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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Deletion des MAE1-Gens auf den zentralen
Metabolismus von S. cerevisiae untersucht. Im Zentrum stand die Analyse des Fluxoms
beider Stimme unter verschiedenen physiologischen Zustinden. Vergleichenden Studien
zwischen einem Referenzstamm und dem MAE1-Deletionsstamm resultierten in einer
starken Beeinflussung der Flussverteilungen, sowohl im Pentosephosphatweg, als auch im
Citratzyklus. Ferner wurde deutlich, dass NADPH in den Zellen akkumuliert, wodurch ein
alternativer Weg zur Reoxidation, neben der Biomassebildung, notwendig ist. Die Deletion
des MAE1-Gens resultierte also in einer Umstrukturierung der NADPH-Bereitstellung fiir
den Anabolismus. Die aus der *C metabolischen Flussanalyse erhaltenen Daten wurden
mit Ergebnissen aus in vitro Aktivititsbestimmungen zentraler Enzyme, sowie den
intrazellulidren Verhiltnissen von NAD(P)" und NAD(P)H korreliert, um Aussagen iiber
die Aktivitit und Regulierung der einzelnen Stoffwechselwege unter den jeweiligen
Zustinden machen zu konnen.

Daneben wurde mittels der Elementarmodenanalyse eine in silico Betrachtung des
zelluldren Stoffwechsels durchgefiihrt. Ausgehend von einem Genom-weiten Modell des
Stoffwechsels wurde dazu ein reduziertes Modell erstellt. Dies resultierte, neben diversen
anderen Optionen, auch in der Notwendigkeit einer alternativen Reoxidationsmdoglichkeit
fir NADPH auBler der Biomassebildung, ndmlich einen Transhydrogenase-dhnlichen
Zyklus, um die mittels °C metabolischer Flussanalyse bestimmten Flussverteilungen zu

erhalten.



Abstract

Abstract

This work yields towards the quantitative description of the influence of MAELl gene
deletion on the overall cellular metabolism of S. cerevisiae. Focusing on the fluxome of
both strains under different physiological and metabolic states, the MAEL gene deletion
had a strong impact on the way carbon distributes throughout the metabolic network.
Comparative studies using a reference strain and a MAEL deletion strain showed a
significant impact on the flux through pentose phosphate pathway and the citric acid cycle.
It was obvious that an accumulation of NADPH occurred in all the metabolic states which
made an alternative system of reoxidation, beside the formation of biomass, necessary.
Therefore MAE1 gene deletion resulted in a complete restructuration of the way NADPH is
supplied by the central metabolism. The data gained from BC metabolic flux analysis was
correlated with results from in vitro enzyme activity determinations and intracellular ratios
of NAD(P)" and NAD(P)H, to comment on the activity and regulation of the single
pathways under different physiological states. Additionally an elementary mode analysis
was carried out. Starting from a genome scale metabolic model a more condensed network
was applied. The in silico metabolic network analysis also resulted in the need for an
alternative reoxidation system for NADPH to achieve the metabolic flux distribution
observed by '*C metabolic flux analysis. This was implemented as a transhydrogenase-like

cycle.



Einleitung

1 Einleitung

Mit der Sequenzierung des Genoms von Saccharomyces cerevisiae im Jahre 1996
(Goffeau et al., 1996) wurde einer der Grundsteine fiir die systembiologische
Untersuchung dieses Organismus gelegt. Diese relativ junge Disziplin innerhalb der
Biowissenschaften beschéftigt sich mit der ganzheitlichen Beschreibung zelluldrer
Vorginge und deren Verstindnis auf verschiedenen regulatorischen und organisatorischen
Ebenen. Dies beginnt bei der Grundausstattung des Organismus (Genom), der Menge und
Art der daraus transkribierten Gene (Transkriptom) bzw. translatierten Proteine (Proteom),
den Konzentrationen der an den Enzymreaktionen beteiligten Metabolite (Metabolom) und
endet bei der Aktivitit der verschiedenen Stoffwechselwege in vivo (Fluxom). Ziel dieses
Gebietes ist es, die verschiedenen Teilaspekte zu kombinieren, um damit einen
Organismus als Ganzes zu verstehen und zu charakterisieren. Die Schwierigkeiten dabei
stellen zum einen die komplexen nicht-linearen Verkniipfungen zwischen den einzelnen
Ebenen und die groBBe Zahl an involvierten Genen, Proteinen und Metaboliten dar. Des
weiteren erschweren die zusitzlich auftretenden Interaktionen zwischen diesen einzelnen
Komponenten, die abhingig von den Umgebungsbedingungen variieren konnen, das
Verstindnis (Sauer et al., 2007).

Ein wichtiger Teil im Rahmen der systematischen physiologischen und metabolischen
Charakterisierung von Organismen stellt dabei die metabolische Netzwerkanalyse dar
(Christensen und Nielsen, 2000). Durch die Bilanzierung des zelluldren Stoffwechsels, auf
der Grundlage eines bekannten metabolischen Netzwerkes, anhand extrazelluldrer Raten,
konnen Aussagen iiber die Aktivititen intrazelluldrer Stoffwechselwege getroffen werden.
Fiir komplexere Netzwerktopologien bedient man sich der '*C metabolischen Flussanalyse
(Niklas et al., 2010; Sauer, 2006; Wiechert, 2001; Wittmann, 2007), um feine Strukturen
im Netzwerk auflésen zu konnen. Diese Methode der systematischen Charakterisierung
des zelluldren Stoffwechsels ist in besonderem Mafle zum Vergleich des Metabolismus
unter verschiedenen physiologischen Bedingungen bzw. dem metabolischen Vergleich
verschiedener Mutanten geeignet und wurde schon fiir eine Vielzahl von biotechnologisch
relevanten Organismen eingesetzt. Hierzu zdhlen Prokaryonten wie E. coli (Nanchen et al.,
2008) oder C. glutamicum (Becker et al., 2007; Becker et al., 2008; Becker et al., 2005),

verschiedene eukaryontische Organismen wie Aspergillus niger (Meijer et al., 2009;
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Einleitung

Melzer et al., 2007), Penicillium chrysogenum (Geng und Yuan, 2009; Zhao et al., 2008),
Schizosaccharomyces pombe (Dragan et al., 2006) und Saccharomyces cerevisiae (Frick
und Wittmann, 2005; Gombert et al., 2001; Maczek et al., 2006; Velagapudi et al., 2007).
Des Weiteren beschreibt diese Art der Analyse den Phénotyp eines Organismus deutlich
besser als andere Methoden wie z. B. Metabolom- oder Proteomanalysen.

Zwei weitere rein stochiometrische Methoden der metabolischen Netzwerkanalyse stellen
die Elementarmodenanalyse und auch die ,,extreme pathway* Analyse dar (Papin et al.,
2004; Schilling et al., 2000; Schuster et al., 1999). Das Ergebnis dieser Analysen stellt
einen Losungsraum mit allen mdglichen stationéren Flussverteilungen des entsprechenden
Netzwerks dar. Dies erlaubt die Leistungsfiahigkeit hinsichtlich maximaler
Produktausbeuten oder Aktivititen einzelner Stoffwechselaktivititen, unter bestimmten
Konfigurationen des metabolischen Netzwerkes oder verschiedener Physiologien,
abzuschdtzen. Auch hier seien einige Beispiele genannt, in denen die
Elementarmodenanalyse zur Beschreibung verschiedener Produktionsprozesse in
S cerevisiae (Carlson et al., 2002; Cox et al, 2006) bzw. zur Untersuchung des
Stoffwechsels im allgemeinen in S. cerevisiae eingesetzt wurden (Duarte et al., 2004b;
Forster et al., 2002).

Einen weiteren Zugang zur systematischen Charakterisierung des Stoffwechsels von
S. cerevisiae stellt das ,,Yeast Genome Deletion Project dar (Baudin et al., 1993;
Brachmann et al., 1998). In diesem Projekt wurden iiber 5900 einzelne Gene deletiert, so
dass gezielte Untersuchungen zur Auswirkung einer bestimmten Deletion auf den
Organismus, auch im grof8eren Mafstab, einfach durchgefiihrt werden kénnen (Ooi et al.,
2006). Vorangegangene Untersuchungen ausgewihlter S. cerevisiae Deletionsmutanten
lieferten interessante Einblicke iiber die Auswirkungen der einzelnen Gendeletionen auf
den Stoffwechsel. Hochdurchsatz-Experimente in Mikrotiterplatten zeigten verschiedene
Ziele fir eine tiefergehende Charakterisierung auf, wie der Deletion des MAE1-Gens,
welches flir das Malat-Enzym codiert (Velagapudi et al., 2006; Velagapudi et al., 2007).
Die Auswirkungen dieser Deletion auf den Stoffwechsel in S. cerevisiae stellen den
zentralen Punkt dieser Arbeit dar und wurden mit verschiedenen systembiologischen

Methoden untersucht.



Zielsetzung

2 Zielsetzung

Ziel der Arbeit war es anhand systembiologischer Methoden der metabolischen
Netzwerkanalyse die Auswirkungen der Deletion des MAE1-Gens auf den Metabolismus
von S. cerevisiae unter verschiedenen physiologischen und metabolischen Zustdnden zu
untersuchen. In kontinuierlicher Kultur mit Glucose als Kohlenstoffquelle sollten die
Einfliisse der Gendeletion auf den rein respirativen sowie den respiro-fermentativen
Stoffwechsel von S. cerevisiae, bei unterschiedlichen spezifischen Wachstumsraten,
bestimmt werden. In Batch-Kultivierungen mit Glucose oder Galactose als
Kohlenstoffquelle wurde die Beeinflussung des zelluldiren Stoffwechsels unter nicht
limitierenden Substratbedingungen bei der maximalen spezifischen Wachstumsrate
untersucht. Als Referenzstamm diente fiir alle durchgefiihrten Untersuchungen der
parentale Stamm S. cerevisiae BY4742.

Das Hauptaugenmerk lag auf der metabolischen Netzwerkanalyse der beiden Stimme
unter verschiedenen physiologischen Bedingungen. Dazu fanden die '*C metabolische
Flussanalyse, sowie die Elementarmodenanalyse Einsatz. Des Weiteren wurden detaillierte
physiologische  Charakterisierungen beider Stdmme unter den verschiedenen
Wachstumsbedingungen durchgefiihrt. Diese sollten neben der Bestimmung des
extrazelluliren = Metaboloms und  Respirationsanalysen auch die in vitro
Aktivitatsbestimmung von zentralen Enzymen im Stoffwechsel von S. cerevisiae, sowie
die Quantifizierung der intrazelluliren Konzentrationen der Redoxkofaktoren NAD(P)"

und NAD(P)H beinhalten.
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3 Grundlagen und theoretischer Hintergrund

Saccharomyces cerevisiae oder auch Bickerhefe ist einer, wenn nicht sogar der
bedeutendste eukaryontische Modellorganismus und gehort zur Ordnung der knospenden
Hefen (Saccharomycetales). Kein anderer eukaryontischer Organismus ist in einer
vergleichbaren Tiefe untersucht und charakterisiert worden. So war das Chromosom III der
Hefe S. cerevisiae das erste komplett sequenzierte Chromosom iiberhaupt (Oliver et al.,
1992). Nur wenige Jahre spiter wurde das vollstindig sequenzierte Genom von
S. cerevisiae veroffentlicht — als erstes eukaryontisches Genom (Goffeau et al., 1996).
Dieser Schritt stellte den Grundstein zur funktionellen Analyse dieses Organismus dar.
Traditionell wurde S. cerevisiae zur Herstellung von Brot, Bier und Wein ecingesetzt.
Durch ein immer besseres Verstindnis des Organismus und die Mdglichkeiten neuer
molekularbiologischer Techniken, wie die rekombinante DNA-Technologie, wurden
weitere Einsatzfelder erschlossen. Diese beginnen bei der Herstellung von
pharmazeutischen Proteinen wie Insulin oder verschiedenen Impfstoffen (Nielsen und
Jewett, 2008), organischen Sduren wie Lactat (Ishida et al., 2006), Pyruvat (van Maris et
al., 2003) und Glycerin (Geertman et al., 2006), sowie der Synthese von Isoprenoiden (Ro
et al., 2006; Shiba et al., 2007) und Polyketiden (Wattanachaisaereekul et al., 2007) und
endet bei der Produktion von Bioethanol. Auf der anderen Seite dient S. cerevisiae
aufgrund seiner recht hohen Homologie zu tierischen Zellen, sowohl auf metabolischer als
auch auf regulatorischer Ebene (Barr, 2003; Carpenter und Sabatini, 2004), auch als
Modellorganismus zur Erforschung der molekularen Mechanismen verschiedener
Krankheiten wie Krebs oder Diabetes (Nielsen und Jewett, 2008).

Hinsichtlich der Aufklirung dieser Mechanismen hat sich die phénotypische
Charakterisierung, auch durch die Moglichkeit eines einfachen Zugriffs auf S. cerevisiae
Deletionsmutanten aller nicht essentiellen Gene, als eine vielversprechende Methode zur
funktionellen Charakterisierung von Genen und deren Auswirkungen auf den zelluldren
Mechanismus herausgestellt (Baudin et al., 1993; Brachmann et al., 1998; Carpenter und
Sabatini, 2004).
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3.1 Physiologie der Hefe S. cerevisiae

Der in dieser Arbeit untersuchte Organismus S. cerevisiae gehort zur Gruppe der fakultativ
anaeroben Hefen und ist demnach in der Lage sowohl in Anwesenheit von Sauerstoff als
auch in dessen Abwesenheit zu wachsen. Immer wiederkehrende Begriffe in diesem
Zusammenhang sind das (i) respirative, (ii) respiro-fermentative, sowie das (iii) aerob

fermentative/fermentative Wachstum.

(1) Kohlenhydrate werden vollstindig zu CO, oxidiert; keine Bildung
fermentativer Produkte wie z. B. Ethanol. Respirativer Stoffwechsel bei
niedrigen Verdiinnungsraten (unterhalb pg) in kontinuierlicher Kultur unter
Substratlimitierung oder in Batch-Kulturen bei Wachstum auf
Ethanol/Acetat/Glycerin, welches zuvor fermentativ gebildet wurde (siche
Abbildung 1)

(1)  Kohlenhydrate werden groBiten Teils zu CO, oxidiert, jedoch findet eine
signifikante Bildung fermentativer Produkte wie Ethanol statt. Respiro-
fermentativer Stoffwechsel in kontinuierlicher Kultur bei Verdiinnungsraten
oberhalb von pg unter substratlimitierenden Bedingungen (siche Abbildung
1).

(i)  Kohlenhydrate werden zum Grofteil fermentativ zu Ethanol umgesetzt;
geringer Anteil respirativer Stoffwechselwege am gesamten Stoffwechsel.
Aerob fermentativer/fermentativer Stoffwechsel in aeroben Batch-Kulturen
unter Substrat Reprimierung (Glucose Reprimierung) bei maximaler

spezifischer Wachstumsrate i, (siche Abbildung 1).

Die Verdiinnungsrate pg, bei welcher die Ethanolbildung einsetzt, kann, wie bereits 1983
von Heinzle et al. beschrieben, durch einen pulsierenden Zulaufstrom verschoben werden.
Es wurde dadurch auch bei hoheren Verdiinnungsraten ein rein respirativer
Stoffwechselzustand erreicht. Wie bei allen anderen Hefen, die in der Lage sind
Kohlenhydrate fermentativ zu metabolisieren, bilden auch bei S. cerevisiae Ethanol und

CO; die Hauptprodukte dieses Stoffwechselweges (Van Dijken und Scheffers, 1986).
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Abbildung 1: (A) Verlauf von RQ, CPR, OUR und der Ethanolbildung von S. cerevisiae in
kontinuierlicher Kultur. pg bezeichnet diejenige Verdinnungsrate, bei der die Ethanolproduktion
einsetzt. (B) Diauxisches Wachstumsprofil von S. cerevisiae in Batch-Kultur auf Kohlenhydraten (Glc).
Zunachst aerobes fermentatives Wachstum, gefolgt von respirativem Wachstum auf Produkten

(Ethanol) der fermentativen Phase.

Bei Wachstum unter nicht ausreichend respirativen Bedingungen findet zusitzlich die
Bildung von Glycerin statt, um NADH aus dem Anabolismus zu reoxidieren (Verduyn et
al., 1990a; Verduyn et al, 1990b), wohingegen dies bei ausreichender
Sauerstoffversorgung tliber die Atmungskette geschieht. Neben diesen Hauptprodukten
werden oft auch kleinere Mengen organischer Sduren wie z. B. Acetat, Succinat oder
Lactat in das Medium sekretiert (Oura, 1977; Visser et al., 1995). Da der Anteil der
Zellatmung, unter acroben Bedingungen und nicht limitierenden Glucosekonzentrationen,
bei S. cerevisiae weniger als 10 % am gesamten Glucosekatabolismus betragt, wird dieser
Organismus, wie auch Schizosaccharomyces sp., zu den fermentativen Hefen gezédhlt. Im
Gegensatz dazu werden Hefen wie Pichia sp., Candida sp. und Kluyveromyces sp. den
respirativen Hefen zugeschrieben. Hier betrdgt der Anteil der fermentativen
Stoffwechselwege am gesamten Glucosekatabolismus weniger als 30 % (Gancedo und
Serrano, 1987). Der unterschiedliche Stoffwechsel beider Gruppen macht sich auch in
einer ca. 10-mal hoéheren Glucoseaufnahmerate der fermentativen gegeniiber den
respirativen Hefen bemerkbar (Gancedo und Serrano, 1987).

Alle bekannten Hefen konnen Glucose als Kohlenstoffquelle verwerten, die
Metabolisierung anderer Kohlenhydrate ist jedoch stark vom jeweiligen Organismus
abhingig (Barnett et al., 1990). Wie S. cerevisiae gehort der Grofteil der bekannten Hefen

zur Gruppe der fakultativ fermentativen Hefen, die Kohlenhydrate entweder respirativ oder
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fermentativ metabolisieren konnen (Pronk et al., 1996). Der Einfluss von Sauerstoff auf
das Wachstum von S. cerevisiae wurde ausfiihrlich von Furukawa et al. (1983) untersucht.
Die jeweiligen Anteile des respiratorischen bzw. fermentativen Kohlenhydratmetabolismus
konnen, unter Beriicksichtigung der Sauerstoffversorgung, durch verschiedene Effekte zur
Beschreibung verschiedener regulatorischer Phdnomene in fakultativ fermentativen Hefen
erklart werden. Eines dieser regulatorischen Phinomene stellt der sogenannte Crabtree-
Effekt dar. Crabtree-positive Organismen wie S. cerevisiae sind in der Lage auch unter
aeroben Bedingungen Ethanol zu bilden. Dabei unterscheidet man den langfristigen
(,,long-term*) Effekt, der, aufgrund einer zu geringen respiratorischen Kapazitit, die
Ethanolbildung sowohl unter Kohlenhydrat-limitierenden Bedingungen als auch bei
Substratiiberschuss beschreibt (Petrik et al., 1983; Postma et al., 1989; Rieger et al., 1983).
Der kurzfristige (,,short-term*) Effekt beschreibt die acrobe Ethanolbildung beim Wechsel
von Substrat-limitierten Bedingungen hin zu einem Substratiiberschuss. Grund hierfiir ist
die zunehmende Sittigung des respiratorischen Stoffwechsels, welche zu einem Uberfluss
auf der Stufe von Pyruvat fiithrt (Rieger et al., 1983; van Urk et al., 1990). Der Pasteur
Effekt beschreibt dagegen die Unterdriickung der aeroben alkoholischen Gérung,
vermutlich aufgrund einer hoheren Affinitdt der respiratorischen Systeme fiir NADH.
Demnach wird dieser Effekt in allen fermentativen Hefen beobachtet, die Crabtree-negativ
sind. In S. cerevisiae kann dieser Effekt bei geringen spezifischen Wachstums- und
Substrataufnahmeraten, die das respiratorische System nicht an seine Grenzen bringen,
beobachtet werden (Lagunas, 1986). Ein weiteres weit verbreitetes Phinomen ist der
Kluyver Effekt. Er bezeichnet das Fehlen der alkoholischen Girung unter Sauerstoft-
limitierenden Bedingungen auf bestimmten Kohlenhydraten und ist damit nicht
Organismen-  sondern  Substrat-spezifisch. ~ Grund  hierfiir =~ sind  geringe
Substrataufnahmeraten bestimmter Kohlenhydrate, die zwar ausreichend fiir den
energetisch effizienteren respiratorischen Metabolismus, nicht jedoch fiir den
fermentativen Stoffwechsel sind. Dieser benétigt aufgrund der geringeren Energieausbeute
hohere glykolytische Flussraten (Barnett, 1981; Fukuhara, 2003; Weusthuis et al., 1994).
Die Inhibierung der alkoholischen Fermentation unter anaeroben Bedingungen durch
reduktiven Stress wird als Custers Effekt bezeichnet. Custers-positive Hefen sind unter
anaeroben Bedingungen nicht dazu in der Lage die Redoxbilanz durch die Bildung
reduzierter Stoffwechselprodukte wie z. B. Glycerin zu schlieen und sind unter diesen

Bedingungen nicht in der Lage zu wachsen. Unter aeroben Bedingungen geschieht dies
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iiber die Atmungskette (Bruinenberg et al., 1983a; Scheffers, 1966; Van Dijken und
Schefters, 1986).
Im Folgenden wird die Physiologie von S. cerevisiae unter verschiedenen

Kultivierungsbedingungen beschrieben.

3.1.1 Wachstumscharakteristik von S. cerevisiae in Chemostat- und
Batchkulturen

Die Charakterisierung von S. cerevisiae erfolgte zum einen in Batch-Kultur, zum anderen
in kontinuierlicher Kultur. Die kontinuierliche Kultivierung eignet sich hierbei besonders
zur  physiologischen  Charakterisierung von  Mikroorganismen. Durch einen
kontinuierlichen Zulauf von Medium, im Falle dieser Arbeit Kohlenstoff-limitiert und
Ablauf aus dem Reaktor, bildet sich ein physiologisch und metabolisch stationdrer Zustand
aus, so dass sich der gesamte Metabolismus in einem Fliegleichgewicht befindet. Die
metabolischen Fliisse, intrazelluldren Konzentrationen und die Isotopomerverteilung, der
in dieser Arbeit durchgefiihrten *C Markierungsexperimenten, bleiben demnach iiber die
Zeit konstant, so dass prinzipiell zu jedem Zeitpunkt der Kultivierung identische Proben
entnommen werden kdnnen. Problematisch kann hierbei jedoch der permanente hohe
Selektionsdruck aufgrund der Substratlimitierung sein. So ist zu beobachten, dass sich mit
zunehmender Zahl der Reaktorverweilzeiten Mutanten mit effizienterer Substrataufnahme
durchsetzten, was zum Teil auch an Konzentrationsdnderungen intrazelluldrer Metabolite
ersichtlich wird (Jansen et al., 2005). Ein Adaptionsvorgang ist auch bei
Sauerstofflimitierung in kontinuierlicher Kultur zu beobachten. Furukawa et al. (1983)
zeigten, dass an geringe Sauerstoffkonzentrationen adaptierte Kulturen hdhere
Biomasseausbeuten erzielten, als dies bei nicht-adaptierten Kulturen der Fall war. Der
Vorteil dieser Methode besteht jedoch darin, verschiedene Mutanten unter genau
definierten Bedingungen zu vergleichen. S. cerevisiae ist in kontinuierlicher Kultur,
abhédngig von der eingestellten Verdiinnungsrate, durch das Auftreten unterschiedlicher
physiologischer Zustinde charakterisiert. Mit Glucose als Kohlenstoffquelle lauft bei
niedrigen Verdiinnungsraten ein rein respirativer Metabolismus ohne Bildung
fermentativer Stoffwechselprodukte wie Ethanol, Acetat oder Glycerin ab. Aufgrund der
vollstindigen Oxidation der Kohlenhydrate zu CO,; nimmt sowohl die CO,-

Produktionsrate (CPR) als auch die Sauerstoffaufnahmerate (OUR) im gleichen Malle mit
13
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einer steigenden Verdiinnungsrate zu. Der respiratorische Quotient (RQ), definiert durch
den Quotienten aus CPR und OUR, bleibt in diesem Bereich der Verdiinnungsrate konstant
(siche Abbildung 1) und liegt im Falle des Wachstums auf Kohlenhydraten ungefahr bei 1.
Ab einer bestimmten Verdiinnungsrate stoft der respirative Metabolismus, da NADH nicht
ausreichend schnell iiber die Atmungskette reoxidiert werden kann, an seine Grenzen und
die Bildung fermentativer Stoffwechselprodukte wie z. B. Ethanol und Acetat beginnt. Ab
dieser Verdiinnungsrate bleibt die OUR konstant und die CPR steigt mit zunehmender
Verdiinnungsrate weiter an. Durch den mit zunehmender Wachstumsrate immer stéarker
werdenden fermentativen Metabolismus steigt der RQ-Wert in diesem Bereich stetig an
(siche Abbildung 1). Die Biomassekonzentration im Bioreaktor nimmt mit zunehmender
Verdiinnungsrate immer weiter ab, bis sie der maximalen spezifischen Wachstumsrate
entspricht und die Zellen ausgewaschen werden.

Im Gegensatz zu den konstanten Wachstumsbedingungen in kontinuierlicher Kultur, dndert
sich die Umgebung wéhrend einer Batch-Kultivierung stindig. Hier sind distinkte
Wachstumsphasen (lag-Phase, exponentielle Phase, stationdre Phase, Absterbephase) der
Kultur erkennbar. Weiterhin zeigt S. cerevisiae bei Wachstum auf Kohlenhydraten in der
Regel ein diauxisches Verhalten (sieche Abbildung 1). Die Zucker werden zunichst unter
aeroben Bedingungen fermentativ unter geringer Biomassebildung zu Ethanol, Acetat und
Glycerin vergoren. Nachdem der Zucker vollstindig verbraucht ist, beginnt das respirative
Wachstum auf den zuvor gebildeten Produkten des fermentativen Metabolismus. In dieser
Arbeit wurde lediglich der exponentielle Bereich bei Wachstum auf Glucose und Galactose
fiir die Charakterisierung der Stimme herangezogen. Bei exponentiellem Wachstum wird
ein pseudo-stationdrer Zustand erreicht, der sich durch konstante Produktions- und
Aufnahmeraten, sowie gleichbleibende intrazelluldre Konzentration der Metabolite und
metabolischen Fliisse auszeichnet und sich daher ebenfalls fiir die Untersuchung mittels

stationdrer metabolischer Flussanalyse eignet (Provost und Bastin, 2004).
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3.1.2 Zentralstoffwechsel von S. cerevisiae

S. cerevisiae kann eine Reihe verschiedener Substrate wie diverse Kohlenhydrate, Ethanol,
Acetat und Glycerin unter aeroben und/oder anaeroben Wachstumsbedingungen als
Kohlenstoff- und Energiequelle nutzen. Grundaufgabe der katabolen Reaktionen ist dabei
vor allem die Bereitstellung freier Energie in Form von ATP, sowie die Synthese von
Vorldufermolekiilen und die Versorgung von Reduktionsiquivalenten in Form von
NADPH fiir anaplerotische Reaktionen und den Aufbau von Biomasse.

Im Folgenden wird zunédchst der zentrale Kohlenstoffmetabolismus von S. cerevisiae

beschrieben.
Aufnahme von Glucose und Galactose

Die Aufnahme von Glucose und Galactose erfolgt {iiber eine Reihe von
Hexosetransportern, welche iiber verschiedene Substratspezifititen verfligen und
unterschiedliche Affinititen besitzen (Boles und Hollenberg, 1997; Lagunas, 1993; Ozcan
und Johnston, 1999). Der gemeinsame FEintrittspunkt beider Kohlenhydrate in den
katabolischen Metabolismus ist Glucose-6-phosphat. Im Falle von Glucose geschieht dies
durch die direkte Phosphorylierung innerhalb der Zelle, Galactose wird {iber den LeLoir-
Weg (siche Abbildung 2) in Glucose-6-phosphat iiberfiihrt (Frey, 1996).

Glykolyse, Gluconeogenese und Pentosephosphatweg
Die Glykolyse stellt eine Serie von Enzymreaktionen dar, die Kohlenhydrate ausgehend

von Glucose-6-phosphat zu Pyruvat umsetzen. Im Folgenden ist die Nettoreaktion der

Glykolyse dargestellt.

G6P +2ADP + 2P + 2NAD" — 2PYR +2ATP +2NADH +2H" +2H,0

Gl.1
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Abbildung 2: LeLoir-Weg. Umwandlung von Galactose Gber 3 Schritte zu Glucose-6-phosphat und
Eintritt in die Glykolyse.

Die maximale Ausbeute von 2 mol Pyruvat pro mol Zucker wird allerdings aufgrund des
stetigen Entzugs von Vorldufermolekiilen fiir den Anabolismus aus der Glykolyse und der
Aktivitdt des Pentosephosphatwegs jedoch nicht erreicht. Unter anaeroben Bedingungen
stellt die Glykolyse die einzige Quelle fiir die Generierung freier Energie in Form von ATP
dar. Der Pentosephosphatweg, ausgehend von Glucose-6-phosphat, ldsst sich grundsétzlich
in zwei Teile untergliedern; den irreversiblen oxidativen Teil, sowie den reversiblen nicht
oxidativen Teil. Des Weiteren stellt der Pentosephosphatweg eine Quelle fiir
Redoxdquivalenten in Form von NADPH fiir den Aufbau der Biomasse dar. Im oxidativen
Teil wird Glucose-6-phosphat liber zwei Schritte, unter Generierung von 2 mol NADPH
pro mol G6P, zu Ribulose-5-phosphat decarboxyliert. Der reversible Teil, der ausgehend
von Ribulose-5-phosphat die Verbindung zur Glykolyse herstellt, katalysiert die
Umwandlung von Ribulose-5-phosphat in verschiedene Zuckerphosphate (Ribose-5-
phosphat, Xylulose-5-phosphat, Erythrose-4-phosphat, Sedoheptulose-7-phosphat), die
entweder als biosynthetische Vorstufen verwendet werden oder {iber Fructose-6-phosphat
und Glycerinaldehyd-3-phosphat wieder in die Glykolyse zuriickflieBen. Die nachfolgend
aufgelisteten Gleichungen beschreiben dabei den oxidativen (GI. 2) bzw. nicht-oxidativen

Teil (GL 3).

G6P +2NADP" + H,0 — Ru5P + CO, + 2NADPH +2H"

Gl. 2
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3RUSP < 2F6P + GAP
Gl.3

In Crabtree-negativen Hefen wird 50 % des Kohlenstoffes iiber die Glykolyse und 30 %
tiber den Pentosephosphatweg metabolisiert. 90 % des Kohlenstoffs, der iiber den
Pentosephosphatweg metabolisiert wird, tritt wieder in die Glykolyse ein (Rodrigues et al.,
2006). In Crabtree-positiven Hefen wie S. cerevisiae ist der Fluss durch den
Pentosephosphatweg deutlich geringer (Blank und Sauer, 2004).

Bei Wachstum auf C,-Korpern wie Ethanol oder Acetat 1duft die Gluconeogenese zum
Autfbau von Ce- und Cs-Korpern ab (Hexosen und Pentosen bzw. deren Phosphate). Dabei
werden die beiden irreversiblen Schritte der Glykolyse, Pyruvat-Kinase und
Phosphofructokinase, durch die Enzyme PEP-Carboxykinase und Fructose-1,6-
bisphosphatase umgangen. Diese Enzyme unterliegen in der Regel einer strikten
Regulation, um das Ablaufen sogenannter ,,futile cycles* zu verhindern (Gancedo und

Serrano, 1989).

Der Pyruvatknotenpunkt

Eine Schliisselposition im zentralen Kohlenstoffmetabolismus von S. cerevisiae stellt der
Pyruvatknotenpunkt dar. Ausgehend von dem Endprodukt der Glykolyse konnen drei

verschiedene Wege eingeschlagen werden (Pronk et al., 1996):

(1) Die Umsetzung von Pyruvat {iber den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex zu
Acetyl-CoA.

(i)  Der Eintritt {iber die Pyruvat-Decarboxylase in den fermentativen
Stoffwechsel zu Ethanol und Acetat. Ausgehend von Acetat wir {liber die
Acetyl-CoA-Synthase cytosolisches Acetyl-CoA gebildet. Dies wird zum
einen fiir die Fettsdurebiosynthese, zum anderen zum mitochondriellen
Import mittels des Acetyl-Carnitin-Carriers benoétigt (Kispal et al., 1991).

(iii))  Die anaplerotische Reaktion mittels der Pyruvat-Carboxylase zum Auffiillen

des Citratzyklus.
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Bei niedrigen glykolytischen Flussraten flieBt aufgrund der groBeren Affinitidt des
mitochondriellen Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes der Grofiteil des Kohlenstoffes iiber
den letztgenannten Weg. Dies ist gleichzeitig der energetisch giinstigere Weg Acetyl-CoA
zu generieren, da die cytosolische Acetyl-CoA-Synthase zur Bereitstellung von Acetyl-
CoA ATP benotigt (Steensma, 1997). Mit zunehmender glykolytischer Flussrate wird auch
der Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass (sieche Abbildung 3) zunehmend gesittigt und die
Ethanolbildung setzt ein (Rodrigues et al., 2006). Hohe extrazelluldre
Glucosekonzentrationen fithren sowohl zu einer Erhéhung der Pyruvat-Decarboxylase-
Aktivitit, als auch zu einer Erniedrigung der Acetaldehyd-Dehydrogenase-Aktivitdt und

fordern so die alkoholische Garung.

Cytosol Mitochondrium
PYR PYR
PDC1
PDC5
o, PDC6
ACA ACA PDX1
ALD4
NADPH €] **%° | | o5 NAD(P)H NADH
CO,
ACE ACE
ACS1
ACS2
ACCOA ACCOA

Abbildung 3: Cytosolischer und mitochondrieller Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass in S. cerevisiae.
Namen beteiligter Gene sind in kursiver Schrift angegeben. PYR — Pyruvat, ACA — Acetaldehyd,
ACE - Acetat, ACCOA - Acetyl-CoA, TCA - Citratzyklus. PDC1/5/6 Gene der lsoenzyme der
Pyruvat-Decarboxylase, ALD4/5/6 Gene der Isoenzyme der Acetaldehyd-Dehydrogenase, ACS1/2 Gene
der Isoenzyme der Acetyl-CoA-Synthetase, PDX1 Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex mit Beteiligung
der Gene LAT1, LPD1, PDB1 und PDAL.
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Citratzyklus, Glyoxylatzyklus und Anaplerose

Die acht Enzyme des Citratzyklus, die von 15 Genen codiert werden (McAlister-Henn und
Small, 1997; Przybyla-Zawislak et al., 1999), stellen iiber die oxidative Decarboxylierung
von Acetyl-CoA zum einen Vorstufen fiir den Anabolismus und zum anderen
Reduktionsidquivalente zur ATP Synthese iiber die Atmungskette (in Form von NADH und
FADH;) bzw. zur Biomassesynthese (in Form von NADPH) bereit. Die Nettoreaktion des

Citratzyklus ist in Gl. 4 zusammengefasst.

Ac—CoA+3NAD(P)" + FAD" +GDP + P +2H,0
— H —CoA+ NAD(P)H + FADH, + GTP +2CO, +3H"

Gl. 4

Unter aeroben Bedingungen werden die gebildeten Redoxdquivalente {iiber die
Atmungskette reoxidiert (sieche Abbildung 5). Im Gegensatz zum cyclischen Betrieb des
Citratzyklus unter aeroben Bedingungen, ist der Citratzyklus unter fermentativen
Bedingungen (sauerstofflimitiert oder Glucose-Repression) zweigeteilt und dient der
Bereitstellung der biosynthetischen Vorstufen fiir Glutamat und Aspartat (Gombert et al.,
2001). Unter diesen Bedingungen ist die Succinat-Dehydrogenase nicht aktiv (Camarasa et
al., 2003).
Bei Wachstum auf C,-Korpern, wie Ethanol und Acetat, werden diese mittels des
Glyoxylatzyklus in C4-Korper {iberfiihrt und flieBen {iber Oxalacetat in die
Gluconeogenese ein. Bei Wachstum auf fermentierbaren Kohlenstoffquellen wie Glucose
ist der Glyoxylatzyklus jedoch nicht aktiv (Duntze et al., 1969; Minard und McAlister-
Henn, 1992).
Da dem Citratzyklus stindig Intermediate zur Biomassesynthese (z. B. a-Ketoglutarat und
Oxalacetat) entzogen werden, miissen diese durch auffiillende Reaktionen (anaplerotische
Reaktionen) wieder ausgeglichen werden, da im Citratzyklus keine Nettosynthese dieser
Intermediate stattfindet. Dies geschieht bei Wachstum auf Glucose in erster Linie durch die
Reaktion der Pyruvat-Carboxylase, die Pyruvat durch Carboxylierung zu Oxalacetat
umsetzt und durch ein hohes Verhéltnis von ATP/ADP aktiviert wird (Stephanopoulos et
al., 1998).
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Das Malat-Enzym katalysiert die oxidative Decarboxylierung von Malat zu Pyruvat in der
mitochondriellen Matrix unter Reduktion von NADP" zu NADPH und stellt damit neben
dem Import von cytosolischem Pyruvat eine zweite mitochondrielle Pyruvatquelle dar
(Boles et al., 1998). Weiterhin ist das Malat-Enzym neben der NADP'-abhiingigen
Isocitrat-Dehydrogenase und der mitochondriellen NADP -abhingigen Isoform der

Acetaldehyd-Dehydrogenase ebenfalls eine mitochondrielle NADPH-Quelle.

