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Kurzdarstellung

Die Charakterisierung von Verhaltens- und Funktionsweisen biologischer Systeme stellt
aufgrund vielfaltiger biochemischer Interaktionen eine grofie Herausforderung dar. Ansétze
zur Modellierung und Analyse werden entwickelt, um die komplexen Mechanismen auf
Systemebene zu verstehen. Verschiedene Modellierungsformalismen erméglichen die Analyse
metabolischer Modelle abhangig von der zu 16senden Fragestellung, dem biochemischen
Wissen und der Verfiigharkeit experimenteller Daten.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung einer Methodik zur integrativen
Analyse der Struktur und Dynamik qualitativer und quantitativer metabolischer Modelle.
Unter Verwendung verschiedener Modellierungsformalismen wird das metabolische Modell
aus mehreren Perspektiven analysiert. Die ermittelten strukturellen und dynamischen
Eigenschaften werden im Kontext des metabolischen Modells visualisiert. Interaktions-
techniken erlauben Exploration und visuelle Analysen, die zu einem umfassenden Verstandnis
der Verhaltens- und Funktionsweisen des zugrunde liegenden biologischen Systems fiihren.

Das System Biology Metabolic Model Framework (SBM?-Framework) realisiert die
entwickelte Methodik und wird zur integrativen Analyse der Kulturpflanzen Kartoffel und

Mais angewendet.

Abstract

The characterization of biological systems with respect to there behavior and functionality
based on biochemical interactions is a major challenge. To understand these complex
mechanisms at systems level modeling approaches are investigated. Different modeling
formalisms allow metabolic models to be analyzed depending on the question to be solved,
the biochemical knowledge and the availability of experimental data.

The development of a methodology for an integrative analysis of the structure and
dynamics represented by qualitative and quantitative metabolic models is subject of the
presented work. Using various modeling formalisms the metabolic model is analyzed from
different perspectives. Determined structural and dynamic properties are visualized in the
context of the metabolic model. Interaction techniques allow the exploration and visual
analysis thereby leading to a broader understanding of the behavior and functionality of
the underlying biological system.

The System Biology Metabolic Model Framework (SBM?-Framework) implements the
developed methodology and, as an example, is applied for the integrative analysis of the

crop plants potato and corn.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Der Metabolismus ist die Gesamtheit aller in biologischen Systemen ablaufenden
biochemischen Prozesse und bildet somit die Essenz des Lebens. Vielfiltige biochemische
Interaktionen bilden ein komplexes metabolisches Netzwerk. Zur Charakterisierung von
Verhaltens- und Funktionsweisen biologischer Systeme werden deshalb Ansdtze zur
Modellierung und Analyse angewendet. Die metabolische Modellierung ermoglicht die
Entwicklung von Modellen und die Anwendung verschiedener Modellierungsformalismen,
um die komplexen Mechanismen auf Systemebene zu verstehen.

Abhéngig von der zu losenden Fragestellung, dem biochemischen Wissen und der
Verfligharkeit experimenteller Daten konnen biologische Systeme durch verschiedene
metabolische Modelle reprasentiert werden. Folglich entstehen grofle, meist qualitative
Modelle und kleine, eher quantitative Modelle [153]. Weiterhin kann in einem iterativen
Prozess aus einem qualitativen Modell durch sukzessive Integration detaillierter
Experimentaldaten ein quantitatives Modell entstehen.

Unterschiedliche Modellgrofien und enthaltene Details ermoglichen die Analyse
struktureller und dynamischer Figenschaften unter Verwendung verschiedener
Modellierungsformalismen. Diese bringen vielféltige Analysemethoden mit sich. Sie bilden
die Grundlage metabolische Modelle aus mehreren Perspektiven zu untersuchen und
erginzende Erkenntnisse hervorzubringen. Abbildung stellt den Zusammenhang
zwischen Modellen und einer Auswahl moéglicher Modellierungsformalismen dar.

Details
GroRe

Quantitative Optimierungs-
Petri-Netz basierte
Modellierung Modellierung

Metabolische
Flussanalyse

Abbildung 1.1: Biologische Systeme werden durch verschiedene metabolische Modelle représentiert.
Abhéngig von detailliertem Wissen tiber Interaktionsmechanismen entstehen kleine, eher quantitative
Modelle und grofle, meist qualitative Modelle. Verschiedene Modellierungsfomalismen verwenden
unterschiedliche Modelle (Zusammenhang farblich gekennzeichnet), und liefern erginzende
Erkenntnisse iiber das zugrunde liegende biologische System.

Die kinetische Modellierung basiert auf einer detaillierten, quantitativen Beschreibung
eines nahezu vollstdndig charakterisierten biologischen Systems. Die strukturell
kinetische Modellierung erfordert weniger detaillierte Informationen als die kinetische
Modellierung und basiert auf unterschiedlichen Experimentaldaten. Unter Verwendung von
Markierungsdaten werden intrazelluldre Stofffliisse durch die metabolische Flussanalyse
bestimmt. Zur Untersuchung nebenlaufiger, asynchroner und verteilter Systeme wird die
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1 Einleitung

quantitative Petri-Netz Modellierung verwendet. Diese vier Modellierungsformalismen
dienen der Analyse dynamischen Verhaltens und der quantitativen Vorhersage von
Eigenschaften des zugrunde liegenden biologischen Systems. Aufgrund der notwendigen und
meist kompliziert zu ermittelnden Menge von Experimentaldaten sind diese Formalismen
oftmals fiir kleine Modelle limitiert.

Die optimierungsbasierte Modellierung nutzt das Konzept der Optimierung unter
Einbeziehung von Nebenbedingungen, um quantitative Vorhersagen basierend auf statischen
Beschreibungen des Systems zu treffen. Zur Ermittlung nicht redundanter Stoffwechselwege
in metabolischen Modellen werden bei der pathwaybasierten Modellierung alle moglichen
Reaktionswege analysiert. Verschiedene statische und dynamische Eigenschaften werden
unter Verwendung der qualitativen Petri-Netz Modellierung charakterisiert. Die topologische
Modellierung erfasst die Struktur des Modells durch die Analyse von Interaktionsmustern
zwischen den Modellkomponenten. Diese vier Modellierungsformalismen kénnen aufgrund
der wenigen notwendigen Experimentaldaten auf grofle Modelle angewendet werden. Das
dynamische Verhalten kann aber nur eingeschrankt analysiert werden.

Je detaillierter ein metabolisches Modell beschrieben ist, desto préazisere
Modellierungsformalismen koénnen angewendet werden (z.B. kinetische Modellierung).
Umgekehrt kann ein  detailliert  beschriebenes metabolisches Modell mit
Modellierungsformalismen untersucht werden, die weniger detailliertes Wissen bediirfen
(z. B. topologische Modellierung).

1.1 Motivation

Das Ziel der Systembiologie im Hinblick auf den Metabolismus ist die Verhaltens- und
Funktionsweisen biologischer Systeme mit deren komplexen Interaktionen auf Systemebene
zu verstehen. Zur Aufklarung dieser komplexen Zusammenhinge wurden Methoden
entwickelt, die verschiedene Modellierungsformalismen zur Modellanalyse nutzen. Aufgrund
der meist unzureichenden Experimentaldaten werden unterschiedliche Ansétze verfolgt. Zum
einen werden qualitative Modelle unter Verwendung von berechneten Analyseergebnissen
erweitert, um eine darauf folgende quantitative Analyse durchfithren zu konnen und zum
anderen werden Modelle in der Grofle reduziert (entweder werden mehrere Reaktionen zu
einer zusammengefasst oder ein Modell wird in kleinere Modelle aufgeteilt), um weniger
Experimentaldaten zur quantitativen Analyse zu verwenden.

In vielen Herangehensweisen [11, [14], 24, 28], (75, 102}, 149] 150] wird eine Analysemethode
der optimierungsbasierten Modellierung, die Flussbilanzanalyse (kurz FBA), verwendet. Die
FBA berechnet den Metabolitfluss (Flussverteilung) durch das metabolische Modell. Diese
Flussverteilung wird zur kinetischen Modellierung verwendet. Die Petri-Netz Modellierung
wird von Chen [23] und Gilbert [55] zur Modellreduktion angewendet, um weniger
Experimentaldaten zur kinetischen Modellierung zu verwenden. Eine Kombination beider
Ansétze verfolgt Machado [107], indem zundchst das Modell reduziert wird. Anschlieend
wird unter Verwendung von Analyseergebnissen aus der FBA, die kinetische Modellierung
durchgefithrt. Weiterhin wird ein integrativer Ansatz von Heiner [68] vorgestellt, der
ausschliefflich den Petri-Netz Formalismus nutzt, um qualitative und quantitative Analysen
anzuwenden.

Bisher existieren allerdings kaum Herangehensweisen zur integrativen Analyse
metabolischer Modelle, die verschiedene etablierte Modellierungsformalismen unterstiitzen
und somit ergédnzende Erkenntnisse hervorbringen.
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1 Einleitung

1.2 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit ist es, das Potential verschiedener etablierter
Modellierungsformalismen metabolischer Modelle zu nutzen. Dazu wird eine
Methodik entwickelt, die die Integration bisher nicht kombinierter, unterschiedlicher
Modellierungsformalismen zur Analyse struktureller und dynamischer Eigenschaften,
bereitstellt. Damit ein breites Analysespektrum zur Verfiigung steht, werden in der hier
vorliegenden Arbeit die kinetische, Petri-Netz (quantitativ und qualitativ), stdchiometrische
(strukturell und optimierungsbasiert) und topologische Modellierung verwendet.

Diese Methodik erlaubt zum einen die Analyse verschiedener qualitativer und
quantitativer Modelle mit spezifischen Formalismen, fiir die diese Modelle rekonstruiert
wurden. Zum anderen kann ein metabolisches Modell in einer Anwendung mit
verschiedenen Modellierungsformalismen analysiert werden, ohne die graphische
Repréasentation anzupassen. Die Integration ermoglicht zudem die Verwendung verschiedener
Analyseergebnisse in anderen Modellierungsformalismen. Kann ein metabolisches Modell
aufgrund unzureichender Experimentaldaten nicht quantitativ, z. B. kinetisch analysiert
werden, wird durch die Anwendung anderer Formalismen eine Analyse durchgefiihrt,
um die fehlenden Daten zu ersetzen. Anstelle fehlender Experimentaldaten fiir eine
oder mehrere Reaktionen im Modell wird somit eine Approximation unter Verwendung
anderer Analyseergebnisse ermittelt. Auf diese Weise konnen trotz fehlender detaillierter
Beschreibungen mit dieser Methodik dennoch Riickschliisse auf die Verhaltens- und
Funktionsweise des zugrunde liegenden biologischen Systems gezogen werden.

Weiterhin ist es empfehlenswert, ein bereits detailliert quantitativ beschriebenes
metabolisches Modell unter Verwendung zuséatzlicher Modellierungsformalismen aus
verschiedenen Perspektiven zu analysieren. Die sich ergénzenden Analyseergebnisse
und auch die Integration von Analyseergebnissen in anderen Formalismen zur
weiterfiihrenden Analyse, unterstiitzen vor allem die Interpretation der strukturellen
und dynamischen Eigenschaften des Modells. Zuséatzlich fithrt die visuelle Integration
ermittelter Analyseergebnisse in entsprechende Elemente des metabolischen Modells zu
einer Kombination von Modellstruktur und -dynamik. Geeignete Interaktionstechniken
unterstiitzen die Exploration und Interpretation erhobener Ergebnisse und fiihren zu einem
umfassenden Verstandnis des zugrunde liegenden biologischen Systems.

Der Fokus dieser Arbeit liegt zusammenfassend in der Entwicklung einer Methodik zur
Abstraktion, Formalisierung, Realisierung und Anwendung voneinander unabhéngiger,
etablierter Modellierungsformalismen, sieche Abbildung Es wird damit ein genereller
Ansatz zur Integration bisher nicht kombinierbarer Modellierungsformalismen verfolgt. Diese
Methodik nutzt das Potential der Formalismen zur integrativen Analyse von Modellen.
Infolgedessen werden Datenliicken in Modellen geschlossen, sodass Analyseergebnisse
im Kontext von Modellen integrativ exploriert und interpretiert werden. Schliellich
werden somit neben strukturellen auch dynamische Eigenschaften des zugrunde liegenden
biologischen Systems abgeleitet.

1.3 Vorgehensweise

Im Folgenden wird die Vorgehensweise in der vorliegenden Arbeit entlang der
Struktur, siehe Abbildung beschrieben. Zunéchst werden grundlegende Begriffe
zur metabolischen Modellierung aus der Biochemie, Mathematik, Informatik und
Systembiologie in Kapitel erlautert. Die verwendeten Modellierungsformalismen
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Abbildung 1.2: Der Fokus dieser Arbeit liegt in der Entwicklung einer Methodik zur
Abstraktion, Formalisierung, Realisierung und Anwendung voneinander unabhéngiger, etablierter
Modellierungsformalismen mit dem Ziel der integrativen Analyse metabolischer Modelle.

werden in Kapitel [3] prisentiert. In Kapitel [4] erfolgt die Evaluierung existierender
Computerprogramme, die die Modellierungsformalismen spezifisch als auch integriert
unterstiitzen. Die erweiterten Anforderungen an eine integrierte Anwendung mit
einheitlicher Visualisierung werden dargelegt. Die Methodik in Kapitel [5| beinhaltet
eine formale Herleitung eines abstrakten metabolischen Modells. Der somit entstehende
abstrakte Graph wird zur Verwendung verschiedener Modellierungsformalismen abgeleitet.
Es resultieren unterschiedliche Analyseergebnisse, die in eine einheitliche Visualisierung
des metabolischen Modells integriert werden. Die Realisierung der Methodik ist in
Kapitel [0] in Form der Implementierung System Biology Metabolic Modell Framework
(SBM?-Framework) reprisentiert. In Kapitel EI wird die Anwendung der Methodik anhand
von moglichen Vorgehensweisen beschrieben. Zunachst werden spezifische qualitative und
quantitative metabolische Modelle mit entsprechenden Modellierungsformalismen analysiert.
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Anschliefend wird die integrative Analyse metabolischer Modelle der Kulturpflanzen
Kartoffel und Mais durchgefiihrt. Die Erkenntnisse und Resultate der vorliegenden Arbeit
werden abschlieffend in Kapitel |8 zusammengefasst und diskutiert. Es wird ein Ausblick
iiber zukiinftige Anwendungen und Weiterentwicklungen gegeben.

flntegrative Analyse der Struktur und Dynamik]

l L metabolischer Modelle J l l
v v v v v
Einleitung Grundlagen || Formalismen || Evaluierung Methodik Realisierung || Anwendung Diskussion
Kapitel 1 Kapitel 2 Kapitel 3 Kapitel 4 Kapitel 5 Kapitel 6 Kapitel 7 Kapitel 8

Abbildung 1.3: Struktur der vorliegenden Arbeit.
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2 Grundlagen

Dieses Kapitel erklart grundlegende Begriffe, die bei der metabolischen Modellierung
Verwendung finden. Zu Beginn werden Begriffe aus der Biochemie erldutert und eine
FEinfithrung in die verwendete Mathematik und Informatik gegeben. In den Grundlagen
der Systembiologie wird die Synergie zwischen Biochemie, Mathematik und Informatik
beschrieben. Das Vorgehen in diesem Kapitel ist in Abbildung dargestellt.

Grundlagen

ﬁ Kapitel 2 _l

[ Mathematik | System-

& Informatik biologie
\ Abschnitt 2.2 ) {_ Abschnitt 2.3

Biochemie
Abschnitt 2.1

Abbildung 2.1: Struktur des Kapitels Grundlagen.

2.1 Grundlagen aus der Biochemie

Dieser Abschnitt befasst sich mit den biochemischen Grundlagen zur metabolischen
Modellierung. Der zentrale Begriff Metabolismus, wird basierend auf Inhalten des Buches
Biochemie [11] Kapitel 15, eingefithrt. Die erste schriftliche Abhandlung zum Thema
Biochemie verfasste Vinzenz Kletzinsky im Jahr 1858, mit seinem Compendium der
Biochemie [87]. In diesem Buch wird in Kapitel 2 die Chemie der biochemischen Prozesse
erortert, die allgegenwértig in lebenden Zellen und an allen zelluldren Funktionen wesentlich
beteiligt sind.

2.1.1 Merkmale von Lebewesen

Lebewesen werden in verschiedene Doménen unterteilt. Es gibt Prokaryoten (Bakterien,
Archea), die keinen Zellkern besitzen und Eukaryoten, die einen Zellkern besitzen. Zudem
enthalten Eukaryoten durch Membranen voneinander abgegrenzte Reaktionsraume, die
Kompartimente genannt werden. Lebewesen sind somit aus stark organisierten Zellen
aufgebaut, die Gewebe, Organe und letztlich einen Organismus bilden. Die Grundbausteine
von Zellen sind Biomolekiile (einfache oder komplexe chemische Verbindungen), die als
Informationstréger (DNA und RNA), Energielieferanten und Speicher (Kohlehydrate,
Proteine, Fette) wichtige Funktionen der Zelle iibernehmen. Diese Biomolekiile kénnen
aufgenommen, transportiert, synthetisiert, umgewandelt, degradiert und abgegeben werden.
Die Gesamtheit dieser chemischen Vorgénge wird Metabolismus (sieche Abschnitt
genannt und findet in einem Netzwerk biochemischer Reaktionen statt, die das Wachstum
und die Energieversorgung der Zelle erhalten.
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2.1.2 Biochemische Reaktion

Biochemische Reaktionen werden in enzymkatalysierte und spontane Reaktionen sowie
Transportreaktionen unterteilt.

Enzymkatalysierte Reaktionen Die meisten Reaktionen laufen langsam ab und
bendtigen Katalysatoren. Enzyme sind Katalysatoren, die die Aktivierungsenergie fiir
eine Reaktion verringern und die Reaktionsrate steigern. Dabei werden Metabolite
als Substrate in das substratspezifische, aktive Zentrum des Enzyms gebunden, der
Enzym-Substrat-Komplex entsteht. Das Substrat wird in ein Produkt umgewandelt und
verlasst das Enzym, sodass das Enzym eine neue Reaktion katalysieren kann. Entsprechend
der von ihnen katalysierten Reaktion werden Enzyme mittels EC-Nummern (engl. Enzyme
Commission numbers) codiert. Die EC-Nummer besteht aus vier durch Punkte getrennt
Zahlen, beispielsweise steht die EC-Nummer 3.2.1.20 fiir das Enzym «a-Glykosidase. Die
Zahlen legen Enzymklassen fest, wobei sechs Hauptklassen unterschieden werden (erste
Stelle kann die Zahlen 1-6 annehmen) und die weiteren drei Stellen eine Spezifizierung der
Reaktion angeben (Details siehe [82]). Viele Enzyme bendtigen Cofaktoren (Metallionen,
kleine organische Molekiile) um aktiv zu sein. Es gibt auch Inhibitoren (Ionen, kleine
organische Molekiile), die Enzyme binden und die Aktivitdt hemmen. Diese Inhibition kann
reversibel oder irreversibel, kompetitiv oder nicht-kompetitiv sein. Auch Produkte oder
Substrate einer Reaktion kénnen inhibierend wirken (Produkt- oder Subtratinhibition).
Enzyme besitzen des Weiteren kinetische Eigenschaften, die in Kapitel [3] Abschnitt
eingefiihrt werden.

Spontane Reaktionen Eine spontane Reaktion lauft von selbst ab, da diese eine sehr
geringe Aktivierungsenergie bendtigt, die bereits durch die Umgebungstemperatur geliefert
wird.

Transportreaktionen Membranen sind fir Ionen und polare Molekiile impermeabel.
Transportproteine befinden sich in Membranen und transportieren Molekiile passiv,
entlang eines Konzentrationsgefilles oder unter Energieverbrauch aktiv, gegen ein
Konzentrationsgefélle. Transportreaktionen koénnen Uniport (einzelne Molekiile in eine
Richtung), Symport (zwei Molekiile gleichzeitig in eine Richtung) oder Antiport (zwei
Molekiile gleichzeitig in entgegengesetzte Richtungen) erfolgen. Ebenso wie Enzyme konnen
Transportproteine inhibiert werden und besitzen kinetische Eigenschaften.

Formale Schreibweise Eine biochemische Reaktion wird formal als Reaktionsgleichung
geschrieben, sodass die Substrate einer Reaktion links und die Produkte rechts des
Reaktionspfeils stehen. Zum Beispiel wird die Umwandlung von Maltose in zwei Molekiile
Glukose, durch das Enzym a-Glykosidase (EC: 3.2.1.20), katalysiert: Maltose —
2 Glukose.Quantitative Beziehungen zwischen Substraten und Produkten, in einer
ausgeglichenen Reaktion, werden durch Stdchiometrien repréasentiert. In der Beispielreaktion
ist die 2 vor Glukose ein stochiometrischer Koeffizient. Hingegen wird eine Stochiometrie von
1 nicht explizit angegeben, sodass vor Maltose keine 1 geschrieben steht. Des Weiteren wird
in dieser Schreibweise die Reaktionsrichtung durch Reaktionspfeile gekennzeichnet. Eine
irreversible Reaktion ist durch einen Reaktionspfeil, der in eine Richtung weist, dargestellt
(wie im Beispiel). Der Reaktionspfeil einer reversiblen Reaktion ist ein Gleichgewichtspfeil
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. Diese Reaktion besteht aus einer Hinreaktion, die von Substraten zu Produkten verlauft
und einer Rickreaktion in umgekehrter Richtung.

2.1.3 Stoffwechselwege

Metabolite konnen an verschiedenen Reaktionen teilnehmen. Produkte einer Reaktion
gehen als Substrate in andere Reaktionen ein. Diese zusammenhéngenden Reaktionen
werden abhéngig von deren metabolischer Funktion Stoffwechselwegen (engl. pathways)
zugeordnet, z. B. der Glykolyse. Stoffwechselwege sind fiir die Biosynthese und Degradation
chemischer Verbindungen unerlésslich. Intermedidre Metabolite verbinden Stoffwechselwege
miteinander. Transportprozesse ermoglichen den Austausch von Metaboliten {iiber
Kompartimente hinweg. Stoffaustausch mit der Umgebung einer Zelle ergibt eine
Unterscheidung von Metaboliten, die sich innerhalb der Zelle befinden (interne Metabolite)
und denen, die sich auflerhalb der Zelle befinden (externe Metabolite). Aufgrund
der Verbindungen verschiedener Stoffwechselwege entsteht ein komplexes metabolisches
Netzwerk, der Metabolismus.

2.1.4 Metabolismus

Im Metabolismus werden zwei Phasen unterschieden, der Katabolismus und der Anabolismus.
Im Katabolismus wird durch Degradation von komplexen Verbindungen (Proteine,
Kohlehydrate, Lipide) zu einfachen Verbindungen (Wasser, Kohlenstoffdioxid), Energie
gewonnen. Die Energie wird fiir energieverbrauchende, zellulare Prozesse verwendet
und die einfachen Verbindungen bilden die Substrate zur Biosynthese im Anabolismus.
Der Anabolismus ist ein energieverbrauchender Prozess zur Biosynthese komplexer
Verbindungen.

Weiterhin gibt es eine Unterteilung in Primdr- und Sekunddrmetabolismus. Der
Primarmetabolismus besteht aus wesentlichen Prozessen, die unentbehrlich und
lebensnotwendig sind, die das Wachstum und die Entwicklung eines Organismus
ermoglichen. Diese wesentlichen Prozesse stimmen in den meisten Organismen weitgehend
iberein. Es handelt sich um ein komplexes Netzwerk, bestehend aus Protein-,
Kohlehydrat-, Lipid-, Energie- und Nukleinsaurestoffwechsel. Dabei bilden die Glykolyse,
der Citrat-Zyklus, die oxidative Phosphorylierung, der oxidative Pentosephosphatweg und
die Fettsduresythese die zentralen metabolischen Stoffwechselwege (néhere Erlduterungen
siche [II]). Der Primérmetabolismus liefert Substrate fiir den Sekundédrmetabolismus,
welcher Verbindungen synthestisiert, die fiir die meisten Organismen nicht essentiell sind.
Der Sekundarmetabolismus zeichnet sich durch seine Vielfalt und Adaptivitéat aus.

2.1.5 Beeinflussung des Metabolismus

Der Informationsfluss und somit die Verkniipfung des Metabolismus mit dessen Regulation
erfolgt nach dem Zentralen Dogma der Molekularbiologie [29, [30], siche Abbildung

Proteine (z. B. Enzyme) werden von den codierenden Bereichen der DNA, den Genen,
synthetisiert. Dieser Prozess wird Genexpression genannt und besteht aus Transkription
(DNA — RNA) und Translation (RNA — Protein). Gene kénnen durch andere Proteine,
den Transkriptionsfaktoren, aktiviert (Aktivator) oder reprimiert (Repressor) werden. Es
handelt sich um die Genregulation. Auch die Transkriptionsfaktoren werden in der DNA
codiert und werden der Regulation unterzogen, sodass ein komplexes Genregelationsnetzwerk
auf den Metabolismus Einfluss nimmt.
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Abbildung 2.2: Informationsfluss in der Zelle von Genen zu Metaboliten, entnommen aus [79].

Zellen sind zudem in der Lage, auf Verdnderungen innerhalb und auflerhalb zu
reagieren. Die Bindung von Signalmolekilen (Hormone, Wachstumfaktoren) an Rezeptoren
setzt eine Signaltransduktionskaskade in Gang. Diese Kaskade beinhaltet Botenstoffe
und Enzyme, die als molekulare Schalter, biochemische Reaktionen beeinflussen.
Solche Signaltransduktionkaskaden stehen untereinander in Verbindung und bilden ein
Signaltransduktionsnetzwerk, welches ebenso wie das Genregelationsnetzwerk in Verbindung
mit dem Metabolismus steht, siehe Abbildung

Signaling Gene regulatory Metabolic
DSSD
)=

1

o (I 1 [ = >

Signal Channel Receptor Protein Gene RNA  Metabolite

Abbildung 2.3: Zusammenhang zwischen Signaltransduktion, Genregulation und Metabolismus,
entnommen aus [106].

2.2 Grundlagen aus der Mathematik und Informatik

Im Folgenden werden die zur Modellierung metabolischer Modelle notwendigen Grundlagen
der Mathematik und Informatik erldutert. Zum Verstdndnis der Arbeit werden Begriffe der
Mengenlehre, Logik und Graphentheorie vorgestellt, die auf Definitionen aus Junker und
Schreiber [79], Seite 16 bis 22, Jungnickel [76] und Goos [58] basieren.
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2.2.1 Mengen und Mengenoperationen

Georg Cantor wird heute im Allgemeinen als Begriinder der Mengenlehre angesehen. Die
Definition einer Menge hat Cantor wie folgt formuliert [21]:

,Unter einer Menge verstehen wir jede Zusammenfassung M von bestimmten
wohlunterschiedenen Objekten m unserer Anschauung oder unseres Denkens
(welche die Elemente von M genannt werden) zu einem Ganzen.“

Der Ausdruck ,m ist Element der Menge M“, wird m € M geschrieben und als
Element-Relation bezeichnet. Ist ein Element z nicht in der Menge M, wird z ¢ M
geschrieben. Es gibt verschiedene Schreibweisen zur Charakterisierung von Mengen. Als
Beispiel dienen die Elemente 1, 2 und 3 der Menge M, wobei die Menge in der aufzihlenden
Schreibweise (extensional) als M = {1,2,3} und in der beschreibenden Schreibweise
(intensional) als M = {m € N| 0 < m < 4} charakterisiert wird. In Worten ausgedriickt:
,m ist Element der Menge der natiirlichen Zahlen (N) mit der Eigenschaft, dass m die
Zahlen zwischen 0 und 4 annimmt.

Eine Menge, die keine Elemente enthalt, heifit leere Menge, (). Eine Menge M heif3t
Teilmenge einer Menge O, geschrieben M C O, wenn aus x € M stets x € O folgt, also
alle Elemente x der Menge M in O enthalten sind. Die Mengen M und O sind genau dann
gleich, geschrieben M = O, wenn M C O und O C M, sonst ist M ungleich O, geschrieben
M # O. M heifit genau dann echte Teilmenge von O, geschrieben M C O, wenn M C O
und M # O ist.

Weitere Mengen-Operationen sind wie folgt definiert. Die Vereinigung zweier Mengen
ist eine Menge, die entweder aus allen Elementen aus M oder O besteht, geschrieben
MUO ={z| (x € M) oder (x € O)}. Der Schnitt zweier Mengen ist eine Menge, die aus
Elementen beider Mengen besteht, geschrieben M N O = {z| (x € M) und (x € O)}. Haben
die beiden Mengen kein gemeinsames Element, heiflen die Mengen disjunkt, geschrieben
M N O = (. Das Komplement einer Menge ist eine Menge in der keine Elemente aus M
enthalten sind, geschrieben M = {z € G| z ¢ M} (bezogen auf die Grundmenge G). Die
Differenz zweier Mengen ist eine Menge die alle Elemente aus M enthélt, die nicht Element
O sind, geschrieben M\O = M N O. Das kartesische Produkt zweier Mengen ist die Menge
aller geordneten Paare (x,y), wobei die erste Komponente des Paares ein Element = der
ersten Menge M und die zweite Komponente des Paares ein Element y der zweiten Menge
O bezeichnet, geschrieben M x O = {(z,y)| (x € M) und (y € O)}.

2.2.2 Relationen und Funktionen

Eine (zweistellige) Relation R zwischen zwei Mengen M und O ist eine Teilmenge des
kartesischen Produkts M x O, geschriecben R C M x O. Ist x € M, y € O und gehort
das geordnete Paar (z,y) zur Relation R, geschrieben (z,y) € R, heifit es ,x steht in
Relation zu y“. Steht z nicht in Relation zu y, wird (x,y) ¢ R geschrieben. Als zweistellige
Relation wird auch der Spezialfall M = M, also R C M x M bezeichnet. Relationen
gibt es auch als n-stellige Relation R zwischen mehr als zwei Mengen, geschrieben
R§M1><M2><-~><Mn.

Eine (partielle) Funktion ist eine spezielle zweistellige Relation f C M x O, die
rechtseindeutig ist, geschrieben f: M — O. Ein Element © € M steht mit hochstens
einem Element y € O in Relation, sodass aus (z,y) € f und (z,2) € f folgt y = 2. Die
Menge M wird Definitionsbereich der Funktion und o wird Wertebereich der Funktion
genannt. Anstatt (z,y) € f wird f(x) = y geschrieben und x wird in diesem Zusammenhang
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Urbild von y unter f genannt. Ist f zusatzlich linkstotal, d. h. jedes Element = € M steht
mit genau einem Element y € O in Relation, sodass es kein Element x € M gibt, fiir das
f(z) nicht definiert ist, wird totale Funktion oder Abbildung genannt. Jede totale Funktion
ist auch eine partielle Funktion. Eine totale Funktion f : M — O heifit injektiv, wenn es
zu jedem y € O hochstens ein ¢ € M mit y = f(z) gibt, d.h. f ist linkseindeutig. Die
Funktion f heifit surjektiv, wenn f(M) = O, d.h. f ist rechtstotal. Wenn f zugleich injektiv
und surjektiv ist, wird die Funktion bijektiv bezeichnet. Zu jeder bijektiven Funktion
f: M — O existiert eine Umkehrfunktion von f, geschrieben f : O — W, d.h. f bildet ein
Element y € O auf das eindeutig bestimmte Urbild von y (also ) unter f ab, geschrieben

fly) ==

2.2.3 Logik

Die Lehre des verniinftigen Schlussfolgerns wird Logik genannt und beinhaltet u. a. die
Teilgebiete Aussagenlogik und Pradikatenlogik.

2.2.3.1 Aussagenlogik

In der auf die Stoiker und Aristoteles zuriickgehenden Aussagenlogik werden Aussagen und
deren logische Verkniipfungen untersucht. Der griechische Philosoph Aristoteles schrieb
bereits in seinem Werk, Analytica priora, 350 v. Chr. [6]:

,Eine Aussage ist ein sprachliches Gebilde, von dem es sinnvoll ist zu sagen, es
sel wahr oder falsch.“

Es werden also nur Aussagen betrachtet, die entweder wahr (1) oder falsch (0) sind, d.h.
jeder Aussage ist ein Wahrheitswert zugeordnet. Die Aussage ,es regnet“, kann eindeutig
wahr oder falsch annehmen. Eine zusammengesetzte Aussage besteht aus Teilaussagen
und Junktoren. Ist eine Aussage nicht weiter in Teilaussagen zerlegbar, wird diese atomare
Aussage genannt. Atomare Aussagen werden mittels Junktoren und (A), oder (V), nicht
(=), impliziert (=), dquivalent (<), entweder-oder (V) verkniipft. Aussagen werden als
aussagenlogische Formeln notiert, indem eine (atomare oder zusammengesetzte) Aussage
durch Buchstaben abstrahiert wird. Die zusammengesetzte Aussage ,es regnet und die
Wiese ist nass®, wird durch die Formel A A B abstrahiert.

Mit Hilfe von Wahrheitstabellen ist das Ergebnis einer Aussage unter allen moglichen
Belegungen der Variablen bestimmbar.

2.2.3.2 Pradikatenlogik

Aufgrund der begrenzten Ausdrucksstirke von Aussagenlogik (zu starke Abstraktion), wird
im Folgenden die Pradikatenlogik vorgestellt. Gottlob Frege fiihrte in seiner Begriffsschrift
[59] von 1879 mit dem Untertitel, ,,Eine der arithmetischen nachgebildete Formelsprache
des reinen Denkens“, die Pradikatenlogik ein. In der Aussagenlogik werden atomare
Aussagen, die als Ganzes wahr oder falsch sind, betrachtet. In der Pradikatenlogik werden
parametrisierte Aussagen verwendet, die durch das Einsetzten eines Elementes aus einer
Menge M, zu wahren oder falschen Aussagen werden. Eine parametrisierte Aussage heifit
Pradikat und die Menge M wird als Grundmenge bezeichnet. Beispielsweise kann das
Pradikat, ,,ist_Primzahl(x)*, wobei N die Grundmenge sein soll, eindeutig wahr oder falsch
annehmen. Pradikate konnen auch Relationen sein die mehrere Elemente aus einer oder
mehreren Grundmengen miteinander verkniipfen, z. B., , kleiner_als(z,y)“, wobei N die
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Grundmenge sein soll. Enthélt ein Pradikat n Variablen, wird es n-stelliges Pradikat genannt.
Es gibt atomare Prédikate, die durch Junktoren (wie in Abschnitt erlautert) zu
zusammengesetzten Pradikaten verknilipft werden kénnen. Ein zusammengesetztes Pradikat
ist z. B., ,ist_Primzahl(zx) A kleiner_als(x,y)“, wobei N die Grundmenge sein soll.
Wesentlicher Teil der Pradikatenlogik sind neben Préadikaten die Quantoren. Ist
P(z) ein Pradikat, wird fiir die Aussage ,P(x) ist fir alle z aus der Grundmenge
wahr“, Vo : P(z) geschrieben und V wird als Allqguantor bezeichnet. Fiir die Aussage,
»Es existiert (mindestens) ein x aus der Grundmenge fiir dass P(z) wahr ist“,
wird dx : P(z) geschrieben und 3 wird als Ezistenzquantor bezeichnet. In einem
Ausdruck der Art JzVy : P(z,y,2), heiBen = und y gebundene Variablen und z freie
Variable. Werden Quantoren geschachtelt, ist die Reihenfolge wichtig. Deshalb besteht
ein Unterschied zwischen Vax3dy : y > x und dyVx : y > x, wobei N die Grundmenge sein soll.

Diese Einfiihrung in die Aussagen- und Pradikatenlogik legt die Grundlage fiir die
im folgenden Abschnitt und in der Methodik (Kapitel |5)) verwendete pradikatenlogische
Formalisierung von Graphen. Fiir detaillierte Definitionen und Erklarungen von z. B. Syntax
und Semantik sei auf die entsprechende Literatur [58] verwiesen.

2.2.4 Graphen

Die Struktur eines metabolischen Modells ist ein Netzwerk, welches Objekte zueinander
in Beziehung setzt und dessen mathematische Entsprechung ein Graph ist. Ein Graph
besteht aus einer definierten Menge von Knoten, die iiber eine definierte Menge von Kanten
miteinander verbunden sind.

Ungerichteter Graph FEin ungerichteter Graph G besteht aus einer endlichen,
nicht-leeren Menge V', die Knotenmenge von G genannt wird und einer endlichen,
nicht-leeren Menge E C {{z,y}|lx € V Ay € V}, die Kantenmenge von G genannt
wird. Die Elemente aus V heilen Knoten (engl. vertices) und die Elemente aus F heiflen
Kanten von G (engl. edges), hier speziell ungerichtete Kanten. Jede Kante e € FE wird als
ein ungeordnetes Paar von Knoten e = {z, y} definiert. Die Knoten = und y heilen inzident
mit der Kante e und adjazent zueinander. Ungerichtete Graphen werden zum Beispiel zur
Modellierung von Protein-Protein Interaktionsnetzwerken verwendet.

Gerichteter Graph Im Gegensatz zu einem ungerichteten Graphen, wird in einem
gerichteten Graphen G = (V, E), jede Kante e € E als ein geordnetes Paar von Knoten
e = (z,y) definiert: £ C {(z,y) : z € V Ay € V}. Knoten x heifit Ausgangsknoten von e
und Knoten y wird als Endknoten von e bezeichnet. Kante e verlduft somit von x nach y.
Gerichtete Graphen werden zum Beispiel zur Modellierung von Genregulationsnetzwerken
verwendet.

Darstellung von Graphen Die Darstellung von Graphen kann: (1) abstrakt, durch
die Angabe von Knotenmengen V und Kantenmengen E erfolgen, (2) graphisch, wobei
Knoten als Punkte und Kanten als Verbindungslinien zwischen Punkten dargestellt werden.
Die Kanten von gerichteten Graphen, z.B. e = (x,y) wird als Pfeil von Knoten x nach
Knoten y dargestellt. Die Position von Knoten und die Zeichnung der Kanten werden
Layout des Graphen genannt, welches fiir gleiche Graphen unterschiedlich sein kann. (3)
Adjazenzliste/-matriz, wobei die Adjazenzliste zu jedem Knoten x eine Liste aller Knoten
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angibt, zu denen eine von = ausgehende Kante fiithrt. Die Adjazenzmatrix A mit den
Eintrdgen a; ; ist eine n x n - Matrix, deren Zeilen und Spalten mit Knoten beschriftet sind.
Die Eintrage a;; sind entweder 0 oder 1. Wenn es eine Kante von Knoten x zu Knoten
y gibt, wird in der mit Knoten = beschrifteten Zeile und der mit Knoten y beschrifteten
Spalte der Eintrag 1 erfolgen: a; ; = 1 falls (v;,v;) € E. Existiert keine Kante zwischen
diesen Knoten wird der Eintrag 0 vergeben: a; ; = 0 falls (v;,v;) ¢ E.

Wege und Zyklen in Graphen In einem Graph G = (V| E) heifit eine Folge von
Knoten vy, ve,...,v, mit v, € V und i = 1,...,n Weg von v; nach v, wenn gilt: V1 <
i<n:(v,viy1) € E. Ein Zyklus ist ein Weg, bei dem Start- und Endknoten gleich sind:
V1l = Up.

Ahnlichkeit von Graphen Es kann tiberprift werden, ob von zwei (gerichteten oder
ungerichteten) Graphen G = (V, E) und G’ = (V', E'), G' Teilgraph von G ist. G’ heifit
Teilgraph von G, falls V! C V und E’ C E ist. G’ heifit induzierter Teilgraph von G, falls
V' CVund E C {e € E : die mit e inzidenten Knoten liegen in V'}. Zwei (gerichteten oder
ungerichteten) Graphen G = (V, E) und G’ = (V’, E') sind gleich, geschrieben G = G’, falls
beide dieselbe Knoten- und Kantenmenge besitzen, d.h. G = G' &V = V' AE = E'. Die
Isomorphie zweier (gerichteter oder ungerichteter) Graphen G = (V, E) und G’ = (V', E’),
geschrieben G = G’ (in Worten G ist isomorph zu G’), falls eine bijektive Abbildung
f:V — V'’ existiert, sodass fiir alle Knoten x € V und y € V' gilt, (1) fiir gerichtete
Graphen: (z,y) € E < (f(x), f(y)) € E', (2) fir ungerichtete Graphen: {z,y} € F &

{f(2), f(y)} € E".

Attributierte Graphen FEin (gerichteter oder ungerichteter) Graph G heifit
attributierter Graph, wenn dieser Attribute mittels Abbildungen von Kanten- und/oder
Knotenmengen zu geeigneten Mengen vergibt. Der attributierte Graph G = (V, E, A) besitzt
eine Attributmenge A = {m,, m¢}, wobei die folgende Knotenabbildung m, : V — G,
und die Kantenabbildung m. : E — G, den Knoten und Kanten Attribute aus geeigneten
Mengen G,, G, zuordnen. In biologischen Netzwerken wird haufig eine Knotenabbildung
verwendet, die jedem Knoten eine Beschriftung und eine Kantenabbildung, die jeder Kante
ein Gewicht zuordnen. Der attributierte Graph G = (V,E, A) mit A = {[, g} enthélt
die Knotenabbildung [ : V' — > und vergibt jedem Knoten v € V ein Wort iiber dem
Alphabet ), die Beschriftung /(v). Die Kantenabbildung w : E — R>( vergibt jeder
Kante e € F eine reelle Zahl groler als 0, das Gewicht w(e). Attributierte (gerichtete oder
ungerichtete) Graphen werden verwendet wenn die Modellierung biologischer Netzwerke
erfordert, Knoten und Kanten eines Graphen weitere Informationen zuzuordnen.

Bipartite Graphen Ein (gerichteter oder ungerichteter) bipartiter Graph G = (V, E)
besitzt eine Knotenmenge V' = U U W, die in zwei nicht-leere, disjunkte Teilmengen U und
W zerfallt, geschrieben U N W = (), und wenn jede Kante e € E einen Knoten x € U und
einen Knoten y € W abbildet.

Nach [911 [170] entsteht durch die Projektion auf eine der beiden Knotenmengen aus einem
bipartiten Graphen ein zugehdériger unipartiter Graph fiir die entsprechende Knotenmenge.

Zugehoriger unipartiter Graph Sei G = (V| E) ein gerichteter, bipartiter Graph mit
der Knotenmenge V' = U U W, dann ist der Graph Gy = (U, Eyy) mit der Kantenmenge
Ey ={(z,2)|(x,y) € EN(y,z) € ENz,z € UNy € W}, der zu G und Knotenmenge U
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zugehorige gerichtete, unipartite Graph. Im Fall eines ungerichteten, bipartiten Graphen
erfolgt die Kantendefinition des zugehorigen ungerichteten, unipartiten Graphen nach
Ey = {{z,z}{z,y} € EAN{y,z} € EAx,z € UANy € W}. Der zugehorige unipartite Graph
enthalt somit nur eine der beiden Knotenmengen des bipartiten Graphen. Zwei Knoten
sind genau dann verbunden, wenn diese im bipartiten Graphen mit einem gemeinsamen
Nachbarn aus der anderen Knotenmenge verbunden sind.

