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 unterstutzen?
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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 | 14
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 § 6
100 phosphate
89 pyrophosphate
66
60 NADH
54 CO, ps
53 H* 8
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
23 S-adenosyl-L-methionine substrates
}2 S-gdenqsyl-homocyslelne Figure 4 Diagram showing the number of reactions containing
S NP 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.

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
katalysieren 7 bzw. 9 Reaktionen.

483 Reaktionen gehoren zu einem

Pfad, 99 Reaktionen gehoren zu
mehreren Pfaden.
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Figure 5 Length distribution of EcoCyc pathways; two pathways
are not included because the number of steps is not known.

Ouzonis, Karp, Genome Research 10, 568 (2000)



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 erfullt 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 Transportflisse, 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 Flisse 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+as = 0 ___ 2wy = —wy
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 E. colf metabollc genotype (21)

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, amﬂ, acs adhE, agp, appd, appC, atpd, atpd, 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, fumB, fumC gaiM gopd, gopl ], gapC 2, gich,
glgh, glgC. glgh. gl g, GipB, gieC, gipD, QltA, gned, gpmA, grmB, hyak, hyaf, byaC, hybA, hybC,
hycB, hyck, byck, by, icdA, lctD, IdhA, lpdh, malP, mddh, ndh, nuod, nuod, nuok, nuck, nuol, nuok,
noc, nuol, nuok, nuol, nuoM, nuol, pcikd, pfkA, pfiB, pllA, pfB, pHC, pRD, poi, pgk pnth, pntl ppe,
ppsd, pta, purT, pyih, pykF, tpe, tpid, pNB, sdhd, «thB, sdhC, sdhd, sfcA, sudh, sucB, sucC, such), talB,
thtA, tktB tpid, trxB zarf pgi (30), maed (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 pam, rbsk, rhad, rhal, rhal, stl, treC, ayld, xylB

adi, akdH, alv, ansh, ansB, arh, argB argC, argh), argl, argh, arglG, argH, avgl avch, avol aroC, arol) arck,
arof, aroz, avoH, arok, arol, &sd, asnd, asnB, aspd, aspl, avth, caddhi, cav A, carB, cysC, cysD), ey, opsh,
cyd, cpsd, cysK cpsM, o, daddh, dadX, dapd, depl dapd), dapk, dapf, dudh, 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, thrl tivC, tnad, rpd, trpd, mpC tipd, mpk, tynd, tyrA, ol
¥9iG, ygit, aieB (42), dapC(43), pat (44), prr (44), sad (4Y), methyithiosdonosine nudeosidase (46),
S-mathylthioribose kinaze (46), S-methyilthioriboze-I-phosphate isomaraszo (46), adenosyl homocystainaze
(AN, 1-grstone desulhydrase (A4), gluteminase A (44), glutaminase B (44)

add, adk, amn, ap¢, cdd, cmk, codA, ded, deod, deol), dat, dut, gmk, g, gk, guad, guall, guaC, hpt
mutT, ndk, nrdA, nrdB, ed D, vdE, oedf, purd, purB, pwC, prD, purk, puef, purl, purk, porl, purM,
purll, prT, pyeB, o€, pyeD, pyrE, pyrf, pyeG, pyr, pyrl tok, thyd, trok, udk, udp, upp, wshA, xapA, yicF,
CMP giycosybise (48)