Fermentative Stoffwechselwege

Als fakultativ fermentativer, Crabtree-positiver Organismus findet der fermentative Abbau
von Kohlenhydraten bei S. cerevisiae sowohl unter aeroben als auch anaeroben
Bedingungen statt. Der bedeutendste fermentative Abbauweg von Kohlenhydraten ist die
alkoholische Gérung. Pro mol Glucose werden dabei 2 mol ATP generiert. Der Weg ist
redoxneutral, da sdmtliches in der Glykolyse gebildetes NADH iiber die Alkohol-
Dehydrogenase reoxidiert wird (Van Dijken und Scheffers, 1986). Die theoretische
Ausbeute betrdgt dabei maximal 2 mol Ethanol pro mol aufgenommener Hexose. Da der
Glykolyse jedoch Vorstufen zur Synthese der Biomasse entzogen werden und im
Anabolismus NADH akkumuliert, ist ein Uberschuss an NADH vorhanden, der unter
anaeroben Bedingungen bzw. unter Glucose-Repression vollstindig bzw. teilweise iiber
die Bildung von Glycerin reoxidiert wird, um die Redoxneutralitit zu wahren.

Neben den Hauptprodukten Ethanol und Glycerin bei fermentativem Wachstum auf
Hexosen, werden aullerdem geringen Mengen an Acetat gebildet. Die Synthese von
Acetyl-CoA aus Acetat im Cytosol stellt die einzige Quelle zur Versorgung mit
cytosolischem Acetyl-CoA dar, einer essentiellen Vorstufe zur Biosynthese von Fettsduren
(Flikweert et al., 1996; Van den Berg und Steensma, 1995). Von den 5 bekannten
Acetaldehyd-Dehydrogenasen  spielen bei der  Acetatbildung wihrend  der
Glucosefermentation, unter aeroben und anaeroben/sauerstofflimitierten Bedingungen,
jedoch nur Ald4p, Ald5p und Ald6p eine Rolle (Remize et al., 2000; Saint-Prix et al.,
2004). ALD6 codiert eine cytosolische Isoform, wohingegen ALD4 und ALDS fiir
mitochondrielle Isoformen codieren (Tessier et al., 1998; Wang et al., 1998). Alle
Isoenzyme sind NADP -abhingig und stellen damit zusitzliche NADPH-Quellen fiir den

Anabolismus dar.
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Biosynthese der Aminosauren

Da die in dieser Arbeit durchgefiihrte '>C metabolische Flussanalyse zu einem groBen Teil
auf der Quantifizierung der Markierungsanreicherung in den proteinogenen Aminosduren
beruht, kommt deren Biosynthese eine besondere Bedeutung zu. Dies soll im Folgenden
ndher erldutert werden.

Alle 20 proteinogenen Aminosduren lassen sich aus acht Vorldufermolekiilen des zentralen
Kohlenstoffstoffwechsels ableiten (siche Abbildung 4). Aus 3-Phosphoglyerat, einem
Intermediat der Glykolyse, werden Serin, Cystein und Glycin abgeleitet, wobei fiir Glycin
noch weitere Synthesewege ausgehend von Threonin und Glyoxylat (siehe Abbildung 4)
bekannt sind. Weitere Vorldufermolekiile aus der Glykolyse sind Pyruvat, von welchem
ausgehend Alanin, Valin, Leucin und Isoleucin synthetisiert werden, sowie
Phosphoenolpyruvat, welches zur Bildung der aromatischen Aminosduren Phenylalanin,
Tyrosin und Tryptophan dient. Vorstufen aus dem Pentosephosphatweg stellen Ribose-5-
phosphat und Erythrose-4-phosphat dar. Ausgehend von diesen Intermediaten werden
Histidin bzw. die aromatischen Aminosduren Phenylalanin, Tyrosin und Tryptophan
gebildet. Oxalacetat stellt die Vorstufe der Aminosduren Aspartat, Asparagin, Methionin,
Threonin und Isoleucin dar. a-Ketoglutarat wird zur Biosynthese von Glutamat, Glutamin,
Arginin, Prolin und Lysin herangezogen. Zur Synthese von Lysin und Leucin wird des
weiteren Acetyl-CoA bendétigt. Abbildung 4 zeigt zusammenfassend die Biosynthese der
Aminosduren und ihre jeweiligen metabolischen Vorstufen des zentralen
Kohlenstoffstoffwechsels.

Ein weiterer wichtiger Punkt, der im Rahmen der metabolischen Untersuchungen von
S. cerevisiae beriicksichtigt werden muss, ist die Kompartimentierung des Stoffwechsels.

Auf diese wird in den Kapiteln 3.1.3 und 5.2.1 néher eingegangen.
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Abbildung 4: Biosynthese der 20 proteinogenen Aminosauren aus ihren entsprechenden Vorstufen des

zentralen Kohlenstoffstoffwechsel von S. cerevisiae. Die Kompartimentierung der einzelnen Metabolite

bzw. der entsprechenden enzymatischen Reaktionen wurde nicht beriicksichtigt.
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3.1.3 Redoxmetabolismus und oxidative Phosphorylierung

Wihrend des respirativen bzw. aeroben Wachstums, wird cytosolisch und mitochondriell
gebildetes NADH iiber die Atmungskette reoxidiert. Dabei wird bei rein respirativem
Wachstum samtliches NADH {iber die Atmungskette reoxidiert, wohingegen bei respiro-
fermentativem Wachstum bzw. dem aeroben fermentativen Wachstum die Ethanol- und
Glycerinfermentation einen erheblichen Teil zur Reoxidation beitragen. Die
Elektroneniibertragung von NADH auf die Komplexe der Atmungskette wird in
S. cerevisiae von drei NADH-Dehydrogenasen katalysiert. Die interne, mitochondriell
lokalisierte NADH:Ubiquinon-Oxidoreduktase (Ndip) {ibertrdgt die Elektronen von
mitochondriellem NADH auf Ubiquinon und katalysiert so die Reoxidation iiber die
Atmungskette (de Vries und Marres, 1987; Marres et al., 1991). Neben der internen
NADH-Dehydrogenase besitzt S. cerevisiae noch zwei weitere Gene, NDE1 und NDEZ2,
die fiir zwei externe, unter aeroben Bedingungen exprimierte, NADH-Dehydrogenasen
codieren, welche im Cytosol lokalisiert sind (Luttik et al., 1998; Small und McAlister-
Henn, 1998). Dabei fehlt diesem Organismus jedoch, im Gegensatz zu vielen anderen
eukaryontischen Organismen und Hefen, die aus mehreren Untereinheiten aufgebaute
Typ-1 NADH-Dehydrogenase (Nosek und Fukuhara, 1994). Da keine der NADH-
Dehydrogenasen Protonen iiber die mitochondrielle Membran pumpt, ist die ATP-
Ausbeute bei der oxidativen Phosphorylierung relativ gering (von Jagow und Klingenberg,
1970). Sie betrdgt ca. 12 mol ATP pro mol Glucose bei rein respirativem Wachstum. Dazu
kommen vier weitere ATP-Molekiile {iber die Substratkettenphosphorylierung. Aufgrund
der hoheren ATP-Ausbeute bei rein respirativem Wachstum, werden in Glucose-limitierten
Kulturen etwa 5-mal hohere Biomasseausbeuten erreicht, als bei aeroben fermentativem
Wachstum unter Glucose-Repression (Verduyn, 1991).

Die Aufrechterhaltung der Redoxbilanzen ist die Voraussetzung, um ein bilanziertes
Zellwachstum zu ermdglichen. Die Pyridin-Nukleotid-Kofaktoren NAD/NADH und
NADP'/NADPH spielen dabei die zentrale Rolle. NADH wird dabei im dissimilatorischen,
NADPH im assimilatorischen Stoffwechsel eingesetzt (Van Dijken und Scheffers, 1986).
In diesem Zusammenhang ist von Bedeutung, dass die beiden Spezies NAD/NADH und
NADP'/NADPH, durch das Fehlen von Transhydrogenasen in S. cerevisiae, nicht in
einander tiberfiihrt werden kénnen (Bruinenberg et al., 1983b; Bruinenberg et al., 1983c).

Des Weiteren miissen die reduzierten Pyridin-Nukleotide im selben Kompartiment
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reoxidiert werden, da kein direkter Austausch tiber biologische Membranen hinweg
erfolgen kann.

Da S. cerevisiae nicht in der Lage ist NADPH iiber die Atmungskette zu reoxidieren,
besteht die einzige Mdglichkeit zur Reoxidation in der Biomassebildung. Dies hat dann
ebenfalls zur Folge, dass der Pentosephosphatweg nur assimilatorsich genutzt wird
(Gonzalez Siso et al., 1996). Eine mitochondrielle NADPH-Dehydrogenase, die die
Oxidation von NADPH an die mitochondrielle Atmungskette koppelt ist zwar fiir K. lactis
und C. utilis beschrieben (Bruinenberg, 1986; Gonzalez Siso et al., 1996; van Urk et al.,
1989), jedoch gibt es keine Hinweise darauf, dass S. cerevisiae dazu in der Lage ist einen
NADPH-Uberschuss auf diese Weise zu reoxidieren (de Vries und Marres, 1987; Small
und McAlister-Henn, 1998). Cytosolische Quellen fiir NADPH stellen in erster Linie der
oxidative Teil des Pentosephosphatwegs, sowie die cytosolischen Isoformen der NADP"-
abhingigen Isocitrat-Dehydrogenase sowie der Acetaldehyd-Dehydrogenase dar (Minard
et al., 1998). Mitochondrielle Quellen stellen die entsprechenden Isoformen in der
mitochondriellen Matrix, sowie das Malat-Enzym dar.

Die Reduktion von NAD" erfolgt im Cytosol iiber die Glykolyse, in den Mitochondrien
tiber den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex und die Dehydrogenasen des Citratzyklus. Die
Reoxidation beider Pools kann {iber die mitochondrielle Atmungskette, mit Sauerstoff als
terminaler Elektronenakzeptor, erfolgen (Bakker et al., 2001; Overkamp et al., 2000). Eine
schematische Darstellung der beteiligten Prozesse ist in Abbildung 5 gegeben.
Mitochondrielles NADH wird tiber die interne NADH-Dehydrogenase Nidlp reoxidiert,
wohingegen flir die Reoxidation von cytosolischem NADH zum einen die externen
NADH-Dehydrogenasen Ndelp/Nde2p (Luttik et al., 1998; Small und McAlister-Henn,
1998), zum anderen das Glycerin-3-phosphat-Shuttle (Larsson et al., 1998) verwendet
wird. Besondere Bedeutung kommt dem Glycerin-3-phosphat-Shuttle bei niedrigen
Wachstumsraten zu. Die ATP-Ausbeute ist bei diesem System hoher, jedoch zeichnen sich
die externen NADH-Dehydrogenasen durch einen hdheren Durchsatz aus. Daneben ist
noch eine Reihe weiterer Redox-Shuttle-Mechanismen, wie das Ethanol-Acetaldehyd-
Shuttle (siche Abbildung 5), unter verschiedenen physiologischen Zustinden beschrieben
(Bakker et al., 2001).

24



Grundlagen und theoretischer Hintergrund

ATP
...... < ATP Synthase <

Cytosol

NAD" DHAP

mitochondrielle

|
|
GPD1/2 GUT2 ) , Matrix
[
|
|
[

\

NADH G3P BN |_—» FAD
P | FADH,
NAD" y \\ NAD*
ND%EE) <E§H
NADH NADH
NAD* Ethanol < Ethanol NAD*

ADH1/2 @

NADH Acetaldehyd » Acetaldehyd NADH

Abbildung 5: Schema des Redoxsystems und der oxidativen Phosphorylierung von S. cerevisiae in
Anlehnung an Bakker et al. (2001). ADH1/2/3, Alkohol-Dehydrogenase; NDE1/2, externe NADH-
Dehydrogenasen; NDI1, interne NADH-Dehydrogenase; Q, Ubiquinon; GPD1/2, I6sliche Glycerin-3-
phosphat-Dehydrogenasen; GUT2, membrangebundene Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase; bcl,
bcl-Komplex; cox, Cytochrom c¢ Oxidase; DHAP, Dihydroxyacetonphosphat; G3P, Glycerin-3-
phosphat; gestrichelter Pfeil, Elektronenfluss; gepunkteter Pfeil, Protonenfluss.

Unter Glucose-Repression kommt der mitochondriellen Atmungskette hinsichtlich der
Reoxidation von cytosolischem NADH eine geringere Bedeutung zu, da hier die
Reoxidation fast ausschlieflich {iber die Ethanol und Glycerinbildung erfolgt, wohingegen
unter rein respirativen Bedingungen sowohl die externen NADH-Dehydrogenasen als auch

das Glycerin-3-phosphat-Shuttle aktiv sind (Rigoulet et al., 2004).
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3.2 Quantitative Analyse metabolischer Netzwerke

Die quantitative Analyse metabolischer Netzwerke kann grundsétzlich, je nach Ziel der
Analyse, in drei Gruppen untergliedert werden. (1) Die metabolische Flussanalyse
(Stephanopoulos et al., 1998; Wiechert, 2001), (2) ,,flux balance analysis* (Kauffman et
al., 2003; Price et al., 2004) und (3) ,,metabolic pathway analysis* (Klamt und Stelling,
2003; Schilling et al., 2000; Trinh et al., 2009). Bei der metabolischen Flussanalyse und
der ,.flux balance analysis* wird immer nur ein fiir die jeweiligen Randbedingungen
giiltiger Flussvektor ermittelt. Im Gegensatz dazu werden bei der ,,metabolic pathway
analysis* alle, je nach Randbedingungen systematisch bzw. genomisch, unabhdngigen
Flussvektoren bestimmt. Die beiden in dieser Arbeit eingesetzten Methoden zur
quantitativen Analyse metabolischer Netzwerke sind mit der *C metabolischen
Flussanalyse bzw. der Elementarmodenanalyse in den Bereichen (1) bzw. (3) angesiedelt.

Die quantitative Analyse metabolischer Netzwerke beruht auf dem Prinzip der
Massenerhaltung und der Umsetzung von Metaboliten in einem definierten System (Zelle),
wobei die einzelnen Metabolite {iber reversible und irreversible enzymatische Reaktionen
miteinander verkniipft sind. Die Umsetzung der Metabolite wird durch die folgende

Gleichung (Gl. 5) beschrieben.
C=Sxr—uxC
d— = ~ o

Gl.5

Hierbei beschreibt C den Konzentrationsvektor von m intrazelluliren Metaboliten, I' den
Ratenvektor von n Reaktionen, S die stdchiometrische Matrix (m x n) und p die

spezifische Verdiinnungsrate hervorgerufen durch Volumenédnderungen, die praktisch der
spezifischen Wachstumsrate entspricht.

Da in biologischen Systemen der Einfluss von Volumeninderungen auf die Anderung der
Metabolitkonzentrationen zu vernachldssigen ist, reduziert sich Gleichung 5 im stationédren

Zustand zu Gleichung 6.
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X
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o

Gl. 6
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Im Falle der Analyse metabolischer Netzwerken ist das in Gleichung 6 beschriebene
System in der Regel unterbestimmt. Zur Losung des Systems und der Bestimmung der
Raten werden, unter diversen Annahmen, wie experimentell bestimmten Raten und
thermodynamischen Randbedingungen, verschiedenen Techniken eingesetzt. Die
metabolische Flussanalyse, sowie die Elementarmodenanalyse (,,Metabolic Pathway

Analysis*) werden im Folgenden néher erldutert.

3.2.1 ,Metabolite Balancing”

Die Bilanzierung von Metaboliten (,,Metabolie Balancing*) kann in einigen Fallen zur
Bestimmung metabolischer Fliisse herangezogen werden. Diese Methode beruht
ausschlieBlich auf der Quantifizierung externer Produktions- und Aufnahmeraten, wie
Substrat, Produkte Biomasse und CO,, anhand derer die intrazelluldren Raten berechnet
werden. Desweiteren muss ein metabolisch stationdrer Zustand vorherrschen, wie er in
exponentiellen Phasen von Batch-Kulturen und in kontinuierlicher Kultur erreicht wird.
Die Berechnung der unbekannten metabolischen Fliisse erfolgt dann anhand eines
stochiometrischen Modells des zu untersuchenden Stoffwechsels - den entsprechenden
Massenbilanzen der einzelnen Metabolite (Christensen und Nielsen, 2000; Stephanopoulos
et al., 1998; Wittmann und Heinzle, 1999). Dazu wird die stochiometrische Matrix S und
der Ratenvektor r in messbare metabolische Fliisse S, und r, sowie in unbestimmbare S,

und r, zerlegt. Die zerlegte Gleichung lésst sich dann wie folgt 16sen.

Gl.7

Eine eindeutige Losung des linearen Gleichungssystems ist jedoch nur mdoglich, falls S,
quadratisch und damit invertierbar ist, sowie vollen Rang besitzt. Diese Methode eignet
sich daher nur fiir einfache Netzwerke oder Netzwerke, bei denen eine Vielzahl
extrazelluldrer Raten messbar sind und die fiir die Bestimmung der intrazelluldren Fliisse
ausreichend sind. Letzteres wurde bereits fiir Sdugerzellen gezeigt (Niklas et al., 2009;

Quek et al., 2009). In der Regel sind komplexere Netzwerke jedoch unterbestimmt,

27



Grundlagen und theoretischer Hintergrund

wodurch die Matrix S, nicht quadratisch ist. Dadurch ergibt sich das Problem einer
Pseudoinversion, welche ohne weitere Annahmen nicht zu einer eindeutigen Losung des
Gleichungssystems fiihrt. Uberbestimmte Systeme konnen ebenfalls durch die
Pseudoinversion der Matrix geldst werden, wobei diese jedoch in der Regel zu einer
eindeutigen Losung fiihren.

Kritisch zu betrachten ist dabei auch die Bilanzierung der Kofaktoren NADH, NADPH
und ATP, deren Synthese durch eine ganze Reihe von Reaktionen im Zentralstoffwechsel
gewidhrleistet ist. Problematisch hierbei ist vor allem, dass in der Regel nicht alle diese
Reaktionen genau verstanden oder bekannt sind. So sind zum Beispiel in S. cerevisiae eine
Reihe von Isoenzymen der Isocitrat-Dehydrogenase und der Acetaldehyd-Dehydrogenase
bekannt, die verschiedene Kofaktorspezifititen hinsichtlich NAD" und NADP" besitzen
und, je nach physiologischem Zustand, unterschiedlich zu den NADH- und NADPH-Pools
beitragen. Des Weiteren ist die genaue Ausbeute der ATP-Synthese durch die Reoxidation
von NADH {iber die mitochondrielle Atmungskette ebenfalls nicht exakt bekannt und
schwankt zudem, je nach Physiologie des Organismus (siche Kapitel 3.1). Daneben spielen
bei der Bilanzierung von ATP vor allem die sogenannten ,futile cycles* eine
entscheidende Rolle. Eine Bilanzierung der Redoxidquivalente bzw. ATP eignet sich,
aufgrund der beschriebenen Ungenauigkeiten, daher nur begrenzt zur Bestimmung der
Flussparameter (Christensen und Nielsen, 2000).

Da die Bilanzierung von Metaboliten lediglich auf der Stochiometrie des metabolischen
Netzwerkes beruht, besteht keine Moglichkeit zur Quantifizierung (i) von
Stoffwechselwegen mit gleicher Gesamtstochiometrie, (i1) zyklischen Stoffwechselwegen
und (iii) bidirektionalen, reversiblen Reaktionen (siche Abbildung 6). Dies fiihrte zur
Entwicklung der *C metabolischen Flussanalyse, die im folgenden Abschnitt erldutert
wird. Hierbei werden spezifisch '*C-angereicherte Substrate verwendet und zusitzliche
Informationen generiert, welche die Begrenzungen des ,,Metabolite Balancing*
groBtenteils autheben (Wittmann, 2007; Wittmann et al., 2002). Des Weiteren miissen bei
dieser Analyse keine Annahmen iiber den Energie- bzw. Redoxstoffwechsel getroffen
werden, welche, wie bereits diskutiert, mit einigen nicht zu unterschéitzenden

Unsicherheiten verbunden sind.
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Abbildung 6: Limitierungen des ,,Metabolite Balancing* bei alternativen Stoffwechselwegen (A),

zyklischen Systemen (B) und reversiblen Reaktionen (C).

3.2.2 13C Metabolische Flussanalyse

Ziel der *C metabolischen Flussanalyse ist, wie beim ,,Metabolite Balancing*, die
Quantifizierung der in vivo Enzymaktivitdten, d. h. der metabolischen Fliisse. Es wird im
Folgenden zunéchst auf die Theorie der Isotopomer-Bilanzierung und die mathematische
Modellbildung eingegangen, bevor die praktische Durchfiihrung der *C metabolische

Flussanalyse beschrieben wird.

Isotopomer-Bilanzierung und mathematische Modellbildung

Entscheidend fiir die "“C metabolische Flussanalyse ist die Quantifizierung der
Massenisotopomerverteilungen bestimmter Metabolte mittels GC/MS. Da fiir diese Art der
Analyse lediglich die Isotopomerverteilung des Kohlenstoffs von Bedeutung ist, werden
alle anderen natiirlich vorkommenden Isotopomere (sieche Tabelle 1) durch eine
entsprechende Korrektur aus der Isotopomerverteilung heraus gerechnet, so dass lediglich
das Kohlenstoffriickgrat der zu analysierenden Substanz iibrig bleibt (Fernandez et al.,
1996; van Winden et al., 2002; Wittmann und Heinzle, 1999; Yang et al., 2009). Betrachtet
man im Falle des Elementes Kohlenstoff die beiden relevanten Isotope '*C und "C, so
besitzt jedes Kohlenstoffatom eines Molekiils entweder die Masse 12 Da oder 13 Da. Fiir
ein Molekiil mit n Kohlenstoff Atomen ergeben sich demnach 2" mogliche

Positionsisotopomere (Wiechert, 2001).
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Tabelle 1: Isotopenzusammensetzung relevanter Elemente fiir die **C metabolische Flussanalyse
(relative Anteile) (Rosman und Taylor, 1997).

monoisotopische
Element Masse [Da] [m+0] [m+1] [m+2] [m+4]
H 1 0,999885  0,000115
C 12 0,9893 0,0107
N 14 0,99632 0,00368
O 16 0,99757 0,00038 0,00205
Si 28 0,922297  0,046832  0,030872
S 32 0,09493 0,0076 0,0429 0,0002

Dargestellt werden die einzelnen Positionsisotopomere in einem ,,isotopomer distribution
vector* (IDV), der ihre relativen Anteile enthélt, die sich zu 1 summieren (Wittmann und
Heinzle, 1999). Da sich jedoch mittels Massenspektrometrie keine Positionsisotopomere
gleicher Masse unterscheiden lassen, werden die einzelnen Positionsisotopomere in n+1
Massenisotopomeren zusammengefasst (siche Abbildung 7). Analog zum IDV werden die
relativen Anteile der Massenisotopomere im ,,mass distribution vector (MDV)
zusammengefasst. Dabei werden Positionsisotopomere, die die gleiche Anzahl der
verschiedenen Isotope besitzen zusammengefasst. Ausgehend von den MDV’s kann dann
beispielsweise die Anreicherung von °C in den Metaboliten iiber das ,,summed fractional
labeling” (SFL) bestimmt werden, welches einer gewichteten Aufsummierung der
einzelnen Massenisotopomere entspricht.

Die Transition der einzelnen Kohlenstoffatome zwischen den Edukten und den Produkten
der biochemischen Reaktionen des metabolischen Netzwerkes wird durch sogenannte
,»-atom mapping matrices* (AMM) genau definiert (Zupke und Stephanopoulos, 2002). Die
AMM sind Matrizen der Form n x m wobei n der Anzahl der Kohlenstoff Atome im
Produkt und m der Anzahl der Kohlenstoffatome im Edukt entspricht. Wird das
Kohlenstoffskelet der Edukte und Produkte nicht neu angeordnet, so handelt es sich um
eine Diagonaleinheitsmatrix. Im Folgenden ist als Beispiel die Reaktion der Citrat-
Synthase dargestellt (siche Gleichung 8). Der Wert 1 in der Matrix bedeutet, dass das
entsprechende Kohlenstoffatom aus dem Edukt auf die entsprechende Position im Produkt

der Reaktion transferiert wird.
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Abbildung 7: Positions- und Massenisotopomere, sowie IDV und MDV eines Molekils mit 3

Kohlenstoffatomen unter Beriicksichtigung der *C und *C Isotope.
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Bei dieser Reaktion werden also die Kohlenstoffatome 4, 3, 2 und 1 des Oxalacetats auf
die Positionen 1, 2, 3 und 6 des Citrats iibertragen. Die Kohlenstoffatome 2 und 1 des
Acetyl-CoA werden entsprechend auf die verbleibenden Positionen 5 und 6 tibertragen.

Aus den AMMSs konnen dann analog zur Transition auf Ebene der Atome ,,isotopomer
mapping matrices* (IMM) erstellt werden, die die Transition der einzelnen Isotopomere in
gleicher Weise wie die AMM beschreiben. Die IMM legen somit fest welches
Positionsisotopomer des Eduktes auf das entsprechende Positionsisotopomer des Produktes
iibertragen wird. Im Falle der Isotopen '“C und "*C besitzt die IMM die Dimensionen 2™ x
2" wobei n wiederum der Anzahl der Kohlenstoffatome des Eduktes und m der
entsprechenden Anzahl der Kohlenstoffatome im Produkt entspricht. Im Falle des
Beispiels der Citrat-Synthase besitzt die IMM, die den Ubergang der Positionsisotopomere
von Oxalacetat auf Citrat beschreibt, die Dimensionen 2° x 24, sprich 64 x 16. Mit Hilfe

der IMM, die Informationen iiber die Transition der Isotopomere beinhalten und die IDV
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der Edukte, die die Isotopomerverteilung und somit die Anreicherung mit "*C-Isotopen
enthalten, lassen sich nun die IDV der Produkte nach folgender Gleichung (Gl. 9)

berechnen. Gezeigt ist wiederum das Beispiel der Citrat-Synthase.

IDV,

Citrat

= (IMMOAAﬁCitrat x ID\/OAA ) ® (IMMAC—CoAﬁCitrat x IDVAC—COA ) Gl 9

Im isotopisch stationdren Zustand gilt, analog dem metabolisch stationdren Zustand, dass

n
die Summe der Bildungsraten ZV
i=1

i ein der einzelnen Isotopomere der Summe ihrer

m
Verbrauchsraten ZV. entspricht (siche GIl. 10). & entspricht der paarweisen

iaus
j=

Multiplikation der einzelnen Elemente beider Matrizen. Der metabolisch stationdre
Zustand ist hierbei eine zwingende Voraussetzung, um einen stationdren Zustand

hinsichtlich der Isotopomere zu erreichen.

m
0= Zvi,ein ) IDVMetaboIit - Zvj,aus ) IDVMetaboIit Gl. 10
¢ =

Wie bei der Metabolitbilanzierung, kénnen auch fiir alle Isotopomere eines Metaboliten
entsprechende Bilanzen aufgestellt werden (Schmidt et al., 1997). 1999 wurde das Konzept
der kumulierten Isotopomere (Cumomere) von Wiechert et al. zur effizienten Losung von
Isotopomerbilanzen eingefiihrt. Die Losung erfolgt dabei in der Regel iiber iterative
Verfahren; eine analytische Losung ist allerdings nur bei sehr einfachen Netzwerken
moglich. Da die entsprechenden Isotopomer/Cumomerbilanzen komplexer Netzwerke zu
komplexen Bilanzen mit einer Vielzahl an Variablen fiihren, wurde 2007 das Konzept der
,-elementary metabolite units* (EMUs) eingefiihrt. Dieses Konzept beruht auf der Nutzung
des minimalen Informationsgehalts, der zur Simulation der Isotopomermarkierung
innerhalb eines metabolischen Netzwerkes notwendig ist (Antoniewicz et al., 2007). Die
einzelnen EMUs beschreiben dabei den Zusammenhang der metabolischen Fliisse und der
Isotopomerverteilung. Aufgrund der effizienten Reduktion fallen die Variablen und die zu

losenden Gleichungen um eine GroBenordnung geringer aus, als dies bei
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Isotopomer/Cumomer Netzwerken der Fall ist. Ein Metabolit A mit 3 Atomen besitzt 7
EMUs (Ai, Az, A3, A2, Azs, Ai3, A123), wobei die Zahlen angeben, welche der Atome im
jeweiligen EMU beriicksichtigt werden. Somit entspricht die Zahl der EMUs fiir ein
Molekiil mit 3 Atomen 2. Dabei wird in den meisten Féllen jedoch nur ein geringer Teil
der EMUs zur vollstindigen Simulation der Isotopomerverteilung bendtigt, welches der
grundlegende Unterschied zu den Cumomer/Isotopomer Bilanzen ist, da hier immer alle
moglichen Isotopomere/Cumomere beriicksichtigt werden (Antoniewicz et al., 2007). Das
Konzept der EMUs wurde auch in dieser Arbeit fiir die °C metabolische Flussanalyse
eingesetzt.

Die Losung erfolgt mit Hilfe eines iterativen globalen Hybridoptimierungsalgorithmus, mit
dessen  Hilfe die  Abweichung zwischen gemessenen und  simulierten
Massenisotopomerverteilungen anhand der Variation der freien Fliisse minimiert wird
(Yang et al., 2008). Die Zielfunktion ist dabei die Minimierung der Abweichungsquadrate
(,,sum of least squares*). Die statistische Absicherung der Qualitdt der Flussanpassung
erfolgt dabei mittels Monte Carlo Simulation (Mollney et al., 1999; Wittmann, 2002; Yang
et al., 2008). Fiir die gemessene Markierungsverteilung wird eine Normalverteilung der
Werte angenommen, aus deren Breite sich das Intervall fiir die Variation der Startwerte der
Monte Carlo Simulation bestimmen. Aus mehreren (100-200) Monte Carlo Simulationen
werden schlussendlich die entsprechenden Flussparameter als Mittelwerte mit einer

entsprechenden Standardabweichung bestimmt.

Durchfithrung der **C metabolischen Flussanalyse

Der GroBteil der Analysen zur Quantifizierung der '’C-Markierung der einzelnen
Metabolite wird mittels GC/MS durchgefithrt, um deren Markierungsmuster aus
Markierungsexperimenten zu bestimmen. Dazu werden die Organismen zunéchst auf
spezifisch markierten Substraten kultiviert, in diesem Fall mit dem stabilen
Kohlenstoffisotop C. Das "*C-markierte Substrat verteilt sich iiber genau definierte
enzymatische Reaktionen iiber den gesamten Stoffwechsel der Zellen, wobei die
Kohlenstoffatome des Substrates in festgelegter Weise in den einzelnen Produkten zu
finden sind. Nachdem sich ein isotopisch stationdrer Zustand eingestellt hat, kann die
BC-Markierungsanreicherung der Metabolite bestimmt werden. Diese stellt einen

charakteristischen Fingerabdruck des zentralen Kohlenstoffstoffwechsels bzw. der
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Aktivitit einzelner Reaktionen und Stoffwechselwege dar. Die Anreicherung kann sowohl
in freien intrazelluldren Metaboliten als auch in Biomassehydrolysaten bestimmt werden,
wobei letztere eine deutlich ldngere Zeit zum Erreichen eines isotopisch stationiren
Zustandes benétigen. Zur Analyse der Markierungsanreicherungen eignen sich neben der
GC/MS-Analyse noch weitere Techniken, darunter verschiedene NMR-Techniken wie
BC-NMR (Amaral et al., 2010) und 2D["’C,'H]-COSY-NMR (Goudar et al., 2010; van
Winden et al., 2001), LC/MS-Ansitze (Kleijn et al., 2007), sowie MALDI-ToF-MS
(Velagapudi et al., 2007). Die NMR-Analyse ermoglicht dabei die Analyse der
Markierungsanreicherung auf der Ebene der einzelnen Atome, wohingegen die
Massenspektrometrie die Markierungsanreicherung auf der Ebene ganzer Molekiile
betrachtet.

Neben dem ersten, praktischen Teil, der Analyse, schlieBt sich im Folgenden die
Flussberechnung aus den generierten Markierungsdaten der GC/MS-Analyse an. Dazu
werden die Markierungsdaten genutzt, um die unbekannten Flussparameter iiber ein
Modell, welches sowohl die Isotopomer- als auch die Metabolitbilanzen beinhaltet, zu
berechnen. Ausgehend von zufdllig gewdhlten freien Fliissen werden die
Markierungsverteilungen der Metabolite fiir ein gewéhltes Substrat in silico berechnet und

anschliefend mit den gemessenen Markierungsverteilungen verglichen.
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Abbildung 8: Schema des experimentellen Teils und der Modellierung der *C metabolischen

Flussanalyse.

Uber einen Optimierungsalgorithmus werden dann die Markierungsverteilungen so lange
iiber die metabolischen Fliisse geédndert, bis diese mit den gemessenen
Markierungsverteilungen iibereinstimmen. Falls extrazellulire Fliisse bestimmt sind,
konnen somit absolute intrazelluldre Stofffliisse bestimmt werden. Abbildung 8 fasst das

Vorgehen der °C metabolischen Flussanalyse nochmals zusammen.

3.2.3 Elementarmodenanalyse

Das Konzept der Elementarmodenanalyse wurde 1994 von Schuster et al. (Schuster und
Hilgetag, 1994) eingefiihrt. Im Gegensatz zur in Kapitel 3.2.2 beschriebenen "C
metabolischen Flussanalyse, wird bei der Elementarmodenanalyse nicht nur ein bestimmter
metabolischer Flussvektor fiir einen gegebenen physiologischen Zustand bestimmt,

sondern alle, auf Grundlage der Stochiometrie und der thermodynamischen Eigenschaften
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des Netzwerks, moglichen, genetisch unabhédngigen, metabolischen Flussvektoren
(Schuster et al., 2002a; Schuster et al., 2002b). Dabei ist kein detailliertes Wissen {iber die
tatsidchliche Flussverteilung oder die Verwendung einer Zielfunktion (Optimierung der
Biomasseausbeute, Produktausbeute, ...) wie die bei der ,,flux balance analysis® notig.
Jeder Flussvektor stellt dabei einen Elementarmode dar, welcher dem minimalen Satz an
Reaktionen zur Aufrechterhaltung eines stationdren Zustandes des Systems entspricht und
einzigartig ist. Jede Ausschaltung einer Reaktion eines Elementarmodes erlaubt diesen
nicht mehr. Die verschiedenen Flussvektoren sind in einem Losungsraum angeordnet
(siche Abbildung 9). Zur Losung des Systems gibt es verschiedene Ansitze. Zum einen
den der ,.extreme pathways“ (Schilling et al., 2000), zum anderen den der
Elementarmoden (Schuster und Hilgetag, 1994). Die ,,extreme pathways* stellen dabei
eine Untergruppe der Elementarmoden eines Systems dar. Die Anzahl der ,.extreme
pathways* ist mit der Anzahl der Elementarmoden identisch, sofern das gesamte
untersuchte biochemische Netzwerk keine reversiblen Reaktionen beinhaltet. Die
zunehmende Komplexitdt der zu untersuchenden metabolischen Netzwerke hat auch die
Entwicklung leistungsstirkerer Algorithmen zur Losung der entsprechenden Netzwerke
vorangetrieben. Angefangen von METATOOL (Pfeiffer et al., 1999) iiber
GEPASI/COPASI (Hoops et al., 2006), FluxAnalyser (Klamt et al., 2003), SNA
(Urbanczik, 2006) und EFMtool (Terzer und Stelling, 2006; Terzer und Stelling, 2008)
wurden die Algorithmen immer weiter entwickelt und erlauben heute durch verschiedene
Ansidtze, wie ,parallel computing“ (Klamt et al., 2005) und der Zerlegung der
metabolischen Netzwerke weitaus komplexere Netzwerke zu analysieren (Schwarz et al.,
2007a; Schwarz et al., 2007b).

Flisse ganzer Stoffwechselwege, bezogen auf Substrataufnahmen bzw. Produktbildung,
erlauben einen Vergleich der Ausbeuten verschiedener Moden, die in der Folge die
Auswahl besonders effizienter Moden ermdglichen. Dies wiederum kann als Angriffspunkt
fiir die gezielte Stammentwicklung genutzt werden. Dieses Konzept wurde bereits fiir eine
Vielzahl von Produktionsprozessen in verschiedenen Organismen durchgefiihrt (Carlson et
al., 2002; Carlson et al., 2005; Diniz et al., 2006; Kromer et al., 2006; Vijayasankaran et
al., 2005). Daneben wurde aber auch eine Reihe von Studien durchgefiihrt, die keine
Optimierung eines Produktionsprozesses, sondern die physiologische und metabolische
Charakterisierung der Organismen bzw. funktionellen Vesikeln zum Ziel hatte (Klamt et

al., 2002; Poolman et al., 2003; Van Dien und Lidstrom, 2002). Die verwandte Methode
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der ,,extreme pathway“‘-Analyse wurde ebenfalls zur Charakterisierung des Stoffwechsels
von roten Blutkorperchen, Haemophilus influenzae und Helicobacter pylori eingesetzt
(Papin et al., 2002; Price et al., 2002; Wiback und Palsson, 2002).

