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Wprowadzenie

Modelowanie i symulacje komputerowe sg integralnym elementem badan zwigzanych z analizg
ztozonych systemow biologicznych. Uzyteczno$¢ stosowania podejscia biologii systemowej w
bioinzynierii, w oparciu o modele ODE oraz na poziomie komorkowym, w skali genomowej,
jest udowodniona licznymi publikacjami. Rozw6j metod zwigzanych z analizg in silico
przyczynit si¢ do licznych aplikacji w sektorze biotechnologii (optymalizacji procesow
fermentacji z uzyciem mikroorganizmdow, otrzymywania bio-produktow), farmakologii
(toksykologii systemowej, analizie gospodarz-patogen, modelowaniu epidemii choréb
zakaznych z uzyciem danych epidemiologicznych) oraz w spersonalizowanej medycynie
systemowej (w celu identyfikacji osobniczych przyczyn skutkow ubocznych stosowania
lekow).

Skrypt zostat przygotowany, jako material pomocniczy i1 uzupetniajacy do cyklu wykladow w
ramach przedmiotu Biologia Systeméw, ktory mam przyjemno$é prowadzi¢ dla studentéw 11
stopnia na kierunku Biotechnologia na Wydziale Chemicznym Politechniki Warszawskie;j.

Material umozliwia studentom zdobycie wiedzy o programach komputerowych, szeroko
stosowanymi w analizie systemowej 1 ich zastosowaniu w modelowaniu systemow
biologicznych od procesow komorkowych zachodzacych u drozdzy S.cerevisiae, Neurospora
crassa 1 bakterii mlekowych L.lactis, do ztozonych oddziatywan zachodzacych w sieciach
metabolicznych 1 regulacji gendw, zachodzacych w komorkach eukariotycznych na przyktadzie
makrofaga i hepatocytu.

Matgorzata Adamczyk



Cwiczenie 1.
CellDesigner4.4

Cwiczenie ma na celu zapoznanie sie z oprogramowaniem CellDesigner, zdobycie
doswiadczenia w tworzeniu diagraméw SBGN. Gdy diagram bedzie gotowy, dodamy do niego
rownania szybkosci reakcji. Dzigki temu ze statycznego modelu uzyskamy model dynamiczny
oraz przeprowadzimy symulacje.

Program CellDesigner pozwala na rysowanie zaawansowanych modeli w postaci
graficznej. W programie znajduje sie edytor stuzgcy do rysowania diagramow z bogatg bazg
zawierajgcg palete symboli graficznych, ktére odpowiadajg réznego rodzaju czgsteczkom
biologicznym, takim jak biatka, receptory, metabolity, kanaty jonowe i wiele innych. Istnieje
mozliwo$¢ modyfikowania symboli w taki sposéb, aby oznaczaty formy modyfikacji PTS
(postranslacyjnych). Program zawiera réwniez makra oznaczajgce specyficzne procesy
komorkowe, takie jak transport, inhibicja i aktywacja.

1. Instalacja oprogramowania
2. Przyktadowy model 1
3. Utworzenie nowego modelu
* Rysowanie réznych rodzajéw czgsteczek (spieces)
* Rysowanie reakcji
*  Makra
+ Format SBGN-PD
* Identyfikacja/rozréznienie czgsteczek o tym samym ksztalcie
4. Wprowadzanie rownan szybkosci reakcji
* Opis réwnania
» Wprowadzenie réwnan w programie
5. Przeprowadzenie symulacji
» Symulacja i skan parametréw
6. Importowanie modeli z baz danych

1. Przyktadowy model 1
Model 1 jest serig reakcji opisujacych cykl dobowy Neurospora (Leloupe et al. 1996).
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Model opisuje negatywne sprzezenie zwrotne miedzy genem FRQ, a biatkiem, kodowanym
przez ten gen. Transkrypcja genu FRQ jest wzmozona przez swiatlo dzienne. Biatko FREQ
jest transportowane do jgdra komodrkowego gdzie petni funkcje negatywnego regulatora
wilasnego genu. Prosze zauwazy¢, ze nawet jesli mamy do czynienia z jedng czgsteczka
biatka, to wystepuje ona w réznych kompartymentach komérkowych (jagdro komodrkowe i
cytoplazma) i jest przedstawiona w postaci oddzielnych ikon Fn i Fc.

2. Utwoérz nowy plik.
1. 1dz do File- New i wybierz New Document. Ustal szerokos¢ 1200 i wysokos¢ 800
pikseli. Nadaj dokumentowi nazwe Model 1. Potwierdz przez nacisniecie OK.

J New Document lﬁj
Name Modell
Width 1200 Height 800
OK J ‘ Cancel

Pojawi sie puste okno dialogowe z nazwg pliku. Kazdy region okna ma okreslong
funkcje. Draw Area (Canvas) stuzy do rysowania.



o o Ewoer U Whtan e
|- ¥ ¥ Bl 1 ¥

A TE S A FELEARGS

EREEE = e PR P Toolbars
.. . | B0 ed -] | -
. i MME | L9
= e
=9 Hoset )
. aw b o
e,
. T
Tree Area
-~ Draw Area (Canvas)
C’ o .
® e =y -
[Fasac |roisra Cornn| de acutn ) e LT wuey

ki L3 s mwxxrigs x|

Notes Area

E'ﬁlellflesigner
File  Edit Component \iew Database

It

—, v (s

M

& |
+
L)

Alignment »
Set Grid Size...

Grid Visible !

Input Repeat
v Name Input Dialog
Select All Ctri+A

ID Replace Dialog

Wybierz opcje przyciggania do siatki Grid Snap, co utatwi rozmieszczenie ikon.

Z menu Species Toolbar wybierz ikony oznaczajgce poszczegodlne czgsteczki i
narysuj w oknie dialogowym. Kliknij w pozycji, w ktorej chcesz, zeby pojawit sie symbol
nazywany SpeciesAlias.

Ol ossoc ooce @ ¢

Narysuj reakcje. Reakcja moze zostacC zapisana w postaci strzatki miedzy istniejgcymi
SpeciesAlias. Najpierw kliknij na czgsteczke “substratu”, a nastepnie “produktu”.

Niebieskie kwadraty na obrysie ikon pokazujg gdzie zostanie utworzone potgczenie.
Wybierz ikone reakcji z Reaction Toolbar.

—0-\-94.-,-,-.),_(_"(:\ R



2. Click a starting SpeciesAlias.

s1
Add Anchor Point
Add an anchor 'point here. | 52

3. Click an ending SpeciesAlias.

To Orthogonal

# .

Chanege Identity..
Edit Reaction. !

Edit KineticLaw..,
. 4. The ReactionLink will be added.
Reaction Notes..

Chanee Color & Shape.. @ 0

Add Text s2

s

Aby narysowac przedziat komérkowy wybierz z menu ikone [compartment].

@\ | 12
4L

Przeciagnij kursor i zaznacz obszar, ktéry chcesz wydzieli¢. Nadaj mu nazwe.
4. Makra

Oprogramowanie zawiera palete wzorow réznych zjawisk biologicznych np. fosforylacji,
dimeryzaciji, tworzenia kompleksu.

o 0, L (B G000 4D® £ B

5. Kazda czgsteczka utworzona na ekranie bedzie traktowana jako wyjgtkowa, to jest,
bedzie posiadata numer ID. Kopiowanie i wklejanie obiektéw prowadzi do powstania
identycznych obiektéw (z perspektywy modelowania), tj. w formacie SBGN ikona, w ten
sposob powstata, bedzie posiadata oznaczenie clone marker. Jesli chcesz utworzy¢
odrebny obiekt poprzez kopiowanie istniejgcego nacisnij dwukrotnie na ikone i w oknie
dialogowym “protein” wybierz z listy opcje (np. duplikat istniejgcego obiektu), lub nada;j
nowy ID (nazwij ikone).

3. Wprowadzanie réwnan szybkosci reakcji

1. Publikacja Leloup i wspdt. opisuje kinetyke systemu postugujgc sie trzema rownaniami,
ktore charakteryzujg szybkosci zmiany trzech komponentéw systemu, to jest:
mRNA, cytoplazmatycznego FREQ(Fc) i jgdrowego FREQ (Fn).

av_ k| M
at PN kin+ Nt T P km+ M

Reakcja przedstawiona powyzej opisuje przemiany zwigzane z mRNA (M), ktére zaktadajg
synteze (box pojedyncza linia) i degradacji mMRNA (box podwadjna linia).



Vs, szybkosc¢ transkrypcji

n, wspotczynnik Hilla, ktéry opisuje kooperatywne wigzanie represora Fn
Ki, prog powyzej ktérego dochodzi do represji

Vm, szybkos$¢ degradacji mRNA

Km, stata Michaelisa dla reakcji degradacji mRNA

oD~

dFC—kM d
a0 VeKd + Fe

Ks, szybkos¢ translacji

Vd, szybkos¢ degradaciji biatka

Kd, stata Michaelisa dla reakcji degradacii
K1, szybkos¢ akumulacji Fc w jgdrze

K2, szybkos$¢ akumulacji w cytoplazmie

— klFc+ k2FN

oD~

dFN

—— =k1Fc— k2FN
dt

Ostatnie rownanie przedstawia zachowanie biatka Fn w czasie, ktére jest zalezne od eksportu
i importu jadrowego (opisane parametrem k1 i k2).
2. Aby doda¢ réwnania na diagramie wprowadz do system wszystkie parametry
kinetyczne i uzupetnij o wartosci podane w ponizszej tabeli.

Nazwa wartosé
Vs 1.6
Ki 1.0

n 4.0
Vm 0.505
Km 0.5
Ks 0.5
Vd 1.4
Kd 0.13
k1 0.5
k2 0.6

Nastepnie nalezy rozdzieli¢ réwnania, tak zeby mozna byto doda¢ prawo kinetyczne w kazdej
reakcji dodajgc identyfikator dla syntezy i reakcji degradacji.
Aby doda¢ rownania, nalezy wybra¢ glif (symbol kwadratu tgczacy ikone substratu i produktu)

i w menu wybra¢ opcje “Edit Kinetic law”. W oknie dialogowym wybierz “non predefined
function”.

Wzory majg nastepujgcy format:

(nalezy zwrdci¢ uwage na spacje i wielosci liter)

Gene -> RNA: Vs * pow(Ki, n) / (pow(Ki, n) +pow(s15,n))
Degradation of RNA: Vm*s3 / (Km + s3)

Protein synthesis: Ks*s3

Protein degradation: Vd*s2 / (Kd+s2)

Protein import to nucleus: k1*s2-k2*s15



(W powyzszych wzorach, s3 = RNA, s2 = Fc, s15 = Fn. Przyporzagdkowane w programie nazwy
poszczegolnych reaktantdw mogg mie¢ inne niz w skrypcie oznaczenia, ze wzgledu na to, ze
CellDesigner przyporzgdkowuje reaktantom ID zgodnie z kolejnoscig wprowadzania wzoréw).

B KineticLaw - — e
—i
math Vs * pow(Ki, n) / (pow(Ki, n) + pow(s1, n)) ‘
] Matt
[ Name =
I v 'ectedReaction

m

deﬁned Functions

NonPredefinedFunction
Mass_Action_Kinetics
\Irreversible_Simple_Michaelis-Menten

Species | Parameters [ Rules

class id name speciesType  compar... position... incduded quantit..
GENE s1 gene cl inside Amount
PROTEIN |s2 Fc default inside Amount »\

4. Przeprowadzenie symulacji
Wybierz komende Simulation -> Control panel, ustaw czas symulacji 100 i zatwierdz przez
klikniecie ikony Execute. Na ekranie powinien pojawi¢ sie wykres jak ponizej.

Graph Table
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Execute Close [ show scatter plot ‘



Zmien skale na wykresie od 0 do 10, a na liscie reaktantow pozostaw tylko mRNA, Fci Fn.
Wykres powinien pokazaé oscylacje jak ponizej.

Graph ' Table
4
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Przeprowadz podobng analize zmieniajgc uprzednio wartosci dla parametrow w modelu.
CellDesigner umozliwia réwniez automatyczny skan parametrow.
Uzywajgc tego narzedzia mozemy uzyskac¢ odpowiedz na ponizsze przyktadowe pytania.

» Ktdre parametry majg wptyw na czas oscylacji?

* W jaki spos6b mozna wyttumic¢ oscylacje (np. oscylacja maleje w czasie)?

+ Czy zmiana niektérych parametrow ma wiekszy wptyw na system niz zmiana innych?

Dodatkowo spréobuj konwertowa¢ model cyklu dobowego Drosophila (Fig1A w publikacji
Leloupe et al., 1999) do formatu SBGN.

LIGHT
VT ; Vi Var
) Kot /\\
tim mRNA (M 1) —» TIM, (To) TIM (T4) TIM (Tp) —t
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Sciezka regulacyjna cyklu dobowego u Drosophila (Model2) jest bardziej skomplikowana niz u
Neurospora. Zamiast monomerycznego biatka Freq, mamy tu do czynienia z regulacjg
transkrypcji poprzez petle zwrotng regulowang przez ufosforylowany dimer dwoch biatek Per i



Tim. W konsekwencji sciezka zawiera dodatkowg reakcje fosforylacji kazdego z biatek oraz
formowania przez biatka kompleksu Per-Tim. Na diagramie powyzej symbole oznaczaja:

P(0) = nieufosforylowane biatko Per

P(1) = pojedyncza fosforylacja biatka Per
P(2) = podwajnie fosforyzowane biatko Per
Tim jest oznaczone w podobny sposob.

Dodatkowa informacja:

Aby narysowa¢ model 2 i nada¢ biatkom Per i Tim status niezaleznych obiektow nalezy
postuzy¢ sie komendg state variables jak ponizej.

modification empty
state user defined text v
textinput P

[ Apply || Reset || cancel |

Zwro¢ uwage jak clone makers poradzi sobie z biatkami o tych samych nazwach, ale
wystepujacych w réznych stanach.

5. Importowanie modeli z baz danych
CellDesigner zawieratgcza do baz danych takich jak BioModels, Panther Pathways i SabioRK.
Panther Pathways zawiera recznie rysowane diagramy wielu $ciezek, ktére mogg postuzy¢
jako punkt poczatkowy do konstrukcji wkasnego modelu.
Poswiec¢ chwile czasu na przyjrzenie sie dostepnym w bazie modelom.
Baza Biomodels nie zawiera informacji o schemacie/uktadzie modeli. Jesli nie wiesz, ktory
model wybra¢ importuj przyktadowe modele cykli dobowych np. Biomodels55, Biomodels22,
czy Biomodels89.

