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Mathematic’s models in metabolic engineering
Summary

Metabolic engineering is an integrating methodology of analysis and syn-
thesis for improvement of flux distribution of metabolic pathways. It has two
main aspects: modeling and analysis of metabolic networks to establish strate-
gies for pathway engineering and actual molecular level engineering the path-
way. Mathematical modeling is one ofthe key methodologies of metabolic engi-
neering. The review presents the currently used metabolic modeling approaches.
Metabolite balancing is the basis for analysis of metabolic flux and cell capabil-
ity to form a targeted product. The use of isotope - labeled substrates with
nuclear magnetic resonance (NMR) and gas chromatography-mass spectrometry
(GCMS) analyses of intracellular and extracellular metabolites enables determi-
nation of metabolic flux distribution. Metabolic Control Analysis (MCA) is a the-
oretical framework for investigation of control mechanism of metabolic net-
work to identify key parameters influencing productivity. Kinetics models pres-
ent a more detailed approach to simulate metabolic net behavior. Linear ap-
proximation of kinetic model, the so called (log)linear kinetics, is useful for
modeling spatiotemporal variations of the net. The including of genetic regula-
tion to metabolic models, the next step in the development of metabolism mod-
els, needs new methods of experimental approaches and mathematic and com-
putational resources.

Metabolic engineering is barely a decade old, but its significance is already
widely recognized in the research-intensive biotechnology community and at-
tracts great interest of industry.

Key words:
metabolic engineering, mathematical models, metabolic flux analysis, meta-
bolic control analysis, kinetics models.
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1. Wstep

Nazwe ,inzynieria metaboliczna” dla nowej dyscypliny zajmujgcej sie ,polepsza-
niem aktywnosci komoérek w wyniku zmiany funkcji enzymatycznych, transporto-
wych i regulacyjnych za pomoca techniki rekombinacji DNA” wprowadzitj. E. Bailey
w 1991 r. [1]. Cameron i Tong [2] okreslili te dziedzine jako ,celowa modyfikacje
metabolizmu za pomocg technik rekombinacji DNA”. Poczatkowo inzynieria meta-
boliczna stanowita po prostu czesé biologii molekularnej, ukierunkowang na prak-
tyczne zastosowania. Wraz z bardzo szybkim rozwojem nowych metod analitycz-
nych oraz technik inzynierii genetycznej coraz fatwiejsze stawato sie bezposrednie
wprowadzanie zmian do materiatu genetycznego, za$ istotnego znaczenia nabierata
ocena efektéw prowadzonych zmian genetycznych. Program inzynierii metabolizmu
postulowany przez Baileya zakladat racjonalng, tzn. wykorzystujaca ilosciowe, ma-
tematyczne metody opisu przemian wewnagtrzkomoérkowych, analize efektow zmian
genetycznych. Schemat tego podej$cia przedstawiono na rysunku 1. W tym ujeciu
inzynieria metabolizmu obejmuje trzy zasadnicze etapy [3]:

- analize szlakéw metabolicznych,

- projektowanie zmian genetycznych,

- synteze tzn. tworzenie zrekombinowanych komadrek o zmienionych wtasciwos-
ciach.

Cykl analiza - projektowanie - synteza powtarzany jest kilkukrotnie, zas kon-
cowym efektem jest uzyskanie komoérek o pozadanych cechach.

Kinetyczna kontrola szlaku metabolicznego zwykle nie jest zwigzana z poje-
dyncza reakcja, ale raczej jest roztozona pomiedzy wiele etapéw reakcyjnych (prze-
mian). Powoduje to koniecznos$¢ przejscia od analizy pojedynczych reakcji do anali-
zy sieci przemian biochemicznych [4].

Inzynieria metaboliczna to interdyscyplinarna dziedzina wykorzystujgca zasady
inzynierii reakcji chemicznych, technik obliczeri numerycznych, biochemii i biologii
molekularnej dla zmiany szlakéw metabolicznych w celu lepszego zrozumienia i wy-
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Rys. 1. Schemat postepowania w inzynierii metabolicznej.

PRACE PRZEGLADOWE



Modele matematyczne w inzynierii metabolicznej

korzystania przemian wewnatrzkomérkowych do transformacji chemicznych i uzy-
skiwania pozytecznych produktéw [5].

W istocie inzynieria metaboliczna polega na zastosowaniu zasad inzynierii do
analizy i projektowania szlakéw metabolicznych dla osiggniecia okreslonego celu,
Tym celem moze byé zwiekszenie produkcyjnosci metabolitéw lub rozszerzenie
zdolnosci komorek wykorzystywanych w syntezie substancji lub ich degradacji.
Dzieki wykorzystaniu opiséw ilosciowych i modeli matematycznych mozliwe byto
odejscie od metody préb i btedéw na rzecz Scistego planowania modyfikacji gene-
tycznych. Zagadnienia modyfikacji metabolizmu zostaly przeniesione z obszaru
umiejetnosci (art) w obszar Scistych rozwazan naukowych (science) [6].

Inzynieria metaboliczna stanowi praktyczne potaczenie kilku dyscyplin (rys. 2).
Synteza rekombinowanych bialek zalezy od wielu wewnagtrzkomoérkowych proce-
séw molekularnych i regulacyjnych obejmujgcych: transkrypcje, translacje, modyfi-
kacje potranslacyjng, indukcje i represje. W dodatku wiele gendw jest zwykle odpo-
wiedzialnych za wiele izoprotein, a tylko jedna z nich jest pozgdanym produktem.
Inzynieria metaboliczna proponuje radykalnie nowe podejscie do racjonalnego pro-
jektowania systemow biologicznych. Dzieki wykorzystaniu najnowszych metod ana-
litycznych i matematycznych do rozpatrywania reakcji w ich ztozonych zalezno-
Sciach, a nie w izolacji proponuje holistyczne podejscie do opisu funkcjonowania
komorki i dzieki temu pozwala na doktadniejsze zrozumienie interakcji pomiedzy
sieciami metabolicznymi i regulacyjnymi, a w rezultacie staje sie waznym czynni-
kiem w polepszaniu wtasciwosci komorek [7].

Podstawowym zagadnieniem inzynierii metabolicznej jest analiza zmian meta-
bolizmu wywotana zmianami genetycznymi. Dziedzina ta okreslana jestjako analiza
strumieni metabolicznych (MFA - Metabolic Flux Analysis), jej zasadnicze zagadnie-
nia to:

- identyfikacja struktury sieci metabolicznej (topologia szlakéw metabolicznych),

- kwantyfikacja strumieni metabolicznych,

- identyfikacja struktury sterowania w sieci metabolicznej,

W ujeciu ,klasycznym” inzynieria metaboliczna to droga od wiedzy o kinetyce enzy-
matycznej, szlakach metabolizmu, strumieniach i strukturze strumieni metabolicznych
do manipulacji genetycznych prowadzacych do pozadanego efektu. Interesujgca jest

biologia molekularna

inzynieria
reakcji
chemicznych

w INZYNIERIA o~

METABOLICZNA biochemia

chemia fizjologia
analityczna komérek

Rys. 2. Schemat usytuowania inzynierii metabolicznej.
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propozycja zgtoszona przez Baileya i wsp. [8] ,0dwrdconej inzynierii metabolicznej”.
Polega ona na zidentyfikowaniu w pierwszej kolejnosci pozadanego fenotypu, a nastep-
nie okresleniu genetycznych i srodowiskowych warunkéw odpowiadajgcych temu feno-
typowi i wreszcie, traktujgc ten fenotyp jako wzor, zmodyfikowaniu metodami inzynie-
rii genetycznej genotypu wybranego drobnoustroju. W wyniku rozwoju technik gene-
tycznych i technik modelowania przemian wewnatrzkomarkowych [9] mozliwa stata sie
praktyczna realizacja postulatéw odwrotnej inzynierii metabolicznej [10,11].

Podstawowymi obszarami wykorzystania inzynierii metabolicznej sg |3,4]:

- wytwarzanie produktéw nowych dla komorek jak biatka heterologiczne, bio-
polimery,

- tworzenie szlakéw do nowych produktéw,

- rozszerzenie zakresu substratow asymilowanych przez drobnoustroje, a zwlasz-
cza degradacja ksenobiotykéw,

- ulepszanie fizjologii komérek, np. dostosowanie do warunkéw hiperosmo-
tycznych, zmiana szlakéw asymilacji azotu,

- eliminacja wytwarzania produktdéw ubocznych,

- zwiekszanie wydajnosci lub produkcyjnosci natywnych produktéw biosyntezy,

- wytwarzanie zwigzkow chiralnych, jako produktow posrednich dla farmac;ji.

