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Kurzzusammenfassung

Die Abhéngigkeit von begrenzt verfiigharen Energietragern zu reduzieren, ist eine der
wichtigsten Herausforderungen des 21. Jahrhunderts. Die biobasierte und nachhaltige
Produktion von Kraftstoffen riickt dabei immer mehr in den Fokus. Mit Hilfe von Cya-
nobakterien, die oxygene Photosynthese betreiben, kénnen sogenannte Biokraftstoffe auf
landwirtschaftlich unnutzbaren Flichen produziert werden. Sie konnen damit einen sub-
stantiellen Beitrag zur nachhaltigen Biokraftstoffproduktion leisten. Allerdings ist diese
Produktion hiufig durch eine geringe Produktivitdt charakterisiert. In der vorliegenden
Arbeit sollten deshalb Interventionsstrategien zur Optimierung der Biokraftstoffproduk-
tion in Cyanobakterien auf verschiedenen Netzwerkskalen modellgestiitzt identifiziert
werden.

Dafiir ist zunéchst ein neuer Reduktionsalgorithmus, NetworkReducer, entwickelt wor-
den, der es erlaubt, genomskalige stéchiometrische Stoffwechselmodelle auf Modelle klei-
nerer Netzwerkskalen zu reduzieren. Dabei kénnen gewiinschte Eigenschaften des Ur-
sprungsmodells konserviert werden. NetworkReducer ist genutzt worden, um ein genoms-
kaliges Stoffwechselmodell einer cyanobakteriellen Spezies auf zwei kleinere Modelle mit
unterschiedlicher Komplexitit zu reduzieren. Die Optimierung der Biokraftstoffproduk-
tion unter phototrophen Wachstumsbedingungen konnte damit auf drei verschiedenen
Skalen am Beispiel von Ethanol in einem Cyanobakterium untersucht werden. Die dar-
in berechneten Interventionsstrategien zeigen, dass eine Kopplung von Ethanol- und
Biomassesynthese unter phototrophen Wachstumsbedingungen erzwungen werden kann.
Dabei konnte ein allgemeines Prinzip fiir das Metabolic Engineering von Cyanobakterien
identifiziert werden, dass auch fiir die Produktion anderer Biokraftstoffe sehr vielverspre-

chend erscheint.
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Abstract

Reducing the dependence on limited fossil resources constitutes a key challenge of
the 21st century. The bio-based and sustainable production of fuels is therefore taking
center stage. Cyanobacteria are increasingly recognized as promising cell factories for
the production of renewable biofuels. They perform oxygenic photosynthesis and can
grow on non-arable land. Hence, they could contribute substantially to the sustainable
production of biofuels. However, most biotechnological applications of these organisms
are still characterized by low productivity. In this work, based on various network scales,
intervention strategies for the optimization of biofuel production with cyanobacteria were
to be identified.

In a first step a new reduction algorithm called NetworkReducer was developed, that
allows reduction of genome-scale metabolic models to meaningful core models of different
scales. Specific functions and functionalities of the genome-scale model can be conser-
ved by this algorithm. NetworkReducer was used to reduce a genome-scale model of a
cyanobacterial species to obtain two meaningful core models of different complexity for
analyzing the metabolism on different network scales. Using these models optimization of
cyanobacterial ethanol production under phototrophic growth conditions was analyzed
across three scales. The identified strategies showed that obligate coupling of biomass
synthesis with ethanol synthesis is possible under phototrophic growth conditions. Mo-
reover, a general principle of metabolic engineering was identified which shows high

potential for the production of various biofuels by different cyanobacterial organisms.
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1 Einleitung

Die Biotechnologie (BT) ist eine der wichtigsten Technologien der heutigen Zeit und
wird auch in der Zukunft eine Schliisseltechnologie sein [I81]. Prinzipiell nutzt die BT
die enormen Moglichkeiten von Mikroorganismen und deren Enzymen z. B. zur Ab-
wasseraufbereitung, zur Produktion von Chemikalien, Nahrung und Kosmetika oder zur
Saatzucht. Ein besonderes Anwendungsfeld stellt die biobasierte und nachhaltige Pro-
duktion verschiedener Giiter im Bereich von Chemikalien, Textilien und Energie dar.
Im Vergleich zur konventionellen Produktion bieten biotechnologische Verfahren ver-
schiedene Vorteile wie z. B. die Senkung der COs-Emissionen, der Produktionskosten,
der Abfille und des Ressourcenverbrauchs [105]. Die Biotechnologie wird klassisch in
drei Teilbereiche eingeteilt: die rote, griine und weifle Biotechnologie [68]. Die rote BT
beschéftigt sich mit der Entwicklung neuer therapeutischer und diagnostischer Verfahren
in der Medizin. Die griine Biotechnologie befasst sich mit (tw. genetisch modifizierten)
Pflanzen und der Landwirtschaft wihrend die weifle Biotechnologie (auch industriel-
le BT genannt) biologische und biochemische Kenntnisse in technische Anwendungen
iibersetzt. Allerdings existiert keine strenge Abgrenzung der Teilbereiche, da diese teil-
weise flieBend ineinander iibergehen (manche Versffentlichungen sprechen sogar von zehn
verschiedenen Teilbereichen [54]).

Biotechnologische Anwendungen gibt es schon seit Jahrtausenden. Beispiele dafiir sind
die Herstellung von Brot, Bier und Wein. Die ersten biotechnologischen Prozesse, die als
solche verstanden worden, sind erst in den letzten drei Jahrhunderten zu finden. Ein
klassisches Beispiel dafiir ist die Entdeckung der Gérung durch Louis Pasteur. Er schuf
damit das Fundament zum Verstédndnis der Fermentation und begriindete die moderne
Mikrobiologie, die wiederum die Basis fiir die Entwicklung der Biotechnologie war. Heut-
zutage hat die Biotechnologie einen festen Platz in der Entwicklung und Produktion von
z. B. Enzymen, Antibiotika, Vitaminen, Lebensmitteln, Biokunststoffen, Biokraftstoffen,

etc.



1 Einleitung

Es gibt mittlerweile eine grole Anzahl von biotechnologischen Unternehmen, die mit
der ,klassischen“ Industrie bzgl. der genannten Produkte im Wettbewerb stehen. Das
bedeutet, dass diese Unternehmen ihre biotechnologischen Prozesse optimieren miissen
(u. a. Senkung der Produktionskosten). Damit ergeben sich verschiedenste Herausforde-
rungen fiir die genutzten Produktionsstimme, wie z. B. Wachstum auf giinstigen Sub-
straten, oder hohe Produktausscheideraten. Des Weiteren sind die Populationen von
Mikroorganismen i. d. R. nicht homogen, sondern besitzen eine genetische und physiolo-
gische Variabilitit. Diese muss bei der Kultivierung beriicksichtigt und beherrscht werden
[172]. Weitere wichtige Aufgaben sind z. B. die Kopplung von biotechnologischen und
chemischen Produktionslinien [36], oder auch die Entwicklung stabiler Kultivierungs-
prozesse, die gerade beim Scale-up von grofler Bedeutung sind. Aber auch Prozesse wie
die Modifikation von nativen Bakterienstimmen hin zu Produktionsstdmmen (mit hoher
Produktivitdt und Spezifitdt) sind von essentieller Bedeutung.

Die ,klassische“ Vorgehensweise fiir diese Modifikation ist eine zufillige Verénderung
der Stdmme, die hdufig auf einer Mutagenese beruht, die durch Strahlung oder Zugabe
von Chemikalien erfolgt. Neuerdings wird diese Methode abgelost durch rationale (tw.
evolutive) Verfahren, die es ermdglichen die Bakterienstimme gezielt zu modifizieren.
Beispiele dafiir sind das evolutionary engineering, bei dem ganze Zellen in Richtung eines
bestimmten Phénotyps entwickelt werden; und auch das directed engineering das Gene,
Promotoren und/oder Transkriptionsfaktoren beeinflusst, um diese gezielt zu optimieren
(z. B. Verénderung des Expressionslevels bestimmter Gene) [264] 27, [14].

Die beschriebenen Methoden kénnen dem Begriff des ,Metabolic Engineering(ME)
zugeordnet werden. ME beschiiftigt sich klassischer Weise mit der Analyse und Modifika-
tion metabolischer Pfade [238] und wurde 1991 das erste mal als eigensténdige Disziplin
beschrieben [24]. Im 1998 verdffentlichten Grundlagenwerk Metabolic Engineering von
Stephanopoulos [238] wird diese Disziplin definiert als: ,direct improvement for product
formation or cellular properties through the modification of specific biochemical reacti-
on(s) or the introduction of new one(s) with the use of recombinant DNA technology“.
Eine der groflen Herausforderungen dieser Disziplin ist es, Stoffwechselmodelle zu kon-
struieren, die den Metabolismus adidquat beschreiben kénnen. Basierend darauf kénnen
Methoden entwickelt werden, um z. B. die Auswirkungen genetischer Modifikationen in
Produktionsorganismen zur Ertragsteigerung oder Synthese neuer Produkte zu analy-
sieren (und spéter experimentell umzusetzen) [148].

An erster Stelle steht das gewiinschte Produkt, das synthetisiert werden soll. Dafiir
muss ein geeigneter Stamm identifiziert werden, der verschiedene Kriterien erfiillt (leichte

genetische Modifizierbarkeit, gute Kultivierungsmoglichkeiten, etc.). Sobald ein geeigne-



ter Stamm identifiziert worden ist, wird fiir diesen ein Stoffwechselmodell entwickelt
(oder ein vorhandenes genutzt) und analysiert. Danach wird beispielsweise versucht In-
terventionsstrategien und/oder ein rationales Design abzuleiten, wie der Stoffwechsel
modifiziert werden kann, um den Organismus zu optimieren. Anschliefend wird ver-
sucht, dies im Labormaflstab (z. B. in kleinen Bioreaktoren) umzusetzen. Zeigt sich, dass
das Modell die aus dem Laborversuch gewonnenen Daten nicht wiedergeben kann, muss
das mathematische Modell entsprechend angepasst werden. Damit entsteht ein Kreis-
lauf bis das Modell in der Lage ist, den Stoffwechsel des betrachteten Stamms adédquat
beschreiben zu kénnen. Nun kénnen neue Strategien berechnet werden, um die Synthe-
se des gewiinschten Produkts zu optimieren. Gelingt die Umsetzung im Labormafstab,
kann versucht werden, die Produktion im groferem Mafistab umzusetzen (scale-up).
Es gibt viele Beispiele fiir die erfolgreiche Anwendung mittels Modellen identifizierter
Interventionsstrategien fiir verschiedene Organismen. Zum Beispiel: E. coli: Produktion
von 1,4-Butandiol [268], 1-Butanol [20] und Succinat [152]; Saccharomyces cerevisiae:
Produktion von Ethanol [I76] und n-Butanol [237]; Cyanobakterien: Produktion von
Ethanol [56] und 1-Butanol [141].

Oft ist die Zielstellung, bekannte Produkte auf alternativen Wegen zu synthetisie-
ren, um z. B. kostengiinstiger, nachhaltiger oder auch unabhéngiger von bestimmten
Rahmenbedingungen zu sein. Zum Beispiel besteht eine enorme Abhéingigkeit von fossi-
len Energietrédgern. Allein in Deutschland besteht (bis auf Braunkohle) eine Nettoim-
portabhiingigkeit von mindestens 85% fiir Steinkohle oder Mineralole (gemessen am
Primérenergieverbrauch [37]). Um diese Abhéngigkeit von fossilen Brennstoffen zu redu-
zieren, muss der Beitrag der nachhaltigen industriellen Produktion von Kraftstoffen und
Chemikalien aus biologischen Ressourcen steigen. Die EU fordert in ihrer Erneuerbare-
Energien-Richtlinie, dass der Anteil der erneuerbaren Energien im Bereich Verkehr bis
2020 in jedem Mitgliedsstaat auf 10% gesteigert werden soll (gemessen am Gesamtanteil
von Energie aus erneuerbaren Quellen [53]). Die Kraftstoffe aus biologischen Ressourcen
(Biokraftstoffe) bilden damit ein zentrales Element der Energieproduktion der Zukunft.

Die Biokraftstoffe werden in zwei (teilweise in drei) Generationen eingeteilt [41 [173],
allerdings gibt es keine strikte Abgrenzung. In der ersten Generation der Biokraftstoffe
wird Ol, Zucker oder Stirke als Grundlage verwendet, um z. B. Biodiesel zu produzieren
(der verbleibende Rest der Pflanze wird z. B. als Futtermittel verwendet [117, [166]).
In der zweiten Generation der Biokraftstoffe wird zusétzlich die Cellulose verarbeitet.
Mit anderen Worten, es wird versucht, die gesamte Biomasse in Energie umzuwandeln
[270]. Allerdings ist der grofle Nachteil der so gewonnenen Biokraftstoffe, dass diese stark

mit der Nahrungsmittelindustrie konkurrieren, da landwirtschaftlich nutzbare Fléchen
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benotigt werden. Das hat wiederum negative Auswirkungen auf das Preisgefiige von
Lebensmitteln (Erhohung der Kosten [103]). Auch aus diesem Grund wird versucht,
Biokraftstoffe der néchsten Generation zu entwickeln. Dabei wird der Kraftstoff mit
Hilfe aquatischer Mikroorganismen wie Algen oder Cyanobakterien produziert, die in der
Lage sind, Photosynthese zu betreiben. Diese Mikroorganismen kénnen Sonnenenergie,
Kohlenstoffdioxid und Wasser in Kohlenwasserstoffe umwandeln [141].

Cyanobakterien sind seit geraumer Zeit im Fokus der Biotechnologie, da diese weitere
Vorteile bieten. Das Genom vieler Cyanobakterienstimme ist sequenziert und es gibt
viele Werkzeuge mit denen das Genom modifiziert werden kann. Des Weiteren bieten
sie den Vorteil, dass diese nicht auf landwirtschaftlich nutzbaren Fldche eingesetzt wer-
den miissen. Damit steht die Produktion von Biokraftstoffen mit Cyanobakterien nicht
im Wettbewerb zur Nahrungsmittelproduktion. Weiterhin kénnen Cyanobakterien in
Meer- und Abwasser wachsen und verbrauchen kein Siiiwasser [77), 239]. Es gibt bereits
zahlreiche biotechnologische Anwendungen mit Cyanobakterien [9] (17, [10T], 202], 244],
deren Produktspanne von bioaktiven Verbindungen [8 [32], [52] iiber sekundire Meta-
bolite [I88, 229] bis hin zu Bioplastik (Polyhydroalkanoate [98, 189 234]) reicht [59].
Auch fiir die Produktion verschiedener Biokraftstoffe mit Cyanobakterien existieren ers-
te Entwicklungen von Produktionsprozessen (fiir z. B. Ethanol [56], Isobutanol [211, 257],
Isopren [153], Butanol [141] oder auch Ethylen [240]).

Mittlerweile wird z. B. von Algenol und Joule Unlimited getestet, ob sich Biokraft-
stoffe auch im groBleren Mafistab produzieren lassen. Beide Unternehmen arbeiten mit
Cyanobakterien und nutzen diese, um Sonnenlicht, Kohlenstoffdioxid und Wasser in
Kraftstoffe wie Ethanol oder Diesel umzuwandeln. Die Bakterien werden dafiir in spe-
ziellen Modulen mit Licht und COg2 versorgt, um dieses anschliefend kontinuierlich in
Biokraftstoff umzuwandeln. Dabei wird der Kraftstoff in das Medium abgegeben, das ab-
getrennt und aufgereinigt wird. Der Gesamtprozess lduft iiber mehrere Wochen bis die
Module gereinigt werden miissen. Algenol verarbeitet danach die Restbiomasse weiter
(z. B. zu Jetfuel). Dieses Unternehmen geht davon aus, insgesamt rund 8000 Gallonen
pro Morgen pro Jahr Biokraftstoff produzieren zu kénnen, das entspricht rund 75.000
L/ha/Jahr [I]. Dies wére beachtlich, da im Vergleich dazu aus Mais lediglich 420 Gal-
lonen pro Morgen pro Jahr Biokraftstoff gewonnen werden (das entspricht rund 4000
L/ha/Jahr) [1].

Viele Anwendungen der nachhaltigen Produktion von Biokraftstoffen mit Cyanobakte-
rien sind dennoch durch eine geringe Produktivitét charakterisiert. Interventionsstrate-
gien fiir die Modifikation von Cyanobakterien zu identifizieren, welche die Produkti-

onsparameter erhchen konnen, ist ein Anliegen dieser Arbeit. Es gibt verschiedene



Methoden und Strategien, deren Anwendung beispielsweise die Ausbeute verbessern
kann. Beziiglich der Cyanobakterien sind die meisten davon bisher ungerichtet und nicht
ausreichend evaluiert. Deshalb widmet sich die vorliegende Arbeit der Optimierung der
Produktion von Biokraftstoffen in Cyanobakterien mit dem Ziel, konkrete Interventi-
onsstrategien zu identifizieren. Ausgehend von einem genomskaligen Stoffwechselmodell
sollen diese Strategien auf verschiedenen Netzwerkskalen berechnet und analysiert
werden. Abbildung fasst die Dissertation graphisch zusammen.

In Kapitel 2 werden die biologischen Grundlagen von Cyanobakterien erldutert.
Dies beinhaltet eine allgemeine Einordnung, den Stoffwechsel, die Produktionswege fiir
verschiedene Biokraftstoffe und die untersuchten cyanobakteriellen Spezies.

Kapitel 3 beschreibt die grundlegenden mathematischen Methoden der stéchio-
metrischen Modellierung von Stoffwechselnetzwerken und gibt eine Ubersicht iiber
verschiedene stéchiometrische Modelle von Cyanobakterien.

Da zu Beginn nur genomskalige Modelle zur Beschreibung des cyanobakteriellen
Stoffwechsels vorhanden waren, bestand eine weitere Aufgabenstellung darin, einen
Algorithmus zu entwickeln, der es erméglicht, genomskalige stéchiometrische Stoffwech-
selmodelle eigenschaftserhaltend auf Modelle kleinerer Netzwerkskalen zu reduzieren.
Dieser neue Reduktionsalgorithmus wird in Kapitel 4 vorgestellt. Es wird gezeigt, wie
dieser angewendet werden kann und welche Fragestellungen bzw. Probleme mit dieser
Methodik beantwortet werden kénnen.

In Kapitel 5 werden skaleniibergreifend Interventionsstrategien in phototrophen
Cyanobakterien zur Optimierung der Produktion von Biokraftstoffen beschrieben. Es
werden an dieser Stelle Strategien gezeigt, die es ermoglichen, phototrophes Wachstum

und Biokraftstoffproduktion aneinander zu koppeln.

Die wesentlichen Resultate der Dissertation sind bereits veroffentlicht worden.
Der Reduktionsalgorithmus, NetworkReducer, ist in (Erdrich et al. 2015 [67]) erschienen
und identifizierte Interventionsstrategien zur Optimierung der Biokraftstoffproduktion
sind in (Erdrich et al. 2014, [66]) présentiert worden.
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2 Biologische Grundlagen

Im folgenden Kapitel werden die biologischen Grundlagen von Cyanobakterien erlau-
tert. Dies beinhaltet eine allgemeine Einfithrung , sowie eine Beschreibung des Stoff-
wechsels und der Produktionswege verschiedener Biokraftstoffe . Anschlielend
werden in Kapitel ausgewéhlte Vertreter der Cyanobakterien diskutiert, auf die im
Verlauf der Arbeit detailliert eingegangen wird.

2.1 Cyanobakterien

Cyanobakterien, frither etwas irrefithrend als Blaualgen bezeichnet, stellen die grofite
Gruppe phototropher Bakterien dar. Sie sind in der Lage, oxygene Photosynthese zu
betreiben, bei der Sauerstoff (O2) produziert wird [28]. Cyanobakterien sind rund 2,6 -
3,5 Milliarden Jahre alt und haben durch ihre Fahigkeit zur Produktion von elementa-
rem Sauerstoff einen wesentlichen Anteil an der Oxygenierung der Erdatmosphére [97].
Sie sind in der Lage CO4 als einzige Kohlenstoffquelle zu verwenden und viele Stdmme
konnen zusitzlich Stickstoff fixieren [217]. Durch diese Fihigkeiten spielen die Cyano-
bakterien global eine wichtige Rolle in der Assimilierung von CO2 und der Regeneration

von Sauerstoff.

Lebensraum

Sie sind als Primérproduzenten in vielen extremen und néhrstoffarmen Umgebungen
vertreten. Sie konnen in bis zu 73 Grad Celsius heiflen Quellen leben, in Polarregio-
nen, in Sif3- und in Salzwasser, in tiefen Gewéssern mit wenig verfiigbarem Licht und
in Regionen mit sehr hoher Sonneneinstrahlung [145]. Diese extreme Vielseitigkeit der
Cyanobakterien hat zur Folge, dass sie eine 6kologisch wichtige Rolle in verschiedenen
Bereichen haben. So z. B. in den Ozeanen, in denen sie neben den Algen der wichtigste

Primérproduzent sind und das Meer mit Stickstoff versorgen. In Siifwasser sind Cyano-
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Tabelle 2.1: Morphologie der Cyanobakterien. Angelehnt an [145].
Subsektion ‘ Ordnung Merkmale

Unizellulér; die Zellen liegen einzeln oder im Verbund
vor; gewoOhnliche Zellteilung

Unizellulér; die Zellen liegen einzeln oder im Verbund
vor; mehrfache Zellteilung

I Chroococcale

II Pleurocapsale

Zellen liegen als Kette (Trichome) vor; Zellteilung in
III Oscillatoriale | einer Ebene (uniseriate Trichome); keine Ausbildung
von Heterocysten oder Akineten

Zellen liegen als Kette (Trichome) vor; Zellteilung in
v Nostocale einer Ebene (uniseriate Trichome); Ausbildung von
Heterocysten moglich

Zellen liegen als Kette (Trichome) vor; Zellteilung in
mehreren Ebenen (multiseriate Trichome)

A% Stigonematale

bakterien als Bestandteile des Phytoplanktons zu finden (z. B. in Seen oder Teichanlagen;
allerdings ist deren Vorkommen dort nicht wiinschenswert, da bestimmte Arten (z. B.
Mycrocystis) Toxine bilden). Cyanobakterien wie z. B. Chroococcidiopsis kommen in
terrestrischer Umgebung vor, in der sie eine entscheidende Rolle bei der Gesteinserosion
spielen und damit von besonderer Bedeutung fiir den Erhalt von Gesteinsmonumenten
sind [145]. Es gibt Cyanobakterien die symbiotische Verbindungen eingehen und ihren
Wirt mit verschiedenen Nihrstoffen versorgen (z. B. die Bereitstellung von fixiertem
Stickstoff).

Morphologie

Die Vielseitigkeit der Cyanobakterien bzgl. der Umweltbedingungen spiegelt sich in ih-
rer hohen morphologischen Diversitéit wider [196]. Diese Morphologie wird laut Schlegels
»Allgemeiner Mikrobiologie“ (im Folgenden Schlegel genannt) in fiinf Gruppen eingeteilt
[217] und reicht von einzelligen Stdbchen oder Kokken, deren Zellen oft Kolonien bilden
und von einer Schleimsubstanz (,, Galerte) zusammen gehalten werden, bis hin zu Grup-
pen, die Zellfiden (sogenannte Trichome) bilden und deren Zellteilung innerhalb dieses
Fadens durch Zerbrechen dieser erfolgt [207]. In Tabelle sind die morphologischen
Gruppen detailliert dargestellt. Die Grofle einer cyanobakteriellen Zelle variiert je nach

Typ zwischen 0,5 pm (Prochlorococcus) und 100 pm ( Chroococcus) [145].
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Zelldifferenzierung

Wie bereits angedeutet, gibt es besondere Zelldifferenzierungen, so z. B. Hormogonien,
Heterocysten oder Akineten. Die Hormogonien, die von einigen filamentdsen Cyanobak-
terien gebildet werden kénnen, sind Zellketten von parentalen Trichomen (Bruchstiicke
von Zellfaden) [207]. Die Hauptaufgabe, die den Hormogonien zugeschrieben wird, be-
steht in der Verbreitung [163]. Die Heterocysten sind in der Lage, Stickstoff zu fixieren.
Sie besitzen kein Photosystem II (PSII) und erzeugen damit keinen Sauerstoff (dieser
wiirde die Nitrogenase inaktivieren [69]). Die Heterocysten tauschen den Stickstoff (meist
in Form von Glutamin) mit den Nachbarzellen aus und erhalten dafiir organischen Koh-
lenstoff. Die Akineten repréisentieren Dauerzellen, die dickwandig sind, Glycogen und

Cyanophycin beinhalten und der Uberdauerung dienen [217].

Wachstumsverhalten

Im Allgemeinen sind die Cyanobakterien durch ganz unterschiedliche Wachstumsraten
gekennzeichnet. Einige haben eine Verdopplungszeit die kleiner als sechs Stunden ist,
wiahrend andere sich erst in einem oder sogar mehreren Tagen verdoppeln. Das langsame
Wachstum der Cyanobakterien kénnte der Grund sein fiir die starke ckologische Rolle
[145].

Prinzipiell erfolgt das Wachstum durch Teilung, allerdings gibt es einige Besonderhei-
ten. Bei der Teilung wird zwischen unizelluldren und filamentdsen Arten unterschieden
(siehe Tabelle . Bei den unizelluldren Typen findet eine gewohnliche und/oder mehr-
fache Zellteilung statt. Gewohnliche Zellteilung meint, dass innerhalb der Mutterzelle
alle notwendigen ,, Tochterbestandteile heranwachsen, bis sich die Zelle teilt. Es kann
bei unizelluldren Arten auch zu mehrfacher Teilung kommen. Dabei entstehen mehrere
Tochterzellen (sogenannte Baeocyten). Bei der filamentésen Art lauft die Teilung inner-
halb der Kette ab. Es kann unterschieden werden, in welcher Ebene die Teilung erfolgt.
Wenn sich die Ebene der Teilung verschiebt, kénnen sich Abzweigungen (Auslaufer der

Kette) auspréigen; verzweigte Trichome entstehen.

Aufbau und Bestandteile einer Cyanobakterienzelle

Cyanobakterien besitzen eine mehrschichtige Zellwand aus Murein, Proteinen, Lipopo-
lysacchariden und Polysacchariden [217]. Unter Verwendung der Transmissionselektro-
nenmikroskopie konnten viele cytoplasmatische Bestandteile der Cyanobakterien identi-

fiziert werden (vgl. Bergeys ,Handbuch der Systematischen Bakteriologie*) [44]:
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Thylakoide, als intrazelluldre Membran, an welcher der Photosyntheseapparat (in-

kl. der Phycobilisome) lokalisiert ist.

Glycogen-Granula, als zellinterner Speicherstoff fiir Kohlenstoff [279] (einige Cya-
nobakterien nutzten auch Poly-g8-Hydroxybutyrat als Speicherstoff [234]).

Cyanophycin-Granula als Reservoir fiir Stickstoff [278].
Polyphosphat-Granula, als zellinterner Speicherstoff fiir Phosphat [13].

Carboxysomen, als Struktur in der das Enzym Ribulose-1,5-Bisphophat-
Carboxylase/Oxygenase (RuBisCO) vorliegt.

Gasvakuolen, die hauptséchlich in aquatischen Cyanobakterien vorhanden sind
und ihnen damit einen Auftrieb erméglichen (um in Richtung der/des Wassero-
berfliche/Lichts zu treiben) [263].

Das ,,Zentroplasma“ als Ort an dem die zellulire DNA vorzufinden ist.

Eine schematischer Aufbau einer Cyanobakterienzelle ist in Abbildung dargestellt.

Abbildung 2.1: Schematischer Aufbau einer Cyanobakterienzelle: A) Zellwand,

B) Thylakoidmembran, C) Phycobilisome, D) Glycogen-Granula, E) Carboxysomen,
F) Cyanophycin-Granulum, G) Gasvakuolen, H) Polyphosphat-Granulum, I) DNA.
Graphik angelehnt an [4].

2.2 Stoffwechsel von Cyanobakterien

Die Cyanobakterien sind in der Lage, Strahlungsenergie in fiir sie verwertbare chemische

Energie umzuwandeln. Sie verfiigen iiber ein duales Photosystem, das ihnen ermoglicht,

Wasser (H20) als Elektronendonator zu verwenden. Sie erzeugen bei der Wasserspaltung

10



2.2 Stoffwechsel von Cyanobakterien

molekularen Sauerstoff (oxygene Photosynthese). Allerdings gibt es auch Cyanobakterien
die Schwefelwasserstoff als Elektronendonator nutzen und damit anoxygene Photosyn-
these betreiben kénnen [48]. Im Unterschied zu Pflanzen besitzen die Cyanobakterien
nur Chlorophyll a [149] (bis auf die Gattung Prochlorococcus, die zusétzlich Chlorophyll
b besitzt [246]).

Lichtsammel-Komplexe

Das Licht bzw. die Photonen werden iiber die Lichtsammel-Komplexe (Phycobilisome)
absorbiert [86]. Diese Phycobilisome sind membrangebunden und bestehen aus Phycobi-
liproteinen. Die haufigsten Vertreter dieser Proteine in Cyanobakterien sind: Phycoery-
thrin, Phycocyanin und Allophycocyanin. Diese Proteine werden auch als Chromoprote-
ine bezeichnet. Die Proteine besitzen einen Proteinanteil und eine chromophore Gruppe.
Die Chromophore der Photosynthese in Cyanobakterien werden als Phycobiline bezeich-
net und deren wichtigste Vertreter sind Phycocyanobilin als Bestandteil von Phycocya-
nin, Phycoerythrobilin als Bestandteil von Phycoerythrin und Allophycocyanobilin als
Bestandteil von Allophycocyanin. Die Chromophore verfiigen iiber anregbare Elektronen
und sind damit essentiell fiir die Lichtabsorption. Das Maximum der Lichtabsorption ist
fiir Allophycocyanin bei einer Wellenlédnge von 650 nm, fiir Phycocyanin bei 620 nm und
fiir Phycoerythrin bei 500 nm lokalisiert. Mit Hilfe dieser verschiedenen Phycobiliprote-
ine wird das Lichtabsorptionsspektrum der Photosynthese erweitert. Der Phycobilisom-
Komplex des Cyanobakteriums Synechocystis sp. PCC 6803 zum Beispiel besteht aus
einem Allophycocyanin-Kern. Um diesen Kern herum sind sechs ,,Stangen® arrangiert,
die aus jeweils drei Phycocyanin-Scheiben bestehen [144]. Diese ,Scheiben“ absorbie-
ren das vorhandene Licht. Lea-Smith et al. konnten zeigen, dass fiir Synechocystis sp.
PCC 6803 die Photosyntheserate abnimmt, sofern diese Phycocyanin-Scheiben-Anzahl
reduziert wird [144].

Photosynthese und lineare Elektonentransportkette

Die Photosynthese der Cyanobakterien bildet das Zentrum der Energiegewinnung. Sie
erzeugen durch Nutzung von Sonnenlicht Energie und Reduktionséiquivalente in Form
von ATP und NADPH. Die zentralen Bestandteile des Photosyntheseapparates in Cya-
nobakterien sind die Lichtsammel-Komplexe, die Photosysteme I und II, der Cytochrom-
bef-Komplex, die ATP Synthase, die Ferredoxin:NADPH:Oxidoreduktase (FNR) und die
elektroneniibertragenden Molekiile, welche die genannten Komplexe miteinander verbin-
den. Abbildung zeigt eine idealisierte Darstellung der Photosynthese.

11
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Abbildung 2.2: Idealisierte Darstellung der linearen photosynthetischen Elektronen-
transportkette (ETK). Die roten Pfeile stellen den Fluss der Elektronen dar. Die blau-
en Pfeile représentieren den Protonentransport iiber die Membran. PSII: Photosystem
I1, Pggo: Reaktionszentrum des PSII, Q: gebundenes Quinon, PQ: Plastoquinon, Cyt
bgf: Cytochrom-bgf-Komplex, PC: Plastocyanin, PSI: Photosystem I, P7go: Reaktions-
zentrum des PSI, Fd: Ferredoxin, FNR: Ferredoxin:NADPH:Oxidoreduktase. Grafik

angelehnt an [145].

Die durch die Phycobiliproteine absorbierte Lichtenergie wird genutzt, um ein entspre-
chendes Elektron in ein hoheres Orbital zu heben. Dessen Anregungsenergie wird von den
dufleren Antennen zu dem innen liegenden Kern , transportiert* (in Form eines Excitons)
und von dort auf das Reaktionszentrum (P680) des PSII iibertragen (das PSII und das
Phycobilisom bilden zusammen einen Superkomplex [25]). Das PSII (ein homodimerer
Multiprotein—Kofaktor Komplex [I56]) fungiert als Wasser:Plastoquinon:Oxidoreduk-
tase. Es katalysiert den Transfer der aus der Wasserspaltung frei werdenden Elektronen
auf ein membrangebundenes Quinon. Bei der Spaltung des Wassers entsteht molekula-
rer Sauerstoff. Es folgt eine Reihe von Redoxreaktionen (Elektronentransportkette). Die
Elektronen des Quinons werden auf ein Plastoquinon (PQ) iibertragen und flieflen da-
mit in den PQ-Pool. Dieser Pool verbindet das PSII mit dem Cytochrom-bgf-Komplex.
Dieser Komplex fungiert einerseits als Protonenpumpe und andererseits als Komplex,

an dem die Elektronen auf ein Plastocyanin (PC) iibertragen werden.
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Das PC verbindet den Cytochrom-bgf-Komplex mit dem Photosystem I (PSI). Das
PSI wird auch als Plastocyanin:Ferredoxin:Oxidoreduktase bezeichnet und bildet einen
Protein-Kofaktor-Komplex [88]. Sofern das PSI (und dessen Reaktionszentrum P700) an-
geregt wird, katalysiert das PSI die Oxidation des reduzierten PC. Zeitgleich wird ein Fer-
redoxin (Fd) reduziert. Dieses reduzierte Fd wird von einer Ferredoxin:NADPH:Oxido-
reduktase als Elektronendonor genutzt, um NADP™ zu reduzieren (NADPH wird gebil-
det).

Durch die Anhdufung von Protonen entsteht ein elektrochemischer Gradient (proto-
nenmotorische Kraft) iiber die Thylakoidmembran, der von der membrangebundenen
ATP Synthase genutzt wird, um beim Einstrom von Protonen in das Stroma ATP zu

generieren (ADP wird zu ATP phosphoryliert).

Zyklischer Elektronenfluss

Durch die Absorption von Lichtenergie entsteht fiir die Zelle nutzbare Energie in Form
von ATP und Reduktionséiquivalente in Form von NADPH. Die bisher beschriebenen
Prozesse der Photosynthese werden als lineare photosynthetische ETK bezeichnet. Al-
lerdings gibt es auch einen zyklischen Elektronenfluss beispielsweise um das PSI. Es
werden die Elektronen des reduzieren Fd zuriick auf das PQ iibertragen. Dies verhindert
einerseits, dass Reduktionsédquivalente gebildet werden und ermdoglicht andererseits, dass
Protonen iiber die Thylakoidmembran transportiert werden. Daraus folgt, dass ATP un-
abhingig von NADPH generiert werden kann. Der zyklische Elektronenfluss gibt den
Cyanobakterien die Moglichkeit, ihren Bedarf an Energie und Reduktionséquivalenten
unabhéngig voneinander zu steuern. Es gibt noch weitere zyklische und pseudozyklische

Elektronentransportwege, auf die in einem spéteren Kapitel detailliert eingegangen wird.

COgs-Fixierung

Die aus der Photosynthese gewonnene Energie wird genutzt, um COs im reduktiven
Pentose Phosphatweg (Calvin Zyklus) zu binden. Um ein Molekiil CO2 zu fixieren,
sind drei ATP und zwei NADPH notwendig: fiir die Bildung eines Glycerinaldehyd-
3-Phosphats (GAP) miissen drei COq fixiert werden; dafiir werden neun ATP und sechs
NADPH benotigt. Das dafiir verantwortliche Enzym ist die Ribulose-1,5-Bisphosphat-
Carboxylase/Oxygenase. Der Name verdeutlicht, dass es sich um ein bifunktionales En-
zym handelt, das in allen photosynthetischen Organismen vorhanden ist [16]. Aufgrund
der Bifunktionalitit kann RuBisCO sowohl COs als auch O9 binden. Bei der Carboxylie-
rung von Ribulose-1,5-Bisphophat (RubP2) werden zwei Molekiile Glycerat-3-Phosphat
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(G3P) gebildet. Wird statt dessen RubP2 oxygeniert, entsteht ein Molekiil G3P und ein
Molekiil 2-Phosphoglycolat. Der Prozess der Oxygenierung von RubP2 durch RuBisCO
wird als Photorespiration verstanden. Nach wie vor wird diskutiert, ob die Photorespi-
ration ein Verbrauch von Ressourcen ist, der die photosynthetische Effizienz senkt [277],
oder ob es eine protektive Funktion hat (Energiedissipation bei hoher Lichtkonzentration
[91]). Eine Studie von Eisenhut et al. zeigt zum Beispiel, dass der photorespiratorische
Glycolat Metabolismus fiir Cyanobakterien essentiell ist [64].

Um die ,,Oxygenierungsfunktion“ von RuBisCO zu reduzieren (und die photosynthe-
tische Effizienz zu steigern) haben Cyanobakterien Mechanismen entwickelt, die lokal zu
einer Erhohung der CO2 Konzentration fithren [23]. Wie bereits beschrieben, dient das
Carboxysom als Struktur in der RuBisCO vorzufinden ist. Der zu fixierende Kohlenstoff
kann in Form von CO2 oder HCO3 (Hydrogencarbonat) in die Zelle aufgenommen wer-
den und in Form von cytosolischem Hydrogencarbonat in das Carboxysom diffundieren,
wo es in COy umgewandelt wird, welches dann fixiert werden kann (lokale Konzentrati-
onserhohung) [197].

Tag-Nacht-Rhythmik

Cyanobakterien unterliegen einem Tag-Nacht-Rhythmus (circadiane Rhythmik). Sofern
Licht vorhanden ist, betreiben sie Photosynthese und assimilieren Speicherstoffe wie
z. B. Glycogen, das in Dunkelperioden als endogenes Substrat genutzt werden kann.
Es ist zu beobachten, dass eine hohe Verfiigbarkeit von COs dazu fiihrt, dass mehr
Glycogen gespeichert werden kann [65]. Die Energiegewinnung in der Nacht erfolgt i. d.
R. durch Atmung (unter Verwendung von Sauerstoff als Elektronenakzeptor [235]). Dabei
wird Glycogen iiber den oxidativen Pentose-Phosphat-Weg abgebaut. Das gewonnene
NADPH wird in der respiratorischen Elektronentransportkette, an deren Ende Oxidasen
stehen, verbraucht. Die Komponenten der Atmungskette sind sowohl in der Thylakoid-

als auch in der cytoplasmatischen Membran lokalisiert.

TCA-Zyklus

Lange Zeit ist angenommen worden, dass es in Cyanobakterien aufgrund des nicht vor-
handenen Enzyms 2-Oxoglutarat Dehydrogenase einen unvollstindigen TCA-Zyklus gibt
und dass die Gewinnung von Reduktionsiquivalenten nur {iber den oxidativen Pentose-
Phosphat Weg erfolgen kann. Zhang et al. konnten 2011 zeigen, dass die Gene, die
notwendig sind, um den TCA zu schlieflen, in fast allen Cyanobakterien vorhanden sind

(bis auf Prochlorococcus und marine Synechococcus Spezies) [273]. Es handelt sich dabei
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um die Gene, welche die 2-Oxoglutarat Decarboxylase und die Succinat-Semialdehyd
Dehydrogenase kodieren. Unter Nutzung des geschlossenen TCA-Zyklus kénnen Reduk-

tionsédquivalente auch {iber diesen Weg produziert werden.

Alternative Energiegewinnung

Da es Cyanobakterien gibt, die in anoxygenen Bedingungen leben, existieren auch al-
ternative Wege der Energiegewinnung unter Lichtausschluss. Es gibt Cyanobakterien
(Oscillatoria limnetica), die in der Nacht endogene Speicherstoffe fermentieren und ele-
mentaren Schwefel reduzieren [183]. Einige Stdmme betreiben Fermentation und wachsen
anaerob auf exogenen C-Quellen [107, [145]. Es gibt Cyanobakterien, die Laktat (Oscil-
latoria limnetica [183]) oder Acetat (Oscillatoria limosa [102]) produzieren kénnen oder
gemischte Saure-Géarung (Cyanothece PCC 7822 [253]) betreiben.