AN pantherdb.org

Name

MRNA spicing

Muscarinic acetyicholing receptor 1 and 3 signaling pathway
Muscarinic acetyicholine raceptor 2 and 4 cignaling pathway
N-acetylglucosamine mesabolism

Nkotne degradation

Nicotinic acetyichoine receptor signaling pathway

Notch sigraling pathway

O-antgen biosynthesis

i i i H Opioid prodynorphin pathway
Layout Simulation Plugin Windov Detsé prechonolin segim/
Import model from BioModels.net... ‘ Opicid proopiome anocortin pathway
. & Ornithine degracation

Import reaction information from SABIO-RK... Orxidative stress response

|mmn modd from pantherdb.org... Oxytotin racepter mediated signaling pathway 3
38 NAPK patbwy i

e b Bm OF p33 patway

P33 pathway by glose daprivation

P53 pathway feedback loops 1

ps3 patway feedback locps 2

Pantothenate blosynthesis

Parkirson disease

PDGF signaling pathway

Pentose phosphate pathway

Peptidoglycan biosyrthesis -
Phenylacelate degradation v

{ import ) [ Cancel



Cwiczenie 2 Copasi
4.16.

Zajecia majg na celu zapoznanie sie z oprogramowaniem Copasi uzywanym m.in. do
symulacji w modelach kinetycznych.
1. Poznamy proces utworzenia modelu sktadajacego sie z trzech reakcji.
2. Zapoznamy sie z rysowaniem wykresow.
3. Przeprowadzimy analizy metabolizmu w modelu sciezki glikolizy S.cerevisiae
wg. Smallbone2013.

Reakcja R2- nieodwracalna reakcja drugiego rzedu Michaelis-
Menten z niekompetycyjnym inhibitorem

0—(~) V.S
S50 ey

Reakcja R3- nieodwracalna Michaelis-Menten

0+

1. Wejdz do zaktadki Model. Nadaj nazwe modelowi. Zmierr Volume unit na
litry.
W zaktadce Compartment nadaj nazwe przedziatowi komorkowemu “cell”.
Rozwin okno dialogowe cell i zapisz Initial Volume (ml) “1e-12".
Wejdz do zakfadki Reactions. Nadaj nazwe reakcji R_1. Przejdz do opisu
reakcji R_1.
a) W linii Reaction wpisz A= X
b) Rate Law powinno pojawi¢ sie automatycznie Mass action (reversible).
5. Kiiknij New. Pojawi sie nowa zaktadka umozliwiajgca opisanie nastepnej
reakciji.
a) W nazwie reakcji wpisz R_2
b) Rate Law zostanie automatycznie uzupetnione jako Mass action
(irreversible)

BN



6.

Kliknij New. Pojawi sie nowa zaktadka umozliwiajgca opisanie nastepne;j
reakcji.

7. Uzupefnij jak powyzej.
8. Przejdz do zaktadki Reactions i upewnij sig, ze na liscie znajdujg sie 3
reakcje.
© COPASI 4.16 (Build 104)
k™ « 5 5% e concentrations v
4 COPASI
4 Model Search:
4 Biochemical Flux
4 Compartments @ # Name Reaction Rate Law (mmoljs)
:lrlnpartmentj ]1 R1 A=K
Species (4) |2 R2 X->B
4 Reactions (3) [ |3 R3 X->C
R1 | ~
R 2 ‘ New Reaction
R3 |
9. Poniewaz reakcja R_1 przebiega z udziatem inhibitora, zmieh Rate Law

wybierajac Noncompetitive inhibition (rev) z listy dialogowej. W oknie Symbol
Definition pojawig sie komponenty reakcji. Wybierz z listy odpowiedni symbol
opisujacy modyfikator (Modifier). Uzupetnij Vf 10mmol/l, Ki= 0.01 mmol/I.
Zatwierdz Commit

File Tools Window Help
ke ™ § « 5 5% s [Concentrations +

PRI
4 Model

4 Biochemical Details
4 Compartments (2)

Reaction R_1

Notes Annotation ROF Browser

cell Reacton A=X; B
compartment_1
Species (4)
4 Reactions (3)
e Rate Law |Noncompetitive inhibition (rev)
R2
&

[V] Reversible [] Multi Compartment

v | |New Rate Law

Flux (mmolfs) 0 Edit Rate Law

3
Global Quantities (0)
Events (0)
Paramet ter Overview
Parameter Sets (0)
Mathematical
Diagrams
Tasks
Output Specifications
Functions (38)

Symbol Definition
Role Name
s Substrate | substrate A
- Product & product X
- Modifier " Inhibitor
Parameter  Kms
Parameter  Kmp
Parameter  Vf

Parameter Vi

Mapping  Value

--local--
--local--
--local--

--local--

Parameter

Ki

--local--

unknown ¥

v |01
v 0.1
v |10
v |01
v 001

Unit
mmol/l
mmol/l
mmol/l
mmol/I
mmol/I
mmol/(I*s)
mmol/(I*s)

mmol/l

9.Przejdz do korekty reakcji R_2. Na liscie dialogowej Rate Law nie istnieje reakcja,
ktéra odpowiada procesowi reakcji R_2. Nalezy jg utworzyé w zaktadce New Rate

Law.

10. W linii Function wpisujemy nazwe funkcji Noncompetitive inhibition 2"

11

13.

order (irr). W oknie Formula zapisujemy ponizszg reakcje. Aby zapisa¢
potege 2 uzywamy zapisu “*2”. Kolor niebieski tta oznacza, ze funkcja jest
zapisana prawidtowo. Jesli pojawia sie rézowy kolor tta, oznacza to, ze
funkcja zawiera btgd, bgdz nie zostata dokohczona.

Vi

(1+ %) (1+ (%))

. Zaznacz prawidtowo Function Type.
12.

W tabeli Parameters powinny pojawic¢ sie wszystkie symbole znajdujgce sie w
opisie funkcji. Nie wszystkie z nich sg parametrami. W oknie Description
opisz prawidtowo poszczegolne symbole. W oparciu o wzér w pkt 10.
zidentyfikuj substrat i modyfikator. Zatwierdz Commit.

Wré¢ do zakidaki Reactions i dla reakcji R_2 wybierz z listy dialogowej, przed
chwilg utworzgna funkcje. Zmiana Rate Law spowoduje uaktualnienie listy
symboli. Uzupetnij Mapping o nazwe modufikatora. Wartos¢ parametru V = 2
mmol/I.



14. Przejdz do R_3. Zmien Rate Law wybierajgc z listy Henri-Michaelis-Menten
(Irr). Wartos¢ parametru V = 2 mmol/l.
15. Upewnij sie, ze zaktadka Reactions przedstawia reakcje jak ponizej na

rysunku.
[k P « 5. 5 B |Concentrations
4 copasl ~
4 Model Search:
4 Biochemical [ Flux
4. Compartments (2) # Name Reaction Rate Law (mmolfs)
el 1 R.1 A=X; B
compartment_1 | o e
Species (4) 2 R2 X->B; C
4 Reactions (3) 3 R3 X->C
R_1 |
R_Z ‘ New Reaction

16. Przejdz do Spieces i zmien status reagentow
a) Stezenie A jest state, nie zalezy od reakciji, wiec wpisz fixed w linii Simulation
Type.
b) Podobng operacje wykonaj dla reagent B. Dodatkowo ustaw initial concentration
(mmol/l)=0.1.
c) Reagent C jak wyzej. Dodatkowo ustaw initial concentration (mmol/l)= 0.1.
d) Stezenie reagenta X ustaw jako zalezne od reakcji, a jego stezenie poczgtkowe w
mmol/l wynosi 0.
17. Rozwin zaktadke Parameter Overview. Na liscie znajdujg sie wszystkie parametry
i przyporzgdkowane im wartosci. Zapisz plik File-> Save as. Przyjrzyj sie réwnaniu
rézniczkowemu opisujgcemu zmiany stezenia reagent X w czasie (Mathematical->
Differential equations). Zapisz formute na dysku poprzez zatwierdzenie Save w
prawym dolnym rogu ekranu.

Model Parameters

Name Type Value Unit
4 |nitial Time
New Model time 0 s
4 |nitial Compartment Sizes
cell fixed le-12 |
compartment_1 fixed 1 |
4 |nitial Species Values
A fixed 1 mmol/I
X reactions 0 mmol/l
B fixed 01 mmol/|
¢ fixed 0,1 mmol/|
Initial Global Quantities
4 Kinetic Parameters
4 R1
Kms fixed 01 mmol/|
Kmp fixed 0,1 mmol/|
Vf fixed 10 mmol/(I*s)
Vr fixed 0,1 mmol/(I*s)
Ki fixed 0,01  mmol/Il
4 R2
v fixed 2 mmol/(I*s)
Km fixed 01 mmol/|
Ki fixed 01 ?
4 R3
Km fixed 0,1 mmol/|
v fixed 2 mmol/(I*s)

Rysowanie prostych wykreséw. Symulacja w czasie.
1. W zakfadce Tasks wybierz Time course. Przejdz do Output Assistant i
wybierz 1szy rodzaj wykresu, ktéry umozliwia $ledzenie zmiany stezen
substancji w funkcji czasu. Zatwierdz Create.



(o COPASI Plot: Concentrations, Volumes, and Giabal Quantity Valves 2~ © S
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2. Dodatkowo wykonaj analize Steady-state; Tasks-> steady-state. Odczytaj
wartosci flux (przeptywu metabolitéw) dla reakcji R1, R2, R3.
3. Czy model jest stabilny? Co o tym swiadczy?
Testowanie funkcji programu Copasi z uzyciem modelu glikolizy wg
Smallbone2013 - Glycolysis in S.cerevisiae - Iteration 17)

1. Narzedzie Steady state
2. Narzedzie Metabolic Control Analysis
3. Narzedzie Skanowania parametrow i probkowanie

Steady state. Analiza stanu stacjonarnego glikolizy u S.cerevisiae ma na celu
okreslenie stanu systemu wyrazonego w stezeniach metabolitow i przeptywie
metabolitow - Flux w poszczegdinych krokach tego szlaku metabolicznego.

1. Importuj Model Smallbone2013 (17 iteracja) z bazy BIOMODELS.

2. Przejdz do Tasks -> Steady state, a nastepnie wykonaj zadanie przez
uruchomienie Run

3. Podaj stezenie UDP w stanie stacjonarnym oraz Flux dla reakcji kinazy
pirogronianiu CDC19, w stanie stacjonarnym.

4. Podaj wartos¢ Eigenvalue i okresl na jego podstawie, czy stan stacjonarny w
modelu glikolizy jest stabilny.

Metabolic Control Analysis. Analiza kontroli metabolicznej glikolizy u S.cerevisiae
ma na celu ilosciowa analize kontroli, jaka wywierana jest przez poszczegolne
komponenty systemu (szlaku glikolizy) na aktywnosci tego szlaku wyrazong sitg
przeptywu metabolitow i kontroli stezenia metabolitéw.

1. Przejdz do Taks-> Metabolic Control Analysis, uruchom analize kontroli
metabolicznej.

2. Otworz tabele z wynikami, ktére przedstawiajg wspoétczynniki kontroli
przeptywu metabolitow (Flux Control Coefficients).

3. Odszukaj w tabeli z wynikami, enzym, ktéry ma najwiekszy wspotczynnik
kontroli przeptywu metabolitéw w Sciezce gbrnej glikolizy poczynajgc od
heksokinazy 2.

4. Otworz tabele z wynikami, ktore przedstawiajg wspotczynniki kontroli
stezenia (Concentration Control Coefficients).

5. Odszukaj w tabeli z wynikami odszukaj synteze T6P. Na podstawie
wspétczynnikéw CCC, skomentuj wptyw syntazy T6P w kontroli stezenia
metabolitow w Sciezce glikolizy.



Skanowanie parametréw. Skanowanie parametrow ma na celu odpowiedzenie na

pytanie:

- w jakim stopniu zachowanie systemu zalezy od wartosci paramentrow?

- czy sg parametry, ktérych warto$ci muszg by¢ Scisle zdefiniowane?

- ktdére wiasciwosci systemu sg wrazliwe, a ktore bardzo odporne na zmiany, co
zapewnia homeostaze systemu (robustness).

oo

Nadal korzystaj z modelu Smallbone2013 (17 iteracja).

Przejdz do Tasks-> Parameters Scan. Przeprowadz skanowanie w
warunkach stanu stacjonarnego Steady-state. W oknie dialogowym Create,
wybierz (Select items) parametry, ktérych wartosci chcesz poddacé
skanowaniu: glucose transport Vmax. Przeprowadz analize z zadanymi
oryginalnie wartosciami, a nastepnie poréwnaj otrzymany wykres po zmianie
Intervals na 12 i zmianie min = 1 i max = 20.

Aby otrzymac wykresy przedstawione w skrypcie, nalezy uprzednio okresli¢
rodzaj wykreséw. W tym celu przejdz do Output Assistant, wybierz z listy
Plots-> Scan of recations Fluxes.

Nastepnie otwdrz okno dialogowe Output Specifications-> Plots-> Scan of
reaction Fluxes. Z listy Curve specifications usun wszystkie element
umieszczone na liscie poza glucose transport Flux.

Plot scan of Reaction Fluxes | & active?
Type 20F Applies to Tasks: [] Al
Axis Scales []log X-Axis  [] log Y-Axis
Curve Specifications. New Curve | |New Histogram New Contour | |New Banded Graph | Delete Curve
(glucose transport).Flux 2D Curve [(glucose transport).Flux |
X-Axis cos @
Y-Axis = @
Type |Lines Y
Line Style |Solid v | Width (1.0 [$
Symbol |small cros:
Color |auto M
Capture Data [ ] before [ during [] after Task

Powré¢ do okna dialogowego Parameter scan i uruchom skanowanie RUN.
Wygeneruj dwa wykresy skanowania parametrow aktywnosci transportera
glukozy i skomentuj wyniki. Warunki skanowania parametrow 1) glucose
transport. Vmax, Intervals 10, min= 1.675, max = 6.7. warunki skanowania
parametréw 2) glucose transport.Vmax, Intervals 10, min=1.675, max = 20
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7. Nastepnie dodaj do listy kolejny parametr do skanowania. Create-> reaction>

heksokinase HXK2.kcat

- Scan @ Intervals O Values e
W object (he ©
0.7 4
Intervals min max
0.6 o
|10 ‘ 3155 | [126.2
[ logarithmic 05
=
= 4 Scan @® Intervals O Values 2044
E
Object (gluco @ s
Intervals min max
0.2+
10 1675 | [6.7
0.1
[ logarithmic
od
Task Steady State v

[[] Continue from Current State [ ] output during subtask execution Continue on Error

Scan of Reaction Fluxes

8. Zmien zakres aktywnosci transportera glukozy, to jest do max = 20.

Scan of Reaction Fluxes

9. Przeprowadz podobng symulacje korzystajgc z opcji prébkowania parametrow
(Random distribution). Wejdz do Parameter scan i przeprowadz skanowanie
w stanie stacjonarnym steady-state oraz ustaw New scan item: jako

Random distribution.