Schlichter Graph Ein schlichter Graph enthélt weder Mehrfachkanten, d.h. zwischen
zwel Knoten existiert nur eine Kante, noch Schlingen, d. h. ein Knoten besitzt keine Kante
zu sich selbst. Wird die Kantenmenge eines ungerichteten Graphen G = (V| E) wie folgt
geschrieben E C {{z,y}lx € V ANy € V A (z # y)}, existieren keine Mehrfachkanten und
Schlingen. Bei einem gerichteten Graphen G = (V, E) verhindert die Kantendefinition
E C{(z,y)lr € VAy eV A(x+#y)} Schlingen und die zuséitzliche Bedingung Vz,y € V :
(x,y) € E = (y,z) ¢ E verhindert Mehrfachkanten. Ein ungerichteter, bipartiter Graph ist
aufgrund der ungeordneten Kantenmenge bereits schlicht. Ein gerichteter, bipartiter Graph
ist schlicht, wenn die Bedingung Vz, 2’ € U,Vy € W : (z,y) € ENA (y,2') € E = (z # 2/)
gilt. Im Folgenden sind alle Graphen frei von Schlingen, auch wenn die Bezeichnung nicht
explizit verwendet wird.

Die Graphentheorie beinhaltet weitere Graphen wie z. B. Hypergraphen, Multigraphen
und Bdume, die fiir das Verstandnis dieser Arbeit nicht notwendig sind. Fiir weitere
Definitionen und Erkldrungen sei auf die entsprechende Literatur, z. B. Diestel Graph
Theory [39], verwiesen.

2.3 Grundlagen aus der Systembiologie

Das letzte Jahrhundert erbrachte enorme Fortschritte in den Gebieten Biochemie und
Molekularbiologie. Die Komponenten des Lebens wurden aus Zellen extrahiert, identifiziert
und ihre Eigenschaften bestimmt. Die Informationen des Genoms, Transkriptoms, Proteoms
und Metaboloms geben nur einen kleinen Einblick in die Dynamik einer lebenden Zelle.
Das Gebiet der Systembiologie nutzt dieses Wissen und verbindet die Biologie, Mathematik
und Informatik, um die Mechanismen biologischer Vorgénge integriert zu untersuchen.
Nach Hiroaki Kitano [84, 85], der 2002 den Begriff Systembiologie pragte, leitet
sich das Versténdnis eines biologischen Systems auf Systemebene von den Kenntnissen
iiber die Systemstruktur und Systemdynamik ab. Zur Beschreibung eines biologischen
Systems nutzt die Systembiologie die mathematische Modellierung. Handelt es sich um
die Charakterisierung des Metabolismus, werden biochemische Reaktionen auf Modelle
abgebildet und analysiert. Dieser Prozess wird metabolische Modellierung genannt.

2.3.1 Metabolische Modellierung
Die Modellierung basiert auf einer subjektiven und selektiven Prozedur, sodass ein Modell
nur einen spezifischen Aspekt der Realitét repréisentiert.

2.3.1.1 Metabolisches Modell

Ein metabolisches Modell ist ein Abbild des Metabolismus und beschreibt einen Ausschnitt
eines realen biologischen Systems.

Das dem metabolischen Modell zugrunde liegende Netzwerk zusammenhéngender,
biochemischer Reaktionen wird strukturell in Form eines gerichteten bipartiten Graphen

29



2 Grundlagen

(siehe Abschnitt beschrieben. Die biochemischen Reaktionen bilden die eine und
Metabolite die andere Knotenmenge. Die gerichteten Kanten fiihren von Metaboliten
zu Reaktionen und bilden somit die Substrate einer Reaktion, die verbraucht werden.
Umgekehrt fithren gerichtete Kanten von Reaktionen zu Metaboliten und bilden somit
Produkte einer Reaktion, die produziert werden. Die Stochiometrie beschreibt die
quantitativen Beziehungen zwischen Substraten und Produkten einer Reaktion. Reaktionen
konnen irreversibel (Kanten fiithren in eine Richtung) und reversibel (Kanten fiihren in beide
Richtungen und bilden somit eine Hin- und Riickreaktion ab) sein. Wird die subzelluére
Lokalisation der Reaktionen (Kompartimente) modelliert, ermoglichen intrazelluléare
Transportprozesse den Austausch von Metaboliten. Zur Abgrenzung von der Umgebung
werden extrazellulare Transportprozesse, Import- und Exportreaktionen verwendet.
Importreaktionen importieren Metaboliten aus der Umgebung und Exportreaktionen
exportieren Metaboliten in die Umgebung.

Metabolische Modelle sind derzeit die am besten biochemisch, kinetisch und
thermodynamisch charakterisierten biologischen Netzwerke [I17]. Einen Einblick in die
Vielfalt der Organismen, die bisher modelliert wurden, zeigt der phylogenetische Baum aus
der Arbeit von Xu und Koautoren [169], siche Abbildung

f B EL % ‘%‘»
® ?% ‘E-‘E;zé
Bacteria fe{:’ /f e &R T Apicomplexa
S E \
Archaea & ;; 55 5 § Viridiplantae
D Eukaryota ;;ﬁ gg

Opisthokonta

Abbildung 2.4: Phylogenetischer Baum metabolischer Modelle der drei Doméanen Bakterien
(Grau), Achea (Magenta) und Eukaryoten (Griin), entnommen aus [169].

Farblich wird in der Abbildung zwischen den drei Doménen Bakterien (54), Archea (6)
und Eukaryoten (16) unterschieden. In Klammern ist die Anzahl der Modelle pro Doméne
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angegeben. Diese Modelle unterscheiden sich in deren Gréfle und enthaltenen Details. Allen
gemein ist, dass ein metabolisches Modell aus einem Netzwerk biochemischer Reaktionen
besteht, die eine Menge von Metaboliten ineinander umwandeln.

2.3.1.2 Rekonstruktion metabolischer Modelle

Die Erstellung (Rekonstruktion) metabolischer Modelle ist durch zwei verschiedene
Ansétze moglich, dem Top-down und dem Bottom-up Ansatz. Beide Ansétze zielen aus
unterschiedlichen Perspektiven auf das Verstehen der Wechselwirkungen ab. Verschiedene
physiologische Bedingungen ergeben diese Wechselwirkungen. Die Top-down Strategie
analysiert von einer globalen Perspektive aus, durch Zerteilen des Gesamtsystems in seine
kleineren interagierenden Teile. Die Bottom-up Strategie hingegen spezifiziert zunachst die
individuellen Komponenten und Wechselwirkungen im Detail. Anschlieend werden die
Finzelteile zu einem grofien System zusammengefasst, um basierend auf den bekannten
FEinzelteilen, die biologischen Zusammenhéange zu untersuchen.

In der vorliegenden Arbeit findet die Bottom-up Strategie Anwendung, um den
Metabolismus eines biologischen Systems zu analysieren. Zunédchst wird ein zu
untersuchender Organismus ausgewahlt und die zu losende Frage formuliert. Die
Rekonstruktion erfordert die folgenden organismen-spezifischen Informationen, die anhand
eines kleinen metabolischen Modells in Abbildung dargestellt werden.

Metabolisches Modell

-5 8 )
&
©

Stochiometrische Matrix Dynamische Massenbilanz
- dA
1,-11-1 0 0 == VomVi—V;
dt
N = oi 110 2 1 dB
0i0i1-1 0 <= Wt2v-v
RO R1R2 R3 R4 dc
' dt = V=V

Abbildung 2.5: Beispiel eines kleinen metabolischen Modells in SBGN-PD. Das Modell besteht
aus einer Import- RO, einer Exportreaktion R4, zwei irreversiblen R1, R3 und einer reversiblen
Reaktion R2 (Doppelpfeil, wobei die Hauptrichtung (vom Substrat zum Produkt) durch die schwarze
Pfeilspitze gekennzeichnet ist), sowie drei Metaboliten A, B, C. Die entsprechende stéchiometrische
Matrix N (unten links) und die Gleichungen der dynamischen Massenbilanz (unten rechts) sind
dargestellt.
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Zunachst werden die Reaktionen, die Stoffwechselwege bilden und zugehorige Enzyme
und Transportproteine (R0, R1, R2, R3, R4) identifiziert. Die Substrate und Produkte der
Reaktionen (A, B,C) werden zusammen mit den stéchiometrischen Koeffizenten definiert.
Reaktion R3 nutzt das Substrat C, um 2 Molekiille Produkt B zu bilden. AnschliefSend
wird die Thermodynamik der Reaktionen (reversibel, irreversibel) erfasst. Die Reaktionen
R1 und R3 sind irreversibel (Kanten fiihren in eine Richtung) und R2 ist reversibel
(Kanten fithren in beide Richtungen und bilden somit eine Hin- und Riickreaktion ab).
Die subzelluldre Lokalisation der Reaktionen werden hinzugefiigt (hier das Kompartiment
Zytosol). Intrazelluldre Transportprozesse werden hinzugefiigt, um den Metabolitaustausch
zwischen unterschiedlichen Kompartimenten zu erméglichen. Abschlieflend wird das System
durch extrazelluldre Transportprozesse von der Umgebung abgegrenzt (Import- und Export
von Metaboliten). RO ist eine Importreaktion, die den Metabolit A aus der Umgebung
in das Zytosol importiert und R4 ist eine Exportreaktion, die den Metabolit B aus dem
Zytosol in die Umgebung abgibt.

Verschiedene Datenbanken unterstiitzen den Prozess der Rekonstruktion. Eine Ubersicht
zu Datenbanken, die u.a. Stoffwechselwege beschreiben, kann der Online Ressource
Pathguide [7] entnommen werden. Detaillierte Informationen zu enzymkatalysierten
Reaktionen sind in der Datenbank BRENDA brenda aufbereitet. Informationen zu
Transportprozessen kénnen der Datenbank T'CDB [134] entnommen werden.

Im Folgenden werden grundlegende Begriffe aus der metabolischen Modellierung erklért,
die im weiteren Verlauf wiederholt Verwendung finden.

Stochiometrische Matrix  Ein metabolisches Modell mit n Reaktionen und m
Metaboliten wird mathematisch in Form einer m X n stéchiometrischen Matriz N
reprasentiert. Jede Zeile steht flir einen von m Metaboliten und jede Spalte fiir eine von n
Reaktionen. Die Eintrége, ausgehend von den Spalten, entsprechen den stochiometrischen
Koeffizienten der Metabolite, die an einer Reaktion teilnehmen. Die Substrate einer Reaktion
besitzen positive Koeffizienten, Produkte negative. Im Fall reversibler Reaktionen werden
die Koeffizienten der Hauptrichtung (vom Substrat zum Produkt) in die stochiometrische
Matrix eingetragen. Nimmt ein Metabolit nicht an einer Reaktion teil, wird eine Null
geschrieben. Externe Metabolite werden nicht in die Matrix eingetragen [116]. Wenn nicht
explizit eine Stochiometrie angegeben ist, wird ein stochiometrischer Koeffizient von eins
angenommen, siche Abbildung [2.5| (unten links).

Dynamische Massenbilanz  Zur Beschreibung der Dynamik kénnen metabolische
Modelle in Form dynamischer Massenbilanzgleichungen dargestellt werden. Diese
Massenbilanz besagt, dass die Konzentrationsveranderung von Metaboliten iiber die Zeit
exakt der Differenz zwischen der Summe von Reaktionsraten zur Bildung und der Summe
des Verbrauchs des Metaboliten entspricht [44]. Die Konzentration eines Metaboliten wird
als Variable [S;] beschrieben, die sich iiber die Zeit d[gj] andert. Die Anderung ist abhingig
von den Reaktionsraten v;, siche Abbildung (unten rechts).

Massenwirkungsgesetz Es besagt, dass die Reaktionsrate proportional zur
Wahrscheinlichkeit der Kollision der jeweiligen Substrate ist und diese ist wiederum
proportional zur Konzentration von Substraten hoch deren stochiometrischen
Koeffizienten [66]. Die Rate einer Reaktion S7 + Sz <+ 2P wird dann wie folgt berechnet.

v=uvp — v =ky - [S1] - [So] - k- [P?]
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Hierbei ist v die Nettoreaktionsrate, vy und v_ jeweils die Reaktionsrate der Hin- und
Rickreaktion und k4 und k_ die entsprechenden kinetischen Ratenkonstanten. Die
stochiometrischen Koeffizienten der Substrate sind jeweils 1 und die des Produktes 2. Im

[ Peq
1 Seq

Die Gleichgewichtskonstante (engl. equilibrium constant) ke, beschreibt das Verhéltnis

chemischen Gleichgewicht gilt keq = Z—f = unabhéingig von den Anfangsbedingungen.
der Substrat- und Produktkonzentrationen im chemischen Gleichgewicht (Seq, Peq), €inem
Zustand mit gleichen Hin- und Riickreaktionsraten.

Flie3gleichgewicht Im Fliefigleichgewicht (engl. steady-state) ist die Summe der
Zu- und Abfliisse des Modells vom Betrag her gleich, sodass keine Anderungen der
Konzentrationsvariablen von Metaboliten auftreten. Somit bleiben die Konzentrationen
aller Metabolite im Modell iiber die Zeit konstant. Es wird angenommen, dass das
Fliefigleichgewicht fir jedes metabolische Modell, unter konstanten Umgebungsbedingungen,
existiert. Fiir die meisten biologischen Systeme in der Natur ist bekannt, dass diese nahe
dem Flief$gleichgewicht agieren [19].

2.3.1.3 Erweiterung metabolischer Modelle zur Analyse

Die beschriebene Rekonstruktion bis zu dieser Stelle entspricht einem topologischen Modell,
welches in der topologischen Modellierung auf topologische Eigenschaften untersucht
werden kann (siehe Kapitel [3| Abschnitt [3.5). Unter der zusétzlichen Annahme des
Fliefigleichgewichtes wird die Rekonstruktion zum stéchiometrischen Modell. Basierend
auf der Stéchiometrie der biochemischen Reaktionen und dieser Annahme, kénnen in der
stochiometrischen Modellierung strukturelle und optimierungsbasierte Analysen (bedarf
zusétzlicher Bedingungen) durchgefiihrt werden (siehe Kapitel [3| Abschnitt .

Die Erreichbarkeit und das dynamische Verhalten des Modells kénnen durch die
Integration weiterer quantitativer Informationen, der Mengen oder Konzentrationen von
Metaboliten und einer moglichen Reaktionsrate in Form von Petri-Netz Analysen untersucht
werden. Die Petri-Netz Modellierung untersucht metabolische Modelle qualitativ, um z. B.
Invarianten zu bestimmen und quantitativ, um die Modelldynamik zu untersuchen (siehe
Kapitel [3| Abschnitt .

Werden Reaktionen des metabolischen Modells detailliert durch Reaktionsmechanismen
beschrieben, entsteht ein kinetisches Modell. In der Fkinetischen Modellierung
beinhalten die Reaktionsmechanismen die Angabe von Metabolitkonzentrationen,
Reaktionskinetiken und assoziierten kinetischen Parametern. Im einfachsten Fall wird
das Massenwirkungsgesetz (engl. law of mass action) angenommen, sodass die nétigen
Quantitaten Metabolitkonzentrationen und kinetischen Ratenkonstanten sind. Die
Simulation eines kinetischen Modells gibt den zeitlichen Ablauf biochemischer Reaktionen
an und ermdglicht somit die Analyse der Modelldynamik (siehe Kapitel [3| Abschnitt .

Die Modellierung beschreibt einen iterativen Prozess. Beginnend mit einer Hypothese
wird ein Modell erstellt, um mittels Simulationen Vorhersagen zu treffen. Die Vorhersagen
werden experimentell analysiert und schaffen entweder neues Wissen oder bilden eine
widerspriichliche Aussage, die zur Anpassung des Modells fiihrt, um erneut Vorhersagen
zu treffen. Die Anpassung des Modells erfordert die Verfeinerung des Modells durch die
Integration neuer Informationen. Dieser iterative Prozess ist in Abbildung dargestellt.
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Abbildung 2.6: Zyklus der Systembiologie, entnommen aus [85]. Beginnend mit einer Hypothese
wird ein Modell erstellt, um mittels Simulationen Vorhersagen zu treffen. Die Vorhersagen werden
experimentell analysiert und schaffen entweder neues Wissen oder bilden eine widerspriichliche
Aussage, die zur Anpassung des Modells fiihrt, um erneut Vorhersagen zu treffen.

2.3.2 Standardisierte Austauschformate fur metabolische Modelle

Rekonstruierte metabolische Modelle sollten zur Diskussion mit Wissenschaftlern und
zur Verwendung in verschiedenen Computerprogrammen, in standardisierten Formaten
austauschbar sein. Im Bereich der Systembiologie und speziell der metabolischen
Modellierung werden verschiedene standardisierte Austauschformate verwendet. Aufgrund
ihrer Eigenschaften geniigen die folgenden Formate den Anspriichen der metabolischen
Modellierung. Die bekanntesten und haufigsten Austauschformate sind SBM L [74] (engl.
Systems Biology Markup Language), CellML [52] (engl. Cell Markup Language) und
BioPaz [37] (engl. Biological Pathway Ezxchange). Diese drei repriasentieren XML-basierte
Dateiformate zum Austausch und zur Speicherung von biologischen Modellen. Der SBM L
Standard wird in folgendem Abschnitt erklédrt, denn dieser Standard ist am weitesten
verbreitet und wird somit als Hauptaustauschformat metabolischer Modelle in dieser Arbeit
verwendet. BioPax ist speziell fiir Stoffwechslwege definert. CellML ist SBML &hnlich
und ermoglicht durch den allgemeinen und flexiblen Syntax die Definition von nicht nur
biologischen Modellen.

Ein Austauschformat speziell fiir Petri-Netze ist PNML [69] (engl. Petri-Net
Markup Language). PNML ist wie die oben genannten Austauschfomate auch ein
XML-basiertes Dateiformat. Auch die Definition von PN M L ist erweiterbar und nicht auf
biologische Petri-Netze beschrankt. Der generische Syntax erlaubt anwendungsspezifische
Erweiterungen.

Ist die Visualisierung eines metabolischen Modells von Interesse, wird SBGNML [158]
(engl. Systems Biology Graphical Notation Markup Language) zur Standardisierung
des Austausches von Visualisierungen in SBGN [100] verwendet. SBGNML ist ein
XML-basiertes Dateiformat und beinhaltet rein strukturelle Informationen (keine
Parameter).

Austauschformate die sowohl die Struktur und das Layout, also auch die gesamten
Metainformationen metabolischer Modelle Speichern sind GraphML [16] (engl. Graph
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Markup Language) und GML [70] (engl. Graph Modelling Language). GraphML ist
ein XML-basiertes Dateiformat und GML (der Vorgédnger von GaphML) ist ein
ASCII-basiertes Dateiformat. Beide Formate sind durch ihre Erweiterungsmechanismen fiir
anwendungsspezifische Daten sehr flexibel, werden aber in der Systembiologie wenig zum
Austausch metabolischer Modelle verwendet.

SBML SBML ist der erste formale Standard zum Austausch und der Représentation
mathematischer Modelle biologischer Prozesse. Die weite Unterstiitzung von SBM L
driickt sich in der Verwendung von ca. 250 Computerprogrammen aus [135]. Es gibt
verschiedene SBM L Level und Versionen, die in SBM L Spezifikationen beschrieben sind
und die Weiterentwicklung dieses Standards dokumentieren [136]. Verschiedene Modelle
konnen durch das prozesszentrierte Konzept unterstiitzt werden (z.B. kinetische und
stochiometrische Modelle).

In SBML werden Modellinformationen in drei Hauptkomponenten -eingeteilt,
Kompartimente (engl. compartment), Metabolite (engl. species) und Reaktionen (engl.
reaction). Die Kompartimente entsprechen begrenzten Reaktionsrdumen, in denen
Reaktionen ablaufen und Metabolite lokalisiert sind. Die Metabolite beinhalten eine Menge
von Substanzen, die an Reaktionen teilnehmen kénnen und in einem Kompartiment
lokalisiert sind. Reaktionen sind die Prozesse und kénnen z. B. Transformations-, Transport-
oder Bindungsprozesse abbilden und dabei die Menge der Metabolite beeinflussen.
Reaktionen werden durch Attribute (z. B. Reversibilitat) zusétzlich beschrieben. Auflerdem
konnen Reaktionen weitere Elemente beinhalten, z. B. Reaktionsraten aus beliebigen
Formeln und Parameter fiir kinetische Modelle. Den Reaktionen sind Metabolite zugeordnet,
die Substrate, Produkte oder Modifikatoren von Reaktionen sind. Metabolite werden
ebenfalls durch Attribute ndher beschrieben (Lokalisation, Mengenangabe). Generell sind
einige Attribute erforderlich und andere optional, siche SBM L Spezifikation [136].

Ein hilfreiches Attribut ist der sboTerm. SBO [26] (engl. Systems Biology Ontology) ist
eine Sammlung von definierten Bezeichnungen fiir Entitaten, Prozesse und Ereignisse in
systembiologischen Modellen. Ein sboTerm definiert SBM L Elemente eindeutig. Diese
Annotation erlaubt SBM L Elemente mit dquivalenten Konzepten anderer Standards
(SBGN, siehe Abschnitt in Beziehung zu setzten [1§].

2.3.3 Visualisierung und Interaktionstechniken

Menschen sind visuelle Wesen und nutzen Zeichen als Schliissel zum Verstédndnis. Bevor die
geschriebene Sprache formalisiert wurde, gab es bereits die Kommunikation iiber Bilder
(Hohlenmalerei). Visualisierungen dienen der Darstellung und Exploration von Daten. Es
gibt die statische und dynamische Visualisierung. Die statische Visualisierung ist eine
arrangierte Sicht auf die Daten. Die dynamische, interaktive Visualisierung befahigt zur
Exploration von Daten [164]. Zunéchst wird eine geeignete Visualisierung fiir metabolische
Modelle beschrieben und anschlielend wird auf Interaktionstechniken zur Exploration
eingegangen.

2.3.3.1 Visualisierung

In der Visualisierung werden zwei Aspekte unterschieden: Das Modellieren der Daten
und das Finden einer geeigneten grafischen Reprasentation [139]. Die Modellierung
metabolischer Modelle erfolgt mittels Graphen (siehe Abschnitt [2.2.4). Eine geeignete
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grafische Représentation metabolischer Modelle ist SBGN [100] (engl. Systems Biology
Graphical Notation).

SBGN ist ein Standard zur graphischen Beschreibung biochemischer Prozesse und
besteht aus drei Teilsprachen. Die Teilsprache SBGN-PD (engl. Process description) wird
zur Darstellung zeitlicher Ablaufe biochemischer Wechselwirkungen in z. B. metabolischen
Modellen verwendet. SBGN-ER (engl. Entity relationship) stellt Beziehungen zwischen
Entitdaten unabhéngig von zeitlichen Verlaufen in z. B. Signaltransduktionsmodellen dar. Die
dritte Teilsprache SBGN-AF' (engl. Activity flow) beschreibt den Informationsflul zwischen
biochemischen Entitédten in z. B. Genregulationsmodellen. Jede dieser Teilsprachen stellt
eine iiberschaubare Menge von Symbolen bereit. Die in dieser Arbeit verwendete SBGN-PD
Teilsprache beinhaltet Symbole die der Spezifikation entnommen werden kénnen [112].

Neben der grafischen Reprasentation metabolischer Modelle werden in verschiedenen
Analysen unterschiedliche Ergebnisse berechnet (siehe Kapitel . Diese Daten
konnen zum einen unabhéngig und zum anderen integriert im metabolischen Modell
visualisiert werden. Eine Modell unabhéngige Visualisierung der Analyseergebnisse, z. B.
Metabolitekonzentrationen iiber die Zeit, konnen tabellarisch oder zusammengefasst in
ein Diagramm dargestellt werden. Es gibt Diagramme verschiedenen Typs, z. B. Balken-,
Torten- und Liniendiagramme.

Die Integration der Analyseergebnisse in die Komponenten des Modells (Knoten oder
Kanten des Graphen) erlaubt eine direkte Interpretation der Ergebnisse im Kontext des
Modells. Hier kénnen zwei Formen der Integration unterschieden werden. Zum einen konnen
die grafischen Attribute wie Farbe, Grofle oder Form von Graphelementen entsprechend der
Analyseergebnisse geandert werden. Zur Erhaltung dieser Attribute kénnen zum anderen
zusétzliche Elemente wie Text oder Diagramme den Graphelementen hinzugefiigt werden.
Beispiele der Visualisierung von Analyseergebnissen sind in Kapitel [5] Abschnitt in
den Abbildungen dargestellt.

2.3.3.2 Interaktionstechniken

Das Gebiet der visuellen Analyse (engl. visual analytics) wird nach Thomas und Cook [156]
als die Wissenschaft der analytischen Argumentation, die durch Interaktionstechniken
erleichtert wird, beschrieben. Nach dem Review von Landesberger und Koautoren zur
visuellen Analyse groer Graphen [161] gibt es verschiedenen Interaktiontechniken, die in
unterschiedliche Kategorien eingeteilt sind. In dieser Publikation werden Interaktionen
der Ansicht (engl. View Interaction), der visuellen Abstraktion (engl. Visual Abstraction
Interaction) und der Daten (engl. Data Interaction) unterschieden. Die in dieser Arbeit
verwendeten Interaktionstechniken Brushing & Linking [46l, 111] und Animation werden
der visuellen Abstraktionsinteraktion zugeordnet. Fiir Informationen zu den genannten
Kategorien und zugehorigen Interaktionstechniken sei auf die entsprechende Literatur [147,
156], [164] verwiesen.

Brushing & Linking Die Interaktionstechnik Brushing & Linking ist eine
Standard-Interaktionstechnik zur explorativen Visualisierung [I6I]. Es wird eine
Datenmenge in verschiedenen Perspektiven angezeigt. Das Linking beschreibt dabei die
Verkniipfung ausgewahlter Teile einer Datenmenge in zwei oder mehr Ansichten. Die
Selektion und visuelle Hervorhebung der ausgewahlten Datenmenge wird durch das Brushing
realisiert. Eine Selektion von Teilen einer Datenmenge erfolgt durch die Interaktion des
Anwenders mit Hilfe der Maus oder Tastatur. Es fiihrt zur automatischen Ubertragung der
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ausgewahlten Daten in allen Ansichten. Das Hervorheben in den verschiedenen Ansichten
lenkt die Aufmerksamkeit des Anwenders auf bestimmte Aspekte der Daten. Es gibt
verschiedene Moglichkeiten des Hervorhebens wie Farb-, Form- und Groflendnderung.

Animation Die Interaktionstechnik Animation erlaubt den Verlauf der Anderung
von Daten z.B. zeitabhangig darzustellen. Ausgehend von einer Ansicht werden die
Zwischenschritte bis zur Entstehung der letzten Ansicht dargestellt, wobei die Illusion einer
Bewegung entsteht [48]. Die Zwischenschritte fithren dabei zum besseren Verstandnis der
entstehenden Ansicht.
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3 Modellierungsformalismen
metabolischer Modelle

Die Verhaltens- und Funktionsweisen biologischer Systeme zu analysieren ist aufgrund von
vielfaltigen biochemischen Interaktionen schwierig. Ansétze zur Modellierung und Analyse
ermoglichen die komplexen Mechanismen auf Systemebene zu verstehen [73]. Abhéngig
von der zu losenden Fragestellung, dem biochemischen Wissen und der Verfiigbarkeit
experimenteller Daten, konnen verschiedene Modellierungsformalismen auf Modelle
angewendet werden. Geeignete Modellierungsformalismen zur Analyse metabolischer
Modelle werden im Abschnitt Stand der Technik evaluiert. Die folgenden Abschnitte stellen
die gewahlten Modellierungsformalismen, anhand des in den Grundlagen eingefiihrten
metabolischen Beispiel-Modells, vor. Im letzten Abschnitt werden die Formalismen

tabellarisch vergleichen, siche Abbildung

rStand der Technik |
l | Abschnitt3l

v v v
Kinetische Petri-Netz Stbchiometrische Topologische
Modellierung Modellierung Modellierung Modellierung
Abschnitt 3.2 Abschnitt3.3 Abschnitt3.4 Abschnitt 3.5

N Vergleich "
Abschnitt 3.6

Abbildung 3.1: Struktur des Kapitels Modellierungsformalismen.

3.1 Stand der Technik

In der Literatur werden die folgenden etablierten Modellierungsformalismen zur Analyse
metabolischer Modelle beschrieben. Der Review von Hiitbner und Koautoren [73]
beinhaltete die Aufarbeitung von 400 Artikeln der Systembiologie. Darin wurden die
Modellierungsformalismen zur kinetischen, stochiometischen, stochastischen, logischen
und Petri-Netz Modellierung als am héufigsten genutzt, bewertet. Die zur Modellierung
wichtigen Formalismen sind nach Dandekar und Koautoren [33] die topologische,
stochiometrische und kinetische Modellierung. Machado und Koautoren [106] befassen sich
mit Modellierungsformalismen zur Analyse von Singnaltransduktions-, Genregulations-
und metabolischen Modellen. Darin werden die logische, stochiometrische, Bayes’
sche, Petri-Netz, kinetische, topologische und Agenten-basierte Modellierung, sowie die
Verwendung von Zustandsautomaten und zellularen Automaten zur Modellierung in
der Systembiologie herausgestellt. Von Steuer und Junker [I53] wird die Hierarchie
metabolischer Modelle beschrieben und u.a. die topologische, stochiometrische und
kinetische Modellierung présentiert. Einen weiteren Uberblick zu Modellierungsformalismen
geben [I18, [167] und benennen u.a. topologische, stochiometrische und kinetische
Modellierung.

39



3 Modellierungsformalismen metabolischer Modelle

Fiir die metabolische Modellierung werden nach Machado und Koautoren [106]
hauptsachlich Petri-Netze, stochiometrische und kinetische Modelle und wenige zellulére
Automaten, sowie Agenten-basierte Modelle verwendet. Aufgrund der in der Literatur
beschriebenen, etablierten und haufig verwendeten Modellierungsformalismen wurden zur
Abdeckung vielfaltiger Analysen in dieser Arbeit die kinetische, Petri-Netz, stochiometrische
und topologische Modellierung ausgewéhlt. Diese Formalismen erlauben metabolische
Modelle unterschiedlicher Grofle und enthaltenen Details auf strukturelle und dynamische
Eigenschaften zu untersuchen.

3.2 Kinetische Modellierung

Basierend auf einem kinetischen Modell befasst sich die kinetische Modellierung mit dem
zeitlichen Ablauf chemischer Reaktionen.

3.2.1 Kinetisches Modell

Ein kinetisches Modell besitzt eine detaillierte und komplexe mathematische Beschreibung
der Reaktionen, die ein metabolisches Modell charakterisieren. Jede Reaktion besteht
aus einer stochiometrischen Reaktionsgleichung, deren Reaktionsmechanismus mittels
Reaktionskinetiken und assoziierten kinetischen Parametern quantitativ beschrieben wird.

Die Quantitaten eines kinetischen Modells sind Metabolitkonzentrationen (z.B. die
Konzentration von Metabolit [C]) und Reaktionsraten (z.B. die Reaktionsrate von
Reaktion R1 ist vgs) [88]. Die Reaktionsraten konnen mittels Reaktionskinetiken, z.B.
der Michaelis-Menten Kinetik formuliert werden. Reaktionskinetiken sind abhéngig von
Metabolitkonzentrationen und kinetischen Parametern, wie Bindungskonstanten und
beschreiben den Einfluss von Enzymen und verschiedene Arten der Inhibition. Es kénnen
somit komplexe enzymatische Reaktionsmechanismen abgebildet werden. Weiterfithrende
Informationen zur Herleitung von enzymatischen Reaktionsmechanismen und deren
Definition sind in der entsprechenden Fachliteratur [11], [I5, [88] aufgefiihrt. Im einfachsten
Fall wird basierend auf dem Massenwirkungsgesetz die Massenwirkungskinetik verwendet
(siehe Kapitel [2] Abschnitt [2.3.1.2)).

In Form von gewohnlichen Differentialgleichungen (engl. ordinary differential equations,
kurz ODEs) beschreibt das kinetische Modell die Konzentrationsdynamik als Verdnderung
% = —ovg3 und % = 2 - vrz. Der Abbau von
C erfolgt mit der Rate vrs und die Bildung von B erfolgt mit der doppelten Rate.

der Konzentration tiiber die Zeit:

Auch Transportprozesse werden durch kinetische Reaktionsmechanismen beschreiben. Die
mathematische Beschreibung eines kinetischen Modells besteht somit aus einem Vektor
S = (A, B,C)T mit Metabolitkonzentrationen, einem Vektor v = (vgo, VRr1, VRr2, VRS, VR4)"
mit Reaktionsraten (u.U. komplexe Reaktionskinetiken), einem Parametervektor p =
(ko, k1, ko, k3, kq)T und der stéchiometrischen Matriz N: % = N - v (siche Kapitel

Abschnitt [2.3.1.2)).

3.2.2 Analysen

Die ODE-Systeme in der kinetischen Modellierung sind meist wberbestimmt (engl.
over-determined), d. h. die Anzahl der Metabolite bzw. Parameter ist grofier als die Anzahl
der Reaktionen, an denen diese teilnehmen und kénnen somit nicht analytisch gelost werden.
In diesem Fall finden numerische Verfahren Anwendung, die eine approximative Losung
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berechnen. Die Verfahren lassen sich in explizite-, implizite-, Ein- und Mehrschrittverfahren
unterscheiden [I54], sodass die verschieden Eigenschaften kinetischer Modelle in der
Simulation beriicksichtigt werden.

Unter Angabe eines definierten Anfangszustands durch initiale Metabolitkonzentrationen,
den Startzeitpunkt, die Schrittweite und den Endzeitpunkt kann ein kinetisches
Modell  simuliert werden [I37] (Zeitreihensimulation). Die ODEs koénnen
mit diesen Angaben schrittweise gelost werden (von einem Zeitpunkt zum
néchsten). Die Konzentrationsverdnderungen der Metabolite werden berechnet,
die Metabolitkonzentrationen werden neu gesetzt und eine neue Berechnung findet statt.
Dieser Prozess wird solange wiederholt bis der Endzeitpunkt erreicht wird.

Die Konzentration der Metabolite und Reaktionsraten konnen iiber die Zeit in ein
Diagramm aufgetragen werden. Diese Diagramme kénnen abhangig vom Modell und der
Parameter verschiedene Kurvenverlaufe darstellen, die unterschiedliche Modellverhalten
widerspiegeln (Konvergieren bis zum FlieBgleichgewicht oder Divergieren bis zum Halten
oder Oszillieren). In Abbildung ist die Herleitung der ODFEs dargestellt. Das Ergebnis
der Simulation mit dem Euler Verfahren ist in Abbildung dargestellt.

Metabolisches Modell Reaktionen Stochiometrische Reaktionsraten
Matrix

O R O V
0

. V -
\ RO: - 2 1T 00 Vs
REATE  g- 011072 5o |V
R2:/ % P V=l
st A Olpj 1-10 3
R ROR1R2R3 R4 Va

Zytosol R4 -

Dynamische Massenbilanz ~ Kinetische Ratengleichungen Gewdhnliche Differentialgleichungen
(Massenwirkungskinetiken)

dA CdA
—= Vp—Vi—V, RO: vy =k 'E—ko_kﬂ]—kz[]‘*k-z[]
;}; R1: v, = ki [A] B

g - R2: v, =k [A] - k2 [C] C—= K [A]+ 2 Ka [C]- K4 [F]

. dt V1 +2V3 V4 R3_ V3=k3[ ] ;idé

dC R4: v, =Kk, [B] A B B

Po= v e Car s kel =k [C]-ks[C]

Abbildung 3.2: Herleitung der ODEs zur kinetischen Analyse am Beispiel eines kleinen
metabolischen Modells in SBGN-PD. Das Modell besteht aus einer Import- R0, einer Exportreaktion
R4, zwei irreversiblen R1, R3 und einer reversiblen Reaktion R2 sowie drei Metaboliten A, B, C.
Reversible Reaktionen werden durch Doppelpfeile dargestellt, wobei die Hauptrichtung (vom
Substrat zum Produkt) durch die schwarze Pfeilspitze gekennzeichnet ist.

Meistens sind Experimentaldaten zu chemischen Reaktionen nicht prazise, einheitlich und
vollstéandig und das gilt insbesondere fiir die kinetischen Daten [§]. Die veroffentlichten Daten
stammen aus unterschiedlichen Organismen oder verschiedenen Genotypen und werden
iiber mehrere Jahre produziert. Auflerdem werden Reaktionskinetiken selten veréffentlicht,
da wichtige Substrate, Cofaktoren und Effektoren gewohnlich getrennt untersucht werden.
Die Kinetik vieler Reaktionen ist fast vollig unbekannt und Modellannahmen sind sehr
spekulativ. Daher werden vereinfachte Ansétze verwendet. Semi-quantitative Ansétze wie
die strukturelle kinetische Modellierung (kurz SK M) liegt zwischen der kinetischen und
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stochiometrischen Modellierung. Weitere Informationen zur SK M kénnen [153] entnommen
werden.

3.3 Petri-Netz Modellierung

Der graphische und mathematische Petri-Netz Formalismus ist geeignet um nebenlaufige,
asynchrone, verteilte Systeme zu modellieren und zu analysieren [8| 22].

3.3.1 Petri-Netz Modell

Ein Petri-Netz ist ein gerichteter, bipartiter Graph (siche Kapitel 2| Abschnitt und
besteht aus den folgenden Grundelementen [113]:

Es gibt zwei Knotenmengen, die Pldtze (engl. Places) stellen die Ressourcen eines Systems
dar und die Transitionen (engl. Transitions) sind die Ereignisse, die Verdnderungen der
Zusténde von Ressourcen durchfithren. Weitere Grundelemente sind gerichtete Kanten (engl.
arcs), die immer unterschiedliche Arten von Knoten verbinden und ein Gewicht besitzen.
Pléatze, von denen gerichtete Kanten zu einer Transition fiihren, heilen Vorbedingung dieser
Transition. Wenn die Kante von einer Transition zu einem Platz verlauft, wird von einer
Nachbedingung gesprochen. In manchen Fallen besitzen Transitionen keine eingehenden
Kanten (Quelltransition) oder keine ausgehenden Kanten (Senkentransition).

Ubertragen auf ein metabolisches Modell entsprechen Plitze Metabolite und die
beinhalteten Marken zeigen die Prasenz und Menge der Metabolite an. Transitionen
entsprechen biochemischen Reaktionen. Die Kanten beschreiben Relationen zwischen einem
Metaboliten und der Reaktion. Ist ein Platz Vorbedingung einer Transition, dann ist der
Metabolit das Substrat der Reaktion. Das Kantengewicht entspricht der Stochiometrie. Die
Markierung beschreibt die vorliegende Metabolitmenge.

Dynamik Petri-Netze konnen das Verhalten von Modellen (Modelldynamik) beschreiben.
Die Platze P beinhalten keine oder eine positive Anzahl von Marken (engl. Token) und
bilden eine Petri-Netz Markierung M (auch Zustand genannt). Eine Transition T ist
aktiviert (engl. enabled), wenn alle Vorbedingungen die nétige Anzahl Marken beinhalten
(mehr oder oder entsprechend dem Gewicht der Kanten). Eine Transition schaltet (engl.
firing) oder fithrt einen Schritt aus, indem Marken entsprechend der Gewichte der Kanten
aus allen Vorbedingungen entfernt werden und allen Nachbedingungen Marken entsprechend
der Kantengewichte hinzugefiigt werden. Eine aktivierte Transition kann schalten (muss aber
nicht). Die Dynamik eines Petri-Netzes beschreibt den Ablauf biochemischer Reaktionen
im metabolischen Modell.

Erweiterungen Anders als in der kinetischen Modellierung kénnen Petri-Netze, abhéngig
von der gewahlten Petri-Netz Klasse, qualitative und quantitative Modelle reprasentieren.
Qualitative Petri-Netze sind Platz/Transitions-Netze (kurz P/T-Netze), die auler der
Stochiometrie und einer moglichen Menge Metabolite keine weiteren quantitativen
Informationen enthalten. Es existieren verschiedene Petri-Netz Erweiterungen, die deren
Ausdrucksstérke erhohen, aber auch die Analysen erschweren [8]. Einige dieser quantitativen
Petri-Netze enthalten Erweiterungen wie Test- und Inhibitorkanten. Testkanten aktivieren
Transitionen und werden nicht durch Transitionen verdndert. Inhibitorkanten werden z. B.
verwendet um Transitionen zu inhibieren. Enthalt der zugehorige Platz eine Marke, wird
die Transition inhibiert und kann nicht schalten. Somit wird die inhibitorische Funktion
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einiger Substanzen auf eine Reaktion modelliert. Zur Modellvereinfachung und um Schleifen
(engl. self-loops) zu verhindern, wird die explizite Reprisentation von Enzymen unterlassen.
Dieser Ansatz eignet sich bei metabolischen Modellen, denn die Enzymkonzentrationen
dndern sich iiber die Zeit nicht [8]. Enzyme werden alternativ als Parameter von Reaktionen
behandelt.

Andere Petri-Netz Erweiterungen bilden funktionale Petri-Netze (FPNs) und definieren
kontinuierliche Transitionsschaltraten als Funktionen der Markierung verbundener Platze.
Farbige Petri-Netze (CPNs) erweitern Marken um Datenwerte (z.B. Farben) und
Kanten um Ausdriicke. Zeitgesteuerte Petri-Netze (TPNs) und stochastische Petri-Netze
(SPNs) beeinflussen das Schalten von Transitionen. Aktivierte Transitionen werden
in SPNs, zum Beispiel unter Verwendung einer exponentialverteilten Zufallsvariablen,
zeitverzogert geschaltet. Kontinuierliche Petri-Netze (KPNs) und hybride Petri-Netze
(HPNs) erlauben die Koexistenz von diskreten und kontinuierlichen Platzen und
Transitionen (diskrete Transitionen schalten nach einer bestimmten Verzégerung, wahrend
aktivierte kontinuierliche Transitionen mit einer kontinuierlichen Rate schalten).

In dieser Arbeit werden erweiterte P/T-Netze (ePN) und erweiterte SPNs (eSPN)
verwendet. Die Erweiterung bezieht sich auf die Moglichkeit, die folgenden Parameter
und Kantentypen zu nutzen. Es konnen kontinuierliche Marken (zum Modellieren
von Metabolitkonzentrationen), kontinuierliche Kantengewichte (zum Modellieren von
Stochiometrien aus reellen Zahlen), kontinuierliche Kapazititen (zum Modellieren von
limitierenden Metabolitkonzentrationen) und Inhibitorkanten (zur Modellierung von
Inhibitionen) verwendet werden.

Ein 6-Tupel ePN = (P, T, K, g, f, my) wird erweitertes Platz/Transitions-Netz genannt
falls [151]:

e P ={p1,p2,...,pn} ist eine endliche, nicht-leere und disjunkte Menge von Pldtzen,
o T = {t1,ta,...,tm} ist eine endliche, nicht-leere Menge von Transitionen,

o K = Kgandard Y Kinhivitor ist eine Menge von gerichteten Kanten, mit:
— Kstandarda € (P x T)U (T x P) definiert die Menge der Standardkanten,
— Kinnhivitor € (P x T) definiert die Menge der Inhibitorkanten

e g: K — Ry ist eine Gewichtsfunktion die jeder Kante eine reelle Zahl grofer als 0
(Stéchiometrie) zuordnet,

o f: P — RoyU{oo} ist eine Kapazitatsfunktion die jedem Platz eine reelle Zahl
grofer als 0 (Kapazitét) bzw. {oo} (unbeschriankt) zuordnet,

e mg: P — Rxq, mit mo(p) < f(p) ist eine Funktion die jedem Platz eine nicht-negative
reelle Zahl (Anfangsmarkierung) zuordnet. Zudem muss diese Markierung kleiner
oder gleich der Kapazitét sein.