Odrebnym i niezwykle waznym obszarem zastosowarnn metodyki opracowanej
w ramach inzynierii metabolicznej sg zastosowania medyczne obejmujgce analize
metabolizmu catych organéw i tkanek, identyfikacje mechanizmoéw rozwoju choréb,
ich kontroli i sprawdzanie efektywnosci terapii [12-16]. Metody rozwiniete dla opi-
su metabolizmu drobnoustrojow okazaty sie rowniez skuteczne w ilosciowym uje-
ciu procesow przebiegajgcych w komérkach roslinnych i zwierzecych [7,17,18]. R6z-
norodne zastosowania inzynierii metabolicznej zostaly ostatnio przedstawione
w artykutach przegladowych [3,10,19-24].

We wszystkich ujeciach inzynierii metabolicznej zasadniczg role odgrywajg mo-
dele matematyczne. Umozliwiajg one ilosciowe okreslenie strumieni metabolicz-
nych i analize wptywu wybranych czynnikdéw na wielkos¢ tych strumieni. W pracy
przedstawiono zasady tworzenia i wykorzystania modeli matematycznych w inzy-
nierii metabolicznej oraz przedyskutowano ich ograniczenia, a takze wskazano na
perspektywy rozwoju.

2. Modele metabolizmu

Modele matematyczne systemow biologicznych moga spetnia¢ wiele funkcji [6,25]:
- organizowanie rozproszonych informacji w spéjng catosc¢,

- analiza, ktére skiadniki i relacje w ztozonym systemie sg istotne,

- odkrywanie nowych strateqgii,

- weryfikacja konwencjonalnej wiedzy,

- zrozumienie istotnych jakosciowych zjawisk.

10 PRACE PRZEGLADOWE
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We wspotczesnych naukach biologicznych, zwlaszcza w biologii molekularnej
i genetyce ujecia ilosciowe i modele matematyczne odgrywajg coraz wiekszg role
[26], Ogromny postep w metodach eksperymentalnych prowadzi do nagromadzenia
olbrzymich zbioréw danych do$wiadczalnych. Ich wiasciwa interpretacja i przetwo-
rzenie wymaga nowych technik i metod matematycznych. Zrozumienie istoty zja-
wisk komérkowych nie jest mozliwe bez modeli matematycznych i odpowiednich
narzedzi analitycznych i obliczeniowych [6j. Zachowania komérek nie mozna spro-
wadzaé wylacznie do czynnikéw genetycznych. Uwzglednione muszg by¢ ztozone
zaleznosci wynikajace z oddziatywann pomiedzy genami, biatkami i metabolitami
[27].

Modele stosowane w inzynierii metabolicznej reprezentujg szczegdllne ujecie
proceséw wewnagtrzkomaérkowych. Celem ich konstruowania nie jest petna symula-
cja procesow zyciowych komorki, tworzenie komarki in silico [28-31], ale jedynie do-
starczenie wiasciwych narzedzi matematycznych dla rozwigzania praktycznie ukie-
runkowanych zagadnieh analizy metabolizmu. To ukierunkowanie powoduje, ze
modele inzynierii metabolicznej w spos6b bardzo uproszczony traktujg wiele zja-
wisk komoérkowych. Rozbudowane wersje tych modeli stanowig podstawe szybko
rozwijajgcej sie dziedziny jakg jest biologia systeméw [7,32,33].

Z kolei modele stosowane w inzynierii metabolicznej, mimo ze podobne do mo-
deli stosowanych w klasycznej inzynierii reakcji chemicznych wykazujg kilka zasad-
niczych réznic zwigzanych ze specyfika przemian wewnatrzkomérkowych. Najwaz-
niejsze z nich to [4[:

- reakcje katalizowane sg przez enzymy, za$ zestaw enzymoOw jest charaktery-
styczny dla danej komorki,

- wystepuje kontrola (sterowanie) na poziomie genetycznym modulujgca szlaki
metaboliczne,

- wystepuje hierarchiczna struktura sterowania aktywnoscig z wieloma sprzeze-
niami wstecznymi,

- niektére czgsteczki majgce istotne znaczenie w systemie sterowania i kontroli
wystepujg w nieznacznych ilosciach, np. kilka egzemplarzy na komorke,

- zlozone systemy reakcji chemicznych mozna analizowa¢ wskazujac etap limi-
tujacy, tego typu podejscie okazuje sie niedostateczne w analizie sieci metabolicz-
nych.

Przemiany wewngtrzkomorkowe moga by¢ rozpatrywane jako sie¢ reakcji che-
micznych. Biochemiczna struktura takiej sieci wynika z wiedzy biochemicznej. Dla
podstawowych szlakédw metabolicznych znane sg wszystkie reakcje chemiczne i ich
mechanizmy [34-37], lecz czesto brak jest danych kinetycznych. Tworzone na po-
trzeby inzynierii metabolicznej modele przemian wewnatrzkomérkowych nie obej-
muja wszystkich reakcji przebiegajgcych w komorkach. W niektérych przypadkach
wynika to z braku danych o niektérych przemianach. Uwzglednienie wszystkich re-
akcji powodowatoby znaczny wzrost liczby rownan opisujacych, a zatem i trudnosci
matematycznych. Nie jest to jednak konieczne z uwagi na funkcje, ktére modele
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metaboliczne spetniajg. Wiele przemian nie jest dokfadnie reprezentowanych, gdyz
nie odgrywaja one istotnej roli (zdaniem autoréw danego modelu) w przemianach
bedacych gtéwnym przedmiotem analizy. NajczeSciej w modelach metabolizmu
uwzgledniany jest centralny szlak kataboliczny oraz przemiany prowadzace do wy-
réznionych, istotnych w danym modelu, produktéw. Przemiany anaboliczne repre-
zentowane sg w uproszczeniu. Wykazano, ze mozna je efektywnie opisa¢ jako syn-
teze biomasy z nie wiecej niz 12 prekursoréw [38]. Pozwala to na znaczne zreduko-
wanie liczby reakcji i produktéw posrednich uwzglednianych w modelach metaboli-
zmu. Grupowanie kilku metabolitéw w tzw. pule metabolitéw i traktowanie ich jako
jednego metabolitu pozwala na zredukowanie liczby rozpatrywanych reakcji i sub-
stancji oraz zredukowanie liczby réwnan opisujacych sie¢ metaboliczng. Odrebnym
zagadnieniem jest analiza poprawnosci przyjetej struktury sieci metabolicznej
[39,40].

3. Modele stechiometryczne

Najprostszymi modelami umozliwiajgcymi iloSciowy opis przemian metabolicz-
nych sg modele stechiometryczne. Modele uwzgledniajg bilans masy dla sieci reak-
cji metabolicznych. Wiekszos¢ przemystowych procesow produkcyjnych przebiega
w warunkach quasi-stacjonarnych. Mozna zatem przyja¢ wystepowanie warunkéw
ustalonych dla przemian wewnagtrzkomoérkowych, jest to znaczgce uproszczenie
rzeczywistych proceséw biochemicznych, gdyz pomija wystepowanie zjawisk oscy-
lacyjnych [41,42]. Pojedyncza komdrka moze wykazywac fluktuacje wokot pewnego
stanu wynikajace z jej cyklu zyciowego. W badaniach doswiadczalnych uzyskuje sie
usrednione dane dotyczace pewnej populacji komérek. Metody badania metaboli-
zmu pojedynczych komorek sa jeszcze niedostatecznie rozwiniete, aby dostarczy¢
odpowiedniej liczby danych eksperymentalnych. Zatozenie o quasi-stacjonarnosci
proceséw metabolicznych moze dobrze opisywa¢ dane usrednione w czasie dla po-
pulacji komoérek, ale nie moze by¢ stosowane do opisu pojedynczej komorki.