Trotz der Vielfalt sind die meisten cyanobakteriellen Stdmme obligat photoautotroph
und nutzen in der Nacht die am Tage generierten (endogenen) Speicherstoffe. Unter
aeroben Bedingungen und Lichtausschluss kann die Respiration ausreichend sein, um
Wachstum zu ermoglichen [235]. Sofern Fermentation betrieben wird, kann i. d. R. davon
ausgegangen werden, dass aufgrund der kleinen Energieausbeute nur Erhaltungsstoft-
wechsel (maintenance) stattfindet, obwohl es auch Ausnahmen gibt (z. B. Microcystis

aeruginosa [235]).

Zusatzliche Nahrstoffe

Neben den bisher beschriebenen Notwendigkeiten fiir das cyanobakterielle Leben (im
Wesentlichen COq, Licht und Wasser) gibt es einige Komponenten, die zusétzlich auf-
genommen werden miissen, um wachsen zu kénnen. Dabei kann zwischen Mikro- und
Makronéhrstoffen unterschieden werden [87]. Laut Bryants , The Molecular Biology of
Cyanobacteria® sind Mikronahrstoffe z. B. Eisen, Kupfer oder nicht-organisches Phos-
phat und Makronéhrstoffe z. B. Stickstoff [35]. Es gibt Mechanismen, die sich im Laufe
der Zeit entwickelt haben, um Defizite bestimmter Néhrstoffe auszugleichen. So kénnen
einige Cyanobakterien unter Eisenmangel das eisenhaltige Ferredoxin durch Flavodoxin
ersetzen [143], ohne die Photosynthesefunktion zu reduzieren [213]. Ahnliches gilt fiir
Kupfer. Unter Kupfermangel kénnen einige Cyanobakterien den Elektronentransporter
Plastocyanin (der Kupfer enthélt) durch Cytochrom cs33 ersetzen [106].

Die Assimilation von Stickstoff hingegen ist fiir Cyanobakterien essentiell. Ungeféihr
8 - 10% des Trockengewichts einer cyanobakteriellen Zelle bestehen aus Stickstoff [90].

Der Stickstoff wird in den meisten Féllen in Form von Ammonium (NH]) oder Ni-
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trat (NO3 ) aufgenommen. Allerdings gibt es auch Stamme, die Stickstoff in Form von
Harnstoff oder als gasférmigen Stickstoff (N2) aufnehmen koénnen. Fiir die Aufnahme
von Stickstoff (NO3 und NHZ) gibt es membrangebundene Transportsysteme, wihrend
Ny per Diffusion in die Zelle gelangt [145]. Zellintern wird Ammoniak (NHj3) benotigt.
Das aufgenommene Nitrat muss schrittweise reduziert und in NHs umgewandelt werden.
Dieser Prozess benétigt sowohl Energie (ATP) als auch Reduktionséiquivalente (in Form
von reduziertem Ferredoxin).

Einige Cyanobakterien sind in der Lage, elementaren Stickstoff (Ng) zu fixieren. Das
dafiir notwendige Enzym, die Nitrogenase, verbraucht dabei ATP, reduziertes Ferredo-
xin und reduziert zeitgleich Protonen zu Hs. Die Nitrogenase ist sehr sensitiv gegeniiber
Sauerstoff und wird durch diesen irreversibel inaktiviert [208]. Die Cyanobakterien ha-
ben Strategien entwickelt, dieses Problem zu umgehen. Wie zu Beginn erwihnt, gibt
es Zelldifferenzierungen (Heterocysten), die kein Photosystem II haben und demnach

keinen Sauerstoff produzieren, der die Nitrogenase beeinflussen konnte.

Sekundarmetabolismus

Viele Cyanobakterien sind in der Lage, verschiedene sekundére Metabolite zu synthetisie-
ren [80]. Sie produzieren z. B. Toxine, Siderophore, Phytohormone und photoprotektive
Metabolite [266]. Beispiele fiir Cyanotoxine sind Microcystin, welches von Microcystis
und Nostoc produziert wird. Dieses Toxin wird in der Leber von Wirbeltieren akku-
muliert und zeigt einen hepatotoxischen Effekt [80]. Weitere Toxine sind Alkaloide wie
Anatoxin und Saxitoxin. Dabei handelt es sich um Neurotoxine, die in hohen Dosen
zum Tod fiithren kénnen [I61) 205]. Cyanobakterienstimme wie Anabena sp. PCC 7120
oder Synechococcus sp. PCC 7002 sind in der Lage, Siderophore zu produzieren (kleine
organische Liganden, die Eisen binden kénnen) [84, [112]. Phytohormone sind sekundére
Metabolite, die das Wachstum und die Entwicklung von Pflanzen stimulieren [205]. Au-
xin, ein sehr bedeutendes Phytohormon, wird z. B. von symbiotisch stickstofffixierenden
Cyanobakterien produziert [224]. Einige cyanobakterielle Stimme sind in der Lage, pho-
toprotektive Komponenten, wie z. B. Mycosporin-artige Aminoséduren oder Scytonemin,
zu synthetisieren, die sie vor zu hoher/intensiver Strahlung schiitzen [75].

Die biotechnologische Anwendbarkeit vieler cyanobakterieller sekundérer Metabolite
ist in vielen Féllen gezeigt worden [39, 232]. Deren biologische Aktivitdt reicht von
yantimalarial® [I54] iiber ,anticancer* [231] und ,,antibiotic“ [104] bis zu ,anti-HIV“ [5].
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2.3 Produktionswege von Biokraftstoffen in Cyanobakterien

Cyanobakterien stellen einen vielversprechenden Produzenten fiir die Synthese verschie-
dener Produkte dar. Durch gezielte Eingriffe in den Stoffwechsel der Cyanobakterien wird
versucht, die Produktpalette dieser Organismen zu vergréffern. Insbesondere die Produk-
tion von Biokraftstoffen mit Cyanobakterien ist aussichtsreich, da damit die erdélbasierte
Produktion von Kraftstoffen hin zur einer nachhaltigen und biobasierten Produktion mit
schnell wachsenden und robusten Bakterien verschoben werden kann.

Deng und Coleman haben 1999 die Grundlage fiir Produktion von Ethanol mit Hilfe
eines Cyanobakteriums gelegt [56]. Sie haben den cyanobakteriellen Stamm Synecho-
coccus sp. PCC 7942 genetisch modifiziert, sodass dieser in der Lage war, Ethanol zu
produzieren. Dafiir haben sie eine Pyruvatdecarboxylase (PDC) und eine Alkoholdehy-
drogenase II (ADH) des Bakteriums Zymomonas mobilis in das Genom integriert. Der
cyanobakteriellen Stamm ist damit derart modifiziert worden, dass dieser Sonnenenergie
und COs3 in Ethanol umwandeln konnte.

Mittlerweile gibt es eine Reihe an Biokraftstoffen die mit Hilfe von Cyanobakterien
produziert werden konnen, so z. B. 1-Butanol [141], [142], Ethylen [114} 212} 240}, 252], Iso-
pren [153] 226], Isobutanol [21] 255] und weitere wertvolle Produkte [59]. Die Produktion
von Biokraftstoff mit Cyanobakterien bietet im Vergleich zu Biokraftstoffproduzenten

vorheriger Generationen einige Vorteile [214].

1. Cyanobakterien beanspruchen keine landwirtschaftlich nutzbare Fliche und kon-

kurrieren damit nicht mit der Agrarindustrie.

2. Cyanobakterielles Wachstum ist relativ substratminimal. Sie bendtigen lediglich
Sonnenlicht, COq, (Salz)Wasser und eine kleine Menge an anorganischen Spuren-

elementen.

3. Viele cyanobakterielle Stamme sind einfach (und stabil) genetisch modifizierbar.
Das Genom vieler Cyanobakterien ist bekannt und in Datenbanken verfiigbar (z.
B. CyanoBase [174] und CyanoGEBA [22§]).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Produkte und deren Synthesewege sind
in der Abbildung dargestellt (siehe auch Tabelle . Es handelt sich dabei um
1-Butanol, Ethanol, Ethylen, Isobutanol und Isopren. Diese Biokraftstoffe kénnen bis-
her bereits mit Hilfe von Cyanobakterien produziert werden. Haufig ist die Produktion

jedoch durch eine kleine Produktausbeute gekennzeichnet [210].
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Ethanol

Wie bereits beschrieben haben Deng und Coleman die Grundlage fiir die Produktion
von Ethanol mit Synechococcus elongatus PCC 7942 [56] gelegt. Eine Weiterentwicklung
ihrer Arbeit haben Dexter und Fu 2009 vorgestellt [57]. Sie haben (wie Deng und Cole-
man) eine PDC und eine ADH genutzt und in das Genom von Synechocystis sp. PCC
6803 integriert. Im Unterschied zu Deng und Coleman haben sie aber einen anderen
Vektor zur Integration der Gene verwendet. Die Ausbeute der Ethanolproduktion war
allerdings nicht wesentlich hoher. Gao et al. haben 2012 postuliert, dass nach Integration
der genannten Reaktionen und Deletion der Poly-S-Hydroxybuttersdureproduktion die
Ausbeute erheblich gesteigert werden kann [82].

Isobutanol

Ein Ansatz Isobutanol mit Hilfe von Cyanobakterien zu produzieren, ist von 2009 At-
sumi et al. vorgestellt worden [2I]. Um Isobutyrylaldehyd, den direkten Priakursor fiir
Isobutanol, produzieren zu kénnen, ist eine Ketosdure Decarboxylase aus Lactococcus
Lactis in das cyanobakterielle Genom integriert worden. Zusétzlich sind Gene integriert
worden, die den Kohlenstofffluss in Richtung 2-Oxoisovalerat erhthen und Gene die Iso-
butyrylaldehyd zu Isobutanol umwandeln kénnen (Alkoholdehydrogenasen). Mit Hilfe
dieser Verdnderungen konnte Isobutanol in dem cyanobakteriellen Stamm Synechococcus

elongatus PCC 7942 erfolgreich produziert werden.

1-Butanol

Der gleiche Stamm ist auch genutzt worden, um 1-Butanol zu produzieren. Lan et al.
haben dafiir den CoA-abhingigen Pfad von Acetyl-CoA zu 1-Butanol in das Genom von
Synechococcus elongatus PCC 7942 integriert [I41]. Dafiir mussten insgesamt fiinf ver-
schiedene Gene in das Genom integriert werden (eine Acetyl-CoA Acetyltransferase aus
E. coli, eine 3-Hydroxybutyryl-CoA Dehydrogenase, eine Crotonase und eine bifunk-
tionale Aldehyd/Alkohol Dehydrogenase aus Clostridium acetobutylicum, die Trans-2-
enoyl-CoA Reduktase aus Treponema denticola). Die Etablierung dieses Pfades inner-

halb Synechococcus elongatus PCC 7942 gewéhrleistet die Produktion von 1-Butanol.

Isopren

Die Produktion von Isopren mit Hilfe von Synechocystis sp. PCC 6803 ist 2010 von

Lindberg et al. gezeigt worden [I53] (die Produktion von Isopren mit anderen Cyano-
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bakterien, wie z. B. Prochlorococcus konnte schon frither demonstriert werden [226]).
Das dafiir notwendige Gen (die Isopren Synthase) ist aus der Pflanze Pueraria montana
gewonnen worden. Bentley et al. konnten zeigen, dass die Produktion von Isopren ge-
steigert werden kann, wenn zusétzlich der Mevalonatweg in Synechocystis sp. PCC 6803

integriert und exprimiert wird, da dieser die Priikursoren fiir Isopren liefert [31].

Ethylen

Ethylen wird mit Hilfe des Ethylen-formenden-Enzyms (EFE) produziert. Das Enzym
kodierende Gen ist aus Pseudomonas syringae gewonnen und in Synechococcus elongatus
PCC 7942 integriert worden [212 240]. Die Ethylen-produzierende Reaktion wandelt 2-
Oxoglutarat in COy und Ethylen um (dabei wird Sauerstoff verbraucht). Guerro et al.
haben das EFE-Gen in Synechocystis sp. PCC 6803 integriert und konnten zeigen, dass
auch dieser cyanobakterielle Stamm in der Lage ist, Ethylen zu produzieren [89].

Es gibt viele weitere Produkte, die mit Cyanobakterien synthetisiert werden kénnen,
wie z. B. Wasserstoff [10], Hexosen [I75], Alkane [216], Fettsduren [155] und extrazel-
luldre Polysaccharide [I77] (fiir detaillierte Informationen siehe [191, 210], 214]).

Inzwischen gibt es einige Unternehmen, die intensiv an der nachhaltigen und bio-
basierten Produktion von Biokraftstoffen und weiteren wertvollen Produkten mit Hilfe

von Cyanobakterien forschen und arbeiten. Beispiele solcher Firmen sind:
e Algenol

Joule Unlimited

AlgaEnergy s. A.

Cyano Biotech GmbH

e Proterro

Viele der bisher vorgestellten Produkte werden mit Hilfe des cyanobakteriellen Stamms
Synechocystis sp. PCC 6803 oder Synechococcus elongatus PCC 7942 synthetisiert. Auf-
grund dessen werden in der vorliegenden Arbeit diese Cyanobakterien als Modellorga-
nismen genutzt. Als zusétzlicher Vertreter wird die Spezies Cyanothece sp. ATCC 51142
analysiert, da diese in der Lage ist, einerseits Stickstoff zu fixieren und andererseits nativ
bereits kleine Mengen Kohlenwasserstoffe produzieren kann [211]. Der Schwerpunkt der
Analysen liegt auf Synechocystis sp. PCC 6803. Im Folgenden werden die untersuchten
Cyanobakterien kurz dargestellt.

19



2 Biologische Grundlagen

Photosynthese

v

2-Acetolactat Pyruvat ———  Acetyl-CoA
v / v v \
2,3-Dihydroxyisovalerat 1-Deoxy-Xylulose- Acetaldehyd Acetoacetyl-CoA Citrate
5-Phosphat
v l v v v
Ketoisovalerat Isopentenyl- Ethanol 3-Hydroxybutyryl-CoA Isocitrate
pyrophosphat
v v v
Isobutyrylaldehyd Dimethylallyl- Crotonoyl-CoA 2-Oxoglutarate
pyrophosphat
v v v
Isobutanol Isopren Butyryl-CoA Ethylen

Butyrylaldehyd

v

1-Butanol

Abbildung 2.3: Produktionswege der untersuchten Biokraftstoffe (siehe auch Tabelle

A1),

2.4 Betrachtete Spezies

Synechocystis sp. PCC 6803

Synechocystis sp. PCC 6803 (im Folgenden Synechocystis genannt; siehe Abbildung
ist ein unizelluldres Cyanobakterium. I. d. R. betrdgt der Durchmesser der Zellen nicht
mehr als 4 pm. Sie betreiben gewohnliche Zellteilung und besitzen keine Gasvakuolen.
Des Weiteren fixieren diese Cyanobakterien keinen molekularen Stickstoff. Dieser Stamm
ist das erste mal 1968 von R. Kunisawa aus Siilwasser isoliert worden (in Kalifornien,
USA [236]). Dessen Genom ist 1996 durch Kaneko et al. komplett sequenziert worden
[121]. Synechocystis ist auch in der Lage, photoheterotroph zu wachsen [15] und besitzt
die Féhigkeit, extrazellulire DNA aufzunehmen [60, 85]. Mittlerweile sind viele Informa-

tionen iiber Synechocystis vorhanden (auch aufgrund der frithen Sequenzierung), sodass
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dieses Cyanobakterium als ein sehr guter Modellorganismus betrachtet werden kann

[171].

Abbildung 2.4: Aufnahme von Synechocystis sp. PCC 6803 [6].

Synechococcus elongatus PCC 7942

Synechococcus elongatus PCC 7942 (im Folgenden Synechococcus genannt; siehe Abbil-
dung frither Anacystis nidulans genannt) ist ein unizellulires Siiwassercyanobak-
terium. Der Durchmesser dieser Cyanobakterien ist i. d. R. nicht grofler als 1,2 um. Sie
sind obligat photoautotroph [165] und besitzen eine geringe Salz-Toleranz [145]. Dass
das Genom von Synechococcus genetisch transformierbar ist, wurde bereits 1970 gezeigt
[227]. Dieser Organismus ist in der Forschung intensiv genutzt worden, um verschiedene
Prozesse zu untersuchen und aufzuklaren. Beispiele dafiir sind: der Nitrat Metabolismus
[146], der sogenannte Kohlenstoff-Konzentrations-Mechanismus [34] und die circadiane
Genexpression [168]. Wie bereits gezeigt werden konnte, ist Synechococcus auch fiir die

Produktion von Biokraftstoffen ein geeigneter Modellorganismus [21, 56].

Abbildung 2.5: Aufnahme von Synechococcus elongatus PCC 7942 [5].
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Cyanothece sp. ATCC 51142

Cyanothece sp. ATCC 51142 (im Folgenden Cyanothece genannt; siehe Abbildung
ist ein unizelluldres Cyanobakterium [145], das Stickstoff fixieren kann. Das Genom ist
komplett entschliisselt. Leider stehen fiir dieses Cyanobakterium bisher wenige geneti-
sche Werkzeuge zur Verfiigung, obwohl es interessante native Produktionswege fiir z. B.
Ethanol besitzt [211],265]. Deshalb wird auch an diesem Cyanobakterium weiter geforscht
[74, 169] und genomskalige Modelle des Stoffwechsels stehen zur Verfugung [211], 262].
Aus den genannten Griinden wird Cyanothece als zusétzlicher Modellorganismus analy-

siert.

Abbildung 2.6: Aufnahme von Cyanothece sp. ATCC 51142 [2].
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Im folgenden Kapitel werden alle fiir diese Arbeit relevanten mathematischen Grund-
lagen erldutert. In Kapitel wird erklért, was Stoffwechselnetzwerke sind. zeigt,
wie diese modelliert und analysiert werden konnen. Des Weiteren werden Methoden zum
modellgestiitzten Metabolic Engineering vorgestellt . Kapitel gibt eine Ubersicht

iiber verschiedene stéchiometrische Stoffwechselmodelle von Cyanobakterien.

3.1 Stoffwechselnetzwerke

Der Begriff Stoffwechsel, oder auch Metabolismus, beschreibt die Gesamtheit aller bio-
chemischen Reaktionen in einem Organismus. Dabei gliedert sich dieser in den Kata-
bolismus, also den Abbau von Nahrstoffen und den Anabolismus, der den Aufbau von
zelleigenen Stoffen beschreibt.

Der Begriff Netzwerk findet in vielen Bereichen des téglichen Lebens Anwendung.
So z. B. in der Elektrotechnik, als eine gemeinsame Schaltung von elektronischen Bau-
elementen; in der elektronischen Datenverarbeitung als Rechnernetzwerk, also einem
Zusammenschluss von verschiedenen elektronischen Systemen, um eine Kommunikation
der einzelnen Elemente untereinander zu erlauben; aber auch im sozialen Bereich (soge-
nannte soziale Netzwerke wie beispielsweise Facebook). Der Begriff Netzwerk beschreibt
also eine Art Gemeinschaft oder Zusammenschluss von verschiedenen Elementen, die auf
unterschiedliche Art und Weise miteinander interagieren.

Wenn von Stoffwechselnetzwerken die Rede ist, sind die Elemente verschiedene Stoff-
wechselspezies (Metabolite), die durch biochemische Reaktionen miteinander in Wechsel-
wirkung stehen. Diese Stoffwechselreaktionen werden durch verschiedene Charakteristika

beschrieben.

e Die Stochiometrie beschreibt das Verhéltnis der beteiligten Edukte und Produkte

in einer Reaktionsgleichung durch die jeweiligen stochiometrischen Koeffizienten
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(auch Verhiltniszahlen genannt). Diese Koeffizienten geben an, wie viel Stoffmenge
eines Edukts verbraucht und wie viel Stoffmenge eines Produkts dabei gebildet

wird.

¢ Reversibilitidt: Im Allgemeinen gilt, dass alle chemischen Reaktionen reversibel
sind. Das heif3t, dass eine Reaktion vor- und riickwérts ablaufen kann. Unter bio-
logisch relevanten Bedingungen kénnen allerdings viele Reaktionen als praktisch
irreversibel betrachtet werden, da viele fast ausschlieflich in eine Richtung ablau-

fen.

e Enzyme, die eine Reaktion katalysieren und deren Aktivierungsenergie herunter-
setzen. Fast alle Stoffwechselreaktionen werden durch Enzyme katalysiert. Damit
wird ein Zusammenhang zum Genom erstellt, da die Enzyme in der DNA kodiert
sind. Allerdings ist diese Relation (Gen-Enzym-Reaktion) nicht immer eindeutig,
da bestimmte Enzyme auch mehrere Reaktionen katalysieren kénnen, oder eine
Reaktion durch mehrere Enzyme katalysiert werden kann. Des Weiteren kénnen
Enzymkomplexe in verschiedenen Genen kodiert sein. Trotzdem ermoglicht die-
se Relation einen Riickschluss von Genen auf Reaktionen und bildet damit die

Grundlage fiir die Rekonstruktion von Stoffwechselnetzwerken.

e Die Kinetik einer Reaktion beschreibt ihre Dynamik auf Grundlage eines be-

stimmten kinetischen Mechanismus (z. B. Massenwirkungskinetik).

Um den Stoffwechsel eines bestimmten Organismus adiquat beschreiben zu koénnen,
bedarf es der Identifikation aller relevanten Reaktionen und Metabolite. Mit anderen
Worten: am Anfang steht die Rekonstruktion des Stoffwechsels. Diese Rekonstruktion
basiert im Allgemeinen auf verschiedenen Informationsquellen, wie Primérliteratur, ver-
schiedenen Ubersichtsartikeln, sowie Datenbanken, wie z. B. ,Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes“ (KEGG [119, [120]) oder BioCyc [45]. Der Ablauf der Rekonstruk-
tion ist bereits beschrieben worden [70) 245] und kann in vier Hauptarbeitsschritten

zusammengefasst werden.

1. Die Entwicklung eines ,, Vorldufernetzwerkes“ basierend auf Informationen aus der
Literatur und verschiedenen Datenbanken (KEGG, BioCyc).

2. Eine Uberpriifung und Validierung des entwickelten Modells, um Liicken zu schlie-
Ben und/oder Fehler zu beheben.

3. Das entwickelte Modell muss anschliefend in ein mathematisches Modell {ibersetzt

werden, das nach Moglichkeit in einer einheitlichen Sprache (wie z. B. ,Systems
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Biology Markup Language“ [110]) formuliert werden sollte, um einen einfachen

Austausch des Stoffwechselmodells zu erméglichen.

4. Dieses Modell kann dann entsprechend analysiert und genutzt werden, um tiefere

Einblicke in den Stoffwechsel des betrachteten Organismus zu gewinnen.

Die Schritte 2 - 4 kénnen bzw. sollten iterativ durchlaufen werden, da i. d. R. nicht
davon auszugehen ist, dass das erzeugte Modell fehlerfrei sein wird. Das modellierte
Stoffwechselnetz kann dann beispielsweise mit Methoden des ,,constraint-based mode-

ling“ analysiert werden.

3.2 Stochiometrische Modellierung von Stoffwechselnetzen

(,,constraint-based modeling®)

Wie im vorherigen Kapitel beschrieben, ist eine biochemische Reaktion durch ihre Sto-
chiometrie, Reversibilitdt, Kinetik und ihre Assoziation mit Enzymen und Genen charak-
terisiert. Fiir die stochiometrische Modellierung von Stoffwechselnetzen wird die Kinetik
einer Reaktion nicht beriicksichtigt und nur die Topologie des Stoffwechsel betrachtet.
Um die verschiedenen Reaktionen des Stoffwechsels besser beschreiben zu kénnen, ist es
hilfreich, zwischen den verschiedenen Komponenten des Stoffwechsels zu unterscheiden
[238].

e Das Substrat oder Nihrstoffe, die metabolisiert werden kénnen (z. B. Zucker,
Stickstoff, etc.). Die Aufnahme externer Substanzen wird dabei als eine Transpor-

treaktion betrachtet und in das Modell integriert.

e Produkte, welche die Zelle synthetisiert und ausscheiden kann (z. B. Ethanol,
COz oder sekundire Metabolite). Der Export dieses Produkts kann wieder als eine

Transportreaktion betrachtet und in das Modell integriert werden.

e Die Bestandteile der Biomasse sind verschiedene Makromolekiile (wie z. B.
Proteine, DNA, RNA, etc.). Die sogenannte Biomassesynthesereaktion (BSR) be-
schreibt dann die molaren Verhéltnisse von Energie, Redoxkraft und weiteren Be-
standteilen, die notwendig sind, um ein Gramm Trocken-Biomasse (gTM) zu syn-
thetisieren. Die BSR wird dabei als eine Pseudoreaktion in das Modell integriert.
Thre Rate ist die Wachstumsrate p [h™!] und die Stéchiometrie der Metabolite in
der BSR tragen die Einheit mmol/gTM.
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e Alle anderen beteiligten Stoffwechselspezies stellen die intrazelluliren Metabo-
lite dar. Diese internen Spezies werden bei der stochiometrischen Modellierung

explizit bilanziert.

Substrate und Produkte, die aulerhalb der Zelle vorliegen, werden als externe Meta-
bolite bezeichnet und bilden Quellen und Senken des Systems. Formal lédsst sich das

stochiometrische Stoffwechselnetz beschreiben durch:
e m: die Anzahl der internen Metabolite,
e ¢: die Anzahl der Reaktionen,

e N: die stochiometrische Matrix bestehend aus m Zeilen und ¢ Spalten mit den

stochiometrischen Koeffizienten n;; des Metaboliten j in Reaktion i.

Des Weiteren wird beriicksichtigt, welche Reaktionen reversibel und welche irreversibel

sind:
e rev: Indexmenge aller reversiblen Reaktionen und
o irrev: Indexmenge aller irreversiblen Reaktionen.

Es gilt:

revNirrev =0 und |revUirrev| = q. (3.1)

Die Konzentrationséinderungen der Metabolite kénnen durch die folgende Differential-

gleichung beschrieben werden:
de(t)
dt

Der Reaktionsratenvektor r(t) ist wiederum eine Funktion der Metabolitkonzentrationen

= Nr(t). (3.2)

c(t) und verschiedenen (kinetischen) Parametern p:

r(t) =f(c(t),p). (3.3)

Der Reaktionsratenvektor r(¢) beinhaltet die Informationen iiber die Kinetik und die
Regulation. Die stéchiometrische Matrix N hingegen beschreibt die Interaktionen der
Metaboliten untereinander, die unabhéingig sind von der Kinetik, der Zeit und der Kon-
zentration. Dieser Teil der Gleichung kann folglich als invarianter Teil der Diffe-
rentialgleichung angesehen werden und bildet die Grundlage der stéchiometrischen und

,constraint-based“ Modellierung von Stoffwechselnetzen.
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3.2.1 Stationére Flussverteilungen

Im Vergleich mit regulatorischen Prozessen innerhalb eines Organismus ist der Metabolis-
mus gepriagt von sehr schnell ablaufenden Reaktionen, wodurch Metabolite vor allem im
Zentralstoffwechsel sehr schnell umgesetzt werden (Verhéltnis von Reaktionsgeschwin-
digkeiten zu Metabolitkonzentration ist sehr hoch). Es kann daher vereinfacht angenom-
men, dass sich die Metabolitkonzentrationen nicht veréndern und in einem Fliefigleich-
gewicht befinden [238]:

de(t) _ _
~~ = Nr(t) = 0. (3.4)

Des Weiteren werden die Reaktionsraten als unabhéngige Variablen betrachtet, womit
sich Gleichung (3.2) vereinfacht zu:

Nr =0. (3.5)

Bei Gleichung handelt es sich nun um ein homogenes System linearer Gleichungen.
Bzgl. der internen Metabolite muss sich die Summe aus Verbrauch und Produktion auf-
heben. Es sei an dieser Stelle noch einmal darauf hingewiesen, dass extrazelluldre Spezies
(externe Metabolite) bei der expliziten Modellierung (Massenbilanz) nicht beriicksichtigt
werden.

Alle Losungen r des Gleichungssystems bilden sogenannte stationére Flussver-
teilungen. Der Kern oder auch der rechte Nullraum der stochiometrischen Matrix IN
enthélt die Menge aller Losungen. Die Dimension des Nullraums spiegelt dabei die An-
zahl der linear unabhingigen Losungen (die Anzahl der Freiheitsgrade) fiir Gleichung
wider und kann durch ¢ — Rang(N) berechnet werden. Sofern die Anzahl der linear
unabhéngigen Reaktionen grofer ist als die Anzahl der Metabolite m, existieren unend-
lich viele Losungen fiir Gleichung (das gilt fiir die meisten Stoffwechselmodelle).
Gilt ¢ = Rang(IN) existiert nur die Lésung r = 0 fiir Gleichung , das ein System
mit null Freiheitsgraden abbildet. Der Kern des Nullraums kann als Matrix dargestellt

werden und enthilt eine Basis des Nullraums:
NK = 0. (3.6)

Die Kernmatrix K erlaubt Riickschliisse auf bestimmte strukturelle Zusammenhinge
des Stoffwechselmodells. Es konnen blockierte Reaktionen (Reaktionen deren Raten im-
mer null sind) und gekoppelte Reaktionen (Reaktionen die immer gemeinsam in einem

bestimmte Verhéltnis zueinander ablaufen) identifiziert werden.
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Anhand des Beispielnetzwerks in Abbildung (A und B) konnen die bisher ge-
zeigten Grundlagen verdeutlicht werden. Das Modell besteht aus neun Reaktionen, fiinf
intrazelluldren und vier extrazelluldren Metaboliten. Die stochiometrische Matrix N be-
steht demnach aus fiinf Zeilen und neun Spalten. Es beschreibt die Aufnahme von zwei
Substraten (Slextern Und S2extern). Allerdings kann S2extern auch als Produkt exportiert
werden. Des Weiteren stellt es den Export der Produkte Plegtern und P2eytern dar. Von
den insgesamt neun Reaktionen sind zwei reversibel und die verbleibenden sieben Re-
aktionen irreversibel. Der Rang der stochiometrischen Matrix ist fiinf. Demnach verfiigt

das System iiber vier Freiheitsgrade.

A
1r Reaktionsgleichungen
8
e 2 STextern => A 12 D => Plogern 172 B => 2D
FN
1 2
r: C=>D+E rgB<=>C ro: E=>P2
@ _»m 3 6 9 extern
B) I r I3 Iy Is Ig r7 Ig I9
A1 -1 0 0 -1 0 0 0 O] r=[rqrrsrrsrgrrgt]
_BlO0 0 0 a0
N=¢clo 17 1 0 0o 1 0 0 0 o s
D|0O O 0 0 0 2 0 -1 jrrev={ry ry 34 s I I}
E{O 0 -1 0 0 0 0 0
Q) n] [ 1 ]/|D) ri] [1] r] [1]
Obj: maxr, 21 1035/ Obj: max r; & min, 21 10 21 |1
r3 0 r r I3 0 I3 0
st: Nr=0 Fa 2 st: Nr=0 fal |2 fal |2
r = 1 r=|s|= 0,65 r = 1 ¥ oin = rs1=(0 Foax = rs1=11
rg = l'e '0,35 rg = 0 le -1 le 0
ry57920 7 1 r,=2 r7 1 ry 1
g 0 Ig 0 Ig 0
o] L 0 | o] LO] [Fof [O]

Abbildung 3.1: Stéchiometrische Modellierung von Stoffwechselnetzen. A) Das
verwendete Beispielnetzwerk und die dazugehérigen Reaktionsgleichungen. B) Die
stochiometrische Matrix N, der Reaktionsratenvektor r und die Menge der reversiblen
(rev) und irreversiblen (irrev) Reaktionen. C) Beispiel fiir eine Flussbilanzanalyse. D)
Beispiel fiir eine Flussvariabilitéitsanalyse, welche die Variabilitdt der Fliisse bzgl. des
Optimierungsproblems in (C) zeigt. Grafik angelehnt an [251].
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3.2 Stochiometrische Modellierung von Stoffwechselnetzen

Es existieren i. d. R. unendlich viele Losungen (Flussverteilungen) fiir Gleichung (3.5
und der Lésungsraum ist unbeschrénkt. Die Verwendung zusétzlicher Nebenbedingungen

(constraints) ermoglicht es, den Losungsraum einzuschrianken [198], [199]:

(NB1) ;>0 Vieirrev (Reversibilitét), (3.7)
(NB2) «; <r; <p; (Kapazitit/Reversibilitét), (3.8)
(NB3) Ar <b (inhomogene Nebenbedingungen, z. B. gemessene Flussraten). (3.9)

Die Verwendung der Gleichung und der genannten Nebenbedingung(en) reprisen-
tiert das Fundament des ,,constraint-based modeling“ (CBM). NB2 beschreibt be-
kannte obere (3;) und untere (c;) Schranken von Reaktionsraten. Damit kénnen Grenzen
fiir Austauschreaktionen (Aufnahme/Ausscheidung) gesetzt werden. Falls keine Grenzen
bekannt sind, kann die Kapazitit von Reaktion r; als unbeschrinkt definiert werden
(£00); fiir alle irreversiblen Reaktionen kann zudem o; = 0 gesetzt werden (NB1 (3.7)).
Dies kann auch direkt in integriert werden. Die Verwendung von Gleichung ZU-
sammen mit den Reversibilitétsnebenbedingungen NB1 schrinkt den Losungsraum
derart ein, dass ein konvexer polyedrischer Kegel geformt wird [209] (auch Flusskegel ge-
nannt und hier mit F' bezeichnet; siche Abbildung|3.2B). Es gilt:

F={reRNr=0,r; >0Vi€irrev}. (3.10)

Durch Hinzunahme der NB2 (3.8) und NB3 (3.9) wird der Losungsraum auf einen
beschriankten und/oder unbeschriankten Polyeder begrenzt. Im Folgenden ist, wenn nicht

anders angegeben, r; > 0 Vi € irrev in ; < r; < ; enthalten.

29



3 Mathematische Grundlagen

A) B)
r
g
r3

Abbildung 3.2: Das Konzept des constraint-based modeling. A) Zeigt den Raum al-
ler Flussverteilungen an. B) Durch Nutzung der Gleichung und der Reversibi-
litdtsnebenbedingungen NB1 wird der zuldssige Losungsraum auf einen konvexen
polyedrischen Kegel beschrénkt. C) Unter Hinzunahme von NB2 und/oder NB3
entsteht ein unbeschréinkter oder beschrinkter Polyeder. Hier wird der Polyeder
z. B. durch eine max. Substrataufnahmerate nach oben beschrankt (graue Fliche). Der
rote Punkt zeigt die optimale Losung fiir eine Flussbilanzanalyse an. Grafik angelehnt
an [186].

Q0

r3 r3

3.2.2 Flussbilanzanalyse

Die Flussbilanzanalyse (FBA) ist ein méchtiges Werkzeug des CBM [186]. Im Prinzip
dient diese Analyse dazu, unter Nutzung der genannten Nebenbedingungen und der An-
nahme einer bestimmten Zielfunktion, eine optimale Flussverteilung in einem stéchiome-

trischen Stoffwechselmodell zu berechnen. Dies kann unter Einbeziehung der Gleichung
(3.5) und der Nebenbedingungen (3.7)) - (3.9) formal geschrieben werden:

clr = ¢y +corg + -+ -+ cgrqg = max !
st. Nr=0
Ar<b

a; <1y < B

(3.11)

Dieses lineare Optimierungsproblem liefert ein eindeutiges Optimum bzgl. der Zielfunk-
tion. Allerdings ist die Flussverteilung nicht immer eindeutig. Das lineare Optimierungs-
problem kann mit Methoden der linearen Programmierung gelést werden [186].

Die Definition der Zielfunktion ist dabei von entscheidender Bedeutung. Haufig wird
die Maximierung der Wachstumsrate als Zielfunktion definiert [72]. Es kénnen auch an-
dere Kriterien als Zielfunktion definiert werden [218], wie z. B. die Minimierung der

Substrataufnahmerate (um die effizienteste Nutzung des Substrates abzubilden [182]),
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die Maximierung der ATP Produktion [6I] oder die Minimierung der Summe der zellin-
ternen Fliisse (um die Effizienz der Enzyme bzgl. des Zellwachstums abzubilden [33]).

Abbildung beschreibt die FBA anhand des Beispielnetzwerks. In diesem Fall
soll die Rate ry maximiert werden unter der Nebenbedingung, dass r1 = 1 und rg =
0 ist (Aufnahme von Slextern als einziges Substrat). Des Weiteren soll die FBA die
Nebenbedingungen erfiillen, dass ro_579 > 0 ist. Mit den gegebenen Bedingungen wird
r4 maximiert. Der gefundene optimale Flussvektor zeigt an, dass unter diesen Umsténden
r4 nicht grofer als zwei werden kann. Diese Rate ist damit eindeutig bestimmt. Dies gilt
allerdings nicht fiir alle Raten. So wird z. B. deutlich, dass der Fluss durch r; beliebig
zwischen der Reaktion 75 und 7o aufgeteilt werden kann, ohne dass dies einen Einfluss
auf r4 hat.

Obwohl die FBA keine kinetischen Parameter verwendet und auch keine Aussa-
ge iiber Metabolitkonzentrationen zulédsst, sind die Anwendungsmoglichkeiten enorm
[122] 147, 203]. Mit Hilfe der FBA konnen z. B. Fragen nach optimaler Ausbeute (Pro-
dukt, oder Biomasse), bestimmter Funktionen des Modells (ist die Synthese eines Meta-
boliten realisierbar) oder die Frage nach bestimmten (optimalen) physiologischen Leis-
tungen des Modells beantwortet werden. Weitere Anwendungsbeispiele sind physiologi-
sche Studien in denen die Wachstumsraten untersucht werden [I80]; sogenannte ,,Gap-
filling“ Analysen in denen identifiziert wird, in welchen Bereichen des Stoffwechselm-
odells noch Unvollstédndigkeiten bzw. Liicken sind [200]; oder auch sogenannte , Gene-
Essentiality* Studien [62, 63], in denen analysiert wird, welche Reaktionen essentiell
sind, um Wachstum zu garantieren.

Es gibt mittlerweile Methoden, die iiber die klassische FBA hinaus gehen und weitere
Informationen beriicksichtigen kénnen. Beispiele dafiir sind regulatorische FBA (rFBA
[49, 51}, 99]), die Integration von thermodynamischen Nebenbedingungen [29, [109] oder
dynamische FBA (dFBA [254]). Die rFBA integriert regulatorische Prozesse mit Hilfe
Boolescher Logik (ein bestimmtes Gen ist aktiv in Abhéingigkeit von bestimmten inter-
nen und/oder externen Metaboliten und/oder Transkriptionsfaktoren). Dieses regulato-
rische Modell wird mit dem FBA Modell kombiniert und nacheinander gelost. Die aus
dem regulatorischen Modell abgeleiteten Erkenntnisse dienen dann als Grundlage der
FBA (z. B. unter bestimmten Umweltbedingungen sind nur gewisse Reaktionen aktiv;
Realisierung iiber die Kapazitéitsnebenbedingungen). Shlomi et al. [230] und Covert et
al. [50] konnten zeigen, dass rFBA genauere Ergebnisse als die klassische FBA liefern
kann. Die Beriicksichtigung von thermodynamischen Nebenbedingungen ist ein weite-
res Beispiel fiir den erweiterten Einsatz der FBA. Hoppe et al. [I09] nutzen dafiir die

Anderung der freien Gibbs’schen Energie, die einen Riickschluss auf die Flussrichtung
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zuldsst. Die Anderung der freien Gibbs’schen Energie ist wiederum abhiingig von den
Metabolitkonzentrationen und somit kénnen experimentelle Daten bzgl. der Metabo-
litkonzentrationen iiber diesen Ansatz beriicksichtigt werden. Ein weiteres Beispiel ist
die dynamische FBA (dFBA), bei welcher der Konzentrationsverlauf und die Aufnahme
von externen Spezies dynamisch modelliert wird, wihrend fiir die internen Metabolite
Quasistationaritét (Gleichung (3.5)) angenommen wird [254].

