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Modelowanie metabolizmu w erze inzynierii biologicznej

Inzynieria metaboliczna systemoéw

Od czaséow wprowadzenia przez Baileya pojgcia inzynierii metabo-
licznej [Bailey, 1991] dokonat sig znaczny postgp w naukach biologicz-
nych. Sekwencjonowanie genoméw jest dzi§ dzialaniem o charakterze
wreez rutynowym dzigki opracowaniu szybkich i stosunkowo niedro-
gich metod [Metzker, 2010]. Mamy dostep do olbrzymiej ilosci danych
generowanych z uzyciem wysokowydajnych technologii zwiazanych
z analiza X-omow [Zhang i in., 2010]. Bardzo popularne stalo sig, ty-
powe dla nauk inzynierskich, podejscie holistyczne (catosciowe) do za-
gadnien biologicznych. Obserwujemy szybki rozwoj biologii systemow
(Systems Biology), ktorej zastosowania siggaja od inzynierii metabo-
licznej [Kim i in., 2012] do medycyny [Nielsen, 2012]. Katalizatorem
zmian w tym kierunku stato si¢ zaangazowanie ekspertow z dziedzin
inzynierii chemicznej i informatyki, ktorzy zaczgli stosowaé metody
obliczeniowe w celu poznania mechanizméw rzadzacych ztozonymi
systemami biologicznymi. Doprowadzito to rowniez to dynamicznego
rozwoju biologii syntetycznej (Synthetic Biology), ktora czerpie z wie-
dzy 1 umiejetno$ci inzynierdw w projektowaniu uktadow biologicznych
[Marchisio i Stelling, 2011]. Stosuje si¢ w niej metody znane z inzynierii
elektrycznej celem tworzenia zintegrowanych obwodow genetycznych
[Nandagopal i Elowitz, 2011] oraz programy zainspirowane inzynieria
mechaniczna stuzace do komputerowo wspomaganego projektowania
biologicznego (BioCAD) [Chen i in., 2012]. Zgodnie z oczekiwania-
mi nadeszta era szeroko rozumianej inzynierii biologicznej, w ktorej
dazy si¢ do wprowadzania pewnych standardow umozliwiajacych
bezproblemowa komunikacjg. Powstaja specjalistyczne komputerowe
formaty danych, ktore wciaz ewoluuja i sa dostosowywane do nowych
osiagni¢¢ w modelowaniu komorek, np. Synthetic Biology Open Lan-
guage (SBOL) [Galdzicki i in., 2011]. Powstal zbiér standardowych
elementow uzywanych w inzynierii biologicznej do tworzenia nowych
uktadow (Registry of Standard Biological Parts), ktore moga by¢ w wy-
godny dla uzytkownika sposob uzyte w komputerowym wspomaganiu
projektowania [Marchisio, 2012]. Projektowanie inzynierskie ugrunto-
wato swoja pozycje w biologii i z pewnoscia bedzie si¢ w najblizszych
latach dynamicznie rozwijac.

Podejsécie holistyczne dominuje obecnie réwniez we wspodtczesnej
inzynierii metabolizmu, ktérej zadaniem jest wprowadzenie modyfika-
cji genetycznych w sposob gleboko przemyslany i oparty na analizie
systemu biologicznego. Jednoczesnie czerpie ona z osiagni¢é inzynierii
biologicznej, ktora otwiera droge do biosyntezy niespotykanych w na-
turze zwiazkéw chemicznych. W literaturze funkcjonuja obecnie pojg-
cia systems metabolic engineering oraz synthetic metabolic engineering
[Becker i Wittmann, 2012], ktore ilustruja kierunek rozwoju inzynierii
metabolizmu.

Modelowan_ie m_t_at_abolizmu oparte
na optymalizacji i ograniczeniach

Modelowanie matematyczne odgrywa niezwykle istotng rol¢g w no-
woczesnym podej$ciu do inzynierii metabolicznej. Pozwala na sformu-
lowanie pewnych strategii eksperymentalnych, ktore pozniej moga by¢
zweryfikowane w laboratorium. Wyzwanie polega na zbudowaniu mo-
delu, ktéry pozwoli przewidzie¢ odpowiedz organizmu na modyfikacje
genetyczna. Przy ogromnej ztozonos$ci systemow biologicznych i bra-
ku petnego zrozumienia zachodzacych w nich proceséw, modelowanie
procesow wewnatrzkomorkowych jest weigz ogromnym wyzwaniem.
Przyjmuje si¢ jednak szereg uproszczen, ktore pozwalaja podjaé pro-
be kwantyfikacji metabolizmu, a wigc wyznaczenia warto$ci strumieni
reakcji.

