V12 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
unterstitzen?

Inhalt V12:
(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 99 83 9§ 6
100 phosphate
89 pyrophosphate
66
60 NADH
54 CO, ps
53 H* £
49 AMP 8
48 NH, =
48 NADP 5
45 NADPH £
44 Coenzyme A 3
43 L-glutamate
41 pyruvate
29 acetyl-CoA
26 0,
24 2-oxoglutarate 2 3 4 B 8 7 8
23 S-adenosyl-L-methionine substrates
}2 S-gdenqsyl-homocyslelne Figure 4 Diagram showing the number of reactions containing
=dsparaie varying numbers of substrates (reactants plus products).
16 L-glutamine
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 ¢ 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
und Nukleosid-Diphosphatkinase '1 P9 O 1 s o e s e e e
katalysieren 7 bzw. 9 Reaktionen. AEibare)iiens

number of pathways

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 kdnnen metabolische Systeme untersucht werden.

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

v.=—2L=V

i d 4 synthesized ~— degraded ( used transported )

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 Transportflusse, und das Zellwachstum.
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Beschreibung vernetzter metabolischer Pfade
System boundary
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(a) aus genomischen, biochemischen, physiologischen Daten wird ein Reaktionsnetzwerk
aufgestellt. Es gibt interne Flusse innerhalb der Systemgrenzen und externe Flusse 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
0 2 1 o) (o
3 -1 1 >~ Lo
X3
Corresponds to 2rg+wy = 0 ___ 21y = -3
3r1 —xo+x3 = 0 2ry = —x3
-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 null space
Generally: null space is a cone, fon< i b Solutions
constraints select part of it
flux 1
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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 £. coil metabolic genotype (21) |Z°°m O'Jtl

Central metabolsm (EMP, PPP,
TCA cycle, electron transport)

Alternative carbon source

Amino acid metabolism

Purine & pyrimidine
metabolism

Vitamin & cofactor metabolism

Lipid metabalism

Cellwall metabolism

Trarsport processes

Edwards & Palsson
PNAS 97, 5528 (2000)
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aced, acel, acef, acef, ackA, acnd, anB, acs, adhE, agp, appl, appC, atph, atpl, atpC, atpl), atpk, atpk,
atpG, atpH, atpl, opdA, cpdB, cpdC, cyedl), oyod, cyol, cyol, cpol), did, ena, fba, fbp, fdhF, fdnG, fdnk,
fard, fdoGs, fdot, faol, frdA, frdB, frdC, frcdD, fumA, furmB, fumC gaiM gopd, gopC ], gapC 2, gich,
glgh, glgC. glgh. gl gip, GipB, gieC. gipD, gltA, gned, gpmA, gamB, hyak, hyaB, byaC, hybA, hybC,
hyeB, hyck, byck, by, icdA, lctD, IdhA, lpdh, malP, mcdh, ndh, nuod, nuod, nuok, nuck, nuol, nuok,
noc, nuol, nuok, nuol, nuoM, nuol, peikd, pfkA, pfiB, pflA, pflB, pHC, pRD, poi, pgk, pnth, pntd ppe,
ppsA, pta, purl, pyih, pykF, tpe, tpdd, N8, sdhd, wthB, sdhC, sdhl, sfcA, sudh, sucB, sucC, such), tald,
thtA, thtB tpil, trxB zaf, pgl (30), maol (30)

adhC, adth, agaY, agaZ, aldA, aldB, aldH, aval, aral aral), bg!X, cpsG, deoB, fruk fuch, fud, fuck fucO,
galE, galk, gall, gall), gatl) gatY, gi, gloK, greK, gntV, gpsA, lacZ mank, melh, mtiD, nagh, nagh,
nand, pfkB, pgi pgm, b=, rhad, rhaB, rhal) stlD, treC, ayld, xylB