Ein erweitertes stochastisches Petri-Netz (eSPN) geht aus dem ePN hervor, wobei
jeder Transition eine stochastische Schaltrate hinzugefiigt wird. Bevor eine aktivierte
Transition schaltet, verstreicht eine gewisse zufillige Zeitdauer. Diese Zeitdauer ist
durch eine exponentialverteilte Zufallsvariable definiert. Jeder Transition ist daher eine
stochastische Schaltrate oder dquivalent eine mittlere Schaltdauer zugeordnet. Kehrwerte
von Schaltdauern sind Schaltraten, welche Parameter einer Exponentialverteilung sind [110].
Diese stochastische Schaltrate kann durch die Angabe eines zusétzlichen Gewichtes (z. B. der
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Reaktionsrate) beeinflusst werden und die stochastische Simulation gerichteter durchfiihren
zu konnen.

Ein 7-Tupel eSPN = (P, T, K, G, F, My, R) wird erweitertes, stochastisches Petri-Netz
genannt falls [110]:

e P.T K, g, f, my Definition wie in ePN,

e R:T — R>p, ist eine Funktion, die jeder Transition eine stochastische Schaltrate
zuordnet.

Eigenschaften Petri-Netz Eigenschaften werden zum einen durch die Struktur
(markierungsunabhdngig) und zum anderen durch die Markierung (markierungsabhingiq)
festgelegt. Die folgenden Ausfiihrungen sind dem Buch [I5I] entnommen.
Markierungsabhéngige Eigenschaften sind z. B. Erreichbarkeit, Beschrinktheit, Lebendigkeit.
Eine Markierung eines Petri-Netzes heifit erreichbar, falls es eine Schaltabfolge der
Transitionen gibt, welche die Anfangsmarkierung in diese Markierung iiberfithrt. Ein
Petri-Netz heifit beschrdnkt, wenn es fiir jeden Platz eine obere Schranke k gibt, sodass
in allen Zustdnden nie mehr als k¥ Marken auf einem Platz liegen. Ein Petri-Netz heif3t
lebendig, wenn alle Transitionen lebendig sind, d. h. jede Transition ist in jeder erreichbaren
Markierung aktivierbar. Metabolische Modelle in Form von Petri-Netzen sind oftmals
unbeschrankt (Aufnahme und Abgabe von Metaboliten iiber die Systemgrenze), lebendig
(alle Reaktionen konnen ablaufen) und die Folgezusténde sind erreichbar.

Markierungsunabhéngige Eigenschaften sind z.B. Invarianten, Konflikte, Fallen
und Verklemmungen. Nach Starke [I51] wird als Invariante eines Systems eine
Eigenschaft bezeichnet, die unabhingig von der konkreten Schaltabfolge erhalten bleibt.
Aus der Existenz einer Invariante konnen Riickschliisse auf andere Eigenschaften
gezogen werden. Man unterscheidet zwischen Platzinvarianten (kurz P-Invarianten) und
Transitionsinvarianten (kurz T-Invarianten). P-Invarianten geben eine Wichtung fiir eine
in jeder erreichbaren Markierung konstante Markierungssumme ab. Die P-Invarianten
konnen als Erhaltungsregeln eines metabolischen Modells interpretiert werden, denn
diese veranschaulichen die Substanzerhaltung von Metaboliten. Eine T-Invariante
beschreibt eine giiltige Schaltabfolge, bei der der Anfangszustand wieder erreicht wird.
Im Kontext metabolischer Modelle entsprechen T-Invarianten den Reaktionen von
Hauptstoffwechselwegen, deren Ausfiihrung zum Gleichgewichtszustand fiithren. Invarianten
stellen somit die Beziehung zwischen der Struktur des Petri-Netzes und dem Verhalten des
Systems dar.

FEin Konflikt besteht, wenn mindestens zwei Transitionen existieren, die sich einen
Vorplatz teilen. Ubertragen auf ein metabolisches Modell beschreibt ein Konflikt die
Dilatation in der mindestens zwei Reaktionen ein und denselben Metaboliten verbrauchen.
Eine Verklemmung entsteht, wenn alle Transitionen die Marken einer nicht-leeren Menge von
Plétzen hinzufiigen und auch Marken aus dieser Menge entnehmen (u. U. mehr entnehmen
als hinzufiigen). Wird in einem metabolischen Modell ein Speicher von Metaboliten
beschrieben, wird dieser bei einer Verklemmung entleert. Im Gegensatz zur Verklemmung
entsteht eine Falle, wenn alle Transitionen, die Marken einer nicht-leeren Menge von Platzen
entnehmen, auch Marken dieser Menge hinzufiigen (u. U. mehr hinzufligen als entnehmen).
Bei einer Falle wird in einem metabolischen Modell der Speicher von Metaboliten angelegt.
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3.3.2 Analysen

Die Bestimmung von Petri-Netz Eigenschaften kann mittels qualitativen oder quantitativen
Analysen (Simulation) erfolgen.

Qualitative Analysen Die qualitativen Analysen von Petri-Netzen kénnen in statische
und dynamische Analysemethoden unterteilt werden. Eine statische Analysemethode ist
z.B. die Invariantenanalyse. Die Losung eines linearen Gleichungssystems ermoglicht
die Berechnung von Invarianten durch z.B. das Gaufl’ sche Eliminationverfahren. Zur
Berechnung der P-Invarianten ist die Formel IT x p = 0 und zur Berechnung der
T-Tnvarianten ist es I x £ = 0. I ist die Inzidenzmatrix (entspricht der stéchiometrischen
Matrix, siehe Kapitel [2| Abschnitt , 7 ist der P-Invariantenvektor, ¢ ist der
T-Invariantenvektor und 0 ist ein Vektor bestehend aus Nullen. In Abbildung ist
die Herleitung der Gleichungen zur Invariantenanalyse des metabolischen Modell Beispiels
dargestellt. Eine der T-Invarianten ist als Ergebnis in Abbildung [5.10] gezeigt.
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Abbildung 3.3: Herleitung der Gleichungen zur Invariantenanalyse am Beispiel eines kleinen
metabolischen Modells in SBGN-PD. Das Modell besteht aus einer Import- R0, einer Exportreaktion
R4, zwei irreversiblen R1, R3 und einer reversiblen Reaktion R2 sowie drei Metaboliten A, B, C.
Reversible Reaktionen werden durch Doppelpfeile dargestellt, wobei die Hauptrichtung (vom
Substrat zum Produkt) durch die schwarze Pfeilspitze gekennzeichnet ist.

Die Anzahl der zu berechnenden Invarianten wachst exponentiell mit der Groéfle des
Petri-Netzes [89].

Eine dynamische Analysemethode ist z. B. die Erreichbarkeitsanalyse. Es wird beginnend
mit der Anfangsmarkierung die Menge der in der aktuellen Markierung aktivierten
Transitionen ermittelt und jeweils die Folgemarkierung berechnet. Die moglichen
Markierungen werden durch Knoten im FErreichbarkeitsgraphen dargestellt und der
Ubergang einer Markierung zu ihrer Folgemarkierung wird als gerichtete Kante im
Graphen vermerkt. Fiir jede Folgemarkierung wird dieser Vorgang wiederholt. Nur ein
beschranktes Petri-Netz besitzt einen endlichen Erreichbarkeitsgraphen. Die Erreichbarkeit
in einem unbeschrankten Petri-Netz wird durch einen Uberdeckungsgmphen dargestellt.
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Eine pseudo Endlichkeit w dient der Markierung von unbeschrankten Platzen. Unabhangig
von der Grofle eines Petri-Netzes kann aufgrund willkiirlicher Verschachtelung parallel
ablaufender Transitionen eine sehr grofie Erreichbarkeitsmenge entstehen. Die Berechnung
der Erreichbarkeit fithrt zur Zustandsraum Explosion (engl. state space explosion). In
diesem Fall ist die Erreichbarkeit unberechenbar [g].

Quantitative Analysen Mit zunehmender Grofle metabolischer Modelle wird es
schwierig, qualitative Analysen durchzufiihren. In diesem Fall werden die Eigenschaften
von Petri-Netzen durch quantitative Analysen (Simulationen) untersucht. Im Gegensatz zu
ePNs, deren Schaltabfolge nicht-deterministisch ist, ermoglichen eSPNs ein stochastisches
Schaltverhalten. Die Quantitaten sind stochastische Schaltraten (moglicherweise gewichtet)
und Marken. In der Simulation wird der Ubergang von einem Zustand zum folgenden
Zustand zeitlich geordnet, durch das zufallsgesteuerte Schalten von Transitionen beschrieben.
Im Vergleich zu deterministischen kinetischen Modellen bilden eSPNs metabolische Modelle
mit einer feineren Granularitit ab. Es konnen interessante individuelle Verhaltensweisen
beobachtet werden, die in deterministischen kinetischen Modellen eher den Durchschnittsfall
erfassen [8]. Des Weiteren beschreiben biochemische Reaktionen metabolischer Modelle
grundséatzlich stochastische Prozesse. Eine Abschéatzung der Zeit, wann die néchste
Reaktion durchgefithrt wird (wie in deterministischen kinetischen Modellen), ist somit
nicht moglich [129].

Unter Angabe eines definierten Zustandes durch Anfangsmarkierung und einer
Gewichtung der stochastischen Schaltraten (ein Gewicht kann, muss aber nicht angegeben
werden) wird ein eSPN simuliert. Dazu erhélt jede aktivierte Transition eine Zufallszahl, die
multipliziert mit dem Gewicht der Transition zu einer Schaltwahrscheinlichkeit verrechnet
wird. Die aktivierte Transition mit der hochsten Wahrscheinlichkeit wird schalten und somit
wird ein Simulationsschritt im Petri-Netz ausgefiihrt. Die Markierung des eSPNs wird
entsprechend angepasst. Anschlieflend wird die Menge der aktivierten Transitionen erneut
berechnet und mit Zufallszahlen versehen, um die Schaltwahrscheinlichkeit zu bestimmen.
Dieser Prozess wird solange wiederholt bis die angegebene Anzahl der Simulationsschritte
erreicht wird.

Wird die Simulation mit den gleichen Anfangsbedingungen wiederholt, entsteht ein
anderes Ergebnis, denn die Zufallszahlen sind verschieden. Die Bildung des Durchschnitts
iiber mehrere Simulationslaufe resultiert in der Anndherung an die prézise Losung. Die
Metabolitkonzentrationen und Reaktionsraten (Schaltraten) kénnen iiber die Anzahl der
Simulationsschritte in Diagrammen aufgetragen werden. Diese Diagramme konnen abhéngig
vom Modell und der Parameter verschiedene Kurvenverldufe darstellen, die unterschiedliche
Modellverhalten widerspiegeln.

3.4 Stochiometrische Modellierung

Zur kinetischen Modellierung und stochastischen Petri-Netz Analyse werden detaillierte,
quantitative Beschreibungen benétigt. Die stochiometrische Modellierung hingegen basiert
auf der Stochiometrie biochemischer Reaktionen, die den Ausgangspunkt fiir Analysen
bildet.
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3.4.1 Stochiometrisches Modell

Fin stochiometrisches Modell wird mittels stochiometrischer Reaktionsgleichungen
beschrieben. Es werden dynamische Massenbilanzgleichungen (siehe Kapitel
Abschnitt formuliert und aufgrund der Annahme eines Fliefgleichgewichtes, (siehe
Kapitel 2| Abschnitt die in dieser Arbeit verwendeten stochiometrischen Analysen
ermoglicht.

3.4.2 Analysen

Es werde zwei Kategorien stochiometrischer Analysen unterschieden, die strukturellen und
die optimierungsbasierten Analysen metabolischer Modelle [104].

Strukturell Zu den strukturellen Analysen gehoéren die Bestimmung von z.B.
elementaren Flussmoden (kurz EFM) [142], Extreme Pathways (kurz EP) [138] und
Dead-End Metaboliten [124]. Die ersten beiden Analysen eignen sich z. B. zur Ermittlung
nicht redundanter Stoffwechselwege in metabolischen Modellen. Weitere Informationen
siehe angegebene Referenzen. Die Dead-End Analyse identifiziert Metabolite, die nur
verbraucht oder produziert werden (engl. dead end metabolites) durch die Untersuchung
der Verbindungen von Metaboliten in der stéchiometrischen Matrix (siche Kapitel

Abschnitt [2.3.1.2]).

Optimierungsbasiert Ein anderer Ansatz Dead-End Metabolite und die dazugehorigen
blockierten Reaktionen zu identifizieren, ist die optimierungsbasierte Gap-Finding
Analyse [95]. Das Modell wird hinsichtlich der Moglichkeit, dass jede Reaktion einen
Fluss tragen konnte (unter beliebigen Aufnahmebedingungen), untersucht. Auf diese Weise
werden blockierte Reaktionen ermittelt, die direkt oder indirekt mit einem oder mehreren
Dead-End Metaboliten zusammenhéngen. Die Dead-End und Gap-Finding Analysen dienen
in metabolischen Modellen der Verifizierung. Besitzt ein Modell blockierte Reaktionen
fehlen zusétzliche Reaktionen, die diese Metabolite erzeugen oder produzieren, damit ein
voll funktionsfahiges Modell entsteht.

Weitere optimierungsbasierte Analysen sind z. B. die metabolische Flussanalyse (kurz
MFA) [152], Flussbilanzanalyse (kurz FBA) [115], Flussvariabilititsanalyse (kurz FVA) [10§],
Robustheitsanalyse (RA) [45] und Knockout-Analyse (KA) [115]. Die metabolische
Flussanalyse ist eine quantitative Analyse, die intrazelluldre Stofffliisse wahrend des
FlieBgleichgewichts (sieche Kapitel Abschnitt [2.3.1.2)), abhéngig von z.B. 13-C
Markierungsdaten, bestimmt. Weitere Informationen siehe [I52]. Die optimierungsbasierten
Analysen FBA [115] und deren verwandte Analysen (FVA, RA, KA) [104] iiberwinden die
Beschrankungen, ungeniigend experimentelle Daten zur Verfiigung zu haben. Die FBA
berechnet den Metabolitfluss (Flussverteilung) durch das metabolische Modell, wobei
es moglich ist, die Wachstumsrate des modellierten Organismus oder die Rate eines
biotechnologisch wichtigen Metaboliten abzuschétzen.

Bedingungen Diese Abschatzung (Optimierung) findet unter der Einbeziehung von
Bedingungen (engl. constraints) statt:

1. Annahme des Fliefigleichgewichts: % =N -v=0,

2. Thermodynamik ((Ir)reversibilitdt von Reaktionen),
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3. Eingeschrinkte Kapazitit von Reaktionen: [b; < v; < ub; (untere, obere Schranke),
4. Biomassezusammensetzung (Lipide, Proteine, Kohlehydrate) und
5. Externe Bedingungen (Aufnahme-/Abgaberaten bestimmter Metabolite)

Durch die erste Bedingung reduziert sich das aus dem Modell hergeleitete ODFE-System
in ein System linearer algebraischer Gleichungen. Fiir ein metabolisches Modell ist dieses
Gleichungssystem unterbestimmt, d.h. die Anzahl der Reaktionen n ist grofler als die
Anzahl der teilnehmenden Metabolite m: n > m [86]. Der Losungsraum wére ohne
die weiteren Bedingungen unendlich grof}. Die angegebenen Bedingungen begrenzen
die moglichen Flussverteilungen auf eine eingeschrankte Menge, erreichen aber keine
eindeutige Losung. Die Bestimmung einer Flussverteilung wird als LP-Problem (engl.
linear programming), formuliert. (Zur Bestimmung der eindeutigen Flussverteilung kann
eine zweite Optimierung zur Minimierung des Gesamtflusses hinzugefiigt werden, welches
dann als QP-Problem (engl. quadratic programming) formuliert wird.) Die Idee ist eine
Zielfunktion Z gemaf der Stéchiometrie und den Bedingungen zu optimieren (maximieren
oder minimieren): Z = >_!_, ¢l - v; — max (¢; ist ein Gewichtsvektor fiir die individuellen
Reaktionen, die zur Zielfunktion beitragen). Beispiele fiir Zielfunktionen sind Maximierung
der ATP Produktion, Minimierung der Nahrstoffaufnahme, maximale Ausbeute eines
gewiinschten Produktes oder eine maximale Wachstumsrate [47, [141]. Das Ergebnis der
FBA ist eine Flussverteilung v, die die Zielfunktion optimiert. In Abbildung wird
die Herleitung zur Berechnung der optimalen Lésung des metabolischen Modell Beispiels
dargestellt. Die erzielte Flussverteilung unter Maximierung der Zielfunktion R4 wird mittels
Kantenskalierung in Abbildung gezeigt.
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Abbildung 3.4: Herleitung zur Berechnung der optimalen Losung mittels FFBA am Beispiel
eines kleinen metabolischen Modells in SBGN-PD. Das Modell besteht aus einer Import- RO,
einer Exportreaktion R4, zwei irreversiblen R1, R3 und einer reversiblen Reaktion R2 sowie drei
Metaboliten A, B,C. Reversible Reaktionen werden durch Doppelpfeile dargestellt, wobei die
Hauptrichtung (vom Substrat zum Produkt) durch die schwarze Pfeilspitze gekennzeichnet ist.
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Basierend auf FBA kénnen auch die Analysen F'VA, RA und KA durchgefiihrt werden. Bei
der FBA kann es zu einer optimalen Losung kommen die nicht eindeutig ist, (z. B. durch die
Nutzung alternativer Stoffwechselwege). Die F'VA gibt fiir jede Reaktion den maximalen und
anln7 ,Ulrna:p
moglich ist. Die RA ermittelt den optimalen Wert der Zielfunktion mit Hilfe der Variation
einer Reaktion. Das Ergebnis ist die Sensitivitat der Zielfunktion zu dieser Reaktion. Diese
wird haufig als Sensitivitdtskurve dargestellt. Im metabolischen Modell kann die RA z. B.
den Effekt der Nahrstoffaufnahme auf die Wachstumsrate ermitteln [45]. Die KA wird zur

Bestimmung essentieller Reaktionen und deren Einfluss auf die Flussverteilung verwendet.

minimalen Flusswert (v ) an, der zur Bestimmung der optimalen Flussverteilung

Dazu wird die Kapazitét einer Reaktion auf 0 gesetzt, d. h. die untere und obere Schranke
der Reaktion sind 0 [I15]. Das Ergebnis der KA sind Sensitivitdtswerte aller Reaktionen auf
die stillgelegte Reaktion. Weiterfiihrende Informationen kénnen [60] entnommen werden.

3.5 Topologische Modellierung

Zum besseren Verstdndnis der Bedeutung zentraler Elemente, der Struktur und Robustheit
gegeniiber Stérungen, werden metabolische Modelle nach topologischen Eigenschaften
analysiert. Aus der topologischen Sicht ist ein metabolisches Modell ein gerichteter
bipartiter Graph (siehe Abschnitt und Abschnitt [2.3.1.2)). In der Literatur werden
zur topologischen Analyse hauptsachlich uniparte Metabolit- und Reaktionsgraphen
verwendet [153], sodass auch in dieser Arbeit diese beiden Graphen genutzt werden.

3.5.1 Topologisches Modell

Aus einem metabolischen Modell wird durch Projektion auf je eine der beiden
Knotenmengen der zugehorige Metabolit- bzw. Reaktionsgraph erstellt (siehe Kapitel
Abschnitt . Der Metabolitgraph besteht aus Metabolitknoten, die iiber gerichtete
Kanten (Reaktionen) miteinander verbunden sind. Eine Kante wird zwischen zwei
Metaboliten gezogen, wenn diese im metabolischen Modell mit ein und derselben Reaktion
verbunden ist. Ein Metabolitgraph beschreibt somit, welcher Metabolit in einen anderen
umgewandelt werden kann. Der Reaktionsgraph besteht aus Reaktionsknoten, die iiber
gerichtete Kanten (Metabolite) miteinander verbunden sind. Eine Kante wird zwischen
zwel Reaktionen gezogen, wenn diese im metabolischen Modell mit ein und demselben
Metaboliten verbunden ist. Ein Reaktionsgraph beschreibt somit, welche Reaktion Vorganger
oder Nachfolger einer anderen Reaktion ist. In diesen speziellen Graphen wurden nach
Literaturangaben [911, [153], [170] bisher keine Kantengewichte (Stéchiometrie) berticksichtigt.

3.5.2 Analysen

Die topologische Modellierung beinhaltet verschiedene Analysen, die auf Basis der
Adjazenzmatriz (siehe Kapitel 2| Abschnitt berechnet werden. Die Analyse der
kirzesten Wege kann nach Angabe eines Ausgangsmetaboliten (-reaktion) und eines
Zielmetaboliten (-reaktion) den kiirzesten Stoffwechselweg ermitteln.

Die Erstellung einer Rangliste von Graphelementen (Knoten und Kanten) ermoglicht
zentrale Elemente im metabolischen Modell zu identifizieren, die z. B. fiir die Lebensfahigkeit
essentiell sind. Basierend auf verschiedenen Konzepten bestimmt die Zentralitdtsanalyse
eine solche geordnete Liste von Zentralitdtswerten. Die haufig verwendeten Zentralitaten
zur Analyse metabolischer Modelle beruhen auf Nachbarschaft (engl. degree), Wege
(engl. closeness) und Beobachtbarkeit (engl. Shortest-Path Betweenness) [91), [79, [162].

49



3 Modellierungsformalismen metabolischer Modelle

In Abbildung wird die Herleitung der zwei Graphen (Metabolit- und Reaktionsgraph)
und der entsprechenden Adjazenzmatrizen als Basis flir Analysen dargestellt. Das Ergebnis

der topologischen Analyse, Shortest-Path Betweenness Zentralitat des Reaktionsgraphen,
wird in Abbildung gezeigt.
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Abbildung 3.5: Herleitung der Metabolit- und Reaktionsgraphen am Beispiel eines kleinen
metabolischen Modells in SBGN-PD. Das Modell besteht aus einer Import- R0, einer Exportreaktion
R4, zwei irreversiblen R1, R3 und einer reversiblen Reaktion R2 sowie drei Metaboliten A, B, C.
Reversible Reaktionen werden durch Doppelpfeile dargestellt, wobei die Hauptrichtung (vom
Substrat zum Produkt) durch die schwarze Pfeilspitze gekennzeichnet ist. Zur Ubersichtlichkeit
(Reduktion von Kanten und Uberschneidungen) werden in den Metabolit- und Reaktionsgraphen
antiparallele Kanten zwischen den Knoten durch Doppelpfeile dargestellt. Markierte Kanten zeigen
den Zusammenhang zwischen Metabolit- bzw. Reaktionsgraph und den zugehorigen Eintrag in den
Adjazenzmatrizen.

3.6 Vergleich der Modellierungsformalismen

Die Verwendung der vorgestellten Modellierungsformalismen ist hauptséchlich von
der Verflugbarkeit detaillierten Wissens iiber Interaktionsmechanismen metabolischer
Prozesse abhangig. Entsprechend dieser Experimentaldaten kann aus den verschiedenen
Modellierungsformalismen gewéhlt werden. In Tabelle sind die Stérken und Schwéchen
der vorgestellten Modellierungsformalismen zusammengefasst.

Die kinetische Modellierung beschreibt biochemische Prozesse detailliert, quantitativ
und benotigt daher oftmals schwierig zu beschaffende kinetische Ratengleichungen und
Parameter. Aufgrund dessen ist die kinetische Modellierung im Allgemeinen auf kleinere
Modelle limitiert, fiihrt jedoch zu quantitativen Vorhersagen und spiegelt das dynamische
Verhalten des zugrunde liegenden biologischen Systems wider. Infolge der Erweiterbarkeit
von Petri-Netzen ist die Petri-Netz Modellierung sehr méachtig und ermoglicht neben
der qualitativen auch die quantitativen Analysen. Zum Beispiel werden eSPNs zur
stochastischen Simulation verwendet, um die Dynamik und quantitative Vorhersagen
zu treffen. Allerdings wird die Erreichbarkeitsanalyse als Beispiel einer qualitativen Analyse
aufgrund der Beachtung von z. B. Inhibitorkanten komplizierter.
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Tabelle 3.1: Stédrken (griines Plus) und Schwéchen (rotes Minus) der vorgestellten
Modellierungsformalismen. Abhéngig von detailliertem Wissen {iber Interaktionsmechanismen
entstehen kleine, eher quantitative Modelle und grofle, meist qualitative Modelle. Verschiedene
Modellierungsfomalismen verwenden unterschiedliche Modelle (Zusammenhang farblich
gekennzeichnet) und liefern ergéinzende Erkenntnisse iiber das zugrunde liegende biologische
System.

=2 ]
a G
Petri-Netz
Modellierung
+ Detaillierte quantitative -+ Quantitative Beschreibung + FlieRgleichgewichts- + Nur topologische
Beschreibung + Erweiterbar (eSPN, ..) annahme Information

- Quantitative Vorhersagen <= Quantitative Vorhersagen [+ GroRe Modelle

< Quantitative Vorhersagen
und dynamisches

und dynamisches Verhalten + GroRe Modelle

Verhalten

== Kinetische == Erweiterungen ermoglichen [== Statische Beschreibung == Keine dynamischen
Ratenglelchunglt.a\r} und quantitative Vorhersagen | Keine dynamischen Eigenschaften
Parameter bendtigt == Erweiterungen erschweren Eigenschaften

== Kleine Modelle qualitative Analysen

Die stochiometrische Modellierung nutzt die Annahme eines Fliefigleichgewichtes, damit
die statische Beschreibung der biochemischen Prozesse ausreichend ist, quantitative
Vorhersagen zu treffen. Somit ist die stochiometrische Modellierung fiir grole Modelle
anwendbar, aber limitiert in Aussagen zur Dynamik. Topologische Informationen sind
der Ausgangspunkt fiir die topologische Modellierung. Uneingeschréinkt durch die Grofie
von Modellen nutzt zum Beispiel die Zentralitdtsanalyse verschiedene Konzepte zur
Untersuchung zentraler Elemente, basierend auf den Metabolit- oder Reaktionsgraphen.
Dynamische Eigenschaften des zugrunde liegenden biologischen Systems werden in der
topologischen Modellierung nicht hergeleitet.

Zur Nutzung des Potentials der verschiedenen Modellierungsformalismen fiir metabolische
Modelle ist eine Integration dieser Formalismen anzustreben. Die Integration ermdoglicht
die Verwendung verschiedener Analyseergebnisse in anderen Modellierungsformalismen und
limitiert somit die Schwéchen der voneinander unabhéngigen Formalismen. Auf diese Weise
konnen trotz fehlender detaillierter, quantitativer Beschreibungen dennoch Riickschliisse
auf die Verhaltens- und Funktionsweise zugrunde liegender biologischer Systeme gezogen
werden. Im folgenden Kapitel [4] werden zunéchst bestehende Ansétze zur metabolischen
Modellierung evaluiert.
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4 Evaluierung bestehender Ansatze zur
metabolischen Modellierung

Dieses Kapitel beschaftigt sich mit der Evaluierung bestehender Anséitze zur metabolischen
Modellierung, die in verschiedenen Computerprogrammen implementiert sind. Es
werden Anwendungen vorgestellt und verglichen, die die am meisten verwendeten
Modellierungsformalismen (siche Kapitel , d. h. kinetische, Petri-Netz, stéchiometrische
und topologische Modellierung unterstiitzen. Zunachst werden Kriterien eingefiihrt, die
zur Anwendung der Modellierungsformalismen erforderlich sind. Anschlielend erfolgt die
Evaluierung von spezifischen und integrierten Anwendungen. Die spezifischen Anwendungen
ermoglichen die Verwendung einer der vier vorgestellten Modellierungsformalismen. Der
integrierte Ansatz hingegen erlaubt die Kombination dieser vier Formalismen in einem
Computerprogramm. Eine Zusammenfassung von erweiterten Anforderungen erlautert
am Ende dieses Kapitels die Notwendigkeit der Entwicklung einer Methodik, die die
vier vorgestellten Modellierungsformalismen integriert und eine einheitliche Visualisierung
metabolischer Modelle vornimmt (siehe Abbildung .
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Abbildung 4.1: Struktur des Kapitels Evaluierung.

4.1 Evaluierungskriterien

In der Literatur werden nach Machado und Koautoren [106] u.a. die Anforderungen
Visualisierung, topologische, qualitative und quantitative Analyse sowie Standardisierung
erhoben. Auch in dem Artikel von Dandekar und Koautoren [33] wurden die Kriterien
Visualisierung und die Verwendung verschiedener Modellierungsformalismen (z.B.
topologisch, stéchiometisch und kinetisch) zur metabolischen Modellierung als erforderlich
herausgestellt. Basierend auf diesen und weiteren Literaturrecherchen zum aktuellen
technischen Entwicklungsstand [73] 118, 153, 167] (erlautert in Kapitel und aus
Gesprachen mit Biologen und Bioinformatikern zur Aufnahme erforderlicher Kriterien an
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4 Evaluierung bestehender Ansétze zur metabolischen Modellierung

Computerprogrammen zur metabolischen Modellierung der benannten Ansétze, wurden
die folgenden Kriterien zusammengetragen.

Metabolische Modelle werden hauptséchlich unter der Verwendung von SBML [74]
(engl. Systems Biology Markup Language) zwischen verschiedenen Computerprogrammen
ausgetauscht (Erlauterungen zu SBML siehe Kapitel [2| Abschnitt . SBML ist ein
weit verbreiteter Standard fiir metabolische Modelle [135] und wird somit als Kriterium
Hauptaustauschformat festgelegt.

Die metabolischen Modelle sollten intuitiv und einfach interpretierbar visualisiert
werden. Ein geeigneter Standard zur Visualisierung ist SBGN [100] (engl. Systems
Biology Graphical Notation) (siehe Kapitel [2| Abschnitt . Diese graphische
Représentation soll die Integration verschiedener Analyseergebnisse der unterschiedlichen
Modellierungsformalismen ermdoglichen. Zur Exploration von Analyseergebnissen der
Modellierungsformalismen werden an geeigneten Stellen Interaktionstechniken (siehe

Kapitel Abschnitt [2.3.3.2)) verwendet.

Die Kriterien an die verschiedenen Modellierungsformalismen werden im Folgenden
erlautert.

4.1.1 Kinetische Modellierung

In der kinetischen Modellierung (Erkldrungen zu verwendeten Fachbegriffen siehe
Kapitel [3| Abschnitt werden hauptséchlich Zeitreihensimulationen und das Losen
des Fliefgleichgewichtes vorgenommen [3], 125 [I30]. Die kinetische Analyse metabolischer
Modelle soll unter Verwendung verschiedener numerischer Losungsverfahren erfolgen und
die Einstellung des FlieBgleichgewichtes tiberpriifen. Eine geeignete Parametrisierung, wie
a) die Anderung von initialen Modellparametern, b) Angaben wie Start- und Endzeitpunkt
und c) die Schrittweite der Simulation, sind notwendig. Die Analyseergebnisse sollen in
Form von Diagrammen in die graphische Reprasentation integriert werden, tabellarisch
exportierbar sein und in einem ﬂberblickdiagramm zusammengefasst werden.

4.1.2 Petri-Netz Modellierung

Metabolische Modelle in Form von Petri-Netzen werden zur qualitativen und quantitativen
Analyse herangezogen [8, 22]. Die meist verwendeten Petri-Netz Klassen sind P/T-Netze
zur qualitativen Analyse und kontinuierliche Petri-Netze (KPNs), hybride Petri-Netze
(HPNs) und stochastische Petri-Netze (SPNs) zur quantitativen Analyse [§] (Erklarungen zu
verwendeten Fachbegriffen siehe Kapitel [3] Abschnitt[3.3). Petri-Netze werden in PN M L [69)]
(engl. Petri-Net Markup Language) definiert, sodass ein Kriterium die Verwendung von
PNML ist. Die zu verwendenden Petri-Netz Klassen sind ePNs und eSPNs, mit der
Moglichkeit, Inhibitiorkanten und kontinuierliche Quantitéten zu verwenden (Definition
siehe Kapitel [3| Abschnitt . Die qualitative Petri-Netz Analyse soll die Invarianten- und
Erreichbarkeitsanalyse ermdoglichen. Die einstehenden Platz- und Transitionsinvarianten,
als auch der Erreichbarkeits- oder Uberdeckungsgraph, sollen mittels Interaktionstechniken
mit dem metabolischen Modell verbunden werden. Zur Analyse der Modelldynamik sollen
Simulationen durchgefiihrt werden, deren Ergebnisse in Form von Diagrammen in die
graphische Reprasentation integriert werden und tabellarisch exportierbar sind.
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4 Evaluierung bestehender Ansétze zur metabolischen Modellierung

4.1.3 Stochiometrische Modellierung

Die stochiometrische Modellierung gliedert sich in strukturelle Analysen (z.B. Analyse
elementarer Flussmoden [142], Dead-End Analyse [124]) und optimierungsbasierte Analysen
(z. B. metabolische Flussanalyse [152], Flussbilanzanalyse [I15]) metabolischer Modelle [104]
(Erklarungen zu verwendeten Fachbegriffen siehe KapitelAbschnitt . Die erforderlichen
Analysen sind optimierungsbasierte Methoden wie die Flussbilanzanalyse FBA und
verwandte Methoden (Flussvariabilititsanalyse FVA [108], Robustheitsanalyse RA [45]
und Knockout-Analyse KA [115]), die nach Lakshmann und Koautoren [99] eine der
am haufigsten verwendeten Methoden fiir metabolische Modelle ist. Zur Validierung
metabolischer Modelle werden die Dead-End und die Gap-Finding Analysen gefordert.
Resultierende Analyseergebnisse sollen in die graphische Repréasentation des metabolischen
Modells integriert werden und mittels Interaktionstechniken explorierbar sein.

4.1.4 Topologische Modellierung

Die topologische Modellierung ermoglicht zentrale Elemente, die Struktur und Robustheit
gegeniiber Storungen metabolischer Modelle aufzuklaren. Diese Analysen erfolgen
hauptséchlich anhand des Metabolit- oder Reaktionsgraphen [153] (Erklarungen zu
verwendeten Fachbegriffen siehe Kapitel Abschnitt . Zur Umwandlung eines
metabolischen Modells in diese Graphen sollten geeignete Graphumwandlungen
bereitgestellt werden. Die Analyse dieser Graphen soll Auskunft tiber die Modellstatistik und
die kiirzesten Wege zwischen ausgewahlten Knoten geben. Weiterhin soll die Anwendung
verschiedener Zentralitdtsmafle moglich sein. Entstehende Analyseergebnisse sollen in
Tabellen zusammengefasst werden und mit einer Interaktionstechnik mit dem metabolischen
Modell verbunden werden.

Die festgelegten allgemeinen und speziellen Kriterien resultieren in der Auswahl der
im Folgenden untersuchten quelloffenen, eigenstédndigen (engl. stand-alone) und nicht
kommerziellen Computerprogramme. Zunéchst werden die Anwendungen evaluiert, die
spezialisiert fir einen Modellierungsformalismus entwickelt wurden.

4.2 Vergleich spezifischer Modellierungsansatze

Zahlreiche quelloffene, eigenstandige und nicht kommerzielle Computerprogramme zur
metabolischen Modellierung sind derzeit verfiighbar. Die meisten sind zur Unterstiitzung
eines spezifischen Modellierungsformalismus entwickelt wurden. Obwohl innerhalb der
Anwendungen fiir entsprechende Formalismen zum Teil iiberlappende Funktionalititen
bestehen, fihrt jede dieser Anwendungen zur Losung spezieller Probleme.

4.2.1 Kinetische Modellierung

In der kinetischen Modellierung stehen CellDesigner, Cellware, Dizzy, SBMLSimulator und
COPASI im Vergleich, siche Tabelle

Die Anwendungen BIOCHAM, iBioSim, BioSPICE, BioUML, SBW und VANTED
sind ebenfalls Computerprogramme zur kinetischen Modellierung, die aufgrund
der Unterstiitzung weiterer Modellierungsformalismen im Vergleich der integrierten
Anwendungen in Abschnitt erlautert werden.
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4 Evaluierung bestehender Ansétze zur metabolischen Modellierung

Tabelle 4.1: Vergleich kinetischer Anwendungen.

Anwendung CellDesigner | Cellware |Dizzy| SBMLSimulator | COPASI
Austauschformate
Import X X X X X
SBML
Export X X X X X

Visualisierung

SBGN X
Graphvisualisierung X X
Interaktiv X X

Graphintegration

Kinetische Modellierung

Determ. X X X X X
Simulation
Stoch. X X X X
Parametrisierung X X X

CellDesigner [50] ist ein Modellierungsprogramm zur Visualisierung, Erstellung
und Simulation biochemischer Modelle. Es verwendet die Standards SBML als
Modellaustauschformat und SBGN-PD zur graphischen Reprasentation von Modellen
(wobei diese Version von SBGN-PD eine Weiterentwicklung ist und nicht dem allgemeinen
Standard entspricht). Vor allem iiberzeugt CellDesigner mit der Moglichkeit ein Modell
graphisch zu definieren. Mit der Integration von SBML ODE Solver (SOSlib), Copasi und
SBW (Jarnac) konnen Modelle simuliert werden. Die Interaktionstechnik Animation wird
verwendet, um durch Auswahl von verschiedenen Parametern Schieberegler zu generieren.
Deren Verschiebung zwischen zwei Werten (Min und Max) ermdoglicht eine Anpassung der
Simulationsergebnisse (Kurven im Diagramm).

Die Anwendung Cellware [38] bietet wie CellDesigner die Moglichkeit biochemische
Modelle graphisch zu definieren, visualisieren und simulieren. Ebenso koénnen SBML
Modelle importiert und exportiert werden. Neben den deterministischen, stochastischen
und hybriden Algorithmen zur Simulation koénnen zusétzlich Parameterschétzungen
durchgefiihrt werden. Des Weiteren kann die Homologie von Stoffwechselwegen tiberpriift
werden. Analyseergebnisse werden in einem Report zusammengefasst, der sowohl Tabellen
als auch Diagramme beinhaltet.

Dizzy [123] wird als Simulationsprogramm fiir kinetische Modelle beschrieben und bietet
eine grofle Auswahl verschiedener deterministischer und stochastischer Losungsverfahren.
Mehrere Parameter ermoglichen eine vielfiltige Anpassung fiir die Simulation. Zur
Bestimmung der Parameter mit dem gréfiten Einfluss auf die Kinetik des Modells kann eine
Sensitivitatsanalyse durchgefiihrt werden. Dizzy ermoglicht SBML Modelle auszutauschen,
verfiigt aber tiber keine eigene Visualisierung. Modelle kénnen aber in Cytoscape visualisiert
werden.

Der SBMLSimulator [83] wird als effizienter und leicht verstdndlicher Simulator fiir
SBML Modelle beschrieben. Dieser interpretiert ein Modell als ein ODE System, welches
mit neun verschiedenen Solvern, durch numerische Integration, simuliert werden kann.
AuBerdem gibt es die Moglichkeit Parameter zu schitzen.

COPASI [71] ist ein Simulator fiir biochemische Modelle der zudem auch eine Vielzahl
von Analysen unterstiitzt (z. B. Steady-state Analyse und Parameterschitzungen). Modelle
konnen in SBML geladen und exportiert werden und die Simulation kann deterministisch
und stochastisch erfolgen. Wie CellDesigner verfiigt COPASI ebenfalls iiber eine Animation
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4 Evaluierung bestehender Ansétze zur metabolischen Modellierung

der Simulationsergebnisse, in Form einer Graphvisualisierung, dessen Knotenfarbe oder
-grofle sich entsprechend der Verédnderung der Metabolitkonzentration anpasst. Diese
Visualisierung ist aber nur moglich, wenn es Layoutinformationen im SBML gibt. COPASI
ist sehr gut dokumentiert und kompensiert somit die nicht sehr intuitive Bedienung.

4.2.2 Petri-Netz Modellierung

Die Petri-Netz Programme PIPE2, WoPed, Renew, Jarp, QPME, PeabraiN und Snoopy
werden verglichen, sieche Tabelle

Tabelle 4.2: Vergleich Petri-Netz Anwendungen.

Anwendung | PIPE2 ‘WDPED‘ Renew‘ larp | aPME ‘ PeabraiN ‘Snnupy

Austauschformate
Import X
SBML
Export X
Import X X X X X X
PNML
Export X X X X X X X
Visualisierung
SBGN
Graphvisualisierung X X X X X X X
Interaktiv X X X X

Graphintegration

Petri-Netz Modellierung

P/T X X X X X X s
Klasse
SPN X X X X
Iny. X X
Analyse
Err. X X X
Simulation X X X X X X X

Des Weiteren verfiigen BIOCHAM, iBioSim, SBW, Cytoscape und VANTED ebenfalls
iiber Petri-Netz Simulations- oder Analysemethoden, die in der Betrachtung der integrierten
Anwendung (siehe Abschnitt untersucht werden.

PIPE2 [40)] ist ein Computerprogramm zur Erstellung, Analyse und Simulation von
Petri-Netzen ((erweiterte)-P/T-Netze, (erweiterte) SPNs). Es unterstiitzt das Petri-Netz
Austauschformat PNML und ist durch seinen modularen Aufbau durch die Integration
von Modulen einfach erweiterbar. Es besitzt einen graphischen Editor und ist intuitiv zu
bedienen. Die Visualisierung der Analyseergebnisse erfolgt tabellarisch, die Simulation wird
animiert wiedergeben.

WoPed [43] wird hauptséchlich zur Bearbeitung, Verwaltung, Simulation und Analyse
von Geschéftsprozessmodellen (Workflow-Netzen) verwendet. Es ermoglicht aber auch
P/T-Netze zu nutzen. WoPeD besitzt einen grafischen Editor, eine animierte Simulation
ermoglicht die Erreichbarkeit zu analysieren und unterstiitzt den Awustausch von
Petri-Netzen durch PNML.

Renew [49] ist ein graphischer Editor und Simulator, der eine flexible Modellierung auf
Basis von Referenznetzen, P/T-Netzen und SPNs erméglicht.
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4 Evaluierung bestehender Ansétze zur metabolischen Modellierung

Jarp erlaubt die graphische Erstellung von P/T-Netzen, die zur Berechnung von
Invarianten und fiir die animierte Simulation verwendet werden kénnen.

Fiir sogenannte Warteschlangen-Petri-Netze stellt QPME [92] eine spezielle
Modellierungsumgebung bereit. Diese Petri-Netze sind eine Kombination aus
Warteschlangen-Netzwerken und SPNs. QPME unterstiitzt auch P/T-Netze und SPN.
Fiir biologische Anwendungen wurde QPMFE noch nicht verwendet. QPME ist aber zur
stochastischen Modellierung und Analyse fahig. Es besteht aus zwei Modulen, dem QPFE
(graphischer Editor) und dem Sim@QPN (effizienter Simulator).

Das Programm PeabraiN [127] basiert auf PIPE2. Es ist eine Sammlung von Modulen
fiir Leistungsschatzung und Ressourcenoptimierung in SPNs. Die stochastische Simulation
von Petri-Netzen hat PIPE2 der Entwicklung von PeabraiN zu verdanken.

Snoopy [68] ist eine Anwendung zur Erstellung und Simulation von diversen Petri-Netzen
(z.B. (erweiterte) P/T-Netze, (erweiterte) SPNs, TPNs, CPNs, HPNs), die auflerdem
ineinander umgewandelt werden konnen. Ein Editor ermoglicht die Konstruktion von
Petri-Netzen. Unter den hier verglichenen Petri-Netz Programmen ist Snoopy das
Einzige, welches u.a. SBML und PNML (nur Export) unterstiitzt. Es ermoglicht u. a.
deterministische als auch stochastische Simulationen.