10.W zaktadce Create wybierz: glucose transport.Vmax, hexokinase [HXK].kcat,
glucose{extracellular}_0, co oznacza stezenie glukozy w pozywce.

11.Dodaj do tabeli zaktadke Repeat New scan item -> Repeat. Wprowadz przez
nacisniecie przycisku Create. Ustaw ilo$¢ powtérzen na 200. W zaktadce Plot
wybierz Type Symbols. Przeprowadz prébkowanie.
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12.Zmien kolejno zakres wartosci parametru kcat hexokinase[HXK2].kcat na max

400, a nastepnie glucose transpoter.Vmax max = 20
Scan of Reaction Fluxes
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13.Nastepnie usun z listy linie odpowiadajgcg prébkowaniu (Random Sampling)
stezenia zewngtrzkomorkowej glukozy i zamien probkowanie na skanowanie
dla oryginalnych wartosci aktywno$ci transportera glukozy oraz powrd¢ do
oryginalnego zakresu wartosci kcat hexokinazy HXK2.
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Cwiczenie 3.
Copasi 4.16.104

Cwiczenia majg na celu wykorzystanie programu Copasi do skonstruowania transgenicznego
mikroorganizmu z uzyciem strategii “chirurgii metabolicznej’. Chirurgia metaboliczna jest
koncepcja inzynierii metabolicznej (Adamczyk i Westerhoff, 2012). Jest to nowe podejscie do
tworzenia zmodyfikowanych organizméw, poprzez wprowadzenie zmian w sposob
niezauwazalny z punktu widzenia ich metabolizmu. Dzieki zachowaniu oryginalnych (takich
samych) stezen metabolitow w stanie stacjonarnym (rowniez po ingerencji metabolicznej),
unikamy negatywnych efektéw na metabolizm takich jak zaburzenie homeostazy
wewngtrzkomoérkowej. Metoda zostanie zilustrowana na dwéch przykfadach:

1) Inzynierii transportu glukozy do komérki bakterii mlekowych, poprzez zmiane
architektury sieci transportu glukozy u L. lactis (producenta jogurtu), na system
transportu charakterystyczny dla komorki drozdzy (S.cerevisiae), producenta alkoholu.

2) Drugi przyktad pokaze, w jaki sposéb ,chirurgia metaboliczna”, w sposéb dyskretny
pozwala na rozszerzenia Sciezek metabolicznych o nowe komponenty, co moze
przetozy¢ sie na produkcje sera przez drozdze, a piwa przez bakterie mlekowe.

Adamczyk M and Westerhoff HV (2012) Engineering of self-sustaining systems: substituting
the yeast glucose transporter plus hexokinase for the Lactococcus lactis phosphotransferase
system in a L.lactis network in silico. Biotechnol J, 7(7):877-83

1. Konstrukcja L.lactis z drozdzowym systemem transportu glukozy.

v

transport

Systemy pobierania glukozy dzielimy na aktywne i pasywne.

Pasywne systemy wykorzystywane sg w komorkach ludzkich i komorkach drozdzy.
Aktywne systemy dzielimy na powigzane z:

- transportem jonow do komorki

- zalezne od hydrolizy ATP (S. cerevisiae)

- zalezne od fosforylacji glukozy przez fosfoenolopirogronian PEP (L. lactis).

Podczas c¢wiczen zamienimy system PEP:PTS w bakterii mlekowej, na system
wspomaganej dyfuzji z hydrolizg ATP, ktéry wystepuje u drozdzy.

Reakcje, ktére przebiegajg w niezmodyfikowanym systemie, a stuzg wymianie
oznaczone sg literg ,P”. Reakcje nowe, wprowadzane do sieci oznaczone sg literg ,Q”.
Chcemy wymieni¢ proces P ha Q.



P := PTS: GLC, +PEP — G6P +PYR
Proces Q jest zapisany w dwéch odrebnych reakcjach, z ktérych pierwsza opisuje
transport glukozy do komérki, a druga opisuje reakcje konwersji glukozy do glukozo-6-
fosforanu z udziatem enzymu heksokinazy.

GLT: GLC, - GLC,
GLK: GLC, + ATP —> G6P + ADP

Reakcje te nie sg natywne dla L. lactis. Aby reakcje P i Q byly ekwiwalentne, musi
zosta¢ uwzgledniona jeszcze jedna reakcja. Jest to reakcja konwersji
fosfoenolopirogronianiu (PEP) do kwasu pirogronianowego (PYR)

PYK: PEP+ADP — PYR+ATP

Nowy proces Q, w ktérego sktad wchodzg 3 reakcje, zaktada, ze Q jest ekwiwalentem
reakcji chemicznej P

(+1) GLT : GLC, — GLC,
(+1) GLK : GLC, + ATP —> G6P + ADP
(+1) PYK : PEP + ADP — PYR + ATP

Q: GLC, + PEP — G6P + PYR

ATP DP
@D~ . @Li G-

e
\ GL \

G@oO— ;s ! I

/ /
I ; ; | ; ;
| ATP  ADP I ATP  ADP

v (a) v (b)

Wykres 1. A) system PTS u L. lactis . Na czerwono zaznaczony jest proces transportu glukozy do komorki
z udziatem PEP. W procesie bierze udziat enzym PYK (kinaza pirogronianu) B) System transportu glukozy
drozdzy. Na niebiesko zaznaczony jest nowy proces wprowadzony do L. lactis (reakcje GLT i GLK).
Metabolit oznaczony na zielono GLC. Stezenie glukozy jest state.

Modelem podstawowym, ktéry zmodyfikujemy na cwiczeniach jest model szlaku
glikolizy Hoefnagell i wspét. 2002. File -> Open

Odszukaj na liscie reakcji reakcje o nazwie V26 (heksokinaza) i V29 (fosfataza glukozo-
6 fosforanu). Zmien Vmax reakcji na zero, co oznacza, ze reakcje sg nieaktywne.
Ustaw stezenie glukozy zewnetrznej na 2 mM.

Oblicz stezenia metabolitow w stanie homeostazy. Oblicz wartosci przeptywow (flux)
w stanie stacjonarnym (Steady-state). Przenie$ wyniki do tabeli Excel poréwnaj
z Tabelg 1 (plik Wyniki_¢éw_3).

Dodaj dwie nowe reakcje do modelu L. lactis kierujgc sie wskazowkami z ¢wiczenia
nr2 (czyli instrukcjg tworzenia reakcji w modelu i ich opisu) uzupetij funkcje



10.

11.

matematyczna, nazwij poszczegolne elementy reakcji: modyfikator, substrat, produkt,
parametr. Reakcje GLT i GLK zostaty opisane (ich kinetyka) w modelu Teusink (2000).
Importuj model Teusink, 2000. File-> Import SBML.
Zwro¢ uwage na symbole oznaczajgce glukoze w modelu Hoefnagel (2002) i Teusink
(2000). Symbole sie roznig (!). Przepisujac funkcje dla reakcji wez to po uwage. Zamieh
symbol, tak aby byt rozumiany przez model Hoefnagel (2002).
W modelu Hoefnagel (2002) utworz reakcje o nazwie GLT(transport glukozy) zapisz
jako ,Gluc -> Glucin oraz GLK(heksokinaza) zapisz ,Glucin + ATP = G6P + ADP”.
Zachowaj wartosci parametrow kinetycznych dla tych dwéch reakcji wg Teusink (2000).
Dostosuj jedynie Vmax. Tymczasowo ustaw wartos¢ Vmax zero. Reakcje bedg
nieaktywne. Pozostate wartosci np. ATP, czy G6P itd. zostang uzupetnione
automatycznie (sg elementami oryginalnego modelu Hoefnagel (2002)).
Szybkosc¢ transportu glukozy w stanie stacjonarnym w niezmodyfikowanym systemie
L. lactis wynosi v=101.363 mM/min.
Flux v nowego procesu Q wynosi jak nizej

101.363 |GLK

v\, =|101.363 |GLK
101.363)PYK

W nowym zmodyfikowanym systemie flux PYK (kinazy pirogronianowej) powinien
wynosi¢  192.405 mM/min (sprawdz wynik flux steady-state wreakcji PYK
w oryginalnym modelu Hoefnagel), wiec musi zosta¢ zwiekszony aby skompensowac
usunietg reakcje konwersji PEP w PYR przez system PTS oraz konsumpcje ADP
w nowej reakcji GLK. Z czego to wynika? (patrz plik wzér_jak obliczyé nowy
VmaxPYK_Cw3).

Oblicz nowe wartosci Vmax transportera glukozy (vGLT) i heksokinazy (vGLK), tak aby
uzyskane wartosci przeptywu metabolitow dla poszczegdinych reakcji w modelu
zmodyfikowanym o nowe reakcje, nie ulegty zmianie (byly identyczne z przeptywami
w oryginalnym modelu Hoefnagel (2002), v=101.363 mM/min, patrz pkt 11).

Transporter glukozy (GLT)

GLC,
Vi [GLCU - GLTJ
K¢

Vv =
o Ll GLC, GLC, 0091 GLC,.-GLCOJ Ko,

+
K}clec, K](\;/[LCU K](\?/[LC,- ) K}cleco M

Ky“ =1.1918 mm; Ky =1.1918 mm; K" = 1.

Heksokinaza (GLK)
G6P- ADP
Ve |1+
KM - KM Keq

\% =
o [1 GLC, G6Po] 1+ATP+ADPJ
Kf/ILCi K}(:‘/[6P KIAWTP K;‘{;[DP

K§“ = 0.08 mM; Kit" =30mm; K" =0.15 mm; K" =0.23 mm; K2 = 3800,



1. Nastepnym krokiem jest inaktywacja oryginalnej reakcji opisanej przez proces P.
Zidentyfikuj reakcje opisujgcag transport glukozy PEP:PTS na liscie reakcji L. lactis.
Ustat Vmax tej reakcji na zero.

2. W parameter overview zastgp Vmax (GLK=132.864), Vmax (GLT=579.685) i Vmax
(PYK=4290,13) wartosciami obliczonymi ze wzoréw w pkt 5.

3. Przeprowadz analize Steady-state oraz Time course. Poréwnaj wyniki uzyskane
w modelu zmodyfikowanym i oryginalnym. Czy sg identyczne?

4. Zmien stezenie zewnetrznej glukozy od 2 mM do 5 mM. Przeprowadz analize Steady-
state i Time course.

Spedes | Compartments | [ ces | Compartments || Model Quantites | Resctons | Jac

Fhix Fux

Mo fmols) Nome (% Chemical Equation

Lol 10132 11 w1 | R e |
2w W12 |2 w2 96.2012/G5P = F6P
I %2064 3 V3 96,2084 F6P + ATP = FEP + ADP; PEP
4 v w2012 |4 w4 96,2012 FEP = G3P + DHAP
LY 96,2012 S vS 96.2012 DHAP = G3P
6 v \24gz |6 V6 | 192.402G3P +NAD +Phos = DPG +NADH
= |7 V7 192.402.DPG + ADP = P3G + ATP
‘Bl ppeprell LB 192.402 P3G = P2G

9 v 192.402/P2G = PEP
9 v 192,402

10 vi0 192, + - + ATP;
v LI PP 188,092 PYR +NADH = Lac +NAD; FBP
] v11 1880%2 12 vi2 0.0090217 2 *PYR = ACLAC
V12 00040217 |43 433 | 0.00402159 ACLAC = ACET

13 w3 0.00402159
14 vl4 0.00025706

-
B

v14 0.00029706 ACET = ACETOUT
v1s 1.13823e-07 ACLAC = ACET

-
w

15 vIS | L1323e07 |16 vi6 0.00372464 ACET +NADH = BUT +NAD
16 vig 000372464 |17 w17 1.01826 PYR +COA = FOR + ACCOA; G3P DHAP
17 wi7 101826 18 vi8 4.23734 ACCOA +Phos = ACP + COA
@ vig sz 19 V19 4.23734 ACP + ADP = AC + ATP
T a2 |0 V0 3.2838 PYR +NAD + COA = NADH + ACCOA
o lvz sz |21 2 0.0647125 NADH + ACCOA = NAD +COA + ACAL
2 w2 0.0647125 ACAL + NADH = ETOH + NAD
21 vl 00647125
23 v23 186,311 ATP = ADP + Phos
2 vz 0.0647125
24 v24 5.39647 NADH + 02 = NAD
o 188311 125 vas 0.00722157 FBP = F6P + Phos
ZATlvd S 16 vas | AT R A |
B WIS 00TRIST 5y oy 5.1607 G&P = G1P
26w 28 v28 1.03214 5*G1P + 5" ATP 4 2 " NADH + 3*UOP +
7 w2 31607 123 v Do T AP o T AoP]
28 v 103214 (30 VaLT =
2 v 31 VGK 7 —
Hoefnagel Hoefnagel ATP

5. Wykorzystaj tabele ponizej do przeprowadzenia stopniowej wymiany systemu
PEP:PTS na system transportu glukozy z udziatem ATP. Przykfady ponizej pokazujg
réznice w czasie (transient time), wymagane aby system osiggnat stan stacjonarny.
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Od lewej: 85% PEP:PTS oraz 5% PEP:PTS

Vmax GLK GLT PTS PYK

GLK 90%/PTS 10% 119.5776( 521.7165| 16.00003( 4068.431
GLK 85%/PTS 15% 112.9344( 492.7323( 24.00004( 3955.302
GLK 80%/PTS 20% 106.2912( 463.748( 32.00006( 3842.174
GLK 75%/PTS 25% 99.648( 434.7638( 40.00007( 3729.046
GLK 70%/PTS 30% 93.0048| 405.7795| 48.00009| 3615.917
GLK 65%/PTS 35% 86.3616| 376.7953| 56.0001| 3502.789
GLK 60%/PTS 40% 79.7184| 347.811| 64.00012| 3389.661
GLK 55%/PTS 45% 73.0752( 318.8268( 72.00013( 3276.532
GLK 50%/PTS 50% 66.432( 289.8425( 80.00014( 3163.404
GLK 45%/PTS 55% 59.7888| 260.8583( 88.00016( 3050.276
GLK 40%/PTS 60% 53.1456| 231.874| 96.00017| 2937.147
GLK 35%/PTS 65% 46.5024| 202.8898| 104.0002| 2824.019
GLK 30%/PTS 70% 39.8592| 173.9055| 112.0002| 2710.891
GLK 25%/PTS 75% 33.216| 144.9213| 120.0002| 2597.762
GLK 20%/PTS 80% 26.5728| 115.937| 128.0002| 2484.634
GLK 15%/PTS 85% 19.9296( 86.95276( 136.0002( 2371.506
GLK 10%/PTS 90% 13.2864( 57.9685( 144.0003( 2258.377
GLK 5%/PTS 95% 6.6432| 28.98425| 152.0003| 2145.249
GLK 0%/PTS 100% 0 0| 160.0003| 4290.13

1. Konstrukcja drozdzy produkujacych kwas mlekowy zamiast etanolu.
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Proces u drozdzy: P Proces u bakterii: Q

(+1)PDC: PYR — ACE
(+1) ADH: ACE + NADH—> ETOH + NAD

P: PYR+ NADH— ETOH+ NAD

Q := LDH: PYR+NADH— LAC+NAD

Poprzez nowy proces Q, zostat wprowadzony do system nowy metabolit, ktérym jest kwas
mlekowy, a ktérego stezenie wewngtrzkomérkowe chcemy utrzymac na mozliwie jak
najnizszym poziomie. W tym celu ,wprowadzamy do systemu transporter”, o bardzo wysokiej
aktywnosci, ktory zapewni usuwanie kwasu mlekowego z komorki do pozywki. W naszym
przypadku kwas mlekowy w modelu Teusink (2000) zostanie wprowadzony jako metabolit
koncowy (podobnie jak w modelu Hoefnagel (2002). Ustawimy stezenie kwasu mlekowego na
zero, co nasladuje sytuacje sekrecji metabolitu przejSciowego na zewnagtrz komérki. Wzor
reakcji i wartosci parametrow reakcji dehydrogenazy mleczanowej zostang zaczerpniete
Z oryginalnego modelu Hoefnagel (2002).