acps, biod, biol bioD, biok, wad, cyof, ey, erth, entl, ent(, entD, entt, entf, epd, folA, folC, folD, folf,
folk, folf, govh, govk govT, gitX, glh, gor, gshd, gsh hernA, hemB heroC, heml), herok, hernf, hemt,
hemK, heml, heroM, hemX, hemY, ivC, kg lpdA, mend, menf menC, menl, menE, men¥, menG, metf,
mutT, nadA, nadB, nad(, nadk, ntpd, paldi, pabB, pabC, panB, panC, panl), pdxd, pdxB pdxh, pdxd,
pdk, prcB, purll, ribA, ribB ribD, ribE, ribH, serC thiC, thif, thif, thiG, thitd, tivC, ubid, wbiB, ubiC, wbiG,
ubit, ubiX, yaaC, ygiG, nadD (49), nadF (49), nadG (49), poanE (50), pncA (49), pncC (49), thi8 (51), thiD (51),
thik (51), thil (51), thiM (51), thaV¥ (81), wbi€ (52), ub¥ (52), arobincse-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 muwh, 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, cych, cysA, cysP o T ot oW o, detd, doud, deuB, dppA, dppB, dppC, dppl), dppf, fadl,
focA, frud, frud, fuch, gebd, galfl gath, gatl gatC glnt, ginf. ginQ) gipf. gipT, git), QK. gitl, it gits,
gntT, gpt hisl hisM, hisf, bés), bpt, kdpd, kdpB, kdpC, kgtR lacY, lamB, Wvf, 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, p=8, pstC, psts, pesh, prsG, pesi
ptsi, ptsP pur8, puth, rbsh, rbsB, rhsC, rbsD, rhaT, saph, sap8 sapl), sbp, sdaC, stdh 1, stéd 2, stl8 tdeC
tnaB, el el kA, kG, triH, tsx, tyef, ugpd, LgpB, ugpC, LgpE, wad, xapB, xylE, xylf, aplG, ayi,
fruF (56), gntS (S7), motD (43), pnuE (49), sar (56)



E.coli in silico

Begrenze o; = 0 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 () < V. < vlf"ax
auller 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).
Z =ch. ‘v, =<c-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 Programmieru

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. Dargestellt ist ein einfaches lineares
Programm mit 2 Variablen (x und y)

Die objektive Funktion ist eine lineare Funktion, die auf Und 6 Ungleichungen.

diesem Polyeder definiert ist. Der Loésungsraum ist gelb gefarbt und

bildet ein 2-dimensionales Polygon.
Ein Algorithmus fur lineare Programmierung findet

einen Punkt in diesem Polyeder, wo diese Funktion Die rote Linie reprasentiert die lineare

den kleinsten (oder gréften) Wert annimmt. Kostenfunktion. o
Der Pfeil zeigt in die Richtung, in die

wir optimieren.

www.wikipedia.org
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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.

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

Z

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

Metabolismus
14 -
1.2 - 8 o e i § Q § 8 Q
| S Ilugiscadteiedifeiladiaiasieiiits
@ Q

eno
gpmAB
| nw

0.8

fba
pfkAB
1

0.6 -

Zmutan/z

ap

0.4 -

0.2

acnAB
gapAC

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).

is8s

icdA

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)
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Interpretation der Ergebnisse

Die essentiellen Gene gehdrten 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. @ @35 @

(Rot) zwf- Mutante. Die Biomasse-Erzeugung ist 99% 8 HE® Ok
des Wildtyps. 3 (rsv)
(Blau) zwf- pnt- Doppelmutante. ‘55 @ |
Biomasse-Erzeugung ist 92% des Wildtyps. @ % 103

E.coli in silico umgeht die Deletion einer kritischen @ . @ @ T @
Reaktion (roter Pfeil) durch Erhéhung des Flusses io Ike @ 7 z

durch die alternative G6P — P6P Reaktion.

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

E. COIi in Silico characteristics from the gene deletion study to published

experimental results with single mutants

Gene glc gl sucC ac
+ und — bedeuten Wachstum bzw. , e
aceA +/+ +i+ /
Nichtwachstum. i -
aceEF* I+
+ heisst, dass Suppressormutanten @ » "
beobachtet wurden, die diesem Mutanten- “; o H
cy !
stamm Wachstum erlaubten. a° H
eno —I+ -+ -1~ -I-
fba —i+
fbp ++ -I- -i- /-
glc: Glucose, gl: Glycerol, frd +H+ +it Ht
) ® s —/- —i- —i- e
succ: Succinat, ac: Acetat. glk +H+
® o4 ~i- ~I-
gnd +i+
. . . idh o -]
In 68 von 79 Fallen stimmte die Vorhersage mdhtt i+ i+ it
. . . . ndh +/+ +i+
mit dem Experiment uberein. nuo ++ i+
pfk! -+
pgi* +1+ +/- +1-
. . . @ rak -I- —I- -1~ —f-
Roten und gelbe Kreise kennzeichnen die pal ++
. . pntAB +/+ +/+ +/+
vorhergesagten Mutationen, die Wachstum ppcs A i+ it
. .. . t. /
eliminieren bzw. reduzieren. i " o
pyk +/+
rpi -f— o ' ol b
sdh4BCD +/+ —f— —f—
suchl +/+ -+ -+
Edwards & Palsson e i
PNAS 97, 5528 (2000) tor**
unc +/+ =/+ =I-
2wt +i+ +i+ +i+
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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.shiml.