3.2.3 Flussvariabilitdtsanalyse

Die Flussvariabilitdtsanalyse (FVA), eine weitere Technik des CBM, bestimmt den
zuldssigen Wertebereich von Reaktionsraten in einem Flussszenario unter Beriicksich-
tigung der Gleichung und gegebener Nebenbedingungen - [160]. Um die
zuléissigen oberen und unteren Schranken einer Reaktionsrate zu berechnen, werden zwei
FBA-Probleme formuliert. Prinzipiell kann diese Berechnung ohne die Beriicksichtigung
einer biologischen Zielfunktion erfolgen. Um z. B. multiple Losungen bzgl. eines bestimm-
ten zelluldren Verhaltens zu berechnen, kénnen bekannte Reaktionsraten als zusétzliche
Nebenbedingung in das FBA-Problem integriert werden (Ar < b). Unabhingig davon
ergeben sich insgesamt 2¢ Optimierungsprobleme, da jede Reaktionsrate minimiert und

maximiert wird. Dies kann formal dargestellt werden als:

max r; min r;
r r
t. Nr=20 t. Nr=0
s g y g (3.12)
a; <1 < B a; <1 < B
Ar < b, Ar < b.

Die Losung der 2q Optimierungsprobleme liefert dann die zuldssigen Schranken einer
jeden Reaktionsrate fiir ein gegebenes Szenario. Die Variabilitdt einer Reaktionsrate ldsst
dann verschiedene Riickschliisse zu. Beispielsweise kann abgeleitet werden, ob eine Re-
aktion essentiell ist. Dafiir muss entweder das Minimum gréfler null oder das Maximum
einer Reaktionsrate kleiner null sein. Entspricht der Wert des Minimums dem des Ma-
ximums, ist diese Reaktionsrate eindeutig berechenbar. Ein spezieller Fall ist gegeben,
sobald beide Werte null sind. Dann ist diese Reaktion blockiert.

Die FVA kann anhand des Beispielnetzwerks verdeutlicht werden (siehe Abbildung
3.1D). Dafiir wird das Minimum und das Maximum aller neun Reaktionsraten berech-
net, wenn 71 = 1 und rg = 0 wie im vorherigen Szenario gesetzt werden (Aufnahme von

Slextern). Zusétzlich wird der im vorherigen Anwendungsbeispiel berechnete optimale
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Wert fiir die Reaktion 74 (r4 = 2) in das Optimierungsproblem integriert, um multi-
ple Losungen fiir dieses Szenario beschreiben zu kénnen. Die Ergebnisse zeigen nun, im
Gegensatz zur FBA, die Variabilitéiten aller Reaktionsraten unter Beriicksichtigung der
genannten Nebenbedingungen. Aus den Ergebnissen der FVA kann u. a. abgeleitet wer-
den, dass 73 = 0 und r9 = 0 ist. Das bedeutet, dass diese Reaktionen in diesem Szenario
blockiert sind. Die Reaktion 77 hingegen ist essentiell. Es wird deutlich, dass in diesem
Szenario nur die Reaktionen ro, 75 und rg in einem bestimmten Wertebereich variabel
sind. Alle anderen Reaktionsraten sind eindeutig berechenbar. Es gibt zahlreiche Beispie-
le in denen die FVA als Analysemethode erfolgreich angewendet wurde [40, (67, (96, [186].

3.2.4 Elementarmodenanalyse

Die Elementarmodenanalyse hat das Ziel, minimale funktionale Einheiten (oder Pa-
thways) eines stochiometrischen Netzwerks im FlieBgleichgewicht zu identifizieren. Mi-
nimal bezieht sich darauf, dass, sobald ein Teil dieser Einheit entfernt wird, diese keine
Funktion mehr im steady-state wahrnehmen kann.

Prinzipiell gibt es zwei etablierte dhnliche Ansétze zur mathematischen Beschreibung
solcher Einheiten: die ,Extreme Pathways® [215] und die Elementarmoden [219] 220
221]. Allerdings sind die extremen Pathways eine Untermenge der Elementarmoden und
damit selbst Elementarmoden [272]. Es wird deshalb an dieser Stelle nicht weiter auf die
extremen Pathways eingegangen (eine vergleichende Analyse der genannten Ansétze ist
zu finden in [132 [190]).

Fiir die Beschreibung der Elementarmoden wird die Notation des supports eingefiihrt.
Der support eines Flussvektors r ist definiert als supp(r) = {i|r; # 0} und beschreibt eine
Menge von Indizes der Nicht-Null Elemente in r. Ein Elementarmodus bildet damit eine
eindeutige und support-minimale Menge von Reaktionen, die als stationédre Flussvekto-
ren operieren. Das bedeutet, dass sobald nur eine Reaktion dieser support-minimalen
Menge an Reaktionen entfernt wird, dieser Elementarmodus inaktiv ist [219, 220} 221].
Formal ist ein Flussvektor e ein Elementarmodus (EM), sofern dieser die folgenden Kri-

terien erfiillt:
(K1) Ne=0,
(K2) e; >0 Vie€irrev,

(K3) es existiert keine nicht-triviale Flussverteilung r die (K1) und (K2)
erfiillt und fiir die gilt: supp(r) C supp(e).
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Die Kriterien (K1) und (K2) entsprechen genau der steady-state-Bedingung (Glei-
chung ) bzw. der Nebenbedingung NB1 und bilden den schon besprochenen
Flusskegel (Gleichung ) Ein Flussvektor e kann per Definition nur ein EM sein,
sofern dieser das FlieBgleichgewicht (K1) erfiillt, alle irreversiblen Reaktionen in die
thermodynamisch mdogliche Richtung ablaufen (K2) und es (K3) keinen nicht-trivialen
Flussvektor r gibt, der (K1) und (K2) erfiillt und zerlegbar ist. Daraus folgt, dass, so-
fern eine Reaktion i € supp(e) des EM e entfernt wird, dieser EM nicht mehr funktional
ist. Mit anderen Worten, es kann keine nicht-triviale Flussverteilung des verbleibenden
Teilnetzes realisiert werden. Ein Elementarmodus ist durch seinen support eindeutig be-
stimmt (wird ein EM e mit einem positiven Skalar s multipliziert, betrachten wir den
Vektor se als denselben EM) und l&sst sich mit Hilfe verschiedener Algorithmen berech-
nen [81] [126], 243]. Die meisten Programme zur Berechnung von EM (wie z. B. Metatool
[260] oder efmtool [243]) basieren auf der ,double description“ Methode [79]. Basierend
auf einem Tableau generiert diese Methode neue Elementarmodus-Kandidaten durch
die Anwendung von Gaufischen Kombinationen. Allerdings miissen diese Kandidaten
auf Elementaritit tiberpriift werden. Die Berechnung der EM fiir grofle Netze ist sehr
aufwendig, da sich mit ansteigender Netzwerkgrofie die Anzahl der EM aufgrund der
kombinatorischen Komplexitéit dramatisch erhoht [131].

Es gibt mittlerweile einige algorithmische Entwicklungen, die verschiedene Aspekte der
Berechnung von Elementarmoden verbessert haben [811 [126] 242]. Trotz dessen kann in
genomskaligen Netzwerken haufig nicht die komplette Menge der EM bestimmt werden.
Es gibt einige Anwendungen, die versuchen, zuséitzliche Informationen zu integrieren,
um den Losungsraum einzuschrinken (so z. B. der Gebrauch von transkriptionellen re-
gulatorischen Regeln, um die biologisch relevanten EM zu finden [115]). Andere Ansétze
versuchen (1) das genomskalige Netzwerk in Subsysteme zu zerlegen, um darin die EM
zu berechnen [222], (2) nur die kiirzesten EM zu berechnen [55] oder (3) Metabolomics
Daten zu integrieren, um nur thermodynamisch mogliche EM zu berechnen [83]. Kaleta
et al. haben eine Methode vorgestellt, um EM zu sampeln [116]. Sie argumentieren, dass
es nicht unbedingt notwendig ist, alle EM zu kennen, um das Netzwerk beschreiben zu
kénnen.

Durch nicht-negative Linearkombination der Elementarmoden kann der schon genann-
te Flusskegel (siehe Gleichung ) generiert werden:

|E|

F={reRir=> one"}, ¢, >0. (3.13)
h=1
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E entspricht der Menge der EM (E = {e!,e?,...}). Gleichung zeigt, dass alle
zuléissigen stationéren Flussverteilungen r durch die EM erzeugt werden kénnen. Aller-
dings lassen sich konkrete Flussverteilungen r i. d. R. nicht eindeutig in EM zerlegen.
Die EM enthalten alle Kanten (,extreme rays“ = Extremalstrahlen) des Flusskegels (i.
A. sind aber nicht alle Elementarmoden Kanten des Flusskegels).

Die Elementarmodenanalyse (EMA) ist ein wichtiges Werkzeug des CBM und
ermoglicht vielfiltige und detaillierte Studien von Stoffwechselmodellen [251]. Sie las-
sen z. B. Aussagen iiber optimale und suboptimale Routen durch das Netzwerk zu (z. B.
bzgl. der Ausbeute). Zusétzlich konnen die EM genutzt werden, um blockierte, gekop-
pelte und essentielle Reaktionen zu identifizieren. Des weiteren lésst sich die Auswirkung
von Knockouts leicht iiberpriifen, indem die gewiinschten Reaktionen aus dem Modell
entfernt werden und die verbleibenden aktiven EM analysiert werden.

Abbildungbesehreibt die EM des Beispielnetzwerks graphisch. EM 4 g beschreiben
die gekoppelte Produktion von Pleygtern und P2extern. EM; und EM3 zeigen, dass es auch
Pfade durch das Netzwerk gibt, in denen weder Plextern noch P2extern produziert wird.
EMg 7 stellen die EM dar, die eine optimale Ausbeute von Plegiern bezogen auf Substrat
Slextern ermoglichen. EM5 reprisentiert den EM, der eine optimale Ausbeute von Plextern

bezogen auf Substrat S2eytern ermoglicht.
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Abbildung 3.3: Die Elementarmoden des dargestellten Beispielnetzwerks. In Klam-
mern hinter den Reaktionsbezeichnungen steht der jeweilige stochiometrische Koeflizi-
ent der Reaktion.
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3.3 Methoden zum modellgestiitzten Metabolic Engineering

Die grundlegende Idee des Metabolic Engineering (ME) ist es, eine Verdnderung zel-
luldrer Eigenschaften zu erreichen, um verfiighare, zellinterne Ressourcen beispielsweise
zur Synthese gewiinschter (neuer) Produkte zu nutzen [238]. Um dieses Ziel zu verwirk-
lichen, werden mikrobielle Stamme genetisch verdndert. Die Voraussetzung fiir das soge-
nannte ,,Strain Design® (SD) ist die genaue Kenntnis des metabolischen Netzwerks, um
einen Stamm gezielt zu verdndern. Es sind bereits verschiedene Methoden des CBM, wie
FBA, FVA und EMA, vorgestellt worden, die es erméglichen, ein stochiometrisches Mo-
dell auf seine Funktionalitéit zu untersuchen. Im Folgenden werden Methoden vorgestellt,

die sich mit der Identifikation konkreter Interventionsstrategien auseinandersetzen.

3.3.1 Ubersicht iiber Methoden und das Prinzip der Kopplung von
Produktsynthese und Wachstum

Prinzipiell kénnen zwei Klassen zur modellbasierten Identifikation von Interventions-
strategien unterschieden werden. Die eine basiert auf der Elementarmodenanalyse und
die andere auf mathematischer Optimierung [92), 157, 159, [162], 247].

Elementarmodenbasierte Methoden zum modellgestiitzten Metabolic Engineering

Ein Beispiel fiir einen solchen Ansatz ist die Entwicklung eines Organismus mit minimaler
Funktionalitét, der erstmals von Carlson und Scrienc beschrieben worden ist [42] [43].
Die Idee ist, einen Stamm iterativ durch Deletion von Reaktionen in einen Zustand zu
bringen, in dem dieser nur die gewollte Funktionalitét besitzt. Dafiir sind drei Schritte

entscheidend.

1. Die Identifikation aller Pfade bzw. Elementarmoden, die im Netzwerk enthalten

sind.
2. Die Selektion der gewiinschten Funktionalitit.

3. Durch Knockout von suboptimalen Pfaden werden iterativ die Reaktionen geléscht,
deren Auswirkung auf die maximale Ausbeute nicht negativ ist, aber deren Ent-
fernung die Anzahl der EM am meisten senkt. Dieser Schritt wird wiederholt, bis
keine weitere Deletion mehr moglich ist (oder die maximale Ausbeute nicht mehr

gegeben ist).

Diese Methode dient der Identifikation von Knockout-Strategien, um Zellen mit minima-

ler metabolischer Funktionalitdt (MMF) zu entwickeln. Dieser Ansatz ist bereits erfolg-
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reich eingesetzt worden, z. B. fiir die Entwicklung des am effizientesten Biomasse produ-
zierenden E. coli Bakteriums [249] oder der Entwicklung einer Minimal-E. coli-Zelle zur
Produktion von Ethanol [250]. Weitere Beispiele fiir elementarmodenbasierte Methoden
zum modellgestiitzten Metabolic Engineering sind: FluxDesign [167], (constrained) Mi-
nimal Cut Sets [94), 127, 125] und CASOP [93]. FluxDesign ist ein heuristischer Ansatz,
der basierend auf den EM und einer Korrelationsanalyse Knockout-, Knockdown und
Uberexpressionskandidaten identifiziert. Diese Methode ist bereits erfolgreich eingesetzt
worden [30]. Der (constrained) Minimal Cut Set und der CASOP Ansatz werden spéter

ausfiihrlich diskutiert.

Das Prinzip der Kopplung von Produktsynthese und Wachstum

Viele Methoden des SD verwenden ein gemeinsames Designprinzip, nédmlich die Pro-
duktsynthese an das Zellwachstum zu koppeln [38] 94] 268]. Das grundlegende Ziel der
Kopplung ist es, den Metabolismus eines geeigneten Stamms durch den gezielten KO ver-
schiedener Reaktionen derart zu modifizieren, dass dieser Organismus nur dann wachsen
kann, wenn das gewiinschte Produkt synthetisiert und ausgeschieden wird [129]. Damit
kann garantiert werden, dass, sobald der Organismus wichst, das gewiinschte Produkt
mit einer Mindestausbeute synthetisiert wird. Fiir diese Art der Kopplung hat sich der
Begriff der wachstumsgekoppelten Produktsynthese (growth-coupled product synthesis)
etabliert, weshalb dieser in der vorliegenden Arbeit verwendet wird. Es sei darauf hin-
gewiesen, dass es dennoch moglich sein kann, dass das Produkt auch unabhéngig vom
Wachstum synthetisiert werden kann. Es ist aber auf jeden Fall ausgeschlossen, dass der
Organismus wachsen kann, ohne dabei das Produkt zu synthetisieren.

Fin weiterer Vorteil dieser Strategie ist, dass nachfolgend die Produktivitdt durch die
Anwendung von evolutionary engineering verbessert werden kann. So kann z. B. eine
Anderung der Umweltbedingungen das Wachstumsverhalten beeinflussen. Fiihrt dies
nach optimaler, durch Selektion getriebener genetischer Anpassung des Stoffwechsels an
die neuen Umweltbedingungen zu einer erh6hten Wachstumsrate, erhéht sich auch die
Produktivitéit, da Produktsynthese und Wachstum gekoppelt sind. Die im Folgenden
vorgestellten optimierungsbasierten Methoden versuchen, solche Kopplungsstrategien in

einem stochiometrischen Stoffwechselmodell zu identifizieren.
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Methoden zum modellgestiitzten Metabolic Engineering basierend auf mathematischer

Optimierung

Es gibt mittlerweile viele verschiedene Methoden, die auf mathematischer Optimierung
basieren und Strategien bzgl. Knockouts, Knockdowns, Uberexpressionen oder der In-
tegration neuer Pfade identifizieren. Diesen Methoden liegen verschiedene mathemati-
sche Formulierungen des jeweiligen Optimierungsproblems zugrunde, so z. B. linear [46],
bilevel [38], [47], evolutionér [192] oder kybernetisch [256]. Nachfolgend werden einige
Methoden detailliert dargestellt.

Der OptKnock Ansatz von Burgard et al. soll Reaktions-Knockouts identifizieren, so-
dass das gewiinschte Produkt synthetisiert wird, wihrend der Organismus wichst (siehe
oben erlduterte Kopplungsstrategie) [38]. Die grundlegende Annahme ist, dass Organis-
men ihre zellinternen Stofffliisse bei z. B. umgebungsbedingten oder genetischen Ande-
rungen derart umlenken, dass sie dennoch optimal wachsen kénnen [I11]. Dann muss
ein Reaktions-Knockout derart identifiziert werden, dass dieser im Einklang steht mit
der Zellantwort bzgl. der Verschiebung der zellinternen Fliisse in Richtung des optimalen
Wachstums. Um dieses Problem zu l6sen, haben Burgard et al. eine bilevel Optimierung
implementiert, die zwei verschiedene Zielfunktionen nutzt. Die innere Zielfunktion maxi-
miert i. d. R. die Wachstumsrate (bzw. die Biomasseausbeute). Dabei werden zusitzliche
Nebenbedingungen, wie z. B. Substrataufnahmeraten oder ATP Maintenance (Erhal-
tungsstoffwechsel) beriicksichtigt. Die duflere Zielfunktion maximiert die Synthese des
gewiinschten Produkts durch Deletion von Reaktionen. Die Entfernung von Reaktionen
wird unter Nutzung einer bindren Variable y in den Algorithmus implementiert. Wie in
[38] gezeigt, entsteht folgendes zweistufiges gemischt-ganzzahliges Optimierungsproblem.

maximiere 7produkt
Yi

s.t. maximiere 1
ri

s.t. Nr=0
TAufnahme = TIZAil(le%nahme
TATP 2 TATPyaintenance
L > MZiel

PPty < <Py Vie M

y; = {0,1} Vie M
ZiEM (1 - yz) <nko
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M Dbeschreibt die Indexmenge der Reaktionen und nxo die erlaubte maximale Anzahl
der Knockouts. Dabei maximiert die interne Zielfunktion die Wachstumsrate p unter
Beriicksichtigung von verschiedenen Nebenbedingungen. Es wird dabei beriicksichtigt,
dass eine bestimmte Menge an Substrat aufgenommen wird, dass es einen basalen Ver-
brauch von ATP gibt (Maintenance) und dass die Wachstumsrate nicht kleiner ist als die
vorgegebene Zielwachstumsrate. Die Nebenbedingung (rfin - y; < r; < rlaX.y, Vi€ M)
bewirkt, dass eine Reaktion r; dann ausgeschaltet ist, wenn deren korrespondierende
binére Variable y; null ist. Diese Methode ist z. B. fiir die Laktatproduktion [76], fiir
die Uberproduktion von Aminosiuren [I93] sowie fiir die Produktion von 1,4-Butandiol
[268] in E. coli erfolgreich eingesetzt worden.

Eine Weiterentwicklung von OptKnock ist RobustKnock [241]. Ein Problem des Opt-
Knock Ansatz ist es, dass nur die maximale Produktausbeute bei optimalem Wachstums-
verhalten analysiert wird. Dabei wird nicht beriicksichtigt, dass evtl. andere optimale
Losungen der inneren Optimierung dafiir sorgen, dass Produktsynthese und Wachstum
entkoppelt werden kénnten. RobustKnock umgeht dieses Problem, indem die minimale
Produktausbeute bei optimalem Wachstumsverhalten maximiert wird (dadurch entsteht
ein dreistufiges Optimierungsproblem). Diese Methode ist erfolgreich in einem genomska-
ligen Stoffwechselmodell von E. coli (1JR904 [206]) eingesetzt worden, um Knockoutstra-
tegien zur Produktion von verschiedenen Chemikalien zu identifizieren. Der Nachteil bei-
der Methoden ist, dass die gefundenen Interventionsstrategien auf der Annahme beruhen,
dass der Organismus optimal wéchst. Damit kann unter nicht-optimalem Wachstums-
verhalten nicht garantiert werden, dass die gefundene Kopplung von Produktsynthese
an Wachstum weiterhin gegeben ist.

Weitere Methoden, die Knockouts identifizieren kénnen, sind z. B. OptGene (ein
evolutiondrer Ansatz, der auf einem genetischen Algorithmus beruht und Mutations-
kombinationen nutzt, um Interventionen zu finden [192]) und ,tilting of the objective
function® (TOOF) (simuliert den ,,worst-case“ fiir Produktsynthese mit OptGene und
OptKnock [73]).

Andere Verfahren versuchen den Organismus zu verbessern, indem (zusétzlich) nicht-
native Reaktionen integriert werden, so z. B. OptStrain [194] und SimOptStrain [124].
OptStrain nutzt eine universelle Datenbank um (bezogen auf ein bestimmtes Substrat)
Pfade zu identifizieren, die optimal sind bzgl. der Ausbeute eines gewiinschten Produkts
oder die Synthese bestimmter Produkte erst zulassen. Anschlieend wird das Netzwerk
des gegebenen Organismus um eine minimale Anzahl an nicht-nativen Reaktionen er-
weitert, die eine optimale Ausbeute ermdglichen. In einem zweiten Schritt werden KO-

Kandidaten identifiziert, die verhindern, dass Produktsynthese und Wachstum gekoppelt
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werden konnen. Im Gegensatz zu OptStrain findet SimOptStrain die beschriebenen In-
terventionen (Addition nicht-nativer Reaktionen und KO-Strategien) simultan [124].

Zusétzlich zu den bisher beschriebenen Ansétzen gibt es Methoden, die in der Lage
sind, weitere Arten von Interventionen, wie Hoch- und Runterregulierung, zu kombinie-
ren, so z. B. OptReg [195], OptORF [123] und OptForce [204]. OptReg identifiziert Re-
aktionen die hoch-/runterreguliert oder eliminiert werden miissen, damit das gewiinschte
Produkt iiberproduziert werden kann. Zur Bewertung, ob eine Reaktion hoch- oder run-
terreguliert werden muss, wird der Fluss durch eine Reaktion in einer Mutante mit
hoherer Ausbeute verglichen mit der Wildtyp-Flussverteilung. Ist der Fluss durch eine
Reaktion signifikant grofler, ergibt sich eine Hochregulierung. Ist dieser Fluss signifikant
kleiner als im Wildtyp, muss diese Reaktion runterreguliert werden, um die Ausbeute
zu erhohen. Prinzipiell basiert OptReg auf einer bilevel Optimierung, deren &duflere Ziel-
funktion das gewiinschte Produkt maximiert. Die innere Zielfunktion maximiert z. B.
Wachstum und minimiert zusétzlich den absoluten Gesamtfluss. Da es drei Moglichkeiten
der Intervention gibt, ergeben sich drei Mengen binérer Variablen fiir jede Reaktion.

OptORF ist in der Lage, Uberexpressions- und KO-Kandidaten zu identifizieren, die
es ermoglichen, die Synthese des gewiinschten Produkts zu maximieren [123]. Dabei wer-
den Gen-Protein-Reaktions-Assoziationen explizit beriicksichtigt, sodass die identifizier-
ten Interventionen direkt den betroffenen Genen zugeordnet werden kénnen. Zusétzlich
werden transkriptionelle regulatorische Nebenbedingungen beriicksichtigt (ein Gen bzw.
dessen Expression wird in Abhéngigkeit der Aktivitéit seines Transkriptionsfaktors mo-
delliert). Sowohl die Gen-Protein-Reaktions-Assoziationen, als auch die regulatorischen
Nebenbedingungen werden mit Hilfe Boolescher Logik modelliert.

OptForce nutzt eine Referenzflussverteilung, die den maximalen zulédssigen Wertebe-
reich (Flussvariabilitét) aller metabolischen Reaktionen beschreibt und die, sofern vor-
handen, auf experimentellen Daten beruht [204]. Diese Verteilung wird mit einer , Fluss-
variabilitdtsverteilung* verglichen, die es ermdglicht, das gewiinschte Produkt mit einer
bestimmten Ausbeute zu synthetisieren. Dieser Vergleich erlaubt einen Riickschluss auf
die notwendigen Verdnderungen (Hoch-/Runterregulierung, KO), die durchgefiihrt wer-
den miissen, um das gewiinschte Ziel zu erreichen. Nachfolgend werden die minimalen,
nicht redundanten Mengen an Interventionen (Hoch-/Runterregulierung, KO) identifi-
ziert, welche die notwendigen Verdnderungen erzwingen, um die gewiinschte Flussvertei-
lung zu generieren. Laut Ranganathan et al. ist OptForce im Gegensatz zu OptReg nicht
auf die Maximierung einer Fitnessfunktion angewiesen, um die metabolischen Fliisse vor-

herzusagen [204].
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Weitere Beispiele fiir Methoden die auf mathematischer Optimierung basieren, sind
»flux scanning based on enforced objective flux* (FSEOF) [46], ,,genetic design through
local search® (GDLS) [I58] und ,enhancing metabolism with iterative linear optimizati-
on“ (EMiLio) [267].

Die bisher besprochenen Methoden haben i. d. R. das Ziel, die Produktausbeute durch
Anwendung verschiedener Interventionsstrategien zu maximieren und die Produktsyn-
these obligatorisch an das Wachstum koppeln. Das bedeutet, dass sobald der Organismus
(optimal) wiichst, dieser das gewiinschte Produkt synthetisiert. An dieser Stelle wird die
Limitierung einiger Methoden wie z. B. OptKnock oder RobustKnock deutlich. Denn
sobald der Organismus nicht optimal wéchst, kann es passieren, dass dieser gar kein
Produkt synthetisiert. Das gilt auch fiir die (Sim)OptStrain Methoden. Ein weiterer
Nachteil dieser Methoden ist es, dass mehrfache Losungen nicht explizit betrachtet wer-
den.

Eine Methode, die darauf abzielt, alle Interventionsstrategien zu identifizieren, welche
die Kopplung von Produktsynthese und Wachstum garantieren kann, ist der Ansatz der
constrained Minimal Cut Sets (cMCSs), der im folgenden Kapitel erklért wird. Tabelle
gibt einen abschlieBenden Uberblick iiber die genannten Methoden.
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Tabelle 3.1: Methoden des modellgestiitzten Metabolic Engineering.

Art der Intervention Methode Referenz
MMF [42] 143, 249]
(c)MCS [94, 125, 127]
Knockout OptKnock [38]
RobustKnock  [241]
OptGene [192]
TOOF [73]
Knockout und Integration OptStrain [194]
nicht-nativer Reaktionen SimOptStrain  [124]
FluxDesign [167]
OptReg [195]
OptForce [204]
Knockout, Hoch- und GDLS [158]
Runterregulierung von Fliissen EMiLio 267]
OptORF [123]
CASOP [93]
FSEOF [46]

3.3.2 Minimal Cut Sets & constrained Minimal Cut Sets

2004 sind die Minimal Cut Sets (MCSs) das erste mal von Klamt und Gilles zur Analyse
von Stoffwechselnetzen beschrieben worden [127]. Diese Methodik identifiziert, basierend
auf EM, die kleinste (minimale) Menge (set) an Knockouts (cuts), um eine bestimmte
metabolische Funktionalitét zu unterdriicken. Der zu unterdriickenden Funktionalitét
werden alle EM zugeordnet, die dieses Verhalten ermdoglichen. Die so selektierten EM
werden Target-EM genannt. Im Folgenden soll dies an dem Beispielnetzwerk erklért
werden (Abbildung auf Seite . Es soll die Produktion von P2qytern unterdriickt
werden. Die Target-EM sind demnach EMj 4 g (siehe Abbildung Seite. Es ergeben
sich sieben MCSs, die das unerwiinschte Verhalten unterdriicken (Abbildung [3.4). Das
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bedeutet, dass es sieben (support-minimale) Mengen an Reaktions-KOs gibt, die das
Verhalten der Target-EM ausschalten.

Alle gefundenen sieben MCSs sind minimal. Das bedeutet, dass die Entfernung nur
eines Cuts (diese Reaktion wire dann nicht inaktiv) innerhalb eines Cut Sets dazu
fithrt, dass die unerwiinschte Funktion wieder hergestellt ist. Durch geschickte Wahl
der Target-EM koénnen auch komplexere Ziele definiert werden [125]. Dennoch kann es
passieren, dass neben der unerwiinschten Funktionalitit auch gewiinschte Eigenschaf-
ten unterdriickt werden. Angenommen die Synthese von P2qytern soll blockiert werden,
die Produktion von Plextern aber dennoch moglich sein. In diesem Fall kénnen nicht
alle gefundenen MCSs in Abbildung [3.4] angewendet werden. So unterdriickt MCS; bei-
spielsweise die Produktion von Pleytern und P2extern; MCSg blockiert die Aufnahme von
Substraten. Um Interventionen berechnen zu kénnen, die in der Lage sind, bestimmte
erwiinschte Netzwerkeigenschaften zu erhalten, ist das Konzept der constrained Minimal
Cut Sets (cMCSs) eingefiithrt worden [94].

Fiir das gezeigte Beispiel (keine Produktion von P2eyiern, aber Synthese von Plextern
ist moglich) wird die Menge der EM, welche die Produktion von P2cyern beschreiben, als
Target-EM definiert. Die EM, welche die Synthese von Pleytern ermoglichen, werden der
Menge der Desired-EM zugeordnet. Dies sind die EM, die das gewiinschte (zu erhaltende)

Netzwerkverhalten repréisentieren.
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Abbildung 3.4: Darstellung aller Minimal Cut Sets im Beispielnetzwerk (Abbildung
Seite , die eine Produktion von P2cytern verhindern. Die MCSs innerhalb des
roten Rahmens ermoglichen weiterhin die Produktion von Pleytern und repréisentieren
damit constrained Minimal Cut Sets. Bei Anwendung von MCS3 (griiner Rahmen)
gibt es nur einen verbleibenden EM, bei dem Pleyiern zwingend synthetisiert wird.

@
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Formal lésst sich der Ansatz der MCSs bzw. cMCSs wie folgt beschreiben. Die Menge
aller Elementarmoden entspricht E (hier: jeder EM e wird durch seinen Support supp(e)
beschrieben), die Menge der Target-EM wird durch T und die Menge der Desired-EM
durch D beschrieben. Es gilt: T € E und D C E. Laut Hidicke und Klamt [94] ist
ein Cut Set C als Menge von Reaktionen definiert, sodass in allen Target-EM T jeweils

mindestens eine Reaktion aus C' enthalten ist. Es gilt:
VT eT:CNT #0. (3.14)

Die Minimal Cut Sets fordern zusétzlich, dass es keine echte Teilmenge C’ von C geben
darf, die Gleichung erfiillt. Damit wird gewéhrleistet, dass jeder Cut Set minimal
ist. Die Erweiterung der MCSs, die constrained MCSs, fordert zusétzlich, dass mindes-
tens nevics EM aus der Menge der Desired-EM D erhalten bleiben, um die gewiinschte

Funktionalitéit gewéhrleisten zu kénnen. Es gilt:
D¢ ={DeD|CND =0} (3.15)

D beschreibt die Menge der Desired-EM, die nicht von einem Cut Set C' betroffen sind.
Wie bereits beschrieben, muss ein constrained MCS zusétzlich die folgende Bedingung
erfiillen:

D] = nees. (3.16)

Wenn nicht anders angegeben, wird im Folgenden immer angenommen, dass nevics = 1.
Bezogen auf das beschriebene Beispiel bleibt die Menge der Target-EM unveréndert
(T = {EM34g}). Zusétzlich wird eine Menge Desired-EM definiert: D = {EM;5¢7}.
Damit ergeben sich vier cMCSs (MCS; - MCS,), die in Abbildung gezeigt sind und
die Synthese von P2¢ytem blockieren, aber die Produktion von Pleytern ermoglichen. Diese
Abbildung verdeutlicht, dass die cMCSs grundsétzlich eine Teilmenge der MCSs sind.
Nach Anwendung des MCS3 (griiner Rahmen) bleibt sogar nur eine Moglichkeit (EM)
bestehen: der Organismus muss Pleytern Synthetisieren.

Wie im vorherigen Abschnitt gezeigt, versuchen viele Ansétze Zellwachstum und Pro-
duktsynthese obligat aneinander zu koppeln. Haufig ist es aber der Fall, dass die ge-
fundene Kopplungsstrategie nur unter wachstumsoptimalen Bedingungen funktioniert.
Der Ansatz der cMCSs ermoglicht es, Interventionsstrategien zu identifizieren, die diese
Kopplung fiir alle Biomasseausbeuten erzwingen.

Im folgenden Beispiel wird daher angenommen, dass Plextern das Zellwachstum (oder

die Synthese eines Biomassebestandteils) reprisentiert und P2eyern die Synthese eines
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gewiinschten Produkts. Um die Kopplung zu erreichen, wird die Menge der Desired-EM
definiert durch: D = {EMj 4 g} und die Menge der Targetmoden durch T = {EM; 3567}

Es ergeben sich fiinf mogliche Szenarien (¢cMCSs) mit denen garantiert werden kann,

dass wihrend des Wachstums das gewiinschte Produkt synthetisiert wird. Die dafiir

notwendigen Interventionen sind in der Abbildung dargestellt.

Wie gezeigt, erdffnet der Ansatz der cMCSs die Moglichkeit, Strategien zu identifizie-

ren, die obligat Produktsynthese und Wachstum koppeln kénnen (unabhéngig von der

Annahme der Wachstumsoptimalitét). Das stellt einen enormen Vorteil zu den Metho-

den dar, die auf der Annahme beruhen, dass sich eine Zelle wachstumsoptimal verhalten

muss, kann aber auch mehr Reaktionsknockout erfordern.
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Abbildung 3.5: Constrained Minimal Cut Sets des Beispielnetzwerkes (Abbildung

Seite fiir das Szenario, dass ein Biomassebestandteil (hier: Pleytern) und Pro-

dukt (P2extern) gekoppelt synthetisiert werden.
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Im Allgemeinen basiert die Berechnung der (c)MCSs auf der Menge der Elemen-
tarmoden. Allerdings kann diese gerade in grofien stéchiometrischen Netzwerken selten
komplett berechnet werden. Zur Losung dieses Problems haben von Kamp und Klamt
2014 einen Ansatz priisentiert, der in der Lage ist, (¢)MCSs bis zu einer bestimmten
Grofe in genomskaligen Netzwerken zu berechnen [259]. Dieser Ansatz basiert auf dem
Dualitétsprinzip von EM und MCSs. Dieses besagt, dass die MCSs des metabolischen
(oder primalen) Netzwerks, die EM eines dualen Netzwerks sind (und umgekehrt) [26].
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mit Hilfe der FBA
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des konvexen Kegels

Dualisierung ____ Duales Netzwerk ______________1

Zielfunktionalitat

Abbildung 3.6: Zusammenhang zwischen den Elementarmoden und Minimal Cut
Sets eines biochemischen und eines dualen Netzwerks. Der neben den Pfeilen stehende
Text beschreibt den Ansatz, wie die EM (MCSs) aus dem jeweiligen Netzwerk berech-
net werden konnen. Die MCSs kénnen prinzipiell mit dem Ansatz der ,,minimal hitting
sets“ aus den EM berechnet werden (und umgekehrt; allerdings miissen die jeweili-
gen Mengen separat berechnet werden [125]). Die EM des biochemischen Netzwerks
entsprechen den MCSs des dualen Netzwerks (und umgekehrt). Graphik angelehnt an
[26].
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3.3 Methoden zum modellgestiitzten Metabolic Engineering

Dieses Prinzip ist von von Kamp und Klamt derart genutzt worden, dass die kiirzes-
ten EM in dem dualen Netzwerk berechnet worden sind, die den kleinsten MCSs im
primalen (metabolischen) Netzwerk entsprechen. Es gelang damit z. B. alle MCSs bis
zur Kardinalitit fiinf zu berechnen, die in dem genutzten (genomskaligen) Modell das
Wachstum verhindern. Des Weiteren konnten alle cMCSs bis zur Kardinalitéit sieben
berechnet werden, welche die wachstumsgekoppelte Ethanolsynthese erzwingen. Die Ab-
bildung stellt den Zusammenhang graphisch dar. Abschliefend zeigt Abbildung
die typischen Ausbeutediagramme nach Anwendung einer OptKnock-, RobustKnock-,
OptStrain- und ¢cMCS-Strategie. Es wird deutlich, dass nur die ¢cMCS-Strategie eine

wachstumsgekoppelte Produktsynthese garantieren kann.
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Abbildung 3.7: Mogliche resultierende Ausbeutediagramme nach Anwendung von
Interventionsstrategien, die durch die Nutzung verschiedener Methoden (A - D) identi-
fiziert worden sind. Die blauen Punkte deuten die biomasseausbeuteoptimalen Losun-
gen der Mutanten an. Die gepunktete Linie zeigt die Ausbeutediagramme vor der In-
tervention. A) OptKnock-Ansatz. B) RobustKnock-Ansatz. C) OptStrain-Ansatz. Die
maximale Produktausbeute ist hoher als im Wildtyp. Dies ist auf eine Reaktionsad-
dition zuriickzufiihren. D) cMCS-Ansatz. In diesem Fall kann garantiert werden, dass
Produkt immer synthetisiert wird, egal mit welcher Biomasseausbeute der Organismus
wiéichst.
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3.3.3 CASOP

Die bisher beschriebenen Methoden sind daran interessiert, die Ausbeute eines bestimm-
ten Produkts zu optimieren. Der Ansatz von CASOP (,,Computational Approach for
Strain Optimization aiming at high Productivity“) versucht hingegen, die Produktivitét
als kombiniertes Ma$ fiir Ausbeute und Netzwerkkapazitéit zu optimieren [93].

Der Ansatz beruht ebenfalls auf den EM. Im Prinzip werden die EM fiir den Wildtyp
berechnet (nur Wachstum) und die EM fiir einen Phénotyp, der den Grofiteil des aufge-
nommenen Substrates wihrend des Wachstums in ein gewiinschtes Produkt umwandelt.
Diese beiden Mengen an EM werden verglichen und bewertet. Diese Bewertung erlaubt
einen Riickschluss darauf, ob eine Reaktion iiberexprimiert, herunterreguliert oder aus-
geschaltet werden soll, um den gewiinschten Phénotyp zu erhalten. Notwendig fiir diese
Bewertung (bzw. Berechnung der EM des gewiinschten Phénotyps), ist die Einfithrung

einer artifiziellen Reaktion rp, die einen artifiziellen Metaboliten A generiert:
ra @ (1 —7) - Biomasse + 7 - aprodukt - Produkt => 1 [Gramm| A, ~ € [0,1]. (3.17)

Sowohl die Biomasse als auch das gewiinschte Produkt werden dafiir als interne Metabo-
lite definiert. Sofern v = 0, wird im Modell ausschliefllich Biomasse produziert (Wildtyp);
fiir v = 1 nur Produkt. 7 steuert demnach, in welchem Verhéltnis Produkt und Biomas-
se im Modell synthetisiert werden. Um als Einheit fiir den Metaboliten A Gramm zu
erhalten, muss das Produkt mit seiner reziproken molaren Masse (aprodukt) multipliziert
werden.