Original p a Vimax (MM/min)
&
system LDH PDC ADH
S. cerevisiae | PDC+ ADH LDH 1.28E+03 9.29E+00 0.00E+00 3.73E-06

1. Modelem podstawowym, ktoéry zmodyfikujemy w tym zadaniu jest model szlaku
glikolizy Teusink i wspot. 2000. File-> Import SBML.

2. Oblicz wartosci przeptywéw (flux) w stanie stacjonarnym (Steady-state) dla modelu
Teusink, 2000. Przenies wyniki do tabeli Excel. Poréwnaj z wynikami w pliku
Wyniki_Cw_3.

3. Enzym niezbedny do produkcji kwasu mlekowego w L. lactis to dehydrogenaza
mleczanowa (vVLDH). Odszukaj reakcje katalizowang przez LDH w modelu $ciezki
glikolizy Hoefnagel, 2002. File-> Import SBML. Reakcja ta przebiega z udziatem
modyfikatora, czynnika allosterycznego fruktozol,6-bisfosforanu (symbol F1,6P =

FBP).
NAI?H NAD*
c00 i c00
Dzﬁ: .L__/_‘,. HD_?H
CH, e CH5

4. Dopisz te reakcje w modelu Teusink (2000), kierujgc sie wskazowkami z ¢wiczenia nr 2
(instrukcja do tworzenia modelu skfadajgcego sie z trzech reakcji), uzupetij funkcje
matematyczng, nazwij poszczegolne elementy reakcji: modyfikator, substrat, produkt,
parametr.

5. Oblicz nowy Vmax dla reakcji LDH, tak by otrzymac przeptyw metabolitow (flux)
identyczny jak w modelu Teusink (2000) dla reakcji vADH (enzym: dehydrogenaza
alkoholowa VADH=AD) (plik wyniki_Cw_3).

6. Ustaw Vmax dla reakcji vVADH zero. Enzym ADH jest wowczas nieaktywny.

7. Przeprowadz analize Time course. Co zaobserwowates?



8. Przywrd¢ reakcji VADH oryginalny Vmax = 810.

9. Oblicz Vmax PDC, aby skierowac¢ strumien metabolitéw do reakcji LDH. Jednak
pamietaj o pozostawieniu minimalnego przeptywu przez te reakcje, co jest niezbedne
dla reakcji znajdujacej sie w szlaku ponizej PDC. Reakcja ta przebiega z wytworzeniem
NADH. Dzieki zachowaniu minimalnej aktywnosci PDC utrzymany zostanie prawidtowy
stan redox miedzy reakcjami vSUC i vG3PDH.

10. Zapisz zmiany w modelu pod nazwg Teusink_LDH1.

11. Przeprowadz analize Steady-state i Time course. Poréwnaj wyniki oryginalnego
modelu Teusink(2000) i modelu komérki drozdzowej produkujgcej kwas mlekowy.

& steady state with giverire & steady state with given resolution was found,

Species Compartmer Species Zomparkments Model Quantities Reactions
Name (F|:'L||oxl i) Mame (FILLlI; <) Chemical Equation
WLk, 83,1505 wialK 88.1505 GLC + Prb = G&P
wPal 77,3505 wPal 77,3505 G6P = F&P
waELYCD f wELYCO 6/ G6P + Prb = Glyc
vTreha 2.4 vTreha Z42*GEP+Prb=Th

wPFE 773505
wALD 773505
wiEAPDH | 136,499
wPGK 136,499
wPGEM 136,499

wPFK | 77.3505 F6P + Prb = F16P

wAlD | 77,3505 F1EP = 2* TRIO

YGAPDH | 136,499 TRIO + NAD = EPG + NADH

wPGK | 136,499 BPG = P3G + Prb

wPGM | 136,499 P3G = P2G

10 wEND | 136,499 10 (vEND | 136,499 P2G = PEP

11 P 136,499 11 wPYE 136,499 PEP = PVR + Prb

12 |vPDC | 136,499 12 kPDC A9 PYR, = COZ + ACF ]
13 (v3UC | 3.64049 13 vSUC | 3.64048 2 * ACE +3* NAD = SUCC + 3 * NADH
14 [waElT 48,1305 14 vl 88,1505 GLCo = GLGi

15 |vADH | 123.218 15 koo [ ACE 4 MADH = HAD + FTCOH |
16 WEIFDH | 18.2025 |16 |vG3PDH | 13,2024 TRIO + NADH = NAD + GLY

17 wATP | 330810 17 AP 99.0982Ph=2

18 RADH 129218 PYR+ NADH=Lact NAD: Fice )

[ e L O R R
L= = = 2 B I

Teusink model Teusink_LDH
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Cwiczenie 4.
FLUX BALANCE ANALYSIS - SurreyFBA

Celem c¢wiczen jest zapoznanie sie z interfejsem uzytkownika JyMet, ktory to
GUI umozliwia wizualizacje modeli w skali genomowej. Poznamy koncepcje
SurreyFBA i podstawowe narzedzia/funkcje zintegrowane z SurreyFBA [1].
Wykonamy analize przeptywu strumieni (ang.flux) w przyktadowym modelu drozdzy
piekarniczych S.cerevisiae o nazwie iTO977 [2]. Model powstat na bazie modelu
iILN8O0O i jest modelem rozszerzonym o dodatkowe reakcje wg. danych literaturowych.
Model wykazuje skutecznos¢ w symulacjach wzrostu drozdzy na réznych podtozach
hodowlanych, analizie istotnosci genéw oraz odtwarza wyniki eksperymentalne dla
pojedynczych i podwojnych mutantéw zgodnie z danymi literaturowymi. iTO977 zostat
uzyty do integracji danych transkryptomicznych i eksperymentalnych danych o
przeptywach metabolitow w 4 warunkach hodowli; warunki limitujgce Zrodto wegla,
warunki limitujgce zroédto azotu, w dwoéch wariantach: w warunkach tlenowych i
beztlenowych.
Dodatkowe informacje mozna znalez¢ w podanych ponizej zrédtach literaturowych.

Bibliografia:

1. Gevorgyan A, Bushell ME, Avignone-Rossa C, Kierzek AM. SurreyFBA: A
command line tool and graphics user interface for constraint based modelling of
genome scale metabolic reaction networks. Bioinformatics. 2011 27(3):433-4.

2. Osterlund T, Nookaew I, Bordel S, Nielsen J Mapping condition-dependent
regulation of metabolism in yeast through genome-scale modelling BMC
Systems Biology. 2013 DOI: 10.1186/1752-0509-7-36

W folderze ,SurreyFBA rozwigzania” znajdujg sie pliki z przyktadowymi obliczeniami
do przedstawionych ¢éwiczen, ktore bedg pomocne przy sprawdzeniu poprawnosci
uzyskanych wynikéw.

4.1 Wstep do SurreyFBA

1. Otwoérz folder SurreyFBA2.34 a nastepnie uruchom program JyMet
(program funkcjonuje w srodowisku Java dlatego tez wymagana jest
wczesniejsza instalacja platformy Java)

(&) JyMet2 = =

File Help
Direction: [a| | Objective || soiver:|Simplex |~ | Reduce matrix: [ Comments: ]




2. Wczytanie modelu.
Kliknij:
File -> import SMBL, wybierz folder Model, zaznacz plik
ITO977_v1.00_cobra.xml
(Sciezka dostepu C:\SurreyFBA\examples\models\iTO77_v1_cobra.xml)

Model iTO977_v1.00_cobra.xml zostat skonwertowany do formatu SurreyFBA. Model
ITO977 zostat nazwany wedtug konwenciji ,in silico” szczepodw mikrobiologicznych. ,i”
oznacza ,in silico”, ,TO” oznaczajg inicjaty autora modelu (Tobias Osterlund), a 977
oznacza liczbe gendéw znajdujgcych sie w modelu.

Po zaimportowaniu modelu w oknie dialogowym pojawiajg sie zaktadki: geny,
enzymy, reakcje, metabolity i problem.

= JyMet2 = =
File Edit View Analyse Solve Help
Direction: Dbjective:| | Solver: | Simplex | v| Reduce matrix: [ | Comments:

f 5. cerevisiae genome-scale model |x |

[ 960 genes | 775enzymes | 1562 reactions | 1353 metabolites | Problem |

1D Equation LB UB Rule Comment
R_2MBACt M_m208 =M_m1404 0.0 1000.0 #2-methylbutyl transport (extrag =
R_ZMBACHI M_m1415=M_m1404 0.0 0.0 #Uptake of 2-methylbutyl acetal =|
F_2MBACxO M_m1404 = M_m1415 0.0 1000.0 #Excretion of 2-methylbutyl ace
R_2MBALDt M_m209 =M_m1405 -1000.0 1000.0 #2-Methylbutanal transport (ext
R_ZMBALDutl M_m1421 = M_m1405 0.0 0.0 #Uptake of 2-methylbutyraldeh
R_ZMBTOHt M_m207 = M_m1406 -1000.0 1000.0 #2-methyl-1-butanol transport
R_Z2MPPALt M_m210 = M_m1407 -1000.0 1000.0 #2-methylpropanal transport (g
R_Z2PHETOHL M_m1408 =M_m218 -1000.0 1000.0 #2-phenylethanal reversible tra
R_3C3HMPt M_m232 =M_m1409 -1000.0 1000.0 #2-Izopropylmalate transport, g
R_3MBALDt M_m233=M_m1410 -1000.0 1000.0 #3-methylbutanal transport (ex
R_3MOPt M_m1411 =M_m156 -1000.0 1000.0 #3amop reversible trasport: M_n
R_44DIMZYMSTxt |M_m4d = M_m300 0.0 0.0 #Uptake of 4 4-dimethylzymost
R_44DIMZYMST... [M_m3200 = M_m4 0.0 1000.0 #Excretion of 4,4-dimethylzymo
R_4ABZ7t M_m289 =M_m1412 -1000.0 1000.0 #4-Aminobenzoate mitochondr
R_AACH M_m1091+M_m335+M_m768=_ |00 1000.0 { YBLO30C OR ... [#ADP ATP carrier protein 1: M_
R_AAHT_1 M_m579 =M_m519 + M_m707 0.0 1000.0 YMNL141W #Adenosine deaminase: M_m&
R |AAH‘I 2 M m&36=M m519+M mE39 0.0 1000.0 YIL141W #hdenosine deaminalse: M lmfll
b Il b

W zaktadce reakcje, znajduje sie 1562 reakcji oraz kolejno: nazwa reakcji, rownanie
reakcji, dolna granica przeptywu (LB), gérna granica przeptywu (UB), reguty tgczgce
reakcje z zaangazowanymi w ich przebieg genami oraz komentarz do reakcji,
zawierajgcy informacje min. na temat lokalizacji (w ktérym kompartmencie, czesci
komoérki zachodzi reakcja), rodzaju reakcji (np. sekrecja, transport), oraz nazwy
metabolitow biorgcych udziat w reakcji.

3. Definiowanie zewnetrznych metabolitow

Metabolity zewnetrzne mozna zaznaczy¢ w zaktadce metabolity. Reprezentujg one
zrédto  przeptywu metabolitow. Bez uprzedniego oznaczenia metabolitow
zewnetrznych (w sktadzie podtoza hodowlanego), nie jest mozliwe obliczenie wartosci
maksymalnego wzrostu. Uzyskujemy wéwczas wartos¢ wzrostu = 0 ze wzgledu na
brak zrédta przeptywu metabolitow. W omawianym modelu metabolity zewnetrzne sg
zaznaczone w kolumnie ,external” (zaktadka metabolity).



