingungen ist ein
konvexes Polytop. Jede Bedingung definiert eine
begrenzende Flache.

Die objektive Funktion ist eine lineare Funktion, die auf
diesem Polyeder definiert ist.

Ein Algorithmus far lineare Programmierung findet
einen Punkt in diesem Polyeder, wo diese Funktion
den kleinsten (oder grofdten) Wert annimmt.

www.wikipedia.org
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Dargestellt ist ein einfaches lineares
Programm mit 2 Variablen (x und y)
und 6 Ungleichungen.

Der Losungsraum ist gelb gefarbt und
bildet ein 2-dimensionales Polygon.

Die rote Linie reprasentiert die lineare
Kostenfunktion.

Der Pfeil zeigt in die Richtung, in die
wir optimieren.
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Lineare Programmierung

Lineare Programme konnen in folgender kanonischer Form ausgedruckt werden:
maximize c¢'x
subject to Ax<b
and x =0

Dabei ist x der zu bestimmende Vektor der Variablen, ¢ und b sind Vektoren aus (bekannten)
Koeffizienten, A ist eine (bekannte) Matrix mit Koeffizienten, und (.)T ist die transponierte Matrix.

c'x ist die zu optimierende objektive Funktion.

X1
CT=(C1,CQ,..,CK);X=(XZ) ;CTX=C1X1+C2X2+...+CKXK

Die Ungleichungen Ax < b and x = 0 sind die Bedingungen, die den Losungsraum definieren.

Wenn alle unbekannten Variablen ganzzahlige Werte annehmen mussen, nennt man das
Problem ein integer lineares Programmierungs (ILP) problem.

www.wikipedia.org
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E.coli in silico

Um die Korrektheit dieses Vorgehens zu testen, wurden Anderungen des metabolischen
Netzwerkes simuliert, die sich durch hypothetische Gendeletionen ergeben.

Daflur wird einfach der Fluss durch die entsprechende enzymatische Reaktion auf 0 gesetzt.

Dann wird der optimale Wert der Mutante (Z,,,i.t) Mit dem des Wild-types verglichen (Z)
Z

mutant

4

Edwards & Palsson
PNAS 97, 5528 (2000)
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Gendeletionen im zentralen E. coli MG1655 Metabolismus

1.4 -
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Maximale Flusse fur virtuelles Wachstum auf Glucose fur alle moglichen Deletionen einzelner
Gene in Pfaden des zentralen Metabolismus (Glykolyse, Pentose Phosphat Pfad (PPP),
Zitratzyklus, Atmung).

Gelbe Balken: Gendeletionen, die die maximale Biomasse (Fluss) auf weniger von 95% des
Wert fur den in silico Wildtyp drucken.

Edwards & Palsson PNAS 97, 5528 (2000)
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Interpretation der Ergebnisse

Die essentiellen Gene gehorten zur 3-Kohlenstoff-Stufe der Glykolyse, 3 Reaktionen des
Zitratzyklus und mehrere Mitglieder des PPP.

Alle anderen Gene des zentralen Metabolismus konnten entfernt werden ohne
nenneswerten Effekt auf das in silico-\WWachstum von E.coli.

Edwards & Palsson PNAS 97, 5528 (2000)
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Umlenken der metabolischen Flusse

(Schwarz) Flussverteilung far Wildtyp. i, @ @gs @

3
6.
6

hino

(Rot) zwf- Mutante. Die Biomasse-Erzeugung ist 99% i1
des Wildtyps.

o O

4.8

(Blau) zwf- pnt- Doppelmutante. 60
Biomasse-Erzeugung ist 92% des Wildtyps.

E.coli in silico umgeht die Deletion einer kritischen
Reaktion (roter Pfeil) durch Erhdhung des Flusses
durch die alternative G6P — P6P Reaktion.