Zur Durchfiihrung der Elementarmodenanalyse erfolgt zunédchst die Definition interner und
externer Metabolite, sowie der entsprechenden enzymatischen Reaktionen, die die
Metabolite ineinander umsetzen. Interne Metabolite befinden sich dabei im
FlieBgleichgewicht, so dass keine Akkumulation bzw. Auswaschung erfolgt. Externe
Metabolite, wie aufgenommene Substrate und sekretierte Produkte, erfiillen diese Vorgabe
nicht. Da das Ergebnis der Elementarmodenanalyse sdmtliche moglichen Flussverteilungen
des metabolischen Netzwerkes abdeckt, liegt die tatsdchliche Flussverteilung immer
innerhalb dieser Grenzen, meist als eine Kombination verschiedener Elementarmoden.
Dies erlaubt somit die Leistungsfahigkeit eines Netzwerkes hinsichtlich verschiedener
Parameter, wie Produktbildung, aber auch der maximal moglichen Aktivitdt verschiedener
Stoffwechselwege, wie in dieser Arbeit durchgefiihrt, unter verschiedenen
Netzwerkkonfigurationen zu bestimmen. Der Vergleich mit Real-Daten ldsst dann
wiederum Riickschliisse auf die Notwendigkeit einer bestimmten Konfiguration des
metabolischen Netzwerkes zu. In Abbildung 9 sind die verschiedenen Methoden zur
quantitativen Analyse metabolischer Netzwerke, auch im Hinblick auf den jeweiligen

Losungsraum, vergleichend dargestellt.
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Abbildung 9: Quantitative Analyse eines einfachen metabolischen Netzwerkes. (A) Formulierung des

Problems. A, B, D, P externe Metabolite, verknlpft durch die Reaktionen r; — rgy, von denen rg und rg
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reversibel sind. S, stéchiometrische Matrix; r, Ratenvektor. (B) Lésung des Problems mittels
metabolischer Flussanalyse, mit der Unterteilung der stéchiometrischen Matrix S und des
Ratenvektors r in gemessene und nicht messbare Reaktionen. (C) Ldsung des Problems mittels
Elementarmodenanalyse. (D) Losungsraum der metabolischen Netzwerkanalyse und Lésungen der
metabolischen Flussanalyse (MFA) und Elementarmodenanalyse (EMA). (E) Darstellung aller
mdglichen Elementarmoden und ,,extreme pathways* (*) des Netzwerkes; in Anlehnung an (Trinh et
al., 2009).

39



Material und Methoden

4 Material und Methoden

4.1 Mikroorganismen

4.1.1 Saccharomyces cerevisiae BY4742

Der haploide Stamm Saccharomyces cerevisiae BY4742 mit dem Genotyp MATa his3Al
leu2A0 lys2A0 ura3A0, sowie die von diesem Stamm abgeleiteten Deletionsmutante
S. cerevisiae BY4742 maelA wurde von der Fa. Open Biosystems (Heidelberg,
Deutschland) bezogen.

4.2 Nahrmedien

Zur Kultivierung der verschiedenen S. cerevisiae-Stimme wurden die im Folgenden
beschriebenen Niahrmedien verwendet. Soweit nicht anders angegeben, wurden die Medien
durch Autoklavieren (121 °C, 20 min) sterilisiert. Die Herstellung fester Néhrboden

erfolgte durch die Zugabe von 20 g/L. Agar zu den jeweiligen Ndhrmedien.

4.2.1 YEPD Komplexmedium

Als komplexe Néhrlosung zur Anzucht von S. cerevisiae auf Agarplatten und zur
Durchfiihrung der ersten Vorkultur wurde YEPD-Medium (sieche Tabelle 2) verwendet.

Tabelle 2: YEPD Medium zur Anzucht von S. cerevisiae.

Hefeextrakt 20g
Pepton 10g
Glucose 20g

ad 1000 mL mit Aqua dest.
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4.2.2 Synthetisches Medium fur S. cerevisiae

4.2.2.1 Batch Kultivierung

Zur Durchfiihrung der zweiten Vorkultur, sowie der Hauptkultur wurde das in Tabelle 3
beschriebene Mineralsalzmedium (pH 6,2) nach Theobald (Theobald et al., 1993) mit
Glucose, Galactose oder Fructose als Kohlenstoffquelle verwendet. Um die Kultivierung
der auxotrophen S. cerevisiae-Stimme zu ermoglichen, wurden dem Nahrmedium die
zusitzlich benotigten Substrate in den beschriebenen Konzentrationen (siehe Tabelle 5)

zugesetzt.

Tabelle 3: Mineralsalzmedium zur Kultivierung der S. cerevisiae Stamme nach Theobald et al.
(Angaben fir 1 L Medium).

I (NH,),HPO, lg
(NH,4),SO4 8,75¢g

ad 200 mL mit Aqua dest.

1 MgSO0,-7 H,0 lg
Citrat 0,025 g

ad 200 mL mit Aqua dest.

111 KCl1 I,1g
CaCl,-2 H,O 0,15¢g
Glucose-H,O / Galactose 22/20 g

ad 440 mL mit Aqua dest.

v 0,5 M Na-Phosphatpuffer, pH 6,0 100 mL
A" Spurenelement-Losung (100 x) 10 mL
VI Vitamin-Ldsung (100 x) 10 mL
VII Komponenten fiir auxotrophe Stamme 40 mL

Die Herstellung des Na-Phosphatpuffers erfolgte durch die Mischung von 0,5 M
NaH,PO4-2 H,O und 0,5 M Na,HPO4 Lésungen im Verhiltnis 90,6 : 9,4. Die Losungen
I-IV  wurden getrennt autoklaviert und gelagert, da die Haltbarkeit des
Néahrmediengemisches durch die Ausbildung von Salzkristallen auf maximal 2 Tage

beschrinkt war. Die Spurenelement- und Vitaminldsungen, sowie die Substratldsungen fiir
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die Kultivierung auxotropher S. cerevisiae-Stimme, wurden dem Medium steril filtriert
(Minisart 0,2 um, Cellulose-Acetat-Membran, Sartorius, Gottingen, Deutschland)
zugesetzt. Bei der Kultivierung auf Galactose wurde der Losung III anstelle von 20 g
Glucose die entsprechende Menge Galactose zugesetzt (siche Tabelle 3). Die

Spurenelementldsung wurde vor der Sterilfiltration mit 1 M HCI auf pH 1,5 eingestellt.

Tabelle 4: Spurenelement- (100 x) und Vitaminlésung (100 x) zur Kultivierung von S. cerevisiae nach
Theobald et al. (1993).

Spurenelementlosung (100x) Vitaminldsung (100x)
FeCl;-6 H,O 75 mg myo-Inositol 301,5 mg
MnSO,-H,O 53 mg Ca-Panthotenat 150 mg
ZnS0O,-7 H,O 45 mg Thiamin/HC] 30 mg
CuSO45 H,O 12 mg Pyridoxin/HCl 7,5 mg
Biotin 0,15 mg
ad 50 mL mit Aqua dest. ad 50 mL mit Aqua dest.

Tabelle 5: Néhrmedienzusatze zur Kultivierung der auxotrophen Stdmme S. cerevisiae BY4742.

Medienzusétze (100 x)
Uracil 400 mg
Leucin 600 mg
Histidin 400 mg
Lysin 600 mg
ad 50 mL mit Aqua dest.

4.2.2.2 Chemostat Kultivierung

Die Chemostatkultivierungen wurden mit einer Glucosekonzentration von 2 g/L
durchgefiihrt. Um die Stabilitdit des Mediums zu erhohen, wurde die Salzfracht im
Vergleich zu den Batch-Kultivierungen verringert. Die Zusammensetzung des Mediums

fiir Chemostatkultivierungen ist in Tabelle 6 zusammengefasst.
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Tabelle 6: Mineralsalzmedium zur kontinuierlichen Kultivierung der S. cerevisiae-Stimme nach
Theobald et al. fir 1 Liter Medium.

I (NH4),HPO, 05¢g
(NH4)2SO4 lg

ad 200 mL mit Aqua dest.

I MgSO4-7 H,O 0,05¢g
Citrat 0,025 g

ad 200 mL mit Aqua dest.

11 KCl1 05¢g
CaCl,-2 H,O 0,03 g
Glucose-H,0 / Galactose 2,22 ¢g

ad 474 mL mit Aqua dest.

v 0,5 M Na-Phosphatpuffer, pH 6,0 100 mL
A" Spurenelement-Losung (100 x) 2mL
VI Vitamin-Lsung (100 x) 10 mL
VII Komponenten fiir auxotrophe Stimme 4 mL
VIII  Antischaum 0,5 mL

4.3 Stammhaltung und Kultivierung von S. cerevisiae

4.3.1 Stammhaltung

Zur Stammhaltung der Organismen wurden Glycerinkulturen angelegt. Dazu wurden die
einzelnen Stamme in Komplexmedium (YEPD-Medium) bei 30 °C und 230 UpM
angezogen. Nach Erreichen der exponentiellen Wachstumsphase wurde den Kulturen 40%

(v/v) Glycerin zugesetzt. Die Lagerung erfolgte im Anschluss bei -70 °C in Kryor6hrchen.
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4.3.2 Kultivierung von S. cerevisiae im Schittelkolben

Die Anzucht erfolgte ausgehend von Gefrierkulturen auf Festmedium. Dazu wurde von der
jeweiligen Kultur ein Verdiinnungsausstrich auf YEPD-Agar aufgebracht. Nach 2-3 Tagen
Inkubation bei 30 bzw. 37 °C im Brutschrank wurde die erste Vorkultur (YPD-Medium)
aus einer einzelnen Kolonie angeimpft. AnschlieBend wurde eine zweite Vorkultur auf
dem entsprechenden Minimalmedium durchgefiihrt und die Zellen in der exponentiellen
Phase in die Hauptkultur iiberfiihrt. Fiir alle Kultivierungen wurden, mit Ausnahme der
Bestimmung der Sauerstoffaufnahmeraten, schikanierte Schiittelkolben verwendet, um
eine Sauerstofflimitierung zu vermeiden. Das maximale Fiillvolumen der Kolben betrug
10 % des Kolbenvolumens. Alle Experimente wurden in einem Schiittelschrank der Fa.
Infors AG (Multitron, Infors AG, Bottmingen, Schweiz) durchgefiihrt. Die
Tablarauslenkung betrug 5 cm und die Geschwindigkeit standardmiBig 230 UpM, die bei
der Bestimmung der Sauerstoffaufnahmeraten variiert wurde. Bei allen Experimenten
befanden sich die Kulturen zwischen ODggonm 1 und 2 und lagen somit immer innerhalb

der exponentiellen Wachstumsphase.

4.3.3 Kultivierung von S. cerevisiae im Bioreaktor

Die Fermentationen von S. cerevisiae wurden in Vario 1000 Mini-Reaktoren (Meredos,
Bovenden, Deutschland) durchgefiihrt. Das Kulturvolumen betrug dabei 100 mL bei
Batch-Kultivierungen und 50 mL bei kontinuierlichen Kultivierungen. Die Menge
zugefiihrter Korrekturmittel (Lauge) fiir die pH-Regelung wurde gravimetrisch durch
Laborwaagen (Sartorius, Gottingen, Deutschland) bestimmt. Bei der kontinuierlichen
Kultivierung wurde auBlerdem die Menge an zugefiihrtem und abgepumptem Medium
gravimetrisch bestimmt (Laborwaagen, Sartorius, Gottingen, Deutschland). Uber die
Steuereinheit FCE 03 (FairMenTec, Wald, Schweiz) wurden die zentralen
Prozessparameter Temperatur und pH-Wert geregelt und die Riihrerdrehzahl gesteuert. Die
Temperaturmessung erfolgte mittels eines Pt100 Platin-Widerstandsthermometers. Die
Eichung erfolgte mittels einer 2-Punkt-Kalibrierung bei 0°C und der
Kultivierungstemperatur von 30 °C. Zur Regelung der Reaktortemperatur wurde ein
Umwilzthermostat (MV-4, Julabo, Seelbach, Deutschland) eingesetzt. Bei zu hohen

AuBentemperaturen wurde ein weiterer Thermostat (K10, Thermo Electron Corporation,
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Karlsruhe, Deutschland) zugeschaltet, der mit einer konstanten Temperatur von 25 °C
betriecben wurde. Die Regelung des pH-Wertes erfolgte potentiometrisch mit einer
autoklavierbaren Glaselektrode (405 DPAS-SC-K8S/225, Mettler Toledo, Giessen,
Deutschland). Die Zwei-Punkt-Kalibrierung erfolgte vor dem Autoklavieren bei den pH-
Werten 4,01 und 6,81. Der Anteil des gelosten Sauerstoffs (pO;) im Nahrmedium wurde
mit einer polarographischen Sonde (Oyxyprobe, Broadley James, Bedford, England)
bestimmt. Die Eichung erfolgte bei Kultivierungsbedingungen mittels einer Zwei-Punkt-
Kalibrierung mit Stickstoff (0 %) und Druckluft (100 %). Die Begasungsrate wurde mittels
einer separaten Steuereinheit (WMR Compact 4, Brooks Instruments, Veenedaal,
Niederlande) geregelt. Die Abluft des Reaktors wurde {iiber einen Abluftkiihler und
gasundurchldssige Schlduche in Edelstahlkapillaren gefiihrt, die das Abgas der
Online-Gasanalyse zuleiteten. Die Volumenanteile von N, O, IZCOZ, BCo,, CO™0 und
Ar in Zu- und Abluft wurden mittels eines Quadropol-Massenspektrometers (Omnistar,
Inficon, Vaduz, Liechtenstein) ermittelt (siche Abbildung 10).

Sédmtliche Messwerte wurden in ihrem zeitlichen Verlauf durch das Prozessleitsystem
Lucullus PIMS (Biospectra, Schlieren, Schweiz) erfasst und graphisch aufbereitet.

Die Kultivierung von S. cerevisiae erfolgte in einem Reaktionsvolumen von 100 mL bzw.
50 mL bei einer Temperatur von 30 °C und einem pH-Wert von 6, der durch die
Zudosierung von 2 M NaOH im Falle der Batch-Kultivierung und 0,2 M NaOH im Falle
der kontinuierlichen Kultivierung auf einen konstanten Wert geregelt wurde. Die
Begasungsrate betrug 1vvm (Druckluft) und die Riihrerdrehzahl 800 UpM bei der Batch-
Kultivierung und 550 UpM bei der kontinuierlichen Kultivierung. Die Anfangszelldichte
(ODg60 nm) lag je nach Startzeitpunkt der Kultivierung zwischen 0,01 und 0,1.
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Abbildung 10: Aufbau des Reaktors mit Peripherie zur kontinuierlichen Kultivierung. Ubergeordnetes
Prozessleitsystem Lucullus PIMS zur Datenaufnahme. Kontrolleinheit FCE 300 zur Regelung von
Temperatur und pH, sowie zur Steuerung der Rihrerdrehzahl und Aufnahme der
Geldstsauerstoffkonzentration. Massenspektrometer Omnistar MS zur Abgasanalyse. Steuereinheit
zur Regelung des Massendurchflussbegrenzers (MDF) fur die Begasung des Reaktors. P: Pumpe, D:
Drei-Wege-Ventil, F: Sterilfilter. A: Abluftkihler im Gegenstrombetrieb, S1...3, Sonden (pH,
Temperatur, DO).
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4.4 Probenahme und -vorbereitung

4.4.1 Abstoppen des Stoffwechsels und Extraktion zur Analyse

intrazellularer Metabolite

Bei der Batch-Kultivierung im Bioreaktor fand die Probenahme mittels einer
Probenahmevorrichtung (Meredos, Bovenden, Deutschland) statt, die eine Minimierung
des Zeitintervalls wéahrend der Probenahme erlaubte. Die Verweilzeit der Probe in der
Probenahmevorrichtung auf ihrem Weg aus dem Fermenter in die vorgekiihlte
Quenchinglosung betrug dabei weniger als 1s. Die Probenahme wéihrend der
kontinuierlichen Fermentation erfolgte aus dem Uberlauf, da eine Probenahme aus dem
Reaktor den stationdren Zustand empfindlich gestort hitte. Auch hier dauerte die
Probenahme vom Zeitpunkt des Absaugens an der Oberfliche des Reaktors bis zum
Eintritt in die Quenchinglosung nicht lédnger als 2s. Problematisch wihrend der
Probenahme sind vor allem die Sauerstoff- und Substratlimitierung. Eine
Sauerstofflimitierung wurde durch den Einsatz von gasdurchldssigen Silikonschlauchen
vermieden. Des  Weiteren betrug die Zeit bis zum  Absinken  der
Gelostsauerstoftkonzentration einer Probe aus dem Bioreaktor iiber 15s. Auch die
Restglucosekonzentration von 0,1 — 0,2 mM bei der kontinuierlichen Kultivierung stellte
aufgrund der Zelldichten von 0,9 bis 1,2 g/L und den Glucoseaufnahmeraten von 1,39 bis
2,42 mmol g"' h™' keinen limitierenden Faktor wihrend der Probenahme dar.

Um den Stoffwechsel der Zellen moglichst schnell abzustoppen und eine Verschiebung der
intrazelluldren Metabolitpools zu verhindern (Villas-Boas et al., 2005), wurden die
entnommenen Proben sofort nach der Entnahme in 40 mL vorgekiihlte Quenchinglosung (-
50 °C, 60 % Methanol, 10 mM HEPES, pH 7.5) iiberfiihrt. Bei einem maximalen
Probenvolumen von 10 mL ergab sich fiir die gequenchte Probe eine maximale Temperatur
von -25 °C. Nach Zugabe der Probe wurde die Losung im Trockeneis-Aceton-Bad wieder
auf ca. -50 °C abgekiihlt. Als gepufferte Quenchinglosung wurde 60 % (v/v) Methanol in
10 mM 4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-ethansulfonsdure Puffer (HEPES, pH 7.,5)
verwendet (Gonzalez et al., 1997). Anschlieend wurden die Proben zentrifugiert (5 min,
8.000 x g, -19 °C, Biofuge stratos, Heraeus, Hanau, Deutschland) und erneut mit 40 mL
kalter Quenchinglosung (-50 °C) gewaschen, um eine Verfilschung der intrazelluldren

Metabolitpools durch extrazelluldre Metabolite zu verhindern.
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Abbildung 11: Vorgehensweise zum schnellen Abstoppen des zelluldren Stoffwechsel, sowie der

Extraktion intrazellularer Metabolite.

Das erhaltene Zellpellet wurde zur Extraktion eingesetzt. Dazu wurde das gequenchte
Zellpellet direkt nach dem Abdekantieren der Quenchinglésung mit kochender
Extraktionslosung (Aqua dest., 246,9 uM a-Aminobuttersdure als interner Standard)
vermischt und 15 min im kochenden Wasserbad (100 °C) inkubiert, um die polaren
Metabolite zu extrahieren. Nach Abschluss der Zelllyse wurden die Proben auf Eis
abgekiihlt und die Zelltrimmer durch Zentrifugation (10 min, 1.500 x g, 4 °C, Labofuge
400R, Heraeus, Hanau, Deutschland) abgetrennt. AnschlieBend wurden die Phasen

entnommen und getrennt bei -20 °C gelagert bzw. zur weiteren Analyse eingesetzt.
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4.4.2 Probenahme zur Quantifizierung von Redox Kofaktoren

Aufgrund der unterschiedlichen Stabilitit der reduzierten und oxidierten Spezies des
Nicotinamidadenindinukleotidphosphats (NADP/H) und des Nicotinamidadenindinukleotids
(NAD/H) im sauren bzw. basischen pH-Bereich wurden zwei unterschiedliche
Extraktionen durchgefiihrt (Franco et al., 1984). Die im Sauren stabilen Spezies NAD" und
NADP" wurden mittels 1 M HCIO, extrahiert. NADH und NADPH wurden mittels
basischer Extraktion mit ethanolischer Kalilauge (1 M KOH; 50 % Ethanol, v/v)
gewonnen. Die Extraktionslosung wurde entweder in einer Spritze vorgelegt
(Schiittelkolben) oder in einem Falkon an die Probenahme des Bioreaktors angeschlossen
(kontinuierliche Kultivierung). In beiden Féllen wurde die Probe direkt in die jeweilige
vortemperierte (55 °C) Extraktionslosung injiziert. Die Extraktion wurde fiir alle Spezies
bei 55 °C fiir 3 und 15 min durchgefiihrt. AnschlieBend wurde den Extrakten Puffer
zugesetzt (0,5 M K-Phosphat, pH 7,0). Die Neutralisation der Extrakte erfolgte dann
entweder mit 1 M HCl bzw. 2 M KOH. Mit Ausnahme von NADP', das zu NAD"
degradiert wird, wurden in biologischen Proben fiir beide Extraktionszeiten vergleichbare
Konzentrationen detektiert. Die in der jeweiligen Extraktionslosung unstabilen Spezies
konnten bereits nach 3 min Inkubation nicht mehr nachgewiesen werden. In Tabelle 7 sind
die Wiederfindungsraten in Abhéngigkeit von der Extraktionsdauer fiir alle Spezies
zusammengefasst. Die Extrakte wurden im Anschluss zentrifugiert (10 min, 8.000 x g,
4°C, Biofuge stratos, Heraeus, Hanau, Deutschland) und die Uberstinde zur

Quantifizierung der Nicotinamid-Adenin-Nukleotide eingesetzt (siche Kapitel 4.5.6).
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Tabelle 7: Wiederfindungsraten von NAD/H und NADP/H bei saurer bzw. basischer Extraktion von

Standardlésungen. Die Extraktionsdauer reichte von 3 bis 30 min.

saure Extraktion basische Extraktion
Inkubationszeit =~ Wiederfindung | Inkubationszeit =~ Wiederfindung
[min] (%] [min] [%]
3 97 3 0
NAD" 5 101 5 0
10 93 10 0
30 92 30 0
3 94 3 0
NADP* 5 87 5 0
10 81 10 0
30 58 30 0
3 0 3 89
NADH 5 0 5 91
10 0 10 94
30 0 30 95
3 0 3 92
NADPH 5 0 5 109
10 0 10 96
30 0 30 107

4.4.3 Hydrolyse des Zellproteins zur GC/MS-Analytik

Der Fliissigkultur wurden zur Hydrolyse des Zellproteins Alliquots entnommen, die ca.
1 mg Biotrockenmasse entsprachen. Die Probe wurde 2-fach mit dest. Wasser gewaschen
(5 min, 13.000 Upm, 4 °C, Biofuge fresco, Heraeus, Hanau, Deutschland). Die Hydrolyse
erfolgte im Anschluss durch die Zugabe von 6 N HCI zu dem Pellet bei 105 °C iiber 12 h.
Anschliefend wurde die Probe mit 50 pL 2 N NaOH neutralisiert und durch einen Filter
(Ultrafree MC, 0,22 um, PVDF, Millipore Corporation, Bedford, USA) zentrifugiert, um

die unloslichen Bestandteile abzutrennen.
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4.5 Biochemische und analytische Methoden

4.5.1 Bestimmung von optischer Dichte (OD) und Biotrockenmasse

Zur Bestimmung der Zellkonzentrationen der Kulturen wurde die optische Dichte
spektralphotometrisch (Pharmacia Biotech, Novaspec II) bei 660 nm bestimmt. Falls der
ermittelte Wert oberhalb von 0,3 lag, wurden die Proben entsprechend mit Wasser
verdiinnt. Es wurden jeweils Doppelbestimmungen gegen Wasser als Leerwert
durchgefiihrt, wobei der exakte Verdiinnungsfaktor gravimetrisch (CP225 D, Sartorius,
Gottingen, Deutschland) bestimmt wurde.

Zur Bestimmung der Biotrockenmasse wurden 40 mL Kultur zunéchst durch
Zentrifugation vom Uberstand getrennt (10 min, 8.000 x g, 4 °C, Biofuge stratos, Heraeus,
Hanau, Deutschland) und anschlieBend zweimal mit kalten H;Opigest. gewaschen. Die
gewaschenen Zellpellets wurden bei 80 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Im
Anschluss erfolgte die gravimetrische Ermittlung der Biotrockenmasse in Dreifach-
Bestimmung (CP225 D, Sartorius, Gottingen, Deutschland).

Fiir die Korrelation von Biotrockenmasse und optischer Dichte wurde die folgende

Geradengleichung aus Abbildung 12 ermittelt.

BTM[g/L]=0,5065-ODy,,

Gl. 11
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Abbildung 12: ODgg nm — BTM [g/L] Korrelation von S. cerevisiae BY4742 bei Wachstum auf
Minimalmedium mit Glucose als Kohlenstoffquelle. Die ODggo nmn Bestimmung wurde in Duplikaten,

die Bestimmung der Biotrockenmasse in Triplikaten durchgefiihrt.

45.2 Zellvolumen von S. cerevisiae

Das Zellvolumen von S. cerevisiae zur Bestimmung intrazelluldrer Konzentrationen wurde
aus der Literatur entnommen. Die Korrelation zwischen Biotrockenmasse und Zellvolumen

betrigt nach Reich und Sel’kov (1981) 0,00238 m® kg™ grm.

4.5.3 Quantifizierung von Glucose und Ethanol in Kulturiberstanden mittels

enzymatischer Tests

Die Glucose- und Ethanolkonzentrationen in den Kulturiiberstinden wurde mittels
enzymatischer Testkits bestimmt (D-Glucose Enzymtest und Ethanol Enzymtest;
Bohringer Mannheim, Mannheim, Deutschland). Beide Kits beruhen auf dem Prinzip der
Reduktion von NAD(P)" zu NAD(P)H. Im Falle der Glucosequantifizierung wird dabei
Glucose zundchst zu Glucose-6-phosphat phosphoryliert und anschliefend durch die
Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase oxidiert. Im Falle von Ethanol erfolgt die direkte
Oxidation {iber Acetaldehyd zu Acetat mittels der Enzyme Alkohol-Dehydrogenase und
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Acetaldehyd-Dehydrogenase. In beiden Féllen wird aus dem Anstieg der gebildeten
NAD(P)H-Menge spektralphotometrisch bei 340 nm (Pharmacia Biotech, Novaspec II) die
Glucose- bzw. Ethanolkonzentration bestimmt. Alle Quantifizierungen wurden als

Duplikate durchgefiihrt.

4.5.4 Quantifizierung von organischen Sauren, Alkoholen, Nukleobasen und
Kohlenhydraten mittels HPLC

Die Konzentrationen von Acetat, a-Ketoglutarat, Fumarat, Citrat, Succinat, Orotat,
Glycerin, Ethanol, Uracil, Glucose, Galactose und Fructose im Kulturiiberstand wurden
mittels HPLC bestimmt. Die verwendete Anlage (Kroma System, Kontron Instruments,
Neufahrn, Deutschland) setzt sich aus einem Pumpsystem (HPLC-System 522, Kontron
Instruments, Neufahrn, Deutschland) mit Eluentenentgaser (Gegassex DG 4400,
Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland), einem Autosampler (HPLC Autosampler 465,
Kontron Instruments, Neufahrn, Deutschland), einem Sdulenofen (Jetstream 2 plus,
Thermotechnic Products, Langertsdorf, Deutschland) und einem UV-Detektor (HPLC 535,
Kontron Instruments, Neufahrn, Deutschland) zusammen. Um die
Detektionsmoglichkeiten des  Systems zu erweitern wurde zusidtzlich ein
Brechungsindexdetektor (ERC-7515A, ERC Inc., Alteglofsheim, Deutschland)
nachgeschaltet. Fiir die Analytik wurden 20 uL der entsprechenden Probe direkt injiziert.
Die Kalibrierung erfolgte anhand externer Standards. Zur Trennung der einzelnen
Substanzen fand eine Aminex-Saule (HPX-87H; 300 x 7,8 mm; Bio-Rad, Hercules, USA)
Verwendung, wobei die Trennung isokratisch mit 22 mM H,SOy, als Eluent erfolgte. Die
Saulentemperatur betrug 35 °C und die Flussrate 0,5 mL/min. Die organische Sduren und
Uracil wurden anhand ihrer UV-Absorption bei 210 nm detektiert; Kohlenhydrate, Ethanol
und Glycerin mit Hilfe des Brechungsindexdetektors. Die Trennmethode wurde dabei
zunidchst optimiert, um eine Trennung von Orotat und a-Ketoglutarat zu ermoglichen. In
Abbildung 13 ist das UV-Chromatogramm eines Kulturiiberstandes von S. cerevisiae
BY4742 bei Wachstum auf Glucose dargestellt.
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Abbildung 13: HPLC-Chromatogramm eines Kulturlberstandes von S. cerevisiae BY4742 bei
Wachstum mit Glucose als Kohlenstoffquelle im Schittelkolben. Gezeigt ist das UV-Chromatogramm
bei einer Wellenldnge von 210 nm zur Detektion organischer Sduren und Uracil. Sdule Aminex HPX-
87H, 300 x 7,8 mm; 35 °C; 22 mM H,SO,; 0,5 mL/min.

4.5.5 Quantifizierung von Aminoséauren mittels HPLC

Die Aminosdurekonzentrationen in Kulturiiberstinden, sowie in Zellextrakten, wurden
ebenfalls mittels HPLC bestimmt. Dabei kam die HPLC-Anlage Agilent 1100 Series
(Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland) zum Einsatz. Die zu analysierenden
Proben wurden zuvor mit 246,9 uM a-Aminobuttersdure als internem Standard verdiinnt,
wobei der exakte Verdiinnungsfaktor gravimetrisch (CP225 D, Sartorius, Gottingen,
Deutschland)  bestimmt  wurde.  AnschlieBend wurde eine  automatisierte
Vorsédulenderivatisierung mit o-Phthaldialdehyd (OPA) wund Mercaptopropionat
durchgefiihrt (siche Abbildung 14). Prolin, als sekundidre Aminosdure, wurde mit 9-
Fluorenylmethoxycarbonyl (FMOC) derivatisiert. Die Detektion erfolgte ebenfalls {iber die
Fluoreszenzeigenschaften des entstandenen Molekiils (Anregungswellenléinge 266 nm;

Emissionswellenldnge 305 nm).
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Tabelle 8: Zeitlicher Verlauf des Gradienten bei der Aminosaure HPLC.

Zeit [min] Eluent A [%] Eluent B [%]
0,0 100 0
41,0 59 41
46,0 19 81
46,5 0 100

Die entstandenen Isoindolderivate der Aminosduren wurden nach der Trennung {iber eine
C18 RP-Sdule (Phenomenex, Aschaffenburg, Deutschland, Gemini 5u CI18 110A;
150 x 4,6 mm; Vorsdule MAX-RP, 4mm X 3 mm) mittels eines Fluoreszenzdetektors
(Anregungswellenlinge 330 nm, Emissionswellenlinge 460 nm) detektiert. Zur
Kalibrierung wurde ein externer Standard verwendet. Zur Trennung der einzelnen
Aminosduren wurde ein Gradient aus Eluent A (40 mM Na,HPO,, pH 7,8) und Eluent B
(Methanol, Acetonitril und Wasser 45:45:10) verwendet, dessen zeitlicher Verlauf in
Tabelle 8 dargestellt ist. Die Trennung erfolgte bei einer Sdulentemperatur von 40 °C und

einer Flussrate von 1 mL/min.

R
~._.CHO COOH A GOOH
|'\/\/||: + NH-CH + SHR —=[ [  N-CF + 2H20
S CHO R R
ortho-Phthaldialdehyd Aminoséaure Thiol Isoindolderivat

Abbildung 14: Schema zur Derivatisierung primarer Aminosauren mit ortho-Phthaldialdehyd zu

fluoreszierenden Isoindolderivaten.
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4.5.6 Quantifizierung von Redox-Kofaktoren

Zur Quantifizierung der intrazelluliren Konzentrationen von NAD', NADH, NADP" und
NADPH wurde ein enzymatischer Cyclin-Assay nach Bernofsky und Swan (1973)
eingesetzt. In Abbildung 15 ist der Ablauf des Cycling-Assays schematisch dargestellt. Zur
Unterscheidung zwischen phosphorylierten und nicht-phosphorylierten Spezies werden die
beiden Enzyme Alkohol-Dehydrogenase (NAD™-abhingig) und Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase (NADP -abhiingig) eingesetzt. Zunichst werden die oxidierten Spezies
durch die Aktivitit des jeweiligen Enzyms reduziert und oxidieren ihrerseits wiederum
Phenazin-Ethosulfat (PES). In der letzten Reaktion des Assays wird dann MTT zu
Formazan reduziert. Die Formazanbildungsrate kann dabei spektralphotometrisch bei einer
Wellenldnge von 560 nm verfolgt werden. Dabei ist die Bildungsrate der eingesetzten
Adenin-Dinukleotidkonzentration direkt proportional. Aufgrund der zyklischen Struktur
des Assays ist eine Unterscheidung zwischen reduzierten und oxidierten Spezies nicht
moglich. Deshalb wurden unterschiedliche Extraktionsverfahren angewandt, um das

Vorliegen von lediglich einer der beiden Formen zu gewihrleisten (siche Kapitel 4.4.2).

Ethanol Acetaldehyd
Glucose-6-phosphat 6-Phosphogluconat
ADH
G6P-DH
NAD* NADH
NADP* NADPH
PESH, PES

MTT Formazan

Abbildung 15: Prinzip des eingesetzten Cycling-Assays zur Bestimmung intrazellularer Adenin-
Dinukleotid-Konzentrationen. ADH = Alkohol-Dehydrogenase, G6P-DH = Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase, PES = Phenazin-Ethosulfat (oxidiert), PESH, = Phenazin-Ethosulfat (reduziert), MTT
= Thiazolyl-Blau.
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4.5.7 GC/MS-Analytik

Die  Quantifizierung  der  C-Anreicherung wurde in  Kulturiiberstinden,
Proteinhydrolysaten und Zellextrakten durchgefiihrt. Alle wéssrigen Proben wurden
zunichst lyophilisiert. Eine Ausnahme bildete die Bestimmung der >C-Anreicherung von
Ethanol. Hier wurde eine parallele Derivatisierung und Extraktion durchgefiihrt (siche

Kapitel 4.5.7.1).

4.5.7.1 Derivatisierung

Die Derivatisierung von Proteinhydrolysaten erfolgte mit N-Methyl-t-butyldimethylsilyl-
trifluoracetamid (MBDSTFA; Macherey-Nagel, Easton; USA). Dazu wurde den
wasserfreien Proben jeweils 50 puL 0,1 % Pyridin in Dimethylformamid (DMF) sowie
MDSTFA-Losung zugesetzt. Die Derivatisierung wurde fiir 30 min bei 80 °C
durchgefiihrt. Zellextrakte wurden mit N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluoracetamide
(MSTFA; Macherey-Nagel, Easton; USA) und Methoxylamin (MOA) derivatisiert.
Zunichst erfolgte eine Methoxymierung von Ketogruppen mittels MOA. Dazu wurde den
getrockneten Proben 50 pL 20 g/ MOA in Pyridin zugesetzt (80 °C, 30 min).
Anschlielend erfolgte durch die Zugabe von MSTFA die Silylierung (80 °C, 30 min). Um
feste Bestandteile abzutrennen wurden die derivatisierten Proben zentrifugiert (5 min,
13.000 Upm, 4 °C, Biofuge fresco, Heraeus, Hanau, Deutschland) und der Uberstand zur
Analyse abgenommen.

Zur Derivatisierung von Ethanol in Kulturiiberstinden wurden 250 pL Kulturiiberstand mit
50 uL Phenylacetylchlorid und 100 pL. n-Hexan versetzt. Die organische Phase wurde
abgenommen und mittels GC/MS analysiert. In Abbildung 16 sind die verschiedenen

Derivatisierungen zusammengefasst.
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MSTFA Aminoséaure N,O-Bis(trimethylsilyl)-Aminoséure
0.
H,N""CH; + \n/COOH — COOH + H,0
o) N. O,C Hj
Methoxylamin Pyruvat Pyruvat, methyloxime
D
cl oL~
+ —_— + HCI
m o ( j 0
Phenylacetylchlorid Ethanol Phenylacetatethylester

Abbildung 16: Derivatisierungsschemata fur die GC/MS-Analyse. (A) Silylierung von -SH, -OH,
-COOH, und -NH, Gruppen mittels MBDSTFA, (B) Silylierung von -SH, -OH, -COOH, und -NH,
Gruppen mittels MSTFA, (C) Methoximierung von Ketogruppen mittels Methoxylamin und (D)
Derivatisierung von Ethanol mittels Phenylacetylchlorid.