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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Stochastische Effekte & Diffusion

. _ununterscheidbare Teilchen
Dichte =

Volumen
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Dichtefluktuationen

N=10 O T 1.67 N =100 O T 5.56
6

6

’ B
j B

0

0 3 6 9

N = 10000
6

O 556

4

2

0
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Poisson-Verteilung
Betrachte Kontinuum w mit im Mittel A Ereignissen pro Einheitsintervall Aw

Annahmen:
i) Seltenheit: <<I| Ereignisse in [w, w+Aw], hochstens ein Ereignis
i)  Proportionalitit: <N> = A\ Aw

iii)  Geschichtslosigkeit (Markov-Prozess)

Wahrscheinlichkeit, dass k Ereignisse AR,
pro Einheitszeitintervall auftreten: Pk=731°¢
Mittelwert: (k) =Y kpi=A2A Varianzz ©° = Y pi(k— (k))* =\
Relative St (Fehlery X _° _ 1
elative Streuung (Fehler): — = = = —
° £ ® VA
Mittlere Teilchenzahl | 100 1000 | Mol
relative Unsicherheit | 10% 3% le-I2
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Reaktionen im Teilchenbild

Assoziation: A
™~ %—» AB
B /

A+B => AB

Kontinuierliche Ratengleichung: = k[A] B]

Anzahl neuer AB in V wahrend At:

ANgp = V At

Reaktionsrate kas => Reaktionswahrscheinlichkeit Pag

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12
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Direkte Implementierung
A+B => AB

e 06 « Continuous_AB.py | ®0 6 « Stochastic_AB.py

# contirhous association of A and B # Stochastic association of A + B => ABE

# parameter import random

tEnd = 5.8

dt = 8.81 # parameter

volume = 188.8 tEnd = 5.8
dt = 8.81

# rate and probability volume = 188.8

kAB = 1.8

prob = KAB * dt / volume # rate and probability
kAE = 1.8
# initial conditions: particle numbers prob = kRB * dt / volume
A = 1oaa # initial conditions
B = 1808 -
=l A = 1008
B = 16608
# convert to densities e =0
A = Afvolume % maiin Loog
B = B/volume t = 0.0
RE = AE/volume print t, "“t', Afvolume, "“t", Bfvolume, "“t", AB/volume
® main_loop whi le{ t<tEnd):
t T e.a n " " n " n dHB = 9
print &, "\t'y A, "Wt By "Mt", AB # check for every pair A, B
) ) for ia in xrange{A):
Wh'le(t<EENd}; . a for ib in xrange{B):
dAE = dt * kAB * A * B r = random.random{ }
if {r < prob):
AE += dAB dAB+=1
A -= dAB AB += dAB
B -= dAB A -= dAB
B -= dAB
# jncrement time and output
t += dt . . . # jncrement time and output
print t, "St', A, "Nt', B, "\t", AB t += dt
print £, "“t", Afvolume, "“t", Bfvolume, "“t", AB/volume
'g:’ R RE S (E’ 4>

Achtung: didaktische Implementierungen!
Softwarewerkzeuge WS 19 — V12 26



Beispiel: Reaktions-Kette

Raten: dA

dt

ZLeitentwicklung aus den kontinuierlichen Raten:

= —k1A

A=>B=>2C
dB
— =kjA— kB
dt 1 2

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12

1.00
<
Z
0
Z 0.507
Z
<
Z
0.00 '
10 20 30
time
ki =k2=0.3

dC
dt

k, B
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Stochastische Simulation

A=>B=>C Ao = 1000 Teilchen beit=0
t=7
1.00 400
A A
300" B C
i? 0.507 9
o Y- S 2007
of g
< £ 1007
0.00 ' 0 . . .
0 10 20 30 000 025 050 0.75 1.00
time
ki=k2a=0.3 Werte bei t = 7 (1000 Laufe)