Dla przyktadu rozwazymy prostg sie¢ metaboliczng przedstawionag na rysunku 3.
Sktada sie ona z jednego substratu (S), dwoch produktow (Pi, P2 ), trzech metaboli-
tow wewnetrznych (X], X2, X3) tworzacych wezly sieci oraz szesciu strumieni meta-
bolicznych: trzech zewnetrznych (vi, vs, Ve) i trzech wewnetrznych (v2, v3, v4). W sta-
nie ustalonym bilanse metabolitbw wewnetrznych majg postac:

V, -V2 -V3 =0
V2 -V4 -V5 =0 &)
V3 -V, =0
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Rys. 3. Schemat prostej sieci metaboliczne;j.

lub w formie macierzowej:

1T 1 -1 0 0 OV o

o1 0 -1 -1 0 B o 2
o 1 1 o 1Y o
V.

w ktorej, obok wektora strumieni wystepuje macierz zawierajgca wspotczynniki ste-
chiometryczne. Wiersze tej macierzy zawierajg wspotczynniki stechiometryczne bi-
lansu odpowiedniego metabolitu. Macierz wspotczynnikéw stechiometrycznych za-
wiera informacje o strukturze sieci (jej topologii). W rozpatrywanym przypadku
mamy trzy réwnania bilansowe i sze$¢ nieznanych strumieni. Przedstawiona na ry-
sunku 3 sie¢ jest wyjgtkowo prosta. Jesli znane sg wartosci strumieni zewnetrznych
(V], V5 i Ve) to mozliwe jest wyznaczenie wartosci strumieni wewnetrznych, jesli
zalozymy, ze znany jest jedynie strumien  to ukfad posiada dwa stopnie swobody
tzn. istnieje dwuwymiarowa przestrzen zawierajgca wszystkie dopuszczalne roz-
wigzania rownania (1). Przyjmujgc strumienie V2 i V4 jako zmienne niezalezne i pod-
stawiajgc dla uproszczenia Vi = 1, mozna wyznaczy¢ pozostate strumienie:

= V. 3

Wartosci strumieni sg wielko$ciami nieujemnymi. Mozna wyznaczy¢ obszar do-
puszczalnych wartosci strumieni Vj * * spetniajacych rownania bilansowe (1). Na ry-
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Rys. 4. Obszar dopuszczalnych rozwigzan dla przyktadowej sieci metabolicznej.

sunku 4 przedstawiono ograniczenia bilansowe (3) i przestrzeh rozwigzan spetnia-
jacych réwnania bilansowe. W narozach trdjkata znajduja sie rozwigzania ekstre-
malne (jeden ze strumieni przyjmuje warto$¢ najwieksza za$ jeden wartos¢ zero).
Mozna powiedzie¢, ze zaznaczona na rysunku 4 przestrzen dopuszczalnych roz-
wigzan reprezentuje fenotyp danej sieci metabolicznej, gdyz zawiera wszystkie moz-
liwe realizacje przeplywdéw w sieci.

Ten prosty przyktad modelu stechiometrycznego mozna uogolni¢ na dowolng
sie¢ metaboliczng. Bilans masowy dla stanu ustalonego mozna przedstawi¢ w posta-
ci rbwnania macierzowego:

N v=0 (4)

gdzie N jest macierzg wspotczynnikbw stechiometrycznych zas$ v jest wektorem
strumieni metabolicznych, jezeli model sieci metabolicznej zawiera n* strumieni
i Hm metabolitow to macierz N ma n” wierszy i or kolumn. Kazdy wiersz macierzy N
jest zatem zapisem bilansu masy dla pojedynczego wezla sieci metabolicznej.

W typowych modelach metabolicznych liczba analizowanych strumieni metabo-
licznych zwykle nie przekracza kilkudziesieciu. Dla przyktadu w modelu metaboli-
zmu drozdzy Saccharomyces cerevisiae [43] uwzgledniono 31 strumieni metabolicz-
nych i 19 metabolitbw. Tworzone sa takze bardziej rozbudowane modele obej-
mujgce do kilkuset strumieni metabolicznych [30,44]. W modelu sieci metabolicznej
drozdzy Saccharomyces cerevisiae wystepujg 723 metabolity i 1175 strumieni metabo-
licznych [45]. Operowanie tak duzymi zestawami danych wymaga specjalistycznego
oprogramowania [46-49].

14 PRACE PRZEGLADOWE
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Liczba strumieni metabolicznych jest wieksza od liczby metabolitow uwzgled-
nionych w modelu. Zatem z punktu widzenia matematycznego rownanie (4) jest
réwnaniem algebraicznym niedookreslonym; zawiera wiecej niewiadomych niz réw-
nan. Niektére strumienie metaboliczne tzw. zewnetrzne - strumienie asymilowa-
nego substratu weglowego, strumienie wydzielanych produktow metabolizmu, mo-
gg zosta¢ zmierzone doswiadczalnie. W przypadku prostych modeli metabolicznych
zawierajgcych niewiele strumieni wewngtrzkomoérkowych mozliwe jest zatem wy-
znaczenie ich wartosci na podstawie pomiaréw doswiadczalnych [50-53]. Stosowa-
nie pomiaréw strumieni zewnatrzkomérkowych metabolitow wraz ze stechiometrig
wewnatrzkomorkowych przemian datuje sie od prac Aiby i Matsuoki z 1979 r. [54]
nad wytwarzaniem kwasu cytrynowego. Pierwsze prace nad wykorzystaniem stru-
mieni wewnatrzkomorkowych do okreslenia kontroli metabolizmu pochodza z po-
czatku lat dziewieédziesiatych [53,55].

Analiza modelu stechiometrycznego moze dostarcza¢ wskazoéwek o pozadanych
zmianach sieci metabolicznej. Przykladem moga by¢ bakterie E. coli, ktére sg po-
wszechnie uzywane w inzynierii genetycznej i w technologiach wytwarzania cen-
nych biatek. W warunkach wysokiego stezenia komorek i duzej ekspresji genéw od-
powiedzialnych za wytwarzanie biatek wystepuje niekorzystne wytwarzanie kwasu
octowego. Przekierowanie strumieni metabolicznych, prowadzace do graniczenia
wytwarzania octanu, jest jednym z rozwigzan pozwalajgcym wyeliminowac te nie-
dogodnos$é technologiczng. Dla przyktadu utworzenie nowego szlaku od pirogro-
nianiu do acetoiny prowadzi do znacznych zmian rozktadu strumieni metabolicz-
nych i zmniejszenie wydzielania octanu ponizej wartosci toksycznej dla komorek
[5].

W ogolnym przypadku sieci metabolicznej o iir strumieniach i n™ weztach (meta-
bolitach) istnieje przestrzer o wymiarze nie wiekszym niz n - n zawierajgca wszyst-
kie rozwigzania rownania bilansowego (4). Przestrzen ta, nazywana przestrzenig ze-
rowg, obrazuje fenotyp danej sieci metabolicznej. Badanie wtasciwosci przestrzeni
zerowej danej sieci metabolicznej moze dostarczaé istotnych informacji o wtasciwo-
Sciach sieci m.in. o maksymalnych ,zdolnosciach” wytwarzania poszczeg6lnych pro-
duktow [56-58|.

Rozwigzanie réwnania (4) wymaga wprowadzenia dodatkowych warunkéw aby
przeksztaici¢ uktad niedookreslony w uktad réwnan liniowych okreslony [59]. Liczbe
rownan w modelu stechiometrycznym mozna zwiekszy¢ uzupetniajgc bilans maso-
wy o bilans czynnikéw energetycznych tzn. bilans ATP, UTP, NADH, NADPH. Pozwala
to na uzyskanie dodatkowych réwnarn wigzacych strumienie przemian katabolicz-
nych, syntezy biomasy i wytwarzania produktu. Nissen i in. [60] wykorzystali bilanse
metabolitdw energetycznych do opisu metabolizmu drozdzy S. cerevisioe i wykazali,
ze mozliwe jest zwiekszenie wydajnosci etanolu poprzez redukcje wytwarzania gli-
cerolu i zwiekszenie czesci wegla dostepnego do wytwarzania etanolu. Wytwarza-
nie glicerolu jest zwigzane z utlenianiem NADH powstajgcego w reakcjach syntezy
biomasy. Wytwarzanie etanolu z glukozy jest w sensie bilansu redoks neutralne -
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na mol wytwarzanego etanolu powstaje jeden mol NADH (redukowany jest ! mol
NAD+) i I mol NADH jest utleniany. Zatem utlenianie NADH powstajgcego podczas
syntezy materiatdw komorkowych musi przebiega¢ w innym szlaku metabolicznym
- temu stuzy wytwarzanie glicerolu. Autorom udato sie, w wyniku usuniecia genu
GHDI kodujacego zalezng od NADPH dehydrogenaze glutaminianowsg oraz nadeks-
presji genéw kodujacych syntetaze glutaminy (GLNI) i syntetaze galutaminianowg
(GLTI) uzyska¢ zmiane szlaku asymilacji azotu. W miejsce syntezy glutaminianu
z amoniaku i a-ketoglutaranu, w ktérej utleniany jest NADPH, aktywowany zostat
szlak, w ktérym zuzywany jest ATP i NADH. W efekcie uzyskano redukcje nadmiaru
NADH, zmniejszenie wytwarzania glicerolu o 38% i zwiekszenie wydajnosci etanolu
0 ]0% [60].