adi, akdH, alv, ansh, ansB, arh, argB argC, argh), argl, argh, arglG, argH, avgl avch, avol aroC, arol) arck,
aof, arcz, avol, arok, arol, &sd, asnd, asnB, aspd, aspl, avth, caddhi, cav A, carB, cysC, cysD), ey, opsh,
cyd, opsd, cysK cpsM, o, daddh, dadX, dapd, dapB dapd), dapk, dapF, duih, gabl), gabT, gadd, gad8,
gdhh, gk, gind, gitB, gith, giyA, goal, hish, B, hisC hisD, s, G, hisH, ivd, il B G i,
iNE, VG 1, NG 2 dvi, i, M, @, kDL DG, leh,, leuB, leuC, leul), Wysh, ysC metd, metB, metC,
metE, mett, met, matl, phed, prod, proB, proC, prsd, puth, dak, sdall serd, serB, serC, sped,, spef,
speC, spel), spek, spef, tdcB, tdh, thvA, thil tivC, trad, rpd, trp8, npC tiph, npk, tynd, tyrA, o8
¥9iG. ygiH aleB (42), dapC(43), pat (44), prr (44, sad (A5), methyithiosdonosine nudeosidase (A6),
S-mothylthioribose kinaze (46), S-methyithoriboze-I-phosphate isomearazo (46), adenosyl homocystainaze
(A7), 1-gystoine desuhydrase (A4), glutaminase A (M), glutaminase B (A4)

add, adk, amn, ap¢, cdd, cmk, codA, ded, deod, deol), dgt, dut, gmk, g, gk, guad, quall, guaC, hpt
mutT, ndk, nrdA, nrdB, ed D, vdE, oedf, purd, purB, pwC, prD, purk, puef, purl, purk, porl, purM,
prl, purT, pyeB, pynC, pyrD), pyrE, pf, pyrG, pyrte pyrl tdk, thypd, trok udk, udp, upp, wshA, xapd, yicF,
CMP glycosybise (48)

acps, biod, biol bioD, biok, wad, cyof, ey, erth, entl, ent(, entD, entt, entf, epd, folA, folC, folD, folf,
folk, folf, gevh, govk govT, gitX, glh, gor, gshd, gsh hernA, hemB heroC, heml), hernk, hernf, hemt,
hemK, heml, heroM, hemX, hemY, ivC, kg lpdA, mend, menf menC, menl, menE, menk, menG, metf,
mutT, nadA, nadB, nad(, nadk, ntpd, paldi, pabB, pabC, panB, panC, panl), pdxd, pdxB pdxh, pdxd,
pdxk, prcB, purl, ribA, ribB ribD, ribE, ribH, v C tNC thi€, thif, tivG, thit], thr(, b, wbil, ubvC, wiG,
ubit, ubiX, yaaC, ygiG, nadD (49), nadF (49), nadG (49), poanE (50), pncA (49), pncC (49), thi8 (51), thiD (51),
thik (51), thal (51), thiM (51), thiN (51), wbi€ (52), ub¥ (52), arabincse-5-phosphate isomerase (22),
phasphopentathonate-apstaine ligase (Y), phasphopantothanate cys teine decarboxylase (Y1),
phaspho-pantetheine adenyilyktronsferase (W), dephosphoCal kinase (50), NMN glycohydralase (49)

acch, acch, acch), atol, cdh, cdsA, cls, dgkd, fabl), fabH, fadB, gpsh, spA ispB, popB, pgdh, pwd, pssA pgpd
(53)

deflls, dAB, galf, gall, gimS, gimU, ierB, kdsh, kdsB, kdtA, lpx4, loxB, lpxC, lpxD, mra¥, msb8 mwh, mwE,
moeC, marD, murk, murk, mwG, muwl, tfaC, rfal), rfaF, rfaG, rfal, rfal, rfal, ushd, glmM (54), lpod (55),
rfak (55, tetraacyldisaccharide 4' kinase (55), 3-deoxy-p- manno-octulosonic-ocid §-phosphate
phosphatase (B5)

arak, araf, avaG, aral, argT, avol, artl, art), avtM, artf, artQ brnQ), cadB, chad, chal chaC, cmth, cme8,
codB, crr, opeA, cysA, s s T ot opWW gl deth, doasd, deul, dppd, dppB, dppC, dppD, dpp¥, fadl,
focA, frud, frud, fuch, gebd, galfl gath, gatl gatC glnt, ginf. ginQ) gipf. gipT, git), QK. gitl, it gits,
gntT, gpt hisl hisM, hsf, bés), bpt, kdpd, kdpB, kdpC, kgtR lacY, lamB, Wwvf, G, Indd, I, WK M,
1P, bysP, malE, malf, malG, malk, malX, manX, man¥, manZ, melB, mgll, mgiB, mgiC, mti4, mu, nagk,
nanT, nhad, phal, nupC, nupG, oppd, oppB, oppC, oppl), opp¥, pank, phef, pith, pith, pnuC, potA, poté,
potC, potD, potk, potf, potG, potH, potl, prof, proV, proW, proX, psth, ptB, pstC pstS, pesh, ptsG, ptsl
ptsi, ptsP pur8, puth, rbsh, rbsB, rhsC, rbsD, rhaT, saph, sap8 sapl), sbp, sdaC, stdh 1, stéd 2, stl8 tdeC
tnaB, red, el kA, kG, triH, tsx, tyef, ugpd, LgpB, LgpC, LgpE, wad, xapB, xylE, xplf, aplG, ayi,
fruF (S6), gntS (57), matD (43), pnuE (49), sar (56)
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E.coli in silico

