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EINFUHRUNG

A system of the complexity of the plant metabolic network
will only be fully encapsulated and understood
through the construction of computer models.

— Lee J. Sweetlove®

1.1 MOTIVATION UND ZIELSETZUNG

Der Stoffwechsel hoherer Pflanzen ist durch eine einzigartige Komplexitit gekennzeich-
net [TWo6, Lunoy, LW10, SSK10]. Diese ist Ergebnis einer hochgradigen Kompartimen-
tierung auf Organell-, Zell-, Gewebe- und Organebene [Webog]. Als Anpassung an die
sessile Lebensweise sind Pflanzen zudem durch einen ausgepragten Sekundarstoffwechsel
gekennzeichnet. In Verbindung mit der redundanten Natur des Pflanzenstoffwechsels
bedingt dies eine Plastizitdt, welche Pflanzen die Adaptation an verschiedenste Umwelt-
bedingungen ermoglicht [Shaog].

Pflanzen sind von zentraler Bedeutung als Nahrungs- [GDgg, MBo6, RC11], Energie-
[THLo6, PSP 11, RC11] und Rohstoffquelle [BKos, KPFC11, LNCC11]. Aufgrund der
engen Verbindung zwischen Stoffwechsel und Wachstum bzw. Uberleben von Pflan-
zen besteht ein wachsendes Interesse darin, das Verhalten und die Regulation pflan-
zenbiologischer Stoffwechselprozesse zu verstehen, vorherzusagen und zu modifizie-
ren [SSo7, dODQP " 10a, SSK10]. Mit Blick auf die Qualitdts- und Ertragssteigerung von
Nutz- und Energiepflanzen besteht insbesondere Bedarf an Methoden der qualitativen
und quantitativen Stoffwechselanalyse, welche die gezielte Optimierung spezifischer
Stoffwechselleistungen ermoglichen.

Die flexible und hoch komplexe Organisation pflanzenbiologischer Stoffwechselprozesse
erfordert jedoch neue Konzepte, welche den traditionellen reduktionistischen Ansatz
der Biowissenschaften erweitert und ergdnzt. Vielversprechende Losungsanséatze bietet
hierbei die Systembiologie [Kitoz2a, Kito2b, KHK 05, Palo6b]. Ziel der systembiologischen
Forschung ist es, das Verhalten bzw. die Dynamik eines biologischen Systems in seiner
Gesamtheit zu verstehen [GMo8]. Die quantitative Analyse der dynamischen Systemei-
genschaften basiert dabei auf der Integration von experimentellen quantitativen Methoden
aus der Biologie und theoretischen Ansdtzen aus der Mathematik und Informatik, wobei
der mathematischen Modellierung eine zentrale Rolle zukommt.

Die mathematische Modellierung zelluldrer Stoffwechselprozesse bietet neue Konzepte
und Methoden, um Struktur, Dynamik und Verhalten komplexer biologischer Prozesse
aufzudecken und zu beleuchten. So bietet der Einsatz von in silico-Modellen die Mog-
lichkeit, experimentell tiberpriifbare Hypothesen zu generieren und zu testen sowie
Vorhersagen tiber zelluldres Verhalten zu treffen. Hierbei konnen iterativ verfeinerte
Modelle erzeugt und Einblicke in das zu analysierende System gegeben werden [Steo4].
Die Moglichkeit, das Verhalten des zu analysierenden Systems unter Einwirkung ver-
schiedener interner und externer Faktoren vorherzusagen, unterstiitzt unter anderem die
Planung und Durchfiihrung von Laborexperimenten, kann zu der Aufdeckung neuer Zu-

1 Nachweis in Sweetlove [SFFo8]
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sammenhédnge fithren und damit schlussendlich ein erweitertes Verstandnis komplexer
Stoffwechselprozesse bedingen.

In der Pflanzenforschung gewinnt die mathematische Modellierung von Stoffwechselpro-
zessen zunehmend an Bedeutung. Mathematische Modellierungsansitze pflanzenbiologi-
scher Stoffwechselsysteme reichen von weniger komplexen qualitativen bis hin zu sehr de-
taillierten quantitativen Ansétzen (fiir eine Ubersicht sei auf [Gieoo, MRoz2, PAFo4, RELo7]
verwiesen). Die quantitative kinetische Modellierung ermoglicht detaillierte Aussagen
tiber die Dynamik und Funktion metabolischer Systeme. Aufgrund der mangelnden
Verfiigbarkeit kinetischer Daten ist die Anwendung der kinetischen Modellierung jedoch
im Wesentlichen auf Modelle geringer Grofie beschrankt. Im Unterschied dazu benotigen
qualitative Modellierungsansétze wie die optimierungsbasierte Modellierung vergleichs-
weise wenige Daten und ermoglicht damit eine detaillierte Analyse grofiskaliger Systeme.

Die Flux Balance Analysis*> (FBA) ist ein optimierungsbasierter Modellierungsansatz, der
die Vorhersage von stationdren (engl. steady state) Fliissen durch die Anwendung von
Optimierungsalgorithmen auf einen experimentell eingegrenzten Losungsraum ermog-
licht [ERSP9g]. Im Unterschied zu der kinetischen Modellierung benoétigt die Flux Balance
Analysis einfache und leicht zu messende experimentelle Daten (u.a. Wachstumsraten,
Biomassezusammensetzung, Produktions- und Verbrauchsraten), um den Losungsraum
moglicher Fliisse zu begrenzen [RPo3]. FBA wurde bereits erfolgreich auf unterschied-
liche biologische Systeme wie Bakterien [SCF* 02, RPo3], Pilze [DANo3, FFNPo3], Al-
gen [SMos] und Tiere [FS86, REMPo1, cASuKOUoy, DB] "oy, LSB*10] angewandt mit
dem Ziel, verschiedene Aspekte des Stoffwechsels wie die Vorhersage optimaler Stoffwech-
selertrage und Flussverteilungen [EIPo1, VBPg3a, VBPg3b], Letalitdt von Gendeletionen
[EPoob, FFET 03] und Redundanz von Stoffwechselwegen [vDLoz] zu analysieren und
vorherzusagen. Trotzdem die Bestimmung metabolischer Fliisse als wichtiger Bestandteil
des Metabolic Engineering3 von Pflanzen gilt und eine wesentliche Hilfe fiir das Verstand-
nis pflanzenbiologischer Stoffwechselprozesse darstellt [SGOSHo4, FGSos], wurde die
Flux Balance Analysis in der Pflanzenforschung bisher noch nicht gebiihrend eingesetzt
(siehe Abschnitt 4.2.3).

Mit dem Ziel, das Potential der Flux Balance Analysis fiir Forschungsansitze der Pflanzen-
biologie zu nutzen, befasst sich vorliegende Arbeit mit der Anwendung optimierungsba-
sierter Modellierungsansitze auf pflanzenbiologische Stoffwechselmodelle. Der Fokus der
Arbeit liegt dabei auf der Entwicklung einer Modellierungspipeline zur Rekonstruktion,
Analyse und Visualisierung pflanzenbiologischer FBA-Modelle und deren Anwendung
auf gewebe- und organspezifische Stoffwechselmodelle der monokotylen* Nutzpflanze
Gerste (Hordeum vulgare L.).

Im Folgenden werden englische Fachtermini aus dem Gebiet der mathematischen Modellierung fiir die es
in der deutschen Sprache keine adequaten Entsprechungen gibt nicht tibersetzt sondern kursiv gesetzt

Im Unterschied zu klassischen Ansitzen wie Selektion und zufilliger Mutagenese ist Metabolic Enginee-
ring als direkte Modifikation des Stoffwechsels auf der Grundlage rekombinanter DNA-Technologien
definiert [Baig1, Scho8a].

Als monokotyl werden Pflanzen mit einem Keimblatt bezeichnet; Monokotyledonen = einkeimblittrige
Pflanzen
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1.2 STRUKTUR DER ARBEIT

Die Arbeit untergliedert sich in zwei Teile: die Entwicklung einer Modellierungspipeline
zur optimierungsbasierten Analyse pflanzenbiologischer Stoffwechselmodelle im ersten
Teil und deren Anwendung auf Modelle des Primarstoffwechsels von Gerste im zweiten
Teil.

1.2.1  Teil I: Modellierungspipeline

Der Fokus des ersten Teils der Arbeit liegt auf der Entwicklung von Softwarekomponenten
zur Rekonstruktion und Analyse pflanzenbiologischer FBA-Modelle und deren Integration
zu einer Modellierungspipeline. Hierzu werden in Kapitel 2 zundchst Grundlagen aus
dem Bereich der Biologie und Informatik eingefiihrt. Grundlagen der mathematischen
Modellierung von Stoffwechselsystemen sowie eine Ubersicht existierender Methoden der
Modellrekonstruktion und -analyse werden im zweiten Teil des Kapitels betrachtet. In
Kapitel 3 werden zundchst Anforderungen an Systeme der Netzwerkrekonstruktion und
-analyse ausgearbeitet und bestehende Systeme im Hinblick auf diese Anforderungen
ausgewertet. Die Umsetzung der Anforderungen der im Rahmen der vorliegenden
Arbeit entwickelten Softwarekomponenten zur Modellrekonstruktion (MeTaCrOP) und
Modellanalyse (FBA-S1MVi1s) und deren Integration zu einer Modellierungspipeline erfolgt
im zweiten Teil des Kapitels.

1.2.2  Teil II: Modelle und Modellvorhersagen

Die Anwendung der Flux Balance Analysis auf gewebe- und organspezifische Stoffwech-
selmodelle von Gerste unter Anwendung der in Teil I der Arbeit entwickelten Mo-
dellierungspipeline erfolgt im zweiten Teil der Arbeit. Mit dem Ziel, grundlegende
Erkenntnisse tiber die zelluldren Prozesse des Speicherstoffwechsels in sich entwickeln-
den Gerstensamen zu erhalten, wird in Kapitel 4 ein FBA-Modell des endospermalen
Primérstoffwechsels von Gerste zum Zeitpunkt der Starkeakkumulation erstellt und in
Abhangigkeit umweltbedingter und genetischer Storungen untersucht. Weiterfithrende
Analysen in Zusammenhang mit dem samenspezifischen Saccharose- und Alaninstoff-
wechsel sind Bestandteil des zweiten Teils des Kapitels. Ausgangspunkt der in Kapitel 5
durchgefiihrten Analysen ist ein Modell des Zentralstoffwechsels im Gerstenhalm, das
zum Zeitpunkt der frithen Samenentwicklung und der Hauptspeicherphase analysiert
wird. Eine Verkniipfung von Samen- und Halm-Modell mit anschlieffender Analyse des
Multiorgan-Modells erfolgt im zweiten Teil des Kapitels. Kapitel 6 fasst die Ergebnisse
der Arbeit zusammen und endet mit einem Ausblick.
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2.1 GRUNDLAGEN DER BIOLOGIE UND BIOCHEMIE

Im Folgenden werden die fiir das Verstandnis der Arbeit notwendigen Grundlagen der
Biologie und Biochemie eingefiihrt. Dazu werden zunéchst grundlegende Begriffe aus
dem Bereich der Stoffwechselbiochemie erldutert und dann die biologischen Grundlagen
der entwickelten Stoffwechselmodelle dargelegt. Die Darstellung beschréankt sich dabei
auf grundlegende Begriffe, fiir eine weiterfithrende Darstellung der biochemischen und
biologischen Grundlage sei auf [Strgs, Ricg6, BGJoo, NCo1, VVP10] verwiesen.

2.1.1  Grundbegriffe der Stoffwechselbiochemie

BIOCHEMISCHE REAKTION Eine biochemische Reaktion ist ein Vorgang, bei dem aus
einem oder mehreren chemischen Stoffen, den sogenannten Ausgangsstoffen (Eduk-
ten), unter Energieabgabe oder -aufnahme neue Endstoffe (Produkte) mit anderen
chemischen und physikalischen Eigenschaften entstehen. Edukte werden in der
Literatur auch als Ausgangssubstanz oder Reaktant, Produkte als Endsubstanz oder
Reaktionsprodukt bezeichnet.

CHEMISCHE REAKTIONSGLEICHUNG Die Kurzschreibweise der bei einer biochemi-
schen Reaktion ablaufenden Stoffumwandlungen erfolgt durch eine chemische
Reaktionsgleichung (Reaktionsschema). Die in Form einer algebraischen Glei-
chung dargestellten chemischen Vorgiange beschreiben qualitativ und quantitativ
die Wechselwirkungen zwischen den chemischen Verbindungen, wobei auf der
linken Seite der Gleichung die Edukte und auf der rechten Seite die entstehenden
Produkte aufgefiihrt sind, z.B.:

1C3H5OH + 30, = 2CO; + 3H,0 (2.1)

Anzahl und Art der Atome bzw. Atomgruppen miissen auf beiden Seiten der
Gleichung identisch sein. Die stochiometrischen Koeffizienten, im Beispiel rot
gefdrbt, geben dabei die Mengenverhéltnisse an, mit denen die Molekiile der
Edukte und Produkte in die biochemische Reaktion eingehen.

STOCHIOMETRIE Die Stochiometrie einer gegebenen Reaktion spezifiziert zum einen
die Edukte und Produkte, die an der Reaktion beteiligt sind, zum anderen die
molaren Verhiltnisse, mit denen diese produziert oder konsumiert werden (siehe
Reaktionsgleichung 2.1). Der stochiometrische Koeffizient eines Reaktionsteilneh-
mers entspricht dem molaren Mengenverhiltnis (Stoffmenge (Mol) an Molekiilen),
mit dem dieser an der Reaktion beteiligt ist.

REAKTIONSRICHTUNG & REAKTIONSGLEICHGEWICHT Aus mathematischer und ther-
modynamischer Sicht sind alle biochemischen Reaktionen reversibel [CBCoo], das
heifdt, es laufen sowohl die Hin- als auch die Riickreaktion ab, wobei die Reak-
tion von den Edukten zu den Produkten als Hinreaktion, die von den Produkten
zuriick zu den Edukten als Riickreaktion bezeichnet werden. In der Reaktions-
gleichung wird die Reversibilitdt einer Reaktion durch den Gleichgewichtspfeil
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dargestellt, =. Biochemische Reaktionen sind durch ein Reaktionsgleichgewicht
(chemisches Gleichgewicht) charakterisiert, bei dem die Hinreaktion mit der glei-
chen Geschwindigkeit wie die Riickreaktion ablduft, so dass kein Nettoumsatz
erfolgt. In Extremfallen, in denen das chemische Gleichgewicht nahezu vollig auf
Seiten der Produkte liegt, werden die Reaktionen als irreversibel bezeichnet.

REAKTIONSRATE, METABOLISCHER FLUSS Der (Netto-)Fluss einer metabolischen Re-

aktion entspricht der normalisierten Reaktionsrate, das heifst der Konsumtionsrate
(resp. Produktionsrate) eines jeden Substrates (resp. Produktes) dividiert durch den
dazugehorigen stochiometrischen Koeffizienten [Sym82]. Ein metabolischer Fluss
ist positiv (resp. negativ), falls die Hin-(resp. Riick-)reaktion schneller verlduft als
die Riick-(resp. Hin-)reaktion. Fliisse durch eine Hinreaktion sind immer positiv,
wahrend Fliisse durch eine reversible Reaktion negativ sein kénnen. Der metaboli-
sche Fluss hat die Dimension Mol/Zelle/Zeit (mol g~ Zelltrockengewicht h—)
oder Mol/Biomasseeinheit/Zeit (mol g~ Biomassetrockengewicht h—").

Fast alle Reaktionen, die in der lebenden Zelle stattfinden, werden durch Enzyme
katalysiert.

ENzYME Biokatalysatoren, meist Proteine, die biochemische Reaktionen beschleunigen,

indem sie die fiir den Ablauf jeder Reaktion erforderliche Aktivierungsenergie
(Hohe der Energiebarriere zwischen Edukt und Produkt) durch die intermediare
Bildung eines Enzym-Substrat-Komplexes verringern, werden als Enzyme bezeich-
net. Die durch die katalytische Wirkung eines Enzyms umgewandelte chemische
Verbindung wird als Substrat bezeichnet. Enzyme, die innerhalb des gleichen
Organismus gleiche Funktionen austiben, aber eine unterschiedliche Aminosédurese-
quenz aufweisen, werden als Isoenzyme bzw. Isoformen des Enzyms bezeichnet.
Multienzymkomplexe bestehen aus einer Gruppe von Enzymen, die miteinander
assoziiert sind und aufeinanderfolgende Reaktionsschritte katalysieren. Als ana-
plerotisch (griechisch: auffiillen) werden Enzyme bezeichnet, die dem Citratzyklus
zuliefernde Reaktionen katalysieren und damit zuséatzliche Citratzyklusinterme-
diate bereitstellen. Im Gegensatz dazu stehen cataplerotische (griechisch: entleeren)
Enzyme bzw. Reaktionen. Aufgrund ihrer Wirkspezifitit werden Enzyme nach
der von der internationalen Enzymnomenklatur-Kommission (engl. enzyme com-
mission; EC) erarbeiteten EC-Nomenklatur auf der Grundlage von EC-Nummern
in 6 Hauptklassen unterteilt, die aufgrund der beteiligten Substratgruppen und
Coenzyme weiter in Enzymgruppen, -untergruppen und -serien unterteilt werden.

BIOCHEMISCHE KENNGROSSEN Die Charakterisierung biochemischer Substanzen er-

folgt auf der Grundlage verschiedener Kenngrofien, wie beispielsweise:

¢ Molekiilmasse: Die Summe der Atommassen aller Atome eines Molekiils
wird als Molekiilmasse bzw. molekulare Masse bezeichnet. Es wird zwi-
schen relativer Molekiilmasse (ohne MafSeinheit) und absoluter Molekiilmasse
(Mafieinheit: kg, g bzw. Da) unterschieden.

¢ Summenformel: Art und Anzahl der Atome einer chemischen Verbindung
werden durch die Summenformel angegeben.

¢ CAS-Nummer: Chemische Substanzen werden durch eine CAS-Nummer
eindeutig charakterisiert. Die CAS-Nummer (engl. CAS Registry Number,
CAS: Chemical Abstracts Service) ist ein internationaler Bezeichnungsstandard
fiir chemische Substanzen.

BIOCHEMISCHER REAKTIONSWEG, STOFFWECHSELWEG Eine Abfolge von biochemi-

schen Reaktionen, die in der lebenden Zelle den Auf- oder Abbau einer Substanz
bewirken, wird als Reaktions- oder Stoffwechselweg bezeichnet. Bekannte Stoff-
wechselwege sind unter anderem die Glykolyse und der Citratzyklus.
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STOFFWECHSEL (METABOLISMUS) Die Gesamtheit der in einem Organismus ablaufen-
den Reaktionen wird als Stoffwechsel oder Metabolismus bezeichnet, wobei sowohl
die Aufnahme, der Transport und die chemische Umwandlung von Stoffen in einem
Organismus sowie die Abgabe von Stoffwechselendprodukten an die Umgebung
umfasst sind. Die Gesamtheit der in einem Organismus unter Energieverbrauch
ablaufenden aufbauenden Stoffwechselwege und -reaktionen wird als Anabolis-
mus (Assimilation, Baustoffwechsel) bezeichnet. Als Katabolismus (Dissimilation,
Betriebsstoffwechsel) wird die Gesamtheit der in einem Organismus unter Ener-
giegewinnung ablaufenden Abbauprozesse bezeichnet. Eine weitere Unterteilung
erfolgt zwischen Primirstoffwechsel (Grundstoffwechsel), der Gesamtheit der Bio-
synthesewege, deren Produkte fiir das Uberleben des Organismus notwendig sind
und Sekundarstoffwechsel, der Biosynthese von Verbindungen (z.B. Alkaloide,
Gifte, Harze), die nicht zum unmittelbaren Uberleben notwendig sind. Eine Sub-
stanz, die im Stoffwechsel umgesetzt wird, wird als Metabolit bezeichnet.

KOMPARTIMENTIERUNG In Eukaryonten sind die Stoffwechselvorgange kompartimen-
tiert und der Stoffaustausch findet tiber Membranen statt. Eukaryontenzellen sind
in verschiedene, von Membranen umgebene, Zellkompartimente oder -organellen
organisiert. Diese subzelluldren Organellen wie Zellkern, Endoplasmatisches Reti-
kulum, Golgi Apparat, Mitochondrien und Plastiden erfiillen spezifische zelluldre
Funktionen. Zentrale Zellkompartimente in Speicherorganen von Pflanzen sind
die Amyloplasten, eine chlorophyll-freie Form der Plastiden, deren Funktion die
Synthese und Speicherung von Starke ist. Eine Folge der Kompartimentierung sind
rdumlich verschiedene Gruppen von Enzymen, Metaboliten und Stoffwechselwegen,
die eine bessere Feinregulierung des Stoffwechsels ermoglichen [H]92].

TRANSPORT Der Transport von Substanzen zwischen Zellen und Zellorganellen erfolgt
unter anderem durch Transportproteine, die den Transport durch die Zell- bzw. Or-
ganellmembran passiv erleichtern (erleichterte Diffusion) oder aktiv bewerkstelligen
(aktiver, energieverbrauchender Membrantransport). Eine Unterteilung der Trans-
portproteine erfolgt in (i) Ionenkaniile, (ii) Ionenpumpen, (iii) Aquaporine und
(iv) Transporter bzw. Carrier. Letztere unterteilen sich in (i) Uniporter (Transport
eines Molekiils in eine Richtung), (ii) Symporter bzw. Cotransporter (gleichzeitiger
Transport mehrerer Molekiile in eine Richtung) und (iii) Antiporter (gleichzeitiger
Transport mehrerer Molekiile in entgegengesetzte Richtung).

METABOLOM, PROTEOM, TRANSKRIPTOM Als Metabolom bezeichnet man die Gesamt-
heit der Stoffwechseleigenschaften (u.a. Metabolit-, Enzymkonzentrationen, Enzym-
aktivitdten) einer Zelle, eines Gewebes oder eines Organismus zu einem bestimmten
Zeitpunkt. Analog dazu bezeichnet das Proteom bzw. das Transkriptom die
Summe der zu einem bestimmten Entwicklungszeitpunkt in einer Zelle (Gewebe,
Organ, Organismus) vorliegenden Proteine bzw. Ribonukleinsduren (RNA, engl.
ribonucleic acids). Die Erforschung des Metabolom, Proteom bzw. Transkriptom
wird als Metabolomik (engl. metabolomics), Proteomik (engl. proteomics) bzw.
Transkriptomik (engl. transcriptomics) bezeichnet.

Spezifische Begriffe, die in Zusammenhang mit der in der vorliegenden Arbeit durch-
gefiihrten optimierungsbasierten Modellanalyse stehen, werden im Folgenden naher
erldutert:

WACHSTUM UNTER VARIABLEN SAUERSTOFFBEDINGUNGEN In Abhidngigkeit der in
einem Gewebe oder Organ vorherrschenden Sauerstoffbedingungen wird zwi-
schen (i) anoxischen Wachstumsbedingunen (Anoxie) - das vollstindige Fehlen
von Sauerstoff, (ii) hypoxischen Wachstumsbedingunen (Hypoxie) - limitierenden
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Sauerstoffbedingungen, (iii) aeroben Wachstumsbedingunen (Aerobiose) - ausrei-
chenden Sauerstoffbedingungen und (iv) hyperoxischen Wachstumsbedingunen
(Hyperoxie) - Uberangebot ' an Sauerstoff unterschieden.

suBSTRATZYKLEN Kohlenstoffzyklen, in denen katabole und anabole Reaktionen gleich-
zeitig ablaufen, wobei Energie verbraucht wird, werden als Substratzyklen (engl.
futile cycles; futile = nutzlos) bezeichnet. Die physiologische Bedeutung der Sub-
stratzyklen ist umstritten und wird in der Literatur kontrovers diskutiert (siehe u.a.
Portais et al. [PDoz]).

BYPASS-REAKTIONEN Als Bypass-Reaktionen (engl. bypass: Nebenweg) werden Reak-
tionen alternativer Stoffwechselwege bezeichnet. Ein Beispiel sind die Pyrophosphat-
abhingigen Bypass-Reaktionen der Glykolyse, die alternativ zu den entsprechenden
ATP-abhidngigen Reaktionen der Glykolyse aktiv sind (siehe Anhang, Abbildung

30).

ENERGIE- UND REDUKTIONSAQUIVALENTE Der Energiezustand einer Zelle bzw. ei-
nes Gewebes ldsst sich anhand der Energiedquivalente, das heifst ATP, UTP, CTP
und GTP bestimmen. Analog dazu erfolgt die Bestimmung des Redoxzustandes
auf Grundlage der Reduktionsdquivalente NADH und NADPH.

SOURCE- UND SINK-ORGANE Pflanzenorgane, die mehr Kohlenstoff bilden, als sie ver-
brauchen werden als Source-Organe (engl. source: Quelle) bezeichnet. Organe, die
mehr importieren als exportieren werden Sink-Organe (engl. sink: Senke) genannt.

GENOTYP UND PHANOTYP Als Genotyp oder Erbbild bezeichnet man die genetische
Ausstattung (Gesamtheit der Erbanlagen) eines Organismus. Im Gegensatz dazu
bezeichnet der Phdnotyp oder das Erscheinungsbild die Gesamtheit aller morpho-
logischen, physiologischen, psychologischen und molekularen Merkmale eines
Organismus.

TRANSGENE PFLANZEN Pflanzen, bei denen das Erbgut zielgerichtet verandert wurde,
werden als transgen bezeichnet.

1 liber dem normalen Partialdruck von Sauerstoff liegend
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PT H

Abbildung 1: Schematischer Langsschnitt durch den reifen Gerstensamen (adaptiert von [DH1o]).
Abkiirzungen: AL: Aleuron; EA: Embyroachse; H: Samenbhiille; PT: Perikarp-Testa; SE: starkehaltiges
Endosperm; S: Skutellum

2.1.2  Biologische Grundlagen der Stoffwechselmodelle

Schwerpunkt der in der vorliegenden Arbeit entwickelten Stoffwechselmodelle ist der
Priméarstoffwechsel monokotyler Kulturpflanzen zum Zeitpunkt der Samenentwicklung
am Beispiel von Gerste. Die fiir das Verstaindnis der Modellbildung und -analyse notwen-
digen biologischen Grundlagen aus dem Bereich der Morphologie und Entwicklung von
Gerstensamen und -halmen werden im Folgenden erldutert.

2.1.2.1 Samenmorphologie: Speichergewebe und Speicherstoffe

Wachsende Gerstensamen sind genetisch und physiologisch heterogene, hoch komplexe
Systeme, bestehend aus dem maternalen Gewebe (Testa, Perikarp) und den filialen Orga-
nen Embryo und Endosperm [BRR " 04]. In den reifen Samen der monokotylen Gerste
(Abbildung 1) ist das Endosperm in die dufieren Aleuronschichten und das stdrkehal-
tige Endosperm untergliedert. Die embryonalen Gewebe umfassen das Skutellum, ein
Néhrgewebe und den eigentlichen Embryo [Briz8].

Die Differenzierung der heterogenen Samengewebe erfolgt schrittweise, ausgehend
von den maternalen und gefolgt von den filialen Geweben [BRR " 04]. Letztere entwickeln
sich zu hoch spezialisierten Speichergeweben. In Gerstensamen degeneriert das Perikarp
im Verlauf der Samenentwicklung und das sich vergrofiernde Endosperm wird zum
Hauptspeicherorgan. Hauptspeicherstoff der Gerste ist die Starke (55-65% des Korn-
trockengewichts, [MF93]), gefolgt von den Speicherproteinen (~ 12%, [Shegz2]), die im
starkehaltigen Endosperm und dem Aleuron synthetisiert werden. Die im Wesentlichen
im Aleuron und dem Embryo gebildeten Speicherlipide machen einen deutlich geringeren
Anteil aus (~ 3%, [NNo92, Morg3]). Eine detaillierte Darstellung des Speicherstoffwechsels
in sich entwickelnden Gerstensamen folgt in Kapitel 4.

2.1.2.2  Samenentwicklung der Gerste

Die Samenentwicklung der Gerste ist ein hoch komplexer Prozess, der in drei Phasen
unterteilt werden kann. Nach der fiir hohere Pflanzen charakteristischen doppelten
Befruchtung von Ei und Zentralzelle entwickeln sich aus dem Fusionsprodukt Embryo
und Endosperm (frithe Morphogenese) [Mahso]. Diese durch anhaltende Zellteilung und

9
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Morphogenese gekennzeichnete erste Phase der Samenentwicklung wird als Zellteilungs-
oder Vorspeicherphase bezeichnet. Bei der nachfolgenden Reifung des Samens kommt
es zu einer Akkumulation von Speicherstoffen. Diese als Reifungs- oder Hauptspei-
cherphase bezeichnete Entwicklungsphase beinhaltet die Synthese und Deposition art-
spezifischer Speicherstoffe (Speicherstdrke, -proteine, -lipide) in den Speichergeweben
(Endosperm, Embryo). Im Verlauf der dritten Entwicklungsphase, der Austrocknungs-
phase, trocknet der Samen aus und leitet die Samenruhe (Dormanz) ein. Als weitere
Phase der Samenentwicklung wird in einigen Studien (u.a. [WPG 03, SAR"04]) die
sogenannte Transitionsphase aufgefiihrt. In dieser, zwischen Vorspeicher- und Speicher-
phase liegenden Entwicklungsphase werden die hormonellen, transkriptionellen und
metabolischen Regulationsprozesse von maternaler auf filiale Kontrolle umgeschaltet.

Im Folgenden werden die wahrend der Samenentwicklung von Gerste ablaufenden
Entwicklungsschritte im Einzelnen erldutert, eine umfassende Darstellung dieser Pro-
zesse ist in [OPK92, BLOg4, WPS™ 00] gegeben. Die Samenentwicklung von Gerste ist
ein hoch organisierter Prozess, geregelt durch maternale und filiale Regulationspro-
zesse [SAR " 04]. Im Verlauf der Vorspeicherphase (o-5 Tage nach der Bliite (engl. days
after flowering, DAF), die durch Vakuolisierung, Zellteilungsprozesse und der Abwe-
senheit von Starke im Endosperm gekennzeichnet ist, erfolgt die Zellularisierung des
starkehaltigen Endosperms. Das maternale Perikarp bildet den Hauptanteil des Samens
und dient als Nahrgewebe fiir das filiale Endosperm/Embryo. In der nachfolgenden
Transitionsphase (5-8 DAF) findet eine erste Akkumulation von Starke im Endosperm statt
(6. DAF), und das Korn wird innerhalb weniger Tage zu massiver Speicherproduktsyn-
these umprogrammiert. Innerhalb des filialen Samengewebes ist diese Entwicklungsphase
unter anderem durch den Wechsel von Invertase-kontrollierter zu Saccharosesynthase-
kontrollierter Saccharosespaltung (siehe Anhang, Abbildung 28) und durch den Wechsel
von einem hohen Hexose-?/Saccharose- zu einem hohen Saccharose-/Hexose-Verhaltnis
gekennzeichnet [WSB™ o5].

In der nachfolgenden Reifungs- und Hauptspeicherphase (9-24 DAF) erfolgt die Aus-
bildung langgestreckter, polyedrischer Endospermzellen, und die Differenzierung des
Aleuron findet statt. In der spaten Phase des Reifungsprozesses endet die mitotische
Aktivitat und die Speicherproduktdeposition beginnt, zundchst in den zentralen Regionen
und sich langsam in Richtung der peripheren Regionen des starkehaltigen Endosperms
ausbreitend [OPKg2, WPS " 00]. Es kommt zu einer linearen Zunahme der Speicherpro-
duktsynthese und -deposition (10-20 DAF), und die Hauptzunahme des Korngewichts
findet statt. Nach dem 24. DAF tritt der Samen in die Austrocknungsphase (25-30DAF)
ein, die durch Wasserverlust des Samen und das Erlangen der Austrocknungstoleranz
gekennzeichnet ist.

2.1.2.3 Morphologie der Halme: Transport- und Speichergewebe

Der Halm monokotyler Pflanzen untergliedert sich im Wesentlichen in die zu Leitbtindeln
zusammengefassten vaskuldren Gewebe Xylem und Phloem und das Speicherparen-
chym (Speichergewebe), sieche Abbildung 2. Wahrend die Transportgewebe Xylem und
Phloem den Langstreckentransport von Wasser und mineralischen Nahrstoffen (Xylem)
bzw. von Kohlenhydraten und anderen organischen Substanzen (Phloem) gewéhrleisten,
besteht eine der Hauptfunktionen des Speicherparenchyms in der Assimilation und
Speicherung von Nahrstoffen.

2 Hexose: Einfachzucker, deren Kohlenstoffgrundgertist sechs Kohlenstoffatome enthalt
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Abbildung 2: Schematischer Querschnitt durch den Halm einer monokotylen Pflanze (adaptiert
von [Cro12]). Abkiirzungen: E: Epidermis; P: Phloem; SP: Speicherparenchym; X: Xylem

2.1.2.4 Entwicklung der Halme

Nach [GRDos, HGCo6] lasst sich die Pflanzenentwicklung von Gerste in neun Wachs-
tumsphasen untergliedern: (i) Keimung, (ii) Wachstum des Keimlings, (iii) Bestockung3,
(iv) Halmbildung, (v) Streckungswachstum, (vi) Ahrenbﬂdung, (vii) Bltite, (viii) Sa-
menentwicklung und (ix) -reifung. Mit Beginn der Halmbildung (Phase iv) erfolgt die
Entwicklung des Gerstenhalmes, die zundchst im Wesentlichen durch Langenzuwachs
charakterisiert ist. Die Akkumulation von Reservestoffen (im Wesentlichen Fruktane)
im Gerstenhalm erfolgt wiahrend der Halmbildungsphase bis zur frithen Phase der Sa-
menfiillung [Schg3, XM]J " 08]. Wahrend der spiten Phase der Samenfiillung erfolgt eine
Remobilisierung der Reservestoffe und damit ein Funktionswechsel des Halmes von Sink-
zu Source-Organ [WBWWg8].

3 Bestockung: Halmverzweigung, die mehr oder minder tief im Boden erfolgt.
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2.2 GRUNDLAGEN DER MATHEMATIK UND INFORMATIK

Im Folgenden werden die fiir das Verstindnis der Arbeit notwendigen Grundlagen der
Mathematik und Informatik eingefiihrt. Im Speziellen werden grundlegende Definitionen
aus dem Bereich der Optimierung, Graphentheorie und Visualisierung gegeben. Die
Darstellung beschrankt sich dabei auf grundlegende Begriffe; fiir eine weiterfithrende
Darstellung der mathematischen und bioinformatischen Grundlage sei auf die an den
entsprechenden Stellen im Text aufgefiihrte Literatur verwiesen.

2.2.1  Optimierung

2.2.1.1 Lineare Optimierung

Gegenstand der linearen Optimierung ist die Maximierung oder Minimierung einer
linearen Zielfunktion von endlichen Variablen unter Einhaltung einer endlichen An-
zahl von Nebenbedingungen (engl. constraints), die als lineare Gleichungen bzw. Un-
gleichungen vorliegen. Ohne Einschrankung der Allgemeingiiltigkeit* ist ein lineares
Optimierungsproblem in allgemeiner Form (Standardform) wie folgt definiert [Dan63]:

max c¢'x (2.2)

unter den Nebenbedingungen
A-x<b

x>0

firce R, Ac R™™ und b € R™.

Jede Losung x € R™ eines linearen Optimierungsproblems, die alle Nebenbedingungen
erfiillt, wird als giiltige Losung bezeichnet. Die Menge aller giiltigen Losungen bilden
den zuldssigen Bereich M:

M={xeR":A-x<b,x>0}

Fine Losung x* € M wird als Optimallésung bezeichnet, falls c'x* > c'x fiir alle
giiltigen Losungen gilt. Eine Optimallosung entspricht damit einer giiltigen Losung mit
minimalem bzw. maximalem Zielfunktionswert.

Folgende Klassen von Losungen lassen sich bei der linearen Optimierung unterschei-
den: (i) eindeutige Losungen: es existiert eine Optimallosung, (ii) Mehrfachlésungen
(alternative Optima): es existieren unendlich viele Optimallosungen, die den gleichen
optimalen Zielfunktionswert ergeben, (iii) leere Losungen: die Nebenbedingungen wider-
sprechen sich und das Problem hat keine Losung (unzuldssiges Optimierungsproblem),
und (iv): unbegrenzte Losungen: der zuldssige Bereich ist unendlich grof3, die Ziel-
funktion nimmt ihr Maximum im Unendlichen (unbeschridnktes Optimierungsproblem).
Fiir eine tiefer gehende Einfithrung in die lineare Optimierung sowie in die zugrunde
liegenden mathematischen Details sei auf [Dan63] verwiesen.

4 Jedes Optimierungsproblem ldsst sich durch folgende Transformationen in die Standardform bringen: (i)

Minimierungsproblem statt Maximierungsproblem: Negierung des Koeffizienten c in der Zielfunktion, (ii)
Gleichheitsbedingungen statt Ungleichheitsbedingungen: Ersetzung von f(x) = b durch f(x) < b und
f(x) > b, (iii) Variablen ohne Nichtnegativititsbedingung: Ersetzung von x;j durch x! - x{ mit x/, x{’ > 0,
und (iv) >- statt <-Bedingungen: Negierung der Koeffizienten aij, by in der betreffenden Ungleichung i
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2.2.1.2 Nichtlineare Optimierung

Gegenstand der nichtlinearen Optimierung sind Optimierungsprobleme, deren Ziel-
funktion und/oder Nebenbedingungen nichtlinear sind. Ein Spezialfall der nichtlinearen
Optimierung ist die quadratische Optimierung, die im Folgenden naher erldutert wird.

2.2.1.3 Quadratische Optimierung

Die quadratische Optimierung umfasst Aufgaben der Form
f(x) =x' Cx + pTx (2.3)

furCeR™™",peR™", A R™™, be R™und x € M C R™ mit
M=M;:M={xcR":A-x<b,x >0}

Alternativ kann der zuldssige Bereich M in folgende Darstellungen tiberfiihrt werden:
M=My,  M={x:A-x=b,x >0}

M=M3:M={x:A-x<b}

Ist eine quadratische Zielfunktion f streng konvex> so existiert hochstens eine Losung
der Gleichung 2.3. Ein Beispiel fiir eine streng konvexe Funktion ist die quadrierte
Euklidische Norm.

5 Die Funktion f in Gleichung 2.3 ist genau dann streng konvex, wenn C positiv definit ist. Die symmetrische
Matrix C € R™™ mit den Eigenwerten Ay, . . ., Ay, heifSt positiv definit, falls A; > O fiir alle i.
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2.2.2  Graphentheorie

2.2.2.1  Grafische Darstellung von metabolischen Netzwerken

Metabolische Netzwerke lassen sich als Graphen visuell darstellen. Im Folgenden werden
die fiir das Verstdndnis der Arbeit notwendigen Begriffe aus dem Bereich der Gra-
phentheorie vorgestellt. Fiir weiterfithrende Informationen sei auf [Tito3, KNos, Junos]
verwiesen. In den nachfolgend aufgefiihrten graphentheoretischen Definitionen umfasst
der Begriff der biochemischen Reaktion alle in einem Stoffwechselmodell modellierten
Reaktionen, d.h. enzymatische Reaktionen, spontane Reaktionen und Transportprozesse.

GERICHTETER GRAPH Ein gerichteter Graph G = (V, E) besteht aus einer endlichen
Menge von Knoten V und einer endlichen Menge von gerichteten Kanten E, wobei
jede Kante zwei nicht unbedingt disjunkte Knoten verbindet. Eine gerichtete
Kante (u,v) € E besteht aus einem geordneten Paar von Knoten, wobei u als
Anfangsknoten und v als Endknoten bezeichnet wird.

BIPARTITER GRAPH Ein Graph wird als bipartit bezeichnet, falls die Knotenmenge V
in zwei disjunkte Teilmengen V7 und V) geteilt ist, so dass zwischen den Knoten
innerhalb beider Teilmengen keine Kanten verlaufen. Allgemein werden metaboli-
sche Netzwerke als gerichtete, bipartite Graphen modelliert G = (V7 U V3, E), wobei
die Knoten v € V7 den Metaboliten und die Knoten aus v € V, den biochemischen
Reaktionen entsprechen. Die Kanten verbinden die Metaboliten mit den Reaktio-
nen und spezifizieren damit, welche Metaboliten an einer biochemischen Reaktion
teilhaben, siehe Abbildung 3A.

HYPERGRAPH Ein Hypergraph G = (V, E) ist ein spezieller Graph bestehend aus einer
endlichen Menge von Knoten V und einer endlichen Menge von Hyperkanten E,
wobei jede Hyperkante mehrere Knoten verbindet.

Eine Hyperkante ({uy,...,un},{v1,...,vm}) € E besteht aus einem geordneten
Paar von Knotenmengen, wobei {uy,...,un} als Menge der Anfangsknoten und
{v1,...,vim} als Menge der Endknoten bezeichnet wird. Bei der Darstellung me-
tabolischer Netzwerke in Form von Hypergraphen entsprechen die Knoten den
Metaboliten und die Hyperkanten den Reaktionen. Eine Hyperkante verbindet alle
Metaboliten einer Reaktion. Sie ist von Edukt zu Produkt gerichtet und ist mit dem
Reaktionsnamen bezeichnet, sieche Abbildung 3B.

Eine standardisierte Form der visuellen Darstellung biochemischer und zelluldrer
Prozesse bietet die Systems Biology Graphical Notation (SBGN) [NHM " og]. Komplexe
biologische Prozesse lassen sich in SBGN mit Hilfe der folgenden komplementédren
Diagrammtypen in verschiedenen Detailstufen abbilden: (i) Process Description (PD), (ii)
Entity Relationship (ER) und (iii) Activity Flow (AF). Allgemein erfolgt die Darstellung
stochiometrischer Stoffwechselmodelle in SBGN mit Hilfe der Process Description:

SBGN-GRAPH: PROZESS-DIAGRAMM Ein SBGN Prozess-Diagramm ermoglicht die Dar-
stellung von molekularen Prozessen und Interaktionen zwischen biochemischen
Elementen, wobei die zeitliche Abhidngigkeit der Interaktionen berticksichtigt wird.
Ein Beispiel fiir diese Art der Darstellung ist in Abbildung 3C gegeben.

Fiir eine umfassende Einfithrung in SBGN sei auf [NHM "og] verwiesen.
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Glucose Glucose

ATP ATP

Hexokinase Hexokinase

GI 6-P

ADP ADP

Glucose 6-P Glucose 6-P

Abbildung 3: Grafische Darstellung metabolischer Netzwerke am Beispiel der Hexokinase. A:
Gerichteter, bipartiter Graph, B: Hypergraph und C: SBGN-Graph (Prozess-Diagramm) der
Hexokinase-Reaktion

2.2.3 Visualisierung

Visualisierung (lat. videre = sehen; visus = das Gesehene, Anblick) bezeichnet im
Allgemeinen den Prozess oder die Taitigkeit abstrakte, nichtvisuelle Informationen in eine
grafische bzw. visuell erfassbare Form zu tiberfiihren [Bas10]. Ziel der Visualisierung ist
es komplexe Zusammenhénge mit Hilfe von grafischen Darstellungen besser verstandlich
und leichter erfassbar zu machen. Ein wesentlicher Aspekt ist dabei der Gewinn neuer
Erkenntnisse [CMSgg]. Der Begriff Visualisierung wird zudem synonym zu den Begriffen
der grafischen Darstellung oder Grafik verwandt.

In Bezug auf die Modellierung metabolischer Netzwerke kann Visualisierung einen
wesentlichen Beitrag sowohl zum Prozess der Modellrekonstruktion als auch zur Explo-
ration der generierten Simulationsdaten leisten. Moglichkeiten metabolische Modelle
mit Hilfe graphentheoretischer Methoden visuell erfassbar zu machen wurden bereits in
Abschnitt 2.2.2.1 aufgefiihrt. Im Folgenden wird ein Uberblick {iber Methoden der Visu-
alisierung von Simulationsdaten sowie den im Rahmen einer interaktiven Visualisierung
einsetzbaren Interaktionstechniken gegeben.

2.2.3.1 Visualisierung und Reprisentation von Simulationsdaten

Simulationsergebnisse der optimierungsbasierten Modellanalyse sind durch numerische
Werte (u.a. metabolische Flusswerte, Sensitivitatswerte; siehe Abschnitt 2.3.3.2) beschrie-
ben. In der Literatur werden verschiedene Moglichkeiten der Visualisierung numerischer
Werte aufgefiihrt:

Datenvisualisierung ohne Netzwerkkontext

Die einfachste Form der Datenvisualisierung ist die Text- bzw. Tabellenform (siehe
Abbildung 4). Neben der rein textuellen Darstellung lassen sich numerische Werte durch
eine Vielzahl unterschiedlicher Visualisierungsformen grafisch darstellen. Exemplarisch
seien an dieser Stelle tibliche Darstellungsformen wie Linien-, Balken-, Tortendiagramme
und Histogramme erwédhnt (siehe Abbildung 4).

Datenvisualisierung im Netzwerkkontext

Eine Moglichkeit, Daten im Netzwerkkontext darzustellen, besteht in der Annotation
von Netzwerknoten und -kanten mit numerischen Werten, dargestellt als Zahlen, Sdulen
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Name Flusswert 12 12
. 10 + 10
mmol g DW h!

8 | 8
Flux 1 6,00 6 6
Flux 2 9,00 4 4 4
Flux 3 10,00 2 ’
0 0

Flux 4 5,00 Flux1 Flux2 Flux3 Flux4 Flux1 Flux2 Flux3 Flux4

Abbildung 4: Visualisierung metabolischer Flussdaten ohne Netzwerkkontext: Tabellenform,
Balken-, Linien- und Tortendiagramm

@ 6,00 5,00 @ @ @

w0 100D ©

Abbildung 5: Visualisierung metabolischer Flussdaten im Netzwerkkontext: Annotation und
Mapping von Flusswerten

oder Diagrammen (siehe Abbildung 5). Eine weitere Moglichkeit besteht darin, nume-
rische Werte auf visuelle Eigenschaften von Konten und Kanten zu mappen (Mapping,
siehe Abbildung 5). Nach Bertin [Ber83] lassen sich hierbei folgende visuelle Eigenschaf-
ten bzw. Variablen unterscheiden: Grofe, Form, Farbe, Orientierung, Textur, Fillung,
Graustufenverteilung und Bewegung.