Die EM der beiden oben genannten EM-Mengen (EM fiir den Wildtyp (nur Wachs-
tum); EM fiir einen Phénotyp, der den Grofiteil des aufgenommenen Substrates wihrend
des Wachstums in ein gewiinschtes Produkt umwandelt) werden, in Abhéngigkeit der
Ausbeute des artifiziellen Metaboliten A bezogen auf ein Substrat S, gewichtet. Dieses
Gewicht v, fiir den EM}) (p = 1,...,nc(v)) wird laut Hédicke und Klamt definiert als

[93]: .
A/S\ e
Uiy = —(Yp ) (3.18)

S ()

p=1
nc(7y) beschreibt die Anzahl der EM mit einer positiven Ausbeute YA/3 fiir ein bestimm-
tes v. Die Gewichtung in ermoglicht, dass ein EM mit einer héheren Ausbeute ein
hoheres Gewicht bekommt. Der Parameter (Exponent) kc erméglicht eine zusétzliche

Gewichtung. Ein kleines k¢ erlaubt eine Bewertung mit hoherem Einfluss der Netzwerk-
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flexibilitat (k¢ = 0: alle EM sind gleich gewichtet sind). Grofie k¢ hingegen verschieben
die Bewertung hin zur Ausbeute der EM. Fiir die Bewertung der Relevanz einer Reakti-
on r; in einem definierten Szenario v wird das Maf} w,(r;) eingefiihrt. w, der Reaktion r;

ist definiert als die Summe aller Gewichte (v, ) der EM, in denen die Reaktion r; # 0:

wy(ri) = > Uy (3.19)

h:EM] (r3)70

Der Index h beschreibt die EM, in denen die Reaktionsrate r; # 0. Das Mafl w-(r;)
erlaubt nun eine Bewertung, wie wichtig eine Reaktion r; in einem definierten Szenario
ist. Der Wertebereich von w-(r;) liegt in [0, 1]. Hadicke und Klamt nutzen nun eine Re-
ferenzlosung (Wildtyp) und vergleichen diese mit dem ,, Produktionsszenario“ (y = 0, 9:
90% des Metaboliten A besteht aus Produkt):

Z(TZ') = wO’g(TZ) — wo(ri). (3.20)

Das Bewertungsmaf} Z kann fiir jede Reaktion r; berechnet werden, die an dem Szenario
7 beteiligt ist. Der Wertebereich von Z(r;) liegt in [-1, 1]. Werte kleiner null zeigen einen
potentiellen KO-Kandidaten an und Werte grofer als null einen potentiellen Uberex-
pressionskandidaten (je (absolut) grofler der Wert ist, desto eher ist dieser Kandidat fiir

den entsprechenden Eingriff geeignet).

3.4 Verwendete Software

Als Werkzeug fiir die Berechnungen und Analysen wurde die MATLAB-Toolbox

CellNetAnalyzer genutzt [130] (in MATLAB 2010). Diese Toolbox ermdglicht die struk-
turelle und funktionelle Analyse stéchiometrischer Modelle mit Hilfe vieler verschiedener
CBM-basierter Methoden, wie z. B. FBA, FVA, EMA, (¢)MCS-Analyse und CASOP-
Analyse. Der in Kapitel [4] beschriebene Algorithmus wurde in diese Toolbox integriert.
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3.5 Stochiometrische Stoffwechselmodelle von Cyanobakterien

Im folgenden Abschnitt werden Arbeiten vorgestellt, die sich mit der stochiometrischen
Modellierung von Stoffwechselnetzen und dem rationalen Stamm-Design von Cyanobak-
terien beschéftigen. Der Fokus liegt dabei auf den hier betrachteten Spezies Synechocystis
sp. PCC 6803, Synechococcus elongatus PCC 7942 und Cyanothece sp. ATCC 51142. Die
folgende Tabelle stellt eine Zusammenfassung bisheriger Netzwerkrekonstruktionen fiir
den Stoffwechsel von Synechocystis sp. PCC 6803 dar, der wohl wichtigsten cyanobak-

teriellen Modellspezies.

Tabelle 3.2: Publizierte Synechocystis sp. PCC 6803 Modelle.

Entwickler Erscheinungsjahr ~ Anzahl Reak- Anzahl Me- Referenz
tionen tabolite
Shastri und Mor- 2005 70 46 [225]
gan
Hong und Lee 2007 56 63 [108]
Fu 2009 831 704 78]
Knoop et al. 2010 380 291 [136]
Montagud et al. 2010 882 790 [170]
Yoshikawa et al. 2010 493 465 [269]
Montagud et al. 2011 956 911 [171]
Nogales et al. 2012 863 795 [178]
Saha et al. 2012 1156 996 [211]
Knoop et al. 2013 759 601 [134]

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete (und zu diesem Zeitpunkt aktuellste) Mo-
dell von Synechocystis sp. PCC 6803 (im Folgenden Synechocystis genannt), ist von
Knoop et al. entwickelt worden [134]. Dieses Modell basiert auf der Rekonstruktion aus
dem Jahr 2010 [136] und ist um den Fettsidurestoffwechsel, die Biosynthese von Peptido-
glycan, Chlorophyll, Terpenoiden, Carotenoiden, Quinonen, Tocopherolen und diversen
Vitaminen und einigen durch Stress induzierten Reaktionswegen erweitert worden [134].
Das Netzwerk besteht aus 759 Stoffwechselreaktionen und 601 Metaboliten, die in sechs
Kompartimenten verteilt sind (Cytosol, Thylakoid- und Plasmamembran, Thylakoidlu-

men, periplasmatischer Raum, Carboxysomen). Die Biomassesynthesereaktion stammt
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aus der Rekonstruktion von Nogales et al. [I78] und ist modifiziert und angepasst wor-
den. Das Modell ist in der Lage, sowohl phototrophes Wachstum als auch Wachstum
unter Lichtausschluss zu beschreiben (Nachtstoffwechsel). Des Weiteren erfasst es u. a.
die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies. In der dazugehorigen Veroffentlichung werden
die moglichen Szenarien der Schlieung des TCA-Zyklus diskutiert. Dabei werden der
Nebenweg von Zhang und Bryant [273], sowie der GABA-Shunt als wahrscheinlichste
Reaktionswege beschrieben, da diese die niedrigsten Investitionskosten haben und damit
evolutionér von Vorteil sind [134]. Experimentelle Ergebnisse legen dagegen nahe, dass
der Glyoxylatzyklus nicht vorhanden ist (dieser ist daher nicht im Modell enthalten).

In der vorliegenden Arbeit wird das Modell ohne Beriicksichtigung von Isoenzymen
genutzt, da der Fokus der Analysen auf den Reaktionen liegt. Zur detaillierteren Be-
schreibung der zyklischen Elektronenfliisse um die Photosysteme ist eine Ferredoxin-
Plastoquinon-Reduktase und die Mehler-Reaktion in das Modell integriert worden (in
Anlehnung an Nogales et al. [I78]). Um die Biokraftstoffproduktion zu erméglichen, sind
die entsprechenden Bildungs- und Exportreaktionen (siehe Tabelle in das Modell
integriert worden. Der Nachtmetabolismus wird durch eine Glycogenaufnahmereaktion
abgebildet. Basierend auf der Annahme, dass Wasser und cytoplasmatische Protonen im
Uberfluss vorhanden sind, werden diese als externe Metabolite betrachtet. Die fiir die
ATP-Bildung (durch die ATPase) notwendigen periplasmatischen und im Thylakoid-
lumen befindliche Protonen werden aber explizit bilanziert. Das genomskalige Modell
hat mit diesen Anpassungen eine Gréfle von 612 Reaktionen und 526 internen Metabo-
liten.

Neben den oben genannten Netzwerkrekonstruktionen fiir Synechocystis gibt es auch
einige weitere fiir z. B. Synechococcus sp. PCC 7002 [95], 233] 261], Cyanothece sp. ATCC
51142 [211 262] und Synechococcus elongatus PCC 7942 [133], 248]. In der vorliegenden
Arbeit werden zwei weitere Vertreter des cyanobakteriellen Metabolismus genauer ana-
lysiert. Es handelt sich dabei um Synechococcus elongatus PCC 7942 (Modell von Knoop
[133]) und Cyanothece sp. ATCC 51142 (Modell von Saha et al. [211]).

Das genomskalige Modell von Synechococcus elongatus besteht aus 666 Reaktionen und
574 Metaboliten. Es ist im Wesentlichen aus dem Synechocystis Modell von Knoop et
al. abgeleitet worden und beschreibt phototrophes Wachstum und den Abbau des zellin-
ternen Speicherstoffes Glycogen unter Lichtausschluss. Die wesentlichen Unterschiede
innerhalb des Stoffwechsels sind laut Knoop gegeben durch: keine Synthese von Cya-
nophycin und PHB (zellinterne Speicherstoffe); verschiedene Tocopheroltypen kénnen
nicht synthetisiert werden; der Harnstoffmetabolismus fehlt (verdnderte Synthese von

Putrescin und Spermidin); Glycerat kann nicht {iber Glycerol zu Glycerol-1-Phosphat
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abgebaut werden; ein zyklischer Fluss durch den TCA ist nicht mdglich, da weder die
Gene des GABA-Shunts noch der 2-Oxoglutarat-Decarboxylase vorhanden sind (unvoll-
standiger TCA) [133]. Insgesamt weist das Modell eine geringere Variabilitéit aus. Unter
phototrophen Bedingungen wirkt sich dies allerdings kaum auf die Wachstumsrate aus
(diese ist geringfiigig kleiner als bei Synechocystis [133]). Unter Lichtausschluss wéchst
der Organismus langsamer [133].

Als zusitzlicher Modellorganismus ist Cyanothece sp. ATCC 51142 (im Folgenden Cya-
nothece genannt) ausgewahlt worden. Das Genom von Cyanothece ist ca. 35% grofler als
das von Synechocystis [211]. Das Modell iCyt773 von Saha et al. [211] beruht auf den In-
formationen einer vorherigen Rekonstruktion von Vu et al. [262] und ist im wesentlichen
durch die Integration der Lipid-, Pigment- und Pentadecansynthese erweitert worden
[211]. Das genomskalige Modell von Cyanothece besteht aus 946 Reaktionen und 811
Metaboliten, die in vier Kompartimenten verteilt sind (Periplasma, Cytosol, Carboxyso-
men, Thylakoidlumen). Die Biomassekomposition von Cyanothece unterscheidet sich im
Bezug auf das Vorhandensein von Stickstoff und Licht [211] (z. B. ist der Bedarf an Pig-
menten wie Chlorophyll unter Lichtbedingungen grofler). Laut Saha et al. [211] ist der
Stoffwechsel verglichen mit Synechocystis durch folgende Unterschiede gekennzeichnet:
das Fehlen der Threonin-Ammonium-Lyase (verédnderte Synthese von Isoleucin); einen
unvollstéindiger Urea-Zyklus; das Vorhandensein einer Laktat Dehydrogenase (fermenta-
tive Produktion von Laktat ist moglich); das Fehlen einer Protoporphyrin Cyclase (not-
wendig fiir anaerobe Synthese von Chlorophyll); Unterschiede im Fettsdurestoffwechsel
[11].

Bisherige Studien zum Metabolic Engineering von Cyanobakterien

Die Produktpalette der Cyanobakterien ist mittlerweile sehr gro3 und deren potentielle
Anwendungsbreite enorm (siehe Kapitel . Aufgrund des gesteigerten Interesses, Cya-
nobakterien als Produktionsplattform zu nutzen, sind viele cyanobakterielle Wildtyp-
Stédmme zu Produktionsstdmmen modifiziert worden.

Angermayr et al. beschreiben am Beispiel von Ethanol diese Entwicklung wie folgt [18].
Initial konnte Ethanol in Synechocystis mit einem Titer von 0,021 mg/L synthetisiert
werden und nachdem die Stammkonstruktion und die Kultivierungsbedingungen opti-
miert worden sind, war dieser in der Lage 596 mg/L zu produzieren [57]. Durch weitere
genetische Modifikationen und Nutzung eines optimalen Kofaktors (NADPH) konnte der
Titer weiter gesteigert werden auf 5500 mg/L [82]. Tabelle gibt eine Ubersicht iiber

verschiedene erfolgreiche Strategien der Stammoptimierung.

54



3.5 Stochiometrische Stoffwechselmodelle von Cyanobakterien

Tabelle 3.3: Erfolgreiche Strategien zur Stammkonstruktion und -optimierung fiir
Produktsynthese in Cyanobakterien. Fiir mehr Beispiele siehe [18] 140}, 276].

Produktionsstamm Produkt Strategien

Integration von Genen aus Z. mobilis und
Ethanol KO der PHB-Synthese [82]

KO der PHB- und Acetat-Synthese (PHB-

Synechocystis Aceton Synthase und Phosphotransacetylase) [275]
sp. PCC 6803
Integration eines Gens aus Pseudomonas sy-
Ethylen ringae pv. Phaseolicola [252]
Integration der D-Lactat Dehydrogenase
D-Lactat

und KO der PHB- und Acetat-Synthese [274]

Integration von Genen aus Clostridium ace-

Isopropanol tobutylicum und E. coli [139]
Synechococcus

elongatus PCC 7942 Isobutanol KO der Glycogen Synthese [15]]

Integration von Genen aus C. acetobutyli-

1-Butanol cum, Treponema denticola und E. coli [141]
Synechococcus ) Integration von Genen aus E. coli und Fime-
sp. PCC 7002 D-Mannitol ria tenella, KO der Glycogen Synthese [113]

Ebenso gibt es Strategien, die stéirker auf der Analyse eines zu Grunde liegenden me-
tabolischen Netzwerks beruhen. Knoop et al. haben 2012 das stéchiometrische Potenti-
al von Cyanobakterien (speziell Synechocystis) fiir kohlenwasserstoffbasierte Treibstoffe
analysiert, um Aussagen dariiber zu treffen, welche Eigenschaften ein Produktionsstamm
haben muss, um wirtschaftlich zu sein [118]. In einer spéiteren Verdffentlichung haben
Knoop et al. beschrieben, wie sich die Flussverteilung innerhalb des Modells von Synecho-
cystis verschiebt, wenn ein Wildtypstamm (nur Wachstum) zu einem Produktionsstamm
verdndert wird [135].

Nogales et al. [I78] haben 2012 den Photosyntheseapparat von Synechocystis modell-
theoretisch untersucht. Bei der Modellierung des Stoffwechselnetzes ist die Photosynthe-
se sehr detailliert beschrieben worden, um deren optimale Konfiguration fiir verschie-
dene Stoffwechselszenarien zu identifizieren. In einer weiterfithrenden Veroffentlichung
aus dem Jahr 2013 [I79] wird demonstriert, wie sich diese metabolischen Eigenschaften
auf die biotechnologischen Kapazitéiten auswirken. Aus den Analysen wird iiberraschend

geschlussfolgert, dass der lichtgetriebene Metabolismus die biotechnologischen Méglich-
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keiten von Synechocystis limitiert. Nogales et al. [I79] haben versucht, Strategien zu
finden, die es erlauben, Wachstum und Produktion zu koppeln. Sie konnten in vier von
sechs Féllen keine Kopplungsstrategien unter phototrophen Bedingungen finden (fiir die
Produktion von Ethanol, 1-Butanol, Sucrose, und L-Lactat) und schreiben: . /.../ our
search did not reveal any growth-coupled mutants overproducing these metabolites.“ Und
weiter: ,[...] the results [...] strongly suggest that a re-routing of the carbon flux is more
difficult to achieve in photosynthetic organisms than in heterotrophs, such as E. coli.

Vu et al. [261] haben 2013 in einem Modell von Synechococcus sp. PCC 7002 verschie-
dene Szenarien angedeutet, mit welchen die Kopplung unter phototrophen Bedingungen
erreicht werden konnte. Sie sagen, dass wenigstens neun Reaktionsknockouts notwendig
sind, um das gewiinschte Produkt (u. a. Ethylen und Ethanol) an Wachstum zu kop-
peln. Allerdings wird in dieser Veroffentlichung weder die fiir die Kopplung notwendige
Strategie erklért, noch gesagt, welche Reaktionsknockouts dafiir notwendig sind.

Trotz der gezeigten Ansétze konnten bisher kaum konkrete Prinzipien fiir phototrophe
Organismen identifiziert werden, mit denen wachstumsgekoppelte Produktionsstidmme
entwickelt werden kénnen. Ein wesentlicher Aspekt der vorliegenden Arbeit ist es, Stra-
tegien zu finden, die es ermoglichen, die Biokraftstoffproduktion an das Wachstum ver-
schiedener Cyanobakterien zu koppeln. Im Verlauf der Arbeit soll daher untersucht wer-
den, ob es, dhnlich zu heterotrophen Organismen wie E. coli [259], Interventionsstra-
tegien gibt, die wiahrend des Zellwachstums die Synthese eines gewiinschten Produkts
erzwingen (Kopplung). Basierend auf unterschiedlichen Netzwerkskalen sollen die dafiir
notwendigen KO-Szenarien analysiert und diskutiert werden.

Neben dem in Kapitel vorgestellten genomskaligen Stoffwechselmodell von Syne-
chocystis, sollen zwei weitere Synechocystis-Modelle verschiedener Skalen betrachtet wer-
den: ein Modell mittlerer Gréfle und ein stark reduziertes Zentralstoffwechselmodell. Auf-
bauend auf diesem Minimalmodell sollen skaleniibergreifend KO-Strategien gefunden,
ausgewertet und verglichen werden, die eine wachstumsgekoppelte Produktion von Bio-
kraftstoffen unter phototrophen Bedingungen erméglichen. Da zu Beginn dieser Arbeit
nur die genomskalige Version des genannten Synechocystis-Modells zur Verfiigung stand,
wurde ein Reduktionsalgorithmus entwickelt, der stochiometrische Stoffwechselmodelle
eigenschaftserhaltend auf Modelle kleinerer Netzwerkskalen reduzieren kann. Dieser Al-

gorithmus wird im folgenden Kapitel vorgestellt.

o6



4 Algorithmus zur Ableitung von
eigenschaftserhaltenden Teilmodellen

metabolischer Netzwerke

Dieses Kapitel beruht auf der folgenden Publikation:

[67] Erdrich, P., Steuer, R. & Klamt, S. (2015) An Algorithm for the Reduction of
Genome-Scale Metabolic Network Models to Meaningful Core Models. BMC' Systems
Biology 9:48

Im folgenden Kapitel wird der Algorithmus zur eigenschaftserhaltenden Reduktion
stochiometrischer Stoffwechselmodelle eingefiithrt. Nach einer einleitenden Motivation
, wird der Reduktionsalgorithmus formal vorgestellt . Kapitel zeigt eine
Machbarkeitsstudie (Proof-of-Concept) am Beispiel eines genomskaligen E. coli Modells.
Anschlieflend wird in Kapitel die Reduktion des in Kapitel dargestellten genoms-
kaligen Synechocystis-Modells, SyneGS, auf ein Modell mittlerer Grofie (SynePruned)
und auf ein sehr kleines Zentralstoffwechselmodell (SyneMin) beschrieben. Diese drei

Modelle reprisentieren damit drei verschiedene Netzwerkskalen.

4.1 Motivation

Die bisher vorgestellten Methoden der stochiometrischen Netzwerkanalyse liefern tiefe
Einblicke in Eigenschaften und Funktionalititen des zelluldren Metabolismus [128], 150,
164]. Der Erfolg dieser Methoden ist nicht zuletzt an der Entwicklung von groen stochio-
metrischen Modellen zu erkennen. Mitte bis Ende der 90er Jahre bestanden die damals
grofiten Modelle aus bis zu 100 Reaktionen, die meist im Zentralstoffwechsel lokalisiert
sind. Mittlerweile haben genomskalige Modelle eine Gréfie von tw. iiber 2000 Reaktionen

und es existieren weit iiber 100 genomskalige Modelle fiir verschiedene Organismen [7].



4 Algorithmus zur Ableitung von eigenschaftserhaltenden Teilmodellen

Am Beispiel von E. coli kann die Evolution von stéchiometrischen Modellen des Stoff-
wechsels gut beschrieben werden. Das erste genomskalige Modell von E. coli (iJE660)
ist im Jahr 2000 veroffentlicht worden [63]. Dieses Modell besteht aus 627 Reaktio-
nen und 438 Metaboliten. Das darauffolgende Netzwerk, iJR904, das von Reed et. al
2003 vorgestellt worden ist, hat eine Netzwerkgrofle von 931 Reaktionen und 625 Me-
taboliten [206]. 2007 folgte mit AF1260 von Feist et al. [71] die néchste Version eines
genomskaligen E. coli Netzwerks. Das iAF1260 ist eines der meist zitierten genoms-
kaligen Netzwerkmodelle und besteht aus 2077 Reaktionen und 1039 Metaboliten. Die
aktuellste genomskalige Rekonstruktion des Metabolismus von E. coli, das 1JO1366, ist
im Jahr 2011 von Orth et. al vertffentlicht worden und enthélt 2251 Reaktionen und
1136 Metabolite [I84]. Alle dargestellten Modelle haben die Grundlage fiir die jeweils
néchste Version geschaffen und es ist davon auszugehen, dass diese Entwicklung weiter
fortschreiten wird. Durch die Beriicksichtigung zusétzlicher Informationen, wie z. B. der
Proteinexpression (ME-Modelle [187]), nimmt die Komplexitéit solcher Modelle weiter
zu.

Allerdings steigt mit der Zunahme der Komplexitidt und Grofe solcher Modelle auch
der Aufwand, diese Systeme zu analysieren. Einige Methoden kénnen zum Teil nicht
mehr angewendet werden. So ist z. B. die Berechnung der EM in Netzwerken mit meh-
reren tausend Reaktionen und die Nutzung der darauf aufbauenden Methoden nicht
moglich [251]. Die metabolische Flussanalyse kann i. d. R. nicht genutzt werden, da in-
trazellulére Fliisse im Gesamtsystem oft nicht bestimmbar sind [201], selbst wenn Daten
aus Isotop-Tracer Experimenten vorliegen [271]. Ahnliches gilt fiir kinetische Model-
lierungsansétze, bei denen kinetische Parameter und Mechanismen oft nur fiir kleine
Subnetzwerke bekannt sind.

Im Gegensatz zu genomskaligen Modellen kénnen in kleineren Modellen (beispielswei-
se des Zentralstoffwechsels) hiufig die grundlegenden Prinzipien und Funktionen eines
Systems besser analysiert und ausgewertet werden. Die Informationen eines komplexen
genomskaligen Modells sollten dabei, sofern es moglich ist, in derartigen Zentralstoff-
wechselmodellen abgebildet werden. Bisher gibt es keinen formalen Algorithmus, mit
dem genomskalige Netzwerkmodelle reduziert werden koénnen. Es gibt allerdings einige
Beispiele fiir reduzierte bzw. kleinere Modelle, die manuell aus genomskaligen Modellen
abgeleitet worden sind [66], [I85], 201]. Ein Ansatz fiir eine formale Reduktion stéchiome-

trischer Stoffwechselmodelle wird im folgenden Abschnitt vorgestellt.
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4.2 Algorithmus NetworkReducer

Wie bereits im Abschnitt beschrieben, wird ein stéchiometrisches Modell durch m
interne Metabolite und ¢ Reaktionen beschrieben. Damit ergibt sich eine stochiometri-

sche Matrix IN der Dimension m x ¢. Die Annahme des Flieigleichgewichts fiihrt zur
zentralen Gleichung des CBM (siche Gleichung (3.5))):

Nr =0. (4.1)

Der Freiheitsgrad (F'G) eines solchen Systems entspricht der Dimension des Nullraums
und ist definiert als:
FG = ¢ —Rang (N). (4.2)

Die oberen und unteren Grenzen der Reaktionen schrinken den Losungsraum weiter ein

(analog zu NB2 (3.8)):
o <1 < fi (4.3)

Alle Flussvektoren r, die Gleichung und erfiillen, formen im Allgemeinen einen
beschrinkten, oder unbeschrénkten Polyeder. Um den zuldssigen Wertebereiche (Range)
von Reaktionsraten im Losungsraum zu bestimmen, kann eine Flussvariabilitdtsanalyse
durchgefiihrt werden (siehe Kapitel . Der Range von Reaktionsraten erlaubt Riick-
schliisse auf die Relevanz einer jeden Reaktion. Ist das Minimum einer Reaktionsrate
grofer null oder das Maximum einer Reaktionsrate kleiner null, ist diese Reaktion im
gesamten Losungsraum aktiv. Daraus folgt, dass, sobald diese Reaktion entfernt wird,
das darauf basierende Netzwerkverhalten nicht mehr realisierbar ist. Dieser Range bildet
das Fundament des NetworkReducer-Algorithmus, der im Folgenden erklért wird.

Ein Vorteil des NetworkReducer-Ansatzes ist es, dass bestimmte Eigenschaften oder
Bestandteile des genomskaligen Modells erhalten bleiben, wenn dies gewiinscht ist. Der
Nutzer hat verschiedene Moglichkeiten zu definieren, welche Eigenschaften bzw. zelluldre

Funktionen erhalten bleiben sollen:

(a) Eine Menge PM an zu erhaltenden Metaboliten, die nicht geléscht werden diirfen

und in dem reduzierten Modell erhalten bleiben sollen.

(b) Eine Menge P® an zu erhaltenden Reaktionen, die nicht geloscht werden diirfen
und in dem reduzierten Modell erhalten bleiben sollen. Zusétzlich kann gefordert
werden, dass diese Reaktionen nach der Reduktion nicht geblockt sein diirfen (das
bedeutet, dass es zumindest eine zuldssige Flussverteilung r fiir jede Reaktion
i € P® geben muss, die r; # 0 erfiillt).
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4 Algorithmus zur Ableitung von eigenschaftserhaltenden Teilmodellen

(c) Spezifische Funktionen und Funktionalitdten des genomskaligen Modells kénnen
wahrend der Reduktion geschiitzt werden, sodass diese in dem reduzierten Modell

weiterhin vorhanden sind. Diese werden iiber Ungleichungen definiert (s. u.).

(d) Der minimale zu erhaltende Freiheitsgrad (F'Gppin), sodass im reduzierten Modell
gilt: FG > FGin.

(e) Die minimale Anzahl an zu erhaltenden Reaktionen, sodass im reduzierten Modell

gﬂt: q Z Gmin-

Mit den Eigenschaften (a) und (b) kann der Anwender festlegen, welche Metabolite und
Reaktionen in dem reduzierten Modell verbleiben sollen. Es ist moglich, dass geschiitzte
Reaktionen nach der Reduktion blockiert sind. Um dies zu umgehen, kann in (b) gefor-
dert werden, dass die zu erhaltenden Reaktionen in mindestens einer giiltigen Flussver-
teilung nicht null sein diirfen. Die zu erhaltenden Metabolite werden derart geschiitzt,
dass es mindestens eine nicht-geblockte Reaktion in diesem Modell geben muss, die
den zu erhaltenden Metaboliten beinhaltet. Eigenschaften (d) und (e) werden als Ab-
bruchkriterium genutzt. Die spezifischen Funktionen und Funktionalitdten, die unter
(c) definiert werden koénnen, gewéhrleisten, dass die gewiinschten Charakteristika des
genomskaligen Modells in der reduzierten Version erhalten bleiben. Jede zu erhaltende
Eigenschaft &,k € (1,...,s), wird durch ein korrespondierendes Set an Gleichungen und

Ungleichungen beschrieben:

Jedes Ungleichungssystem (4.4) wird im NetworkReducer-Algorithmus beriicksichtigt,
sodass im reduzierten Modell die gewiinschten Funktionalitdten gewihrleistet werden
konnen. Beispiele solcher Funktionalititen sind: max. Wachstumsraten, Produktsyn-
theseraten, etc. Ein Pseudocode des NetworkReducer-Algorithmus wird im Folgenden

dargestellt.
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4.2 Algorithmus NetworkReducer

/* Eingaben */

network : stochiometrisches Netzwerk

PE. geschiitzte Reaktionen

PM . geschiitzte Metabolite

FGpin : minimal zu erhaltender Freiheitsgrad

Qmin : minimale Anzahl an zu erhaltenden Reaktionen

D;...Dg,dq...ds : Spezifikationen der (s) geschiitzten Funktionen und Funktionalitidten

/* Entferne geblockte Reaktionen! Checke Zuléssigkeit der (s) geschiitzten Funktionen und Funktionalitéten! */
network = Praprozessierung(network, PE pM D,.. D, d; dy);

/* removables beinhalten alle entfernbaren Reaktionen. */
removables = {{1...#tReaktionen(network)} \ PF};

/* Hauptschleife: Beschneidung des Netzwerks. */
WHILE FG(network) > FGpin AND NOTEMPTY (removables) AND #Reaktionen(network) > qmin

/* Bestimme fiir jede Reaktion die Vereinigung aller Ranges tiber alle geschiitzte Funktionen! Eine entfernbare
Reaktion wird nicht-entfernbar, wenn diese fiir eine der geschiitzten Funktionalititen essentiell ist. */

[Ranges, removables| = FlussVariabilitatsAnalyse(network, removables, PE D,..Ds, d;...ds);
success = false;
WHILE success = false AND NOTEMPTY (removables)

/* Selektiere eine entfernbare Reaktion mit dem kleinsten Range fiir die Deletion! */
reac = ReaktionsKandidatFiirDeletion(network, Ranges, removables)

network = EntferneReaktion(network, reac);
removables = removables \ reac;

success = CheckGeschiitzteFunktionalitdten(network, PE PM D, Dy, di...ds);
IF success = false
network = Reintegration(network, reac);
ENDIF
ENDWHILE

ENDWHILE

/* Deletion der durch Reaktionsentfernung entstandenen nichtverbundenen Metabolite */
network = EntferneNicht VerbundeneMetabolite(network);

/* Optional: (verlustfreie) Kompression des Netzwerks durch Zusammenschieben von linearen Ketten */

network = NetzwerkKompression(network, pE PM);

In der Hauptschleife (Beschneidung des Netzwerks) wird das Ursprungsmodell durch
Deletion von nicht geschiitzten Reaktionen reduziert. Unter Erhaltung der Eigenschaften

(a) - (e) wird dieser Schritt iterativ ausgefiihrt und geht einher mit einer Reduktion des
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Freiheitsgrades, also einer Beschneidung des Losungsraumes. Der Algorithmus benutzt in
jeder Iteration eine FVA und berechnet fiir jede nicht geschiitzte, entfernbare Reaktion ¢
den Range (fiir jede zu erhaltende Eigenschaft k separat). Die Vereinigung F; der Ranges
Ek einer jeden Reaktion ¢ fiir die Funktionalitéiten k, k = 1...s, wird definiert als: F; =

Zlef. Falls keine geschiitzte Funktionalitit vorgegebenen wurde, wird der gesamte
Range einer jeden Reaktion betrachtet. Sofern eine Reaktion einen Range Ff hat, der
die Null nicht enthélt, handelt es sich um eine essentielle Reaktion fiir die zu schiitzende
Funktionalitdt k. Damit darf diese Reaktion nicht geléscht werden und wird von der
Liste der potentiell deletierbaren Reaktionen gestrichen. Alle verbleibenden deletierbaren
Reaktionen werden entsprechend des jeweiligen Ranges geordnet und die Reaktion mit
dem kleinsten Gesamtrange F; wird entfernt. Die zu Grunde liegende Annahme fiir die
Entfernung der Reaktion mit dem kleinsten Range ist, dass die verbleibende Variabilitét
innerhalb des Modells hoher ist.

Nachdem eine Reaktion deletiert worden ist, wird iiberpriift, ob alle geschiitzten Funk-
tionen gewihrleistet werden kénnen. Sofern eine Figenschaft nicht mehr erfiillt werden
kann, wird die zuletzt geloschte Reaktion wieder in das Modell integriert und als ,,nicht-
entfernbar® definiert. Statt dieser Reaktion wird die Reaktion des zweit kleinsten Ranges
geloscht usw. Diese gesamte Schleife wird wiederholt durchlaufen, bis eine gewiinschte
Funktionalitdt nicht mehr aufrecht erhalten werden kann, oder der zu erhaltenden Frei-
heitsgrad (die zu erhaltende Anzahl an Reaktionen) erreicht ist. Anschliefend werden
alle nicht verbundenen Metabolite gel6scht, die durch das Entfernen von Reaktionen
entstanden sind.

Nach der Beschneidung des Modells kann optional ein Kompressionsschritt ausgefiihrt
werden. Durch die Beschneidung kénnen einige lineare Ketten von (gekoppelten) Re-
aktionen entstehen. Solche linearen Ketten kénnen unter Beachtung der geschiitzten
Reaktionen und Metabolite in dem genannten Kompressionsschritt zu einer Reaktion
mit kumulativer Stéchiometrie zusammengefasst werden. Der Vorteil dieser verlustfrei-
en Kompression ist, dass der Freiheitsgrad und z. B. auch alle EM des beschnittenen
Modells erhalten bleiben, wiahrend die Anzahl der Reaktionen und Metabolite weiter
reduziert wird.

Angenommen ein genomskaliges Reaktionsnetzwerk soll auf ein Zentralstoffwechsel-
modell reduziert und alle Reaktionen des Zentralstoffwechsels sowie die Funktionalitéit
des optimalen Wachstums sollen geschiitzt werden. Dann wird die Beschneidung des
genomskaligen Modells fiir jede Komponente, die in der BSR enthalten ist, einen op-
timalen Pfad erhalten und die alternativen Routen entfernen. Sofern die an diesem

(optimalen) Pfad beteiligten Reaktionen und Metabolite nicht geschiitzt sind, werden
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4.2 Algorithmus NetworkReducer

diese in dem Kompressionsschritt zusammengefasst. Die Stochiometrie jedes urspriing-
lich in der BSR enthaltenen Metaboliten wird nun durch eine kumulierte Stéchiometrie
der fiir die Bildung des Metaboliten notwendigen Prikursoren und Kometabolite (ATP,
NAD(P)H, etc.) ersetzt. Ein Beispiel: der am Zentralstoffwechsel beteiligte Prikursor P
sei geschiitzt. Die Reaktionen: 2 P = D, D + NADPH — F und F + ATP — A
bilden einen Pathway zur Synthese von A, der wiederum ein Bestandteil der BSR des
Modells ist (z. B. konnte A eine Aminoséure sein). In der BSR geht A mit einer Stéchio-
metrie von 2 ein: 2 A + ... = Biomasse. Der Kompressionsschritt des NetworkReducers
entfernt in diesem Beispiel den Metaboliten A in der BSR, da dieser nicht geschiitzt wer-
den soll. Statt dessen werden P, ATP und NADPH mit den Stéchiometrien 4, 2, 2 in die
BSR eingetragen. Die Metabolite D und F werden in der angepassten BSR nicht explizit
integriert, da sie sich jeweils durch ihren Préakursor beschreiben lassen. Die komprimierte
BSR sieht demnach wie folgt aus: 4 P + 2 ATP + 2 NADPH + ... = Biomasse. Im
Anschluss werden die drei oben genannten Reaktionen sowie die Metabolite D, F und A
entfernt. Das Resultat ist eine kompaktere, aber stochiometrisch konsistente Darstellung
des Reaktionsnetzwerks.

An dieser Stelle wird noch einmal darauf hingewiesen, dass dieser Kompressionsschritt
ohne eine Reduktion des Freiheitsgrades oder einer Verdnderung der Funktionalitdt des
Stoffwechselmodells einhergeht. Die Abbildung[4.1]fasst den Ablauf des NetworkReducer-

Algorithmus noch einmal zusammen.
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NetworkReducer

e N

I Eingaben
- Genomskaliges Modell: Nr =0, a;< ;< §3;
+ Anwenderspezifische Inputs

a) Zu schiitzende Metabolite: PV

b) Zu schiitzende Reaktionen: P?

) Zu schiitzende Funktionen: Dyr < dy

d) Minimaler Freiheitsgrad: FG> FG_,_

e) Minimale Anzahl der Reaktionen: g = q
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werden zusammengeschoben. Die dabei ent-
stehenden Reaktionen haben deren kumulierte : B
Stochiometrie. Geschitzte Reaktionen und :

Metabolite bleiben erhalten. ) .
)

BM

& .
Abbildung 4.1: Ablauf des Reduktionsalgorithmus NetworkReducer. 1) Spezifikatio-
nen der notwendigen Informationen, die der Algorithmus braucht, um ein stéchiome-
trisches Stoffwechselmodell zu reduzieren. Rechts: Beispiel eines genomskaligen Stoff-
wechselmodells (,BM“ deutet Abfliisse von Monomeren, wie z. B. Aminoséuren, in die
Biomassesynthese an). IT) Der Algorithmus beschneidet das Modell unter Beriicksich-
tigung der zu erhaltenden Funktionalitéiten. Rechts: Zentralstoffwechsel und optimales
Wachstum bleiben erhalten. III) Optionale Kompression des beschnittenen Modells.
Rechts: Nicht-geschiitzte Reaktionen in Reaktionsketten werden zusammengefasst.
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4.3 Machbarkeitsstudie am Beispiel eines genomskaligen F. coli
Modells

In diesem Abschnitt wird ein realistisches Beispiel zur Anwendung des NetworkReducers
dargestellt. I. d. R. wird versucht, ein genomskaliges Stoffwechselmodell mit mehreren
tausend Reaktionen und Metaboliten auf ein Zentralstoffwechselmodell mit einer Grofie
von ca. 80 - 150 Reaktionen zu reduzieren. Neben der Protektion der Reaktionen sollen
bestimmte Eigenschaften, wie zum Beispiel optimales Wachstum und/oder Produktsyn-
these, in dem reduzierten Modell erhalten bleiben.

Als Machbarkeitsnachweis wird das genomskalige Stoffwechselmodell iAF1260 von
E. coli (Feist et al., 2007 [71]) reduziert. Dieses Modell, bestehend aus 2382 Reaktionen
und 1668 Metaboliten (im Folgenden als ColiGS bezeichnet), dient als Basis fiir die Re-
duktion. Das daraus abgeleitete Zentralstoffwechselmodell wird anschliefend mit einem
manuell erstellten Modell von Orth et al. aus dem Jahre 2010 verglichen [I85], welches
aus 95 Reaktionen und 72 Metaboliten besteht und im Folgenden ColiCore genannt wird.
ColiCore wurde von Orth et al. [I85] aus dem genomskaligen Modell abgeleitet. Daher
sind die Reaktions- und Metabolitbezeichnungen identisch. Diese Tatsache erlaubt einen
direkten Vergleich des ColiCore mit dem durch den NetworkReducer reduzierten Mo-
dell. ColiCore wird im Folgenden als Zielnetzwerk betrachtet. Das bedeutet, dass dieses
Zentralstoffwechselmodell ausgehend von dem genomskaligen Modell (ColiGS) generiert
werden soll.

Im Vergleich zu ColiGS haben Orth et al. in ihrem per Hand erstellten Modell ei-
nige Reaktionen minimal verdndert [I85], was wie folgt beriicksichtigt wurde. Coli-
Core verwendet fiir die Fumarat-Reduktase-Reaktion Ubiquinol-8 anstatt Menaquinol-8
als Redox-Carrier. Diese Reaktion wird als solche in das ColiGS integriert, um diese
Reaktion explizit schiitzen zu koénnen. Des Weiteren wird die Biomasse als intrazel-
luldrer Metabolit eingefiihrt und zusétzlich eine Exportreaktion fiir die Biomasse in
das ColiGS eingefiigt. Durch diese minimale Erweiterung verédndert sich die Grofle des
ColiGS auf 2384 Reaktionen und 1669 Metabolite. Bei beiden Modellen (ColiGS und
ColiCore) soll Glukose die einzige Kohlenstoffquelle sein. Da das ColiCore auch andere
Substrate aufnehmen kann (z. B. Aminoséuren), wird dieses Netz ausschlieBlich fiir die
Aufnahme von Glukose konfiguriert und andere Substrataufnahmen eliminiert. Wie in
ColiGS wird in ColiCore die Biomasse als zusétzlicher Metabolit und eine dazugehérige
Exportreaktion eingefiigt. Mit diesen Verédnderungen besteht das ColiCore aus 88 Re-
aktionen und 69 internen Metaboliten. Es sollen nun verschiedene Eigenschaften und

Bestandteile des ColiGS erhalten werden, auf die im Folgenden eingegangen wird.
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Die 88 Reaktionen des ColiCore werden als geschiitzte Reaktionen definiert (bzw.
streng genommen werden 87 Reaktionen explizit durch die Indexmenge P geschiitzt
und die BSR {iber die Nebenbedingungen in (c)). Zusétzlich wird gefordert, dass alle
geschiitzten Reaktionen nicht geblockt sein diirfen (also deren Fluss in mindestens einer
Flussverteilung nicht null ist). Da alle Reaktionen des Zielmodells geschiitzt werden, ist
es nicht notwendig die Metabolite explizit zu schiitzen, da deren Erhalt implizit (durch
die Reaktionen) gesichert wird (P = (). Das reduzierte Modell soll 99,9% der maxima-
len Wachstumsrate des ColiGS mit Wachstum auf Glukose unter aeroben sowie unter
anaeroben Bedingungen ermoglichen. Die maximale Glukoseaufnahmerate wird auf 10
mmol/gTM/h beschrankt (gTM: Gramm Trocken-Biomasse). Unter diesen Bedingungen
ergeben sich im ColiGS folgende maximale Wachstumsraten: 0,9290 h~! unter aeroben
Bedingungen und 0,2309 h~! unter anaeroben Bedingungen. Diese Nebenbedingungen

werden als zwei getrennte Ungleichungssysteme formuliert:

D, /d; ; Da/ds -
TGlukoseupanme < 10 T'Glukose A ufnabme ~ 10
—pu < —O,999Mmaxcozics,aerob TO2 5 utnahme =
—u < —0, 999,Ufma,XCOZiGS,anaerob'

(4.5)

Fiir den Erhaltungsstoffwechsel (ATP maintenance) wird angenommen, dass dieser min-
destens 8,39 mmol ATP/gTM/h benétigt. Diese Bedingung ist in den allgemeinen Ra-
tengrenzen als untere Schranke integriert (siche Gleichung (4.3)). Da das ColiGS soweit
wie moglich reduziert werden soll, wird der zu erhaltende minimale Freiheitsgrad auf
eins gesetzt (FGpin = 1). Die minimale Anzahl der zu erhaltenden Reaktionen ist in
diesem Szenario nicht entscheidend, da die relevanten Reaktionen durch die Indexmenge
PR geschiitzt werden.

