
In V11 behandeln wir zunächst kurz metabolische Netzwerke und die Flux
Balance Methode. Danach folgt ein zweiter Teil zu dynamischen Simulationen 
und zu SBML.



Das am besten charakterisierte metabolische Netzwerk existiert für E. coli in 
der Datenbank Ecocyc (http://ecocyc.org). Sie enthält außerdem 
regulatorische Informationen über Transkriptionsfaktoren und ihre Zielgene
sowie zu Ko-faktoren der Enzyme.



Dies ist eine relativ alte Publikation über Ecocyc. Seither habe ich aber diese 
nützliche Analysen in keinem der Update-Papers über Ecocyc gefunden.
(linke Tabelle):  die „hub“-Metabolite, die an sehr vielen Reaktionen beteiligt 
sind, sind Wasser, ATP, ADP etc. Dies sind gewissermaßen „Kreuzungen“ der 
metabolischen Pfade.
(rechts) die meisten Reaktionen haben 4 Substrate: A + B -> C + D



Diese Graphik zeigt die Länge der Stoffwechselpfade. Die meisten Pfade sind 
(bzw. waren 2000) nicht sehr lang.
Es gibt etliche Enzyme, die mehrere Reaktionen katalysieren. Allerdings hängt 
das auch davon ab, wie man zählt.
Nukleosid-Diphosphatkinase (NDPK) kann z.B. ADP, CDP, GDP, UDP und 
TDP phosphorylieren.



Man kann das metabolische Netzwerk eines Organismus z.B. mit dem 
Straßennetzwerk von Deutschland vergleichen. Es gibt manche Pfade wie 
Glykolyse, die man mit einer viel befahrenen Autobahn vergleichen könnte, 
z.B. die A8 von Stuttgart nach München oder die A1 durchs Ruhrgebiet. 
Manchmal ist es aber recht willkürlich, wo eine Autobahn beginnt und wo sie 
endet. Warum biegt die A6 bei Viernheim nach Süden ab und geht nicht nach 
Norden (die Richtung heißt A67)?



Im Laufe der Zeit entwickelte sich die Biochemie von einem Fach, das 
einzelne enzymatische Reaktionen aufgeklärt über die die Katalogisierung in 
aufeinanderfolgende biochemische Pfade zum Fach der Systembiologie, bei 
dem man nun das gesamte Netzwerk aller biochemischen Pfade und 
enzymatischen Reaktionen gemeinsam analysiert.



Kein Kommentar.



Wir steuern nun auf die wichtige Methode namens Flux Balance Analysis zu.
Zunächst einmal erinnern wir an das wichtige Prinzip der Massenerhaltung bei 
chemischen Reaktionen. Substanzen verschwinden nicht oder kommen nicht 
aus dem Nirgendwo.
Die obere Gleichung gilt für die Konzentration eines Metaboliten innerhalb des 
gerade betrachteten Systems. Dieser kann zum einen aus anderen 
Substanzen hergestellt werden (1. Term rechte Seite) oder in andere 
Substanzen umgewandelt werden (2. Term), oder aus dem System 
hinaustransportiert werden (3. Term) oder hineintransportiert werden (4. Term).
Wenn man alle Flüsse des Systems in einen großen Flussvektor v packt und 
die Beteiligung aller Metabolite an den Reaktionen des Systems in eine 
stöchiometrische Matrix S, dann beschreibt die untere Gleichung die 
allgemeine Massenerhaltung. Wir schauen uns auf der nächsten Folie dazu 
gleich ein Beispiel an.



Die Abbildung oben links zeigt ein einfaches metabolisches Netzwerk. Die 
gestrichelte Linie grenzt das betrachtete System von der Umgebung ab.
Es gibt 5 Metabolite A bis E im System, ein Nebenprodukt (byproduct) byp, 
das bei 2 Reaktionen v2 und v4 erzeugt wird und einen Kofaktor cof, der bei 
den Reaktionen v3 und v5 konsumiert wird und in v4 erzeugt wird. Es gibt 6 
interne Reaktionen (Flüsse) v1 bis v6 und drei Transportflüsse b1 bis b3 
zwischen System und Umgebung.
Beispielswiese wird bei Reaktion v1 der Metabolit A verbraucht (deswegen 
steht dort -1 in der Matrix) und der Metabolit B erzeugt (+1). Eigentlich 
konvertiert v1 zwei Einheiten von A in zwei Einheiten von B. Man könnte also 
auch -2 und +2 in die Matrix eintragen. Es kommt jedoch lediglich auf das 
Verhältnis von A und B an, das durch -1/+1 auf gleiche Weise ausgedrückt 
werden kann. Da v2 und v3 byp erzeugen, muss es den Transportfluss b3 
geben, der byp hinaustransportiert.