2.2.3.2 Interaktionstechniken

Von zentraler Bedeutung fiir den visualisierungsbasierten Erkenntnisgewinn ist die
interaktive Exploration und Manipulation der Daten [ZSAvLog]. Die effektive Integration
von Interaktionstechniken in den Prozess der Visualisierung (interaktive Visualisierung)
kann den Erkenntnisgewinn wesentlich beeinflussen. Nach Gershon et al. [GCEg8] lassen
sich Interaktionstechniken folgenden drei Kategorien zuordnen:

1. Fokussierung

Fokussierungstechniken beruhen darauf, dass bestimmte Ausschnitte einer Visualisierung
in den Fokus des Anwenders geriickt werden. Folgende Fokussierungstechniken lassen
sich unterscheiden:

ZOOMING+PANNING Die Darstellung von Objekten in unterschiedlichen Detailstufen
(unterschiedlicher Auflosung) durch Verdanderung des dargestellten Ausschnitts
einer Abbildung wird als Zoomen (engl. zooming) bezeichnet. Generell werden
drei Arten von Zoomen unterschieden: (i) geometrisches Zoomen, (ii) semantisches
Zoomen und (iii) Fischaugen Zoom (engl. fisheye zoom) (siehe [inf] fiir eine detail-
lierte Erlduterung der einzelnen Methoden). Eine Verdnderung des dargestellten
Ausschnitts einer Abbildung durch das horizontale bzw. vertikale Verschieben des
Bildausschnitts bei gleichbleibender Auflosung wird als Panning bezeichnet.

UBERBLICK+DETAIL Die visuelle Darstellung von Objekten in unterschiedlichen, mit-
einander verkniipften Sichten® (u.a. Uberblick-, Detailsicht) unter Anwendung

6 Sichten sind verschiedene Visualisierungen identischer Daten, die jeweils unterschiedliche Aspekte dieser
Daten visuell hervorheben.
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verschiedener Visualisierungstechniken wird als Uberblick+Detail Technik bezeich-
net.

FOKUS+KONTEXT Fokus+Kontext Techniken beruhen darauf, dass in einer einzigen
Visualisierung ausgesuchte Bereiche sehr detailliert (Fokus) und eine Ubersicht
der umgebenden Informationen (Kontext) mit geringerem Detailgrad dargestellt
werden.

2. Filterung

Filterung, eine der grundlegenden Interaktionstechniken, basiert auf der Anwendung von
Filterkriterien mit dem Ziel, die dargestellte Datenmenge zu reduzieren. Ein wesentlicher
Unterschied zwischen Filter- und Fokussierungstechniken besteht darin, dass sich erstere
auf die Attribute der zu visualisierenden Objekte beziehen, wihrend letztere tiblicher-
weise den Visualisierungsraum betreffen.

3. Verkniipfung: Linking und Brushing

Linking und Brushing bezieht sich auf die Verbindung zwischen zwei und mehr Sichten,
wobei eine Anderung in der Darstellung einer Sicht die Darstellung in den anderen
Sichten beeinflusst. Als Brushing wird dabei das Selektieren einer Teilmenge der Daten
mit Hilfe eines Eingabegerates (Maus, Tastatur) bezeichnet. Visuell darzustellen, welche
Daten bzw. Objekte einer Sicht denen einer anderen Sicht entsprechen, wird als Linking
bezeichnet.
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2.3 GRUNDLAGEN DER METABOLISCHEN MODELLIERUNG

Ziel der mathematischen Modellierung ist die Formulierung eines mathematischen Mo-
dells, auf dessen Grundlage sich Aussagen und Losungen zu einem realen Ausgangs-
problem ableiten lassen [EGKo8]. Die metabolische Modellierung, das heifit, die mathe-
matische Modellierung von Stoffwechselsystemen, befasst sich mit der mathematischen
Formulierung und Losung von realen Ausgangsproblemen aus dem Bereich der Stoff-
wechselbiochemie. Der Prozess der metabolischen Modellierung umfasst sowohl die
Definition eines mathematischen Modells (Modellrekonstruktion) als auch die Analyse
bzw. Losung des Modells (Modellanalyse).

Die unterschiedlichen Methoden der metabolischen Modellierung reichen von sehr
detaillierten quantitativen Ansédtzen zu weniger ausfiihrlichen qualitativen Anséatzen.
Nach Stelling [Steo4] lassen sich diese Methoden folgenden Hauptansédtzen zuordnen:

1. TOPOLOGISCHE MODELLIERUNG Grundlage der topologischen Modellierung ist die
Netzwerktopologie, das heifit, das Interaktionsmuster zwischen Netzwerkkompo-
nenten. Diese elementare Netzwerkeigenschaft ist unabhiangig von der Starke und
Richtung der Interaktion und ermoglicht damit die Analyse der statischen Dar-
stellung der Netzwerkkomponenten und -interaktionen [BOo4]. Die topologische
Modellierung basiert im Wesentlichen auf der Anwendung graphentheoretischer
Methoden. Typische Netzwerkeigenschaften, die mittels topologischer Ansitze
analysiert werden konnen, sind die Pfadldnge zwischen Metaboliten sowie die Grad-
verteilung innerhalb eines Netzwerkgraphen. Weitere Arbeiten aus dem Bereich der
topologischen Netzwerkanalyse befassen sich mit der Hierarchie [RSM 02, GJCo3,
HHJo3, HWBZo04], der Modularitat [HHLMg99, Nuro3, RSM* 02, WAo03, HWBZo4],
den Motiven [SOMMAo02, MAo03, DBBOo4] und Zentralitdten [KSo8, DJSS10] in me-
tabolischen Netzwerken und dem Vergleich topologischer Strukturen zwischen ver-
schiedenen Organismen [MZo3]. Die topologische Netzwerkanalyse hat wesentlich
zum Verstandnis der metabolischen Netzwerkarchitektur beigetragen. Aufgrund
ihrer Beschrankung auf topologische Netzwerkeigenschaften ist sie jedoch nur
begrenzt fiir pflanzenbiologische Fragestellungen geeignet. Fiir eine tiefer gehende
Einfithrung in die Thematik der pflanzenbiologischen topologischen Modellierung
sei auf [GBJK " 09] verwiesen.

2. CONSTRAINTBASIERTE MODELLIERUNG Die constraintbasierte Modellierung, die
in der Literatur hdufig auch unter dem Begriff stochiometrische Modellierung
aufgefiihrt wird, berticksichtigt neben der Netzwerktopologie raumliche, physio-
chemische und umweltbedingte Nebenbedingungen (engl. constraints), um die
Bandbreite moglicher Zustdnde eines modellierten biochemischen Systems ein-
zugrenzen. Die constraintbasierte Modellierung umfasst zwei Hauptansitze: (i)
die pathwaybasierte Netzwerkanalyse und (ii) die optimierungsbasierte Netzwerk-
analyse. Eine detaillierte Beschreibung der constraintbasierten Modellierung, dem
Hauptansatz der im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten metabolischen
Modellierung, erfolgt in Abschnitt 2.3.3.

3. KINETISCHE MODELLIERUNG Durch die Berticksichtigung der Reaktionsmechanis-
men eines zu analysierenden Stoffwechselsystems lassen sich auf Grundlage der
kinetischen Modellierung quantitative Aussagen iiber die zelluldre Dynamik treffen.
Kinetische bzw. dynamische Modelle ermoglichen die Formulierung préaziser, expe-
rimentell tiberpriifbarer Hypothesen [Steo4]. Dartiiber hinaus bietet die kinetische
Modellierung eine detaillierte, quantitative Auswertung der Dynamik und Funktion
metabolischer Systeme und unterstiitzt die Aufklarung genereller Prinzipien der
metabolischen Regulation und Kontrolle [HR74, HS96]. Zum derzeitigen Zeitpunkt
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stellt die kinetische Modellierung die geeignetste Methode zur vollstindigen Cha-
rakterisierung metabolischer Systeme dar. Ihre Anwendung ist jedoch aufgrund
der Komplexitit biologischer Systeme sowie dem mangelhaften Wissen tiber die
Reaktionsmechanismen und -parameter erschwert und bisher im Wesentlichen
auf Modelle geringer Grofe beschrinkt [Kito4]. Eine Ubersicht der neuesten Bei-
spiele (pflanzenspezifischer) kinetischer Modelle ist in [MRoz2, RELo7] sowie in den
entsprechenden Modelldatenbanken (JWS Online Repository [OSo4], BioModels
Database [LDR " 10]) gegeben. Fiir eine detaillierte Einfithrung in die pflanzenbiolo-
gischen kinetischen Modellierung sei auf [RELo7, Schog, SJ10] verwiesen.

Im Folgenden wird eine kurze Einfiihrung in die theoretischen Grundlagen der metabo-
lischen Modellierung und den dabei verwendeten formalen Begriffen geben (Abschnitt
2.3.1). Eine detaillierte Einfiihrung in die Teilschritte der Modellerstellung und Modell-
analyse erfolgt in den Abschnitten 2.3.2 und 2.3.3.

2.3.1  Grundbegriffe

2.3.1.1  Metabolische Modelle

Ein metabolisches Modell stellt eine abstrakte und vereinfachte Abbildung eines realen
biochemischen Systems dar, wobei die Wechselwirkungen zwischen den Systemkompo-
nenten mit mathematischen Gleichungen wiedergegeben werden. Die grundlegenden
Komponenten eines biochemischen Systems bestehen aus Metaboliten und Reaktionen.
Fiir ein optimierungsbasiertes bzw. stochiometrisches Stoffwechselmodell lassen sich
diese formal wie folgt beschreiben:

METABOLITEN Die Metaboliten eines biochemischen Systems umfassen die Edukte und
Produkte der an dem System beteiligten Reaktionen. In Abhéngigkeit der Sys-
temgrenzen erfolgt eine Unterscheidung zwischen internen und externen Meta-
boliten [HS96, SELPoo]. Metaboliten, die weder akkumulieren noch abnehmen,
so dass ihre Produktionsrate der Verbrauchsrate entspricht, werden als interne
Metaboliten bezeichnet. Kennzeichnend fiir interne Metaboliten ist, dass sie ex-
plizit in einem metabolischen Modell und damit auch in den stochiometrischen
Reaktionsgleichungen bertiicksichtigt werden. Im Unterschied dazu stellen externe
Metaboliten Stoffwechselquellen und -senken dar [HS96], welche physikalisch au-
Berhalb des Systems aber auch innerhalb der Zelle lokalisiert sein konnen. Fiir ein
optimierungsbasiertes Modell ldsst sich ein Metabolit formal durch die Angabe des
Metabolitnames beschreiben.

Interne Reaktionen Austauschreaktionen

Ri:1A—1C Ti:1Aext > 1A
R;:1A—1B Tr:1C — 1 Cext
R3:1B—1C

Tabelle 1: Liste der stochiometrischen Reaktionsgleichungen der metabolischen Reaktionen und
Transportprozesse des in Abbildung 6 dargestellten Beispielnetzwerks
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Interne Rea\"ktlon Austauschreaktion

Externer Metabolit

)

_ Systemgrenze

Interner Metabolit

Abbildung 6: Einfaches biochemisches System. Beispielnetzwerk zur Veranschaulichung der
mathematischen Grundlagen. Metaboliten sind als Knoten und Reaktionen als Pfeile dargestellt

REAKTIONEN Reaktionen eines biochemischen Systems umfassen enzymatische Reak-
tionen, spontane Reaktionen und Transportreaktionen. In Abhingigkeit der Sys-
temgrenzen erfolgt eine Unterscheidung zwischen internen Reaktionen und Aus-
tauschreaktionen [SHo4]. Reaktionen, deren Substrate und Produkte mindestens
einen internen Metaboliten enthalten, werden als interne Reaktionen bezeichnet.
Im Unterschied dazu sind alle konsumierten Substrate oder Produkte einer Aus-
tauschreaktion extern. Austauschreaktionen ermoglichen den Stofftransport tiber
die Systemgrenzen und stellen damit eine Verbindung zwischen dem System und
seiner Umgebung dar. Fiir ein optimierungsbasiertes Modell ldsst sich eine Reaktion
formal durch folgende Angaben beschreiben: (i) Reaktionsname, (ii) Edukte und
Produkte, (iii) Stochiometrische Reaktionsgleichung und (iv) Reaktionsrichtung?.

In Abbildung 6 ist ein einfaches biochemisches System, bestehend aus fiinf Reaktionen,
dargestellt. Das Stoffwechselsystem umfasst die Aufnahme des externen Metabolit Aey¢,
sowie vier Reaktionen (T, Ry, Rz, R3), die zur Bildung der internen Metaboliten A, B
und C fiihren. Der synthetisierte Metabolit C wird exportiert (Cext). Insgesamt umfasst
das System drei interne Metaboliten (A, B, C), drei interne Reaktionen (Ry, Rz, R3) und
zwei Austauschfliisse (T, T;). Tabelle 1 gibt die Liste der stochiometrischen Reaktions-
gleichungen der biochemischen Reaktionen und Transportprozesse des biochemischen
Systems wieder. Diese Reaktionsliste ist ausreichend, um ein stochiometrisches Modell
des in Abbildung 6 dargestellten biochemischen Systems vollstandig zu charakterisieren.

2.3.1.2  Modellparameter und -variablen

Die mathematische Formulierung metabolischer Modelle basiert auf Modellvariablen
und Modellparameter, deren Zusammenhang durch die Modellgleichungen beschrieben
werden.

MODELLPARAMETER Als Modellparameter wird eine variable Grofie bezeichnet, die
abhéngig von der Modellumgebung zu definieren ist. Im Unterschied zu einer
Konstanten ist ein Modellparameter fiir eine gegebene Modellsimulation fest, kann
tiir die nachste Simulation aber variiert werden. Zu den Modellparametern eines
optimierungsbasierten Modells gehoren die stochiometrischen Koeffizienten, fest-
gesetzte Reaktionsraten sowie alle anderen Modelldaten, denen ein fester Wert
zugewiesen werden kann.

7 Die Angabe der Reaktionsrichtung erfolgt auf Grundlage der Information iiber die Reversibilitit/Irreversi-
bilitat einer gegebenen Reaktion.
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MODELLVARIABLEN Als Modellvariablen werden Modelldaten bezeichnet, die wiahrend
einer Simulation ihren Wert verdndern. Die Modellvariablen eines optimierungs-
basierten Modells sind die simulierten Reaktionsraten.

2.3.1.3 Modellsimulation

Die Durchfiithrung von Simulationsexperimenten mit einem Modell wird als Modellsi-
mulation bezeichnet. Ziel einer Simulation ist die Analyse des Systemverhaltens. Die
Modellsimulation beruht damit auf der Anwendung qualitativer oder quantitativer Ana-
lyseverfahren (siehe Abschnitt 2.3.3) unter Vorgabe eines Parametersatzes. Ein Parameter-
satz enthélt die fiir eine Modellsimulation festgesetzten Parameterwerte (Modellparameter,
siehe Abschnitt 2.3.1.2). Die sequentielle Abfolge von Modellsimulationen auf Grundlage
einer schrittweisen Anderung eines oder mehrere Modellparameter wird als sequentielle
Modellsimulation bezeichnet.

2.3.1.4 Stochiometrische Matrix

Mathematisch ldsst sich die Struktur eines biochemischen Systems anhand der stochiome-
trischen Matrix darstellen. Die Stochiometrische Matrix S ist eine m x n Matrix, in der die
Reihen den internen Metaboliten m und die Spalten den Reaktionen 7 des biochemischen
Systems entsprechen. Externe Metaboliten werden nicht in S dargestellt. Ein Element Sy;
in S entspricht dem stochiometrischen Koeffizienten des i-ten internen Metaboliten der
j-ten Reaktion, hierbei gilt:

+o, falls Reaktion j « Molekiile von i in Hinrichtung produziert.
Sij =q —«, falls Reaktion j o Molekiile von i in Hinrichtung konsumiert.

0,  falls Reaktion j Molekiil i weder produziert noch konsumiert.

Die stochiometrische Matrix des Beispielsystems dargestellt in Abbildung 6 sieht wie
folgt aus:

Ry R R3 T7 T

A -1 -1 0 +1 0
B 0 +1 -1 0 0 |=S
C +1 0 +1 0 -1

2.3.1.5 Dynamische Massenbilanz

Mathematisch ldsst sich die Dynamik eines biochemischen Systems anhand eines dynami-
schen Massenbilanzgleichungssystems beschreiben. Hierzu wird fiir jeden Metaboliten
(Xi) des Systems eine dynamische Massenbilanzgleichung geschrieben, wodurch ein
Differentialgleichungssystem erzeugt wird, das den zeitlichen Verlauf der Metabolitkon-
zentrationen beschreibt [HSg6].

Die Massenbilanz eines Metaboliten X;, die der Anderung der Metabolitkonzentration
tiber die Zeit (dX; /dt) entspricht, ist definiert als Differenz zwischen seiner Produktions-
und Konsumtionsrate(n) und ldsst sich mathematisch wie folgt darstellen:

dX;
ditl = Vprod —Vcon, (2.4)

wobei X; der Metabolitkonzentration und v o4 und veon der Produktions- bzw. Kon-
sumtionsrate des Metaboliten X; entsprechen.
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Angewandt auf das Beispielnetzwerk ldsst sich folgendes System miteinander verbundener
Differentialgleichungen formulieren:

dA;
dtl =b;—vi—w
dBs =Vvy—V
q v2TVv3
ac;

= —b
at Vi +v3—Db2,

wobei v; der Reaktionsrate (metabolischer Fluss) der jeweiligen internen Reaktion und b;
der Transportrate der jeweiligen Austauschreaktion entspricht. Fiir ein biochemisches Sys-
tem, das m Metaboliten und n metabolische Fliisse umfasst, lassen sich alle dynamischen
Massenbilanzgleichungen anhand einer einzigen Matrixgleichung wie folgt darstellen:

ax;
dt

=S.v, (2.5)

wobei X; dem m-dimensionalen Vektor der Metabolitkonzentrationen entspricht, v dem
Vektor der n-metabolischen Fliisse und S der stochiometrischen Matrix des biochemischen
Systems. In Matrix-Notation sieht das in 2.5 dargestellt Gleichungssystem wie folgt aus:

L
4 A -1 =1 0 41 0 v

|l B = 0 +1 =1 0 0| | v3 (2.6)
C +1 0 +1 0 —1 by
_bz_

2.3.1.6  Fliefigleichgewicht

Grundlage der constraintbasierten Modellierung ist die Annahme, dass sich ein zu
analysierendes metabolisches Netzwerk im Fliefigleichgewicht (engl. steady state =
stetiger bzw. stationdrer Zustand) befindet [HS96, LPo8]. Im Flieigleichgewicht ist die
Anderung der Menge eines Metaboliten X; iiber die Zeit t {iber alle Reaktionen innerhalb
des Systems null (dx/dt = 0), das heifit, dass tiber einen langen Zeitraum betrachtet,
Metabolitkonzentrationen und Reaktionsraten konstant sind. Diese Annahme ist relevant
fiir die meisten intrazelluldren Reaktionen, da diese typischerweise schneller ablaufen
als Zellwachstum und Prozessdynamiken des zelluldren Phanotyps [EP98, GKog4, LGPo6].
Durch die Anwendung dieser Annahme vereinfacht sich Gleichung 2.5 zu [HS96]:

S-v=0 (2.7)

Dieses lineare Gleichungssystem erfordert, dass die Produktion und die Konsumtion ei-
nes Metaboliten gleich sein miissen. Gleichung 2.7 ist eine grundlegende Nebenbedingung
der constraintbasierten Modellierung [LGPo6] (siehe Abschnitt 2.3.3).

In biologischen Stoffwechselsystemen ist die Anzahl der Metabolite m in der Regel
weit geringer als die Anzahl der Reaktionen n [EP98]. Infolgedessen ist das lineare
Gleichungssystem 2.7 unterbestimmt: es gibt eine unendlich grofie Anzahl moglicher
Flussverteilungen, die diese Gleichung erfiillen [KPEo3]. Losungsansdtze fiir dieses
Problem bietet die optimierungsbasierte Netzwerkanalyse, siehe Abschnitt 2.3.3.2.
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2.3.2  Modellrekonstruktion

Im Folgenden wird eine Einfiihrung in die Rekonstruktion von Stoffwechselmodellen
am Beispiel der optimierungsbasierten Modellierung gegeben. Generell wird bei der
Erstellung metabolischer Modelle zwischen folgenden zwei Strategien unterschieden:

TOP-DOWN ANSATZ Ausgangspunkt bei der Erstellung metabolischer Modelle auf der
Grundlage von top-down Ansitzen ist ein intaktes System, das in Komponen-
ten und Interaktionen zerlegt wird. Top-down Ansitze umfassen Methoden zur
systemweiten Identifizierung und Formulierung von Beziehungen zwischen den
Systemkomponenten, wobei die Ableitung der Interaktionen zwischen den Sys-
temkomponenten auf der Grundlage von high-throughput-Daten erfolgt. Die rech-
nergestiitzten top-down Ansitze ermoglichen eine rasche Rekonstruktion grofier
Netzwerke, die sich jedoch nicht immer in funktionale, mathematische Modelle
umwandeln lassen [TP10].

BOTTOM-UP ANSATZ Die Erstellung metabolischer Modelle auf der Grundlage von
bottom-up Ansitzen erfolgt komponentenweise, auf der Grundlage von direkten
physikalischen Beweisen (u.a. biochemischen, genomischen, proteomischen, biblio-
mischen Daten). Ein Modell wird erstellt, indem alle bekannten Komponenten
und Interaktionen in das Modell integriert werden [Kitoz2a]. Die quantitative Ana-
lyse der erzeugten Modelle fiihrt zu pradiktiven Modellen, die unter anderem
fir die gezielte Optimierung biotechnologischer Anwendungen eingesetzt werden
kénnen [BHBWo7, GMo8]

In der vorliegenden Arbeit wurde ein bottom-up Ansatz zur Rekonstruktion pflanzen-
biologischer FBA-Modelle ausgearbeitet und angewandt, dessen einzelne Schritte im
Folgenden niher erldutert werden. Eine schematische Ubersicht des 4-stufigen Rekon-
struktionsprozesses ist in Abbildung 7 gegeben.

2.3.2.1  Ansatz zur Erstellung pflanzenbiologischer FBA-Modelle
Schritt 1. Modelldefinition

Ausgangspunkt jeder Modellierung ist die Spezifizierung der Fragestellung, die anhand
des Modells beantwortet werden soll. Auf Grundlage dieser Zielsetzung, die eine klare
Formulierung der Problematik und Hypothesen umfasst, erfolgt die Erstellung eines
initialen Modells. Das schematisierte Entwurfsmodell spezifiziert sowohl den Teilbereich
des Stoffwechsels, der durch das Modell abgebildet werden soll (Inhalt: Stoffwechselwege;
Ort: Organismus, Organ, Kompartimente; Zeitpunkt: Entwicklungszeitpunkt), als auch
die Modellgrenzen (Stoffaustausch mit Umgebung). Der initiale Modellentwurf sollte
das Verhalten des Systems im Hinblick auf das Ziel der Analyse ausreichend beschreiben
und den vollstandigen Satz der metabolischen Funktionalitdt des Modellorganismus (bzw.
eine vertretbare Ndherung) umfassen.

Schritt 2. Modellverfeinerung und -kuration

Der zweite Schritt der Modellrekonstruktion umfasst die Verfeinerung und Kuration
des initialen Entwurfsmodells auf der Grundlage einer umfangreichen Literatur- und
Datenbankrecherche. Ausgehend von den zentralen Stoffwechselwegen werden hierbei
die einzelnen Reaktionsschritte eines Stoffwechselwegs ermittelt und durch folgende
Daten néher spezifiziert: (i) organismusspezifische Existenz der Reaktion, (ii) Reaktions-
stochiometrie inklusive Substrat- und Cofaktorverwendung, (iii) Reaktionsrichtung und
(iv) Lokalisierung der Reaktion. Sollten keine organismusspezifischen Daten verfiigbar
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sein, werden Daten aus nah-verwandten Arten bzw. organismusspezifische Daten aus
anderen Organen oder Entwicklungszeitraumen hinzugezogen. Bei unzureichenden
Angaben beziiglich der Reaktionsrichtung bzw. -lokalisierung wird die Reaktionsrich-
tung als reversibel bzw. cytosolisch festgelegt. Durch die Betrachtung der einzelnen
Reaktionen in ihrem metabolischen Kontext (d.h. der Konnektivitit der Reaktion mit
der metabolischen Umgebung) konnen Zusatz-Reaktionen identifiziert werden. Diese
Reaktionen sind keinem Stoffwechselweg zugeordnet, spielen jedoch fiir die metabolische
Funktionalitdt des Modellorganismus eine wichtige Rolle. Das Modell wird schrittweise
durch die identifizierten Zusatzreaktionen erweitert und durch intra- bzw. extrazelluldre
Transportprozesse erginzt.

Schritt 3. Umwandlung in ein mathematisches Modell

Im dritten Schritt der Modellrekonstruktion wird das in Schritt 2 erzeugte metabolische
Netzwerk durch die Integration der fiir die optimierungsbasierte Analyse notwendigen
Simulationsparameter (u.a. maximale Aufnahme-/Abgaberaten, Zielfunktion, Biomasse-
zusammensetzung) in ein FBA-Modell umgewandelt.

Schritt 4. Modellvalidierung und iterative Verbesserung

Im Rahmen der Modellvalidierung wird das resultierende Modell entsprechend folgender
interner Konsistenzkriterien validiert und iterativ verbessert: (i) blockierte Reaktionen
(Reaktionen, die unter keiner der Simulationsbedingungen aktiv sind) (ii) dead-end Meta-
boliten (Metaboliten, die entweder nur produziert oder konsumiert werden), (iii) Netz-
werkliicken (fehlende Reaktion oder Funktion innerhalb des Netzwerks, die eine oder
mehrere dead-end Metaboliten mit dem restlichen Netzwerk verbindet), (iv) Demand-, Sink-
Reaktionen als Hilfsmittel zur Netzwerkiiberpriifung bzw. -fehlersuche. Durch den Ver-
gleich mit experimentellen Ergebnissen erfolgt zusatzlich eine Analyse der grundlegenden
metabolischen Modell-Funktionalitdt (Wachstumsrate, Sekretionsprodukte, Wachstums- &
in silico Knockout-Phénotypen). Der iterative Zyklus aus Modellvalidierung und - verbes-
serung fiihrt schlussendlich zu einem biologisch relevanten Modell, dessen Gesamtver-
halten dem Modellorganismus entspricht und damit als Grundlage fiir die eigentliche
Modellanalyse dienen kann (5. Schritt, siehe Abbildung 7).

2.3.2.2  Modelldaten und-datenquellen

Der Erfolg der Modellierung metabolischer Netzwerke ist abhéngig von den Daten, die
fiir den Rekonstruktionsprozess zur Verfiigung stehen. Die Qualitdt und Quantitét der
experimentellen Daten bestimmt nicht nur die Modellrekonstruktion, sondern auch die
mogliche Art der Modellvalidierung. Im Folgenden wird ein Uberblick iiber die fiir die
Modellierung von pflanzenbiologischen FBA-Modellen notwendigen Netzwerkdaten und
den dazugehorigen Datenquellen gegeben.

Modelldaten

Die fiir die Erstellung pflanzenbiologischer FBA-Modelle notwendigen Informationen
umfassen fiir jede Netzwerkreaktion Angaben beziiglich: (i) der Reaktionsstochiometrie,
(ii) der Substrat- und Cofaktorverwendung, (iii) der Reaktionsrichtung und (iv) der Lokali-
sierung der Reaktion inklusive rdumlicher (Organ, Gewebe, subzellulires Kompartiment)
und zeitlicher (Entwicklungsstadium) Angaben.

Fiir die Modellsimulation werden Informationen beziiglich Aufnahme- und Exkretions-
raten sowie im Fall von Wachstumssimulationen Informationen beziiglich der Biomasse-
zusammensetzung und des zelluldren Energiebedarfes benotigt. Wie aus Abbildung 7
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Klassifikation

Datenbank

Netzwerk-/Referenzdaten

Chemische DB

Enzym DB

Protein DB

Pathway DB!

PubChem [WXS " 09]

ChEBI [ChE12]

KEGG COMPOUND [GOH " 02]
BRENDA [SGC"11]
ExPASy-ENZYME [GGH " 03]
KEGG REACTION [KGK " o04]
Rhea [rhe12]

Sabio-Rk [WKG " 11]

UniProtKB [MC11]

KEGG [KGF*10]
MetaCyc [KOMK ™ o5]
Arabidopsis Reactome [TCH " 08]

Metabolitinformationen,

Literatur

Reaktionsstochiometrie, -cofak-
-toren, -richtung, -lokalisierung,

Reaktionswege, Literatur

Proteinexistenz, -lokalisierung,
Literatur
Reaktionsstochiometrie, -cofak-
-toren, -richtung, -lokalisierung,

Reaktionswege, Literatur

Membranprotein DB ARAMEMNON [SSvdG " 03] Transporterinformationen,
Lokalisierung, Literatur
Literatur DB Pubmed [pub12]

ISI Web of Knowledge [web12]

Literaturreferenzen

Tabelle 2: Online-Ressourcen zur Modellrekonstruktion. Abkiirzungen: DB: Datenbank. ': Eine
ausfiihrliche Auflistung von Pathwaydatenbanken mit pflanzenbiologischen Stoffwechseldaten
erfolgt in Abschnitt 3.2.2.2

ersichtlich, konnen diese Informationen auf der Grundlage unterschiedlicher experimen-
teller Daten erhoben werden. Eine hierarchische Klassifizierung der experimentellen
Datentypen entsprechend ihrer Beweiskraft ist in Tabelle 6 aufgefiihrt.

Datenquellen

Hauptdatenquellen bei der Erstellung pflanzenbiologischer FBA-Modelle sind die Pri-
marliteratur (Fachbticher, wissenschaftliche Veroffentlichungen, etc.) sowie Online-
Datenbanken. Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber wesentliche Online-Ressourcen sowie
den darin verfiigbaren Netzwerk- bzw. Referenzdaten.

2.3.2.3 Modellkopplung: Verkniipfung pflanzenbiologischer FBA-Modelle

Voraussetzung fiir die Kopplung stochiometrischer Stoffwechselmodelle ist das Vorhan-
densein von Schnittstellen, die den Stoffaustausch und damit die Verbindung zwischen
den Stoffwechselprozessen der Einzelmodelle gewihrleisten. Aus biologischer Sicht er-
folgt der Stoffaustausch zwischen Zellorganellen, Geweben und Organen iiber aktive bzw.
passive Transportprozesse, die sich mathematisch anhand von Transportreaktionen mo-
dellieren lassen. Die Verkniipfung stochiometrischer Stoffwechselmodelle erfolgt damit
durch die Integration von Einzelmodellen in ein Gesamtmodell, wobei die Verbindung
(der Stoffaustausch) zwischen den Einzelmodellen durch die Integration entsprechender
Transportreaktionen gewdhrleistet wird. Mathematisch basiert dies auf der Integration ver-
schiedener (nicht-)linearer Gleichungssysteme (ein Einzelmodell = ein Gleichungssystem)
in ein (nicht-)lineares Gesamtgleichungssystem.
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~ )
Source-Organ Umgebung
n 0,, €O,
Licht, N, S
Modell 2 )
Sink-Organ W
[ 0,, Co,
Biomasse
Modell 1 YA )

Abbildung 8: Kopplung pflanzenbiologischer FBA-Modelle. Das Phloem, welches den Stoffaus-
tausch (u.a. Suc, AA) zwischen Source- und Sink-Organen gewdhrleistet, dient als Schnittstelle fiir
die Kopplung organsspezifischer Stoffwechsel des Primarstoffwechsels von Gerste. Abkiirzungen:
AA: Aminosduren; N: Stickstoffkomponenten; S: Schwefelkomponenten; Suc: Saccharose

In der vorliegenden Arbeit wurden organspezifische Modelle des Priméarstoffwechsels
von Gerste zu einem Multiorgan-Modell kombiniert, indem das Phloem (siehe Abschnitt
2.1.2.3) als Schnittstelle zwischen den Stoffwechselprozessen der Einzelorgane eingefiihrt
wurde. Als Organ, welches den Transport von Kohlenstoff- und Stickstoffkomponenten
zwischen den verschiedenen Pflanzenorganen vermittelt, stellt das Phloem den fiir die
Modellkopplung notwendigen Stoffaustausch zwischen den Einzelorganen bzw-modellen
her (siehe Abbildung 8).
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2.3.3 Modellanalyse

Im Folgenden wird eine Einfiihrung in die Analyse von Stoffwechselmodellen am Beispiel
der constraintbasierten Modellanalyse gegeben. Die constraintbasierte Modellierung
umfasst zwei Hauptansatze: (i) die pathwaybasierte Netzwerkanalyse und (ii) die opti-
mierungsbasierte Netzwerkanalyse.

2.3.3.1 Pathwaybasierte Netzwerkanalyse

Grundlage der pathwaybasierten Netzwerkanalyse [SSPHgg, KSo3, PSP 04, LP08] ist
die Berechnung aller moglichen Reaktionswege durch ein gegebenes Netzwerk, mit
dem Ziel, die gesamten metabolischen Systemeigenschaften und -funktionalitdten zu
charakterisieren. Folgende Ansdtze werden der pathwaybasierten Netzwerkanalyse
zugeordnet:

ELEMENTARY MODES ANALYSIS (EMA) Ein Elementary Mode (EM) ist definiert als sta-
tiondre Flussverteilung, an der eine minimale Menge an Reaktionen beteiligt
ist [SHo4]. Er entspricht damit einer elementaren Stoffwechselfunktion, die ein
biochemisches System erfiillen kann.

EXTREME PATHWAYS ANALYSIS (EPA) Extreme Pathways (EPs), definiert von Schilling
et al. [SLPoo], stellen eine Untermenge der Elementary Modes dar. Ein wesentlicher
Unterschied zwischen EMs und EPs besteht darin, dass reversible Reaktionen
bei EPs in eine Vor- und Riickreaktion aufgesplittet sind, so dass alle Fliisse nur
nicht-negative Werte annehmen konnen.

Fiir eine tiefer gehende Einfithrung in die Konzepte der pathwaybasierten Netzwerkana-
lyse sei auf die entsprechende Literatur verwiesen (EMA: [SH94, SDFg9, SFDoo, SHWFoz2],
EPA: [SLPoo, PSP 04]).

Ein weiterer Ansatz, der viele Parallelen zu der hier vorgestellten pathwaybasierten
Netzwerkanalyse hat, ist die Petrinetz-Theorie [ZOSo3]. Neben einer formalen und klaren
Darstellung von Netzwerken unterschiedlichen Abstraktionsgrads sowie deren Animation
ermoglichen Petrinetze die Charakterisierung verschiedener statischer und dynamischer
Netzwerkeigenschaften (u.a. Fallen, Verklemmungen, Lebendigkeit) die fiir die Modellie-
rung biochemischer Prozesse von Bedeutung sind [Oano3, KHo8]. In der Petrinetz-Theorie
entsprechen die Elementary Modes den minimalen nicht-negativen T-Invarianten [Oano3],
die analog zu den Elementary Modes der minimalen Menge an Enzymen entsprechen,
die im FliefSgleichgewicht wirken. Das Konzept der minimalen T-Invarianten stellt die
Grundlage der Modellvalidierung biochemischer Petrinetze dar [KHo8]. Fiir eine tiefer
gehende Einfiihrung in die Thematik der Petrinetz-Anwendung auf dem Gebiet der
biologischen Netzwerkanalyse sei auf [HHRo4, Chaoy, KHo8] verwiesen.

2.3.3.2 Optimierungsbasierte Netzwerkanalyse

Die optimierungsbasierte Netzwerkanalyse stellt den Hauptansatz der im Rahmen der
vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Modellanalyse dar. Grundlage der optimierungs-
basierten Netzwerkanalyse ist die Annahme, dass sich ein gegebenes Netzwerk opti-
mal hinsichtlich einer Zielvorgabe verhilt. Ein Hauptansatz der optimierungsbasierten
Netzwerkanalyse ist die Flux Balance Analysis (FBA). Unter der Annahme, das sich ein
betrachtetes metabolisches System im Fliefigleichgewicht befindet, ermoglicht die FBA die
Vorhersage von Flussverteilungen {iiber alle Reaktionen des Systems unter Anwendung
linearer und nichtlinearer Optimierung. Unter Vorgabe einer linearen Zielfunktion, stellt
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die FBA folgendes lineare Optimierungsproblem dar® (siehe Abschnitt 2.2.1.1 tiber lineare
Optimierung):

minc’v (2.8)

unter den Nebenbedingungen

S.v=0 (2.9)

max fiiri=1,...,n (2.10)
fir c € R™, S € R™™ und v € R™. Hierbei entspricht n der Anzahl der Reaktionen des
modellierten Systems, S der stochiometrischen Matrix (m x 1), v (n x 1) dem Vektor der n
metabolischen Fliisse und die Grenzen v™'™ und vI"*®* den minimalen und maximalen
Flusskapazititen und damit der zuldssigen Bandbreite der Fliisse. Das Ergebnis der
FBA ist eine diskrete optimale Flussverteilung in Form eines Flussvektors v, welcher die

Zielfunktion Z maximiert oder minimiert.

Zielfunktion

Die Auswahl einer biologisch relevanten Zielfunktion, die das Stoffwechselverhalten
des zu analysierenden lebenden Systems moglichst wirklichkeitsnah wiedergibt, ist ein
wesentlicher Schritt der Flux Balance Analysis. Im Folgenden wird ein Uberblick iiber die
wesentlichen in der Literatur aufgefiihrten Zielfunktionen gegeben:

Die Grundannahme der meisten bisher veroffentlichten Anwendungsstudien besteht
darin, dass die Maximierung der Biomasseproduktion das Hauptanliegen zelluldrer Stoff-
wechselsysteme ist [VPP94b, EPooa, SCF" 02, PRPo4]. Auf Grundlage einer guten Uberein-
stimmung zwischen in silico und in vivo Verhalten konnte in verschiedenen Studien die
Eignung dieser Zielfunktion zur Vorhersage des in vivo zelluldren Verhaltens unterschied-
licher biologischer Systeme nachgewiesen werden (u.a. [EIPo1, IEPo2]). Mathematisch ist
diese Zielfunktion wie folgt definiert [VPg4al]:

max Vgm, (2.11)

wobei vgpn1 dem Wachstumsfluss entspricht. Unter Vorgabe einer Basis von einem Gramm
Trockengewicht pro Stunde reduziert sich der Wachstumsfluss zu der Wachstumsrate
it (Gramm Biomasse produziert pro Gramm Trockengewicht pro Stunde: g g~' TG
h! =1/ h). Wachstum bzw. die Produktion von Biomasse wird dabei wie folgt als
Einzelreaktion (Biomassereaktion) modelliert:

Z dm-M VEM Biomasse, (2.12)
alleM

wobei M der Menge der fiir die Biomassesynthese notwendigen biosynthetischen Aus-
gangsstoffen und Cofaktoren und daq dem Bedarf (Einheit: mmol/g BM) der einzelnen
Komponenten fiir die Synthese von einem Gramm Biomasse entspricht. Neben dem
Bedarf an Materie (biosynthetische Ausgangsstoffe) erfordert die Biomasseproduktion
Energie (Cofaktoren) fiir das Wachstum und den Erhalt der Biomasse. In Bezug auf die
Erhaltungsenergie wird zwischen wachstums- und nicht-wachstumsassoziierter Erhal-
tungsenergie (engl. growth/non-growth associated maintenance energy) unterschieden.

8 Durch Transformation kann Gleichung 2.8 in die Standardform (Gleichung 2.2) tiberfithrt werden.
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Fiir ein ausfiihrliches Beispiel der Herleitung und Definition einer Biomassereaktion sei
auf den Anhang (Abschnitte A.3.2.2 und A.4.2.2) verwiesen.

Weitere, in unterschiedlichen Studien angewandte Zielfunktionen, umfassen [EPg8]
(i) die Minimierung der Nihrstoffaufnahme, mit dem Ziel, die Menge vorhandener Nahr-
stoffe, die von einem lebenden System zur Aufrechterhaltung seiner metabolischen
Funktionalitdt benttigt werden, zu minimieren, (ii) die Minimierung der ATP-Produktion,
mit dem Ziel, die optimale metabolische Effizienz zu ermoglichen, (iii) die Minimierung
des Gesamtflusses, mit dem Ziel, eine effiziente Steuerung der Metaboliten durch ein gege-
benes metabolisches Netzwerk zu gewédhrleisten und (iv) die Maximierung ausgewihlter
Metaboliten, mit dem Ziel, die Produktionsfahigkeit fiir ein gegebenes metabolisches
Netzwerk zu bestimmen.

Alternative Optima

In Abhéngigkeit der Zielfunktion und der Form des Losungsraums kann die lineare
Optimierung zu Mehrfachlésungen (alternative Optima, siehe Abschnitt 2.2.1.1) fiihren.
Eine Moglichkeit, das Auftreten alternativer Optima zu minimieren, besteht in der
Anwendung einer nichtlinearen Optimierung mit streng konvexer Zielfunktion, siehe
Anschnitt 2.2.1.2.

Ein Beispiel fiir eine streng konvexe Zielfunktion ist die Minimierung des Gesamtflus-
ses. Analog zu der Minimierung der quadrierten Euklidischen Norm ldsst sich diese
Zielfunktion mathematisch wie folgt darstellen:

n
min Z viz (2.13)
i=1

unter den Nebenbedingungen 2.9 und 2.10. Aus biologischer Sicht gewahrleistet die
Minimierung der Quadratsumme aller Fliisse maximale enzymatische Effizienz und damit
eine konomische Nutzung der vorhandenen Ressourcen [BHM ™96, Holog, BKSos].

Zweistufige Optimierung

Mit dem Ziel, das Auftreten alternativer Optima zu minimieren, wurde in der vorlie-
genden Arbeit die Minimierung des Gesamtflusses als Teilschritt einer zweistufigen Opti-
mierung eingesetzt. In Anlehnung an einen von Cakir et al. [cASuKOUo7] entwickelten
Ansatz wurde hierzu die nichtlineare Optimierung mit streng konvexer Zielfunktion wie
folgt mit einer linearen Optimierung kombiniert:

Optimierung Zielfunktion Math. Definition
1. Schritt:  linear siehe Text siehe Text
2. Schritt:  nichtlinear Min Gesamtfluss ~ miny [ ; v?

Tabelle 3: Mathematische Definition der zweistufugen Optimierung

Im Rahmen der linearen Optimierung wurden je nach Fragestellung unterschiedliche
Zielfunktionen eingesetzt. Eine detaillierte Beschreibung dieser Zielfunktionen ist in den
jeweiligen Kapiteln gegeben.
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Fiir die Berechnung der nichtlinearen Optimierung wird der Zielfunktionswert z der
ersten linearen Optimierung wie folgt als zusatzliche Nebenbedingung in die zweite
Optimierung einbezogen:

cv=z (2.14)

Eine weiterfithrende Erlduterung der im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten
zweistufigen Optimierung ist in den jeweiligen Kapiteln (siehe Abschnitt 4.2.1, 4.3.1, 4.4.1,
5.2.1 und 5.3.1) gegeben.

Methoden der optimierungsbasierten Netzwerkanalyse

Im Folgenden wird eine kurze Einfithrung in Methoden der optimierungsbasierten
Netzwerkanalyse, die in der vorliegenden Arbeit eingesetzt wurden, gegeben. Fiir eine
Einfithrung in weitere Methoden der optimierungsbasierten Netzwerkanalyse sei auf die
entsprechende Literatur (u.a. [PRPo4]) verwiesen.

1. Evaluation optimaler Zustinde

Eine Moglichkeit, den optimalen Losungsraum bzw. die Bandbreite alternativer Optima
zu charakterisieren, besteht in der Anwendung einer Flussvariabilitdtsanalyse.

FLUSSVARIABILITATSANALYSE (FvA) Fiir einen gegebenen optimalen Zustand z°P*
wird auf Grundlage der Flussvariabilitdtsanalyse (engl. flux variability analy-
sis) [MSo3] der minimal und maximal mogliche Fluss fiir jede Reaktion des zu
untersuchenden Systems berechnet, indem fiir einen gegebenen Fluss v; folgende
zwei lineare Optimierungsprobleme gelost werden:

1. Optimierungsproblem:
min vy (2.15)

unter den Nebenbedingungen 2.9, 2.10 und

el v =zoPt (2.16)

wobei z°Pt dem Zielfunktionswert der urspriinglichen Zielfunktion Z°P* entspricht.

2. Optimierungsproblem:
max vi (2.17)

unter den Nebenbedingungen 2.9, 2.10 und 2.16

2. Variation von Modellparametern

Die Sensitivitdt der optimalen Eigenschaften eines modellierten Systems kann untersucht
werden, indem Modellparameter iiber eine gegebene Bandbreite von Werten verandert
und der optimale Zustand wiederholt berechnet wird. Die Modellparameter umfassen
(i) Umwelt- bzw. Wachstumsparameter, definiert durch die Austauschfliisse, und (ii) gene-
tische Parameter, die durch die internen Fliisse des zu untersuchenden Systems definiert
sind. Folgende optimierungsbasierte Analysemethoden beruhen auf einer Variation von
Umweltparametern und/oder genetischen Parametern.
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ROBUSTHEITSANALYSE (RA) Mittels einer Robustheitsanalyse (engl. robustness analy-
sis) [VP93, EPoob] kann der Effekt, den die Variation eines einzelnen Modellpara-
meters auf eine gegebene Zielfunktion Z austibt, ermittelt werden.