Mit den dargestellten Bedingungen kann der NetworkReducer-Algorithmus gestartet
werden. Wird nur der erste Teil des Algorithmus angewendet (Beschneidung des Mo-
dells), entsteht aus dem ColiGS mit 2384 Reaktionen und 1669 Metaboliten ein redu-
ziertes Modell mit 455 Reaktionen und 438 Metaboliten. Dieses reduzierte Modell (im
Folgenden ColiPruned genannt) ist ein echtes Subnetzwerk des ColiGS. Es ist in der Lage,
die geforderten Mindest-Wachstumsraten (aerob und anaerob) wiederzugeben. Genauer
gesagt: unter aeroben Bedingungen ist die maximale Wachstumsrate fast (0,9288 h—1
statt 0,9290 h~!) und unter anaeroben Bedingungen exakt identisch (siche Tabelle .
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Tabelle 4.1: Eigenschaften des originalen genomskaligen E. coli Modells, des Zen-
tralstoffwechselmodells von Orth et al. und zweier mit NetworkReducer abgeleiteter

Reduktionen.
Genomskaliges Beschnittenes  Reduziertes Zentralstoff-
E. coli Modell FE. coli Modell E. coli Modell wechselmodell
(ColiGS) (ColiPruned) (ColiPruned- Orth et al
Comp) [185])( Coli-
Core)
Anzahl Reak- 2384 455 105 88
tionen
Anzahl inter- 1669 438 85 69
ner Metabolite
Anzahl exter- 305 33 33 17
ner Metabolite
Freiheitsgrad 753 26 26 24
Anzahl li- 321 (890) 23 (413) 22 (62) 23 (55)
nearer Reak-
tionsketten
(und darin
enthaltener
Reaktionen)
[maz (aerob) 0,9290 h~! 0,9288 h! 0,9288 h—! 0,8739 h—!
ftmaz(anaerob)  0,2309 h—! 0,2309 h—! 0,2309 h~1 0,2117 h~*

Nicht nur die Anzahl der Reaktionen ist bei der Beschneidung dramatisch gesunken,

sondern auch die Anzahl der Freiheitsgrade (von 753 auf 26). Dennoch verwundert es
auf den ersten Blick, dass bei 26 Freiheitsgraden das ColiPruned durch 455 Reaktionen
und 438 internen Metaboliten beschrieben wird. Der Grund ist, dass viele (gekoppelte)

Reaktionen in den Biomassesynthesewegen lineare Ketten bilden. Das ColiPruned besitzt
23 solcher Ketten, die bereits 413 Reaktionen enthalten.

Der kleinere Freiheitsgrad sorgt dafiir, dass trotz der vielen Reaktionen die Enumera-

tion der Elementarmoden moglich ist. Damit ist ein wichtiges Anliegen erreicht; ndmlich
die Berechnung der EM. ColiPruned besitzt 1.410.322 EM. Der Freiheitsgrad von Coli-
Pruned entspricht fast dem des ColiCore Modells (FG coiipruned = 26; F'G colicore = 24).

Bei der Beschneidung sind viele suboptimale und redundante Pfade deletiert wor-
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den. Das verbleibende Modell ColiPruned kann unter Nutzung des zweiten Teils des
NetworkReducers, der Kompression, weiter reduziert werden.

Wie eingangs erklért, ist diese Kompression nicht mit einen Verlust an Freiheitsgra-
den assoziiert (siehe Tabelle ). Unter Erhaltung der geschiitzten Reaktionen (in
PR) kann das ColiPruned mit einer NetzwerkgroBe von 455 Reaktionen und 438 in-
ternen Metaboliten auf 105 Reaktionen und 85 interne Metabolite komprimiert werden
(F'G coliPrunedComp = 26). Ebenso unverindert wie der Freiheitsgrad bleibt die Menge
der EM im ColiPrunedComp. Da das ColiPruned lediglich zusammengeschoben wird,
bleiben die Eigenschaften (max. Wachstum unter aeroben und anaeroben Bedingungen)
des ColiPruned im ColiPrunedComp erhalten.

Trotz der Ahnlichkeit des ColiPrunedComp und des ColiCore Modells von Orth et al.
[185] gibt es nachfolgende Unterschiede. Insgesamt hat das ColiPrunedComp im Vergleich
zu ColiCore 17 Reaktionen und 16 interne Metabolite mehr. Der Grofiteil dieser Reaktio-
nen und Metabolite kann direkt auf die Darstellung der Transportreaktionen durch die
verschiedenen Kompartimente zuriickgefithrt werden. Genauer gesagt, unterscheidet sich
die Anzahl der Kompartimente in den genannten Modellen. Das ColiCore von Orth et al.
bilanziert explizit zwei Kompartimente (ndmlich das Cytoplasma und den extrazelluléren
Raum) und implizit die Umgebung [I85]. Daraus ergeben sich drei Transportreaktionen,
um z. B. verschiedene Spurenelemente aufzunehmen. Dementsprechend ergeben sich drei
Metabolite M der jeweiligen Spezies (fiir jedes Kompartiment ein anderer Metabolit):
MUmgebung == Mextrazellulirer Raum ==Mcytoplasma (analog fiir Exportreaktionen). Das
ColiGS wiederum wird durch drei Kompartimente dargestellt: das Cytoplasma, den ex-
trazellularen Raum, das Periplasma und implizit die Umgebung. Damit ergeben sich vier
Austauschreaktionen mit vier dazugehdrigen Spezies
(Mumgebung = Mextrazellulirer Raum ==MPperiplasma ==MCytoplasma)- Da nur jeweils drei
der vier Transportreaktionen explizit geschiitzt werden konnten, da nur die Reaktionen
des ColiCore geschiitzt wurden, verbleibt fiir jede Transportkette eine weitere Reaktion,
die nicht komprimiert werden konnte. 15 der oben genannten 17 zusétzlichen Reaktionen
sind daher Transportreaktionen, die durch den geforderten Erhalt der Transportprozesse
im ColiPrunedComp verbleiben. Dazugehorig gibt es fiir das zusétzliche Kompartiment
(Periplasma) jeweils einen weiteren Metaboliten (in der Summe 15 zusétzliche). Da diese
15 Reaktionen und Metabolite umgeben sind von geschiitzten Reaktionen, kénnen diese
nicht zusammengeschoben werden. Der Grofiteil der Differenz des ColiPrunedComp und
ColiCore Modells ist damit gekléart.

Der verbleibende Metabolit ist eine Phosphatspezies (M_Pi_p), die im Periplasma vor-

kommt. Die Transportprozesse fiir Phosphat sind in der gleichen Art und Weise geschiitzt
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wie die anderen Transportreaktionen. Allerdings bildet, wie in ColiCore, die zwischen
dem Kompartiment extrazellulirer Raum und Periplasma liegende Phosphattransport-
reaktion eine lineare Kette mit der BSR, die nicht geschiitzt worden ist (statt der BSR
wird der Biomasseexport geschiitzt). Diese lineare Kette bedingt, dass diese Transport-
reaktion in der neuen BSR integriert wird und dementsprechend der dazugehorige Meta-
bolit M_Pi_p. Daraus folgt, dass trotz 15 zusétzlicher Transportreaktionen 16 zusétzliche
Metabolite in dem ColiPrunedComp vorhanden sind.

Die verbleibenden Unterschiede basieren auf zwei zusétzlichen Reaktionen, die nicht im
ColiCore enthalten sind. Diese sorgen dafiir, dass die Wachstumsraten des ColiPruned-
Comp denen des ColiGS entsprechen (beide Raten sind groier als die des ColiCore). Des
Weiteren sind diese beiden Reaktionen fiir den grofleren Freiheitsgrad des ColiPruned-
Comp im Vergleich zu ColiCore verantwortlich.

Die erste der beiden Reaktionen produziert molekularen Wasserstoff. Nur mit dieser
Reaktion kann die maximale Wachstumsrate unter anaeroben Bedingungen gewéhrleis-
tet werden (das selbe trifft fiir das ColiGS zu; sofern der Export von molekularem Was-
serstoff blockiert wird, sinkt die anaerobe Wachstumsrate drastisch). Bei der zweiten
zusétzlichen Reaktion handelt es sich um eine Cytochrom-Oxidase. Das ColiGS verfiigt
iiber zwei Cytochrom-Oxidasen: eine Cytochrom-bd- und eine Cytochrom-bos-Oxidase.
Beide oxidieren Ubiquinol und pumpen Protonen iiber die Membran, um einen Pro-
tonengradienten zu erzeugen. Der Unterschied liegt in der Anzahl (Stochiometrie) der

gepumpten Protonen:

2 H" +0,5 Og + QgHa = HoO + 2 HY i 1cna + Qs (4.6)
4 H" +0,5 Oy + QgHy = HoO + 4 Hf oo+ Qs (4.7)

Um unter aeroben Bedingungen die maximale Wachstumsrate zu erreichen, ist es notwen-
dig, dass das Modell die Reaktion entsprechend Gleichung nutzen kann. Die grofiere
Anzahl der gepumpten Protonen fiihrt zu einer besseren ATP-Ausbeute und damit dazu,
dass der Organismus schneller wachsen kann. Um die durch Gleichung geforderten
Nebenbedingungen einhalten zu kénnen, muss der NetworkReducer-Algorithmus diese
Reaktion behalten. Im Gegensatz dazu transportiert Reaktion nur zwei Protonen.
Dies geht mit einer geringeren ATP- und Biomasseausbeute einher.

Um zu tiberpriifen, ob diese Reaktion allein fiir die unterschiedlichen Wachstumsraten
des ColiCore und ColiPrunedComp im Vergleich zu ColiGS verantwortlich ist, wird die
Reaktion in das ColiCore Modell integriert. Unter der gegebenen Bedingungen
(Aufnahme von 10 mmol Glukose/gTM /h und aerobes Wachstum) steigt die maximale
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Wachstumsrate des ColiCore signifikant von 0,8739 h™! auf 0,9647 h~! und ist damit
grofler als die maximale Wachstumsrate des ColiPrunedComp und des ColiGS Modells.
Das wiederum bedeutet, dass diese Reaktion allein nicht verantwortlich sein kann fiir die
unterschiedlichen Wachstumsraten der genutzten Modelle (ColiGS und ColiCore).

Da die restlichen Reaktionen der beiden Modelle allerdings identisch sind, kann ange-
nommen werden, dass zusétzlich die Stochiometrie der BSR der Grund fiir die Unterschie-
de sein muss. Die stochiometrischen Koeffizienten der einzelnen Prékursoren (Pyruvat,
Acetyl-CoA, etc.) fiir die Monomere der Biomasse sind in ColiCore manuell berechnet
worden. Laut Orth et al. ist dies nicht trivial [I85]: ,, Since most of the subunits of the cel-
lular macromolecules, such as nucleic acids and amino acids, are not present in the core
model, they could not be directly accounted for in the biomass reaction. The metabolites
in the core model that those macromolecular subunits are synthesized from are included
instead. These are precursor metabolites. For example, the amino acid L-alanine is syn-
thesized from pyruvate and L-glutamate, so both of these metabolites are consumed in
the biomass reaction.”

Anhand dieser Aussage wird deutlich, dass alle Bestandteile bzw. Komponenten der
alten BSR stochiometrisch an die Metabolite angepasst werden miissen, die in dem
Zentralstoffwechselmodell erhalten bleiben sollen. Diese Transformation ist nicht trivial
und umso anspruchsvoller, sofern dies manuell durchgefiihrt wird. Der hier vorgestellte
NetworkReducer hilft, diesen Prozess zu automatisieren und eine stéchiometrisch korrek-
te Abbildung der BSR zu generieren, die konsistent ist mit der BSR des genomskaligen
Modells. Um dies genauer zu analysieren, wird im Folgenden ein Vergleich der BSR des
ColiPrunedComp und des ColiCore gezeigt.

Tabelle [£.2] stellt den Vergleich der beiden Biomassesynthesereaktionen dar. Auf
den ersten Blick dhneln sich die beiden BSR. Insgesamt setzt sich die BSR des Coli-
Core aus 23 Komponenten zusammen (Edukte und Produkte). 22 dieser Komponenten
der BSR ¢oiicore sind auch in der BSR des ColiPrunedComp wiederzufinden.

Die BSR des ColiPrunedComp ist ein wenig komplexer. Ein Vorteil ist, dass die
BSR cotiPrunedcomp alle Spurenelemente und Mineralstoffe und ihren Bedarf stéchiome-
trisch abbildet. All diese Spurenelemente sind fiir die Biomassesynthese notwendig und
im ColiGS vorhanden. Wihrend der Reduktion werden diese Metabolite und deren
Transportreaktionen beriicksichtigt und verbleiben im Modell. Durch die anschlielende
Kompression werden diese (linearen) Transportreaktionen zusammengeschoben, sodass
die Spurenelemente als externe Metabolite in die BSR ¢oiipruncdcomp eingehen (Transport
und Konsum ist dadurch als ein Schritt modelliert). Da diese Elemente als externe Meta-

bolite integriert werden, verdndern diese die Eigenschaften des Modells nicht. Dennoch ist
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es niitzlich zu wissen, in welchen molaren Verhéltnissen diese Elemente benotigt werden,
um Biomasse zu synthetisieren. Es ist demnach von Vorteil, dass der NetworkReducer-
Algorithmus diese Metabolite erhélt. In direktem Zusammenhang damit steht der Me-
tabolit Hp, der beim aktiven Transport via Antiport fiir die Aufnahme verschiedener
Spurenelemente dient und damit in der BSR von ColiPrunedComp auftaucht.

Des Weiteren ist AMP im ColiPrunedComp im Gegensatz zu ColiCore explizit mo-
delliert (ATP + ADP + (AMP) = const.). Weitere Unterschiede entstehen dadurch,
dass verschiedene Referenzpunkte fiir Prikursormetabolite genutzt werden, so z. B. fiir
Glyceraldehyd-3-Phosphat. ColiCore nutzt diesen Metaboliten als Prakursor fiir die BSR
wihrend ColiPrunedComp statt dessen (in einer dhnlichen Menge) Dihydroxyaceton-
phosphat benutzt. Da beide Metabolite iiber eine Triose-Isomerase Reaktion verkniipft
sind, also direkt ineinander umwandelbar sind, konnen auch beide als Prakursor genutzt
werden. In &hnlicher Weise verhilt es sich mit Ribose-5-Phosphat (R5P) und Ribulose-
5-Phosphat (Ru5P). Die BSR ¢oiicore berticksichtigt nur R5P und die BSR cotiprunedcomp
sowohl R5P als auch RubP. Durch eine Isomerase Reaktion (Ribose-5-Phosphat Isome-
rase) konnen beide Metabolite ineinander umgewandelt werden und damit auch beide
als Prakursor fiir die BSR dienen.

Des Weiteren fillt auf, dass der Bedarf an Energie im ColiCore deutlich geringer ist.
Da die Stochiometrie der BSR coriprunedcomp aber exakt ist, kann angenommen werden,
dass der ATP-Bedarf des ColiCore unterschiitzt wird. Bzgl. der Reduktionséiquivalente
zeigt sich ein gegensétzliches Bild. Die BSR des ColiCore verbraucht deutlich mehr
Reduktionsidquivalente in Form von NADPH und NADH als die BSR cotiprunedComp-

Aufgrund der beschriebenen Differenzen der Modelle und der unterschiedlichen BSR
des ColiCore und des ColiPrunedComp ist das durch den NetworkReducer erzeugte Mo-
dell in der Lage, die Wachstumsraten des ColiGS zu beschreiben. Das gelingt dem ma-
nuell erzeugten ColiCore nicht. ColiPruned ist ein echtes Subnetzwerk des ColiGS und
beinhaltet die identische BSR im Vergleich zu ColiGS. Die Kompression hat lediglich li-
neare Pfade zusammengeschoben, um die Gréfle des Modells weiter zu reduzieren (ohne
den Verlust eines Freiheitsgrades und damit potentieller Eigenschaften). Damit kann die
erzeugte BSR des ColiPrunedComp als reproduzierbare und unverfilschte Beschreibung
der Biomassesynthese des genomskaligen Modells betrachtet werden.

Um die Qualitdt des Algorithmus zu untermauern, wird eine zusétzliche Analyse
prisentiert, in der fiir zwei verschiedene Szenarien (I: aerobes Wachstum mit fester
Wachstumsrate; II: anaerobes Wachstum mit fester Wachstumsrate) die Flussvariabi-
litdt aller Reaktionen der drei Modelle ColiGS, ColiCore und ColiPrunedComp vergli-
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chen wird. Die vollstindigen dazugehorigen Tabellen sind im Anhang und zu
finden. Es wird an dieser Stelle lediglich ein Ausschnitt vorgestellt.

Im Folgenden wird jeweils die Ubereinstimmung des zuléssigen Wertebereichs der Re-
aktionsraten von ColiPrunedComp und ColiCore mit denen des ColiGS in den zwei Sze-
narien verglichen. Es werden drei verschiedene Klassen betrachtet: exakte (Abweichung
im Bereich [0, 0, 1] mmol/gTM/h), gute (Abweichung im Bereich (0, 1, 1] mmol/gTM /h)
und geringe (Abweichung im Bereich (1, 10] mmol/gTM/h) Ubereinstimmung. Die fol-
gende Tabelle zeigt die Ergebnisse.

Tabelle 4.3: Ubereinstimmung der Flussvariabilitiit der betrachteten
Reaktionsraten von ColiCore und ColiPrunedComp mit denen des
ColiGS in [mmol/gTM/h].

I: aerobes Wachstum (u = 0,85h~1) ColiPrunedComp ColiCore
exakte Ubereinstimmung 33/87 1/87
gute Ubereinstimmung 4/87 6/87
geringe Ubereinstimmung 27/87 31/87

II: anaerobes Wachstum (p = 0,20h~Y) | ColiPrunedComp ColiCore

exakte Ubereinstimmung 49/87 6/87
gute Ubereinstimmung 10/87 17/87
geringe Ubereinstimmung 20/87 55/87

Tabelle zeigt, dass das ColiPrunedComp in beiden Szenarien gerade im Bereich
der exakten Ubereinstimmung wesentlich besser als das ColiCore mit den zulissigen
Wertebereichen der betrachteten Reaktionsraten des ColiGS iibereinstimmt. Trotz der
deutlich héheren Ubereinstimmung der Flussvariabilititen des ColiPrunedComp im Ver-
gleich zu ColiGS, gibt es einige Abweichungen. Diese lassen sich im wesentlichen darauf
zuriickfithren, dass (1) einige Reaktionen des ColiGS interne Zyklen bilden und damit der
gesamte, in Gleichung definierte Wertebereich zuléssig ist. Dies ist in ColiPruned-
Comp nicht mehr moglich, da durch den NetworkReducer einige Reaktionen entfernt
wurden, die Bestandteil interner Zyklen sind. Dies stellt einen weiteren Vorteil des Net-
workReducers dar, da diese Zyklen biologisch nicht sinnvoll sind. Weiterhin gibt es (2)
verschiedene Aufnahmesysteme fiir bestimmte Metabolite, sodass im ColiGS der Werte-
bereich solcher Reaktionsraten sehr variabel ist, wihrend das ColiPrunedComyp fiir die

selben Metabolite nur ein Aufnahmesystem besitzt, welches unter diesen Bedingungen
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genutzt werden muss. Das gleiche gilt (3) fiir Reaktionen, deren Ko-Metabolit austausch-
bar ist (z. B. NADPH oder NADH). Auflerdem besitzt das ColiGS einen deutlich hoheren
Freiheitsgrad, sodass bei suboptimalen Wachstumsraten ein gréflerer Wertebereich fiir
verschiedene Reaktionsraten zuldssig ist.

Dennoch ist klar zu erkennen, dass das ColiPrunedComp das Verhalten des ColiGS un-
ter den gezeigten Bedingungen deutlich besser wiedergeben kann als das ColiCore. Dies
war nicht unbedingt zu erwarten, da die Flussvariabilitdten wihrend des Reduktions-
prozesses nicht explizit geschiitzt worden sind. Das hohe Mafl an Ubereinstimmung der
Funktionalitit und Variabilitit des ColiPrunedComp und des ColiGS unterstreicht die
Vorteile des NetworkReducer-Algorithmus.
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4.4 Ableitung von Modellen des Zentralstoffwechsels in
Cyanobakterien

Ein Anliegen dieser Arbeit ist es, skaleniibergreifend Interventionsstrategien zur Opti-
mierung der Biokraftstoffproduktion in Synechocystis sp. PCC 6803 zu identifizieren.
Da zu Beginn dieser Arbeit nur das in in Kapitel [3.5 vorgestellte genomskalige Modell
von Synechocystis sp. PCC 6803, SyneGS, vorhanden war, wird in diesem Abschnitt
der NetworkReducer angewendet, um dieses Modell zu reduzieren. Zwei Modelle unter-
schiedlicher Netzwerkskalen sollen dabei aus dem SyneGS abgeleitet werden: ein Modell
mittlerer Grofle, SynePruned, und ein Minimalmodell des Zentralstoffwechsels, SyneMin.
Zusétzlich zu SyneGS sollen diese reduzierten Modelle in Kapitel 5| genutzt werden,
um skaleniibergreifend potentielle Interventionsmoglichkeiten zur wachstumsgekoppel-
ten Produktion von Biokraftstoffen zu identifizieren.

Ein Netzwerk mittlerer GroBe fiir Synechocystis (SyneRN) wurde von Knoop et al.
manuell aus SyneGS abgeleitet und uns zur Verfiigung gestellt. Hier sollte nun zunéchst
iiberpriift werden, ob dieses Modell mit dem NetworkReducer reproduzierbar ableitbar
ist und somit ein konsistentes Subnetzwerk des genomskaligen Modells darstellt. Die

dafiir notwendigen Eingaben werden wie folgt definiert:
e das genomskalige Modell (SyneGS) dient als Ausgangsnetzwerk,
e alle Reaktionen des SyneRN werden als zu schiitzende Reaktionen definiert,
e Metabolite werden nicht explizit geschiitzt (P = (),
e und der minimal zu erhaltende Freiheitsgrad wird auf 1 gesetzt.

Das von Knoop et al. abgeleitete Netzwerk, SyneRN, hat eine Grofie von 505 Reaktionen
und 487 internen Metaboliten. Demnach hat der Indexvektor P® eine GroSe von 505
Eintrdgen. Die zu erhaltende Funktionalitéit ist das maximale phototrophe Wachstum

mit einer maximalen Photonenaufnahme von 100 mmol/gTM /h:

Dl/dl :
TPhotonenAufnahme S 100 (48)

*,LL S 70, 999/~I/maXSyneGS :

Mit diesen Eingaben wird der NetworkReducer gestartet. Der Fokus der Reduktion liegt
ausschlieBlich auf der Beschneidung des Modells. Die Ergebnisse in der Tabelle [£.4] ver-
deutlichen, dass das erhaltene beschnittene Modell von Synechocystis (SynePruned)
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tatsdchlich deckungsgleich mit SyneRN ist. Daraus kann geschlussfolgert werden, dass

Tabelle 4.4: Vergleich der topologischen Eigenschaften der Synechocystis-Modelle.

Genomska- Reduziertes Beschnittenes Minimalmodell

liges Modell Modell von Modell (SyneMin)
(SyneGS) Knoop et al.  (SynePruned)
[134] (SyneRN)
Anzahl Reaktionen 612 505 505 37
Anzahl interner Meta- 526 487 487 38
bolite
Anzahl externer Meta- 56 34 34 33
bolite
Freiheitsgrad 102 30 30 4
Anzahl linearer Ketten 51 (431) 23 (442) 23 (442) 7 (19)
(und darin enthaltener
Reaktionen)
max 0,185 h—! 0,185 h—! 0,185 h—! 0,185 h~!

beide Modelle das gleiche (echte) Subnetzwerk mit den gewiinschten Eigenschaften des
genomskaligen Modells repriisentieren. Das SynePruned stellt nunmehr ein Zentralstoff-
wechselmodell mittlerer Grofle dar, das die geforderte Bedingung (maximales phototro-
phes Wachstum) erfiillt. Der kleinere Freiheitsgrad des SynePruned erlaubt es aufierdem,
die vollstindige Menge der Elementarmoden zu enumerieren und die auf den EM basie-
renden Methoden anzuwenden.

Das zweite reduzierte Modell, das im Folgenden von dem genomskaligen Modell von
Synechocystis, SyneGS, abgeleitet wird, soll ein minimales Zentralstoffwechselmodell
(SyneMin) darstellen. Es soll die COs-Fixierung im Calvin-Benson Zyklus, unspezifi-
schen ATP-Verbrauch, optimales (phototrophes) Wachstum sowie maximale Ethanol-
produktion beschreiben kénnen. Der heterotrophe (Nacht-) Metabolismus und die Auf-
nahme von Ammonium werden an dieser Stelle vernachlédssigt und aus dem Modell ent-
fernt. Die Biomasse wird hier als interner Metabolit beriicksichtigt und deren Export als

zusétzliche Reaktion in das Modell SyneGS integriert.
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Damit ergeben sich die folgenden Eingaben:
e das genomskalige Modell (SyneGS) dient als Ausgangsnetzwerk,

e alle relevanten Reaktionen des Calvin Zyklus, sowie die Ethanolproduktion, der
unspezifische ATP-Verbrauch und der Biomasseexport werden explizit geschiitzt

(insgesamt: 26 Reaktionen),
e Metabolite werden nicht explizit geschiitzt (PM = (),
e der minimal zu erhaltende Freiheitsgrad wird auf 1 gesetzt,
e und die Anzahl der minimal zu erhaltenden Reaktionen wird auf 1 gesetzt.

Die zu erhaltenden Funktionalitéiten sind einerseits die maximale phototrophe Wachs-
tumsrate und andererseits die maximale Ethanolproduktionsrate. Die Photonenaufnah-

me wird beschrénkt auf maximal 100 mmol/gTM/h.

Dl/dl . D2/d2 :
TPhotonenyfmahme < 100 TPhotonenaunahme < 100 (49)
—H < -0, 999/’LmaXSyneGS —TEthanol < _O’ 999rmaXEthanolsuneG5

Mit diesen Eingaben liefert der NetworkReducer ein sehr kleines, beschnittenes und
komprimiertes Netzwerk (SyneMin, sieche Anhang [A.5). Dieses reduzierte Modell
beinhaltet 37 Reaktionen und 38 interne Metabolite. Der Rang der stéchiometrischen
Matrix ist 33. Damit ergibt sich ein Freiheitsgrad von vier. Die optimale phototrophe
Wachstumsrate und die maximale Ethanolproduktionsrate bleiben erhalten. Die
nicht-geschiitzten, aber beibehaltenen Reaktionen setzen sich zusammen aus Trans-
portreaktionen (fiir Hydrogencarbonat, Sauerstoff und CO;), Photosystem-assoziierten
Reaktionen (zusammengefasste Reaktion fiir PSI und PSII, FNR, ATPase und eine
COy unabhingige NADPH Dehydrogenase), der Hydrogencarbonatequilibriumsreak-
tion im Carboxysomen und der Biomassesynthesereaktion (BSR). Die topologischen
Eigenschaften sind in Tabelle [£.4] im Vergleich zu SyneGS und SynePruned dargestellt.
Auf dieses Modell wird in Kapitel ndher eingegangen.

Wie gezeigt werden konnte, besteht der grofie Vorteil des NetworkReducers darin,
dass bestimmte (gewiinschte) Eigenschaften eines genomskaligen Modells wéhrend
der Reduktion erhalten werden konnen. Damit koénnen wesentliche Prinzipien und

grundlegende Zusammenhinge in reduzierten Modellen erhalten werden. Die Reduktion
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ermoglicht es, dass bestimmte (z. B. elementarmodenbasierte) Methoden auf diese
Minimalmodelle angewendet werden kénnen und damit dessen kompletter Losungsraum
beschrieben werden kann. Der entwickelte NetworkReducer-Algorithmus liefert somit
einen wichtigen Baustein fiir die automatisierte Modellreduktion stéchiometrischer

Netzwerke.

Mit den drei beschriebenen Modellen SyneMin, SynePruned und SyneGS, kdnnen
nun die Analysen zur Identifikation von Interventionsmdoglichkeiten zur Optimierung
der Produktion von Biokraftstoffen auf drei verschiedenen Netzwerkskalen gestartet
werden. Ausgehend von dem Minimalmodell, SyneMin, sollen grundlegende Prinzipien
identifiziert werden, welche zur wachstumsgekoppelten Biokraftstoffproduktion unter
phototrophen Wachstumsbedingungen fiihren. Aufbauend auf den Erkenntnissen aus
SyneMin, sollen diese Analysen skaleniibergreifend ausgeweitet, ausgewertet und

verglichen werden.
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5 Neue Prinzipien fiir das Metabolic Engineering

von Cyanobakterien zur Biokraftstoffproduktion

Dieses Kapitel beruht auf der folgenden Publikation:

[66] Erdrich, P., Knoop, H., Steuer, R. & Klamt, S. (2014) Cyanobacterial Biofuels: New
Insights and Strain Design Strategies Revealed by Computational Modeling. Microbial
Cell Factories 13:128

Im folgenden Kapitel wird nach einer einleitenden Motivation , die Balance
der ATP- und NADPH-Produktion in der Photosynthese erldutert , da diese
Balance fiir verschiedene zelluldre Prozesse von entscheidender Bedeutung ist. Nach-
folgend wird die Biokraftstoffproduktion in Synechocystis sp. PCC 6803 am Beispiel
von Ethanol skaleniibergreifend analysiert . Beginnend mit dem Minimalmodell,
SyneMin, werden dabei insbesondere Interventionsstrategien gesucht, welche die Pro-
duktion von Ethanol wihrend des Zellwachstums erzwingen (Kopplung mit Wachstums,
siehe Abschnitt . In Kapitel wird diese Analyse auf weitere Biokraftstoffe in

genomskaligen Stoffwechselmodellen verschiedener cyanobakterieller Spezies ausgedehnt.

5.1 Motivation

Die Notwendigkeit zur nachhaltigen Produktion von Kraftstoffen ist aufgrund der be-
grenzten Ressourcen fossiler Energietriger bereits seit langer Zeit gegeben. Wie bereits
im einleitenden Kapitel 1 dargestellt, erzeugen Cyanobakterien seit geraumer Zeit Auf-
merksamkeit, da diese in der Lage sind, oxygene Photosynthese zu betreiben und at-
mosphérisches CO9 in Kohlenwasserstoffe umzuwandeln. Sie besitzen die Eigenschaft
in extremen Umgebungsbedingungen zu wachsen und sind bzgl. ihres Stoffwechsel sehr

vielseitig. Ein grofler Vorteil ist dabei, dass sie keine landwirtschaftlich nutzbare Fléche
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benotigen. Aufgrund dessen werden sie vermehrt in biotechnologischen Anwendungen
eingesetzt (u. a. zur Biokraftstoffproduktion).

Der Nachteil ist allerdings, dass die meisten Anwendungen fiir die nachhaltige Pro-
duktion mit Cyanobakterien durch eine zu geringe Produktivitdt charakterisiert sind
[210]. Im folgenden Kapitel werden verschiedene modellbasierte Strategien présentiert,
um die Biokraftstoffproduktion in Cyanobakterien zu optimieren. Insbesondere soll
die wachstumsgekoppelte Biokraftstoffsynthese unter phototrophen Bedingungen ana-
lysiert werden. Denn trotz der Tatsache, dass fiir phototrophe Organismen wie Synecho-
cystis oder andere Cyanobakterien eine Reihe genomskaliger Netzwerkmodelle vorhan-
den sind [T18, 178, 211], gibt es bisher keine systematische Untersuchung, ob und wie das
Kopplungsprinzip fiir den phototrophen Metabolismus funktioniert [I78] 261]. Es werden
neue KO-Strategien présentiert, welche die wachstumsgekoppelte Biokraftstoffsynthese
unter phototrophen Bedingungen erzwingen.

Fiir die Beschreibung des phototrophen cyanobakteriellen Stoffwechsels wurde als Aus-
gangspunkt ein genomskaliges Modell von Synechocystis, SyneGS, genutzt (Knoop et
al. [134], Kapitel . Wie in Kapitel beschrieben, wurde SyneGS mit Hilfe des
NetworkReducers auf zwei Modelle kleinerer Netzwerkskalen reduziert (ein Modell mitt-
lerer Grofle, SynePruned; ein Minimalmodell, SyneMin). Ausgehend von dem Minimalm-
odell, SyneMin, sollen im Folgenden auf allen drei Netzwerkskalen Strategien zur Opti-

mierung der Produktion von Biokraftstoffen berechnet, analysiert und diskutiert werden.

5.2 Die Balance der ATP- und NADPH-Produktion in der
Photosynthese

Wie bereits in Kapitel 2.2 beschrieben, bildet die Photosynthese das zentrale Element des
phototrophen Stoffwechsels der Cyanobakterien. Sie dient einerseits zur Energiegewin-
nung in Form von ATP und andererseits der Erzeugung von Reduktionsiquivalenten in
Form von NADPH. Die Abbildung [2.2] auf Seite [12] zeigt eine idealisierte und allgemeine
Darstellung der Photosynthese.

Es ist bereits diskutiert worden, dass die Elektronen, die aus der Wasserspaltung
frei werden, verschiedene Wege durch die photosynthetische Elektronentransportkette
nehmen kénnen. Der lineare Elektronenfluss (siche Abbildung liefert dabei ein fes-
tes Verhéltnis von ATP zu NADPH. Ausgehend davon, dass die ATPase 14 Protonen
in das Cytoplasma stréomen lassen muss, um drei ATP zu gewinnen, ergibt sich ein
ATP/NADPH Verhéltnis von 9/7 bzw. 1,28 [11], 223, 258].
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Y\

| EF 1,28 | ATP|:1| NADPH

Abbildung 5.1: Linearer Elektronenfluss (LEF) durch die photosynthetische Elek-
tronentransportkette (ETK). Gepunktete Linien stellen den Protoneniibergang in das
Thylakoidlumen dar. Die gepunktet-gestrichelte Linie zeigt den Protoneneinstrom aus
dem Thylakoidlumen in das Cytoplasma an der ATPase. PSII: Photosystem II, PQ:
Plastoquinon, Cyt b6f: Cytochrom-b6f-Komplex, PC: Plastocyanin, PSI: Photosystem
I, Fd:Ferredoxin, FNR: Ferredoxin-NADPH-Oxidoreduktase.

Allerdings ist fiir die Fixierung von COz im Calvin Zyklus ein Verhéltnis von ATP
zu NADPH von 3/2 notwendig. Damit dieses Verhéltnis erreicht werden kann, gibt es
verschiedene Wege fiir Elektronen in der photosynthetischen ETK, die netto ATP pro-
duzieren [12), 138]. Hier werden, in Anlehnung an Allen [I1], diese Wege wie folgt klas-

sifiziert:

e zyklischer Elektronenfluss (Ferredoxin-(Plasto)quinon-Reduktase, NADPH Dehy-

drogenase) und

e pseudozyklischer Elektronenfluss (Mehler-Reaktion und respiratorische Reaktio-

nen).

Wahrend des zyklischen Elektronentransports iiber die Ferredoxin-(Plasto)quinon-
Reduktase (FQR), werden die Elektronen des reduzierten Ferredoxins auf das Plastoqui-
non iibertragen [100]. Dabei werden keine Protonen gepumpt. Ein weiterer Vertreter des
zyklischen Elektronentransports ist die NADPH Dehydrogenase (NDH). Diese nutzt das
gebildete NADPH, um die Elektronen auf das PQ zu iibertragen. In diesem Fall wer-
den zusitzlich Protonen transportiert. Dieser Transport verschiebt das ATP/NADPH
Verhiltnis zu Gunsten der Energiegewinnung. Es gibt viele verschiedene NDH, die sich

bzgl. ihres Elektronendonators und der Menge an Protonen, die sie pumpen kénnen, un-
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terscheiden. Die Gemeinsamkeit ist, dass die NDH Elektronen wiederverwenden kénnen
und damit einen zyklischen Elektronenfluss erzeugen.

Ein pseudozyklischer Elektronenflussmechanismus wird durch die Mehler-Reaktion re-
préasentiert [22]. Es werden die Elektronen des Ferredoxins genutzt, um diese auf Sauer-
stoff zu iibertragen, wobei ein Superoxidradikal entsteht. Dieses Radikal ist eine reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) und kann zu Zellschidden fithren (hohe Mengen von ROS fiihren
zu oxidativem Stress). Dieses Radikal kann unter Nutzung der Superoxiddismutase zu
Wasserstoffperoxid (HyO2) umgewandelt werden, das wiederum zur Wasserbildung ge-
nutzt werden kann. Damit entsteht um die Mehler-Reaktion ein Wasser-Wasser Zyklus
[19]. Ein weiteres Beispiel ist die Cytochrom-c-Oxidase. Diese nutzt die Elektronen des
Plastocyanins, um Sauerstoff zu Wasser zu reduzieren. Die Elektronen kénnen folglich
nicht weiter durch die photosynthetische ETK flieen. Zudem werden Protonen iiber die
Membran gepumpt. Diese Oxidase hat demnach zwei Funktionen, die das ATP/NADPH
Verhéltnis verschieben (Abzug der Elektronen und Pumpen von Protonen iiber die Mem-
bran). Da die Elektronen genutzt werden, um ein Molekiil Sauerstoff zu zwei Molekiilen
Wasser zu reduzieren, kann in diesem Fall wiederum von einer Art Wasser-Wasser Zy-
klus gesprochen werden. Denn die genutzten Elektronen sind bei der Wasserspaltung
frei geworden und werden wieder auf die Wassermolekiile iibertragen. Die Cytochrom-
bd-Oxidase hat einen #&hnlichen Effekt. Allerdings werden dabei die Elektronen (und
Protonen) des Plastoquinols genutzt. Die Abbildung fasst die genannten Moglich-
keiten des alternativen Elektronenflusses (zyklisch und pseudozyklisch) in der photosyn-
thetischen ETK graphisch zusammen.

Die dargestellten ,, Wiederverwendungsmoglichkeiten® der Elektronen dienen dazu,
dass ATP/NADPH Verhéltnis zugunsten des ATPs zu verschieben, um den Bedarf an
Energie fiir zellinterne Prozesse wie z. B. die Fixierung von CO3 zu decken. Das Verhalt-
nis von ATP zu NADPH, dass notwendig ist, um Biomasse zu synthetisieren, ist in die-
sem Kontext seht interessant. Dieses Verhiltnis ist nicht einfach zu quantifizieren. Mit
dem stéchiometrischen Modell SyneGS ist es moglich, zumindest eine untere Grenze zu
identifizieren. Dafiir werden ATP und NADPH als externe Metabolite dem Netzwerk
zur Verfiigung gestellt und anschlieend die Biomasse unter Ausschluss der Photosyn-
these und der Respiration maximiert. Damit kann eine untere Grenze des notwendigen
ATP/NADPH Verhiéltnisses von 1,51 berechnet werden. Es ist anzunehmen, dass das
tatséchliche Verhéltnis grofler sein wird, da es verschiedene ATP-verbrauchende Pro-
zesse gibt, die in dem Modell nicht beriicksichtigt sind. Das notwendige Verhéltnis fiir
die Produktion von Biomasse ist demnach grofler als das fiir die Fixierung von CO2 im

Calvin Zyklus.
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ATP

ATP

Abbildung 5.2: Elektronenfliisse in der photosynthetischen Elektronentransportket-
te. Die gestrichelten Linien stellen verschiedene alternative (zyklische und pseudozy-
klische) Elektronenfliisse dar: (- -) zyklischer (ZEF), (- -) pseudozyklischer (PEF)
Elektronenfluss. Der alternative Elektronenfluss ermoglicht es, dass ATP unabhéngig
von NADPH generiert werden kann. Gepunktete Linien stellen den Protoneniiber-
gang in das Thylakoidlumen dar. PSII: Photosystem 11, PQ: Plastoquinon, Cyd:
Cytochrom-bd-Oxidase, Cyt b6f: Cytochrom-b6f-Komplex, PC: Plastocyanin, Cox:
Cytochrom-c-Oxidase, PSI: Photosystem I, Fd:Ferredoxin, Mehler: Mehler Reaktion,
FQR: Ferredoxin-Plastoquinon-Reduktase, FNR: Ferredoxin-NADPH-Oxidoreduktase,
NDH: NAD(P)H Dehydrogenase, LEF: linearer Elektronenfluss.