Punktem wyjsciowym do modelowania sa rekonstrukcje metaboli-
zmu na skalg¢ genomu, ktoére obejmuja wszystkie reakcje metaboliczne
obecne w danym organizmie [Thiele i Palsson, 2010]. Rekonstruowa-
nie sieci odbywa si¢ na podstawie sekwencji genomu, ktory nastgpnie
poddany jest elektronicznej anotacji. Anotacja obejmuje wyszukanie
przewidywanych genéw oraz powiazanie ich z konkretng funkcja na
podstawie podobienstwa do znanych i scharakteryzowanych ekspery-
mentalnie sekwencji. Obecno$¢ genu kodujacego dany enzym mozna
interpretowaé jako obecno$¢ funkcjonalnego enzymu i odpowiadajace;j
mu reakcji metabolicznej. Rekonstrukcje na podstawie automatyczne;j
anotacji sa jednak nickompletne i niedostosowane do specyficznych
cech danego organizmu. Konieczna jest wigc czasochtonna procedura
sprawdzania 1 wprowadzania poprawek do sieci metabolicznej majaca
zapewni¢ zgodnos¢ z danymi literaturowymi. Kwestia niezwykle istot-
na jest zapewnienie poprawnej stechiometrii reakcji, uzycie wtasciwych
kofaktoréw oraz uwzglednienie obserwowanej w warunkach fizjolo-
gicznych odwracalnosci reakeji lub jej braku.

Mimo znacznych postgpdéw w dziedzinie rekonstrukcji na skalg ge-
nomu, nie jest to wciaz czynnos$¢ rutynowa. Brak jest uniwersalnych
narze¢dzi do tworzenia wysokiej jakosci sieci metabolicznych, dostoso-
wanych do konkretnego przypadku. W przypadku organizmow o naj-
wigkszym znaczeniu dla nauki i przemystu, modele sa w sposob ciagly
poprawiane i rozbudowywane dzigki wspolnemu wysitkowi badaczy
z calego $wiata. Jako przyktad mozna podac tutaj bakterie Escherichia
coli, ktorej metabolizm w skali genomu zostat po raz pierwszy opisany
w 2000 roku [Edwards i Palsson, 2000]. Od tego czasu opublikowano
kilka roznych wersji modelu, z ktorych najnowsza zawiera 2251 reakcji
i 1136 metabolitow [Orth i in., 2011].

Majac do dyspozycji listg reakcji metabolicznych mozna przystapi¢
do konstrukcji modelu matematycznego. Nalezy wyznaczy¢ granicg
systemu (odpowiadajaca $cianie komodrkowej), zdefiniowa¢ strumie-
nie wejsciowe (odpowiadajace substancjom odzywczym obecnym w
pozywce konsumowanym przez rosnace i dzielace si¢ komorki) oraz
wybraé strumienie wyjsciowe (zwiazki wydzielane przez komoérki do
cieczy hodowlanej). Jak wyznaczy¢ wektor wartosci strumieni? Podej-
$cie dominujace we wspotczesnej inzynierii metabolizmu oparte jest
na metodach optymalizacyjnych, w ktoérych kluczowa role odgrywaja
zastosowane ograniczenia [Park i in., 2009)].