4.2.3 Stochiometrische Modellierung

In der stochiometrischen Modellierung stehen GEMSiRV, Omix, YANA, SurreyFBA, SBRT
und BioOpt im Vergleich, siehe Tabelle

Auflerdem werden die Anwendungen OptFlux, BioSPICE, BioUML und VANTED, die
auch stochiometrische Analysen ermoglichen, im integrierten Vergleich in Abschnitt
erlautert.

GEMSiRV [103] ist ein Programm zur Rekonstruktion, Simulation und Visualisierung
metabolischer Modelle. Es unterstiitzt die Rekonstruktion metabolischer Modelle
durch die Moglichkeit eine Referenzdatenbank zu integrieren. Die Dead-end und
Gap-Finding Analysen unterstiitzen die Modellverfeinerung. Die meist verwendeten
optimierungsbasierten Methoden FFBA, RA, KA und FV A kénnen angewendet werden.
Zur Visualisierung werden die erhobenen Resultate in das Modell integriert, z. B. werden
die Flusswerte an die Reaktionknoten geschrieben und die Richtung des Flusses durch
zusétzliche Pfeile visualisiert.

Omiz [41] ermdglicht hochwertige Modellvisualisierungen und ist mit umfangreichen
Datenvisualisierungsfunktionen ausgestattet. Mit Hilfe von FBA— und EF M-Plugins
konnen Modelle analysiert und die FErgebnisse interaktiv exploriert werden. Zur
Visualisierung der EFM wird die Brushing & Linking Interaktionstechnik verwendet.
Flusswerte werden mittels Kantenskalierungen dargestellt. Weiterhin gibt es die Moglichkeit,
zeitabhéngige Daten zu animieren, die aus anderen Programmen stammen.

Die YANA [144] Computerprogramme erlauben Modelle tabellarisch zu definieren und
diese anschlieflend zu visualisieren. Modelle konnen mit FF BA, RA und EF M analysiert
werden und die Analyseergebnisse werden mittels Kantenskalierungen in das Modell
integriert. Zusétzlich ist es moglich, experimentelle Datensétze wie Genexpressions- oder
Enzymaktivitatsdaten, in der EF M zu verwenden.

SurreyFBA [54] wird zur Analyse und Visualisierung metabolischer Modelle verwendet.
Modelle werden tabellarisch erstellt oder bearbeitet und anschlieBend visualisiert.
Im Vergleich zu den untersuchten Anwendung beinhaltet SurreyFBA die meisten
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Tabelle 4.3: Vergleich stéchiometrischer Anwendungen.

Anwendung GEMSIRV | Omix | YANA| SurreyFBA | SBRT BioOpt
EFM-, SBML2BioOpt
Erweiterung FBA-
Plugin
Austauschformate
Import X X X X X X
SBML
Export X X X
Visualisierung
SBGN
Graphvisualisierung X X X X
Interaktiv X X
Graphintegration X X X X
Stachiometrische Modellierung
Dead-ends X X
Gap-Finding X X
FBA X X X X X X
RA X X X
KA X X X X
FVA X X X X
Met. Engineering
EFMVI X X X X X

Analyseverfahren. Die generierten Analyseergebnisse werden als Diagramme oder
numerische Werte in die Knoten des Modells integriert.

SBRT [168] ist die Abkiirzung fiir Systems Biology Research Tool. Die Anwendung stellt
verschiedenste Methoden zur Analyse von Modellen, wie FBA, FVA, KA und EFM
bereit. SBRT ist eine Kommandozeilen-Anwendung, die eine Vielzahl von verschiedenen
Dateien bendétigt, um Modelle analysieren zu konnen. Die Visualisierung eines Modells und
der Analyseergebnisse ist nicht mdoglich.

BioOpt [31] ist eine Kommandozeilen-Anwendung zur Analyse (FBA, KA, FVA
und EF M) von metabolischen Modellen. Es gibt keine Moglichkeit der Rekonstruktion,
Bearbeitung und Visualisierung von Modellen. Die erstellten Analyseergebnisse werden in
Form einer Textdatei exportiert.

4.2.4 Topologische Modellierung

Die Programme zur topologischen Modellierung BiologicalNetworks, Gephi, Visone und
CentiBiN werden hier verglichen, siche Tabelle

Des Weiteren verfiigen Cellware, OptFluz, Cytoscape und VANTED ebenfalls iiber
topologische Analysemethoden, die in der Betrachtung der integrierten Anwendung (siehe
Abschnitt , untersucht werden.

BiologicalNetworks [93] ist neben CentiBiN ein Netzwerkanalyseprogramm fiir biologische
Netzwerke. Es verarbeitet als einziges Programm in diesem Vergleich SBML Dateien. Ein
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Tabelle 4.4: Vergleich topologischer Anwendungen.

Anwendung Biological Networks ‘ Gephi ‘ Visone ‘ CentiBiN
Austauschformate
Import X
SBML
Export X

Visualisierung

SBGN
Graphvisualisierung X X X X
Interaktiv X X X
Graphintegration X X X X

Topologische Modellierung

Graphumwandlung

Zentralitdten X X X
Klrzester Weg X X
Statistik X X X X

graphischer Editor bietet die Moglichkeit, biologische Netzwerke zu erstellen und zu
bearbeiten. In der Netzwerkanalyse wird die Netzwerkstatistik erhoben und die kiirzesten
Wege analysiert. Weiterhin ist die Verwendung von experimentellen Daten zur Exploration
im Netzwerkkontext (z. B. Genexpressionsdaten) moglich.

Gephi [9] ist ein Netzwerkanalyseprogramm und {iberzeugt durch vielfaltige dynamische
Netzwerkvisualisierungen sehr grofier Netzwerke (20.000 Knoten). Neben der Analyse
der Netzwerkstatistik erlaubt Gephi Knotenzentralitdtsanalysen (BetweenessCentrality,
ClosenessCentrality, Eccentricity, PageRank, HITS) und die Berechnung kiirzester
Wege zwischen zwei Knoten.

Die Anwendung Visone [17] wird zur Analyse und Visualisierung sozialer Netzwerke
verwendet. Visone besitzt eine interaktive grafische Benutzeroberfliche und auf
soziale Netzwerke zugeschnittene Netzwerkvisualisierungen. Die Analysen basieren auf
Netzwerkstatistik und 12 verschiedenen Kantenzentralitaten. Analyseergebnisse werden
direkt in das Netzwerk integriert.

CentiBiN [78] ist ein Programm fiir die Berechnung und Exploration von Zentralititen
in biologischen Netzen. Es berechnet 17 verschiedene Zentralitaten fiir gerichtete oder
ungerichtete Netzwerke von lokalen (direkte Nachbarschaft), als auch globalen Messungen.
CentiBiN visualisiert die Verteilung zentraler Elemente im Netzwerk mit Hilfe der Brushing
& Linking Interaktionstechnik. Es ist der Vorgédnger des VANTED Addons CentiLib [64].

Zusammenfassung Die Anwendungen, welche spezialisiert flir einen
Modellierungsformalismus entwickelt wurden, beinhalten ein breites Spektrum von
Optionen fiir die spezielle Analyse. Zum Beispiel beinhaltet ein Programm zur kinetischen
Analyse, wie Copasi, eine Vielzahl veranderlicher Parameter, Losungsverfahren und
Analysemethoden. Jedes dieser Programme ist fiir diesen einen Formalismus ausgereift.
Soll ein metabolisches Modell mit verschiedenen Modellierungsformalismen untersucht
werden, wird die Installation unterschiedlicher Anwendungen notwendig. Der Nutzer
muss dafiir die Verwendung der verschiedenen Programme erlernen und sich an neue
Meniifiihrungen gew6éhnen. Manche Anwendungen visualisieren das zu analysierende Modell
auf unterschiedliche Weise und andere sehen ganz davon ab. Eine integrierte Anwendung,
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die modellzentriert ist und mehr als nur einen dieser Modellierungsformalismen unterstiitzt,
wirde vielfaltigere Analysen metabolischer Modelle in einem Computerprogramm
ermoglichen. Diese Anwendungen werden im folgenden Abschnitt verglichen.

4.3 Vergleich integrierter Modellierungsansatze

Neben den Anwendungen, die speziell fiir einen bestimmten Modellierungsformalismus
entwickelt wurden, gibt es immer mehr Computerprogramme, die verschiedene Formalismen
beinhalten. In Tabelle werden acht dieser Anwendungen verglichen.

Alle der aufgefiihrten Computerprogramme unterstiitzen unter anderem den Import und
Export von metabolischen Modellen definiert in SBM L (BioSpice nur den Import). Sie
erlauben mit Hilfe eines graphischen Editors Modelle zu erstellen und zu bearbeiten.

Zunachst werden die Anwendungen BIOCHAM und iBioSim eingefiihrt, die kinetische
als auch Petri-Netz Analysen ermdglichen. BIOCHAM [20] unterstiitzt mit dem integrierten
graphischen Editor die Entwicklung, Erweiterung, Korrektur, Reduzierung und Verkniipfung
metabolischer Modelle, visualisiert in SBGN. Auf der Petri-Netz Ebene werden P/T-Netze
unterstiitzt, die auf P-Invarianten untersucht werden konnen. Die kinetische Analyse
umfasst deterministische und stochastische Analysen, die weitreichend parametrisiert
werden konnen. Des Weiteren erlaubt BIOCHAM Parametersuche, Modelchecking und
statistische Analysen.

iBioSim [114] ist ein Computerprogramm zur Modellierung, Analyse und zum Entwurf
genetischer Schaltungen (engl. genetic circuits). Es konnen auch metabolische Modelle
verwendet werden. Die Analysen beinhalten die Simulation von P/T-Netzen sowie die
deterministische und stochastische kinetische Analyse mit geeigneter Parametrisierung.
Beiden Anwendungen BIOCHAM und iBioSim fehlen Interaktionstechniken zur
Exploration der Analyseergebnisse.

Die Kombination von stochiometrischer- und topologischer Modellierung erfiillt das
Programm OptFluzr [126] mit der Aktivierung seiner Erweiterungen FE fmdOptFluz,
Opt Knock4Opt Fluz, Celldesigner4OptFlux und TN A4Opt Flux. Metabolische Modelle
werden importiert, bearbeitet und exportiert. OptFluxr ermoglicht stéchiometrische
Analysemethoden, wie FBA, KA, FVA, Met.Engeneering und EFM anzuwenden.
Weiterhin werden topologische Analysemethoden, wie z. B. die Berechnung der kiirzesten
Wege und Zentralitdten (HITSHubs, HITSAuths, Closeness) angeboten und die
Modellstatistik erhoben.

BioSpice und BioUML unterstiitzen kinetische- und stochiometrische Modellierung.
Fin graphischer Editor ermoglicht in beiden Anwendungen die Konstruktion von
Arbeitsabldufen zur Analyse von Modellen. BioSpice [94] benétigt die Erweiterungen
Jarnac, Fluxor und MOMA und kann somit die stochiometrischen Analysemethoden F'BA
und Met.Engineering sowie deterministische und stochastische Simulationen durchfiihren.
Die Anwendung BioUML [90] visualisiert zudem die Modelle in SBGN und unterstiitzt
das SGBNML Austauschformat. Die Analysemethoden sind in BioUML vielfaltiger und
konnen besser parametrisiert werden.

Aufgrund der Erweiterbarkeit durch Plugins stellen die System Biology Workbench (SBW),
Cytoscape und VANTED bereits drei der vier Modellierungsformalismen bereit. SBW [12]
umfasst den gesamten Modellierungsablauf von der Rekonstruktion {iber Bearbeitung,
Simulation, Analyse und Visualisierung von Modellen durch die Aktivierung von Plugins.
Die beiden Plugins PKN2e und ISBLibrary erlauben den Austausch von Modellen im
Petri-Netz Austauschformat PNML und erméglichen quantitative Petri-Netz Analysen fiir
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Tabelle 4.5: Vergleich integrierter Anwendungen. Fufinoten: . erweiterte Petri-Netze, p nur
Platzinvarianten, , quadratische Optimierung.

Anwendung BIOCHAM | iBioSim OptFlux BioSPICE | BioUML SBW Cytoscape VANTED
EFM-, larnac, RoadRunner Centilib, Centilib,
OptKnock-, Fluxor, FBASEW CentiScaPe, FBASImVis,
Erweiterung CellDesigner-, |MOMA PKNZe BiMoM, Fern, |PetriNet,
TNA4OptFlux ISBLibrary CySBGN, SBGN-ED
larnac CySBML
Austauschformate
Import X X X X X X X X
SBML
Export X X X X X X X
Import X X
PNML
Export 4 4
Import 4 X 4
SBGNML
Export X X X

Visualisierung

SBGN X X X X
Graphvisualisierung 4 4 4 X 4 X X X
Interaktiv 4 X X
Graphintegration X

Kinetische Modellierung

Determ. X X X X X
Simulation
Stoch. E E X E E X
Parametrisierung 4 4 X
Petri-Netz Modellierung
BT x x M x
Klasse
SPN X X
Iriv. *a 4
Analyse
Err. E
Simulation X X X X
Stochiometrische Maodellierung
Dead-ends
Gap-Finding
FBA 4 X 4 4 *a
RA M
K i M
FVA X X
Met. Engineering 4 X
EFM E E
Topologische Moadellierung
Graphumwandlung X
Zentralitaten X X X
Kiirzester Weg 4 X 4
Statistik 4 X X
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erweiterte P/T-Netze und erweiterte SPNs. Die berechneten Analyseergebnisse werden
in Diagrammen zusammengefasst und konnen auch fiir jeden Zeitschritt im Petri-Netz
betrachtet werden (engl. Tokenflow). Ein weiteres Plugin ist FBASBW, welches Modelle in
SBGN visualisiert und die stochiometrischen Analysen FFBA und EF M unterstiitzt. Die
Analyseergebnisse werden durch Kantenskalierung im Modell reprasentiert. Zur kinetischen
Analyse (deterministische und stochastische Simulationen) in SBW dienen die Plugins
Jarnac und RoadRunner. Diagramme visualisieren die berechneten Ergebnisse. Des Weiteren
bietet SBW die Moglichkeit, verschiedene Matrizen des zu untersuchenden Modells direkt
zu analysieren und noch weitere kinetische Analysen durchzufiihren.

Leider sind die verschiedenen Plugins nicht direkt miteinander verbunden, deshalb
stellt SBW kein integriertes Computerprogramm dar. Es existiert z.B. kein
Hauptanwendungsfenster. Das Wechseln von einem Plugin zum anderen Plugin generiert
neue Fenster mit einer anderen Meniifithrung. Bereits importierte Modelle des einen Plugins
werden nicht automatisch in das neu gedfinete Plugin iibertragen. Ein flieBendes Vorgehen
wird daher nicht gewéahrleistet.

Im Gegensatz zu SBW sind Cytoscape [145] und VANTED integrierte Anwendungen zur
Visualisierung komplexer Netzwerke und deren integrierter Daten. Verschiedenste Plugins
erweitern die Funktionalitdt von Cytoscape fiir unterschiedliche Analysen, wie quantitative
Petri-Netz, kinetische und topologische Analysen. Ein und dasselbe Anwendungsfenster
wird nach und nach durch die Integration von Plugins erweitert. Das Fern Plugin ermoglicht
die quantitative Analyse von SPNs, die u. a. in SBML definiert sind. Die Analyseergebnisse
werden sowohl in Diagrammen zusammengefasst, als auch durch die Visualisierung der
schaltenden Reaktion im Modell dargestellt. Fern wird auch zur kinetischen Analyse
verwendet, um Modelle deterministisch und stochastisch zu analysieren. Die Plugins
CentiLib, CentiScaPe und BiNoM werden zur topologischen Analyse von Zentralitdten und
kiirzesten Wegen verwendet Die Modellstatistik wird bereitgestellt. Diese Mafle konnen
durch die Brushing & Linking Interaktionstechnik im Modell exploriert werden. Cytoscapes
CySBML und CySBGN Plugins erlauben aulerdem die Visualisierung von SBML Modellen
in SBGN.

Aufer der stochiometrischen Analyse erméglicht Cytoscape mit den vielen zur Verfiigung
stehenden Plugins (aktuell mehr als 200) vielfaltige Moglichkeiten der Modell Analyse und
Visualisierung. Obwohl Cytoscape als integriertes Programm erscheint, ist der Versuch, alle
benannten Plugins zur metabolischen Modellierung integriert zu verwenden, gescheitert.
Jedes der hier zu verwendenden Plugins wurde fiir eine spezielle Cytoscape Version
entwickelt, ist fiir diese verfiigbar und verifiziert. Das Plugin Fern ist nur fiir die Version 2.4
und CentiLib ist fiir die Version 2.6 geeignet. Von Version 2.7 bis Version 2.8 war BiNoM
verwendbar und CentiScaPe findet ab Version 2.8 Anwendung. Die zum Import/Export und
der Visualisierung notwendigen Plugins, wie CySBML und CySBGN stehen ab Version 2.8
zur Verfligung. Aufgrund dieser Versionsunterschiede ist bei der Evaluierung von Cytoscape
keine funktionsfahige, integrierte Anwendung entstanden. Konkret konnte z. B. Fern nicht
angewendet werden, wenn CySBML und CySBGN installiert waren. Die einzige Interaktion
der getesteten Plugins konnte zwischen CySBML und CySBGN beobachtet werden. Eine
Anpassung der erstellten Plugins fiir die neue Cytoscape Version 3 wiirde dieses Manko 16sen
und eine Basis fiir die gewiinschte integrierte Anwendung zur metabolischen Modellierung
darstellen.

Ahnlich zu Cytoscape ermdglicht das Visualisierungs- und Analysewerkzeug VANTED
(Visualization and Analysis of Networks containing Experimental Data) [128] unter anderem
die Erstellung von Netzwerken, die Integration verschiedener biologischer Datentypen und
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die Exploration dieser Daten im Kontext von Netzwerken. Zudem finden verschiedene
systembiologische Standards in der Visualisierung (SBGN) und dem Datenaustausch
Anwendung (z.B. SBML, PNML, SBGNML). Als offenes System bietet VANTED eine
Schnittstelle zur Erweiterung der Funktionalitdt durch Addons. Das CENTILIB Addon [64]
wird zur topologischen, das FBASIMVi1s Addon [62] zur stochiometrischen und das
PETRINET Addon [67] zur Petri-Netz Analyse verwendet. Die Visualisierung von SBML
Modellen in SBGN wird durch das SBGN-ED Addon [32] erzielt.

VANTED ermoglicht die Analyse (auer die kinetische Analyse) von Modellen, die
in spezifischen Formaten definiert sind. Im Gegensatz zu SBW und Cytoscape kommt
VANTED mit einem Anwendungsfenster und ohne Versionsunterschiede der Addons aus. Als
integrierte Anwendung zur metabolischen Modellierung fehlt VANTED die Implementierung
der kinetischen Analyse und die Integration der vier Modellierungformalismen. Damit
kann ein fliefender und interaktiver Ablauf zur metabolischen Modellierung mit einer
einheitlichen Visualisierung erzielt werden.

4.4 Erweiterte Anforderungen

Generell gibt es unter den Anwendungen und zugrunde liegenden Methodiken grofie
Unterschiede in der Aufbereitung der FErgebnisse. Eine einheitliche Visualisierung
fir alle Modellierungsformalismen ist empfehlenswert. Jedes der aufgelisteten
Computerprogramme hat eigene Starken und Schwéchen und ist entweder spezialisiert
auf einen dieser Formalismen oder umfasst mehrere. Durch Kombination verschiedener
Computerprogramme koénnen die Modellierungsformalismen zur metabolischen
Modellierung angewendet werden. Weiterhin konnen zusétzlich Visualisierungen
eingesetzt werden. Obwohl die Anwendungen SBW, Cytoscape und VANTED bereits drei
der vier geforderten Modellierungsformalismen unterstiitzen, wird die Integration und
Interaktion der moglichen Erweiterungen vermisst. Die Anforderungen an eine integrierte
Anwendung, die (1) kinetische, Petri-Netz, stochiometrische und topologische Modellierung,
(2) einheitliche Visualisierung (SBGN), (3) Analyseergebnisse im Kontext des Modells
und (4) Exploration durch Interaktionstechniken unterstiitzt, konnte in dieser Evaluierung
nicht ermittelt werden. Nach Dandekar und Koautoren [33] werden die Anforderungen,
Visualisierung und die Verwendung verschiedener Modellierungsformalismen als
Auswahlkriterien einer geeigneten Anwendung zur metabolischen Modellierung gesetzt. Die
folgenden Kapitel beschreiben die Entwicklung einer Methodik, die diese Anforderungen
erfillt (in Kapitel [5) und somit eine Realisierung in Form einer integrierten Anwendung
erméglicht (in Kapitel [6]).
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Die Systembiologie zieht ihren Vorteil aus Computerwerkzeugen und experimentellen Daten
aus Hochdurchsatztechnologien, um biologische Prozesse zu modellieren [106]. Verschiedene
Modellierungsformalismen werden bereits fiir metabolische Modelle verwendet, die auf
unterschiedliche Art und Weise den Metabolismus eines Organismus oder eines Ausschnittes
dessen abstrahieren. Unter anderem werden topologische, stochiometrische, Petri-Netz und
kinetische Modelle rekonstruiert (siehe Kapitel . Die Wahl des Modellierungsfomalismus
ist von den vorhanden detaillierten Experimentaldaten und dem Zweck, welchen das Modell
erfiillen soll, abhéngig. Die verschiedenen Formalismen werden von unterschiedlichen
Computerwerkzeugen unterstiitzt (siehe Kapitel |4 Tabelle 4.5)).

Zur Integration unterschiedlicher Modellierungsformalismen metabolischer Modelle wird
in diesem Kapitel eine Methodik erarbeitet. Vier etablierte Formalismen werden zur
integrativen Analyse metabolischer Modelle angewendet und bringen strukturelle und
dynamische Eigenschaften hervor, die ergénzende Erkenntnisse liefern. Zuséatzlich fiihrt
die visuelle Integration ermittelter Analyseergebnisse in entsprechende Elemente des
metabolischen Modells zur Kombination von Modellstruktur und -dynamik. Geeignete
Interaktionstechniken unterstiitzen die Exploration und Interpretation erhobener Ergebnisse
und fithren zu einem umfassenden Verstédndnis des zugrunde liegenden biologischen Systems.
Das Vorgehen in diesem Kapitel ist in Abbildung dargestellt und wird im Folgenden
erlautert.

Formalisierung Visualisierung

Abschnitt 5.1.2 l Abstrakter I Abschnitt 5.1.3
|Metabo|ismu:~‘.I > >I SBGN-PD I
Graph
—J LP—J Kinetische L}\
)
Met. Modell N Kinetischer Analysen [ Analyse-
Abschnitt 5.1 Graph ergebnisse

5 Kinetisches Petri-Netz | .
Modell Petri-Netz Analysen Analyse- ntegration
—_—> —
i i . Graph ergebnisse und
Abstraktion > Petri-Netz Ableitungen stichion. Visualisierung
Abschnitt5.1.1 Modell Abschnitt 5.2

— 5| Stochiom. Analysen [ Analyse- der Analyse-

> Stochiom. Graph ergebnisse ergebplsse

Modell . Abschnitt 5.3
Topologische

N Topologisches |, [Topologische Analysen
Modell Graphen ergebnisse

Abbildung 5.1: Struktur des Kapitels Methodik.

5.1 Metabolisches Modell

Zunéchst wird die Abstraktion vom Metabolismus anhand eines abstrakten metabolischen
Modells beschreiben und im Rahmen verschiedener Modellierungsformalismen erlautert.
Danach erfolgt die Formalisierung des metabolischen Modells unter Verwendung einer
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einheitlichen und erweiterbaren Datenstruktur. Abschliefend wird die standardisierte
Visualisierung des metabolischen Modells vorgestellt.

5.1.1 Abstraktion

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten metabolischen Modelle beschreiben verschiedene
topologische, stochiometrische, Petri-Netz und kinetische mathematische Modelle (siehe
Kapitel I zur Ubersicht). Diese unterschiedlichen mathematischen Beschreibungen werden
in ein abstraktes metabolisches Modell wie folgt tibertragen.

5.1.1.1 Strukturelle Beschreibung

Jedes dieser Modelle (aufler den speziellen topologischen Modellen, Metabolit- und
Reaktionsgraph, siehe Kapitel |3| Abschnitt besteht strukturell aus einer Menge von
Metaboliten und einer Menge biochemischer Reaktionen. Zwischen diesen beiden Mengen
existieren Beziehungen. Eine biochemische Reaktion muss darin mit mindestens einem
Metaboliten verbunden sein. Ein minimales metabolisches Modell besteht somit aus einer
Reaktion, verbunden mit einem Metaboliten (Substrat oder Produkt einer Reaktion).

Jeder Metabolit besitzt eine Lokalisation (z. B. Kompartiment einer Zelle) und kann
durch verschiedene Beziehungen in eine biochemische Reaktion als Substrat, Produkt
und/oder Inhibitor eingehen. Es ist moglich, dass ein Substrat oder Produkt gleichzeitig
auch Inhibitor einer biochemischen Reaktion ist. Es handelt sich dann um eine Substrat-
oder Produktinhibition. Eine biochemische Reaktion kann gleichzeitig durch ein Substrat
und ein Produkt inhibiert werden. Stochiometrische, Petri-Netz und kinetische Modelle
beinhalten zusétzlich Stochiometrien, die quantitative Beziehungen zwischen Substraten
und Produkten einer Reaktion angeben.

Des Weiteren kann eine biochemische Reaktion entweder irreversibel oder reversibel
sein, wobei diese Eigenschaft durch die jeweiligen Beziehungen zwischen Metaboliten
und Reaktionen festgelegt wird. Eine reversible Reaktion wird abhéngig vom
Reaktionsmechanismus, bereits von Substraten in der Riickreaktion und von Produkten
in der Hinreaktion, inhibiert. In der kinetischen Modellierung finden diese Inhibitionen
(impliziert durch die kinetische Ratengleichung) Verwendung.

Biochemische Reaktionen konnen spontan- oder enzymkatalysiert ablaufen oder den
Transport von Metaboliten iiber die Kompartiment-, als auch die Systemgrenze (Import,
Export) ibernehmen (Transportreaktionen). Die meisten Reaktionen eines metabolischen
Modells sind enzymkatalysiert, einige sind Transportreaktionen. Spontane Reaktionen
finden sehr selten statt.

Die verwendete Struktur eines abstrakten metabolischen Modells ist hiermit beschrieben.
Die Struktur eines speziellen topologischen Modells ist hingegen verschieden von der
hier erlauterten Struktur. Aber diese Metabolit- und Reaktionsgraphen konnen aus dem
abstrakten metabolischen Modell abgeleitet werden (siehe Kapitel [3| Abschnitt .
Diese Graphen bestehen aus entweder Metaboliten oder Reaktionen und Beziehungen
zwischen diesen. Somit bilden diese Graphen nicht die Basis der Strukturbeschreibung
eines abstrakten metabolischen Modells.

5.1.1.2 Funktionelle Beschreibung

Verschiedene Modellierungsformalismen erfordern zur Analyse zusétzlich die Integration
von detaillierten Informationen. Deshalb werden fir biochemische Reaktionen kinetische
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Ratengleichungen oder gewichtete stochastische Schaltraten definiert, die die quantitative
kinetische und Petri-Netz (eSPN) Analyse erlauben. Des Weiteren erhalten Metabolite
eine initiale Mengenangabe (Konzentration oder Molekiilanzahl), wobei zur Petri-Netz
Analyse zusatzlich eine Kapazitat der Metabolite angegeben werden kann, sodass eine
bestimmte Menge eines Metaboliten nicht tiberschritten werden darf. Zur stéchiometrischen
Analyse werden Einschrénkungen der Reaktionskapazitat (Flusskapazitét) erforderlich.
Dazu werden untere- und obere Schranken der Reaktionsraten (minimaler und maximaler
metabolischer Fluss einer Reaktion) festgelegt. Zudem wird eine Reaktion als Zielfunktion
festgelegt, die in der Optimierung verwendet wird.

Das abstrakte metabolische Modell ist mit allen notwendigen Informationen, um fir die
vier Modellierungsformalismen verwendbar zu sein, definiert. Im Folgenden wird nun die
Formalisierung dieses Modells erarbeitet.

5.1.2 Formalisierung

Die Formalisierung des abstrakten metabolischen Modells erfolgt in Form einer geeigneten
Datenstruktur, die die Beziehungen zwischen der Metabolit- und Reaktionsmenge darstellt.
Der Graphformalismus (siehe Kapitel [2| Abschnitt ist fiir diesen Zweck eine geeignete
Datenstruktur.

Voriiberlegung Es ergeben sich im Folgenden zwei mogliche Vorgehensweisen:

1. Erstellung von Datenstrukturen (spezielle Graphen) fiir den entsprechenden
Modellierungsformalismus, wobei jeder Graph einheitlich visualisiert wird.

2. Entwicklung einer einheitlichen Datenstruktur (abstrakter Graph), die das Ableiten
der speziellen Graphen fiir die verschiedenen Modellierungsformalismen erlaubt und
einheitlich visualisiert wird.

Zu 1.: Die erste Vorgehensweise bedarf der Definition von mindestens vier speziellen
Graphen. Zur kinetischen Modellierung eignet sich ein gerichteter, attributierter,
bipartiter Graph (Definition siehe Kapitel [2| Abschnitt , der durch reversible Kanten,
irreversible Kanten und Inhibitorkanten die Elemente der Metabolit- und Reaktionsmenge
verbindet. Zusatzlich werden Abbildungen benétigt, die den Reaktionsknoten kinetische
Reaktionsraten und den Metabolitknoten Konzentrationen zuordnen.

Die Petri-Netz Modellierung hingegen erfordert einen gerichteten, attributierten,
bipartiten Graphen, der nur irreversible Kanten und Inhibitorkanten beinhaltet. Hier
werden Abbildungen benétigt, die den Reaktionsknoten stochastische Schaltraten und den
Metabolitknoten Konzentrationen zuordnen.

In der stéchiometrischen Modellierung werden nur reversible und irreversible Kanten zur
Verbindung der beiden Knotenmengen Metabolite und Reaktionen verwendet. Zusatzlich
werden fiir Reaktionsknoten Abbildungen notwendig, die untere- und obere Schranken und
eine Zielfunktion zur Optimierung festlegen. Auch hier wird ein gerichteter, attributierter,
bipartiter Graph definiert.

Die topologische Modellierung verwendet hauptséachlich gerichtete, attributierte Graphen,
den Metabolit- oder Reaktionsgraphen. Diese unipartiten Graphen (siche Kapitel
Abschnitt besitzen entweder Metabolite oder Reaktionen, die miteinander verbunden
sind.
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Diese fiinf verschiedenen Graphen sind nicht isomorph zueinander (siehe Kapitel
Abschnitt [5.2). Es werden bipartite Graphen zur kinetischen, Petri-Netz und
stochiometrischen Modellierung verwendet und unipartite Graphen zur topologischen
Modellierung. Zudem gibt es Unterschiede zwischen den bipartiten Graphen. Der Petri-Netz
Graph verwendet nur irreversible Kanten und Inhibitorkanten. Der kinetische Graph
verwendet zusétzlich reversible Kanten und der stochiometrsiche Graph nutzt nur reversible
und irreversible Kanten.

Eine gegenseitige Umwandlung dieser Graphen ist ohne grofien Aufwand nicht moglich.
Es bedarf vieler verschiedener Ableitungen (vom kinetischen Graphen zum Petri-Netz
Graphen und umgekehrt). Eine einheitliche Visualisierung ist unter der Betrachtung der
topologischen Graphen (unipartite Graphen) nicht mdoglich.

Zu 2.: Die zweite Vorgehensweise ermoglicht die Verwendung einer einheitlichen
Datenstruktur, die abstrakter Graph genannt wird. Der abstrakte Graph ist ein gerichteter,
attributierter, bipartiter Graph, der eine einheitliche Visualisierung zulésst. Je nach Bedarf
wird eine Umformung in die speziellen Graphen (kinetischer, Petri-Netz, stochiometrischer
und topologische Graphen) vorgenommen, um die speziellen Analysen zu verwenden.
Die Visualisierung des metabolischen Modells bleibt dabei erhalten. Verschiedene
Analyseergebnisse werden in die einheitliche Visualisierung integriert und im Kontext
des metabolischen Modells, mittels Interaktionstechniken, exploriert. Diese Vorgehensweise
erfordert fiinf Ableitungen vom abstrakten Graphen zum 1) kinetischen Graphen, 2)
Petri-Netz Graphen, 3) stéchiometrischen Graphen, 4) topologischen Metabolitgraphen
und 5) topologischen Reaktionsgraphen. Eine weitere Ableitung vom abstrakten Graphen
zur einheitlichen Visualisierung wird durchgefiithrt. Weiterhin erlauben verschiedene
Datenzuordnungsfunktionen eine einheitliche Visualisierung der Analyseergebnisse im
metabolischen Modell.

Die zweite Vorgehensweise erfordert weniger Aufwand und ist ein genereller Ansatz. Der
abstrakte Graph kann um weitere Modellierungsformalismen erweitert werden. Zusétzliche
Analysen werden durch die Erweiterung der Attributmenge und das Hinzufiigen einer
zusétzlichen Ableitungsfunktion des abstrakten Graphen ermoglicht.

Abstrakter Graph Zunichst wird der abstrakte Graph, entsprechend der Anforderungen
in Abschnitt definiert. Ein abstrakter Graph eignet sich als einheitliche Datenstruktur,
welche die Speicherung und Ableitung von speziellen metabolischen Modellen (speziellen
Graphen) ermoglicht. Der abstrakte Graph G apstrakt = (M, R, K, A) ist ein gerichteter,
attributierter, bipartiter Graph. Dieser Graph besteht aus den beiden nicht-leeren, endlichen
Knotenmengen Metabolite M und biochemischen Reaktionen R eines metabolischen
Modells, wobei beide Mengen disjunkt sind, M N R = (). Zudem enthalt der abstrakte Graph
eine endliche Menge gerichteter Kanten K C (M x R)U (R x M) und eine endliche Menge
von Attributen A = {Typ, Stéchiometrie, Lokalisation, Bezeichner, Menge, Kapazitit,
Rate, Schranken, Zielfunktion}, die mit den im Folgenden definierten Abbildungen Knoten
und Kanten zugeordnet werden:

e Typ: K — {vi,pi,vr,pr,i} ordnet jeder Kante einen Typ (vi Verbrauch irreversibel,
pi Produktion irreversibel, vr Verbrauch reversibel, pr Produktion reversibel oder ¢
Inhibition) zu. Eine gerichtete Kante von einem Metaboliten zu einer Reaktion kann
vom Typ vi, vr oder i sein (d. h. Vk € (M x R) : Typ(k) = vivTyp(k) = vrVTyp(k) =
i). Verlauft eine gerichtete Kante von einer Reaktion zu einem Metaboliten, kann diese
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entweder vom Typ pi oder pr sein (d.h. Vk € (R x M) : Typ(k) = pi V Typ(k) = pr).
Reversible Kanten werden zur besseren Unterscheidung zu den irreversiblen Kanten
durch Doppelpfeile dargestellt, wobei die Hauptrichtung vom Substrat (verbrauchter
Metabolit) zum Produkt (produzierter Metabolit) durch eine schwarze Pfeilspitze
gekennzeichnet ist.

e Stochiometrie : K' — Ry ordnet jeder Kante vom Typ vi, vr, pi oder pr aus der
Menge K' = {k € K|=(Typ(k) = i)} eine reelle Zahl groBer als 0 (Stochiometrie) zu.

e Bezeichner : M U R — ¥* ordnet jedem Metaboliten und jeder Reaktion ein Wort
iiber dem Alphabet (Bezeichner) zu.

e Lokalisation : M — Y* ordnet jedem Metaboliten ein Wort iiber dem Alphabet
(Lokalisation) zu.

o Kapazitit : M — R>o U {oo} ordnet jedem Metaboliten eine nicht-negative reelle
Zahl (Kapazitét), die auch unbeschrinkt sein kann {oo}, zu.

e Menge : M — Ry ordnet jedem Metaboliten eine nicht-negative reelle Zahl
(Konzentration des Metaboliten) zu. Zudem muss diese Menge der Metabolite
kleiner oder gleich der Kapazitdt des Metaboliten sein, Ym € M : Menge(m) <
Kapazitat(m).

e Rate : R — {{h,j}, h,j,{}} ordnet jeder Reaktion eine kinetische Ratengleichung
j € J aus der Menge aller Reaktionskinetiken oder eine nicht-negative reelle Zahl
(stochastische Schaltrate) h € R>q oder die leere Menge {} zu.

e Schranken : R — (min,max) mit min,max € R>o und min < max ordnet
jeder Reaktion ein geordnetes Paar nicht-negativer reeller Zahlen (untere und obere
Schranke) zu. Die untere Schranke muss kleiner oder gleich der oberen Schranke sein.

e Zielfunktion : R — {0,1}, mit Vr,*/ € R : Zielfunktion(r) = 1 A
Ziel funktion(r') = 1 = r = r/ ordnet jeder Reaktion einen Wert 0 oder 1 zu,
wobei nur eine Reaktion den Wert 1 (Zielfunktion fiir die Optimierung) erhélt.

Des Weiteren seien die folgenden Bedingungen erfiillt:

Fiir alle Reaktionen r € R gilt: 1) es existiert mindestens eine eingehende und eine
ausgehende Kante (wobei die eingehende Kante nicht vom Typ ¢ ist) und 2) wenn eine
eingehende oder ausgehende Kante vom Typ reversibel (irreversibel) ist, dann sind alle
eingehenden und ausgehenden Kanten reversibel (irreversibel). Mit dieser Regel ist eine
Reaktion entweder mit reversiblen oder irreversible Kanten verbunden und keine Mischung
dieser.

Zwischen einem Metaboliten m € M und einer Reaktion r € R konnen maximal zwei
gerichtete Kanten k, ¥’ € K unterschiedlichen Typs existieren. Wenn zwei Kanten k& und
k" m mit r verbinden, dann ist T'yp(k) = vi und der Typ(k’) = i. In diesem Fall kann ein
Metabolit Substrat als auch Inhibitor einer Reaktion sein, um eine Substratinhibition der
Reaktion bei zu hoher Substratkonzentration (siehe Abschnitt darzustellen.

Verbindet eine Kante k& 7 mit m und eine weitere Kante k' m mit r, dann ist k£ vom Typ
pi und der Typ von k' ist 7. Hier handelt es sich um eine Produktinhibition. Der Metabolit
ist Produkt und gleichzeitig Inhibitor einer Reaktion. Bei reversiblen Reaktionen sind diese
beiden Inhibitionen bereits durch den Reaktionsmechanismus vorgegeben und werden an
dieser Stelle nicht explizit formuliert.
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Auflerdem seien die folgenden Mengen definiert. Die Kantenmenge K wird abhéngig
vom Typ Attribut aus drei Teilmengen gebildet: K = K; U K;,. U K,.. Die Teilmenge der
Inhibitorkanten ist K; = {k € K|Typ(k) = i}, die Teilmenge der irreversiblen Kanten ist
K, ={k € K|Typ(k) = vi vV Typ(k) = pi} und die Teilmenge der reversiblen Kanten ist
K, ={k € K|Typ(k) = vr vV Typ(k) = pr}. Die Menge der Metabolite M besteht aus einer
Teilmenge von Metaboliten M,,, die in Reaktionen entweder verbraucht oder produziert
werden My, ={m e M|3r € R: (m,r) € K,V (m,r) € K;;}U{m’ € M|3r € R: (r,m’) €
K,V (r,m') € K;}.

Des Weiteren besitzt der abstrakte Graph Datenzuordnungsfunktionen zn und zg zur
Integration struktureller und dynamischer Analyseergebnisse in Knoten und Kanten (siehe
Abschnitt .

Aufgrund der Definition des abstrakten Graphen entsteht eine Datenstruktur, die in
Form eines Graphen aus den in Abbildung dargestellten Grundelementen besteht.

a) Exportreaktion irreversibel reversibel ( d) Reaktion

W’E @ __vr ,El irreversibel reversibel
Vi i vr r
b) Importreaktion irreversibel reversibel @—VIE'—LVQA) @ —>|E| —Lb@
=) (=)
Vi . vr
¢) Inhibition @\A : Py @ \E T
irreversibel reversibel _—Y
) - Vi vr
I i

orroloRurio m
S=aEe Srm g Eamny

Ty 50 @D
OO0 “@_ﬁﬁ@@ E?@)

Abbildung 5.2: Datenstruktur des abstrakten metabolischen Modells: bipartiter, attributierter,
gerichteter Graph. Dieser abstrakte Graph reprasentiert a) Export- und b) Importreaktionen, c)
Inhibition von Reaktionen und d) verschiedene Reaktionen (links irreversibel, rechts reversibel).
Die Bestandteile des Graphen sind Metabolitknoten (runde Symbole, Bezeichner M) und
Reaktionsknoten (eckige Symbole, Bezeichner R) verbunden durch gerichtete Kanten (Linien), die
verschiedene Symbole an den Endpunkten besitzen (Pfeil an einem oder beiden Endpunkten). Zudem
erhalten die Kanten Attribute u.a. das Typ Attribut (vi/vr = ir-/reversibler Verbrauch, pi/pr =
ir- /reversible Produktion, ¢ = Inhibition). Reversible Kanten werden zur besseren Unterscheidung
zu den irreversiblen Kanten durch Doppelpfeile dargestellt, wobei die Hauptrichtung (vom Substrat
zum Produkt) durch die schwarze Pfeilspitze gekennzeichnet ist.

5.1.3 Visualisierung

Die einheitliche Datenstruktur des metabolischen Modells, der abstrakte Graph,
erlaubt spezielle Datenstrukturen (spezielle Graphen) abzuleiten. Diese speziellen
Graphen ermoglichen verschiedene Modellierungsformalismen anzuwenden. Die graphische
Reprasentation metabolischer Modelle kann fiir jeden Modellierungsformalismus verschieden
sein. Eine einheitliche Visualisierung wird unabhéngig von dem Grad enthaltener Details
mittels SBGN [100] erreicht (ausfiihrliche Erlduterung siehe Kapitel [2] Abschnitt [2.3.3.1)).
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Aufgrund der Definition eines abstrakten Graphen (siehe Abschnitt , wird eine
einheitliche Visualisierung trotz Verwendung verschiedener Modellierungsformalismen
moglich. Die zwei attributierten Knotenmengen Metabolite M und biochemische Reaktionen
R sowie die durch Attribute definierte Menge gerichteter Kanten K kénnen in SBGN-PD
standardisiert visualisiert werden. In SBGN-PD gibt es u. a. eine Knotenmenge entity pool
nodes, die verschiedene graphische Symbole (engl. glyphs) fiir unterschiedliche Objekte
enthalt, wie z. B. das Symbol simple chemical fiir Metabolite. Eine weitere Knotenmenge
process nodes enthalt verschiedene Symbole zur Darstellung unterschiedlicher Prozesse, wie
z. B. das Symbol process fiir biochemische Reaktionen. Die Kantenmenge in SBGN-PD
wird connecting arcs genannt. Kanten verbinden u. a. Elemente der Menge entity pool
nodes mit Elementen der Menge process nodes und umgekehrt. Verschiedene Symbole an
den Endpunkten einer Kante veranschaulichen die Beziehung zwischen diesen Elementen.
Zum Beispiel kann ein simple chemical durch die Kante consumption mit einem process
und dieser wiederum durch die Kante production mit einem weiteren simple chemical
verbunden sein. Ein Metabolit wird somit in einer Reaktion in einen anderen Metaboliten
umgewandelt, siche Abbildung a).

a) simple simple b) L .
chemical chemical cardinality inhibition
process J_
O—0—® O=o—0
consumption production

Abbildung 5.3: Visualisierung in SBGN-PD: a) irreversible biochemische Reaktion, b) inhibierte
irreversible biochemische Reaktion mit der Angabe eines stochiometrischen Koeffizienten ( cardinality)
des Metaboliten S.