Das aus der Photosynthese generierte Verhéltnis von ATP zu NADPH hat einen ent-
scheidenden Einfluss auf das Verhalten des Organismus. Dieses Verhéltnis ist fiir photo-
synthetische Organismen hinsichtlich der metabolischen Selbstregulation entscheidend,
aber auch fiir die Synthese verschiedener Produkte [I37]. Am Beispiel der Produktion
von Ethanol soll dies im Folgenden dargestellt werden. Nach Deng et al. ist fiir eine
erfolgreiche Produktion von Ethanol die Integration einer Pyruvatdecarboxylase und ei-
ner Alkoholdehydrogenase notwendig [56]. Diese Reaktionen gewéhrleisten einen kurzen
Weg von der CO2 Fixierung durch RuBisCO bis hin zum Ethanol (siehe Abbildung.

Der Bedarf an Energie und Reduktionséquivalenten zur Produktion von einem Mo-
lekiil Ethanol betrégt dann sieben ATP und sechs NADPH [I18§]. Dies entspricht ei-
nem ATP/NADPH-Verhiltnis von 1,17. Die Unterschiede zwischen den ATP/NADPH
Verhiéltnissen (1,17 Ethanolproduktion/1,28 LEF /1,5 CO»-Fixierung/1,51 Biomassesyn-

these) stellen nun ein mogliches Ziel fiir Interventionen dar, um die Ethanolproduktion
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Abbildung 5.3: Produktionsweg fiir Ethanol. Graphik angelehnt an [3].

zu steigern. Theoretisch gibt es vier Moglichkeiten das Verhéltnis von ATP zu NADPH
zu verkleinern und damit die Ausbeute von Ethanol im Verhiltnis zur Biomasse zu

erhohen. Dies kann durch:
i) Senkung der ATP Produktion,
ii) Steigerung es ATP Konsums,
iii) Steigerung der NADPH Produktion,
iv) oder Senkung des NADPH Konsums

erreicht werden. Da die alternativen Elektronentransportwege maflgeblich das
ATP/NADPH-Verhiiltnis zugunsten von ATP verindern, ist zu erwarten, dass diese

Elektronentransportwege ein zentrales Ziel von Interventionsstrategien sein werden.

5.3 Ethanol-Produktion in Synechocystis sp. PCC 6803

Beginnend mit dem in Kapitel vorgestellten Minimalmodell von Synechocystis, Syn-
eMin, sollen nachfolgend Interventionsstrategien fiir die Ethanolproduktion in dem Mo-
dell mittlerer Grofe, SynePruned, und dem genomskaligen Modell, SyneG.S, identifiziert,

ausgewertet und verglichen werden.
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5.3.1 Analyse des Minimalmodells von Synechocystis (SyneMin)

Um zunéchst ein grundlegendes Verstédndnis der Biokraftstoffproduktion in Synecho-
cystis zu erhalten, wird ein stark komprimiertes Zentralstoffwechselmodell von Synecho-
cystis analysiert. Dieses Modell, SyneMin ist mit Hilfe des in Kapitel [d priisentierten Net-
workReducer-Algorithmus reduziert und in Kapitel [£.4] vorgestellt worden. SyneMin ist
in der Lage, die COo-Fixierung durch RuBisCO, unspezifischen ATP-Verbrauch, Wachs-
tum und Ethanolproduktion abzubilden. Andere Produkte, sowie der Nachtmetabolis-
mus werden in diesem Minimalmodell nicht beriicksichtigt. Das Modell besteht aus 37
Reaktionen und 38 internen Metaboliten (siche Anhang|A.5)). Der Rang der stéchiome-
trischen Matrix ist 33. Damit ergibt sich ein Freiheitsgrad von vier. Wie in Kapitel
gefordert wurde, sind alle geschiitzten Reaktionen Bestandteil des reduzierten Modells
(insgesamt 26).

Die BSR ist stark komprimiert und zieht die Metabolite des Calvin Zyklus ab (Prikur-
soren, ATP und NADPH), um daraus Biomasse zu synthetisieren. Die stéchiometrischen
Koeflizienten dieser Metabolite sind recht grof3, da diese sowohl als direkte Prikursoren
fiir die Biomasse dienen, als auch den indirekten Bedarf fiir andere Priakursoren be-
schreiben. Dennoch kann der NetworkReducer garantieren, dass die BSR des reduzierten
Modells konsistent ist mit der des genomskaligen Modells. Das heifit, dass die Gesamt-
menge an bendtigtem Kohlenstoff, ATP und Reduktionsidquivalenten identisch ist und
daher die gleiche maximale Wachstumsrate moglich ist.

In diesem Minimalmodell kénnen insgesamt zehn Elementarmoden gefunden wer-
den, die sowohl ausschlieBlich Wachstum (EM; 23 ) oder Ethanolproduktion (EMs ¢ 7)
als auch die gekoppelte Produktion von Ethanol und Biomasse (EMgg 19) beschreiben
konnen. (EMy) reprisentiert die netto ATP-Synthese, die durch den unspezifischen ATP-
Verbrauch (fiir z. B. Maintenance-Prozesse) ausbalanciert wird. Tabelle und Abbil-
dung zeigen die EM.
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Tabelle 5.1: EM des stark komprimierten Zentralstoffwechselmodells von Synecho-
cystis, SyneMin.

Reaktion EM1 EM2 EM3 EM4 EM5 EM6 EM7?Y EMS8 EM9 EMI10
Photonen- 1400 100 100 100 100 100 100 100 100 100
aufnahme

Ethanol- 0 0 0 A7 41T 417 272 272 2,72
produktion

Biomasse-

synthese- | 0,19 0,19 0,19 0 0 0 0 0,08 008 0,08
reaktion

NDH

(AEF) 306 3,06 3,06 50,00 0 0 0 0 0 0

ATP-

Verbrauct, | © 0 0 85,72 298 298 298 0 0 0

Tabelle zeigt, dass die Reaktion des AEF (NDH) funktional sein muss, sobald
ausschlieBllich Biomasse synthetisiert wird (EM;23). Denn in diesem Fall muss ein
ATP/NADPH Verhiiltnis erzeugt werden, das grofer ist als das des LEF. Fiir den Fall,
dass nur Ethanol produziert wird (EM5g¢7), ist der alternative Elektronenfluss (NDH)
nicht aktiv, da der LEF ausreichend Energie und Reduktionséiquivalente zur Verfiigung
stellt (ATP/NADPHpgr = 1,28; ATP/NADPHEthanolproduktion = 1,17). In diesem Fall
entsteht ein ATP-Uberschuss, der im Modell durch den unspezifischen ATP-Verbrauch
ausgeglichen wird.

Interessant ist, dass im Fall der gekoppelten Produktion von Ethanol und Biomasse
diese Reaktion des alternativen Elektronenflusses (NDH) ebenso nicht aktiv ist. Wird
die Funktionalitét der NDH unterdriickt, sind (EM; 2 34) nicht mehr realisierbar (siehe
Tabelle und Abbildung. Nur die (EM5 6,7,8.9,10) sind dann noch funktional. Diese
EM produzieren alle Ethanol. Insbesondere bedeutet das, dass der KO des alternativen
Elektronenflusspfades auch die wachstumsgekoppelte Ethanolproduktion erzwingt. Das
Minimalmodell SyneMin zeigt damit eine erste KO-Strategie, wie die wachstumsgekop-

pelte Ethanolproduktion erreicht werden kann.
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Abbildung 5.4: Die EM von SyneMin (siehe auch Tabelle .

5.3.2 Analyse des SynePruned-Modells
5.3.2.1 CASOP-Analyse

Wie in Kapitel erklirt, dient die CASOP Methodik dazu, Uberexpressions- und
Knockoutkandidaten zu identifizieren. Der Ansatz beruht auf Elementarmoden und
beriicksichtigt dabei eine Verschiebung vom Wildtypwachstum (ausschlieflich Biomas-
sesynthese) hin zu gekoppelter Synthese von Produkt und Biomasse. Dabei wird ein
spezielles Mafl (Z-Score) ermittelt, das den Wertebereich [-1, 1] annehmen kann. Sobald
dieser Score kleiner null ist, weist dieser einen potentiellen Knockoutkandidaten aus.
Positive Werte beschreiben potentielle Uberexpressionskandidaten.

Die folgenden Analysen und Ergebnisse beruhen auf der Annahme phototro-
phen Wachstums, ATP-unabhéngiger Hydrogencarbonataufnahme und Nitrat als
Stickstoffquelle [133]. Als einziges Produkt wird Ethanol betrachtet. Um ein eher
Produktausbeute-bezogenes Szenario zu simulieren, wird der Parameter k¢ auf fiinf ge-
setzt (der Exponent in Gleichung ) Die folgenden Tabellen zeigen die jeweils pro-
minentesten Vertreter der durch CASOP identifizierten Uberexpressions- bzw. Knock-
outkandidaten (die vollstindige Tabelle kann dem Anhang entnommen werden).
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Die Reaktionsgleichungen der Reaktionen, die im Folgenden diskutiert werden, sind in
der Tabelle [5.3] dargestellt.

Tabelle 5.2: Die durch CASOP identifizierten Top-Knockout- und Top-Uberexpres-
sionskandidaten fiir die Ethanolproduktion in SynePruned. Die Reaktionsgleichungen
sind in Tabelle zu finden.

Knockoutkandidaten Uberexpressionskandidaten
ID (kurz) CASOP-Wert ID (kurz) CASOP-Wert
R1 -0,189 R29 1,000
R3 -0,189 R30 1,000
R7 -0,142 R31 1,000
R4 -0,142 R32 0,298
R2 -0,121 R33 0,173
R5 -0,118 R34 0,128
R6 -0,118 R35 0,096
R36 0,096
R37 0,096
R38 0,096

Tabelle zeigt die Top-Knockoutkandidaten und die dazugehorigen CASOP-Werte
fiir die phototrophe Ethanolproduktion mit Synechocystis. Alle gefundenen KO-Ziele
stehen im Zusammenhang mit der Photosynthese bzw. dem Elektronenfluss um die pho-
tosynthetische ETK. Die durch CASOP identifizierten Reaktionen lassen sich wie folgt

gruppieren.

(I) Zyklische Reaktionen (R7 (FQR), R1 (NDH1), R2 (CO; assoziierte NDH1)), die

reduziertes Ferredoxin bzw. NADPH nutzen, um Plastoquinon zu reduzieren.

(IT) Pseudozyklische Reaktionen, wie die Mehler-Reaktion (R5, R6) und respiratori-
sche Reaktionen (R3 (C-terminale Oxidase) und R4 (Cyd-bd-Oxidase), die einen
Wasser-Wasser Zyklus bilden.

CASOP suggeriert somit, die zyklischen und pseudozyklischen Elektronenfliisse um die
photosynthetische ETK zu blockieren. Dieser Eingriff bewirkt, dass das ATP/NADPH
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Verhéltnis reduziert wird. CASOP hat damit das gleiche Ziel identifiziert, wie die EM-
Analyse des SyneMin. Im Vergleich zu SyneMin enthélt das Modell SynePruned mehr
Reaktionen, die alternative (zyklische und pseudozyklische) Elektronenfliissse ermogli-
chen. Deshalb werden mehr potentielle Knockoutkandidaten von CASOP identifiziert.

Beziiglich der Uberexpressionskandidaten zeigt sich, dass drei Reaktionen den Wert
eins annehmen (siche Tabelle [5.2). Diese drei Reaktionen sind direkt an der Produk-
tion von Ethanol beteiligt und sind kein Bestandteil der EM-Menge fiir den Fall, dass
ausschliefllich Biomasse produziert wird. Allerdings sind diese Reaktionen in allen EM
enthalten, die Ethanol produzieren. Daraus folgt, dass diese den Wert eins annehmen
miissen. Es handelt sich dabei um die Pyruvatdecarboxylase (R31), die Alkoholdehydro-
genase (R30) und die Exportreaktion von Ethanol (R29). Die Reaktion R32 (Phosho-
enolpyruvat zu Pyruvat) bildet einen Priikursor fiir Acetaldehyd (und damit fiir Ethanol)
und CASOP suggeriert deshalb, diese Reaktion zu iiberexprimieren.

Die Reaktion R33 beschreibt den Export von CO2 und es erscheint auf den ersten
Blick eigenartig, dass diese Reaktion {iberexprimiert werden soll. Allerdings ist diese
Reaktion fiir die maximale Ausbeute von Ethanol bezogen auf die Photonenaufnahme
essentiell (und damit in den EM enthalten, die eine hohe Ausbeute von Ethanol ha-
ben). Das bedeutet, dass ohne den Export von CO2 die Ausbeute von Ethanol geringer
ist. Dies beruht auf der Art der Modellierung der COs-Fixierung im stéchiometrischen
Modell SynePruned. CO2 wird in Form von Hydrogencarbonat in die Zelle aufgenom-
men. Dieses Hydrogencarbonat wird als solches in das Carboxysom transportiert und
dort iiber HoCOj3 in CO2 umgewandelt, das dann durch RuBisCO fixiert werden kann.
Das CO2-Molekiil kann als solches nicht in das Carboxysom gelangen. COq, das z. B.
bei der Decarboxylierung von Pyruvat entsteht, kann {iber zwei Wege verbraucht wer-
den. Es kann (1) aus der Zelle exportiert werden (R33). Oder das CO2 Molekiil wird
(2) unter Nutzung der COg-abhéngigen NDH (R2) in Hydrogencarbonat umgewandelt
(Verbrauch von NADPH). Dieser zusétzliche Verbrauch von NADPH fiihrt zu einer ge-
ringeren Ausbeute von Ethanol. Um dies zu iiberpriifen, wird die PDC im Modell (R31)
derart modifiziert, dass diese statt CO2 HCO3 freisetzt. Durch diese Verédnderung kann
die maximale Ausbeute von Ethanol bezogen auf die Photonenaufnahme erreicht werden,
ohne Beteiligung der Reaktion R33 (der CASOP-Wert verringert sich deutlich).

Die verbleibenden Uberexpressionskandidaten eint ein Mechanismus, der zunichst
ebenfalls wenig intuitiv erscheint. So schlagt CASOP die Erhohung des ATP-Verbrauchs
vor (R35). Dies suggeriert, dass sich dieser Verbrauch vorteilhaft fiir eine erhohte Pro-
duktion von Ethanol auswirkt. Werden die verbleibenden Reaktionen der Tabelle [£.2]

betrachtet, fillt auf, dass diese Reaktionen ebenso zu einer Verschwendung von ATP
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fithren. Reaktion R36 und R37 bilden einen Zyklus um Cyanophycin, der ATP ver-
braucht. Die Phosphofructo-1-Kinase (R34) und die Sedoheptulose-7-Phosphat-Kinase
(R38) dienen ebenfalls dem erhohten Verbrauch von ATP. Auch der Export von COq
kann neben dem genannten Effekt zusétzlich einen ATP verbrauchenden Zyklus durch
eine indirekte Umwandlung von Hydrogencarbonat in COs2 erzeugen.

Die durch CASOP vorgeschlagenen Uberexpressionskandidaten kénnen als komple-
mentdre Ansétze zu den KO-Strategien verstanden werden. In diesem Fall wird statt des
KOs der zusétzlichen Produktion von ATP, der erhéhte Verbrauch von ATP favorisiert.
Beide Ansiitze vereinen erneut das Ziel der Reduktion des ATP/NADPH Verhiltnisses.
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Tabelle 5.3: Liste ausgewéhlter Reaktionen des SyneGS- und SynePruned-Modells.
tll: Thylakoidlumen, cax: Carboxysomen
ID Reaktion

R1  NADPH + 5 H + PQ = NADP* + PQH, + 4 H},

R2  NADPH + 4 H" + PQ + H,0 + CO; = NADP" + PQH, + 4 H}; + HCO;

R3 4 red. Plastocyanin + O» + 8 HF = 4 ox. Plastocyanin + 4 HJ}; + 2 H,O

R4 2 PQHy + O + 4 HY = 2 PQ + 4 Hj;, + 2 H,0

R5 Oz + red. Ferredoxin = ox. Ferredoxin + Oy

R6 202_+2H+:>H202+02

R7 PQ + 2 red. Ferredoxin + 2 HY = 2 ox. Ferredoxin + PQH,

RS D-Ribulose 1,5-Bisphosphat + O = 3-Phospho-D-Glycerat + 2-Phosphoglycolat

R9 02 = O2cax

R10 2-Phosphoglycolat + HoO = Glycolat 4+ Orthophosphat

R11 2-Phosphoglycolat.,x = 2-Phosphoglycolat

R12 NADPH + NAD' < NADP* + NADH

R13  ATP + Acetat <= ADP + Acetyl-Phosphat

R14  Glyceronphosphat + NADH + H™ <= sn-Glycerol-3-Phosphat + NAD™

R15  ATP + Glycerol = ADP + sn-Glycerol-3-Phosphat

R16  Glycerol + NADP' <= D-Glyceraldehyd + NADPH + H*

R17  D-Glyceraldehyd + NADT + HyO <= D-Glycerat + NADH + H™

R18  5,10-Methylentetrahydrofolat + Glycin + HyO <= Tetrahydrofolat + L-Serin

R19  Glycin + Tetrahydrofolat + NADT = 5,10-Methylentetrahydrofolat + NH3 + COx
+ NADH + H*

R20  D-Glycerat + NADPT <= Hydroxypyruvat + NADPH + H*

R21 L-Serin + Glyoxylat <= Hydroxypyruvat + Glycin

R22  Glycin 4+ 2-Oxoglutarat <= Glyoxylat + L-Glutamat

R23  3-Phospho-D-Glycerat + NAD™ <= 3-Phosphonooxypyruvat + NADH + H™

R24  O-Phospho-L-serin + 2-Oxoglutarat <= 3-Phosphonooxypyruvat + L-Glutamat

R25  O-Phospho-L-serin + HoO = L-Serin + Orthophosphat

R26  (S)-Malat + NADT <= Oxaloacetat + NADH + HT

R27  D-Fructose-6-Phosphat + Orthophosphat = Acetyl-Phosphat + D-Erythrose-4-
Phosphat + H,O

R28  D-Xylulose-5-Phosphat + Orthophosphat = Acetyl-Phosphat + D-Glyceraldehyd-
3-Phosphat + H,O

R29 Ethanol =— Ethanoleyy

R30  Acetaldehyd + NADPH + H" = Ethanol + NADP™

R31 Pyruvat = COy + Acetaldehyd

R32  ADP + Phosphoenolpyruvat = ATP + Pyruvat

R33 COy = CO2,ext

R34  ATP + D-Fructose-6-Phosphat = ADP + D-Fructose-1,6-Bisphosphat

R35 1 ATP + H,O = 1 ADP + Orthophosphat

R36  Cyanophycin + 2 HoO = 1 L-Aspartat + 1 L-Arginin 4+ Cyanophycin-Polymer

R37 1 L-Aspartat + 1 L-Arginin + 2 ATP + Cyanophycin-Polymer = Cyanophycin +
2 Orthophosphat + 2 ADP

R38  ATP + Sedoheptulose-7-Phosphat = ADP + Sedoheptulose-1,7-Bisphosphat

R39 sn-Glycerol-3-Phosphat + PQ = Glyceronphosphat + PQHs
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5.3.2.2 Elementarmodenanalyse

Im Folgenden soll die Menge der EM im mittelskaligen Stoffwechselmodell von Synecho-
cystis (SynePruned) weiter detailliert analysiert werden. Die vollsténdige Menge der EM
fiir phototrophes Wachstum und Ethanolproduktion belduft sich auf 100803 EM. Abbil-
dung projiziert jeden EM (blaue Kreise) auf seine Ausbeute bzgl. der Biomasse (in
gTM/mmol Photonen) und bzgl. des Ethanols (in mmol Ethanol/mmol Photonen). Die

0,03

)

0,02

YEthanol/Photon [mmol/mmol]

0,01

Abbildung 5.5: Ausbeutediagramm der EM fiir Ethanol- und Biomasse in Syne-
Pruned. Die blauen Kreise entsprechen den EM. Die rote Linie beschreibt die konvexe
Hiille der EM.

konvexe Hiille der EM wird durch die rote Linie beschrieben und diese gibt den komplet-
ten Losungsraum der Verhéltnisse von Biomasse- und Ethanolausbeute an. EM die nur
auf der Achse fiir die Biomasseausbeute liegen (X-Achse), beschreiben Wachstum ohne
Ethanolproduktion und analog dazu, beschreiben die EM auf der Achse der Ethanolaus-
beute (Y-Achse) die ausschliefiliche Produktion von Ethanol. Aus dieser Abbildung kann
die jeweilige optimale phototrophe Ausbeute bestimmt werden. Die maximale Biomas-
seausbeute betrigt 1,85- 1072 gTM/mmol Photonen und die maximale Ethanolausbeute
4,167- 1072 mmol/mmol Photonen. Letztere gibt somit auch die bekannte theoretisch

maximale Ethanolausbeute wieder (24 Photonen pro Ethanolmolekiil [118]).
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Das Ausbeutediagramm erlaubt weitere Riickschliisse. Zum einen wird in Abbildung
deutlich, dass je hoher die Ethanolausbeute ist, desto kleiner ist die optimale Bio-
masseausbeute. Dieser Zusammenhang fiihrt zu der typischen dreieckigen Form der kon-
vexen Hiille. Zum anderen zeigt diese Abbildung, dass es theoretisch moglich ist, die
Ethanolproduktion an das Wachstum zu koppeln. Alle EM, die nicht auf den Achsen
liegen, erfiillen diese Bedingung, da die Ausbeute der Biomasse und des Ethanols dann
jeweils grofler als null ist. Interessant sind die EM, die dabei eine hohe Ausbeute von
Ethanol ermdoglichen (dies geht mit einer kleineren Ausbeute von Biomasse einher). Die
maximale garantierte Ausbeute von Ethanol unter phototrophen wachstumsgekoppelten
Bedingungen betrigt 0,0344 mmol/mmol Photonen. Dieser Wert kann dem EM entnom-
men werden, der die grofite Ethanolausbeute hat und zeitgleich eine Biomasseausbeute

grofler als null gewahrleisten kann.

5.3.2.3 Analyse der constrained Minimal Cut Sets

Wie in Kapitel beschrieben, konnen mit Hilfe der cMCSs Interventionen berechnet
werden, die in der Lage sind, eine bestimmte metabolische Funktionalitdt zu unter-
driicken und dabei eine erwiinschte Netzwerkeigenschaften zu erhalten [94]. Die darge-
stellten Ergebnisse des Kapitels [5.3.1] und [5.3.2.1] liefern einen ersten Eindruck, welche

Ziele interessant sein konnten, um eine wachstumsgekoppelte Ethanolproduktion zu er-

reichen. Zum Erzwingen einer solchen Kopplung werden im Folgenden cMCSs berechnet,
die alle EM mit niedriger Ethanolausbeute 16schen und mindestens einen Elementar-
modus erhalten, der eine hohe Produktausbeute und eine minimale Biomasseausbeute
garantieren kann.

Wie in Kapitel dargestellt, beschreibt die Menge E die Gesamtheit der Elemen-
tarmoden, die Menge T die Target-EM (also jene, EM die geloscht werden sollen) und
die Menge D die Desired-EM (die EM, von denen nach Anwendung der Intervention
min. ein EM erhalten bleiben soll). Konkret wurde folgendes cMCS-Problem formu-
liert. Die Anforderungen an die Desired-EM sind, dass die minimale Produktausbeu-
te YEthanol/Photon — () 03 mmol/mmol Photonen und die minimale Biomasseausbeute
yBiomasse/Photon — ) (1 gTM/mmol Photonen betrégt. Daraus ergibt sich, dass alle
EM fiir die gilt, dass YEthanol/Photon ¢ (3 mmol/mmol Photonen, Target-EM sind.

Dies kann wie folgt zusammengefasst werden:

Ethanol/Photon

T = {alle EM E € E|Y% < 0,03}, -
D= {alle EME ¢ E‘Ygthanol/Photon > 0,03 A Ygiomasse/Photon > 0,01 - 10_2}' .
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Unter diesen Bedingungen kann der in Abbildung dargestellte Losungsraum in ver-
schiedene Bereiche unterteilt werden (Abbildung [5.6).
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Abbildung 5.6: Eingeteiltes Ausbeutediagramm der EM fiir Ethanol- und Biomasse
im SynePruned. Die roten Kreise entsprechen den Target-EM und die griinen Kreise
den Desired-EM (die verbleibenden EM sind als blaue Kreise dargestellt und weder
Target- noch Desired-EM). Die beschriebenen Grenzen fiir die Einteilung der EM sind
als schwarze Linien innerhalb der konvexen Hiille dargestellt.

Die roten Kreise entsprechen den Target-EM und die griinen Kreise den Desired-EM,
von denen mindestens einer erhalten bleiben soll. Mit diesen Forderungen kénnen die
c¢MCSs berechnet werden. Insgesamt kénnen fiir das definierte Problem 124 ¢MCSs mit
einer Grofle von jeweils 8 - 13 Reaktionsknockouts identifiziert werden (Abbildung
und . Alle gefundenen Interventionsstrategien erméglichen in der Nachtphase (unter
Verbrauch von Glycogen) eine ATP-Synthese. Abbildung zeigt das Histogramm der
Groflenverteilung der ¢cMCSs. Die gefundenen 124 ¢cMCSs erzwingen also jeweils das
gewiinschte Verhalten, ndmlich die wachstumsgekoppelte Ethanolproduktion (mit einer
hohen Produktausbeute). Exemplarisch wird der erste cMCS genauer analysiert, der die
Reaktionen (R1, R2, R3, R4, R5, R7, R8, R23) ausschaltet (Abbildung [5.10).
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Abbildung 5.7: Die berechneten cMCS-1 - cMCS-62 fiir die wachstumsgekoppelte
Ethanolproduktion. Die schwarzen Kacheln zeigen die notwendigen Reaktions-KOs in
den jeweiligen cMCSs an.
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Abbildung 5.8: Die berechneten cMCS-63 - cMCS-124 fiir die wachstumsgekoppelte
Ethanolproduktion. Die schwarzen Kacheln zeigen die notwendigen Reaktions-KOs in
den jeweiligen cMCSs an.
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Anzahl der cMCSs

7 8 9 10 11 12 13 14
Grofle der cMCSs

Abbildung 5.9: Histogramm der cMCSs.

Es wird deutlich, dass durch den Grofiteil dieser Reaktionen ATP unabhingig von
NADPH generiert werden kann. Es handelt sich dabei um zyklische (R1, R2, R7) und
pseudozyklische (R3, R4, R5) Elektronenflusspfade. Zusétzlich miissen zwei weitere Re-
aktionen unterdriickt werden. Zum einen die Photorespiration (R8) und zum anderen
eine Phosphoglyceratdehydrogenase (R23). Der Knockout beider Reaktionen (R8 und
R23) dient dazu, die Ausbeute von Ethanol weiter zu erhdhen (siehe Erlduterung un-
ten).

Durch Anwendung dieser KO-Strategie (¢cMCS-1) kann garantiert werden, dass das
gewiinschte Verhalten erreicht wird. Um ATP und NADPH fiir die Biomassesynthese
zur Verfiigung zu stellen, muss die Zelle den linearen Elektronenfluss der Photosynthese
nutzen. Alle anderen zyklischen und pseudozyklischen Wege, die ohne (Netto-)NADPH-
Synthese ATP produzieren kénnen, sind ausgeschaltet. Daraus folgt, dass das maximal
mogliche ATP/NADPH Verhiltnis, das die photosynthetische Elektronentransportkette
generieren kann, 1,28 betrigt. Dieses Verhiltnis liegt unter dem das notwendig ist, um
Biomasse zu synthetisieren (namlich 1,51). Das bedeutet, dass die Zelle, um wachsen
zu konnen, einen Uberschuss an NADPH generiert, der nur ausgeglichen werden kann,

indem Ethanol produziert wird. Das Produkt, das synthetisiert werden soll, fungiert in
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5 Metabolic Engineering von Cyanobakterien zur Biokraftstoffproduktion

diesem Fall als Senke fiir die iiberschiissigen Reduktionséquivalente. Dieser Effekt fiihrt
zur wachstumsgekoppelten Ethanolproduktion.

Nach Anwendung von ¢cMCS-1 ergibt sich die in Abbildung [5.10] gezeigte Ausbeute-
diagramm. Diese Abbildung zeigt die verbleibenden EM (fiir phototrophes Wachstum)
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Abbildung 5.10: Ausbeutediagramm der EM fiir Ethanol- und Biomasse nach An-
wendung des cMCS-1 im SynePruned. Die griinen Kreise entsprechen den verbliebenen
Desired-EM. Die rote Linie beschreibt die konvexe Hiille der verbliebenen EM. Die
blauen Kreise stellen andere verbleibende EM dar.

nach Anwendung der genannten KO-Strategie. Zwei Dinge sind deutlich zu erkennen:

1. Die wachstumsgekoppelte Ethanolproduktion kann garantiert werden. Um wachsen

zu konnen, muss die Zelle Ethanol produzieren.

2. Die Ethanolausbeute betriigt mindestens 0,03 mmol Ethanol/mmol Photon. Diese

Ausbeute kann unabhéngig von der Wachstumsrate garantiert werden.

Die Analyse aller 124 ¢cMCSs zeigt, dass insgesamt 28 verschiedene Reaktionen an der
Gesamtmenge der KOs beteiligt sind (eine Ubersicht all dieser Reaktionen ist in Tabelle
zu finden). Dabei zeigt sich, dass die Reaktionen R1, R2, R3, R4 und R7 essentiel-
le Reaktions-KOs repriasentieren. Das bedeutet, dass diese Reaktionen nicht aktiv sein

diirfen, um das geforderte Verhalten (gekoppelte Synthese von Ethanol und Biomasse) zu

98



5.3 Ethanol-Produktion in Synechocystis sp. PCC 6803

erreichen. Eine der Reaktionen R5 und R6 muss zusétzlich ausgeschaltet werden. Zusam-
men stellen diese zwei Reaktionen einen Wasser-Wasser Zyklus dar (Mehler-Reaktion).
Da sie eine lineare Kette bilden, reicht es, eine der beiden Reaktionen zu inaktivieren,
da die andere dann nicht mehr funktional ist.

Nach Anwendung dieser sechs (essentiellen) Reaktions-KOs sind die Hauptwege der
zyklischen und pseudozyklischen Elektronenflusspfade ausgeschaltet. Der KO dieser Re-
aktionen fiihrt bereits zu der gewiinschten wachstumsgekoppelten Ethanolproduktion.
Allerdings ist die minimale Ethanolausbeute etwas kleiner als gefordert, namlich 0,027
mmol Ethanol/mmol Photon (Abbildung [5.11). Dies wiederum bedeutet, dass alle wei-

teren KOs ,,lediglich® dafiir sorgen, die Ausbeute von Ethanol weiter zu erhéhen.
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Abbildung 5.11: Ausbeutediagramm der EM fiir Ethanol- und Biomasse nach An-
wendung der (fiinf + eins) essentiellen KOs im SynePruned. Die griinen Kreise ent-
sprechen den Desired-EM. Die roten Kreisen entsprechen Target-EM. Die rote Linie
beschreibt die konvexe Hiille der verbliebenen EM. Die blauen Kreise stellen andere
verbleibende EM dar. Der KO dieser Reaktionen bedingt eine wachstumsgekoppel-
te Ethanolproduktion mit einer minimalen Ausbeute von 0,027 mmol Ethanol/mmol
Photon.

Insgesamt bestédtigen die identifizierten Strategien die KO-Ziele, die CASOP vorge-

schlagen hat. Wie oben bereits erwihnt, sind alle gefundenen Interventionsstrategien

bzgl. der Nachtbedingung in der Lage, die ATP-Synthese (ausgehend von Glycogen-
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Aufnahme) zu ermdglichen. Da allerdings die respiratorischen Wege durch die Reak-
tionsknockouts ausgeschaltet sind, erfolgt die ATP-Synthese iiber fermentative Pfade.
Der positive Nebeneffekt ist, dass das Ethanol unter diesen Bedingungen als Fermenta-
tionsprodukt ausgeschieden wird [235]. Das bedeutet, dass die Gesamtertrag sogar noch
grofer ist, da die Zelle nun auch unter Lichtausschluss das gewiinschte Produkt syn-
thetisiert. Abbildung fasst die potentiellen, durch CASOP und die cMCS-Analyse

identifizierten Interventionsstrategien zusammen.
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Abbildung 5.12: Zusammenfassung mittels CASOP- und ¢cMCS-Analyse gefunde-
ner Interventionsstrategien im SynePruned. Die roten Kreuze (x) spiegeln die KO-Ziele
wider. Die cMCS-Analyse macht deutlich, dass der KO der gezeigten Reaktionen alle
zyklischen und pseudozyklischen Elektronenfliisse blockiert und damit zu einem fes-
ten ATP/NADPH Verhéltnis von 1,28 fiihrt, welches durch den verbleibenden LEF
wahrend der Photosynthese erzeugt wird. Ethanol muss dann zwingend produziert
werden, um das ATP/NADPH-Verhéltnis entsprechend an die Biomassesynthese an-
zupassen. Die Reaktionen (bzw. Reaktionszyklen) in (a - d) zeigen die durch CASOP
identifizierten Uberexpressionskandidaten. Diese fithren alle zu einem erhhten ATP-
Verbrauch (ATP-Wasting).

5.3.2.4 ATP-Wasting als alternative/zusétzliche Interventionsstrategie

Da CASOP ATP-verbrauchende Reaktionen als Uberexpressionskandidaten vorgeschla-

gen hat, wird {iberpriift, ob durch zus#tzlichen Verbrauch von ATP eine wachstums-
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gekoppelte Ethanolproduktion moglich ist. Wie bereits beschrieben, kann der zyklische
und pseudozyklische Elektronenfluss NADPH-unabhéngig zusétzliches ATP generieren.
Das bedeutet, dass durch alleinige Modifikation des ATP-Verbrauchs die Kopplung nicht
garantiert werden kann. Allerdings kann angenommen werden, dass Cyanobakterien die
Fliisse des linearen, zyklischen und pseudozyklischen Elektronenflusses um die Photosys-
teme in Abhéingigkeit der Umgebungsbedingungen optimiert haben. Daraus folgt, dass
die Zellen einen erhohten ATP-Verbrauch vermutlich nicht vollstdndig durch hochgra-
dige Anpassung im zyklischen oder pseudozyklischen Elektronenflusspfad ausgleichen
konnen.

Um ein solches Szenario beschreiben zu kénnen, wird optimales Wachstum in dem
Modell SynePruned simuliert. Basierend auf einer fixierten Aufnahmerate stellt sich ein
optimales Verhéltnis der verschiedenen Elektronenfliisse um die Photosysteme ein, um
die maximale Wachstumsrate zu erreichen. Da es verschiedene Moglichkeiten gibt, wie
der Organismus die ZEF und PEF optimal nutzen kann, kénnen sich Variationen der
Flussverteilungen ergeben, die allerdings die maximale Wachstumsrate nicht beeinflus-
sen. Jede dieser optimalen Losungen kann fiir die folgende Analyse verwendet werden.

Um den Effekt eines gesteigerten ATP-Verbrauchs und dessen Einfluss zu beobachten,
wird (1) ein wachstumsoptimales Szenario simuliert (Photonenaufnahme:

100 mmol/gTM/h). Anschliefend werden (2) die zyklischen und pseudozyklischen Elek-
tronenflusspfade um die Photosysteme fixiert und (3) der ATP-Maintenance-Verbrauch
(R32, im Folgenden R-ATPM) von 0 mmol/gTM/h schrittweise auf

8 mmol/gTM/h erhoht. Nach Fixierung des ATP-Maintenance-Verbrauchs wird (4) er-
neut das Wachstum maximiert. Abbildung zeigt, wie sich die Biomassesynthese
und die Ethanolproduktion in Abhéngigkeit des ATP-Verbrauchs verdndern. Es ist klar
zu erkennen, dass die Steigerung des ATP-Verbrauchs (ATP-Wasting) unter diesen Be-
dingungen zu einer Verschiebung von Biomassesynthese in Richtung Ethanolproduktion
fithrt. Dadurch entsteht ein NADPH Uberschuss, der nur durch die Produktion von Etha-
nol ausgeglichen werden kann. Ein &hnliches Verhalten zeigt sich, wenn die ZEF/PEF
eine obere Kapazitidtsgrenze haben. Bis zu dem Erreichen dieser Grenze wird lediglich die
Ausbeute der Biomasse sinken (da zusétzlich ATP verbraucht wird). Sobald die Gren-
zen der zyklischen und pseudozyklischen Elektronenflusspfade erreicht sind, wird es eine

dghnliche Verschiebung von Biomassesynthese in Richtung Ethanolproduktion geben.
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Abbildung 5.13: Steigerung des ATP-Konsums durch schrittweise Erhhung des R-
ATPM-Flusses. A\ beschreibt die Wachstumsrate und + die Ethanol-Produktionsrate.
Die Photonenaufnahme ist beschrankt auf 100 mmol/gTM /h. Alle ZEF /PEF sind auf
einen optimalen Wert bzgl. maximalem Wachstums bei R-ATPM = 0 fixiert. Anschlie-
Bend wird der Fluss durch die R-ATPM schrittweise erhoht und die Wachstumsrate
maximiert. Eine Verschiebung des Flusses in Richtung Ethanol zu beobachten.

Um zu iiberpriifen, ob ein zusétzlicher ATP-Verbrauch einen Einfluss auf die Anzahl
der fiir die Kopplung notwendigen Knockouts hat, wird das folgende Szenario simu-
liert. Die Photonenaufnahme wird beschriankt auf 100 mmol/gTM/h [I7§]. Die untere
Grenze des Flusses der ATPM-Reaktion wird schrittweise von 0 auf 14 mmol/gTM/h
erhoht (20 Schritte). Die untere Grenze der Ausbeute von Ethanol (fiir die Definition
der Targetmoden) wird ebenso schrittweise angepasst von 0,002 auf 0,040 mmol/mmol
Photonen (20 Schritte). Die untere Grenze der Biomasseausbeute wird festgesetzt auf
0,0001 gTM/mmol Photonen. Damit ergeben sich 20 x 20 = 400 verschiedene Szena-
rien, fiir die jeweils die kleinsten ¢cMCSs berechnet werden, die eine wachstumsgekop-
pelte Ethanolproduktion ermdglichen. Dabei zeigt sich, dass bei einem fixierten ATP-
Verbrauch die Anzahl der notwendigen Reaktionsknockouts sinkt, sofern die geforderte
minimale Ethanolausbeute gesenkt wird (Abbildung[5.14)). Das wird sehr deutlich, wenn
der Bereich einer sehr hohen Ausbeute (0,03 - 0,04 mmol Ethanol/mmol Photonen)
mit einem Bereich hoher Ausbeute (0,02 - 0,03 mmol Ethanol/mmol Photonen) vergli-
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chen wird. Ebenso deutlich wird dies, wenn kein zusétzlicher ATP-Verbrauch betrachtet
wird. Um eine minimale Ausbeute von 0,03 mmol/mmol Photonen zu erreichen, miissen
acht Reaktionen ausgeschaltet werden. Wird die minimale Ethanolausbeute auf 0,026
mmol/mmol Photonen gesenkt, sind sechs Reaktionsknockouts notwendig. Wird statt
dessen die minimale Ethanolausbeute auf 0,034 mmol/mmol Photonen erhsht, sind elf
Reaktionsknockouts erforderlich, um die Kopplung zu erreichen.