4.5.7.2 Analyse

Die Quantifizierung der >C-Anreicherung der intrazelluliren Metabolite, Aminosduren aus
Proteinhydrolysaten und extrazelluldren Metabolite erfolgte mittels des GC/MS-Systems
bestehend aus dem HP6890 GC System mit nachgeschaltetem Quadrupol-Mass-Selective-
Detector 5973 Network (Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland). Zur
Probenaufgabe (variabel 0,2 — 2 pL) wurde ein 7683B Autosampler (Agilent, Waldbronn,
Deutschland) verwendet. Als Injektor fand ein PTV-Injektor (Gerstel, Miihleheim a. d.
Ruhr, Deutschland) Einsatz. Die Trennung erfolgte mit Helium als Trigergas {iber eine

HP-5ms Sdule (95% Dimethyl-, 5% Diphenylpolysiloxan, 60 m x 0,25 mm, 0,25 um
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Schichtdicke, Agilent, Waldbronn, Deutschland). Im Falle der Analyse von
Proteinhydrolysaten und Kulturiiberstinden wurde ein Fluss von 1,1 mL/min mit dem in
Tabelle 9 gezeigten Temperaturprogramm verwendet. Die Analyse von Zellextrakten
wurde mit einem Fluss von 0,7 mL/min und dem ebenfalls in Tabelle 9 gezeigten
Temperaturprogramm des GC-Ofens durchgefiihrt. Fiir die Analyse der Zellextrakte wurde
der PTV-Injektor mit einer Rate von 360 °C/min von 70 °C auf 360 °C aufgeheizt, bei den
restlichen Analysen erfolgte die gleiche Autheizung allerdings mit einer Rate von 720
°C/min. Die lonisierung erfolgte mittels ,,electron impact* (EI) bei einer Energie von
70 eV. Die Temperatur des Interfaces zwischen GC und Quadropol betrug 320 °C, die des
Quadrupols selbst 280 °C. Zur Identifikation der Metabolite wurden die Messungen im
Scan-Mode iiber einen Bereich von 70 bis 650 m/z durchgefiihrt. Die Quantifizierung der
BC-Anreicherung erfolgte im SIM (,,single ion monitoring®) Modus bei ausgew#hlten m/z
Verhiéltnissen, die den entsprechenden Analyten entsprachen. Alle Bestimmungen wurden
als technische Duplikate durchgefiihrt, der Fehler der *C Markierung lag dabei in der
Regel unter 1 %. Die Identifizierung erfolgte zum einen anhand der Retentionszeit der
Analyte zum anderen anhand des charakteristischen Fragmentierungsmusters der Analyte
durch Abgleich mit einer entsprechenden Datenbank (NIST). Durch die EI zerfallen die
Derivate in charakteristische Fragmente. Neben dem Primérion sind vor allem die
Fragmente [M-15]", [M-57]", [M-85]" und [M-159]" zu detektieren. Zur Validierung der
GC/MS-Analysen wurden natiirlich markierte Aminosdurestandardgemische eingesetzt

und die gemessene Isotopomerverteilung mit der berechneten verglichen.

Tabelle 9: Verlauf der Temperaturgradienten des GC-Ofens bei der Analyse von Proteinhydrolysaten,

Kulturtiberstanden und Zellextrakten.

Proteinhydrolysate / Uberstinde Zellextrakte
Rate [°C/min] Temp. [°C] Dauer [min] | Rate [°C/min] Temp. [°C] Dauer [min]
135 1 70 1
10 320 2 1 75 0
5 315 0
25 340 5
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4.5.8 Online-Abgasanalyse

Die Abgasanalyse bei Bioreaktorkultivierungen erfolgte mittels eines Quadropol-MS QMS
422 (Balzers, Inficon, Vaduz, Liechtenstein). Dazu wurden sowohl in der Zuluft als auch
in der Abluft die Volumenanteile von N,, O,, Ar, CO,, BC0, und CO™0 kontinuierlich
gemessen. Die lonisierungsenergie betrug 70 eV, die Verbindung der Kapillare zwischen
dem Massenspektrometer und dem auf 30 °C temperierten Omnistar Gas Stream Selector
(Balzers, Inficon, Vaduz, Liechtenstein) lag bei 70 °C. Die Kalibrierung erfolgte anhand

von Luft und einem Gemisch aus synthetischer Luft und 1,5 % CO..

4.5.9 Quantifizierung des Geltstsauerstoffes in Schuttelkolben

Zur Quantifizierung des Geldstsauerstoffes (DO) in Schiittelkolben wurde ein optisches
System der Fa. Presens (SFR, Presens GmbH, Regensburg, Deutschland) eingesetzt. Das
Prinzip besteht in einem Fluoreszenzfarbstoff, dessen Fluoreszenzeigenschaften sich in
Abhéngigkeit von der Konzentration des gelosten Sauerstoffes dndern (Klimant und
Wolfbeis, 1995). Die Kalibrierung erfolgte fiir den 100 % Wert mit Medium. Fiir die 0 %
Kalibrierung wurde dem Medium Na-Sulfit zugesetzt, welches durch den vorhanden
Sauerstoff zu Sulfat oxidiert wurde und damit den gelosten Sauerstoff verbrauchte.
Ausgehend von dem Verlauf der gelosten Sauerstoffkonzentration wurden spezifische

Sauerstoffaufnahmeraten im Schiittelkolben bestimmt.

4.5.10 Bestimmung des volumetrischen Stoffubergangskoeffizienten (k a) fur

Sauerstoff in Schuttelkolben

Die Bestimmung des volumetrischen Stoffiibergangskoeffizienten kya fiir Sauerstoff wurde
dynamisch mittels der in Kapitel 4.5.9 beschriebenen Technik der Online-DO-Messung im
Schiittelkolben bestimmt. Mit Hilfe von Na-Sulfit wurde der die Sauerstoffkonzentration
zundchst auf 0 % gebracht. Nach der vollstdndigen Oxidation des Sulfits wurde aus dem
Anstieg der Gelostsauerstoffkonzentration der kpa Wert nach folgender Gleichung mittels

der Software BERKELEY MADONNA ermittelt (Dunn et al., 2000).
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dc, "
—=k,a-(c; —c,)
dt L L L
Gl. 12
mit  cp Gelostsauerstoffkonzentration [mM]
e Séttigungskonzentration [mM]

kia  volumetrischer Stoffiibergangskoeffizient [h']

Abbildung 17 zeigt ein Beispiel fiir die Anpassung des Modells an gemessene Daten. Alle

Bestimmungen wurden in dreifach-Bestimmung durchgefiihrt.

100 T
gemessen pooeRe
simuliert f

80

60 +

40 égg?
20 4

DO [%]

-20

| | | | | | | |
1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
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o

Abbildung 17: Anpassung des simulierten Verlaufes der Geldstsauerstoffkonzentration (DO) an die
gemessenen Daten zur Bestimmung des k; a-Wertes. Gezeigt ist eine mittels der Software BERKELEY
MADONNA durchgefiihrte Simulation.
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4.5.11 Bestimmung von in vitro Enzymaktivitaten

4.5.11.1 Herstellung von zellfreiem Extrakt

Der zellfreie Extrakt wurde mittels Ultraschallaufschluss hergestellt. Dazu wurden Zellen
in Minimal-Medium kultiviert und in der exponentiellen Wachstumsphase (OD 1 — 2)
geerntet (5 min, 4 °C, 8400 UpM, Biofuge stratos, Heraeus, Hanau, Deutschland).
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal in eiskaltem Aufschlusspuffer gewaschen (100
mM K-Phosphat pH 7,5, 2 mM MgCl,, 1 mM Dithiothreitol) und in 4 mL/g Feuchtgewicht
Aufschlusspuffer resuspendiert. Der Aufschluss erfolgte tiber 2 min mit 0,25 — 0,5 mm
Glaskugeln und einem MSE Sonicater bei einer Leistung von 150 W und einer Amplitude
von 8 um. Die Zelltriimmer wurden durch Zentrifugation abgetrennt, um den zellfreien
Extrakt zur Bestimmung der in vitro Enzymaktivitidten und des Gesamtproteingehaltes zu

erhalten.

4.5.11.2 Bestimmung des Gesamtproteingehaltes

Der Gesamtproteingehalt des zellfreien Extraktes wurde nach Bradford (Bradford, 1976)

bestimmt. Als Kalibrierprotein diente dabei bovines Serumalbumin.

4.5.11.3 Enzym Assays

Bei allen Assays, mit Ausnahme der Isocitrat-Lyase, wurde die enzymatische Umsetzung
{iber die Kofaktoren NAD/H bzw. NADP'/H spektralphotometrisch bei einer Wellenléinge
von 340 nm bei 30 °C verfolgt. Je nach Bildung der reduzierten oder oxidierten
Kofaktorspezies wurde dabei eine Zu- bzw. Abnahme der Absorption beobachtet. Der
molare Extinktionskoeffizient €340,m von NADH und NADPH betragt 6,22 mM™" und
wurde zur Berechnung der Reaktionsraten verwendet, die bei vorhandenen endogenen
Aktivititen korrigiert wurden. Die Raten waren der zugesetzten Menge an Rohzellextrakt
proportional. Die Reaktion der Isocitrat-Lyase wurde bei einer Wellenldnge von 324 nm
verfolgt, die dem Absorptionsmaximum des gebildeten Glyoxylatphenylhydrazons
entspricht (€324nm 17 mM'l). Die spezifischen Enzymaktivitdten sind in U/mg angegeben

und nach dem Lambert-Beer’schen  Gesetz  berechnet (Gl 13). Alle
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Aktivitdtsbestimmungen wurden in einem Endvolumen von 1 mL in Polystyrol-
Einwegkiivetten durchgefiihrt. Die genauen Zusammensetzungen der Ansitze sind im
Folgenden beschrieben, wobei die angegebenen Konzentrationen den Endkonzentrationen
im Ansatz entsprechen. Alle Messungen wurden gegen Wasser durchgefiihrt, als
Negativkontrollen dienten Ansdtze ohne Substrat oder zellfreiem Extrakt. Falls nétig
wurden die zellfreien Extrakte in Aufschlusspuffer verdiinnt, es wurden immer 50 pL des

Extraktes eingesetzt.

gA_, gy
dt_ 340nm dt

Gl. 13

mit  dA/dt zeitlichen Anderung der Absorption [s']
dc/dt S zeitlichen Anderung der Konzentration [mM s
€340 nm molaren Extinktionskoeffizient (NADH/NADPH) 6,22 L mmol”! ¢cm!
d Schichtdicke [cm]

Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (de Jong-Gubbels et al., 1995)

Glucose-6-phosphat wird durch die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (G6P-DH) unter
Reduktion von NADP" zu NADPH zu Phosphogluconolacton oxidiert. Dabei wird die
Menge an gebildeten NADPH gemessen. Die Bestimmung wurde in 100 mM Tris HCI (pH
7,5), 10 mM MgCl,, 0,4 mM NADP" und zellfreiem Extrakt durchgefiihrt. Die Reaktion
wurde durch die Zugabe von 50 mM Glucose-6-phosphat gestartet.

Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase (de Jong-Gubbels et al., 1995)

Der gekoppelte Assay verfolgt die Carboxylierung von Phosphoenolpyruvat (PEP) zu
Oxalacetat. Durch die Zugabe des Enzyms Malat-Dehydrogenase wird Oxalacetat weiter
zu Malat umgesetzt, wobei NADH zu NAD" oxidiert wird. Um einen Umsatz von PEP
durch die Pyruvat-Kinase zu verhindern, wurde dem Ansatz Glutathion in reduzierter Form
zugesetzt. Die Phosphatgruppe wurde aut ADP iibertragen. Der Ansatz enthielt 100 mM
Imidazol HCI (pH 6,6), 50 mM NaHCO3;, 2 mM MnCl,, 2 mM Glutathion reduziert, 2,5
mM ADP, 0,15 mM NADH, 3 U Malat-Dehydrogenase und zellfreien Extrakt. Die

Reaktion wurde durch Zugabe von 2,5 mM PEP gestartet.
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Pyruvat-Carboxylase (de Jong-Gubbels et al., 1995)

Die Quantifizierung der in vitro Aktivitdt der Pyruvat-Carboxylase erfolgte iiber den
zeitlichen Verlauf der NADH Oxidation zu NAD'. Dabei findet zunichst die
Carboxylierung von Pyruvat zu Oxalacetat statt, das im weiteren Verlauf des gekoppelten
Assays durch die Aktivitit der Malat-Dehydrogenase (Malat-DH) zu Malat reduziert wird.
Dem Ansatz wurde Acetyl-CoA zugesetzt, um die Pyruvat-Dehydrogenase zu hemmen

und somit die Aktivitdt der Pyruvat-Carboxylase bestimmen zu kénnen.

Malat-Synthase (de Jong-Gubbels et al., 1995)

Die in vitro Aktivitdit der Malat-Synthase wird {iber einen gekoppelten Enzymtest
bestimmt. Dabei wird zunichst Acetyl-CoA und Glyoxylat durch die Malat-Synthase zu
Malat umgesetzt und anschlieBend durch die im Uberschuss zugesetzte Malat-DH zu
Oxalacetat oxidiert, wobei NAD" zu NADH reduziert wird. Diese Zunahme wird
photometrisch verfolgt. Das entstandene Oxalacetat wird mittels der Citrat-Synthase weiter
zu Citrat umgesetzt. Der Test wird in Tris-HCI (pH 8,0) durchgefiihrt und enthilt 0,4 mM
Acetyl-CoA, 5 mM MgCl,, 0,4 mM NAD', 2 U Citrat-Synthase, 12 U Malat-DH und
zellfreien Extrakt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 0,25 mM Glyoxylat gestartet.

Malat-Enzym (Boles et al., 1998)

Malat wird durch das Malat-Enzym oxidativ decarboxyliert und zu Pyruvat umgesetzt.
Dabei wird NADP" zu NADPH reduziert, welches direkt gemessen werden kann. Der
Enzymassay wird in 100 mM Tris-HCI (pH 7,5) durchgefiihrt und enthilt daneben 10 mM
MgCl,, 0,4 mM NADP" und zellfreien Extrakt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
100 mM D,L-Malat gestartet.

Pyruvat-Decarboxylase (Maitra und Lobo, 1971)

Die Pyruvat-Decarboxylase katalysiert die Decarboxylierung von Pyruvat zu Acetaldehyd.
Um den Umsatz photometrisch verfolgen zu kdnnen, ist diese Reaktion an die Reduktion

von Acetaldehyd zu Ethanol mittels der Alkohol-Dehydrogenase (ADH) gekoppelt. Dabei
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wird NADH zu NAD" oxidiert. Der Ansatz enthilt weiter 100 mM Imidazol-HCI (pH 6,8),
5 mM Cystein, 0,15 mM NADH, 0,25 mM Thiaminpyrophosphat, 1 U ADH und zellfreien
Extrakt. Die Reaktion wurde durch Zusatz von 50 mM Pyruvat gestartet.

Pyruvat-Kinase (de Jong-Gubbels et al., 1995)

Die Quantifizierung der Pyruvat-Kinase Aktivitit erfolgt iiber einen gekoppelten Enzym-
Assay. Dabei wird zundchst PEP zu Pyruvat umgesetzt, wobei die Phosphatgruppe auf
ADP tibertragen wird. AnschlieBend wird Pyruvat durch das zugegebene Enzym Lactat-
Dehydrogenase (Lactat-DH) zu Lactat reduziert, wobei NADH zu NAD" oxidiert wird.
Fructose-1,6-bisphosphat wird dem Ansatz als allosterischer Aktivator der Pyruvat-Kinase
zugegeben. Die Aktivititsbestimmung wird in 100 mM Imidazol-HCl (pH 6,2)
durchgefiihrt. Der Ansatz enthidlt auBerdem 100 mM KCIl, 10 mM ADP, 1 mM Fructose-
1,6-bisphosphat, 25 mM MgCl,, 0,15 mM NADH, 10 U Lactat-DH und zellfreien Extrakt.
Die Bestimmung wurde durch Zugabe von 10 mM PEP gestartet.

Phosphofructokinase (de Jong-Gubbels et al., 1995)

Die Bestimmung der Phosphofructokinase-Aktivitdt erfolgt anhand mehrerer gekoppelter
enzymatischer Reaktionen. Zundchst wird Fructose-6-phosphat (F6P) durch die
Phosphofructokinase zu Fructose-1,6-bisphosphat (F16P) phosphoryliert. Anschlieend
wird F16P zu Dihydroxyacetonphosphat (DAP) und Glycerinaldehyd-3-phosphat (GAP)
umgesetzt. Dihydroxyacetonphosphat wird durch die Glycerinphosphat-Dehydrogenase
(GP-DH) zu Glycerin-3-phosphat reduziert, wobei NADH zu NAD" oxidiert wird. GAP
wird durch die Triosephosphatisomerase (TPI) in DAP umgewandelt. Die Bestimmung
wird in Imidazol-HCI Puffer (pH 7) durchgefiihrt, der 6,4 mM (NH4),SO4, 5 mM MgCl,,
0,15 mM NADH, 0,05 mM ATP, 0,5 U Aldolase, 0,6 U GP-DH, 1,8 U TPI und zellfreien
Extrakt enthilt. Der Start der Reaktion erfolgte durch Zugabe von 0,25 mM F6P.

Isocitrat-Lyase (de Jong-Gubbels et al., 1995)

Zur Quantifizierung der in vitro Aktivitdt der Isocitrat-Lyase wurde die Bildung des

Glyoxylatphenylhydrazons photometrisch verfolgt. Dazu wurde zunichst Isocitrat durch
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die Aktivitdt der Isocitrat-Lyase in Glyoxylat und Succinat gespalten. Die Bestimmung
erfolgte in 100 mM K-Phosphatpuffer (pH 7,0), 4 mM Phenylhydrazine-HCl, 2,5 mM
Cystein, 2,5 mM MgCl, und zellfreiem Extrakt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
2 mM D,L-Isocitrat gestartet.

Fructose-1,6-bisphosphatase (de Jong-Gubbels et al., 1995)

Fructose-1,6-bisphosphat (F16P) wird von der Fructose-1,6-bisphosphatase zu Fructose-6-
phosphat umgesetzt. Die Bestimmung der Aktivitdt erfolgt iiber eine Kopplung an die
zugesetzten Enzyme  Phosphoglucoisomerase (PGI) und  Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase, die Fructose-6-phosphat zunédchst zu Glucose-6-phosphat umsetzen und
anschlieBend G6P zu Phosphogluconolacton oxidieren, wobei NADP" zu NADPH
reduziert wird. NADPH kann anschlieBend photometrisch verfolgt werden. Der Ansatz
wurde in 50 mM Imidazol-HCI (pH 7,0), 100 mM KCI, 0,5 mM EDTA, 10 mM MgCl,,
0,4 mM NADP", 0,5 U PGI, 0,5 U G6P-DH und zellfreien Extrakten durchgefiihrt. Der
Umsatz wurde durch Zugabe von 0,1 mM F16P gestartet.

4.6 Berechnung von zentralen Kultivierungsparametern

Die zentralen Kultivierungsparameter (spezifische Raten, Ausbeutekoeffizienten, Abgas-
und Kohlenstoffbilanzierung) wurden nach den im Folgenden zusammengefassten

Gleichungen berechnet.

4.6.1 Ausbeutekoeffizienten

Die Produkt- und Biomasseausbeutekoeffizienten wurden fiir Batch-Kultivierungen aus
den Differenzen der Produkt- und Substratkonzentrationen zu zwei verschiedenen
Zeitpunkten bestimmt (Batch-Kultivierungen) bzw. aus den Medien- und
Reaktorkonzentrationen der entsprechenden Komponenten (kontinuierliche Kultur) nach

der folgenden Gleichung berechnet.
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Y = CP,Z _CP,I
p/s =
Cs17Cs

mit cps  Produkt-, Substratkonzentrationen [mM, g/L]

4.6.2 Spezifische Raten

Gl. 14

Die spezifischen Raten in batch und kontinuierlicher Kultur wurden nach den folgenden

Gleichungen berechnet.

Spezifische Wachstumsrate

X 1
Batch pn= ax —
dt X
o dX
Kontinuierliche Kultur m =X-(u-D)—>u=D
Spezifische Substrataufnahmerate
dey 1
Batch -8,
B0 X
o 1
Kontinuierliche Kultur qs = < (D *C§ Medium — D CS,Reaktor)

Spezifische Produktbildungsrate

de, 1
Batch et
T X
o 1
Kontinuierliche Kultur qs = X D-Cp reaktor
mit X Biomassekonzentration [g/L]
n spezifische Wachstumsrate [h™']

D Verdlinnungsrate [h'l]

csp  Substrat-, Produktkonzentration [mmol/L]

Gl. 15

Gl. 16

Gl. 17

Gl. 18

Gl. 19

Gl. 20
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4.6.3 Kohlenstoffbilanzierung

Um die vollstindige Erfassung aller Substrate und Produkte iiber die Kultivierung zu
verifizieren, wurde eine Kohlenstoffbilanzierung durchgefiihrt. Zu den Substraten zdhlten
neben Glucose auch die zugesetzten Supplemente Histidin, Leucin, Lysin und Uracil. Die
Produkte umfassten neben Biomasse und CO, auch Ethanol, Glycerin, Acetat, Pyruvat,
o—Ketoglutarat und Orotat. Die Wiederfindungsrate des Kohlenstoffes sollte bei
vollstédndiger Erfassung aller Produkte bei 100 % liegen; geringe Abweichungen sind dabei

aufgrund von Messfehlern moglich.

4.6.4 Abgasbhilanzierung

Zur Quantifizierung des aufgenommenen Sauerstoffs und des produzierten
Kohlenstoffdioxids wurde eine  Abgasanalyse  durchgefiihrt.  Aufgrund der
unterschiedlichen molaren Zu- und Abstrome wurde mittels Stickstoff eine Inertgasbilanz
durchgefiihrt. Die Gleichungen zur Berechnung der Sauerstoffaufnahmerate (OUR) und
der Kohlendioxidproduktionsrate (CPR), sowie der spezifischen Raten und des

respiratorischen Quotienten (RQ) sind im Folgenden gegeben.

V. . Xy o
_ G,ein N, ,ein
OUR = — | X =X e Gl. 21
R.L™ VM N, ,aus

X .
N,.ein
— XCOz’Cinj Gl. 22

N, ,aus

VG,ein
CPR = ’ XC02 ,aus
M

R.L’

RQ= TR 61,23
OUR
OUR

q02 :T Gl. 24
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deo, =< Gl. 25

mit VG’ein Gasvolumenstrom [L/min]

X Biomassekonzentration [g/L]
Vrer Reaktionsvolumen [L]

VM  molares Gasvolumen [L/mol]

X Molenbruch [%]

4.7 Quantitative Netzwerkanalyse

4.7.1 C Metabolische Flussanalyse

Zur Quantifizierung der in vivo Enzymaktivititen bzw. der metabolischen Stofffliisse
wurde die '°C  metabolische Flussanalyse durchgefiihrt. Die verwendeten
stochiometrischen und Isotopomermodelle sind in Kapitel 5.2.1 ndher beschrieben. Das
Modell beinhaltet neben dem Zentralstoffwechsel von S. cerevisiae (Glykolyse,
Pentosephosphatweg, Tricarbonsdurezyklus, anaplerotische Reaktionen, fermentative
Stoffwechselwege) auch die Biosynthese der Aminosduren Serin, Glycin und Threonin,
Alanin und Aspartat, sowie sdmtliche relevanten Substrataufnahme- und
Produktbildungsraten. Auch die Kompartimentierung zwischen Cytosol und
mitochondrieller Matrix wurde bei der Aufstellung des Modells beriicksichtigt und
entsprechend Transportreaktionen zwischen beiden Kompartimenten eingefiihrt (siche
Kapitel 8.2.1). Die Protein-, Kohlenhydrat-, Fettsdure- und Nukleinsdurebiosynthese zum
Aufbau der Biomasse aus den Vorstufen des Zentralstoffwechsels wurde ebenfalls in das
Modell integriert.

Als Substrate wurden 50:50 Gemische aus [1]-"*C-Glucose und [U]-">C-Glucose eingesetzt
bzw. entsprechende Galactose- und Fructosegemische. Die Metabolitbilanzierung wurde
anhand der experimentell bestimmten Substrataufnahme- und Produktbildungsraten, sowie

dem anabolen Bedarf zur Bildung der Biomasse durchgefiihrt. Dieser wurde, ausgehend
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von der Biomassezusammensetzung von S. cerevisiae bei verschiedenen spezifischen
Wachstumsraten, durch Interpolation aus der Literatur entnommen (Oura, 1983). Da die
vollstindige  Quantifizierung der in  vivo Enzymaktivititen allein  durch
Metabolitbilanzierung nicht durchzufiihren ist, wurden die Massenisotopomerverteilungen
einiger Intermediate aus dem Zentralstoffwechsel anhand von proteinogenen Aminoséduren,
deren Kohlenstoffskelett diesen Intermediaten entspricht, aus Proteinhydrolysaten
ermittelt. Fiir einige wenige Intermediate wurden die Massenisotopomerverteilungen direkt
anhand der Zellextrakten bestimmt.

Die Quantifizierung der intrazelluldren Flussverteilungen erfolgte mit Hilfe der von Tae-
Hoon Yang entwickelten Matlab-basierten (Matlab ver. 2008a) Software, die auf dem
Prinzip der ,elementar metabolite units* beruht (Antoniewicz et al., 2007). Als
Zielfunktion wird dabei die Summe der Abweichungsquadrate zwischen simulierter und
gemessener Massenisotopomerverteilung, durch Verdnderung der Modellparameter und
damit der intrazelluldiren Fliisse, minimiert. Der zur Optimierung verwendete
gradientenbasierte Hybridalgorithmus wurde ebenfalls von Tae-Hoon Yang entwickelt
(Yang et al., 2008). Die verwendeten extrazelluldren Raten werden anschlieBend auf die
Substrataufnahmerate normiert (mmolpjetapoli/MMOlsybsirat). Die Normierung des anabolen
Bedarfs (mmolyewboii/gsTm) erfolgt anhand des Biomasseausbeutekoeffizienten Yxs
(gerv/mMmolgypsirat).  Experimente in  Schiittelkolben wurden in Doppelbestimmung

durchgefiihrt, Chemostatexperimente in Einfachbestimmung.
4.7.2 Elementarmodenanalyse
Die Elementarmodenanalyse erfolgte unter Verwendung der Software EFMtool (Terzer

und Stelling, 2006; Terzer und Stelling, 2008). Die verwendete Version 4.7.1 (4. Dez
2009) ist unter folgender Adresse http://www.csb.ethz.ch/tools/efmtool frei zugénglich.

Das metabolische Netzwerk wurde ausgehend von biochemischen und metabolischen

Datenbanken KEGG (http://www.genome.jp/kegg/) und SGD

(http://www.yeastgenome.org/) nach dem aktuellen Stand aufgestellt und ist dem Anahng

zu entnehmen (Kapitel 8.4).
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5 Ergebnisse und Diskussion

5.1 Physiologische und metabolische Charakterisierung von
S. cerevisiae BY4742 und BY4742 maelA

Im Folgenden wurde die Physiologie von S. cerevisiae BY4742 und BY4742 maelA unter
verschiedenen physiologischen Zustinden untersucht. Zum einen erfolgten die Versuche in
Batch-Kulturen mit Glucose bzw. Galactose als alleinigen Kohlenstoffquellen, zum
anderen in kontinuierlicher Kultur mit Glucose als Kohlenstoffquelle bei verschiedenen

Verdiinnungsraten im Bereich des rein respirativen und respiro-fermentativen Wachstums.

5.1.1 Charakteristische Auxotrophien des Stammes S. cerevisiae BY4742 —
Einfluss auf den zellularen Stoffwechsel

Der in dieser Arbeit verwendete Stamm S. cerevisiae BY4742 besitzt Auxotrophien fiir
Lysin, Leucin, Histidin und Uracil, welche als Selektionsmarker dienen. Die
entsprechenden biosynthetischen Stoffwechselwege zu diesen Substanzen sind mit den
entsprechenden Deletionen in Abbildung 18 dargestellt. Im Falle der Lysinbiosynthese
wurde das Gen LYS2 deletiert. Dieses Gen codiert fiir eine Untereinheit der
Aminoadipatsemialdehyd-Dehydrogenase, = welche = zwei  Reaktionen in  der
Lysinbiosynthese katalysiert. Dabei wird L-2-Aminoadipat iiber einen Zwischenschritt (5-
Adenylyl-2-aminoadipat)  zu  L-2-Aminoadipat-6-semialdehyd  reduziert. = Die
Leucinauxotrophie rithrt von der Deletion des LEU2 Gens. Dieses codiert fiir die 3-
Isopropylmalat-Dehydrogenase, welche (2R,3S)-3-Isopropylmalat zu (2S)-2-Isopropyl-3-
oxosuccinat oxidiert. In der Histidinbiosynthese ist das Gen HIS3 Gen deletiert, das fiir die
Imidazolglycerinphosphat-Dehydratase codiert. Die durch dieses Enzym katalysierte
Reaktion ist die Dehydrierung von Imidazolglycerin-3-phosphat zu
Imidazolacetonphosphat. Das letzte Gen, welches im verwendeten Organismus
S. cerevisiae BY4742 deletiert wurde, ist URA3. Es codiert fiir die Orotidin-5-phosphat-
Decarboxylase, welche die Reaktion von Orotidin-5-phosphat zu UMP katalysiert.
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Lysin Biosynthese

Acetyl-CoA 2.3.3.14 Homocitrat 4.2.1.36 H:Cr:;g;g;s- 4.2.1.36 Homoisocitrat 1.1.1.87 Oxaloglutarat
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L-Lysinmedium
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Histidin Biosynthese

Ribose-5- Phospho Phosphoribosyl-
phosphat 2 7.6.1 PRPP 2 4217 nbosyl- 3 6.1.31 rlbosyl— 3 54.19 formimino-

AICAR-phosphat

L-Histidinol- Imidazol- Imidazol- Phosphoribulosyl
hosphat ¢ -1 2 1.31 > acetol- < -_4 2 1.19 glycerin-3- 4—-—2 4 2.- -formimino-
phosp! phosphat phosphat AICAR-phosphat
HIS3

L-Histidinmedium

L-Histidinol 1.1.1.23 L-Histidinal 1.1.1.23 L-Histidin— Protein

Leucin Biosynthese

3-hydroxy-3-
(S)-2-
Pyruvat -2.2.1.6 1 1.1.86 methyl-2- 3 6.1.31 Dlhydroxy 3 4. 2 1.9 2-Oxoisovalerat
Acetolactat oxobutanoat methylbutanoat
Pyruvat
(29) 2-Isoprobyl- (717485 \sopropyl- <—(&. (42.1.33) Z-Isopropyl 42133 (28)-2
3-oxosuccinat n’:a ;y maleat b Isopropylmalat

LEU2

L-Leucinmedium

4-Methyl-2- . )
oxopentanoat 2.6.1.42 L-Leucin —3 Protein
Uracil Biosynthese

Glutamin 6.3.5.5 C;gg:;nhzytl- 2 1.3.2 Carbamoyl- 3 523 Dihydroorotat 1 3.3.1 Orotat

L-aspartat

pcos PRPP
UraCilwegium
Uracl «—(2.4.2.9 ump «—(4.1:1.23 toniiveg
URA3
DNA/RNA
(Pyrimidine)

Abbildung 18: Biosyntheseweg der Aminosauren Lysin, Histidin, Leucin und der Nukleobase Uracil,
ausgehend von Intermediaten des zentralen Kohlenstoffstoffwechsels. Die deletierten Gene LYS2,
HIS3, LEU2 und URAS3 sind in den entsprechenden Stoffwechselwegen markiert.

72



Ergebnisse und Diskussion

Im Folgenden werden die Einfliisse dieser Gendeletionen auf das Erreichen konstanter
Aufnahmeraten der zusitzlich bendtigten Substrate, auf das generierte Produktspektrum
der Zellen wihrend der Kultivierung und die Metabolisierung der zusitzlichen Substrate in

S. cerevisiae BY4742 diskutiert.

5.1.1.1 Einfluss der Aminosaure-Auxotrophien auf die freien intrazellularen

Aminosaurepools

Zundchst wurde der Einfluss der Auxotrophien fiir die Aminosduren Lysin, Leucin und
Histidin, sowie der Nukleobase Uracil auf die Physiologie von S. cerevisiae untersucht.
Dazu wurde der auxotrophe Stamm S. cerevisiae BY4742 mit dem prototrophen Stamm
ATCC 32167 verglichen. Die Stamme unterschieden sich bei Wachstum auf Glucose als
Kohlenstoffquelle deutlich in ihrer spezifischen Wachstumsrate. Diese lag im Stamm
BY4742 bei 0,29 h™' und im prototrophen Stamm ATCC 32167 bei 0,44 h™'.

Um den Einfluss der zugesetzten Supplemente zu ermitteln, wurden zunichst die freien
intrazelluldren Aminosdurepools in beiden Stimmen bestimmt. Die Poolgréf3en der nicht-
essentiellen Aminosduren waren in beiden Stimmen vergleichbar, jedoch lagen die
Poolgréflen der im Falle von S. cerevisiae BY4742 essentiellen Aminosduren Lysin,
Leucin und Histidin deutlich héher als im prototrophen Stamm S. cerevisiae ATCC32167.
Die PoolgréBen dieser drei Aminosduren waren in dem auxotrophen Stamm S. cerevisiae
BY4742 in etwa um den Faktor 10 erhoht. Die intrazelluliren Konzentrationen der 20
proteinogenen Aminosduren sind in Tabelle 10 zusammengefasst und graphisch in

Abbildung 19 dargestellt.
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Abbildung 19: Konzentrationen freier intrazellularer Aminosauren bezogen auf das
Zellinhaltsvolumen. Vergleichend dargestellt sind die Konzentrationen der beiden Stdmme
S. cerevisiae BY4742 und ATCC32167.

Um ein bilanziertes, gleichmaBiges Wachstum zu gewdhrleisten, muss sichergestellt sein,
dass die aufgrund der verschiedenen Auxotrophien von S. cerevisiae BY4742 die
benotigten Medienzusitze iiber die gesamte exponentielle Wachstumsphase, in der die
verschiedenen Experimente durchgefiihrt werden sollen, mit konstanter Rate
aufgenommen werden. Aus Abbildung 20 wird deutlich, dass dies fiir die Aminosduren
Lysin und Leucin mit den zu Beginn eingesetzten Mengen von 2,5 mM bzw. 3,7 mM {iber
den gesamten exponentiellen Bereich bis zu einer Biotrockenmasse von ca. 2,8 bis 3,0 g/
nicht gewihrleistet ist. Dies ist hochst wahrscheinlich durch die verringerte Aufnahme
durch entsprechend hohe Ky-Werte der jeweiligen Transporter zu erkldren. Fiir Histidin
und Uracil (nicht gezeigt), den anderen beiden Medienzusétzen, wurden dagegen konstante
Raten iiber den gesamten Bereich des exponentiellen Wachstums beobachtet. Durch eine
Erhohung der problematischen Aminosduren Lysin und Leucin auf 4,2 mM bzw. 5 mM
konnte auch fiir diese beiden Aminosduren eine konstante Aufnahmerate wéhrend der
gesamten Dauer der exponentiellen Wachstumsphase erreicht werden.

Die Daten sind fiir S. cerevisiae BY4742 in Abbildung 20 zusammengefasst. Fiir die in

dieser Arbeit verwendeten Deletionsmutanten galt dies in gleicher Weise.
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Tabelle 10:

Intrazelluldare Aminosdurekonzentrationen der 20 proteinogenen Aminosduren in

exponentiell wachsenden S. cerevisiae BY4742 und ATCC32167 Kulturen bei Verwendung von

Glucose als alleiniger Kohlenstoffquelle in Batchkultur. @ essentielle Aminosauren fiir S. cerevisiae

BY4742.
Aminosiure intrazelluldre Konzentration [mM]
BY4742 ATCC32167
Glu 31,30 £ 1,54 30,00 £ 1,76
Gln 6,31 £0,52 7,00 £ 0,62
Asp 7,01 £0,40 4,80 £ 0,35
Asn 0,98 £ 0,09 0,40 £ 0,05
“Lys 39,72 + 1,15 4,01 0,24
Arg 2,65 £ 0,04 3,50 £0,80
“His 17,16 0,79 1,49 £ 0,07
Ala 4,00 +0,16 3,52+0,13
Gly 1,99 +0,11 1,25+0,10
Ser 2,34 +0,07 1,11 +£0,04
Thr 2,16 £ 0,09 1,28 + 0,05
Val 1,56 +0,05 1,59 +£0,05
I eu 5,76 + 0,34 0,39 + 0,04
Ile 0,18 +£0,01 0,41 +£0,02
Tyr 0,41 £0,02 0,32 + 0,02
Phe 0,23 £0,00 0,22 £ 0,01
Trp 0,12 +£0,05 0,06 £ 0,01
Met 0,17 £0,01 0,08 £ 0,01
Cys 0,08 £ 0,01 0,06 £ 0,01
Pro 1,15+0,15 1,01 £0,10
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Abbildung 20: Aufnahmeraten der zugesetzten Aminosauren Lysin, Leucin und Histidin. (A) mit den
Ausgangskonzentrationen der entsprechenden Supplemente, (B) mit erhdhten Konzentration der
beiden Aminosauren Lysin und Leucin. Aufgetragen sind BTM [g/L] gegen die Konzentration der
jeweiligen Aminosdauren [mM] im Kulturtberstand. Gezeigt sind Kultivierungen des Stammes S.
cerevisiae BY4742 mit Glucose als Kohlenstoffquelle im Schittelkolben.

5.1.1.2 Einfluss der URA3 Deletion auf das Produktspektrum von S. cerevisiae
BY4742

Da es sich bei S. cerevisiae um einen Crabtree-positiven Organismus handelt, sind die zu
erwartenden Produkte bei aerober Batch-Kultivierung, neben geringen Mengen
organischer Sduren aus dem Citratzyklus und Pyruvat, Ethanol, Glycerin und Acetat. Die
HPLC-Analyse der Kulturiiberstinde zeigte jedoch einen weiteren Peak, welcher zunéchst
keiner Substanz zugeordnet werden konnte. Abbildung 21 zeigt ein HPLC-

Chromatogramm am Anfang und Ende der exponentiellen Wachstumsphase.
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Abbildung 21: HPLC Chromatogramme von Kulturiiberstdanden zu Beginn (A) und am Ende (B) der
exponentiellen Wachstumsphase von S. cerevisiae BY4742 bei Wachstum auf Glucose als
Kohlenstoffquelle im Schittelkolben. Der Pfeil zeigt das unbekannte Produkt.