Begrenze o, = O fur irreversible interne Flusse,
o; = -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, <v*
aulRer fur die Metabolite, die das metabolische Netzwerk verlassen konne
(d.h. Acetat, Athanol, Laktat, Succinat, Format, Pyruvat etc.)

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

(bzw. —Z minimiert). 7 Zci v = <c. V>

Als Zielfunktion Z wird hier die Summe aller Einzelflisse 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 fur lineare Programmierung findet
einen Punkt in diesem Polyeder, wo diese Funktion
den kleinsten (oder grofiten) 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 ¢ X
subjectto 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 (.)" ist die transponierte Matrix.

c'x ist die zu optimierende objektive Funktion.

X1
c'=(Cy,Cp .., C) ;X =(X2) ;€TX=Cy Xy +Cy X + ... + C X

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.

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

Dann wird der optimale Wert der Mutante (Z,,,i.¢) Mit dem des Wild-types verglichen (2)

Z

mutant

Z

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

1.4 -
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pfkAB
1
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Zmutan/z
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is8s
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3

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).

0.0 -

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)

12. Vorlesung WS 2018/19 Softwarewerkzeuge 17



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-Wachstum von E.coli.

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

(Schwarz) Flussverteilung fur Wildtyp. @ @as @

(Rot) zwf- Mutante. Die Biomasse-Erzeugung ist 99% 03
des Wildtyps.

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

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

6.6
6.6
6.6

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

+ und — bedeuten Wachstum bzw.
Nichtwachstum.

+ heisst, dass Suppressormutanten
beobachtet wurden, die diesem Mutanten-
stamm Wachstum erlaubten.

glc: Glucose, gl: Glycerol,
succ: Succinat, ac: Acetat.

In 68 von 79 Fallen stimmte die Vorhersage
mit dem Experiment Uberein.

Roten und gelbe Kreise kennzeichnen die
vorhergesagten Mutationen, die Wachstum
eliminieren bzw. reduzieren.

Edwards & Palsson
PNAS 97, 5528 (2000)
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Table 2. Comparison of the predicted mutant growth

characteristics from the gene deletlon study to published

experimental results with single mutants

. rpi

Gene glc gl sucC ac
aceA +/+ + I+ -
acel —I-
aceEF* -+
ackA +i+
acn —/- o b
acs +i+
cyd +/+
cyo +/+
eno! -1+ -+ -I- —I-
fba -+
fbp +/+ o b o b —f—
frd +/+ +i+ +i+
qap = o e —f-
qlk +/+
gitA o o b
gnd +/+
idh o b o b
mdhtt +/+ +i+ +i+
ndh +1+ +1+
nuo +/+ +i+
pfk! -1+
pagE +/+ +i- +i-
pgk o b o b o b —=I-
pal +/+
pntAB +/+ +I+ +I+
ppct +/+ -+ +i+
pta +/+
pts +/+
pyk +i+

__]_ _/'_ _/'_ _.{_
sdh4BCD +/+ —-I- o b
SUCAB +/+ -+ =i+
tktAB /-
tpi** -+ o b o b —-I-
unc +/+ +/+ —/-
2wt +/+ +i+ +i+

Softwarewerkzeuge

20



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
System boundary Reaktionen .
i @ : Vi Vp V3 Vg Vs Vg :D1 by Dg
2 @) @ © — > @ 2> MW 22000100 08
| €- i/ ﬂs-{S i }8 Metabolite
! Vs : o 0 0 +¢ 0 +¢,0 -1 0 E
i e 000t 0 o)
IR LQ;B_' o
: & '
- .4@.4,@_..@.
Analyse der Matrix S —
Pathway-Darstellung P. Fa @@“'
P2
Deren Zeilen enthalten 77Ny, T @ 1  Elementare
den Reaktionen o 1ol % +~@-®"-© _-®~ Flussmoden
entsprechende Flusse R e LlE " @~ f?/ : far dies System.
und die Spalten die sich I ; oo @
ergebenden Pfade. o R
| |
+@%@A@ -~ ®
Papin et al. TIBS 28, 250 (2003) ! l/ / |
| ©O @
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Elementare Flussmoden in Modell-Netzwerk