=> Fluktuationen

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12 28



Weniger Teilchen => Mehr Rauschen
Ao = 100

1.00 1.00

< <
U 0.50- © 0.507
o o
< <
0.00 4 0.00 ' - !
0 10 20 30 0 10 20 30
time time
1.00 ' 1.00
2
< ; <
U 0.507 y 0 0.507
o v o P)
. ~ .
< i’ <
0.00 T 4 0.00 .
0 10 20 30 0 10 20 30
time time
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Noch weniger Teilchen

Ao = 30
1.00 - 1.00
< & < =
O 0507 Dand™ U 0.501 ~
(a0 > cce d{ o ‘_'_.
< T e < -
0.00 T 0.00 .
0 10 20 30 0 10 20 30
time time
1.00 1.00 -
2 2 -
L 0.507 O 0507 % °
1) o) Ry
< < SN
0.00- 0.00 = =
30 0 10 20 30
time
Softwarewerkzeuge WS 19 — V12
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Varianz vs. Teilchenanzahl

Poisson:

ocl/\/]T[

relative Abweichung

000 Simulationslaufe,
Werte sichern bei t = 7.

Fit der Verteilung mit Gaussvert.
(Normalverteilung)

(x— <x >)2]

w/ VAo

g(x) = exp !—

<A>=0.13, wa =045
<B> =0.26, ws = 0.55
<C>=0.61, wc =045

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12

rel. Haufigkeiten

3007
200"
1007

Ao = 1000

3007

1507

oA

Ao =100
C

4007

2007

1.00
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Photosynthese ist...

...die Umwandlung von Lichtenergie in chemische Energie

(einer der wichtigsten Prozesse weltweit)
biologischer iberblick
Stochastische Slmulation aus einzelnen Reaktionen

=> Unterschiede zv Gillespie?
=> Reihenfolge von Naherung und Simulation

|||H|| Vesiweb

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12 32



Photosynthese in Rb. sphaeroides

o ATPase

Protonen- chemische
gradient Energie

Licht- elektronische
energie Anregungen

@ Nu. xRy,
Y |

e -H"-Paare

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12
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Chromatophoren-Vesikel

< 5
< >

45 nm
=> einfach: 4 Proteine + 2 Transporter + H*; Kristallstrukturen u. Reaktionen
=> klein: <30 Proteine + LHC:s; alles Prozesse im Vesikel
=> abgeschlossen:  definierte Randbedingungen fur die Simulation
=> praktisch: Anregung mit Licht, spektroskopische Messungen

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12 Geyer, Helms, BP) 91 (2006) 921 + 927 34



Modellierung der Proteine

RC: Photon => Ladungstrennung

| Al.pdb

Softwarewerkzeuge WS 19 — VI2

| 1 P:‘QAOB Boxer et al, JCP 93

W\ (1989) 8260

."' w .
MIVQ);IV‘.-‘ "." P+IQA_ Qe
..-";G rs .""". w )
/ ’ .'."'1'.00 ms L P+ IQAQB
| T e 1 O;l -
’l "" ----------
P|QAQB“

T
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Stochastische Reaktionen
Wenn BS frei ist => Assoziation moglich: BS + X => BS:X

|) sind alle Bedingungen erfullt?

2) chemische Reaktionskinetik:
d(BS:X]
dt

Bindungs-W.keit pro BS: P, = kop [X]| At

Reaktionsrate: = kon [BS] [X]

lHH'
M)
A3 Q _
A2 .
RN ’///\__J for each timestep At:
E Pea MY for each reaction:
A1l

\5/ S QH2 .y :
P S conditions fulfilled?
\m determine probability:

bsc

perform reaction

% }

Geyer, Lauck, Helms, ] Biotech 129 (2007) 212
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Bsp: Elektronentransfer im RC

// Rl: transfers

// using the energy from an exciton{

(bs Q && (e_P == 1) && (e Q == 0) &&
((He_Q == 0) || (He_Q == 1)))

if (LHPoolp->take out(LH kon)) {

e P=20; e Q=1;

writeInternals() ; }

}}

an electron to the Quinone

{

if
Bedingungen!?

Wahrscheinlichkeit?