Es ist deutlich zu erkennen, dass der Peak mit der Retentionszeit 5:25 min (siche Pfeile in
Abbildung 21) im Laufe der Kultivierung deutlich zunimmt. Zur Identifikation des
unbekannten Produktes wurde die Fraktion des entsprechenden Peaks aufgefangen und
mittels GC/MS analysiert. Der Abgleich des erhaltenen Spektrums mit der NIST-
Datenbank lieferte Orotat als einzigen signifikanten Eintrag, der mit dem erhaltenen
Spektrum {iibereinstimmte. Um dies weiter zu verifizieren wurde zusitzlich ein UV-VIS-
Spektrum der Reinsubstanz und der entsprechenden Fraktion der HPLC-Analyse
aufgenommen. Auch hier stimmten beide Spektren iiberein (siche Abbildung 22), so dass
es sich bei dem zusitzlich gebildeten Produkt tatsdchlich um Orotat handelt. Orotat stellt
ein Intermediat in der Pyrimidinbasen-Synthese dar und ist das Substrat der Uridin-
Monophosphate-Synthetase, welche die Reaktion von Orotat und PRPP zu Orotidin-5-
phosphat katalysiert. Diesem Schritt in der Pyrimidinbasen-Biosynthese wiederum folgt
die Reaktion der Orotidin-5-phosphat-Decarboxylase, deren entsprechendes Gen URAS in
S. cerevisiae BY4742 deletiert ist. Dies hat zur Folge, dass Orotat in den Zellen

akkumuliert und ausgeschieden wird.
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Abbildung 22: UV/VIS-Spektren von Orotat als Reinsubstanz und der entsprechenden Fraktion der
HPLC-Analyse des Kulturiiberstandes von S. cerevisiae BY4742 bei Wachstum auf Glucose als
Kohlenstoffquelle im Schittelkolben. Die Aufnahme der Spektren erfolgte in Elutionspuffer (22 mM

H,SO,) bei Raumtemperatur.

5.1.1.3 Metabolisierung der Supplemente Histidin, Leucin, Lysin und Uracil

Zur Untersuchung der Metabolisierung der Supplemente Histidin, Leucin, Lysin und
Uracil wurden Markierungsexperimente mit [U]->C-Glucose durchgefiihrt. Vor allem
hinsichtlich der durchgefiihrten '>C metabolischen Flussanalyse ist es essentiell,
Kenntnisse iiber die Metabolisierung dieser zusétzlich eingesetzten Substrate zu erhalten.
Wesentlich dabei ist, ob sie lediglich in die Biosynthese von Proteinen (im Falle der
Aminoséduren) bzw. der Nukleinsduresynthese (im Falle von Uracil) einflieBen, oder ob ein
Abbau stattfindet und die entsprechenden Substrate in den Zentralstoffwechsel eintreten.
Um dies zu verifizieren, wurden Proteinhydrolysate von S. cerevisiae BY4742 bei
Wachstum auf Glucose im Schiittelkolben mittel GC/MS analysiert, um die Anreicherung
von "*C im Kohlenstoffriickrat der einzelnen Aminoséuren zu bestimmen. Um den Einfluss
der CO; Fixierung, durch die Reaktion der Pyruvat-Carboxylase, zu umgehen, wurde die
Kultivierung zum einen mit Umgebungsluft, zum anderen mit einem CO,-freien
Sauerstoft/Stickstoff-Gemisch (20:80) durchgefiihrt. Die theoretische Markierungsverteilung
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der entsprechenden Aminosduren bei Wachstum auf [U-*C]-Glucose wurde nach der

folgenden Gleichung berechnet:

n! kK _n-k

RNV

Gl. 26
mit q 0,99 (Haufigkeit >C, Markierungsgrad 99 % *C)
p 0,01 (Haufigkeit '*C, Markierungsgrad 99 % "*C)
k Anzahl der *C Atome
n Gesamtzahl der Kohlenstoffatome

Die Ergebnisse der GC/MS-Analysen und der berechneten Markierungsverteilung sind in
Tabelle 11 zusammengefasst. Eine schematische Darstellung des Zentralstoffwechsels mit
den entsprechenden Vorldufermolekiilen der analysierten Aminoséuren ist in Abbildung 23
dargestellt.

Die analysierten Aminosduren Alanin, Valin, Phenylalanin, Aspartat, Threonin, Glutamat,
Serin und Glycin decken mit ihren entsprechenden Vorldufermolekiilen alle Bereiche des
zentralen Kohlenstoffstoffwechsels ab, so dass festgestellt werden kann inwieweit eine
Metabolisierung der eingesetzten Supplemente und ein Eintritt in den Zentralstoffwechsel
anhand des erhaltenen Markierungsmusters der analysierten Aminosduren stattfindet. Bei
allen Aminosduren findet man ca. 1 % des monoisotopischen Massenisotopomers [m+0].
Dies riihrt von der Inokulation aus einer auf natiirlicher-markierter Glucose wachsenden
Vorkultur her und nicht etwa von metabolisierten Supplementen. Abgesehen von dieser
Ausnahme entsprechen die gemessenen Massenisotopomerverteilungen der Aminosduren
aus Vorldufermolekiilen der Glykolyse (Ser, Gly, Phe, Ala und Val) und des
Pentosephosphatwegs (Phe) im Rahmen der Messgenauigkeit den berechneten
Massenisotopomerverteilungen fiir die ausschlieBliche Synthese aus [U-">C]-Glucose. Eine
Ausnahme bilden hier die Aminosduren Aspartat, Glutamat und Threonin. In diesen Féllen
ist bei der Begasung mit Luft das [my,x-1]-Massenisotopomer im Vergleich zu dem
berechneten Massenisotopomerverhéltnis deutlich erhoht; im Fall von Aspartat 13 %
anstatt 4 %, im Falle von Glutamat 14 % anstatt 5 % und im Fall von Threonin ebenfalls
13 % anstatt 4 %. Bei Verwendung des Stickstoff/Sauerstoff-Gemisches dagegen stimmte

die erhaltene Markierungsverteilung mit den theoretischen Berechnungen iiberein.
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Tabelle 11: Relativer Anteil der einzelnen Massenisotopomere an der Summe aller Massenisotopomere
in Prozent. Die Daten stammen aus zwei Kultivierungen von S. cerevisiae BY4742 im Schittelkolben
mit [U]-*C-Glucose als Kohlenstoffquelle. Gezeigt sind die relativen Anteile bei Luftbegasung und bei
Begasung mit einem CO,-freien Sauerstoff/Stickstoff-Gemisch (20:80). Zum Vergleich sind die, fir

Synthese aus [U]-*C-Glucose berechneten Isotopomerverteilungen gezeigt (Rosman und Taylor, 1997)

Ala [260] Val [288] Phe [236]
Luft OyN, theor. Luft Oy/N, theor. Luft Oy/N, theor.
[m+0] 1 1 0 2 1 0 2 0 0
[m+1] 0 0 0 0 0 0 0 0 0
[m+2] 5 3 3 0 0 0 0 0 0
[m+3] 93 95 97 0 0 0 0 0 0
[m+4] 5 5 5 0 0 0
[m+5] 92 94 95 0 0 0
[m+6] 0 0 0
[m+7] 0 1 0
[m+8] 7 8 8
[m+9] 90 91 91
Asp [418] Glu [432]
Luft OyN, theor. Luft O,/N, theor.
[m+0] 1 1 0 1 1 0
[m+1] 0 0 0 0 0 0
[m+2] 1 1 0 0 0 0
[m+3] 13 4 4 1 1 0
[m+4] 85 93 96 14 5 5
[m+5] 83 93 95
Ser [390] Gly [246]
Luft Oy/N, theor. Luft O,/N, theor.
[m+0] 1 1 0 1 1 0
[m+1] 0 0 0 3 3 2
[m+2] 3 3 3 96 97 98
[m+3] 96 96 97
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Abbildung 23: Schematische Darstellung der unteren Glykolyse, des Citratzyklus und der
anaplerotischen Reaktionen, sowie die Aminosaurebiosynthese von Alanin, Valin, Aspartat, Glutamat,
Methionin und Threonin unter Berlcksichtigung der Kompartimentierung des zelluldren
Stoffwechsels. Die CO,-Fixierung erfolgt Uber die Reaktion der Pyruvat-Carboxylase.

Dieses Ergebnis zeigt deutlich, dass das unterschiedliche Markierungsmuster durch die
Fixierung von '2C-CO; iiber die Pyruvat-Carboxylase aus der Luft herriihrt.

Anhand der gezeigten Daten ldsst sich schlussfolgern, dass keines der zugesetzten
Supplemente in den zentralen Kohlenstoffstoffwechsel eintritt, sondern lediglich zur

Protein- bzw. Nukleinsduresynthese eingesetzt wird.

5.1.2 Physiologie von S. cerevisiae BY4742 und BY4742 maelA bei

Wachstum auf Glucose und Galactose in Batch-Kultur

Glucose und Fructose stellen die beiden bevorzugten Substrate von S. cerevisiae dar. Die
Pridsenz einer dieser beiden Zucker fiihrt zur Repression der Enzymsynthesen, welche zur
Metabolisierung anderer Zucker notwendig sind. Andere Zucker werden nur in
Abwesenheit von Glucose bzw. Fructose metabolisiert. Dieses Phdnomen ist unter den

Namen Katabolit-Repression oder Glucose-Repression bekannt (Gancedo, 1998).
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Zunéchst wurden beide Stimme im Schiittelkolben unter aeroben Wachstumsbedingungen
auf den beiden Substraten Glucose und Galactose kultiviert. Da es sich bei S. cerevisiae
um einen Crabtree-positiven Organismus handelt (Petrik et al., 1983; Postma et al., 1989),
geht die aerobe Fermentation mit der Bildung von Ethanol einher. Dies ist auf die
unzureichende respiratorische Kapazitit der Atmungskette bei hohen spezifischen
Wachstumsarten zuriickzufiihren, welche zu einem Uberfluss auf der Hohe von Pyruvat
fiihrt. Dieses wird in der Folge in Form von Ethanol zur Reoxidation des in der Glykolyse
gebildeten NADHs genutzt. Dies gilt gleichermalBlen fiir Glucose wie Galactose. Galactose
wird dabei, im Gegensatz zu Glucose nicht direkt, in Form von Glucose-6-phosphat, der
Glykolyse zugefiihrt, sondern zunichst iiber den LeLoir-Weg (sieche Abbildung 2) in
Glucose-1-phosphat iiberfiihrt, bevor der Eintritt als Glucose-6-phosphat in die Glykolyse
erfolgt (Frey, 1996).

Das Wachstum des Referenzstammes und der MAE1-Deletionsmutante unterschieden sich
bei Wachstum auf Glucose, wie bereits beschreiben (Velagapudi et al.,, 2007), nicht
signifikant voneinander. Die spezifischen Wachstumsraten waren mit 0,29 h™ identisch.
Auch hinsichtlich der spezifischen Glucose- und Sauerstoffaufnahme-, sowie der
Ethanolproduktionsraten, wiesen beide Stimme keine signifikanten Unterschiede auf. Die
spezifische Glucoseaufnahmerate betrug 1m Falle des Referenzstammes BY4742
20,8 mmol g'IBTM h™! und im Falle der MAE1-Deletionsmutante 18,8 mmol g'IBTM h'!. Die
spezifische Sauerstoffaufnahmerate lag bei 0,27 mmol g'IBTM h'! (BY4742) bzw.
0,22 mmol g'gry h' (BY4742 maelA). Die spezifischen Ethanolproduktionsraten waren
mit 0,42 mmol g'IBTM ht (BY4742) und 0,44 mmol g'IBTM h'! (BY4742 maelA) ebenfalls
nahezu  identisch.  Alle  spezifischen  Raten, sowie die entsprechenden
Ausbeutekoeffizienten sind in Tabelle 12 zusammengefasst.

Im Falle der Kultivierung auf Galactose zeigte sich ein anderes Bild. Hier wird schon an
der spezifischen Wachstumsrate der beiden Stimme ein geringer Unterschied deutlich. Der
Referenzstamm (BY4742) wichst mit einer spezifischen Rate von 0,18 h', wohingegen
der MAE1-Deletionsstamm mit einer spezifischen Rate von 0,16 h"' wichst. Noch
deutlicher fallen die Unterschiede bei der spezifischen Galactose- und
Sauerstoffaufnahmerate auf. Die spezifische Sauerstoffaufnahmerate ist mit 1,90 mmol
g'IBTM h! im Referenzstamm BY4742 etwa 70 % hoher als bei der Deletionsmutante mit
1,11 mmol g'lBTM h'. Auch die spezifische Galactoseaufnahmerate ist mit 11,5 mmol

g'IBTM h! im Referenzstamm ca. 25 % hoher als im Falle der MAE1-Deletionsmutante mit
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8,38 mmol g'IBTM h'!. Die Ethanolausbeute der MAE1-Deletionsmutante ist mit
1,30 mol/mol im Vergleich zum Referenzstamm BY4742 mit 1,17 mol/mol, entsprechend
dem Wachstum auf Glucose, erhoht. Alle spezifischen Raten und Ausbeutekoeffizienten
sind in Tabelle 12 zusammengefasst.

Wie bereits beschrieben, ist die spezifische Substrataufnahmerate bei Wachstum auf
Glucose hoher als bei Wachstum auf Galactose als Kohlenstoffquelle (Ostergaard et al.,
2000). Dies gilt sowohl fiir den Referenzstamm BY4742, als auch fiir die MAE1-
Deletionsmutante. Ein Grund fiir die verringerte spezifische Substrataufnahme- und
Wachstumsrate ist vermutlich in der Akkumulation von toxischen Metaboliten wie z. B.
Galactose-1-phosphat, einem Intermediat des LeLoir-Weges, bzw. einer unzureichenden
Expression der Hauptisoform der Phosphoglucomutase (PGM2) zu finden (Bro et al.,
2005). Die Uberexpression des PGM2 Gens resultiert in einer hoheren spezifischen
Galactoseaufnahme- als auch Wachstumsrate (Bro et al., 2005). Das schnellere Wachstum
hat auBBerdem eine gesteigerte Ethanolausbeute zur Folge. Des Weiteren wurde gezeigt,
dass die intrazelluldren Galactose-6-phosphat-Konzentrationen in einem PGM2
liberexprimierenden S. cerevisiae-Stamm erhoht sind (Bro et al., 2005). Da Pgm2p
ebenfalls die Reaktion von Galactose-1-phosphat zu Galactose-6-phosphat katalysiert
(Lowry und Passonneau, 1969), kann dies zusétzlich eine Akkumulation von Galactose-1-
phosphat verhindern und eine gesteigerte Galactoseaufnahme begilinstigen. Daneben
zeigten Van den Brink et al. (2009), dass S. cerevisiae bei einem Substratwechsel von
Glucose auf Galactose in anaerober kontinuierlicher Kultur nicht in der Lage ist auf
Galactose weiter zu wachsen. Grund hierfiir ist die alleinige ATP-Gewinnung aus der
Substratkettenphosphorylierung unter anaeroben Wachstumsbedingungen. Unter aeroben
Wachstumsbedingungen stellte die Umstellung auf das neue Substrat kein Problem dar, da
hier zusdtzlich ATP iiber die oxidative Phosphorylierung generiert werden kann. Diese
ATP-Knappheit unter anaeroben Bedingungen wird als Grund fiir die fehlende Synthese
der notwendigen Enzyme fiir die Galactosemetabolisierung angefiihrt, die unter aeroben
Wachstumsbedingungen zu den meist abundanten Enzymen zdhlen (van den Brink et al.,
2009). Bis zu 50 % der freien Energie in der Zelle in Form von ATP wird zur
Aminosdurebiosynthese und Polymerisierung aufgewendet (Verduyn et al., 1991), so dass
die verringerte spezifische Wachstumsrate auf Galactose zum Teil durch einen erh6hten
ATP-Bedarf zur Synthese der Enzyme des LeLoir-Weges erkldrt werden kann, da durch

die Verringerung der spezifischen Wachstumsrate ein stirker respirativer Stoffwechsel
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ablduft und somit mehr ATP {iber die oxidative Phosphorylierung generiert werden kann,
als dies bei Wachstum auf Glucose der Fall ist.

Ein weiterer Grund fiir die Unterschiede im Wachstum auf Glucose und Galactose ist in
den unterschiedlichen regulatorischen Eigenschaften der beiden Zucker begriindet. Bei
aeroben Wachstum und einem Uberschuss an Glucose kommt der sogenannte ,,Glucose-
Effekt“ zum Tragen. Durch das Vorhandensein von Glucose im Medium wird die
Expression einer ganzen Reihe von Genen reprimiert. Dies bezieht sich vor allem auf die
Aufnahme- bzw. Abbauwege alternativer Kohlenstoffquellen, wie Galactose, Maltose und
Saccharose, sowie nicht fermentierbare Kohlenstoffquellen wie Ethanol oder Acetat.
Daneben wird auch die Expression von Genen, die fiir gluconeogene Enzyme bzw.
Enzyme der Atmungskette kodieren, reprimiert (Trumbly, 1992).

Galactose besitzt einen dhnlichen Effekt auf den Stoffwechsel, jedoch ist dieser nicht so
stark ausgeprigt wie bei Wachstum mit Glucose als Kohlenstoffquelle. So wurde gezeigt,
dass die Expression von Enzymen der Atmungskette in der Gegenwart von Galactose
hoher war, als bei Wachstum mit Glucose als Kohlenstoffquelle (Polakis et al., 1965).
Herrero et al. (1985) zeigten ebenfalls, dass Galactose ein ineffektiverer Inhibitor als
Glucose ist. Dies bezieht sich vor allem auf die mitochondriellen Enzyme, die sensitiver
auf Glucose als auf Galactose reagieren. Dies erkldrt den erhohten Sauerstoffbedarf der
Zellen bei Wachstum auf Galactose - um etwa eine GroBenordnung - im Vergleich zum
Wachstum auf Glucose. Durch die groBere Kapazitit des Citratzyklus bei Wachstum auf
Galactose entstehen somit auch ein geringerer Uberfluss auf der Stufe von Pyruvat und
damit eine verringerte Ethanolbildung. Auf beiden Kohlenstoffquellen benotigt der MAE1-
Deletionsstamm bei Wachstum weniger Sauerstoff als der Referenzstamm BY4742.
Besonders deutlich wird dies bei Wachstum auf Galactose. Die mit einer verringerten
Sauerstoffaufnahmerate einhergehende geringere Aktivitit des Citratzyklus geht in beiden
Féllen mit einer gesteigerten Ethanolproduktion des MAE1-Deletionsstammes einher. Bei
Wachstum auf Glucose ist die Ethanolausbeute der Deletionsmutante um 5 % erhoht, bei

Wachstum auf Galactose dagegen um 11 %.
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Tabelle 12: Zentrale Kultivierungsparameter der Stdmme S. cerevisiae BY4742 (Referenz) und
BY4742 maelA (maelA). Gezeigt sind Mittelwerte aus zwei parallelen Batch-Kultivierungen auf
Glucose bzw. Galactose. Die Fehler entsprechen den jeweiligen Standardabweichungen der
Doppelbestimmung. W, spezifische Wachstumsrate; q, spezifische Raten; Y, Ausbeutekoeffizienten,
Hex, Hexose; EtOH, Ethanol.

Glc Gal
Referenz maelA Referenz maelA
n [h™] 0,29 + 0,00 0,29 + 0,00 0,18 +0,00 0,16 + 0,00
Qhiex [mmol g h'] 20,8 £0,2 18,8 £ 1,7 11,5+02 8,38 0,72
Yxs [g mmol™] 0,014 0,000 0,014+0,002 0,016+0,000 0,018 0,002
Yeows ~ [mol mol™] 1,45 +0,00 1,50 +0,02 1,17 +0,04 1,30 0,04
Yacewss  [mol mol™] 0,04 + 0,00 0,04 + 0,00 0,10+ 0,01 0,10 + 0,01
Yoyvavs  [mol mol™] 0,03 + 0,00 0,02 + 0,00 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00
Yiyeeriws  [mol mol™] 0,17 + 0,00 0,16 + 0,00 0,03 + 0,00 0,03 = 0,00
Yorws  [mol mol™] 0,01 £0,01 0,01 +0,01 0,02 + 0,00 0,01 = 0,00
qoz [mmol g h™'] 0,27 + 0,03 0,22 + 0,01 1,90 +0,16 1,11+0,18
Youss [mmol mmol™] 0,17 £0,01 0,14 0,01 1,91 £0,19 1,27 £0,20

Der Sauerstoffbedarf sinkt im Falle der MAE1-Deletion bei Wachstum auf Glucose um

17 % und bei Wachstum auf Galactose um 34 %. Hinsichtlich der Biomasseausbeuten sind

keine signifikanten Unterschiede, sowohl zwischen den beiden Stdmmen, als auch den

beiden Substraten zu beobachten. Die Kultivierungsprofile beider Stimme auf den

unterschiedlichen Kohlenstoffquellen sind in Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 24: Kultivierungsprofile der Stamme S. cerevisiae BY4742 auf Glucose (A) und Galactose
(C) sowie S. cerevisiae BY4742 maelA auf Glucose (B) und Galactose (D). Gezeigt sind
Konzentrationsverlaufe von Biotrockenmasse (BTM), Ethanol, Acetat, Glycerin und den Substraten
Glucose bzw. Galactose, sowie die Geldstsauerstoffkonzentration. Springe im Verlauf der
Geldstsauerstoffkonzentrationskurve durch Probenahme. Kultivierung im Schuttelkolben bei 30 °C
und 70 UpM, im Verlauf der Galactosekultivierungen auf 90 UpM erhéht um Sauerstofflimitierung zu

vermeiden.

5.1.3 Physiologie von S. cerevisiae BY4742 und BY4742 maelA bei

Wachstum in kontinuierlicher Kultur auf Glucose

Da die Effekte der Deletion des fiir das Malat-Enzym codierenden Gens MAEL bei
Wachstum von S. cerevisiae in Batch-Kultur im Schiittelkolben, bei eher respirativem
Wachstum auf Galactose deutlich ausgepridgter waren, als bei eher fermentativem
Wachstum auf Glucose, wurden die beiden Stimme S. cerevisiae BY4742 und BY4742
maelA in kontinuierlicher Kultur bei verschiedenen Verdiinnungsraten néher untersucht:
Zum einen bei einer Verdiinnungsrate von 0,16 h!, die einem rein respirativen Wachstum
ohne Ethanolbildung entsprach, zum anderen bei einer Verdiinnungsrate von 0,22 h’.
Letztere zeigte ebenfalls Wachstum, welches iiberwiegend respirativ geprigt ablief, jedoch

fand bereits eine Bildung von Ethanol in geringen Mengen statt. Abbildung 25 zeigt ein
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X-D-Diagramm des Referenzstammes BY4742, um die verschiedenen Zustinde unter
denen die Experimente durchgefithrt wurden, ndher zu charakterisieren. Bei rein
respirativem Wachstum mit Glucose als Kohlenstoffquelle (2 g/L) bei einer
Verdiinnungsrate von 0,16 h' unterschieden sich beide Stimme nicht signifikant
voneinander.

Die Biotrockenmassekonzentration lag sowohl im Referenzstamm BY4742, als auch bei
der MAE1-Deletionsmutante bei 1,2 g/L. Die Restglucosekonzentration im Medium betrug
0,1 mM und eine messbare Ethanolbildung fand nicht statt. Eine signifikante Sekretion von
Acetat, Pyruvat, a-Ketoglutarat und Orotat wurde nicht beobachtet (siche Tabelle 13). Die
Glucose wurde demnach fast ausschlieBlich in Biomasse und CO, umgewandelt. Dies gilt
fiir beide Stimme gleichermallen. Der respiratorische Quotient lag im Referenzstamm und
der MAE1-Deletionsmutante bei 1,0 + 0,1, so dass bei beiden Stimmen von einem rein
respirativen Stoffwechsel auszugehen ist. Eine Steigerung der Verdiinnungsrate auf

-1 e . . . . . . .
0,22 h™ fiihrt zu einer geringeren Biomassekonzentration im neuen stationdren Zustand.
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Abbildung 25: X-D Diagramm des Referenzstammes S. cerevisiae BY4742 bei Wachstum auf Glucose
(schwarze Symbole). Die Pfeile 0,16 h™ und 0,22 h™ entsprechen den Verdiinnungsraten, bei denen die
jeweiligen Experimente durchgefihrt wurden. pm. entspricht der maximalen spezifischen
Wachstumsrate von 0,29 h?, erhalten in Batch-Kulturen. Rote Symbole - Referenzstamm BY4742,
grine Symbole - MAE1L-Deletionsstamm, bei den relevanten Verdinnungsraten. BTM,

Biotrockenmasse.
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Bei der Kultivierung des Referenzstammes BY4742 wurde eine Zelldichte von 0,90 g/L
erreicht, bei der MAE1-Deletionsmutante tendenziell eine etwas hohere von 0,92 g/L;
jedoch ist hier kein signifikanter Unterschied, welcher die erreichte Zelldichte im
stationdren Zustand angeht, zu beobachten. Bei beiden Stimmen kommt es unter diesen
Wachstumsbedingungen zu einer Ethanol- und Acetatproduktion (sieche Tabelle 13). Beim
Referenzstamm betrdgt die im Medium gemessene Konzentration 4,0 mM, bei der
Deletionsmutante liegt der Wert mit 6,0 mM hdoher. Dies zeigt sich auch im tendenziell
hoheren RQ-Wert der MAE1-Deletionsmutante von 1,5 £ 0,0 im Vergleich zu 1,4 £ 0,1
beim Referenzstamm BY4742. Auch die Restglucosekonzentration im Medium ist bei der
MAE1-Deletionsmutante grof3er; sie betrdgt 0,29 mM im Gegensatz zu 0,12 mM im Falle
des Referenzstammes BY4742. Auch hier kommt es nicht zur Bildung signifikanter
Mengen von Pyruvat, a-Ketoglutarat und Orotat (siche Tabelle 13). Eine Glycerinbildung
wurde bei keinem der beiden Stimme, weder bei einem rein respirativen, noch bei respiro-
fermentativem Stoffwechsel festgestellt. Alle zentralen Parameter der Kultivierungen der
beiden Stimme sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Bei der durchgefiihrten Steigerung der spezifischen Wachstumsrate von 0,16 h™' auf
0,22 h™' bzw. der damit gesteigerten Substratzufuhr stofen die Zellen an die Grenzen ihrer
respiratorischen Kapazitit (Sonnleitner und Kappeli, 1986) und es findet ein Ubergang von
rein respirativem zum respiro-fermentativen Stoffwechsel statt (von Meyenburg, 1969).
Diese Umstellung des Stoffwechsels ist in beiden Stimmen zu beobachten. Unter beiden
physiologischen = Zustdnden  besitzt  der MAE1-Deletionsstamm  geringere
Kohlendioxidproduktions- und Sauerstoffaufnahmeraten als der Referenzstamm BY4742
(sieche Tabelle 13). Wie bereits im Schiittelkolben bei Wachstum auf Galactose zeichnet
sich der MAELl-Deletionsstamm durch eine verringerte Sauerstoffaufnahmerate aus,
sowohl bei respirativem, als auch bei respiro-fermentativem Stoffwechsel. Die verringerten
Sauerstoffauthahme- und Kohlendioxidproduktionsraten stellen, neben der gesteigerten
Ethanolproduktion des MAE1-Deletionsstammes bei respiro-fermentativem Stoffwechsel,
den entscheidenden Unterschied zwischen den beiden Stammen dar.

Da die Reoxidation von NADH bei respirativem Wachstum ausschlieBlich iiber die
Atmungskette erfolgt, ist aufgrund des geringeren Sauerstoffbedarfs davon auszugehen,

dass der MAE1-Deletionsstamm geringere Mengen an NADH produziert.
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Tabelle 13: Spezifische Raten (q) und Ausbeutekoeffizienten (Y) der Kultivierungen von S. cerevisiae
BY4742 (Referenz) und BY4742 maelA auf Glucose in kontinuierlicher Kultur. Gezeigt sind
Experimente bei den Verdiinnungsraten 0,16 h™ und 0,22 h™. Glc, Glucose; EtOH, Ethanol; AKG, a-
Ketoglutarat; CPR, spezifische CO,-Produktionsrate; OUR; spezifische Sauerstoffaufnahmerate; RQ,
respiratorischer Quotient; n. b., nicht bestimmbar.

Verdiinnungsrate [h™']

0,16 0,22

Referenz maelA Referenz maelA
dGie [mmol g h] 1,46 + 0,01 1,39+0,01 2,42 +0,01 2,40 +0,01
Yys [g mmol] 0,11+0,01 0,12 +0,01 0,09 + 0,00 0,09 + 0,00
Yrows [mol mol'l] n. b. n. b. 0,39 £ 0,02 0,54 £ 0,05
Y acetars [mol mol™] 0,01 0,00 n. b. 0,21 + 0,02 0,19 + 0,02
Yoyrvas  [mol mol™] 0,01 0,00 0,01 0,00 0,02 = 0,00 0,01 = 0,00
Y akgs [mol mol™] 0,01 £ 0,00 0,01 + 0,00 0,01 + 0,00 n.b.
Y orotas [mol mol™] 0,07 0,01 0,08 + 0,01 0,06 + 0,00 0,03 £ 0,00
dcon [mmol g’ h']  297+0,12 2,43+0,10 5,32+0,12 4,73 +0,21
qoz [mmol g" h™'] 3,01 +0,25 2,45+0,20 3,79 £ 0,23 3,20 + 0,20
CPR [mmol L"h']  3,56+0,14 2,92 £0,12 4,79 £0,11 4,35 +0,19
OUR [mmol L' h'] 3,61 +0,30 2,94 + 0,24 3,41 £0.21 2,94 +0,18
RQ [-] 1,0£0,1 1,0£0,1 1,4+0,1 1,5+£0,0
C-Bilanz  [%] 98 95 100 98

Dies kann zum einen eine Steigerung des Pentosephosphatwegs bedeuten, da hier
Kohlenstoff in Form von CO, durch die Decarboxylierung von 6-Phosphogluconat
abgespalten wird und somit weniger Kohlenstoff zum Wiedereintritt in die Glykolyse zur
Verfligung steht. Dies hat somit eine geringere NADH-Bildung in der Glykolyse und dem
Citratzyklus zur Folge. Bei respiro-fermentativem Stoffwechsel kann dieser Unterschied
zwischen den beiden Stimmen zusétzlich durch die gesteigerte Ethanolbildung des MAE1-
Deletionsstammes erklédrt werden, da hier mehr NADH {iber die Ethanolbildung reoxidiert
wird, als dies im Referenzstamm BY4742 der Fall ist. Ein weiterer Unterschied konnte
jedoch auch in der unterschiedlichen Aktivitit von Isoenzymen mit unterschiedlicher
Kofaktorspezifitit (NAD" bzw. NADP") begriindet sein. Dies gilt vor allem fiir die
Isocitrat-Dehydrogenase (Cupp und McAlister-Henn, 1991; Cupp und McAlister-Henn,
1992; Haselbeck und McAlister-Henn, 1991; Haselbeck und McAlister-Henn, 1993) und

die Acetaldehyd-Dehydrogenase (Navarro-Avino et al., 1999; Saint-Prix et al., 2004;
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Tessier et al., 1998; Wang et al., 1998), jedoch miisste das zusitzlich gebildete NADPH
iber eine gesteigerte Biomassebildung reoxidiert werden, da dies in S. cerevisiae die
einzige Moglichkeit der Reoxidation von NADPH darstellt. Da im Falle der MAE1-
Deletion jedoch keine gesteigerte Biomassebildung zu beobachten ist, ist davon nicht
auszugehen.

Zur Verifizierung der Analytik wurde eine Kohlenstoffbilanzierung durchgefiihrt, um
sicherzustellen, dass alle relevanten Produkte und Substrate quantifiziert wurden. Fiir beide
Stimme konnten die Kohlestoffbilanzen unter beiden metabolischen Zustinden
geschlossen werden (95 — 100 %, siche Tabelle 13). Neben dem Substrat Glucose wurden
auch die aufgrund der Auxotrophien zugesetzten Supplemente in die

Kohlenstoftbilanzierung mit einbezogen.

5.1.4 Einfluss der Kultivierungsbedingungen auf die in vitro

Enzymaktivitdten von S. cerevisiae BY4742 und BY4742 maelA

Um den Einfluss der verschiedenen metabolischen Zustinde des respirativen und des
respiro-fermentativen Stoffwechsels in kontinuierlicher Kultur bei Wachstum von
S. cerevisiae BY4742 und BY4742 maelA auf Glucose als Kohlenstoffquelle auf die
intrazelluldren Enzymniveaus zu bestimmen, wurden in vitro Aktivitdtsbestimmungen von
verschiedenen Schliisselenzymen des Zentralstoffwechsels durchgefiihrt. Bei Batch-
Kultivierungen der beiden Stimme auf Glucose und Galactose wurden ebenfalls die
intrazelluldren Enzymniveaus mittels in vitro Aktivititsbestimmungen ermittelt. Daneben
wurde die Kofaktorspezifitit der Isocitrat-Dehydrogenase, sowie der Acetaldehyd-
Dehydrogenase hinsichtlich NAD" bzw. NADP" geklirt. Aus dem Pentosephosphatweg
wurde das erste Enzym des oxydativen Teils, die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
vermessen. Weitere Dehydrogenasen, welche auch hinsichtlich ihrer Kofaktorspezifitit
(NAD" bzw. NADP") untersucht wurden, waren die Isocitrat-Dehydrogenase und die
Acetaldehyd-Dehydrogenase. Die Aktivititen der Glyoxylatzyklus-Enzyme Malat-
Synthase und Isocitrat-Lyase wurden ebenfalls quantifiziert. Rund um den Pyruvat-,
Oxalacetat-, PEP-Knotenpunkt wurden die Aktivititen der Enzyme PEP-Carboxykinase,
Malat-Enzym, Pyruvat-Decarboxylase und Pyruvat-Kinase bestimmt. Aus der oberen
Glykolyse bzw. Gluconeogenese wurden die beiden Enzyme Phosphofructokinase und

Fructose-1,6-bisphosphatase vermessen.
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5.1.4.1 Kofaktorspezifitat der Isocitrat-Dehydrogenase und der Acetaldehyd-

Dehydrogenase

Ein weiteres Augenmerk galt der Kofaktorspezifitit der Acetaldehyd-Dehydrogenase-
Isoenzyme, sowie der Isocitrat-Dehydrogenase-Isoenzyme hinsichtlich NAD" und NADP",
da fiir beide Enzyme mehrere codierende Gensequenzen zu finden sind, die fiir Isoenzyme
mit unterschiedlicher Lokalisation und Kofaktorspezifitit codieren. Insgesamt sind jeweils
fiinf Gene fiir die beiden Dehydrogenasen beschrieben, deren Kofaktorspezifitit sowie
zelluldres Kompartiment in den Tabelle 14 und Tabelle 15 zusammengefasst sind. Idhlp
und Idh2p sind mitochondriell lokalisierte NAD -abhingige Isocitrat-Dehydrogenasen, die
an der oxidativen Decarboxylierung von Isocitrat im Citratzyklus beteiligt sind (Cupp und
McAlister-Henn, 1991; Cupp und McAlister-Henn, 1992), Idplp ist eine NADP'-
abhingige Isocitrat-Dehydrogenase, die ebenfalls in der mitochondriellen Matrix
lokalisiert ist. Sie wird nicht fiir die Zellatmung bendétigt und dient vermutlich der
Bereitstellung von a-Ketoglutarat und NADPH fiir den Anabolismus der Zelle (Haselbeck
und McAlister-Henn, 1991; Haselbeck und McAlister-Henn, 1993). Die im Cytosol
lokalisierte NADP'-abhingige Isocitrat-Dehydrogenase Idp2p wird bei Wachstum auf
nicht-fermentierbaren Substraten bendtigt. Hier ist die Aktivitdt deutlich hoher als bei
Wachstum auf fermentierbaren Kohlenstoffquellen (Haselbeck und McAlister-Henn, 1993;
Loftus et al., 1994). Die NADP -abhingige Isocitrat-Dehydrogenase Idp3p ist peroxisomal
lokalisiert und ist fiir die B-Oxidation bei Wachstum auf ungesittigten Fettsduren essentiell
(Henke et al., 1998). Die Aldehyd-Dehydrogenasen Ald2p und Ald3p sind NAD'-
abhédngig und im Cytosol lokalisiert. Eine Induktion der beiden Gene Ald2 bzw. Ald3
erfolgt durch Ethanol; Glucose dagegen reprimiert die Expression der beiden Gene

(Navarro-Avino et al., 1999).

Tabelle 14: Kofaktorspezifitdt und Kompartimentierung der Isocitrat-Dehydrogenase-1soenzyme.

Enzym Kofaktor zelluldres Kompartiment
Idhlp NAD" Mitochondrium
Idh2p NAD" Mitochondrium
Idplp NADP" Mitochondrium
Idp2p NADP" Cytosol
Idp3p NADP" Peroxisom
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Tabelle 15: Kofaktorspezifitdt und Kompartimentierung der Aldehyd-Dehydrogenase-lsoenzyme.