Alext) B(ext) P(ext) A(ext) Biext) P{ext) A(ext) B{ext) P(ext)

A(ext) B(ext) C(ext)

,_I _________ SN [ |~ S |3 l_;|81___R2___ R
| | Re_s-B—r8 : R re| 1 12| R —~R8
R 2 {R3 Vomk NN RsRVfl\
I | | R
e i

_________ EFMY, _________EFM2, , ________EFM3
Alext) B(ext) P(ext) A(ext) B{ext) P(ext) A(ext) B(ext) P(ext)
w 1R RI___|R2 __|R3, RI___|R2__1R3 BL__T,RZ__ R3

2| R4pB-—pa :E—R il re| 11 [R B-~_R8 E
= SATIN AR m\‘ : w\j |
i AECTP N AEC?—»P B A@ACTP |
I D b D | D '

Klamt & Stelling Trends Biotech 21, 64 (2003)

12. Vorlesung WS 2018/19 Softwarewerkzeuge



Stamm-Optimierung basierend auf EFM-Analyse

Metabolic Engineering 12 (2010) 112-122

Contents lists available at ScienceDirect \||<:'|' \BOLIC

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, schutzen vor UV-
Strahlung, regulieren die Fluiditat von Membranen, und wirken antioxidierend.

Sie werden als Nahrungszusatzstoffe, Pharmazeutika und als Lebensmittelfarbstoffe
verwendet.

Ziel des Projekts: erhohe 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
=T SRR 1 S Ty
p: R13Rgose-5R-1F;< G|UC°S:;6'P NADH + 2 ADP > NAD + 2ATP
r r r
/ V4 K\ Fructose-6-P  FADH, + ADP §3FGAD +ATP \
! | Ribose-5-P  Xylulose-5-P R3r R39 ‘|
: R14r R16r Fructose-1,6-P  ATP - ADP + Pi Intracellular | Extracellular
| 7 R5r T~ '
| Sed7-P GA3P GA63P<T> DHAP R43
J R7r
: PG 1 Mg
I ®Fructose-8-P Erythose-6-P PRrer R50
: —> PEP <9
58 metabolische Reaktionen,: ~ —1 [ ro !
| R51 N R32 R 1 e
. ! ? Pyruvate > Lactate +——> Lacliaie
22 reversibel ! !
_ _ | HMBPP R28 R46r | E ¢
36 irreversibel | RS2 Formate > ofmate
| — r2o| [R27 !
: DMPP IPP Acetyl-CoA Ethanol +—> Ethanol
. 1 RSS RE2
57 Metabolite | ... S o Y Acetate 5 Acetate
: & R56 R24r R17 7~ Pyruvate :
' FPP Malate Citrate — PEP !
: ey R23r$ R18r oo [ Oxaloacetate |
29532 EFMs : DgCE Fumarate Isocitrate Biomass<——:.::fmgIutaralte :
'. R58 ro2rf) R1or |~ AcetylCoA |
\ Carotenoids Succinate eXetoglufarate L Rooses s I
In 5923 EFMs ist die % Bl e Glucose-6-P
Y R45 Succinyl-CoA o
Produktion von Biomasse A A A R N o s -
und DPA gekoppelt. St
Unrean et al. Metabol Eng 12, 112-122 (2010)
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Effekte einzelner Gendeletionen

10r 10 10
= @
2 |z |3Z
2 0a| 2 0s| 3 ol 2, po000000an0000090C
u IS : |...' ': ‘.
-4 = 0 i@ ¢ [
= o} 0 g ; am
= 06} go.e—go.e— HE : ,
€ 04} 3 o0a4f 'g 04l ©O® :
6 £ i ='
z 5 2 : 3 .llm.i
g o2t Eo2f % 02| Lo
w N o R
ool ool o.ofpel =EE L )y
CEOT IEUReN 3N EIRE RIS LOTTREDT
oo 2FITAFoTV A% poxcdaRSccB<al=s
Ug§g O=33FSTOP W3 >WEP G EXTLY X
>3 > > O Tm> ®