Die Variation eines Parameters vj zwischen den Werten a und b in | Schritten kann
dabei wie folgt berechnet werden [Palo6a]:

max ¢ vk (2.18)

unter den Nebenbedingungen 2.9 und

VM v KV fiiri =1, nund i #5, (2.19)
Vi = Pr, (2.20)

wobei py in [ Schritten zwischen a und b, das heifst, von p; = a bis p; = b mit
Px+1 =Pk + (b —a/l—1), variiert wird. Als Ergebnis erhdlt man eine Serie von [
Werten fiir Z (Zy, k € [1,1]) sowie die entsprechenden Flussverteilungen.

SENSITIVITAT UND SENSITIVITATSKURVE Die Sensitivitit (ST) der Zielfunktion in Be-
zug auf die Variation eines gegebenen Parameters ldsst sich wie folgt berechnen:

opt
sT=7%

o (2.21)
wobei z°Pt dem Zielfunktionswert der Optimierung ohne und zP dem Zielfunk-
tionswert der Optimierung mit Parametervariation entspricht. Die Kurve, die sich
aus der Berechnung der Sensitivitét {iber eine Bandbreite von Parameterwerten
ergibt, wird als Sensitivitatskurve (STK) bezeichnet.

SCHATTENPREISANALYSE Der Schattenpreis (engl. shadow price) gibt an, ob der opti-
male Zustand eines modellierten Systems durch die Verftigbarkeit eines gegebenen
Metabolit limitiert ist. Mathematisch ist der Schattenpreis (y;) definiert als die
schrittweise Anderung der Zielfunktion (Z) in Bezug auf die schrittweise Anderung
eines Austauschflusses (b;) [ERPo2]:

—Az

Aby (2.22)

Yi=
wobei z dem Zielfunktionswert entspricht. Der dimensionslose Schattenpreis kann
negativ, null oder positiv sein, wobei ein negativer Schattenpreis anzeigt, dass ein
Metabolit limitierend ist (d.h. eine Zunahme des Metabolit bedingt eine Zunahme
der Zielfunktion) und ein positiver Schattenpreis anzeigt, dass ein Metabolit im
Uberschuss vorhanden ist.

PHPP-ANALYSE Die Analyse einer phanotypischen Phasenebene (engl. phenotypic phase
plane: PhPP) [EPgg9, SELPoo, ERPo2] ermdglicht die Darstellung der Bandbreite
der optimalen Flussverteilung in Abhéngigkeit variabler Umweltbedingungen
[EIPo1, ERPoz]. Die Variation der Umweltbedingungen beruht dabei auf der simul-
tanen Variation von zwei Aufnahmeraten. Fiir die Berechnung der PhPP werden die
zu untersuchenden Umweltparameter als Achsen einer (x,y)-Ebene definiert und die
optimale Flussverteilung fiir alle Punkte der Ebene berechnet. In der PhPP existiert
eine endliche Anzahl qualitativ verschiedener optimaler Flussverteilungen, das
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heifdt, einem unterschiedlichen Muster an genutzten Stoffwechselwegen und damit
einem unterschiedlich funktionellem Zustand bzw. phanotypischem Verhalten. Die
Abgrenzung von Bereichen mit unterschiedlichem phéanotypischen Verhalten (pha-
notypischen Phasen) erfolgt auf der Grundlage einer Schattenpreisanalyse, indem
die Schattenpreise der Umweltparameter, welche die Achsen der PhPP definieren,
fiir den 2-Parameter-Raum berechnet werden. Da der Schattenpreis innerhalb einer
phénotypischen Phase konstant und zwischen Phasen unterschiedlich ist, kon-
nen auf der Grundlage von Anderungen des Schattenpreises Grenzlinien gezogen
werden, welche die phanotypischen Phasen innerhalb der Phasenebene separie-
ren [ERPoz2]. Fiir eine weiterfithrende Einfithrung in das Konzept der PhPP-Analyse
sei auf die entsprechende Literatur [EP99, SELPoo, ERPoz] verwiesen.

KNOCKOUT-ANALYSE In silico Knockout-Analysen (d.h. Enzym- bzw. Gendeletionen)

sind eine effiziente Methode, um Aussagen beziiglich der Essentialitit von Reaktio-
nen innerhalb eines metabolischen Netzwerks treffen zu konnen und um Einblicke
in metabolische Anderungen, die durch einen Knockout verursacht werden, zu er-
halten. Formal lasst sich die Knockout-Analyse wie folgt als Optimierungsproblem
formulieren:

T

max ¢ "v4e bzw. min c¢Tvdet (2.23)
unter den Nebenbedingungen 2.9, 2.19 und
v; =0, (2.24)

wobei v; dem Fluss der deletierten Reaktion und vdel (1 x 1) dem Ergebnis der
Knockout-Analyse in Form einer diskreten optimalen Flussverteilung tiber alle
Reaktionen des Systems entsprechen.
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MODELLIERUNGSPIPELINE: METHODIK UND SOFTWARE

3.1 MODELLIERUNGSPIPELINE

Mit dem Ziel, die optimierungsbasierte Analyse pflanzenbiologischer Stoffwechselmodelle
zu unterstiitzen, wurde in der vorliegenden Arbeit eine Modellierungspipeline zur Re-
konstruktion, Analyse und Visualisierung von Stoffwechselmodellen entwickelt. Im
Folgenden wird ein Uberblick tiber die einzelnen Teilschritte der Modellierung sowie den
dabei eingesetzten Softwarekomponenten gegeben. Abbildung 9 gibt eine schematische
Darstellung der Modellierungspipeline wieder.

3.1.1  Modellierung pflanzenbiologischer Stoffwechselmodelle

Die Modellierung pflanzenbiologischer Stoffwechselmodelle kann in folgende Teilschritte
untergliedert werden: (i) Datenrecherche, (ii) Modellrekonstruktion, (iii) Modellsimula-
tion und -analyse und (4) Visualisierung der Simulationsergebnisse (siehe Abbildung 9).
Ausgangspunkt der Modellierung pflanzenbiologischer Stoffwechselmodelle ist eine
umfangreiche Datenrecherche, in deren Verlauf die fiir die Modellrekonstruktion not-
wendigen metabolischen Netzwerkdaten erfasst und strukturiert verwaltet werden. Die
Rekonstruktion der Stoffwechselmodelle erfolgt durch eine schrittweise Integration der
Netzwerkdaten zu mathematischen Modellen'. Im Rahmen der anschlieflenden Modell-
analyse erfolgt eine Simulation der erstellten Modelle und Analyse der Simulationser-
gebnisse. Ein wichtiger Bestandteil der Modellanalyse stellt die visuelle Exploration der
Simulationsergebnisse (Visualisierung) dar.

3.1.2  Softwarekomponenten

Die einzelnen Teilschritte der Modellierung werden durch folgende Softwarekomponenten
unterstiitzt:

METACROP (http://metacrop.ipk-gatersleben.de) [GBWKT08] ist ein Informationssys-
tem zur Verwaltung und Représentation metabolischer Netzwerkdaten in Pflanzen.
Neben einer detaillierten Repréasentation biochemischer Reaktionen und Reaktions-
wege des Primérstoffwechsels mono- und dikotyler Kulturpflanzen, unterstiitzt
das System die Rekonstruktion, Verwaltung und den Export individueller, nut-
zerspezifischer Netzwerkmodelle. Die in METACROP verfiigbaren biochemischen
Reaktionen und Reaktionswege lassen sich mit Hilfe eines SBML-Exporters zu nut-
zerspezifischen Modellen zusammenfassen und tiber das Standardaustauschformat
SBML? in externe Analyse- und Simulationstools oder direkt in das VANTED Add-on
FBA-S1MVis tibertragen.

1 Neben den hier aufgefiihrten Teilschritten der Datenrecherche und Modellrekonstruktion lésst sich der
Prozess der Modellerstellung in weitere Teilschritte untergliedern, siehe Abschnitt 2.3.2.1.

2 SBML (engl. systems biological mark-up language) ist ein auf XML basierendes Datenaustauschformat zur
Représentation biochemischer Modelle
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3.1 MODELLIERUNGSPIPELINE

FBA-sIMVIS (http://fbasimvis.ipk-gatersleben.de) [GBK]JSog] ist ein VANTED Add-on
zur optimierungsbasierten Analyse von Stoffwechselmodellen mit dem Schwer-
punkt der visuellen Darstellung und Analyse von metabolischen Fliissen. Die
Software unterstiitzt die Rekonstruktion, Analyse und Visualisierung optimierungs-
basierter Modelle durch Programmfunktionen zur (i) grafischen Modellrekonstruk-
tion, (ii) optimierungsbasierten Modellanalyse und (iii) interaktiven Visualisierung
der Simulationsergebnisse. Extern erzeugte Modelle konnen iiber das Standardaus-
tauschformat SBML in FBA-S1mMV1s importiert werden.

Eine detaillierte Beschreibung der entwickelten Softwarekomponenten zur Modellre-
konstruktion (MeETaACRrOP) und Modellanalyse (FBA-S1mV1s) erfolgt in den Abschnitten
3.2 und 3.3.

3.1.3  Workflow

Ein typisches Anwendungsbeispiel der im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelten
Modellierungspipeline sieht wie folgt aus:

Ein pflanzenbiologisches Stoffwechselmodell wird auf Grundlage der in METACROP
verfiigbaren metabolischen Modelldaten in METACROP erstellt und {iber das Austausch-
format SBML in das VANTED Add-on FBA-SimVis iibertragen. In FBA-SimVis erfolgt
eine optimierungsbasierte Modellanalyse (z.B. Flux Balance Analysis) sowie interaktive
Visualisierung der Simulationsergebnisse in Form einer netzwerkintegrierten Darstellung
der berechneten Flussprofile.

Eine detaillierte Beschreibung weiterer Anwendungsbeispiele erfolgt in den Kapiteln 4
und 5.
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3.2 MODELLERSTELLUNG
3.2.1  Motivation

Die Rekonstruktion pflanzenbiologischer FBA-Modelle erfordert detaillierte Stoffwechsel-
informationen, die auf Grundlage einer umfangreichen Literatur- und Datenbankrecher-
che erhoben werden. Der arbeits- und zeitintensive Prozess der manuellen Datenrecher-
che kann durch die Nutzung von metabolischen Informationssystemen, die ein breites
Spektrum der fiir die Modellierung notwendigen Netzwerkdaten abdecken, vereinfacht
werden. Von Bedeutung sind hierbei metabolische Datenbanken (engl. metabolic pathway
databases), die umfassende Informationen tiber Metaboliten, Enzyme, biochemische
Reaktionen und Reaktionswege enthalten [Karg8, KKPWgg, WBo1].

3.2.2  Anforderungsanalyse

Mit dem Ziel, die Rekonstruktion pflanzenbiologischer Stoffwechselmodelle durch die
Nutzung metabolischer Informationssysteme zu vereinfachen, wurden Anforderungen
hinsichtlich der Modellierung pflanzenspezifischer Netzwerke ausgearbeitet und beste-
hende Systeme im Hinblick auf diese Anforderungen analysiert.

3.2.2.1  Anforderungen

Die Analyse und Auswertung bestehender Informationssysteme wurde auf der Grundlage
folgender Anforderungen durchgefiihrt:

1. Anforderungen beziiglich Datenbankinhalt
1. Umfassende Abdeckung des Primir- und Speicherstoffwechsels mono- und
dikotyler Kulturpflanzen
2. Hohe Datenqualitdt durch manuelle Kuration der Daten
3. Feingranulare Stoffwechselinformationen

1. Detaillierte Angaben beziiglich der ridumlichen Lokalisierung einer bioche-
mischen Reaktion: Organ-, Gewebe-, Zelltyp-, Kompartiment-Spezifitat

2. Detaillierte Angaben beztiglich der zeitlichen Lokalisierung einer biochemi-
schen Reaktion: Berticksichtigung pflanzlicher Entwicklungsstadien

3. Berticksichtigung von Transportprozessen

2. Anforderungen beziiglich Nutzerinteraktionen

2.1. Modellerstellung, -verwaltung, -export

2.2. Unterstiitzung von Standardaustauschformaten, wie SBML, um den flexiblen
Austausch mit externen Analyse- und Simulationstools zu ermoglichen

3.2.2.2 Bestehende Ansitze und Anwendungen

Im Folgenden wird ein Uberblick iiber die wichtigsten aktuell verfiigbaren metaboli-
schen Datenbanken mit pflanzenbiologischem Inhalt gegeben. Fiir eine vollstindige
Auflistung aller verfiigbaren metabolischen Datenbanken sei auf die Pathguide Resource
verwiesen [BCSo6]. Nicht einbezogen in die Analyse wurden metabolische Datenbank-
systeme wie NCBI BioSystems [GMBG " 10] und Pathway Commons, da diese auf Se-
kundirdaten beschriankt und die assoziierten Quelldatenbanken bereits Bestandteil der
Anforderungsanalyse sind. Bei der Analyse und Beschreibung der bestehenden Systeme
wurde insbesondere darauf geachtet, wie die Datenbanken die Anforderungen 1.1 - 2.2
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erfiillen. Eine Zusammenfassung der wichtigsten Funktionalititen der vorgestellten Da-
tenbanken gibt Tabelle 4. Eine detaillierte Beschreibung der einzelnen Datenbanken ist im
Anhang (Abschnitt A.1.1) zu finden.

Datenbanken mit Vertretern aller Dominen

Die Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes KEGG [KGoo, KGF ' 10] umfasst 16 Datenban-
ken, die neben chemischen und genomischen Informationen auch Stoffwechselinformatio-
nen beinhalten. Die aktuelle Version der KEGG PATHWAY Datenbank beinhaltet iiber
198.000 artspezifische Stoffwechselwege und Stoffwechselinformationen zu tiber 60 Pflan-
zenarten. Die zur BioCyc Sammlung [KOMK ™ 05] von Pathway-/Genom-Datenbanken
(PGDB) gehorende Datenbank MetaCyc [CAD ™ 10] beinhaltet experimentell bestimmte
Stoffwechselwege aus der wissenschaftlichen Primarliteratur. Mit tiber 1800 Stoffwechsel-
wegen aus iiber 2300 verschiedenen Arten ist MetaCyc (Version 16.1) eine der grofiten
derzeit verfiigbaren Sammlung an Stoffwechselwegen. WikiPathways [PKvI*08] ist eine
offentlich zugéngliche Kollaborationsplattform zur Kuration biologischer Reaktionswege.
Die aktuelle Version von WikiPathways umfasst 23 pflanzenspezifische Stoffwechselwege
aus drei Arten. Die metabolische Datenbank PathCASE [EKA " 08] umfasst neben manuell
kurierten Stoffwechselwegen eine Sammlung von Stoffwechselwegen aus KEGG und Bio-
Cyc Human Pathways. Zur Zeit beinhaltet PathCASE (Version 4.0) 414 Stoffwechselwege
mit assoziierten Daten aus 855 Organismen (50 Pflanzenarten).

Pflanzenspezifische Datenbanken mit Vertretern verschiedener Arten

Die im Rahmen des Plant Metabolic Network (PMN3) entwickelte PlantCyc [Pla12b] ist
eine auf Pflanzen spezialisierte metabolische Datenbank. PlantCyc (Version 5.0) umfasst
momentan 7737 Stoffwechselwege aus 366 Pflanzenarten und ist damit zur Zeit eine der
umfassendsten pflanzenspezifischen Datenbanken. Die urspriinglich zur Représentation
von biologischen Prozessen in der Modellpflanze Arabidopsis thaliana entwickelte Daten-
bank Arabidopsis Reactome [TCH " 08] enthilt Stoffwechselwege aus 12 Pflanzenarten.
Die aktuelle Version der Datenbank (Version 3.0) umfasst fiir jede der 12 Arten zwischen
990 und 1100 Stoffwechselwege.

Pflanzenspezifische Datenbanken einer Pflanzenart

Die Pathway/Genom Datenbank (PGDB) AraCyc [MZRo3] enthilt Stoffwechselwege der
Modellpflanzen Arabidopsis, die nach der automatischen Erstellung der Datenbank zum
grofien Teil manuell validiert bzw. im Nachhinein als handkurierte Stoffwechselwege hin-
zugefiigt wurden. AraCyc (Version 8.0) umfasst zur Zeit 393 Stoffwechselwege und tiber
3346 Literaturreferenzen. MetNetDB [YEW " 05] enthilt Informationen iiber metabolische
und genregulatorische Netzwerke der Modellpflanze Arabidopsis. Die aktuelle Version
von MetNetDB (Version 3.0) umfasst 334 Reaktionswege, die zu einer metabolischen und
genregulatorischen Karte von Arabidopsis zusammengefasst sind.

3.2.2.3 Fazit

Der Vergleich bestehender Informationssysteme zeigt, dass kein System alle in Abschnitt
3.2.2.1 aufgefiihrten Anforderungen erfiillt. Wesentlicher Nachteil der betrachteten Sys-
teme ist die eingeschrankte Reprasentation feingranularer Stoffwechselinformationen. So
werden die fiir die Rekonstruktion pflanzenbiologischer Stoffwechselmodelle notwendi-
gen metabolischen Netzwerkdaten von vielen Datenbanken gar nicht oder nur begrenzt

Das Plant Metabolic Network (PMN) ist ein Gemeinschaftsprojekt zur Entwicklung und Kuration pflanzen-
spezifischer metabolischer Datenbanken und Enzymdatenbanken
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KEGG [KEG12] * ++ o+ o+t o+
MetaCyc [Metiz2a] 16.1 ++ + ++ ++ +
WikiPathways [Wik12] % ++ 4+ ++ ++ +
PathCase [Pat12] 40 ++ + +
PlantCyc [Pla12b] 5.0 + 4+ + 4+ +
Arabidopsis Reactome  [Araiza] 3.0 + o+ + o+ +
AraCyc [Arai2b] 50 + ++ o+ o+ +
MetNetDB [Met12b] 3.0 + + + 4+ +

Tabelle 4: Vergleich der Leistungsmerkmale von Informationssystemen zur Modellrekonstruktion.
Version: * - Sep 2012; Organismen: ++: Vetreter aller Doménen, +: Pflanzen; Datenquellen:
++: primér, +: sekundér; Datenqualitidt: ++: manuell kuriert, +: neben manuell kurierten auch
importierte und/oder vorhergesagte Daten; Detaillierungsgrad: ++: Angabe feingranularer Soff-
wechselinformationen gemaf Anforderung 1.3, +: Feingranulare Stoffwechselinformationen sind
nur zum Teil und nur fiir einzelne Reaktionen eines Stoffwechselwegs verfiigbar; Modellerstellung:
+: nutzerspezifische Modellerstellung

fiir einzelne Reaktionen und Reaktionswege zur Verfiigung gestellt. Zudem sind detail-
lierte Stoffwechselinformationen fiir monokotyle Kulturpflanzen auf wenige Datenbanken
begrenzt. Weiterhin von grofiem Nachteil ist, dass kein System die Erstellung und den
Export nutzerspezifischer Modelle auf Grundlage der in den Datenbanken verfiigbaren
Netzwerkdaten unterstiitzt.

Aufgrund der eingeschriankten Eignung bestehender Informationssysteme in Bezug
auf die Rekonstruktion pflanzenbiologischer Stoffwechselmodelle geméaf der in Abschnitt
3.2.2.1 aufgefiihrten Anforderungen war die Entwicklung eines neuen Informationssys-
tems notwendig.
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Abbildung 10: Pipeline zur Kuration pflanzenbiologischer Stoffwechseldaten

3.2.3 Methodik

Zur Erfiillung der in Abschnitt 3.2.2.1 aufgefiihrten Anforderungen wurde METACROP, ein
Informationssystem zur detaillierten Reprasentation biochemischer Reaktionswege des
Priméarstoffwechsels mono- und dikotyler Kulturpflanzen realisiert. Bestandteil der vorlie-
genden Arbeit war die manuelle Recherche, Validierung und Extraktion der in METACROP
verfligbaren Daten, sowie das Einpflegen der Daten in das bereits am Institut fiir Pflan-
zengenetik und Kulturpflanzenforschung Gatersleben bestehende Informationssystem
MEeTAALL [WGK " 06].

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelte Methodik zur Kuration pflan-
zenbiologischer Stoffwechseldaten wird im Folgenden anhand der in Abbildung 10
dargestellten Kurationspipeline erldutert. Der in Abbildung 10 dargestellte Kurationspro-
zess untergliedert sich in drei Phasen: (i) Definitionsphase, (ii) Annotationsphase und
(iii) Publikationsphase. Die einzelnen Teilschritte der drei Phasen werden im Folgenden
naher erldutert:

3.2.3.1 Definition

Ausgangspunkt der Kuration von Stoffwechsel- bzw. Reaktionswegen ist eine umfang-
reiche Literatur- und Datenbankrecherche mit dem Ziel, Stoffwechselinformationen auf
der Ebene von Reaktionswegen zu erheben. Auf Grundlage von Daten beziiglich eines
Reaktionswegs erfolgt die Definition eines Reaktionswegs.

Daten beziiglich eines Reaktionswegs

Ein Reaktionsweg umfasst eine Abfolge von biochemischen Reaktionen und Transportpro-
zessen, die in der lebenden Zelle den Auf- oder Abbau einer Substanz bewirken. Die De-
finition eines Reaktionswegs beruht auf der Angabe folgender Daten: (i) Start-/Endpunkt
(Ausgangssubstrat/Endprodukt), (ii) beteiligte Reaktionen und (iii) Lokalisierung der
Reaktionen (siehe Tabelle 5).

Reaktionsweg

Ein Reaktionsweg im Sinne der in Abbildung 10 dargestellten Pipeline besteht aus einer
Liste der an dem Reaktionsweg beteiligten Reaktionen, die durch eine eindeutige Bezeich-
nung (Name, EC-Nummer) niher spezifiziert werden. Diese Reaktionsliste bildet die
Grundlage fiir die in der nachfolgenden Annotationsphase erfolgenden Datenrecherche
und -extraktion.
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Metabolit Enzym Transporter

Name +
CAS-/EC-Nummer +
Molekulare Masse +
Chemische Formel +
Stochiometrische Reaktionsgleichung + +
Reversibilitat + +
Edukte/Produkte + + +
Coenzyme/Modulatoren + +
Kinetische Daten' 2 + +
Lokalisierung3 + +

Tabelle 5: Reaktionsdaten: Auflistung der fiir die Annotation von Metaboliten, Enzymen und
Transportern notwendigen Informationen. ' Kinetische Daten umfassen Angaben beziiglich
der kinetischen Gleichung und kinetischen Parametern einer Reaktion; 2 Die Recherche und
Annotation von kinetischen Daten war auf Enzyme und Transporter zentraler Stoffwechselprozesse
(Saccharoseabbau, Glykolyse, Citratzyklus) beschréankt; 3 Die Lokalisierung umfasst Angaben
beztiglich der zeitlichen (Entwicklungszeitpunkt) und rdumlichen (Organismus, Organ, Gewebe,
Zelltyp und subzelluldres Kompartiment) Lokalisierung einer Reaktion.

3.2.3.2 Annotation

Die Annotation der an einem Reaktionsweg beteiligten Reaktionen erfolgt auf Grundlage
einer umfangreichen Literatur- und Datenbankrecherche, in deren Verlauf relevante Daten
beziiglich der Reaktionen erhoben und der Reaktionsweg angereichert wird (annotierter
Reaktionsweg).

Daten beziiglich der Reaktionen

Ausgangspunkt der Recherche und manuellen Extraktion von Daten beziiglich einer
Reaktion ist eine detaillierte Literatur- und Datenbankrecherche. Im Rahmen dieser
Recherche werden neben der wissenschaftlichen Primarliteratur die in Tabelle 2 auf-
gelisteten Datenbanken konsultiert. Unter Beriicksichtigung der in Abschnitt 3.2.2.1
aufgestellten Anforderungen werden dabei fiir jede Reaktion die in Tabelle 5 aufgefiihrten
Reaktionsdaten manuell extrahiert.

Die Lokalisierung einer biochemischen Reaktion kann auf Grundlage unterschiedlicher
experimenteller Daten erhoben werden. Eine hierarchische Klassifizierung der experi-
mentellen Datentypen entsprechend ihrer Beweiskraft ist in Tabelle 6 aufgefiihrt. Ziel der
Recherche von Reaktionsdaten ist die Erthebung von Daten mit hoher Beweiskraft. Aus
diesem Grund erfolgt die Datenrecherche zunéchst auf Ebene biochemischer Daten und
wird dann auf die anderen experimentellen Datentypen ausgeweitet.

Annotierter Reaktionsweg

Ein annotierter Reaktionsweg im Sinne der in Abbildung 10 dargestellten Pipeline besteht
aus einer Liste der an dem Reaktionsweg beteiligten Reaktionen, wobei jede Reaktion
durch die in Tabelle 5 aufgefiihrten Reaktionsdaten angereichert und belegt ist.

3.2.3.3 Publikation

Die Publikation, das heifst, die Veroffentlichung der Stoffwechseldaten in der metaboli-
schen Datenbank erfordert das Einpflegen der im Rahmen der Definitions- und Annota-
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Referenzdaten Beweiskraft

Biochemische Daten = Direkter Nachweis der Aktivitdt der Reaktion

Proteomdaten Direkter Nachweis der Existenz der Reaktion

Transkriptomdaten Direkter/indirekter Nachweis der genetischen Funktion

Physiologische Daten Indirekter Nachweis der Reaktion auf der Grundlage
physiologischer Daten'

Sequenz Daten Nachweis der genetischen Funktion

Tabelle 6: Beweiskraft der experimentellen Referenzdaten. Abkiirzungen: 'Indirekter physiologi-
scher Nachweis u.a. durch Sekretionsprodukte, Biomassezusammensetzung bzw. Nachweis der
Vor- und Nachreaktionen innerhalb eines Reaktionsweges

tionsphase extrahierten Daten in das Informationssystem METAALL (Daten in METAALL)
und die Freigabe des Reaktionswegs auf der Weboberfliche der Datenbank (publizierter
Reaktionsweg).

Daten in MetaAll

Das Informationssystem METAALL ermoglicht die strukturierte Verwaltung von Stoffwech-
seldaten auf der Ebene von Reaktanten, Reaktionen und Reaktionswegen. Entsprechend
der internen Struktur von METAALL erfolgt das manuelle Einpflegen der extrahierten
Daten in das Informationssystem in drei Schritten:

1. Spezifizieren und annotieren der Reaktanten und Reaktionen
2. Verkniipfen der Daten zu einem Reaktionsweg

3. Erzeugen einer klickbaren Stoffwechselkarte und SBML-Datei

Publizierter Reaktionsweg

Ein in der Stoffwechseldatenbank publizierter Reaktionsweg umfasst neben detaillierten
Angaben zu den einzelnen Reaktionen und Reaktanten (siehe Tabelle 5), eine klickbare
Stoffwechselkarte und exportierbare SBML-Datei.

3.2.3.4 Modifikation

Die Kuration von Reaktionswegen ist ein iterativer Prozess. Zu Beginn der Definitions-
phase wird, ausgehend von einer in der Literatur bzw. einer metabolischen Datenbank
gegebenen Beschreibung, eine erste Version eines Reaktionswegs definiert. Diese wird
durch den Abgleich mit weiteren Quellen (Literatur, Datenbanken) im weiteren Verlauf
der Phase verifiziert bzw. modifiziert. Potentielle Modifikationen beruhen dabei auf der
Integration von Transportprozessen, Isoenzymen, Zusatzreaktionen (u.a. Synthesewege
von Intermediaten) und alternativen Synthesewegen (u.a. artspezifische Unterschiede). In
der Annotations- und Publikationsphase konnen neue Erkenntnisse, die im Verlauf der
Datenrecherche gewonnen werden, weitere Modifikationen erforderlich machen.
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Organismus  Reaktionswege Reaktionen Transporter Komp. Referenzen

H. vulgare 36 203 8 5 391
T. aestivum 34 273 6 5 365
O. sativa 35 281 9 4 355
Z. mays 35 276 27 5 392
S. tuberosum 34 211 14 3 272
B. napus 32 170 7 4 206
B. vulgaris 35 228 4 366
A. thaliana 35 289 15 4 525
M. truncatula 34 239 o 4 337
GESAMT® 38 394 60 5 1100

Tabelle 7: Auflistung der in METACROP 1.0 verfiigbaren Stoffwechselinformationen mono- und
dikotyler Kulturpflanzen. Abkiirzungen: Komp.: Zellkompartimente, “: Einbeziehung weiterer
Arten. Biochemische Reaktionswege, Reaktionen und andere Informationen, die in mehr als einer
Pflanzeart vorkommen, werden nur ein Mal aufgefiihrt

3.2.4 Realisierung

Die in Abschnitt 3.2.3 aufgefiihrten Anforderungen wurden unter Anwendung der
in Abschnitt 3.2.3 erlduterten Methodik der Datenkuration in dem Informationssys-
tem METACROP realisiert. MetaCrop 1.0 ist ein Informationssystem zur detaillierten
Représentation biochemischer Reaktionen und Reaktionswege des Primérstoffwech-
sels mono- und dikotyler Kulturpflanzen. Das Webinterface der Datenbank ist unter
http://metacrop.ipk-gatersleben.de verfiigbar.

3.2.4.1 Datenbankinhalt

METACROP 1.0 enthilt 38 Stoffwechselwege des Primér- und Speicherstoffwechsels ver-
schiedener mono- und dikotyler Nutzpflanzen unter besonderer Beriicksichtigung wirt-
schaftlich bedeutender Organe wie Samen und Knollen. Neben der Abdeckung der we-
sentlichen Stoffwechselwege des Priméarstoffwechsels hoherer Pflanzen (z.B. Kohlenstoff-,
Aminosédure-, Lipid-, Energie-, Cofaktor- und Nukleotidstoffwechsel) umfasst die Da-
tenbank zentrale Reaktionswege des Speicherstoffwechsels in Samen und Knollen (z.B.
Saccharoseabbau in mono- und dikotylen Kulturpflanzen).

Die biochemischen Reaktionen und Reaktionswege sind durch handkurierte Infor-
mationen beziiglich der Reaktionsstochiometrie, -richtung, -lokalisierung (Organismus,
Organ, Gewebe, subzelluldres Kompartiment), -zeitpunkt (Entwicklungsstadium), der
an einer Reaktion beteiligten Metaboliten (z.B. CAS-Nummer, Molekulargewicht und
chemische Formel) und Enzyme (z.B. EC- und CAS-Nummer) sowie der an einem Reak-
tionsweg beteiligten Transportprozesse annotiert. Zudem stellt die Datenbank kinetische
Informationen (z.B. vinax?*, Km-Werted) fiir zentrale Stoffwechselwege (Saccharoseabbau,
Glykolyse, Citratzyklus) zur Verftigung. Neben Querverweisen zu verschiedenen externen
Datenbanken (PubChem, PubMed) sind die Datenbankeintrdage durch Literaturreferenzen
belegt. Um Datenkonsistenz sowie einen Vergleich von Daten aus unterschiedlichen
Quellen zu ermoglichen, wurde kontrolliertes Vokabular (z.B. ontologische Begriffe aus
der Plant Ontology [Pla12a] und Gene Ontology [Gen12]) verwendet.

4 Vmax entspricht der maximale Umsatzgeschwindigkeit der Michaelis-Menten-Kinetik
5 Km entspricht der Michaeliskonstante der Michaelis-Menten-Kinetik
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MEeTACROP umfasst organismusspezifische Informationen aus vier monokotylen Kul-
turpflanzen (Hordeum vulgare, Triticum aestivum, Oryza sativa, Zea mays) und finf dikoty-
ledonen Kultur- bzw. Modellpflanzen (Solanum tuberosum, Brassica napus, Beta vulgaris,
Arabidopsis thaliana, Medicago truncatula). Insgesamt sind tiber 400 enzymatische Reaktio-
nen, 60 Transportprozesse, fiinf subzellulire Kompartimente und 1100 Literaturreferen-
zen in der Datenbank enthalten (siehe Tabelle 7). Die in METACROP verfiigbaren Daten
basieren im Wesentlichen auf biochemischen Referenzdaten (z.B. taxonspezifische En-
zyminformationen). Bei Nichtverfiigbarkeit biochemischer Referenzen ist eine gegebene
Reaktion entsprechend der in Tabelle 6 aufgefiihrten Hierarchie der Referenzdaten durch
proteomische, transkriptomische bzw. physiologische Daten annotiert.

3.2.4.2 Kuration und Qualititssicherung

Samtliche in METACROP 1.0 verfiigbare Informationen sind handkuriert und wurden auf
Grundlage der in Abschnitt 3.2.3 erlduterten Methodik der Datenkuration erhoben. Litera-
turbasierte Informationen wurden aus tiber 8oo Verdffentlichungen pflanzenbiochemischer
und -physiologischer Zeitschriften sowie Fachbiichern (u.a. [Ricg6, BGJoo, HPo8c]) ku-
riert. Dartiber hinaus wurden Informationen aus unterschiedlichen Datenbanken (siehe
Tabelle 2) manuell extrahiert. Zur Sicherung der Qualitdt wurden die aus Datenbanken
abgeleiteten Informationen, soweit verfiigbar, auf der Grundlage von Literaturreferenzen
validiert.

3.2.4.3 Datenbank Implementierung

METACROP basiert auf dem Informationssystem METAALL [WGK ™ 06], einem System zur
Verwaltung und Reprasentation metabolischer Netzwerkdaten in Pflanzen. Das Informa-
tionssystems METAALL wurde am Institut fiir Pflanzengenetik und Kulturpflanzenfor-
schung Gatersleben unter Anwendung des relationalen Datenbankmanagementsystems
Oracle sowie der Oracle-Application-Express-Technologie implementiert und stand zu
Beginn der vorliegende Arbeit bereits zur Verfiigung. Fiir eine detaillierte Beschreibung
des Informationssystems sei auf [WGK ™ 06] verwiesen.

3.2.4.4 METACROP 2.0

Seit ihrer Veroffentlichung im Jahr 2008 [GBWK ™ 08] wurde MeTaCROP 1.0 sowohl im
Bezug auf den Datenbankinhalt als auch auf technischer Ebene bestiandig erweitert und
verbessert. Da die Weiterentwicklungen von METACROP als Bestandteil unterschiedli-
cher Projekte unter Mitwirkung verschiedener Mitglieder der Arbeitsgruppe umgesetzt
wurden, beschrankt sich die vorangehende Beschreibung von METaCRror auf Version
1.0. Fiir eine detaillierte Beschreibung der inhaltlichen und technischen Neuerungen von
MEeTACROP 2.0 sei auf Schreiber et al. [SCC*11] verwiesen.
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3.3 MODELLANALYSE
3.3.1 Motivation

Die komplexe Organisation pflanzenbiologischer Stoffwechselwege erfordert neue Kon-
zepte, um Struktur, Dynamik und Verhalten der zugrunde liegenden Stoffwechselprozesse
aufzudecken und zu beleuchten. Mogliche Losungsansétze bietet hierbei die optimie-
rungsbasierte Modellierung, die auf Grunde der einfach zu ermittelnden Modelldaten
eine detaillierte Analyse grofiskaliger Stoffwechselsysteme ermoglicht.

3.3.2  Anforderungsanalyse

Mit dem Ziel, die Analyse pflanzenbiologischer Stoffwechselmodelle unter Verwendung
bestehender optimierungsbasierter Simulations- und Analyseprogramme durchzufiihren,
wurden Anforderungen hinsichtlich der optimierungsbasierten Modellanalyse ausgear-
beitet und bestehende Systeme im Hinblick auf diese Anforderungen analysiert. Die
Anforderungsanalyse wurde auf der Grundlage von Diskussionsrunden mit Biologen
und Bioinformatikern sowie dem Austesten bestehender Systeme durchgefiihrt.

3.3.2.1  Anforderungen

Die Analyse und Auswertung bestehender System wurde auf der Grundlage folgender
Anforderungen durchgefiihrt:
1. Anforderungen beziiglich der Modellrekonstruktion, -modifikation und -import

1.1. Rekonstruktionsumgebung fiir die Modellerstellung und -modifikation
1.2. Modell-Import/-Export via SBML

2. Anforderungen beziiglich der optimierungsbasierten Modellanalyse
2.1. Breites Spektrum optimierungsbasierter Analysemethoden
2.2. Flexibilitdt in Bezug auf die Auswahl der Zielfunktionen: lineare und nicht-
lineare Zielfunktionen
3. Anforderungen beziiglich der Exploration von Simulationsergebnissen
3.1. Visuelle, netzwerkintegrierte Darstellung der berechneten Flussprofile
3.2. Darstellung der berechneten Flussprofile als Kohlenstofffliisse

3.3. Interaktive, dynamische Analyse der grafischen Flussprofile

4. Anforderungen beziiglich der Nutzerfreundlichkeit und Verftigbarkeit
4.1. Grafische Nutzeroberfldche

4.2. Unabhéngigkeit von kommerzieller Software

3.3.2.2 Bestehende Ansitze und Anwendungen

Im Folgenden wird ein Uberblick iiber vorhandene Methoden und Software der op-
timierungsbasierten Modellanalyse gegeben. Bei der Analyse und Beschreibung der
bestehenden Ansdtze wurde insbesondere darauf geachtet, wie die Systeme die Anfor-
derungen 1.1 - 4.2 erfiillen. Nicht Einbezogen in die Analyse wurden kommerzielle
Softwarepakete®, Webanwendungen? sowie Programme, die erst nach der Veroffentli-
chung von FBA-S1mVrs, der im Rahmen der vorliegenden Arbeit entwickelten Software,

6 Kommerzielle Softwarepakete sind u.a. SimPheny [Sim] und In Silico Discovery [InS]
7 Webanwendungen sind u.a. BioMet Toolbox [COHA ™ 10] und CycSim [FSC*o09]
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publiziert wurden®. Eine Zusammenfassung der wichtigsten Funktionalitdten der vorge-
stellten Analyseprogramme gibt Tabelle 8. Eine detaillierte Beschreibung der einzelnen
Programme ist im Anhang (Abschnitt A.1.2) zu finden.

Eigenstiindige Programme

Das Systems Biology Research Tool (SBRT) [WWo08] ist eine plugin-basierte open-source
Software Plattform zur Simulation und Analyse stochiometrischer Modelle. SBRT un-
terstiitzt eine grofie Anzahl constraintbasierter Analyseverfahren, ist jedoch auf lineare
Optimierung beschrankt und bietet keine Moglichkeit der visuellen Darstellung von Fluss-
profilen. MetaFluxNet [LLH " 03] ist ein Softwarepaket zur quantitativen Berechnung
metabolischer Fliisse. Die Software umfasst im Wesentlichen Methoden der metabolischen
Flussanalyse (engl. metabolic flux analysis, MFA), bietet jedoch auch die Moglichkeit
der FBA-Berechnung. Trotz der Moglichkeit der Modellrekonstruktion, - simulation und
Flussvisualisierung schrankt die limitierte Funktionalitdt der akademischen Version der
kommerziellen Software die Anwendbarkeit von MetaFluxNet stark ein. Das open-source
Programm PathwayAnalyzer [Pat] ist eine Linux-basierte Software zur Flussanalyse von
Stoffwechselmodellen. Das einfache kommandozeilenbasierte Programm bietet zwei
Methoden der optimierungsbasierten Netzwerkanalyse (FBA, MOMA), es unterstiitzt
jedoch keine visuelle Darstellung der berechneten Fliisse. Fluxor [Flu] ist ein einfaches
kommandozeilenbasiertes Phyton-Programm zur Berechnung von FBA. Ausgangspunkt
der linearen Programmierung ist ein SBML-Modell. Fluxor ist auf lineare Optimierung
beschrankt und bietet keine Moglichkeit der visuellen Darstellung von Simulationsergeb-
nissen.

Add-ons kommerzieller Plattformen

CellNetAnalyzer (CNA) [KSRGoy] ist eine auf MATLAB basierende Software zur Modellie-
rung von Stoffwechsel-, Genregulations- und Signaltransduktionsnetzwerken. CNA bietet
eine Vielzahl stochiometrischer Analysemethoden; optimierungsbasierte Ansétze sind
jedoch auf die Berechnung von FBA beschrankt. Eine grafische Darstellung der berechne-
ten Flusswerte erfolgt tiber interaktive Netzwerkkarten®. Die COBRA (Constraint-Based
Reconstruction and Analysis) Toolbox [BFM " o7] ist ein auf MATLAB basierendes Soft-
warepaket fiir die constraintbasierte Analyse von Stoffwechselmodellen. Neben einem
umfangreichen Angebot an constraintbasierten Analysemethoden, bietet die komman-
dozeilenbasierte Toolbox ein hohes Maf an Flexibilitdt durch die einfache Integration
nutzerspezifischer MATLAB-Routinen. Die COBRA Toolbox bietet keine programmin-
ternen Methoden zur Visualisierung der Simulationsergebnisse'®. SNA (Stoichiometric
Network Analysis) [Urbo6] ist eine MATHEMATICA Toolbox zur stochiometrischen Analyse
metabolischer Netzwerke. Der Schwerpunkt der Software liegt auf der Berechnung von
EFMs; SNA bietet jedoch auch die Moglichkeit der FBA-Berechnung. SNA ist auf eine
kommandozeilenbasierte Nutzung beschrankt, erfordert Programmierfahigkeiten und
lauft nur unter dem Betriebssystem Linux.

Nach der Verbdffentlichung von FBA-SmMVis publizierte Programme sind u.a. FASimu [HHG" 11], Opt-
Flux [RME " 10] und SurreyFBA [GBARK11]

Interaktive Netzwerkkarten sind Netzwerkgrafiken mit verlinkten Textboxen, in denen die berechne-
ten Flusswerte angezeigt werden. Trotz der Moglichkeit der visuellen Darstellung von Flussprofilen,
sind die entsprechenden interaktiven Netzwerkkarten wenig nutzerfreundlich. Die zugrunde liegenden
Netzwerkgrafiken miissen extern erstellt und importiert werden und die Textboxen durch Angabe der
x-/y-Koordinaten sehr zeitaufwendig auf der Netzwerkkarte positioniert werden.

10 Neuere Versionen der Software unterstiitzen die Visualisierung metabolischer Flussprofile
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Version 20 1.86 1.0 9.0 1.3.1 +1.0
SBML import + + o+ + +
SBML export
Modelleditor . + . .+ . +
Grafische Nutzeroberfldche + +
Kommandozeile + . + o+ + +
Flux Balance Analysis + + + o+ o+ + +
Knockout-Analyse +
Robustheitsanalyse +
Flussvariabilitdtsanalyse + +
Zusétzl. OBA-Methoden ++ o+ + o+ . ++
Quadratische Optimierung
Visualisierung . +
Interaktion mit ex. Vis.-software . . . . + +
Programmiererfahrung erforderlich . . . . . + +
Unabh. von kommerzieller Software  + +
Open source + . + o+ . + +

Tabelle 8: Vergleich der Leistungsmerkmale von Softwarepaketen zur optimierungsbasierten Mo-
dellanalyse. +/. zeigen das Vorhandensein/Nichtvorhandensein eines Leistungsmerkmals an. ++
zeigt das Vorhandensein von mehr als 10 zusitzlichen OBA-Methoden an. Die Programmversion
der aufgefiihrten Softwarepakete entspricht der zum Zeitpunkt der Analyse aktuellsten verfiig-
baren Version. Abkiirzungen: OBA: Optimierungsbasierte Netzwerkanalyse; ex. Vis.-software:
externe Visualisierungssoftware

3.3.2.3 Fazit

Der Vergleich bestehender Analyseprogramme zeigt, dass kein System alle in Abschnitt
3.3.2.1 aufgefiihrten Anforderungen erfiillt. Wesentlicher Nachteil der betrachteten Sys-
teme ist die fehlende Unterstiitzung einer netzwerkintegrierten Visualisierung der Si-
mulationsergebnisse. Weiterhin von groflem Nachteil ist das fehlende Angebot einer
nichtlinearen Optimierungsroutine. Zudem sind nahezu die Halfte der Anwendungspro-
gramme von kommerzieller Software abhdngig und damit in ihrer Nutzerverfiigbarkeit
eingeschrankt.

Aufgrund der eingeschrankten Eignung bestehender Analyseprogramme gemaf der in
Abschnitt 3.3.2.1 aufgefiihrten Anforderungen war die Entwicklung einer neuen Software
notwendig.
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Abbildung 11: Pipeline zur optimierungsbasierten Modellierung pflanzenbiologischer Stoffwech-
selmodelle

3.3.3 Methodik

Zur Erfiillung der in Abschnitt 3.3.2.1 aufgefiihrten Anforderungen wird im Folgenden
eine Methodik vorgestellt, die eine optimierungsbasierte Modellierung pflanzenbiologi-
scher Stoffwechselmodelle mit dem Schwerpunkt einer interaktiven, netzwerkintegrierten
Visualisierung der Simulationsergebnisse ermoglicht. Die entwickelte Methodik wird
anhand der in Abbildung 11 dargestellten Pipeline erldutert. Die einzelnen Komponenten
der Pipeline werden im Folgenden, getrennt nach den einzelnen Teilschritten der Mo-
dellierung (Rekonstruktion, Simulation, Visualisierung), aufgefiihrt und im Kontext der
entwickelten Methodik erklart.

3.3.3.1 Rekonstruktion

Ausgangspunkt der Rekonstruktion von Modellen der optimierungsbasierten Modellana-
lyse sind Modelldaten, die in Form einer graphentheoretischen Datenstruktur (ModellGraph)
reprasentiert und bildhaft dargestellt werden.

Modelldaten

Die optimierungsbasierte Modellierung von Stoffwechselmodellen basiert auf stochio-
metrischen Modellen. Die fiir die Modellrekonstruktion notwendigen Modelldaten sind
durch die stochiometrischen Reaktionsgleichungen der an dem Modell beteiligten Reak-
tionen gegeben.