Die Ableitung des abstrakten Graphen G apsirakt = (M, R, K, A) in eine SBGN-PD
Visualisierung erfolgt nach folgendem Schema:

e Elemente der Menge Metabolite m € M werden in Form von simple chemicals €
entity pool nodes visualisiert.

o Elemente der Menge Reaktionen » € R werden in Form von process € process nodes
visualisiert.

e Die gerichteten Kanten k € K zwischen Metaboliten und Reaktionen und umgekehrt
werden aufgrund der Typ Attribute verschieden visualisiert:

— Kanten vom Typ Verbrauch irreversibel vi werden zu consumption €
connecting arcs,

— Kanten vom Typ Produktion irreversibel pi werden zu production €
connecting arcs,

— Kanten vom Typ Verbrauch reversibel vr werden zu production €
connecting arcs in umgekehrter Richtung,

— Kanten vom Typ Produktion reversibel pr werden zu production €
connecting arcs,

— Kanten vom Typ Inhibition ¢ werden zu inhibition € connecting arcs, siehe
Abbildung b).
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e Das Kanten Attribut Stéchiometrie wird in Form der cardinality einer Kante
visualisiert, siche Abbildung [5.3] b).

e Das Metabolit Attribut Lokalisation wird zu einem neuen Symbol dem compartment,
der als Container die Menge der Metabolite enthélt. Die Lokalisation der Reaktionen
ist vom compartment unabhéngig. Eine Reaktion kann sich innerhalb, auflerhalb
oder auf der Begrenzung des compartments befinden.

e Die Import- oder Exportreaktionen werden in SBGN-PD mit einem zusétzlichen
Symbol source and sink € entity pool nodes visualisiert, sodass beiderseits eines
process Knotens Metabolite vorhanden sind.

e Das Knoten Attribut Bezeichner wird in Form des labels den Knoten hinzugefiigt.

Insgesamt entsteht eine einheitliche Visualisierung fiir den abstrakten Graphen, der das
metabolische Modell reprasentiert, siche Abbildung

a) Irrever5|ble Reaktionen d) Reversible Reaktionen
CGpbstrakt SBGN-PD Cabstrakt SBGN-PD

%)@—»@ %>w@ %?@L@ %W@
(D, — () Q/Dp@\ EFONO) O,
O & TR e @ @
@—»K% @—K% O E”@ @HK:%

b) Inhibition irreversibler Reaktionen e) Inhibition reversibler Reaktionen

G Abstrakt @ SBGN-PD@ G pbstrakt SBGN-PD
<ZHW@ O—0| @-t=0 @ HP;
@p@—y@ @5\:'_,@) ( f) Exportreaktionen (oben irreversibel, unten reversibel)
i GAl':strakt SBGN-PD
Ol @—0—
D) @—DQ@ o=n W—0—
i i L )
@ﬁ —[—> ( g) Importreaktionen (oben irreversibel, unten reversibel) )
Vi |

G Abstrakt SBGN-PD

c) Lokalisation SBGN-PD i
compartment @ @ @
=0 @
Abbildung 5.4: Visualisierung des abstrakten Graphen in SBGN-PD (links abstrakter Graph, rechts
entsprechende SBGN-PD Visualisierung): a) Irreversible Reaktionen, b) Inhibition irreversibler
Reaktionen, ¢) Lokalisation (compartment) der Metabolitknoten (Zugehorigkeit durch Farbung

gekennzeichnet), d) Reversible Reaktionen, e) Inhibition reversibler Reaktionen, f) Exportreaktionen
(oben irreversibel, unten reversibel) und g) Importreaktionen (oben irreversibel, unten reversibel).
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Die an dieser Stelle verwendete SBGN-PD Symbolmenge beschreibt einen kleinen Teil
des Moglichen. Im Prinzip konnen zur Visualisierung von weiteren Details oder fiir die
Repréasentation von unspezifizierten Molekiilen und Reaktionen weitere Symbole verwendet

werden (siehe Kapitel [2| Abschnitt [2.3.3.1)).

5.2 Ableitung spezieller Modelle zur Analyse

5.2.1 Kinetisches Modell

Ein dynamisches metabolisches Modell wird als kinetisches Modell bezeichnet, wenn
Reaktionsmechanismen durch detaillierte kinetische Informationen (Ratengleichungen,
Parameter und Metabolitkonzentrationen) beschrieben sind.

5.2.1.1 Graph

Das kinetische Modell wird in Form eines kinetischen Graphen G inetik, aus dem abstrakten
Graphen G apsirakt, abgeleitet. Der kinetische Graph Gginetiv = (Mg, Rg, K, Ag) ist
ein gerichteter, attributierter, bipartiter Graph. Die beiden endlichen Knotenmengen
bestehen aus Metaboliten Mg sowie Reaktionen Ryg und sind disjunkte Mengen,
My N Ry = (. Weiterhin enthalt dieser Graph eine endliche Kantenmenge gerichteter
Kanten Kx C (Mg X Rg) U (Rg X Mg) und eine endliche Menge von Attributen
Ax = {Typ, Gewicht, Lokalisation, Bezeichner, Menge, Rate}. Der G inetir entspricht
aufler einigen Attributen bereits dem G apgiraki, S0dass die Ableitung des G ginetik aus
G ppstrakt Wie folgt durchgefihrt wird:

o My = S die Menge der Metabolite in Gginerir entspricht der Menge der Metabolite
in GAbstrakt;

e Ry = R die Menge der Reaktionen in G ginetir €ntspricht der Menge der Reaktionen
in GAbstrakta

e Ky = K die Menge der Kanten in Ggjperir entspricht der Menge der Kanten in
GAbstrakta

o Ax C A die Menge der Attribute in G inerir, entspricht einer Teilmenge der Attribute
in Gapstrakt, Ax = {Typ, Stochiometrie, Lokalisation, Bezeichner, Menge, Rate},
wobei die Rate nur aus der Menge der Reaktionskinetiken .J oder der leeren Menge {}
(im Falle keine Reaktionskinetik oder nur stochastische Schaltrate wurden vergeben)
besteht.

Diese Ableitung resultiert in keinen strukturellen Unterschieden zwischen kinetischem
Graph und abstrakten Graphen, aber die abgeleitete Attributmenge ist geringer.

5.2.1.2 Analysen

In der kinetischen Analyse metabolischer Modelle (Details siche Kapitel [3| Abschnitt
wird der kinetische Graph in gewohnliche Differentialgleichungen (ODEs) {ibersetzt. Diese
ODFEs werden fiir jeden Zeitschritt mit den aktualisierten Metabolitkonzentrationen geldst.
Das Ergebnis der kinetischen Analyse sind Metabolitkonzentrationen und Reaktionsraten
iiber die Zeit.
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5.2.2 Petri-Netz Modell

Metabolische Modelle konnen auch in Form eines Petri-Netzes reprasentiert werden.
Petri-Netze ermoglichen metabolische Modelle strukturell als auch dynamisch zu betrachten.

5.2.2.1 Graph

Der bereits in Kapitel [3| Abschnitt eingefithrte erweiterte Petri-Netz Formalismus
(fiir ePNs und eSPNs) kann in Form eines Petri-Netz Graphen G petri—Netz aus G apstrakt
abgeleitet werden. Hier liegt der Schwerpunkt in der Aufspaltung reversibler Reaktionen in
eine irreversible Hin- und eine irreversible Riickreaktion, da Petri-Netze keine reversiblen
Reaktionen beinhalten.

Der Graph G petri—nNetz = (Mp, Rp, Kp, Ap) ist ein gerichteter, attributierter, bipartiter
Graph, der aus den beiden endlichen Knotenmengen Metabolite Mp und Reaktionen
Rp eines metabolischen Modells besteht, wobei beide Mengen disjunkt sind, Mp N
Rp = (. Zudem enthélt ein Petri-Netz Graph eine endliche gerichtete Kantenmenge
Kp C (Mp x Rp) U (Rp X Mp) und eine endliche Menge von Attributen A =
{Typ, Stiochiometrie, Lokalisation, Bezeichner, Menge, Kapazitit, Rate}. Diese
Mengen werden aus dem abstrakten Graphen wie folgt abgeleitet:

e Mp = M die Menge der Metabolite in Gpetri—Net» entspricht der Menge der
Metabolite in G apsiraki-

e Rp = R U Rppey, die Menge der Reaktionen in Gpetri—nNet. entspricht der
Menge der Reaktionen in Gapsirakt und zusatzlichen Reaktionsknoten. Denn
reversible Reaktionen werden in je eine irreversible Hin- und eine irreversible
Riickreaktion umgewandelt, siche Abbildung [5.5] Dabei wird jeder Reaktionsknoten
einer reversiblen Reaktion (r, auch Ursprungsreaktion genannt) zur Hinreaktion
und ein neuer Reaktionsknoten zur Riickreaktion (rye,) hinzugefiigt. Die Menge
der Riickreaktionsknoten Rpe, ist wie folgt definiert: Rp ey, = {rpneu|3r € R :
((m,r) € K,V (r,m') € K,.))Am,m' € M}. Zusétzlich wird den neuen Riickreaktionen
die Rate der Ursprungsreaktionen und deren Bezeichner mit zusatzlichem Vermerk
(") zugeordnet.

o Kp = K; UK; U Kppe, die Menge der Kanten in Gpegri—net. entspricht den
Kantenteilmengen K und K; des G gpsirake und einer Menge zuséatzlicher Kanten
Kp ey Aufgrund der Umwandlung reversibler Reaktionen werden fiir die Hin- und
Riickreaktionen irreversible Verbrauchs- (Kp,;) und Produktionskanten (Kpy;) als
auch Inhibitionskanten (K p;) der Kantenmenge hinzugefiigt: Kp pey, = Kppi UKppi U
Kp;, sieche Abbildung

Abhéngig von den reversiblen Ursprungsreaktionen r werden die Kantenteilmengen
wie folgt gebildet: Die Teilmenge der Verbrauchskanten der Hin- und Riickreaktion
ist Kpyi = {(m,r) € K;/lm € M Ar € Ry U{(m,rpnes)|3r € R : (r,m/) €
K, Am' € M}, die der Produktionskanten ist Kp,; = {(r,m') € K,|m' € M Ar €
R}U{(rppeu,m)|3r € R : (m,r) € K,Am € M} und die Inhibitionskanten werden mit
der Teilmenge Kp; = {(m",rppeu)|Ir € R: (m",r) € K; A ((m,r) € K, V (r,m’) €
K,) Am,m/,m" € M} reprasentiert.

Den Kanten der Teilmenge Kp,; wird der Typ vi, denen der Teilmenge Kp,; der

Typ pi und denen der Teilmenge Kp; wird der Typ ¢ zugeordnet. Weiterhin werden
den Kanten der Teilmengen Kp,; und Kpy;, die mit dem Riickreaktionsknoten
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verbunden sind ((m/, 7ppey) und (7ppeu, m)), die Stochiometrien der entsprechenden
Ursprungskanten ((r,m’) und (m,r)) zugeordnet.

e Ap C A die Menge der Attribute in G pesri— Net» entspricht einer Teilmenge der
Attribute in Gapstrakt, Ap = {Typ, Stochiometrie, Lokalisation, Bezeichner,
Menge, Kapazitat, Rate}, wobei die Rate nur eine stochastische Schaltrate oder
die leere Menge {} (wenn keine stochastische Schaltraten oder nur kinetische
Ratengleichung vergeben wurden) ist.

N

b) Reversible Export- (oben) und Importreaktionen (unten
G

a) Reversible Reaktionen GPetri Netz
GAbstrakt G

O8O OB O = o

o =@ 0@

c) Inhibition reversibler Reaktionen
@ \IE /'@ Cbstrakt Gpetri-Netz
O l%@ | A
i
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Abstrakt Petri-Netz
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Abbildung 5.5: Ableitung reversibler Reaktionen des abstrakten Graphen (links) in irreversible
Hin- und Riickreaktionen des Petri-Netz Graphen (rechts): a) Reversible Reaktionen, b) Reversible
Export- (oben) und Importreaktionen, ¢) Inhibition reversibler Reaktionen. Es werden neue
Kantentypen gesetzt (blaue Farbung) und weitere irreversible Kanten (vi, pi) und Reaktionsknoten
(R’) hinzugefiigt (griine Farbung).

5.2.2.2 Analysen

Die Analyse von Petri-Netzen erfolgt je nach Definition qualitativ oder quantitativ im
zugehorigen metabolischen Modell (siehe Kapitel |3| Abschnitt fiir Details).

Die qualitative Analyse basiert auf der Umformung des Petri-Netz Graphen in ein
lineares Gleichungssystem. Die Losung dessen resultiert in P- und T-Invarianten, die
bestimmte Metabolite (Platze) und Reaktionen (7ransitionen) als invariant ermitteln.
Des Weiteren kann der Erreichbarkeits- bzw. Uberdeckungsgraph (bei unbeschrankten
Petri-Netzen) berechnet werden. Die Knoten beschreiben die Zusténde des Petri-Netzes
(Metabolitkonzentrationen) und die Kanten den Zustandsiibergang (Durchfithrung einer
Reaktion).

Zur quantitativen Petri-Netz Analyse (stochastische Simulation) werden Zufallszahlen
mit dem Gewicht der Reaktionen zu einer Schaltwahrscheinlichkeit verrechnet. Ein
Schritt im Petri-Netz entspricht somit der Durchfithrung einer Reaktion mit der héchsten
Wahrscheinlichkeit und der daraus resultierenden aktualisierten Metabolitkonzentrationen.
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Fiir jeden Simulationsschritt wird dieser Prozess durchlaufen. Das FErgebnis der
stochastischen Simulation sind Metabolitkonzentrationen und Reaktionsraten iiber die
Anzahl der Simulationsschritte.

5.2.3 Stochiometrisches Modell

Ein metabolisches Modell ohne Dynamik ist ein stéchiometrisches Modell. An dieser Stelle
werden die regulatorischen Effekte durch Enzyme und Inhibitoren nicht betrachtet, weil
fiir dieses Modell kinetische Informationen keine Verwendung finden (siehe Kapitel

Abschnitt [3.2)).

5.2.3.1 Graph

Ein gerichteter, attributierter, bipartiter Graph Ggischiometrie bildet dieses Modell
wie folgt ab: Gsischiometrie = (Mg, Rs,Kg, Ag) besteht aus den beiden endlichen
Knotenmengen Metabolit Mg und Reaktionen Rg, wobei beide Mengen disjunkt sind:
Mg N Rs = (). Weiterhin enthéalt dieser Graph eine endliche gerichtete Kantenmenge
Kg C (Mg x Rg) U (Rs x Mg) und eine endliche Menge von Attributen Ag =
{Typ, Stochiometrie, Lokalisation, Bezeichner, Schranken, Zielfunktion}. Der
Graph Ggischiometrie kann wie folgt aus dem abstrakten Graphen G apstrart abgeleitet
werden:

e Mg = M,, die Menge der Metabolite in G stschiometrie €ntspricht einer Teilmenge der
Metabolite in G gpstrakt- Es werden nur die Metabolite in Ggischiometrie Ubertragen,
die durch Verbrauchs- und Produktionskanten mit Reaktionen verbunden sind. Somit
werden die mit Inhibitionskanten verbundenen Metabolite, die in Reaktionen nicht
zuséatzlich verbraucht oder produziert werden, ausgeschlossen.

e Rg = R die Menge der Reaktionen in Ggischiometrie €ntspricht der Menge der
Reaktionen in G gpstrakt-

e K¢ = K; UK, die Menge der Kanten in Ggschiometrie €ntspricht einer Teilmenge
der Kanten in G gpsrart- Es werden alle eingehenden und ausgehenden Kanten von
Reaktionen abgeleitet, die nicht vom Typ Inhibition sind.

e Ag C A die Menge der Attribute in Ggischiometrie €ntspricht einer Teilmenge

der Attribute in G apstrakt, As = {T'yp, Stochiometrie, Lokalisation, Bezeichner,
Schranken, Ziel funktion}, siche Abbildung

5.2.3.2 Analysen

Die stochiometrische Analyse untersucht das metabolische Modell zum einen
strukturell mit der Dead-End Analyse und zum anderen mit optimierungsbasierten
Methoden wie Gap-Finding, Flussbilanzanalyse (F'BA), Flussvariabilitdtsanalyse (F'V A),
Robustheitsanalyse (RA) und Knockout-Analyse (K A) (Details Kapitel [3| Abschnitt [3.4)).

Zur strukturellen Analyse wird der stochiometrische Graph in eine stochiometrische
Matrix umgeformt, die untersucht wird. Das Ergebnis dieser Dead-FEnd Analyse besteht
aus bestimmten Metaboliten die im Modell unverbunden sind.

Fir die optimierungsbasierten Methoden wird der stdchiometrische Graph in ein
lineares Gleichungssystem umgeformt, welches durch Optimierung gelést wird. Die
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Abbildung 5.6: Ableitung von inhibierten Reaktionen des abstrakten Graphen (links) in Reaktionen
ohne Inhibition des stdchiometrischen Graphen (rechts). Inhibitionskanten und die zugehorigen
Metabolitknoten (rote Farbung) werden nicht abgeleitet, wenn diese nicht gleichzeitig mit anderen
Kantentypen an Reaktionen teilnehmen.

Gap-Finding Analyse ermittelt bestimmte Metabolite funktionell: nicht produzierbare,
nicht verbrauchbare und davon abhéngige Metabolite. Die Ergebnisse der F'B A entsprechen
einer Flussverteilung (metabolitabhéngige Flusswerte). Die F'V A bestimmt den minimal
und maximal moglichen Flusswert von Reaktionen. Resultierende Analyseergebnisse der
RA sind Sensitivitatskurven und die Ergebnisse der K A Sensitivitatswerte.

5.2.4 Topologische Modelle

Ein metabolisches Modell kann rein strukturell, in Form aller bisher definierter Graphen,
topologisch analysiert werden. Die am haufigsten verwendeten Formen zur topologischen
Analyse sind die beiden unipartiten Graphen, Metabolit- und Reaktionsgraph (siche Kapitel
Abschnitt , die in dieser Arbeit als topologische Modelle bezeichnet werden. Diese
unipartiten Graphen werden durch die Projektion auf eine der beiden Knotenmengen von
G apstrakt (M oder R) erstellt.

5.2.4.1 Graphen

Metabolitgraph Der Metabolitgraph G pretaporit = (Mar, Kar, Apr) ist ein gerichteter,
attributierter, unipartiter Graph, bestehend aus einer nicht-leeren, endlichen Knotenmenge
Metabolite und einer endlichen Menge gerichteter Kanten Ky C (Mpys x Mps). Weiterhin
enthélt der Graph eine endliche Menge von Attributen Ay, = {Lokalisation, Bezeichner}.
Diese Mengen werden wie folgt vom abstrakten Graphen G apstrqak: abgeleitet:
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o My = M,, die Menge der Metabolite in G pretaporit €ntspricht einer Teilmenge der

Metabolite in G gpstrart- Es werden nur die Metabolite in G pjetaporst iibertragen, die
durch Verbrauchs- und Produktionskanten mit Reaktionen verbunden sind. Somit
werden die mit Inhibitionskanten verbundenen Metabolite, die in Reaktionen nicht
zuséatzlich auch verbraucht oder produziert werden, ausgeschlossen.

Ky = {(m,m)|Fr € R: (((m,r) € K, A (r,m) € K,.) V ((m,r) € Ki A\ (r,m/) €
Ki)) Am,m' € M}yU{(m',m)|3r € R: (m,r) € K, A (r,m') € K, Am,m' € M}
die Menge der Kanten in Gajetaporic verbinden Metabolitknoten miteinander, die
in Reaktionen des abstrakten Graphen verbraucht und produziert werden, siehe

Abbildung

Die Ableitung von z.B reversiblen Reaktionen des G apsirake €rgibt antiparallele
Kanten zwischen den Metabolitknoten, die zur Ubersichtlichkeit (Reduktion von
Kanten und Uberschneidungen) durch Doppelpfeile dargestellt werden. Eine
Hauptrichtung (vom Substrat zum Produkt wie im abstrakten Graphen) wird nicht
angegeben. Diese Unterscheidung kann nach der Ableitung nicht nachvollzogen
werden, wenn z. B. mehrere Reaktionen ein und dieselben Metabolite wechselseitig
verbrauchen und produzieren.

Existieren in G gpsrakt Import- oder Exportreaktionen, deren Metabolite nicht
mit weiteren Reaktionen verbunden sind, resultiert die Ableitung des G pretapolit
in unverbundenen Metabolitknoten.

Apr C A ist die Menge der Attribute in Gaeraporic und entspricht einer Teilmenge
der Attribute in G apstrakt; Arr = {TYPneu, Lokalisation, Bezeichner}.

Reaktionsgraph Der Reaktionsgraph GRreaktion = (Rr,Kgr,AR) ist ein gerichteter,
attributierter, unipartiter Graph, bestehend aus einer nicht-leeren, endlichen Knotenmenge,
Reaktionen Rp und einer endlichen Menge gerichteter Kanten Kr C (Rr X Rg). Weiterhin
enthélt der Graph eine endliche Menge von Attributen Arp = {Bezeichner}. Der
Reaktionsgraph wird wie folgt vom abstrakten Graphen G apstrake abgeleitet:

e Rp = R entspricht der Menge der Reaktionen in G apstrakt-

e Kp die Menge der Kanten in G geartion verbinden Reaktionsknoten, die iiber einen

gemeinsamen Metaboliten miteinander verbunden sind, siehe Abbildung Die
Kantenmenge Kr = Kgr, U Krp U K. wird aus drei Teilmengen gebildet, die
aufgrund der Betrachtung von jeweils zwei aufeinanderfolgenden Reaktionen und
deren gemeinsamen Metaboliten abgeleitet werden. Die Teilmenge Kg , bildet Kanten,
die im abstrakten Graphen von einem Reaktionsknoten r zu einem Metabolitknoten
s zu einem anderen Reaktionsknoten r’ verlaufen: Kr, = {(r,r")|[3m € M : (r,m) €
Kir A Typ((r,m)) = pi A (m,7") € Ky A Typ((m,r")) = vi Ar,r’ € R}, siehe
Abbildung |5.8[a) oben.

Die Teilmenge Kpr; bildet antiparallele Kanten, die entstehen wenn zwei
Reaktionsknoten im abstrakten Graphen iiber einen gemeinsamen Metabolitknoten
entweder durch zwei reversible Kanten oder einer reversiblen und einer irreversiblen
Kante verbunden sind:
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f a) Irreversible Reaktionen b) Reversible Reaktionen
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Abbildung 5.7: Ableitung des abstrakten Graphen (links) in den Metabolitgraphen (rechts): a)
Irreversible Reaktionen, b) Reversible Reaktionen und c) Export- (oben) und Importreaktionen
(unten). Reaktionsknoten, Kanten und Metabolitknoten, die mit einer Inhibitionskante mit der
Reaktion verbunden sind (rote Farbung), werden nicht abgeleitet. Es werden gerichtete Kanten
zwischen den verbleibenden Metabolitknoten hinzugefiigt (griine Farbung). Antiparallele Kanten
werden durch Doppelpfeile gekennzeichnet.

Krp = {(r,7)|3m € M : (((r,m) € Kiy A (m,r'") € K;) V ((r,m) € K, A (m,r") €
Kip)V ((rym) € K, A (m,r") € K;)) Ar,r" € RFU{(r',r)|Fm € M : (((r,m) € Kir A
(m,r") € K.)V((r,m) € K, AN(m,r") € K )V((r,m) € K, A(m,r") € K,.))Ar,7" € R},
siche Abbildung |5.8/a) Mitte.

Die Teilmenge Kpr,. bildet antiparallele Kanten, die entstehen wenn zwei
Reaktionsknoten im abstrakten Graphen iiber einen gemeinsamen Metabolitknoten,
entweder durch zwei irreversible Verbrauchs- oder zwei irreversible Produktionskanten
verbunden sind: Kr, = {(r,r")][3m € M : (((r,m) € Ki A Typ((r,m)) =
vi A (m, ') € Ky A Typ((m,r")) =vi) VvV ((r,m) € Kiy ATyp((r,m)) =pi A (m,r’") €
Ky NTyp((m,r")) = pi))Ar,r" € R}U{(r',r)|Fm € M : (((r,m) € Kix ANTyp((r,m)) =
vi A (m, 1) € Ky A Typ((m,r")) =vi) V ((r,m) € Ki ATyp((r,m)) =pi A (m,r') €
K AN Typ((m,r")) = pi)) Ar,r" € R}, siche Abbildung [5.8) a) unten.

Die antiparallelen Kanten der Teilmengen Kgj und Kg . werden zur Ubersichtlichkeit
(Reduktion von Kanten und Uberschneidungen) durch Doppelpfeile dargestellt.

Existieren in G apstrakt Reaktionen, deren Metabolite nicht mit weiteren Reaktionen
verbunden sind, resultiert die Ableitung des Gpgegkiion in unverbundenen
Reaktionsknoten, siche Abbildung b).
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e Ap C A ist die Menge der Attribute in G gegition und entspricht einer Teilmenge der
Attribute in G apstrakt, Av = {Bezeichner}.

a) Kombinierte Reaktionen rb) Einzelreaktionen
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Abbildung 5.8: Ableitung des abstrakten Graphen (links) in den Reaktionsgraphen (rechts): a)
Kombinierte Reaktionen und b) Einzelreaktionen. Metabolitknoten und Kanten (rote Férbung)
werden nicht abgeleitet. Es werden gerichtete Kanten zwischen den verbleibenden Reaktionsknoten
hinzugefiigt (griine Farbung). Antiparallele Kanten werden durch Doppelpfeile gekennzeichnet.

5.2.4.2 Analysen

Metabolische Modelle werden topologisch durch die Umformung des Metabolitgraphen
oder Reaktionsgraphen in eine Adjazenzmatrix untersucht. Die topologische Analyse der
kiirzesten Wege zwischen zwei Knoten resultiert in Teilgraphen oder den untersuchten
Graphen selbst. Die Zentralitdtsanalyse mit den verschiedenen Zentralitdtsmaflen resultiert
in einer geordneten Liste von Zentralitatswerten. Eine detaillierte Erlduterung der
topologischen Analysen befindet sich in Kapitel 3| Abschnitt

5.2.5 Zusammenfassung der Analyseergebnisse

Die bereits im vorherigen Abschnitt vorgestellten Analysen der verschiedenen
Modellierungsformalismen stellen einen Ausschnitt vieler moglicher Analysemethoden
dar. Weiterfiihrende Analysemethoden verschiedener Modellierungsformalismen in der
Systembiologie werden von Machado und Koautoren [106] vorgestellt. In dieser Arbeit liegt
der Fokus auf typische Analysemethoden metabolischer Modellierungsformalismen. Deren
zugehorige Analyseergebnisse werden im Folgenden zusammengetragen, in Datentypen
kategorisiert und den Elementen des abstrakten Graphen zugeordnet, sieche Tabelle
Die erhobenen Analyseergebnisse konnen in zwei Datentypkategorien eingeteilt werden:
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Tabelle 5.1: Zusammenfassung typischer Analysemethoden und entsprechende Analyseergebnisse,
die in Datentypen kategorisiert und den Graphelementen (Metabolitknoten (M), Reaktionsknoten
(R), Kanten (K)) des abstrakten Graphen zugeordnet werden. Fufinoten: ; Analyseergebnisse die
Hin- und Riickreaktionsknoten im Petri-Netz betreffen, werden den entsprechenden reversiblen
Reaktionsknoten des abstrakten Graphen zugeordnet, o Analyseergebnisse zu Kanten im Metabolit-
und Reaktionsgraphen werden verschiedenen Kanten und Knoten des abstrakten Graphen zugeordnet.

. Ghbstrakt
Modellu?rungs Typische Analysemethoden Analyseergebnisse Datentypen
formalismus mlrlK
Kinetische Kinetische Analvse Metabolitkonzentration und Vektor zeitabhangiger, x| x
Modellierung Y Reaktionsraten lUber die Zeit |numerischer Werte
Invariantenanalyse P- und T-Invarianten Vektor numerischer Werte | x1 | x1
Petri-Netz Erreichbarkeitsanalyse e Graph X1 | x4
Modellierung Uberdeckungsgraph
Quantitative Analyse Metabolitkonzentration und Vektor schrittabhangiger 1 | x
(stochastisch) Reaktionsraten iiber Schritte |numerischer Werte HH
Stéchiometrische Analyse Dead-Ends Knoten X
Gap-Finding |Gaps Knaten X
FBA Flussverteilung Vektor numerischer Werte X
Stdéchiometrische o Vektor flusswert-
Modellierung | Optimierungs- g Sensitivitatskurve abhangiger numerischer X
basierte Analyse Werte
KA Sensitivitatswert Vektor numerischer Werte X
FVA Min/Max Flusswerte von Vektor numerischer X
Reaktionen Wertepaare
Topologische Zentralitatsanalyse Zentralitatswerte Vektor numerischer Werte | x | x
Modellierung Analyse kiirzester Wege Kirzester Weg Graph X2 | X2 | X2

Vektoren numerischer Werte und Graphelemente. Beide Datentypkategorien werden zur
modellintegrierten Visualisierung entsprechenden Graphelementen (Metabolitknoten (M),
Reaktionsknoten (R) und Kanten (K)) des abstrakten Graphen zugeordnet:
1. Analyseergebnisse beziiglich Metaboliten werden Metabolitknoten zugeordnet:
e Metabolitkonzentrationen iiber die Zeit und Schritte,
e P-Invarianten,
e Gaps und Dead-Ends,
e Zentralititswerte und kiirzeste Wege (beziiglich der Analyse des
Metabolitgraphen)
2. Analyseergebnisse beziiglich Reaktionen werden Reaktionsknoten zugeordnet:
e Reaktionsraten iiber die Zeit und Schritte,

e T-Invarianten,

Sensitivitatskurven,

Sensitivitatswerte,

Min/Max Flusswerte,

Zentralitatswerte und kiirzeste Wege (beziiglich der Analyse des
Reaktionsgraphen).
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3. Analyseergebnisse beziiglich der Kombination von Metaboliten und Reaktionen
werden den Kanten zugeordnet:

e Flussverteilung

Die Formalisierung dieser Datenzuordnung und deren Visualisierung wird im néachsten
Abschnitt erldutert.

5.3 Integration und Visualisierung der Analyseergebnisse

Fin metabolisches Modell reprasentiert als abstrakter Graph wird durch die
Ableitungen in spezielle Graphen mit verschiedenen Modellierungsformalismen analysiert.
In dieser Arbeit liegt der Fokus auf typischen Analysemethoden metabolischer
Modellierungsformalismen, die strukturelle und dynamische Eigenschaften des Modells
erfassen (weiterfithrende Analysemethoden in der Systembiologie werden in [I06] vorgestellt).
Diese Analyseergebnisse werden im Folgenden mittels Datenzuordnungsfunktionen in die
einheitliche Visualisierung des abstrakten Graphen integriert.

5.3.1 Datenzuordnungsfunktionen

Die Modellierungsformalismen verwenden spezielle Graphen zur Analyse. Deshalb bedarf es
der Definition von Datenzuordnungsfunktionen, die die Integration der Analyseergebnisse in
Graphelemente (Metabolitknoten (M), Reaktionsknoten (R), Kanten (K')) des abstrakten
Graphen vornehmen.

5.3.1.1 Datenzuordnungsfunktion fiir numerische Werte

Die numerischen Werte der Vektoren (nv € NV') werden mit der Datenzuordnungsfunktion
zn den Graphelementen (Metabolitknoten (M), Reaktionsknoten (R) und Kanten (K))
zugeordnet zn : M,R,K — NV. Ein Vektor kann aus numerischen Werten (z.B.
P-Invariante), Wertepaaren (z. B. Min/Max Flusswerte von Reaktionen) und zeit-, schritt-
und flusswertabhéngiger numerischer Werte (z. B. Metabolitkonzentrationen iiber die Zeit
oder Schritte und Sensitivitdtskurven) zusammengesetzt sein.

5.3.1.2 Datenzuordnungsfunktion fiir Graphelemente

Einige Analysen resultieren in Graphelementen, die dem abstrakten Graphen zugeordnet
werden. Die Erreichbarkeitsanalyse im Petri-Netz Modellierungsformalismus resultiert
in einem Erreichbarkeits-/Uberdeckungsgraphen (kurz EG oder UG), deren Knoten
alle erreichbaren Zustadnde eines Petri-Netzes, ausgehend von einer Anfangsmarkierung,
darstellen. Ein Zustand ist die Markierung des Petri-Netzes, die nach einer Schaltabfolge
von Transitionen erreicht wird. Die Kanten zwischen den Zustanden im EG oder UG
entsprechen den Transitionen des Petri-Netzes, die schalten, um von einem Zustand in den
néchsten zu gelangen. Ubertragen auf das metabolische Modell entspricht ein Zustand der
aktuellen Konzentrationen aller Metabolite, die nach Durchfiihrung von biochemischen
Reaktionen entstehen. Die Integration der Metabolitkonzentrationen (beschrieben durch
Knoten des EG oder UG), welche numerischen Werten entsprechen, erfolgt iiber die
Verwendung der Datenzuordnungsfunktion zn (Abschnitt , wobei den entsprechenden
Metabolitknoten (M) im abstrakten Graphen die zugehérige Konzentration zugeordnet
wird.
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Die Integration von Graphelmenten der speziellen Graphen auf Graphelemente des
abstrakten Graphen erfolgt tiber die Datenzuordnungsfunktion zg : M, R, K — M, R,, K,
wobei x Platzhalter fiir P Petri-Netz, S Stochiometrie, K Kinetik, M Metabolit oder R
Reaktion ist.

Diese Datenzuordnungsfunktion wird bei der Integration der FErgebnisse der
Erreichbarkeitsanalyse verwendet, um Reaktionsknoten des Petri-Netz Graphen
(beschrieben durch Kanten des EG oder UG) in Reaktionsknoten des abstrakten Graphen zu
integrieren: zg : R — Rp. Zu beachten ist, dass aufgrund der Aufspaltung von reversiblen
Reaktionsknoten vom abstrakten Graphen, in Hin- und Riickreaktionsknoten des Petri-Netz
Graphen beide Knoten in den dazugehorigen Reaktionsknoten in G gpstrqrt integriert werden.

Die stochiometrische und Gap-Finding Analysen der stochiometrischen Modellierung
resultieren in einer Menge von Metabolitknoten. Die Menge der Metabolitknoten des
stochiometrischen Graphen ist eine Teilmenge der Metabolitknotenmenge im abstrakten
Graphen. An dieser Stelle wird die Datenzuordnungsfunktion zg : M — Mg verwendet,
um die Metabolitknoten des stéchiometrischen Graphen denen des abstrakten Graphen
zuzuordnen.

Die Analyse des kiirzesten Weges der topologischen Modellierung generiert kiirzeste
Wege (Teilgraphen oder die speziellen Graphen (Metabolit- oder Reaktionsgraph) selbst).
Die resultierende Menge Metabolit- oder Reaktionsknoten ist eine Teilmenge der Knoten
im abstrakten Graphen. Die Zuordnung dieser Knoten von den speziellen Graphen, in den
abstrakten Graphen erfolgt unter Verwendung der Datenzuordnungsfunktion zg, die im
Fall des Metabolitgraphen in Form von zg : M — Mj; und im Fall des Reaktionsgraphen in
Form von zg : R — Rp definiert ist.

Die Menge der resultierenden Kanten der topologischen Analyse ist verschieden von
den Kanten im abstrakten Graphen und wird entsprechend der folgenden Vorschrift
zugeordnet: Eine Kante, die Analyseergebnis vom Metabolitgraphen (Reaktionsgraphen)
ist und sich zwischen zwei Metabolitknoten (Reaktionsknoten) befindet, wird allen
Kanten im abstrakten Graphen zugeordnet, die sich zwischen denselben beiden
Metabolitknoten (Reaktionsknoten) befinden. Demzufolge wird eine Kante des Metabolit-
oder Reaktionsgraphen mehreren Kanten des abstrakten Graphen zugeordnet, mindestens
einer (ir-)reversiblen Verbrauchskante und einer (ir-)reversiblen Produktkante. Die
Zuordnung der Kanten erfolgt durch die Datenzuordnungsfunktion: zg : K — Ky
(zg : K — Kp), sodass eine Kante des Metabolitgraphen (Reaktionsgraphen) k € Kyr
(k € Kg) mehreren Kanten K des abstrakten Graphen zugeordnet werden kann.

Nachdem die vielfaltigen Analyseergebnisse den entsprechenden Graphelementen
des abstrakten Graphen zugeordnet sind, erfolgt eine anschlieBende modellintegrierte
Visualisierung dieser Resultate.

5.3.2 Visualisierung

FEine interaktive und dynamische Visualisierung der verschiedenen Analyseergebnisse
erfolgt in der einheitlichen und standardisierten Représentation des abstrakten Graphen.
Geeignete Visualisierungen erméglichen eine intuitive und einfache Interpretation der
Analyseergebnisse und Interaktionstechniken erlauben die Exploration struktureller und
dynamischer Eigenschaften metabolischer Modelle. Anhand des in Kapitel [2] und Kapitel
vorgestellten metabolischen Beispiel Modells werden im Folgenden die Visualisierungen der
Ergebnisse unterschiedlicher Modellierungsformalismen zum einen unabhéngig voneinander
und zum anderen integriert dargestellt.
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5.3.2.1 Kinetische Modellierung

Die kinetische Analyse ermittelt fiir jeden Metaboliten und jede Reaktion des
metabolischen Modells zeitabhéangige, numerische Werte: die Metabolitkonzentrationen
und Reaktionsraten. Die Analyseergebnisse werden in einem Diagramm zusammengefasst,
welches die Metabolitkonzentrationen und Reaktionsraten iiber die Zeit veranschaulichen.
Eine zusatzliche Moglichkeit der modellintegrierten Visualisierung wird durch die Integration
der einzelnen Kurvenverldufe in die entsprechenden Knoten des abstrakten Graphen realisiert.
Ein Metabolitknoten erhalt somit die Konzentrationsverteilung der Metabolite iiber die Zeit
und ein Reaktionsknoten die entsprechende Reaktionsrate tiber die Zeit, siche Abbildung[5.9
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Abbildung 5.9: Visualisierung der Analyseergebnisse der kinetischen Analyse am Beispiel
eines kleinen metabolischen Modells in SBGN-PD. Das Modell besteht aus einer Import- RO,
einer Exportreaktion R4, zwei irreversiblen R1, R3 und einer reversiblen Reaktion R2 sowie
drei Metaboliten A, B, C'. Reversible Reaktionen werden durch Doppelpfeile dargestellt, wobei
die Hauptrichtung (vom Substrat zum Produkt) durch die schwarze Pfeilspitze gekennzeichnet
ist. Integrierte Diagramme der Metabolitkonzentrationen und Reaktionsraten iiber die Zeit
sind das Ergebnis der kinetischen Analyse (links). Die verwendeten Parameter (rechts):
Massenwirkungskinetiken mit den kinetischen Ratenkonstanten fiir die Reaktionen R0— R4 (k0—k4),
den Metabolitkonzentrationen [A], [B], [C], der Zeitspanne 0 — 200 s und der Schrittweite 0,1 s der
Simulation.

5.3.2.2 Petri-Netz Modellierung

Die Petri-Netz Analyse eines metabolischen Modells resultiert in schrittabhéngigen,
numerischen Werten, den Metabolitkonzentrationen und Reaktionsraten. Ebenso wie
die Diagramme der kinetischen Analyse (Abschnitt werden die Ergebnisse der
Petri-Netz Analyse als zusammenfassendes Diagramm und in Form einer modellintegrierten
Visualisierung (einzelne Diagramme pro Knoten) dargestellt (nicht gezeigt).

Die qualitative Petri-Netz Analyse besteht aus der Invarianten- und der
Erreichbarkeitsanalyse. Die Invariantenanalyse erhebt P- und T-Invarianten, die in Tabellen
fiir die jeweilige Menge der P- und T-Invarianten zusammengefasst werden. Die Integration
der verschiedenen P- bzw. T-Invarianten in die Knoten des abstrakten Graphen erfolgt
durch die Interaktionstechnik Brushing & Linking (siehe Kapitel [2/ Abschnitt . Das
Linking verkniipft die Eintrége (Zeilen) der Invariantentabelle (je Zeile eine Invariante)
mit der visuellen Darstellung des abstrakten Graphen. Die Auswahl einer Invariante fithrt
zur Visualisierung dieser im abstrakten Graphen durch Brushing. In Abbildung ist die
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T-Invariantentabelle mit selektierter T-Invariante dargestellt, die im abstrakten Graphen
durch die Integration der numerischen Werte in den Knoten visualisiert wird.

s Ol e O il 1
R2 T-Invarianten
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Abbildung 5.10: Visualisierung der Analyseergebnisse der Petri-Netz Invariantenanalyse am
Beispiel eines kleinen metabolischen Modells in SBGN-PD. Das Modell besteht aus einer Import-
RO, einer Exportreaktion R4, zwei irreversiblen R1, R3 und einer reversiblen Reaktion R2 sowie
drei Metaboliten A, B, C. Reversible Reaktionen werden durch Doppelpfeile dargestellt, wobei die
Hauptrichtung (vom Substrat zum Produkt) durch die schwarze Pfeilspitze gekennzeichnet ist.
Die Invariantenanalyse resultiert in drei T-Invarianten (rechts), wobei die erste T-Invariante
in die Reaktionsknoten integriert visualisiert ist (links, Schaltrate in Magenta unten in den
Reaktionsknoten).

Die Erreichbarkeitsanalyse resultiert in der Erstellung eines Erreichbarkeits- oder
Uberdeckungsgraphen (im Fall eines unbeschrankten metabolischen Modells). Diese
Graphen reprasentieren Zustdnde (Knoten) des metabolischen Modells nach einer
Abfolge von Reaktionen (Kanten). Ein Zustand enthélt Metabolitkonzentrationen, die
durch das Ausfithren einer Reaktionen in einen anderen Zustand mit verdnderten
Metabolitkonzentrationen tiberfithrt wird. Die Interaktionstechnik Brushing & Linking
verkniipft hier die Knoten und Kanten des Erreichbarkeits- oder Uberdeckungsgraphen mit
den Metabolit- und Reaktionsknoten des abstrakten Graphen. Wird im Erreichbarkeits-
oder Uberdeckungsgraphen ein Knoten ausgew#hlt, werden die entsprechenden
Metabolitkonzentrationen in den Metabolitknoten des abstrakten Graphen visualisiert.
Die Auswahl einer Kante im Erreichbarkeits- oder Uberdeckungsgraphen resultiert in der
Visualisierung eines Reaktionsknotens im abstrakten Graphen.

5.3.2.3 Stochiometrische Modellierung

Die stochiometrische Analyse eines metabolischen Modells erfolgt zum einen strukturell
und zum anderen optimierungsbasiert. Die stochiometrische Dead-End Analyse, also
auch die optimierungsbasierte Gap-Finding Analyse, resultiert in Metabolitknoten. Diese
Metabolitknoten werden im abstrakten Graphen entsprechend deren Kategorien visualisiert.
Die Dead-End Metabolite und die davon abhéngigen Metabolite, die nicht produziert oder
verbraucht werden, erhalten eine bestimmte Farbung.