Was suchen wir eigentlich? Wir möchten alle Flussvektoren v bestimmen, die 
die Gleichung S x v = 0 erfüllen, d.h. eine gültige Lösung im Gleichgewicht 
sind.
Wenn S die Form einer quadratischen Matrix hätte (m = n) und alle Reihen 
linear unabhängig sind (d.h. nicht der Fall eintritt, dass eine Reihe durch 
Linearkombination anderer Reihen dargestellt werden kann), dann besitzt die 
Gleichung S x v = 0 genau eine einzige Lösung. 
Oft hat S jedoch die Form eines länglichen Rechtecks, es gibt also mehr 
Variablen (Komponenten des Flussvektors) als Gleichungen. Das 
Gleichungssystem ist daher unterbestimmt. Es gibt unendlich viele 
Flussvektoren v bzgl. alle Punkte in einem Lösungsraum zwischen 
begrenzenden Geraden (Flächen) sind gültige Lösungen.



Wir betrachten nun ein bereits klassisches Paper von Edwards und Palsson
aus dem Jahr 2000. Es wurde seither mehr als 1100 mal zitiert und behandelte 
natürlich E. coli. Dies ist ein Link auf dieses Paper: 
https://www.pnas.org/content/97/10/5528



Genauer gesagt den zentralen Metabolismus von E. coli. Aufgelistet sind hier 
alle enzymatischen Reaktionen (bzw. die Gene), die betrachtet wurden.



Aufgrund von praktischen Überlegungen gibt es für manche Flüsse 
(Reaktionen) Obergrenzen. 
Man möchte nun natürlich nicht unendlich viele Lösungen betrachten, sondern 
lieber „die beste“. Dazu verwenden wir die Annahme, dass Bakterien so 
einfach „gestrickt“ sind, dass sie einfach so schnell wie möglich wachsen 
möchten. Bakterien können natürlich nicht wie wir nachdenken, ob das wirklich 
das Beste für sie ist. Sie bestehen ja nur aus einer Zelle und haben kein 
Gehirn wie wir  Das Prinzip des maximalen Wachstums übersetzt man in 
maximale Biomasseproduktion bzw. die maximale Summe aller Einzelflüsse 
mit entsprechenden Koeffizienten ci. 



Die Abbildung illustriert das Prinzip der linearen Programmierung. In diesem 
einfachen Fall gibt es nur 2 Variablen x und y, so dass wir das Ganze einfach 
in 2 Dimensionen darstellen können. Der Lösungsraum ist gelb gefärbt uns 
wird durch 6 Geraden begrenzt. Diese 6 Geraden werden durch 6 
Ungleichungen festgelegt.
Eine solche Ungleichung könnte z.B. x + y <= 10 lauten. Diese Ungleichung 
könnte z.B. die grün umkreiste Gerade oben rechts beschreiben. Gültige 
Lösungen wären (9,1), (9,0), (8,2), (8,1), etc. Durch eine Zielfunktion wird 
innerhalb des Lösungsraum eine Optimierungsrichtung festgelegt, hier 
symbolisiert durch den Pfeil. Alle Punkte auf der roten Geraden würden diese 
Zielfunktion optimieren. Nur einer davon liegt jedoch im zulässigen 
Lösungsraum. Dieser ist die optimale Lösung.



Allgemein kann es natürlich mehr als 2 Variablen geben. In diesem Fall packt 
man sie einfachheitshalber in einen Vektor x.



Wie bereits erwähnt, suchen wir mit linearer Programmierung die Lösung 
(Kombinationen aus Flussraten für alle betrachteten Reaktionen des 
Systems), die zu einer möglichst großen Biomasse führt. Diese Lösung heißt 
Z.
In dem numerischen Reaktionssystem können wir sehr leicht den Effekt einer 
Gendeletion nachahmen. Wenn ein Gen deletiert wird, gibt es das davon 
kodierte Enzym nicht, so dass die von ihm katalysierte Reaktion nicht 
stattfinden kann. Wir setzen daher einfach den Fluss durch diese Reaktion auf 
0.



Auf der y-Achse wird die maximale Biomasse für einzelne Mutanten mit der 
des Wildtyps verglichen. Auf der x-Achse sind die Lösungen für einzelne 
Gendeletionen aufgetragen. Das Kürzel rpiAB steht für Ribose 5-Phosphat 
Isomerase (A und B-Untereinheiten), pgk für Phosphoglycerat Kinase etc.
Wenn die sieben links gezeigten Gene einzeln deletiert wird, kann kein Fluss 
größer Null im System stattfinden. Diese Deletionen wäre für E.coli tödlich. 
Alle anderen Deletionen aber nicht.