Reaktion!

Protein = {BS; Reaktionen(Zustand)}

Geyer, Lauck, Helms, ] Biotech 129 (2007) 212
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)
3 A2 Q
[ RC X ‘////,\____)
bsq
E )
o \J } QH2
= —
D4
bs
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"Pools-and-Proteins”"—Modell

H* outside ] (ADP + P] [ ATP ]

ratable}
roups |

£
J

H+ inside

40 aktive Proteine

 unabhangig voneinander |9 passive Pools
* stochastische Reaktionen mit je | Molekul * ein Pool pro Metabolit
* Anzahl wie auf dem Vesikel * hier: Diffusion ist schnell

Verbindungen definieren das biologische System
=> Pfade als "emergent behavior"

Geyer, Lauck, Helms, | Biotech 129 (2007) 212
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Web Interface

Simulationen Uber Konfigurationsdatei oder
web-interface @ service.bioinformatik.uni-saarland.de/vesiweb

"®@006 Vesiweb - Simulation 2007/11/19 - 13:14:55 - PLOT =)
r 5 g B! ¢ . -

666 VEE D —EEI IS D [ e o Q © © hup://service /vesiweb/plot.php?sim_id=119 ~(Q~ Coogle ) M
W @ @ hitp://service/vesiweb/vesiweb.php ~(Q~ Google ) |u

4 Google 47 Python Tutorial #  Python Library Reference 47 Vesi lop @ Vesi ice 4 Molecular Systems Biolo Vesiweb - Particle Plots

Simulation: 2007/11/19 - 13:14:55, Comment: flashes
.
Vesiweb

1195474495 - Illunination

Protein Parameter

Light Harvesting Complexes (7)

LHC is Dimer 1:]. Number of LHC-Monomers/LHC-Dimers 5 l:’ 0
Photon k,, [m%/(s*W)] | 4.88 l:] Exciton kg [1/s] | 1e3 i¢] Exciton N [1] 2 C] B 1 B B i

I [W/n2]

BB o
o 8 8 g
—
—
——
—

Reaction Center (7)

Number of Reaction Center = Number of LHC monomers (i.e. | LHC Dimer = 2 RC)

H* outside ky, [ 1e10 [3) Qkop (1255 8] QH ko (40 18] 2pqkon(14e0 [8) 2o, kogr [ 1000 [3) e

1195474495 - Quinones

bey complex () 2 80
z 60
Number of be, Dimers (2 [3) :Z
QH, ko, @ Q, [1.5e5 [7) Qkyir @ Q, (180 [7) Qkop @ Q; [ 15e5 [3) QH, ko @ Q; (180 %) o T . . T
0 1 2 3 4
€2x Kop | 14€7 | €2peq Kofr 1000 l:] H* outside k,, | 10e10 |5 Q swap k; [1/s] | le4 L:] tine [s]
——
ET kqo.ges [1/5] | 300 l:] ET Phiy [mV] | 160 [$] HT transfer k; [1/5] | 1e3 l:] FeS swing kg [1/5] | 120 \:] P
1195474495 - Cytochrone c2
ATPase (7) *
25
Number of ATPase: | 1 [+ 2 ®
‘;: 15
Z 10
- 5
Transmembrane Potential A® (7) s o . : ‘ .
X 0 1 2 3 4
/4 tine [s]

 Verstehen der Prozesse
« Modell-Verifikation + Parametrisierung gegen Experimente
[Florian Lauck. T.G., 2006]
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Stochastische Effekte

Oxidationszustand des Cytochrom c-Pools bei kontinuierlicher Beleuchtung

1195474958 - Illunination
8_
7_
6._
™ 5 "__J—-:-J—__J___r__J__(EEEEiT_:——J'-J-—J—-:——J—-—r-
<
x 4 7
d
P
2_
1._
0 1 1 1 1 1T 1 1 T T T 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 15
tine [sl
Light
1195474958 - Cytochrone c2
30
25
-~
x
o
1
I
2]
el
=
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
tine [sl
c20x
cored

20 (LHC/RC)

/N

5 (bc), 1 ATPase

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12

N{c2_ox)}

30

25

20

15

10 -

5

0

. 4.4 W/m?2 const.