Die folgenden Ausfithrungen zur Visualisierung sind der Dissertation von
Grafahrend-Belau entnommen und kénnen in [60] nachgelesen werden. Die Flussverteilung
der Flussbilanzanalyse (FBA) entspricht der Kombination von Metaboliten und Reaktionen.
Zur Visualisierung der numerischen Flusswerte werden die Kantenbreiten im abstrakten
Graphen skaliert, sieche Abbildung
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Abbildung 5.11: Visualisierung der Analyseergebnisse der optimierungsbasierten Analyse (FBA)
am Beispiel eines kleinen metabolischen Modells in SBGN-PD. Das Modell besteht aus einer Import-
RO, einer Exportreaktion R4, zwei irreversiblen R1, R3 und einer reversiblen Reaktion R2 sowie
drei Metaboliten A, B, C. Unter Maximierung der Zielfunktion R4 (rechts, gFBA) wird die FBA
durchgefiihrt. Die Skalierung der Kantenbreiten visualisiert die Flussverteilung integriert in das
Modell (links).

Maximierung
Zielfunktion

Zusétzlich konnen Parameter schrittweise variiert werden, sodass die davon abhiangigen
Flussverteilungen entsprechend der gewahlten Schrittweite dynamisch angepasst werden.
Somit entsteht eine Animation.

Die weiteren optimierungsbasierten Analysen resultieren in Ergebnissen, die in
den Reaktionsknoten des abstrakten Graphen, integriert visualisiert werden. Die
Sensitivitatskurven als Resultat der Robustheitsanalyse (RA) werden in Form von
Kurvendiagrammen, die Sensitivitatwerte (Resultat der Knockout-Analyse, KO) und
die minimalen und maximalen Flusswerte (Resultat Flussvariabilitdtsanalyse, FVA) werden
als Balkendiagramme in den Reaktionsknoten visualisiert.

5.3.2.4 Topologische Modellierung

Die topologische Analyse kiirzester Weg eines metabolischen Modells resultiert in Graphen,
deren Knoten und Kanten mittels einer Auswahl der entsprechenden Graphelemente des
abstrakten Graphen visualisiert werden.

Die verschiedenen Zentralitatsanalysen generieren geordnete Listen von
Zentralitatswerten. Die Interaktionstechnik Brushing & Linking verkniipft die
Zentralitatswerte mit den entsprechenden Knoten des abstrakten Graphen. Wird ein Wert
oder Knoten ausgewahlt, erfolgt die Visualisierung, siche Abbildung

Integration verschiedener Analyseergebnisse Neben der Visualisierung der
unterschiedlichen Analyseergebnisse nacheinander, ist auch eine integrierte Visualisierung
moglich, sieche Abbildung

Diese Integration ermoglicht die strukturellen und dynamischen Eigenschaften eines
metabolischen Modells resultierend aus verschiedenen Formalismen im Kontext des
Modells visuell zu untersuchen. Besonders im Fall unzureichender Experimentaldaten zur
detaillierten Beschreibung der Reaktionsmechanismen jeder Reaktion des metabolischen
Modells ist diese Integration von Vorteil. Ist z. B. ein Stoffwechselweg im Modell mit
kinetischen Reaktionsmechanismen und Parametern versehen und andere Stoffwechselwege
nicht, kann die kinetische Analyse fiir diesen Stoffwechselweg vorgenommen werden.
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Abbildung 5.12: Visualisierung der Analyseergebnisse der topologischen Zentralitdtsanalyse
(Shortest-Path Betweenness, SPB Zentralitiat) am Beispiel eines kleinen metabolischen Modells in
SBGN-PD. Das Modell besteht aus einer Import- R0, einer Exportreaktion R4, zwei irreversiblen
R1, R3 und einer reversiblen Reaktion R2, sowie drei Metaboliten A, B, C. Der Knoten mit dem
grofiten SPB Zentralitdtswert (R1) ist in der Ergebnistabelle ausgewéhlt (rechts unten) und
wird im Modell und im entsprechenden Reaktionsgraphen, der Grundlage dieser Analyse ist, mit
entsprechender Auswahl dargestellt (rechts oben).
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Die Ergebnisse werden dann in das Modell integriert. Damit die nicht detailliert, kinetisch
beschriebenen Stoffwechselwege dennoch quantitativ analysiert werden koénnen, wird
z. B. die Petri-Netz Analyse durchgefiihrt. Diese bedarf der Angabe von stochastischen
Schaltraten und kann die fehlenden kinetischen Ergebnisse approximieren.
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Abbildung 5.13: Integrierte Visualisierung der Analyseergebnisse am Beispiel eines kleinen
metabolischen Modells in SBGN-PD. Das Modell besteht aus einer Import- R0, einer Exportreaktion
R4, zwei irreversiblen R1, R3 und einer reversiblen Reaktion R2 sowie drei Metaboliten A, B, C.
Reversible Reaktionen werden durch Doppelpfeile dargestellt, wobei die Hauptrichtung (vom
Substrat zum Produkt) durch die schwarze Pfeilspitze gekennzeichnet ist. Diagramme in den
Metabolit- und Reaktionsknoten resultieren aus der kinetischen Analyse. Die Schaltrate in den
Reaktionsknoten (linke unterer Ecke in pink) zeigt eine T-Invariante als Resultat der Petri-Netz
Invariantenanalyse. Skalierte Kantenbreiten stellen das Ergebnis der gFBA unter Maximierung
der Zielfunktion R4 dar. Der grofite SPB Zentralitdtswert aus der topologischen Analyse des
Reaktionsgraphen wird durch Markierung des Reaktionsknoten R1 visualisiert.
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Ebenso kann die Flussbilanzanalyse unter Angabe einer Zielfunktion verwendet werden,
um durch die berechnete Flussverteilung im Modell das Verhalten des modellierten
biologischen Systems abzuleiten. Weitere strukturelle Eigenschaften kénnen durch die
topologische Analyse (z. B. Zentralitdtsanalyse) hervorgebracht werden. Weiterhin ist es
empfehlenswert ein bereits detailliert quantitativ beschriebenes metabolisches Modell,
unter Verwendung zusétzlicher Modellierungsformalismen, aus weiteren Perspektiven
zu analysieren. Die sich ergidnzenden Analyseergebnisse und auch die Integration von
Analyseergebnissen in anderen Formalismen zur weiterfiihrenden Analyse unterstiitzen die
Interpretation der strukturellen und dynamischen Eigenschaften des Modells.

5.4 Zusammenfassung
In der erarbeiteten Methodik, siehe Abbildung konnte gezeigt werden, dass

qualitative und quantitative metabolische Modelle in einer einheitlichen und erweiterbaren
Datenstruktur abgebildet werden kénnen.

a) Formalisierung b) Visualisierung c) Ableitungen d) Integration
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Abbildung 5.14: Zusammenfassung der Methodik. Die integrative Analyse metabolischer
Modelle beinhaltet a) Formalisierung (Gapstrakt mit M Metabolit- und R Reaktionsknoten,
verschiedenen Kantentypen: vi Verbrauch irreversibel, vr Verbrauch reversibel, pi Produktion
irreversibel, pr Produktion reversibel und 4 Inhibition), b) Visualisierung in SBGN-PD, c)
Ableitungen in verschiedene spezifische Graphen: Gginetsr Dunkelgriin, Gpesri—net. Hellgriin,
Gstschiometriseh, Hellblau und zwei topologischen Graphen G retaborit Und G Rreaktion Dunkelblau
und d) Integration verschiedener Analyseergebnisse (Farben reprasentieren Analyseergebnisse,
ermittelt unter Verwendung unterschiedlicher Modellierungsformalismen und deren spezifische
Graphen).

Diese Datenstruktur ermoglicht die Ableitung spezieller Datenstrukturen fiir Analysen
struktureller und dynamischer Eigenschaften in verschiedenen Modellierungsformalismen.
Unterschiedliche Analyseergebnisse werden in die einheitliche Datenstruktur integriert
und unter Verwendung einer einheitlichen Visualisierung mittels Interaktionstechniken
explorierbar.

Das Potential der unterschiedlichen Modellierungsformalismen wird in der entwickelten
Methodik, aufgrund der Integration, Interaktionstechniken und Visualisierung im Kontext
des Modells, in einen Arbeitsablauf nutzbar. Die integrative Analyse reduziert die Schwachen
der unterschiedlichen und voneinander unabhéngig betrachteten Formalismen (siche
Tabelle im Vergleich zu Tabelle in Kapitel .

Zur Charakterisierung der Verhaltens- und Funktionsweisen biologischer Systeme ist keine
vollstandig detaillierte Beschreibung der Reaktionen durch kinetische Ratengleichungen
und Parameter notwendig.
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Tabelle 5.2: Integration unterschiedlicher Modellierungsformalismen metabolischer Modelle
reduziert Schwichen der voneinander unabhéngig betrachteten Formalismen (siehe zum Vergleich
Abbildung Kapitel . Reduzierte Schwichen sind durch gelbe Plus/Minus bzw. griine Plus
gekennzeichnet, wobei Plus/Minus eine leichte Verbesserung und Plus die Umkehr zum Vorteil

darstellt.

] o
a o
Petri-Netz
Modellierung
+ Detaillierte quantitative -+ Quantitative Beschreibung + FlieRgleichgewichts- -+ Nur topologische
Beschreibung + Erweiterbar (eSPN, ...) © annahme :  Information
+ Quantitati\/fe Vorhersageng < Quantitative Vorhersagen + Quantitative Vorhersagen - GroRe Modelle
und dynamisches © und dynamisches Verhalten : <= GroRe Modelle
Verhalten : :
Kinetische + Erweiterungen erméglichen Statische Beschreibung Keine dynamischen
Ratengleichungier} und quantitative Vorhersagen Keine dynamischen Eigenschaften
Parameter bendtigt == Erweiterungen erschweren ¢ Eigenschaften :
-+ Kleine Modelle i qualitative Analysen

Eine Approximation durch die stochastische Petri-Netz Analyse oder Flussbilanzanalyse
ergibt unter Verwendung weniger detaillierter Daten eine Annédherung an die prézise Losung.
Weiterhin kénnen somit auch grofle Modelle zur quantitativen Vorhersage genutzt werden.
Die integrierten Analyseergebnisse finden in weiterfiihrenden Analysen Verwendung. Die
Anwendung der integrierten Dead-End Analyse oder Zentralitdtsanalysen ermoglichen
erweiterte Petri-Netze qualitativ zu analysieren. Zudem konnen qualitative Modelle mit
einer statischen Beschreibung durch die integrative Analyse dynamische Eigenschaften
hervorbringen.

Die Integration der verschiedenen metabolischen Modellierungsformalismen ermdoglicht
vielfaltige und sich ergénzende Analysen, die ein tieferes Verstdndnis vom Metabolismus
des zugrunde liegenden biologischen Systems ergeben. Diese Methodik ist in Form
einer integrierten Anwendung dem System Biology Metabolic Modell Framework (kurz
SBM?-Framework) realisiert und wird im folgenden Kapitel |§| beschrieben.
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6 Realisierung

Zur metabolischen Modellierung existieren eine Vielzahl von Anwendungen, die bereits in
Kapitel 4| untersucht wurden. Die Anforderungen an eine integrierte Anwendung, die (1)
kinetische, Petri-Netz, stochiometrische und topologische Modellierung, (2) einheitliche
Visualisierung (SBGN), (3) Analyseergebnisse im Kontext des Modells und (4) Exploration
durch Interaktionstechniken unterstiitzt, konnte in dieser Evaluierung nicht ermittelt
werden. Die Entwicklung einer Methodik, die diese Anforderungen erfiillt, ist in Kapitel
erarbeitet wurden. Auf dieser Grundlage wird die Realisierung in Form einer integrierten
Anwendung, dem System Biology Metabolic Model Framework (kurz SBM?-Framework),
im Folgenden beschrieben.

6.1 System Biology Metabolic Model Framework

Das entwickelte SBM?-Framework unterstiitzt den Anwender bei der metabolischen
Modellierung. Es ermdoglicht einen flielenden und interaktiven Ablauf der Modellierung
und stellt eine Auswahl von vier verschiedenen Modellierungsformalismen bereit.
Unterschiedliche metabolische Modelle werden einheitlich visualisiert und Analyseergebnisse
in das Modell explorierbar integriert.

Das SBM?-Framework basiert auf dem Visualisierungs- und Analysewerkzeug VANTED
(Visualization and Analysis of Networks containing Ezperimental Data) [128] (siehe
Kapitel [4.1] Tabelle [4.5). VANTED ermdglicht unter anderem die Erstellung von Netzwerken,
die Integration verschiedener biologischer Datentypen und die Exploration dieser Daten im
Kontext von Netzwerken. Zudem finden verschiedene systembiologische Standards in der
Visualisierung und dem Datenaustausch Anwendung. Als offenes System bietet VANTED
eine Schnittstelle zur Erweiterung der Funktionalitdt. Diese Schnittstelle wird auch bei
dem hier vorgestellten Framework verwendet, siche Abbildung

Das SBM?-Framework ist modular aufgebaut. Die Hauptkomponente ist VANTED
mit dessen Core-Funktionalitdt und Import sowie Export Modulen. VANTED-Core stellt
die Verarbeitung von Graphen bereit, die wie in der Methodik [5| beschrieben, die Basis
des SBM?-Framework bilden. VANTED’s Import und Export Module ermdglichen die
Verwendung verschiedener Austauschformate. Zur metabolischen Modellierung wird das
Standard-Austauschformat metabolischer Modelle SBML importiert. Neben SBML wird
der Export metabolischer Modelle in den Formaten PNML, SBGNML und GML angeboten
(siehe Kapitel |2| Abschnitt . Weiterhin kénnen Repositories zum Laden (MetaCrop,
eDAL) und zur Ablage (eDAL) von Modellen verwendet werden. Die Hauptmodule sind
Add-ons, die verschiedene Modellierungsformalismen implementieren (kinetische, Petri-Netz,
stochiometrische und topologische Modellierung, siehe Kapitel und ein Add-on zur
einheitlichen Visualisierung in SBGN (siehe Kapitel [2] Abschnitt [2.3.3.1)). Diese Module
werden im Folgenden vorgestellt.
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Abbildung 6.1: Das SBM?-Framework importiert metabolische Modelle definiert in SBML und
ermdglicht den Export in verschiedene Dateiformate. Modelle kénnen aus Repositories (METACROP,
eDAL) geladen und abgelegt (eDAL) werden. Basierend auf VANTED’s Hauptimplementation
(VANTED-Core) besteht das SBM?2-Framework aus verschiedenen Modulen zur Modellierung
metabolischer Modelle, die in Form von Add-ons implementiert sind. Das SBM?-Framework
verwendet zur einheitlichen Visualisierung eine Funktion des Add-ons SBGN-ED und ermoglicht
die Integration der Analyseergebnisse in dieser Visualisierung. (Eigene Implementierungen,
Weiterentwicklungen und inhaltliche Erweiterungen sind farblich gekennzeichnet.)

6.1.1 Import und Export metabolischer Modelle

Das SBM?*-Framework verwendet SBML [74] als Hauptaustauschfomat. SBML
erlaubt die Definition aller notwendigen Informationen fiir die vier bereitgestellten
Modellierungsformalismen. Qualitative und quantitative metabolische Modelle, die in
SBML definiert sind, werden importiert [96] und mittels des SBM?-Framework in
die Datenstruktur des abstrakten Graphen (siehe Kapitel |5| Abschnitt iiberfiihrt.
Diese Uberfithrung erfolgt anhand der vorgegebenen Struktur entsprechend der SBML
Spezifikation [1306].

Aufgrund der zentralen Datenstruktur des abstrakten Graphen konnen die verwendeten
metabolischen Modelle in den Formaten SBML, PNML, GML und SBGNML gespeichert
werden. Der Export metabolischer Modelle in das Petri-Netz Format PNML [121] erfolgt
iiber eine Transformation der SBML in die Petri-Netz Struktur entsprechend der PNML
Spezifikation [69], sieche Tabelle

Zum Abspeichern der Struktur, des Layouts und der gesamten Metainformationen (im
modellintegrierte Analyseergebnisse) metabolischer Modelle wird das GML [70] Format
bereitgestellt [128]. Der Export in SBGNML [158] erhélt die Struktur und das Layout
des Modells [32]. Des Weiteren ist VANTED, und somit das SBM?2-Framework direkt mit
dem METACROP Repository [140] verbunden. METACROP enthalt detaillierte, manuell
kurierte Informationen zum Stoffwechsel von 6konomisch bedeutenden Kulturpflanzen.
Stoffwechselwege und metabolische Modelle kénnen in den Formaten SBML, SBGNML und
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Tabelle 6.1: Transformation von biologischem Wissen in SBGN-PD (Symbole und deren
Bezeichner), SBML und PNML ist dargestellt.

Biologie SBGN-PD Symbole SBML PNML
Kompartiment D compartment compartment (sub-) model
O S|mple chemical
Metabolit species place
Q unspemf’ed entity
Enzym [:] macromolecule modifier place
. (L catalysis of a . . _ o
Reaktion l:] process reaction with modifier | transition
T i é stimulation of a i ith modifi t it
ranspo [:| process reaction with modifier ransition
Verbrauch @ consumption reactant of reaction input arc
Produktion D—PO production product of reaction outputarc
cardinalty of stoichiometry of
Stochiometrie [ consumption/ v arc weight
- reactants or products
production arc
initial amount / discrete /
Quantitaten kein Symbol Lo . continuous
initial concentration
token
Kinetik kein Symbol kinetic law of reaction [transition rate

GML exportiert werden. Ein Weiteres mit VANTED verbundenes Repository fiir metabolische
Modelle ist die electronical Data Archive Library (eDAL) [5]. Die Implementierung dieser
Bibliothek als VANTED Add-on ermdglicht metabolische Modelle um zusétzliche Metadaten
zu erganzen und versionskontrolliert abzulegen. Der iterative Prozess der Modellierung
(siehe Kapitel [2 Tabelle wird somit durch das SBM?-Framework unterstiitzt.

6.1.2 Visualisierung metabolischer Modelle

Zur einheitlichen Visualisierung metabolischer Modelle wird eine Transformationsfunktion
aus dem VANTED Add-on SBGN-ED [32] verwendet. SBGN-ED erlaubt die Erstellung und
Bearbeitung der drei SBGN Teilsprachen SBGN-PD, SBGN-ER und SBGN-AF' (siche
Kapitel [2| Abschnitt und deren Validierung entsprechend der SBGN Spezifikationen.
Ausgehend vom abstrakten Graphen (SBML Attribute) im SBM?-Framework werden
metabolische Modelle durch die Transformationsfunktion SBML2SBGN in SBGN-PD
einheitlich visualisiert, sieche Tabelle Dazu werden SBML Attribute und (falls in SBML
definiert) SBO Annotationen zur Transformation verwendet. Entsprechende Zuordnungen
von SBO Annotationen zu SBGN-PD Symbolen, konnen der SBGN-PD Spezifikation
entnommen werden [112].

Zusétzliche  Eigenschaften metabolischer Modelle wie Quantititen (z. B.
Metabolitkonzentrationen, Reaktionsraten) werden nicht in SBGN-PD représentiert. In
den Modulen zur Analyse werden diese Quantititen definiert oder sind bereits in der
Modelldefinition des Dateiformats hinterlegt, sodass der abstrakte Graph bereits damit
angereichert ist.
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6.1.3 Analyse metabolischer Modelle

Eine Auswahl aus vier verschiedenen Modellierungsformalismen unterstiitzt den Nutzer,
metabolische Modelle vielfiltig zu analysieren (siehe Kapitel . Ein importiertes Modell
wird dazu ausgehend vom abstrakten Graphen und abhangig vom gewéhlten Formalismus
in die speziellen Graphen zur Analyse abgeleitet (siehe Kapitel [5| Abschnitt .

6.1.3.1 Kinetische Analyse

Die kinetische Analyse setzt detailliertes Wissen {iiber Interaktionsmechanismen
metabolischer Prozesse eines biologischen Systems voraus (siehe Kapitel [3| Abschnitt .
Metabolitkonzentrationen und Reaktionskinetiken mit zugehorigen Parametern gehen in
die Analyse ein. Kinetische Modelle werden am héufigsten fiir Zeitreihensimulationen und
das Losen des Fliefigleichgewichtes verwendet [130].

Das kinetische Modul nutzt das VANTED Add-on VisKi [65], welches SBML definierte
kinetische Modelle simuliert, auf FlieBgleichgewicht priift und visualisiert. VisKi stellt
acht verschiedene numerische Losungsverfahren aus der Simulation Core Library [83)] fiir
Zeitreihensimulationen bereit. Abhéangig von den Eigenschaften des Modells kann zwischen
den expliziten Einschrittverfahren (Euler, Higham-Hall54, Runge-Kutta4, Dormand-Price54
und Dormand-Price853), dem impliziten Einschrittverfahren (Rosenbrock), den expliziten
Mehrschrittverfahren (Adams-Bashforth und Gragg-Bulirsch-Stoer) und dem impliziten
Mehrschrittverfahren (Adams-Moulton) gewahlt werden.

Die Simulation wird mit den Parametern Startzeit, Endzeit und Schrittweite initialisiert.
Die Simulationsergebnisse kénnen zum einen in einem Zeitreihendiagramm zusammengefasst
werden und zum anderen als separate Diagramme in das Modell integriert betrachtet
werden. Das Zeitreihendiagramm enthéalt Kurven fir alle Komponenten oder eine
Auswahl der im Modell enthaltenen Komponenten wie die Metabolitkonzentrationen,
Reaktionsraten und Parameterwerte iiber die Zeit. Die Auswahl von Modellkomponenten zur
Diagrammdarstellung erfolgt anhand der Knoten im Modell oder iiber Checkboxen, wobei
die Farben der Komponenten denen im Diagramm entsprechen. In der modellintegrierten
Visualisierung enthélt jeder Knoten ein entsprechendes Diagramm, z.B. erhilt ein
Metabolitknoten ein Zeitreihendiagramm mit seiner Konzentration tiber die Zeit. Diese
Visualisierung unterstiitzt den Nutzer bei der Exploration, Interpretation und visuellen
Analyse des Modells auf Systemebene.

Des Weiteren ermoglicht VisKi den Vergleich einer beliebigen Anzahl Simulationen
mit z.B. gednderten Modellparametern modellintegriert. Dazu koénnen die initialen
Metabolitkonzentrationen und kinetische Parameter angepasst und eine erneute Simulation
durchgefiihrt werden. Die berechneten Zeitreihendiagramme werden dann neben den zuvor
integrierten Diagrammen hinzugefiigt. Zusétzlich werden die Simulationsergebnisse in einer
Tabelle zusammengetragen, die fiir weitere Untersuchungen exportiert werden kann.

VisKi bietet auch die Moglichkeit der Analyse des FlieBgleichgewichtes. Stellt sich
wahrend einer Simulation fiir die im Modell enthaltenen Komponenten ein Flie3gleichgewicht
ein, wird es in einer Tabelle dokumentiert.

6.1.3.2 Petri-Netz Analyse

Petri-Netze stellen einen mathematischen Formalismus zur Modellierung, Simulation und
zur Analyse biologischer Systeme bereit. Abhéngig von den integrierten quantitativen
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Daten koénnen Petri-Netze qualitativ und quantitativ analysiert werden (siehe Kapitel
Abschnitt [3.3)).

Das Petri-Netz Modul nutzt eine erweiterte Version des VANTED Add-ons PETRINET [121]
67] zur Validierung, Simulation und Analyse erweiterter P/T-Netze (ePNs) und erweiterter
SPNs (eSPNs). Die Erweiterung bezieht sich auf die Méglichkeit, die folgenden Parameter
und Kantentypen zu nutzen. Es konnen kontinuierliche Marken (zum Modellieren
von Metabolitkonzentrationen), kontinuierliche Kantengewichte (zum Modellieren von
Stochiometrien aus reellen Zahlen), kontinuierliche Kapazitdten (zum Modellieren
von limitierten Metabolitkonzentrationen) und Inhibitorkanten (zur Modellierung von
Inhibitionen) und fiir eSPNs gewichtete stochastische Schaltraten (zur Modellierung von
Reaktionsraten) verwendet werden (Details siehe Kapitel [3| Abschnitt .

Das Petri-Netz Modul erméglicht qualitative und quantitative Analysen metabolischer
Modelle. Die qualitativen Analysen beinhalten die Berechnung von Invarianten und der
Erreichbarkeit, um spezifische Modelleigenschaften zu priifen. Die Interaktionstechnik
Brushing & Linking (siehe Kapitel [2/ Abschnitt erlaubt die Betrachtung der
berechneten Invarianten, integriert im metabolischen Modell. Die quantitative Analyse
zur Untersuchung des dynamischen Systemverhaltens eines metabolischen Modells erfolgt
iiber die Petri-Netz Simulation. Hier kann zwischen zwei Modi unterschieden werden: der
nicht-deterministischen Simulation (ePN) und der stochastischen Simulation (eSPN). Das
Verhalten biologischer Systeme wird von stochastischen Gesetzmafligkeiten beeinflusst,
sodass sich die stochastische Simulation fiir metabolische Modelle eignet [55].

Die Simulationsergebnisse werden modellintegriert visualisiert. Wahrend der Simulation
wird mittels der Interaktionstechnik Animation der Verlauf der Anderung von
Metabolitkonzentrationen schrittabhangig dargestellt. Die Anzahl der zu jedem Schritt
aktuellen Metabolitkonzentration wird durch die Anzahl Marken im Modell visualisiert.
Die Aktivitat einer Reaktion wird durch die Markierung dieser zu einem Schritt angegeben.
Am Ende der Simulation erhélt jeder Knoten ein entsprechendes Diagramm, z. B. erhélt ein
Metabolitknoten ein Diagramm mit der Konzentration iiber die Simulationsschritte. Diese
Visualisierung unterstiitzt den Nutzer bei der Exploration, Interpretation und visuellen
Analyse des Modells auf Systemebene.

Des Weiteren ermoglicht PETRINET den Vergleich einer beliebigen Anzahl Simulationen
mit z. B. geinderten Modellparametern. Dazu kénnen die initialen Metabolitkonzentrationen
und Reaktionsraten angepasst werden. Die berechneten Diagramme werden dann neben den
zuvor integrierten Diagrammen hinzugefiigt. Zusétzlich werden die Simulationsergebnisse
in einer Tabelle zusammengetragen, die fiir weitere Untersuchungen verwendet werden
kann.

6.1.3.3 Stochiometrische Analyse

Im Allgemeinen ist detailliertes Wissen zu biochemischen Reaktionen nicht prézise,
einheitlich und vollstéandig [§]. In diesem Fall ist die stochiometrische Analyse metabolischer
Modelle geeignet, die aufgrund der Annahme des Flie3gleichgewichtes, Aussagen tiber das
biologische System treffen kann.

Das stochiometrische Modul nutzt eine erweiterte Version des VANTED Add-ons
FBASImMVIS [62] zur strukturellen und optimierungsbasierten Analyse metabolischer
Modelle. Zum einen wird das metabolische Modell strukturell mit der Dead-End Analyse
und zum anderen mit den optimierungsbasierten Analysen Gap-Finding, Flussbilanzanalyse
(FBA), Flussvariabilitdtsanalyse (F'V A), Robustheitsanalyse (RA) und Knockout-Analyse
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(K A) untersucht (Details siche Kapitel [3] Abschnitt [3.4). Zur Verifikation metabolischer
Modelle dienen die Dead-End und Gap-Finding Analysen. Die optimierungsbasierten
Analysen (FBA, FVA, RA und K A) treffen aufgrund zusétzlicher Bedingungen und der
Angabe einer Zielfunktion, Aussagen iiber das metabolische Potential eines Modells.

Die Analyseergebnisse werden in das metabolische Modell integriert. Die Ergebnisse
der Verifikation sind Dead-End Metabolite, welche im Modell mittels einer Farbung
angezeigt werden. Flussverteilungen sind Ergebnisse der FBA, die zu einem optimalen
metabolischen Ertrag fithren. Diese Flussverteilungen werden durch eine Skalierung
der Kantenbreiten im Modell dargestellt. Je breiter die Kanten, desto grofler ist
der Metabolitfluss durch die entsprechende Reaktion. FBASIMVIS erméglicht den
Vergleich von Flussverteilungen mit gednderten Modellparametern. Unterstiitzt durch die
Interaktionstechnik Animation konnen die Parameter schrittweise variiert werden, sodass die
davon abhéngigen Flussverteilungen (entsprechend der gewéhlten Schrittweite) dynamisch
angepasst werden. Die Sensitivitatskurven werden als Resultate der Robustheitsanalyse
in Form eines Kurvendiagrammes, die Sensitivitdtwerte (Resultat der Knockout-Analyse)
und die minimalen und maximalen Flusswerte (Resultat Flussvariabilitdtsanalyse) als
Balkendiagramme in den Reaktionsknoten visualisiert.

6.1.3.4 Topologische Analyse

Die topologische Analyse untersucht die Struktur und zentrale Elemente des metabolischen
Modells (siehe Kapitel [3] Abschnitt [3.5]). Der Nutzer kann dazu das Modell basierend auf den
Metabolit- oder Reaktionsgraphen analysieren. Die Analyse des kiirzesten Weges zwischen
zwei Metaboliten oder Reaktionen wird mit Hilfe der Funktionalitat in VANTED-Core
berechnet.

Das topologische Modul nutzt weiterhin das VANTED Add-on CENTILIB [64] zur
Zetralitdtsanalyse, um zentrale Elemente eines metabolischen Modells zu klassifizieren.
In Bezug auf metabolische Modelle findet die Zentralitdtsanalyse die wichtigsten a)
Metabolite in einem Metabolitgraphen oder b) Reaktionen in einem Reaktionsgraphen, die
essentiell fiir das Verstandnis biologischer Prozesse sind. CENTILIB stellt 17 verschiedene
Knotenzentralitats- und vier Graphzentralitdtsanalysen bereit, die geordnete Listen von
Zentralitdtswerten ermitteln. Die Interaktionstechnik Brushing & Linking (siche Kapitel
Abschnitt erlaubt die berechneten Zentralitdtswerte integriert im metabolischen
Modell zu untersuchen.

6.2 Zusammenfassung

Das entwickelte SBM?-Framework realisiert die erarbeitete Methodik aus Kapitel |5l Das
Potential der unterschiedlichen Modellierungsformalismen wird mit dem SBM?-Framework
aufgrund der Integration, Interaktionstechniken und Visualisierung im Kontext des Modells
in einem durchgéingigen Arbeitsablauf nutzbar. Die Anforderungen an eine integrierte
Anwendung, die (1) kinetische, Petri-Netz, stochiometrische und topologische Modellierung,
(2) einheitliche Visualisierung (SBGN), (3) Analyseergebnisse im Kontext des Modells und
(4) Exploration durch Interaktionstechniken unterstiitzt, sind somit erfiillt. Die Anwendung
des SBM?-Framework wird im folgenden Kapitel E] anhand verschiedener Vorgehensweisen
prisentiert. (Das SBM?-Framework, inklusive eines Tutorials, ist auf der beiliegenden CD
enthalten.)
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7 Anwendung

Die entwickelte Methodik zur integrativen Analyse metabolischer Modelle ist als System
Biology Metabolic Model Framework (kurz SBM?-Framework) realisiert. In diesem
Kapitel wird anhand zwei verschiedener Vorgehensweisen die Ableitung struktureller und
dynamischer Eigenschaften metabolischer Modelle erarbeitet. Zunachst werden verschiedene,
bereits publizierte, metabolische Modelle zur Modellierung herangezogen, um spezifische
Analysen durchzufithren. Dieser Abschnitt dient dem Nachweis der Verwendbarkeit der
entwickelten Methodik zur Analyse spezifischer Modelle in einem Computerprogramm.
Anschlieflend wird die integrative Analyse eines publizierten Kartoffel-Modells und zweier
selbst entwickelter Modelle der Maispflanze durchgefiihrt. Das Vorgehen in diesem Kapitel

ist in Abbildung [7.1] dargestellt.
Kapitel 7
V[ v 1

Anwendung

s N ([ N\ [ 2
Spezifische Modelle Kartoffel-Modell

Abschnitt 7.1 Abschnitt 7.2
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Kinetische Analyse
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Abbildung 7.1: Struktur des Kapitels Anwendung.

7.1 Anwendung verschiedener spezifischer Modelle

Abhingig von der zu losenden Fragestellung, dem biochemischen Wissen und der
Verfiigbarkeit experimenteller Daten zu Interaktionsmechanismen, kénnen biologische
Systeme durch verschiedene metabolische Modelle repréasentiert werden. Folglich
entstehen grofle, meist qualitative Modelle und kleine, eher quantitative Modelle [153].
Unterschiedliche ModellgréBen und enthaltene Details erméglichen die Analyse struktureller
und dynamischer Eigenschaften unter Verwendung verschiedener Modellierungsformalismen.
Quantitative und qualitative Modelle kénnen mit der implementierten Methodik mittels
unterschiedlicher Modellierungsformalismen analysiert und exploriert werden.
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7.1.1 Kinetische Analyse

Das von Rohwer und Botha [I3I] rekonstruierte kinetische Modell der
Saccharose-Anreicherung im Zuckerrohrhalm beinhaltet eine detaillierte Beschreibung
zu Reaktionsmechanismen. Es wird zur kinetischen Analyse verwendet. Das Modell
reprasentiert 13 Metabolite und 11 Reaktionen. Davon beschreiben drei Reaktionen
Transportprozesse zwischen der Umgebung, dem Zytosol und der Vakuole. Zur
Untersuchung des zeitlichen Ablaufs der biochemischen Reaktionen wird die Simulation mit
der Euler Methode durchgefiihrt (Zeitspanne 0 - 4.000, Schrittweite 1). Die entstehenden
Metabolitkonzentrationen und Reaktionsraten {iiber die Zeit werden in Form von
Zeitreihendiagrammen in das Modell integriert, siehe Abbildung (Zeitreihendiagramme
links in den Knoten).

Die Besonderheit der kinetischen Analyse ist die Vergleichsmoglichkeit von
Analyseergebnissen mit verdnderten Parametern. Der Einfluss einer erhéhten
Fruktose-Verfiigbarkeit (Fruez = 50 mM) auf das dynamische Verhalten des Modells
wird in einer zweiten Simulation ermittelt, siehe Abbildung (Zeitreihendiagramm rechts
in den Knoten). Die Diagramme auf der linken Seite basieren auf der gemessenen und die
der rechten Seite auf der erhohten Fruktose-Verfiigharkeit. Die Kurvenverlaufe zeigen das
Konvergieren bis zum Flielgleichgewicht in der integrierten Visualisierung. Ein vergrofierter
Ausschnitt des Metaboliten Saccharose (Suc) ist in Abbildung (7.2 b) dargestellt. Bei einer
erhohten Fruktose-Verfiigbarkeit wird mehr Saccharose gebildet, die zum Speichern in die
Vakuole transportiert wird.

7.1.2 Petri-Netz Analyse

Petri-Netz Modelle konnen verschiedenen Typs sein. Sie werden qualitativ als
auch quantitativ analysiert. Der Saccharose-Stoffwechsel im Speichergewebe einer
einkeimblattrigen Pflanze dient der Invariantenanalyse, wie durch Schuster und Junker [143]
beschrieben. Das Modell besteht aus 21 Metaboliten und 21 Reaktionen. Davon sind sieben
Transportprozesse zwischen Umgebung, Zytosol und Plastid.

Die Berechnung der P- wund T-Invarianten wird zur Priifung spezifischer
Modelleigenschaften und somit zur Validierung durchgefiihrt. P-Invarianten werden als
Erhaltungsregeln eines metabolischen Modells interpretiert. Die T-Invarianten beschreiben
Reaktionen, die Haupstoffwechselwege bilden. Die Beziehung zwischen der Struktur des
Petri-Netzes und dem dynamischen Verhalten wird dargestellt. Die Invariantenanalyse des
Saccharose-Stoffwechsel-Modells resultiert in vier P-Invarianten und fiinf T-Invarianten.
Eine der P-Invarianten ist in Abbildung durch Angabe der Gewichte (Zahlen in
Magenta) im Modell integriert dargestellt. Diese P-Invariante zeigt die Stofferhaltung der
Phosphatgruppen, die tiber verschiedene Metabolite gebunden vorliegen.

7.1.3 Stochiometrische Analyse

Die stochiometrische Analyse untersucht metabolische Modelle unter Optimierung einer
Zielfunktion im Fliefigleichgewicht, zum einen auf Validitdt und zum anderen auf die
metabolische Flussverteilung. Mit dem Ziel, die optimale Flussverteilung unter Maximierung
der Wachstumsrate zu untersuchen, wird die Flussbilanzanalyse am Beispiel des von
Grafahrend-Belau und Koautoren [63] entwickelten Gerstensamen-Modells durchgefiihrt.
Das Modell besteht aus 238 Metaboliten und 257 Reaktionen.
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a) Kinetische Analyse des Zuckerrohrhalm-Modells

cytosol

vacuole

b) VergréBerte Ansicht

Abbildung 7.2: Kinetische Analyse der Saccharose-Anreicherung im Zuckerrohrhalm-Modell. a)
Jeweils zwei Diagramme in den Knoten visualisieren Metabolitkonzentrationen und Reaktionsraten
iiber die Zeit (links mit initialer und rechts mit erhchter Fruktose-Verfiigbarkeit). b) Die vergroferte
Ansicht der Saccharose (Suc). (Eine hochaufgeloste Version der Abbildung ist auf der beiliegenden
CD enthalten.)

Davon sind 65 Transportprozesse, die den Transport zwischen der Umgebung, dem Zytosol,
dem Mitochondrium und dem Plastiden ermoglichen.

Unter Angabe der Saccharose-Aufnahmerate von 8 upuM/gDW/h und einer
Sauerstoff-Aufnahmerate von 4 puM/gDW/h (Sauerstoffmangel-Bedingung bei der
Entwicklung des Gerstensamens) wird die optimale Flussverteilung berechnet. In
Abbildung fasst eine Uberblickkarte die optimale Flussverteilung unter der
Sauerstoffmangel-Bedingung zusammen. Die Starkebiosynthese und der Citratzyklus
erzeugen die wichtigen Biomassenbestandteile und sorgen fiir die in der Literatur
beschriebene Wachstumsrate.
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plastid

cytosol

Abbildung 7.3: Petri-Netz Invariantenanalyse des Saccharose-Stoffwechsels im Speichergewebe
einer einkeimblittrigen Pflanze. Eine P-Invariante (Zahlen in Magenta) visualisiert sie Stofferhaltung
von Phosphatgruppen. (Eine hochaufgeloste Version der Abbildung ist auf der beiliegenden CD
enthalten.)

7.1.4 Topologische Analyse

Die topologische Analyse berechnet strukturelle Eigenschaften metabolischer Modelle mit
dem Ziel, zentrale Elemente hervorzubringen. Anhand des metabolischen Raps-Modells
von Pilalis und Koautoren [120] wird die Zentralitdtsanalyse, basierend auf dem
Reaktionsgraphen, durchgefiihrt. Das Raps-Modell beschreibt den Priméarstoffwechsel und
besteht aus 262 Metaboliten und 313 Reaktionen. Davon sind 76 Transportprozesse, die
Metabolite zwischen der Umgebung, dem Zytosol, dem Mitochondrium und dem Plastiden
austauschen.

Nach Berechnung des entsprechenden Reaktionsgraphens wird die Shortest-Path
Betweenness Zentralitat berechnet. Die am haufigsten genutzte Reaktion auf den kiirzesten
Wegen zwischen je zwei Knoten ist die Ferredoxinnitrite Reduktase (RXN_1_7_7_1_p,
Zentralitatswert = 10.484), hier nicht dargestellt. Diese Reaktion ermoglicht die
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Umwandlung von Nitrit in Ammonium und wird aufgrund der Verbindung der beteiligten
Metabolite mit vielen Reaktionen verkniipft.

7.1.5 Zusammenfassung

Die Anwendung verschiedener spezifischer Modelle mit unterschiedlichen qualitativen
und quantitativen Eigenschaften weist die Verwendbarkeit der Methodik zur Analyse
in speziellen Modellierungsformalismen nach. Anstelle mehrere Computerprogramme zu
verwenden, dient das SBM?-Framework der Analyse und integrierten Visualisierung
verschiedener Modelle.

7.2 Integrative Anwendung eines metabolischen Modells
der Kartoffel

Die Kartoffel hat aufgrund ihres Hauptbestandteiles (Starke) eine grofie Bedeutung als
Nahrungsmittel und zur Herstellung von z. B. Kraftstoff und Textilien. Deshalb ist ein
Hauptziel der Pflanzenziichtung, die Verteilung von Biomasse innerhalb der Pflanze
zugunsten der erntebaren Pflanzenteile zu verbessern. Das homogene Gewebe der Kartoffel
ermoglicht die Untersuchung des Saccharoseabbaus. Dieser Stoffwechselweg beschreibt den
Hauptmetabolitfluss in der Kartoffel von der Saccharose zur Stéarke [53]. Nahezu alle Gene
dieses Stoffwechselweges sind bereits bekannt und bilden somit die Voraussetzung der
Rekonstruktion des metabolischen Modells der Kartoffel.

Zur Ausschopfung aller in dieser Arbeit integrierten Modellierungsformalismen wird
ein kinetisches Modell verwendet. Es beinhaltet eine detaillierte Beschreibung der
Reaktionsmechanismen mit Parametern und initialen Metabolitkonzentrationen. Das von
Junker [77] entwickelte kinetische Modell des Saccharoseabbaus in der sich entwickelnden
Kartoffelknolle (kurz Kartoffel-Modell) bildet die Basis der folgenden Analysen. Es besteht
aus 15 Reaktionen und 17 Metaboliten, die sich im Zytosol befinden, siche Abbildung

Der Stoffwechselweg beginnt mit dem Abbau der Saccharose (Suc) iiber verschiedene
Reaktionen in Hexosephosphate (z. B. Glukose-6 Phosphat, G6P), die in die Glykolyse
(Glyc) und Stéarkebiosynthese (StaSy) eingehen. Zur Modellierung des Energieverbrauchs
wird eine zusétzliche Reaktion (ATPcons) hinzugefiigt. Die Reaktionen Glyc, StaSy
und ATPcons werden zur Vereinfachung als zusammengefasste Reaktionen modelliert.
Transportprozesse, die im Detail noch nicht verstanden sind und zuséatzliche Kompartimente
werden somit vermieden. Zur Darstellung der Umgebung werden die Transportreaktionen
Saccharoseimport (Imp) und Stérkeexport (Exzp) hinzugefiigt. Diese Reaktionen werden
in der kinetischen Analyse nicht betrachtet, finden jedoch in den folgenden Analysen
Verwendung. Eine detaillierte Beschreibung der kinetischen Ratengleichungen und
zugehorigen Parameter kann in der Dissertation von Junker [77] nachgelesen werden.

7.2.1 Kinetische Analyse

Das Kartoffel-Modell wird zur Untersuchung des zeitlichen Ablaufs der biochemischen
Reaktionen mit der Euler Methode kinetisch analysiert (Zeitspanne 0 - 6.000, Schrittweite
0,1). Die entstehenden Metabolitkonzentrationen und Reaktionsraten iiber die Zeit
werden in Form von Zeitreihendiagrammen in das Modell integriert, siche Abbildung
(Zeitreihendiagramme links in den Knoten).
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plastid

mitochondrion

cytosol

Abbildung 7.4: Die Flussbilanzanalyse (unter Sauerstoffmangel) des Gerstensamen-Modells
resultiert in einer optimalen Flussverteilung. Die Uberblickkarte visualisiert —durch
Kantenskalierungen, entsprechend der berechneten Flusswerte, das Ergebnis. Metabolite,
die direkt in die Biomassebildung eingehen, sind Orange gekennzeichnet und Metabolite, die
aufgenommen oder abgegeben werden, sind Blau gekennzeichnet. (Eine hochaufgeloste Version der
Abbildung ist auf der beiliegenden CD enthalten.)
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Das Kartoffel-Modell konvergiert nach einer Einschwingphase von etwa 4.600 zum
Flieigleichgewicht mit Metabolitkonzentrationen, die in der Literatur [77] beschreiben sind.