Przyjmuje si¢ najczgSciej stan ustalony, w ktorym nie nastepuje aku-
mulacja wewnatrzkomorkowych metabolitow. Dla kazdego z nich po-
wstaje rownanie bilansu, w ktorym doptyw obejmujacy reakcje produ-
kujace dany zwiazek rownowazony jest przez odplyw, a wigc reakcje
zawierajace ten zwiazek w charakterze substratu. W efekcie powstaje
uktad réwnan liniowych, ktory w wigkszosci przypadkow jest niedo-
okreslony (liczba niewiadomych, czyli strumieni, jest wigksza od liczby
rownan odpowiadajacej liczbie metabolitdéw) i posiada nieskonczenie
wiele rozwiazan. Wektor strumieni wyznaczy¢ mozna na drodze opty-
malizacji w przestrzeni wielowymiarowej. Nalozone ograniczenia, stu-
zace zredukowaniu przestrzeni mozliwych rozwiazan, obejmujg warto-
$ci strumieni uzyskane na drodze eksperymentalnej. Bierze si¢ rowniez
pod uwagg jednokierunkowy przebieg niektorych reakcji w warunkach
fizjologicznych, dane eksperymentalne z analizy X-omow [Jensen i Pa-
pin, 2011], prawa termodynamiki [Hoppe i in., 2007] oraz regulacj¢
genetyczng [Shlomi i in., 2007].

Biologiczna funkcja celu jest najczgsciej rownanie tworzenia biomasy
komorkowej definiowane przez autoréw modelu na podstawie danych
eksperymentalnych. W podejsciu tym zaktada sig, ze komorki zawsze
daza do wzrostu, co zostato uksztalttowane w toku ewolucji na drodze
naturalnej selekcji. Oznacza to, ze strumienie przyjmuja wartosci, ktore
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zagwarant}ljac koméFce maksymalnq produkch biomasy. Opisana meto- A PRODUKT
da, znana jako analiza bilansu strumieni FBA (Flux Balance Analysis) A
[Orthiin, 2010], pozwala wyznaczy¢ wektor warto$ci strumieni zarow- maksymalizacja

o . : . . L wzrostu
no wsérdd szczepow naturalnych, jak i poddanych delecji (usunigciu) _ = BlomAsA

okreslonych genow zwigzanych z metabolizmem (Rys. 1).

@ BIOMASA

Rozwiazanie dajace maksymalny
wzrost biomasy

Sieé¢ metaboliczna

| OGRANICZENIA |
BERR

Optymalizacja
Rys. 1. Schemat ilustrujacy wyznaczenie wartosci strumieni metabolicznych zgodnie
z metoda analizy bilansu strumieni (FBA). Maksymalizacja biologicznej funkcji celu
(najczesciej rOwnania tworzenia biomasy) prowadzi do wyznaczenia wektora wartosci
strumieni metabolicznych

Innym podejsciem do obliczania strumieni jest MOMA (Minimiza-
tion of Metabolic Adjustment) [Segre i in., 2002], zgodnie z ktérym
szczepy modyfikowane genetycznie moga zachowywac sig inaczej niz
szczepy dzikie, u ktorych mechanizm maksymalizacji wzrostu powsta-
wat na drodze ewolucji i selekcji. Wedtug MOMA, warto$ci strumieni
w komorce poddanej inzynierii genetycznej beda rozni¢ si¢ minimalnie
w stosunku do warto$ci dla szczepu dzikiego (przed modyfikacja).

Inzynieria metaboliczna in silico

Poczatki inzynierii metabolicznej zwigzane byly z analizg pojedyn-
czych szlakéw i niezwykle prostymi modelami matematycznymi. Re-
konstrukcja sieci biochemicznych na skalg genomu wyznaczyta nowy
kierunek rozwoju dyscypliny, ktory opieral si¢ na integracji metod
komputerowych i laboratoryjnych. Pojawito si¢ zapotrzebowanie na
narzgdzia, ktore stanowilyby wsparcie dla badaczy w planowaniu eks-
perymentéw poprzez sugerowanie odpowiednich, czgsto nieintuicyj-
nych, modyfikacji genetycznych prowadzacych do celu projektowego.
Obecnie tego typu narzgdzia sa czgsto stosowane do wspomagania ba-
dan zwiazanych z biosynteza przez mikroorganizmy witamin, amino-
kwasow, biopaliw i innych cennych dla biotechnologii produktow [Park
i in., 2009]. Pierwszym algorytmem optymalizacyjnym w inzynierii
metabolicznej byt OptKnock [Burgard i in., 2003], ktory stanowil wzor
dla tworcow narzedzi tego typu.