Edwards & Palsson PNAS 97, 5528 (2000)
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E.coli in silico

Table 2. Comparisen of the pradicted mutant growth

characteristics from the gene deletlon study to published

exparimantal results with single mutants
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EcoCyc FBA Modell

FBA Modell fur die EcoCyc-Daten kann mit der Software MetaFlux berechnet
werden.
Es gibt eine SBML-Datei davon http://biocyc.org/download.shtml.

Das EcoCyc FBA Modell enthalt 1888 Reaktionen.

58 Metabolite produziere Biomass.
Auf einem minimalen Medium (Glukose, Ammoniak) haben 370 Reaktionen einen
Fluss ungleich 0.

Fur 383 Wachstumsbedingungen gibt das Modell in 72.6% der Falle eine korrekte
Vorhersage von Wachstum/Nicht-Wachstum.

Fur 4207 Deletionen einzelner Gene gibt das Modell in 91.2% der Falle eine
korrekte Vorhersage von Wachstum/Nicht-Wachstum.

Latendresse M, Krummenacker M, Trupp M, Karp PD
Bioinformatics 2012;28:388-396
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Berechnung von Elementaren Flussmoden aus der
stochiometrischen Matrix

Darstellung des Reaktions- stochiometrische
netzwerks mit stochiometrischer Koeffizienten der
Matrix S. einzelnen
R —— Reaktionen.
| @ i Vi V2: Vs Vg U5 Vs: 1 b2 D3,
R Lo BN Y S G I S A
N % ﬂs{é EEEEIER } Metabolit
j & Vs : 0+ v 0 0 010 0 -1 |by
i @1:9_3’. 0 0 -1 +1 -1 0: 0o 0 ) cof
““““““““““““““““ P
o ® |
- @—-04>0—0r
Analyse der Matrix S —
Pathway-Darstellung P. & PZ@@)@H’
Deren Zeilen enthalten 77N T @ 1 Elementare
den Reaktionen o 10| +@>®"-© _~® Flussmoden
entsprechende Fllisse FEgD @ e " @ . fir dies System.
und die Spalten die sich R | SO £
ergebenden Pfade. o e
| & |
~3-04>0 @O
@ @ 7 |
Papin et al. TIBS 28, 250 (2003) | l/ / i
: 0O - @
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Elementare Flussmoden in Modell-Netzwerk
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Klamt & Stelling Trends Biotech 21, 64 (2003)
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Stamm-Optimierung basierend auf EFM-Analyse

Metabolic Engineering 12 (2010) 112-122

Contents lists available at ScienceDirect METABOLIC

Metabolic Engineering

journal homepage: www.elsevier.com/locate/ymben

Rational design and construction of an efficient E. coli for production of
diapolycopendioic acid
Pornkamol Unrean, Cong T. Trinh, Friedrich Srienc™*

Department of Chemical Engineering and Materials Science, and BioTechnology Institute, University of Minnesota, 240 Gortner Laboratory, 1479 Gortner Ave,
St. Paul, MN 55108, USA

Carotenoide (z.B. DPL und DPA) sind Licht-absorbierende Pigmente, schitzen vor UV-
Strahlung, regulieren die Fluiditat von Membranen, und wirken antioxidierend.

Sie werden als Nahrungszusatzstoffe, Pharmazeutika und als Lebensmittelfarbstoffe
verwendet.

Ziel des Projekts: erh6he die Carotenoid-Synthese in E.coli

Unrean et al. Metabol Eng 12, 112-122 (2010)
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Metabolisches Netzwerk fur rekombinantes E.coli

Glucose
i s, oy p—
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p R13r 7 SGR12r R2r R38 \
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\ Carotenoids Succinate e Ribose.sP !
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Produktion von Biomasse i e b S R b e R R -
und DPA gekoppelt. P
Unrean et al. Metabol Eng 12, 112-122 (2010)
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Effekte einzelner Gendeletionen
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Resultate fur virtuelle Gen-Kockouts (Abzahlen der EFMs und Berechnung der CRT- und
Biomasse-Produktion gemaf Stochiometrien).