Essentiell wichtige Pfade (zumindest in diesem Modell) waren daher die 
Glykolyse, der Zitratzyklus und der Pentose-Phosphat-Pfad.



Dieses Beispiel zeigt die optimalen Flüsse (die zu maximaler 
Biomasseproduktion führen) in einem Ausschnitt des Gesamtsystems. 
Der Fluss führt von Glukose zu Glukose-6-Phosphat. Dort verzweigt sich das 
System. Der Glykolyse-Pfad führt nach unten zu Fruktose 6-Phosphat, der 
Pentose-Phosphat-Pfad nach rechts. Im Wildtyp werden 3.5 Flusseinheiten in 
den PPP geschickt und 3 Flusseinheiten in die Glykolyse.
Im PPP kodiert das Gen zwf für das Enzym Glucose-6-Phosphat 1-
Dehydrogenase und katalysiert die durch den roten Pfeil angedeutete 
Reaktion von 6PGA nach 6PG (oder so ähnlich zumindest). Wenn man diesen 
Fluss durch die zwf-Deletion auf Null setzt (siehe rote Null für diese Reaktion), 
wird bei G6P der gesamte Fluss nach unten in die Glykolyse umgelenkt.



Zur Validierung des Simulationssystems verglich man die Ergebnisse der 
synthetischen Gendeletionen mit den experimentell bekannten Effekten.
Die durch rote Kreise gekennzeichneten essentiellen Reaktionen entsprechen 
den Ergebnissen auf Folie 17.
Die Übereinstimmung mit dem Experiment war nicht perfekt, aber eigentlich 
überraschend gut.



Dies ist eine aktuellere Referenz, ebenfalls von den Entwicklern der EcoCyc-
Datenbank um Peter Karp. Der Effekt von Gen-Deletionen konnte sehr 
zuverlässig (91.2%) vorhergesagt werden, der Effekt von Wachstumsmedien 
nicht ganz so zuverlässig (72.6%). 
Dies ist ein Link zum Artikel: 
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3268246/



Im zweiten Teil der heutigen Vorlesung beschäftigen wir uns mit 
Differentialgleichungsmodellen, mit denen man metabolische Prozesse 
dynamisch simulieren kann.



Wir betrachten wiederum ein metabolisches System. Die Knoten sind die 
Metabolite, die durch enzymatische Reaktionen ineinander umgewandelt 
werden können.



In einer ersten Vorbetrachtung schauen wir uns eine einfache Assoziation 
zweier Moleküle A und B zu einem Komplex AB an.
Die zeitliche Änderung der Konzentration von A können wir als Differenz von 
Gewinnen und Verlusten darstellen.



Dynamische Simulationen sind in 2 Anwendungsfällen hilfreich. Im linken Fall 
möchten wir tatsächlich das zeitabhängige Verhalten analysieren, z.B. wie sich 
die Änderung von äußeren Einflüssen zum Zeitpunkt t0 auf das System 
auswirkt. 
Im rechten Fall suchen wir stationäre Zustände, die sich nach einer 
Einschwingphase bzw Relaxationszeit im System einstellen. Auch hierfür 
können dynamische Simulationen hilfreich sein, z.B. bei komplizierten 
Systemen, in denen man keine analytische Lösung bestimmen kann.



Im Gleichgewicht halten sich für alle Substanzen die Gewinne und Verluste die 
Waage, siehe die erste Gleichung. Andernfalls würde sich die Konzentration 
solange ändern, bis sich irgendwann doch ein Gleichgewicht einstellt.



Gleichgewicht bedeutet auf keinen Fall, dass kein Fluss stattfinden kann.



Bei dynamischen Simulationen spielen die Raten natürlich eine wichtige Rolle. 
Wenn die Umwandlungsrate k_ab höher ist (blaue und rote Kurve), dann steigt 
die Konzentration von B schneller an. Die Konzentration im Gleichgewicht 
hängt jedoch vom Verhältnis aus Vorwärts- und Rückwärtsrate ab. Wenn kab
und kba langsamer sind (grüne Kurve), dauert es länger bis sich das 
Gleichgewicht einstellt, erreicht aber denselben asymptotischen Wert von 0.5 
wie in der roten Kurve.



Links: bei einer einfachen Umwandlung von A nach B steigt B direkt 
proportional zum Verlust von A an.
Rechts: falls es Zwischenprodukte gibt, erfolgt der Anstieg von B zeitverzögert.
So kann man beim Vergleich mit experimentellen Werten die Existenz von 
bisher unbekannten Zwischenprodukten aufspüren.