OptKnock pozwala wyznaczy¢ reakcje, ktorych usunigcie z sie-
ci doprowadzi do zwigkszenia produkcji danego metabolitu (czyli do
wzrostu warto$ci strumienia odpowiedzialnego za biosyntez¢ produk-
tu). Oznacza to w praktyce usunigcie (delecjg) genu lub kilku genéw,
w ktorych zapisana jest sekwencja enzymow odpowiedzialnych za dang
reakcj¢ metaboliczng. Algorytm oparty jest na dwoch poziomach opty-
malizacji (Rys. 2).

Maksymalizacja CELU PROJEKTOWEGO
(poprzez dobor modyfikacji genetycznych)

Maksymalizacja CELU BIOLOGICZNEGO
(poprzez dobér wartosci strumieni)

|ﬁ Optymalny szczep produkcyjny

Rys. 2. Schemat dziatania algorytmu OptKnock [Burgard i in., 2003)]. Kazdy szczep

maksymalizowany jest pod katem biologicznej funkcji celu (najczgsciej wzrostu).

Wybrany jest szczep, ktory wykazuje przy tym maksymalng warto$¢ projektowej
funkcji celu (najezgsciej strumienia biosyntezy produktu)

Sie¢ metaboliczna
szczepu ,,A”

Rozwigzanie dajgce maksymalny wzrost
biomasy szczepu ,A”

maksymalizacja
wzrostu

=) BIOMASA

Sie¢ metaboliczna
szczepu ,,B”

Rozwigzanie dajgce maksymalny wzrost
biomasy szczepu ,,B”

Rys. 3. Schemat ilustrujacy zasadg wyboru najlepszych modyfikowanych genetycznie

szczepow produkcyjnych in silico. A) Szczep ,,A” maksymalizuje wzrost biomasy i

zachodzi przy tym biosynteza produktu. B) W przypadku szczepu ,,B” tworzenie pro-
duktu nie idzie w parze z maksymalnym wzrostem biomasy

OptKnock zaktada optymalizacje pod katem biologicznej funkcji celu
(strumienia tworzenia biomasy), a nast¢pnie wybor mutanta o najwyz-
szej warto$ci projektowej funkcji celu (strumienia tworzenia produktu).
Wybrane jest takie rozwiazanie, przy ktérym biosynteza danego zwiaz-
ku jest produktem ubocznym maksymalizacji wzrostu (Rys. 3).

OptKnock analizuje wszystkie mozliwe kombinacje delecji, co przy
liczbie reakcji przekraczajacej zwykle dwa tysiace wymaga dlugiego
czasu obliczeniowego. Podjgto probeg rozwiazania tego problemu po-
przez zastosowanie algorytmu ewolucyjnego OptGene [Patil i in.,
2005], w ktorym najlepsze osobniki w populacji wymieniaja si¢ infor-
macja genetyczna (w tym przypadku informacja dotyczaca obecnosci
danej reakcji), dajac poczatek nowym pokoleniom (Rys. 4).

| Populacja poczatkowa |

MODEL METABOLIZMU
Ocena BIOLOGICZNA FUNKCJA CELU
> PROJEKTOWA <
FUNKCIJA CELU T
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Rys. 4. Schemat dziatania algorytmu OptGene [Patil i in., 2005]. Kazdy szczep opty-

malizuje swoj biologiczny cel (np. wzrost), po czym nastgpuje ocena jego przydat-

nosci pod katem tworzenia produktu, a wige celu projektowego. Szczepy dajace naj-

lepsze wyniki sg kojarzone ze soba na zasadzie crossover, czyli wzajemnej wymiany

materiatu genetycznego. Pozniej wprowadzane sa w sposob pseudolosowy mutacje
i powstaje kolejne pokolenie szczepow in silico.