Zur Untersuchung einer gesteigerten Stirkebiosynthese wird die Uberexpression der
Invertase (Inv) im Kartoffel-Modell nach Junker [77] angepasst. Die Uberexpression wird
durch die Erhéhung des Parameters vp,q, auf 0,06 mM/FW/s erreicht. Die Ergebnisse der
kinetischen Analyse sind im Vergleich mit den vorhergehenden Resultaten in Abbildung
(Zeitreihendiagramme rechts in den Knoten) dargestellt.

Der Effekt der Uberexpression auf die Metabolitkonzentrationen und Reaktionsraten iiber
die Zeit wird durch eine langer andauernde Einschwingphase bis zum Flie3gleichgewicht
sichtbar. Die Diagramme sind der vorhergehenden Analyse &hnlich. Aber die Kurven
verlaufen y-Achsen verschoben. Die Metabolite Glukose (Glc) und Fruktose (Frc) als
auch die Reaktionen der Invertase (/nv) und Saccharose Synthase (SuSy), zeigen in der
kinetischen Analyse der Uberexpression Effekte, die in der Literatur [77] beschrieben sind.
Inv ist anstelle von 3% nur fiir 85% des Saccharoseabbaus verantwortlich, sodass auch die
Konzentrationen von Glec und Frc erhéht sind. Eine gesteigerte Bildung von Stérke (Starch)
iiber die Starkebiosynthese Reaktion (StaSy) konnte durch die Invertaseiiberexpression
erzielt werden, siehe Abbildung b).

7.2.2 Petri-Netz Analyse

Die Petri-Netz Analyse des Kartoffel-Modells, im Hinblick auf Invarianten, wird detailliert
von Koch und Koautoren in [89] zur Validierung des Modellverhaltens beschrieben.
Als Beispiel wird einer der Hauptstoffwechselwege, den eine T-Invariante beschreibt, in
Abbildung durch Angabe der Gewichte (Schaltzdhler in Magenta) dargestellt. Diese
T-Invariante beschreibt das Spalten der Saccharose (Suc) durch die Invertase (Inv). Die
entstehenden Hexosephosphate gehen in die Glykolyse und Starkebiosynthese ein.

Ein anderer Ansatz, das dynamische Verhalten des Kartoffel-Modells zu analysieren,
ist die stochastische Petri-Netz Simulation. Im Gegensatz zur Erreichbarkeits- und
Invariantenanalyse [89], die die Ergebnisse fiir den Anwender aufbereiten, bedarf die
Auswertung von Simulationsergebnissen der Interpretation des Anwenders. Zum Vergleich
mit der kinetischen Analyse, die konvergierende Kurvenverldufe bis zum Fliefigleichgewicht
zeigt, soll der Einfluss der Stochastik auf die biochemischen Prozesse durch die stochastische
Simulation betrachtet werden. Das Ziel dieser Simulationen ist das dynamische Verhalten
des Kartoffel-Modells aus wenigen, detaillierten Daten (keine Reaktionsmechanismen und
Regulation) abzuleiten.

Die Simulation benétigt die Angabe von Metabolitkonzentrationen fiir
die Anfangsmarkierung des Petri-Netz Modells. Dazu werden die initialen
Metabolitkonzentrationen des kinetischen Modells verwendet. Zur Beobachtung
der Stérkebiosynthese wiahrend der Simulation wird die Exportreaktion (Exzp) blockiert,
siehe Abbildung (rotes Kreuz im Knoten Fzp). Zusétzlich werden alle Reaktionen
mit den Reaktionsraten im Flielgleichgewicht des kinetischen Modells gewichtet. Damit
erhalten Reaktionen mit einer hoheren Reaktionsrate eine groflere Wahrscheinlichkeit in
einem Simulationsschritt ausgefiihrt zu werden (zu schalten) als solche mit geringeren
Raten. In Abbildung ist das Ergebnis der stochastischen Simulation nach 200.000
Schritten mit zehn Wiederholungen dargestellt.

Nach 200.000 Schritten produziert die Stérkebiosynthese Reaktion (StaSy) im
Durchschnitt der zehn Wiederholungen 9.073 pM Starke. Die Reaktion StaSy beschreibt
eine konstant aufsteigende Kurve.
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a) Kinetische Analyse des Kartoffel-Modells b) VergroBerte Ansicht
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Abbildung 7.5: Kinetische Analyse des Saccharoseabbaus in der sich entwickelnden Kartoffel. a)
Jeweils zwei Diagramme in den Knoten visualisieren Metabolitkonzentrationen und Reaktionsraten
iiber die Zeit (links mit initialer und rechts mit Uberexpression der Invertase (Inv)). b) Die
vergroflerte Ansicht der Stérke (Starch). (Eine hochaufgeldste Version der Abbildung ist auf der
beiliegenden CD enthalten.)
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a) Stochastische Simulation des Kartoffel-Modells b) VergréBerte Ansicht
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Abbildung 7.6: Visualisierung der Ergebnisse zur stochastischen Petri-Netz Analyse des
Saccharoseabbaus in der sich entwickelnden Kartoffel. a) Diagramme in den Knoten visualisieren
Metabolitkonzentrationen und Reaktionsraten iiber 200.000 Schritte mit zehn Wiederholungen.
Die Durchschnittswerte der Wiederholungen werden in der roten Kurve und die Abweichung
vom Durchschnitt wird durch die hellroten Flachen ober- und unterhalb der Durchschnittskurve
dargestellt. Reaktionen mit zwei Diagrammen zeigen die Raten der Hin- (links) und Riickreaktion
(rechts) reversibler Reaktionen. Die Exportreaktion wird blockiert (rotes Kreuz im Knoten Exp),
um die Biosynthese der Stérke zu betrachten. b) Die vergréfierte Ansicht der Stérke (Starch). (Eine
hochaufgeloste Version der Abbildung ist auf der beiliegenden CD enthalten.)
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Die stetige Aktivitdt dieser Reaktion wird somit gezeigt (Aufsummierung der Schaltrate
iiber die Schritte). Nach 200.000 Schritten hat StaSy im Durchschnitt 8.866 mal geschaltet.
Insgesamt laufen alle Reaktionen im Rahmen der angegebenen Rate ab, sodass die
Kurvenverldufe der Reaktionen aufsteigend sind und sich die Werte am Ende der Simulation
unterscheiden. Die Metabolite beschreiben verschiedene Kurvenverlaufe. Neben Starch steigt
auch die Konzentration des Pyrophosphates (PP) iiber die Schritte an, da PP auch in der
StaSy gebildet wird. Die Konzentrationen unterscheiden sich am Ende der Simulation um
den Faktor 6 (PP = 1.576 uM ), denn PP wird in zwei weiteren Reaktionen verbraucht. Suc
und Phosphat (P) beschreiben einen absteigenden Kurvenverlauf. Beide Metabolite werden
mit hoheren Raten verbraucht als gebildet. Die energiereichen Verbindungen ATP und ADP
nehmen an vielen Reaktionen teil und stellen oszillierende Kurvenverldufe dar. Der Grund
liegt hauptséchlich an der Glykolyse Reaktion (Glyc), die beim schalten 29 ADP verbraucht
und 29 ATP produziert. Die Kurvenverlaufe der Hexosen (z. B. Glc) und Hexosephosphate
(z.B. G6P) unterscheiden sich in den zehn Wiederholungen der Simulation. Dieses Verhalten
wird durch die Abweichung der Konzentrationen vom Durchschnitt (hellrote Flachen
ober- und unterhalb der Durchschnittskurve) sichtbar. Im Durchschnitt schwanken die
Konzentrationen sehr gering, sodass iiber die Schritte eine Balance zwischen Produktion
und Verbrauch entsteht. Fruktose (Frc) und G6P zeigen eher eine aufsteigende Tendenz.

Die stochastische Simulation des Kartoffel-Modells zeigt die Dynamik des
Saccharoseabbaus. Jede der Reaktionen kann im Rahmen der Reaktionsraten ausgefiihrt
werden und tragt somit dem Saccharoseabbau und der Starkebildung bei.

7.2.3 Stochiometrische Analyse

Die stochiometrische Analyse wird zunichst zur Uberpriiffung der Validitit des
Kartoffel-Modells untersucht. Dazu werden die Dead-FEnd und Gap-Finding Analysen
verwendet. Beide Analysen identifizieren den Metaboliten AMP als Dead-End Metaboliten.
AMP wird in der Adenylatkinase Reaktion (AdK) zwar produziert, jedoch durch weitere
Reaktionen nicht verbraucht. Somit kann AdK in dieser und auch in den vorherigen
Analysen keinen Fluss tragen. Dieses Ergebnis bestétigt die Resultate der kinetischen und
Petri-Netz Analysen.

Eine optimale Nutzung der Reaktionen im Kartoffel-Modell zur Bildung der maximalen
Menge Stdrke wird in der Flussbilanzanalyse (FBA) ermittelt. Die Zielfunktion
Stérkebiosynthese (StaSy) ist in der quadratischen FBA maximiert.

Um konkrete Aussagen durch die FBA treffen zu koénnen, werden verschiedene
Reaktionskapazitdten auf die Reaktionsraten der kinetischen Analyseergebnisse im
Fliefigleichgewicht angepasst. Unter den Bedingungen eines konstanten Energieverbrauchs
durch zelluldre Prozesse wird ATPcons auf einen Fliefigleichgewichtswert von 100
uM/FW/s gesetzt. Ebenso werden die Saccharose verbrauchenden Reaktionen Invertase
(Inv = 0,16 uM/FW/s) und Saccharose Synthase (SuSy = 4,89 uM/FW/s) auf den
Flielgleichgewichtswert eingeschrinkt, sodass das bekannte Verhéltnis von 3% zu 85%
erreicht wird. Die Verwendung dieser drei Fliefigleichgewichtswerte in der quadratischen
FBA resultiert in einer Flussverteilung, die den kinetischen Fliefigleichgewichtswerten
entspricht, siehe Kantenskalierung in Abbildung

Die Rate zur Bildung von Stérke entspricht mit 6,42 M /FW/s fast dem kinetischen
Wert von 6,22 uM/FW/s. Dieses Ergebnis zeigt, dass die FBA ohne detaillierte
Beschreibungen der Reaktionsmechanismen die korrekte Rate zur Starkebiosynthese
ermittelt. Eine Ausnahme bilden die Reaktionen Saccharosephosphat Synthase (SPS)
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und Saccharosephosphat Phosphatase (SPP), die in der optimalen Flussverteilung nicht
beriicksichtigt (0 uM/FW/s) werden. Diese Reaktionen bilden zusammen mit der SuSy
einen Saccharosezyklus. Uber SPS und SPP wiirde Saccharose gebildet und durch SuSy
abgebaut werden, ohne zur Starkebiosynthese beizutragen. Diese Flussverteilung wére keine
optimale, sodass in der FBA die Reaktionen SPS und SPP keinen Fluss tragen.

Auch an dieser Stelle soll die Uberexpression der Invertase die gesteigerte
Starkebiosynthese widerspiegeln. Wie in der vorherigen FBA werden die drei
Reaktionskapazitidten auf die Fliefigleichgewichtswerte gesetzt. Der Wert der Inv
wird nun von 0,16 uM/FW/s auf 7,66 uM/FW/s erhoht, die quadratische FBA
durchgefiihrt. Die Uberexpression wird durch die geanderten Werte in der Flussverteilung
(Kantenskalierungen) deutlich, siche Abbildung

Die gesteigerte Starkebiosynthese ist deutlich zu erkennen. Wie bereits in der kinetischen
Analyse ermittelt, ist auch der Wert in der FBA im Vergleich zur vorherigen Analyse
verdoppelt. Verglichen mit der kinetischen Analyse tragen die Reaktionen SPS und SPP
weiterhin keinen Fluss. Die Reaktionen Uridindiphosphat Glukose Pyrophosphorylase
(UGPase), Nucleosidediphosphat Kinases (NDPkin) und Phosphoglucomutase (PGM)
unterscheiden sich in der Flussverteilung um den Faktor 1,6. Der Grund fiir die gleichen
Flusswerte der Reaktionen UGPase und NDPkin liegt an der gemeinsamen Verwendung
der Uridinnukleotide UDPglc, UTP und UDP. Die Biosynthese und der Abbau der
Nukleotide ist nicht im Modell enthalten, sodass im Fliefgleichgewicht die gleiche Menge
produziert als auch verbraucht werden muss. Dieses Ergebnis entspricht genau dem der
Petri-Netz P-Invarianten Analyse, die diese Nukleotide als eine P-Invariante berechnet [89].
Ausschlaggebend fiir den Flusswert ist die Einschrankung der Reaktionskapazitét von
SuSy auf 1,38 uM/FW/s. Denn SuSy verbraucht UDP und bildet UDPglc mit genau dem
Flusswert von UGPase, NDPkin und PGM. PGM verbraucht als einzige Reaktion den
Metaboliten Glukose-1 Phosphat (G1P), welcher das Produkt der Reaktion UGPase ist.
Damit entspricht der Flusswert von PGM denen der UGPase, NDPkin und SuSy. Die
Kombination dieser Reaktionen wird in allen drei T-Invarianten, die den Saccharoseabbau
tiber die SuSy beschreiben [89], représentiert.

Die stochiometrische Analyse ermdglicht, ohne Beriicksichtigung der Regulation und mit
der Angabe von nur drei Werten, biologisch interessante Aussagen iiber das Kartoffel-Modell
treffen zu konnen. Auch die Verifizierung wird mit der Dead-End und Gap-Finding Analyse
ermoglicht.

7.2.4 Topologische Analyse

Die topologische Analyse des Kartoffel-Modells erfolgt basierend auf dem entsprechenden
Metabolitgraphen. Fiir die Erstellung einer Rangliste zur Identifikation wichtiger
Metabolite des Kartoffel-Modells wird die Zentralitdtsanalyse verwendet. Speziell findet
die Shortest-Path Betweenness (SPB) Zentralitatsanalyse Anwendung. Diese berechnet
eine Rangliste der Metabolite entsprechend ihrer Haufigkeit des Vorkommens auf den
kiirzesten Wegen zwischen je zwei Knoten. Das Analyseergebnis ist in Abbildung im a)
Kartoffel-Modell, b) Metabolitgraphen und c) in der Ergebnistabelle dargestellt.

Die wichtigsten Metabolite des Kartoffel-Modells sind Glukose-6 Phosphat (G6P,
SPB = 26,5), die energiereiche Verbindung ADP (SPB = 26), Saccharose (Suc, SPB = 20)
und ATP (SPB = 17,3). Saccharose (Suc) und Glukose-6 Phosphat (G6P) sind sehr
wichtige Metabolite fiir den Saccharoseabbauweg.
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Abbildung 7.7: Die Flussbilanzanalyse (unter Invertaseiiberexpression Inv und quadratischer
Maximierung der Starkebiosynthese StaSy) des Kartoffel-Modells resultiert in einer optimalen
Flussverteilung. Die Kantenskalierung zeigt die Grole der Flusswerte an. (Eine hochaufgeloste
Version der Abbildung ist auf der beiliegenden CD enthalten.)
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Abbildung 7.8: Die topologische Shortest-Path Betweenness (SPB) Zentralititsanalyse, basierend
auf dem b) Metabolitgraphen resultiert in einer Rangliste von Metaboliten, die in Form einer
c) Ergebnistabelle reprisentiert wird. Die Auswahl der Metabolite G6P und Suc resultiert
in einer Markierung (rote Umrandung) entsprechender Knoten im a) Kartoffel-Modell und b)
Metabolitgraphen. (Eine hochaufgeloste Version der Abbildung ist auf der beiliegenden CD
enthalten.)

Saccharose bildet den Start des Stoffwechselweges und wird von zwei Reaktionen
gebildet (Imp und SPP) und von weiteren zwei Reaktionen verbraucht (Inv und SuSy).
G6P ist die Vorstufe der Stérkebiosynthese und ist auch an vier Reaktionen beteiligt (HEK,
PGI, PGM und StaSy). ATP und ADP kommen sehr héufig in verschiedenen Reaktionen
vor und verbinden reaktionsbedingt viele Metabolite des Metabolitgraphens miteinander.
Wiirden diese Metabolite dem Modell entnommen werden, ist der Ablauf des Stoffwechsels
nicht moglich. Wesentliche Reaktionen, z. B. die Starkebiosynthese StaSy oder Glykolyse
Glyc konnten nicht ablaufen.
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7.2.5 Zusammenfassung

Das detailliert, quantitativ beschriebene Kartoffel-Modell wurde neben der kinetischen
Analyse unter Verwendung zusétzlicher Modellierungsformalismen (Petri-Netz,
stochiometrische und topologische Analyse) aus weiteren Perspektiven analysiert.
In Abbildung ist zum Vergleich der unterschiedlichen Analyseergebnisse verschiedener
Modellierungsformalismen die integrative Analyse zusammenfassend dargestellt.

a) Integrative Analyse des Kartoffel-Modells b) VergroRerte Ansicht

d) Ergebnistabelle der Zentralitidtsanalyse

0 Shortest path
| AdK Metabolite betweenness
G6P 26,5
ADP 26
Suc 20
cytosol
-/ ATP 17,3
1 F6P 15
‘ I
I
%, | '

Abbildung 7.9: Die integrative Analyse des Kartoffel-Modells beinhaltet: a) zwei kinetische
Simulationen, die in jeweils zwei Diagrammen in den Knoten visualisiert sind (Zeitreihendiagramme
links: initiale Parameter und rechts: Uberexpression der Invertase Inv), b) ein vergroBerter
Ausschnitt. Eine der berechneten Petri-Netz T-Invarianten (Schaltzéhler in Magenta) stellt
einen Hauptstoffwechselweg dar. Die Flussbilanzanalyse zur quadratischen Maximierung der
Starkebiosynthese resultiert in einer Flussverteilung, ahnlich der ersten kinetischen Simulation.
Die topologische Shortest-Path Betweenness (SPB) Zentralitiatsanalyse, basierend auf dem c)
Metabolitgraphen, resultiert in d) essentiellen Metaboliten auf einem der Hauptstoffwechselwege
(entsprechend der T-Invarianten) durch das Kartoffel-Modell. (Eine hochaufgelste Version der
Abbildung ist auf der beiliegenden CD enthalten.)
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Diese integrative Analyse ermoglicht die Verwendung von Ergebnissen der kinetischen
Analyse als Ausgangswerte der stochastischen Petri-Netz und der stochiometrischen
Flussbilanzanalyse. Es konnte gezeigt werden, dass neben der kinetischen Analyse weitere
Analysen mit weniger detaillierten Daten interessante Aussagen treffen. Auch diese
bestatigen und begriinden andere Ergebnisse. Weiterhin ermoglicht die Integration von
Ergebnissen in anderen Formalismen weiterfilhrende Analysen. Die Interpretation der
strukturellen und dynamischen Eigenschaften von Modellen wird durch sich erganzende
Analyseergebnisse unterstiitzt.

7.3 Integrative Anwendung metabolischer Modelle der
Maispflanze

Im Sinne des Rekonstruktionsprozesses in der Systembiologie werden metabolische Modelle,
abhéngig von detailliertem Wissen iiber Reaktionsmechanismen, sukzessive aufgebaut.
Ausgehend von qualitativen Modellen werden mit der stetigen Hinzunahme detaillierter
quantitativer Experimentaldaten quantitative Modelle gebildet. Am Beispiel zweier
metabolischer Modelle der Maispflanze wird dieser Prozess dargestellt.

Mais ist eine Energiepflanze mit einer hohen Biomassebildung und einem
hohen Bioenergiegehalt. Als C4-Pflanze besitzt Mais im Gegensatz zu C3-Pflanzen
u.a. eine effizientere Photosyntheserate und einen besseren Wasser-, Licht und
Stickstoffnutzungsgrad [132]. Aus diesem Grund besitzt Mais ein deutlich hoheres
Biomassepotential als C3-Pflanzen. Durch die globale Klimaerwarmung ist zu erwarten, dass
dieser Vorteil sogar noch zunimmt. Ein Ziel ist somit, die Systembiologie der Maispflanze
durch metabolische Modellierung zu verstehen.

Bisher gibt es zweli genomweite stochiometrische und einige kinetische
Photosynthese-Modelle der Maispflanze. Die genomweiten stochiometrischen Modelle
sind C4GEM [35] und iRS1563 [133] und basieren auf genomischen Daten. Diese Modelle
sind Top-Down erstellt wurden. Genomweite Modelle berticksichtigen die unterschiedliche
Verwendung von Stoffwechselwegen in den verschiedenen Organen oder Geweben nicht. Im
Oktober 2014 ist die zweite Generation des iRS1563 [148] verdffentlicht wurden. Es ist ein
genomweites Modell des Maisblattes (keine Unterscheidung in Source- oder Sinkblatt),
entstanden unter Verwendung von u. a. den Mais spezifischen Stoffwechselwegen aus dem
MetaCrop Repository [140].

Anders hingegen die kinetischen Photosynthese-Modelle, die spezifisch fiir das Maisblatt
Bottom-Up rekonstruiert wurden. Bereits vor 30 Jahren hat deren Entwicklung begonnen [13]
25]. Mit Weiterentwicklung der Technik wurden und werden diese Modelle verbessert
sowie weitere Stoffwechselwege hinzugefiigt [97, 98|, 160]. Im April 2014 haben Wang und
Koautoren [163] ein kinetisches Modell der C4-Photosynthese entwickelt. Es beinhaltet
neben dem Calvin-Zyklus, der Starkebiosynthese, Saccharosebiosynthese, dem C4-Zyklus,
Photophosphorylierung und Kohlenstoffdioxid-Fixierung auch die Photorespiration und
den Metabolitaustausch zwischen den beiden photosynthetisch aktiven Sourceblattzellen
(Biindelscheiden- und Mesophyllzelle).

Die verschiedenen Organe und Gewebe der Maispflanze verwenden unterschiedliche
Stoffwechselwege. Im  Maiskorn findet hauptsachlich  Starkebiosynthese im
Endospermgewebe statt, welche auch den grofiten Teil des Maiskorns bildet. In
den Blattern (Sourceblitter) hingegen findet die Photosynthese zur Bereitstellung von
Energie fiir die Bildung von Metaboliten statt. Aminosauren und Saccharose werden
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gebildet, exportiert und iiber den Sténgel in die sich entwickelnden Organe und Gewebe,
wie z..B. vom Maiskorn aufgenommen. Sourceblatt und Endosperm bilden somit eine
interessante Basis, um den C4-Stoffwechsel im Sourceblatt und die Starkebiosynthese im
Endospermgewebe des Maiskorns zu untersuchen.

Grundlegend dafiir ist zum einen die Rekonstruktion eines Biomasse produzierenden
Modells des Maiskorns (Endosperm), um die metabolischen Prozesse in der Speicherphase zu
untersuchen. Zum anderen die Rekonstruktion eines Sourceblatt-Modells zur Untersuchung
des C4-Stoffwechsels. Die kurierten Mais spezifischen Stoffwechselwege beider Modelle sind
im MetaCrop Repository [140] hinterlegt.

7.3.1 Maiskorn-Modell

Das rekonstruierte Maiskorn-Modell ist ein stéchiometrisches Modell und bildet das grofite
Gewebe im Maiskorn (Endosperm) ab. Es ahmt die metabolische Kapazitit wahrend der
Speicherphase nach. Mit dem Ziel, ein Biomasse produzierendes Modell zu erstellen,
wurde zunichst die Biomassezusammensetzung im Endospermgewebe ermittelt. Aus
Literaturangaben setzt sich die Biomasse aus 85% Kohlenhydraten (Zellwandbestandteile:
10% Zellulose, 4% Hemizellulose; 86% Stérke), 14% Proteinen (Aminoséuren), sowie 1%
Lipiden zusammen [166]. Zur Biomassebildung werden einige Metabolite in das Endosperm
importiert und andere exportiert. Aufgenommen werden die Aminosduren Asparagin
und Glutamin als Stickstoffquelle, Saccharose als Kohlenstoffquelle sowie Sauerstoff. Das
Hauptabgabeprodukt ist Kohlenstoffdioxid. Mit diesen Angaben konnten die relevanten
Stoffwechselwege erstellt werden. Diese bilden aus den aufgenommenen Metaboliten
zunachst die Biomassevorstufen und anschlieffend die Biomasse.

Das Maiskorn-Modell besteht aus 41 Stoffwechselwegen, die auf drei Kompartimente
verteilt sind. Insgesamt beinhaltet das Modell 250 Metabolite und 273 Reaktionen. Davon
sind 225 enzymatische Reaktionen und 48 Transportprozesse. Zum Austausch der Metabolite
mit der Umgebung und innerhalb der Zelle mit den Kompartimenten (Zytosol, Plastid und
Mitochondrium) werden Transportprozesse verwendet, sieche Abbildung (7.10

Suc Asn Gln H,S €O, O, Eth Lak BM Umgebung

fl:l:l:l:l:l:l:l:l:\

; )

Zytosol: 79 Plastid: 111
Kohlenhydratbiosythese Glykolyse, Rubisco-shunt
Glykolyse m oxPPP, PPP
oxPPP Starkebiosynthese
Zellwandbiosynthese { Aminosaurebiosynthese
Proteinbiosynthese FS-Biosynthese J
Aminosiurebiosynthese <
Garung " Mitochondrium: 20
GABA-shunt 4 Citratzyklus
Folatbiosynthese l Ox. Phosphorylierung
TAG-Biosynthese GABA-shunt

\S =7

Abbildung 7.10: Schematische Darstellung des Maiskorn-Modells, bestehend aus 41
Stoffwechselwegen (250 Metabolite und 273 Reaktionen), die auf drei Kompartimente (Zytosol,
Mitochondrium und Plastid) verteilt sind. Die Anzahl der biochemischen Reaktionen in den
Kompartimenten ist angegeben. Transportreaktionen sind in Form grauer Pfeile dargestellt. Die
Anzahl der Reaktionen ist in den Pfeilen wiedergegeben. Abkiirzungen: Suc: Saccharose, Asn:
Asparagin, Gln: Glutamin, Eth: Ethanol, Lak: Laktat, ox: oxidativ, PPP: Pentosephosphatweg,
TAG: Triacylglycerol, FS: Fettséure.

112



7 Anwendung

7.3.2 Maisblatt-Modell

Ein weiteres rekonstruiertes Modell der Maispflanze ist ein stochiometrisches Modell. Es
bildet den Stoffwechsel in einem vollsténdig entwickelten Maisblatt (Sourceblatt) ab. Dieses
Modell ahmt die metabolische Kapazitat wahrend der Photosynthese nach. Es dient der
Bildung von Saccharose und Aminosduren, um die umgebenden Organe wie z. B. das
Maiskorn mit den benotigten Metaboliten zu versorgen. Grundlage fiir den Stoffwechsel
im Maisblatt ist die Aufnahme von Licht, Kohlenstoffdioxid als Kohlenstoffquelle, Nitrat
als Stickstoffquelle sowie Sulfat als Schwefelquelle. Das Maisblatt-Modell besteht aus
29 Stoffwechselwegen, dem C4-Zyklus, der Photophosphorylierung, dem Calvin-Zyklus,
Photorespiration, dem TCA-Zyklus und dem Stickstoff-, Sulfat- und Aminosaurestoffwechsel.
Das Modell beinhaltet 310 Metabolite, die in 323 Reaktionen verstoffwechselt werden. Davon
sind 205 biochemische Reaktionen.

Die Kranzanatomie des Maisblattes weifit zwei verschiedene photosynthetisch aktive
Zellen auf, die Mesophyll- und Biindelscheidenzelle, siche Abbildung

Querschnitt durch das Blatt einer Maispflanze

Leitblindel Bundelscheidenzellen Mesophylizellen

Spaltéffnung

Abbildung 7.11: Querschnitt durch das Blatt einer Maispflanze. Die Kranzanatomie wird durch
den Kranz der Zellen um die Leitbiindel beschrieben, entnommen aus [I57].

Der Vorteil dieser Kranzanatomie ist die Trennung zwischen Kohlenstoffdioxidfixierung
in der Mesophyllzelle und der Kohlenhydratbiosynthese in der Biindelscheidenzellen.
Die Mesophyllzelle pumpt CO; in die Biindelscheidenzelle (zur Aufrechterhaltung der
C'O9-Konzentration) sodass das Enzym Ribulosebisphosphat Carboxylase (Rubisco) die
COs-Fixierung anstelle der Sauerstoftfixierung durchfiihrt. Somit wird die Photorespiration
minimiert und eine héhere Kohlenhydratbiosynthese erreicht.

Die Stoffwechselwege finden im Modell in diesen beiden Zellen statt und werden mittels
Plasmodesmen verbunden. Plasmodesmen erméglichen gewissen Stoffwechselintermediaten
den Austausch iiber die Zellgrenzen hinweg. Jede Zelle beinhaltet die Kompartimente
Mitochondrium, Plastid und Zytosol. Die Biindelscheidenzelle besitzt zusatzlich ein
Peroxisomen. 118 Transportprozesse verbinden die Stoffwechselwegintermediate tiber die
Kompartiment- und Zellgrenzen hinweg, siehe Abbildung

7.3.3 Topologische Analyse

Die topologische Analyse der Maispflanzen-Modelle wird basierend auf den zugehorigen
Metabolit- und Reaktionsgraphen durchgefiihrt.
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Abbildung 7.12: Schematische Darstellung des Maisblatt-Modells, bestehend aus zwei
photosynthetisch aktiven Zellen, der Mesophyllzelle MC' (links) und der Biindelscheidenzelle
BSC(rechts) verbunden durch Plasmodesmen. Die MC besitzt die Kompartimente Zytosol,
Mitochondrium und Plastid, die BSC zuséatzlich das Peroxisomen. Das Modell beschreibt 29
Stoffwechselwege aus 310 Metaboliten und 323 Reaktionen. Die Anzahl der biochemischen
Reaktionen ist in den Kompartimenten ist angegeben. Transportreaktionen sind in Form grauer
Pfeile dargestellt. Die Anzahl der Reaktionen ist in den Pfeilen wiedergegeben. Abkiirzungen: Ph:
Photonen, Asn: Asparagin, Asp: Asparaginsidure, Suc: Saccharose, S: Sulfat, N: Stickstoff, AS:
Aminoséuren, ox: oxidativ.

Maiskorn-Modell Der Hauptbestandteil der Biomasse im Maiskorn ist Starke. Die
Bildung von Stérke im Plastiden (starch,) aus der Kohlenstoffquelle Saccharose (sucrose.)
im Zytosol beschreibt somit den Hauptweg der Biomassebildung. Deshalb wird die
topologische Analyse des kiirzesten Weges zwischen Saccharose und Stéarke im Metabolit-
und Reaktionsgraphen durchgefiithrt. Basierend auf den Metabolitgraphen ermittelt
die Analyse des kiirzesten Weges verschiedene kiirzeste Wege. Einer verlauft iiber die
vier Metabolite UDPGlc., G1F., ADPglc. im Zytosol und ADPglc, im Plastiden,
siehe Abbildung a). Diese Metabolite beschreiben die Zwischenprodukte der
Starkebiosynthese.

Im Reaktionsgraphen wird der kiirzeste Weg zwischen den Reaktionen zur
Saccharoseaufnahme (R742) und Starkebiosynthese (R885) analysiert. Einer der kiirzesten
Wege verlauft tiber die Reaktionen Invertase (R1027), Hexokinase (R812) und dem
ADP-Glukosetransporter (R769), wobei der Kontakt zwischen den Reaktionen R812 und
R769 nur iiber die Verbindung des Metaboliten ADP erreicht wird, siche Abbildung
b).

Die Zentralitatsanalyse des Metabolitgraphen ermittelt eine Rangliste von Metaboliten.
Phosphat (P) im Zytosol und Glutamat (Glu) im Plastiden sind in den Kategorien
Degree, Indegree, Outdegree und Shortest-Path Betweenness (kurz SPB) unter den ersten
zehn Metaboliten vertreten. Das Phosphat P im Zytosol erreicht die Zentralitatswerte
(die Angaben von Glu in Klammern dahinter): Degree = 25 (26), Indegree = 14 (13),
Outdegree = 11 (13) und SPB = 16.808 (4.581). Die hochsten Zentralitdtswerte erreichen
die Metabolite P im Plastiden in Degree (36) und Indegree (31), ATP im Plastiden in
der Kategorie Outdegree (24) und das P im Zytosol in der SPB (16.808). Phosphate und
energiereiche Verbindungen nehmen an sehr vielen Reaktionen teil und vernetzen den
Metabolitgraphen stark.
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Glutamat wird zur Biosynthese von Aminosauren in den Plastiden verwendet. Die Bildung
der Aminosduren nimmt einen grofien Teil des Maiskorn-Modells ein. Als Intermediat
verbindet Glutamat somit die verschiedenen Aminosédurebiosynthesen.

Unter den zehn hochsten Zentralitdtswerten, die aus der Analyse des Reaktionsgraphen
stammen, sind mehr als die Halfte in den vier Kategorien im Plastiden lokalisiert. Im
Plastiden finden aufgrund der Aminosédurebiosynthese die meisten Reaktionen statt. In
drei Kategorien (Degree, Indegree, SPB) sind die Reaktionen zur Fettsdurebiosynthese
(R1035, R1036 hochste Zentralitat in Indegree = 54 und SPB = 10.952) und der Lysin
Biosynthese (R940) im Plastiden vorhanden. Diese Reaktionen nutzen ATP, welches
den Grund der hohen Vernetzung der Reaktionen untereinander realisiert. Die Reaktion
R940 verwendet ATP als Substrat und produziert die Metabolite P und Glu, die viele
Reaktionen miteinander verbinden. Die Carbamoylphosphat Synthase (R931) gehort
den Kategorien Degree (hochste Zentralitat mit 71), Indegree und Outdegree mit hohen
Zentralitatswerten an. Diese Reaktion findet im Plastiden statt und nutzt ATP, COs und
Gin um ADP, P, Glu und Carbamoylphosphat (CP) zu bilden. Im Vergleich zur Analyse
der Metabolitgraphen werden die hochgradig vernetzten Metabolite ATP, P und Glu in
dieser Reaktion verstoffwechselt.

Maisblatt-Modell Das Mais Sourceblatt nimmt Kohlenstoffdioxid auf und produziert
Saccharose, die exportiert wird um weitere Pflanzenorgane, wie das Maiskorn, zu versorgen.
Mit der topologischen Analyse soll der kiirzeste Weg zwischen Kohlenstoffdioxid (C'O2)
und Saccharose (Suc) im Zytosol der Mesophyllzelle (M C') untersucht werden. Die Analyse
des Metabolitgraphen ermittelt den kiirzesten Weg iiber die Metabolite Hydrogencarbonat
(HCO3), Phosphat P, Dihydroxyacetonphosphat (DHAP) oder Glycerinaldehyd-3 Phosphat
(GAP) zu Fruktose-1,6 Bisphosphat (FBP), Fruktose-6 Phosphat (F6P) und Saccharose-6
Phosphat (Suc6P), siche Abbildung c¢). Grund fir diesen kiirzesten Weg ist das
hochgradig vernetzte P, welches sehr viele Reaktionen miteinander verbindet und somit im
Metabolitgraphen viele Metabolite untereinander verknupft.

Weiterhin wird der kiirzeste Weg im Reaktionsgraphen ermittelt. Der kiirzeste Weg
wird zwischen der Kohlenstoffdioxid Importreaktion (R001) und der Saccharose bildenden
Reaktion Saccharose-6 Phosphat Phosphatase (R509) ermittelt. Es befinden sich die
Carboanhydrase (R002) und die Phosphoenolpyruvatcarboxylase (R004) auf dem kiirzesten
Weg, siehe Abbildung d). Auch hier ist das Phosphat P der verbindende Metabolit
verschiedener Reaktionen, sodass Reaktion im Reaktionsgraphen stark untereinander
verkniipft sind.

Die Betrachtung der Zentralititen unterstiitzt die Ergebnisse der Analyse der
kiirzesten Wege. Das Phosphat P im Zytosol der Mesophyllzelle MC' hat die folgenden
Zentralitatswerte: Degree = 16, aufgeteilt in Indegree = 9 und Outdegree = 7. Auch die
Shortest-Path Betweenness (kurz SPB) ist mit dem Wert 15.017 an vierter Stelle der Liste.
Hohere Zentralitatswerte in diesen Kategorien erhalten das Phosphat P im Plastiden der
Biindelscheidenzelle (BSC') mit den héchsten Werten in Degree, Indegree und SPB (Degree
= 32, Indegree = 28, Outdegree = 4, SPB = 25.241), ADP und ATP. Die hochsten Werte
werden in den BSC' Plastiden erzielt, denn dort sind aufgrund der Aminosaurebiosynthese
die meisten Stoffwechselwege lokalisiert.

Das Ergebnis der Zentralitatsanalyse des Reaktionsgraphen resultiert u.a. in drei
Reaktionen des BSC Plastiden, die unter den zehn hochsten Zentralitdtswerten der Degree,
Indegree, Outdegree und SPB auftreten. Diese Reaktionen sind Triosephosphat Transporter
(R106), Reaktion zur Erhaltungsenergie (R712) und Carbamoylphosphate Synthase
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(R911). Diese Reaktionen verwenden P als Substrat oder Produkt. Die Reaktionen mit
den hochsten und meisten (bis auf zwei Reaktionen) Zentralitiatswerten aus den vier
Kategorien sind in der BSC lokalisiert.

Die Zentralitatsanalyse der Metabolit- und Reaktionsgraphen beider Modelle der
Maispflanze ermittelt Gemeinsamkeiten. Die Metabolite P, ATP und Glu haben in beiden
Modellen die hochsten Zentralitatswerte der Kategorien SPB, Degree und Outdegree im
Metabolitgraphen. Die Reaktion Carbamoylphosphate Synthase kommt in beiden Modellen
mit hohen Zentralitdtswerten in verschiedenen Kategorien vor. Grund dafiir sind die
iibereinstimmenden Aminosdurebiosynthese Reaktionen beider Modelle, die sich wegen der
Zugehorigkeit zum Zentralstoffwechsel nur in deren Lokalisation unterscheiden.

7.3.4 Stochiometrische Analyse

Die beiden stochiometrischen Modelle der Maispflanze wurden im Rekonstruktionsprozess
mehrfach durch Gap-Finding und Dead-End Analysen untersucht und angepasst. Zur
Vorhersage der optimalen Flussverteilung wird folgend die Flussbilanzanalyse FBA
durchgefiihrt.

Maiskorn-Modell Im Maiskorn-Modell kann mittels quadratischer FBA durch Angabe
der bekannten Saccharoseaufnahmerate von 12,5 pmol/gDW /h (R742) aus der Literatur [2]
in silico eine Wachstumsrate von 0,004 h=! (R998) erzielt werden. Diese Wachstumsrate
(0,0042 ! [42]) entspricht der in der Literatur [2] angegebenen, sieche Kantenskalierung
in der schematischen Abbildung

Der hochste Metabolitfluss verlauft von der Saccharoseaufnahme (12,5 uM/gDW/h)
iiber die Bildung von ADP-Glukose (ADPglc) im Zytosol (R815 = 17,2 uM/gDW/h),
welche zur Starkebiosynthese in den Plastiden (R885 = 16,9 uM/gDW/h) transportiert
wird. Auch die oxidative Phosphorylierung im Mitochondrium tragt einen hohen Fluss
(20,3 pM/gDW/h) und generiert Energie (ATP) zur Biomassebildung.

In dem Artikel von Alonso und Koautoren [2] wurde der Zentralstoffwechsel des
Endospermgewebes des sich entwickelnden Maiskorns mit metabolischer Flussanalyse (MFA)
untersucht. Das entwickelte Modell berechnet die Flussverteilung fur 44 biochemische
Reaktionen. Davon sind 14 zusammengefasste Reaktionen, die Schlussfolgerungen zur
Aminosaurebiosynthese, Glykolyse und dem TCA-Zyklus ermoglichen. Im Gegensatz
zu diesem Modell erlaubt das in dieser Arbeit erstellte, detaillierte Maiskorn-Modell
Flussverteilungen bis hin zu den Endprodukten der Aminosidurebiosynthese, verschiedene
Zwischenschritte und Abzweigungen in Stoffwechselwegen zu untersuchen.

Im Vergleich mit der MFA-Flussverteilung erzielt die FBA-Flussverteilung mit
der gleichen Saccharose-Aufnahmerate von 12,5 pM/gDW/h im Wesentlichen einen
unterschiedlichen Fluss zur Stérkebiosynthese (MFA 7,3 uM/gDW/h zu FBA 16,9
uM/gDW/h). In der Arbeit von Alonso wird dieser geringe Stérkefluss mit Energie
verschwendenden Substratzyklen erklért. Es handelt sich um Triosephosphat- (z. B. GAP)
und Hexosephosphat-Zyklen (z. B. F6P) zwischen Zytosol und Plastid, als auch Glukose-
(Glu) und Hexosephosphat-Zyklen. Diese verbrauchen nach Alonso 47% Energie, die
demnach zur Biomassebildung fehlt. Alonso postuliert, dass eine Unterbindung dieser
Zyklen eine gesteigerte Biomassebildung erzielen kénnte.

Die FBA-Flussverteilung zeigt genau diese beschriebene optimale Flussverteilung und
verifiziert somit die Hypothese von Alonso.
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a) Integrative Analyse des Maiskorn-Modells b) VergroéBRerte Ansicht
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Abbildung 7.14: Schematische Darstellung der integrativen Analyse des Maiskorn-Modells, bestehend aus a) der oxidativen Phosphorylierung im
Mitochondrium, des Saccharoseabbaus im Zytosol und der Stérkebiosynthese im Plastiden. Die Flussverteilung der quadratischen Flussbilanzanalyse
(Kantenskalierung) und die Diagramme der stochastischen Petri-Netz Analyse sind dargestellt. Das rote Kreuz bedeutet, dass diese Reaktion von der
Petri-Netz Analyse ausgeschlossen ist. b) VergroBerte Ansicht der Stérkebiosynthese (R855 aus dem Plastiden). (Eine hochaufgeléste Version der Abbildung
ist auf der beiliegenden CD enthalten.)
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Unter Optimierung der Biomassebildung mit angegebener Saccharoseaufnahmerate finden
diese energieverbrauchenden Substratzyklen nicht statt. Die Reaktionen, u. a. Fruktose-1,6
Bisphosphatase (R807 im Zytosol und R881 im Plastiden) und Invertase (R1027) werden
nicht verwendet (0 uM/gDW/h), sodass die Starkebiosynthese um mehr als das Doppelte
erhoht ablauft.

Zum besseren Vergleich der Flussverteilungen und Untersuchung der Substratzyklen wird
eine zweite FBA durchgefiihrt. Dazu wird wie in [2] beschrieben die Saccharoseaufnahmerate
von 12,5 uM /gDW /h gesetzt und die Starkebiosynthese auf 7,3 uM /gDW /h eingeschrénkt,
siehe Abbildung

Plastid \\

R798|

R

.

Abbildung 7.15: Schematische Darstellung der Flussbilanzanalyse des Maiskorn-Modells nach
Alonso, bestehend aus der oxidativen Phosphorylierung im Mitochondrium, des Saccharoseabbaus
im Zytosol und der Starkebiosynthese im Plastiden. Die Flussverteilung der quadratischen
Flussbilanzanalyse (Kantenskalierung)ist dargestellt.