ModellGraph

Die Graphentheorie bietet verschiedene Ansitze, die Reaktionsgleichungen eines stochio-
metrischen Stoffwechselmodells in Form eines biochemischen Netzwerks strukturiert
darzustellen. In Bezug auf die in Abbildung 11 dargestellte Pipeline muss eine graphen-
theoretische Datenstruktur zur Reprasentation stochiometrischer Stoffwechselmodelle
folgende Anforderungen erfiillen:

1. Bildhafte Darstellung des Modells

Die visuelle Darstellung vereinfacht im Unterschied zu einer rein textuellen Modelldar-
stellung den Rekonstruktionsprozess und bildet zudem die Grundlage fiir die netzwerk-
integrierte Visualisierung der Simulationsergebnisse. Die Darstellung muss sowohl ein
intuitives Verstandnis der strukturellen Netzwerkeigenschaften als auch die Integration
der quantitativen Simulationsdaten ermdoglichen.
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Name Grafische Komponente Definition
Metabolitknoten O vlveM}
Reaktionsknoten O {v|veR}
Irreversible Reaktionskante — {ele€ EUP}
Reversible Reaktionskante PR {e|e€ EUP}

Tabelle 9: Grafische Komponenten der bildhaften Reprasentation stochiometrischer Stoffwech-
selmodell in Form eines ModellGraphs.

2. Transformation in ein SBML-basiertes mathematisches Modell

Die Attribute des Graphen miissen alle fiir die Modellsimulation notwendigen Modell-
daten enthalten und damit eine Transformation in ein SBML-basiertes mathematisches
Modell ermoglichen.

Auf Grundlage dieser Anforderungen wurde folgende graphentheoretische Datenstruk-
tur ausgearbeitet und definiert:

MODELLGRAPH Sei F ein stochiometrisches Stoffwechselmodell mit 7 internen Metabo-

liten und #n biochemischen Reaktionen, die in Form stochiometrischer Reaktions-
gleichungen definiert sind. Ein gerichteter, benannter, gewichteter, bipartiter Graph
MG = (M UR, EU P, w, ) heisst Modellgraph von F, falls gilt:
Die Knoten v € M entsprechen den internen Metaboliten aus F, die Knoten v € R
den biochemischen Reaktionen aus F. Gerichte Kanten e der Kantenmenge E C M x
R fiihren von Metaboliten (Edukten) zu Reaktionen, gerichtete Kanten e der Kanten-
menge P C R x M fithren von Reaktionen zu Metaboliten (Produkten). Gerichtete
Kanten e € EUP einer irreversiblen Reaktion werden als irreversible Reaktions-
kanten bezeichnet und durch Einfachpfeile (—) bildhaft dargestellt. Gerichtete
Kanten e € E UP einer reversiblen Reaktion werden als reversible Reaktionskanten
bezeichnet und durch Doppelpfeile (<) dargestellt. Die Abbildung w:EUP — K
ordnet jeder Kante e € E und e € P ein Kantengewicht entsprechend der sto-
chiometrischen Koeffizienten der stochiometrischen Reaktionsgleichungen zu. Die
Abbildung 1: MUR — Label ordnet jedem Metabolitknoten v € M den Namen
des zugehorigen Metaboliten und jedem Reaktionsknoten v € R den Namen der
zugehorigen biochemischen Reaktion zu, wobei die Benennung der biochemischen
Reaktionen eindeutig sein muss.

Die bildhafte Darstellung eines ModellGraphen erfolgt unter Verwendung der in
Tabelle 9 aufgefiihrten grafischen Komponenten. Das in Tabelle 10 in Form seiner stochio-
metrischen Reaktionsgleichungen wiedergegebene stochiometrische Stoffwechselmodell
lasst sich wie folgt als ModellGraph darstellen:

MG=MUR,EUP,w, ) mit M ={A, B}, R={R1, R2, R3}, E = {(A, R2), (B, R3)}, P =
{(R1,A), (R2, B)}, K = {1, 2, 1, 1} und Label = {R1, R2, R3, A, B}

und unter Anwendung der in Tabelle 9 aufgefiihrten grafischen Komponenten, wie in
Abbildung 12 gezeigt, bildhaft darstellen.
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Reaktionsname Stochiometrische Reaktionsgleichung

Reaktion Ri: =1A
Reaktion Ra2: 2A=1B
Reaktion R3: 1B=

Tabelle 10: Stochiometrische Reaktionsgleichungen des in Abbildung 12 dargestellten Modell-
Graphs

R11®2 R211 R3

Abbildung 12: ModellGraph: Bildhafte Darstellung des in Tabelle 10 in Form seiner stochiometri-
schen Reaktionsgleichungen wiedergegebenen Beispielmodells

3.3.3.2 Simulation

Ausgangspunkt der optimierungsbasierten Modellanalyse ist ein SBML-basiertes mathe-
matisches Modell (SBML-Modell), das nach Spezifizierung der Modellparameter simuliert
werden kann. Ergebnis der Modellsimulation sind Simulationsdaten, die sich je nach
Analysemethode unterscheiden.

SBML-Modell

Die Transformation des ModellGraph in ein SBML-basiertes mathematisches Modell
erfolgt durch Uberfithrung der Attribute des ModellGraphen in die fiir die Modellsimula-
tion notwendigen SBML-Attribute.

Simulationsdaten

Simulationsergebnisse einer Modellsimulation werden als Simulationsdatensatz bezeich-
net. Die Moglichkeit einen oder mehrere Modellparameter schrittweise in einer Abfolge
von Modellsimulationen zu variieren fiihrt zu sequentiellen Datensdtzen. Eine Auflistung
von Simulationsdaten der optimierungsbasierten Modellanalyse ist in Tabelle 11 gegeben.
Fiir eine detaillierte Erlduterung der aufgefiihrten Analysemethoden und -datentypen sei
auf Abschnitt 2.3.3.2 verwiesen. Eine Beschreibung der im Rahmen der einzelnen Ana-
lysemethoden erfolgenden Eingabe, Simulation und Ausgabe ist im Anhang (Abschnitt
A.2) gegeben.

FBA' RA KA FVA

Flussverteilung® + + +
Sensitivitiatskurve

Sensitivitat +
Min/max Flusswerte +

Tabelle 11: Simulationsdaten der optimierungsbasierten Analysemethoden getrennt nach Ana-
lysemethoden. Abkiirzungen: ¢: Aufgrund der Moglichkeit der Parametervariation konnen
Flussverteilungen als singulédre bzw. sequentielle Datensétze vorliegen; FBA: Flux Balance Analysis;
FVA: Flussvariabilitdtsanalyse; KA: Knockout-Analyse; RA: Robustheitsanalyse

51



52

MODELLIERUNGSPIPELINE

Wie aus Tabelle 11 ersichtlich resultiert die Anwendung verschiedener optimierungsba-
sierter Analysemethoden in einer Flussverteilung, das heifst, einem Flussvektor v, der
jeder Reaktion R ={ry,...,rn} eine Reaktionsrate (metabolischer Fluss) v ={vy,...,vn}
zuweist. Anforderung 3.2 in Abschnitt 3.3.2.1 erfordert die Transformation der berechne-
ten Reaktionsraten v in Kohlenstofffliisse v¢. Diese Datentransformation wird wie folgt
durchgefiihrt:

Sei M ein Metabolit einer biochemischen Reaktion 1, v; die zugehotrige Reaktionsrate,
s der stochiometrische Koeffizient von M und ¢ die Anzahl der C-Atome des Metaboliten.
Fiir M lasst sich der Kohlenstofffluss (C-Fluss) wie folgt berechnen:

v =s-c-v; (3.1)

Analog dazu lasst sich der Stickstofffluss (N-Fluss) durch Beriicksichtigung der Anzahl
der N- anstelle der C-Atome berechnen.

3.3.3.3 Visualisierung

Voraussetzung fiir die netzwerkintegrierte Visualisierung von Simulationsergebnissen der
optimierungsbasierten Modellanalyse ist die Datenintegration, das heifst, die Zuordnung
der Simulationsdaten zu den entsprechenden Graphelementen des stochiometrischen
Modells. Die Kombination von Simulationsdaten und Graphelementen erfolgt auf Grund-
lage des SimulationsGraph. Die Anwendung geeigneter Visualisierungsfunktionen und
Interaktionstechniken ermoglicht eine interaktive, dynamische Visualisierung der Simula-
tionsdaten.

SimulationsGraph

Der SimulationsGraph ist eine graphentheoretische Datenstruktur, welche die Netzwerk-
struktur des analysierten Stoffwechselmodells und die zu den Netzwerkelementen in
Beziehung stehenden Simulationsdaten integriert. Der SimulationsGraph ist wie folgt
definjert:

SIMULATIONSGRAPH: Sei MG = (M U R, E U P, w, I) der ModellGraph eines stochio-
metrischen Stoffwechselmodells F und S die Menge der Simulationsdaten. Ein
Graph SG = (MG, S, map) heifst SimulationsGraph von MG, falls eine Datenzu-
ordnungsfunktion map : VUE — S existiert, die den Graphelementen von SG
Simulationsdaten aus S zuordnet.

Graph-Visualisierung

Netzwerkintegrierte Simulationsdaten konnen durch geeignete Visualisierungen einfach
verstanden und exploriert werden. Wesentliche Aspekte der interaktiven Visualisierung
sind (i) die Auswahl einer geeigneten grafischen Reprasentation der netzwerkintegrierten
Simulationsdaten und (ii) die Auswahl geeigneter Interaktionsformen. Beide Aspekte
werden im Folgenden néher erldutert:

Grafische Repriisentation der Simulationsdaten
Auf Grundlage von Diskussionsrunden mit Biologen und Bioinformatikern wurden An-
forderungen an die netzwerkintegrierte Darstellung von Simulationsergebnissen der
optimierungsbasierten Modellanalyse definiert (siehe Tabelle 12) und grafische Reprasen-
tationformen fiir die Visualisierung der Simulationsdaten entsprechend dieser Anforde-
rungen ausgearbeitet (siehe Abbildung 13).
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Simulationsdaten Darstellungsanforderungen Realisierung
Flussverteilung Grafische & numerische C-Flussdarstellung Abb. 13A
Sensitivitatskurve Reaktionsspezifische Diagrammdarstellung  Abb. 13B
Sensitivitat Reaktionsspezifische Diagrammdarstellung  Abb. 13C

Min/max Flusswerte Reaktionsspezifische Diagrammdarstellung Abb. 13D

Tabelle 12: Grafische Reprdsentation der Simulationsdaten: Darstellungsanforderungen und
Realisierung

% OF value
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——
1000
750
X
2 500
250
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Abbildung 13: Grafische Reprasentation der Simulationsdaten: (A) Flussverteilung: Visualisierung
der C-Fliisse durch Skalierung der Breite der Reaktionskanten entsprechender der berechneten
Flusswerte; die Flusswerte werden zusétzlich auf den Reaktionskanten abgebildet; (B) Sensitivitits-
kurve: Visualisierung der reaktionsspezifischen Sensitivitidtskurven in Form eines Liniendiagramms
innerhalb der Reaktionsknoten. Die Sensitivitatskurve gibt an, wie sich die Flussreduktion durch
eine gegebene Reaktion auf die Zielfunktion austibt (x-Achse: Variation der Flussstarke der gege-
benen Reaktion von o bis 100%, wobei sich 100% auf die Flussstirke unter optimalen Bedingungen,
d. h., ohne Flussreduktion der gegebenen Reaktion, bezieht; y-Achse: Sensitivitatswert); (C)
Sensitivitit: Visualisierung der reaktionsspezifischen Sensitivitit in Form eines Balkendiagramms
innerhalb der Reaktionsknoten (y-Achse: Sensitivitatswert); und (D) minimal/maximal moglicher
Fluss: Visualisierung der reaktionsspezifischen minimal/maximal moglichen Flusswerte in Form
eines Balkendiagramms innerhalb der Reaktionsknoten (x-Achse: Minimum, Maximum; y-Achse:
Flusswert)
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Interaktionstechniken

Von zentraler Bedeutung fiir den visualisierungsbasierten Erkenntnisgewinn ist die inter-
aktive Exploration und Manipulation der Daten auf der Grundlage geeigneter Interaktions-
formen (siehe Abschnitt 2.2.3.2). In Bezug auf die optimierungsbasierte Modellanalyse
stellt die Parametervariation, das heif$t, die schrittweise Anderung eines bzw. mehre-
rer Modellparameter tiber eine bestimmte Bandbreite von Werten (Parametergradient),
einen wesentlichen Bestandteil der Modellexploration dar. Die auf Grundlage von se-
quentiellen Modellsimulationen erfolgende Parametervariation resultiert in sequentiellen
Simulationsdatensédtzen. Als Ergebnis verschiedener Diskussionsrunden mit Biologen
und Bioinformatikern hat sich gezeigt, dass eine interaktive Exploration sequentieller
Simulationsdaten den Prozess der Modellanalyse wesentlich unterstiitzen bzw. vereinfa-
chen wiirde. Mit dem Ziel, eine interaktive Exploration sequentieller Simulationsdaten zu
ermoglichen wurde folgendes Visualisierungskonzept ausgearbeitet:

Eine interaktive Visualisierung sequentieller Simulationsdaten erfolgt auf Grundlage der
Erzeugung von Animationen mit sich &ndernden grafischen Elementen entlang eines oder
mehrerer Parametergradienten. Eine interaktive Exploration einzelner Parametersétze
wird durch die Zuverfiigungstellung von Schiebereglern bzw. Schaltflichen erméglicht,
deren Aktivierung eine dynamische Darstellung der netzwerkintegrierten Flussprofile
fiir den spezifischen Parametersatz zur Folge hat (siehe Abbildung 14). Entsprechend
der Moglichkeit sequentielle Simulationsdatensédtze zu erzeugen wurde eine interaktive
Parametervariation fiir folgende optimierungsbasierte Analysemethoden umgesetzt: FBA,
KA und RA.

Z "
?—I/@D— e

o a O g (0
- 2 - 3
+} Flux Visualisation &J 4 Flux Visualisation Léj
Constrain fluxes to visualise corresponding flux distributions Constrain fluxes to visualise corresponding flux distributions
U {J
R1 R1 z
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
L. L.

Abbildung 14: Interaktive Visualisierung sequentieller Simulationsdaten. Mit Hilfe einer interakti-
ven grafischen Nutzeroberfldche konnen die Simualtionsergebnisse dynamisch animiert werden, in
dem die automatisch gemappten Ergebnisse sequentieller Simulationsbedingungen interaktiv mit
einem Schieberegler oder einer Schaltflache ausgewahlt und nahezu verzogerungsfrei visualisiert
werden.
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3.3.4 Implementierung

Die in Abschnitt 3.3.3 vorgestellte Methodik wurde in Form der Anwendung FBA-SimVis
realisiert. FBA-S1MV1s ist als Add-on fiir das Softwaresystem VANTED implementiert und
auf http://www. fbasimvis.ipkgatersleben.de verfiigbar.

3.3.4.1 Systemarchitektur

FBA-SmMVis ist als Add-on fiir die Analyse- und Visualisierungssoftware VANTED [JKSo06]
implementiert. Das aus drei Ebenen (Core, Editor, Plugins'') bestehende VANTED System
bietet Methoden zur (i) Rekonstruktion biologischer Netzwerke, (ii) Integration biologi-
scher Daten und (iii) Visualisierung netzwerkintegrierter Daten. Damit erfiillt das System
bereits einen Teil der in Abschnitt 3.3.2.1 aufgefithrten Anforderungen. Die flexible
Erweiterung des Systems wird durch einen Plugin-Manager unterstitzt.

Als Add-on zur optimierungsbasierten Analyse von Stoffwechselmodellen erweitert
FBA-S1mVis das Java-basierte VANTED System durch die Integration von Methoden der
Modellrekonstruktion, optimierungsbasierten Modellanalyse und Visualisierung. Die
Architektur von FBA-S51MV1s untergliedert sich in drei Ebenen (siehe Abbildung 15: Mitte).

Auf Ebene der Modellrekonstruktion unterstiitzen Rekonstruktionsregeln die grafische
Rekonstruktion eines stochiometrischen Modells in Form eines ModellGraphen, der
tibersetzt in SBML als Eingabe fiir die Modellsimulation dient.

Auf Ebene der Modellsimulation unterstiitzen verschiedene Methoden die Modell-
parametrisierung und -simulation. Die optimierungsbasierten Analysemethoden (FBA,
KA, RA, FVA) sind als MaTLAB-Code realisiert. Die implementierten MATLAB-Routinen
nutzen verschiedene Methoden der freien Bibliothek der CoBra Toolbox 1.0. Wie bereits
in Abschnitt 3.3.2.2 ndher erldutert unterstiitzt diese Toolbox ein breites Angebot opti-
mierungsbasierter Analysemethoden. Aufgrund der kontinuierlichen Weiterentwicklung
der Toolbox bietet die Nutzung der Bibliothek den Vorteil, dass FBA-S1mVis flexibel
durch neueste Methoden der optimierungsbasierten Modellanalyse erweitert werden
kann, ohne dass eine zeitaufwendige Neuimplementierung der Methoden erforderlich
ist. Funktionalitdten der CoBra Toolbox, die in den implementierten MATLAB-Routinen
verwendeten wurden, umfassen Methoden der Modellhandhabung (u.a. Lesen/Edi-
tieren von SBML-Modellen) und Modellanalyse (Lineare Optimierung, RA, FVA). Mit
Hilfe einer von CoBrA zur Verfiigung gestellten Schnittstelle wird zudem ein Solver fiir
nichtlineare Optimierung (CLP Solver (COIN-OR Linear Program Solver) integriert und
angesprochen. Die implementierten MATLAB-Routinen erweitern die Funktionalitdt der
Cosra Toolbox durch die Implementierung (i) einer quadratischen Optimierungsfunk-
tion (siehe Abschnitt 2.3.3.2), (ii) sequentieller Simulationsldufe (FBA, KA, RA) sowie
(iii) Sensitivitatsberechnungen (KA, RA). Unterschiedliche I/O-Methoden ermoglichen
den Datenaustausch zwischen dem FBA-SimVis Add-on und MATLAB. Um eine MATLAB-
unabhédngige Anwendung von FBA-S1mV1s zu gewéhrleisten, sind die MATLAB-Routinen
als ausfiihrbare Programme innerhalb einer MATLAB Runtime Environment (MRE) in das
Java-basierte Add-on integriert.

Auf Ebene der Visualisierung integriert FBA-S1mV1s verschiedene Methoden der In-
teraktion (Flussanimation), Datentransformation (u.a. C/N-Flussberechnung) und netz-
werkintegrierten Visualisierung von Simulationsdaten. Letztere basiert im Wesentlichen
auf der Implementierung von dynamischen Flusskarten, Sensitivitdtsdiagrammen und
FVA-Diagrammen (siehe Abbildung 13).

VANTED ist eine Plugin-basierte Software, die flexibel erweitert werden kann. In VANTED werden einzelne
Methoden als Plugins und iibergeordnete, thematisch zusammengehoérende Programmfunktionalititen als
Add-ons bezeichnet
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Rekonstruktion

A 4
Modell-
Graph
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(*.gml) Exploration
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Modell . .
> Simulation
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Import

Abbildung 16: Darstellung der wesentlichen Programmfunktionalititen in FBA-SimVis anhand
verschiedener Workflows

3.3.4.2  Workflow

FBA-S1MVis ist eine Java-basierte Windowsanwendung mit grafischer Benutzeroberfliache
fir alle Anwendungsfunktionen. Im Folgenden werden die wichtigsten Funktionen
anhand der in Abbildung 16 dargestellten Workflows erldutert:

MODELLREKONSTRUKTION Die Rekonstruktion und Modifikation stochiometrischer
Stoffwechselmodelle erfolgt in FBA-S1mVis mit Hilfe eines grafischen Modelleditors.
Unter Anwendung vordefinierter Rekonstruktionsregeln kénnen die einzelnen
Modellkomponenten (Reaktions-, Metabolitknoten, Reaktionskanten; siehe Tabelle
9) mittels eines Drag- und Drop-Mechanismus auf einer interaktiven Zeichenfldche
kombiniert und unter Verwendung eines Textmentis weiter spezifiziert werden. Der
resultierende interaktive ModellGraph kann individuell von Nutzerseite editiert,
gespeichert und modifiziert werden und das erstellte stochiometrische Modell in
ein SBML-Modell umgewandelt und exportiert werden. Neben dieser visuellen
Form der Modellerstellung kann ein bereits bestehendes Modell via SBML in die
Software importiert und die Netzwerkgrafik mittels der in VANTED verfiigbaren
Layout-Algorithmen editiert und als ModellGraph abgespeichert werden.

OPTIMIERUNGSBASIERTE MODELLANALYSE FBA-S1MVis integriert verschiedene Me-
thoden der optimierungsbasierten Modellanalyse (FBA, KA, RA und FVA). Nach
Auswahl der gewtinschten Analysemethode und Spezifizierung der Optimierungs-
funktion (Minimierung/Maximierung; lineare/quadratische Optimierung) und
Simulationsparameter, kann die Simulation gestartet werden. Die erzeugten Simu-
lationsdaten werden automatisch auf den ModellGraph gemappt und der Simula-
tinsGraph erzeugt.

VISUALISIERUNG In Abhdngigkeit von der ausgewdhlten Analysemethode erfolgt eine
automatische methodenspezifische Visualisierung der Simulationsergebnisse auf
der Netzwerkgrafik des SimulationsGraphen (siehe Abbildung 13). Im Falle se-
quentieller Simulationsdaten konnen die Simulationsergebnisse dynamisch animiert
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werden, indem die automatisch gemappten Ergebnisse verschiedener Simulations-
bedingungen interaktiv mit einem Schieberegler oder einer Schaltflache ausgewahlt
und visualisiert werden.

3.4 ZUSAMMENFASSUNG

Mit dem Ziel, die optimierungsbasierte Analyse pflanzenbiologischer Stoffwechselmo-
delle zu unterstiitzen, wurden Softwarekomponenten zur Rekonstruktion, Analyse und
Visualisierung von pflanzenbiologischen Stoffwechselmodell entwickelt und zu einer
Pipeline integriert. Hierzu wurden zundchst Anforderungen an Systeme der Netzwerk-
rekonstruktion und -analyse ausgearbeitet und bestehende Systeme im Hinblick auf
diese Anforderungen ausgewertet. Da diese Anforderungen weder von existierenden
Systeme der Netzwerkrekonstruktion noch der Netzwerkanalyse erfiillt wurden, war die
Entwicklung neuer Softwarekomponenten notwendig.

Die Anforderungen der Netzwerkrekonstruktion wurden in dem Informationssystem
METACROP realisiert. In Bezug auf die Netzwerkanalyse wurden die Anforderungen
in FBA-S1mVis, einem VANTED Add-on zur optimierungsbasierten Analyse von Stoff-
wechselmodellen umgesetzt. Die entwickelten Softwarekomponenten wurden publiziert
(MeTACROP 1.0: [GBWK " 08]; FBA-S1mVis: [GBK]S09]).
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Die Synthese und Akkumulation von Speicherstoffen (Proteine, Kohlenhydrate und Li-
pide) ist ein zentraler Stoffwechselvorgang in Getreidesamen. Aufgrund der erndhrungs-
physiologischen und agronomischen Bedeutung der Reservestoffe ist das Verstandnis des
Speicherstoffwechsels in Getreidesamen von wissenschaftlichem Interesse mit praktischer
Anwendung in der Agrarwissenschaft und Pflanzenziichtung.

Mit dem Ziel, grundlegende Erkenntnisse iiber die zelluldren Prozesse des Speicher-
stoffwechsels in sich entwickelnden Getreidesamen zu erhalten, wurde eine modellge-
stiitzte Stoffwechselanalyse unter Anwendung der im ersten Teil der Arbeit entwickelten
Modellierungspipeline durchgefiihrt. Als Grundlage fiir die in silico Analyse wurde
ein stochiometrisches Modell des endospermalen Primérstoffwechsels von Gerste zum
Zeitpunkt der Starkeakkumulation in METACROP erstellt. Als Modellpflanze fiir Getrei-
desorten gemafligter Zonen ist Gerste Gegenstand zahlreicher wissenschaftlicher Un-
tersuchungen [WSB ™" 05]. Der Samenspeicherstoffwechsel von Gerste wurde umfassend
untersucht [WPS" 0o, RWW ™04, SAR" 04, WSB"05] und stellt damit einen geeigneten
Ausgangspunkt fiir die Modellierung des Primérstoffwechsels in Getreidesamen dar.

Unter Anwendung der in FBA-S1mVis verfiigbaren optimierungsbasierten Analyseverfah-
ren wurde das erstellte Stoffwechselmodell zunichst in Abhédngigkeit umweltbedingter
und genetischer Storungen untersucht (Abschnitt 4.2), mit dem Ziel, grundlegende Er-
kenntnisse tiber die zelluldren Prozesse des Primir- und Speicherstoffwechsels zu erhalten.
In weiterfithrenden Analysen wurde der samenspezifische Saccharose- (Abschnitt 4.3)
und Alaninstoffwechsel (Abschnitt 4.4) untersucht.

Entsprechend der Struktur wissenschaftlicher Publikationen aus dem Bereich der Bio-
logie untergliedert sich die nachfolgende Darstellung der in silico Analysen in folgende
Teile: (i) Material und Methoden: Spezifizierung der Simulationsmethoden und -parameter,
(ii) Ergebnisse: Darstellung der Simulationsergebnisse, (iii) Diskussion: Biologische Inter-
pretation der Simulationsergebnisse und (iv) Zusammenfassung.

4.1 GERSTENSAMEN-MODELL
4.1.1  Biologische Grundlagen

Schwerpunkt des in der vorliegenden Arbeit entwickelten Getreidesamen-Modells ist der
Priméarstoffwechsel in dem sich entwickelnden Endosperm von Gerste zum Zeitpunkt der
Starkeakkumulation. Eine Beschreibung der wesentlichen, durch das Modell abgebildeten
Stoffwechselvorgange wird im Folgenden gegeben.

Fiir eine detaillierte Beschreibung der in den folgenden Abschnitten verwendeten Be-
griffe aus dem Bereich der Stoffwechselbiochemie, Samenmorphologie und -entwicklung
sei auf das Grundlagenkapitel (Abschnitte 2.1.1 und 2.1.2) verwiesen. Eine grafische
Darstellung der beschriebenen biochemischen Vorgénge ist im Anhang, Abbildung 28 bis
30, gegeben.
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Zuckerstoffwechsel

In der Hauptspeicherphase der Endospermentwicklung von Gerste basiert die Akkumu-
lation von Speicherstoffen (Starke, Speicherproteine) im Wesentlichen auf dem Import
von Saccharose (Suc) [SAR " 04]. Der aktive Transport von Suc in das Endosperm erfolgt
mittels eines H" /Suc-Cotransporters [WFg5, WPS™ 00]. Im Unterschied zu der Invertase-
katalysierten Suc-Spaltung (Inv, EC 3.2.1.26) der Vorspeicherphase, erfolgt die Spaltung
von Suc wihrend der Hauptspeicherphase im Wesentlichen durch die Saccharosesyn-
thase (SuSy, EC 2.4.1.13) [WPG " 03, WSB" 05] (siche Abschnitt 2.1.2.2). Die Produkte der
Suc-Spaltung werden entweder in der Glykolyse metabolisiert und/oder fiir die Starke-
synthese in den Amyloplasten transportiert. Die Verbindung zwischen Glykolyse und
Hexosephosphatpool® erfolgt durch die cytosolische Pyrophosphat-Fruktose-6-phosphat-
1-Phosphotransferase (PFP, EC 2.7.1.90) und/oder die cytosolisch/plastiddre Phospho-
fructokinase (PFK, EC 2.7.1.11) [DR78, Nieg4, FMRSo2]. Eine grafische Darstellung der
beschriebenen biochemischen Vorgange ist in Abbildung 28 gegeben.

Stirkestoffwechsel

Kennzeichnend fiir die Starkesynthese in Getreidesamen ist die Existenz einer cytosoli-
schen Isoform der ADP-Glucose-Pyrophosphorylase (AGPase, EC 2.7.7.27), zusitzlich zu
der in den Starke-synthetisierenden Geweben aller Pflanzen vorkommenden plastidaren
Isoform [BSRo1, JDMo3]. Diese stellt in dem getreidespezifischen Reaktionsweg der
Starkesynthese den Hauptlieferanten von ADP-Glucose (ADPglc), dem Ausgangsstoff der
Starkesynthese, dar [TVKOg6, BSRo1, TVD " 02]. Der Import von ADPglc in den Amylo-
plasten, dem Ort der Stirkesynthese, erfolgt mittels eines ADPglc-Transporters [PGF ' o4].
Eine grafische Darstellung der beschriebenen biochemischen Vorgange ist in Abbildung
28 gegeben.

Aminosiurestoffwechsel

Die samenspezifische Aminosdurebiosynthese, eine Hauptdeterminante der Akkumu-
lation von Speicherproteinen [WGH " 98], basiert im Wesentlichen auf dem Import von
Asparagin (Asn) und Glutamin (Gln), welche die Stickstoffkomponenten fiir die de novo
Aminosdurebiosynthese liefern [BBg4a]. Wahrend die meisten Reaktionswege des Ami-
nosdurestoffwechsels auf die Plastiden beschrankt sind (u.a. Histidin, Valin, Leucin,
Isoleucin) [Singg], werden eine Reihe von Aminosduren (u.a. Arginin, Methionin, Glycin,
Aspartat) in verschiedenen und/oder mehr als einem Zellkompartiment synthetisiert.
Beispielsweise erfolgt die Synthese von Aspartat (Asp) aus Oxalacetat in verschiedenen
Kompartimenten (Cytosol, Mitochondrium, Plastid) durch die unterschiedlichen Isofor-
men der Aspartat-Transaminase (Asp-AT, EC 2.6.1.1) [DRy7, FBJL"06]. Eine grafische
Darstellung der beschriebenen biochemischen Vorgange ist in Abbildung 29 gegeben.

Energiestoffwechsel

Die Akkumulation von Speicherstoffen ist durch eine hohe transkriptionelle Aktivitat
von Genen des Energiestoffwechsels (Glykolyse, Garung, Citratzyklus) gekennzeich-
net [SAR " 04]. Zusétzlich zu der Produktion von Energie- und Reduktionsédquivalenten
liefern diese Reaktionswege Ausgangsstoffe fiir den Glucose- und Aminosédurestoffwech-
sel [OKHoz]. Kennzeichnend fiir die Glykolyse ist die subzelluldre Lokalisierung der
glykolytischen Enzyme im Cytosol und Plastid [SAR " 04, FBJL 06, SRS™ 06], sowie das
Vorhandensein PP;i-abhingiger Bypass-Reaktionen (PFP, PPDK) [MKLS82, Niegs4, FMRSo2].

Hexosephosphat: Monophosphorsaureester von Hexosen wie beispielsweise Glucose-1-phosphat, Glucose-
6-phosphat und Fructose-1-phosphat
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Verschiedene anaplerotische Enzyme (u.a. Phosphoenolpyruvatcarboxylase, Malatdehy-
drogenase) sorgen durch die Bereitstellung von Citratzyklus-Intermediaten dafiir, dass der
Abzug von Ausgangsstoffen fiir die Speicherstoffbiosynthese kompensiert und der Citrat-
zyklus ausbalanciert wird. Eine grafische Darstellung der beschriebenen biochemischen
Vorginge ist in Abbildung 30 gegeben.

Transportprozesse

In sich entwickelnden Getreidesamen erfolgt der aktive Transport von Kohlenstoff
in den Plastiden unter anderem durch verschiedene plastiddre Antiportsysteme wie
den Triosephosphat-/Phosphat-Transporter, den Hexosephosphat-Transporter und den
Phosphoenolpyruvat-/Phosphat-Transporter [FKG " 97, PGF 04, TTONo6]. Mitochondri-
ale Transporter, die in Getreide nachgewiesen wurden, umfassen unter anderem den
Pyruvat-Transporter, den Adenylat-Transporter und verschiedene Di- und Tricarboxylat-
Transporter? wie den 2-Oxoglutarat-/Malat-Transporter [DH77, WDSLg1, PPP*oz2].

Fiir eine vollstindige Auflistung der Reaktionen, die in dem Stoffwechselmodell enthal-
ten sind, sei auf den Anhang (CD) verwiesen.

4.1.2  Modellrekonstruktion

Das stochiometrische Modell des endospermalen Primérstoffwechsels von Gerste wurde
entsprechend dem in Abschnitt 2.3.2.1 skizzierten Vorgehen zur Rekonstruktion pflanzen-
biologischer FBA-Modelle iterativ erstellt. Nur Stoffwechselwege des zentralen Samen-
stoffwechsels, die fiir die Synthese der Hauptbiomassekomponenten (>1% des Gesamt-
trockengewichts) notwendig sind, wurden in das Modell integriert. Grundlage hierfiir
war die in [OECo4] aufgefiihrte Biomassezusammensetzung von Gerstenkornern. Die
Literaturreferenzen, welche die einzelnen Netzwerkreaktionen belegen, sind im Anhang
(CD) aufgefiihrt. In den Féllen, in denen das gerstensamenspezifische Vorkommen ei-
ner Reaktion durch keine Literaturquellen belegt werden konnte, wurden Daten aus
nahverwandten monokotylen Arten wie Weizen, Reis und Mais hinzugezogen, um die
Netzwerkreaktion zu belegen. Fiir den Fall, dass keine Angaben zu der Irreversibilitat
einer Reaktion verfiigbar waren, wurden diese als reversibel definiert. Multienzymkom-
plexe, wie die Pyruvatdehydrogenase, wurden als Einzelreaktion modelliert, indem die
einzelnen Reaktionen der verschiedenen Untereinheiten zusammengefasst wurden.

In Bezug auf die Kompartimentierung wurden Reaktionen, die nicht im extrazelluldren
Medium, dem Cytosol, dem Mitochondrium oder dem Amyloplast lokalisiert waren,
sowie Reaktionen ohne Angabe einer Lokalisierung, als cytosolisch berticksichtigt. Grund
hierfiir war die sehr geringe Anzahl an Reaktionen, die in anderen Kompartimenten
vorkamen. Eine Liste der Reaktionen, die in dem Netzwerk enthalten sind, sowie eine
SBML-Version des Modells, sind im Anhang (CD) aufgefiihrt. Die Modellerstellung
wurde unter Verwendung von METaACror durchgefiihrt.

4.1.3  Modelleigenschaften

Das erstellte stochiometrische Modell umfasst 234 Metabolite, die in insgesamt 194 Reak-
tionen ab-, um- oder aufgebaut werden. Weitere 65 Reaktionen beschreiben intrazelluldre
Transportprozesse zwischen den verschiedenen Zellkompartimenten (Cytosol, Mitochon-
drium, Amyloplast) sowie den Austausch von Stoffen mit dem extrazelluldaren Medium

2 Di- bzw. Tricarboxylate sind sind Salze von Carbonsduren, die tiber zwei bzw. drei Carboxy-Gruppen
(-COOH) verfiigen.
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Suc Asn,GIn S Umgebung
1 2 2
ﬁtosol: 66 Amyloplast: 106 N
Glykolyse
PPP, PPP
Zuckerstoffwechsel gy O
GIvkol Rubisco-shunt
ykolyse Starkestoffwechsel
oxPPP . .
Aminosaurestoffwechsel
0, I Zellwandsynthese
o, Proteinsynthese
Aminosaurestoffwechsel Mitochondrium: 20
Garung
GABA-shunt Citratzyklus
C1-Stoffwechsel Ox. Phosphorylierung

GABA-shunt

) 24

Biomasse Eth,Lak

Abbildung 17: Schematische Darstellung des Gerstensamen-Modells. Die Darstellung umfasst fiir
jedes Zellkompartiment die wesentlichen, in einem Zellkompartiment ablaufenden Stoffwechsel-
prozesse, sowie die Anzahl der biochemischen Reaktionen. Der Stoffaustausch (Transportreaktio-
nen) zwischen Endospermzelle und Umgebung bzw. zwischen den einzelnen Zellkompartimenten
ist in Form grauer Pfeile dargestellt. Die Anzahl der Transportreaktionen ist innerhalb der Pfeile
wiedergegeben. Abkiirzungen: Asn: Asparagin, C1-Stoffwechsel: Folatstoffwechsel; Eth: Ethanol;
GIn: Glutamin, Lak: Laktat; ox. Phosphorylierung: oxidative Phosphorylierung; oxPPP: oxidativer
Pentosephosphatweg; PPP: Pentosephosphatweg; Suc: Saccharose, S: H,S

und binden damit die Endospermzelle in ihre natiirliche Umgebung ein. Die in dem
Modell abgebildeten Stoffwechselvorgange umfassen neben dem Primarstoffwechsel (u.a.
Glykolyse, Citratzyklus, Pentosephosphatweg) zentrale Reaktionswege des endosperma-
len Speicherstoffwechsels (u.a. Aminosdure-, Starkestoffwechsel). Die grundlegenden
Netzwerkeigenschaften des Modells sind in Abbildung 17 aufgefiihrt. Eine grafische
Darstellung des gesamten Modells ist im Anhang (Abbildung 31) gegeben.

4.2 PRIMARSTOFFWECHSEL

Mit dem Ziel, grundlegende Erkenntnisse iiber die zelluldren Prozesse des endosper-
malen Speicherstoffwechsels von Gerste zu gewinnen, wurde der Primérstoffwechsel in
Abhéngigkeit umweltbedingter und genetischer Storungen untersucht. Zu diesem Zweck
wurden Wachstumssimulationen unter variablen Saccharose- und Sauerstoffbedingungen
(Abschnitt 4.2.2.1) sowie in silico Knockout-Analysen durchgefiihrt (Abschnitt 4.2.2.2).

4.2.1  Material und Methoden

Optimierungsbasierte Modellanalyse

Im Rahmen der optimierungsbasierten Modellanalyse wurde folgende, in Tabelle 13
aufgefiihrten, Simulationsexperimente durchgefiihrt. Néahere Erlduterungen zu den
angewandten Analysemethoden, der Zielfunktion sowie der Modellparametrisierung
werden im Folgenden gegeben.
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Nr. Beschreibung Ergebnisse Diskussion

Wachstumssimulationen in Abhingigkeit umweltbedingter Storungen

S1  PhPP-Analyse (Suc-/O;-PhPP) 4.2.2.1 4.2.3.2
S2  Kornwachstum unter variablen O;-Bedingungen 4.2.2.1 4.2.3.2
S3  Berechnung phasenspezifischer Flusskarten 4.2.2.1 4.2.3.2
S4  Berechnung phasenspezifischer Flusskarten 4.2.2.1 4.2.3.2
S5 Schattenpreisanalyse der Schliisselmetabolite 4.2.2.1 4.2.3.2

Wachstumssimulationen in Abhingigkeit genetischer Storungen

S6  Knockout-Analyse 4.2.2.2 4.2.3.3

Tabelle 13: Simulationsexperimente der optimierungsbasierten Modellanalyse

Zielfunktion

Alle Simulationsexperimente wurden auf Grundlage der im Folgenden als Z; bezeich-
neten Zielfunktion der Maximierung der Biomasse pro Flusseinheit durchgefiihrt. Mathema-
tisch ist diese Zielfunktion wie folgt als zweistufiger Optimierungsprozess implementiert
(siehe Abschnitt 2.3.3.2):

Optimierung Zielfunktion Math. Definition Erlduterung
1. Schritt: linear Max Biomasse Max Vpiomass  2-3-3-2
2. Schritt:  nichtlinear Min Gesamtfluss min} "12 2.3.3.2

Tabelle 14: Mathematische Definition der Zielfunktion Z1: Maximierung der Biomasse pro
Flusseinheit

Wachstum bzw. Produktion von Biomasse wurde in Form der in Abschnitt 2.3.3.2
ndher spezifizierten Biomassereaktion modelliert. Die Abschdtzung des Bedarfs der
einzelnen biosynthetischen Ausgangsstoffe (dp1) wurde auf Grundlage der in [OECo4]
aufgefiihrten Biomassezusammensetzung von Gerstensamen durchgefiihrt. Eine Liste
der Biomassekomponenten sowie den dazugehorigen stochiometrischen Koeffizienten in
der Biomassegleichung des Modells ist im Anhang (Abschnitt A.3.2.2) aufgefiihrt. Der
Energiebedarf fiir Wachstum und Erhalt der Biomasse wurde auf Grundlage einer Uber-
priifung der relevanten Literatur bestimmt. Aufgrund des Mangels an experimentellen
Daten wurde ein wachstumsassoziierter Energiebedarf von 5.36 mmol ATP g~ ! TG auf
Grundlage der von Amthor [Amtoo] publizierten Berechnungsgrundlage ermittelt. Eine
detaillierte Darstellung der zugrunde liegenden Berechnung ist im Anhang (Abschnitt
A.3.2.2) aufgefiihrt. Die mittels Literaturrecherche ermittelten experimentell bestimmten
Werte der Erhaltungsenergie lagen zwischen 7 x 107 und 14 x 10 ~® mmol ATP g~
TG [dVy5]. Diese wurden aufgrund der Geringfiigigkeit der Werte nicht berticksichtigt.
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OBA Z (@) 2 Suc Rdel

S1 PhPP Z1 o030 o0-40

S2 FBA + o030 8&*

S3: P1 FBA + 0 8

S3: P2 + + 1 8

S3: P3 + + 4 8

S3: P4 + + 85 8

S3: LO + + 89 8

S4: P1 + + 0 5

S4: P2 + + 08 5.3

S4: P3 + + 35 6.1

S4: P4 + + 84 7.7

S4: LO + + 89 8

S5 SPA  + S3 S3 .
S6 KA + S3 S3 s.T.

Tabelle 15: Modellparameter der Simulationsexperimente S1 bis S6. Einheiten: pmol gq TG
h~'. *Die Aufnahmerate von Suc wurde auf 8 pmol g=! TG h~! begrenzt. Grundlage hierfiir
waren []4C]Suc-Labeling Experimente [FPN84] in sich entwickelnden Gerstensamen, bei denen
eine Suc-Aufnahmerate von 5 und 8umol g~! TG h™! fiir den 17. bzw 5. DAF gemessen wurde.
Abkiirzungen: OBA: optimierungsbasierte Analysemethode; Z: Zielfunktion; SPA: Schattenpreis-
analyse; KA: Knockout-Analyse; Rge1: Knockout-Reaktion; s.T.: siehe Text; P1 - P4: phanotypische
Phasen 1 bis 4, LO: Optimalitétslinie.

Modellparametrisierung

Alle Simulationsexperimente wurden auf Grundlage des in Abschnitt 4.1 erlduterten
Modells unter Anwendung der in Tabelle 15 aufgefiihrten Modellparameter durchgefiihrt.
Soweit nicht anderweitig in Tabelle 15 vermerkt, wurden die Austauschfliisse der Metabo-
lite, denen die Aufnahme in das System (d.h. Asn, Gln, O,, H;S) bzw. der Austritt aus
dem System (d.h. Laktat, Ethanol, CO;) erlaubt war, in der Hin- bzw. Riickrichtung nicht
begrenzt. Alle Fliisse durch interne Reaktionen waren unbegrenzt.

Mit dem Ziel, das Stoffwechselverhalten der im Rahmen der PhPP-Analyse (Simula-
tionsexperiment S1) identifizierten phanotypischen Phasen darzustellen und zu veran-
schaulichen, wurden die Simulationsexperimente S3 und S4 auf Grundlage der in Tabelle
15 aufgefiihrten Parameter durchgefiihrt. Die Simulationen der Schattenpreisanalyse
(Simulationsexperiment S5) und der in silico Knockout-Analyse (Simulationsexperiment
S6) wurden auf Grundlage der fiir Simulationsexperiment S3 spezifizierten Parameter
ausgefiihrt. Alle Simulationen wurden mit FBA-StmVis durchgefiihrt.

PhPP- und Schattenpreisanalyse

Die PhPP-Analyse (Simulationsexperiment S1) wurde durchgefiihrt, indem der Schatten-
preis fiir jeden Punkt (Intervall, 1 umol g~' TG h™') der Saccharose-Sauerstoff-Ebene
berechnet wurde. Zusétzlich wurde eine Schattenpreisanalyse der Schliisselmetabolite
(Suc, Oz, ATP, H, NADH und NADPH) ausgefiihrt (Simulationsexperiment S5), um die
Interpretation der aus der PhPP-Analyse resultierenden phéanotypische Phasen zu unter-
stiitzen. Fiir eine detaillierte Beschreibung der eingesetzten Methoden sei auf Abschnitt
2.3.3.2 verwiesen.
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Knockout-Analyse

Um essentielle Reaktionen der phasenspezifischen Netzwerke vorhersagen zu koénnen,
wurden Enzymreaktionen des Zentralstoffwechsels einer Deletion unterzogen (Simula-
tionsexperiment S6). Die Analyse wurde auf zentrale Bereiche (d.h. Glykolyse, Citratzy-
klus, Pentosephosphatweg, Garung, Oxidative Phosphorylierung und Starkesynthese) des
metabolischen Modells beschriankt, da eine Enzymdeletion in einer der zumeist linearen
und nicht-redundanten Stoffwechselwege der Aminosadure- und Cofaktorbiosynthese na-
turgemaf den Verlust der Wachstumsfahigkeit zur Folge hat. Anzumerken ist weiterhin,
dass der durchgefiihrte in silico Knockout nicht analog zu einer Gendeletion ist, da eine
Genfamilie aus mehr als einem Mitglied bestehen kann und damit die Deletion nur eines
Familienmitglieds das Wachstum nicht beeinflussen wiirde.