Enzym Kofaktor zelluldres Kompartiment
Ald2p NAD" Cytosol

Ald3p NAD" Cytosol

Ald4p NAD"/NADP" Mitochondrium
Ald5p NADP" Mitochondrium
Ald6p NADP" Cytosol

Ald4p und Ald5p sind in der mitochondriellen Matrix lokalisiert. Ald4p akzeptiert sowohl
NAD" als auch NADP" als Kofaktor; die Expression wird durch Glucose reprimiert. AldSp
hingegen ist NADP -abhiingig und wird konstitutiv auf geringem Niveau exprimiert
(Saint-Prix et al., 2004; Tessier et al., 1998; Wang et al., 1998). Das Isoenzym Ald6p ist
cytosolisch lokalisiert, NADP-abhingig und konstitutiv exprimiert (Navarro-Avino et al.,
1999; Saint-Prix et al., 2004). Uber die verschiedenen Isoenzyme kann die Acetyl-CoA-
Synthese tliber den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex umgangen werden. Dieser Bypass ist
in Abbildung 3 dargestellt. Dabei wird Pyruvat im ersten Schritt durch die Pyruvat-
Decarboxylase zu Acetaldehyd umgesetzt, welches dann wiederrum im Cytosol oder der
mitochondriellen Matrix zu Acetat oxidiert wird. Die Synthese von Acetyl-CoA findet
dann wieder ausschlieBlich im Cytosol durch die Acetyl-CoA-Synthetasen Acslp und
Acs2p statt. AnschlieBend wird Acetyl-CoA in die Mitochondrien importiert und flieft dort
in den Citratzyklus (Boubekeur et al., 1999). Daneben wird anstelle von NADH pro mol
Pyruvat ein mol NADPH gebildet, was in den Anabolismus flieBt und nicht iiber die
Atmungskette reoxidiert werden muss. Insbesondere bei hohen spezifischen
Wachstumsraten bietet sich dieser Weg, aufgrund der begrenzten respiratorischen
Kapazitét von S. cerevisiae, an.

Die in vitro Enzymaktivitdtsbestimmungen, die im Folgenden beschriecben werden,
lieferten sowohl mit NAD" als auch mit NADP" als Kofaktor eine nachweisbare Isocitrat-
Dehydrogenase-Aktivitét (siche Abbildung 26). Unter allen untersuchten physiologischen
Bedingungen kam der Grofiteil der Gesamtaktivitit aller Isocitrat-Dehydrogenase-
Isoenzyme durch NADP "-abhingige Isoformen zustande.

Die Gesamtaktivititen in kontinuierlicher Kultur lagen mit 158 mU/mg (0,16 h™) bzw.
236 mU/mg (0,22 h™") beim Referenzstamm BY4742 signifikant hoher als beim MAE1-
Deletionsstamm. Dies gilt besonders fiir die hohere der beiden Verdiinnungsraten. Hier

betrugen die spezifischen Aktivititen 147 mU/mg (0,16 h™) bzw. 176 mU/mg (0,22 h™).
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Bei Wachstum auf Glucose im Schiittelkolben ist kein signifikanter Unterschied zwischen
den beiden Stimmen zu beobachten, wohingegen der Referenzstamm BY4742 bei
Wachstum auf Galactose im Schiittelkolben mit 202 mU/mg eine hohere Gesamtaktivitit
der Isocitrat-Dehydrogenase-Isoenzyme besitzt als der Deletionsstamm mit 176 mU/mg.
Unterschiede sind auch im relativen Anteil der NADP'- und NAD "-abhingigen Isoenzyme
an der Gesamtaktivitit zu beobachten. Beim Ubergang vom rein respirativen Stoffwechsel
des Referenzstammes BY4742 zum respiro-fermentativen Stoffwechsel nimmt der relative
Anteil der NAD -abhiingigen Isoform von 5,5 % auf 24 % zu. Beim gleichen Ubergang
des Stoffwechsels im Falle des MAE1-Deletionsstammes bleiben die Verhiltnisse nahezu
unverdndert und liegen bei etwa 10 %.

Tendenziell zeigt sich also eine hohere Gesamtaktivitit der Isocitrat-Dehydrogenase im
Referenzstamm, mit Ausnahme der Schiittelkolbenkultivierung auf Glucose. Dies kann auf
eine verringerte Citratzyklus-Aktivitit im Falle der MAE1-Deletion hinweisen.

Eine Aktivitit der Acetaldehyd-Dehydrogenase konnte dabei nur mit NADP" als Kofaktor
detektiert werden (siche Abbildung 26). Dies war unter allen Kultivierungsbedingungen
der Fall. Der Referenzstamm BY4742 zeigt in kontinuierlicher Kultur bei beiden
Verdiinnungsraten eine hohere spezifische Aktivitit der Acetaldehyd-Dehydrogenase als

der MAE1-Deletionsstamm.
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Abbildung 26: In vitro Aktivitdtsbestimmungen der Isocitrat-Dehydrogenase (A, C) und der
Acetaldehyd-Dehydrogenase (B, D) in Rohzellextrakten der Stdmme S. cerevisiae BY4742 (Referenz)
und BY4742 maelA (maelA). Gezeigt sind spezifische Enzymaktivitaten (mU/mg), unter verschiedenen
physiologischen Bedingungen. A und B kontinuierliche Kultur bei den Verdiinnungsraten 0,16 h™ und
0,22 h™* mit Glucose als Kohlenstoffquelle, C und D im Schiittelkolben mit Glucose und Galactose als
Kohlenstoffquelle.

Des Weiteren ist die spezifische Aktivitdt bei der hoheren Verdiinnungsrate in beiden
Stammen niedriger. Dieselbe Tendenz zeigt sich auch in den Schiittelkolbenkultivierungen;
auch hier ist die spezifische Aktivitit der Acetaldehyd-Dehydrogenase im Referenzstamm

BY4742 auf beiden Kohlenstoffquellen hoher als beim MAE1-Deletionsstamm.
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5.1.4.2 Auswirkungen verschiedener physiologischer und metabolischer Zustande

auf intrazellulare Enzymniveaus

Unter verschiedenen physiologischen Bedingungen wurden die spezifischen Aktivititen
zentraler Enzyme im Stoffwechsel von S. cerevisiae bestimmt. Samtliche Aktivitdten sind
in Tabelle 16 zusammengefasst. Der Einfluss der verschiedenen physiologischen
Bedingungen auf die Isocitrat-Dehydrogenase und die Acetaldehyd-Dehydrogenase
wurden bereits in Kapitel 5.1.4.1 diskutiert.

Obere Glykolyse und Pentosephosphatweg

Die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, das erste Enzym des oxidativen Teils des
Pentosephosphatwegs, zeigt bei rein respirativem Stoffwechsel die geringste spezifische
Aktivitdt. Diese betrdgt im Referenzstamm BY4742 64 mU/mg und in der MAE1-
Deletionsmutante 47 mU/mg. Mit der Steigerung der spezifischen Wachstumsrate auf
0,22 h™! in kontinuierlicher Kultur steigerte sich die spezifische Enzymaktivitit unter nun
respiro-fermentativem Stoffwechsel auf 80 mU/mg (Referenzstamm BY4742) bzw. 53
mU/mg (MAE1l-Deletionsmutante). Die spezifische Aktivitdt der Phosphofructokinase,
dem ersten irreversiblen Enzym der Glykolyse, betrug bei rein respirativem Stoffwechsel
im Referenzstamm BY4742 36 mU/mg sowie 60 mU/mg in der MAE1-Deletionsmutante.
Auch hier fiihrte die Steigerung der spezifischen Wachstumsrate auf 0,22 h' in
kontinuierlicher Kultur, wie bereits zuvor fiir die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
beobachtet, zu einer erhohten spezifischen Aktivitit der Phosphofructokinase. Diese betrug
im Referenzstamm 70 mU/mg und verdoppelte sich somit im Vergleich zum rein
respirativen Stoffwechsel. In der MAE1-Deletionsmutante betrug die spezifische Aktivitét

100 mU/mg, was entsprechend einem 60 %-igem Anstieg entspricht.

95



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 16: Spezifische Aktivitaten zentraler Enzyme aus S. cerevisiae BY4742 (Referenz) und BY4742
maelA. Gezeigt sind Daten aus kontinuierlicher Kultur (D=p) auf Glucose bei den Verdinnungsraten
0,16 h™* und 0,22 h, sowie Daten aus Schittelkolbenkulturen (SK) auf Glucose und Galactose als
Kohlenstoffquelle. n. b., Aktivitét nicht bestimmbar, da unterhalb der Nachweisgrenze. Eine Aktivitat

von < 0,2 mU/mg konnte nicht mehr detektiert werden.

spez. Aktivitidt [mU/mg]

BY4742 (Referenz) BY4742 maelA

D=y [h'] SK p [h] D=y [h] SK p [h']

Enzym 0,16 | 0,22 Gle Gal 0,16 | 0,22 Gle Gal
0,29 | 0,18 0,29 | 0,16

Glucose-6-phosphat-DH 64 80 53 66 47 53 58 79
Phosphofructokinase 36 70 837 1278 60 100 758 925
Pyruvat-Kinase 3693 3547 9833 4422 | 4010 3995 7196 4029
Pyruvat-Decarboxylase 320 363 633 400 435 183 730 462

Acetaldehyd-DH (NADP") 221 166 216 127 80 52 153 113
Acetaldehyd-DH (NAD") nb. nb. nb nb [ nb nb nb nb.

Malat-Enzym 4.9 8,3 1,1 1,8 nb. nb nb nb
Isocitrat-DH (NADP") 149 180 147 178 115 132 148 154
Isocitrat-DH (NAD") 8,6 56 16 24 31 33 22 21
Fructose-1,6-bisphosphatase 12 12 1,1 3,0 5,6 6,0 1,2 2.8
PEP-Carboxykinase 27 20 78 70 23 19 76 87
Isocitrat-Lyase nb. nb. nb nb | nb nb nb nb
Malat-Synthase nb. nb. nb nb | nb nb nb nb

Der Anstieg der spezifischen Aktivitdt der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase war in
beiden Stdmmen deutlich geringer (sieche Tabelle 16). Auf der Grundlage der
intrazelluldiren Enzymmengen ist also davon auszugehen, dass die relative Aktivitdt des
Pentosephosphatwegs, zur Glykolyse gesehen, mit zunehmender spezifischer
Wachstumsrate abnimmt, was bereits gezeigt wurde (Frick und Wittmann, 2005). Es ist
jedoch anzumerken, dass die tatsdchlichen in vivo Aktivititen - die metabolischen Fliisse -
nicht zwangsldufig den spezifischen Enzymaktivititen entsprechen. Da die Aktivitét dieser
Wege nicht nur auf der Translationsebene reguliert wird, kann dies nur als Anhaltspunkt
gesehen werden und es bedarf somit einer weiteren Abklarung dieses Sachverhaltes (sieche

Kapitel 5.2.2).
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Die Kultivierung beider Stimme bei der maximalen spezifischen Wachstumsrate im
Schiittelkolben mit Glucose und Galactose als Kohlenstoffquelle lieferte deutlich hohere
spezifische Aktivititen der Phosphofructokinase. Im Falle des Referenzstammes lagen
diese bei Wachstum auf Glucose bei 837 mU/mg, bei Wachstum auf Galactose bei
1278 mU/mg. Der MAE1-Deletionsstamm besall auf beiden Kohlenstoffquellen geringere
spezifische Aktivititen, 758 mU/mg (Glc) und 925 mU/mg (Gal). Die spezifische Aktivitét
der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase ist im Falle der MAE1-Deletion auf beiden
Kohlestoffquellen hoher als dies im Referenzstamm BY4742 der Fall ist. In der MAE1-
Deletionsmutante betrdgt sie 58 mU/mg (Glucose) bzw. 79 mU/mg (Galactose)
wohingegen im Referenzstamm spezifische Aktivititen von 53 mU/mg (Glucose) bzw.
66 mU/mg (Galactose) ermittelt wurden. Die Aktivititen liegen somit im Rahmen der in
kontinuierlicher Kultur bestimmen spezifischen Aktivititen der Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase. Anhand der bestimmten spezifischen Enzymaktivititen bei fermentativem
Wachstum im Schiittelkolben wird deutlich, dass der Hauptfluss des Kohlenstoffes iiber
die Glykolyse lduft. Auch hier wiederum gilt die Einschrinkung, dass die spezifischen

Enzymaktivitidten nicht zwangslaufig den tatsachlichen in vivo Fluss widerspiegeln.

Gluconeogenese und Glyoxylatzyklus

Als charakteristisches Enzym der Gluconeogenese wurde die spezifische Aktivitdt der
Fructose-1,6-bisphosphatase bestimmt. Die spezifische Aktivitit lag bei respirativem und
respiro-fermentativem Stoffwechsel im Falle des Referenzstammes BY4742 mit
12 mU/mg hoher als mit 6 mU/mg im MAE1-Deletionsstamm unter den entsprechenden
physiologischen Bedingungen. Der Glucose-Uberschuss in der Batch-Kultur reprimierte
die Synthese der Fructose-1,6-bisphosphatase nahezu vollstindig. Galactose reprimierte
die Synthese der Fructose-1,6-bisphosphatase ebenfalls deutlich stirker als dies in
kontinuierlicher Kultur der Fall war. Die bestimmten spezifischen Aktivititen lagen
jedoch, im Vergleich zu Batch-Wachstum auf Glucose, um den Faktor 2-3 héher.

Bei keinem der beiden Stimme wurden unter den untersuchten Wachstumsbedingungen
Aktivititen der beiden Glyoxylatzyklus-Enzyme Isocitrat-Lyase und Malat-Synthase
beobachtet. Die beiden Enzyme werden bei respirativem, respiro-fermentativem und
fermentativem Stoffwechsel auf Glucose vollstindig reprimiert. Dasselbe gilt fiir das

Wachstum auf Galactose im Schiittelkolben.
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Pyruvatknotenpunkt

Die untersuchten Enzyme PEP-Carboxykinase, Pyruvat-Kinase, Pyruvat-Decarboxylase
und das Malat-Enzym, rund um den zentralen Metaboliten Pyruvat sind in

Abbildung 27 dargestellt. Die spezifischen Aktivitidten der Pyruvat-Kinase waren mit 3693
mU/mg bzw. 3547 mU/mg im Referenzstamm BY4742 bei beiden Verdiinnungsraten
vergleichbar. Dasselbe gilt fiir die entsprechende spezifische Aktivitit im MAEL-
Deletionsstamm. Hier lagen die spezifischen Aktivititen der Pyruvat-Kinase mit ca. 4000
mU/mg bei den beiden untersuchten Verdiinnungsraten leicht hoher als im Falle des
Referenzstammes. Bei der maximalen spezifischen Wachstumsrate im Schiittelkolben mit
Glucose als Kohlenstoffquelle lagen die spezifischen Aktivititen der Pyruvat-Kinase im
Falle des Referenzstammes bei 9833 mU/mg und im Falle der MAE1-Deletionsmutante bei
7196 mU/mg. Bei Wachstum auf Galactose im Schiittelkolben zeigten sich deutlich
geringere spezifische Aktivititen des Enzyms. Diese lagen im Referenzstamm bei 4422

mU/mg und in der MAE1-Deletionsmutante bei 4029 mU/mg.

PEP-Carboxykinase
Pyruvat-Kinase

Pyruvat-Decarboxylase

Oxalacetat Pyruvatcy _) Acetaldehyd

/

/ Pyruvat,;

Cytosol /
/ Malat-Enzym

L Malat

Abbildung 27: Untersuchte Enzyme rund um den Pyruvatknotenpunkt.

Mitochondrium
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Die spezifische Aktivitit der Pyruvat-Decarboxylase war bei Wachstum im Schiittelkolben
auf Glucose, im Falle der Deletion des MAE1-Gens, mit 730 mU/mg am hochsten. Der
Referenzstamm besal3 in Batch-Kultur auf Glucose eine 15 % niedrigere spezifische
Aktivitdit von 633 mU/mg. Wihrend des respirativeren Metabolismus bei Wachstum auf
Galactose im Schiittelkolben ist die spezifische Aktivitit der Pyruvat-Decarboxylase in
beiden Stimmen geringer als bei fermentativem Stoffwechsel auf Glucose. Dabei liegt die
Aktivitdit des MAE1-Deletionsstamms mit 462 mU/mg, wie bereits bei Wachstum auf
Glucose, hoher als die des Referenzstammes BY4742 mit 400 mU/mg. Dies zeigt sich
auch in den geringeren Ethanolausbeuten beider Stimme bei Wachstum auf Galactose
(sieche Tabelle 12). Da aufgrund des hoheren Sauerstoffbedarfes der beiden Stdmme bei
Wachstum auf Galactose ebenfalls von einer erhdhten Aktivitit des Citratzyklus
auszugehen ist, konnen diese spezifischen Aktivititen als Indiz flir einen geringeren
Kohlenstofffluss durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass (siche Abbildung 3) bei
respirativerem Wachstum auf Galactose angesehen werden.

Bei einem rein respirativen bzw. respiro-fermentativen Stoffwechsel in kontinuierlicher
Kultur ist die Aktivitdt der Pyruvat-Decarboxylase im Vergleich zum fermentativen
Wachstum auf Glucose deutlich geringer (siche Tabelle 16). Auch hier kann demnach von
einem verringerten Fluss durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass ausgegangen werden
und somit von einem verstirkten Eintritt von Pyruvat iiber den Pyruvat-Dehydrogenase-
Komplex in den Citratzyklus.

Unter allen Bedingungen wurde eine Aktivitit der PEP-Carboxykinase nachgewiesen.
Sowohl in kontinuierlicher Kultur, als auch bei Wachstum im Schiittelkolben wiesen beide
Stimme vergleichbare spezifische Aktivititen dieses Enzyms auf. In Batch-Kultur im
Schiittelkolben waren die spezifischen Aktivititen, im Vergleich zu den kontinuierlichen
Kulturen, auf beiden Kohlenstoffquelle um den Faktor vier erhoht. Eine komplette
Reprimierung der zentralen gluconeogenen Enzyme Fructose-1,6-bisphosphatase bzw.
PEP-Carboxykinase durch Glucose und Galactose wurde nicht beobachtet. Durch die
parallele Expression gluconeogener sowie glykolytischer Enzyme entstehen die
Moglichkeiten von sogenannten ,futile cycles”, die mit einer Nettohydrolyse von ATP
einhergehen. Zum einen sei hier der Zyklus der Fructose-1,6-bisphosphatase und der
Phosphofructokinase genannt, zum anderen der Zyklus bestehend aus Pyruvat-Kinase,
Pyruvat-Carboxylase und PEP-Carboxykinase. Letzterer scheint auf der Grundlage der

gemessenen spezifischen Enzymaktivitdten der entscheidendere zu sein. Das mogliche
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Vorhandensein dieser ,futile cycles” konnte auch einer der Griinde fiir die geringere
spezifische Wachstumsrate des Stammes BY4742 und seiner entsprechenden
Abkommlinge sein, da der Stamm S. cerevisiae ATCC32167, in dessen Zellextrakten keine
Aktivitit der beiden Enzyme nachgewiesen werden konnte, mit einer spezifischen
Wachstumsrate von p = 0,44 h' deutlich schneller wichst, da kein ATP iiber die
entsprechenden Kreisldufe hydrolysiert wird und somit mehr fiir den Aufbau der Biomasse
zur Verfiigung steht.

Eine Aktivitdit des Malat-Enzyms konnte wie erwartet nur in den Zellextrakten des
Referenzstammes ermittelt werden. Dabei war die spezifische Aktivitdt mit 4,9 mU/mg bei
rein respirativem Stoffwechsel und 8,3 mU/mg bei respiro-fermentativem Metabolismus
hoher als bei der Kultivierung des Referenzstammes BY4742 im Schiittelkolben mit
1,1 mU/mg (Glucose) bzw. 1,8 mU/mg (Galactose).

5.1.5 Einfluss verschiedener Wachstumszustande auf intrazellulare
Kofaktorkonzentrationen und deren Verhaltnisse

Intrazellulire Konzentrationen von NAD'", NADH, NADP" sowie NADPH, sowie die
entsprechenden anabolen und katabolen Verhéltnisse der oxidierten und reduzierten
Spezies wurden unter allen untersuchten physiologischen und metabolischen Zustinden
bestimmt. Wéahrend des Wachstums auf Glucose in kontinuierlicher Kultur weist der
Referenzstamm S. cerevisiae BY4742, im Vergleich zum MAEL-Deletionsstamm sowohl
bei respirativem (0,16 h™') als auch bei respiro-fermentativem (0,22 h™') Wachstum leicht
hohere Konzentrationen der Pyridin Nukleotide NAD" und NADH auf (siehe Tabelle 17).
Die katabolen Verhiltnisse der oxidierten und reduzierten Spezies (NAD/NADH) sind bei
beiden Stimmen sowohl bei respirativem als auch bei respiro-fermentativem Stoffwechsel
nahezu identisch (siche Abbildung 28). Sie liegen im Bereich von 0,89 bis 0,96,
unterscheiden sich jedoch nicht signifikant voneinander. Die genauen Werte der
entsprechenden Verhiltnisse sind dem Anhang zu entnehmen. Das Wachstum der beiden
Stimme unter Glucose-Repression im Schiittelkolben zeichnet sich ebenfalls durch
vergleichbare katabole Verhiltnisse aus, wie dies zuvor fiir die kontinuierliche
Kultivierung der beiden Stimme beschrieben wurde. Allerdings sind die Konzentrationen
im Falle der MAE1-Deletion hoher, als dies im Referenzstamm BY4742 der Fall ist (siche

Tabelle 17).
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Tabelle 17: Intrazellulare Konzentration der Kofaktoren NAD*, NADH, NADP* und NADPH in
pmol/g BTM. Gezeigt sind entsprechende Konzentration in den beiden Stdmmen S. cerevisiae BY4742
(Referenz) und BY4742 maelA in kontinuierlicher Kultur bei den Verdinnungsraten 0,16 h™ und
0,22 h™, sowie in Schittelkultur auf Glucose (Glc) bzw. Galactose (Gal). Angegebene Fehler
entsprechen den Standardabweichungen aus 3-fach Bestimmungen (kontinuierliche Kultur) bzw.
4-fach Bestimmungen (Schuttelkolben). n. b. — nicht bestimmbar, da unterhalb der Nachweisgrenze

von 1 pmol im Ansatz.

Kofaktorkonzentration [umol/g BTM]
NAD" NADH NADP" NADPH
BY4742 0,16 h" 2,07 0,01 2,26 £ 0,02 0,27 0,01 0,48 £ 0,02
Referenz 0,22 h'! 1,63 + 0,08 1,84 + 0,02 0,29 + 0,03 0,60 + 0,02
(

SK Glc 1,20 + 0,02 1,28 + 0,09 0,03 + 0,00 0,14 + 0,00

SK Gal 3,52 £0,04 2,81 +£0,20 0,03 £ 0,01 0,27 £0,05

maelA 0,16’ 1,88 +0,07 2,01 +0,04 0,31 +0,02 0,44 + 0,03
0,22 h! 1,36 + 0,01 1,41 +0,02 0,26 + 0,02 0,48 +0,03

SK Gle 1,73 £0,06 1,69 £0,13 0,02 £ 0,00 0,10 £ 0,01

SK Gal 1,47 £0,09 0,52 £ 0,06 n. b. 0,06 £ 0,03

Waren die Konzentration der reduzierten und oxidierten Spezies bei Wachstum auf
Glucose unter allen Bedingungen in beiden Stdmmen nahezu identisch, so zeichnet sich
das Wachstum auf Galactose im Schiittelkolben durch eine deutlich héhere Konzentration
der oxidierten Spezies gegeniiber der reduzierten aus. Die katabolen Verhéltnisse sind hier
mit 1,25 im Falle des Referenzstammes BY4742 und 2,83 im Falle der MAE1-Deletion
deutlich hoher, als unter den bereits diskutierten physiologischen Zustinden auf Glucose.
(sieche Abbildung 28). Dieses erhohte katabole Verhéltnis bei Wachstum auf Galactose
kann auf eine erhohte Aktivitdt des Citratzyklus im Vergleich zu Glucose hindeuten,
welche bereits durch den erhohten Sauerstoffbedarf beider Stimme bei Wachstum auf
Galactose vermutet wurde (Moreira dos Santos et al., 2004; Zubay, 1998).

Die anabolen Verhiltnisse der oxidierten und reduzierten Spezies (NADP'/NADPH)
wiesen deutlich grofere Unterschiede zwischen den einzelnen Stdmmen und
physiologischen Zustinden auf. Tendenziell ist zu erkennen, dass das anabole Verhéltnis
bei Wachstum auf Glucose mit zunehmender spezifischer Wachstumsrate abnimmt. Dies

gilt fiir beide Stimme gleichermalen (siehe Abbildung 28).
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Abbildung 28: Katabole (A) und anabole (B) Verhaltnisse von NAD*/NADH (A) und NADP*/NADPH
(B). Gezeigt sind die entsprechenden Verhaltnisse bei Kultivierung der beiden Stdmme S. cerevisiae
BY4742 und BY4742 maelA in kontinuierlicher Kultur mit Glucose als Kohlenstoffquelle bei den
Verdiinnungsraten 0,16 h™ und 0,22 h™, sowie in Batch-Kulturen der beiden Stamme mit Glucose oder

Galactose als Kohlenstoffquelle. n. b. — nicht bestimmbar, da unterhalb der Nachweisgrenze von 1
pmol im Ansatz.

In kontinuierlicher Kultur sind die anabolen Verhéltnisse sowohl bei respirativem (0,16 h®
1, als auch bei respiro-fermentativem Stoffwechsel (0,22 h™"), im Falle der MAE1-Deletion
erhoht. Der hochste Wert vom 0,7 wird in der MAEI1-Deletionsmutante bei rein
respirativem Wachstum erreicht. Im Referenzstamm dagegen betrigt das Verhiltnis
lediglich 0,58. Auch bei respiro-fermentativem Stoffwechsel in kontinuierlicher Kultur ist
das anabole Verhiltnis des Referenzstammes mit 0,48 tendenziell niedriger als das des
MAE1-Deletionsstammes mit 0,54. Die anabolen Verhiltnisse in Batch-Kultur mit Glucose
als Kohlenstoffquelle waren bei beiden Stimmen vergleichbar. Das Verhiltnis von NADP”
und NADPH beeinflusst die Aktivitdt der beiden ersten Enzyme des oxidativen Teils des
Pentosephosphatwegs. Ein erhdhtes anaboles Verhiltnis von NADP™ zu NADPH aktiviert

die beiden Enzyme, um einen Mangel an NADPH zur Biosynthese vorzubeugen.
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5.2 Quantitative Analyse metabolischer Netzwerke

Zunéchst wird die Topologie des metabolischen Netzwerkes von S. cerevisiae diskutiert,
bevor niher auf die C metabolische Flussanalyse, sowie die Elementarmodenanalyse

eingegangen wird.

5.2.1 Topologie des metabolischen Netzwerkes von S. cerevisiae

Das Netzwerk des zentralen Kohlenstoffstoffwechsels, welches fiir die 3C metabolische
Flussanalyse verwendet wurde, wird im Folgenden genauer beschrieben. Es beinhaltet die
Glykolyse, Pentosephosphatweg, Citratzyklus, anaplerotische Reaktionen, sowie den
fermentativen Stoffwechselweg zur Ethanol- und Acetatbildung. Dariiber hinaus ist auch
die Bildung von Makromolekiilen zur Biomassebildung ebenfalls in dem Modell durch die
Biosynthese von Proteinen, Nukleinsduren, Lipiden und Speicherkohlenhydraten

beriicksichtigt.
Glykolyse

Der erste Schritt der Glykolyse, der durch das Enzym Glucose-6-phosphat-Isomerase
katalysiert wird, wurde als reversibel angenommen. Alle weiteren Schritte der Glykolyse
wurden bei Wachstum auf Glucose und Galactose als irreversible Reaktionen festgelegt.
Anabole Fliisse gehen von den Metaboliten Glucose-6-phosphat (Kohlenhydrat-,
Lipidsynthese),  Glycerinaldehyd-3-phosphat  (Lipidsynthese),  3-Phosphoglycerat
(Nukleotid-, Protein-, Lipidsynthese), Phosphoenolpyruvat (Proteinsynthese) und

cytosolisches Pyruvat (Proteinsynthese) aus.
Pentosephosphatweg

Im Pentosephosphatweg wurden vier Reaktionen beriicksichtigt. Der oxidative irreversible
Teil wird durch die Aktivitit der Glucose-6-phosphtat-Dehydrogenase in einem Schritt
zusammengefasst. Transaldolase und Transketolase charakterisieren den reversiblen Teil

des Pentosephosphatwegs und wurden daher in dem aufgestellten Modell als reversibel
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betrachtet. Die Zuckerphosphate Ribose-5-phosphat, Xylose-5-phosphat und Ribulose-5-
phosphat kdnnen aufgrund gleichbleibender Markierungsmuster als ein Metabolit, Pentose-
5-phosphat, angesehen werden. Anabole Fliisse gehen von Pentose-5-phosphat (Protein-,
Purinsynthese) und Erythrose-4-phosphat (Proteinsynthese) aus. Die Deletion des HIS3

Gens wurde im anabolen Fluss ausgehend von Pentose-5-phosphat beriicksichtigt.

Citratzyklus

Der Citratzyklus lauft vollstandig in der mitochondriellen Matrix ab. Im Modell sind die
Reaktionen der Enzyme Citrat-Synthase, Isocitrat-Dehydrogenase und Fumarat-Hydratase,
sowie die zusammengefassten Reaktionen des a-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplexes
und der Succinyl-CoA-Ligase realisiert. Fiir die Metabolite Citrat und Isocitrat, sowie
Fumarat und Succinat wurden die Pools aufgrund identischer Markierungsmuster
zusammengefasst. Gleiches gilt fiir Oxalacetat und Malat. Die Symmetrie des Succinats
wurde dahingehend beriicksichtigt, dass beide Orientierungen bei der Umsetzung zu
Fumarat mit gleicher Wahrscheinlichkeit auftreten. Anabole Fliisse gehen von
mitochondriellem Pyruvat (Proteinsynthese) und a-Ketoglutarat (Proteinsynthese) aus.

Das Enzym Citrat-Synthase ist sowohl mitochondriell Citlp (Suissa et al., 1984) und Cit3p
(Jia et al., 1997) als auch peroxisomal, Cit2p, vorhanden. Die peroxisomale Isoform des
Enzyms ist am Glyoxylatzyklus beteiligt (Lewin et al., 1990), welcher jedoch unter dem
vorherrschenden aeroben Wachstum auf fermentierbaren C-Quellen nicht aktiv ist. Die
Aconitase ist nur in der mitochondriellen Matrix zu finden Acolp (Gangloff et al., 1990).
Die NAD -abhiingige Isocitrat-Dehydrogenase Idhlp/Idh2p ist im Mitochondrium
lokalisiert (Cupp und McAlister-Henn, 1991; Cupp und McAlister-Henn, 1992). Des
Weiteren gibt es 3 NADP -abhingige Isocitrat-Dehydrogenasen, von denen eine, Idplp,
mitochondriell (Haselbeck und McAlister-Henn, 1991) lokalisiert ist. Idp2p (Loftus et al.,
1994) ist eine cytosolische Isocitrat-Dehydrogenase, deren Aktivitit bzw. Expression
durch Wachstum auf nicht fermentierbaren C-Quellen gesteigert wird und bei Wachstum
auf Glucose reduziert wird. Idp3p (Henke et al., 1998) ist eine peroxisomal lokalisierte
Isocitrat-Dehydrogenase, die an der B-Oxidation ungesittigter Fettsduren beteiligt ist. Es
kann also davon ausgegangen werden, dass die Oxidation von Isocitrat zu a-Ketoglutarat

in den Mitochondrien im Rahmen des Citratzyklus ablduft.
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Der NAD -abhingige o-Ketoglutarat-Dehydrogenase-Komplex (Kgd1p/Kgd2p) ist ebenso
wie der Succinyl-CoA-Ligase-Komplex Lsclp/Lsc2p (Przybyla-Zawislak et al., 1998) und
die FAD-abhéngige Succinat-Dehydrogenase Sdh1-4p (Oyedotun und Lemire, 2004) in der
mitochondriellen Matrix lokalisiert.

Die Fumarase Fumlp ist sowohl mitochondriell als auch cytosolisch (Wu und Tzagoloff,
1987) zu finden. Eine NAD -abhiingige Malat-Dehydrogenase Mdhlp ist mitochondriell
lokalisiert (McAlister-Henn und Thompson, 1987) und am Citratzyklus beteiligt. Eine
weitere NAD -abhiingige Malat-Dehydrogenase Mdh2p ist im Cytosol zu finden und ist an
der Gluconeogenese bei Wachstum auf Ethanol oder Acetat beteiligt (Gibson und
McAlister-Henn, 2003; Minard und McAlister-Henn, 1991). Die dritte NAD -abhingige
Malat-Dehydrogenase Mdh3p ist peroxisomal lokalisiert und wird fiir die Aktivitit des
Glyoxylatzyklus bendtigt (Steffan und McAlister-Henn, 1992). Da die beiden Malat-
Dehydrogenasen bei den hier vorherrschenden Wachstumsbedingungen nicht bendtigt
werden, kann davon ausgegangen werden, dass die Umwandlung von Malat zu Oxalacetat
ausschlieflich in den Mitochondrien im Rahmen des Citratzyklus stattfindet.

Das Malat-Enzym ist ebenfalls in den Mitochondrien lokalisiert und katalysiert die
oxidative Decarboxylierung von Malat zu Pyruvat unter der Regeneration von NADPH aus

NADP" (Boles et al., 1998).

Interkompartimenteller Transport

Das in dieser Arbeit verwendete Modell beinhaltet Transportreaktionen zwischen Cytosol
und mitochondrieller Matrix fiir Pyruvat, Oxalacetat sowie Acetyl-CoA. Im Falle des
Pyruvats und Acetyl-CoAs wurde ein Import in die mitochondrielle Matrix angenommen,
wohingegen der Transport von Oxalacetat bidirektional stattfand.

Bei Wachstum auf Ethanol oder Acetat wird iiber den Glyoxylatzyklus Succinat aus
Isocitrat gebildet. Da die Succinat-Dehydrogenase des Citratzyklus mitochondriell
lokalisiert ist, wird das im Glyoxylatzyklus gebildete Succinat mittels des Succinat-
Fumarat-Carriers (SFC1) in die Mitochondrien transportiert. Das aus den Mitochondrien
exportierte Fumarat flieBt bei Wachstum auf nicht fermentierbaren C-Quellen in die
Gluconeogenese (Palmieri et al., 1997). Da der Transporter mit den Enzymen des
Glyoxylatzyklus (Isocitrat-Lyase, Malat-Synthetase), die unter allen physiologischen

Zustinden keine nachweisbare Aktivitit besaBen (sieche Tabelle 16), ko-reguliert wird
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(Redruello et al., 1999), wird bei Wachstum auf Glucose bzw. Galactose auf die
Einbindung dieses Transporters in das Stoffwechselmodell verzichtet.

Die Hauptaufgabe des Dicarboxylat-Carriers ist der Transport von Dicarboxylaten in die
mitochondrielle Matrix. Dies geschieht im Austausch mit mitochondriellem Phosphat, das
iiber den Phosphattransporter regeneriert wird. Der Export von Malat aus den
Mitochondrien in das Cytosol im Rahmen der Gluconeogenese wird vermutlich nicht
durch diesen Transporter katalysiert (Palmieri et al., 1999b).

Die physiologische Funktion des Oxalacetat-Carriers ist die Aufnahme von Oxalacetat aus
dem Cytosol in die Mitochondrien im Austausch mit Sulfat, da die Pyruvat-Carboxylase
im Cytosol lokalisiert ist (Palmieri et al., 1999a).

Die beiden Isoformen Odclp und Odc2p exportieren 2-Oxoadipat aus den Mitochondrien
in das Zytoplasma zur Biosynthese von Lysin (Palmieri et al., 2001); den Part des
Countersubstrats konnen a-Ketoglutarat, Malat, Citrat oder Succinat iibernechmen. Unter
respiratorischen Wachstumsbedingungen ist Odclp die vorherrschende Isoform, bei
Wachstum auf Glucose bzw. Galactose ist die Isoform Odc2p vorherrschend. Dagegen
beschreiben Forster et al. (2003), dass die beiden Isoformen des Dicarboxylat-Carriers fiir
den Transport von a-Ketoglutarat und Oxaloglutarat verantwortlich sind, der bidirektional
stattfinden kann, wobei jeweils einer der Transportpartner aus dem Cytosol bzw. dem
Mitochondrium stammt.

Agp2 katalysiert den Transport von Acetyl-CoA in die mitochondrielle Matrix (van
Roermund et al., 1999). Dies geschieht in Form von Acetyl-Carnitin-Estern; die Acetyl-
Gruppen werden in der mitochondriellen Matrix wieder auf HS-CoA {ibertragen.

Des weiteren wurde ein Pyruvat-Carrier beschrieben, der den Import von Pyruvat aus dem
Cytosol in die mitochondrielle Matrix katalysiert (Hildyard und Halestrap, 2003; Sugden
und Holness, 2003).