&) JyMet2 = =

File Edit View Analyse Solve Help

Direction: Objective:| | List:| | Solver; |Simplex |V| Reduce matrix: | Comments:

f 5. cerevisiae genome-scale model x| |

r 960 genes r 775 enzymes r 1562 reactions r 1353 metabolites rProbIem rEssential reactions |x! |
D MName External Used by Formula Canonical SMI..| Isomeri
M_m1 (R}-lactate_C3HEB03 v] -1.0 B_LACH + B_LACKO C3HE03 -
M_m10 C26 acid_ ¥] -1.0 R_C26xl + B_C26x0 |I=|
M_m100 nicotinamide monaon... v] =1.0 B_NMMatl + R_MNMNxtO C11H15N208P
M_m1000 maltose_C12H22011 [] -1LO0R_MALT + R_MLTxtl +-1.0 R_ML... |[C12H22011
M_m1001 melibiose_C12H22 .. [] R_MELIxl +-1.0 R_MELIO +-1.0 R_U..|C12H22011
M_m1002 methane_CH4 [] R_MTHMNxtl +-1.0 R_MTHMNxO +-1.0 R... |[CH4
M_m1003 methylglucoside_C7... [] R_AMGH] +-1.0 R_AMGHO +-1.0 R_U.. [CTH1406
M_m1004 myo-inositol_CEH12.. [ ] -1.0R_ITRT +R_Mixtl +-1.0 R_MxtO CAH1206
M_m1005 myristic acid_C14H2. .. [ ] R_C140xt +-1.0 R_C140%0 +-1.0 R_ ... [C14H2802
M_m1006 nicotinamide monon... [] R_MNMNxtl +-1.0 E_NMNxtO +-1.0 E_U...|C11H15N208F
M_m1007 octadecanoyl-9-ene ... [] R_C181l +-1.0R_C181x0 +-1.0R_...
M_m1008 oligopeptide_ [] R_OPEPul +-1.0 R_OPEPHO +-1.0R...
M_m1009 oxidized glutathione_... [] R_OGTul +-1.0R_OGTuO +-1.0 R_U.. |[C20H3ZNE012...
M_m101 octadecanoyl-9-ene .. v] -1.0 R_C181xtl + R_C181x0
M_m1010 oxygen_ [] R_O2dl+-1.0R_0Zi0 +-1.0 R_U227_
M_m1011 palmitic acid_C16H3... [] R_C160xtl +-1.0 R_C160xt0 +-1.0R_... [C16H3202 |
M |m1012 peptide [ ] R PEPTxl+-1.0R F'EF'TxltO +-10R .. | lL
1 I »

W innych modelach metabolity zewnetrzne sg oznaczone rozszerzeniem np. ,,_xtl”
badz ,,_xt” (np.. M_example_xtl). Aby program poprawnie rozpoznat okreslony
metabolit, metabolity zewnetrzne nalezy zdefiniowa¢ w nastepujgcy sposoéb:

Kliknij:
Solve -> externality tag

Po wyswietleniu okna dialogowego nalezy wpisa¢ odpowiednig dla danego modelu
etykiete dla zewnetrznych metabolitow.

File Edit View Analyse SnlvelQSSPN Help
Direction: Obijecti WWrite problem
Clear problem
Externality tag

ToIeraJ Define the tag indicating external metabolites | |

l/ 5. cerevisiae genome-scal

r 960 genes |/ 775 enzyme

D MNam| gglye Used by Formula
M_m- (R)-lactate Stop -1.0 R_LACxt + . |C3HGO03
M_m10 C26 acid_| ; — -1.0 R_C26ul + ...
M_m100 nicotinamide ... ! -1.0 B_MMMNatl +...[C11H15M208F
LE R Rt aTel il A T (] 4 M RIAL A4 oA ST A 4

4. Reakcja BIOMASS i GROWTH RATE

Jedna z reakcji znajdujgca sie w systemie to reakcja definiujgca biomase BIOMASS.
Reakcja ta reprezentuje przeptyw metabolitbw w kierunku wszystkich istotnych
komponentéw biomasy. Zapotrzebowanie na dane sktadniki pokarmowe i
energetyczne zdefiniowane w zapisie Equation w reakcji BIOMASS w postaci
oznaczen takich jak np. M_m358. Przeptyw metabolitow w BIOMASS reprezentuje



potencjat wzrostu (GROWTH RATE) organizmu. Z zapisu wynika, ze inny sktad
biomasy cechuje drozdze piekarnicze hodowane w warunkach limitujgcych zrodto
wegla i limitujgcych zrodto azotu.

& JyMet2 - o IEN

File Edit View Analyse Solve Help

Direction: |max | ~ | objective:| | uist:| solver: simplex | v | Reduce matrix:[[] Comments: ]

S. cerevisiae genome-scale model |x

960 genes | 775 enzymes |' 1562 reactions | 1353 metabolites Problem | Essential reactions I ' | ]

ID - | LB | Equation |
R_CBIOMASS 0.0 1.1358 M_m160 + 0,051 M_m339 + 59.276 M_m340 + 0.05 M_m358 + 0.051 M_m415 + 0.35734 M_m440 +|
IR_NBIOMASS 10.0 |0.963 M_m160 + 0.04 M_m339 + 59.276 M_m340 + 0.039 M_m358 + 0.04 M_m415 + 0.252 M_m440 + 0 {391

Znajdz formute BIOMASS i sprawdz, co wchodzi w sktad tej reakcji. W tym celu
Kliknij:

Zaktadka reaction -> Edit -> search, wprowadz szukang fraze: BIOMASS
W celu powrécenia do wszystkich reakcji kliknij:

View -> Show -> All

5. Obliczenie biomasy i maksymalnego wspétczynnika wzrostu (maximal growth
rate)

Aby rozpoczg¢ symulacje z JyMet wazne jest zdefiniowanie funkcji celu, wybranie
metody analizy i zdefiniowanie problemu.
W tym celu kliknij:

Analyse -> Objective value.
Wpisz w polu OBJECTIVE znaleziong regute dla reakcji BIOMASS, ustaw ,Direction”
na max.
Kliknij:
Solve -> Write problem
Po pojawieniu sie dwdch wierszy w zaktadce Problem, kliknij:
Solve -> Solve

(£ JyMet2 - o IEE

File Edit View Analyse Solve Help

Direction: |max q Objective: [R_CBIOMASS ‘ SoIver:|SimpIex " Reduce matrix:[_] Comments: [v]

S. cerevisiae genome-scale model X ‘

[ 960 genes [ 775 enzymes | 1562 reactions [ 1353 metabolites | Problem |

Expression LB uB Comment

Imax. R_CBIOMASS

EIET]

|
|
|

Tak zdefiniowany problem pozwala programowi obliczy¢ teoretyczny maksymalny
przeptyw metabolitdw przez reakcje opisujgcg tworzenie biomasy (reakcja BIOMASS).



Tempo przyrostu biomasy zalezy od sktadu pozywki, oraz od dostepnosci
preferowanych sktadnikow odzywczych. W tym c¢wiczeniu, przy zatozeniu
maksymalnego transportu zrodta wegla do komorki (glukozy) wartos¢ przeptywu jest
rowna 0.0996947 (mM glukozy /h/g suchej masy komoérek).

(=] JyMet2 = B
File Edit View Analyse Solve Help
. Direction: Dbjective:|R_CEIIOh-1.-’-\SS | Solver:|5implex|7| Reduce matrix: [ | Comments: [v] .

f S. cerevisiae genome-scale model |x |

960 genes r 775 enzymes r 1562 reactions r1353 metabolites r Problem rDbjectivevaIue X |

Record1

Objective value Status Comment

0.0996947

£

6. Oblicz maksymalny wspotczynnik wzrostu (max GROWTH).

Jaki wynik otrzymano? Czy reakcje BIOMASS i GROWTH réznig sie?

4.2. Sprawdzanie istotnosci reakcji w modelu, dla przeptywu
metabolitdw w kierunku tworzenia biomasy oraz identyfikacja
istotnych genéw

W modelu iTO977 dyfuzja glukozy z pozywki do cytoplazmy jest zdefiniowana jako
reakcja R_GLCxtl. W  tym przypadku reakcja  zostata  napisana
w kierunku pobierania glukozy z pozywki. Zewnetrzna glukoza, oznaczona
symbolicznie M_mb54, transportowana jest do cytoplazmy, gdzie definiuje sie jg
odrebnym symbolem M_m960. Reakcja ta jest wiezami LB i UB w strone ,konsumpc;ji”
glukozy (tutaj: LB = 1, UB = 1). Jesli przeptyw w reakciji transportu glukozy do komorki
ma warto$¢ ,1” dla UB, to oznacza, ze szybkos¢ reakcji transportu wynosi 1 mM
glukozy (M_m54) w czasie 1 h na gram suchej masy komorek.

l/S.cerevisiaegenome-scale model % |

[ 960 genes | 775enzymes | 1562 reactions | 1353 metabolites | Problem | Objective value x

“_ ID LB Equation UB Rule
R_GLCx 1.0 M_m54 = M_m4a&0 1.0 #Uptake of alpha-D-glucog

Aby zmieni¢ sktad pozywki nalezy otworzy¢ badz zamkngC strumien przeptywu
metabolitdbw w danych reakcjach. Mozna to osiggna¢ poprzez zmiane granic przeptywu
metabolitow (LB-lower bound, UP-upper bound) w danej reakcji.. Taki zabieg mozemy
wykonac na dwa sposoby:
a) poprzez zmiane granic przeptywu bezposrednio w modelu lub
b) ustaleniu nowych granic przeptywu w zaktadce problemy, co jest lepszym
rozwigzaniem, poniewaz nie modyfikujemy zrodtowej wersji modelu




Wykonaj poszczegolne kroki:

f 5. cerevisiae genome-scale model x |

r 960 genes r 775 enzymes r 1562 reactions r 1353 metabolites r Problem r Objective value |x

Expression LB uUB Comment

Imax B_CBIOMASS #

R_GLCxtl 0.0 0.0 #

Wpisz w pierwszym wierszu zaktadki problem max BIOMASS i zamknij przeptyw dla
reakcji glukozy. Ustaw wartosci LB i UB = 0.

Po wpisaniu reakcji w zaktadce problemy sprawdz max BIOMASS (objective value).
Jesli zamkniemy transport dla zrodta wegla, produkcja biomasy powinna wynies¢ 0.

1. Sprawdzenie produkcji biomasy w komoérkach hodowanych w obecnosci
alternatywnego zrédta wegla

Do problemu zdefiniowanego powyzej dodaj jeden wiersz:
Edit -> insert rows -> wpisz: 1

W zakfadce reakcje poszukaj reakcje dla transportu glicerolu (R_GLxtl), skopiuj jg i
wklej w kolejnym wierszu tabeli problem. Ustaw granice przeptywu w kierunku

l/ 5. cerevisiae genome-scale model x |

Problem | Objective value [x | Essential reactions [x | Essential reactions X |

960 genes r 775 enzymes r 1562 reactions |/ 1353 metabolites
|| Expression LB uB Comment
R_GLxtl 1.0 1.0 #
Imax R_CBIOMASS #
F_GLCul 0.0 0.0 #

konsumpcji glicerolu (dla R_GLxtl ustaw wartosci LB=1, UB=1), a zamknij dla glukozy
(dla R_GLCxtl ustaw wartosci LB=0, UB=0).

Oblicz wartos¢ objective value dla max BIOMASS.

Jakg wartos¢ otrzymasz? Czy jest ona taka sama jak dla komérek drozdzy
rosngcych w pozywce, w ktorej zrédtem wegla jest glukoza? Wyciggnij wnioski z
obserwac;ji?

2. Analiza istotnosci reakcji biochemicznych ( Essential reactions).

Metoda Essential reactions SurreyFBA stuzy do weryfikacji istotnosci udziatu
poszczegolnych reakcji w analizowanym systemie. Dla kazdej reakcji ujetej w systemie
program ogranicza przeptyw do 0 i oblicza maksymalng wartos¢ dla funkcji celu
(objective function). Jesli deaktywacja poszczegoélnych reakcji spowoduje, ze funkcja
celu wynosi 0, reakcja uwazana jest woéwczas za istotng dla funkcji celu. Program
przedstawia reakcje, ktére muszg by¢é aktywne podczas wyznaczonego celu (np.
wzrostu komérek, produkcji biomasy bgdz innej funkcji).

Znajdz istotne reakcje dla wzrostu komoérek w podtozu z glukoza.
Usun wiersze w zaktadce problemy:




Zaznacz wiersze -> Edit -> Delete rows

W polu objective wpisz R_GROWTH,; direction ustaw na “max”

Solve -> Write problem

Po pojawieniu sie dwoch wierszy w zaktadce Problem, kliknij:

Solve -> Solve

Oblicz wartos¢ dla objective value w celu upewnienia sie, ze wzrost jest rowny
0.0996947 (mM glukozy /godz/g suchej masy komorek).

Do obliczenia essential reactions nalezy zmieni¢ funkcje z “Objective value” na

"Essential

reactions”

File Edit View

Analyse| Solve QSSPN Help

Direction:

e mmemime ]
5. cerevisiae ge

) Objective value

| List]

) Objective value and status
O FBA

7] 0 FVA 1353 metabolites | Problem
D ) Knock-out analysis LB UB Rule Comment
R_ZMBACt ® Essential reactions 0.0 1000.0 #Transport, Extracellular; 2-methylbutyl transport (extracel...
R_ZMBACx O Plot 0.0 0.0 #Exchange reactions; Uptake of 2-methylbutyl acetate; M...
R_ZMBACxtO 0.0 1000.0 #Exchange reactions; Excretion of 2-methylbutyl acetate; ...
R_ZMBALDt O Plot 3D -1000.0 1000.0 #Transport, Extracellular, 2-Methylbutanal transport (extra...
R_ZMBALDxtl O Minimal substrate sets 0.0 0.0 #Exchange reactions; Uptake of 2-methylbutyraldehyde; ...
R_ZMBTOHt - -1000.0 1000.0 #Transport, Extracellular; 2-methyl-1-butanol transport (e..
O Minimal product sets
R_ZMPPALt A -1000.0 1000.0 #Transport, Extracellular; 2-methylpropanal transport (ext...
R_2PHETOHt | © Elementary modes -1000.0 1000.0 #Transport, Extracellular, 2-phenylethanol reversible tran...
R_3C3HMPt ) Live reactions -1000.0 1000.0 #Transport, Extracellular; 2-Isopropylmalate transport, diff..
R_3MBALDt O Unconserved metabolites -1000.0 1000.0 #Transport, Extracellular; 3—methylbuta.nal transport (extra...
R_3MOFt ) -1000.0 1000.0 #Transport, Extracellular; 3mop reversible trasport, M_m...
R_44DIMZYMSTxi| = Orphan metabolites 0.0 0.0 #Exchange reactions; Uptake of 4 4-dimethylzymasteral; ..
R_44DIMZYMST...| © Connected components 0.0 1000.0 #Exchange reactions; Excretion of 4 4-dimethylzymostero...
R 4AR7t  mma -1000 0 10000 #Transnort Fetracellilar 4-Aminnhenroate mitnchondria
Kliknij:

Analysis -> zaznacz Essential reactions, Solve -> Solve

Obliczenia potrwajg kilka minut ().
Dlaczego proces prowadzacy do uzyskania wyniku tg metodg jest stosunkowo

kosztowny

obliczeniowo?