Knockout-Simulationen wurden entsprechend der in Abschnitt 2.3.3.2 aufgefiihrten
Methodik durchgefiihrt. Die Beeintrachtigung der Wachstumseffizienz bzw. Wachstums-
fahigkeit W der Samen durch eine Deletion wurde wie folgt berechnet:

del
z¢€+-100

W = —opt (4.1)
wobei z°Pt dem Zielwert der Simulation unter optimalen Bedingungen (d.h., iiber alle
Reaktionen des Systems) und z9¢! dem Zielwert der entsprechenden Knockout-Simulation
entsprecht. Auf Grundlage der berechneten Wachstumseffizienz wurden die enzymati-
schen Reaktionen der Knockout-Analyse wie folgt kategorisiert:

Kategorie Wachstumseffizienz W

Essentielle Reaktionen W=o0
Wachstumsinhibierende Reaktionen W < g5
Nicht-essentielle Reaktionen W > 95

Tabelle 16: Kategorisierung der Modellreaktionen auf Grundlage der Wachstumseffizienz

4.2.2 Ergebnisse

4.2.2.1  Speicherstoffwechsel in Abhingigkeit von Sauerstofflimitierung

Die Samenentwicklung von Gerste findet in der Hauptspeicherphase unter hypoxischen
Bedingungen statt [RWW " 04]. Um die Rolle der Sauerstoff- und Saccharoseversorgung
auf den Speicherstoffwechsel in sich entwickelnden Gerstensamen zu untersuchen, wurde
eine phanotypische Phasenebene (PhPP) berechnet, welche das Stoffwechselverhalten
von Gerstensamen in Abhéngigkeit unterschiedlicher Sauerstoff- und Suc-Verfiigbarkeit
wiedergibt (Simulationsexperiment S1).

Wie in Abbildung 18 dargestellt ist die zweidimensionale PhPP in fiinf Phasen (P1-P5)
unterteilt, wobei jede Phase durch ein spezifisches Muster an aktiven Stoffwechselwe-
gen charakterisiert ist [EIPo1]. Phase eins bis vier sind durch duale Substratlimitierung
gekennzeichnet. In diesen Phasen fiihrt die Zunahme sowohl der O;- als auch der
Suc-Verfiigbarkeit zu einer Steigerung der Biomasseproduktion. Phase fiinf, die durch
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Sauerstoff aufnahmerate [umol gTG* h1] -

0 5 10 15 20 25 30

Saccharoseaufnahmerate [umol gTG h'1]

Abbildung 18: PhPP-Analyse. Visualisierung der PhPP, welche das Stoffwechselverhalten von
Gerstensamen in Abhdngigkeit unterschiedlicher O;- und Suc-Verftigbarkeit wiedergibt. Die PhPP
ist in fiinf Phasen unterteilt (P - P5), wobei jede Phase durch ein spezifisches Muster an aktiven
Stoffwechselwegen charakterisiert ist. Die LO, dargestellt als gestrichelte Linie, definiert das
optimale Verhiltnis der Substrataufnahmeraten zum maximalen Biomasseertrag. Die gepunkteten
Linien geben die Wachstumsbedingungen (Modellparameter) der Simulationsexperimente S3
und S4 wieder. Punkte auf den Linien entsprechen den Substrataufnahmeraten (Suc- und O;-
Aufnahmerate), die fiir die Simulation der metabolischen Flussverteilungen, welche die einzelnen
Phasen charakterisieren, verwendet wurden (Simulationsexperimente S3 und Sg4, siehe Material
und Methoden, Abschnitt 4.2.1 fiir Details)

das Auftreten von Substratzyklen3 gekennzeichnet ist, entspricht einer als Substratzy-
klusphase (engl. futile phase) bezeichneten Phase [EIPo1]. In dieser Phase fiihrt eine
Zunahme der Suc-Verfligbarkeit zu einer Steigerung der Biomasseproduktion, wahrend
eine Zunahme der O;-Verfiigbarkeit zu einer Verringerung der Wachstumsrate fiihrt. Die
auf der Grenzlinie zwischen P4 und Ps5 liegende Optimalititslinie (LO) gibt das optimale
Verhiltnis zwischen Substrataufnahmeraten und maximaler Biomasseproduktion wieder.
Fiir den Fall aerober Wachstumsbedingungen beziffert LO die optimale Sauerstoffaufnah-
merate, d.h. die Sauerstoffaufnahmerate, die notwendig ist, um durch eine vollstdndige
Oxidation* von Suc eine Maximierung der Biomasseproduktion zu erreichen.

3 Substratzyklen (engl. futile cycles) sind Kohlenstoffzyklen, in denen katabole und anabole Reaktionen
gleichzeitig ablaufen, wobei Energie verbraucht wird. Die physiologische Bedeutung dieser Zyklen ist
weiterhin umstritten und wird kontrovers diskutiert (siehe u.a. Portais et al. [PDoz2])

4 Oxidation: chemische Reaktion, bei der ein chemischer Stoff Elektronen abgibt
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Abbildung 19: Kornwachstum in Abhangigkeit der Sauerstoffverfiigbarkeit (Simulationsexperi-
ment S2). Die vertikalen Linien begrenzen die phianotypischen Phasen P71 bis P5. LO, dargestellt
als gepunktete Linie, definiert das optimale Verhéltnis der Substrataufnahmerate zum maximalen
Biomasseertrag.

Kornwachstum

Um den Einfluss einer Sauerstofflimitierung auf das Kornwachstum zu untersuchen,
wurden Wachstumssimulationen unter variablen Sauerstoffbedingungen durchgefiihrt
(Simulationsexperiment S2). Die Ergebnisse der in silico Analyse zeigen, dass die Wachs-
tumsrate linear mit zunehmender Sauerstoffaufnahmerate ansteigt (Abbildung 19, P1-Py4).
Die maximale Wachstumsrate (i) von 0.003 h—! wird unter optimalen Wachstumsbe-
dingungen erreicht (Abbildung 19, LO). Eine weitere Steigerung der O-Aufnahmerate
fiihrt zu einer Verringerung der Wachstumsrate aufgrund von Substratzyklen (Abbil-
dung 19, P5). Insgesamt weisen die in der Simulation vorhergesagten Wachstumsraten
gute Ubereinstimmungen mit den experimentellen Werten (Mexp(14. DAF): 0.003 - 0.007
h~! [FPN83, QTLS8]) auf.

Flusskarten der metabolischen Stoffflussanalyse

Mit dem Ziel, das Stoffwechselverhalten der im Rahmen der PhPP-Analyse identifizierten
phéanotypische Phasen darzustellen, wurden Simulationen auf der Grundlage phasenspe-
zifischer Aufnahmeraten (siehe Tabelle 15) durchgefiihrt (Simulationsexperimente S3). Die
Flusskarten der entsprechenden in silico Stoffflussanalysen, basierend auf den berechneten
Kohlenstofffliissen, sind in Abbildung 20 wiedergegeben. Eine Auflistung der simulierten
Flusswerte ist im Anhang (CD) gegeben. Fiir eine weiterfithrende Charakterisierung der
einzelnen Phasen wurde eine Schattenpreisanalyse der Schliisselmetabolite durchgefiihrt
(Simulationsexperiment S5). Die Ergebnisse dieser Analyse sind in Tabelle 17 aufgefiihrt.
Im Folgenden werden die einzelnen Phasen der berechneten PhPP beschrieben und
Anderungen innerhalb des Stoffwechselverhaltens spezifiziert.
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Phase 1 Phase2 Phase3 Phase4 LO Phase 5

Suc -0.2087 -0.2112 -0.2158 -0.2807 / -0.3814
(@) -0.1918 -0.151  -0.1285  -0.019 / 0.0318
ATP -0.0447 -0.0453 -0.0463 -0.0123 -0.0123 0
H* -0.0149 -0.0151 -0.0154 -0.0041 -0.0018 0
NADH (¢, m) 0.0356  0.0151  0.0026  -0.0068 -0.0128 -0.0159
NADH (p) -0.0097 -0.0302 -0.0380 -0.0265 -0.0264 -0.0556

NADPH (¢, m, p) 0.0356 0.0151  0.0026  -0.0068 -0.0128 -0.0159

Tabelle 17: Schattenpreise berechnet fiir die phanotypischen Phasenebenen: Phase 1 bis Phase
5 und die Optimalitétslinie (LO). Ein negativer (resp. positiver) Schattenpreis zeigt an, dass ein
Metabolit limitierend (resp. im Uberschuss vorhanden) ist. Abkiirzungen: c: cytosolisch, m:
mitochondrial, p: plastidar.

Anoxie: Phase 1

Die metabolische Flussverteilung unter anoxischen Wachstumsbedingungen ist durch
das Fehlen der Respiration und die Induktion der Garung gekennzeichnet (Abbildung
20A). Der niedrige Fluss durch ATP-verbrauchende anabole Prozesse wie Aminosaure-
und Starkesynthese bedingt eine geringe Biomasseproduktion. Die Aminosduresynthese
beruht auf dem Import von Asn und GIn. Die Synthese von ADPglc, dem Ausgangsstoff
der Starkesynthese, ist auf die cytosolische AGPase beschriankt, da die plastiddre AGPase
in Richtung Glykolyse und damit in Richtung ADPglc-Verbrauch operiert. Der Fluss
durch die Glykolyse ist hoch und im Wesentlichen durch die ATP-verbrauchenden
Reaktionen von PFK und Pyruvatkinase (PK, EC 2.7.1.40) gelenkt. PFP und PFK bilden
einen Substratzyklus, in dem ATP zu anorganischem Pyrophosphat (PP;) umgewandelt
wird (Abbildung 21A). Ein zyklischer Fluss durch den Citratzyklus ist nicht vorhanden.
Mit Ausnahme von plastiddarem NADH sind die Redoxdquivalente NADH und NADPH
im Uberschuss vorhanden, wihrend Energie in Form von ATP limitiert ist (Tabelle 17).

Hypoxie: Phase 2

Der Beginn der Sauerstoffaufnahme ist durch die Induktion der Respiration und die
Abnahme des glykolytischen Flusses gekennzeichnet. Bedingt durch eine weiterhin starke
Sauerstofflimitierung sind Anderungen in der metabolischen Flussverteilung minimal.

Hypoxie: Phase 3

Die weitere Zunahme der Sauerstoffversorgung fiihrt zu einer Verwendung des vollstan-
digen Citratzyklus, begleitet durch die Abnahme des fermentativen Flusses und einer
Zunahme der ATP-konsumierenden Prozesse wie Starkesynthese (Abbildung 20B). Im
Unterschied zu Phase 1 und 2 ist der durch PFK und PFP gebildete Substratzyklus nicht
langer aktiv und der glykolytische Fluss wird zusitzlich durch den PPi-verwendenden
Bypass von PFP und Pyruvat-Orthophosphat-Dikinase (PPDK, EC 2.7.9.1; Abbildung
21B) getragen. Die Suc-Verfiigbarkeit nimmt mit zunehmender O;-Verfiigbarkeit ab,
woraus hervorgeht, dass Suc eine wachsende Bedeutung als limitierender Faktor bei
zunehmender Sauerstoffversorgung hat.

Hypoxie: Phase 4

Die metabolische Flussverteilung dieser Phase ist durch die Einstellung der Garung
gekennzeichnet: Ethanol (Eth) und Laktat (Lac) werden nicht langer von der Zelle abge-
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geben, so dass mehr Kohlenstoff in Wachstumsprozesse einflieflen kann. Der Citratzyklus
stellt in dieser Phase die Hauptenergiequelle dar. Im Unterschied zu Phase 1 bis 3 ist der
glykolytische Fluss auf den PP;-verwendenden Bypass von PFP und PPDK beschrankt
(Abbildung 21C). Dariiber hinaus reagiert die plastiddre AGPase nun in Richtung Starke-
synthese, woraus sich eine hohere Biomasseproduktion ergibt. Im Unterschied zu den
Phasen 1 bis 3 sind die Redoxdquivalente limitierend (Tabelle 17).

Aerobiose: LO

Unter vollstandig aeroben Wachstumsbedingungen entspricht die metabolische Fluss-
verteilung dem optimalen Stofffluss, der dadurch gekennzeichnet ist, dass die uneinge-
schriankte Sauerstoffverfiigbarkeit eine maximal mogliche Biomasseproduktion ermoglicht.
Im Unterschied zu den Phasen 1 bis 4, ist GIn die einzige Form von Stickstoff, die in das
Endosperm aufgenommen wird. Zudem wird ATP in den Amyloplasten importiert, um
Energie fiir ATP-konsumierenden anabole Prozess zu liefern.

Hyperoxie: Phase 5

In der Substratzyklusphase wirkt sich der Sauerstoffiiberfluss hemmend auf das Erreichen
einer maximalen Biomasseproduktion aus (Tabelle 17). Da die physiologische Bedingung
des Sauerstoffiiberschusses unter in vivo Bedingungen nicht auftritt, wird Phase 5 in den
weiteren Analysen nicht berticksichtigt.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die Kohlenstoffaufnahme in Samen unter
hypoxischen und anoxischen Wachstumsbedingungen stark abnimmt [vDRD " 04]. Um
dieser Beobachtung Rechnung zu tragen, wurde ein zweites Simulationsexperiment (Simu-
lationsexperiment S4) durchgefiihrt, indem die Suc-Aufnahme parallel zu der Abnahme
der O;-Verbrauchsrate verringert wurde (siehe Tabelle 15). Die Flusswerte dieser in
silico Analyse sind im Anhang (CD) aufgefiihrt. Wie aus diesen Daten sowie Abbildung
18 ersichtlich stimmen die aus den Simualtionsexperimenten S3 und S4 resultierenden
Muster der aktiven Stoffwechselwege tiberein. Unterschiede zwischen den Simulations-
ergebnissen der beiden Simulationsexperimente sind auf Unterschiede hinsichtlich der
Starke des Gesamtflusses beschrankt, die in Simulationsszenario S4 reduziert ist.
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A Suc B Suc C Suc
< Stérke- Stérke- Stérke-
synthese synthese synthese
Frc UDPGIc Frc UDPGI Frc UDPGI
PPi PPi PPi PPi PPi PPi
@ ©)
G1P G1P G1P
FOP m—GGP F6P m—G 6P FoP I GP
PPi PPi PP
PFK PFP PFK PFP PFP
F1,6BP F1,6BP F1,6BP
. Cytosol l Cytosol l Cytosol
PEP PEP PEP
PPi PP PPi
PK ' I/PPDK PK l I/PPDK l/PPDK
Py G| P —s{atra)
Mitochondrium Citratzyklus Mitochondrium Citratzyklus Mitochondrium

Abbildung 21: Flussprofil des Primarstoffwechsels des sich entwickelnden Endosperm der an-
oxischen Phase, Phase 1 (A); der hypoxischen Phase, Phase 3 (B) und der aeroben Phase, LO (C);
Simulationsexperiment 53. Die Darstellung der metabolischen Flussverteilungen beschréankt sich
auf die ATP-verwendenden Reaktionen PFK und PK, sowie den PP;-verwendenden Bypass von
PFP und PPDK, um Unterschiede zwischen ATP- und PP;-abhingiger Glykolyse als Antwort
auf die Sauerstoffversorgung hervorzuheben. Die Dicke der Pfeile entspricht den Flusswerten.
Abkiirzungen: 1: SuSy; 2: cAGPase; 3: pAGPAse. Eine Erlduterung der Metabolit-, Transporter-
und Enzymnamen ist im Abkiirzungsverzeichnis aufgefiihrt

4.2.2.2  Effekt der Enzymdeletion auf den Samenspeicherstoffwechsel

Mit dem Ziel, die Bedeutung der enzymkatalysierten Reaktionen des Primérstoffwechsels
hinsichtlich der Wachstumsfahigkeit von Gerstensamen zu untersuchen, wurde eine
in silico Knockout-Analyse unter verschiedenen Wachstumsbedingungen durchgefiihrt
(Simulationsexperiment S6).

Wie aus Tabelle 18 ersichtlich, ist nur eine geringe Anzahl der ausgewihlten Reak-
tionen essentiell fiir das Wachstum von Gerstensamen®. Drei enzymatische Reaktionen
aus drei verschiedenen Stoffwechselwegen wurden unter allen Wachstumsbedingun-
gen als essentiell eingestuft: (i) Fumarathydratase (FUM, EC 4.2.1.2) (Citratzyklus), (ii)
Phosphoenolpyruvat-Carboxylase (PEPC, EC 4.1.1.31) (Anaplerosis) und (iii) Fructokinase
(FK, EC 2.7.1.4) (Suc-Abbau). Zusétzlich wurden alle Reaktionen der nicht-oxidativen
Phase des Pentosephosphatwegs, des RubisCO-Bypass und eine Reaktion der oxidativen
Phosphorylierung (H"-exportierende ATPase) als essentiell unter anoxischen Bedingun-
gen (Phase 1) identifiziert.

Weiterhin sagt das Modell voraus, dass die Deletion spezifischer Reaktionen des
Energiestoffwechsels (d.h. oxidative Phosphorylierung, Citratzyklus und Glykolyse)
einen wachstumshemmenden Effekt unter den meisten Wachstumsbedingungen hat
(Phase 2 - 4, LO). Der Knockout von Reaktionen der oxidativen Phosphorylierung (H*-
exportierende ATPase, NADH-Dehydrogenase, Cytochrom-c-Oxidase) fithrt zu einer
bedeutenden Abnahme der Wachstumseffizienz (W = 60 - 91) , wahrend die Deletion
der Citratzyklus-Enzyme Aconitathydratase, Isocitratdehydrogenase (NAD™), Pyruvat-
dehydrogenase und Citratsynthase nur einen geringen wachstumshemmenden Effekt

Zu Berticksichtigen ist hier, dass nicht alle biochemischen Reaktionen auf Grund der in Abschnitt 4.2.1
aufgefiihrten Griinde in die in silico Knockout-Analyse einbezogen wurden
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Enzym Reaktionsweg Phase 1 Phase2 Phase3 Phasegq4 LO

Fructokinase Suc 0 0 0 (] 0

Phosphoenolpyruvatcarboxylase Ana o 0 0 ] 0

Fumarathydratase TCA ] 0 0 ] 0

Ribose-5-phosphat-Isomerase PPP 0 99.6 99.3 99.8 99.8
Transketolase 1 PPP 0 99.4 99.7 99.8 99.8
Transketolase 2 PPP ] 99.8 99.7 99.9 99.9
Transaldolase pPPP o 99.8 99.7 99.9 99.9
Ribulosephosphat-3-Epimerase PPP 0 99.8 99.9 99.9 99.9
Phosphoribulokinase Rub 0 100 100 100 100
Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase/-Oxygenase Rub ] 100 100 100 100
H"-exportierende ATPase oxP 0 89.7% 83.0% 67.5* 67.3%
NADH-Dehydrogenase oxP 100 90.7% 74.5% 60.6* 60.4*
Cytochrom-c-Oxidase oxP 100 90.7* 74.5% 60.6* 60.4*
Sucrosesynthase Suc 78.7* 80.5* 83.7* 87.6* 88.5*
UDP-Glucose-Pyrophosphorylase Suc 82.5% 84.3% 87.8* 92,0  92.9%
Cytosolische ADP-Glucose-Pyrophosphorylase Suc 85.1% 84.9% 84.6% 86.6*  88.2%
Aconitathydratase TCA 99.8 99.1 95.8 92.7% 93.1%
Isocitratdehydrogenase (NAD™) TCA 99.8 99.1 95.8 92.7*  93.1*
Pyruvatdehydrogenasekomplex TCA 100 99.2 95.9 92.6% 92.9%
Citratsynthase TCA 100 99.2 95.9 92.6* 92.9*
Cytosolische Phosphoglucoseisomerase Glyc 98.7 97.7 94.8* 94.2* 95.7

Tabelle 18: Ergebnisse der in silico Knockout-Analyse angewandt auf zentrale Reaktionen des Priméarstoffwechsels der metabolischen Netzwerke von Phase 1 bis 4 und
der Optimalitdtslinie (LO). Die aufgefiihrten Werte entsprechend der Wachstumseffizienz W (siehe Abschnitt 4.2.1). Essentiellen Reaktionen (W = o) sind in Fettdruck
dargestellt, wachstumsinhibierende Reaktionen (W <g5) sind durch einen Stern (*) gekennzeichnet. Abkiirzungen: Ana: Anaplerosis, Glyc: Glykolyse, oxPP: oxidative
Phosphorylierung, PPP: Pentosephosphatweg, Rub: RubisCO-Bypass, Suc: Suc-Abbau, TCA: Citratzyklus
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(W = 93 - 99) unter diesen Bedingungen hat. Hinsichtlich der an der Synthese von
Biomassekomponenten beteiligten Reaktionen fiihrt die Deletion der cytosolischen AGP-
ase, UDP-Glucose-Phosphorylase (UGPase, EC 2.7.7.9) und SuSy zu einer bedeutenden
Abnahme der Wachstumseffizienz (W = 79 - 89) unter allen Wachstumsbedingungen.
Aufgrund einer fehlenden bzw. nur minimalen Abnahme der Wachstumsfahigkeit (W
= 95 - 100) wurden alle weiteren Reaktionen der Kockout-Analyse als nicht-essentiell
eingestuft.

4.2.3 Diskussion

4.2.3.1  Modellierung des Speicherstoffwechsels in Samen

Mit dem Ziel, tiefer gehende Einblicke in die zugrunde liegenden Mechanismen des
Speicherstoffwechsel in Getreidesamen zu erhalten, wurde ein stochiometrisches Modell
des endospermalen Primérstoffwechsels von Gerstensamen zum Zeitpunkt der Starkeak-
kumulation erstellt. Um die Vorhersagefdhigkeit des Modells zu validieren, wurde ein
Vergleich zwischen den Simulationsergebnissen und publizierten experimentellen Daten
durchgefiihrt. Hinsichtlich der Vorhersage des Kornertrags konnte eine gute Uberein-
stimmung zwischen den berechneten Wachstumsraten und experimentell bestimmten
Werten aus der Literatur erzielt werden. Dies legt die Schlussfolgerung nahe, dass die
fiir die Modellsimulation verwendete Zielfunktion geeignet ist, um biologisch sinnvolle
Modellvorhersagen zu treffen, und dass das rekonstruierte Modell das Potential hat, den
Stoffwechsel von Getreidesamen zu simulieren.

Durch die Etablierung einer Simulationsplattform fiir die in silico Analyse von Stoffwech-
selvorgdngen in Getreidesamen konnten verschiedene Aspekte des Speicherstoffwechsels
rechnergestiitzt analysiert werden, die in den folgenden Abschnitten ndher diskutiert
werden.

4.2.3.2  Speicherstoffwechsel in Getreidesamen in Abhiingigkeit von Sauerstofflimitierung

Sauerstoffzehrung ist ein bekanntes Merkmal dichter oder metabolisch aktiver Pflanzenge-
webe, wie sich entwickelnde Samen und Koérner [RBK 02, Geio3, vDRD " 04, RWW T 04].
Um den Effekt der Sauerstoffzehrung auf den Speicherstoffwechsel sich entwickelnder
Gerstensamen zu untersuchen, wurden Wachstumssimulationen unter verschiedenen
Sauerstoffbedingungen durchgefiihrt und die Simulationsergebnisse mit experimentellen
Daten aus der Literatur verglichen. Zudem wurden die Modellvorhersagen dazu verwen-
det, in der Literatur kontrovers diskutierte Hypothesen hinsichtlich der Rolle von PP; in
sauerstofflimitierten Geweben zu tiberpriifen.

Samenstoffwechsel unter anoxischen Wachstumsbedingungen

Unter vollstandig anaeroben Bedingungen wies das Modell charakteristisches anaerobes
Stoffwechselverhalten auf [KRF92, Geio3]: (i) Inhibierung der Respiration, (2) Induktion
der Garung und (3) Stimulation der Glykolyse (Pasteur Effekt), resultierend in einer
Abnahme des zelluldren Energiezustands und einer Zunahme des Redoxzustands. Als
Antwort auf das Uberangebot an Reduktionsdquivalenten ist der Einsatz von NAD(P)H-
generierenden Stoffwechselwegen limitiert, wie durch den unvollstandigen Citratzyklus
und die Inaktivitdt des oxidativen Zweiges des Pentosephosphatwegs angezeigt.
Experimentelle Studien {iber die Bedeutung von Enzymen des Citratzyklus unter
anaeroben Wachstumsbedingungen sind selten und beschrdnken sich im Wesentlichen
auf anoxietolerante Pflanzenarten [FK91, KRF92]. In Ubereinstimmung mit dem von
dem Modell vorhergesagten unvollstindigen Citratzyklus konnte jedoch experimentell
nachgewiesen werden, dass (i) in Rapsembryonen der Citratzyklus unter den meisten
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Wachstumsbedingungen nicht-zyklisch verlduft [SSHOo06, JLH " 07] und (ii) in verschiede-
nen Pflanzenarten nur ein Teil des Citratzyklus unter anoxischen Wachstumsbedingungen
genutzt wird [RLA " 10, SBN " 10].

In Bezug auf die Glykolyse sagt das Modell ein PFK-PFP Substratzyklus [Stigo] voraus,
in dem Energie von ATP zu PP; und damit zu PP;-konsumierenden Reaktionen dirigiert
wird. PFP ist im Allgemeinen durch eine hohe Aktivitit in jungen sich entwickelnden und
starkespeichernden Geweben gekennzeichnet [XSL"89]. Die in vivo Stoffwechselfunktion
von PFP ist bisher noch unklar und wird kontrovers diskutiert [Stigo, HSV " 94]. So werden
in der Literatur unterschiedlicher Funktionen aufgefiihrt, einschliefdlich einer Funktion
in der Glykolyse [DMLP89, HDS89], in der Gluconeogenese® [FHML87, PSH* 95] und in
einem Substratzyklus mit PFK [Stigo].

Verschiedene Untersuchungen weisen auf das Vorkommen eines PFK-PFP Substrat-
zyklus im Stoffwechsel von Getreidesamen hin. So zeigen Studien tiber die Bedeutung
von PFP und PFK im endospermalen Samenstoffwechsel von Weizen [MSgo, MSg2], dass
PFP primér an der Generierung von PP; beteiligt ist. Ein dhnliche Funktion wird fiir
anoxische Reissamen postuliert [GMV " o00]. Durch die Darlegung von Beweisen fiir die
gluconeogenetische Ausrichtung der PFP in anoxischen Geweben unterstiitzt diese Studie
die Hypothese, dass PFK ein wichtiger Kontrollpunkt der Glykolyse unter anoxischen
Wachstumsbedingungen darstellt. Ferner weisen experimentelle Studien in Arabidopsis
darauf hin, dass PFP unter anoxischen Wachstumsbedingungen in einem Zyklus mit PFK
operiert, um PP; fiir PP;-konsumierende Prozesse zu generieren [HCMo8].

Samenstoffwechsel unter hypoxischen Wachstumsbedingungen

Im Allgemeinen stimmen die Simulationsergebnisse unter hypoxischen Wachstumsbedin-
gungen mit den in der Literatur aufgefiihrten qualitativen physiologischen Hauptmerk-
malen des hypoxischen Samenstoffwechsels iiberein [vDRD 04, RWW 04, RKWBo5].
In Bezug auf den Stiarkestoffwechsel sagt das Modell den in der Literatur aufgefiihrten
gerstensamenspezifischen Reaktionsweg der Stiarkesynthese [TVKOg96, WPS™ 0o, BSRo1,
EBH " 03] korrekt voraus, indem: (i) der Suc-Abbau auf den SuSy-katalysierten Stoffwech-
selweg beschrankt ist, und (ii) die Synthese von ADPglc, dem Hauptausgangsstoff der
Starkesynthese, im Wesentlichen durch die cytosolische Isoform der AGPase katalysiert
wird (siehe Anhang, Abbildung 28).

Mit zunehmender Sauerstoffversorgung sagt das Modell einen Wechsel in der Reaktions-
richtung der PFP-Reaktion vorher. Wie in unterschiedlichen Studien tiber heterotrophe
Gewebe von Getreidepflanzen postuliert [DKF88, RERRg8], ist das Enzym nun in Richtung
Glykolyse aktiv. Folglich agiert der PP;-verwendende Bypass von PFP und PFK nun
parallel zu den ATP-verwendenden Reaktionen von PFK und PK. Obwohl fiir PPDK eine
hohe Abundanz in sich entwickelnden Samen von Gerste, Weizen und Reis nachgewiesen
werden konnte [MKL82, KBG84, MNMoo, CHC " 06], ist die Stoffwechselfunktion des
Enzyms in diesen Geweben noch unbekannt.

In Bezug auf die Aktivitat der cytosolischen PPDK in Richtung Phosphoenolpyruvat-
Synthese werden in der Literatur unterschiedliche Funktionen fiir den Getreidesamen-
stoffwechsel aufgefiihrt, wie die Bereitstellung von Phosphoenolpyruvat (PEP) fiir die
Refixierung des respiratorischen CO; oder die Beteiligung an der Umwandlung von
Aminosduren [MKL82, KBG84]. Im Gegensatz dazu postulieren Chastain et al. [CHC " 06]
die Aktivitdt des Enzyms in Richtung Pyruvat-Synthese. Auf der Grundlage von Un-
tersuchungen der Endosperm lokalisierten cytosolischen PPDK in sich entwickelnden
Reissamen schlagen die Autoren vor, dass PPDK als effizienter Mechanismus fiir die
glykolytische ATP-Synthese in sauerstoffarmen Geweben fungiert, indem das Enzym
AMP zu ATP konvertiert. Im Vergleich zu einem einzelnen, durch PK generierten ATP

6 Stoffwechselweg zur Neusynthese von Glucose
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ergibt sich dabei netto eine Bildung von zwei ATP [Plaos]. Im Hinblick auf die hyp-
oxische Natur von Getreidesamen und dem daraus resultierenden geringen ATP-ADP
Verhéltnis [RWW o4, vDRD " 04], wird eine vergleichbare Rolle fiir PPDK im Energie-
stoffwechsel von hypoxischen Reissamen postuliert [KPMAo5].

Unter der Annahme einer wie von dem Modell vorhergesagten PPDK- und PFP-ver-
wendenden Glykolyse, ist die bioenergetische Effizienz durch den Gewinn von fiinf
ATP-Molekiilen pro Glc-Molekiil anstelle von zwei durch die konventionelle Glykolyse
produzierten ATP-Molekiilen zusitzlich gesteigert [Merg3, Plaos]. Die Bedeutung von
PP; als alternative Energiequelle im Cytosol von Pflanzen wird in unterschiedlichen
Studien thematisiert [GHG " 98, Stig8, Plaos]. Obwohl verschiedene Untersuchungen auf
eine zentrale Rolle des PP;-Stoffwechsels in jungen wachsenden Geweben und in Stresssi-
tuationen, einschliefSlich Anaerobiose, hinweisen (fiir ein Ubersicht sei auf Stitt [Stig8]
verwiesen), sind weitere Studien notwendig, um die Modellvorhersagen zu untermauern.

Die Akkumulation von y-Aminobutyrat (GABA) wird als eine weitere Antwort des
Pflanzenstoffwechsels auf ungiinstige Bedingungen wie Hypoxie aufgefiihrt [KToo, BFo4].
In Pflanzen wird GABA durch die Decarboxylierung” von Glutamat (Glu) gebildet und
im sogenannten GABA-shunt zu Succinat (Succ) metabolisiert [SBMgg]. GABA und
der GABA-shunt werden in Pflanzen mit verschiedenen physiologischen Funktionen in
Verbindung gebracht (z.B. Regulation des cytosolischen pH, NAD ™ -unabhingiger Kohlen-
stofffluss in den Citratzyklus, Stickstoffmetabolismus, Abwehr von Insekten, Schutz vor
oxidativem Stress, Osmoregulation und Signalfunktion [BLFo3, BFog, Plaos, FFW " 08]).
Im Unterschied zu der Beobachtung, dass der GABA-shunt in sich entwickelnden So-
jabohnen (Gycine max) mit Hypoxie assoziiert ist [SWSTg5], ist dieser Stoffwechselweg
unter den simulierten hypoxischen Bedingungen nicht aktiv. In Ubereinstimmung mit
den Modellvorhersagen konnte jedoch von Inatomi et al. [ISy5] gezeigt werden, dass
in den Embryonen quellender Gerstensamen GABA nur unter Sauerstoffverfiigbarkeit
akkumulierte.

Samenstoffwechsel unter aeroben Wachstumsbedingungen

Unter vollstandig aeroben Wachstumsbedingungen entsprachen die Modellvorhersagen
dem charakteristischen aeroben Stoffwechselverhalten von Getreidesamen [vDRD " 04]: (i)
Hochregulation der respiratorischen Energieproduktion und einer damit verbundenen
Anhebung des zelluldren Energiezustands, (ii) Steigerung des Speicherstoffwechsels (iii)
Zunahme des Korngewichts aufgrund des gesteigerten Speicherstoffwechsels.

In Bezug auf die Glykolyse sagt das Modell voraus, dass die PP;-abhédngige Glykolyse
die einzige Form der Glykolyse unter vollstindig aeroben Bedingungen ist. Obschon
hierzu keine experimentellen Daten fiir Gerstensamen verfiigbar sind, stellen die bioener-
getischen Vorteile einer PP;-abhdngigen Glykolyse eine mogliche Erklarung fiir diese
Modellvorhersage dar.

Insgesamt unterstiitzen die Simulationsergebnisse die in verschiedenen Studien [Stigo,
GMV " o0] postulierte Hypothese, dass die PP;-Verfiigbarkeit den Nettofluss durch PFP
und PPDK bestimmt: (i) unter anoxischen Bedingungen fiihrt ein substanzieller Bedarf an
PP; dazu, dass PFP in Richtung PP;-Synthese aktiv ist, um eine PP;-Defizienz auszuglei-
chen, (ii) unter hypoxischen Bedingungen fiihrt die zunehmende PP;-Verfiigbarkeit zu
einem Nettofluss von PFP und PPDK in Richtung PP;-Verbrauch und (iii) unter aeroben
Bedingungen fiihrt die Energieeffizienz der PP;-abhdngigen Glykolyse dazu, dass dieser
Reaktionsweg die einzige Form der Glykolyse darstellt. Obschon keine experimentellen
Daten beziiglich der PP;-Defizienz in sauerstoffarmen Gerstensamen verfiigbar sind, weist
der geringe Fluss durch die Hauptquelle der PP;-Produktion (cytosolische AGPase) in
Verbindung mit einem hohen Fluss durch die Hauptquelle der PP;-Konsumtion (UGPase)

7 Decarboxylierung: chemische Reaktion, die zu einer Freisetzung von CO, fiihrt
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auf eine geringe PP;-Verfiigbarkeit in anoxischen und hypoxischen Geweben hin. Es sind
jedoch weitere Experimente notwendig, um die vorgestellte Hypothese zu validieren.

4.2.3.3 Der Effekt der Enzymdeletion auf den Samenspeicherstoffwechsel

Die in silico Knockout-Analyse stellt eine effiziente Methode dar, um die Bedeutung der
Reaktionen in einem metabolischen Netzwerk zu analysieren und Einblicke in die durch
Enzymdeletion hervorgerufenen Stoffwechseldnderungen zu erhalten. Die Ergebnisse
der in silico Knockout-Analysen spiegeln die Flexibilitit des gerstenspezifischen Stoff-
wechselmodells hinsichtlich der Kompensation enzymatischer Storungen wieder. Unter
allen untersuchten Wachstumsbedingungen wurden nur drei enzymatische Reaktionen
als essentiell bestimmt: (i) FUM (Citratzyklus), (ii) PEPC (Anaplerosis) und (iii) FK
(Suc-Abbau)®.

Der pflanzlichen FUM wird eine zentrale Bedeutung als Kontrollpunkt des Citratzyklus
zugesprochen [BOg7]. Im Unterschied zu der Vielzahl an veroffentlichten Knockout-
Studien in mikrobiellen Systemen [PZGDMgog, MEPZ " 03, KYOK " 06], wurde in Pflanzen
bisher nur eine Studie [NNCG"o7], die den Effekt der FUM-Inhibierung untersucht,
durchgefiihrt. In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass die Antisens-Inhibierung?
der mitochondrialen FUM-Aktivitdt in Tomatenpflanzen (Solanum lycopersicum) einen
negativen Einfluss auf die Photosynthese hat und zu einer Reduktion der Gesamt-
pflanzenbiomasse fiihrt. Eine mittels biochemischer Analysen nachgewiesene geringe
Anderungen des Blattstoffwechsels zeigt jedoch, dass die verbleibende Aktivitdt der
FUM in den transgenen Pflanzen noch immer ausreichend ist, um eine relativ normale
metabolische Funktion zu gewdhrleisten. Somit sind weitere experimentelle Studien
notwendig, um die Modellvorhersagen zu validieren. Nichtsdestotrotz weisen Knock-
out-Analysen in Hefe auf eine zentrale Rolle der FUM im Zentralstoffwechsel hin, da
Zellen ohne FUM unféhig sind auf nicht-fermentierbaren Kohlenstoffquellen zu wach-
sen [PZGDMg9, MEPZ* 03, KYOK* 06].

In heterotrophen Geweben (i.W. Samen, Friichte) von C3-Pflanzen'® spielt die PEPC
eine zentrale Rolle bei der anaplerotischen Ergdnzung der Citratzyklus-Zwischenpro-
dukte, indem sie Ausgangsstoffe fiir verschiedene biosynthetische Stoffwechselwege
liefert [CVOg6]. Auf der Grundlage einer Uberexpression der PEPC war es das Ziel
unterschiedlicher Studien die Partitionierung von Assimilaten in heterotrophen Gewe-
ben von C3-Pflanzen zu manipulieren [LGDP 07, RRG " 07] bzw. die CO,-Fixierung in
autotrophen Geweben von C3-Pflanzen zu verbessern [GPS " 96, KAN ' g9]. Experimen-
telle Studien von Pflanzen mit verminderter bzw. fehlender PEPC-Aktivitit sind jedoch
selten. Anhand von Inhibierungsstudien konnte gezeigt werden, dass die reduzierte PEPC-
Aktivitit (30% der Wildtypaktivitit [RHH " 02] und 50-70% der Wildtypaktivitit [GPS ' 96])
transgener Kartoffelpflanzen keine signifikanten Effekte auf das Gesamtpflanzen- und
Knollenwachstum hat. Eine durch Metabolitanalysen nachgewiesene geringe Anderung
des Blattstoffwechsels zeigt jedoch an, dass die erzielte Reduktion der PEPC-Aktivitat
zu gering ist, um den Stoffwechsel zu beeinflussen. Trotz der Anwesenheit weiterer, in
Pflanzen nicht vorkommender anaplerotischer Reaktionen, ldsst die drastische Reduktion
der Wachstumsrate von PEPC-Knockout Escherichia coli-Staimmen jedoch vermuten, dass
PEPC eine essentielle Rolle im Zentralstoffwechsel zukommt [PABSo4, FNPSo6].

In Bezug auf die Identifizierung von essentiellen Enzymreaktionen des Suc-Abbaus,
weisen Inhibierungsstudien in Kartoffeln auf eine vorherrschende Rolle der FK im Stérke-

Zu Berticksichtigen ist hier, dass nicht alle biochemischen Reaktionen auf Grund der in Abschnitt 4.2.1
aufgefiihrten Griinde in die in silico Knockout-Analyse einbezogen wurden

Die Antisens-Inhibierung beruht auf dem Einsatz spezieller RNA-Molekiile, welche die Expression eines
Gens gezielt abschwichen bzw. génzlich verhindern

Pflanzen, bei denen CO; in Form der C3-Verbindung 3-Phosphoglycerat fixiert wird, werden als C3-
Pflanzen bezeichnet. Im Gegensatz dazu werden Pflanzen, deren CO,-Fixierung iiber eine C4-Verbindung
(Verbindung mit 4 Kohlenstoffatomen) erfolgt, als C4-Pflanzen bezeichnet
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stoffwechsel hin [DSB* 05] und liefern damit einen experimentellen Nachweis fiir diese
Modellvorhersage.

Insgesamt konnte auf Grundlage der Ergebnisse der in silico Knockout-Analyse die
metabolische Flexibilitat als wichtige Netzwerkeigenschaft des sich entwickelnden Ger-
stenendosperm identifiziert werden. Die Tatsache, dass nur eine geringe Anzahl essen-
tieller enzymatischer Reaktionen im Zentralstoffwechsel existieren, ldsst auf eine hohe
Netzwerkflexibilitdt schlieien. Raumliche Kompartimentierung der biochemischen Reakti-
onswege, die alle htheren Organismen kennzeichnet und Isoformen, die in verschiedenen
Kompartimenten aktiv sind, konnen eine mogliche Erklarung fiir die beobachtete Netz-
werkflexibilitdt sein. So wurde beispielsweise kein Enzym der Glykolyse, die sowohl
als cytosolische und plastiddre Isoenzyme vorliegen, als essentiell vorhergesagt. Im
Unterschied dazu wurden in Mikroorganismen, die durch das Fehlen einer Kompar-
timentierung gekennzeichnet sind, verschiedene Enzyme der Glykolyse auf der Basis
von in silico Knockout-Studien und experimentellen Beobachtungen als essentiell einge-
stuft [Frag6, EPooa].

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Redundanz innerhalb pflanzenbiolo-
gischer Stoffwechselnetzwerke eine bedeutende Rolle hinsichtlich der Robustheit von
Netzwerken spielt [BLg7, BOoy, Kito4]. Indem die gleichen Schritte eines Stoffwechsel-
wegs auf unterschiedliche Weise durchgefiihrt werden, unterstiitzt diese metabolische
Flexibilitat das Wachstum und/oder das Uberleben der Pflanzen unter suboptimalen
Umweltbedingungen [Plag6, Plaos].

4.2.4 Zusammenfassung

Mit dem Ziel, den endospermalen Priméarstoffwechsel von Gerste in Abhangigkeit umwelt-
bedingter und genetischer Storungen zu untersuchen, wurde eine optimierungsbasierte
Modellanalyse unter Anwendung der im ersten Teil der Arbeit entwickelten Modellie-
rungspipeline durchgefiihrt.

Als Ergebnis der in silico Analysen konnte gezeigt werden, dass das rekonstruierte
Stoffwechselmodell das Potential hat, die wesentlichen aus der Literatur bekannten
biochemischen Eigenschaften des Speicherstoffwechels von Gerstensamen wiederzugeben.
Sowohl in Bezug auf die Kornwachstumsrate als auch in Bezug auf das Muster aktiver
Stoffwechselwege unter anoxischen, hypoxischen und aeroben Wachstumsbedingungen
konnten gute Ubereinstimmungen zwischen Simulationsergebnissen und experimentellen
Werten aus der Literatur festgestellt werden.

Auf Grund fehlender experimenteller Daten konnten die Modellvorhersagen der in
silico Knockout-Analyse nur zum Teil durch Experimentdatensitze bestitigt werden. In
diesem Fall liefern die Modellvorhersagen neue Erkenntnisse, die als Anstofs fiir wei-
terfithrende experimentell Studien dienen kénnen. Neue Erkenntnisse konnten auch in
Bezug auf die in der Literatur kontrovers diskutierte Rolle von PP; in sauerstofflimitierten
Pflanzengeweben gewonnen werden: so weisen die Simulationsergebnisse darauf hin,
dass PP; als alternative Energiequelle im Speicherstoffwechsel von Gerstensamen von
Bedeutung ist, wobei die PP;-Verfiigbarkeit den Nettofluss durch den PP;-verwendenden
Bypass der Glykolyse bestimmt.

Zusammenfassend weisen die Simualtionsergebnisse darauf hin, dass das rekonstruierte
Modell das Potential zur Simulation des endospermalen Primér- und Speicherstoffwech-
sels von Gerste hat und damit als valide Simulationsplattform fiir weiterfithrende in silico
Analysen eingesetzt werden kann.
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Das FBA-Modell sowie die in den nachfolgenden Abschnitten dargestellten Simula-
tionsergebnisse wurden als erste Anwendungsstudie der Flux Balance Analysis auf ein
pflanzenbiologisches System verdffentlicht [GBSK]Jog]. Seitdem wurden in den vergange-
nen drei Jahren verschiedene mittelskalige und genomweite FBA-Modelle unterschied-
licher Pflanzenarten wie Zea mays (Mais; [dODQP " 10b, SSM11]), Arabidopsis thaliana
(Ackerschmalwand; [PMSFog, dODQP " 10a, RTD " 10, WPH " 10, KAFN12]), Brassica na-
pus (Raps; [HS11a, HS11b, PCTK11]) sowie Griinalgen [BMog, CRB* 11, dODQPN11] und
photoautotrophe Bakterien [KZLS10, MNdC 10] verdffentlicht. Die zunehmende Anzahl
von Publikationen aus dem Gebiet der Pflanzenforschung zeigt das Potential der Flux
Balance Analysis fiir diesen Bereich der Lebenswissenschaften.
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Die Akkumulation von Stdrke, Proteinen und Lipiden in Endosperm und Embryo von
Gerstensamen setzt eine kontinuierliche Nahrstoffversorgung durch die Mutterpflanze
voraus, die weitgehend in Form von Saccharose (Suc) erfolgt. Die zugrunde liegenden
Mechanismen der Suc-Versorgung stellen einen Schwerpunkt der ertragssteigernden
Nutzpflanzenforschung dar [Blao6]. Unter Verwendung verschiedener experimenteller
Ansitze konnten die molekularen Grundlagen der Suc-Abgabe und -Aufnahme in der
Zwischenzeit weitgehend aufgedeckt [MSH 0o, BWL " 05, BSog, KG10] und verschiedene
Modelle beziiglich der Post-Phloem Translokation'* entwickelt werden [POo1, ZCW T og].
Weiterhin unzureichend erforscht ist jedoch die Situation in lebenden Zellen.

Mit dem Ziel, die zugrunde liegenden Mechanismen der Suc-Versorgung von filialem
Gewebe durch die Mutterpflanze in lebenden Gerstensamen zu untersuchen, wurden im
Rahmen einer experimentellen Studie'? unterschiedliche NMR-Methoden (engl. nuclear
magnetic resonance: Kernspinresonanz) in Kombination mit Zellstruktur-, Enzym-,
Metabolit- und Genexpressionsanalysen angewandt [MRF"11]. Als Ergebnis der ex-
perimentellen Studie konnte die Allokation von Suc sowohl in Bezug auf die raumliche
Verteilung als auch in Bezug auf die Geschwindigkeit visualisiert und in vivo innerhalb
sich entwickelnder Samen verfolgt werden. Durch den Vergleich zwischen Wildtyp (WT)
und spezifischen Mutanten (Riso13) bzw. transgenen Modellpflanzen (Jekyll) konnten
zudem Aussagen beziiglich der maternalen/filialen Kontrolle der Suc-Versorgung unter
in vivo Bedingungen getroffen werden.