Wahle Targetgene, deren Knockouts noch eine moglichst hohe Ausbeute an CRT sowie eine
sinnvolle Biomasse-Produktion behalten, durch die jedoch moglichst viele EFMs eliminiert
werden.

Unrean et al. Metabol Eng 12, 112-122 (2010)
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Effekte einzelner Gendeletionen

Strain Total modes Aerobic modes Anaerobic modes Predicted CRT yield®
Wild-type 29,532 24,155 5377 0.0-426
AldhA 15,662 13,405 2257 0.0-426
AldhAAfrdA 8573 7810 763 0.0-426
AldhAAfrdAApoxB 7541 6861 680 0.0-426
AldhAAfrdAApoxBApta 6171 5600 571 0.0-426
AldhAAfrdAApoxBAptaAadhE 4099 4099 0 0.0-426
AldhAAfrdAApoxBAptaAadhEApykF 2573 2573 0 0.0-426
AldhAAfrdAApoxBAptaAadhEApykFAzwf 375 375 0 0.0-426
AldhAAfrdAApoxBAptaAadhEApykFAzwfAmaeB 5 5 0 0.4-426

“ Yield is in mg-diapolycopendioic add/g-glucose.

Deleted Reaction Corresponding gene Enzyme Pathway
R9 pykF Pyruvate kinase Glycolysis
R11 wf Glucose-6-phosphate-1-dehydrogenase Pentose phosphate
R22 frdA Fumarate reductase Fermentation
R28 maeB Malate dehydrogenase Anapleurotic
R31 poxB Pyruvate oxidase Fermentation
R32 ldhA Lactate dehydrogenase Fermentation
R34 adhE Alcohol dehydrogenase Fermentation
R35 pta Phosphate acetyltransferase Fermentation

Als optimale Losung vorhergesagt:
der Knockout von 8 Genen sollte zur Uberproduktion von DPL und DPA fiihren.

nur 5 EFMs verbleiben fur das restliche Netzwerk.

Unrean et al. Metabol Eng 12, 112-122 (2010)
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Verbleibende EFMs
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Experimentelle Verifikation: erhohte Carotenoid-Ausbeute

L]
O

0.3 10
g 3
E
o 02} o
2 g
- [7]
- § 0.5
£ ol 5
: 3
0.0 & 50
MG1655 0 1 2 3 4 5
Consumed glucose (g/l)
MG1655/ CRT028/
pACMNOX PACMNOX
. Growth rate (/h) 0.17 + 0.02 0.13 + 0.01
Mutante wachst Carotenoid production (mg/1) 0.19 + 0,02 0.83 + 020

Carotenoid yield (mg carotenoid/g glucose) 0.04 + 0.00 0.17 + 0.04
Iangsamer, aber Specific production (mg carotenoid/g cell 0.01 +0.00 0.10 + 0.02

CRT-Produktion ist dry weight-h)
vierfach erhoht.

Unrean et al. Metabol Eng 12, 112-122 (2010
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Quorum Sensing in P, aeruginosa

t &
In P. aeruginosa, besteht das QS- — :\"x g i
Netzwerk aus 3 Systemen ( las, rhl, “\ [
und pgs ), die hierarchisch P e “

, Lasl
| aoCizHELLasR
Coonpdan (C1)

u !D{-12H5L|,N1;
organisiert sind. /‘

- Wenn man die QS-Maschinerie

selektiv durch Inhibitoren der P
Signallbermittlung hemmt, kann s
i nri:u-:.!. ) 2355 |
dadurch evtl. die Entstehung von F‘_‘ [ LI *m J e
Resistenzmutationen vermeiden _|—0—|_ @
: I - —— ,
" P WHCCE —
— -- ‘.\x F ., H
Ziel: entwickle einfaches Y P, g
PDE-F:]:FI. HI—D:P‘q&Fl ! P b1 ‘ i
. . o Comples (3 Complex (C5) I,' # . Rhmi J
Computermodell, das die Einflisse | . | & LILITN
i o H|-||:- {  Pasd PosE l
. s .- : - S— — R !
von inhibierenden Molekidlenund || / ——I R N Rz ]
. . . ; II'-II e _______--'"-- / PasBCD - . \\:*-_‘_"‘ Ahmz
Resistenzmutationen modelliert. . '~.,I———4N,H / AN