Uzupetnienie bilansu masowego bilansem energetycznym wymaga wprowadze-
nia dodatkowych wspotczynnikow stechiometrycznych, ujmujgcych ztozone proce-
sy generowania i zuzywania energii. Efektywnosc¢ fosforylacji oksydacyjnej okres$la-
na jest tzw. wspétczynnikiem P/O tzn. liczbg moli ATP wytwarzanym w tancuchu od-
dechowym. Zwykle przyjmuje sie wartos¢ tego wspétczynnika réwng 2,5 chociaz
dane doswiadczalne wskazuja, ze wartos¢ ta moze sie zmienia¢ w zaleznosci od sta-
nu fizjologicznego komorek [3,61]. Z kolei zuzycie ATP w procesach syntezy mate-
rialu komdrkowego okreslane jest wspotczynnikiem wydajnosci Yx/atp. ktérego war-
tos¢ zalezy od sktadu pozywki i warunkéw wzrostu. Bilans ,metabolitéw energe-
tycznych” wymaga doktadnego ilosciowego wyznaczenia wszystkich przemian,
w ktérych sg one wytwarzane badz zuzywane. Zwykle wystepuje nadmiar wytwarza-
nia NADH w stosunku do potrzeb i musza byé uwzglednione dodatkowe reakcje
w ktérych NADH jest utleniany. Rowniez ,nadmiar” wytwarzanego ATP jest zuzywa-
ny w reakcjach z ATPazami [62,63]. Z tych wzgledéw wykorzystanie bilansu czynni-
kéw energetycznych ma ograniczone zastosowanie i jest czesSciej spotykane w tzw.
strukturalnych modelach wzrostu [64] niz w modelowaniu proceséw metabolicz-
nych.

Innym sposobem uzyskania rozwigzania réwnania (4) jest wprowadzenie dodat-
kowych zalezno$ci wynikajacych z zatozenia o optymalnym dziataniu sieci metabo-
licznej tzn. przyjeciu, ze jest ona optymalna z uwagi na pewng funkcje celu [65].
Dzieki temu rozwigzanie niedookreslonego uktadu réwnan moze zosta¢ potrakto-
wane jako zadanie optymalizacyjne, jezeli funkcja celu jest liniowag kombinacjg stru-
mieni to zagadnienie nalezy do zakresu optymalizacji liniowej: poszukuje sie takie-
go wektora strumieni v, ktory spetnia z jednej strony réwnanie (4) z drugiej za$
spetnia kryterium optymalnosci:

ZC:V: mm (5)
gdzie wspotczynniki ¢ oznaczaja wagi poszczegolnych strumieni w funkcji celu.

W literaturze przedmiotu przedstawione byly rézne kryteria optymalnosci: mak-
symalizacja szybkos$ci syntezy biomasy [66-69], maksymalizacja wytwarzania pro-
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duktu, minimalizacji wytwarzania ATP dla danej szybkosci asymilacji substratu [70]
liub maksymalizacja produkcji ATP w mitochondriach [71]j. Uzyskiwane wyniki istot-
nie zalezg od zastosowanej funkcji celu. Maksymalizacja wytwarzania biomasy
w wielu przypadkach daje wyniki zgodne z danymi dos$wiadczalnymi [68,72,73].
Ibarra i in. [72] wykazali, ze E. coli moze ewoluowaé wedtug zasady maksymalizaciji
biomasy. Jednakze w pewnych warunkach zachowanie komorek jest niezgodne z tg
zasada [65,72,73]. W takich przypadkach mozna uzyska¢ zgodnos¢ z danymi do-
Swiadczalnymi, stosujgc wielowymiarowg funkcje celu [73]. Okazuje sie takze, ze
w niektérych przypadkach, niezaleznie od przyjetej funkcji celu mozna, korzystajac
z procedury optymalizacyjnej, jednoznacznie wyznaczy¢ wartosci niektorych stru-
mieni wewnetrznych [74,75].

Analizy optymalizacyjne, wykorzystujgce rézne funkcje celu moga by¢ uzyte do
badania zdolnosci i ograniczen sieci biochemicznej. Dla przyktadu stabilno$¢ prze-
mian metabolicznych moze byé badana poprzez sprawdzenie wpltywu zmian maksy-
malnych strumieni w wybranym szlaku metabolicznym na szybko$¢ wzrostu. W ten
spos6b Edwards i Palsson [57] wykazali, ze E. co//jest odporna na zmiany aktywno-
&ci pojedynczych enzymow lub szlaku metabolicznego. Z kolei van Dien i Lidstrom
[67] wykazali doswiadczalnie i za pomoca obliczert modelowych, ze u Methylobacterium
extorquens AMI wystepuje kilka nadmiarowych szlakéw metabolicznych. Zahamowa-
nie przemian w jednym szlaku nie wptywato na wzrost drobnoustrojéw, gdyz pozo-
state szlaki kompensowaly wprowadzone zmiany.

Beard i in. [76] uzupeili bilans masy o bilans energii wprowadzajgc do ograni-
czen zmiany potencjatu termodynamicznego, a zatem ograniczenia wynikajgce
z Il zasady termodynamiki. Zmiana entropii w kazdej reakcji jest wielkoscig nie-
Lijemng zatem dla wszystkich strumieni obowigzuje nieréwnosc:

V-Ap. <0 ©)

gdzie: Api jest zmiang potencjatu termodynamicznego i-tej reakcji (réznicg pomie-
dzy potencjatem termodynamicznym produktéw i substratow reakcji). Wyznaczenie
szybkosci wzrostu i wartosci strumieni wewnatrzkomorkowych sprowadzono do
rozwigzania nieliniowego problemu optymalizacyjnego. Wynikowa przestrzen roz-
wigzan jest podprzestrzenig przestrzeni zerowej przewidywanej przez tradycyjng
analize bilansu masowego. Z uwagi na nieliniowosci problemu optymalizacyjnego,
mozliwe jest znalezienie optimum lokalnego, ktére nie musi pokrywac sie z global-
nym rozwigzaniem optymalnym. Stwierdzono, ze potgczenie bilansu energii z bilan-
sem masy daje szybko$¢ wzrostu zgodng z doSwiadczeniami, ale obserwowane war-
tosci strumieni réznig sie znaczgco od danych doswiadczalnych [76]. Uwzglednienie
bilansu energii w modelu metabolizmu rozszerza mozliwosci analizy i pozwala np.
wyjasni¢, dlaczego pewne geny, ktére tradycyjna analiza strumieni identyfikowata
jako nieznaczace byly faktycznie istotnymi [65].
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4. Analiza strumieni wegla

Analiza strumieni metabolicznych wykorzystujgca jedynie modele stechiome-
tryczne ma istotne ograniczenie wynikajace z trudnosci rozwigzania rownania bilan-
sowego. Nie udaje sie takze na podstawie modeli stechiometrycznych rozréznic
przemian réwnolegtych, szlakéw cyklicznych i dwukierunkowych [25,77]. Wynika to
z braku dostatecznych danych pomiarowych pozwalajacych zmniejszy¢ liczbe stopni
swobody modelu stechiometrycznego. Te dodatkowe informacje mozna uzyskaé
dzieki technikom znakowania izotopowego. Zastosowanie znacznikéw izotopowych,
od potowy lat dziewiecdziesigtych ubiegtego wieku, pozwolito na weryfikacje war-
tosci strumieni uzyskanych z bilanséw masowych oraz dostarczyto dodatkowych da-
nych o strumieniach wewnetrznych.