Begleitend zu der experimentellen in vivo Studie wurde im Rahmen der vorliegenden
Arbeit eine vergleichende in silico Analyse (OBA) durchgefiihrt, mit dem Ziel, den Einfluss
der Suc-Verfiigbarkeit auf den Speicherstoffwechsel des sich entwickelnden Samen zu
untersuchen und damit eine integrative Sicht auf die Transportwege und deren in vivo
Funktion zu erhalten.

Im Folgenden werden die Methoden (Abschnitt 4.3.1) und Ergebnisse (Abschnitt 4.3.2)
der optimierunsgbasierten Modellanalyse aufgefiihrt und in Zusammenhang mit den
Ergebnissen der experimentellen Studie diskutiert (Abschnitt 4.3.3).

4.3.1  Material und Methoden

Optimierungsbasierte Modellanalyse

Die optimierungsbasierte Modellanalyse wurde auf Grundlage der in Tabelle 19 auf-
gefiihrte Simulationsexperimente unter Anwendung des in Abschnitt 4.1 eingefiihrten
Gerstensamen-Modells durchgefiihrt. Um den Einfluss der Suc-Verfiigbarkeit auf den Pri-
marstoffwechsel des peripheren Endosperms untersuchen zu kénnen, wurde das Modell
um folgende Reaktionen erweitert: Zellwandinvertase, Hexosetransporter (Glc, Frc), Ak-
kumulationsreaktionen von ADPGIlc und UDPGIc. Das erweiterte Modell ist im Anhang
als SBML-Datei verfiigbar. Nahere Erldauterungen zu den angewandten Analysemethoden,
der Zielfunktion sowie der Modellparametrisierung werden im Folgenden gegeben.

Die im Verlauf der Photosynthese in den Bléttern (Source-Organe) synthetisierten Photoassimilate (Kohlen-
hydrate und Aminosauren) werden in das Phloemgewebe beladen, mit dem Massenstrom in der Pflanze
verteilt und aus dem Phloem in nicht-photosynthetisch aktive Gewebe wie Wurzel, Bliiten und Samen
(Sink-Organe) entladen. Die im Anschluss an die Phloementladung erfolgenden Transportprozesse werden
als Post-Phloem Transport bzw. Translokation bezeichnet.

12 Die aufgefiihrte experimentelle Studie war nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit.

79



8o

MODELLE UND MODELLVORHERSAGEN: GERSTENSAMEN

Beschreibung Ergebnisse Diskussion
S1 Wachstumssimulation des Wildtyps 4.3.2.1 4.3.3
S2 Wachstumssimulation transgenen Jekyll-Pfl. 4.3.2.2 4.3.3
S3  Wachstumssimulation der Risg13-Mutante 4.3.2.3 4.3.3

Tabelle 19: Simulationsexperimente der optimierungsbasierten Modellanalyse

Zielfunktion

Alle Simulationsexperimente wurden auf Grundlage der in Abschnitt 4.2.1 eingefiihrten
Zielfunktion Zy ( Maximierung der Biomasse pro Flusseinheit) durchgefiihrt.
Modellparametrisierung

Die Simulationsexperimente wurden auf Grundlage der in Tabelle 20 aufgefiihrten Mo-
dellparameter durchgefiihrt.

OBA Z Oy Suc Asn GIn Ala AGT AGA UGA

St FBA Z; 10 8 . . .
52 FBA Z;y 10 39 o1* o1* 1* . . .
S3 FBA Z; 10 58 0,2 o,1* 1,6* 1 3 1

Tabelle 20: Modellparameter der Simulationsexperimente S1 bis S3. Einheiten: umol g—! TG h—'.
Abkiirzungen: OBA: optimierungsbasierte Analysemethode; Z: Zielfunktion; AGT: ADPGIc Trans-
porter; AGA: Akkumulation von ADPGIc; UGA: Akkumulation von UDPGlIc. * Der angegebene
Flusswert wurde als Maximalwert (vi"*%*) eingesetzt.

In Ubereinstimmung mit experimentellen Werten aus der Literatur [FPN84] wurde
die Suc-Aufnahmerate des Wildtyps auf 8 umol g_] TG h™'! festgesetzt. Die Suc-Auf-
nahmerate von Risg13 und Jekyll wurde entsprechend der experimentellen Werte der in
vivo NMR-Messungen festgesetzt, indem der WT-Fluss entsprechend der experimentell
bestimmten Flussreduktionen (Rise13: 51%, Jekyll 28%) reduziert wurde. Analog dazu
wurde die Obergrenze der Aufnahmerate der verbleibenden Kohlenstoffsubstrate (i.e.
Asn, GIn, Ala) entsprechend der in Tabelle aufgefiihrten Werte festgesetzt, indem die
simulierten WT-Fliisse (Asp: 0.3, Gln: 0.2, Ala: 2.2 in umol g’1 TG h ) auf Grundlage
der experimentell bestimmten Flussreduktionen (siehe oben) reduziert wurden.

Um Wachstum unter den im peripheren Endosperm vorherrschenden aeroben Be-
dingungen zu simulieren, wurde die O;-Aufnahmerate auf Grundlage experimenteller
Daten auf 10 pmol g~ TG h™! festgesetzt. Der in silico Knockout des plastidaren ADPglc-
Transporters der Risg13-Mutante wurde durch die Beschrankung der Obergrenze der
entsprechenden Reaktion auf 1 umol g—! TG h~' durchgefiihrt. Dies entspricht einer go%
Reduktion des entsprechenden Flusses im WT und steht damit in Ubereinstimmung mit
experimentellen Werten aus der Literatur [PGF " 04]. Weiterhin wurde die Akkumulations-
rate von ADPglc und UDPglc auf Grundlage des in Patron et al. [PGF"o4] aufgefiihrten
Verhiltnisses der beiden Metabolite festgesetzt. Alle Simulationen sowie die Visuali-
sierung der resultierenden metabolischen Flussverteilungen wurden mit FBA-SimVis
durchgefiihrt.



4.3 SACCHAROSESTOFFWECHSEL

4.3.2 Ergebnisse

Um Einblicke in die metabolische Antwort des sich entwickelnden Gerstensamen auf
Anderungen in der Saccharoseverfiigbarkeit zu gewinnen, wurde eine vergleichende in
silico Analyse (FBA) des Wildtyps, der transgenen Jekyll-Pflanze und der Rise13-Mutante
durchgefiihrt (Simulationsexperimente S1 bis S3). Die resultierenden metabolischen
Flussverteilungen sind in Abbildung 22 dargestellt, die berechneten Flusswerte sind im
Anhang (CD) aufgefiihrt. Im Folgenden werden die Simulationsergebnisse beschrieben
und Unterschiede in dem Stoffwechselverhalten im Vergleich zum Wildtyp spezifiziert.

4.3.2.1  Wildtyp

Die metabolische Flussverteilung des Wildtyps (Abbildung 22A) ist durch eine gesteigerte
Biosynthese von Speicherprodukten gekennzeichnet. Der Suc-Abbau ist im Wesentlichen
auf den von SuSy katalysierten Reaktionsweg beschrankt. ADPglc, der Hauptausgangs-
stoff der Starkesynthese, wird hauptsachlich durch die cytosolische Isoform der AGPase
katalysiert. Der glykolytische Fluss ist auf den PP;-basierten Bypass von PFP und PPDK
beschrankt, wihrend der Fluss durch den Citratzyklus hoch ist. Der induzierte Fluss
durch die anaplerotischen Reaktionen cAla-AT, mAsp-AT und ¢, mMDH resultiert in der
Wiederauffiillung des Citratzyklus, wodurch der Abzug der fiir die Speicherproduktbio-
synthese benotigten Aminosdurevorldufer (z.B. Malat, Oxalacetat, 2-Oxoglutarat) zum
Teil kompensiert wird. Zusatzlich wird der Samenspeicherstoffwechsel durch Kohlen-
stoffgertiste, die durch PEPC bereitgestellt werden, verstarkt.

4.3.2.2  Jekyll

In der transgenen Modellpflanzen (Jekyll) bewirkt die Reduktion der endospermalen
Suc-Versorgung eine starke Abnahme der Speicherproduktsynthese und eine daraus
resultierende starke Verringerung des Endospermwachstums (>50% Reduktion der endo-
spermalen Wachtumsrate). Im Vergleich zum Wildtyp zeigt das metabolische Flussmuster
der transgenen Pflanze deutliche Unterschiede in Bezug auf die Flusswerte, jedoch keine
Unterschiede in Bezug auf das Muster aktiver Stoffwechselwege (Abbildung 22B).

4.3.2.3 Riso13

In der Risg13-Mutante ist der Fluss durch die cytosolische Isoform der AGPase stark
reduziert (Abbildung 22C). Abhédngig von dem Import von Glucose-1-Phosphat in den
Plastiden stellt die plastiddre Isoform die Hauptquelle der ADPglc-Synthese dar. Im
Unterschied zum Wildtyp ist der glykolytische Fluss auf die ATP-abhéngigen Reaktionen
der PFK und PFP beschrankt. Gleichzeitig reagiert der PP;-abhdngige Bypass von PFP
und PPDK in Richtung PP;-Synthese mit dem Ziel, die geringe cytosolische PP;-Synthese,
die sich aufgrund des geringen Flusses durch die cAGPase ergibt, zu kompensieren.
Aufgrund der Reduktion der Speicherproduktbiosynthese, die sich aus der verringerten
plastiddaren ADPglc-Transportkapazitdt und der reduzierten Substrataufnahme ergibt,
muss der tiberschiissige Kohlenstoff aus dem System entfernt werden, was zum einen
durch die Akkumulation von UDPglc und ADPglc und zum anderen durch die Exkretion
von CO; (hauptsdchlich Respiration) erfolgt. In der Mutante ist die CO,-Emission um
40% tiber den Level des Wildtyps erhoht.

Zusammengefasst bewirkt die Reduktion der plastiddren ADPGlc-Transportkapazitat
in Kombination mit der verringerten Suc-Aufnahme eine starke Abnahme der Star-
kesynthese und Biomasseproduktion sowie metabolische Anderungen innerhalb des
Starkesynthesewegs.
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4.3 SACCHAROSESTOFFWECHSEL

4.3.3 Diskussion

Samenwachstum ist abhingig von einer kontinuierlichen Néhrstoffversorgung durch die
Mutterpflanze, die in Gerste im Wesentlichen in Form von Suc erfolgt. Im Rahmen einer
experimentellen Studie [MRF " 11] konnten zeitlich aufgeldste Karten der Suc-Verteilung
generiert und damit die Bewegung von Suc innerhalb lebender Gerstensamen verfolgt
werden. Durch die Anwendung nicht-invasiver Untersuchungsmethoden auf transgene
Pflanzen (Jekyll) und Mutanten (Risg13) konnten zudem Aussagen beziiglich der mater-
nalen/filialen Kontrolle der Suc-Allokation und -Verteilung getroffen werden. Trotz der
Moglichkeit, Unterschiede in der Suc-Allokation zu quantifizieren, lieffen sich jedoch auf
Grundlage der experimentellen Studie keine Aussagen beziiglich der zugrunde liegenden
Stoffwechselprozesse machen. Aus diesem Grund wurde begleitend zu der experimen-
tellen in vivo Studie in Rahmen der vorliegenden Arbeit eine in silico Analyse (OBA)
durchgefiihrt, um den Einfluss der Suc-Verfiigbarkeit auf den Samenspeicherstoffwechsel
von Gerste zu untersuchen. Im Folgenden werden die Ergebnisse der optimierungs-
basierten Modellanalyse im Kontext der experimentellen Ergebnisse der in vivo Studie
diskutiert.

Transgene Jekyll-Pflanzen sind dadurch gekennzeichnet, dass die Unterdriickung des
Jekyll-Gens die Abgabe von Suc in die Endospermhohle (engl. endosperm cavity) hemmt,
mit dem Ergebnis, dass die endospermale Kohlenstoffverfiigbarkeit reduziert und die
Starkeakkumulation beeintrichtigt wird [RBR"06]. Charakteristische phénotypische
Eigenschaften der transgenen Pflanze sind durch die reduzierte Grofse des reifen Endo-
sperms sowie den reduzierten Stirkegehalt gegeben [RBR"06]. In Ubereinstimmung mit
der experimentell nachgewiesenen Reduktion der Starkeakkumulation zeigten die Ergeb-
nisse der Simulationsexperimente, dass die Herunterregulation der Jekyll-Expression eine
deutliche Abnahme der Biomasse- und Starkeakkumulation zur Folge hat. Wahrend die
absoluten Flusswerte signifikant reduziert und die Starkesynthese damit stark verringert
war, blieb das Verhaltnis der internen Fliisse jedoch nahezu konstant; ein Hinweis darauf,
dass keine grofien Anderungen innerhalb des endospermalen Stoffwechsels stattfanden.
Ahnliche proportionale Anderungen konnten in Arabidopsis und anderen Arten festge-
stellt werden, was darauf schliefSen ldsst, dass die Netzwerkstabilitit ein grundlegendes
Merkmal des Kohlenstoffwechsels in Pflanzen ist.

Die morphologisch normal erscheinende Rise13-Mutante ist durch eine Mutations-
bedingte Reduktion der Transportkapazitdt des plastiddren ADPglc-Transporters gekenn-
zeichnet [PGF " 04], deren wesentlichen Folge eine verringerte endospermale Stirkeakku-
mulation ist. Auf Grundlage von Wachstumssimulationen der Rise13-Mutante konnte ein
deutlicher Wechsel innerhalb des Primarstoffwechsels (z.B PP;-Cycling) nachgewiesen und
damit neue Ziele fiir weiterfithrende metabolische Untersuchungen ermittelt werden. In
Ubereinstimmung mit der experimentell beobachteten Stérung der Stirkeakkumulation,
die fiir die Mutante charakteristisch ist [PGF " 04], war der simulierte Fluss in Richtung
Starke erheblich reduziert. Die daraus resultierende Abnahme des Kohlenstoffbedarfs
fuhrt schlussendlich zu einer Reduktion der Sink-Aktivitat [Marg6]. Insgesamt bestatigten
die Simulationsergebnisse, dass das kooperative Zusammenwirken von Enzymen, welche
die Partitionierung von Suc in Stirke kontrollieren, die Sink-Starke regulieren und damit
schlussendlich den Samenertrag bestimmen [Kocog, FS10].

4.3.4 Zusammenfassung

Mit dem Ziel, den Einfluss der Suc-Verfiigbarkeit auf den endospermalen Speicherstoff-
wechsel von Gerste zu untersuchen, wurde eine vergleichende optimierungsbasierte
Analyse zwischen Wildtyp, spezifischer Mutante (Riso13) bzw. transgener Modellpflanze
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(Jekyll) basierend auf der im ersten Teil der Arbeit entwickelten Moddellierungspipeline
durchgefiihrt.

In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der experimentellen Studie konnte eine deut-
liche Reduktion der Biomasse- und Starkeakkumulation in Jekyll- und Rise13-Pflanzen
auf Grundlage der Simulationsexperimente nachgewiesen werden. Neue Erkenntnisse
konnten in Bezug auf die zugrunde liegenden Stoffwechselprozesse gewonnen werden:
so weisen die Simulationsergebnisse darauf hin, dass die Herunterregulation der Jekyll-
Expression keine Anderungen in Bezug auf das Muster aktiver Stoffwechselwege des
endospermalen Speicherstoffwechsels zur Folge hat wahrend die Reduktion der Trans-
portkapazitit des plastidaren ADPglc-Transporters einen deutlichen Wechsel innerhalb
des Primarstoffwechsels der Rise13-Mutante bedingt. Die Modellvorhersagen liefern
damit sowohl neue Ansatzpunkte fiir weiterfithrende experimentell Studien als auch
fiir zukiinftige in silco Analysen. So konnte die cytosolische AGPase und der plastidire
ADPglc-Transporter auf Grundlage der Simulationsergebnisse als potentielle Ziele fiir
weiterfiihrende in vivo Analysen, mit dem Ziel der Ertragssteigerung, identifiziert werden.

Zusammenfassend weisen die Simualtionsergebnisse darauf hin, dass die Kombination
von in silico Modellierung von Stoffwechselprozessen und experimentellen nicht-invasiven
Technologien zu einem verbesserten Verstdndnis der Regulation des Samenwachstums
fithrt. Die dargestellten Simulationsergebnisse wurde veroffentlicht [MRF " 11].
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4.4 ALANINSTOFFWECHSEL

Alanin (Ala) stellt eine der Hauptaminosduren in Pflanzen und Tieren dar. Die Ak-
kumulation von Ala kann in vielen Pflanzen als adaptive Anpassung des Stoffwech-
sels an sauerstofflimitierende Bedingungen beobachtet werden [dSSo3, MDIGoy]. In
der Literatur werden verschiedene Vorteile der Ala-Akkumulation unter hypoxischen
Wachstumsbedingungen aufgefiihrt: (i) Verhinderung der Akkumulation von Pyru-
vat (Pyr) und der damit verbundenen Aktivierung des respiratorischen Sauerstoffver-
brauchs, (ii) Reduktion der Pyr-Verfiigbarkeit fiir die Eth- und Lac-Garung und den
damit verbundenen nachteiligen Nebeneffekten'3, und (iii) Aufrechterhaltung der pH-
Balance [GC89, MDIGoy, MGo8, RLA" 10]. Die genauen Vorteile sowie die zugrunde
liegenden Mechanismen des adaptiven Antwortverhaltens sind jedoch noch nicht voll-
standig geklart und werden weiterhin diskutiert.

Das Enzym Alanin-Aminotransferase (Ala-AT, EC 2.6.1.2) katalysiert die Synthese von
Ala aus Pyr. Die sowohl im Cytosol als auch im Mitochondrium ablaufende reversible
Reaktion wird als kritischer Knotenpunkt zwischen aerobem und anaerobem Metabolis-
mus angesehen [GC89, MDIGoy, MGo8, RLA " 10]. Da sich eine Anderung der lokalen
in vivo Bedingungen (O;-, Ala-, Pyr-Gehalt) sowohl auf die Flufistirke als auch auf die
Reaktionsrichtung der reversiblen Ala-AT auswirken kann, ist die Regulation des in vivo
Stoffwechsels von Ala durch einen hohen Grad an Komplexitidt gekennzeichnet.

Mit dem Ziel, die Bedeutung des Ala-Stoffwechsels in lebenden Gerstensamen zu un-
tersuchen, wurde im Rahmen einer experimentellen Studie™ '3C/'H-Magnetresonanz
Imaging (MRI) in Kombination mit biochemischen Analysen angewandt [MRF " 11]. Als
Ergebnis der experimentellen Studie konnte gezeigt werden, dass die Ala-Synthese bzw.
-Akkumulation auf die zentrale hypoxische Region des Endosperm beschrankt ist. Auf der
Grundlage von Untersuchungen an transgenen Modellpflanzen (Jekyll) konnten zudem
gezeigt werden, dass die Akkumulation von Ala eine Folge der Sauerstoffversorgung und
damit unabhidngig von Gewebetyp und Suc-Verfiigbarkeit ist. Begleitend zu der experi-
mentellen in vivo Studie wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit eine vergleichende
in silico Analyse (OBA) durchgefiihrt, mit dem Ziel, den Einfluss der Sauerstoffverfiig-
barkeit auf den Ala-Stoffwechsel des sich entwickelnden Samens zu untersuchen und
damit eine integrative Sicht auf die in vivo Funktion und die rdumliche Anordnung des
Ala-Stoffwechsels zu erhalten.

Im Folgenden werden die Methoden (Abschnitt 4.4.1) und Ergebnisse (Abschnitt 4.4.2)
der optimierungsbasierten Modellanalyse aufgefiihrt und im Kontext experimenteller
Ergebnisse aus der in vivo Studie sowie der Literatur diskutiert (Abschnitt 4.4.3).

4.4.1  Material und Methoden

Optimierungsbasierte Modellanalyse

Die optimierungsbasierte Modellanalyse wurde auf Grundlage der in Tabelle 21 aufge-
fithrten Simulationsexperimente unter Anwendung des in Abschnitt 4.1 eingefiihrten
Gerstensamen-Modells durchgefiihrt. Um den Einfluss der Ala-Akkumulation in Samen-
geweben mit unterschiedlicher Sauerstoffverfiigbarkeit untersuchen zu kénnen, wurde
das Modell um folgende Reaktionen erweitert: Ala-Export, mitochondriale Ala-AT, Ex-
port von Citratzyklus-Intermediaten und GABA-Export. Das Modell ist im Anhang als

Nachteiligen Nebeneffekten der Eth- und Lac-Gérung sind u.a. die Toxizitdt von Lac und der Verlust von
Kohlenstoffgertisten aufgrund des hohen Diffusionsvermoégen von Eth
Die experimentelle Studie war nicht Bestandteil der vorliegenden Arbeit
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Beschreibung Ergebnisse Diskussion
S1  Wachstumssimulationen unter variablen O;- 4.4.2.1 4-4.3
Bedingungen
S22 Wachstumssimulation des peripheren Endosperm 4.4.2.2 4-4.3
S3  Wachstumssimulation des zentralen Endosperm 4.4.2.2 4.4.3

Tabelle 21: Simulationsexperimente der optimierungsbasierten Modellanalyse

SBML-Datei verfiigbar. Ndhere Erlduterungen zu den angewandten Analysemethoden,
der Zielfunktion sowie der Modellparametrisierung werden im Folgenden gegeben.

Zielfunktion

Die Simulationsexperimente S1 und S2 wurden auf Grundlage der in Abschnitt 4.2.1
eingefiihrten Zielfunktion Z; ( Maximierung der Biomasse pro Flusseinheit) durchgefiihrt.
Simulationsexperiment S3 wurde unter Anwendung der im Folgenden als Z, bezeichneten
Zielfunktion der Minimierung der ATP-Produktion pro Flusseinheit durchgefiihrt. Grund
hierfiir war die Annahme, dass Energieeffizienz das Hauptziel des Stoffwechsels im
zentralen hypoxischen Endosperm ist. Mathematisch ist diese Zielfunktion wie folgt als
zweistufiger Optimierungsprozess implementiert (siehe Abschnitt 2.3.3.2):

Optimierung Zielfunktion Math. Definition Erlduterung
1. Schritt:  linear Min ATP min vaTp siehe Text
2. Schritt:  nichtlinear Min Gesamtfluss ~ min ) I ; v? 2.3.3.2

Tabelle 22: Mathematische Definition der Zielfunktion Z;: Minimierung der ATP-Produktion pro
Flusseinheit

Die Zielfunktion Minimierung der ATP-Produktion (min vatp) setzt sich dabei aus
der Menge der ATP-verbrauchenden Modellreaktionen AR mit AR = {ATPy,...,ATPy}
zusammen:

n

min vatp = minZvATp1 +...+vaTp, (4.2)
i=1

Die biologische Annahme der Zielfunktion besteht darin, dass Zellen wachsen, wahrend
sie die minimale Menge an Energie verwenden (Energiekonservierung).

Modellparametrisierung

Alle Simulationsexperimente wurden auf Grundlage der in Tabelle 23 aufgefiihrten Mo-
dellparameter durchgefiihrt. In Ubereinstimmung mit experimentellen Werten aus der
Literatur [FPN84] wurde die Suc-Aufnahmerate fiir alle Simulationsexperimente auf
einem Maximalwert von 8 umol g—! TG h~! begrenzt. Aufgrund fehlender gersten-
spezifischer Werte wurde die Aufnahmerate von Asn und Gln auf der Grundlage von
experimentellen Untersuchungen in Sojabohnensamen (Glycine max) [ISF 08, AOSHog]
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OBA Z O2 Suc Asn GIn Ala Eth Lac

St FBA Zi1 o-10 §8* 4* 4* 6% 0 04"
S2 FBA Zi 10 8* 4* 4* 6* . .
S3 FBA Z2 3 8% 4* 4* 0 0 04"

Tabelle 23: Modellparameter der Simulationsexperimente S1 bis S3. Einheiten: umol g—! TG h—'.
Abkiirzungen: OBA: optimierungsbasierte Analysemethode; Z: Zielfunktion. * Der angegebene
Flusswert wurde als Maximalwert (vi"*“*) eingesetzt

auf 4 umol g—! TG h™! begrenzt. Zusitzlich wurde die Aufnahme von Ala unter aeroben
Wachstumsbedingungen zugelassen. Hierzu wurde die Ala-Aufnahmerate auf 6 umol
g~ TG h~', der maximalen Ala-Akkumulationsrate unter hypoxischen Bedingungen,
begrenzt. In Ubereinstimmung mit den experimentellen Ergebnissen der biochemischen
Analyse wurde die Akkumulation der klassischen fermentativen Produkte (Eth, Lac) unter
hypoxischen Wachstumsbedingungen verhindert oder auf einen minimalen Wert begrenzt
(siehe Tabelle 23). Um Wachstum unter verschiedenen O;-Bedingungen zu simulieren,
wurde die Oy-Aufnahmerate auf die in den unterschiedlichen Geweben vorherrschenden
O;-Bedingungen festgesetzt: (i) zentrales Endosperm: 3 umol g’1 TGh~', (ii) peripheres
Endosperm: 10 pumol g~! TG h~'. Der zweite Wert entspricht den fiir ganze Samen
gemessenen Respirationsraten (10 bis 13 umol g~' TG h™! fiir den hier analysierten
Zustand, [TBRR11]). Die Simulationsexperimente S1 und S2 wurden mit FBA-SimVis
durchgefiihrt. Das MATLAB-Skript fiir Simulationsexperiment S3 ist im Anhang (CD)
verfligbar'>.

4.4.2 Ergebnisse

4.4.2.1  Alaninstoffwechsel in Abhiingigkeit variierender Sauerstoffoerfiigbarkeit

Die in vivo Funktion der Ala-AT ist abhédngig von lokalen Sauerstoffbedingungen und der
relativen Konzentration von Ala und Pyr. Als Ergebnis der experimentellen Studie konn-
ten sauerstoffabhiangige Anderungen der Metabolitkonzentrationen nachgewiesen werden,
die auf eine verdndert Aktivitdt der Ala-AT im zentralen versus peripheren Endosperm
hinweisen. Es konnte jedoch keine sauerstoffabhingige Anderung der Enzymaktivitt
nachgewiesen werden. Um dennoch Riickschliisse auf die in vivo Funktion der Ala-AT
zu ermoglichen wurden Wachstumssimulationen unter variablen Sauerstoftbedingungen
durchgefiihrt (Simulationsexperiment S1).

Die in Abbildung 23 zusammengefassten Ergebnisse von Simulationsexperiment S1
prognostizieren, dass Ala unter hypoxischen Bedingungen akkumuliert, wobei ein Ala-
Gradient entgegen dem O;-Gradienten erzeugt wird. Mit zunehmender Sauerstoff-
verftigbarkeit nimmt die Akkumulation von Ala ab. Grund hierfiir ist ein reduzierter
Fluss durch die cytosolische und mitochondriale Ala-AT, die in Richtung Ala-Synthese
reagieren. Als Folge der Inaktivitdt der mitochondrialen Ala-AT und der in Richtung
Pyr-Synthese reagierenden cytosolischen Ala-AT endet die Akkumulation von Ala ab
einer O,-Aufnahmerate von 8 umol g’1 TGh'.

Die GUI-basierte Version von FBA-S1MVis unterstiitzt keine zusammengesetzten (d.h. aus mehr als einer
Reaktion bestehenden) Zielfunktionen. Simulationen mit zusammengesetzter Zielfunktion wurden auf
Grundlage einer entsprechend erweiterten Version von FBA-S1mVis in MATLAB durchgefiihrt
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Abbildung 23: Simulation des Alaninstoffwechsels in Abhéangigkeit der Sauerstoffverfiigbarkeit;
Simulationsexperiment S1. Abkiirzungen: Ala: Alanin; c/mAla-AT: cytololische/mitochondriale
Isoform der Alanin-Aminotransferase; Pyr: Pyruvat; TG - Trockengewicht

4.4.2.2  Simulation von gewebespezifischem Stoffwechsel

Mit dem Ziel, metabolische Flussverteilungen des zentralen und peripheren Endosperms
zu modellieren, wurden Flusssimulationen unter gewebespezifischen O;-Bedingungen
durchgefiihrt (Siumlationsexperimente S2 und S3). Die resultierenden metabolischen
Flussverteilungen sind in Abbildung 24 dargestellt. Die simulierten Flusswerte sind im
Anhang (CD) aufgefiihrt. Im Folgenden werden die gewebespezifischen Flussverteilungen
beschrieben und Unterschiede innerhalb der Stoffwechselvorgéange spezifiziert.

Stoffwechsel im zentralen hypoxischen Endosperm

Die metabolische Flussverteilung im zentralen Endosperm ist durch eine Limitierung
der Respiration, Aktivierung der Garung und Stimulation der Glykolyse (fermentativer
Pasteur Effekt) gekennzeichnet (Abbildung 24A). Der Citratzyklus ist nicht-zyklisch,
bedingt durch die Inaktivitdt der Succinatdehydrogenase (SDH, EC 1.3.5.1). Die Akti-
vierung der cytosolischen und mitochondrialen Ala-AT fiihrt zu einer Akkumulation
von Ala, Abnahme von Pyr und Produktion von 2-Oxoglutarat (20G), das im Mitochon-
drium als Cosubstrat der Glutamatdehydrogenase (GDH, 1.4.1.3) metabolisiert werden
kann. Aufgrund der starken Inhibierung der mitochondrialen Respiration stellt GDH
die Hauptquelle der mitochondrialen NAD"-Regenerierung dar und liefert damit die
fiir den Citratzyklus notwendigen Redoxdquivalente. Im Cytosol reagiert 20G mit Asp
via Asp-AT zu Glu und Oxalacetat (OAA). Die cytosolische Malatdehydrogenase (MDH,
EC 1.1.1.37), welche die Reaktion von OAA zu Malat (Mal) katalysiert, ist die Haupt-
quelle der cytosolischen NAD ' -Regenerierung. Eine kontinuierliche Regeneration von
cytosolischem NAD™ ist notwendig, um die Glykolyse, die Hauptenergiequelle unter
hypoxischen Bedingungen, zu stimulieren. Zusétzlich wird die von der cytosolischen
MDH Kkatalysierte NAD"-Produktion durch den Import von OAA, das im Mitochondrium
durch die mitochondriale MDH synthetisiert wird, verstéarkt.

Zusétzlich zu einer Akkumulation von Ala fiihrt die reverse Aktivitdt der FUM in
Richtung Fumaratsynthese zu einer Akkumulation von Fumarat (Fum). Zudem kommt
es zu einer geringen Akkumulation von Succ durch Reaktionen des Citratzyklus, der



4.4 ALANINSTOFFWECHSEL

GABA-shunt ist jedoch nicht beteiligt. Weder der GABA-shunt noch GAD sind aktiv, was
zur Folge hat, dass GABA nicht akkumuliert.

Stoffwechsel im peripheren aeroben Endosperm

Der Stoffwechsel im peripheren Endosperm ist im Wesentlichen durch eine Steigerung
des Citratzyklus, Einstellung der Garung und Abnahme der Glykolyse gekennzeichnet
(Abbildung 24B). Der Citratzyklus folgt dem bekannten zyklischen Modus. Weder Ala,
Fum, noch Succ akkumulieren in diesem Teil des Endosperms. Ala dient als Ausgangsstoff
fiir die Proteinsynthese oder wird via Ala-AT zu Pyr umgewandelt. Die mitochondriale
Ala-AT ist nicht langer aktiv. Die Induktion der anaplerotischen Reaktion von PEPC
fithrt zu einer Allokation von Kohlenstoff, der fiir die Biosynthese von Speicherprodukten
benoétigt wird. Im Cytosol ist der Fluss durch cMDH stark reduziert, woraus sich ein
stark reduzierten Bedarf an NAD™ ableiten lasst. Im Mitochondrium stellt die oxidative
Phosphorylierung die Hauptquelle der NAD " -Regenerierung dar, wiahrend GDH nun in
Richtung NAD T -Synthese reagiert.

4.4.3 Diskussion

4.4.3.1  Simulation des Ala-Stoffwechsels im zentralen und peripheren Endosperm

Mit dem Ziel, die Rolle des Ala-Stoffwechsels in Samengeweben mit unterschiedlicher
Sauerstoffverfiigbarkeit ndher zu beleuchten, wurden begleitend zu einer experimentellen
Studie im Rahmen der vorliegenden Arbeit in silico Analysen (OBA) unter hypoxischen
und aeroben Wachstumsbedingungen des zentralen bzw. peripheren Endosperms durch-
gefiihrt. Die Simulationsergebnisse wiesen insgesamt gute Ubereinstimmungen mit den
Ergebnissen der experimentellen Studie auf. So wurden die charakteristischen Haupt-
merkmale des hypoxischen Stoffwechsels (u.a. Limitation der Respiration, Stimulation der
Glykolyse, Induktion der Garung) durch das Modell des zentralen Endosperms korrekt
wiedergegeben und die Akkumulation von Ala, Fum und Succ sowie das Fehlen der
Pyr-Akkumulation in Ubereinstimmung mit den experimentellen Werten vorausgesagt.
Neben qualitativen Hauptmerkmalen des aeroben Stoffwechsels (u.a Einstellung der
Géarung, Abnahme der Glykolyse, Steigerung des Citratzyklus) wurde das Fehlen der
Akkumulation von Ala, Fum und Succ, sowie die Aufnahme von Ala und der damit
einhergehenden Resynthese von Pyr aus Ala via Ala-AT durch das Modell des peripheren
Endosperms (aerobe Wachstumsbedingungen) korrekt wiedergegeben.

4.4.3.2 Ala-AT ist von grundlegender Bedeutung fiir Stoffwechselanpassungen des zentralen
Endosperm

In Ubereinstimmung mit der experimentellen Studie weisen die Modellvorhersagen auf
eine zentrale Bedeutung der Ala-AT hin. So verhindert die vorhergesagte hohe Ala-
Syntheserate der Ala-AT im zentralen Endosperm die Akkumulation von Pyr, welches
unter hypoxischen Bedingungen in zunehmendem Mafle durch die Aktivierung der
Glykolyse (fermentativer Pasteur Effekt) synthetisiert wird. Durch das Entfernen von Pyr
wird die Aktivierung der Eth/Lac-Garung inhibiert und die Stimulation einer alternati-
ven Oxygenaseaktivitdt verhindert [OLUW " 08]. Dartiber hinaus wird zusitzliches ATP
gebildet, indem das durch die Ala-AT synthetisierte 20G im Mitochondrium von der
Oxoglutaratdehydrogenase und SuccCo-Ligase unter gleichzeitiger Produktion von ATP
metabolisiert wird. Auf diese Weise kann die reduzierte Versorgung durch respiratori-
sches ATP zum Teil kompensiert und ein hoher Level an ATP und anderen energiereichen
Intermediaten in der inneren Endospermregion aufrecht erhalten werden. Unter Bedin-
gungen, in denen die respiratorische Energieversorgung limitiert ist, stellt ein hoher Fluss
durch die Ala-AT damit eine vorteilhafte Alternative dar. Ahnliche Schlussfolgerungen
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wurden aus Untersuchungen an photosynthetisch aktiven Arabidopsis-Geweben [LEOMo8]
und vernédssungsbedingten Stoffwechseldnderungen in Lotus japonicus [RLA ™ 10] gezo-
gen. Unter endogener Sauerstofflimitierung stellt die Ala-Synthese damit ein geeignetes
Mittel dar, um die Glykolyse und Energieversorgung aufrecht zu erhalten. Der Sa-
men kann seine Energieeffizienz/Homeostasis verbessern und dabei seine Produktivitat
steigern [dBvL11].

Neben der insgesamt guten Ubereinstimmung zwischen den Ergebnissen der experi-
mentellen Studie und den Simulationsexperimenten konnten auf Grundlage der in silico
Analyse folgende neue Erkenntnisse gewonnen werden.

Erstens weisen die Simulationsergebnisse darauf hin, dass die cytosolische MDH eine
zentrale Rolle bei der Regenerierung von NAD™ spielt, wihrend die Lac/Eth-Gérung von
untergeordneter Bedeutung zu sein scheint. Die Ergebnisse bieten dabei eine mogliche
Antwort auf die bisher ungeklarte Frage, wie die Produktion von Ala, die durch das Fehlen
einer NADH-Oxidation gekennzeichnet ist, den hypoxischen Stoffwechsel unterstiitzt
bzw. welche alternative NADT-Quelle die Abnahme des glykolytischen Flusses aufgrund
von NAD*-Limitation verhindert. Dariiber hinaus weisen die Simulationsergebnisse auf
eine mogliche Bedeutung des Citratzyklus hinsichtlich der Redox-Balance hin, indem die
Interaktion zwischen mMDH (NADH-Synthese), OAA /Mal-shuttle und cMDH (NAD™ -
Synthese) den Transport bzw. Ausgleich von Redoxdquivalenten zur Folge hat [SBN " 10].

Zweitens sagt die in silico Analyse voraus, dass die Assimilation von Ammonium
im Wesentlichen tiber GDH und nicht tiber GS/GOGAT erfolgt. GDH gehort zu den
Genen, die unter Hypoxia hoch reguliert sind [BSVo8, BPK] " 08] und dessen Produkt
eine energieeffizientere Assimilation als GS/GOGAT liefert [OXLZog]. In der zentralen
hypoxischen Region des Endosperm wird Ammonium verwendet, um Glu via GDH zu
generieren (Abbildung 24B), wahrend in der peripheren oxygenierten Region, Ammonium
via GDH abgegeben wird. Die experimentell bestimmten Konzentrationen an Glu, Ala
und Ammonium stimmen mit dieser Vorhersage tiberein.

Drittens postuliert die FBA, dass Gerstensamen im Unterschied zu -wurzeln [ABJog4,
BSVo08, MGo8] weder GABA akkumulieren noch den GABA-shunt nutzen. In Ubereinstim-
mung mit der Modellvorhersage weisen die experimentellen Ergebnisse der integrativen
Studie darauf hin, dass ein signifikanter Fluss durch den GABA-shunt im Endosperm sehr
unwahrscheinlich ist. Dies stellt moglicherweise eine endospermspezifische Anpassung
an eine Situation dar, in der Sauerstofflimitierung eher lang andauernd als kurzzeitig
ist [RWW T o4].

Viertens sagt die in silico Analyse voraus, dass SDH unter hypoxischen Bedingun-
gen inaktiv ist. SDH ist sowohl am Citratzyklus als auch an der Atmungskette betei-
ligt. In Ubereinstimmung mit den Simulationsergebnissen konnte gezeigt werden, dass
SDH unter verschiedenen Bedingungen, darunter auch Sauerstofflimitierung, inaktiv
wird [SBN " 10]. Die Verringerung der Aktivitdt von SDH reduziert den Fluss durch den
Citratzyklus [ANNO™ 11] und produziert damit eine kompensatorische Steigerung des
glykolytischen Flusses. Die erzielten Erkenntnisse liefern Ansatzpunkte fiir weiterfiih-
rende experimentelle Studien bzw. konnten zum Teil bereits durch Laborexperimente
bestétigt werden. So konnte die Modellvorhersage, dass die Assimilation von Ammo-
nium im Wesentlichen {iber GDH und nicht tiber GS/GOGAT erfolgt bereits durch
experimentelle Untersuchungen bestétigt werden [Rol12].

4.4.3.3 Metabolische Kompartimentierung des Endosperms und seine Folgen fiir die Samen-
fiillung

Auf Grundlage der experimentellen und in silico Analysen konnte gezeigt werden, dass
das Endosperm von Gerste kein metabolisch einheitliches Gewebe darstellt, sondern
als Folge abiotischer/biotischer Gradienten (u.a. Suc-, O;- und Entwicklungsgradien-
ten [RWW 04, MRF " 11]) durch eine metabolische Kompartimentierung gekennzeichnet
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ist, wobei die lokal vorherrschenden Bedingungen durch lokale Stoffwechselanpassungen
ausgeglichen werden. Im zentralen Endosperm ist der Stoffwechsel durch betrachtliche
hypoxische Einschrankungen charakterisiert. Ein signifikant hoher Level an Ala-AT-
Aktivitat fithrt zu einer Akkumulation von Ala, wobei die Akkumulation von Pyr sowie
die klassische Géarung eingeschrankt und zusédtzlich ATP gebildet wird. Ala bewegt
sich entlang eines Konzentrationsgradienten in Richtung des peripheren aeroben En-
dosperms. Unter aeroben Wachstumsbedingungen wird Ala via Ala-AT zuriick zu Pyr
umgewandelt. Die metabolische Kompartimentierung des stiarkehaltigen Endosperms
stellt einen moglichen Mechanismus dar, der metabolische Flexibilitdt gewdhrleistet und
der schlussendlich zu der hohen Kohlenstoffumwandlungseffizienz des starkehaltigen
Endosperm von Getreide beitragt [AVSH11].

4.4.4 Zusammenfassung

Mit dem Ziel, den Einfluss der Sauerstoffverfiigbarkeit auf den Ala-Stoffwechsel des sich
entwickelnden Gerstensamen zu untersuchen, wurde eine optimierungsbasierte Modell-
analyse basierend auf der im ersten Teil der Arbeit entwickelten Modellierungspipeline
durchgefiihrt.

Insgesamt konnte eine gute Ubereinstimmung zwischen den Simulationsergebnissen
und den Ergebnissen der experimentellen Studie festgestellt und Ala-AT als zentraler
Kontrollpunkt zwischen aerobem und anaerobem Stoffwechsel identifiziert werden. Neue
Erkenntnisse konnten unter anderem in Bezug auf die cytosolische MDH als NAD*-
Quelle, die mitochondriale GDH als Quelle der hypoxischen Ammonium-Assimilation
und der Auswirkung der Inaktivitdt der SDH auf den endospermalen Stoffwechsel unter
hypoxischen Bedingungen gewonnen werden. Die erzielten Erkenntnisse konnten zum
Teil bereits durch Experimente bestitigt werden. Schlussendlich konnte auf Grundlage
der in silico Analysen in Kombination mit der experimentellen Studie eine Komparti-
mentierung des Gerstenendosperms nachgewiesen und ein hypothetisches Modell der
zugrunde liegenden Stoffwechselprozesse entwickelt werden. Die dargestellten Simula-
tionsergebnisse wurde veroffentlicht [RMGB " 11].
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Die Kornfiillung von Getreidesamen ist ein hoch komplexer Prozess, der durch die
Interaktion vegetativer und generativer Organe' gekennzeichnet ist. Eine wichtige Koh-
lenstoffquelle fiir das Kornwachstum zum Zeitpunkt der Hauptspeicherphase bilden
Fruktane, die als 16sliche Reservestoffe in der Vakuole des Speicherparenchyms von Ge-
treidehalmen zwischengespeichert und als Antwort auf eine unzureichende Versorgung
der Samen mit Photosynthaten? remobilisiert werden [BIg3a, Schg3, XMJ " 08].

Mit dem Ziel, den Einfluss der halmbiirtigen Fruktanremobilisierung auf die Kornfiil-
lung von Gerstensamen zum Zeitpunkt der Hauptspeicherphase ndher zu beleuchten,
wurde eine modellgestiitzte Stoffwechselanalyse auf der Grundlage eines kombinier-
ten Multiorgan-Modells (Samen-/Halm-Modell) durchgefiihrt. Als Ausgangspunkt fiir
die in silico Analyse wurde zunédchst ein stochiometrisches Modell des Primar- und
Speicherstoffwechsels von Gerstenhalmen erstellt (Abschnitt 5.1) und in Abhéangigkeit
verschiedener Entwicklungsstadien analysiert (Abschnitt 5.2). Durch Verkniipfung des
Gerstenhalm-Modells mit dem in Kapitel 4 eingefiihrten Gerstensamen-Modell wurde
in weiterfithrenden Analysen ein kombiniertes Samen-/Halm-Modell erstellt und auf
der Grundlage von experimentellen Werten aus der Literatur analysiert und validiert
(Abschnitt 5.3).

5.1 GERSTENHALM-MODELL
5.1.1 Biologische Grundlagen

Schwerpunkt des in der vorliegenden Arbeit entwickelten Getreidehalm-Modells ist
der Primér- und Speicherstoffwechsel in dem sich entwickelnden Speicherparenchym
von Gerstenhalmen. Eine Beschreibung der wesentlichen, durch das Modell abgebil-
deten Stoffwechselvorgange wird im Folgenden gegeben. Nachfolgende Beschreibung
beschrénkt sich auf Unterschiede zu dem in Abschnitt 4.1 aufgefiihrten endospermalen
Speicherstoffwechsel von Gerstensamen. Fiir eine detaillierte Beschreibung der in den
folgenden Abschnitten verwendeten Begriffe aus dem Bereich der Stoffwechselbioche-
mie, Samenmorphologie und -entwicklung sei auf das Grundlagenkapitel (Abschnitte
2.1.1 und 2.1.2) verwiesen. Eine grafische Darstellung der beschriebenen biochemischen
Vorginge ist im Anhang Abbildung 32 bis 36 gegeben.

Zuckerstoffwechsel

Fruktane, losliche Polyfructosen, sind von zentraler Bedeutung als Kohlenstoffspeicher
in Getreidehalmen, wo sie bis zu 40% des Trockengewichts ausmachen konnen [Schgs,
XMJ 08, Blg3a]. Ausgehend von Suc werden Fruktane in einer mehrstufigen Reaktions-
kette in der Vakuloe synthetisiert und gespeichert. Die Remobilisierung der Fruktan-
reserven erfolgt wahrend der spdten Samenreife als Antwort auf eine unzureichende
Versorgung der Samen mit Photosynthaten [Schg3]. Unter normalen Wachstumsbedin-

1 Im Unterschied zu generativen bzw. reproduktiven Organen (u.a. Bliiten, Samen, Friichte), die der
Vermehrung dienen, sind vegetative Organe (u.a. Wurzel, Blatter, Halme) essentiell fiir den Erhalt des
Lebens der Pflanze.