Schaadt, Steinbach, Helms
BMC Systems Biol. (2013)
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QS-Netwerk als generalisierte Boole‘sche Topologie

Al pes
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Mit C bezeichnete Knoten sind Komplexe
eines Autoinducermolekuls und eines
Rezeptors,

C:G ist ein an ein Operon gebundener
Komplex.
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schwarze Reaktion = Schwellenwert ist 1

blaue Reaktion = Zustand des unter-
strichenen Knoten muss > 2 sein;

Reaktion = Zustand des unter-

. strichenen Knoten muss > 3 sein;

dinne grune Reaktion = Zustand des
unterstrichenen Knoten muss > 4 sein;

- Zahlen : mogliche Zusténde des Knoten
Gepunktete Pfeile: Transportprozesse

dicke rote Reaktion : passiert nach einer

bestimmten Anzahl an Zeitschritten
(Abbau).

Gestrichelte graue Pfeile : Reaktionen, die
zufallig mit einer bestimmten Wahrschein-
lichkeit passieren.

Schaadt, Steinbach, Helms BMC Systems Biol. (2013)
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Reaktionen im QS-System

Reaction Type Realerence
Gach - Lask activalion, transcription + translation Reimmann &t al. (1997) Mal. Microbiol.
GacA = RhiR activalion, transcription + translation Reimmann et al. {1997) Mal. Microbiol.
Vir = LasR activation, transcriplion + translation Albus at al. (1997 J Bacteriol.
Al-1 + LasR - C1 association Seed ef al. (1935) J Bacteriol.

G1 = C1:G1 activation Saed ef al. (1995) J Bacteriol.
C1:451 = Lasl transeriplion + translation Seed ef al. (1935) J Bacteriol.
C1:G1 = Rsal franscriplion + translation de Kievit et al. {1993) J Bactarial.

Rsal = RsalG activation de Kievil et al. {1999) J Bactarial.

Rsal:G —| Lasl inhibition de Kievil et al. {1989) J Bacterial.
Lasl =+ Al-1 enzymatic reaction (formation) Passador et al. (1993} Sciance
Al-1 + BhIR = C4 association Pasci et al. {1997) J Bactariol.

C1 = C1:G2 activation Pasci et al. {1997) J Bactariol.
C1:G2 -» RhIR transcriplion + translation Pasci et al. {1997) J Bacteariol.

Al-2 =] C4 blocking Pasci et al. (1997} J Bactariol.
C1:G2 - Rhll franseriplion + translation .-
Al-2 + RhIR = C2 association Ochsner and Reiser (1935) PNAS

G2 -» C2:G2 activalion Ochsner and Raiser {1935) PNAS
C2:G2 -+ Rkl franseriplion + translation Oehsner and Raiser (1935) PNAS

Rhll = Al-2 enzymatic reaction (formation) Ochsner and Raiser (1935) PNAS

C1 = C1:G3 activation Rampioni e al. (2010) Erwviron. Microbiol.
C1:63 - PgsR transcriplion + translation Fampioni e al. (2010} Environ. Microbiol.
C1:G3 - PgsH franscriplion + translation Rampioni & al. (2010) Erwiron. Microbiol.

HHQ + PgsH - PQS enzymatic reaction (formation) Dezial et al. (2004} PMAS
POS + PgsA - C3 association Dezial et al. (2004) PNAS
C3 = C3:G63 activation Dezial et al. (2004) PMNAS

£3:33 —» PgsABCDE
PqsA + PgsBCD = HHQ

franscriplion + translation

enzymatic reaction (formation)

Dezial el al. (2004} PNAS
Dezial et al. (2004} PNAS

HHOC + PgsR - C5 association Xiao at al. [2006) Mal. Microbiol.