In dem Bereich von 0 - 2,8 mmol/gTM/h des ATP-Verbrauchs ist zu sehen, dass der
zusétzliche Verbrauch von ATP einerseits zu einer Reduktion der Cut Set Grofle fiithrt
und andererseits eine Kopplung mit hoherer Ausbeute erst ermdoglicht. Am Beispiel von
0,034 mmol Ethanol/mmol Photon ist gut zu erkennen, dass die Erhohung des ATP-
Verbrauchs die Anzahl der fiir die Kopplung notwendigen Reaktionsknockouts von elf

auf sechs reduziert.
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Abbildung 5.14: Einfluss des ATPM-Flusses und der Ethanolausbeute auf die mini-
male Anzahl von KOs innerhalb der cMCSs im SynePruned. Die Ordinate beschreibt
die untere Grenze des zusétzlichen Verbrauchs von ATP und die Abszisse die minimale
Ausbeute von Ethanol. Abgebildet ist die minimale Grofle der jeweiligen cMCSs (An-
zahl an notwendigen Reaktionsknockouts).

Der Einfluss des zunehmenden ATP-Verbrauchs bei einer fixierten Ethanolausbeute

ist nicht so strikt und in einigen Féllen nicht-monoton. Beispielsweise sinkt, bei einer
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Ethanolausbeute von 0,028 mmol Ethanol/mmol Photonen, die notwendige Anzahl der
Reaktionsknockouts bei zunehmendem ATP-Verbrauch erst von sieben auf sechs, um
ab einem ATPM-Fluss von mehr als 2,8 mmol/gTM/h auf acht zu springen. Wird der
ATPM-Fluss allerdings weiter erhoht, sinkt die minimale Grofie der cMCSs wieder auf
sechs, wihrend ab einem ATP-Verbrauch von 8 mmol/gTM /h die minimale cMCS-GroBe
auf sieben steigt. Diese Diskontinuititen entstehen einerseits dadurch, das bei hoherem
ATPM-Fluss einige cMCSs nicht mehr zuldssig sind und die minimale Biomasseausbeu-
te nicht mehr erfiillen konnen. Nur groflere cMCSs kénnen dann zuléssig bleiben. Des
Weiteren, kann das Modell den hohen ATP-Verbrauch teilweise nicht durch den linearen
Elektronenfluss decken. Eine Reaktion, welche in den alternativen Elektronenfluss invol-
viert ist, wird dann notwendig. In diesem Fall kann nur die Reaktion R2 (siche Tabelle
, eine COz-abh. NDH, dafiir genutzt werden, da es Félle gibt, in denen diese Reaktion
nicht unendlich CO2 in HCO5; umwandeln kann. Diese Reaktion ermdglicht eine hohere
ATP-Ausbeute. Das zusétzliche ATP wird fiir den hoheren ATPM-Fluss gebraucht und
steht damit nicht der Biomassesynthese zur Verfiigung.

Die minimale Anzahl an Reaktionsknockouts fiir wachstumsgekoppelte Ethanolpro-
duktion in diesem Modell betrégt fiinf und benétigt einen R-ATPM-Fluss von 8 - 11
mmol/gTM /h. Die Abbildung zeigt auBerdem, dass der ATP-Verbrauch nicht un-
begrenzt hoch sein kann, um die Ethanolproduktion und Wachstum zu koppeln. Ab
einen zusétzlichen Verbrauch von mehr als 11 mmol ATP/gTM /h kénnen keine cMCSs
identifiziert werden, die es ermdglichen, die beschriebene Kopplung zu erzwingen. Unter
diesen Bedingungen ist das generierte ATP/NADPH Verhéltnis nicht mehr in der Lage,
die Bedingungen an (i) den unspezifischen ATP-Verbrauch, (ii) die geforderte minimale
Biomasseausbeute und (iii) die festgelegte Ethanolausbeute zu erfiillen. Um noch mehr
ATP zu verschwenden, muss die Zelle einen unbeschriankten Elektronenflussmechanismus
um die Photosysteme nutzen, der das ATP/NADPH Verhéltnis verschiebt (vergroBert),
wodurch die garantierte wachstumsgekoppelte Ethanolproduktion nicht mehr moglich

ist.

5.3.2.5 Einfluss der Stickstoffquelle (Ammonium vs. Nitrat)

Bei allen bisher gezeigten Ergebnissen wurde angenommen, dass als Stickstoffquelle aus-
schliefllich Nitrat zur Verfiigung steht. Innerhalb der Zelle wird allerdings Stickstoff in

Form von NHj3 metabolisiert. Die Aufnahme eines Nitrat-Molekiils erfolgt unter Ver-
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brauch eines ATPs. Nitrat wird nach Aufnahme intern erst zu Nitrit und danach in NHs

umgewandelt (unter Verbrauch von Ferredoxin):

ATP + Hs0 + Nitrateyxtern = ADP + Nitratiptern + Orthophosphat,
Nitratigtern+ 2 Fdreq + 2 HT = Nitrit + HyO + 2 Fdy,
Nitrit + 6 Fdpeq + 7 HY = NH3+ 2 HyO + 6 Fdy.

Im Modell kann als weitere Stickstoffquelle Ammonium ohne ATP-Verbrauch aufgenom-
men und ohne den Konsum von reduziertem Ferredoxin in NHg umgewandelt werden:

— NH

4intern ’

NH} <= NH3;+ H'.

4intern

NH

4extern

Unter der Annahme, dass 100 mmol Photonen/gTM /h aufgenommen werden, erhoht sich
damit die Wachstumsrate im Modell von 0,185 h~! auf 0,228 h~!. Abbildung zeigt
das Ausbeutediagramm fiir phototrophes Wachstum mit Ammonium als Stickstoffquelle.
Es wird deutlich, dass die Zelle durch die Aufnahme von Ammonium anstatt von Nitrat
mehr Energie (1 ATP) und Reduktionséiquivalente (8 Fd,eq= 4 NADPH) zur Verfiigung
hat.

Die maximal mdogliche Kopplungsausbeute ist grofler, ndamlich 0,0377 mmol Etha-
nol/mmol Photon statt 0,0344 mmol Ethanol/mmol Photon, da der Organismus im
Modell nun weniger NADPH verbraucht, um den Stickstoff zu metabolisieren. Es ergibt
sich ein héherer NADPH-Uberschuss und damit eine héhere Produktausbeute. Wird die
kleinste KO-Strategie (KO der Hauptwege der zyklischen und pseudozyklischen Elektro-
nenflusspfade) fiir die wachstumsgekoppelte Ethanolproduktion in diesen Fall angewen-
det, ist die garantierte minimale Ausbeute hoher, ndmlich 0,036 mmol Ethanol/mmol
Photon statt 0,027 mmol Ethanol/mmol Photon (siehe Abbildung rechts). Dabei
wiren dann auch nur sechs Reaktions-KOs (anstatt acht) notwendig, um die in Abschnitt

5.3.2.3| geforderte Ausbeute von 0,03 mmol Ethanol/mmol Photon zu erreichen.

5.3.3 Analyse des genomskaligen SyneGS-Modells

Um zu iiberpriifen, ob die bisher gezeigten Strategien auch im genomskaligen Mo-
dell grundlegende Prinzipien repréasentieren, wird eine cMCS-Analyse im genomskaligen
Netzwerk (SyneGS) durchgefithrt. Allerdings erlaubt die Komplexitét dieses Modells
nicht, die komplette Menge der cMCSs zu berechnen (im Gegensatz zu SynePruned und
SyneMin). Deshalb werden nur die kleinsten cMCSs mit Hilfe des in Abschnitt be-
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Abbildung 5.15: Ausbeutediagramme der EM fiir Ethanol und Biomasse im Syne-
Pruned: Ammonium als Stickstoffquelle. Die blauen Kreise entsprechen den EM. Die
rote Linie beschreibt die konvexe Hiille der EM. Links: Ausbeutediagramm der EM fiir
Biomasse und Ethanol. Rechts: verbleibendes Ausbeutediagramm nach Anwendung
des cMCS-1.

schriebenen dualen Ansatzes berechnet. Die geforderte minimale Ausbeute fiir Ethanol
und Biomasse bleibt bestehen (siche Gleichung (5.1))). Des Weiteren sollen die ¢cMCSs
die ATP-Synthese ausgehend von Glycogen unter Nachtbedingungen erméglichen.

Die kleinste Interventionsstrategie, die dieses Ziel erreicht, erfordert den Knockout von
14 Reaktionen. Bis zu einer Gréfle von 16 Reaktionsknockouts konnten alle cMCSs iden-
tifiziert werden; Grole (Anzahl): 14 (66), 15 (244) und 16 (1254). Insgesamt existieren
demnach 1564 cMCSs, die erméglichen, dass Ethanolproduktion und Wachstum unter
den genannten Bedingungen gekoppelt werden kann.

Einige Reaktionen sind in allen cMCSs vertreten. Diese sind (wie in SynePruned) R1,
R3, R4 und R7. Zusétzlich muss die Reaktion NDH2 (NADH-abhingige Dehydrogen-
ase), die Mehler-&hnliche Reaktion und die Reaktion: Prolin + PQ = 1-Pyrrolin-5-
Carboxylat + PQHg ausgeschaltet werden. Diese Reaktionen stellen im genomskaligen
Modell zusitzliche alternative Elektronenflusswege dar, deren Funktion unterdriickt wer-
den muss, um die Kopplung zu erzwingen.

Interessant ist, dass fiir diese Kopplungsbedingungen die Reaktion R2 nicht zwangs-
ldufig ausgeschaltet werden muss (in SynePruned muss diese Reaktion deletiert werden).
Das bedeutet, dass es in dem genomskaligen Modell bestimmte (gewiinschte) Szenarien

gibt, fiir die diese Reaktion notwendig ist und deren KO damit nicht mehr essentiell
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fiir alle identifizierten Interventionsstrategien ist. Um die geforderte Ethanol-Ausbeute
zu erreichen, gibt es weitere Reaktionen, die als Interventionsziel auftauchen, da diese
potentiell das Verhéltnis von ATP zu NADPH vergréflern kénnen. Allerdings sind viele
dieser Reaktionen gegeneinander austauschbar. Ein Beispiel dafiir ist ein Zyklus, an dem
mehrere direkt aufeinanderfolgende Reaktionen beteiligt sind. Es reicht demnach eine
dieser Reaktionen zu deletieren, um die Funktion eines solchen Zyklus zu unterdriicken.
Ein Beispiel reprisentiert die Transhydrogenase (R12, Tabelle [5.3) im Zusammenspiel

mit den Reaktionen:

(R14) Glyceronphosphat + NADH + H" <= sn-Glycerol-3-Phosphat + NAD™,
(R39) sn-Glycerol-3-Phosphat + PQ = Glyceronphosphat + PQHs,.

Dieser Reaktionsweg stellt einen weiteren alternativen Elektronenflusspfad dar, der das
ATP/NADPH Verhiltnis zu Gunsten des ATPs verschieben kann, da die Elektronen des
NADPH wieder in die Elektronentransportkette zuriickgefithrt werden koénnen. Dieser
Weg muss demnach unterdriickt werden. Wird die geforderte Ausbeute von Ethanol auf
0,027 mmol/mmol Photonen gesenkt, kann die Grofie des kleinsten cMCSs auf zwolf
Reaktionsknockouts reduziert werden.

Die gefundenen ¢cMCSs des genomskaligen, SyneGS, des Modells mittlerer Grofe,
SynePruned, und das Minimalmodell, SyneMin, zeigen alle das gleiche fundamentale
Prinzip, um die Ethanolproduktion mit einer hohen Ausbeute an das Wachstum zu
koppeln. Es werden alle zyklischen und pseudozyklischen Elektronenflusspfade ausge-
schaltet, die ein ATP/NADPH Verhiltnis ermoglichen, dass grofer ist als das des LEF.
Dies bedingt, dass der Organismus einen Uberschuss an NADPH generiert, der nur durch
die Synthese des Ethanols ausbalanciert werden kann.

Das genomskalige Modell zeigt, dass es neben den , klassischen“ Elektronenflusspfaden
auch viele andere Wege durch das Netzwerk gibt, die potentiell eine Riickfiihrung von
Elektronen erméglichen. Das hat zur Folge, dass die notwendige Anzahl an Reaktions-

knockouts hoher als in dem SynePruned—Modell ist.

5.4 Produktion von weiteren Biokraftstoffen mit verschiedenen

phototrophen Cyanobakterien

Wie in Kapitel angemerkt, soll hier die Produktion weiterer Biokraftstoffe analy-
siert werden. Dazu gehoren Isobutanol, Isopren, Ethylen und 1-Butanol. Alle genann-

ten Kraftstoffe sind bereits mit Hilfe von Cyanobakterien im Labor produziert worden.
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Im Folgenden wird untersucht, ob es im Vergleich zu Ethanol &hnliche Strategien zur
wachstumsgekoppelten Biokraftstoffproduktion gibt. Da die genannten Strategien dar-
auf basieren, das Verhéltnis von ATP zu NADPH zu modifizieren, sind deren benétigten
Mengen fiir die Produktion jeweils eines Molekiils Biokraftstoff von besonderem Inter-
esse. Tabelle zeigt neben dem Bedarf an ATP und NADPH auch den Bedarf an
Photonen zur Produktion jeweils eines Molekiils Biokraftstoff und eines Gramms Tro-

ckenbiomasse im SyneGS.

Tabelle 5.4: Der Bedarf an Photonen, ATP und NADPH zur Produktion jeweils ei-
nes Molekiils Biokraftstoff bzw. eines Gramm Trockenbiomasse im SyneGS. Nitrat ent-
spricht der Standard Stickstoffquelle.

Biokraftstoff Photonenbedarf ATP NADPH ATP/NADPH
1-Butanol 48,00 12,00 12,00 1,00
Ethanol 24,00 7,00 6,00 1,17
Ethylen 61,00 19,50 15,50 1,26
Ethylen A mmonium 44,00 18,00 9,50 1,89
Isobutanol 48,00 14,00 12,00 1,17
Isopren 56,00 17,00 14,00 1,21
Biomasse 539,51 191,60 126,64 1,51
Biomasse A mmonium 439,29 182,61 90,74 2,01

Fiir die Produktion von Ethylen und Biomasse hat die Nitratquelle einen Einfluss
auf den Bedarf von ATP und NADPH. Im Fall des teureren Aufnahmesystems (Ni-
trat) ist bei beiden zu erkennen, dass der Bedarf an Photonen und ATP grofler ist. Fiir
Ethylen betréagt der Unterschied 1,5 ATP. Die Produktion von Ethylen erfordert die Auf-
nahme von Stickstoff fiir die Synthese von Arginin. Die Aufnahme von Stickstoff {iber
den Nitratweg kostet pro Nitrat ein ATP und um ein Molekiil Ethylen zu produzieren,
ist die Aufnahme von 1,5 Molekiilen Nitrat notwendig. Die Aufnahme von Ammonium
hingegen bendtigt kein ATP. Deshalb ergibt sich ein Unterschied in der ATP Bilanz
von 1,5 (Ethylennitrat vs Ethylenammonium). Die Unterschiede in der NADPH Bilanz
basieren ebenso auf dem Aufnahmesystem von Stickstoff (siehe Kapitel . Pro Ni-
tratmolekiil werden acht reduzierte Ferredoxin benétigt. Dies entspricht vier NADPH
(Ferredoxin-NADPH-Reduktase: 2 reduzierte Ferredoxin + NADP* + HT <= 2 oxi-
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dierte Ferredoxin + NADPH). Da 1,5 Molekiile Nitrat pro Ethylen aufgenommen werden
miissen, betriagt die Differenz sechs NADPH.

Gleiches gilt fiir die Biomasse, nur dass der Bedarf an Stickstoff grofler ist (fiir die
Produktion von einem Gramm Trockenbiomasse ist die Aufnahme von rund neun mmol
Nitrat bzw. Ammonium notwendig). Analog ergibt sich fiir die Biomasse ein Unterschied
von rund 36 NADPH und rund 9 ATP(siehe Tabelle [5.4).

Im Folgenden wurden die Kopplungsstrategien fiir die genannten Produkte in Abhén-
gigkeit der Stickstoffquelle im SyneGS berechnet. Tabelle zeigt jeweils die geringste
Anzahl an Reaktionsknockouts in den gefundenen cMCSs, welche zur wachstumsgekop-

pelten Biokraftstoffproduktion fithren. Die kleinste Interventionsstrategie fiir jeden zu

Tabelle 5.5: Die minimale Grofle der identifizierten cMCSs fiir die gekoppelte Pro-
duktion von Biokraftstoffen und Biomasse in SyneGS. Die minimale Produktionsrate
(in [mmol/gTM/h]) wurde berechnet unter der Annahme der Aufnahme von

100 mmol Photonen/gTM/h und YBiomasse/Photon > g 0001 gTM/mmol Photonen.
Die minimale Ausbeute (in [mmol Biokraftstoff/mmol Photonen]) ergibt sich aus: min.
Produktionsrate geteilt durch Photonenaufnahmerate (100 mmol Photonen/gTM /h ).

Biokraftstoff Stickstoffquelle: Nitrat Stickstoffquelle: Ammonium
kleinster minimale Produk- | kleinster minimale Produk-
cMCS tionsrate cMCS tionsrate

1-Butanol 12 0,93 12 1,23

Ethanol 12 2,74 12 3,28

Ethylen 12 1,54 13 1,56

Isobutanol 12 1,37 12 1,64

Isopren 12 1,36 12 1,55

produzieren Biokraftstoff betréigt zwolf Reaktionsknockouts. Fiir alle Produkte (bis auf
Ethylenammonium) gibt es ein gemeinsames Cut Set. Dieses entspricht dem in Kapitel
vorgestellten ¢cMCS.

Das in SyneMin und SynePruned identifizierte Prinzip wird im genomskaligen Mo-
dell, SyneGS, also nicht nur bestétigt, sondern ebenso fiir andere Produkte mit einem
ATP/NADPH Verhéltnis, welches kleiner ist als das des LEF, wiedergefunden. Somit
kann geschlussfolgert werden, dass es sich dabei um ein generelles Interventionsprinzip

fiir die wachstumsgekoppelte Produktion von Biokraftstoffen handelt. Des Weiteren wird
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deutlich, dass die Aufnahme von Ammonium anstatt von Nitrat eine hohere minimale
Ausbeute der Produkte zu Folge hat.

Fiir Ethylenammonium kann die Kopplung ebenso erzwungen werden. Allerdings ist
das Verhéltnis von ATP zu NADPH grofier als das des linearen Elektronenflusses. Da-
mit muss eine Reaktion aktiv sein, die in den ,,zyklischen“ Elektronenflussmechanismus
um die photosynthetische ETK involviert ist. Analog zu Kapitel handelt es sich
um eine COg-abhéngige NDH, deren Fluss durch diese Abhéngigkeit begrenzt werden
kann. Dennoch reduziert sich die Anzahl der notwendigen Reaktionsknockouts nicht, da
diese aktive Reaktion des alternativen Elektronenflusses ermdoglicht, dass ausschliefilich
Biomasse synthetisiert werden kann. Deshalb kann die Kopplung mit dieser Ausbeute nur
erreicht werden, wenn der Organismus gezwungen wird, einerseits diese Reaktion des al-
ternativen Elektronenflusses zu beschrénken (durch z. B. den KO der Reaktion von Malat
zu Pyruvat bei der COq frei wird) und andererseits die Reaktion von 3-Phosphoglycerat
(3PG) zu 2-Phosphoglycerat (2PG) auszuschalten. Damit muss der Organismus den
energie-/kostenintensiven Phosphoserinpfad oder die Photorespiration nutzen, um 2PG
zu bilden (hoherer ATP-Verbrauch). Dadurch kann die Kopplung garantiert werden.
Allerdings sei noch einmal darauf hingewiesen, dass eine cytosolische Hydrogencarbo-
natequilibriumsreaktion dieses Verhalten zerstoren wiirde. Mit dieser Reaktion kénnte
die Reaktion des alternativen Elektronenflusses (R2) nicht beschrénkt werden und der

genannte cMCS koénnte keine Kopplung garantieren.

Biokraftstoffproduktion mit Synechococcus elongatus PCC 7942

Um zu iiberpriifen, ob die gefundenen Strategien auch in anderen phototrophen Cyano-
bakterien wiederzufinden sind, wird mit dem Cyanobakterium Synechococcus elongatus
PCC 7942 eine weitere Spezies untersucht.

Fiir die folgenden Analysen wurde das genomskalige Modell von Knoop [133] verwen-
det (fiir eine detailliertere Beschreibung siehe Kapitel . Die beschriebenen Biokraft-
stoffe wurden analog zu Synechocystis in das Modell integriert (siehe Tabelle . Der
Bedarf an ATP und NADPH fiir die Produktion eines Molekiils Biokraftstoff und eines
Gramms Trockenbiomasse im Modell von in Synechococcus ist in Tabelle [5.6] zu finden.
Die Tabelle [5.6] zeigt, dass Synechococcus einen identischen bzw. &hnlichen Bedarf an
ATP und NADPH fiir die Synthese der analysierten Biokraftstoffen hat. Der Bedarf
fiir die Synthese von Biomasse ist vergleichbar mit dem von Synechocystis und die Un-
terschiede bzgl. der Stickstoffquelle sind auch in diesem Fall auf das Aufnahmesystem

zuriickzufiihren.
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5.4 Produktion von weiteren Biokraftstoffen mit phototrophen Cyanobakterien

Tabelle 5.6: Der Bedarf an Photonen, ATP und NADPH zur Produktion jeweils
eines Molekiils Biokraftstoff bzw. eines Gramm Trockenbiomasse im genomskaligen
Netzwerk von Synechococcus. Nitrat entspricht der Standard Stickstoffquelle.

Biokraftstoff Photonenbedarf ATP NADPH ATP/NADPH
1-Butanol 48,00 12,00 12,00 1,00
Ethanol 24,00 7,00 6,00 1,17
Ethylen 64,25 22,50 15,50 1,45
Ethylen A mmonium 47,50 21,00 9,50 2,29
Isobutanol 48,00 14,00 12,00 1,17
Isopren 56,00 17,00 14,00 1,21
Biomasse 542,69 194,75 126,95 1,53
Biomasse A mmonium 442.47 185,77 91,05 2,04

Fiir die Produktion von Ethylen zeigt sich, dass in beiden Féllen mehr ATP bendttigt
wird. Dies ist dadurch zu erklédren, dass sich der Metabolismus ein wenig unterschei-
det. Konkret wird fiir die Produktion von Arginin (welches ein Priakursor fiir Ethylen
ist) mehr ATP bendtigt (pro Arginin vier ATP mehr) und der Abbau eines Neben-
produkts der Ethylensynthese (Succinat) ist ebenso kostenintensiver (pro Succinat zwei
ATP mehr). Fiir die Produktion eines Molekiils Ethylen werden 0,5 Molekiile Arginin
verbraucht und 0,5 Molekiile Succinat gebildet. Damit ergibt sich ein hoherer Energie-
bedarf von zwei ATP pro Ethylen (Vergleich: Tabelle und .

Prinzipiell werden wieder die Strategien gesucht, die eine wachstumsgekoppelte Bio-
kraftstoffproduktion mit méglichst wenigen Reaktionsknockouts ermoglichen. Die cMCSs
werden mit Hilfe des in Kapitel [3.3.2 vorgestellten dualen Ansatzes berechnet. Im Modell
von Synechococcus finden sich dhnliche Interventionsstrategien wie in Synechocystis. Das
kleinste cMCS, das wachstumsgekoppelten Biokraftstoffproduktion erzwingt, benétigt
elf Reaktionsknockouts. Bis auf Ethylen gibt es fiir alle Produkte eine gemeinsame
Kopplungsstrategie. Es miissen dafiir verschiedene NDHs, eine FQR-Reaktion und eine
Mehler-dhnliche Reaktion ausgeschaltet werden. Zusédtzlich miissen respiratorische Re-
aktionen inhibiert werden. Fast alle Reaktionen sind damit wieder direkt auf zyklische
und pseudozyklische Elektronenflusspfade zuriickzufithren. Auch fiir dieses Modell kann

somit geschlussfolgert werden, dass es sich um ein generelles Interventionsprinzip fiir
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5 Metabolic Engineering von Cyanobakterien zur Biokraftstoffproduktion

Tabelle 5.7: Die minimale Grofle der identifizierten cMCSs fiir die gekoppelte
Produktion von Biokraftstoffen und Biomasse im genomskaligen Modell von
Synechococcus. Die minimale Produktionsrate (in [mmol/gTM/h]) wurde berech-
net unter der Annahme der Aufnahme von 100 mmol Photonen/gTM/h und

y Biomasse/Photon > 9 0001 gTM/mmol Photonen. Die minimale Ausbeute (in
[mmol Biokraftstoff/mmol Photonen]) ergibt sich aus: min. Produktionsrate ge-
teilt durch Photonenaufnahmerate (100 mmol Photonen/gTM/h).

Biokraftstoff Stickstoffquelle: Nitrat Stickstoffquelle: Ammonium
kleinster =~ minimale Produk- | kleinster = minimale Produk-
cMCS tionsrate cMCS tionsrate

1-Butanol 11 0,90 11 0,98

Ethanol 11 2,70 11 2,92

Ethylen 11 0,20 11 0,58

Isobutanol 11 1,35 11 1,46

Isopren 11 1,35 11 1,46

die wachstumsgekoppelte Produktion von Biokraftstoffen handelt, deren ATP/NADPH
Verhéltnis kleiner ist, als das des LEF.

Es gibt, dhnlich wie im Modell von Synechocystis, versteckte und alternative Wege,
die das ATP/NADPH-Verhéltnis so ungiinstig modulieren kénnen, dass die Kopplung
aufgehoben wird. Auch diese Reaktionen sind denen des SyneGS dhnlich. Des Weiteren
wird erneut deutlich, dass die Aufnahme von Ammonium anstatt von Nitrat eine hohere
minimale Ausbeute der Produkte zu Folge hat.

Beziiglich der Ethylenproduktion gibt es eine Besonderheit. Fiir den Fall der Nitrat-
aufnahme ist das ATP/NADPH Verhéaltnis grofer als das des LEF, aber kleiner als das
der Biomassesynthese. Um dies zu erreichen, kdénnen nicht alle in den ,,zyklischen* Elek-
tronenflussmechanismus involvierten Reaktionen ausgeschaltet werden. In diesem Fall
bleibt eine CO2-abhéingige NDH aktiv. Dennoch sinkt die GroBle des cMCSs nicht, da
diese aktive Reaktion das ATP/NADPH Verhiltnis so modulieren kann, dass die Kopp-
lung aufgehoben wird. Durch die Art der Modellierung des COo Haushalts kann diese
NDH jedoch beschriankt werden. Denn auch in diesem Netzwerk kann statt COg nur
Hydrogencarbonat aufgenommen werden, das in das Carboxysom transportiert wird,
um dort in Form von COg fixiert zu werden. Die Hydrogencarbonatequilibriumsreaktion

liegt ausschliefllich in diesem Kompartiment vor, sodass die cytosolische COq-abhéngige
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5.4 Produktion von weiteren Biokraftstoffen mit phototrophen Cyanobakterien

NDH beschréankt werden kann. Der statt dessen notwendige KO verhindert die interne
Bildung von CO4 aus Formiat. Dadurch wird die aktive COg-abh. NDH limitiert und das
ATP/NADPH Verhiltnis kann nicht so verdndert werden, dass die Kopplung aufgehoben
wird.

Interessant ist, dass derselbe cMCS angewendet werden kann, um die Produktsyn-
these und Wachstum zu koppeln, wenn Ammonium statt Nitrat aufgenommen wird.
Dass die Kopplung auch in diesem Fall derart funktioniert ist bemerkenswert, da das
ATP/NADPH Verhiltnis grofer ist als das der Biomassesynthese. Der Grund dafiir ist,
dass bei der Ethylenproduktion CO; frei wird (pro Molekiil Ethylen: 3,5 Molekiile COq).
Um zu wachsen muss der Organismus das dafiir notwendige ATP/NADPH Verhéltnis
durch Nutzung der COs-abh. NDH generieren. Damit diese NDH in dafiir ausreichen-
dem Mafle betrieben werden kann, muss der Organismus Ethylen bilden, um das daraus
gewonnene COs zur Verfligung zu stellen. Dadurch kann die Kopplung garantiert wer-
den. Wird angenommen, dass kein COy bei der Ethylenproduktion entsteht, kann die

Kopplung nicht mehr aufrecht erhalten werden.

Biokraftstoffproduktion mit Cyanothece sp. ATCC 51142

Als abschlieflendes Beispiel einer cyanobakteriellen Spezies, wird das genomskalige Mo-
dell fir Cyanothece sp. ATCC 51142 von Saha et al. untersucht [211]. Das Modell
verfiigt iiber zwei Photosystem-Komplexe (an der Thylakoidmembran und an der pe-
riplasmatischen Membran). Aufgrund der im Modell enthaltenen Unvollstéindigkeit des
Photosystem-Komplexes an der periplasmatischen Membran, wird ausschliellich der
Photosystem-Komplex an der Thylakoidmembran in den folgenden Analysen betrachtet.

Die beschriebenen Biokraftstoffe werden analog zu Synechocystis und Synecho-
coccus in das Modell integriert (siehe Tabelle[A.1)). Der Bedarf an ATP und NADPH fiir
die Produktion jeweils eines Molekiils Biokraftstoff und eines Gramms Trockenbiomasse
in dem Modell von Cyanothece, ist in Tabelle zu finden. In diesem Netzwerk wird
statt Ammonium direkt NH3 aufgenommen (ATP-unabhiingig). Fiir Isopren ergibt sich
ein hoherer ATP Bedarf, da eine Reaktion fehlt, die in dem Synechocystis und Syne-
chococcus Modell die Synthese von ATP aus ADP und Diphosphat erlaubt (Diphosphat
entsteht bei der Produktion von Isopren). Die cMCSs werden mit Hilfe des in Kapitel
vorgestellten genomskaligen Ansatzes berechnet.

Tabelle[5.9|zeigt, dass auch in diesem Modell Interventionsstrategien zu finden sind, die
es ermoglichen, die Produktion von Biokraftstoffen an die Biomassesynthese zu koppeln.

Fiir den Fall der Aufnahme von Nitrat gibt es bis auf Isopren einen gemeinsamen cM-
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5 Metabolic Engineering von Cyanobakterien zur Biokraftstoffproduktion

Tabelle 5.8: Der Bedarf an Photonen, ATP und NADPH zur Produktion jeweils ei-
nes Molekiils Biokraftstoff bzw. eines Gramm Trockenbiomasse im genomskaligen Mo-
dell von Cyanothece. Nitrat entspricht der Standard Stickstoffquelle.

Biokraftstoff Photonenbedarf ATP NADPH ATP/NADPH
1-Butanol 48,00 12,00 12,00 1,00
Ethanol 24,00 7,00 6,00 1,17
Ethylen 60,25 19,50 15,00 1,30
Ethylennp, 45,25 19,50 9,00 2,17
Isobutanol 48,00 14,00 12,00 1,17
Isopren 57,16 19,00 14,00 1,36
Biomasse 374,51 137,98 85,74 1,62
Biomassenm, 318,59 137,98 63,37 2,18

CS, der insgesamt 14 Reaktionsknockouts erfordert. Dieses cMCS fordert analog zu den
bisherigen Ergebnissen iiberwiegend den KO von zyklischen und pseudozyklischen Elek-
tronenflusspfaden. Die restlichen Reaktionen stellen versteckte und alternative Wege dar,
die das ATP/NADPH-Verhéltnis so ungiinstig modulieren konnen, dass die Kopplung
aufgehoben wird. Beispiele solcher Reaktionen in diesem Modell sind: die Succinat Dehy-
drogenase, eine Glutathion:NADP:Oxidoreduktase, eine Glycerol-3-Phosphat Dehydro-
genase, eine Wasserstoffperoxid Oxidoreduktase und eine Protochlorophyllid Reduktase.
Der KO der Wasserstoffperoxid Oxidoreduktase verhindert die Bildung von Superoxid-
Anion (die sonst Elektronen aus der Photosynthese abziehen kénnte). Die Succinat De-
hydrogenase wiirde einen Zyklus erméglichen, in dem NADPH verbraucht wird. Fiir die
verbleibenden Reaktionen (Glutathion:NADP Oxidoreduktase, Glycerol-3-Phosphat De-
hydrogenase und Protochlorophyllid Reduktase) gilt dies ebenso. Die Protochlorophyllid
Reduktase wiirde zusétzlich die Bildung von ATP erlauben. Das identifizierte Interven-
tionsprinzip wird auch in diesem Modell bestétigt. Die Reaktionsknockouts beeinflussen
das ATP/NADPH Verhéltnis so, dass die Zelle, um wachsen zu kénnen, einen NADPH
Uberschuss generiert, den diese im Modell nur in Richtung des Produkts ausgleichen
kann.

Die Kopplungsstrategie fiir Isopren ist im Vergleich zu denen der anderen analysier-
ten Biokraftstoffe etwas aufwendiger. Das spiegelt sich in der notwendigen Anzahl der

Reaktionsknockouts wider (16 im Vergleich zu 14). Analog zu den bisher diskutierten Er-
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5.4 Produktion von weiteren Biokraftstoffen mit phototrophen Cyanobakterien

Tabelle 5.9: Die minimale Grofle der identifizierten cMCSs fiir die gekoppelte
Produktion von Biokraftstoff und Biomasse im genomskaligen Modell von
Cyanothece. Die minimale Produktionsrate (in [mmol/gTM/h]) wurde berech-
net unter der Annahme der Aufnahme von 100 mmol Photonen/gTM/h und

y Biomasse/Photon > 9 0001 gTM/mmol Photonen. Die minimale Ausbeute (in
[mmol Biokraftstoff/mmol Photonen]) ergibt sich aus: min. Produktionsrate ge-
teilt durch Photonenaufnahmerate (100 mmol Photonen/gTM/h ).

Biokraftstoff Stickstoffquelle: Nitrat Stickstoffquelle: NHg
kleinster = minimale Produk- | kleinster = minimale Produk-
cMCS tionsrate cMCS tionsrate

1-Butanol 14 1,05 14 1,32

Ethanol 14 3,05 14 3,67

Ethylen 14 1,57 17 1,71

Isobutanol 14 1,52 14 1,83

Isopren 16 1,20 16 1,25

gebnissen zeigt sich aber, dass fiir die Produkte, deren ATP/NADPH-Verhiltnis grofer
ist als das des LEF, ein Mechanismus benétigt wird, der einen ,,zyklischen“ Elektronen-
fluss begrenzt zulésst.

Es kénnen auch in diesem Modell cMCSs gefunden werden, die unter diesen Bedingun-
gen die wachstumsgekoppelte Biokraftstoffproduktion erzwingen. Wie in den vorherigen
Modellen gezeigt, beeinflusst die Nitratquelle die Produktionsrate (die Aufnahme von

NHj anstatt von Nitrat fiihrt zu einer héheren minimalen Produktionsrate).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass analoge Interventionsstrategien auf allen drei
Skalen (SyneMin, SynePruned und SyneGS) und fiir drei verschiedene Modellorganis-
men (Synechocystis sp. PCC 6803, Synechococcus PCC 7942 und Cyanothece sp. ATCC
51142) gefunden werden konnten. Unabhéngig des genutzten Organismus bzw. dessen
Stoffwechselmodells miissen iiberwiegend die zyklischen und pseudozyklischen Elektro-
nenflusswege inaktiviert werden, um den Bedarf an Energie, der fiir die Biomassesynthese
notwendig ist, ausschliefflich iiber den linearen Elektronenfluss zu decken.

Durch die Verwendung von Ammonium anstatt von Nitrat kann die Produktionsrate
erhoht werden, da fiir die Umwandlung von Nitrat in NHjs viele Reduktionsiquivalente

verbraucht werden. Die gezeigten Interventionsstrategien erfordern eine hohe Anzahl von
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5 Metabolic Engineering von Cyanobakterien zur Biokraftstoffproduktion

Reaktionsknockouts, da die Moglichkeiten Elektronen wieder zu verwenden, vielfiltig
sind. Es zeigt ebenso, dass die Kopplungsprinzipien in phototrophen Bakterien ungleich
komplexer sind im Vergleich zu heterotrophen Bakterien wie z. B. E. coli.

Fiir eine praktische Umsetzung kann daher versucht werden, zunéchst einige aus-
gewiihlte Reaktionen des zyklischen und/oder pseudozyklischen Elektronenflusses zu in-
aktivieren, um eine Verschiebung des Verhéltnisses von Biomassesynthese hin zur Pro-

duktion von Biokraftstoffen zu erreichen.
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6 Zusammenfassung

Die biobasierte und nachhaltige Produktion von Kraftstoffen riickt immer mehr in
den Fokus, um die Abhéingigkeit von fossilen Energietrigern zu reduzieren. Sogenannte
Biokraftstoffe kénnen z. B. aus Stéirke oder Cellulose gewonnen werden. Im Gegensatz
dazu konnen mit Hilfe von Cyanobakterien, die oxygene Photosynthese betreiben,
Biokraftstoffe auf landwirtschaftlich unnutzbaren Fldchen und ohne den Verbrauch von
Nahrungsmitteln produziert werden. Allerdings ist diese Produktion hdufig durch eine

geringe Produktivitdt charakterisiert [210].

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, modellbasiert auf unterschiedlichen Netzwerkskalen
Interventionsstrategien zur Optimierung der Biokraftstoffproduktion in verschiedenen
Cyanobakterien zu identifizieren. Da zu Beginn dieser Arbeit nur genomskalige Model-
le zur Beschreibung des cyanobakteriellen Stoffwechsels zur Verfiigung standen, ist der
Reduktionsalgorithmus NetworkReducer entwickelt worden. NetworkReducer erlaubt es,
komplexe genomskalige Stoffwechselmodelle auf Modelle kleinerer Netzwerkskalen zu re-
duzieren und dabei gewiinschte Eigenschaften des Ursprungsmodells zu erhalten. Obwohl
nur genomskalige Modelle die komplette Funktionalitéit des Stoffwechsels beschreiben
konnen, gibt es gute Griinde diese zu reduzieren. So ist z. B. die volle Enumeration
von EM oft nur in kleineren Modellen méglich. Aulerdem kénnen Einblicke in grundle-
gende Eigenschaften des Metabolismus in Zentralstoffwechselmodellen leichter gewonnen
werden.

Der NetworkReducer-Algorithmus gliedert sich in zwei Teilabschnitte. (1) Basierend
auf einer FVA werden Reaktionen aus dem Modell entfernt (Netzwerkbeschneidung).
Dieser Prozess geht mit der Reduktion des Freiheitsgrades einher. Optional werden (2)
lineare Reaktionsketten zusammengeschoben (Netzwerkkompression). Dieser Schritt er-
folgt ohne Verlust eines Freiheitsgrades, sodass z. B. die Anzahl der EM des reduzierten

Modells (Beschneidung und Kompression) der des beschnittenen Modells entspricht.



6 Zusammenfassung

Als Machbarkeitsnachweis ist ein genomskaliges FE. coli Modell unter Erhaltung
der maximalen aeroben und anaeroben Wachstumsraten reduziert worden. Das durch
den NetworkReducer reduzierte Modell (ColiPrunedComp) ist mit einem fritheren
Zentralstoffwechselmodell (ColiCore) verglichen worden, welches manuell aus dem
ColiGS reduziert worden ist. Im Gegensatz zu dem manuell generierten ColiCore ist
das ColiPrunedComp in der Lage, die Wachstumsraten (aerob und anaerob) des

genomskaligen Netzwerks (ColiGS) zu beschreiben.

Der NetworkReducer ist weiterhin genutzt worden, um ein genomskaliges Stoffwech-
selmodell von Synechocystis sp. PCC 6803 (SyneGS) auf ein stochiometrisches Modell
mittlerer Grofie (SynePruned) und auf ein Minimalmodell (SyneMin) zu reduzieren. Mit
Hilfe dieser drei Stoffwechselmodelle unterschiedlicher Grofie (SyneMin, SynePruned und
SyneGS), konnten skaleniibergreifend Interventionsstrategien zur Optimierung der Etha-
nolproduktion fiir die cyanobakterielle Modellspezies Synechocystis sp. PCC 6803 iden-
tifiziert werden. Ausgehend von dem Minimalmodell, SyneMin, wurde insbesondere nach
Strategien gesucht, welche die wachstumsgekoppelte Produktion von Ethanol erzwingen.