Export von Metaboliten

Es wurden Exportsysteme fiir alle im Kulturmedium detektierten Metabolite in das Modell

aufgenommen. Dies sind Acetat, Glycerin, Ethanol, Pyruvat, Orotat und a-Ketoglutarat.
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Aminosaurebiosynthese

Die Aminosduresynthese findet sowohl im Cytosol, als auch in den Mitochondrien statt. Im
Cytosol bzw. aus cytosolischen Vorldufermolekiilen werden die Aminoséuren Tryptophan,
Tyrosin, Histidin, Phenylalanin, Serin, Cystein, Glycin, Threonin, Methionin, Arginin und
Prolin gebildet. Valin und Glutamat/Glutamin werden in den Mitochondrien bzw. aus
mitochondriellen Vorldufermolekiilen synthetisiert. Fiir die Synthese von Alanin und
Aspartat/Asparagin gibt es sowohl cytosolische, als auch mitochondrielle Enzyme,
ausgehend von Pyruvat bzw. Oxalacetat. Isoleucin, Lysin und Leucin werden sowohl aus
mitochondriellen, als auch aus cytosolischen Vorldufermolekiilen synthetisiert. Der relative
Bedarf an Vorldufermolekiilen zur Synthese der einzelnen Aminoséuren ist in Tabelle 18
eingeschlossen. In Tabelle 18 ist das Carbamoylphosphat, welches zur Synthese von
Arginin bendtigt wird, nicht beriicksichtigt. Fiir die beiden Aminosiduren Alanin und
Aspartat, die sowohl im Cytosol als auch in der mitochondriellen Matrix synthetisiert
werden konnen, wurde ein gemeinsamer Pool in das Modell integriert, von dem der
anabole Fluss ausgeht. Die gemessenen Markierungen wurden ebenfalls an den gemischten
Pool angepasst, da a priori keine Aussage iiber die Aktivitit der cytosolisch bzw.
mitochondriell lokalisierten Enzyme getroffen werden kann.

Tabelle 18: Relativer Bedarf an Vorlaufermolekiilen (mol Vorlaufermolekil / mol Aminosaure) der

zur Proteinbiosynthese bendétigten Aminosauren modifiziert nach Stephanopoulos et al. (1998).

Aminosédure Vorldaufermolekiil ATP NADH NADPH 1-C NH; S
L-Ala 1 PYRgy, 0od. 1 PYRy; 0 0 -1 0 -1 0
L-Arg 1 a-KG -7 1 -4 0 -4 0
L-Asn 1 OAA.: od. 1 OAA,,;: -3 0 -1 0 -2 0
L-Asp 1 OAA ;. od. 1 OAA . 0 0 -1 0 -1 0
L-Cys 1 3PG -4 1 -5 0 -1 -1
L-Gln 1 0-KG -1 0 -1 0 -2 0
L-Glu 1 a-KG 0 0 -1 0 -1 0
L-Gly 1 3PG 0 1 -1 1 -1 0
L-His 1 R5P -6 3 -1 -1 -3 0
L-Ile 1 OAA, 1 PYRy; -2 0 -5 0 -1 0
L-Leu 2 PYR.i, 1 AcCoAni 0 1 -2 0 -1 0
L-Lys 1 0-KG, 1 AcCoA.y:. -2 2 -4 0 -2 0
L-Met 1 OAA.x -7 0 -8 -1 -1 -1
L-Phe 2 PEP, 1 E4P -1 0 -2 0 -1 0
L-Pro 1 a-KG -1 0 -3 0 -1 0
L-Ser 13 PG 0 1 -1 0 -1 0
L-Thr 1 OAA.x -2 0 -3 0 -1 0
L-Trp 1 PEP, 1 E4P, 1 R5P -5 2 -3 0 -2 0
L-Tyr 2 PEP, 1 E4P -1 1 -2 0 -1 0
L-Val 2 PYRuic 0 0 -2 0 -1 0

107



Ergebnisse und Diskussion

Anaboler Bedarf zur Biomassebildung

Die Biomassesynthese wurde aus dem Bedarf an Vorldufermolekiilen aus dem
Zentralstoffwechsel in Anlehnung an Gombert et al. (2001), unter Einbeziehung der
Auxotrophien des Stammes S. cerevisiae BY4742, beschrieben. Der Bedarf an Vorstufen
aus dem Katabolismus zur Biomassesynthese, sowie die Biomassezusammensetzung sind
in Tabelle 19 und Tabelle 20 fiir verschiedene spezifische Wachstumsraten

zusammengefasst.

Tabelle 19: Anaboler Bedarf an Vorldufermolekiilen, Redox&quivalenten und ATP aus dem
Katabolismus zum Aufbau der Biomasse von S. cerevisiae BY4742 bei verschiedenen spezifischen

Wachstumsraten. Der Bedarf ist in mmol / g BTM angegeben.

spezifische Wachstumsrate p 0,16 h 0,22 h! 0,29 h!
Acetyl-CoA, cytosolisch 1,90 1,90 1,90
a-Ketoglutarat 0,85 0,88 0,93
Erythrose-4-phosphat 0,26 0,27 0,28
3-Phosphoglycerat 0,75 0,79 0,84
Glycerin-3-phosphat 0,08 0,08 0,08
Phosphoenolpyruvat 0,48 0,51 0,53
Pyruvat, cytosolisch 0,32 0,34 0,35
Pyruvat, mitochondriell 0,58 0,61 0,64
Ribose-5-phosphat 0,13 0,15 0,16
Glucose-6-phosphat 2,08 1,92 1,73
Oxalacetat, cytosolisch 0,71 0,74 0,78
NAD", cytosolisch 1,03 1,10 1,17
NAD", mitochondriell 0,15 0,15 0,16
NADPH, cytosolisch 4,65 4,73 4,82
NADPH, mitochondriell 4,16 4,3 4,57
ATP 47,06 41,52 38,27
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Tabelle 20: Biomassezusammensetzung von S. cerevisiae bei verschiedenen spezifischen
Wachstumsraten und Wachstum auf Glucose als Kohlenstoffquelle nach Gombert et al. (2001).

spezifische Wachstumsrate p 0,16 h" 0,22 h! 0,29 h’!
Proteine [g/ g BTM] 0,44 0,46 0,48
Lipide [g/ g BTM] 0,07 0,07 0,07
Kohlenhydrate [g/ g BTM] 0,37 0,34 0,31
Nukleinsduren [g/ g BTM] 0,08 0,09 0,10
Asche [g/ g BTM] 0,04 0,04 0,04

Der Bedarf an Mannose-6-phosphat und geringer Mengen an Fructose-6-phosphat fiir die
Zellwandbiosynthese sind in dem anabolen Bedarf flir Glucose-6-phosphat eingeschlossen.
Das zwdolfte Vorldufermolekiil Succinyl-CoA wird fiir die Biomassesynthese von
S. cerevisiae nicht bendtigt und daher nicht beriicksichtigt. Samtliche makromolekulare
Bausteine der Biomasse wurden bei der Modellbildung beriicksichtigt. Die
Proteinbiosynthese stellt dabei den komplexesten Teil dar, da sie sowohl in der
mitochondriellen Matrix, als auch im Cytosol ablduft. Alanin und Aspartat/Asparagin
stellen dabei die einzigen Aminosduren dar, die in beiden Kompartimenten synthetisiert
werden konnen. Im Falle von Alanin ist sowohl eine mitochondrielle Alanin-Transaminase
Altlp beschrieben (Garcia-Campusano et al., 2009), als auch eine cytosolische Isoform
Alt2p (Blank et al.,, 2005). Eine cytosolische Alaninbiosynthese wurde bei der
Kometabolisierung von Glucose und Acetat beobachtet (dos Santos et al., 2003), jedoch
nicht bei Nutzung von Glucose als alleiniger Kohlenstoffquelle (Blank und Sauer, 2004;
Schlosser et al., 2004). Auf dieser Grundlage wurde eine cytosolische Alaninbiosynthese
angenommen. Die Gene AAT1 und AAT2 codieren fiir zwei Isoformen der Aspartat-
Aminotrasferase, eine cytosolisch und eine mitochondriell lokalisierte, so dass prinzipiell
zwei verschiedene Wege zur Biosynthese der Aminosiduren Aspartat/Asparagin zur
Verfiigung stehen (Morin et al., 1992; Verleur et al., 1997). Auch hier wurde gezeigt, dass
bei Wachstum auf Glucose als Kohlenstoffquelle hauptsichlich die cytosolische Isoform
des Enzyms an der Biosynthese von Aspartat und Asparagin beteiligt ist (Blank et al.,
2005). Die Aminosduren Tryptophan, Tyrosin, Histidin, Phenylalanin, Serin, Cystein,
Glycin, Threonin und Methionin werden im Cytosol synthetisiert. Valin und
Glutamat/Glutamin werden ausschlieBlich aus mitochondriellen Vorldufermolekiilen
synthetisiert. Isoleucin, Lysin, Arginin, Prolin und Leucin dagegen werden sowohl aus
mitochondriellen als auch aus cytosolischen Vorstufen synthetisiert. Die
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Kompartimentierung der Aminosdurebiosynthese wurde zum einen hinsichtlich der
Lokalisation der bendtigten Vorldufermolekiile und zum anderen hinsichtlich der
Lokalisation der bendtigten Redoxdquivalente in Form von NADPH im Modell
beriicksichtigt. Da der Stamm S. cerevisiae BY4742 Deletionen im Lysin-, Leucin- und
Histidinstoffwechsel besitzt und die entsprechenden Aminosiduren dem Medium zugesetzt
werden, wurden die zur Synthese bendtigten Molekiile im Rahmen des anabolen Bedarfes
nicht berticksichtigt. Der relative Bedarf an Vorldufermolekiilen zur Proteinbiosynthese ist

in Tabelle 18 zusammengefasst.

Nukleotid- / Lipidbiosynthese

Die Nukleotidbiosynthese findet vollstindig im Cytosol statt. Da die verwendeten Stimme
S. cerevisiae BY4742 und dessen Abkommlinge eine Deletion des URA3 Gens besitzen,
werden die Pyrimidinbasen bzw. die entsprechenden Nukleotide ausgehend von Uracil
synthetisiert. Dieses wird dem Medium zugesetzt, so dass als Vorldufermolekiil lediglich
1 mol Ribose-5-phosphat pro mol Nukleotid fiir den Zuckeranteil benétigt wird. Das
Grundgeriist der Purinbasen wird pro mol ausgehend von 1 mol Glycin, 1 mol CO; und
2mol 10-Formyl-THF aufgebaut. Die zur Synthese der Nukleotide benétigten
Vorldufermolekiile sind in Tabelle 21 zusammengefasst, wobei bei den Pyrimidinbasen das
benotigte Carbamoylphosphat und bei den Purinbasen 10-Formyl-THF nicht beriicksichtigt
sind. Die Angaben des C;-Bedarfs beziehen sich lediglich auf CO, bei den Purinbasen und
5,10-Methylen-THF bei Thymidin. Der relative Bedarf an Vorlaufermolekiilen ist in
Tabelle 21 zu finden, ebenfalls in korrigierter Form. Die Synthese der Lipide findet
ebenfalls im Cytosol statt. Die bendtigten Vorldufermolekiile sind in Tabelle 22
zusammengefasst.

Tabelle 21: Relativer Bedarf an Vorlaufermolekiilen (mol Vorlaufermolekil / mol Nukleotid) der zur
DNA/RNA-Synthese bendétigten Nukleotide aus Stephanopoulos et al. (1998).

Nukleotid Vorldaufermolekil ATP NADH NADPH 1-C NH; S
AMP 1 3PG, 1 R5P -9 3 -1 -1 -5 0
GMP 1 3PG, 1 R5P -11 3 0 -1 -5 0
UMP 1 OAA.:, 1 R5P -5 0 -1 0 -2 0
CMP 1 OAA, 1 R5P -7 0 -1 0 -3 0
dAMP 1 3PG, 1 R5P -9 3 -2 -1 -5 0
dGMP 1 3PG, 1 R5P -11 3 -1 -1 -5 0
dTMP 1 OAA, 1 R5P -5 0 -3 -1 -2 0
dCMP 1 OAA., 1 RSP -7 0 -2 0 -3 0
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Tabelle 22: Relativer Bedarf an Vorldufermolekilen (mol Vorlaufermolekiil / mol Einheit) der zur

Lipid-Synthese bendtigten Verbindungen aus Stephanopoulos et al., (1998).

Einheit Vorldufermolekil ATP NADH NADPH 1-C NH; S
Glycerin-3P 1 G3pP 0 -1 0 0 0 0
Palmitoleoyl-CoA 8 AcCoA.y -7 0 -14 0 0 0
Oleat 9 AcCoAy, -8 1 -16 0 0 0
Palmitoyl-CoA 8 AcCoA.y. -7 0 -14 0 0 0
Stearat 9 AcCoA.y. -8 0 -16 0 0 0
Ethanolamin 1 3PG 0 1 -1 0 -1 0
Cholin 1 3PG 0 1 -1 -3 -1 0
Inositol 1 G6P 0 1 0 0 0 0
Serin 1 3PG 0 1 -1 0 1 0
Ergosterol 18 AcCoAy. -18 0 -13 0 0 0

5.2.2 13C Metabolische Flussanalyse in kontinuierlicher Kultur

Die "*C metabolische Flussanalyse stellt einen zentralen Punkt in der vorliegenden Arbeit
dar. Mit ihrer Hilfe wurde die Charakterisierung des Stoffwechsels hinsichtlich der
Auswirkungen der Deletion des MAE1-Gens, welches fiir das Malat-Enzym codiert,
durchgefiihrt und deren Einfluss auf die in vivo Aktivitdt der Enzyme abgeschitzt. Dazu
bedarf es, wie Dbereits diskutiert, extrazellulirer  Substrataufnahme- und
Produktbildungsraten, des anabolen Bedarfs zur Biomassebildung, sowie der "C
Markierungsverteilung  der  analysierten  Metabolite.  Letztere = wurden  aus
Markierungsstudien mit °C angereicherter Glucose bzw. Galactose erhalten. Anhand des
beschriebenen metabolischen Netzwerkes von S. cerevisiae (siche Kapitel 5.2.1) wurde
dann mittels geeigneter mathematischer Modelle die '>C metabolische Flussanalyse
durchgefiihrt (Wittmann, 2002; Wittmann, 2007; Wittmann und Heinzle, 2001; Yang et al.,
2008).

Verglichen wurden dabei die beiden Stamme S. cerevisiae BY4742 und BY4742 maelA
unter verschiedenen physiologischen Bedingungen. Diese umfassten wiederum das rein
respirative, sowie das respiro-fermentative Wachstum in kontinuierlicher Kultur. Daneben
wurden "*C Markierungsexperimente in Batch-Kultur mit Glucose oder Galactose als
Kohlenstoffquelle durchgefiihrt.

Letztendlich wurden die erhaltenen Daten der *C metabolischen Flussanalyse mit bisher
erhaltenen Informationen aus der Bestimmung der in vitro Enzymaktivititen zentraler
Enzyme des Kohlenhydratstoffwechsels (siehe Kapitel 5.1.4), sowie der Quantifizierung
von Redoxkofaktoren (siche Kapitel 5.1.5) korreliert, um so ein umfassenderes Bild der
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Auswirkungen der MAE1-Deletion auf den zelluldren Stoffwechsel zu erhalten. AuBBerdem
fand ein weiterer Vergleich mit den Ergebnissen der Elementarmodenanalyse statt, um
Aussagen iiber die Kompartimentierung des Redoxstoffwechsels und der Aktivitit

verschiedener Isoenzyme treffen zu konnen (siche Kapitel 5.3).

5.2.3 Validierung des metabolisch und isotopisch stationédren Zustandes

Entscheidend fiir die stationdre '*C metabolische Flussanalyse ist das Erreichen eines
metabolisch und  isotopisch  stationiren  Zustandes. Die Einstellung des
FlieBgleichgewichtes hinsichtlich des Stoffwechsels wurde in Batch-Kultur durch
konstante  extrazelluldre Produktions- wund Aufnahmeraten, sowie Kkonstanter
Ausbeutekoeffizienten gezeigt. In kontinuierlicher Kultur erfolgte die Validierung iiber den
zeitlichen Verlauf konstanter Konzentrationen von Substraten und Produkten wihrend der
Kultivierung. Zur Validierung des isotopisch stationdren Zustandes wurde sowohl in
Batch- als auch in kontinuierlicher Kultur zu verschiedenen Zeitpunkten Proben
entnommen und die "“C-Anreicherung der proteinogenen Aminosduren aus dem
Zellhydrolysat mittels GC/MS-Analyse bestimmt.

Alle Markierungsexperimente wurden mit einem 50:50 Gemisch aus [1]-°C-Glucose und
[U]-°C-Glucose durchgefiihrt. Entsprechendes gilt fiir die Markierungsexperimente, in
denen Galactose zum Einsatz kam. Aus Abbildung 29 wird deutlich, dass der isotopisch
stationdre Zustand zu allen drei Zeitpunkten erreicht ist, da sich die MDVs der analysierten
proteinogenen Aminosduren nicht mehr dndern. Der isotopisch stationdre Zustand wurde
auch fiir die restlichen proteinogenen Aminoséduren, sowie fiir die intra- und extrazelluldren
Metabolite beobachtet, welche zur Flussanalyse eingesetzt wurden. Auch in den weiteren
durchgefiihrten kontinuierlichen Kulturen der beiden Stdmme BY4742 und BY4742
maelA sowie in den Batch-Kulturen auf Glucose und Galactose konnte der isotopisch
stationdre Zustand wie in Abbildung 29 verifiziert werden. Konnte dies fiir ein bestimmtes
Fragment nicht gezeigt werden - in der Regel durch eine nicht ausreichende Qualitét des
Spektrums oder Koelution stérender Substanzen mit 4hnlichem Fragmetmuster bedingt - so

wurde dieses nicht zur Berechnung der intrazelluldren Fliisse herangezogen.
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Abbildung 29: Uberpriifung des isotopisch stationdren Zustandes am Beispiel der kontinuierlichen
Kultur von S. cerevisiae BY4742 bei einer Verdiinnungsrate von 0,16 h™'. Gezeigt sind die MDVs der
Aminosauren Valin [288], Threonin [404], Phenylalanin [336] und Aspartat [418] zu drei
verschiedenen Zeitpunkten (ty, t,, t3). Die Projektion auf die entsprechenden Ebenen verdeutlicht den

isotopisch stationdren Zustand zu allen Zeitpunkten.

5.2.4 Qualitat der simulierten MDVs

Die Abweichung der Anpassung der simulierten an die gemessenen
Massenisotopomerverteilungen gibt Aufschluss tiber die Qualitit der berechneten
intrazelluldren Fliisse. Dazu wurden die isotopenkorrigierten MDVs der analysierten
Aminosduren aus Proteinhydrolysaten, sowie der intrazelluliren und sekretierten
Metabolite mit den simulierten verglichen. In Abbildung 30 sind diese Vergleiche fiir die

Chemostatexperimente graphisch dargestellt.

113



Ergebnisse und Diskussion

MDVs simuliert
MDVs simuliert

0,0 0,1 0,2 03 0,4 05 0,6 0,0 01 0,2 03 0,4 05
MDVs gemessen MDVs gemessen
C g D 9
1 059
R"=0,994 R"=0,999 /‘/
0,5 n
) 0,44 yd
0,4 7
! . //
= = 034 yd
k5 o
= S
g g
7] @ 0,2+
d d
> >
[a) [a)
= = r 4
0,14 J
0,0 v
T T T T T T T T T T T 1
0,0 0,1 0,2 03 04 05 0,0 0,1 0,2 03 0,4 05
MDVs gemessen MDVs gemessen

Abbildung 30: Vergleich der simulierten Massenisotopomerverteilungen der *C metabolischen
Flussanalyse mit den experimentell bestimmten MDVs. Gezeigt sind die Anpassungen der
kontinuierlichen Kulturen. (A) BY4742 bei einer Verdiinnungsrate von 0,16 h™', (B) BY4742 bei einer
Verdiinnungsrate von 0,22 h™, (C) BY4742 maelA bei einer Verdiinnungsrate von 0,16 h™ und (D)
BY4742 maelA bei einer Verdiinnungsrate von 0,22 h™.

Bei allen durchgefiihrten Experimenten wurde eine sehr gute Anpassung der simulierten
Massenisotopomerverhidltnisse an die gemessenen erreicht, wodurch der zelluldre
Metabolismus durch das verwendete Modell hinreichend gut beschrieben wird. Dies
bedeutet, dass auf Grundlage der ermittelten intrazelluldren Fliisse ein dem gemessenen
Markierungsmuster vergleichbares simuliert werden kann. Die Ermittlung der
experimentellen °C Verteilung in den Metaboliten erfolgte in technischen Duplikaten im
SIM-Modus der GC/MS-Analyse (sieche Kapitel 4.5.7). Die Fehler hierbei lagen deutlich
unterhalb von 1 %, was in etwa der Genauigkeit entspricht, mit der eine natiirliche
Isotopenverteilung von Standardsubstanzen bestimmt werden kann. Somit ist dieser Fehler

der Bestimmung der Isotopomerverteilungen auf die Flussanalyse zu vernachldssigen.
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Abbildung 31: Vergleich der simulierten Massenisotopomerverteilungen der **C metabolischen
Flussanalyse mit den experimentell bestimmten MDVs. Gezeigt sind die Anpassungen der Batch-
Kultivierungen. (A) BY4742 Glucose, (B) BY4742 maelA Glucose, (C) BY4742 Galactose und (D)
BY4742 maelA Galactose.

Auch fiir die Batch-Kultivierungen auf Glucose oder Galactose wurde eine gute
Anpassung der experimentell bestimmten an die simulierten
Massenisotopomerverteilungen erreicht, wie aus Abbildung 31 ersichtlich wird.

Im Folgenden wird nun zunichst der Einfluss der MAE1-Deletion auf den rein respirativen,
sowie den respiro-fermentativen Stoffwechsel von S. cerevisiae unter Substrat-
limitierenden Bedingungen in kontinuierlicher Kultur diskutiert. Der Einfluss der Deletion
des MAE1-Gens auf den aerob fermentativen Stoffwechsel in Batch-Kultur bei Wachstum

auf Glucose oder Galactose wird in Kapitel 5.2.7 diskutiert.
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5.2.5 Einfluss der MAE1-Deletion auf den Stoffwechsel von S. cerevisiae in

kontinuierlicher Kultur

Im Folgenden werden die beiden Stamme BY4742 und BY4742 maelA hinsichtlich ihres
Fluxoms verglichen. Dies geschieht zum einen wunter rein respirativen
Wachstumsbedingungen bei einer Verdiinnungsrate von 0,16 h™, sowie unter respiro-
fermentativen Bedingungen bei einer Verdiinnungsrate von 0,22 h™ in kontinuierlicher
Kultur mit Glucose als Kohlenstoffquelle. Die ermittelten Fliisse sind in prozentualen
Anteilen der spezifischen Glucoseaufnahmerate angegeben, die auf 100 % normiert wurde.
Zur Ermittlung der Fliisse wurden jeweils 100 Monte Carlo Simulationen durchgefiihrt; die

angegebenen Fehler entsprechen 95 % Konfidenzintervallen.

Glykolyse und Pentosephosphatweg

Die Analyse der intrazelluldren Fliisse der beiden Stimme lieferte unter beiden
Stoffwechselzustdnden unterschiedliche Verteilungen der Kohlenstofffliisse an der
Verzweigung zwischen Glykolyse und Pentosephosphatweg auf der Stufe von Glucose-6-
phosphat (siehe Abbildung 32 und 33). Bei respirativem Stoffwechsel betrug der relative
Fluss durch den oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs im Referenzstamm BY4742
42,6 %, was in Ubereinstimmung mit dem in der Literatur angegebenen Splitverhiltnis
zwischen Glykolyse und Pentosephosphatweg liegt (Moreira dos Santos et al., 2004). Der
relative Fluss in die Glykolyse betrégt bei BY4742 36,6 %. Auch dieser Wert ist nahezu
mit dem bereits beschriebenen Fluss in die Glykolyse identisch (Moreira dos Santos et al.,
2004). Die Deletion des MAE1-Gens hat mit 54,1 % einen deutlich hoheren
Kohlenstofffluss durch den Pentosephosphatweg zur Folge; dementsprechend niedriger ist
der glykolytische Fluss liber die Phosphoglucoisomerase. Er betrigt lediglich 21,3 % in der
MAE1-Deletionsmutante.

116



Ergebnisse und Diskussion

Medium | Glucose

100
Cytosol 3200 @

20.8+£0.0
@ <«— — — — Glucose 6-P

¢36.6 £0.1

426%02

Fructose 6-P <«—__

61.9x0.1

. 61.9:+0.1
Dihydroxyaceton-P  —— Glycerinaldehyd 3-

- l 1350
2300 6.5+ 0.0 0.5+0.0
Gly « » Sere 3-Phosphoglycerat — — » m
Al : 0 R
| »
\2;8_i>0.0 “«——v l 12810 T Ethanole,
—p 42200 6.0£0.0 )
PEP —————————
ol 4ss00 1220
3|14
T*‘ 31.1+09 0.1+£0.0 Acetat,,
2 Pyruvatcy« _306£09 Acetaldehyd —> Acetat;, >

1 2100 »
356+04 -
Alacyt 31.040.9 Pyruvate,
J' 535+ 1.0 1.2+£0.0 37100 206100
<— — Acetyl-CoAcyt
Thr Oxalacetatcyt
6500

A

e Pyruvat...n—> Alap
|
16.3+0.1 v

m 53112
8.6+0.4
4800 f
132200 Acetyl-CoAmi <
104+08
§ 32200 ASX 0000
Asx R Lt 00 Oxalacefaty; 63505
< — P — Malat CIT/CT
Orotatex 7.8+0.1 19.3£0.4
>
635£05

96+£00
a-Ketoglutarat— — — —p» m

4529106
3.0+ 0.6
Succinat/
Fumarat
0.9+£0.0
0.2+£0.0
Mitochondrium
\_ J
v v
Fumarate a-Ketoglutarate,

Abbildung 32: Metabolische Flussverteilung in S. cerevisiae BY4742 in kontinuierlicher Kultur bei
einer Verduinnungsrate von 0,16 h™ und Kultivierung auf einem 50:50 Gemisch aus [1-**C]-Glucose
und [U-2*C]-Glucose. Die prozentualen Fliisse wurden auf die spezifische Glucoseaufnahmerate von gs
= 1,46 mmol g h™ normiert. Gestrichelte Pfeile - anabole Fliisse zur Biomassesynthese, rote Pfeile -
extrazelluldre Produktions- bzw. Aufnahmefliisse. Bei reversiblen Reaktionen erfolgt die Angabe der

Nettorichtung durch einen Pfeil.
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Da die spezifischen Substrataufnahmeraten beider Stimme mit 1,46 mmol g' h’
(BY4742) und 1,39 mmol g h™' (BY4742 maelA) dhnlich sind, gilt der in den relativen
Fliissen beobachtete Unterschied auch fiir die entsprechenden absoluten Fliisse durch den
Pentosephosphatweg. Demnach wird in BY4742 1,24 mmol g' h™ NADPH iiber den
Pentosephosphatweg generiert, in der Deletionsmutante dagegen 1,50 mmol g"' h™'. Dieser
hohere Fluss durch den Pentosephosphatweg schlidgt sich jedoch nicht in den bestimmten
in vitro Enzymaktivititen nieder, die eine Aussage iiber die Menge des vorhandenen
Enzyms in der Zelle moglich machen.

Die  spezifischen = Aktivititen der  Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase,  dem
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt des oxidativen Teils des Pentosephosphatwegs,
betrugen im Referenzstamm BY4742 64,4 mU/mg sowie 46,7 mU/mg im MAEI1-
Deletionsstamm (siche Tabelle 16). Letzterer besitzt jedoch einen hoheren absoluten Fluss
durch den Pentosephosphatweg. Das NADP'/NADPH Verhiltnis {ibt einen entscheidenden
Einfluss auf die Aktivitit dieses Enzyms aus, wobei im Verhiltnis zu NADP" hohe
NADPH Konzentrationen die Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase inhibieren.
Das in der MAE1-Deletionsmutante ermittelte anabole Verhiltnis von NADP™ zu NADPH
von 0,70, war im Vergleich zu dem des Referenzstamms BY4742 von 0,56 signifikant
erhoht. Diese Anderung erklirt den erhdhten Fluss durch den Pentosephosphatweg, trotz
der geringeren Enzymmengen der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase im MAEL-
Deletionsstamm.

Dem Pentosephosphatweg werden anabole Vorstufen zur Synthese der Biomasse auf den
Stufen von Ribose-5-phosphat, sowie Erythrose-4-phosphat entzogen. Diese machen
jedoch jeweils nur etwa 3 — 4 % Prozent aus (sieche Abbildung 32 und Abbildung 33), so
dass die Hauptaufgabe des Pentosephosphatwegs nicht die Bereitstellung von anabolen
Vorstufen, sondern die Generierung von NADPH darstellt. Dabei ist der Bedarf an
Vorldufermolekiilen in der MAE1-Deletionsmutante im Vergleich zum Referenzstamm
leicht erhoht, was durch eine tendenziell gesteigerte Biomasseausbeute bedingt ist.
Aufgrund des erhohten Flusses in den oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs, sind auch
die Fliisse im reversiblen Teil und der Riickfluss in die Glykolyse auf der Stufe von
Fructose-6-phosphat und Glucose-6-phosphat in der MAE1-Deletionsmutante hoéher, als
dies im Referenzstamm BY4742 der Fall ist.
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Abbildung 33: Metabolische Flussverteilung in S. cerevisiae BY4742 maelA in kontinuierlicher Kultur
bei einer Verdiinnungsrate von 0,16 h™ und Kultivierung auf einem 50:50 Gemisch aus [1-**C]-Glucose
und [U-2*C]-Glucose. Die prozentualen Fliisse wurden auf die spezifische Glucoseaufnahmerate von s
= 1,39 mmol g* h™* normiert. Gestrichelte Pfeile - anabole Fliisse zur Biomassesynthese, rote Pfeile -
extrazellulare Produktions- bzw. Aufnahmefliisse. Bei reversiblen Reaktionen erfolgt die Angabe der

Nettorichtung durch einen Pfeil.

119



Ergebnisse und Diskussion

Der erhohte Verlust von Kohlenstoff durch die Decarboxylierung im oxidativen Teil des
Pentosephosphatwegs, sowie der erhohte Bedarf anaboler Vorstufen des MAEL-
Deletionsstammes, fiihren in diesem Stamm zu einer Erniedrigung des glykolytischen
Flusses. Dieser betrdgt auf der Stufe der Pyruvat-Kinase im Referenzstamm BY4742
122 % und in der MAE1-Deletionsmutante 107 %.

Des Weiteren ist zu beobachten, dass die spezifischen in vitro Aktivititen der beiden
glykolytischen Enzyme Phosphofructokinase bzw. Pyruvat-Kinase in der MAE1-
Deletionsmutante mit 60,4 mU/mg sowie 4010 mU/mg hoher liegen, als dies im
Referenzstamm BY4742 der Fall ist (36,3 mU/mg bzw. 3693 mU/mg; siche Tabelle 16).
Dies bedeutet, dass auch hier der verminderte glykolytische Fluss im Falle der MAE1-
Deletion nicht an einer Verringerung der intrazelluliren Enzymmenge festgemacht werden
kann. Im Falle der Phosphofructokinase kann eine Hemmung durch erhohte ATP-
Konzentrationen, sowie ein verringertes kataboles Verhéltnis erfolgen, d. h. im Verhiltnis
zu NAD'- hohe NADH-Konzentrationen oder auch durch Citrat. Ein Einfluss des
katabolen Verhiltnisses von NAD" zu NADH auf die Aktivitit kann hierbei jedoch
ausgeschlossen werden, da dieses mit 0,92 bzw. 0,94 in beiden Stimmen nahezu identisch
war. Analog wird die Pyruvat-Kinase ebenfalls durch im Verhédltnis hohe ATP-
Konzentrationen allosterisch inhibiert. Den entscheidenden Schritt fiir den weiteren
Verlauf von Glykolyse und Pentosephosphatweg scheint deshalb jedoch die Steuerung des
oxidativen Teils des Pentosephosphatwegs darzustellen.

Interessant in diesem Zusammenhang ist die spezifische in vitro Aktivitit der Fructose-1,6-
bisphosphatase, einem gluconeogenen Enzym. Die spezifische Aktivitit war im
Referenzstamm BY4742 mit 12,2 doppelt so hoch wie dies in der MAE1-Deletionsmutante
der Fall war (sieche Tabelle 16), was zu einer erhohten ATP-Hydrolyse iiber diesen ,.futile
cycle* fithren kann und somit das Verhiltnis zwischen ATP und ADP im Referenzstamm
zu Gunsten der energiedrmeren Form verschieben kann. Dies kann sich, wie bereits
diskutiert, auf die Regulation und Aktivitdit der glykolytischen Enzyme
Phosphofructokinase und Fructose-1,6-bisphosphatase auswirken.

Unter respiro-fermentativen Wachstumsbedingungen zeigt sich ein vergleichbares
Verhalten beider Stimme, wie bereits zuvor bei rein-respirativem Stoffwechsel beobachtet.
Auch hier konnten unterschiedliche Verzweigungen zwischen Glykolyse und
Pentosephosphatweg zwischen der MAEL-Deletionsmutante und dem Referenzstamm

beobachtet werden (siche Abbildung 34 und Abbildung 35).
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Abbildung 34: Metabolischen Flussverteilung in S. cerevisiae BY4742 in kontinuierlicher Kultur bei

einer Verduinnungsrate von 0,22 h™ und Kultivierung auf einem 50:50 Gemisch aus [1-**C]-Glucose

und [U-2*C]-Glucose. Die prozentualen Fliisse wurden auf die spezifische Glucoseaufnahmerate von gs

= 2,42 mmol g™ h™ normiert. Gestrichelte Pfeile bezeichnen anabole Fliisse zur Biomassesynthese, rote

Pfeile extrazellulare Produktions- bzw. Aufnahmeflisse. Bei reversiblen Reaktionen erfolgt die

Angabe der Nettorichtung durch einen Pfeil.
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Die relativen Fliisse durch den oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs ausgehend von
Glucose-6-phopshat betrugen in der MAEIL-Deletionsmutante 20,8 % und im
Referenzstamm 16,9 %. Durch die erhdhten spezifischen Glucoseaufnahmeraten von
2,42 mmol g h' (BY4742) bzw. 2,40 mmol g h™' (BY4742 maelA), ergaben sich damit
die absoluten Fliisse durch den oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs zu 0,41 mmol g
h™' bzw. 0,50 mmol g h™".

Generell waren die bestimmten relativen Fliisse durch den Pentosephosphatweg bei
respiro-fermentativem Stoffwechsel in beiden Stdmmen geringer, als dies bei rein
respirativem Stoffwechsel, wie schon frither fiir den Stamm S. cerevisiae ATCC 32167
beschrieben, der Fall war (Frick und Wittmann, 2005).

Die in diesem Zusammenhang generierte Menge an NADPH war entsprechend doppelt so
hoch wie die zuvor genannten Fliisse. Der Vergleich der spezifischen in vitro
Enzymaktivititen beider Stdmme lieferte fiir den respiro-fermentativen Stoffwechsel
jeweils hohere Werte (siche Kapitel 5.1.4), obwohl die absoluten Fliisse durch den
Pentosephosphatweg bei respiro-fermentativem Stoffwechsel geringer waren, als dies bei
rein respirativem Stoffwechsel der Fall war. Allerdings wurden auch hier bei beiden
Stimmen bei respiro-fermentativem Stoffwechsel geringere anabole Verhéltnisse von
NADP" und NADPH bestimmt, als bei rein respirativem Stoffwechsel. Diese betrugen im
Referenzstamm 0,56 (respiratives Wachstum) bzw. 0,48 (respiro-fermentatives
Wachstum), sowie im MAE1-Deletionsstamm 0,70 (respiratives Wachstum) bzw. 0,54
(respiro-fermentatives Wachstum). Die Diskrepanz zwischen in vivo Fliissen und in vitro
Enzymaktivititen kann somit auf Anderungen des anabolen Verhiltnisses von NADP" und
NADPH zuriickgefiihrt werden, welche einen entscheidenden Einfluss auf die Regulation
der Aktivitit des oxidativen Teils des Pentosephosphatwegs besitzen. Gleiches gilt auch
fiir beide Stimme untereinander bei respiro-fermentativem Stoffwechsel. Auch hier weist
der Referenzstamm hdhere spezifische in vitro Aktivitditen der Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase auf, bei geringerem absolutem Fluss durch den oxidativen Teil des
Pentosephosphatwegs. Dies kann jedoch in diesem Fall durch ein erhdhtes anaboles

Verhiltnis von NADP' und NADPH in der MAE1-Deletionsmutante erklirt werden.
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Abbildung 35: Metabolische Flussverteilung in S. cerevisiae BY4742 maelA in kontinuierlicher Kultur

bei einer Verdiinnungsrate von 0,22 h™ und Kultivierung auf einem 50:50 Gemisch aus [1-**C]-Glucose

und [U-2*C]-Glucose. Die prozentualen Fliisse wurden auf die spezifische Glucoseaufnahmerate von s

= 2,40 mmol g h™* normiert. Gestrichelte Pfeile - anabole Fliisse zur Biomassesynthese, rote Pfeile -

extrazellulare Produktions- bzw. Aufnahmefliisse. Bei reversiblen Reaktionen erfolgt die Angabe der

Nettorichtung durch einen Pfeil.
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Die anabolen Vorstufen fiir die Biomassesynthese, die dem Pentosephosphatweg und der
Glykolyse entzogen werden, sind aufgrund der geringeren Biomasseausbeute bei respiro-
fermentativem Wachstum, im Vergleich zum bereits diskutierten rein respirativen
Stoffwechsel geringer und zwischen beiden Stimmen vergleichbar (sieche Abbildung 34
und 35). Dies gilt ebenso fiir den glykolytischen Fluss auf der Stufe der Pyruvat-Kinase.
Dieser betrdgt im Referenzstamm 139 % und in der MAE1-Deletionsmutante 143 %. Die
spezifischen in vitro Aktivititen der glykolytischen Enzyme Phosphofructokinase und
Pyruvat-Kinase sind, wie auch bei rein respirativem Stoffwechsel bereits diskutiert, in der
MAE1-Deletionsmutante erhoht (siche Tabelle 16).