G5 - 05:G3 activation Xiao et al. [2006) Mol Microbiol.

C5:G3 = PgsABCDE franscription + translation Xiao et al. (2006) Mol. Microbiol.
PasA - DHO enzymalic reaction (farmation)

11. Vorlesung WS 2015/16
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Start with x calls

Ermod 60 =0
d=6 yes
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Update-Workflow fur Zustand des Netzwerks
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Simulationsstart
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Fur minimal notwendige Startbedingungen

findet man:

Rot: erster Komplex aus Al-1 und LasR

Blau zweiter Komplex aus Al-2 und RhIR.

Komplex C3 des pgs-Systems
' zwischen PQS und PgsR

N Grun: Komplex C5 aus HHQ und PgsR.
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Auswirkung der PQS-Produktionsrate
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B pyocyanin

W internal HHO
B external HHO
B internal POS

B exiernal POS
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Verhalten des Wildtyps

awerage level

Linien: maximal erreichbare Werte
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Simulierte PQS- und Pyocyanin-Levels fur Wildtyp und
Knock-out Mutanten

5 -4
d
g
2
w 37T
= W acarnal HHGQ in PgsBCD inhibilor
E a4 W axternal POS in PgsBCD inhibitor

B axternal HHOQ in PgsH antagonist
B axternal POS in PgsR antagonist

.1 --h-th"'--—hn__.-_._“_
i 10 20 30 40 50 ED 7o ai B 1Ol
inhabition laveal in %%
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Externe HHQ und PQS-Level fur Wildtyp und
verschiedene Inhibitionslevel der zugefugten Inhibitoren

average level
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Inhibierung des PqsBCD-Enzyms mit verschiedener Starke

1 - o -
N P

— e I

g e P 3,

o 3 __——""_P- i y,

§ | — -

e e B intarnal HHO

& - B internal PQS
14 W pyocyanin

T — B HHG + POS

l] -

g 10 20 30 40 53 BD YD A0 BD 100
inhabition lewval im %

Simuliere (kunstlich) modifizierte Netzwerke mit zusatzlichen Reaktionen

Table 2 Behavior of updated networks

Network Used reactions Resulis
PqsA™-PqsBCD~ PgsE™  PqsR antagonists PqsBCD inhibitors

N1 R1,R2 - Pyocyanin Pyocyanin -~ - ----
N2 Rlz - oo Pyocyanin - - ----
I3 rR1% - oo Fyocyanin PQS

4 E20,R2 oo Pyocyanin Pyocyanin - ----
NE R1,R2 R4 Pyocyanin Pyocyanin Pyocyanin - -----
Na Els, R4 Pyocyanin Pyocyanin Pyocyanin - - ----
N7 k14, R4 Pyocyanin Fyocvanin Pyocyanin PQS

K R20, R2, R4 Pyocyanin Pyocyanin Pyocyanin 0 - ----
N9 e T p——
N10 R22 - - oo PQ5

N1l E23,R2 - Pyocyanin Pyocyanin 0 - ----
Wiz R24,R2 - Pyocsanin Pyocyanin - - ----

Entries denote deviations (too high levels) from the expected behavior,
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Zusammenfassung

Regelbasierte Simulationen reproduzierten das aus der Literatur bekannte
Verhalten der externen Levels der Autoinducer.

Die Zugabe von PqsBCD-Inhibitoren reduziert die externen Levels von HHQ
und PQS deutlich. Die Stare der Abnahme hangt davon ab, wie hoch der
Inhibitionslevel ist.

Der Pyocyanin-Pfad scheint jedoch unvollstandig zu sein.

Simulationen mit modifizierten Netzwerken deuten auf zusatzliche
regulatorische Interaktionen hin. Dann kann man die experimentelle Befunde
besser nachstellen.
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