OptGene nie gwarantuje osiagnigcia globalnego maksimum funkcji
celu, ale znacznie skraca czas obliczeniowy, co ma bardzo duze znacze-
nie przy wigkszej liczbie delecji i znacznie wzrastajacej w takim przy-
padku liczbie kombinacji. Kolejna zmiana w stosunku do OptKnock jest
przypisanie reakcji metabolicznych do genow. W niektérych bowiem
przypadkach wyeliminowanie jednej reakcji wymaga w praktyce usu-
nigcia w laboratorium kilku genow kodujacych izoenzymy, czyli r6zne
formy danego enzymu katalizujace t¢ sama reakcjg.
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Kolejnym godnym uwagi algorytmem optymalizacyjnym jest
OptStrain [Pharkya i in., 2004]. Obejmuje on nie tylko analizg doty-
czaca usuwania reakcji, ale rowniez ich dodawania. OptStrain oblicza
maksymalna mozliwa wydajno$¢ biosyntezy produktu i wybiera szlak,
ktéry prowadzi do tworzenia produktu przy maksymalnej wydajnosci.
Sa wsérdd tych reakcji rowniez takie, ktorych nie ma w naturalnym
szczepie. OptStrain minimalizuje liczbg obcych reakceji, a nastgpnie
szuka optymalnego zestawu delecji uzywajac metody znanej z OptK-
nock.

Aktywacja i inhibicja reakcji zostata wzigta pod uwage przez twor-
coOw algorytmu OptReg [Pharkya i Maranas, 2006]. Wptyw inhibicji
bada si¢ w tym przypadku poprzez ustalenie warto$ci strumienia dla
danej reakcji znacznie ponizej poziomu ze stanu ustalonego, natomiast
aktywacja wiaze si¢ z warto$cig strumienia wyzsza niz ta obliczona dla
stanu ustalonego. Mozna dzigki temu ustali¢ nie tylko zestaw delecji,
ale rowniez zidentyfikowac¢ kluczowe punkty na mapie metaboliczne;j,
w ktorych warto by wzmocni¢ strumien lub go zredukowac poprzez
regulacjg¢ na poziomie genetycznym.

Kierunek rozwoju inzynierii metabolicznej

Inzynieria metaboliczna osiagngta poziom nauki o systemach i pod-
chodzi do modyfikowanych organizméw w sposob charakterystyczny
dla nauk inzynierskich, a wigc holistycznie. Jej rozwdj idzie w parze
z rozkwitem biologii syntetycznej, ktéra umozliwia modyfikowanie
funkcji enzymow oraz projektowanie nowych szlakow biosyntezy pro-
duktow istotnych dla przemystu i nauki wykorzystujac podejscie ty-
powo inzynierskie [Keasling, 2010]. Na horyzoncie pojawia si¢ idea
projektowania i tworzenia zupelnie nowych syntetycznych szczepow
zoptymalizowanych pod katem biotechnologii przemystowej. Jak da-
leko jestesmy od zaprojektowania organizmu de novo? Opublikowano
juz przypadek stworzenia syntetycznego bakteryjnego genomu [Gibson
i in., 2010], ktory nie zostat odrzucony przez komorki i przejat w nich
funkcje naturalnego genomu. Sekwencja DNA zostala opracowana
komputerowo, syntetyczny genom byt jednak w wigkszosci oparty na
sekwencji naturalnego szczepu. Nie mozna zatem mowic o stworzeniu
nowej formy zycia, a jedynie o przygotowaniu kopii naturalnego zesta-
wu gendw. Chociaz postep w tej dziedzinie jest bez watpienia ogromny,
do zaprojektowania organizmu in silico konieczne jest pelne zrozumie-
nie mechanizméw obecnych w komorkach idace w parze z rozwojem
metod modelowania skomplikowanych biologicznych systemow. Wie-
dza i zrozumienie niekoniecznie ida jednak w parze z olbrzymia ilo$cia
generowanych danych powstaltych w wyniku rozwoju technik ekspery-
mentalnych. Brak jeszcze umiejgtnosci zaprogramowania kodu DNA,
ktory przyniostby z gory zatozony zbior cech organizmu. Majac rowniez
na uwadze brak akceptacji spotecznej wobec tego typu praktyk, nalezy
nadal ostroznie podchodzi¢ do idei konstruowania de novo syntetycz-
nych szczepdw produkcyjnych. Gtownym przedmiotem badan inzy-
nierii metabolicznej pozostaje zatem ukierunkowane optymalizowanie
metabolizmu komorek, a nie projektowanie kompletnie nowych sieci
biochemicznych. Mozna si¢ jednak spodziewac, ze postepy w dziedzi-
nie biologii syntetycznej oraz modelowania sieci metabolicznych begda
miaty ogromny wplyw na kierunek rozwoju inzynierii metaboliczne;.
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