11954750834 - Cytochrone c2

0 1 2 3 4 5 6 7 8§ 9 10 11 12 13 14 15
tine [s]

c20x
c2red
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Steady State <=> Fluktuationen

60 Sek. bei konstanter Beleuchtung mit 10 RC/LHC-Dimeren und 4 bcl-Dimeren
=> Oxidationszustand des Cytochrom c-Pools

20 [
r 2
. 3W/m? 15 | 8W/m
s Q 20
@]
-~ 20 — ~ 15
& . ((\1_) 10 F ] 3
o B ** N Y 10
£ 10 \4 C £
5 = 5F 5
0 - C 0
0 2 4 6 5101214161 820222426280052343638404 2444648606 254565860 -, "I I 0 2 4 6 81012141618000224262830323436384 04244464 6505254565560
tine [s] () tine [s]
— oo 0 3 6 9 12 — o
c2red I [W/ m2] c2red

30 45 W/m2 ” 6.5 W/m2

0 2 4 6 31012141618202224262830623436354 (4244464 8605254560850

u
0 2 4 6 §101214161820222426283062343638404 244464 8606254566850 0 2 4 6 §101214161820222426283062343638404 244464 8606254566850
tine [s]

tine [s] tine [s]

0X
czred

c20x
czred czred

=> weicher Ubergang mit starken Fluktuationen

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12 4]



Deterministisch vs. Stochastisch

20

157

107

# C20X

6 9
| [W/m2]

Gleichungen mitteln, dann simulieren <=>

scharfer Ubergang <=>

nur numerische Unsicherheiten <=>

Reproduzierbare Werte <=>

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12

— N
(63 o
T

<#c2ox>
o

6 9 12
| [W/m2]

Mehrfach simulieren,
dann Ergebnisse mitteln

weicher Ubergang auch
fur lange Zeiten

Fluktuationen = Signal

nur Mittelwert reproduzierbar
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Prozesse In einer Zelle

Schneider und Haugh "Quantitative elucidation of a distinct spatial
gradient-sensing mechanism in fibroblasts", JCB 171 (2005) 883

Pl 3-kinase signaling in response to a transient PDGF gradient. The video depicts the experiment
presented in Fig. 5 A of the paper, with TIRF time courses of the extracellular OG 514-dextran
gradient (left) and intracellular CFP-AktPH translocation response (right). A CFP-AktPH-transfected
fibroblast was stimulated with a moving PDGF gradient for 21 min, after which a uniform bolus of

|0 nM PDGF and subsequently wortmannin were added (additions indicated by the flashing screen).

The video plays at 7.5 frames/s (150x speed up). Bar, 30 pm.

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12
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Diffusion

\ / \ / \ / Diffusion

=> verschmiert Unterschiede

Entwicklung der ortsabh. Dichte
<=> Diffusionsgleichung

+ ortsabhangige Quellen und Senken

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12
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Kontinuitatsgleichung

Zwei Beitrage zur Diffusionsgleichung:

|) Kontinuitatsgleichung: wo bleibt das Material?

op(7,t - >
PE():, ) = —Vj(#,t) = —div j(7,1)
r \
Anderung der Divergenzdes _  Quellen und
Dichte p bei (1, t) Stromes Senken fir Teilchen

\

partielle Ableitung:

=> betrachte nur Anderungen von p in der Zeit an einem
festgehaltenen Ort r (nicht: Ortsverschiebungen r = r(t))

Q I AN = Nin=Now = 3-5 = =2

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12
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Diffusionsstrom

2) Diffusionsstrom durch Dichteunterschiede (Gradienten) — Fick'sches Gesetz:

](r t)=—D Vp(7,t) =—D grad p(7#,?)