Resultate fur virtuelle Gen-Kockouts (Abzahlen der EFMs und Berechnung der CRT- und
Biomasse-Produktion gemal} 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

2 Yield is in mg-diapolycopendioic acid/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 IdhA 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

Glucose Glucose Glucose
( ) \ y \
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IP P Malate Cltrate
D*CE DPCE Funtr:h Isocitrate
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Unrean et al. Metabol Eng 12, 112-122 (2010)
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Experimentelle Verifikation: erhohte Carotenoid-Ausbeute

QO

Carotenoid Yield (mgig)

Mutante wachst
langsamer, aber
CRT-Produktion ist
vierfach erhoht.

Unrean et al. Metabol Eng 12, 112-122 (2010

12. Vorlesung WS 2018/19

C
0.3
)
£
0.2 %
g
5
01 F
3
:
0.0 a
MG1655 CRTO028 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
Carotenoid production (mg/l) 0.19 + 0.02 0.83 +0.20
Carotenoid yield (mg carotenoid/g glucose) 0.04 + 0.00 0.17 + 0.04
Specific production (mg carotenoid/g cell 0.01 +0.00 0.10 + 0.02
dry weight-h)
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Quorum Sensing in P. aeruginosa

In P. aeruginosa, besteht das QS-
Netzwerk aus 3 Systemen ( /as, rhl,
und pgs ), die hierarchisch
organisiert sind.

- Wenn man die QS-Maschinerie
selektiv durch Inhibitoren der

Signalubermittlung hemmt, kann
dadurch evtl. die Entstehung von
Resistenzmutationen vermeiden

Ziel: entwickle einfaches
Computermodell, das die Einflisse
von inhibierenden Molekulen und
Resistenzmutationen modelliert.

12. Vorlesung WS 2018/19
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Schaadt, Steinbach, Helms
BMC Systems Biol. (2013)
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QS-Netwerk als generalisierte Boole‘sche Topologie

Al-1 5. Al-2 -
e e 04 txeemssssensmas saens smmesaemasanessemmssannssamas sammssmagd e sennsemas saanasmaes
*—AH Lath—GacA—*Rth A|2
Lasl Y vn RhII
: RsaLG
: c1 (32

RsaL "2 o—c1 G1

LasB l—»

C1 G3 o PasH

s y HHQ o
i ‘ | Bhm2 s —>

c2 G2 ———+ RhIAB | |

1

RhIC \[)ahm - unterstrichenen Knoten muss > 4 sein;

Zahlen : mogliche Zustande des Knoten

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

C:G ist ein an ein Operon gebundener
Komplex.

PQS »-)

schwarze Reaktion = Schwellenwert ist 1

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

Reaktion = Zustand des unter-

- strichenen Knoten muss > 3 sein;

dunne grune Reaktion = Zustand des

Gepunktete Pfeile: Transportprozesse

5 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 Reference

GacA - LasR activation, transcription + translation | Reimmann et al. (1997) Mol. Microbiol.
GacA - RhIR activation, transcription + translation | Reimmann et al. (1997) Mol. Microbiol.

Vir -» LasR activation, transcription + translation Albus et al. (1997) J Bacteriol.

Al-1 + LasR -» C1 association Seed et al. (1995) J Bacteriol.

C1 - C1:G1 activation Seed et al. (1995) J Bacteriol.
C1:G1 - Lasl transcription + translation Seed et al. (1995) J Bacteriol.
C1:G1 - RsalL transcription + translation de Kievit et al. (1999) J Bacteriol.

Rsal -» Rsal:G activation de Kievit et al. (1999) J Bacteriol.

Rsal:G —| Lasl inhibition de Kievit et al. (1999) J Bacteriol.
Lasl - Al-1 enzymatic reaction (formation) Passador et al. (1993) Science
Al-1 + RhIR =» C4 association Pasci et al. (1997) J Bacteriol.

C1 - C1:G2 activation Pasci et al. (1997) J Bacteriol.
C1:G2 - RhIR transcription + translation Pesci et al. (1997) J Bacteriol.