Mit dem Ergebnis einer Wachstumsrate von 0,0017 =% (R889 Flussrate von 1,7454
uM/gDW/h) kénnen die von Alonso beschriebenen Subtratzyklen beobachtet werden.
Die Reaktionen Invertase (R1027) und Hexokinase (R812) laufen ab und generieren die
energieverbrauchenden Substratzyklen. Die Biomassebildung ist um 42% geringer als im
Vergleich zur optimalen Flussverteilung ohne Subtratzyklen.

Maisblatt-Modell Das rekonstruierte Maisblatt-Modell wird unter Maximierung
der Saccharoseexportrate quadratisch optimiert. Zur Untersuchung einer realistischen
Flussverteilung wird das Modell in der Aufnahme von Licht (ambiente Lichteinstrahlung von
5,86 mM /gFW/h) und Bildung von Aminosiduren nach Literaturangaben [72] eingeschrankt.
Weiterhin beriicksichtigt das Modell C4-Overcycling (10% der PEPC-Aktivitat: R017
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generiert COy Verlust: Ex_CO2_BC _c in der BSC [4]) und die Erhaltungsenergie von 12%
der Photosynthese [4]. Zuséatzlich wird die Bildung von Starke (R141) und Saccharose
(R509) im Verhéltnis 28%:72% [105] abgebildet. Die RubisCo Aktivitidt von Oxygenierung
(R201) zu Carboxylierung (R105) wird auf das Verhaltnis 3%:97% [30] eingestellt.

Die quadratische F'BA resultiert in einer Flussverteilung, die die angegebenen Fliisse
zur Aminosdurebildung erfiillt, jedoch den zu erwartenden Fluss zur Saccharosebildung

(R509 im Zytosol der Mesophyllzelle) nicht erzielt (nur 11%), sieche Kantenskalierung in
der schematischen Abbildung

a) Integrative Analyse des Maisblatt-Modells b) VergroBerte Ansicht
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Abbildung 7.16: Schematische Darstellung der integrativen Analyse des Maisblatt-Modells
bestehend aus a) der Mesophyllzelle MC mit Plastiden und Zytosol (links), der Biindelscheidenzelle
mit Zytosol und Plastid (rechts) und den Plasmodesmen zwischen den Zellen. Die Stoffwechselwege
Photophosphorylierung (blau), C4- (violett), Calvin-Zyklus (dunkelgriin), erste Reaktion
der Photorespiration (hellgriin) und die letzte Reaktion der Saccharose- (orange MC)
und Stérkebiosynthese (orange MC) sind dargestellt. Die Flussverteilung der quadratischen
Flussbilanzanalyse (Kantenskalierung) und die Diagramme der stochastischen Petri-Netz Analyse
werden gezeigt. Das rote Kreuz bedeutet, dass diese Reaktion von der Petri-Netz Analyse
ausgeschlossen ist. b) Vergroflerte Ansicht der Saccharosebildung (R509 aus dem Zytosol der
Mesophyllzelle). (Eine hochaufgeléste Version der Abbildung ist auf der beiliegenden CD enthalten.)

Dennoch entspricht die {ibrige Flussverteilung den aus der Literatur bekannten
Verhéltnissen, wie im Folgenden erlautert. Der hochste Metabolitfluss verlauft in der
Photophosphorylierung, gefolgt vom C4- und Calvin-Zyklus mit intensivem Transport
zwischen den beiden Zellen und den Plastiden. Die Photophosphorylierung findet
hauptséchlich in den Plastiden der MC statt. Es werden 60% Energie (ATP) und 100%
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Reduktionsequivalente (NADPH ) generiert. Im BSC Plastiden hingegen wird aufgrund
des inaktiven Photosystems II [I09] nur 40% ATP und kein NADPH erzeugt.

Der C4-Zyklus ermoéglicht das im BSC' Plastiden fehlende NADPH iiber den Transport
und Abbau des zuvor in der MC' gebildeten Malat (Mal) zu decken. 47% des gebildeten
NADPH wird iiber den Malattransport im BSC' Plastiden freigesetzt. Die Assimilation eines
CO9 im Calvin-Zyklus bedarf zwei NADPH zur Reduktion von 3 Phosphoglycerinaldehyd
(PGA). Es wird aber nur ein NADPH durch die Abgabe von COs, beim Abbau des Mal frei.
Deshalb findet die Reduzierung des PGA hauptséachlich im MC Plastiden statt. Ein Teil
des PGA wird deshalb von den BSC in die MC' Plastiden transportiert. Aus PGA werden
die Triosephosphate Glyzerinaldehyd-3 Phosphat (GAP) und Dihydroxyacetonphosphat
(DHAP) produziert und zuriick in die BSC Plastiden transportiert, um den Calvin-Zyklus
zu beenden [165]. Die Transporte iiber die Plastidenmenbranen hinweg werden durch den
Triosephosphat /Phosphat Translokator (TPT) erméoglicht. Die Plasmodesmen erméglichen
die Diffusion der zu transportierenden Metabolite zwischen den Zellen.

Die C4-Photosynthese ist durch den koordinierten Transport von gebundenen
Reduktionsequivalenten und das Ablaufen sich beeinflussender Stoffwechselwege in
verschiedenen Zellen sehr effizient [163]. Im Modell werden somit hauptséchlich die
Metabolite PGA, DHAP, Mal und Pyruvat (Pyr) zwischen den Zellen transportiert.
Aber auch Alanin (Ala) und Aspartat (Asp) werden zum Austausch verwendet.

Pick und Koautoren [I119] stellen eine Hypothese auf, dass neben Mal auch Asp iiber
Plasmodesmen zur BSC' diffundieren. Weiterhin wird behauptet, dass zur Regenerierung
des Kohlenstoffakzeptors und dessen Transfer zur MC neben Pyr auch Phosphoenolpyruvat
(PEP) und Ala genutzt werden kénnten. In dem Modell konnte der Transport von Asp in
die BSC und der Riicktransport durch Ala und PEP nicht erreicht werden. Das Gegenteil
ist zu beobachten. Asp diffundiert von der BSC in die MC und Ala diffundiert aus der
MC' in die BSC. Die Diffusion von PEP findet gar nicht statt. Im Vergleich mit dem
Diffusionsfluss von Mal ist das Verhéltnis zu Asp 99% zu 1% und das Verhéltnis von Pyr
zu Ala 99% zu 1%.

Dieses Ergebnis stiitzt die Hypothese von Furbank [51], dass das Verhéltnis von Mal
zu Asp in den verschiedenen C4-Spezies variiert und der Transport von Asp in Bezug
auf den indirekten Transport von NADPH durch Mal energetisch bevorzugt ist. Denn
Mal versorgt die BSC mit dem fehlenden NADPH, welche durch den Transport von Asp
nicht erfolgt. Das Pyr den Hauptfluss zuriick zu MC beschreibt, erklart Furbank [51]
als hochstwahrscheinlich, da somit das Gleichgewicht der Aminogruppen zwischen beiden
Zelltypen erhalten bleibt.

7.3.5 Petri-Netz Analyse

Zur Analyse des dynamischen Verhaltens der Modelle der Maispflanze wird die stochastische
Petri-Netz Simulation durchgefiihrt. Die Angabe der Metabolitkonzentrationen zur
Anfangsmarkierung des Petri-Netzes und Reaktionsraten sind Ausgangspunkt dieser
Analyse.

Maiskorn-Modell Metabolitkonzentrationen zum Maiskorn-Modell wurden nicht
erhoben und konnten auch nicht in der Literatur ermittelt werden. Auch die systematische
Ermittlung der initialen Markierung konnte aufgrund der Grofle des Modells nicht berechnet
werden. Dazu sind verschiedene Kriterien zu beriicksichtigen, u. a. dass jede P-Invariante
mindestens eine Marke erhalten muss [55]. Eine Realisierung der Invariantenanalyse ist
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fir die Grofle des Modells ohne Reduktion von z.B. linearen Stoffwechselwegen nicht
moglich [89]. Deshalb wird fiir jeden Metaboliten (auBer der Biomasse, deren Bildung
beobachtet werden soll) eine initiale Metabolitkonzentration von 1.000 pM gesetzt. Die
Reaktionsraten zur stochastischen Analyse werden auf die Fliegleichgewichtsraten der
zuvor berechneten FBA gesetzt.

Mit dem Ziel, die Biomassenakkumulation zu beobachten, wird die stochastische Analyse
mit 200.000 Schritten und zehn Wiederholungen durchgefiihrt. Insgesamt konnen alle
Reaktionen, die eine Rate gesetzt haben, schalten und Metabolite in unterschiedlichem
Mafle verstoffwechseln. Die Reaktionen mit den hochsten Fliissen im Fliefigleichgewicht
(Reaktionen der oxidativen Phosphorylierung R870, Saccharose-Aufnahme R7/2 und
Bildung der Stérkevorstufen und Stiarke R885) schalten in der stochastischen Simulation
sehr haufig, siehe Diagramme in der schematischen Abbildung Der Anstieg der
Kurven in den Diagrammen ist im Gegensatz zu Reaktionen, die kaum schalten, hoher.
Die Bildung der Biomasse kann mit der stetig ansteigenden Kurve im Diagramm bis
auf eine Konzentration von 1.940 uM beobachtet werden. Uber die Schritte bleiben die
Metabolitkonzentrationen mit kleineren Oszillationen zwischen den zehn Wiederholungen im
Mittel konstant. Dabei oszillieren die Konzentrationen der energiereichen Metabolite (ATP,
ADP, NADPH, NADP, NADH, NAD, PP, P) und Vorstufen der Stérke (G1P, ADPglc) in
den Kompartimenten mehr als Metabolite, die an wenigen Reaktionen teilnehmen oder
deren Reaktionsrate gering ist (z. B. Aminosduren Met, Ser).

Maisblatt-Modell Zur stochastischen Analyse des Maisblatt-Modells werden die
Metabolitkonzentrationen fiir die Anfangsmarkierung fiir alle Metabolite (aufer die zu
bildenden Metabolite Saccharose Suc, Starke Starch und Aminoséduren) auf 1.000 pM
gesetzt. Im Gegensatz zum Maiskorn-Modell konnten einige Konzentrationen aus dem
kinetischen Modell von Wang und Koautoren [163] verwendet werden, jedoch wiirden nur
26% (81 von 310) der Metabolite eine entsprechende Konzentration erhalten. Deshalb wird
eine initiale Metabolitkonzentration von 1.000 M verwendet. Ahnlich verhélt es sich mit
den Reaktionsraten, die von 26 Reaktionen des kinetischen Modells verwendet werden
konnten. Es handelt sich nur um 8% (26 von 323) aller Reaktionen im Maisblatt-Modell,
sodass die Flielgleichgewichtsraten der FBA-Flussverteilung verwendet werden.

Die stochastische Analyse wird iiber 200.000 Schritte mit zehn Wiederholungen
durchgefiihrt, um die Bildung der Saccharose (Suc), Stérke (Starch) und Aminoséduren zu
beobachten. Jede Reaktion, die eine Flie8gleichgewichtsrate besitzt, schaltet und verédndert
damit die Metabolitkonzentrationen zur Bildung der oben genannten Metabolite, siehe
Diagramme in der schematischen Abbildung

Nach 200.000 Schritten entstehen 174 uM Suc, 70 pM Starch und geringe
Konzentrationen einiger Aminosduren (Serin = 7 uM, Glycin = 9 pM, Glutamin =
4 M und Alanin = 7 pM). Aufgrund der stark unterschiedlichen Flielgleichgewichtsraten
der Aminosaurebiosynthese zu allen anderen Raten schalten diese Reaktionen sehr selten
oder gar nicht. Zum Beispiel wird die Aminoséure Valin ( Val), mit einer Rate von 0,0013
uM/gFW/h gebildet. Im Gegensatz dazu ist die Rate zur Bildung von Suc mit 24,4
uM/gFW/h um einen Faktor von ca. 20.000 grofer. Die Wahrscheinlichkeit, dass die
Reaktionen der Aminosaurebiosynthese schalten, ist somit sehr gering und erklart die
geringen Aminosaurekonzentrationen.

Reaktionen der Lichtaufnahme und Photophosphorylierung schalten sehr haufig, wie in
den stark ansteigenden Kurven der Diagramme zu erkennen ist. Die somit erzeugte Energie
(ATP) und Reduktionsequivalente (NADPH ) werden fiir z. B. die Reaktionen des C4- und
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Calvin-Zyklus verwendet. Metabolitkonzentrationen der energiereichen Metabolite (ATP,
ADP, NADPH, NADP, PP, P) oszillieren in den Plastiden der beiden Zellen innerhalb
der zehn Wiederholungen. In den anderen Kompartimenten sind diese Oszillationen
aufgrund der geringeren Reaktionsraten nicht zu beobachten. Im Mittel bleiben die
Metabolitkonzentrationen konstant, sodass die Reaktionen weiterhin ablaufen konnen
und Suc, Starch und Aminosauren bilden.

7.3.6 Kinetische Analyse

Die kinetische Analyse der Maispflanzen-Modelle bedarf detaillierter Beschreibungen der
Reaktionsmechanismen mit Parametern und initialen Metabolitkonzentrationen, die eine
dynamische Analyse ermoglichen.

Maiskorn-Modell Im Fall des Maiskorn-Modells konnten diese quantitativen
Experimentaldaten nicht erhoben werden. In der Literatur wurde bisher kein kinetisches
Modell des Maiskorns erstellt, sodass die kinetische Analyse in der vorliegenden Arbeit
nicht am Maiskorn-Modell angewendet werden kann.

Maisblatt-Modell Im Gegensatz zum Maiskorn gibt es einige kinetische Modelle
der C4-Photosynthese [13, 25, 07, O8] 160, 163]. Das bisher umfassendste kinetische
C4-Photosynthese-Modell ist jenes von Wang und Koautoren [163], welches im April
2014 veroffentlicht wurde. Dieses Modell beriicksichtigt als Erstes die Lokalisation der
Stoffwechselwege in den zwei photosynthetisch aktiven Zellen und damit auch den
koordinierten Transport zwischen diesen.

Das C4-Photosynthese-Modell besteht aus zwei Zellen, der Mesophyllzelle MC
(mit den Kompartimenten Zytosol und Plastid) und der Biindelscheidenzelle
BSC (Zytosol, Plastid und Peroxisomen). Es nehmen 91 Metabolite an 59
Reaktionen teil. Davon sind 11 Transportprozesse. Die Stoffwechselwege Calvin-Zyklus,
Starkebiosynthese, Saccharosebiosynthese, C4-Stoffwechsel, Photophosphorylierung,
Kohlenstoffdioxid-Fixierung und Photorespiration werden im Modell abgebildet. Das
Maisblatt-Modell enthélt im Gegensatz zum C4-Photosynthese-Modell zuséatzlich den
TCA-Zyklus, die Stickstoff-, Sulfat- und Aminosaure-Stoffwechselwege.

Beim Vergleich beider Modelle stimmen nur 8% (26 von 323) Reaktionen und 26% (81
von 310) Metabolite tiberein. Das C4-Photosynthese-Modell beinhaltet zusammengefasste
Reaktionen (z.B. PGA Kinase und GAP Dehydrogenase) und Metabolite, die sowohl in
einer Menge als auch separat definiert werden. Zum Beispiel nimmt Fruktose-6 Phosphat
zum einen in der Menge der Hexosephosphate HexP und zum anderen als separater
Metabolit an Reaktionen teil (acht Metabolite werden in dieser Form verwendet). Mit
der Beriicksichtigung der verschiedenen Zellen und Kompartimente werden sowohl die
Metabolite als auch die entsprechenden Mengen (Platzhalter fiir einen der Metabolite
in der Menge) transportiert. Weiterhin wird die Lokalisation von Stoffwechselwegen
nicht vollstdndig angewendet. Zum Beispiel erstreckt sich die Photorespiration iiber
MC Plastid und MC Zytosol. Die meisten Reaktionen der Photorespiration findet
im BSC Plastiden, BSC' Zytosol, BSC Peroxisomen und BSC Mitochondrium statt.
Im C4-Photosynthese-Modell werden nur der BSC Plastid und das BSC Peroxisomen
verwendet.

Diese Vereinfachungen reduzieren die Komplexitat der im C4-Photosynthese-Modell
hinterlegten Kinetiken. Aufgrund der detaillierten strukturellen Beschreibung des
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Maisblatt-Modells kann somit die Integration der Kinetik nicht direkt erfolgen. Entweder
miisste das Maisblatt-Modell ebenso vereinfacht werden oder das C4-Photosynthese-Modell
erweitert werden. Dennoch wird zum Vergleich der Fliefigleichgewichtswerte beider Modelle
die kinetische Analyse des C4-Photosynthese-Modells durchgefiihrt.

Zur Untersuchung des zeitlichen Ablaufs der biochemischen Reaktionen wird die
Simulation mit der Adams-Bashforth Methode durchgefiihrt (Zeitspanne von 0 - 500.000,
Schrittweite 50.000). Die Metabolitkonzentrationen und Reaktionsraten iiber die Zeit
werden in Form von Zeitreihendiagrammen in das Modell integriert, siche Diagramme in
der schematischen Abbildung

a) ive Analyse des Mai b) VergroRerte Ansicht
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Abbildung 7.17: Schematische Darstellung der integrativen Analyse des Maisblatt-Modells
bestehend aus a) der Mesophyllzelle MC mit Plastiden und Zytosol (links), der Biindelscheidenzelle
mit Zytosol und Plastid (rechts) und den Plasmodesmen zwischen den Zellen. Die Stoffwechselwege
Photophosphorylierung (blau), C4- (violett), Calvin-Zyklus (dunkelgriin), erste Reaktion
der Photorespiration (hellgriin) und die letzte Reaktion der Saccharose- (orange MC)
und Starkebiosynthese (orange MC') sind dargestellt. Die Flussverteilung der quadratischen
Flussbilanzanalyse (Kantenskalierung) und die Diagramme der kinetischen Analyse werden gezeigt.
b) Vergrofierte Ansicht der Malat Dehydrogenase (R009 aus dem Plastiden der Biindelscheidenzelle).
(Eine hochaufgeloste Version der Abbildung ist auf der beiliegenden CD enthalten.)

In der kinetischen Analyse konvergieren die Metabolitkonzentrationen und Reaktionsraten
nach einer Einschwingphase von etwa 400.000 s zum Flie3gleichgewicht. Die hochsten
Metabolitekonzentrationen erreichen die Metabolite Malat (Mal = 45.4 mM) und
Oxaloacetat (OAA = 41.3 mM), im Zytosol der MC. Der hochste Fluss im Fliefigleichgewicht
wird durch die Photophosphorylierung (ATP Synthese Reaktionen R305 und R354)
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erreicht. Im Plastiden der MC wird ein Fluss von 2,1 mmol/gFW/h R305 und im
Plastiden der BSC' 1,6 mmol/gFW/h R35} erzielt. Im Verhéltnis betrachtet, generiert
die Photophosphorylierung im MC 57% Energie (ATP) und 100% Reduktionsequivalente
(NADPH) zu 43% ATP und kein NADPH in der BSC. Denn 62% NADPH wird durch den
Malattransport und die Malat Dehydrogenase Reaktion (ME, R009) im BSC Plastiden
fiir den Calvin-Zyklus freigesetzt.

Verglichen mit dem FErgebnis der FBA des Maisblatt-Modells erreichen auch die
Reaktionen der Photosphosphorylierung die hochsten Fliefigleichgewichtsraten: ATP
Synthese im MC' Plastiden 1,1 mmol/gFW/h R305 und im BSC Plastiden 0,7 mmol/gFW/h
R354. Im Verhaltnis sind es 60% MC ATP und 100% MC NADPH R304; 40% BSC ATP
und kein BSC NADPH. Denn 47% NADPH wird durch den Malattransport und die MFE
Reaktion (R009) im BSC Plastiden fiir den Calvin-Zyklus freigesetzt.

Das Verhéltnis der RubisCo Aktivitdt von Oxygenierung R105 zu Carboxylierung
R201 ist 2%:98% im C4-Photosynthese-Modell und 3%:97% im Maisblatt-Modell. Der
Plasmodesmentransport von Mal und Pyr erfolgt zu je 37%, der von PGA zu 25% und die
Triosephosphate (GAP und DHAP) werden nur zu 0,4% ausgetauscht. Ein Austausch von
Alanin und Aspartat wird im C4-Photosynthese-Modell nicht beriicksichtigt.

Die betrachteten Verhaltnisse der kinetischen Analyse &hneln denen der FBA
im Maisblatt-Modell. Die Flieigleichgewichtsraten direkt betrachtet (auBer die
ibereinstimmenden Raten der Photorespiration), unterscheiden sich um den Faktor 2.
Grundlegender Unterschied ist die lichtbedingte COy Aufnahmerate R001. Das Ergebnis der
kinetischen Analyse ist eine CO Aufnahmerate von 0,64 mmol/gFW/h (CO2 Aufnahmerate
= RubisCo Carboxylierungsrate - 0.5 x RubisCo Oxigenierungsrate - mitochondriale
Respirationsrate). Diese Aufnahmerate ist um einen Faktor 2 grofler als die in der FBA
erzielte Rate. Somit entsteht der Unterschied in den Fliissen.

Der grofite Unterschied in den Analysen liegt in der Bildung von Starke R141 und
Saccharose R509. Die kinetische Analyse berechnet ein Verhaltnis von 98% Starke zu 2%
Saccharose. In der FBA ist das Verhéltnis 28% Stéarke zu 72% Saccharose entsprechend der
Literaturangabe von Lunn und Hatch [105]. Die Biosynthese der Kohlenhydrate (Stéarke
und Saccharose) ist in der kinetische Analyse insgesamt um den Faktor 3 grofer.

Mit dem Ziel, eine gesteigerte Saccharosebiosynthese in der FBA des Maisblatt-Modells
zu erhalten, wird die FBA mit den kinetischen Flie3gleichgewichtsraten wiederholt. Die
maximal moglichen Aufnahmeraten von Licht und COs werden bei gleichbleibenden
Bedingungen auf die Fliefigleichgewichtswerte der kinetischen Analyse gesetzt. Das Ergebnis
der FBA ist durch die erhohten Aufnahmeraten dem Ergebnis der kinetischen Analyse
ahnlicher, siehe Abbildung

Durch die erhohte Lichtaufnahme (R301 und R351) wird mehr Energie (R305 und
R354) erzeugt und die erhohte COy Aufnahme (R001) resultiert in einer hoéheren
Kohlenhydratbiosynthese (Starke R141 und Saccharose R509, weiterhin im validen
Verhéltnis aus der Literatur). Die hohen Raten der kinetischen Analyse werden nicht
erreicht, denn die FBA nutzt das C'O2 zusétzlich zur Aminosdurebiosynthese. Die Steigerung
der Saccharosebiosynthese kann auch mit Hilfe der Integration der kinetischen Daten nicht
erzielt werden.

Generell zeigt die Integration der beiden Ansétze, dass die bekannten Verhéltnisse der
FlieBgleichgewichtswerte (aufler Saccharose zu Stérke) der FBA mit den Ergebnissen der
kinetischen Analyse iibereinstimmen. Die Vorhersagekraft der FBA des Maisblatt-Modells
und die dynamische Berechnung einiger Reaktionen ermoglichen das Modellverhalten
integriert zu untersuchen.
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b) \VergroBerte Ansicht

MC Zytosol BSC 2ytosol

MC Plastid

BSC Plastid

Abbildung 7.18: Schematische Darstellung der integrativen Analyse des Maisblatt-Modells
bestehend aus a) der Mesophyllzelle MC mit Plastiden und Zytosol (links), der Biindelscheidenzelle
mit Zytosol und Plastid (rechts) und den Plasmodesmen zwischen den Zellen. Die Stoffwechselwege
Photophosphorylierung (blau), C4- (violett), Calvin-Zyklus (dunkelgriin), erste Reaktion
der Photorespiration (hellgriin) und die letzte Reaktion der Saccharose- (orange MC)
und Stérkebiosynthese (orange MC') sind dargestellt. Die Flussverteilung der quadratischen
Flussbilanzanalyse (Kantenskalierung) mit integrierten kinetischen Werten und die Diagramme der
kinetischen Analyse werden gezeigt. b) VergroBerte Ansicht der Malat Dehydrogenase (R009 aus
dem Plastiden der Biindelscheidenzelle). (Eine hochaufgeléste Version der Abbildung ist auf der
beiliegenden CD enthalten.)

7.3.7 Zusammenfassung

Die in dieser Arbeit entwickelten Mais-Modelle beschreiben die biochemischen Prozesse
statisch und erlauben durch die Verwendung der integrativen Analyse dennoch quantitative
Vorhersagen zu treffen. Das Maiskorn-Modell (273 Reaktionen, 250 Metabolite, 3
Kompartimente) und das Maisblatt-Modell (323 Reaktionen, 310 Metabolite, 2 Zellen, 7
Kompartimente) werden mit den verschiedenen Modellierungsformalismen untersucht.
Die topologischen Analysen resultieren in Gemeinsamkeiten beider Modelle und
begriinden die dynamischen Analyseergebnisse. In den Flussbilanzanalysen konnten
aufgestellte Hypothesen zum einen verifiziert und zum anderen widerlegt werden. Die
entsprechenden Analyseergebnisse der Modelle erklarten die Sachverhalte im Detail. Die
Integration dieser Analyseergebnisse als Ausgangswerte zur stochastischen Petri-Netz
Analyse erméglichten Einblicke in die Dynamik der Modelle. Eine detaillierte Beschreibung
einiger Reaktionen des Maisblatt-Modells in einem kinetischen C4-Photosynthese-Modell
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zeigt die Entstehung des Fliegleichgewichtes der FBA. Aufgrund der Vereinfachungen
des kinetischen C4-Photosynthese-Modells konnte die Integration der Kinetik in das
Maisblatt-Modell nicht erfolgen. Die Integration der berechneten Dynamik ermdglicht
dennoch visuelle Analyse und Exploration im Kontext des Maisblatt-Modells und
eine weiterfithrende FFBA Analyse. Es werden keine Aussagen iiber die Kinetiken des
Maiskorn-Modells getroffen, da es nicht kinetisch beschrieben ist.

Mit der Integration verschiedener Analyseergebnisse, zur weiterfiithrenden Untersuchung
in der FBA und der Petri-Netz Analyse, konnten die Mais-Modelle biologische Erkenntnisse
hervorbringen. Insgesamt erlaubt die integrative Analyse somit, trotz fehlender detaillierter,
quantitativer Beschreibungen von Modellen, dennoch Riickschliisse auf die Verhaltens- und
Funktionsweise der zugrunde liegenden biologischen Systeme zu ziehen. (Die verwendeten
metabolischen Modelle sind auf der beiliegenden CD enthalten.)
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8 Diskussion

In diesem Kapitel werden die Erkenntnisse und Resultate dieser Arbeit zusammengefasst
und diskutiert. AbschlieBend wird ein Ausblick zukiinftiger Anwendungen und
Weiterentwicklungen gegeben. Das Vorgehen in diesem Kapitel ist in Abbildung
dargestellt.

Diskussion

ﬁ Kapitel 8 _l

4 . . ™
Zusammen- Diskussion

fassung Ergebnisse
Abschnitt 8.1 ) \ Abschnitt8.2 J

Ausblick
Abschnitt 8.3

Abbildung 8.1: Struktur des Kapitels Diskussion.

8.1 Zusammenfassung

Die Charakterisierung von Verhaltens- und Funktionsweisen biologischer Systeme stellt
aufgrund vielfaltiger biochemischer Interaktionen eine grofie Herausforderung dar. Ansétze
zur Modellierung und Analyse werden entwickelt, um die komplexen Mechanismen auf
Systemebene zu verstehen. Verschiedene Modellierungsformalismen ermoglichen die Analyse
metabolischer Modelle abhangig von der zu 16senden Fragestellung, dem biochemischen
Wissen und der Verfiigbarkeit experimenteller Daten.

Mit dem Ziel, metabolische Modelle aus mehreren Perspektiven analysieren zu kénnen und
somit das Potential verschiedener Formalismen integrativ zu nutzen, wurde eine Methodik
entwickelt. Diese beinhaltet die Abstraktion, Formalisierung, Realisierung und Anwendung
voneinander unabhéngiger, etablierter Modellierungsformalismen zur metabolischen
Modellierung. Zunéachst wurden generelle Eigenschaften von Modellierungsformalismen
untersucht, die ein breites Analysespektrum zulassen: kinetische, Petri-Netz (quantitativ
und qualitativ), stochiometrische (strukturell und optimierungsbasiert) und topologische
Modellierung. In der Formalisierung wurde ein abstrakter Graph generalisiert, der
zur Spezialisierung in unterschiedliche spezifische Graphen abgeleitet werden kann.
Dieser generelle Ansatz ermoglicht die Integration bisher nicht kombinierbarer
Modellierungsformalismen. Die integrative Analyse fithrt zum Schlieen von Datenliicken
in Modellen, sodass Analyseergebnisse im Kontext von Modellen in einer einheitlichen
Visualisierung (SBGN) integrativ exploriert und interpretiert werden kénnen. Schlielich
werden somit neben strukturellen auch dynamische Eigenschaften des zugrunde liegenden
biologischen Systems abgeleitet.

In der Evaluierung verschiedener Anwendungen und deren zugrunde liegender
Methodik konnte kein integrierter Ansatz ermittelt werden, der die folgenden
Anforderungen erfiillt: (1) Integration der Formalismen zur kinetischen, Petri-Netz,
stochiometrischen und topologischen Modellierung, (2) einheitliche Visualisierung (SBGN),
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(3) Analyseergebnisse im Kontext des Modells und (4) Exploration und visuelle Analyse
mittels Interaktionstechniken.

Aufgrund dessen wurde eine Methodik entwickelt, die eine Formalisierung zur
Abstraktion des Metabolismus in einer einheitlichen und erweiterbaren Form vornimmt.
Diese Formalisierung erlaubt metabolische Modelle zur Analyse in unterschiedlichen
Modellierungsformalismen abzuleiten, ohne die Repréasentationsform zu &ndern.
Unzureichende Experimentaldaten, die moglicherweise zu fehlenden Ergebnissen der
praziseren Analysen fiihren, werden durch Analyseergebnisse anderer Analysen erginzt,
die weniger detaillierte Daten bendtigen. Zur Ausnutzung des Potentials verschiedener
Modellierungsformalismen kann ein bereits detailliert, quantitativ beschriebenes
metabolisches Modell unter Verwendung zuséatzlicher Formalismen analysiert werden.
Die sich ergénzenden Analyseergebnisse und auch die Integration dieser in anderen
Formalismen, zur weiterfilhrenden Analyse, unterstiitzen die Interpretation der strukturellen
und dynamischen Eigenschaften des Modells. Unter Zuhilfenahme von Interaktionstechniken
werden die Analyseergebnisse im Kontext der einheitlichen Darstellung des metabolischen
Modells visualisiert. Die anschlielende Exploration und visuelle Analyse fithrt zu einem
umfassenden Verstdndnis fiir den Metabolismus des zugrunde liegenden biologischen
Systems.

Realisiert ist die erarbeitete Methodik im System Biology Metabolic Model Framework
(SBM?-Framework), welches die geforderten Anforderungen einer integrativen Anwendung
umsetzt. Die integrative Analyse wurde erfolgreich an verschiedenen metabolischen Modellen
von Kulturpflanzen in der Anwendung gezeigt. Im folgenden Abschnitt werden die erzielten
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit diskutiert.

8.2 Diskussion der Ergebnisse

Das zu Beginn gesetzte Ziel der vorliegenden Arbeit konnte mit der entwickelten
Methodik erreicht werden. Mit der Abstraktion des Metabolismus wird eine Formalisierung
durchgefiihrt, die zunéchst die Definition eines abstrakten Graphen erzielt. Dieser
erlaubt die Ableitung verschiedener spezifischer Graphen, deren Analysen, strukturelle
und dynamische Eigenschaften metabolischer Modelle aufzeigen. Eine einheitliche
Visualisierung des abstrakten Graphen ermoglicht die erhobenen Analyseergebnisse durch
Datenzuordnungsfunktionen in das Modell zu integrieren. Aufgrund der erweiterbaren
Formalisierung konnen neben den verwendeten Modellierungsformalismen weitere
hinzugefiigt werden. Dazu ist die Definition einer weiteren Ableitung des abstrakten
Graphen vorzunehmen. Diese erlaubt den spezifischen Graphen des hinzugefiigten
Modellierungsformalismus zu erstellen, um Analysen durchfiihren zu kénnen. Zur Integration
der Analyseergebnisse und Visualisierung bedarf es keiner Anpassung. Es werden die
definierten Datenintegrationsfunktionen und die Ableitung zur Visualisierung des abstrakten
Graphen verwendet.

In der Realisierung wurde die entwickelte Methodik erfolgreich in Form des
S BM?-Framework umgesetzt. Qualitative und quantitative metabolische Modelle kénnen
importiert, in SBGN visualisiert, mittels Modellierungsformalismen (kinetische, Petri-Netz,
stochiometrische und topologische Modellierung) analysiert und in die einheitliche
Darstellung integriert werden. Bleiben aufgrund fehlender detaillierter Experimentaldaten
einige Analyseergebnisse aus, verwendet der Anwender zum Ersatz der fehlenden
Werte einen anderen Formalismus, der das vorhergehende Ergebnis ergénzt. Weiterhin
profitiert der Anwender von bereits berechneten Analyseergebnissen, die als Parameter
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in einen anderen Formalismus eingesetzt werden konnen. Diese integrative Analyse
nutzt das Potential der verschiedenen Modellierungsformalismen aus und ermoglicht
neue Erkenntnisse des modellierten biologischen Systems hervorzubringen. Aufgrund des
modularen Aufbaus des Frameworks konnen tiber den Addon Mechanismus von VANTED
weitere Modellierungsformalismen hinzugefiigt werden.

Die Anwendung des SBM?- Frameworks zur integrativen Analyse struktureller
und dynamischer Eigenschaften metabolischer Modelle liefert neue Erkenntnissen.
Verschiedene spezifische qualitative und quantitative Modelle wurden verwendet
und konnten unter anderem, die in der Literatur beschrieben Analyseergebnisse
erzielen. Die integrative Analyse des Kartoffel-Modells (mittlere Gréfie: 15 Reaktionen,
17 Metabolite, 1 Kompartiment) ermoglichte nicht nur bekannte Resultate zu
reproduzieren. Unter Verwendung der stochastischen Petri-Netz Analyse und
stochiometrischen Flussbilanzanalyse (FBA) konnten trotz Verwendung weniger
detaillierter Experimentaldaten dynamisches Verhalten beobachtet und quantitative
Vorhersagen getroffen werden. Die Ergebnisse der kinetischen Analysen konnten mit den
Resultaten der weiteren Analysen ergéanzt und bestétigt werden.

Die Anwendung zweier grofler metabolischer Modelle der Maispflanze bestétigen
und widerlegen bisher in der Literatur aufgestellte Hypothesen. Die Modelle vom
Maiskorn (273 Reaktionen, 250 Metabolite, 3 Kompartimente) und Maisblatt (323
Reaktionen, 310 Metabolite, 2 Zellen, 7 Kompartimente) sind mit den verschiedenen
Modellierungsformalismen integrativ untersucht wurden. Urspriinglich wurden diese
Modelle zur FBA entwickelt und enthalten nur eine statische Beschreibung der
Reaktionsmechanismen. Die Analyseergebnisse der F'BA bestétigen und widerlegen in
der Literatur aufgestellte Hypothesen und liefern die Erklarung verschiedener Annahmen.
Diese Annahmen konnten mit den Modellen im Detail nachvollzogen werden.

Mit der Integration der Analyseergebnisse, als Ausgangswerte zur stochastischen
Petri-Netz Analyse, konnte neben dem Flieigleichgewicht auch die Dynamik der Modelle
gezeigt werden. Im Fall des Maisblatt-Modells sollte die Bildung der Saccharose, Starke
und Aminosduren beobachtet werden. In der FBA ist die Bildung dieser Metabolite
im Fliefigleichgewicht moglich. Die stochastische Petri-Netz Analyse hingegen generiert
hauptsachlich die Metabolite Saccharose und Starke, jedoch nur geringe Mengen
einiger Aminosduren. Der Unterschied zwischen den verwendeten Reaktionsraten im
FlieBigleichgewicht ist zu gro8. Es werden Raten in verschiedenen Gréflenordnungen zugleich
verwendet. Die Rate der Saccharosebiosynthese ist mit 24,4 uM/gFW/h viel Grofler als
die Rate der Valinbiosynthese mit 0,0013 pM/gFW/h. Die Wahrscheinlichkeit, dass eine
Reaktion mit einer niedrigen Rate schaltet, ist sehr gering. Die stochastische Petri-Netz
Analyse ist bereits iiber 200.000 Schritte und zehn Zyklen durchgefithrt wurden. Dabei
schalteten auch Reaktionen mit sehr kleinen Raten. Die Wiederholung der stochastischen
Petri-Netz Analyse mit z.B. 1.000.000 Schritten wiirde die Anzahl des Schaltens von
Reaktionen mit geringen Raten erhéhen. Reaktionen mit hohen Raten schalten auch haufiger.
Das Verhéltnis zwischen der Saccharosebiosyntheserate zu den Aminosdurebiosyntheseraten
bleibt erhalten.

Eine Interpretation der Ergebnisse lasst auf nicht korrekt Verhéltnisse schlieflen, obwohl
die verwendeten Experimentaldaten zur Modellierung aus der Literatur stammen. In der
F BA konnte die zu erzielende Saccharoseexportrate nicht erreicht werden, wenn auch die
Verhéltnisse und Raten aus der Literatur mit dem Modell iibereinstimmen. An dieser Stelle
sollten Folgeexperimente zur Bestimmung von Saccharose- und Aminosdureexportraten
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durchgefithrt werden, um weitere Referenzwerte zu ermitteln. Somit kénnten die Aussagen
des Modells besser verifiziert werden.

Detaillierte Beschreibungen einiger Reaktionen des Maisblatt-Modells in einem
kinetischen C4-Photosynthese-Modell zeigt die Entstehung des Flieigleichgewichtes der
FBA. Aufgrund der Vereinfachungen des kinetischen C4-Photosynthese-Modells konnte
die Integration der Kinetik in das Maisblatt-Modell nicht erfolgen. Die Integration der
berechneten Dynamik ermdglicht dennoch die Exploration und visuelle Analyse im Kontext
des Maisblatt-Modells. Leider war es nicht moglich die Aminoséurebiosynthese kinetisch
zu analysieren, da das kinetische Modell diese nicht beinhaltet. Es werden keine Aussagen
iiber die Kinetik des Maiskorn-Modells getroffen, da es nicht kinetisch beschrieben ist. Im
Vergleich beider Mais-Modelle resultieren die topologischen Analysen in Gemeinsamkeiten
der Modelle und begriinden dynamische Analyseergebnisse. Die integrative Analyse erlaubt
somit, trotz fehlender detaillierter quantitativer Beschreibungen von Modellen, dennoch
Riickschliisse auf die Verhaltens- und Funktionsweise der zugrunde liegenden biologischen
Systeme zu ziehen.

Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit wird in der Abbildung [8.2] schematisch dargestellt.

Abbildung 8.2: Die vier voneinander unabhéngigen Modellierungsformalismen (links) werden
in der erarbeiteten Methodik integriert (Mitte) und in der Realisierung miteinander verbunden
(rechts).

Die integrative Analyse der Struktur und Dynamik metabolischer Modelle verbindet
voneinander unabhéngige Modellierungsformalismen. Das Verbinden der in der Methodik
integrierten Formalismen wird in der Realisierung (SBM?-Framework) erzielt. Die
berechneten Ergebnisse der erfolgreichen Anwendung verschiedener metabolischer Modelle
zeigt den Nutzen der vorgestellten Arbeit.

8.3 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit werden metabolische Modelle vielfaltig analysiert, um
ein tieferes Verstdndnis der Verhaltens- und Funktionsweise des zugrunde liegenden
biologischen Systems zu erhalten. Die in Kapitel [7] Abschnitt rekonstruierten und
integriert analysierten Modelle der Maispflanze konnten zukiinftig nach dem Prinzip
von Grafahrend-Belau und Kollegen [61] zu einem metabolischen Gesamtpflanzen-Modell
verbunden werden. So konnten die Prozesse einer gesteigerten Biomasseproduktion in der
Energiepflanze Mais erforscht werden.

Im Hinblick auf die SBM?-Framework Anwendung sollte insbesondere hinsichtlich der
Performance stochastischer Petri-Netz und kinetischer Analysen optimiert werden. Die
Anwendung grofier Modelle (> 500 Knoten) verbraucht zu viel Speicher und ist zeitintensiv.
Die Erweiterung des Frameworks zur Unterstiitzung einer Editorfunktionalitat wiirde neben
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der vorhanden Funktionalitat der Parameteranpassung die Rekonstruktion metabolischer
Modelle ermoglichen.

Des Weiteren werden in der Literatur, neben der Verwendung von metabolischen Modellen,
auch Genregulations- und Signaltransduktionsmodelle in topologischer, stochiometrischer,
Petri-Netz und kinetischer Modellierung beschrieben. Eine Erweiterung der Methodik und
der Realisierung zur Analyse dieser zusétzlichen Modelltypen kénnte weitere Einblicke in
die komplexe Regulation des Metabolismus ermoglichen. Die topologische Modellierung
wird von Koschiitzki [91] unter Verwendung aller drei Modelltypen (metabolisch,
Genregulations- und Signaltransduktionsmodelle) diskutiert und fiir metabolische Modelle
und Genregulationsmodelle angewendet. Die stochiometrische Modellierung ist fiir
metabolische Modelle entwickelt wurden [115], wird jedoch zur Integration der drei
Modelltypen in der Modellierung der gesamten Zelle verwendet [27), 28|, 101], 106} [146].
Petri-Netz Modellierung wird von Claudine und Koautoren [22] sowie von Machado
und Koautoren [I06] fiir die drei Modelltypen erldutert. Baldan und Koautoren [§]
beschreiben die Anwendung von Petri-Netzen fiir metabolische Modelle, De Jong [34]
fiir Genregulationsmodelle und Gibert und Koautoren [56] fiir Signaltransduktionsmodelle.
Die kinetische Modellierung ist fiir alle Modelltypen moglich, wie die Anwendung von
Machado [106] zeigt.

Die entwickelte Methodik kann um Genregulations- und Signaltransduktionsmodelle
erweitert werden. Der abstrakte Graph wiirde dazu um weitere Knoten- und Kantenattribute
erweitert werden. Es konnten weitere Ableitungen hinzugefiigt werden, um die spezifischen
Graphen zur Analyse zu generieren. Die Visualisierung nutzt SBGN-PD fiir die
metabolischen Modelle. Die Teilsprache SBGN-AF wiirde zur Visualisierung der
Genregulationsmodelle und SBGN-ER fir die Signaltransduktionsmodelle verwendet
werden.

Unter diesen Voraussetzungen ist neben der Entwicklung eines metabolischen
Gesamtpflanzen-Modells auch die Integration von Modellen der Signaltransduktion,
Genregulation und des Metabolismus zukiinftig moglich. Ziel ist es, das Verhalten von
Organismen mit allen Interaktionen zwischen den verschiedenen Ebenen zu analysieren.
Karr und Koautoren [80), 81] zeigen dieses Vorgehen bereits am Beispiel eines menschlichen
Krankheitserregers. Wege, dieses Ziel zu erreichen sind auch in Reviews [10, 57, 122} 155,
159] beschrieben.
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