Techniki znakowania izotopowego polegajg na wykorzystaniu substratow zna-
kowanych weglem Najczesciej stosuje sie glukoze znakowang izotopem wegla
w pozycji 1. W stanie ustalonym wegiel wystepuje w metabolitach posrednich
szlakébw metabolicznych. Wyznaczajac charakterystyke widmowag za pomocg
NMR i spektrometrii masowej mozna wyliczy¢ wartosci strumieni metabolicznych
[78-80]. Znakowanie izotopem ’N jest przydatne w analizowaniu szlakéw asymila-
cji azotu. Stosowane sg takze substraty znakowane izotopami 0, "0 i [81].

Bilans izotopdw moze by¢ sporzadzony na dwdéch poziomach: atoméw badz
czasteczek. W przypadku bilansu na poziomie atoméw wegla, oznacza sie utamki
wzbogacenia poszczegolnych metabolitdw i wykorzystuje do obliczania strumieni.
Suma znaczonych wegli wchodzacych do danego wezta sieci (metabolitu) jest réwna
sumie znaczonych atomoéw opuszczajgcych ten wezet. Réwnanie bilansowe mozna
zatem zapisa¢ w postaci:

Fv=0 )

gdzie: F jest macierza zawierajaca utamki wzbogacenia poszczegélnych metaboli-
tow. Ten typ bilansu jest podobny do bilansu masowego, jedyng rdznica jest to, ze
strumienie wejsciowe i wyjsciowe sg zwigzane ze wspoétczynnikami wagi wedtug
utamka wzbogacenia izotopow. Uklad réwnan (7) jest dwuliniowy. jezeli znane sg
szybkosci wszystkich reakcji to rOéwnania stajg sie liniowe wzgledem utamkoéw
wzbogacenia i istnieje analityczne rozwigzanie zagadnienia. Podobnie, jezeli znane
sg utamki wzbogacenia, uktad staje sie liniowy wzgledem strumieni, jednakze brak
jest dowodu na istnienie tylko jednego rozwigzania [62|. Stosowana jest procedura
iteracyjna: zaktadane sg wartosci strumieni i obliczane odpowiednie utamki wzbo-
gacenia. Wartosci te sg poréwnywane z wartosciami mierzonymi. Procedure powta-
rza sie do uzyskania zadowalajgcego dopasowania wynikow obliczen do danych do-
Swiadczalnych [78,82,83].

Obraz jest bardziej skomplikowany w przypadku bilansowania izotopéw na po-
ziomie molekut. Zamiast bada¢ utamek znaczonych atomoéw wegla w danym meta-
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Rys. 5. Schemat bilansu izotopomeréw. Izotopomery czasteczki o trzech atomach wegla. Ciemne
kétko oznacza atom znaczony.

bolicie, rozpatruje sie utamek czgsteczek majgcych pewng kombinacje znaczonych
wegli. Dla czasteczki o trzech atomach wegla jest 2" kombinacji. Pojedyncza taka
kombinacja nosi nazwe izotopomeru. Stowo to powstato z potgczenia stow izotop
i izomer. Rozkilad izotopomeréw zawiera petnag informacje o znakowaniu metaboli-
tu. Na rysunku 5 przedstawiono izotopomery dla czasteczki C3 oraz schemat po-
dziatu znakowanych atoméw w przyktadowej sieci metabolicznej. Jezeli przez lioo
oznaczymy utamek izotopomeru, ktory w pozycji | zawiera atom znaczony za$
w pozycjach 2 i 3 atomy nieznaczone to utamek wzbogacenia w pozycji | jest réwny:

MooMI00 100t M G)

Utamki wzbogacenia pozycyjnego sg wyznaczane za pomocg magnetycznego re-
zonansu magnetycznego. Z Kolei ze spektrometrii masowej mozna wyznaczy¢
utamki wzbogacenia czasteczki w izotop, jezeli oznaczymy przez Mq utamek czaste-
czek danego metabolitu nie zawierajacy atoméw znaczonych za$ przez Mi utamek
czasteczek zawierajgcych jeden atom znaczony to wartosci te mozna wyrazi¢ naste-
pujaco za pomocg utamkéw odpowiednich izotopomeréw:

A0 "000
~0100 010 Moo 9)
. itd

Zupke i Stephanopoulos [84] zaproponowali elegancka metode sporzadzania bi-
lansu izotopowego wykorzystujaca tzw. macierze mapujgce tzn. macierze zawie-
rajace informacje o mozliwych przejsciach izotopéw pomiedzy substratami i pro-
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duktami reakcji. Schmidt i in. [85,86] rozszerzyli zastosowanie macierzy mapujgcej
na bilans izotopomeréw. We wszystkich tych metodach podstawa obliczen jest mo-
del stechiometryczny metabolizmu. Bilans izotopomeréw umozliwia wykorzystanie
danych pochodzacych z réznych zrédet: spektrometrii masowej i jadrowego rezo-
nansu magnetycznego (NMR) [87,88]. Z uwagi na ztozono$¢ obliczeh wynikajgca ze
wzrostu ilosci zmiennych w poréwnaniu z analiza wzbogacenia utamkowego bilans
izotopomerow byt wykorzystywany z poczatku do analizy jedynie reakcji jednomo-
lekularnych takich jak cykl Krebsa [62]. Rozwdj metod matematycznych pozwolit
rozszerzy¢ analize izotopomeréw roéwniez na reakcje dwuczasteczkowe oraz od-
wracalne [79,80,82,83,89,90].

Analiza oparta na bilansie izotopomerdw jest bardziej ztozona niz obliczenia
utamkowego wzbogacenia [91]. Przyczyng tego jest nieliniowos¢ réwnan bilansu izo-
topomerow jako konsekwencja tego, ze niektére metabolity sa ztozone z atomoéw
wegla pochodzacych z kilku czasteczek. Nawet w przypadku gdy znane sa szybkosci
wszystkich reakcji, uktad réwnan bilansowych nadal pozostaje nieliniowy. Poniewaz
liczba réwnan w ukladzie wzrasta w poréwnaniu z modelem stechiometrycznym,
analityczne rozwigzanie rozkladu strumieni staje sie trudne do uzyskania. Najcze-
Sciej przyjmuje sie zatozenie o stanie pseudoréwnowagi, co pozwala uprosci¢ model
matematyczny. To przyblizenie ma zastosowanie, wtedy gdy reakcja przebiega bli-
sko stanu réwnowagi i niektére metabolity moga by¢ zebrane w pojedyncza pule
[92]. W ogdlinym przypadku stosuje sie metode iteracyjnego wyznaczania wartosci
strumieni metabolicznych przedstawiong schematycznie na rysunku 6. Dla zatozone-
go rozkltadu strumieni wyznacza sie rozktad izotopomeréw, a nastepnie oblicza sie

substrat
znakowany
eksperyment widmo
in vivo zmierzone
poréwnanie
symulacja widmo
cyfrowa z symulaciji

dopasowanie

zatozone strumienie v

Rys. 6. Schemat postepowania w analizie izotopowe;j.
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sygnat NMR odpowiadajacy temu rozktadowi i poréwnuje go z sygnatlem wyznaczo-
nym doswiadczalnie. Procedura ma charakter iteracyjny: jest przerywana po uzyska-
niu odpowiedniego dopasowania wynikow obliczen do danych eksperymentalnych.
Warto podkresli¢, ze podstawa obliczen jest przyjety model metabolizmu.

Mierzony rozklad wewnagtrzkomorkowy izotopomeréw nigdy nie jest komplet-
ny, gdyz tylko niektére metabolity mogg by¢ wyizolowane. Ponadto dla danej puli
izotopomerow nie wszystkie frakcje moga by¢ mierzalne. Skwantyfikowane zostaty
pule metabolitow trzyatomowych i czeSciowo czteroatomowych [80]. Postep w me-
todach badawczych pozwala na zwiekszanie liczby oznaczanych zwigzkéw i doktad-
niejsze Sledzenie strumieni wewnatrzkomorkowych. W badaniach Daunera i in. [93]
mierzono 133 sygnaty NMR oraz 468 sygnatow spektrometrii masowej, co pozwo-
lito na pomiar ponad 1000 izotopomeréw w pojedynczym eksperymencie.