2 Photosynthat: chemisches Produkt der Photyosynthese
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gungen konnen Fruktane bis zu 20% des Kornertrags ausmachen und stellen damit
eine wichtige Kohlenstoffquelle fiir Weizen- [BI81, Blug8, WWoo] und Gerstensamen
[GBSys5, Blg2] dar. Eine grafische Darstellung der beschriebenen biochemischen Vorgédnge
ist in Abbildung 32 gegeben.

Photosynthese

Die oxygene Photosynthese verlduft in zwei raumlich und funktionell getrennten Teil-
reaktionen: (i) der Lichtreaktion, die in den Thylakoiden3 der Chloroplasten ablduft,
und (ii) der Dunkelreaktion, die im Stroma#* der Chloroplasten ablduft. Unter Ausnut-
zung der Sonnenenergie werden im Verlauf der Lichtreaktion Elektronen von Wasser
auf NADP' iibertragen, wobei Sauerstoff freigesetzt wird [HPo8b]. Durch Kopplung
dieses Elektronentransports mit einem Protonentransport iiber die Membran wird ein
Protonengradient erzeugt, der zur Speicherung von Energie in Form von ATP genutzt
wird. Die entstandenen Reduktions- (NADPH) und Energiedquivalente (ATP) dienen
im Verlauf der Dunkelreaktion (Calvin-Zyklus) der lichtunabhédngigen Fixierung von
Kohlenstoffdioxid durch die Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase (RubisCO, EC 4.1.1.39)
[BGJoo]. Eine grafische Darstellung der beschriebenen biochemischen Vorgange ist in
Abbildung 33 und 34 gegeben.

Photorespiration

Als Folge der Oxygenierungsaktivitdt der RubisCO entsteht neben 3-Phosphoglycerat das
Nebenprodukt 2-Phosphoglycolat, das in der g-stufigen Reaktionskette der Photorespi-
ration unter Beteiligung des Cytosols im Mitochondrium, Peroxisom und Chloroplast
zu 3-Phosphoglycerat recycelt wird, wobei grofse Mengen an Energie verbraucht wer-
den [HPo8a]. Eine grafische Darstellung der beschriebenen biochemischen Vorgange ist
in Abbildung 35 gegeben.

Transportprozesse

In der Literatur werden drei verschiedene Wege der Suc-Aufnahme in Speicherparen-
chymzellen aufgefiihrt [POg6, LTT 03, Shioy]: (i) der apoplastische Transport via Plasmo-
desmata, sowie der symplastische Transport via (ii) Suc-Transporter und (iii) Zellwand-
invertase. Eine grafische Darstellung der beschriebenen biochemischen Vorgange ist in
Abbildung 36 gegeben.

Fiir eine vollstindige Auflistung der Reaktionen, die in dem Stoffwechselmodell enthal-
ten sind, sei auf den Anhang (CD) verwiesen.

5.1.2  Modellrekonstruktion

Das Netzwerk des Primér- und Speicherstoffwechsels von Gerstenhalmen wurde analog
zu der in Abschnitt 4.1.2 aufgefiihrten Vorgehensweise erstellt. Die Herleitung und
Berechnung der Biomassezusammensetzung sowie der in dem Modell eingesetzten
Biomassegleichung ist im Anhang (Abschnitt A.4.2.2) aufgefiihrt. Die Erhaltungsenergie
wurde nach Galeriu [Gal12] auf 0.067 mmol ATP gTW' h'! festgesetzt und als ATP-
Exportreaktion in das Modell integriert. Eine Liste der Reaktionen, die in dem Netzwerk
enthalten sind, sowie eine SBML-Version des Modells, sind im Anhang (CD) aufgefiihrt.
Die Modellerstellung wurde unter Verwendung von MeTaCror durchgefiihrt.

3 Thylakoide: Membransysteme, die den Chloroplasten-Innenraum, das sogennante Stroma, durchziehen
4 Stroma: Innenraum bzw. plasmatische Phase des Chloroplasten
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Suc Asn,GIn NO, S Umgebung
4 1—1
f tosol: 83 Plastid: 116 N
Zuckerstoffwechsel Glykolyse, oxPPP, PPP
Glykolyse, oxPPP Photosynthese
Zellwand-/Proteinsynthese 37" Rubisco-shunt
Aminosaurestoffwechsel Starkestoffwechsel
GABA-shunt Aminosaurestoffwechsel
o) C1-Stoffwechsel
2 ; ~
e (Vakuole: 5 . .
Mitochondrium: 25
i Fruktanstoffwechsel
J Citratzyklus
) Ox. Phosphorylierung
Peroxlsomen 6 GABA-shunt
Photorespiration
Gl latzykl
& yoxylatzyklus ) /
2
Biomasse Eth,Lak

Abbildung 25: Schematische Darstellung des Gerstenhalm-Modells. Die Darstellung umfasst fiir je-
des Zellkompartiment die wesentlichen, in einem Zellkompartiment ablaufenden Stoffwechselpro-
zesse, sowie die Anzahl der biochemischen Reaktionen. Der Stoffaustausch (Transportreaktionen)
zwischen Speicherparenchymzelle und Umgebung bzw. zwischen den einzelnen Zellkomparti-
menten ist in Form grauer Pfeile dargestellt. Die Anzahl der Transportreaktionen ist innerhalb
der Pfeile wiedergegeben. Abkiirzungen: Asn: Asparagin, C1-Stoffwechsel: Folatstoffwechsel; Eth:
Ethanol; GIn: Glutamin, Lak: Laktat; ox. Phosphorylierung: oxidative Phosphorylierung; oxPPP:
oxidativer Pentosephosphatweg; PPP: Pentosephosphatweg; Suc: Saccharose, S: Sulfat

5.1.3 Modelleigenschaften

Das erstellte stochiometrische Modell umfasst 303 Metabolite, die in insgesamt 235
Reaktionen ab-, um- oder aufgebaut werden. Weitere go Reaktionen beschreiben intra-
zelluldre Transportprozesse zwischen den verschiedenen Zellkompartimenten (Cytosol,
Mitochondrium, Plastid, Vakuole, Peroxisom) sowie den Austausch von Stoffen mit dem
extrazellularen Medium. Die in dem Modell abgebildeten Stoffwechselvorgange umfas-
sen neben dem Primérstoffwechsel (u.a. Glykolyse, Citratzyklus, Pentosephosphatweg)
zentrale Reaktionswege des Speicherstoffwechsels von Gerstenhalmen (u.a. Aminosédure-,
Fruktanstoffwechsel) sowie Photosynthese und Photorespiration. Die grundlegenden
Netzwerkeigenschaften des Modells sind in Abbildung 25 aufgefiihrt. Eine grafische
Darstellung des gesamten Modells ist im Anhang (Abbildung 37) gegeben.

5.2 PRIMARSTOFFWECHSEL IN GERSTENHALMEN

In Verlauf der Entwicklung der Gerstenpflanze erfiillt der Gerstenhalm unterschiedliche
Funktionen in Bezug auf den Ganzpflanzenstoffwechsel. Nachfolgende Analysen des
Gerstenhalmstoffwechsels basieren auf folgenden Entwicklungsstadien:

FRUHE SAMENENTWICKLUNG (0 - 5 DAF) Wihrend der frithen Samenentwicklung,
zwischen Anthese® und Ende des Halmwachstums, werden die Assimilate (Suc)
der photosynthetisch aktiven Gerstenpflanze im Wesentlichen in den vegetativen
Organen gespeichert [Schg3, XM]J"08]. Die Photosynthate liefern ausreichend

5 Anthese: Zeitraum des Blithens
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Kohlenhydrate fiir die beginnende Kornfiillung, so dass tiberschiissiger Kohlenstoff
u.a. in Form von Fruktanen im Halm der Pflanze akkumulieren kann [Schg3]. Der
Gerstenhalm stellt zu diesem Zeitpunkt der Pflanzenentwicklung ein Sink-Organ
dar.

HAUPTSPEICHERPHASE DES SAMEN (10-25 DAF) Wihrend der Hauptspeicherphase
reichen die Assimilate der zu diesem Zeitpunkt der Pflanzenentwicklung stark
reduzierten Nettophotosynthese nicht aus, um den Kohlenstoffbedarf der Samen zu
decken [Schg3]. Die Kohlenhydratspeicher (Fruktane) des Gerstenhalmes werden
remobilisiert, um die Rate der Kornfiillung aufrecht zu erhalten. Der Gerstenhalm
stellt zu diesem Zeitpunkt der Pflanzenentwicklung eine Kohlenstoffquelle (Source-
Organ) dar.

5.2.1 Material und Methoden

Optimierungsbasierte Modellanalyse

Im Rahmen der optimierungsbasierten Modellanalyse wurden die in Tabelle 24 auf-
gefiihrten Simulationsexperimente auf Grundlage des in Abschnitt 5.1.2 eingefiihrten
Gerstenhalm-Modells durchgefiihrt.

Beschreibung Ergebnisse Diskussion
S1  Wachstumssimulation — frithe Samenreife 5.2.2.1 5.2.3
S2 Wachstumssimulation — spdte Samenreife 5.2.2.2 5.2.3

Tabelle 24: Simulationsexperimente der optimierungsbasierten Modellanalyse

Néhere Erlduterungen zu den angewandten Analysemethoden, der Zielfunktion sowie
der Modellparametrisierung werden im Folgenden gegeben.

Zielfunktion

Simulationsexperiment S1 wurde unter Anwendung der im Folgenden als Z3 bezeichne-
ten Zielfunktion der Minimierung der Nihrstoff- und Lichtaufnahme pro Flusseinheit durchge-
fithrt. Mathematisch ist diese Zielfunktion wie folgt als zweistufiger Optimierungsprozess
implementiert (siehe Abschnitt 2.3.3.2):

Optimierung Zielfunktion Math. Definition Erlduterung
1. Schritt:  linear Min Néahrstoff/Licht min v, L siehe Text
2. Schritt: nichtlinear =~ Min Gesamtfluss min) ', vi2 2.3.3.2

Tabelle 25: Mathematische Definition der Zielfunktion Z3: Minimierung der Néahrstoff- und
Lichtaufnahme pro Flusseinheit
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Die Zielfunktion Minimierung der Nihrstoff- und Lichtaufnahme (Min Nahrstoff/Licht) setzt
sich aus den Austauschreaktionen der in das Speicherparenchym aufgenommenen Néhr-
stoffe N mit N =Suc, Asn, Gln, SOi_ und Licht L zusammen:

n
min vy, = min Z VN oot UN, FVL (5.1)

i=1

Die biologische Annahme dieser Zielfunktion besteht darin, dass Zellen wachsen, wih-
rend sie die minimale Menge an Ressourcen verwenden (Ressourcenkonservierung).

Simulationsexperiment S2 wurde unter Anwendung der im Folgenden als Z4 bezeichneten
Zielfunktion der Maximierung der Suc-Abgabe pro Flusseinheit durchgefiihrt. Mathematisch
ist diese Zielfunktion wie folgt als zweistufiger Optimierungsprozess implementiert (siehe
Abschnitt 2.3.3.2):

Optimierung Zielfunktion Math. Definition Erlduterung
1. Schritt: linear Max Suc max vsqyc siehe Text
2. Schritt:  nichtlinear Min Gesamtfluss min ) it viz 2.3.3.2

Tabelle 26: Mathematische Definition der Zielfunktion Z4: Maximierung der Suc-Abgabe pro
Flusseinheit

Auf Grundlage der Zielfunktion Maximierung der Suc-Abgabe (Max Suc) lasst sich die
Effizienz des Gerstenhalms im Hinblick auf die maximal mogliche Suc-Abgabe ermitteln.

Modellparametrisierung

Alle Simulationsexperimente wurden auf Grundlage der in Tabelle 27 aufgefiihrten
Modellparameter durchgefiihrt.

Fiir Simulationsexperiment S1 wurde die Carboxylase- und Oxygenasereaktion der
RubisCO entsprechend experimenteller Werte [Tsci2] auf ein Verhéltnis von 6:1 fest-
gesetzt. Dies war notwendig, da aufgrund der Ineffizienz der Oxygenasereaktion der
Reaktionsweg der Photorespiration nicht optimal und damit nicht aktiv ist [SR11]. Als
weitere Nebenbedingung wurde die Wachstumsrate (i) auf einen fiir den Gerstenhalm
zum Zeitpunkt der frithen Samenreife reprasentativen Wert von 0.00151 h~' [Blg3b]
festgesetzt. Die Erhaltungsenergie wurde nach Galeriu [Gali2] auf 0.067 mmol ATP
g~ ! TW h™! festgesetzt und als ATP-Exportreaktion in das Modell integriert. Unter der
Annahme, dass die photosynthetische Aktivitdt des Gerstenhalmes zum Zeitpunkt der
Hauptspeicherphase zu vernachlissigen ist (siehe Abschnitt 5.2), wurde in Simulationsex-
periment S2 die Fruktanremobilisierung als einzige Kohlenstoffquelle fiir die Suc-Abgabe
der Parenchymzelle in das Phloem festgesetzt. Entsprechend wurde die Aufnahme von
Licht und Suc aus dem externen Medium unterbunden (siehe Tabelle 27).

Das Simulationsexperiment S2 wurde mit FBA-SimVis durchgefiihrt. Das MATLAB-
Skript fiir Simulationsexperiment S1 ist im Anhang (CD) verfiigbar®.

Die GUI-basierte Version von FBA-S1MV1s unterstiitzt keine zusammengesetzten (d.h. aus mehr als einer
Reaktion bestehenden) Zielfunktionen. Simulationen mit zusammengesetzter Zielfunktion wurden auf
Grundlage einer entsprechend erweiterten Version von FBA-S1mV1s in MATLAB durchgefiihrt
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Nr. OBA Z Suc Ph RubisCO ATP u
St FBA Z3 . . 6:1* 0.067 0.00151 h™!
S22 FBA Z4 o 0 . 0.067

Tabelle 27: Modellparameter der Simulationsexperimente S1 und S2. Einheiten: umol g=! TGh~'.
Abkiirzungen: OBA: optimierungsbasierte Analysemethode; Z: Zielfunktion; ATP: ATP-Export zur
Modellierung der Erhaltungsenergie (siehe Text) p: Wachstumsrate. * Die Werte der RusbisCO
entsprechen Verhiltniszahlen (siehe Text) und keinen Flusswerten

5.2.2 Ergebnisse

Um Einblicke in das Stoffwechselverhalten des sich entwickelnden Gerstenhalmes zum
Zeitpunkt der frithen bzw. spdten Samenentwicklung zu gewinnen, wurde eine verglei-
chende in silico Analyse (FBA) des Sink- versus Source-Stadiums durchgefiihrt (Simula-
tionsexperimente S1 und S2). Die resultierenden metabolischen Flussverteilungen sind in
Abbildung 26 dargestellt, die berechneten Flusswerte sind im Anhang (CD) aufgefiihrt.
Im Folgenden werden die Simulationsergebnisse beschrieben und Unterschiede in dem
Stoffwechselverhalten in Abhédngigkeit des Entwicklungszeitpunktes spezifiziert.

5.2.2.1 Sink: Primirstoffwechsel zum Zeitpunkt der friihen Samenreife

Zum Zeitpunkt der frithem Samenreife ist die metabolische Flussverteilung des sich entwi-
ckelnden Gerstenhalmes durch eine hohe photosynthetische Aktivitdt bestimmt: der Fluss
durch Licht- und Dunkelreaktion ist hoch (Abbildung 26A). Die Elektronentransportkette
der Lichtreaktion basiert auf einem nicht-zyklischen Elektronentransport und resultiert
damit in der Erzeugung von NADPH und O;. Kohlendioxid wird iiber den Calvin-Zyklus
fixiert, wobei die Effizienz der Kohlenstofffixierung durch die Oxygenaseaktivitit der
RubsiCO bzw. den Reaktionsweg der Photorespiration reduziert ist.

Neben der photosynthetischen Kohlenstofffixierung spielt die Aufnahme von Suc aus
dem Phloem als Kohlenstofflieferant fiir Biomasse und Reservestoffe eine Rolle. Suc wird
tiber Plasmodesmata (symplastischer Transport) in das Speicherparenchym aufgenommen,
wo es entweder direkt als Vorldufer fiir die vakuoldre Fruktansynthese oder tiber entspre-
chende Zwischenstufen (u.a. UDPGlc, PEP, Pyr) der Synthese von Biomassekomponenten
dient. Die Aufnahme von Stickstoff beruht auf der symplastischen Translokation von
Asn und GIn. Der Citratzyklus ist nicht-zyklisch und dient im Wesentlichen der Redox-
Balance. Hauptenergielieferant fiir (nicht-)wachstumsassozierte Erhaltungsprozesse ist
die Photophosphorylierung (Photosynthese) sowie die oxidative Phosphorylierung.

Das Modell sagt voraus, dass die Reduktionsdquivalente der Photosynthese iiber die In-
teraktion von plastiddrer (NADP-GAPDH, EC 1.2.1.13) und cytosolischer Glycerinaldhyd-
3-phosphat-Dehydrogenase (NAD-GAPDH, EC 1.2.1.12) von dem Plastiden in das Cytosol
transportiert werden. Durch die Interaktion der cytosolischen und mitochondrialen MDH
wird NAD" in das Mitochondrium transportiert und dort iiber die oxidative Phosphory-
lierung regeneriert. Der durch die cytosolische und mitochondriale MDH angetriebene
OAA /Malat-shuttle dient damit der Funktion der Redox-Balance.

5.2.2.2  Source: Primirstoffwechsel zum Zeitpunkt der Hauptspeicherphase

Die metabolische Flussverteilung zum Zeitpunkt der Hauptspeicherphase ist durch einen
hohen Fluss fruktanabbauender Prozesse in der Vakuole gekennzeichnet (Abbildung 26B).
Die Abbauprodukte der Fruktanremobilisierung (Glc, Frc, Suc) werden in das Cytosol
exportiert und dort fiir die Resynthese von Suc tiber Fructokinase (FK, EC 2.7.1.4)/Hexo-
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kinase (HK, EC 2.7.1.1) und die reverse Aktion der UGPase und SuSy verwendet. Suc
wird aus dem Speicherparenchym in das Phloem exportiert. Ein Teil der remobilisierten
Zucker wird in der Glykolyse metabolisiert und in den Citratzyklus eingespeist. Die
Hauptfunktion des zyklisch ablaufenden Citratzyklus besteht in der Bereitstellung von
Energie fiir nicht-wachstumsassoziierte Erhaltungsprozesse. Der glykolytische Fluss
ist auf den PP;-basierten Bypass von PFP und PPDK beschrankt, wobei das durch die
Reaktion der UGPase anfallende PP; verbraucht wird.

5.2.3 Diskussion

Mit dem Ziel, den Einfluss der halmbiirtigen Fruktanremobilisierung auf die Kornfiillung
von Gerstensamen auf der Grundlage eines kombinierten Multiorgan-Modells zu ana-
lysieren, wurde ein Modell des Primér- und Speicherstoffwechsels von Gerstenhalmen
erstellt und in Abhédngigkeit verschiedener Entwicklungsstadien analysiert und validiert .

Aufgrund fehlender experimenteller Flusswerte (u.a. Aufnahme- und Exkretionsraten)
war die Modellvalidierung im Wesentlichen auf den Vergleich aktiver Stoffwechselwege
beschrankt. Die Ergebnisse der Wachstumssimulation der frithen Samenreife wiesen
insgesamt gute Ubereinstimmungen mit den aus der Literatur bekannten qualitativen
Hauptmerkmalen des Primérstoffwechsels photosynthetisch aktiver Gewebe auf. So
wurde die photosynthetische Aktivitdt des Halms durch den angezeigten hohen Fluss
der Licht- und Dunkelredaktion durch das Modell korrekt wiedergegeben und ein nicht-
zyklischer Citratzyklus in Ubereistimmung mit Literaturangaben [SBN " 10] vorausgesagt.
Neben qualitativen Hauptmerkmalen des aeroben, heterotrophen Stoffwechsels (u.a zyk-
lischer Citratzyklus [SBN " 10], oxidative Phosphorylierung als Hauptenergielieferant)
wurde die Remobilisierung der Fruktanreserven durch die Ergebnisse der Wachstumssi-
mulationen der spdten Samenreife korrekt wiedergegeben.

Zusammenfassend weisen die Simualtionsergebnisse darauf hin, dass das rekonstru-
ierte Modell das Potential zur Simulation des Primér- und Speicherstoffwechsels von
Gerstenhalmen hat und damit als valides Ausgangsmodell fiir die in Abschnitt 5.3 darge-
stellte Modellverkniipfung eingesetzt werden kann.
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5.3 VERKNUPFUNG ORGANSPEZIFISCHER MODELLE: SAMEN-/HALM-MODELL

Mit dem Ziel, tiefer gehende Einblicke in die Kornfiillung von Gerstensamen zu erhalten,
wurde ein kombiniertes Samen-/Halm-Modell erstellt und eine erste Analyse im Hinblick
auf den Einfluss der halmbiirtigen Fruktanremobilisierung auf den Speicherstoffwechsel
von Gerstensamen zum Zeitpunkt der Hauptspeicherphase durchgefiihrt. Im Folgenden
wird die Erstellung und Simulation des kombinierten Multiorgan-Modells dargestellt und
erste Analyseergebnisse im Rahmen einer initialen Modellvalidierung diskutiert.

5.3.1 Material und Methoden

5.3.1.1 Modellrekonstruktion

Das stochiometrische Modell des Primér- und Speicherstoffwechsels von Gerstensamen
und -halm wurde durch Verkniipfung des in Abschnitt 4.1 eingefiihrten Gerstensamen-
Modells mit dem in Abschnitt 5.1 erlduterten Source-Modell des Gerstenhalmstoffwechsels
erstellt. Die Modellverkniipfung wurde entsprechend der in Abschnitt 2.3.2.3 skizzierten
Methode durch Integration des Phloem als Schnittstelle zwischen den Einzelmodellen
durchgefiihrt. Eine stark vereinfachte Version der Nahrstoffversorgung durch das Ger-
stenblatt wurde durch die Integration symplastischen Transportreaktionen von Suc, Asn
und GIn zwischen Blattparenchym und Phloem modelliert.

( )
Phloem ( w (Umgebung\
Suc I || Suc
Asn, GIn || I Asn, GIn
kBlatt J
(Cytosol:% 37 Plastid: 116 w
Suc — Fruktane
I ” Halm Ci Mitochondrium: 25 || || I
Asn, GIn ( 0,,C0,
Mvakuole; 5] % Peroxisom: 6 J)
ﬁytosol: 66 \\ 0. CO
31 5, H
Suc Plastid: 106 I |
I ” Samen Biomasse
Asn, GIn [rﬁ] || |
24 Eth, Lak
\ j Mitochondrium: 20) k j

Abbildung 27: Schematische Darstellung des Samen-/Halm-Modells. Die Darstellung umfasst
fiir jedes Zellkompartiment die Anzahl der biochemischen Reaktionen. Der Stoffaustausch
(Transportreaktionen) zwischen den Organen (Samen, Halm, Blatt) und Phloem bzw. Umgebung
sowie der Stoffaustausch zwischen den einzelnen Zellkompartimenten ist in Form grauer Pfeile
dargestellt. Die Anzahl der Transportreaktionen zwischen den Zellkompartimenten ist innerhalb
der Pfeile wiedergegeben. Abkiirzungen: Eth: Ethanol; GIn: Glutamin, Lak: Laktat; Suc: Saccharose
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Beschreibung Ergebnisse Diskussion
S1  Simulation normaler Wachstumsbedingungen 5.3.2 5.3.3
S2  Simulation der Reduktion der Sink-Starke 5.3.2 5.3.3
S3  Simulation der Reduktion der Source-Starke 5.3.2 5.3.3

Tabelle 28: Simulationsexperimente der optimierungsbasierten Modellanalyse

5.3.1.2  Modelleigenschaften

Das erstellte stochiometrische Samen-/Halm-Modell umfasst 555 Metabolite und 438
Reaktionen. Weitere 163 Reaktionen beschreiben intrazelluldre Transportprozesse zwi-
schen den verschiedenen Zellkompartimenten (u.a. Cytosol, Mitochondrium, Plastid,
Vakuole, Peroxisom) eines Organs sowie den Phloem-basierten Stoffaustausch zwischen
den Organen. Die grundlegenden Netzwerkeigenschaften des Modells sind in Abbildung
27 aufgefiihrt.

5.3.1.3 Optimierungsbasierte Modellanalyse

Im Rahmen der optimierungsbasierten Modellanalyse wurden die in Tabelle 28 aufge-
fiihrten Simulationsexperimente unter Anwendung des in Abschnitt 5.3.1.1 eingefiihrten
Samen-/Halm-Modells durchgefiihrt.

Néhere Erlduterungen zu den angewandten Analysemethoden, der Zielfunktion sowie
der Modellparametrisierung werden im Folgenden gegeben.

Zielfunktion

Alle Simulationsexperimente wurde unter Anwendung der im Folgenden als Z5 bezeich-
neten Zielfunktion der Minimierung der samenspezifischen Suc-Aufnahme pro Flusseinheit
durchgefiihrt. Mathematisch ist diese Zielfunktion wie folgt als zweistufiger Optimie-
rungsprozess implementiert (siehe Abschnitt 2.3.3.2):

Optimierung Zielfunktion Math. Definition Erlduterung
1. Schritt:  linear Min Sucsgmen min vsyc siehe Text
2. Schritt: nichtlinear ~ Min Gesamtfluss min} viz 2.3.3.2

Tabelle 29: Mathematische Definition der Zielfunktion Z5: Minimierung der samenspezifischen
Suc-Aufnahme pro Flusseinheit

Die biologische Annahme dieser Zielfunktion besteht darin, dass Zellen wachsen, wiah-
rend sie die minimale Menge an Ressourcen (Suc) verwenden (Ressourcenkonservierung).

Modellparametrisierung

Alle Simulationsexperimente wurden auf Grundlage der in Tabelle aufgefiihrten Modell-
parameter durchgefiihrt.
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Nr. OBA Z Sucy Asny Asny SOLZF H Phy Sucp Us

S1  FBA Zs 0 0 0 0 0 . 0.003 h™!
S2 FBA Zs 0 0 0 0 0 . 0.002 h™!
S3 FBA Zs 0 0 0 0 0 0.005 0.003 h™!

Tabelle 30: Modellparameter der Simulationsexperimente S1, S2 und S3. Einheiten: umol g~' TG
h~1. Abkiirzungen: OBA: optimierungsbasierte Analysemethode; Z: Zielfunktion; u: Wachstums-
rate, Einheit: h—'; Sucyy, Asny, Glny, SOi_H, Phy: Aufnahmeraten von Suc, Asn, Gln, SOi_
und Licht (Photonen) des Gerstenhalms; Sucg: Suc-Abgaberate bzw. Phloembeladungsrate des
Gerstenblatts

Simulationsexperimente S1 und S3 wurden durchgefiihrt, indem die Kornwachstumsrate
us auf eine fiir den Gerstensamen zum Zeitpunkt der Starkeakkumulation experimen-
tell bestimmte Wachstumsrate von 0.003 h~! [FPN83, QTL88] festgelegt wurde. Die
experimentell durch das Entfernen der Gerstendhre hervorgerufene Reduktion der Sink-
Stiarke (Simulationsexperiment S2) wurde durch eine 30% Reduktion der unter normalen
Wachstumsbedingungen vorherschenden Wachstumsrate simuliert. Die experimentell
durch Beschattung der Gerstenpflanze durchgefiihrte Reduktion der Bereitstellung von
Assimilaten wurde im Rahmen der in silico Analyse (Simulationsexperiment S3) durch
eine Reduktion des blattbiirtigen Suc-Abgabe um 30% des entsprechenden Flusses unter
normalen Wachstumsbedingungen simuliert.

5.3.2 Ergebnisse

Als Ergebnis verschiedener experimenteller Studien [Blg3a, Blg3b] konnte gezeigt werden,
dass Angebot und Nachfrage von Assimilaten einen wesentlichen Effekt auf die Remobi-
lisierung von Fruktanen im Gerstenhalm ausiiben. So konnte durch die Manipulation
von Source- und Sink-Starke (Reduktion der Source-Starke durch Beschattung der Gersten-
pflanze; Reduktion der Sink-Stirke durch Entfernen der Ahre) der regulierende Einfluss
der Kohlenstoffverfiigbarkeit auf die Fruktanremobilisierung nachgewiesen werden. Mit
dem Ziel, das erstellte Samen-/Halm-Modell auf der Grundlage experimenteller Ergeb-
nisse zu validieren, wurden die auf experimenteller Ebene durchgefiihrte Manipulation
der Source- und Sink-Starke [Blg3a, Blg3b] im Rahmen der in silico Analyse entsprechend
der in Abschnitt 5.3.1.3 spezifizierten Modellparameter simuliert. Die Ergebnisse der in
silico Analyse sind in Tabelle 31 aufgefiihrt.

NW Sink-Reduktion Source-Reduktion

Phloembeladung (Blatt)  0.0071 0.0050 0.0050*
Phloembeladung (Halm) o0.0011 0.0007 0.0032
Wachstumsrate 0.0028 0.0020* 0.0028
Fruktanremobilisierung  0.00053 0.0004 0.0016

Tabelle 31: Ergebnisse der in silico Analyse. Abkiirzungen: NW: normale Wachstumsbedingun-
gen (Simulationsexperiment S1); Sink-Reduktion: Simulationsexperiment S2; Source-Reduktion:
Simulationsexperiment S3; *: fixierte Flusswerte
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Wie aus Tabelle 31 ersichtlich entsprechen die Modellvorhersagen den Ergebnissen der
experimentellen Studie in dem (i) die Reduktion der Sink-Starke analog zu der experimen-
tell nachgewiesenen spéter einsetzenden Mobilisierung der Fruktanreserven eine deutlich
verringerte Fruktanremobilisierung (25 % Reduktion) bedingt und (ii) die Reduktion der
Source-Stéarke eine analog zu der experimentell nachgewiesenen frither einsetzenden Mo-
bilisierung der Fruktanreserven eine deutlich gesteigerte Fruktanremobilisierung (300 %
Steigerung) zur Folge hat.

5.3.3 Diskussion

Viele pflanzenspezifische Stoffwechselfunktionen beruhen auf Interaktionen zwischen
verschiedenen Zelltypen, Geweben und Organen. Die Erstellung gewebe- bzw. organ-
spezifischer Modelle und die Verkniipfung dieser Modelle zu kombinierten Multiorgan-
Netzwerken stellt eine Moglichkeit dar, um tiefer gehende Einblicke in die komplexe
Organisation pflanzenbiologischer Stoffwechselprozesse zu erhalten.

In der vorliegenden Arbeit wurde ein kombiniertes Samen-/Halm-Modell des Primar-
und Speicherstoffwechsels von Gerstenpflanzen zum Zeitpunkt der Hauptspeicherphase
erstellt, mit dem Ziel, den Einfluss der halmbiirtigen Fruktanremobilisierung auf die
Kornfiillung von Gerstensamen néher zu beleuchten. In Ubereinstimmung mit den Er-
gebnissen verschiedener experimenteller Studien [Blg3a, Blg3b] konnte dabei der Einfluss
der Manipulation von Source- und Sink-Starke auf die vakuoldre Fruktanremobilisierung
reproduziert und damit die experimentellen Ergebnisse aus der Literatur bestatigt wer-
den. Insgesamt weisen die Simualtionsergebnisse darauf hin, dass das rekonstruierte
Multiorgan-Modell das Potential zur Simulation des Primér- und Speicherstoffwechsels
von Gerstensamen und -halm hat und damit als validierte Simulationsplattform fiir
weiterfithrende Analysen eingesetzt werden kann.

5.3.4 Zusammenfassung

Mit dem Ziel, den Einfluss der halmbiirtigen Fruktanremobilisierung auf die Kornfiillung
von Gerstensamen niher zu beleuchten wurde ein kombiniertes Samen-/Halm-Modell
des Primar- und Speicherstoffwechsels von Gerstenpflanzen unter Anwendung der im
ersten Teil der Arbeit entwickelten Modellierungspipeline rekonstruiert und analysiert.

Insgesamt weisen die Simualtionsergebnisse darauf hin, dass der in der vorliegenden
Arbeit entwickelte Ansatz zur Integration organspezifischer Stoffwechselmodelle geeignet
ist um Aussagen beziiglich komplex organisierter und mehrere Organe tibergreifender
Stoffwechselprozesse zu treffen. Das rekonstruierte Multiorgan-Modell hat das Potential
zur Simulation des Primédr- und Speicherstoffwechsels von Gerstensamen und -halm und
kann damit als valide Simulationsplattform fiir weiterfiihrende Anwendungen eingesetzt
werden.



ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

6.1 ZUSAMMENFASSUNG

Pflanzen zeigen eine unvergleichliche Diversitit in ihrem Stoffwechselverhalten [SSK10].
Aufgrund ihrer zentralen Bedeutung als Nahrungs-, Energie- und Rohstoffquelle besteht
ein wachsendes Interesse daran, das Verhalten und die Regulation pflanzenbiologischer
Stoffwechselprozesse zu verstehen und vorherzusagen. Die hoch komplexe Organisa-
tion pflanzenbiologischer Stoffwechselprozesse erfordert jedoch neue Methoden, welche
den traditionellen, auf einzelne Systemkomponenten beschrankten reduktionistischen
Ansatz der Biowissenschaften ergdanzen. Mogliche Losungsansétze bietet hierbei die
mathematische Modellierung als Kerndisziplin der systembiologischen Forschung.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand in der Anwendung optimierungsbasierter
Ansétze der mathematischen Modellierung auf pflanzenbiologische Stoffwechselsysteme.
Der Fokus der Arbeit war auf die Entwicklung einer Modellierungspipeline zur Re-
konstruktion, Analyse und Visualisierung von Stoffwechselmodellen (Teil I) und deren
Anwendung auf gewebe- und organspezifische Stoffwechselmodelle der monokotyledo-
nen Nutzpflanze Hordeum vulgare (Gerste) (Teil II) gerichtet.

6.1.1 Teil I: Modellierungspipeline

Mit dem Ziel, die einzelnen Teilschritte der Flux Balance Analysis moglichst weitgehend
durch rechnergestiitzte Methoden zu unterstiitzen, wurden Softwarekomponenten zur
Rekonstruktion, Analyse und Visualisierung von pflanzenbiologischen Stoffwechselmodell
entwickelt und zu einer Pipeline integriert. Hierzu wurden zundchst Anforderungen an
Systeme der Netzwerkrekonstruktion und -analyse ausgearbeitet und bestehende Systeme
im Hinblick auf diese Anforderungen evaluiert. Aufgrund der mangelhaften Eignung der
existierende Systeme war die Entwicklung neuer Softwarekomponenten notwendig.

In Bezug auf die Netzwerkrekonstruktion wurde METACROP, ein Informationssys-
tem zur Verwaltung und Représentation metabolischer Netzwerkdaten in Pflanzen auf
der Grundlage eines bereits am IPK bestehenden Informationssystems entwickelt. Ne-
ben einer detaillierten Représentation biochemischer Reaktionen und Reaktionswege
des Primérstoffwechsels mono- und dikotyler Nutzpflanzen unterstiitzt das System die
Rekonstruktion, Verwaltung und den Export individueller, nutzerspezifischer Netzwerk-
modelle. Die Anwendung der Datenbank als integraler Bestandteil der entwickelten
Modellierungspipeline wurde anhand verschiedener Anwendungsstudien im zweiten Teil
der Arbeit dokumentiert.

In Bezug auf die Analyse und Visualisierung pflanzenbiologischer FBA-Modelle wurde
FBA-S1mVis, ein VANTED Add-on zur optimierungsbasierten Analyse von Stoffwech-
selmodellen entwickelt. Mit dem Schwerpunkt der visuellen Darstellung und Analyse
metabolischer Fliisse unterstiitzt die Software neben der Rekonstruktion und Analyse
optimierungsbasierter Modelle eine interaktive, dynamischen Visualisierung der Simula-
tionsergebnisse. Die Anwendung von FBA-S1mVis im Rahmen der entwickelten Modellie-
rungspipeline wurde am Beispiel gewebe- und organspezifischer Stoffwechselmodelle
von Gerste im zweiten Teil der Arbeit dokumentiert.
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6.1.2 Teil II: Modelle und Modellvorhersagen

Unter Anwendung der in Teil I der Arbeit entwickelten Modellierungspipeline wurde
das Konzept der Flux Balance Analysis auf verschiedene gewebe- und organspezifische
Stoffwechselmodelle des Primérstoffwechsels von Gerste angewandt. Basierend auf einem
Modell des endospermalen Primérstoffwechsels von Gerstensamen zum Zeitpunkt der
Starkeakkumulation, wurden in einer ersten Anwendungsstudie grundlegende Prozesse
des Speicherstoffwechsels in Abhédngigkeit umweltbedingter und genetischer Stérungen
untersucht. Insgesamt konnten gute Ubereinstimmungen zwischen den Modellvorhersa-
gen und den in der Literatur aufgefiihrten qualitativen, physiologischen Hauptmerkmalen
des Samenstoffwechsels unter den gegebenen Wachstumsbedingungen festgestellt wer-
den. Somit konnte das Modell als valide Simulationsplattform fiir weiterfithrende in silico
Analysen eingesetzt werden. Das Modell sowie die damit erzielten Modellvorhersagen
wurden als erste Anwendungsstudie der Flux Balance Analysis auf ein pflanzenbiologi-
sches System veroffentlicht.

Mit dem Ziel, den Einfluss der Saccharoseverfiigbarkeit auf den Speicherstoffwechsel
des sich entwickelnden Gerstensamen zu untersuchen, wurde begleitend zu einer ex-
perimentellen NMR-Untersuchung als zweite Anwendungsstudie eine vergleichende in
silico Analyse auf Grundlage des validierten Gerstensamen-Modells durchgefiihrt. Ba-
sierend auf den Simulationsergebnissen konnten sowohl experimentelle Ergebnisse der
NMR-Studie bestétigt als auch neue potentielle Ziele fiir Metabolic Engineering-Ansétze
identifiziert werden.

In einer dritten Anwendungsstudie des Gerstensamen-Modells wurden, begleitend zu
einer weiteren experimentellen Untersuchung, gewebespezifische Simulationen des endo-
spermalen Primédrstoffwechsels durchgefiihrt, mit den Ziel die Bedeutung des Alaninstoff-
wechsels im zentralen hypoxischen Endosperm versus peripheren aeroben Endosperm
zu untersuchen. Als Ergebnis der in silico Analyse konnte in Verbindung mit experimen-
tellen Ergebnissen der experimentellen Studie eine metabolische Kompartimentierung
des Gerstenendosperms nachgewiesen und in diesem Zusammenhang eine grundlegende
Bedeutung des Alaninstoffwechsels fiir Stoffwechselanpassungen in Samengeweben mit
unterschiedlicher Sauerstoffverfiigbarkeit aufgezeigt werden. Zudem konnten einige
unerwarteten Modellvorhersagen durch nachfolgende experimentelle Untersuchungen
im Labor zum Teil verifiziert werden. Die Simulationsergebnisse dieser als auch der
vorherigen Anwendungsstudie wurden publiziert.

Mit dem Ziel, den Einfluss der halmbiirtigen Fruktanremobilisierung auf die Korn-
fullung von Gerstensamen zu untersuchen, wurde ein kombinierten Multiorgan-Modell
(Samen-/Halm-Modell) des Primér- und Speicherstoffwechsels von Gerstenpflanzen er-
stellt und auf der Grundlage von experimentellen Werten aus der Literatur analysiert und
validiert. Insgesamt weisen die Simualtionsergebnisse darauf hin, dass das rekonstruierte
Multiorgan-Modell das Potential zur Simulation des Priméar- und Speicherstoffwechsels
von Gerstensamen und -halm hat und damit als validierte Simulationsplattform fiir
weiterfiithrende Analysen eingesetzt werden kann.
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Als Ergebnis der vorliegenden Arbeit sowie jiingst publizierter Anwendungsstudien aus
dem Bereich der Pflanzenforschung (u.a. [WPH™ 10, PMSFog, RTD* 10, HS11b, PCTK11])
konnte dargestellt werden, dass die Flux Balance Analysis eine sinnvolle Erweiterung
der traditionellen Methodik zur Analyse pflanzenbiologischer Stoffwechselnetzwerke
darstellt [SR11]. Mit Blick auf die zunehmende Bedeutung der mathematischen Model-
lierung in den verschiedenen Teildisziplinen der Biowissenschaften und einer daraus
resultierenden stetig wachsende Zunahme neuer Methoden besteht aus technischer Sicht
eine zukiinftige Herausforderung in der Anpassung der Modellierungspipeline an neu
entwickelte Analysemethoden. Mogliche Ansatzpunkte bestehen hier unter anderem im
Bereich der Modellvalidierung und -analyse im Hinblick auf immer grofser und komplexer
werdende Stoffwechselmodelle.

Ein wesentliches Merkmal systembiologischer Forschungsansétze ist die interdiszipli-
ndre Zusammenarbeit von Wissenschaftlern unterschiedlicher Fachdisziplinen [GMo8].
Um die Ergebnisse der Flux Balance Analysis allen Partnern interdisziplindrer Projekte
kommunizierbar zu machen, ist eine Aufarbeitung der Simulationsergebnisse durch
Methoden der Visualisierung notwendig. Standardisierte Darstellungsformen wie SBGN
ermoglichen dabei eine vereinfachte intra- und interdisziplindre Kommunikation. In
diesem Zusammenhang kann eine Erweiterung der bereits in FBA-S1mVis verfiigbaren Vi-
sualisierungsmethoden um SBGN-basierte Darstellungsformen sinnvoll sein. Hinsichtlich
des Trends zu immer grofier und komplexer werdenden Modellen besteht ein weiterer
potentieller Ansatzpunkt in der Entwicklung von Visualisierungsmethoden, die eine
Darstellung und visuelle Analyse grofiskaliger Stoffwechelnetzwerke (> 500 Reaktionen)
unterstiitzen.

Weitere zukiinftige technische Herausforderungen bestehen in der Adaptation der
Modellierungspipeline an andere Bereiche der Lebenswissenschaften (u.a. Medizin),
sowie der Weiterentwicklung der Flexibilidt in Bezug auf die Integration externer Simula-
tionstools. Wesentlich fiir die Anwendung der Pipeline durch Wissenschaftler anderer
Teildisziplinen ist dabei neben einer guten Dokumentation auch das Angebot vordefinier-
ter Workflows.

In Anbetracht des breiten Spektrums moglicher Anwendungen der Flux Balance Analy-
sis auf dem Gebiet der Pflanzenforschung kann im Folgenden nur ein kurzer Ausblick
auf zukiinftige Herausforderungen gegeben werden. Mit dem Ziel, spezifische Stoffwech-
selleistungen zu optimieren besteht ein Hauptanwendungsgebiet der mathematischen
Modellierung pflanzenbiologischer Stoffwechselprozesse in der Identifizierung poten-
tieller Ziele fiir das Plant Metabolic Engineering. In diesem Zusammenhang bietet das
einzigartige Spektrum der natiirlichen Synthesefahigkeit von Pflanzen ein breites An-
wendungsgebiet. Mogliche Ansatzpunkte im Hinblick auf die am IPK in Gatersleben im
Zentrum der Forschung stehenden Samen mono- und dikotyler Nutzpflanzen bestehen
unter anderem in der gezielten Modifikation von Synthesewegen relevanter Reservestoffe
in 6l-, protein und stdrkehaltigen Samen. Zudem kann das diverse Artenspektrum der
Pflanzenwelt genutzt werden, um anhand von taxonomischen Vergleichsstudien neue
Einblicke in Stoffwechselprozesse und damit einhergehend potetielle Ziele fiir das Plant
Metabolic Engineering zu liefern. Mogliche Ansatzpunkte im Bereich der Nutzpflanzen-
forschung bestehen hierbei in dem Vergleich mono- zu dikotyledoner Arten sowie C3-
und C4-Pflanzen. Erste interessante Ergebnisse auf der Grundlage von Analysen bereits
bestehender Samen-Modelle monokotyler (Gerste, Weizen) und dikotyler (Medicago,
Erbse) Arten weisen auf das mogliche Potential dieser Fragestellung hin.

Ziel der systembiologischen Forschung ist es, das Verhalten und die Dynamik eines
biologischen Systems, wie beispielsweise einer Zelle oder — in ferner Zukunft — eines Orga-
nismus in seiner Gesamtheit zu verstehen [GMo8]. Auch auf dem Gebiet der Pflanzenfor-
schung wird ein zukiinftiges Ziel darin bestehen, die Rekonstruktion von Stoffwechselm-
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odellen auf Ganzpflanzenebene zu ermoglichen. Einzelne Arbeiten, die eine Verkniipfung
verschiedener Zelltypen beriicksichtigen, wurden bereits publiziert [dODQP " 10b] und
erste Versuche, Modelle verschiedener Pflanzenorgane zu koppeln, in der vorliegenden
Arbeit unternommen. In Anbetracht des breiten Spektums moglicher Optimalitatskrite-
rien, die der Pflanzenstoffwechsel auf Zelltyp-, Gewebe-, Organ- und Organismusebene
im Lebenszyklus der Pflanze zu erfiillen hat, besteht in diesem Zusammenhang eine
zukiinftige Herausforderung in einer systematischen Evaluierung moglicher Nebenbe-
dingungen und Zielfunktionen. Ahnliche Untersuchungen wurden bereits fiir Bakterien
durchgefiihrt [SKSoy], stehen jedoch fiir pflanzenbiologische System noch aus.