Copasi ist ein frei verfügbares Tool um die Dynamik von metabolischen 
Systemen zu simulieren.



Die Michaelis-Menten Kinetik ist ein sehr bekanntes Modell um den 
Substratumsatz von Enzymen zu beschreiben.
E ist die Enzymkonzentration, S die Substratkonzentration und ES die 
Konzentration an Enzym-Substrat-Komplex. Es gilt die einfache Annahme, 
dass sich im Gleichgewicht die Gewinne und Verluste an ES die Waage halten 
(2. Formel). Interessant ist, dass in der Formel für den Substratumsatz die 
Enzymkonzentration nicht auftaucht.
Eine Ableitung der Michaelis-Menten-Kinetik steht z.B. auf 
https://www.chemieunterricht.de/dc2/rk/rk-mmgl.htm



Die MM-Kinetik ergibt eine Kennlinie für die Reaktionsgeschwindigkeit (den 
Umsatz) als Funktion von S. 
Dadurch dass sowohl Vmax als auch KM aus kon, koff und ET konstruiert 
werden, wird die kinetische Information reduziert.



Nun betrachten wir eine dynamische Copasi-Simulation der Prozesse, die in 
der MM-Kinetik zusammengefasst sind.
Die lila Linie ist S, die dunkelblaue E, die grüne ES und die hellblaue das 
Produkt T. 
Man sieht, dass das Produkt in der dynamischen Simulation erst mit einer 
gewissen zeitlichen Verzögerung hergestellt wird. Zum Vergleich ergibt die 
analytische Formel der MM-Kinetik (gelbe Linie) einen unmittelbaren linearen 
Anstieg der Produktmenge.
Wenn S auf Null abgesenkt wird, stoppt die analytische MM-Kinetik sofort, 
wohingegen in der dynamischen Simulation ja noch ES vorliegt, das dann 
noch in T umgesetzt werden kann.



Es gibt auch andere kinetische Modelle, die hier nicht im Einzelnen diskutiert 
werden.



In Fällen, in denen das Enzym E verschiedene Substrate umsetzen kann, lässt 
sich die MM-Kinetik nicht unmittelbar anwenden. Dann sind Simulationen, die 
alle Möglichkeiten parallel betrachten, vorteilhaft. Außerdem bieten 
Simulationen eine bessere Darstellung der zeitlichen Änderungen an 
Umschaltpunkten (rote Kreise).



Generell sind diese Überlegungen hilfreich um zu beurteilen, in welchen Fällen 
man effektive Kinetiken wie die MM-Gleichung einsetzen darf und wann nicht.



Nun stellen wir auf ein paar Folien noch Grundzüge der SBML-Sprache vor. 
Dieser Dialekt basiert auf der Webbrowser-Sprache XML und wird sehr 
verbreitet zur Definition und Simulation von systembiologischen Systemen 
verwendet.



Öffnen Sie doch mal mit dem Chrome-Browser die Homepage der UdS, 
drücken Sie auf die rechte Maustaste und wählen Sie „Seitenquelltext 
anzeigen“ aus.
Dann sehen Sie anstelle der graphischen Darstellung die HTML-Steuerbefehle 
für die Webseite der Uni. Analoges gilt für SBML. Schön anzuschauen ist das 
nicht. Aber es funktioniert gut.



Was braucht man um ein systembiologisches System (model) zu definieren? 
Wie Sie sehen, sind eigentlich alle Inhalte optional, d.h. können eingefügt 
werden, wenn dies benötigt wird, oder weggelassen werden.



Dies ist eine SBML-Version der Michaelis-Menten-Kinetik. 



Das ist ein besser lesbarer Ausschnitt, wie das SBML-Dokument beginnt. Die 
Definition von Einheiten haben wir dabei übersprungen. Das Kompartment
Zytosol erhält ein Volumen, da dies für die Berechnung von Konzentrationen 
und Kinetiken benötigt wird. Die Menge an Metaboliten ES, Produkt P, S und E 
wird als absolute Teilchenzahl als Vielfaches von einem Mol (6 x 10-23) 
definiert. Usw.



Dies ist die Definition der verwendeten Einheiten. Der Computer weiß wirklich
„fast gar nichts. Alles muss man dem sagen.“ Wie bei einem sehr kleinen Kind.



Dies ist die eigentliche Mathematik, also die MM-Kinetik. Die Bezüge zwischen 
Reaktanden, Zwischenzustand ES und Produkt werden im braun unterlegten 
Teil definiert.
Die kinetische Gleichung steht im grün unterlegten Teil innerhalb von <math> 
und definiert, wie sich E +  P zeitlich ändern. Nun wird also das Volumen des 
Zytosols benötigt.