Mimo ze modelowanie wykorzystujgce bilans izotopomerdw jest ztozone i wyma-
ga czasochtonnych obliczen, ta metoda analizy umozliwia przetwarzanie wszystkich
rodzajow danych uzyskanych z doswiadczen i jest obecnie podstawowym narzedziem
wykorzystywanym do identyfikacji strumieni metabolicznych [77]. Wyniki badan izo-
topowych reprezentuja wartosci srednie dla populacji komérek (,usredniony metabo-
lizm”), a nie metabolizm pojedynczej komarki. Przyszto$¢ analizy sieci metabolicznych
lezy w rozszerzeniu analizy metabolizmu od usrednionego czasowo do zaleznych od
czasu zmian w metabolizmie, ktore sg konsekwencjg np. rozmnazania komorek.

5. Analiza regulacji metabolicznej

Analiza strumieni metabolicznych ukierunkowana jest na wyznaczenie wartosci
strumieni metabolitéw w komérkach. Nie daje jednak odpowiedzi na istotne pyta-
nie jak zmieni¢ wartosci tych strumieni w pozadanym kierunku. Tego typu informa-
cji moze dostarczy¢ analiza regulacji metabolicznej (MCA - Metabolic Control Analy-
sis), ktéra zajmuje sie wplywem zmian poszczegdlnych czynnikéw na wielko$¢ stru-
mieni metabolicznych. Podstawowe zatozenia teorii MCA zostaly sformutowane na
poczatku lat siedemdziesigtych ubiegtego wieku [94]. Poczatkowa metoda MCA byta
obiektem zainteresowan jedynie teoretykéw zajmujgcych sie kinetyka reakcji en-
zymatycznych. Nowe metody badawcze umozliwiajgce uzyskiwanie dokiladniej-
szych danych o dynamice metabolizmu umozliwity praktyczne wykorzystanie tej
metodyki.

Teoria MCA opiera sie na nastepujacych zalozeniach [95,96]:

- istnieje pojedynczy stan ustalony sieci metabolicznej,

- stezenia metabolitéw i szybkosci reakcji sg funkcjg jedynie stezenia enzy-
mow,

- analizowany uktad jest homogeniczny.

Miarg stopnia regulacji danego strumienia metabolicznego sg tzw. wspoéiczynni-
ki regulaciji.
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Wspoétczynnik regulacji strumienia (FCC - flow control coefficient):
j —d(ny
I danE.)

okresla zmiany i-tego strumienia przy zmianach aktywnosci j-tego enzymu.
Wspoitczynnik regulacji stezenia (CCC - concentration control coefficient):

10

CX :d (InXJ
" ¢{\nE.
okresla zmiany stezenia i-tego metabolity przy zmianach aktywnosci j-tego enzymu.
Zalezno$¢ pomiedzy zmianami i-tego strumienia a zamianami aktywnosci j-tego
enzymu okresla wspolczynnik elastycznosci:
gX ™ d (Invj)
d(InX:

%)

Podstawowe twierdzenia teorii MCA stanowig tzw. twierdzenia sumacyjne [95]:

3(nvj) _*" (13)
(InE))
V a(inx.) (14)
ra(Inkgj)

Zgodnie z pierwszym twierdzeniem sumacyjnym dla danego strumienia metabo-
licznego suma wszystkich wspotczynnikdw regulacji strumienia jest stata i rowna je-
den. Oznacza to, ze wartos¢ danego strumienia metabolicznego moze by¢ zalezna
od aktywnos$ci wielu enzymow. Wyznaczenie wartosci wspétczynnikéw regulacji
strumienia umozliwia okreslenie enzyméw, ktére majg dominujgcy wplyw na war-
tos¢ danego strumienia (wysokie wartosci wspoétczynnikdéw regulacji). Drugie twier-
dzenie sumacyjne okresla wptyw enzyméw na stezenie danego metabolitu.

Zwigzek pomiedzy wspétczynnikami regulacji i wspétczynnikami elastycznosci
podaje zaleznos¢:

cr =H-C" -s" (15)

Na podstawie wartosci wspoétczynnikdw regulacji stezenia i wspotczynnikow ela-
stycznosci mozna obliczy¢ wartosci wspotczynnikdw regulacji strumieni. WartoSci
wspotczynnikdw regulacji moga by¢ obliczane badz z wykorzystaniem kinetycznych
modeli metabolizmu omowionych w dalszej czesci artykutu, badz na podstawie ba-
dan efektow zaburzen aktywnosci enzyméw. Metoda wykorzystujgca rownania ki-
netyczne jest efektywna pod warunkiem, ze model reprezentuje rzeczywistg sie¢
metaboliczng. Tworzenie takich modeli jest bardzo trudne z uwagi na kiopoty
z identyfikacjg i estymacjg wielu parametrow kinetycznych [97]. Bezposrednie po-
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miary in vivo dostarczajg bardziej wiarygodnych danych. Podstawowa technika po-
miarowa jest metoda zaburzen [98]. Polega ona na pomiarze rozktadu strumieni me-
tabolicznych w pewnym stanie ustalonym, a nastepnie na wprowadzeniu zaburzenia
tego stanu w postaci zmiany aktywnosci enzyméw (dodawanie inhibitoréw, nadeks-
presja bialek, usuwanie genéw [99]). Schlosser i in. [100| zastosowali metode zabu-
rzen do analizy fermentacji glukozy przez drozdze S. cerevisiae i wyznaczenia kon-
trolujgacych reakcji oraz okreslenia mozliwosci zwiekszenia produkcyjnosci etanolu.
Simpson i in. [101] wykazali przydatno$¢ metody perturbacyjnej w analizie biosynte-
zy lizyny przez Corynebacterium glutainicum. Réwniez w analizie biosyntezy kwasu
glutaminowego wyznaczenie wartosci wspoétczynnikéw regulacji umozliwito zapla-
nowanie odpowiednich modyfikacji genetycznych [97]. Szczegdlnie uzyteczna jest
analiza wykorzystujgca grupowe wspoétczynniki regulacji [101] tzn. wspotczynniki
odnoszgce sie nie do pojedynczych strumieni metabolicznych i pojedynczych meta-
bolitdw, ale grup strumieni tworzgcych bloki wokét giéwnych weztéw. Taka agrega-
cja strumieni, zmniejsza liczbe niezbednych danych i utatwia obliczenia [102].

Analiza regulacji metabolicznej (MCA) opiera sie na dobrze rozwinietej teorii, wy-
korzystuje precyzyjnie definiowane wielkosci ilosciowe i moze byé uzytecznym na-
rzedziem analizy sieci metabolicznych. Wyniki analiz teoretycznych i badan doswiad-
czalnych wskazujg, ze regulacja danego szlaku metabolicznego jest rozproszona mie-
dzy wiele enzymoéw. Uzyskanie zatem pozadanych zmian w metabolizmie wymaga
zmian aktywnos$ci wielu enzyméw. To wskazuje na r6znice pomiedzy tradycyjng inzy-
nierig genetyczng dziatajaca wg zasady ,jeden gen - jeden produkt” a inzynierig me-
taboliczna, ktéra postuluje dziatanie wg zasady ,wiele genéw - jeden produkt”.

Wyniki analizy regulacji metabolicznej stanowig wazne uzupetnienie analizy stru-
mieni metabolicznych. Warto jednak zauwazy¢, ze z punktu widzenia matematycz-
nego, wspoétczynniki regulacji sgjedynie logarytmicznymi wspétczynnikami czutosci
dla okreslonego stanu ustalonego i nie dajg petnej charakterystyki dynamicznej me-
tabolizmu [6], a jedynie okre$lajg lokalne wlasciwosci uktadu. Wartosci wspoétczynni-
kéw regulacji silnie zalezg od aktualnego rozktadu strumieni metabolicznych. Prze-
miana metaboliczna, ktora nie odgrywa istotnej roli dla jednego stanu fizjologiczne-
go, moze by¢ gitdbwnym etapem w innym stanie [103|. Wspotczynniki regulacji nie
moga by¢ stosowane do przewidywania zmian strumieni w wyniku duzych zmian (za-
burzen) wartosci parametréw. Dla tego typu sytuacji bardziej przydatne sg kinetycz-
ne modele metabolizmu uwzgledniajace nieliniowos¢ przemian metabolicznych.