Program wygeneruje nastepujgcg tabele:

f S. cerevisiae genome-scale model x |

[ 960 genes | 775enzymes | 1562 reactions | 1353 metabolites | Problem | Objective value x | Essential reactions x

Record1 | INFO.
D Comment

#195 essential reactions. -
R_ACCH #Acetyl-CoA carboxylase: M_m340 + M_m359 + M_m570 =M_m335+M_m729 + M_m768 |=
R_ACE1 #Acetyl-coenzyme A synthetase 1: M_ma340 + M_mB566 + M_m612 = M_m339 + M_m570 + M|
R_ADE1 #Phosphoribosylaminoimidazole-succinocarboxamide synthase: M_m164 + M_m340 + k_n
R_ADE13 1 #Adenylosuccinate lyase: M_m135=M_m314 + l_m&70
R_ADE16_1 #Phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide formyltransferase: M_m176 + M_m314 = M_m
R_ADE16_2 #IMP cyclohydrolase: M_m320 = M_md422
R_ADEZ #Phosphoribosylaminoimidazole carboxylase: M_m164 = M_m315 + M_m358
R_ADE4 #emidophosphoribosyltransferase: M_m324 + M_m458 = M_m323 + M_m457 + M_mE51
R_ADES_7_1 #Phosphoribosylamine—glycine ligase: M_m323 + M_m340 + M_m682 = M_m335 + M_m49
R_ADES_7_2 #Phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase: M_m203 + M_m2340 = M_m315 + M_m233
R_ADEG #Phosphoribosylformylglycinamidine synthase: M_ma340 + M_m458 + M_m493 =M_m203 +
R_ADES #Phosphoribosylglycinamide formyliransferase: M_m176 + M_m492 = M_m483 + M_m&40
R_AKGHO #Excretion of 2-oxoglutarate: M_ma98 = M_ma3
R_AREZ #3terol O-acyltransferase 2: M_m572 + M_m#G62 = M_mG12 + M_mE61 -
(] I [ [»]




Wyeksportuj otrzymang tabele do pliku EXCEL.
Kliknij:
File -> Save table

Nazwij plik jako: essential reactions glucose.xls

3. Wykonaj obliczenia essential reactions dla hodowli na pozywce z glicerolem.

Wygenerowang przez program tabele zapisz jako essential reactions glycerol.xls

Wykorzystujgc wiedze ze studidow | stopnia, dotyczgcg szlakow metabolicznych,
odpowiedz, jakie znasz przyktadowe enzymy, ktore sg aktywne podczas wzrostu
komorek na podtozu zawierajgcym glicerol, a nie sg aktywne na podtozu zawierajgcym
glukoze?

Otrzymane wyniki poréwnaj w nowym dokumencie Excel, gdzie dwie listy essential
reactions znajdujg sie obok siebie w kolumnach. Wskaz reakcje, ktére sg istotne dla
wzrostu tylko w obecnosci glukozy, oraz te, ktére sg niezbedne do wzrostu tylko w
obecnosci glicerolu. Analizuj wszystkie reakcje w kolumnach, porownaj wyniki
wygenerowane dla dwoch zrodet wegla. Zrob przerwe w wierszach jesli zauwazysz,
ze reakcje nie pokrywajqg sie.

A B
1 #199 essential reactions glycerol #195 essential reactions glucose
2 R _ACC1 R _ACCA
3 |R_ACS1 R_ACS1
4 |R_ADE1 R_ADE1
5 |R_ADE13_1 R_ADE13_1
6 R_ADE16 1 R_ADE16_1
7 |R_ADE16 2 R _ADE16 2
8 |R_ADE2 R_ADE2
9 |R_ADE4 R_ADE4
10 R_ADES _7_1 R_ADE5_ 71
11 R_ADE5 7 2 R_ADE5 7 2
12 |R_ADE6 R_ADES
13 |R_ADES R_ADES
14 |R_ADH3 R_AKGxtO
15 |R_ARE2 R_ARE?
16 [R_ARGT R_ARG1
17 R_ARG3 R_ARG3
18 R_ARG4 R _ARG4
19 R_ARG5 1 R _ARGS 1
20 R_ARG5_2 R_ARG5 2
21 R_ARGS R_ARGS
22 R_ARO1_1 R_ARO1_1
23 R ARO1 2 R ARO1 2

Wybrane, istotne reakcje zaznacz i przekopiuj do nowego, pustego arkusza w pliku
Excel. Wykorzystujgc wiedze zdobytg na studiach dotyczgcg szlakow metabolicznych,
skomentuj uzyskane wyniki.

4. Identyfikacja genéw

Przyjrzyj sie reakcjom, ktore reprezentowane sg tylko podczas wzrostu w obecnosci
jednego zrodta wegla, a nie wystepujg w tabeli wynikdw w przypadku drugiego zrédta
wegla. Geny mozna zidentyfikowa¢ na dwa sposoby:



a. W programie SurreyFBA wyszukaj w zaktadce reakcje wybrane reakcje
postugujgc sie komendg

Edit->Search

Odczytaj nazwy gendéw w kolumnie ,rule” . Przeszukaj internetowe bazy danych
(np. http://www.yeastgenome.orq ) aby znalez¢ nazwy enzymow kodowanych
przez te geny. Wyszukaj w ten sposéb informacje o genie YLR377C. Podaj
nazwe enzymu, kodowanego przez gen. Jakg reakcje katalizuje ten enzym i w
jakim szlaku metabolicznym uczestniczy?

b. Za pomocg dokumentu Excel opisujgcego wszystkie reakcje i metabolity.
Otwoérz plik essentials reactions glucose (i glycerol). W kolumnie B znajdz
poszczegolne reakcje. W kolumnie C wypisane sg nazwy enzymdw biorgcych
udziat w danej reakgiji.

4.3. Analiza istotnosci genoéw — funkcja knock-out; opis reakcji; przebieg
reakcji

1. Sprawdzanie istotnosci gendéw za pomocg funkcji knock-out.

Dzieki funkcji knock-out mozna dowiedzie€ sie o istotnosci gendéw biorgcych udziat w
reakcjach wewngtrzkomoérkowych w okreslonych warunkach zdefiniowanych w
zaktadce problem. Dla kazdej reakcji, program wytgcza geny biorgce w niej udziat (jest
to symulacja delecji genu), a nastepnie oblicza maksymalng wartos¢ funkcji celu (np.:
objective value dla R_GROWTH). Jezeli wartos¢ funkcji celu wyniesie ,,0” oznacza to
iz wylgczony podczas symulacji gen jest istotny. Innymi stowy, usuniecie genu
powoduje zaburzenie waznych szlakéw metabolicznych i zahamowanie wzrostu
komorek.

Direction: Dhjective:| ‘ List: |R_GLCxl

[(S. cerevisiae genome-scale model x |

960 genes | 775enzymes | 1562 reactions | 1353 metabolites | Problem | Knock-outanalysis x |

Expression LB LB
Imax R_CBIOMASS #
R_GLCxl 0.0 0.0 #
R_GLxdl 1.0 1.0 #

Sprawdz jakie geny sg niezbedne do wzrostu drozdzy na pozywce zawierajgcej
glicerol.
W tym celu kliknij

Analyse -> Knock-out analysis.

Wpisz w polu OBJECTIVE znaleziong regute dla reakcji GROWTH, ustaw ,Direction”
na max.
Kliknij:

Solve -> Write problem
Po pojawieniu sie dwdch wierszy w zaktadce Problem dodaj jeszcze jeden wiersz. W
utworzonych polach wpisz nazwy reakcji dla przeptywu glukozy i glicerolu. Dla
R_GLxtl ustaw wartosci LB=1, UB=1, a dla R_GLCxtl ustaw wartosci LB i UB =0


http://www.yeastgenome.org/

kliknij:
Solve -> Solve
Obliczenia potrwajg kilka minut

Direction:ﬂhjectiue:| | List:[R_cLx | Soluer: Redu

5. cerevisiae genome-scale model |(x |/I.|anual X |

r 960 genes r 775 enzymes r 1562 reactions r 1353 metabolites r Problem r Knock-out analysis x| I
| Record1 | INFO. |

D Transition rate
YBLO30C 0.0856717 CPTIMAL
YBROBSW 0.0556717 OPTIMAL
YMROSEC 0.0556717 OPFTIMAL
L1 1W 0.0556717 OPFTIMAL
YRL10EW 0.0556717 OPFTIMAL
YLRO27C 0.0556717 OPFTIMAL
YMNRO33W 0.0556717 OPFTIMAL
YMRO1G6C 0.0 CPTIMAL
YBLO1SW 0.0556717 OPTIMAL
YILZ200C 0.0556717 OPTIMAL
YLR304C 0.0556717 CPTIMAL
YRL192C 0.0556717 CPTIMAL
YML120C 0.0556717 OPTIMAL
YALOS4C 0.0856717 OPTIMAL
YLR153C 0.0556717 OPTIMAL

Powt6rz powyzsze czynnosci tym razem dla glukozy (w zaktadce Problem zmien
wartosci LB i UB dla odpowiednich przeptywow). Wyniki wyeksportuj do osobnych
plikéw Excel. Nazwij je knockout analysis — wzrost na glukozie oraz knockout analysis
— wzrost na glicerolu. Wypisz wszystkie geny, kodujgce enzymy, ktore sg niezbedne
do spetnienia funkcji celu gdy komorki rosng w pozywce zawierajgcej glicerol. Tg samg
symulacje przeprowadz dla pozywki zawierajgcej glukoze.

W Excelu dokonaj poréwnania tylko istotnych reakcji (transistion rate = 0). Zaznacz
réznymi kolorami geny istotne dla wzrostu na danym Zzrodle wegla. Zapisz plik pod
nazwg: porownanie knock-out glukoza i glicerol.xlIs

W a B C D

1 R ACCI 0.0 OPTIMAL #R_ACC1
2 R.ACC1I 0.0 OPTIMAL #R_ACC1
3 |R_ACS1 0.0 OPTIMAL #R_ACS1
4 R_ACS1 0.0 OPTIMAL #R_ACS1
5 [R_ADE1 0.0 OPTIMAL #R_ADE1
6 R_ADE1 0.0 OPTIMAL #R_ADE1
7 |R_ADE13 0.0 OPTIMAL #R_ADE13 1
2 ANRC1I2 AN ADTIKAA HR ANME1Z2 1

Pamietaj o sprawdzeniu poprawnosci problemu za pomocg objective value (4.1 pkt5)!

2. Umiejetnosc opisu reakciji
10



Do modelu zostat dotgczony dokument w formacie Excel, w ktérym znajdujg sie
szczegotowo opisane reakcje oraz metabolity. Dokument utatwia zrozumienie reakcji
znajdujgcych sie  w modelu. Otwoérz dokument pod nazwg ,opis 5 reakcji”
i przeanalizuj jego zawartosc.

Folder: SurreyFBA ¢wiczenia - >Cw.3 -> 2. Opis reakcji -> opis 5 reakcji.xls

Dla kazdej uzyskanej reakcji (z zadania 1, pie¢ pierwszych nie liczac xtl), niezbedne;j
podczas wzrostu komorki na glicerolu, wypisz:

a) nazwy genodw,

b) kompartmenty,

) subsytemy,

d) nazwy substratéw i produktow.

3. Przyporzadkowanie metabolitbw do oznaczen w modelu.

Znajdz metabolit 0 nazwie m794.
Kliknij:
Edit->serach-> wpisz: m794
Odpowiedz na pytania:
a) jaka jest nazwa tego metabolitu?
b) wypisz wszystkie reakcje, w ktérych bierze udziat i zaznacz te, w ktérych
m794 jest tylko produktem reakcji.
c) Czy metabolit pod tg samg nazwg (nie numerem) znajduje sie w innym
kompartmencie? Jesli tak, to wypisz numerly.

4.Przebieg reakc;ji:
W nowym pliku Excel zapisz przebieg wyszukanych reakcji z opisem enzyméw oraz
metabolitow biorgcych udziat w danej reakcji (numery oraz nazwy) poczgwszy od

metabolitu m1171, skonczywszy na m1077 (5 reakcji, nie uwzgledniajgc transportu
m1171 z cytoplazmy do mitochondrium).

11



Cwiczenie 5.

Analiza przeptywu metabolitow (FBA) w MUFINS1.0. Wstep do
analizy sieci Petriego QSSPN (ang. Quasi-Steady State Petri
Net).

Celem ¢éwiczenia jest zapoznanie sie z narzedziem FBA (ang. flux balance analysis)
stuzgcym do analizy przeptywu metabolitdtw w modelach w skali genomowej (GSMN).
Poznamy rowniez nowe narzedzie o nazwie QSSPN, ktére umozliwia integracje modeli
zapisanych w roznych formatach (ang. multi-formalism simulation), modeli w skali
genomowej omawianych na ¢wiczeniu 4 i dynamicznych modeli typu sie¢ Petriego czy
modeli kinetycznych.

Bibliografia:

1. Wu H, von Kamp A, Leoncikas V, Mori W, Sahin N, Gevorgyan A, Linley C,
Grabowski M, Mannan AA, Stoy N, Stewart GR, Ward LT, Lewis DJM, Sroka J,
Matsuno H, Klamt S, Westerhoff HV, McFadden J, Plant NJ, Kierzek AM. MUFINS:
multi-formalism interaction network simulator. Systems Biology and Applications.
2016, 2, 16032.

5.1 Wizualizacja wynikéw FBA w JyMet na przyktadzie modelu
makrofaga myszy

Wykorzystamy do tego celu model, ktéry zostat stworzony do badania reakcji typu
gospodarz-patogen pomiedzy makrofagiem myszy, a Mycobacterium tuberculosis w
czasie infekcji. Przeprowadzimy symulacje, w ktérej zostanie zobrazowany przeptyw
metabolitow w kierunku reakcji syntezy tlenku azotu (NO) w obecnosci lipopolisacharydu
(LPS) oraz inhibitora kinazy Mek1 na $ciezke sygnatowg aktywujgca produkcje tlenku
azotu (NO) w komdrce makrofaga [1].

1. Otworz zawarto$é dysku C i znajdz folder MUFINS1.0. Sciezka dostepu:
MUFINS1.0/git/MUFINS1.0/JyMet . Nastepnie uruchom program JyMet 2.34
2. Otwdrz model makrofaga RAW264_7_r.sfba poprzez klikniecie
File -> Open model (Sciezka dostepu
SurreyFBA\MUFINS1.0\git\MUFINS1.0_Examples\RAW264 7 r\RAW264 7 _r.sfba)
Pojawi sie okno dialogowe, ktére poinformuje nas, ze metabolity zewnetrzne sg
niezdefiniowane.