Al-2 -| C4 blocking Pasci et al. (1997) J Bacteriol.
C1:G2 - Rhll transcription + translaton | -----
Al-2 + RhIR =» C2 association Ochsner and Reiser (1995) PNAS

C2 - C2:G2 activation Ochsner and Reiser (1995) PNAS
C2:G2 - Rhll transcription + translation Ochsner and Reiser (1995) PNAS

Rhil = Al-2 enzymatic reaction (formation) Ochsner and Reiser (1995) PNAS

C1 - C1:G3 activation Rampioni et al. (2010) Environ. Microbiol.
C1:G3 = PgsR transcription + translation Rampioni et al. (2010) Enwviron. Microbiol.
C1:G3 = PgsH transcription + translation Rampioni et al. (2010) Enwviron. Microbiol.

HHQ + PgsH - PQS
PQS + PgsR - C3
C3 - C3:G3
C3:G3 - PqsABCDE
PqsA + PgsBCD -» HHQ

enzymatic reaction (formation)
association
activation
transcription + translation

enzymatic reaction (formation)

Deziel et al. (2004) PNAS
Deziel et al. (2004) PNAS
Deziel et al. (2004) PNAS
Deziel et al. (2004) PNAS
Deziel et al. (2004) PNAS

HHQ + PqsR - C5 association Xiao et al. (2006) Mol. Microbiol.

C5 - C5:G3 activation Xiao et al. (2006) Mol. Microbiol.

C5:G3 - PqsABCDE transcription + translation Xiao et al. (2006) Mol. Microbiol.
PgsA - DHQ enzymatic reaction (formation)
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Update-Workflow fur Zustand des Netzwerks

Start with x cells End

l
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Itrajektorie
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Simulationsstart

FUr minimal notwendige Startbedingungen

1 findet man:
0 ....... o B : o o e e ..
1 Rot: erster Komplex aus Al-1 und LasR
0 .
Blau zweiter Komplex aus Al-2 und RhIR.

~~~~~~~~~ Komplex C3 des pgs-Systems
""""""" zwischen PQS und PgsR

T1:0 - 1'3 : 1:5 1.8 : 20 2'52’6 3'0
Grun: Komplex C5 aus HHQ und PgsR.

35
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Auswirkung der PQS-Produktionsrate
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Verhalten des Wildtyps

average level

Linien: maximal erreichbare Werte

12. Vorlesung WS 2018/19
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Simulierte PQS- und Pyocyanin-Levels fur Wildtyp und
Knock-out Mutanten

5 -
4
s
o 37
& B external HHQ in PqsBCD inhibitor
2 sl W external PQS in PgsBCD inhibitor
B external HHQ in PqsR antagonist
1 4+ B external PQS in PgsR antagonist
0 - ——— . L\

0 10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100
inhibition level in %
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Externe HHQ und PQS-Level fur Wildtyp und
verschiedene Inhibitionslevel der zugefugten Inhibitoren

5 R
4 -4
@
g 3.4
@
&

@ 2 4 B internal HHQ
& B internal PQS
1- B pyocyanin

0 -

0 10 20 30 40 S0 60 70 80 90 100
inhibition lavel in %
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Inhibierung des PqsBCD-Enzyms mit verschiedener Starke

51 - g

2 3 e

o -

? W int l

@ 2 inernal W

& - al PQS
14 W pyocyanin

B - - W HHQ + PQS

0+

0 10 20 30 40 50 60 70 80 20 100
inhibition lavel in %

Simuliere (kunstlich) modifizierte Netzwerke mit zusatzlichen Reaktionen

Table 2 Behavior of updated networks

Network Used reactions Results
PqsA™-PqsBCD~ PgsE~™ PqgsR antagonists PqsBCD inhibitors

N1 RI,R2  ----- Pyocyanin Pyocyanin =~ -----
N2 R1I8 eeeee aaaas Pyocyanin =~ - ----
N3 RIS e Pyocyanin PQS

N4 R20,R2 - ---- Pyocyanin Pyocyanin =~ - ----
N5 R1, R2, R4 Pyocyanin Pyocyanin Pyocyanin =~ - ----
N6 R18, R4 Pyocyanin Pyocyanin Pyocyanin =~ -----
N7 R19, R4 Pyocyanin Pyrocyanin Pyocyanin PQS

N8 R20,R2, R4 Pyrocyanin Pyocyanin Pyocyanin =~ -----
N9 R2I eeeee eeeee e e
N10 R22  eeee e e PQS

Ni11 R23,R2 ----- Pyocyanin Pyocyanin =~ - ----
N12 R24,R2  ----- Pyocyanin 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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