/ \ N\

Diffusionstrom Strom flief3t Diffusions— Dichf:e-
bei (r, t) weg von hohen oeffizient fluktuationen
Dichten oetzIen (=Gradienten)

A

P .
\l\ hier: phinomenologischer
Umrechnungsfaktor von

X’ Dichteunterschieden in Teilchenstrome

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12
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Diffusion mikroskopisch

Ohne externe Krafte

=>Teilchen bewegen sich in alle Richtungen gleich wahrscheinlich
(Gauss'sche Wahrscheinlichkeit)

P, p(x,)

p(X;)

_esles

*

p(x1) = p(x2) => jar =0

Gleiche Dichten an x; und xa:

Jdiff

o<

P4
/e
X - " x
—
p(x1) < p(x2) => jdif <0
_Pl) —plx) _ dp
X7 — X1 dx

=> gleiche Anzahl Teilchen springt

von X| => X2 wie von X2 => X|

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12

Unterschiedliche Dichten:
=> mehr Teilchen springen
von x2 => x als von x1 => x»
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Diffusionsgleichung: partielle DGL
Diffusionsstrom

j(F,t) = =D Vp(7,t) = —D grad p(7,t)

in Kontinuitatsgleichung einsetzen

p(7,t)
or

_Vf(?vt) = —div j(?vt)

=> Diffusionsgleichung: (1)
D(7,t) = const

apg’t) = —V(-DVp(#,t)) = D Ap(7,t)

=> Vollstandige Beschreibung der zeitabhangigen Dichteverteilung
(ohne externe Krafte)

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12



Zur Boltzmann-Verteilung

Diffusion unter dem Einfluf3 einer externen Kraft (z.B. Schwerkraft)
=> stationare Losung der Diffusionsgleichung

h zwei Beitrage
4 Gravitation Dichteunterschied
=> Molekiile sinken => Diffusionsstrom
; : mg dp(h
l Jsink Jsink(h) = vp(h) = Ty p(h) Jairs(h) = —D%
stationarer Zustand:  Jsink(h) + jairs(h) =0
i ksT
I > Mic D=2L = B _ mg .,
Y dh kgT
_ _m_gh stationarer Zustand ist unabhangig
p(k) = po exp [ kBT] von D (aber: Relaxationszeit)

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12
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Integration

Bisher: (System von) ODEs

d
X = £(X1. X, ...
- fi(X1,X,...)

 Zeitentwicklung abhangig von den lokalen Werten der Systemparameter
* alle Ableitungen nach der Zeit

Jetzt: Diffusionsgl. mit konstantem D:

dp(7,?)
ot

= D Ap(7,t)

* Zeitentwicklung bestimmt durch globale Werte (Verteilungen) der Variablen
(gesamte Dichte p(r) notig fur Gradient)
* Ableitungen nach Zeit und Ort

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12
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FTCS—Integrator

Diffusionsgleichung mit konstantem D in ID:

) Ppli)
ot ox?

Direkte Implementierung auf einem Gitter {p(xi)} mit Abstand Ax:

Pt +A1) —p;(t) _ 5 Pi+1(t) —2p;(t) +p;-1(t)
At o Ax2 A pj(t + Ai)

Forward in Time Centered in Space

L *I

Propagationsschritt:

(1) —=20:(8) +0:1(2 Piw@® P Pilt)
p](t-{—At) — p](t)-l—AtD p]+1() Z{x(z) Pj 1()
Stabil fiir: At < — (At < Dilffusionszeit liber Abstand Ax)

— 2D

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12



Beispiel: Diffusion

Molekule werden bei xs produziert und in der ganzen Zelle abgebaut

Diffusion in beliebiger Geometrie:

=> EinfluB der Wande?

Simulationstool?

/ 0\

Do-lt-Yourself fertige SW

"TheVirtual Cell": < Reaktions-Diffusions-Systeme
* kontinuierliche und stochastische Integration
* frei definierbare Geometrien (Fotos)

* lokales Java-Frontend + Cluster @ NRCAM

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12
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006 Running the Virtual Cell and User Information
0 - @ X © http:/ /www.nrcam.uchc.edu/login/login.html ~(Q~ Google

47 Google 47 Python Tutorial # Python Library Reference 47 Vesiweb@develop 47 Vesiweb@service 47 Molecular Systems Biolo: 47 QTYouTube

National Resource for Cell Analysis and Modeling ™o

vcell Login

Run the Virtual Cell. Rull the Vil'tual Cell

&
=
e
Java GET IT now

Virtual Cell User Release and Beta The Virtual Cell requires Java. Get it Now
Documentation VCI'SiOIlS

User Guide, Quick
Start and Tutorials

Run VCell 44

Release Notes (Please Note: New Users will need to register when they first run the Virtual Cell Software.)