(%] JyMet2.34 =8 X
lFiIe Edit View Analyse Solve QSSPN Help

Direction: max‘v Objective:| | Solver.|$implex‘V‘ Reduce matrix: [ | Comments: [v]

((RAW264_7_r.sfba X |

| 820 genes | Oenzymes | 1661 reactions | 1322 metabolites | Problem |

D [ Equation ] B | ug | Rule Comment
= ’  ——rrey rove laa lanaa X Frem—— s gnet o
r4 Data missing ﬂ lex=tsg=|
5
:? 3 & Define the external metabolites in the metabolites table, in the problem table or by an externality tag.
rs
r19

AN A

3. Kliknij przycisk OK. by potwierdzi¢ ten komunikat.

Jak mozesz zauwazy¢, zaimportowany model o rozszerzeniu sfba wyglagda bardzo
podobnie do oryginalnego modelu o rozszerzeniu sbml (patrz ¢wiczenia 4). Jednakze
zaktadka ,enzymy” pokazuje obecnie zero wpisow. Jako Zze format SFBA wykorzystuje
tabele powigzan genu i reakcji, enzymy sg nieistotne dla dziatania modelu - zostaty
odrzucone. Import modeli w formacie SBML pozwala na zdefiniowanie powigzan
gen/enzym, jednak format SFBA jest szybszy i wystarczajgcy do symulacji, ktorymi
bedziemy sie dzisiaj zajmowac.

|| JyMet2.34 C=EEE X |
I File Edit View Analyse Solve QSSPN Help
Direction: Objective:l ’ Solver: | Simplex | v | Reduce matrix: [ | Comments:

[ RAW264_7_r.sfba x

}' 820 genes [ 0 enzymes I 1661 reactions | 1322 metabolites | Problem I

ID Equation LB UB Rule Comment
r3 ~ akt1 = gsk3b 0.0 100.0 #. ~ akt1 = gsk3b @regnet -~
r4 ~ akt1 + ~ ikk_complex =tsc 0.0 100.0 # ~ akt1 + ~ikk_complex =tsd=|
£ ~ap1+~atf3 + dummy2 +~erk_1_...|0.0 100.0 # ~ap1+~atf3 + dummy2 +
6 ~ atf3 + dummy3 =il_6 0.0 100.0 #. ~atf3 + dummy3 =il_6 @re
13 ~ep2 +~ipr1 + necrosis_xt = necro... |0.0 100.0 # ~ep2+~iprl+necrosis_xt
r15 dummy1 +~erk_1_2=il12a 0.0 100.0 # dummy1 +~erk_1_2=il123
18 dummy + ~ gdi =rab5_end 0.0 100.0 #. dummy + ~ gdi = rab5_end (@

4. Przejdz do zaktadki ,reakcje”. W tym modelu réwnania reakcji poprzedzone
znakiem ,~” oznaczajg inhibicje danej reakcji. Wszystkie reakcje czesci
regulatorowej modelu sg opatrzone wyrazeniem ,@regnet” wystepujgcej w sekcji
.komentarze”. Mozliwos¢ stymulacji i inhibicji reakcji w modelu metabolicznym na
skale genomowag jest istotng innowacjg programu SurreyFBA-MUFINS.

5. Definiowanie metabolitdw zewnetrznych (patrz ¢wiczenie 4).

Metabolity zewnetrzne reprezentujg zaréwno zrodto, jak i ujScie przeptywow
metabolitow. Jezeli nie zdefiniujemy metabolitbw zewnetrznych, to przeptyw metabolitu
w sieci zawsze bedzie wynosit 0, gdyz nie bedzie jego zrodta. W tym modelu metabolity
zewnetrzne majg w swoich oznaczeniach rozszerzenie , xt” (np. phd_xt). Z tego



powodu, aby program mogt poprawnie rozpozna¢ metabolity zewnetrzne, nalezy je
zdefiniowaC w nastepujgcy sposoéb:

Kliknij:
Solve -> Externality tag

Po wyswietleniu okna dialogowego nalezy wpisa¢ odpowiednig dla tego modelu
etykiete zewnetrznych metabolitow (,_xt").

6. Otwarcie problemu.
Aby rozpoczgé symulacje nalezy otworzy¢ plik z opisem problemu.
Kliknij:
File -> Open problem, wybierz Model -> Folder RAW 264.7 -> otworz plik:
simulate.pfile

IECE e ST

i File Edit View Analyse Solve QSSPN Help
Direction: Objective:} | Solver: Reduce matrix:[_| Comments: v
[ RAW264_7_r.sfba x
[ 820 genes [ 0enzymes I 1661 reactions | 1322 metabolites | Problem |
Expression LB UB Comment
!max: M_no_e_xt # -
R_biomass 0.028 0.0281 # Value used by Brodbar et al 2012 for NOS2 si
mek_inhibitor 0.0 0.0 # Treatment with inhibitor of erk phosphorylatio
Ips_input 0.0 100.0 # LPS treatment
cd14_input 0.0 100.0 # cd14_xt = cd14. Constitutive expression of cd
r145 0.0 0.005 # jnk = inos. We assume that jnk is less potent
r102 0.0 0.005 # hif1 = inos. We assume that jnk is less poten
r208 0.0 0.005 # pkc_a_b=erk_1_2. We assume that pkc_a_f_
; #
Imax: M_no_e_xt #
R_biomass 0.028 0.0281 # Value used by Brodbar et al 2012 for NOS2 si
mek_inhibitor 100.0 100.0 # Treatment with inhibitor of erk phosphorylatio
Ips_input 0.0 100.0 # LPS treatment
cd14_input 0.0 100.0 # cd14_xt = cd14. Constitutive expression of cd
r145 0.0 0.005 # jnk = inos. We assume that jnkis less potent}—
r102 0.0 0.005 # hif1 = inos. We assume that jnk is less poten
r208 0.0 0.005 # pkc_a_b=erk_1_2. We assume that pkc_a_U&i
i #
. . . s . . . o
W pliku zdefiniowane sg trzy rézne symulacje oddzielone znakami ,;”. Te

eksperymenty in silico pozwalajg na zbadanie wptywu LPS oraz inhibitora kinazy Mek1
na maksymalny wspétczynnik produkcji tlenku azotu (Il) jako czynnika biorgcego udziat
w odpowiedzi immunologicznej.

Dla kazdego problemu, wartos¢ ,,Objective function” jest nastawiona na maksymalng
produkcje tlenku azotu (II) w srodowisku zewnetrznym (Imax: M_no_e_xt). Kolejne rzedy
sg parametrami danych reakcji, wtgczajgc wymagany wzrost (R_biomass), poziom
inhibitora MEK1 (mek_inhibitor) oraz LPS (Ips_input), a takze maksymalny przeptyw dla
trzech reakcji w sciezce regulatorowej (r145, r102, r208).



Patrzgc na wartosci dla inhibitora Mek1, mozesz zauwazy¢, ze jedyng réznicg
pomiedzy symulacjg pierwszg, a drugq jest brak oraz obecnosc¢ inhibitora MEK1 (patrz
LB i UB). Trzeci problem zaktada brak inhibitora Mek1 oraz brak LPS.

7. Przeprowadzenie Flux Balance Analysis (FBA).

Analiza FBA jest szeroko stosowana do badania sieci powigzan biochemicznych w
szczegolnosci rekonstrukcji sieci metabolicznych w skali genomowej (GSMN)
zawierajgcych dane na temat wszystkich poznanych reakcji metabolicznych wraz z
genami, ktore kodujg poszczegdlne enzymy danego organizmu. FBA oblicza przeptyw
metabolitow przez sie¢ metaboliczng, a tym samym pozwala na przewidzenie tempa
wzrostu organizmu oraz szybkosci produkciji interesujgcego nas metabolitu.

Kliknij:
Analyze -> FBA

| 5| JyMet2.34 o

lFiIe Edit View Analyse] Solve QSSPN Help

Direcﬁon' O Objective value

| O Objective value and status
[ RAW264_7_r.sfll ® FBA

| 820 genes 0| O FvAa 322 metabolites Problem [

|| ) Knock-out analysis LB
limax: M_no_e_xt |0 E .

1 Solver:ISimplexle Reduce matrix: | Comments: [v]

uB
| reactions #

R ann A Anna PO

Comment

|
Al

|
!
Anan o _simAl

Nastepnie:

Solve -> Solve
- e
IFiIe Edit View Analyse Soive QSSPN Help

‘ Solver: Reduce matrix:[_| Comments: [v]

Direction: [max | v | Objective:|
[ 820 genes | 0enzymes | 1661 reactions | 1322 metabolites | Problem [ FBAx |

[ RAW264_7_r.sfba X
"Record1 | Record2 | Record3 [ INFO. |

| 5| JyMet2.34

ID Transition rate Comment

#0.0777853: OPTIMAL (M_no_e_xt) -
R_10FTHF5GLUtI 0.0 #. M_10fthfSglu_c = M_10fthf5glu_| =
R_10FTHF5GLUtm 0.0 #. M_10fthfSglu_m = M_10fthfSglu_c
R_10FTHFtI 0.0 #. M_10fthf_c = M_10fthf_I
R_10FTHFtm 0.0 #. M_10fthf_c = M_10fthf_m
R_13DAMPPOX 0.0 # M_13dampp_c +M_h2o_c + M_o02_c=M_bamppald_c + M_h202_dg
R_1TMNCAMti 9.78483e-13 # M_1mncam_c+M_atp_c+M_h20_c=M_1mncam_e + M_adp_c +
R_1PPDCRp 0.0 # M_1pipdn2c_x+M_h_x+M_nadh_x =M_Lpipecol_x+M_nad_x
R_2AMADPTm -0.0901481 # M_L2aadp_c +M_akg_m =M_L2aadp_m + M_akg_c
R_2DR1PP 2.24225e-24 # M_2dr1p_c+M_h20_c=M_drib_c+M_pi_c
R_2HBO 0.0 # M_2hb_c+M_nad_c=M_2obut_c+M_h_c+M_nadh_c
R_2HBt2 0.0 # M_2hb_e+M_h_e=M_2hb_c+M_h_c
R_2HCO3_NAt -10000.0 # 2.0 M_hco3_e +M_nal_e=2.0M_hco3_c+M_nai_c

Gdy symulacja zostanie przeprowadzona, wyniki sg umieszczone w formie tabeli,
przy czym kazda symulacja z pliku problemu jest przedstawiona w oddzielnej zaktadce
(,Record1-3”). Ponadto zaktadka ,INFO” zawiera dziennik symulacji, w tym polecen
uzywanych do uruchomienia narzedzia symulacyjnego.



2] syMet234 (el i)

IFiIe Edit View Analyse Solve QSSPN Help

Direction: max | v | Objective: | | Solver:|Simplex | ¥ | Reduce matrix: [ Comments: (V]

RAW264_7_r.sfba X |

[ 820 genes | 0enzymes | 1661 reactions | 1322 metabolites | Problem | FBA X |

[ Record1 | Record2 | Record3 | INFO. |

ID Transition rate Comment \
#0.0777853: OPTIMAL (M_no_e_xt) al
R_10FTHF5GLUM 0.0 # M_10fthf5glu_c = M_10fthf5glu_| =
\R_10FTHF5GLUtm 0.0 # M_10fthfSglu_m = M_10fthfSglu_c
\R_1 OFTHFtl 0.0 {# M_10fthf_c = M_10fthf_|
IR_10FTHFtm 0.0 [# M_10fhf_c = M_10fthf_m |

Przed przystgpieniem do wizualizacji nalezy ograniczy¢ ilos¢ reakcji, ktéra bedzie
brata udziat w procesie. Jest to zwigzane z wykorzystaniem mniejszej mocy
obliczeniowej komputera. Dlatego nastepnymi etapami sa:

a. wybor elementdw sieci, ktdre nas interesujg najbardziej

b. wybdr jedynie reakcji, ktére majg niezerowe wartosci przeptywu
metabolitow.

8. Wybdr interesujgcych nas reakciji.

W tym ¢éwiczeniu, zawezimy symulacje do Sciezki sygnatowej. W tym modelu,
wszystkie reakcje regulatorowe majg dodane w komentarzach ,@regnet”. Bedziemy sie
dalej zajmowac tylko tymi reakcjami. Wyszukaj je dzigki: Edit -> Search -> ,@regnet”

9. Wybor reakcji z wartoscig przeptywu inng od zera.

Kliknij na nagtéwek kolumny ,Transition rate”. Pozwoli Ci to uszeregowa¢ metabolity
od najwyzszej do najnizszej wartosci przeptywu. Zaznacz wszystkie reakcje, ktorych
przeptyw jest rozny od zera.



[£] JyMet2.34

IFile Edit View Analyse Solve QSSPN Help

Direction: Objective: ’

| Solver.ISimplex|v’ Reduce matrix: [ | Comments: |

[ RAW264_7_r.sfba X

[ 820 genes | 0enzymes | 1661 reactions | 1322 metabolites

Problem | FBA X |

Record1 | Record2 | Record3 | INFO. |

1D Transition rate ~ Comment
cd14_input 0.0388927 # cd14_xt=cd14 @regnet 4
71 0.0388927 # cd14 + Ips =tir4 @regnet
Ips_input 0.0388927 #: Ips_xt = Ips @regnet E
R_NOS2 0.0388927 #M_nadph_c+2.0M_nwharg_c+20M_o02_c+&inos =20 M_citr_DAS... -
r96 0.0288927 #: erk_1_2+~p38 = inos @regnet
r161 0.0288927 # mek1 +~meki_xt +~ ptpb_xt=erk_1_2 @regnet
r221 0.0288927 #: raf_1=mek1 @regnet
r226 0.0288927 #:ras = raf_1 @regnet
r227 0.0288927 #: rasgef1b = ras @regnet
r269 0.0288927 #:tir4 = rasgef1b @regnet
r130 0.01 # ~a20 +irakd = traf6 @regnet
23 0.01 #. ~irakm + myd88 = irakd @regnet
r265 0.01 #: tirap_mal = myd88 @regnet
r272 0.01 #:tir4 = tirap_mal @regnet
r284 0.01 #: traf6 = tak_tab @regnet
r164 0.005 # ~dusp1+mkk_3_6 = jnk @regnet
r102 0.005 #: hif1 + ~ p38 = inos @regnet
r34 0.005 #: hif1a + ~ phd = hif1 @regnet
113 0.005 #: ikk_complex = hifia @regnet
r145 0.005 #: jnk +~ p38 = inos @regnet
r257 0.005 #: tak_tab = ikk_complex @regnet
r258 0.005 - tak_tab =mkk 3 6 @regnet
r242 0.0 #. ~a20 +rip2 = traf @regnet
rd 0.0 # ~akt1 +~ ikk_complex =tsc @regnet
178 0.0 # ~akt1 +nod2 = caspase9 @regnet

10. Generowanie wizualizacji w JyMet

By automatycznie wygenerowac wizualizacje, nalezy skorzystaé z funkciji:

View -> Layout -> hierarchical

Uktad przeptywow zostanie przedstawiony jako Sie¢ Petriego (graf dwudzielny),
gdzie prostokaty reprezentujg tzw. ,przejscia”, a okregi reprezentujg ,miejsca”. Strzatki
oznaczajg przeptyw metabolitéw, przy czym przerywane linie zakornczone kotkiem bez
wypetnienia oznaczajg inhibicje, zas takie z wypetnieniem, oznaczajg aktywacje.