6. Modele kinetyczne metabolizmu

w odréznieniu od modeli stechiometrycznych ujecia kinetyczne, zwane czesto
modelami mechanistycznymi [25] probujg opisa¢ bezposrednio strukture regulaciji
metabolizmu. Podstawowym zalozeniem wiekszosci modeli mechanistycznych jest
przyjecie, ze wszystkie metabolity sg jednorodnie rozproszone wewnatrz komorki.
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Pozwala to poming¢ efekty wynikajace z wystepowania wewnetrznych gradientow
stezen i zjawisk transportu masy wewnatrz komoérki. W modelach stechiometrycz-
nych wystepuja jedynie wartosci strumieni metabolicznych za$§ w modelach kine-
tycznych wartosci strumieni wyznaczane sg na podstawie odpowiednich réwnan
opisujacych szybkos$¢ przemian enzymatycznych. Réwnania kinetyczne formutowa-
ne sa na podstawie badan in vitro, a w przypadku braku danych o kinetyce przyjmo-
wane sg pewne formalne réwnania kinetyczne. W niektorych przypadkach efektyw-
nym rozwigzaniem jest wykorzystanie w miejsce klasycznej kinetyki enzymatycznej
réwnan kinetyki fraktalnej [104].

W stanie pseudoustalonym kinetyczny model metabolizmu mozna przedstawic¢
w postaci uktadu réwnan nieliniowych:

N v(S, X, E, p) =0 (16)

gdzie S jest wektorem zewnatrzkomérkowych substratow, X wektorem metaboli-
tow wewnatrzkomoérkowych, E wektorem aktywnosci enzyméw za$ p wektorem pa-
rametréw kinetycznych.

Rozwigzanie ukfadu (16) wymaga znajomosci wartosci duzej liczby parametrow
kinetycznych. Wiekszo$¢ niezbednych danych jest niedostepna [25|. Niektére dane,
np. dotyczace fosfotransferazy uzyskane zostaly stosunkowo niedawno [105]. Brak
jest takze danych o wszystkich efektorach reakcji enzymatycznych. Wiele publiko-
wanych danych o kinetyce przemian wewnatrzkomorkowych dotyczy réznych orga-
nizméw i byto uzyskane za pomoca réznych technik badawczych. Warto$ci parame-
trow kinetycznych publikowane przez réznych autoréw moga rézni¢ sie nawet
o rzad wielkosci. Niemozliwe jest zatem uzyskanie, na podstawie danych literaturo-
wych, jednego spéjnego zestawu danych kinetycznych dla rozwazanego drobno-
ustroju. Wartosci aktywnosci enzymow (wektor E) muszag by¢ wyznaczane na pod-
stawie danych doswiadczalnych. Najczesciej przyjmuje sie, ze wartosci te sg state.
Pomija sie w ten sposob efekty nieodwracalnej inaktywacji enzymdw oraz procesy
degradacji. Brak dostatecznie wiarygodnych danych doswiadczalnych powoduje, ze
idea stworzenia petnego modelu kinetycznego proceséw metabolicznych (zycie in
silico [28,29,31]) napotyka na duze trudnosci. Niemniej jednak, proby wykorzystania
modeli kinetycznych, w ograniczonym zakresie, pozwalaja na uzyskanie interesu-
jacych rezultatéw. Ciekawym zastosowaniem modeli kinetycznych jest wyznaczenie
optymalnych wartosci parametréw, np. maksymalizujacych produkcje okreslonego
metabolitu [106,107]. Uzyskane dane moga stanowi¢ wskazania co do kierunku nie-
zbednych zmian genetycznych mikroorganizmu: nadekspresji jednych biatek i zaha-
mowania wytwarzania innych.

Rownanie (16) opisuje stan ustalony. W przypadku stanu nieustalonego ukiad
réwnan ma postac:

=N'v(S, X, E p) 17
dt )
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W miejsce uktadu liniowych réwnan algebraicznych wykorzystywanych w mode-
lach stechiometrycznych, w modelach dynamicznych pojawia sie ukiad nieliniowych
réwnan rézniczkowych. Uklad (17) opisuje stany nieustalone sieci metabolicznej,
zatem takie, ktére moga by¢ wywotane szybkimi zmianami srodowiska. Najczesciej
w badaniach doswiadczalnych wykorzystuje sie impulsowe badz skokowe zmiany
stezenia substratu. Metody szybkiego prébkowania [108] rozwiniete w ostatnich la-
tach pozwalajg na pomiary stezenia 15 metabolitow z czestotliwoscig 5 Hz [109].
Szybkie oznaczenia i automatyczne metody pomiaréw dostarczajg olbrzymiej liczby
danych, ktérych usystematyzowanie wymaga opracowania odpowiednich modeli
matematycznych oraz algorytméw numerycznych stosowanych do estymacji wartos-
ci parametrow modeli. Modele niestacjonarne pozwalajg na symulacje zjawisk, kto-
rych opis innymi metodami nie jest mozliwy: stabilnos¢ stanéw stacjonarnych, wie-
lokrotne stany ustalone, zjawiska oscylacyjne [110].

Bailey i Hazamanikatis [111,112] zaproponowali uproszenie zagadnienia opisa-
nego réwnaniem (17). Wprowadzajac nowe zmienne:

=In (18)
vhi.oy

W; =1In (19)
vRio 7
oznaczajace wzgledne zmiany stezenia metabolitéw i aktywnosci enzyméw wokot
pewnego stanu ustalonego reprezentowanego przez wartosci Xj o i Ej g, mozna row-
nanie (17) przyblizy¢ réwnaniem liniowym:

dz =0z -f Qw 20

dt
gdzie macierze O, Q sg funkcjami macierzy wspotczynnikdw regulacji. Réwnanie
(20) nosi nazwe réwnania liniowo-logarytmicznego. Pozwala ono na opisanie dyna-
miki sieci metabolicznej dla niewielkich zaburzen wokét stanu réwnowagi [112-115].
W przypadku duzych zaburzen strumieni metabolicznych niezbedne jest stosowa-
nie metod nieliniowej analizy regulacji [116]. Zaletg kinetyki logarytmiczno-liniowej
jest wykorzystanie wartosci wspoétczynnikéw regulacji metabolicznej i elastycznosci
wyznaczanych na drodze doswiadczalnej. Dzieki temu omija sie zagadnienie do-
ktadnego wyznaczenia réwnan i parametrow kinetycznych poszczegélnych reakcji
metabolicznych. Model liniowo-logarytmiczny zostat z powodzeniem zastosowany
do analizy mozliwosci zwiekszenia wydajnosci lizyny [117].
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7.Modele regulacji genetycznej

w przedstawionych modelach aktywnosé enzymow przyjmowana byta za stala.
Uwzgledniaja one mechanizmy kontroli przemian enzymatycznych wynikajace ze
zmiany stezenia metabolitdw i ich oddziatywania na szybko$¢ reakcji enzymatycz-
nych. Nie ujmuja zjawisk regulacji genetycznej zwigzanych z ekspresja gendéw
i zmiang aktywnosci enzymoéw. Zasadnicza rdéznica pomiedzy regulacja metabo-
liczng a genetyczng zwigzana jest ze znacznie wiekszg statg czasowa regulacji gene-
tycznej. Stale czasowe reakcji enzymatycznych wynoszg od 10" s do kilku sekund,
podczas gdy state czasowe mechanizmow regulacji genetycznej wynoszg od 10" do
10" s, sg zatem o kilka rzedéw wielkosci wieksze [25]. W krétkich przedziatach cza-
sowych obserwuje sie jedynie efekty regulacji metabolicznej. Dla dtuzszych czaséw
obserwaciji efekty regulacji genetycznej moga odgrywac znaczaca role.