Current information
on Release and Beta

versions. New Features in 4.4

2 a R sIet nonspatial stochastic modeling
R:cgu?r:lanents field data (using images data as input to simulations) dOWHlOad a“d YU”

Hardware and annotations (MIRIAM compliant)

Rt a Java frontend

specific better SBML support
requirements.




OO0 BIOMODEL: Bohnendiffusion (Wed Jun 18 09:04:38 CEST 2008)
File View Server Window BioNetGen Help

Physiology: Applications — 2
alysis —
aussen

:

9 Bohnendiffusion

%

> Boten-Diffusion

Results

Reactions for Innen

Innen

CONNECTED Server: ms3.vcell.uchc.edu:80 User: tgeyer Java Memory Used: 62MB / 110,2MB




Reaction Kinetics Editor

000 BIOMODEL: Bohnendiffusion (Wed Jun 18 09 Stolchiometry e Kf > C Innen
- e -
File View Server Window BioNetGen Help Kr
OO0 Model
Physiology: Applicatic Name: Abbau ( Rename \)
aussen @Bohnen o . a
g Kinetic type: Mass Action [uM/s] a ( Convert to [molecules/s] )
» BZ Bote
Description Name Expression Ut

reaction rate J (Kf-B_Innen -Kr-C_Innen) uM.s-1
forward rate constant Kf 0.1 s-1
reverse rate constant Kr 0.0 s-1

Reactions for Innen

Innen

CONNECTED

Server: ms3.vcell.uchc.edu:80 User: tgeyer Java Memory Used: 62MB / 110,2MB - 56% y



e 06 BIOMODEL: Bohnendiffusion (Wed Jun 18 09:04:38 CEST 2008)
File View Server Window BioNetGen Help

‘@06 APPLICATION: Boten-Diffusion
! Reaction Mapping  Electrical Mapping  View Math ~ Simulation | Analysis - 4 -

Name Last saved Running status Results
Laufl Wed Jun 18 09:04:38 CES... "= 36% yes

Edit Delete Run C Stop ) (Results)

SIMULATION SUMMARY:

Comments:

Spatial: yes
start timestep output
0.0 0.1 keep every 10

Sensitivity: no analysis

Time:

Solver: Finite Volume, Regular Grid
Geometry size: (640.0,480.0) microns
Mesh: 240 x 180 = 43200 elements

Parameters with values changed from defaults:

Parameter Name Default Value Change Value

" CONNECTED  Server: ms3.vcell.uchc.edu:80 User: tgeyer Java Memory Used: 51MB / 109,6MB “46%




e 06 BIOMODEL: Bohnendiffusion (Wed Jun 18 09:04:38 CEST 2008)
File View Server Window BioNetCen Help

SIMULATION: Laufl
{ View Data | Export Data ‘

39.66527 -159.33054 -78.995816 1.3389121 &81.67364 162.00837 ‘ ~Scale

8 Auto Range
4.2757595E-14
Max: 1.2757595E-14
0
Min: O

%

Yy,
b
o

~Color

X AM NN ITETS

") Gray

= 250

R ()1 R
;fmdnnmnﬁmnq‘,' .

o

- \ y ® BlueRed

Variable

A_lnnen 2 | b Sgﬁrﬂz
B 2348 R e/l

C
J_Abbau
J_Erzeugung

- 4

Functions... [(25.439331,9.3854749) [129,93] Value = 4.201516380782129E-14

Show Spatial Plot Show Time Plot Show Kymograph (" Statistics )

© CONNECTED |Server: ms3.vcell.uchc.edu:80 User: tgeyer Java Memory Used: 50,3MB / 110,2MB  '45¢"




Klausur-relevanter Vorlesungsstoff

Vorlesung

14-23, 27, 35
3-44

3-22, 25, 34-46
17

1-33, 37-38, 40
1-35, 39

5-6, 8-11, 15-22
9-14, 17-39
7,16-21, 30-34
1,4,5, 7-9, 12-25
3-8, 16-18, 31-33, 38
24-25, 42, 44-51

- -
N - O

Softwarewerkzeuge WS 19 — V12

coooxlc»cn-hool\)—\I

58