Die KO-Strategien, welche die wachstumsgekoppelte Ethanolproduktion mit einer ho-
hen Ethanolausbeute (mehr als 70% der maximalen Ausbeute) ermdglichen, eint dabei
ein generelles Prinzip. Sie zeigen skaleniibergreifend, dass zyklische und pseudozykli-
sche Elektronenflusswege ausgeschaltet werden miissen, um wéahrend des phototrophen
Wachstums die Ethanolproduktion zu erzwingen. Dadurch muss der Organismus seinen
Bedarf an ATP und NADPH iiber den linearen Elektronentransport der Photosynthese
decken. Um dennoch wachsen zu kénnen, muss der dabei entstehende Uberschuss an
Reduktionsédquivalenten ausgeglichen werden. Ethanol fungiert dann als Senke fiir diese
Reduktionsdquivalente.

Des Weiteren wurde festgestellt, dass diese Kopplungsstrategien mit zunehmender Mo-
dellgrée immer komplexer werden. Immer mehr Reaktionsknockouts wurden notwen-
dig, um den Organismus (im Modell) zu zwingen, wihrend des phototrophen Wachs-
tums Ethanol zu produzieren. Dies hebt hervor, dass es viele verschiedene und versteck-
te Wege im Metabolismus phototropher Cyanobakterien gibt, die Elektronen aus der
Photosynthese direkt oder indirekt nutzen kénnen, um das ATP/NADPH Verhiltnis
zu vergroflern. Auerdem unterstreicht es die Tatsache, dass die wachstumsgekoppelte
Produktsynthese im Vergleich zu heterotrophen Organismen wie z. B. E. coli deutlich
komplexer und komplizierter ist.

Das Kopplungsprinzip konnte zusétzlich fiir verschiedene Biokraftstoffe (Ethanol, Iso-

butanol, 1-Butanol, Isopren und Ethylen) in genomskaligen Modellen verschiedener pho-
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totropher Cyanobakterien (Synechocystis sp. PCC 6803, Synechococcus elongatus PCC
7942 und Cyanothece sp. ATCC 51142) bestétigt werden.

Damit konnte im Gegensatz zu modellbasierten Arbeiten von Nogales et al. [I79] ge-
zeigt werden, dass die wachstumsgekoppelte Biokraftstoffproduktion unter phototrophen
Bedingung erzwungen werden kann. Und weiter, dass im Kontrast zu modellgestiitzten
Arbeiten von Vu et al. [261] konkrete Interventionsstrategien in genomskaligen cyano-
bakteriellen Stoffwechselmodellen identifiziert werden konnten.

Komplementér zu den Knockoutszenarien sind Uberexpressionskandidaten identifi-
ziert worden, die das ATP/NADPH Verhéltnis durch den unspezifischen ATP-Verbrauch
reduzieren. Dabei handelt es sich um sogenannte ,futile cycles®, die netto ATP ver-
schwenden (ATP-Wasting). Allerdings ldsst sich mit dieser Strategie die Kopplung nicht
erzwingen. Es konnte aber gezeigt werden, dass ein erhohter ATP-Verbrauch die An-
zahl der notwendigen Reaktionsknockouts zur wachstumsgekoppelten Ethanolprodukti-
on senken kann.

Die wesentlichen Resultate dieser Arbeit kénnen wie folgt zusammengefasst werden:

e Entwicklung einer neuen Methode, NetworkReducer. Diese reduziert unter Erhal-
tung benutzerdefinierter Figenschaften genomskalige Stoffwechselmodelle auf Mo-

delle kleinerer Netzwerkskalen.

e Skaleniibergreifende Identifikation des Kopplungsprinzips von Ethanol- und Bio-
massesynthese in Synechocystis sp. PCC 6803 unter phototrophen Wachstumsbe-

dingungen.

e Bestétigung dieses Prinzips fiir weitere Biokraftstoffe und andere phototrophe Cya-

nobakterien.

e Vorhersage konkreter Interventionsstrategien in den untersuchten cyanobakteriel-

len Modellspezies.

Die theoretischen Vorhersagen dieser Arbeit werden derzeit von experimentellen Part-
nern getestet. Dabei werden zwei konkrete Ansétze verfolgt. Der erste Ansatz versucht
die ATP-Wasting Strategie durch Zugabe von Salz umzusetzen. Salz induziert Stress in
der Zelle, der einen (gewiinschten) erhthten ATP-Verbrauch mit sich bringt. Der zweite
Ansatz versucht eine Deletion einer der wichtigsten zyklischen Elektronenfliisse umzu-
setzen, ndmlich der NAD(P)H-Dehydrogenase (NDH1). Derzeit wird versucht, beide
Ansétze zur Optimierung der Biokraftstoffproduktion in Cyanobakterien im Labormaif-

stab umzusetzen.
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6 Zusammenfassung

Eine zukiinftige Herausforderung besteht darin, die Abh#ngigkeit von beschriankt
verfiigbaren Ressourcen, wie fossilen Energietrigern, zu reduzieren. Cyanobakterien kon-
nen dabei einen substantiellen Beitrag zur nachhaltigen Biokraftstoffproduktion leisten.
Die identifizierten Strategien liefern einen Beitrag zur Optimierung der Biokraftstoff-
produktion in Cyanobakterien, wobei die in dieser Arbeit reduzierten Modelle, welche
mit Hilfe der neuen Methode NetworkReducer entwickelt wurden, skaleniibergreifende

Einblicke in grundlegende Stoffwechselmechanismen ermdglichen.
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A Anhang

A.1 Synthesereaktionen der untersuchten Biokraftstoffe

Biokraftstoff

Reaktion

1-Butanol

2 Acetyl-CoA = Acetoacetyl-CoA + CoA
Acetoacetyl-CoA + NADPH + Ht = 3-Hydroxybutyryl-CoA + NADP+

3-Hydroxybutyryl-CoA = Crotonoyl-CoA + H20

Crotonoyl-CoA + NADH + HT = Butyryl-CoA + NAD+
Butyryl-CoA + NADH 4 Ht = Butyrylaldehyd + CoA 4+ NAD™
Butyrylaldehyd + NADPH + Ht = 1-Butanol + NADP+

Ethanol Pyruvat = Acetaldehyd 4+ CO2

Acetaldehyd + NADPH + Ht = Ethanol + NADP™*

Ethylen

+ 1-Pyrrolin-5-Carboxylat

3 2-Oxoglutarat + 3 Oz + L-Arginin = 2 Ethylen 4+ 7 CO2 + Succinat + Guanidin

Isobutanol 3-Methyl-2-Oxobutanoat = Isobutyrylaldehyd + CO2

Isobutyrylaldehyd + NADH + Ht = Isobutanol + NAD+

Isopren Dimethylallylpyrophosphat = Isopren + Diphosphat

A.2 Vollstandige Tabelle der CASOP-Werte fiir alle Reaktionen des

beschnittenen Synechocystis Modells (SynePruned)

Z-Score  Reak-1D ‘ Z-Score  Reak-1D ‘ Z-Score  Reak-ID ‘ Z-Score  Reak-ID ‘ Z-Score  Reak-ID
0 CA0008 0,0265 GS0040 0 PG0014 0 PR0034 0 VS0002
0 GL0020 0 PG0006 0 ALO0016 0,0265 GS0042 0 HE0002
0 LI0054 0 PR0042 0 RI0008 0 TE0010 0 BMO0003
0 RI0009 0 GM0026 0 LI0062 0 CP0015 0 QT0010
0 AGO0008 0 PG0016 0 TE0011 -0,09 GMO0010 0 LI0002
0 IL0017 0 LI0063 0 ALO0013 0 SS0005 0 PU0022
0 GL0016 0 LI0021 0 GLO0001 0 LI0042 0 TE0003
0 ST0007 0 AA0009 0 LI0001 0 LI0003 0 GL0013
0 TRO0038 0 TE0004 -0,019 PT0036 0,0106 PP0012 0 RI0006
0 AG0044 0 GE0008 0,0718 PP0006 0 TRO0036 0 PT0038
0 HI0002 -0,0643  GMO0018 0 PU0013 0 VT0023 0 PU0020
0 VT0008 0 PC0010 0 LIO055 0,0974 PT0011 0 L.I0064




A Anhang

Z-Score  Reak-ID ‘ Z-Score  Reak-ID Z-Score  Reak-ID Z-Score  Reak-ID Z-Score  Reak-ID
0 PU0015 0 ALO0012 0 TRO0050 0 VS0001 0 PTO0016
0 AG0038 0 LI0066 0 FOO0011 0 VT0015 0,0243 AGO0039
0,0957 ST0014 0 TRO0002 0 PY0012 0 VTO0003 -0,0144 TRO0053
0 PYO0011 0 LI0011 0 VTO0016 0 AA0003 0 QTO0019
0 PG0010 0 AA0017 0 GMO0027 0 1L0014 0 GE0007
0 NI0006 0 TRO0044 0 LI10027 0 PU0004 0 GS0019
0 TRO018 0 AL0005 0 RI0003 0 TE0002 0 10002
0 LI0050 0 AL0004 0 PTO0014 0 PC0003 0 VS0005
0 AL0009 0 QT0004 0 LI10051 0 CA0004 0 ALO0011
0 TR0023 0 HE0003 0 AGO0009 0 PU0010 0 PU0021
0 GL0003 -0,018 PTO0013 0 TRO035 0,0649 PT0003 0 GMO0012
0,0243 AGO0043 0 PG0008 0 RI0001 0 AA0014 0 GMO0033
0 TRO0006 0 RI0002 0 LI10067 0 LI0015 0 AGO0033
0 PP0007 0 TR0039 0 GLO0018 0 PU0018 0 QT0020
0 CA0010 0 PG0018 -0,0144 TRO0049 0 TP0003 0 1L0016
0 RI0004 0 HI0008 0 HI0009 0 PU0028 0 CP0018
0 AA0001 0 CP0006 0 PP0015 0 AA0010 0 FO0005
0 AGO0004 0 GMO0032 0 AA0007 0 PTO0015 0 QTO0015
0,0032 PP0010 0 NI0001 0 LI0059 0 LI0068 0 HI0004
-0,0095 PT0034 0 CA0007 0 LI0030 0 PCO0006 0,0976 GS0014
0 PY0014 0 GMO0001 -0,0144 PT0027 0 PR0050 0 PT0012
0 AA0006 0 AGO0030 0 AL0001 0 CP0013 0 CP0008
0 LI0058 0 FO0007 0 NIO007 0 CP0004 0 RI0005
-0,0144 PP0016 0 PC0001 0 PY0016 0 PU0012 0 NI0009
0 TP0005 0 QTO0017 0 BMO0005 0 QTO0001 0 PU0017
0 GEO0011 0 GLO0007 0 VT0022 0 PGO0011 0 QTO0005
0 TP0001 0 PY0005 0 FOO0001 0,0718 PP0005 0 LI0069
0 CP0021 0 TRO055 0 AT.0006 0,0062 GS0013 0 CA0003
0 FOO0010 0 QT0014 0 PPO0011 0 TRO037 0 NI0002
0,0454 GMO0011 0 PR0003 0 TE0012 0 QT0016 0 QT0002
0 AA0013 0 PU0024 0 GS0038 0 AL0008 0 AA0004
0 VTO0017 0 GE0015 0 LI10004 0 PY0015 0 VTO0001
0 PCO0011 0 GLO0011 0 ALO0007 0 PY0022 0 CA0005
0 PP0013 0 LI10019 0 NI0003 0 RI0O007 0,0265 GS0041
0 BMO0004 0,0243 AG0042 0 VTO0010 0 PTO0010 0 1L0015
0 VT0020 0 LI0036 0 HI0005 0 TE0008 0 GMO0006
0,1764 TRO0003 0 AG0020 0 FOO0012 0 CA0012 0 BMO0007
0 PU0029 0 LI0071 0 LI10061 -0,0382 GMO0020 0 VTO0004
-0,0185 PT0024 0 GMO0004 0 PU0027 0 FOO0017 0,0425 PP0003
0 PC0004 0 CP0007 0 GMO0031 0 PRO0036 0,0062 GS0011
0 LI0013 0 GLO0017 -0,0095 PT0037 0 PT0022 0 1L0O011
0 FO0018 0 VT0002 0 LI10049 0 TRO015 0 TRO047
0 PU0002 0 SS0008 0 PU0030 0 CA0009 0,0718 PP0004
0 BMO0008 0,2994 PT0001 0 HIOO011 0 AA0008 0 PG0007
0 TR0026 -0,1236 PRO0006 0 NI0004 -0,0422 GS0043 0 CP0005
0,0957 PP0024 0,0106 PP0001 0,0243 AGO0041 0,0106 GS0004 0 1L0012
0 AGO0015 0 PU0014 0 PTO0019 0 VT0006 0 TRO0052
0 VTO0013 0 PP0009 0 AG0029 0 SS0004 0 GMO0002
0 LI0039 0 L10024 0 AL0002 0 CA0001 0 QT0021
0 GLO0006 0 HI0012 0 FO0004 0 FOO0013 -0,189 PR0004
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A.2 Vollstidndige Tabelle der CASOP-Werte

Z-Score  Reak-ID ‘ Z-Score  Reak-ID ‘ Z-Score  Reak-ID ‘ Z-Score  Reak-ID ‘ Z-Score  Reak-ID

0 QT0018 0 GMO0008 0 AG0024 0 IL0005 0,0243 AG0040
0 PUO001 0 PG0004 0 PYO0004 0 BMO0006 0 1L0008
0 ST0004 0 PY0020 0 FO0006 -0,0406  PP0021 0 VT0007
-0,0438  PP0020 0 PY0026 0 CA0006 0 TRO051 0 AGO0007
0 LI0017 0 GL0002 0 LIO009 0 TE0013 0 PY0021
0 PC0008 0 TEO0001 0 GMO0007 0 IL0009 0 QT0013
0 PUO011 0 IL0007 0 CP0014 0 AG0028 0 PY0025
0 PU0005 0 VS0004 0 ALO0010 0 PUO0008 0 AA0015
0 PR0002 0 VT0005 0 TE0007 0 TP0002 0 PRO001
0 TRO0046 0 HI0001 0 PT0006 0 GE0004 0 PGO0015
0 LIO070 0 PU0006 0 AA0019 0 AA0021 1 PDC

0 QT0003 0 CP0024 0 1L0010 0 IL0001 1 EtOH-ex
0 SS0007 0 CP0011 0 GL0012 -0,0382  GMO0019 0 PRO0043
0 CA0002 0 VT0021 0 GL0004 -0,189 PRO014 0 PRO0044
0 GL0014 0 PY0009 0 PU0023 0 PY0010 0 PR0045
0 HI0003 0 PC0005 0 AG0023 0 LIO060 0 PR0046
0 PU0007 0 LIO046 0 IL0O006 0 ST0001 0 PR0047
0 AA0012 1 PT0009 0 PG0003 0 PYO0002 0 PRO0048
0 PG0013 0 TRO0041 0 LI0056 0 RIOO11 0 PRO0049
0 FOO0015 0 GLO0015 0,0957 ST0016 0 LI0033 0 PRO0035
0 1L0003 0 TRO0045 0 LI0065 0 AA0005 0 PR0022
0 VS0003 0 LIO053 0 TRO0032 0 PU0026 0 PR0023
-0,0095  PTO0035 0 TE0005 0 RI0010 0 PG0012 0 PR0024
0 LI0007 0 PG0001 0 ALO0017 0 TEO0006 0 PR0025
0 TP0004 0 CP0003 0,0187 GMO0016 0 GS0018 0 PR0026
0 GMO0005 0 GS0003 0,022 GMO0025 0 GE0002 0 PRO0027
0,0106 GS0008 0 1L0004 0 HEO0001 0 FO0003 -0,1412  PROO018
0 PT0020 0 VS0007 0 LIO052 0 PC0007 0 PT0025
0 PG0002 0 CP0025 0 LIo047 0 CP0027 -0,1176 ~ Mehler
0 PP0014 0 TRO0028 0,0054 GS0010 0 GMO0015 -0,1176 ~ GEO0010
0 VTO0018 0 PTO0018 0 PUO0009 0 PYO0007 0,0957 GE0001
0 PY0024 0 VTO0019 0 ST0002 0 BMO0001 0 TR0025
0,0638 GS0012 0 BMO0002 0 LI0045 0 LI0057 -0,0721 R20131
0 GL0019 0 HI0007 0 TE0014 0 LI0048 -0,0721  R20132
0 CP0001 0 QTo011 0 CP0002 0 GL0005 -0,0721  R20133
0 VS0006 0 AA0020 0 TRO0020 0 AG0025 -0,1412  FQR
0,1276 GS0006 0 PG0005 0 GMO0013 0 GE0003 -0,0854  GE0009
0 PTO0017 0,0187 GMO0017 0 BMO0009 0 PG0009 -0,0844  PT0026
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A Anhang

A.3 Vollstandige Ergebnisse der FVA fiir das Szenario: aerobes
Wachstum: 1 =0,85 h™! im ColiPrunedComp, ColiCore und
ColiGS Modell

Reaktions-1D ‘ ColiPrunedComp ColiCore ColiGS
r-min r-max r-min r-max r-min r-max
R-AKGDH 0 7,237 0 7,081 0 11,151
R-ATPM 8,390 28,046 8,390 13,087 8,390 28,092
R-CS 0,914 8,151 2,742 7,998 0,914 26,767
R-CYTBDpp 0 39,312 41,515 45,690 0 39,404
R-CYTBO3-4pp | 7,453 46,765 7,366 46,770
R-EX-ac-e- 0 3,024 0 1,044 0 3,031
R-EX-acald-e- 0 2,125 0 0,696 0 2,130
R-EX-akg-e- 0 1,229 0 0,391 0 1,231
R-EX-etoh-e- 0 1,829 0 0,606 0 1,833
R-EX-for-e- 0 9,823 0 3,132 0 9,850
R-EX-glc-e- 9,181 10 9,739 10 9,179 10
R-EX-glu-L-e- 0 1,092 0 0,348 0 1,095
R-EX-lac-D-e- 0 1,787 0 0,587 0 1,791
R-EX-pyr-e- 0 2,125 0 0,696 0 2,130
R-EX-succ-e- 0 1,430 0 0,458 0 1,433
R-FBP 0 19,656 0 4,697 0 19,702
R-FOR#t2pp 0 78,625 0 18,790 0 78,808
R-FORtppi 0 78,625 0 18,790 0 78,808
R-GLCptspp 9,181 10 9,739 10 0 10
R-GLNS 1,536 21,193 0,217 4,915 1,536 21,238
R-GLUN 0 19,656 | 0 4,697 0 19,702
R-GLUSy 0 19,656 0 4,697 0 19,702
R-GND 0 21,711 0 15,770 0 27,759
R-ICL 0 7,237 0 5,731 0 15,165
R-MALS 0,001 7,238 0 5,731 0 9,771
R-ME1 0 12,631 0 4,077 0 16,012
R-ME2 0 15,756 | 0 5,352 0 18,904
R-NADH16pp 28,764 46,481 36,726 43,866 0 46,486
R-NADTRHD 0 47,887 0 17,125 0 52,831
R-PDH 0 18,081 6,205 15,564 0 19,500
R-PFK 2,026 27,867 3,898 12,353 0 27,913
R-PFL 0,092 11,106 0 3,132 0 19,920
R-PGL 0 21,711 | 0 15,770 | 0 28,493
R-PPC 0 22,875 0 7,787 0 23,032
R-PPCK 0 19,656 0 4,697 0 19,702
R-PPS 0 19,656 0 4,697 0 19,702
R-PYK 0 23,289 0 8,130 0 30,801
R-SUCCt2-2pp 0 26,208 0 6,263 0 26,269
R-SUCCt3pp 0 26,208 | 0 6,263 0 26,269
R-SUCDi 0 1000 1,825 1000 0 1000
R-THD2pp 0 41,944 0 13,141 0 42,035
R-RFD-new 0 1000 0 998,180 | 0 1000
Bio-T 0,850 0,850 0,850 0,850 0,850 0,850
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A.3 Ergebnisse der FVA: aecrobes Wachstum: y =0,85 h™!

Reaktions-ID ‘ ColiPrunedComp ColiCore ColiGS
r-min r-max r-min r-max r-min r-max
R-ACALD -2,125 0 -0,696 0 -19,702 52,831
R-ACALDtex -2,125 0 -2,130 0
R-ACALDtpp -2,125 0 -0,696 0 -2,130 0
R-ACKr -2,530 0,494 -1,044 0 -1000 20,196
R-ACONTa 0,914 8,151 2,742 7,998 0,914 16,079
R-ACONTDb 0,914 8,151 2,742 7,998 0,914 16,079
R-ACt2rpp -3,024 0 -1,044 0 -1000 0
R-ACtex -3,024 0 -3,031 0
R-ADK1 1,925 21,581 0 4,697 -1000 1000
R-AKGt2rpp -1,229 0 -0,391 0 -1,231 0
R-AKGtex -1,229 0 -0,606 0 -1,231 0
R-ALCD2x -1,829 0 -1,833 0
R-ATPS4rpp 53,034 79,434 40,187 50,700 53,031 82,795
R-CO2tex -25,190 -15,367 -25,193 -15,343
R-CO2tpp -25,190 -15,367 | -23,828 -20,696 | -25,193 -15,343
R-D-LACt2pp -1,787 0 -0,587 0 -1,791 0
R-D-LACtex -1,787 0 -1,791 0
R-ENO 9,269 16,506 11,212 16,469 -0,491 24,434
R-ETOHt2rpp -1,829 0 -0,606 0 -1,833 0
R-ETOHtex -1,829 0 -1,833 0
R-EX-co2-e- 15,367 25,190 20,696 23,828 15,343 25,193
R-EX-h20-e- 36,567 47,580 26,888 30,020 36,539 552,360
R-EX-h-e- 7,807 17,630 17,051 20,183 -995,610 17,657
R-EX-nh4-e- -10,259  -9,167 -4,983 -4,635 -16,019 -9,166
R-EX-02-e- -23,383  -17,335 | -22,845 -20,757 | -273,380 - 17,323
R-EX-pi-e- -0,817 -0,817 -3,127 -3,127 -1,790 -0,817
R-FBA 2,026 9,263 3,898 9,155 -11,547 21,521
R-FORtex -9,823 0 -9,850 0
R-FUM 0,232 8,122 1,825 7,081 -0,097 53,715
R-G6PDH2r 0 21,711 0 15,770 0 28,493
R-GAPD 10,729 17,966 12,484 17,740 3,867 17,967
R-GLCtex 9,181 10 9,179 10
R-GLUDy -8,352 12,396 -4,766 0,280 -60,091 12,407
R-GLUt2rpp -1,092 0 -0,348 0 -1000 4,636
R-GLUtex -1,092 0 -1,095 0
R-H20tex -47,580  -36,567 -552,360 -36,539
R-H20tpp -47,580 -36,567 | -30,020 -26,888 | -67,284 -36,539
R-Htex -17,630  -7,807 -17,657 995,610
R-ICDHyr 0,914 8,151 0,917 7,998 0,914 12,065
R-LDH-D -1,787 0 -0,587 0 -26,269 9,001
R-MDH -4,015 15,359 2,078 10,588 -19,246 53,716
R-NH4tex 9,167 10,259 9,166 16,019
R-NH4tpp 9,167 10,259 4,635 4,983 9,166 28,868
R-O2tex 17,335 23,383 17,323 273,380
R-O2tpp 17,335 23,383 20,757 22,845 17,323 23,385
R-PGI -11,711 10 -5,944 9,826 -18,493 10
R-PGK -17,966  -10,729 | -17,740 -12,484 | -17,967 -3,867
R-PGM -16,506  -9,269 -16,469 -11,212 | -24,434 0,491
R-PIt2rpp 0,817 0,817 3,127 3,127 -25,452 9,574
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Reaktions-ID ColiPrunedComp ColiCore ColiGS
r-min r-max r-min r-max r-min r-max
R-PTAr -0,494 2,530 0 1,044 -20,196 1000
R-PYRt2rpp -2,125 0 -0,696 0 -2,130 0
R-PYRtex -2,125 0 -2,130 0
R-RPE -0,656 13,818 -0,611 9,902 -6,800 17,850
R-RPI -7,860 -0,623 -5,868 -0,611 -11,805 -0,595
R-SUCCtex -1,430 0 -1,433 0
R-SUCOAS -6,791 0,446 -7,081 0 -1000 9,334
R-TALA -0,170 7,067 -0,152 5,104 -3,242 9,083
R-TKT1 -0,170 7,067 -0,152 5,104 -3,242 9,083
R-TKT2 -0,486 6,751 -0,459 4,798 -3,558 8,767
R-TPI 1,906 9,143 3,898 9,155 -4,956 9,144




A.4 Ergebnisse der FVA: anaerobes Wachstum: 1 =0,2 h™!

A .4 Vollstandige Ergebnisse der FVA fiir das Szenario: anaerobes
Wachstum: ¢ =0,2 h™! im ColiPrunedComp, ColiCore und
ColiGS Modell

Reaktions-1D ‘ ColiPrunedComp ColiCore ColiGS
r-min r-max r-min r-max r-min r-max
R-AKGDH 0 1,074 0 0,383 0 1,075
R-ATPM 8,390 11,613 8,390 9,443 8,390 11,614
R-CS 0,215 1,289 0,216 0,599 0,215 3,439
R-CYTBDpp 0 0 0 0 0 0
R-CYTBO3-4pp | 0 0 0 0
R-EX-ac-e- 3,088 8,530 3,803 8,586 3,074 10,942
R-EX-acald-e- 0 5,157 0 1,685 0 5,158
R-EX-akg-e- 0 1,031 0 0,366 0 1,032
R-EX-etoh-e- 5,822 13,352 6,970 12,586 | 5,822 13,357
R-EX-for-e- 0 12,892 9,502 17,926 0 12,894
R-EX-glc-e- 9,008 10 9,617 10 9,008 10
R-EX-glu-L-e- 0 0,992 0 0,351 0 0,992
R-EX-lac-D-e- 0 5,157 0 2,808 0 5,158
R-EX-pyr-e- 0 3,223 0 1,404 0 3,224
R-EX-succ-e- 0,067 2,645 0 1,053 0,067 2,646
R-FBP 0 3,223 0 1,053 0 3,224
R-FOR#t2pp 0 12,892 0 4,212 0 12,894
R-FORtppi 0 12,892 9,502 22,138 0 12,894
R-GLCptspp 9,008 10 9,617 10 0 10
R-GLNS 0,362 3,585 0,051 1,104 0,362 3,585
R-GLUN 0 3,223 0 1,053 0 3,224
R-GLUSy 0 3,223 0 1,053 0 3,224
R-GND 0 3,634 0 2,290 0 3,634
R-ICL 0 1,031 0 0,337 0 1,053
R-MALS 0,000 1,032 0 0,337 0 1,032
R-ME1 0 3,223 0 1,053 0 3,224
R-ME2 0 4,694 0 2,106 0 4,694
R-NADH16pp 0 2,578 0 1,053 0 2,579
R-NADTRHD 0 6,446 0 2,106 | 0 6,447
R-PDH 0 8,595 0 8,424 0 8,596
R-PFK 8,477 13,050 8,977 10,854 0 13,050
R-PFL 9,206 17,800 9,502 17,926 9,204 17,800
R-PGL 0 3,634 0 2,290 0 4,694
R-PPC 0,659 5,352 0,573 2,679 0,659 5,396
R-PPCK 0 3,223 0 1,053 0 3,224
R-PPS 0 3,223 0 1,053 0 3,224
R-PYK 3,664 11,580 6,386 9,545 0 19,081
R-SUCCt2-2pp 0 4,297 0 1,404 0 4,298
R-SUCCt3pp 0,067 4,364 0 1,404 0,067 4,365
R-SUCDi 0 1000,000 | O 1000 0 1000
R-THD2pp 0 9,387 0 5,535 0 9,388
R-RFD-new 0 1000 0 1000 0 1000
Bio-T 0,200 0,200 0,200 0,200 0,200 0,200
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Reaktions-ID ColiPrunedComp ColiCore ColiGS
r-min r-max r-min r-max r-min r-max
R-ACALD -13,352 -5,822 -12,586  -6,970 -13,357 -1,954
R-ACALDtex -5,157 0 -5,158 0
R-ACALDtpp -5,157 0 -1,685 0 -5,158 0
R-ACKr -8,413 -2,972 -8,586 -3,803 -1000 -2,958
R-ACONTa 0,215 1,289 0,216 0,599 0,215 1,290
R-ACONTDb 0,215 1,289 0,216 0,599 0,215 1,290
R-ACt2rpp -8,530 -3,088 -8,586 -3,803 -1000,000 -3,074
R-ACtex -8,530 -3,088 -10,942 -3,074
R-ADK1 0,453 3,676 0 1,053 -1000 1000
R-AKGt2rpp -1,031 0 -0,366 0 -1,032 0
R-AKGtex -1,031 0 -1,032 0
R-ALCD2x -13,352 -5,822 -12,586  -6,970 -13,357 -5,822
R-ATPS4rpp -3,159 2,772 -6,342 -0,987 -3,160 2,774
R-CO2tex -20,104  -4,790 -20,556 -4,788
R-CO2tpp -20,104  -4,790 -8,067 1,410 -20,556 -4,788
R-D-LACt2pp -5,157 0 -2,808 0 -5,158 0
R-D-LACtex -5,157 0 -5,158 0
R-ENO 16,968 19,178 18,092 19,169 14,484 19,915
R-ETOH¢t2rpp -13,352  -5,822 -12,586  -6,970 -13,357 -5,822
R-ETOHtex -13,352 -5,822 -13,357 -5,822
R-EX-co2-e- 4,790 20,104 -1,410 8,067 4,788 20,556
R-EX-h20-e- -3,162 1,135 -7,275 -3,063 -3,781 1,136
R-EX-h-e- 5,059 23,392 17,888 31,577 5,044 23,394
R-EX-nh4-e- -3,149 -2,157 -1,442 -1,091 -4,068 -2,157
R-EX-02-e- 0 0 0 0 0 0
R-EX-pi-e- -0,192 -0,192 -0,736 -0,736 -0,595 -0,192
R-FBA 8,477 9,827 8,977 9,801 -2,285 11,976
R-FORtex -12,892 0 -12,894 0
R-FUM -2,437 0,141 -1,053 0 -2,437 6,588
R-G6PDH2r 0 3,634 0 2,290 0 4,694
R-GAPD 17,312 19,521 18,391 19,468 14,827 19,521
R-GLCtex 9,008 10 9,008 10
R-GLUDy -2,700 1,515 -1,390 0,014 -8,155 1,515
R-GLUt2rpp -0,992 0 -0,351 0 -1000 0,758
R-GLUtex -0,992 0 -0,992 0
R-H20tex -1,135 3,162 -1,136 3,781
R-H20tpp -1,135 3,162 3,063 7,275 -1,136 3,781
R-Htex -23,392  -5,059 -23,394 -5,044
R-ICDHyr 0,215 1,289 0,216 0,599 0,215 1,290
R-LDH-D -5,157 0 -2,808 0 -5,158 1,612
R-MDH -4,552 1,173 -2,106 0,337 -4,553 6,588
R-NH4tex 2,157 3,149 2,157 4,068
R-NH4tpp 2,157 3,149 1,091 1,442 2,157 5,380
R-O2tex 0 0 0 0
R-O2tpp 0 0 0 0 0 0
R-PGI 6,366 10 7,669 9,959 5,306 10
R-PGK -19,521  -17,312 -19,468 -18,391 | -19,521 -14,827
R-PGM -19,178  -16,968 -19,169 -18,092 | -19,915 -14,484
R-PIt2rpp 0,192 0,192 0,736 0,736 -4,106 1,625




A.5 Minimalmodell von Synechocystis sp. PCC 6803 (SyneMin)

Reaktions-ID ‘ ColiPrunedComp ColiCore ColiGS
r-min r-max r-min r-max r-min r-max
R-PTAr 2,972 8,413 3,803 8,586 2,958 1000
R-PYRt2rpp -3,223 0 -1,404 0 -3,224 0
R-PYRtex -3,223 0 -3,224 0
R-RPE -0,154 2,268 -0,144 1,383 -1,512 2,268
R-RPI -1,358 -0,146 -0,907 -0,144 -1,984 -0,119
R-SUCCtex -2,645 -0,067 -2,646 -0,067
R-SUCOAS -0,969 0,105 -0,383 0 -1000 1,717
R-TALA -0,040 1,171 -0,036 0,728 -0,719 1,171
R-TKT1 -0,040 1,171 -0,036 0,728 -0,719 1,171
R-TKT2 -0,114 1,097 -0,108 0,656 -0,793 1,097
R-TPI 8,449 9,798 8,977 9,801 5,104 9,798

A.5 Minimalmodell von Synechocystis sp. PCC 6803 (SyneMin)

Reaktions-ID Reaktion

PP0007 1 D-Ribose-5-Phosphat-cyt = 1 D-Ribulose-5-Phosphate-cyt

GS0008 1 D-Fructose-1,6-Bisphosphat-cyt = 1 Glyceronphosphat-cyt + 1 D-Glyceraldehyd-3-
Phosphat-cyt

PP0014 1 D-Ribulose-5-Phosphate-cyt + 1 ATP-cyt = 1 ADP-cyt + 1 D-Ribulose-1,5-
Bisphosphat-cyt

PP0009 1 Sedoheptulose-7-Phosphat-cyt + 1 D-Glyceraldehyd-3-Phosphat-cyt = 1 D-Ribose-
5-Phosphat-cyt + 1 D-Xylulose-5-Phosphat-cyt

PT0009 1 NADPH-cyt + 1 Acetaldehyd-cyt + 1 Ht-cyt = 1 Ethanol-cyt + 1 NADPt-cyt

GS0010 1 D-Glyceraldehyd-3-Phosphat-cyt = 1 Glyceronephosphat-cyt

GS0004 1 D-Fructose-1,6-Bisphosphat-cyt + 1 HaO-cyt = 1 D-Fructose-6-Phosphat-cyt
+ 1 Orthophosphat-cyt

GS0018 1 2-Phospho-D-Glycerat-cyt = 1 Phosphoenolpyruvat-cyt + 1 HaO-cyt

PP0010 1 D-Fructose-6-Phosphat-cyt + 1 D-Glyceraldehyd-3-Phosphat-cyt = 1 D-Xylulose-5-
Phosphat-cyt + 1 D-Erythrose-4-Phosphat-cyt

PP0013 1 CO—2-cax + 1 D-Ribulose-1,5-Bisphosphat-cax + 1 HoO-cax = 2 3-Phospho-D-
Glycerat-cax

PT0001 1 Phosphoenolpyruvat-cyt + 1 ADP-cyt = 1 ATP-cyt + 1 Pyruvat-cyt

PPO0001 1 D-Erythrose-4-Phosphat-cyt + 1 Glyceronephosphat-cyt = 1 Sedoheptulose-1,7-
Bisphosphat-cyt

TR0050 1 HCOg -cyt = 1 HCOg -cax

PP0011 1 D-Ribulose-5-Phosphate-cyt = 1 D-Xylulose-5-Phosphat-cyt

GEO0001 1 ATP-cyt + 1 HoO-cyt = 1 ADP-cyt + 1 Orthophosphat-cyt

PP0012 1 Sedoheptulose-7-Phosphat-cyt + 1 D-Glyceraldehyd-3-Phosphat-cyt = 1 D-Fructose-
6-Phosphat-cyt + 1 D-Erythrose-4-Phosphat-cyt

GS0013 1 ATP-cyt + 1 3-Phospho-D-Glycerat-cyt = 1 ADP-cyt + 1 3-Phospho-D-
glyceroylphosphat-cyt

TRO051 1 D-Ribulose-1,5-Bisphosphat-cyt = 1 D-Ribulose-1,5-Bisphosphat-cax

GS0014 1 2-Phospho-D-Glycerat-cyt = 1 3-Phospho-D-Glycerat-cyt

PP0003 1 Sedoheptulose-1,7-Bisphosphat-cyt + 1 HoO-cyt = 1 Sedoheptulose-7-Phosphat-cyt

GS0011 1 3-Phospho-D-glyceroylphosphat-cyt 4+ 1 NADPH-cyt + 1 Ht-cyt = 1 D-
Glyceraldehyd-3-Phosphat-cyt + 1 Orthophosphat-cyt + 1 NADPt-cyt

TR0052 1 3-Phospho-D-Glycerat-cax = 1 3-Phospho-D-Glycerat-cyt
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A Anhang

Reaktions-ID Reaktion

PRO001 1 Photon-ext = 1 Photon-tlm

PDC 1 Pyruvat-cyt = 1 CO2-cyt + 1 Acetaldehyd-cyt

EtOH-ex 1 Ethanol-cyt = 1 Ethanol-ext

Bio-T 1 Biomass = 1 B0-ext

PR0O004 1 NADPH-cyt + 5 HT-cyt + PQ = 4 Ht-tll + 1 PQH2 + 1 NADP*t-cyt

PR0036 2 red. Ferredoxin-cyt + 1 NADP*-cyt + 1 HT-cyt = 2 ox. Ferredoxin-cyt + 1 NADPH-
cyt

PRO0050 14 Ht-tll + 3 ADP-cyt + 3 Orthophosphat-cyt = 3 ATP-cyt + 3 HaO-cyt + 14 HT-cyt

TRO0036 1 Natrium-ext + 1 Ht-cyt = 1 Natrium-cyt + 1 C00080-ext

TRO0003 1 CO2-cyt = 1 CO2-ext

TR0006 1 HCOj -ext 4 1 Natrium-ext = 1 HCOj3 -cyt + 1 Natrium-cyt

TRO0002 1 O2-cyt = 1 Og-ext

GE0004-GE0002—lumped
1 HCOj3 -cax + 1 Ht-cax = 1 CO—2-cax + 1 HpO-cax

PR0022-PR0023-PR0003-PR0026-PR0027-PR0024-PR0034-PR0025-PR0035-lumped
0,5 PQH2 + 1 Photon-tlm + 1 Ht-cyt + 1 ox. Ferredoxin-cyt = 0,5 PQ + 2 H*-tll 4+ 1 red.

Ferredoxin-cyt

PR0002-PR0042-TR0055-PR0045- PR0044-PR0047-PR0046-PR0048- PR0043-PR0049- lumped
2 Photon-tlm + 1 HoO-tll + 2 Ht-cyt + 1 PQ = 0,5 Oa-cyt + 2 Ht-tll + 1 PQH,

BSR

0,6238 Ogz-cyt + 5,6262 D-Fructose-6-Phosphat-cyt + 6,0988 HCOg3 -cyt + 0,8034 D-Ribose-5-
Phosphat-cyt + 0,0014 D-Ribulose-5-Phosphat-cyt + 75,3408 ATP-cyt + 1,1483 3-Phospho-D-
Glycerat-cyt + 0,1742 Natrium-cyt + 13,3317 NADPH-cyt + 73,5368 red. Ferredoxin-cyt +
0,1717 Glyceronphosphat-cyt + 2,7159 Pyruvat-cyt + 0,1 D-Glyceraldehyd-3-Phosphat-cyt + 3,6497
Phosphoenolpyruvat-cyt + 17,2401 H2O-cyt + 101,9233 Ht-cyt + 0,1704 Kalium-ext + 0,0068
Fe3t-ext + 0,7245 Orthophosphat-ext + 0,2103 Glycogengranulat-cyt + 0,1786 Sulfat-ext -+
0,0045 Calcium-ext + 0,0065 Ferricytochrombl-cyt + 0,0075 Fe2t-ext + 8,9748 Nitrat-ext + 0,003
Molybdat-ext + 0,003 Zink-ext + 0,0277 Magnesium-ext + 0,003 Mangan-ext + 0,0033 Cobaltion-
ext + 0,003 Kupfer-ext = 82,06 Orthophosphat-cyt + 6,6466 COz-cyt + 75,3408 ADP-cyt + 4,7815
D-Erythrose-4-Phosphat-cyt + 13,3317 NADP*-cyt + 73,5368 ox. Ferredoxin-cyt 1 Biomasse-ext +
0,0002 4-Cresol-ext + 0,0065 Ferrocytochrombl-cyt + 0,0045 H-ext 4 0,0005 5-Deoxy-D-Ribose-ext
+ 0,0068 S-Methyl-5-thio-D-Ribulose-1-Phosphat-ext + 0,1704 Natrium-ext + 0,0002 CO-ext
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