Powinienes otrzymac:

(2] JyMet2.34 C=JEORX

IFiIe Edit View Analyse Solve QSSPN Help
Direction: Objective: ‘
[ RAW264_7_r.sfba X

820 genes r 0 enzymes r 1661

‘ Solven|Simpl(ﬂIV| Reduce matrix:[ | Comments: [v]

[ 1322

|'FBA X | Hierarchical x|

D

0.038892
I r71; 0.0388927; # cd14 + Ips = tIr4 @regnet |




Poprzez klikniecie na prawy przycisk myszy mozesz znalez¢ narzedzie do zblizenia/
oddalania obrazu, tak, by uzyskac obraz catej sieci:

e

o M—

Zapisz wizualizacje poprzez klikniecie:

File -> Save graph (na pulpicie)

Mozesz otworzy¢ pozniej ten plik w JyMet uzywajac:
View -> Layout -> Custom

11. Jakie mozesz wyciggna¢ wnioski? Spojrz na wartos¢ przeptywu (Flux) dla
reakcji powstawania NO w komorce (reakcja: R_NOS2). Jak inhibitor Mek1 wptywa na
produkcje NO? Jak LPS wptywa na Sciezke sygnatowg?

12.  Zamknij program

5.2 Dynamiczne FBA (dFBA). Symulacja QSSPN (ang. Quasi-

Steady State Petri Net) sciezki sygnatowej kortyzolu w watrobie
ludzkiej.

Kortyzol to wazna czgsteczka sygnatowa, ktora dziata m.in. w czasie odpowiedzi
organizmu na stres. Poziom kortyzolu we krwi jest rozpoznawany przez trzy receptory:
receptor glukokortykoidowy (GR), receptor pregnanu X (PXR) oraz receptor
mineralokortykoidowy (MR). Tak wiec sygnat kortyzolu musi by¢ rozpoznany przez trzy
niezalezne sciezki sygnatowe, aby mogto dojs¢ do reakcji organizmu. W dalszej czesci
¢wiczen bedziemy pracowa¢ z modelem w skali genomowej metabolizmu komorki
watroby ludzkiej, potgczonym z modelem dynamicznym regulacji poziomu glukozy i
mleczanu we krwi (model ODE, ang. Ordinary Differential Equation). Razem modele te
tworzg tzw. dynamiczne FBA (dFBA). W modelu tym ustawiono jako funkcje celu
regeneracje glukozy z mleczanu.



dFBA zostato potaczone w sieci Petriego z modelem $ciezki sygnatowej kortyzolu.
Zintegrowanie modeli, zapisanych w roznych formatach jest mozliwe dzieki
zastosowaniu tzw. MUFINS (ang. MUIti-Formalism Interaction Network Simulator). W
SurreyFBA osiggnieto to przy pomocy narzedzia QSSPN [1].

1. Przeprowadzanie symulacji QSSPN w JyMet2.34

Aby przeprowadzi¢ symulacje w JyMet nalezy zatadowac trzy pliki. Pierwszy jest
modelem w formacie GSMN, ktéry zostat nazwany recon2_xt.PIPES.CORE.v1.sfba.
Otwérz go za pomoca:

File -> Open model (Sciezka dostepu:
C:SurreyFBA\MUFINS1.0\gittMUFINS1.0_Examples\NR_Recon2) Powinienes

otrzymac taki wynik:

| £ JyMet2.34 . ~ e  emg@et E=nrE X

File Edit View Analyse Solve QSSPN Help

W PG D O OO Sl Ay

DIrection:’max ‘v‘ Objective:} \ Solver‘.‘Simplex ‘v| Reduce matrix: [ | Comments: [v]

[ recon2_xtPIPES.COREv1.sfba [x |

2169 genes “ 0 enzymes i 7440 reactions f 5764 metabolites \‘ Problem ‘

[

‘ H ID Equation LB UB Rule Comment
10FTHF5GLUMl [M_10fthfSglu_c = M_10fthf5glu_l 0.0 1000.0 #5-glutamyl-10FTHF transport, |«

I[R_10FTHFSGLU...|M_10fthf5glu_m = M_10fthfSglu_c 0.0 1000.0 #5-glutamyl-10FTHF transport,[=

R_ 6 I 0.0 1000.0. #6-glutamyl-10FTHF transport,

0.0 1000.0. F transport,

F F7G glu_c: ul 0.0 10000 #7-glu F transport,

R_10FTHF7GLU..[M_10fthf7glu_m = M_10fthf7glu_c (0.0 1000.0 #7-glutamyl-10FTHF transport,|
|[R_10FTHFt M_10fthf_c = M_10fhf_I 1000.0 1000.0 #10-Formyltetrahydrofolate lysd
|[R_10FTHFtm M_10fthf_c = M_10fthf_m 1000.0 1000.0 #10-Formyltetrahydrofolate mit
|[R_11DOCRTSLL... M_11docrisl_c = M_11docrts|_m 1000.0 1000.0 #11-deoxycortisol intracellular {
|[R_11DOCRTSLtr [M_11docrtsl_c=M_11docrts|_r 1000.0 1000.0 #11-deoxycortisol intracellular
|[R_11DOCRTST... [M_11docrtstrn_c = M_11docrtstrn_m [-1000.0 1000.0 #11-deoxycorticosterone intrac
l[R_11DOCRTST... [M_11docrtstrn_c = M_11docrstrn_r  [-1000.0 1000.0 #11-deoxycorticosterone intrac

Nie musisz zaznacza¢ metabolitdw zewnetrznych (Solve -> Externality tag),
poniewaz wszystkie dane dla modelu bedg wczytane potem, razem z plikiem kontrolnym
(patrz nizej).

Nastepnym plikiem, ktéry musisz zatadowac jest plik Snoopy (z rozszerzeniem
SPEPT). Mozna to zrobi¢ poprzez klikniecie:
QSSPN -> Import SPEPT oraz wybranie pliku NR_Recon2.v3.1.spept

Pojawi sie okno dialogowe z komendg ,Set default maximal number of tokens”.
Nalezy zostawi¢ wartos¢ 2 dla symulacji jakosciowych (dla symulacji ilosciowych nalezy
wybra¢ maksymalnie duzg liczbe, wiec wpisujemy 1e9).

Powinienes/nas otrzymac dane w okno jak ponizej:



| &) JyMet2.34

File Edit View Analyse Solve QSSPN Help

| recon2_xt.PIPES.CORE.v1.sfba |x f QSSPN_model.tm x l

" PN nodes | Interactions | Metabolites ] Enzymes [ Control ]

PN node Initial tokens Maximal tokens Node type Monitor
PXR_mRNA 0 2 1 L]
PXR 0 2 1 L]
PXR_active 0 2 1 L]
GR_mRNA_deg 0 2 1 L]

Ostatnim plikiem, ktory trzeba otworzy¢ jest plik kontrolny. Kliknij:

QSSPN -> Load control i zataduj plik tekstowy NR_Recon2.v3.1.ctrl.txt

Twoja zakfadka ,Control” powinna wygladac nastepujgco:

\2’ JyMet2.34 _ e - - — o

=1

File Edit View Analyse Solve QSSPN Help

[ recon2_xt.PIPES.COREv1.sfha [X | QSSPN_modeltm [x |

[ PN nodes | Interactions | Metabolites | Enzymes | Control |

" Parameters | InitialStates | Functions | FluxMap |

Control parameter

Value

MODEL Jrecon2_xt.PIPES.CORE.v1.sfba
NUMBER_OF_SAMPLES 1

SEED 761

TIME_MAX 3000.0
MAXIMAL_TIMESTEP 0.01
MAX_CHANGE 0.01

QUTPUT Joutputxls

LOG Nog.bt
MONITOR 100
QSSPN_ALGORITHM SIMULATION
GSMN_MODEL Recon2_PIPES
‘GSMN_EXT_TAG xt

Plik kontrolny zawiera parametry dla symulacji, m.in. takie jak: model, w ktorym
,MODEL”"), ile razy symulacja ma byc¢
przeprowadzona (wiersz ,NUMBER_OF_SAMPLES”), czas trwania symulacji, czyli czas
w ktérym bedziemy obserwowaé zmiany pozioméw metabolitéw (wiersz , TIME_MAX).
Jak mozesz zauwazy¢, w wierszu ,GSMN_EXT _TAG” jest takze zdefiniowane
rozszerzenie dla metabolitow zewnetrznych.

przeprowadzamy symulacje (wiersz

Gdy juz wszystkie niezbedne pliki zostalty zatadowane, mozna przeprowadzié¢

symulacje. Kliknij:
QSSPN -> Run

Po kliknieciu ,Run” twéj plik kontrolny automatycznie zmieni swoj wyglad:




File Edit View Analyse Solve QSSPN Help

recon2_xt.PIPES.CORE.v1.sfba X | QSSPN_modeltm X |

[ PNnodes [ Interactions | Metabolites [ Enzymes [ Control |

|
|
|

Parameters | InitialStates | Functions | FluxMap |

Control parameter Value
MODEL gsmn.tmp
NUMBER_OF_SAMPLES 1
SEED 761
TIME_MAX 3000.0
MAXIMAL_TIMESTEP 0.01
MAX_CHANGE 0.01
QUTPUT Joutput.xls
LOG Nog.txt
MONITOR 100
QSSPN_ALGORITHM SIMULATION
GSMN_MODEL Recon2_PIPES
GSMN_EXT_TAG _xt

Gdy program zakonhczy niezbedne obliczenia, zobaczysz nowy wiersz w tabeli o
nazwie ,Output’. Zawiera on dane dla wszystkich elementéw sieci Petriego. Dane te
mozemy zwizualizowac. Zaznacz kolumne z wartosciami dla poziomu kortyzolu we krwi:

(recon2_xtPIPES.COREv1.sfba [X | NR Recon2v3.1 X | QSSPN_modeltm X |
Phinodes | it I | control ["output x| Piot El
e
Time Event CYP3A4 GR GR_cort | Glucose |Glucose_r.| Lactate |Lactate_c.. PXR PXR_active| cortisol |cortisol_bl..| estradiol |estradiol_..| ligand2
0 none 05721 |16.1833 (9.4 0 o 502991 |0, : o .001
4.86952¢-...|none 48994 -0.0565 3 -2.27374e...|0.00102677|
1.31711e-.. |none 48994 -0.0565 3 -2.27374e...|0.0010723;
|3.56253€-... none 1.99999 .48994 -0.0565 1 2. 4e...|0.00119525)
9.63591e-.. |none 1.99998 43994 |2 -0.0565 |2 0.1 -2.27374e...[0.0015249!
|[0:000260-.. |none 1.99995 43994 |2 00565 |2 0.15 -2.27374e...|0.0023970;
Nastepnie kliknij:
QSSPN -> Plot Trajectory
Ziymersa =@

File Edit View Analyse Solve QSSPN Help

[ recon2_xtPIPES.COREv1.sfba X | NR_Recon2v3.1 [xX | QSSPN_modeltm [x |

Pl nodes | Interactions | Metabolites | Enzymes | Control | Output x| | Plottrajectory X |

2,00
1,95
1,90
1,85
1,30
1,75
1,70
1,65
1,60

Level

1,55
1,50
1,45
1,40
1,35
1,30
1,25
1,20
1,15
1,10

— cortisol
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Plik zawierajgcy wyniki jest automatycznie zapisywany w folderze MUFINS1.0 ->

MUFINS1.0. Mozna go otworzy¢, np. w programie Excel.

Wykres pokazuje, jak nadmiar kortyzolu jest degradowany w komorce. Nastepnie jego

poziom osigga nowy stan réwnowagi.

Wykonaj podobng operacje (symulacje) z uzyciem danych poziomu mleczanu we krwi
w czasie. Jakie wnioski wyciggniesz z tej obserwacji? Jak zmienia sie stezenie mleczanu

we krwi, przy zmianie stezenia kortyzolu?

Mozesz przyjrzec sie sieci Petriego w programie Snoopy 1.21.

1. Uruchom program.

2. Zainstaluj program (Uwaga: jezeli pomimo zainstalowania programu, nie mozesz
otworzy¢ plikow o rozszerzeniu SPEPT, znajdz na dysku nauczycielskim plik

instalacyjny dla sterownika o nazwie vc_redist.x64 i zainstaluj go).

3. Snoopy 1.21

Snoopy umozliwia zapisanie modelu w formacie sieci Petriego oraz wizualizacje
graféw. Kluczowym elementem w symulacjach dynamicznych jest powodowanie

perturbacji w systemie, aby obserwowac zachodzgce zmiany.

Wiacz program Snoopy. Upewnij sie, ze po lewej stronie widzisz okno z napisem

,2Hierarchy”. Jezeli nie widzisz takiego okna, to kliknij:

View -> Toggle Hierarchy browser

Nastepnie znajdz folder NR_Recon2 (Sciezka dostepu C:SurreyFBA\NR _Recon2) i

zataduj plik NR_Recon2.v3.1

W oknie ,Hierarchy” znajdz i kliknij dwa razy lewym przyciskiem myszy na

cortisol_burst.

Powinno sie pojawi¢ nowe okienko, z tg podsiecia.

-
“ Snoopy 2 - [NR_Recon2.v3.1.spept: cortisol_burst (3)]

Lo B

“File Edit View Elements Hierarchy Search Extras Window Help
BEE

=B Extended Petri Net
- Elements

Graphelements X
Al

- Transition
Coarse Place
Coarse Transition

Hierarchy

= Top Level
B cortisol_burst (3)

Place cortisol_blood

\ =
clock
\
[ ]

perturbation
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