Procesy regulacji genetycznej moga by¢ w zasadzie opisane podobnie jak prze-
miany metaboliczne, jako zespét reakcji, jednakze liczba elementarnych reakcji
z ktorych sktadajg sie procesy translacji, transkrypcji, aktywacji, represji, inaktywa-
cji i degradacji pojedynczego biatka jest na tyle duza, ze w praktyce, w modelach
matematycznych, konieczne jest stosowanie znacznie uproszczonych opisow.
W najprostszych modelach fenomenologicznych aktywno$¢ enzymoéw jest przyjmo-
wana za statg i okreslana na podstawie pomiaréw doswiadczalnych [118|. Takie mo-
dele oczywiscie nie wyjasniajg mechanizmow regulacji aktywnosci enzyméw cho-
ciaz moga poprawnie odwzorowywac¢ dane pomiarowe. W modelach mechanistycz-
nych wprowadza sie proste réwnania formalne opisujgce zmiane w czasie aktywno-
$ci enzymow i zaleznosc¢ tej aktywnosci od stanu procesOw metabolicznych. Modele
mechanistyczne pozwalajg na przedstawienie nawet ztozonych mechanizmoéw regu-
lacji. W pracy Tomisty i in. uwzgledniono na przyklad 100 gendéw [119]. Metodami
mechanistycznymi mozna modelowac réwniez ztozone, hierarchiczne struktury re-
gulacji [120]. Podstawowa trudnos¢ stosowania modeli mechanistycznych zwigzana
jest z koniecznoscig wyznaczenia wartosci duzej liczby nieznanych parametrow
réwnan kinetycznych.

Odrebne podejscie do zagadnienia prezentujg modele optymalizacyjne. W mo-
delach tych zaklada sie, ze w wyniku proceséw ewolucyjnych wyksztatcone zostaty
mechanizmy maksymalizujace pewne wielkosci (kryteria optymalizacji). Zaleta me-
tod optymalizacji jest znaczne uproszczenie problemu. W modelach jedynie cze$é
sieci metabolicznej opisywana jest za pomoca znanych réwnan kinetycznych. Pozo-
state przemiany opisywane sg za pomocg arbitralnie przyjetych réwnan formalnych,
za$ niektére przemiany wrecz pominieto jako mato istotne. Varner i Ramkrishna
[121] opracowali sformalizowane ujecie cybernetyczne zagadnienia optymalizacii.
Bazuje ono na zalozeniu, ze wydzielonym fragmentom sieci metabolicznej mozna
przypisa¢ pewne kryteria optymalizacyjne, np. maksymalizacja wytwarzania korico-
wego produktu danego szlaku metabolicznego. Poszczegolne podsieci wspoéiza-
wodniczg o zasoby wewnatrzkomorkowe. W modelu cybernetycznym zaktada sie
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zatem pewna dekompozycje kryteriow optymalizacji. W miejsce jednego, globalne-
go kryterium, wprowadza sie kilka kryteriow dla wybranych podsieci metabolicz-
nych. Mozliwe jest zatem takze utworzenie hierarchicznej struktury celéw optyma-
lizacji metabolicznej.

Ograniczenia regulacyjne zostaty po raz pierwszy uwzglednione jako operatory
boolowskie [122]. Oddziatlywanie poszczegélnych czynnikéw, np. metabolitéw ha-
mujacych transkrypcje genu kodujacego odpowiedni enzym opisano jako operacje
logiczna: jesli dany czynnik wystepuje szybkos¢ reakcji katalizowanej przez enzym
jest réwna zeru, w przeciwnym przypadku przyjmuje warto$¢ niezerowga. Analogicz-
nie opisano indukcje genu. Model stechiometryczny uzupetniony w ten sposob do-
datkowym zestawem warunkdéw zostat uzyty do rozwigzania zagadnienia maksyma-
lizacji szybkosci wzrostu. Covert i in. [123] stwierdzili, ze takie ujecie jest wystar-
czajgce do wyeliminowania znacznej liczby szlakbw metabolicznych jako nierealizo-
walnych. Wynika to stad, ze wiele ekstremalnych szlakéw wymaga dwoéch lub wiecej
niespojnych zdarzen regulacyjnych jednoczesnie. Mahadevan i in. [68] opisali regu-
lacje transkrypcyjne i translacyjne w sposob bardziej iloSciowy. Autorzy poréwnali
dwa ujecia dynamiki metabolizmu dla opisu zjawiska diauksji (wzrostu dwufazowe-
go): dynamiczng optymalizacje (nieliniowe programowanie) i statyczng optymaliza-
cje (liniowe programowanie). Stwierdzono, ze dynamiczna optymalizacja moze by¢
uzyta zaréwno z wykorzystaniem chwilowej funkcji celu jak i funkcji celu okreslonej
dla punktu koncowego. Analiza wykorzystujgca chwilowa funkcje celu dawata wyni-
ki bardziej zbiezne z obserwowanymi zachowaniami. Statyczna optymalizacja byta
efektywna jedynie z wykorzystaniem chwilowej funkcji celu.

Nowym obszarem dla inzynierii metabolicznej jest analiza przenoszenia sygnatu
w szlakach metabolicznych i wzajemnego oddziatywania pomiedzy szlakami. Jeden
ligand moze spowodowaé ekspresje wielu gendéw jednoczesnie ekspresja pojedyn-
czego genu moze oddziatywaé na wiecej niz jeden ligand. llosciowy opis takich zja-
wisk wymaga ujecia systemowego. Zasadnicze zagadnienia to |4]:

- okreslenie struktury sieci przenoszenia informacji,

- opracowanie wilasciwych technik pomiarowych,

- dostepnos¢ technik pomiaru aktywacji biatek.

8. Podsumowanie

Racjonalne projektowanie szlakéw metabolicznych rozwineto sie w ciggu ostat-
niej dekady w funkcjonalng dyscypline - inzynierie metaboliczng [124-127]. Zainte-
resowanie tg dyscypling jest pobudzane istniejgcymi i potencjalnie komercyjnymi
zastosowaniami. Dostepne narzedzia biologiczne pozwalajg wzglednie tatwo mani-
pulowac strukturg sieci metabolicznej. Ten etap w procesie projektowania nie sta-
nowi obecnie czynnika limitujgcego, jest nim niedostatek narzedzi matematycznych
r121;.
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W ostatniej dekadzie inzynieria metaboliczna rozwineta badania nad integracjg
i systemowg analizg szlakOw biosyntezy. Wyszta w ten sposéb poza prostg amplifi-
kacje genéw i modulacje ekspresji genéw. Objela zagadnienia zwigzane z synteza
szlakdw metabolicznych, okreslaniem etapéw i weztéw limitujgcych, termodyna-
micznymi ograniczeniami metabolizmu oraz rozktadem i kontrotg szlakéw metabo-
licznych.

Rozwigzanie analitycznych i obliczeniowych problemoéw stanowi obecnie cen-
tralne zagadnienie rozwoju narzedzi modelowych dla inzynierii metabolicznej.
W stosunku do klasycznych modeli uzywanych w inzynierii bioprocesowej, modele
matematyczne metabolizmu skladajg sie ze znacznie wiekszej liczby réwnan. Wy-
maga to rozwoju i zastosowania nowych, efektywnych algorytméw tworzenia mo-
deli, ich analizy, walidacji oraz rozwigzywania rownann modelu. Niezbedna jest inter-
dyscyplinarna wspotpraca obejmujaca takie dziedziny jak: techniki obliczern nume-
rycznych, teoria systemow nieliniowych i dyskretnych, inzynieria programowania
i symulacji cyfrowej oraz bioinformatyka.

Spis oznaczen

C! - wsp6tczynnik regulacji strumienia
- macierz wspoétczynnikéw regulacji strumieni
- wspotczynnik regulacji stezenia
C* - macierz wspotczynnikéw regulacji stezen
E - wektor aktywnosci enzymow
f - ulamek wzbogacenia w pozycji i
F - macierz utamkéw wzbogacenia
- utamek iztopomeru pozycyjnego
- utamek wzbogacenia w i atomdéw znaczonych

n" - liczba metabolitbw w modelu sieci metabolicznej, liczba weztéw sieci
nj - liczba reakcji metabolicznych w modelu sieci metabolicznej, liczba strumieni metabolicznych
N - macierz wspotczynnikéw stechiometrycznych

p - wektor parametréw kinetycznych

S - wektor substratéw

v - wektor strumieni metabolicznych

X - wektor stezenia metabolitbw wewnetrznych

w. - wzgledne odchylenie aktywnosci od wartosci stacjonarnej

z. - wzgledne odchylenie stezenia metabolitu od wartosci stacjonarnej
e[| - wspodtczynnik elastycznosci

8 - macierz wspotczynnikdéw elastycznosci

Ap,- zmiana potencjatu termodynamicznego i-tej reakcji
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