Unabdingbar fiir die Rekonstruktion immer komplexer werdender Modelle ist die
Verfiigbarkeit feingranularer experimenteller Daten, die das Wachstum und die Biomas-
sezusammensetzung auf Zell-, Organ- und Ganzpflanzenebene wiedergeben. Durch
die Integration verschiedener -omics Daten (u.a. Transcriptom-, Proteomdaten) sind
von experimenteller Seite zudem Fortschritte bei der Erzeugung bzw. Verfeinerung von
gewebespezifischen Modellen zu erwarten. Erste Arbeiten aus diesem Bereich zeigen
bereits Erfolge [BPo8, SCH" 08b, JP11]. Weitere Herausforderungen in Bezug auf die
Integration experimenteller Daten bestehen unter anderem in Zusammenhang mit der
Integration regulatorischer Elemente bzw. der Integration von Regulations- und Signal-
transduktionsnetzwerke mit dem Ziel, den Pflanzenstoffwechsel in seiner Gesamtheit
besser zu verstehen.
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A.1.1.

BESTEHENDE ANSATZE DER MODELLREKONSTRUKTION UND -ANALYSE
Metabolische Datenbanken mit pflanzenbiologischem Inhalt

1 Datenbanken mit Vertretern aller Domiinen

KEGG Die Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes KEGG [KGoo, KGF ' 10] umfasst 16

Datenbanken, die neben chemischen und genomischen Informationen auch Stoff-
wechselinformationen beinhalten. Die in der KEGG PATHWAY Datenbank enthalte-
nen kurierten Stoffwechselwege sind als vorgefertigte klickbare Stoffwechselkarten
(KEGG-Referenzkarten) abgelegt, die Verlinkungen zu Informationen tiber Metabo-
lite, Enzyme, Reaktionen und Gene enthalten. Auf Grundlage dieser vorgefertigten
Referenzkarten lassen sich artspezifische Stoffwechselwege erzeugen, indem En-
zyme (Gene), deren Expression in dem spezifischen Organismus bekannt sind, in
der Referenzkarte farblich markiert werden. Die aktuelle Version der Datenbank
umfasst tiber 198.000 artspezifische Stoffwechselwege, generiert aus 427 Referenz-
karten. In Bezug auf die Pflanzenforschung, bietet KEGG verschiedene Resourcen,
wie die EGENE Datenbank [MNG] o7, MNGEKo7], welche genomische Informa-
tionen aus 64 Pflanzenarten enthilt und die GENE Datenbank [MNGEKo7], welche
Genkataloge fiir alle komplett sequenzierten Genome (12 Pflanzenarten) enthalt.
Zusatzlich bietet das KEGG Plant Interface verschiedene pflanzenbiosynthetische
Stoffwechselkarten des pflanzlichen Sekundérstoffwechsels.

METACYC Die zu der BioCyc Sammlung [KOMK ™ 05] von Pathway /Genom-Datenbanken

(PGDB) gehorende metabolische Datenbank MetaCyc [CAD " 10] beinhaltet expe-
rimentell bestimmte Stoffwechselwege aus der wissenschaftlichen Primérliteratur.
Neben einer Auflistung der zu einem Stoffwechselweg gehtrenden Metabolite, En-
zymen, Reaktionen, Genen und Proteinen, bietet MetaCyc zahlreiche Querverweise
zu externen biologischen Datenbanken. Dartiber hinaus sind Stoffwechselwege
und Enzyme mit Literaturreferenzen annotiert. Mit tiber 1800 Stoffwechselwegen
aus tiber 2300 verschiedenen Arten ist MetaCyc (Version 16.1) eine der grofiten
derzeit verfiigbaren Sammlung an Stoffwechselwegen, wobei die Mehrzahl der
Stoffwechselwege in Mikroorganismen und Pflanzen vorkommen.

WIKIPATHWAYS WikiPathways [PKvI™08] ist eine offentlich zugéngliche Kollaborations-

plattform zur Kuration biologischer Reaktionswege. In Abhédngigkeit des Kurators
sind die in der Datenbank verfiigbaren Stoffwechselwege durch einen unterschied-
lichen Informationsgehalt gekennzeichnet, der von sehr einfachen bis zu sehr
detaillierten Beschreibungen mit Berticksichtigung subzelluldrer Kompartimente
und Transportprozessen variieren kann. Die aktuelle Version von WikiPathways
umfasst 23 pflanzenspezifische Stoffwechselwege aus drei Arten (A. thaliana, Z.
mays und O. sativa).

PATHCASE Die metabolische Datenbank PathCASE [EKA " 08] umfasst neben manuell

kurierten Stoffwechselwegen eine Sammlung von Stoffwechselwegen aus KEGG
und BioCyc Human Pathways. Neben Verlinkungen zu verschiedenen biologischen
Datenbanken, ist eine funktionelle Annotation der Stoffwechselwege durch Infor-
mationen tiber Metabolite, Cofaktoren, Aktivatoren, Inhibitoren, Enzymen und
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kodierende Gene der Genprodukte gegeben. Zur Zeit beinhaltet PathCASE (Version
4.0) 414 Stoffwechselwege mit assoziierten Daten aus 855 Organismen. In Bezug auf
den pflanzlichen Stoffwechsel bietet die Datenbank Zugang zu organismenspezifi-
schen Stoffwechselwegen aus KEGG mit assoziierten Daten aus 50 Pflanzenarten.
Die aus der Literatur abgeleiteten Stoffwechselwege konnen in Beziehung zu einer
Referenzpflanze gesetzt werden.

A.1.1.2  Pflanzenspezifische Datenbanken mit Vertretern verschiedener Arten

PLANTCYC Die im Rahmen des Plant Metabolic Network (PMN®) entwickelte Plant-

Cyc [Pla12b] ist eine auf Pflanzen spezialisierte metabolische Datenbank. PlantCyc
umfasst kurierte Informationen iiber Gene, Enzyme, Metabolite, Reaktionen und
Reaktionswege des pflanzlichen Primar- und Sekundérstoffwechsels. Neben intern
kurierten Stoffwechselwegen beinhaltet die Datenbank alle Stoffwechselwege aus
AraCyc, samtliche pflanzenspezifische Stoffwechselwege aus MetaCyc und zahl-
reiche Stoffwechselwege weiterer Pflanzendatenbanken wie RiceCyc und MetaCyc.
Dartiber hinaus werden hypothetische Stoffwechselwege aus der Literatur sowie
automatisch vorhergesagte Stoffwechselwege, die manuell von PMN Kuratoren
validiert wurden, zur Verfiigung gestellt. PlantCyc (Version 5.0) umfasst momentan
737 Stoffwechselwege aus 366 Pflanzenarten.

ARABIDOPSIS REACTOME Die urspriinglich zur Représentation von biologischen Pro-

zessen in der Modellpflanze Arabidopsis thaliana entwickelt Datenbank Arabidopsis
Reactome [TCH " 08] enthélt Stoffwechselwege aus 12 Pflanzenarten. Die Datenbank
umfasst sowohl intern kurierte Stoffwechselwege, als auch importierte Stoffwech-
selwege aus AraCyc und KEGG. Neben Querverweisen zu externen biologischen
Datenbanken bietet Arabidopsis Reactome detaillierte Pathway-Informationen in-
klusive Pathway-Beschreibungen und Angaben beziiglich der subzelluldren Lokali-
sierung. Die aktuelle Version der Datenbank (Version 3.0) umfasst fiir jede der 12
Pflanzenarten zwischen 990 und 1100 Stoffwechselwege.

A.1.1.3 Pflanzenspezifische Datenbanken einer Pflanzenart

ARAcCYC Die Pathway/Genom-Datenbank (PGDB) AraCyc [MZRo3] enthilt Stoffwechsel-

wege der Modellpflanzen Arabidopsis thaliana, die nach der automatischen Erstellung
der Datenbank zum grofien Teil manuell validiert bzw. im Nachhinein als handku-
rierte Stoffwechselwege hinzugefiigt wurden. Die Stoffwechselwege und Enzyme
sind durch Literaturreferenzen, Pathway-Beschreibungen und zum Teil auch rdum-
lichen Informationen wie Organ-/Gewebespezifitit annotiert. AraCyc (Version 8.0)
umfasst zur Zeit 393 Stoffwechselwege und {tiber 3346 Literaturreferenzen.

METNETDB MetNetDB [YEW ™ 05] enthilt Informationen iiber metabolische und gen-

regulatorische Netzwerke der Modellpflanze Arabidopsis thaliana. Die Datenbank
umfasst sowohl intern kurierte Reaktionswege, als auch importierte Reaktionswege
aus MetaCyc und AraCyc. Pathway-assoziierte Informationen wie Informatio-
nen iiber Komponenten (z.B Metabolite, Proteine, DNA, RNA), Interaktionen (z.B
Translation, Transkription, Assemblierung) und Metadaten (Konfidenz, Evidenz,
Synonyme) sind zum Teil mit externen biologischen Datenbanken quer referenziert
oder von Experten annotiert. Die aktuelle Version von MetNetDB (Version 3.0)
umfasst 334 Reaktionswege, die zu einer metabolischen und genregulatorischen
Karte von Arabidopsis zusammengefasst sind.

1 Das Plant Metabolic Network (PMN) ist ein Gemeinschaftsprojekt zur Entwicklung und Kuration pflanzen-
spezifischer metabolischer Datenbanken und Enzym-Datenbanken
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A.1.2  Programme der optimierungsbasierten Modellanalyse

A.1.2.1  Eigenstindige Programme

sBRT Das Systems Biology Research Tool (SBRT) [WWo08] ist eine open-source Software
Plattform zur Simulation und Analyse stochiometrischer Modelle. Neben ver-
schiedenen anderen Methoden der stochiometrischen Netzwerkanalyse, unterstiitzt
SBRT eine grofle Anzahl constraintbasierter Analyseverfahren. Die Plugin-basierte
Software bietet zudem die Moglichkeit, weitere Methoden zu integrieren, sowie mit
externen Softwarepaketen wie METaATooL, MATHEMATICA und R zu interagieren,
wodurch ein hohes Maf$ an Flexibilitat gegeben ist. Die Anwendung von SBRT kann
sowohl tiber die Kommandozeile als auch tiber eine sehr einfach gehaltenen GUI
erfolgen. SBRT ist auf lineare Optimierung beschrankt und bietet keine Moglichkeit
der visuellen Darstellung von Flussprofilen.

METAFLUXNET MetaFluxNet [LLH" 03] ist ein Softwarepaket zur quantitativen Berech-
nung metabolischer Fliisse. Die Software umfasst im Wesentlichen Methoden der
MFA, bietet jedoch auch die Moglichkeit der FBA-Berechnung. Stoffwechselmodelle
konnen in MetaFluxNet entweder als SBML-Datei importiert oder in einer Rekon-
struktionsumgebung auf nutzer- bzw. referenzbasierte Weise durch Integration
von Daten aus unterschiedlichen Online-Datenbanken erstellt werden. Zudem
bietet die Software eine grafische Nutzeroberfliche, welche die Visualisierung der
berechneten metabolischen Flusskarten sowie eine automatische Pathway-Layout-
Erstellung ermdoglicht. Die limitierte Funktionalitdt der akademischen Version der
kommerziellen Software schrankt die Anwendbarkeit der Software jedoch stark ein.

PATHWAYANALYZER Das open-source Programm PathwayAnalyzer [Pat] ist eine Linux-
basierte Software zur Flussanalyse von Stoffwechselmodellen. Das einfache kom-
mandozeilenbasierte Programm verwendet SBML als Eingabeformat und bietet zwei
Methoden der optimierungsbasierten Netzwerkanalyse (FBA, MOMA). Eine visuelle
Darstellung der berechneten Fliisse wird von PathwayAnalyzer nicht unterstiitzt.

FLUXOR Fluxor [Flu] ist ein einfaches kommandozeilenbasiertes Phyton-Programm zur
Berechnung von FBA. Ausgangspunkt der linearen Optimierung ist ein SBML-
Modell. Fluxor ist Bestandteil der Bio-SPICE (Biological Simulation Program for
Intra- and Inter-Cellular Evaluation) Software [Bio12], einer open-source Plattform
der Systembiologie. Fluxor ist auf lineare Optimierung beschrankt und bietet keine
Moglichkeit der visuellen Darstellung von Simulationsergebnissen.

A.1.2.2  Add-ons kommerzieller Plattformen

CELLNETANALYZER CellNetAnalyzer (CNA) [KSRGo7] ist eine auf MATLAB basierende
Software, welche die Modellierung und Analyse von Stoffwechsel-, Genregulations-
und Signaltransduktionsnetzwerken unterstiitzt. Neben topologischen Analyseme-
thoden bietet CNA eine Vielzahl unterschiedlicher stochiometrischer Verfahren wie
EMA, EPA und MFA. Optimierungsbasierte Analysemethoden beschranken sich
auf die Berechnung von FBA. Eine grafische Darstellung der berechneten Fluss-
werte erfolgt tiber interaktive Netzwerkkarten: Netzwerkgrafiken mit verlinkten
Textboxen, in denen die berechneten Flusswerte angezeigt werden . CNA bietet
Import/Export-Funktionalitidten fiir verschiedene Flatfile-Formate (inklusive SBML).
Zudem konnen Modelle in einer GUI-basierte Rekonstruktionsumgebung erstellt

2 Trotz der Moglichkeit der visuellen Darstellung von Flussprofilen, sind die entsprechenden interaktiven
Netzwerkkarten wenig nutzerfreundlich. Die zugrunde liegenden Netzwerkgrafiken miissen extern erstellt
und importiert werden und die Textboxen durch Angabe der x-/y-Koordinaten sehr zeitaufwendig auf der
Netzwerkkarte positioniert werden.
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und editiert werden. Die Anwendung von CNA kann sowohl iiber eine grafische
Nutzeroberfldche als auch iiber die Kommandozeilen erfolgen. Wesentlicher Nach-
teil der sehr umfassenden Analysesoftware besteht in der MATLAB-Abhédngigkeit.

coBRA TOOLBOX Die COBRA (Constraint-Based Reconstruction and Analysis) Tool-
box [BFM " 07] ist ein auf MATLAB basierendes Softwarepaket fiir die constraintba-
sierte Analyse von Stoffwechselmodellen. Neben einem umfangreichen Angebot
an constraintbasierten Analysemethoden bietet die Toolbox eine Schnittstelle fiir
freie und kommerzielle LP Solver, sowie Methoden zum Lesen und Manipulieren
constraintbasierter Modelle. Durch die Moglichkeit der Integration nutzerspezifi-
scher MATLAB-Routinen, bietet das Softwarepaket ein hohes Mafs an Flexibilitat,
setzt jedoch Programmierfihigkeiten voraus. Die COBRA Toolbox bietet keine
programme-interne Methoden zur Visualisierung der Simulationsergebnisse3.

sNA SNA (Stoichiometric Network Analysis) [Urbo6] ist eine MATHEMATICA Toolbox zur
stochiometrischen Analyse metabolischer Netzwerke. Der Schwerpunkt der Soft-
ware liegt auf der Berechnung von EFMs, SNA bietet jedoch auch die Moglichkeit
der FBA-Berechnung auf der Grundlage importierter SBML-Modelle. SNA ist auf
eine kommandozeilenbasierte Nutzung beschrankt, erfordert Programmierfahigkei-
ten und lauft nur unter dem Betriebssystem Linux.

3 Neuere Versionen der Software unterstiitzen die Visualisierung metabolischer Flussprofile
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A.2 OPTIMIERUNGSBASIERTE MODELLANALYSE

Im Folgenden werden die in FBA-S1mV1s implementierten optimierungsbasierten Ana-
lysemethoden aufgefiihrt und getrennt nach der Art der generierten Simulationsdaten
ndher erldutert.

A.2.1  Metabolische Flusswerte

Die Vorhersage stationdrer Fliisse erfolgt durch die Anwendung der Flux Balance Analysis
(FBA), Robustheitsanalyse (RA), Knockout-Analyse (KA) und Flussvariabilitdtsanalyse
(FVA). Tabelle 32 fasst die wesentlichen Schritte der im Verlauf der einzelnen Analyse-
methoden erfolgenden Schritte der Eingabe (In), Simulation (Sim) und Ausgabe (Out)
zusammen.

FBA RA KA FVA
In . ... ... . Modell, v{“in, VI
Vj Vj Vj
Sim forallpy € P maxc! voPt max ¢! voPt max ¢! vopPt
max ¢’ Vi Ni1,2 Ni1,2 Ni1,2
N1—3
end for forall py € P max ¢! vger max vj
max ¢! v Ni,2 N1i,2, z = z°Pt
N1—3
end for min vy

N1 S v=0.. .. . .

Nz . v‘i’lingvigv{“ax miti=1,...,n..............
min _ ,,max __ min _ ,,max __

N3 ..... v =Vj =Pk v =Vj =0

Out vi;k=1,...,1 vigk=1,...,1  vger ymin ymax

Tabelle 32: Mathematische Beschreibung der im Rahmen der optimierungsbasierten Modellana-
lyse erfolgenden Eingabe (In), Simulation (Sim) und Ausgabe (Out). FBA und RA bieten die
Moglichkeit der Parameteravariation durch Vorgabe von Parametersitzen P = {p1,...,p1}, px € R
firk =1,...,1, wobei fiir fiir FBA gilt: p; = v}“i"; pL = V"¢, Fiir RA gilt: py = 0; p1 = v;’pt
Abkiirzungen: N1-N3: Nebenbedingungen 1 bis 3; vge1: Flussvektor der Knockout-Analyse; vj:
Reaktionsrate der zu variierenden Reaktion; v]?“m bzw. v]T““X: minimale bzw. maximale Fluss-
kapazitdt der zu variierende Reaktion; vi: Flussvektor fiir einen gegebenen Parametersatz py;
Z: Zielfunktion. Alle weiteren Abkiirzungen entsprechen den in Abschnitt 2.3.3.2 aufgefiihrten

mathematischen Begriffen

A.2.2  Sensitivitit und Sensitivititskurven

Eine detaillierte Beschreibung der im Rahmen der RA und KA erfolgenden Erzeugung
von Sensitivitdtswerten und -kurven ist in Abschnitt 2.3.3.2 gegeben.
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Abbildung 28: Grafische Darstellung des Zucker- und Stédrkestoffwechsels in dem sich entwi-
ckelnden Endosperm von Gerste. Die biochemischen Prozesse sind in SBGN-Notation in Form
eines Prozess-Diagramms dargestellt. Abkiirzungen - Metabolite: ADPglc: ADP-Glucose; F1,6P:
Fruktose-1,6-Bisphosphat; F6P: Fruktose-6-Phosphat; Frc: Fruktose; G1P: Glucose-1-Phosphat;
G6P: Glucose-6-Phosphat; Glc: Glucose; P: Phosphat; PP: anorganisches Pyrophosphat; Suc:
Saccharose; UDGgle: UDP-Glucose; Abkiirzungen - Enzyme/Transporter: AGPase: ADP-Glucose-
Pyrophosphorylase; cwInv: Zellwandinvertase; FK: Fructokinase; HK: Hexokinase; HEXT: Hexo-
setransporter; PFK: Phosphofructokinase; PFP: Fruktose-6-phosphat-1-Phosphotransferase; PGI:
Phosphoglucose-Isomerase; PGM: Phosphoglucomutase; SucT: HT /Suc-Cotransporters; SuSy:
Saccharosesynthase; UGPAse: UDP-Glucose-Phosphorylase

A3 GERSTENSAMEN-MODELL
A.3.1  Stoffwechselwege des endospermalen Primirstoffwechsels

Im Folgenden werden die zentralen Stoffwechselwege des endospermalen Primarstoff-
wechsels grafisch dargestellt und wesentliche biochemische Prozesse beschrieben. Die in
Form von SBGN-Graphen (PD-Notation) dargestellten Reaktionswege wurden zum Teil
aus METACROP exportiert und modifiziert.

A.3.1.1  Zucker- und Stirkestoffwechsel

In der Hauptspeicherphase der Endospermentwicklung von Gerste basiert die Akkumu-
lation von Speicherstoffen im Wesentlichen auf dem Import von Saccharose (Suc). Der
aktive Transport von Suc in das Endosperm erfolgt mittels eines H' /Suc-Cotransporters.
Im Unterschied zu der Invertase-katalysierten Suc-Spaltung der Vorspeicherphase, er-
folgt die Spaltung von Suc wahrend der Hauptspeicherphase im Wesentlichen durch die
Saccharosesynthase. Die Produkte der Suc-Spaltung werden entweder in der Glykolyse
metabolisiert und/oder fiir die Starkesynthese in den Amyloplasten transportiert. Die
Verbindung zwischen Glykolyse und Hexosephosphatpool erfolgt durch die cytosolische
Pyrophosphat-Fruktose-6-phosphat-1-Phosphotransferase und/oder die cytosolisch/plas-
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tiddre Phosphofructokinase. Kennzeichnend fiir die Starkesynthese in Getreidesamen
ist die Existenz einer cytosolischen Isoform der ADP-Glucose-Pyrophosphorylase, zu-
sétzlich zu der in den Starke-synthetisierenden Geweben aller Pflanzen vorkommenden
plastiddren Isoform. Diese stellt in dem getreidespezifischen Reaktionsweg der Starke-
synthese den Hauptlieferant von ADP-Glucose, dem Ausgangsstoff der Starkesynthese,
dar. Der Import von ADP-Glucose in den Amyloplasten, dem Ort der Starkesynthese,
erfolgt mittels eines ADPglc-Transporters. Eine grafische Darstellung der beschriebenen
biochemischen Vorgange ist in Abbildung 28 gegeben.

A.3.1.2  Aminosiurestoffwechsel

Die samenspezifische Aminosdurebiosynthese, eine Hauptdeterminante der Akkumu-
lation von Speicherproteinen, basiert im Wesentlichen auf dem Import von Asparagin
und Glutamin, welche die Stickstoffkomponente fiir die de novo Aminosaurebiosynthese
liefern. Wahrend die meisten Reaktionswege des Aminosaurestoffwechsels auf die Plas-
tiden beschrankt sind (u.a. Histidin, Valin, Leucin, Isoleucin), werden eine Reihe von
Aminosduren (u.a. Arginin, Methionin, Glycin, Aspartat) in verschiedenen und/oder
mehr als einem Zellkompartiment synthetisiert. Beispielsweise erfolgt die Synthese von
Aspartat aus Oxalacetat in verschiedenen Kompartimenten (Cytosol, Mitochondrium,
Plastid) durch die unterschiedlichen Isoformen der Aspartat-Transaminase. Eine grafische
Darstellung der beschriebenen biochemischen Vorgange ist in Abbildung 29 gegeben.

A.3.1.3 Energiestoffwechsel

Die Akkumulation von Speicherstoffen ist durch eine hohe transkriptionelle Aktivitit
von Genen des Energiestoffwechsels (Glykolyse, Garung, Citratzyklus) gekennzeichnet.
Zusétzlich zu der Produktion von Energie- und Reduktionsdquivalenten, liefern diese
Reaktionswege Ausgangsstoffe fiir den Glucose- und Aminosdurestoffwechsel. Kenn-
zeichnend fiir die Glykolyse ist die subzelluldre Lokalisierung der glykolytischen Enzyme
im Cytosol und Plastid, sowie das Vorhandensein PP;-abhédngiger Bypass-Reaktionen
(PFP, PPDK). Verschiedene anaplerotische Enzyme (u.a. Phosphoenolpyruvatcarboxylase,
Malatdehydrogenase) sorgen durch die Bereitstellung von Citratzyklus-Intermediaten
dafiir, dass der Abzug von Ausgangsstoffen fiir die Speicherstoffbiosynthese kompensiert
und der Citratzyklus ausbalanciert wird. Eine grafische Darstellung der beschriebenen
biochemischen Vorgange ist in Abbildung 30 gegeben.
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Abbildung 30: Grafische Darstellung der Glykolyse und des Citratzyklus in dem sich entwickeln-
den Endosperm von Gerste. Die biochemischen Prozesse sind in SBGN-Notation in Form eines
Prozess-Diagramms dargestellt. Abkiirzungen - Metabolite: 1,3BPG: 1,3-Bisphosphoglycerat; 20G:
2-Oxoglutarat; 2PG: 2-Phosphoglycerat; 3PG: 3-Phosphoglycerat; AcCoA: Acetyl-CoA; Cit: Citrat;
F1,6BP: Fruktose-1,6-Bisphosphat; F6P: Fruktose-6-Phosphat; Frc: Fruktose; Fum: Fumarat; G1P:
Glucose-1-Phosphat; G6P: Glucose-6-Phosphat; GAP: Glycerinaldhyd-3-Phosphat; Isocit: Isocitrat;
Mal: Malat; OAA: Oxalacetat; P: Phosphat; PEP: Phosphoenolpyruvat; PP: anorganisches Pyro-
phosphat; Pyr: Pyruvat; Succ: Succinat; SuccCoA: Succinyl-CoA; Abkiirzungen - Enzyme/Transporter:
ACO: Aconitase; ALD:Fructose-1,6-Bisphosphat-Aldolase; CS: Citratsynthase; ENO: Enolase;
FUM: Fumarase; GAPDH: Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase; HexPT: Hexosephosphat-
transporter; ICDH: Isocitratdehydrogenase; MDH: Malatdehydrogenase; OGDH:a-Ketoglutarat-
Dehydrogenase; OMT: OAA /Mal-Transporter; PEPC: Phosphoenolpyruvat-Carboxylase; PFK:
Phosphofructokinase; PFP: Fruktose-6-phosphat-1-Phosphotransferase; PGI: Phosphoglucose-
Isomerase; PGlyK: Phosphoglyceratkinase; PGlyM: Phosphoglyceratmutase; PGM: Phosphoglu-
comutase; PK: Pyruvatkinase; PPDK: Pyruvat-Orthophosphat-Dikinase; PT: Pyruvattransporter;
PyrDH: Pyruvatdehydrogenase; SDH: Succinatdehydrogenase; SuccCoAL: Succinyl-CoA-Ligase;
TIM: Triosephosphatisomerase
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A.3.2  Modellrekonstruktion

A.3.2.1  Grafische Darstellung des Gerstensamen-Modells

Eine grafische Darstellung des gesamten Gerstensamen-Modells ist Abbildung 31 gegeben.
Die bipartite Darstellung der biochemischen Prozesse entspricht der in Abschnitt 3.3.3
erlduterten Darstellungsform eines ModellGraphen, der durch FBA-SimVis unterstiitzt
wird.
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A.3.2.2  Herleitung und Definition der Biomassereaktion
Biomassezusammensetzung des Gerstensamen

Der Bedarf an biosynthetischen Ausgangsstoffen, die fiir die Synthese von einem Gramm
Biomasse Gerstensamen notwendig ist, wurde auf Grundlage der in [OECo4] aufgefiihrte
Biomassezusammensetzung von Gerstensamen berechnet.

Biomassekomponente % an TG

Kohlenhydrate 80.8
Starke 64.0
Saccharose 1.5

Arabinoxylane 6.7

Cellulose 4.0

[3-Glukane 4.6

Lipide 2.5
Proteine 11.0
Nukleinsduren 0.3
Mineralien 2.0
Sonstige 3.4

Tabelle 33: Chemische Zusammensetzung des Gerstensamen nach [OECo4]

Zelluldre Komponenten, die nur einen geringen Anteil der Biomasse (< 1% des Gesamt-
trockengewichts) ausmachen, wurden nicht in der Zielfunktion Z; berticksichtigt. Des
Weiteren wurden Lipide auf Grund ihrer zu vernachlédssigenden Bedeutung im Endo-
sperm nicht einbezogen [OECo4]. Somit wurden nur Kohlenhydrate (80.8%) und Proteine
(11%), die insgesamt 91.8% des Trockengewichts ausmachen, in der Zielfunktion bertick-
sichtigt. Durch Extrapolation dieser Komponenten auf 100%, wurde fiir die weiteren
Berechnungen von einem Kohlenhydratanteil von 88% und einem Proteinanteil von 12 %
ausgegangen.
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Die Proteinzusammensetzung wurde auf Grundlage der in Bewley et al. [BBgsb] aufge-
fiihrten Aminosdurezusammensetzung von Gerstensamen bestimmt.

Aminosduren % an Samenproteinen

L-Alanin 4.1
L-Arginin 4.9
L-Aspartat 6.3
L-Cystein 1.4
L-Glutamat 26.8
L-Glycin 3.9
L-Histidin 2.1
L-Isoleucin 3.7
L-Leucin 7.0
L-Lysin 3.7

L-Methionin 1.5
L-Phenylalanin 5.9

L-Prolin 12.6
L-Serin 4.6
L-Threonin 3.7
L-Tyrosin 2.8
L-Valin 5.0

Tabelle 34: Aminosdurezusammensetzung des Gerstensamen nach [BBg4b]
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Berechnung der stochiometrischen Koeffizienten der Zielfunktion

%an TG % an TG g/g Zelle MW [g/mol] mmol/g TG

Starke 64 69.703 0.697 180.156 3.869

Saccharose 1.5 1.634 0.016 342.296 0.048

Arabinoxylane 6.7 7.297 0.073 150.130 0.486

-Glukane 4.6 5.010 0.050 180.156 0.278

Cellulose 4 4.356 0.044 180.156 0.242
80.8 88

Tabelle 35: Berechnung der stochiometrischen Koeffizienten der Kohlenhydratkomponenten der
Zielfunktion. Grundlage der Berechnung ist die Annahme eines durchschnittlichen Kohlenhydrat-
anteils von 88% (siehe oben). Abkiirzungen: ': in Bezug auf 88%

%an TG % an TG' g/gZelle MW [g/mol] mmol/g TG

L-Alanin 4.1 0.492 0.005 89.090 0.055
L-Arginin 4.9 0.588 0.006 174.200 0.034
L-Aspartat 6.3 0.756 0.008 133.100 0.057
L-Cystein 1.4 0.168 0.002 232.250 0.007
L-Glutamat 26.8 3.216 0.032 147.130 0.219
L-Glycin 3.9 0.468 0.005 75.070 0.062
L-Histidin 2.1 0.252 0.003 155.160 0.016
L-Isoleucin 3.7 0.444 0.004 131.170 0.034
L-Leucin 7.0 0.840 0.008 131.170 0.064
L-Lysin 3.7 0.444 0.004 146.180 0.030
L-Methionin 1.5 0.180 0.002 149.210 0.012
L-Phenylalanin 5.9 0.708 0.007 165.190 0.043
L-Prolin 12.6 1.512 0.015 115.130 0.131
L-Serin 4.6 0.552 0.006 105.090 0.053
L-Threonin 3.7 0.444 0.004 119.120 0.037
L-Tyrosin 2.8 0.336 0.003 181.190 0.019
L-Valin 5.0 0.600 0.006 117.150 0.051

Tabelle 36: Berechnung der stochiometrischen Koeffizienten der Proteinkomponenten der Ziel-
funktion. Grundlage der Berechnung ist die Annahme eines durchschnittlichen Proteinanteils von
12% (siehe oben). Abkiirzungen: ': in Bezug auf 12%
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Substrate Produkte
Komponente [mmol/g TG] Komponente [mmol/g TG]

L-Alanin 0.0552 ADP 5.36
L-Arginin 0.0338 P 5.36
L-Aspartat 0.0568 Biomasse 1
L-Cystein 0.0072

L-Glutamat 0.2186

L-Glycin 0.0623

L-Histidin 0.0162

L-Isoleucin 0.0338

L-Leucin 0.0640

L-Lysin 0.0304

L-Methionin 0.0121

L-Phenylalanin  0.0429

L-Prolin 0.1313
L-Serin 0.0525
L-Threonin 0.0373
L-Tyrosin 0.0185
L-Valin 0.0512
Starke 3.8690
Saccharose 0.0477
Arabinoxylane  0.4860
B-Glukane 0.2781
Cellulose 0.2418
ATP! 5.3600

Tabelle 37: Biosynthetische Ausgangsstoffe und Cofaktoren, die fiir die Synthese von einem
Gramm Biomasse Gerstensamen benotigt werden, inklusive der dazugehorigen stochiometrischen
Koeffizienten der Biomassegleichung. Abkiirzungen: ': Die Berechnung der wachstumsassoziierten
Erhaltungsenergie von 5.36 mmol ATP pro g TG basiert auf der im nachfolgenden Abschnitt
aufgefiihrten Berechnunsgrundlage von [Amtoo]
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Berechnung der wachstumsassoziierten Erhaltungsenergie

Nach Penning de Vries [dV75] kann Wachstum in fiinf Teilprozesse unterteilt werden, die
Kohlenstoffe und/oder Energie verbrauchen:

1. Chemische Reduktion von NO3~ und SOAZF, die aus dem Boden
aufgenommen werden;

2. Aktive Aufnahme von Mineralien und organischen Substraten in
die wachsende Zelle;

3. Biosynthese von Monomeren;
4. Polymerisierung
5. Tool Maintenance (Turnover von RNA und Enzymen);

wobei die Teilprozesse (2) bis (5) fiir wachsende Organe, wie sich entwickelnde Samen,
von Bedeutung sind.

Mit dem Ziel, die wachstumsassoziierte Erhaltungsenergie zu bestimmen, wurden die
Energiekosten fiir jeden dieser Teilprozesse wie folgt berechnet:

Teilprozess Kommentar Energiekosten
[mmol ATP g’1 TG]

2 Die Aufnahme von Stickstoff und Koh- o
lenstoff sind bereits als energieabhédngige
Transportprozesse in dem Modell enthalten

3% Die Monomersynthesen der Kohlenhydrate o
und Proteine (d.h. Aminos&duren) sind be-
reits als energieabhidngige Prozesse in dem
Modell enthalten

Die Polymerisierung der Kohlenhydrate 5.36
(Biosynthese von Stidrke, Arabinoxylanen,
B-Glukane und Cellulose) ist bereits als
energieabhdngiger Prozess in dem Modell
enthalten. Die spezifischen Kosten des Pro-

tein Turnover (d.h. Polymerisierung und

Tool Maintenance) umfassen durchschnitt-

lich 6.3 ATP pro Aminosdure [Amtoo] bzw.

0.277 g Glucose g’1 Protein und damit 5.36
mmol ATP g~ ! TW P

4&5

5.36

Tabelle 38: Berechnung der wachstumsabhéngigen Erhaltungsenergie. Abkiirzungen: *: Wie in
Abschnitt A.3.2.2 ndher erldutert, sind die Kohlenhydrate und Proteine die einzigen Biomas-
sekomponenten, die in Bezug auf die Teilprozesse 3 bis 5 bertiicksichtigte werden miissen.
Wie in Abschnitt A.3.2.2 ndher erldautert, macht der Proteinanteil 12% der Gesamtbiomasse des
Gerstensamen aus
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Abbildung 32: Grafische Darstellung des Fruktanstoffwechsels in dem Speicherparenchym des
Gerstenhalms. Abkiirzungen - Metabolite: Frc: Fruktose; Glc: Glucose; ofructan: Oligofruktane;
pfructan: Polyfruktane; Suc: Saccharose; Abkiirzungen - Enzyme/Transporter: FEH: Fruktan-f3-
Fruktosidase; FFT: 2,1-Fruktan:2,1-Fruktan-1-Fruktosyltransferase; HEXT: Hexosetransporter; SucT:
Saccharosetransporter; SST: Saccharose:Saccharose-Fruktosyltransferase; vinv: vakuoldre Invertase

A.4 GERSTENHALM-MODELL
A.4.1  Stoffwechselwege des Primirstoffwechsel des Gerstenhalms

Im Folgenden werden die zentralen Stoffwechselwege des Primérstoffwechsels des Ger-
stenhalms grafisch dargestellt und wesentliche biochemische Prozesse beschrieben. Die in
Form von SBGN-Graphen (PD-Notation) dargestellten Reaktionswege wurden zum Teil
aus METACROP exportiert und modifiziert.

Fruktanstoffwechsel

Fruktane, losliche Polyfructosen, sind von zentraler Bedeutung als Kohlenstoffspeicher
in Getreidehalmen, wo sie bis zu 40% des Trockengewichts ausmachen kénnen. Aus-
gehend von Suc werden Fruktane in einer mehrstufigen Reaktionskette in der Vakuole
synthetisiert und gespeichert. Die Remobilisierung der Fruktanreserven erfolgt wahrend
der spaten Samenreife als Antwort auf eine unzureichende Versorgung der Samen mit
Photosynthaten. Unter normalen Wachstumsbedingungen kénnen Fruktane bis zu 20%
des Kornertrags ausmachen und stellen damit eine wichtige Kohlenstoffquelle fiir Weizen-
und Gerstensamen dar. Eine grafische Darstellung der beschriebenen biochemischen
Vorginge ist in Abbildung 32 gegeben.
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Abbildung 33: Grafische Darstellung der Lichtreaktion. Die biochemischen Prozesse sind in
SBGN-Notation in Form eines Prozess-Diagramms dargestellt. Abkiirzungen - Metabolite: oxFD:
oxidiertes Ferredoxin; oxPC: oxidiertes Plastocyanin; Ph: Photonen; PQ: Plastoquinon; PQH2:
Plastoquinol; redFD: reduziertes Ferredoxin; redPC: reduziertes Plastocyanin; Abkiirzungen -
Enzyme: ATPase: ATPase; Cyt b6 f: Cytochrom-b6f-Komplex; FNR: Ferredoxin-NADP'-Reduktase;
PSI: Photosystem I; PSII: Photosystem II

Photosynthese

Die oxygene Photosynthese verlduft in zwei rdumlich und funktionell getrennten Teilre-
aktionen: (i) der Lichtreaktion, die in den Thylakoiden der Chloroplasten ablduft, und
(ii) der Dunkelreaktion, die im Stroma der Chloroplasten ablduft. Unter Ausnutzung der
Sonnenenergie werden im Verlauf der Lichtreaktion Elektronen von Wasser auf NADP
tibertragen, wobei Sauerstoff freigesetzt wird. Durch Kopplung dieses Elektronentrans-
ports mit einem Protonentransport iiber die Membran wird ein Protonengradient erzeugt,
der zur Speicherung von Energie in Form von ATP genutzt wird. Die entstandenen
Reduktions- (NADPH) und Energiedquivalente (ATP) dienen im Verlauf der Dunkelreak-
tion (Calvin-Zyklus) der lichtunabhédngigen Fixierung von Kohlenstoffdioxid durch die
Ribulose-1,5-bisphosphat-Carboxylase (RubisCO, EC 4.1.1.39). Eine grafische Darstellung
der beschriebenen biochemischen Vorgéange ist in Abbildung 33 und 34 gegeben.

Photorespiration

Als Folge der Oxygenierungsaktivitdt der RubisCO entsteht neben 3-Phosphoglycerat das
Nebenprodukt 2-Phosphoglycolat, das in der g-stufigen Reaktionskette der Photorespi-
ration unter Beteiligung des Cytosols im Mitochondrium, Peroxisom und Chloroplast
zu 3-Phosphoglycerat recycelt wird, wobei grofie Mengen an Energie verbraucht werden.
Eine grafische Darstellung der beschriebenen biochemischen Vorginge ist in Abbildung

35 gegeben.
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Plastid

Abbildung 34: Grafische Darstellung der Dunkelreaktion (Calvinzyklus). Die biochemischen
Prozesse sind in SBGN-Notation in Form eines Prozess-Diagramms dargestellt. Abkiirzungen
- Metabolite: Rs5P: Ribose-5-Phosphat; 3PG: 3-Phosphoglycerat; BPG: 1,3-Bisphosphoglycerat;
DHAP: Dihydroxyacetonphosphat; E4P: Erythrose-4-Phosphat; F16P: Fructose-1,6-Bisphosphat;
F6P: Fructose-6-Phosphat; GAP: Glyceraldehyd-3-Phosphat; Rui5P: Ribulose-1,5-Bisphosphat;
RusP: Ribulose-5-Phosphat; S17P: Sedoheptulose-1,7-Bisphosphat; S7P: Sedoheptulose-7-Phosphat;
X5P: Xylulose-5-Phosphat; Abkiirzungen - Enzyme: ALD: Fruktose-Bisphosphataldolase; FBPase:
Fruktose-1,6-Bisphosphatase; GAPDH: Glyceraldehyd-3-Phosphatdehydrogenase; PGlyK: Phos-
phoglyceratkinase; Prk: Phosphoribulokinase; RPE: Ribulose-Phosphat-3-Epimerase; RPI: Ribose-
5-Phosphat-Isomerase; RubisCO: Ribulose-Bisphosphat-Carboxylase; SBPase: Sedoheptulose-
Bisphosphatase; TAL: Transaldolase; TIM: Triosephosphatisomerase; TKT: Transketolase
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Abbildung 35: Grafische Darstellung der Photorespiration. Die biochemischen Prozesse sind
in SBGN-Notation in Form eines Prozess-Diagramms dargestellt. Abkiirzungen - Metabolite:
20G: 2-Oxoglutarat; 2PG : 2-Phosphoglycolat; 3PG: 3-Phosphoglycerat; GA: Glycerat; Glu:
Glutamat; GIx: Glyoxylat; Gly: Glycin; Glycolat: Glyc; HPyr: Hydroxypyruvat; METTHF:
5,10-Methylentetrahydrofolat; Ru1,5P : Ribulose-1,5-Bisphosphat; Ser: Serin; THF: Tetrahydrofolat;
Abkiirzungen - Enzyme/Transporter: CAT: Catalase; GA/GlycT: Glycolat/Glycerat-Transporter;
GIyAT: Glutamat-Glyoxylataminotransferase; GLYK: Glyceratkinase; GOX: Glycolatoxidase;
HPR: Hydoxypyruvatreduktase; PGPase: Glycolatephosphatphosphatase; RubisCO: Ribulose-1,5-
Bisphosphatoxygenase; SGAT: Serin-Glyoxylataminotransferase; SHMT: Glycinhydroxymethyl-
transferase
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. Apoplastischer Transport via Plasmodesmata

. Symplastischer Transport via Carrierproteinen

©9

Cytosol

Zellwand

Apoplast

Abbildung 36: Grafische Darstellung der Transportprozesse. Die biochemischen Prozesse sind in
SBGN-Notation in Form eines Prozess-Diagramms dargestellt. Abkiirzungen - Metabolite: Frc: Fruk-
tose; Glc: Glukose; Suc: Saccharose; Abkiirzungen - Enzyme/Transporter: cwlnv: Zellwandinvertase;
HEXT: Hexosetransporter; SucT: Saccharosetransporter; Suc Diffusion: Diffussion der Saccharose
via Plasmodesmata

Transportprozesse

In der Literatur werden drei verschiedene Wege der Suc-Aufnahme in Speicherparen-
chymzellen aufgefiihrt: (1) der apoplastische Transport via Plasmodesmata, sowie der
symplastische Transport via (2) Suc-Transporter und (3) Zellwandinvertase. Eine grafische
Darstellung der beschriebenen biochemischen Vorgange ist in Abbildung 36 gegeben.

A.4.2  Modellrekonstruktion

A.4.2.1  Grafische Darstellung des Gerstenhalm-Modells

Eine grafische Darstellung des gesamten Gerstenhalm-Modells ist Abbildung 37 gegeben.
Die bipartite Darstellung der biochemischen Prozesse entspricht der in Abschnitt 3.3.3
erlduterten Darstellungsform eines ModellGraphen, der durch FBA-S1mVis unterstiitzt
wird.
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A.4.2.2  Herleitung und Definition der Biomassereaktion
Biomassezusammensetzung des Gerstenhalms

Der Bedarf an biosynthetischen Ausgangsstoffen, die fiir die Synthese von einem Gramm
Biomasse Gerstenhalm notwendig ist, wurde auf Grundlage der in Tabelle aufgefiihrten
Biomassezusammensetzung von Gerstenhalmen berechnet.

Biomassekomponente % an TG Referenz

Saccharose 6,1 [Blgsb, Blgsa]
Glucose 7,7 [Blg3b, Blgsal]
Fruktose 7,1 [Blgsb, Blg3a]
Fruktane 16,8 [Blg3b, Blgsal]
Cellulose 38,9 [AS91]
Hemicellulose 21,8 [ASo1]
Proteine 1,5 [AS91]

Tabelle 39: Chemische Zusammensetzung des Gerstenhalms

Die Proteinzusammensetzung wurde auf Grundlage der in [Var86] aufgefiihrten Amino-
sdurezusammensetzung von Gerstenhalmen bestimmt.

Aminosduren % an Halmproteinen Aminosduren % an Halmproteinen

L-Alanin 7.8 L-Lysin 7.0
L-Arginin 4.4 L-Methionin 1.8
L-Aspartat 9.8 L-Phenylalanin 5.4
L-Cystein 0.1 L-Prolin 6.3
L-Glutamat 14.3 L-Serin 6.7
L-Glycin 5.8 L-Threonin 6.2
L-Histidin 0.2 L-Tyrosin 3.4
L-Isoleucin 5.0 L-Valin 7.6
L-Leucin 8.2

Tabelle 40: Aminosdurezusammensetzung des Gerstenhalms nach [Var86]
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Berechnung der stochiometrischen Koeffizienten der Zielfunktion

% an TG g/g Zelle MW [g/mol] mmol/g TG
Saccharose 6,125 0,061 342,296 0,179
Glucose 7,656 0,077 180,1559 0,425
Fruktose 7,146 0,071 260,0297 0,275
Fruktane 16,843 0,168 882,76418 0,191
Cellulose 38,939 0,389 546,4336613 0,713
Hemicellulose 21,763 0,218 546,4336613 0,398
Protein 1,529 0,015 129,3389008 0,118

Tabelle 41: Berechnung der stochiometrischen Koeffizienten der Zielfunktion

Substrate

Komponente  [mmol/g TG]

Produkte

Komponente [mmol/g TG]

Saccharose 0,1789
Glucose 0,4250
Fruktose 0,2748
Fruktane 0,1908
Cellulose 0,7126

Hemicellulose 0,3983

Proteine 0,1182

Biomasse 1

Tabelle 42: Biosynthetische Ausgangsstoffe und Cofaktoren, die fiir die Synthese von einem
Gramm Biomasse Gerstenhalm bendtigt werden, inklusive der dazugehorigen stochiometrischen

Koeffizienten der Biomassegleichung
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