Die glykolytischen Fliisse jedoch sind in beiden Stimmen vergleichbar. Auch unter
respiro-fermentativem Wachstumsbedingungen wurde eine zweifach erhohte spezifische in
vitro Aktivitit der Fructose-1,6-bisphosphatase im Referenzstamm BY4742 bestimmt, was
wiederum zu einer Steigerung der ATP-Hydrolyse fithren kann und somit zu einem
verdnderten Verhéltnis zwischen ATP und den weniger energiereichen Formen ADP und
AMP. Dies fiihrt wiederum dazu, dass die beiden untersuchten Enzyme im Referenzstamm
starker aktiviert, bzw. schwécher inhibiert werden, wodurch, im Vergleich zur MAE1-
Deletionsmutante, ein vergleichbarer glykolytischer Fluss auch bei geringeren
Enzymmengen zustande kommen kann. Der Vergleich der absoluten glykolytischen in vivo
Fliisse korreliert dagegen mit den bestimmten spezifischen in vitro Enzymaktivitaten der
Phosphofructokinase (siehe Kapitel 5.1.4). Hierbei sind die Unterschiede zwischen rein
respirativem und respiro-fermentativem Stoffwechsel bei beiden Stimmen sehr deutlich.
Im Referenzstamm steigt der glykolytische Fluss von 0,53 mmol g' h' (respirativer
Stoffwechsel) auf 1,57 mmol g'1 h! (respiro-fermentativer Stoffwechsel), im MAE1-
Deletionsstamm  steigt er von 0,30 mmol g' h' (respirativer Stoffwechsel) auf
1,50 mmol g™ h' (respiro-fermentativer Stoffwechsel).

Zuletzt seien die Reversibilititen der Transaldolase- und der beiden
Transketolasereaktionen im reversiblen Teil des Pentosephosphatwegs diskutiert. Die
Reversibilitdt ¢ ist definiert aus dem Quotient des Riickflusses durch den Nettofluss einer

reversiblen Reaktion und wird nach folgender Gleichung berechnet:
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Die Reversibilitdten der Transketolase ausgehend von Xylulose-5-phosphat und Ribose-5-
phosphat, konnten nur bei einer Verdiinnungsrate von 0,16 h” bestimmt werden. Im
Referenzstamm BY4742 war die Reaktion irreversibel, in der MAE1-Deletionsmutante
besall die Reaktion eine Reversibilitdt von 1,1. Die Reaktion der Transaldolase besal} in
beiden Stdmmen sowohl bei respirativem als auch bei respiro-fermentativem Stoffwechsel
vergleichbare Reversibilititen von 2,2 bis 2,5. Die einzige Ausnahme stellte der
Referenzstamm BY4742 bei respiro-fermentativem Stoffwechsel dar. Hier betrug die
Reversibilitit der Transaldolasereaktion 4,2. Die zweite Transketolasereaktion, ausgehend
von Xylulose-5-phosphat und Erythrose-4-phosphat, wies groflere Unterschiede
hinsichtlich der Reversibilititen auf. Dabei war die Reaktion bei rein respirativem
Wachstum des Referenzstamme irreversibel ({ = 0), wohingegen die Reversibilitit des
MAE1-Deletionsstammes bei gleichem Stoffwechsel bei 1,1 lag. Bei respiro-fermentativem
Stoffwechsel lagen die Reversibilititen sowohl des Referenzstammes BY4742 mit 6,3 als
auch die des MAE1-Deletionsstammes mit 4,7 deutlich hdher. Anderungen in den
Reversibilititen von Reaktionen kénnen aus Anderungen der Konzentrationen ihrer
Substrate und Produkte herrithren. Tendenziell kann gesagt werden, dass bei respiro-
fermentativem Stoffwechsel in beiden untersuchten Stdmmen ein hoherer Austausch
zwischen den Substrat- und Produktpools stattfindet, als dies in beiden Stimmen bei
respirativem Stoffwechsel der Fall ist. Da die Bestimmung der Reversibilitdten jedoch
ungenau ist, der relative Fehler lag bei den Bestimmungen im Bereich von 20 %, sind diese
Aussagen mit der ndtigen Skepsis zu betrachten (Wiechert und de Graaf, 1997). Die
Reversibilitit der Phosphoglucoisomerase, dem reversiblen ersten Schritt der Glykolyse
ausgehend von Glucose-6-phosphat zu Fructose-6-phosphat, konnte nicht bestimmt
werden. Jedoch ist hier aufgrund der ermittelten Daten von einem starken Austausch der

beiden Pools auszugehen.

Interkompartimenteller Transport und Verzweigung am Pyruvatknotenpunkt

Insgesamt wurden drei verschiedene Transporter zwischen dem Cytosol und der
mitochondriellen Matrix beriicksichtigt. Neben unidirektionalen Pyruvat und Acetyl-CoA-
Transportern wurde auch ein bidirektionaler Transporter fiir Oxalacetat/Malat in das
Modell integriert. Die intrazelluliren Pools von Malat und Oxalacetat wurden in dem

verwendeten Modell zusammengelegt. Mitochondrielles Acetyl-CoA kann iiber zwei
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Wege generiert werden; zum einen iiber den Pyruvat-Transport in die mitochondrielle
Matrix, gefolgt von einer Decarboxylierung durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex,
zum anderen iiber den Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass (siehe Abbildung 3). Aufgrund
dhnlicher Markierungen dieser beiden alternativen Wege konnte deren getrennte
Bestimmung nur mit einer gewissen Unsicherheit erfolgen, was durch die entsprechend
breiten Konfidenzintervalle deutlich wird (siche Abbildungen 32 - 35). Der benétigte Fluss
durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass wird dabei durch den anabolen Bedarf an
cytosolischem Acetyl-CoA zur Fettsdurebiosynthese sowie durch die extrazelluldren Fliisse
von Ethanol und Acetat bestimmt. Diese sind in Tabelle 23 zusammengefasst. Der
maximale Fluss wird durch die gebildete Menge an NADPH iiber die Acetaldehyd-
Dehydrogenase vorgegeben, die iiber die Biomassebildung unter Beriicksichtigung
weiterer NADPH-Quellen (Pentosephosphatweg) reoxidiert werden kann. Da jedoch
hinsichtlich der NADPH-Bildung eine weitere Unsicherheit, namentlich die NAD"- und
NADP -abhingigen Isoenzyme der Isocitrat-Dehydrogenase, besteht, kann dieser
maximale Fluss nicht exakt bestimmt werden (siche dazu auch Tabelle 16). Der maximale
Fluss wurde daher fiir eine rein NAD-abhingige Isocitrat-Dehydrogenase im Citratzyklus
abgeschitzt. Jedoch kann auch mit dieser Annahme bei respirativem Stoffwechsel das
minimal iiber den Bypass gebildete NADPH, aufgrund des bendétigten cytosolischen

Acetyl-CoAs zur Fettsdurebiosynthese, nicht tiber die Biomassebildung reoxidiert werden.

Tabelle 23: Bendétigter Fluss durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass zur Bereitstellung des
cytosolischen Acetyl-CoAs fiir die Fettsdurebiosynthese, sowie der max. zuléssige Fluss durch den
Bypass unter der Annahme einer ausschlielilichen NADPH-Reoxidation tber die Biomassebildung
unter der Beachtung des anabolen Bedarfs an cytosolischem Acetyl-CoA sowie der extrazellularen
Ethanol-und Acetat-Flisse. Angegebene prozentuale Flisse sind auf die jeweilige spezifische
Glucoseaufnahmerate bezogen (siehe Tabelle 13).

bendtigter Fluss zur max. Fluss bei ausschlieBlicher
_ o . tatséchlicher

Bereitstellung von cyt.  NADPH Reoxidation {iber die

_ Fluss [%]
Acetyl-CoA [%] Biomasse [%]

BY4742 0,16 h’ 20,7 3,1 31,1£09
(Ref) 0,22 h" 74,9 80 84,1 +0,9
maelA  0,16h" 25,1 2,5 44,7+1,7
0,22 h" 89,6 94,1 94,5+1,0
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Besonders deutlich wird dies bei der MAEl-Deletionsmutante. Hier wird iiber den
Pentosephosphatweg insgesamt 108,2 % NADPH generiert; alleine schon mehr als die zur
Biomassebildung bendtigte Menge von 105,7 %. Dies hat zur Konsequenz, dass neben der
Biomassebildung alternative Wege fiir die Reoxidation von NADPH zur Verfiigung stehen
miissen, da auch eine nicht detektierte (siche Abbildung 26) aktive NAD'-abhingige
Acetaldehyd-Dehydrogenase, im Falle der MAE1-Deletion, die NADPH-Bilanz nicht
schlieBen kann.

Boles et al. zeigten bereits 1993, dass die anabolische NADPH-abhingige und die
katabolische NADH-abhingige Glutamat-Dehydrogenase einen Kreislauf zur Ubertragung
von Elektronen von NADPH auf NADH bilden konnen, vorausgesetzt die NADH-
abhingige Isoform wird liberexprimiert. Moreira dos Santos et al. beobachteten 2004 bei
der Uberexpression des mitochondriellen Malat-Enzyms und einer cytosolischen Variante
des Enzyms erhohte Enzymaktivititen eben dieser beiden Enzyme und schlossen daraus
auf die Aktivitdt des entsprechenden Zyklus zum Abbau eines cytosolischen NADPH-
Uberschusses zu NADH. In Kapitel 5.2.6 wird im Rahmen der Bilanzierung der
Redoxédquivalente ndher auf diese Fragestellung eingegangen. Bei respiro-fermentativem
Stoffwechsel lagen die Fliisse durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass im Bereich der
oberen Grenze. Jedoch ist auch hier hdchstwahrscheinlich von einem NADPH-Uberschuss
auszugehen, da zur Berechnung des maximalen Flusse eine rein NAD -abhingige Isoform
der Isocitrat-Dehydrogenase im Citratzyklus angenommen wurde, was aufgrund der
bestimmten in vitro Enzymaktivititen jedoch als eher unwahrscheinlich anzusehen ist.

Des Weiteren wurde der Transport von Oxalacetat als bidirektionale Reaktion in das
Modell aufgenommen. Tabelle 24 zeigt die mittels C metabolischer Flussanalyse
bestimmten Export- und Importfliisse. Zwischen dem mitochondriellen und dem
cytosolischen Pool findet ein starker Austausch statt, was zu &dhnlichen
Markierungsverteilungen in beiden Pools fiihrt. Dies wird anhand der hohen
Reversibilititen der Reaktion deutlich.

Eine weitere Reaktion am Pyruvatknotenpunkt ist die der Pyruvat-Carboxylase, einer
anaplerotischen Reaktion zum Auffiillen des Citratzyklus. Der metabolische Fluss iiber die
Pyruvat-Carboxylase ist im Referenzstamm BY4742 mit 35,6 % unter respirativen
Wachstumsbedingungen und 27,1 % bei respiro-fermentativem Stoffwechsel hoher als in
der MAE1-Deletionsmutante mit 28,9 % bzw. 18,2 % unter den entsprechenden

metabolischen Bedingungen. Dies macht sich auch in einem geringeren Nettofluss aus dem
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cytosolischen in den mitochondriellen Oxalacetatpool bemerkbar. Der Grund hierfiir ist
nicht in dem Entzug anaboler Vorstufen aus dem Citratzyklus zu suchen, da diese bei
beiden Staimmen, unter den jeweiligen physiologischen Zustinden vergleichbar bzw. in der
Deletionsmutante leicht erhoht waren. Vielmehr ist die Reaktion des Malat-Enzyms im
Referenzstamm BY4742 fiir den erhohten Bedarf anaplerotischer Vorstufen
verantwortlich, da dem Citratzyklus durch dessen Reaktion Cs-Korper entzogen werden,
die dann iiber Pyruvat als Acetyl-CoA und somit als C,-Kdrper wieder in den Citratzyklus
eintreten. Die Reaktion der PEP-Carboxykinase wurde aufgrund ihrer schlechten
Bestimmbarkeit nicht in das Modell integriert, jedoch ist von einer Aktivitit des Enzyms in
beiden Stimmen auszugehen, sowohl unter respirativem als auch unter respiro-
fermentativem Stoffwechsel. Dies wird auch durch die bestimmten in vitro Aktivitdten
bestdtigt. Somit ist vermutlich, neben dem bereits beschriebenen ,,futile cycle* aus
Phosphofructokinase und Fructose-1,6-bisphosphatase, ein weiterer bestehend aus Pyruvat-
Carboxylase, PEP-Carboxykinase und Pyruvat-Kinase aktiv, der zu einer Nettohydrolyse
von ATP fiihrt. Zwischen den einzelnen Stimmen und Wachstumsbedingungen ist jedoch
aufgrund der vergleichbaren in vitro Aktivitit (siche Kapitel 5.1.4) keine Aussage tiber die

Aktivitit dieser Reaktion zu treffen.

Tabelle 24: Import-und Export-Flisse des Oxalacetat-Transportes. Angegeben sind des Weiteren die
jeweiligen Nettoflisse und die Reversibilitdten der Stdmme S. cerevisiae BY4742 und BY4742 maelA
bei rein respirativem Wachstum (0,16 h™) und respiro-fermentativen Wachstum (0,22 h™). Fliisse als
prozentuale Anteile der entsprechenden spezifischen Glucoseaufnahmeraten gs (siehe Tabelle 13); n. b.
— nicht bestimmbar aufgrund zu hoher Ungenauigkeiten (Standardabweichung der Flisse im Bereich

ihres Mittelwertes).

Importfluss [%]  Exportfluss [%]  Nettofluss [%] Reversibilitét
BY4742 0,16 h’ 80,5+ 1,3 61,1+1,3 19,3 +0,4 3,1
(Ref) 0,22 h! 67,3 £0,8 53,0 +0,8 14,3+02 3,7
maelA 0,16 h" n. b. n. b. 16,1+0,0 n. b.
0,22 h’ 20,9 +0,1 13,2+0,1 7,7+0,1 1,7
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Citratzyklus und Malat-Enzym

Der Eintritt des Kohlenstoffes in den Citratzyklus erfolgt iiber Acetyl-CoA. Dies wird
entweder iiber den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex in der mitochondriellen Matrix
gebildet oder aus dem Cytosol importiert. Aufgrund der zuvor diskutierten Unsicherheit
der beiden alternativen Wege zur Acetyl-CoA-Generierung, ist die Aktivitdt des Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplexes auch mit einer relativ groen Unsicherheit behaftet (siehe
Abbildungen 32 - 35). Die hochste Aktivitdt des Citratzyklus weist der Referenzstamm
unter respirativen Wachstumsbedingungen mit einem Isocitrat-Dehydrogenase-Fluss von
63,5 % auf. Der MAEl-Deletionsstamm besitzt unter vergleichbaren physiologischen
Bedingungen nur einen Fluss von 40,1 %. Dies entspricht einem absoluten Fluss von
0,93 mmol g' h' im Referenzstamm und 0,56 mmol g' h' in der MAEL-
Deletionsmutante. Die in vitro Aktivitit der Isocitrat-Dehydrogenase ist im Referenzstamm
mit 157,7 mU/mg ebenfalls leicht hoher als in der Deletionsmutante mit 146,5 mU/mg. Ein
Einfluss des katabolen Verhiltnisses von NAD" zu NADH auf die Aktivitit des
Citratzyklus kann aufgrund gleichbleibender Verhéltnisse von 0,92 und 0,94 der oxidierten
und reduzierten Spezies ausgeschlossen werden. Die geringere Aktivitit des Citratzyklus
im Falle der MAE1-Deletion ist auf den verringerten glykolytischen Fluss, sowie die nicht
vorhandene Aktivitdit des Malat-Enzyms zuriickzufiihren. Die maximale Menge an
mitochondriell gebildetem NADPH, bei einer rein NADP -abhingigen Isocitrat-
Dehydrogenase betrdgt im Referenzstamm, unter Beachtung der Aktivitit des Malat-
Enzyms, 1,05 mmol g' h'. In der MAE1-Deletionsmutante betrigt die mitochondriell
gebildete Menge an NADPH 0,56 mmol g’ h™. Dies reicht im Falle des Referenzstammes
aus, um den mitochondriellen anabolen Bedarf von 0,67 mmol g’ h" an NADPH zu
decken. In der Deletionsmutante ist dies jedoch nicht der Fall. Dabei macht die spezifische
in vitro Aktivitit der NAD -abhingigen Isocitrat-Dehydrogenase im Referenzstamm mit
8,6 mU/mg 5,5 % der Gesamtaktivitit der NAD'- und NADP-abhiingigen Isoenzyme aus,
in der MAE1-Deletionsmutante dagegen mit 31 mU/mg 21 % der Gesamtaktivitét (siche
Tabelle 16). Bei keinem der beiden Stimme ist somit von einer rein NADP -abhingigen
Isocitrat-Dehydrogenase auszugehen und daher liegt die tatsdchliche Menge an
mitochondriell gebildetem NADPH unterhalb des zuvor genannten maximalen Wertes. Der
groBere Anteil der NAD -abhingigen Isocitrat-Dehydrogenase an der Gesamtaktivitit im
Falle der MAE1-Deletion kann evtl. iiber einen groBeren cytosolischen NADPH-
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Uberschuss erklirt werden. Um das mitochondriell fehlende NADPH auszugleichen sind

grundsitzlich zwei Wege moglich:

(1) Import von cytosolischem NADPH in die mitochondrielle Matrix iiber
Shuttlesysteme und

(i) das  Ablaufen des  Pyruvat-Dehydrogenase-Bypasses in  zwei
Kompartimenten (siche Abbildung 3) durch die Beteiligung der
cytosolischen  Acetaldehyd-Dehydrogenase ALDA4, sowie der

mitochondriellen Isoformen ALD5/6.

Da Shuttlesysteme, die den Austausch von NADPH zwischen dem Cytosol und der
mitochondriellen Matrix katalysieren bisher nicht beschrieben wurden, ist Moglichkeit (ii)
die wahrscheinlichere der beiden. Das bereits im Zusammenhang mit dem
Pentosephosphatweg diskutierte Problem des NADPH-Uberschuss bei rein respirativem
Wachstum bleibt nach wie vor bestehen, da z. B. in der MAE1-Deletionsmutante mehr
NADPH iiber den Pentosephosphatweg gebildet wird, als sowohl in der mitochondriellen
Matrix als auch im Cytosol iiber die Bildung von Vorldufermolekiilen fiir die
Biomassesynthese reoxidiert werden kann. Auf dieses Problem wird im Rahmen der
Bilanzierung der Redoxéquivalente in Kapitel 5.2.6 nidher eingegangen.

Auch unter respiro-fermentativen Bedingungen lag die Aktivitit der Isocitrat-
Dehydrogenase als charakteristisches Enzym des Citratzyklus mit 32,6 % im
Referenzstamm hoher als in der MAE1-Deletionsmutante mit 25,7 %. Hauptverantwortlich
hierfiir ist vor allem die erhohte Ethanolproduktion des MAEL-Deletionsstammes von
54,4 % gegentiiber 37,5 % im Referenzstamm, sowie die Aktivitit des Malat-Enzyms im
Referenzstamm. Auch hier korreliert die spezifische Gesamtaktivitit (NAD'- und NADP'-
anhédngige Isoenzyme) der Isocitrat-Dehydrogenase von 236,4 mU/mg im Referenzstamm
bzw. 165,3 mU/mg im MAE1-Deletionsstamm mit den absoluten Fliissen von entsprechend
0,79 mmol g h” bzw. 0,62 mmol g h™. Der Anteil der spezifischen Aktivitit der NAD'-
abhingigen Isocitrat-Dehydrogenase an der Gesamtaktivitit der NAD'- und NADP'-
abhédngigen Isoformen in beiden Stammen ist vergleichbar und betrdgt im Referenzstamm
23,9 %, sowie 20,0 % in der MAELl-Deletionsmutante (siche Tabelle 16). Der
mitochondrielle anabole Bedarf an NADPH betrdgt bei den eingestellten respiro-

fermentativen Wachstumsbedingungen 0,95 mmol g' h'. Das Maximum der
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mitochondriellen NADPH-Produktion, wiederum bei angenommener rein NADP'-
abhingiger Isocitrat-Dehydrogenase betrigt im Referenzstamm 0,91 mmol g h™, sowie
0,62 mmol g h™' im Falle der MAE1-Deletion. Demnach sind beide Stimme nicht in der
Lage ihren anabolen Bedarf an NADPH in der mitochondriellen Matrix iiber den
Citratzyklus bzw. im Falle des Referenzstammes auch {iber das Malat-Enzym zu decken.
Auch hier kann der in beiden Kompartimenten ablaufende Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass
das benétigte NADPH in der mitochondriellen Matrix generieren. Auch bei respiro-
fermentativem Stoffwechsel ist von einem signifikanten NADPH-Uberschuss auszugehen,
wie bereits im Zusammenhang mit dem Pentosephosphatweg beschrieben, da auch hier das
cytosolisch gebildete NADPH mehr als ausreicht, um den Bedarf zur Biosynthese zu
decken, ohne mitochondriell gebildetes NADPH zu beriicksichtigen (siche Tabelle 23).
Eine Aktivitidt des Malat-Enzyms wurde ausschlieBlich im Referenzstamm bestimmt. Die
in vivo Aktivitét lag bei respirativem Wachstum bei 8,6 %, sowie bei 5,0 % unter respiro-
fermentativen Wachstumsbedingungen.

Auch bei der Aktivitat des Citratzyklus zeigte sich wie bereits frither fiir S. cerevisiae
ATCC 32167 beschrieben, dass dessen Aktivitdt bei respiro-fermentativem Stoffwechsel
unterhalb der des rein respirativen Stoffwechsels lag (Frick und Wittmann, 2005). Dies gilt
sowohl fiir den Referenzstamm BY4742, als auch fiir die MAE1-Deletionsmutante.

Aminosaure-Biosynthese

In das Modell wurden alternative Synthese-Wege der Aminosduren Alanin, Aspartat und
Glycin aufgenommen. In der MAE1-Deletionsmutante konnte aufgrund der identischen
Markierung von cytosolischem und mitochondriellem Pyruvat keine Aussage iiber die
Kompartimentierung der Alanin-Biosynthese getroffen werden. Im Referenzstamm wurde
bei respirativem Stoffwechsel der Grof3teil des Alanins in der mitochondriellen Matrix
synthetisiert; bei respiro-fermentativem Stoffwechsel wurde jeweils die Hélfte des Alanins
in einem der beiden Kompartimente synthetisiert. Die Glycinbildung erfolgte bei respiro-
fermentativem Wachstum bei beiden Stdmmen ausschlieBlich aus Serin, wohingegen bei
rein respirativem Stoffwechsel auch geringe Mengen aus Threonin gebildet wurden (siche
Abbildungen 32 - 35). Unter respiro-fermentativen Bedingungen fand des Weiteren die
Aspartat-Biosynthese hauptsidchlich im Cytosol statt; in der mitochondriellen Matrix

wurden nur geringe Mengen gebildet. Ein anderes Bild zeigte der rein respirative
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Stoffwechsel; hier erfolgte die Aspartatbildung bei der MAEL-Deletionsmutante
ausschlieBlich in der mitochondriellen Matrix, wohingegen sie im Referenzstamm

ausschlieflich im Cytosol stattfand.

Zusammenfassend wird deutlich, dass sowohl bei rein respirativem, als auch bei respiro-
fermentativem Stoffwechsel, im Falle der Deletion des Malat-Enzyms, ein deutlich
erhohter Fluss durch den Pentosephosphatweg vorlag. Dies wird jedoch nicht aus den
bestimmten spezifischen in vitro Enzymaktivititen deutlich, kann jedoch durch
Einbezichung der anabolen Verhiltnisse von NADP™ und NADPH, die im Falle der
Deletion des MAE1-Gens unter beiden Stoffwechselzustinden signifikant erhoht sind,
erklart werden. Des Weiteren ist der Fluss durch den Citratzyklus im Falle der Deletion des
MAE1-Gens deutlich erniedrigt. Dabei reicht lediglich bei respirativem Stoffwechsel des
Referenzstammes BY4742 die Menge an mitochondriell gebildetem NADPH aus, um den
anabolen Bedarf in den Mitochondrien zu decken. Kompensierend kann hier der Pyruvat-
Dehydrogenase-Bypass wirken. Des Weiteren ist in beiden Stimmen unter beiden
physiologischen Zustinden ein Uberschuss an NADPH zu beobachten, der nicht iiber die
Biomassebildung reoxidiert werden kann. Dies hat als Konsequenz, dass
Transhydrogenase-dhnliche Wege vorhanden sein miissen, um NADPH in NADH
umzuwandeln und iiber die Atmungskette zu reoxidieren. Auf diesen Sachverhalt wird im

folgenden Kapitel ndher eingegangen.

5.2.6 Bilanzierung der Redox&aquivalente, ATP und CO;

Aufgrund der unterschiedlichen Flussverteilungen, sowohl zwischen den zwei
verglichenen Stimmen als auch zwischen den unterschiedlichen physiologischen
Zustinden, sind auch Auswirkungen auf die Bilanzen der anabolen und katabolen
Reduktionsidquivalente sowie ATP zu erwarten. Zunichst wird auf die NADPH-Bilanz

eingegangen.
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NADPH-Bilanzierung

Zur Bilanzierung von NADPH wurden die Reaktionen der Enzyme Glucose-6-phosphat-
Dehydrogenase und der 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase aus dem oxidativen Teil des
Pentosephosphatwegs beriicksichtigt. Des Weiteren wurden die Isocitrat-Dehydrogenase,
und das Malat-Enzym, beide in der mitochondriellen Matrix lokalisiert, herangezogen. Die
Isocitrat-Dehydrogenase wurde dabei zuniichst als rein NADP -abhingig angenommen,
um die Berechnungen zu vereinfachen. Zuletzt wurde die Acetaldehyd-Dehydrogenase zur
NADPH-Bilanzierung beriicksichtigt.

Bei respirativem Metabolismus libernimmt der Pentosephosphatweg die Generierung des
GroBteils an gebildetem NADPH. Deutlich wird auch, dass der NADPH-Uberschuss, der
bei respirativen Wachstum in beiden Stimmen gebildet wird, mit 91,5 % (Referenzstamm)
bzw. 87,9 % (MAE1-Deletionsstamm) deutlich hoher ist, als dies bei respiro-
fermentativem Stoffwechsel mit 37,2 % (Referenzstamm) bzw. 26,1 % (MAE1-
Deletionsmutante) der Fall ist. Die liber den Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass gebildete
Menge NADPH ist, wie bereits zuvor diskutiert, aufgrund der schlechten Bestimmbarkeit
der Verzweigung zwischen dem Bypass und dem Weg iiber den Pyruvat-Dehydrogenase-
Komplex, mit einem gewissen Fehler behaftet. Jedoch wird auch bei der Annahme, dass
lediglich die benétigte Menge an cytosolischem Acetyl-CoA sowie die unter respiro-
fermentativem Stoffwechsel stattfindende Acetatproduktion den Fluss durch die
Acetaldehyd-Dehydrogenase bestimmen und kein cytosolisches Acetyl-CoA in die
mitochondrielle Matrix importiert wird, ein NADPH-Uberschuss gebildet.
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Tabelle 25: Bilanzierung der NADPH-Bildung und des Verbrauchs durch den Anabolismus. Gezeigt
sind die Daten fur S. cerevisiae BY4742 (Referenzstamm) und den MAE1L-Deletionsstamm fir
respirativen (0,16 h™) und respiro-fermentativen Stoffwechsel (0,22 h™); Angegebene prozentuale

Werte sind auf die entsprechende spezifische Glucoseaufnahmerate normiert.

BY4742 maelA
0,16 h! 0,22 h 0,16 h! 0,22 h
Glucose-6-phosphat-DH 42,6 16,9 54,1 20,8
6-Phosphogluconat-DH 42,6 16,9 54,1 20,8
Malat-Enzym 8,6 5,0 0 0
Isocitrat-DH 63,5 32,6 32,6 25,7
Acetaldehyd-DH 31,1 47,1 47,1 40,1
Summe 188,4 118,5 193,6 107,4
anaboler Bedarf - 96,9 -81,3 -105.7 -81,3
Uberschuss 91,5 37,2 87,9 26,1

Dies macht den bereits diskutierten Ubergang der Elektronen von NADPH auf NADH
notwendig, um dieses iiber die Atmungskette zu reoxidieren. Des Weiteren dndert diese
Unsicherheit nicht die Gesamtmenge an gebildeten NADPH bzw. NADH, da der
alternative Weg {iber den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex fiihrt. Lediglich der
Referenzstamm ist in der Lage unter respirativen Wachstumsbedingungen die in den
einzelnen Kompartimenten benétigte Menge an NADPH fiir den anabolen Bedarf dort zu
bilden, unabhingig von der Lokalisation der Acetaldehyd-Dehydrogenase (siche
Abbildung 36). Der cytosolische anabole Bedarf an NADPH betrdgt in diesem Fall
0,74 mmol h! g'l, die Bildung 1,24 mmol g'1 h™. In der mitochondriellen Matrix kann der
anabole Bedarf an NADPH von 0,67 mmol g’ h' ebenfalls durch eine Bildung von
0,75 mmol g h' gedeckt werden. Auch der MAE1-Deletionsstamm ist in der Lage den
cytosolischen Bedarf von 1,52 mmol g' h' iiber den Pentosephosphatweg zu
gewihrleisten (siche Abbildung 36), jedoch reicht die Aktivitit der Isocitrat-
Dehydrogenase im Citratzyklus nicht aus, um den mitochondriellen Bedarf an NADPH
von 0,70 mmol g h™' vollstindig zu decken (siche Abbildung 36). Dies kann jedoch durch
die zum Teil mitochondriell ablaufende Reaktion der Acetaldehyd-Dehydrogenase
kompensiert werden, die in beiden Kompartimenten 0,63 mmol g’ h™ generiert (siche

Abbildung 36).

134



Ergebnisse und Diskussion

1
] [CIBY4724 @ 0,16 h
] -1
100 ™ maelAa @ 0,16 h
] -1
B BY4724 @ 0,22 h
i -1
| B maela @ 0,22 h
80 -
S -
n
%]
S 60+
LL —
g ] ] ] =
2 | e
© 404 odon
© RS KKK
. R KB
XX KKSEX
RS 8028
CSPT POERA
4 99020
900203 5B
207 595 S
q PPN
] 00950 So%iese
DK DPA
00 R
0 RS A
Bildung Bedarf Bildung Bedarf Acetaldehyd
Cytosol Cytosol Mitochondrium Mitochondrium Dehydrogenase

Abbildung 36: Generierung von NADPH und anaboler Bedarf zur Biosynthese unterteilt in die beiden
Kompartimente Cytosol und Mitochondrium. Angegeben sind relative Werte normiert auf die
jeweilige spezifische Glucoseaufnahmerate der Stdmme S. cerevisiae BY4742 und maelA unter
respirativen (0,16 h™) und respiro-fermentativen (0,22 h) Wachstumsbedingungen. Die Acetaldehyd-
Dehydrogenase ist aufgrund der nicht vollstdndig geklarten Kompartimentierung der Reaktion
separat gezeigt.

Unter respiro-fermentativem Stoffwechsel ist keiner der beiden Stimme in der Lage seinen
anabolen Bedarf in beiden Kompartimenten ohne das iiber die Acetaldehyd-
Dehydrogenase bereitgestellte NADPH zu decken (siche Abbildung 36). Die fehlende
Menge kann jedoch wiederum vollstindig durch die Reaktion der Acetaldehyd-
Dehydrogenase kompensiert werden, die unter diesen Wachstumsbedingungen in beiden
Kompartimenten ablaufen muss. Der cytosolische bzw. mitochondrielle Bedarf liegt in
beiden Stammen bei 1,00 mmol g’ h™' bzw. 0,96 mmol g’ h™'. Die NADPH-Bildung im
Cytosol betréigt im Falle des Referenzstammes BY4742 0,83 mmol g h™' und im Falle des
MAE1-Deletionsstammes 0,98 mmol g' h™. In der mitochondriellen Matrix wird im
Referenzstamm 0,94 mmol g' h' NADPH gebildet, beim MAE1-Deletionstamm

0,66 mmol g h™'.
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Die gezeigten, mitochondriell gebildeten NADPH-Mengen stellen den maximalen Fluss
dar, da zur Berechnung eine rein NADP-abhingige Isocitrat-Dehydrogenase angenommen
wurde. Die tatsdchlich gebildeten Mengen liegen somit hdchst wahrscheinlich unterhalb
der in Abbildung 36 gezeigten Mengen. So ist auch der mitochondrielle Uberschuss, der
bei rein respirativem Stoffwechsel des Referenzstammes gebildet wird mit der ndétigen
Skepsis zu betrachten. Da der bereits beschriebene Transhydrogenase-dhnliche Zyklus im
Cytosol  ablduft, wiirde ein  mitochondrieller =~ NADPH-Uberschuss  einen
dementsprechenden Transport ins Cytosol zur Folge haben. Denkbar widren zwei
Moglichkeiten fiir ein Shuttlesystem zur Translokation von mitochondriellem NADPH.
Zum einen die cytosolische Acetaldehyd-Dehydrogenase (ALD6) und zum anderen die
cytosolische Isocitrat-Dehydrogenase (IDP2).

Eine Beteiligung der Acetaldehyd-Dehydrogenase ist jedoch unwahrscheinlich (Flikweert
et al.,, 1996). Des Weiteren ist in S. cerevisiae der Transport von Isocitrat aus der
mitochondriellen Matrix in das Cytosol beschrieben (Kaplan et al., 1995). Dort kann die
Oxidation zu a-Ketoglutarat unter NADPH-Generierung durch die cytosolische Isoform
der Isocitrat-Dehydrogenase erfolgen, wobei das gebildete a-Ketoglutarat wieder in den
Citratzyklus flieBt. Da beide Systeme jedoch nicht in der beschriebenen Form fiir
S. cerevisiae bekannt sind, ist ein mitochondrieller NADPH-Uberschuss eher als
unwahrscheinlich anzusehen.

Im Folgenden wird davon ausgegangen, dass der cytosolische NADPH-Uberschuss iiber
Transhydrogenase-dhnliche Zyklen vollstindig zu NADH umgewandelt wird. Aufler Acht
gelassen wird hierbei NADPH, welches zur Beseitigung von oxidativem Stress und

Ahnlichem benétigt wird.

NADH- und CO,-Bilanzierung

Die Bilanzierung der NADH-Bildung erfolgte anhand der Reaktionen der
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes,
sowie der Citratzyklus assoziierten Reaktionen (a-Ketoglutarat-Dehydrogenase, Succinat-
Dehydrogenase (FADH;) und Malat-Dehydrogenase).

Des Weiteren wurde bei respiro-fermentativem Stoffwechsel die Aktivitit der Ethanol-
Dehydrogenase beriicksichtigt. Letztendlich wurde das iiberschiissige NADPH in die

NADH-Bilanz aufgenommen. Die Bilanzen beider Stdimme sind in Tabelle 26 fiir einen
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rein  respirativen  Stoffwechsel (0,16 h'), sowie fir respiro-fermentative
Wachstumsbedingungen (0,22 h™") gezeigt. Generell wird wie erwartet unter respirativen
Wachstumsbedingungen, aufgrund der hoéheren Citratzyklus-Aktivitdit, mehr NADH
gebildet, als dies bei respiro-fermentativem Stoffwechsel der Fall ist. Der NADH-
Uberschuss ist unter beiden physiologischen Zustinden in der MAE1-Deletionsmutante
geringer als im Referenzstamm; ebenfalls aufgrund des niedrigeren Flusses durch den
Citratzyklus in der MAE1-Deletionsmutante. Bei respiro-fermentativem Stoffwechsel senkt
aulerdem die hohere Ethanolproduktion in der MAE1L-Deletionsmutante den NADH-
Uberschuss gegeniiber dem Referenzstamm. Zur Bestimmung des RQ-Wertes aus der
modellierten intrazelluldren Flussverteilung erfolgte zusdtzlich die Bilanzierung des
freigesetzten CO,. Beriicksichtigt wurden die Reaktionen der 6-Phosphogluconat-
Dehydrogenase, der Pyruvat-Decarboxylase, der Pyruvat-Carboxylase und des Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplexes, sowie der Citratzyklus assoziierten Reaktionen der Isocitrat-
Dehydrogenase, a-Ketoglutarat-Dehydrogenase und des Malat-Enzyms. Die CO;-
Produktion war bei rein respirativem Stoffwechsel im Referenzstamm mit 211 % am

hochsten. Ansonsten lag der Wert zwischen 152 % und 159 % (siche Tabelle 27).

Tabelle 26: Bilanzierung der NADH-Bildung. Gezeigt sind die Daten fiir S. cerevisiae BY4742
(Referenzstamm) und den MAE1-Deletionsstamm fiir respirativen (0,16 h™) und respiro-fermentativen
Stoffwechsel (0,22 h™); Angegebene prozentuale Werte sind auf die entsprechende spezifische
Glucoseaufnahmerate normiert.

BY4742 maelA
0,16 h"! 0,22 h’! 0,16 h"! 0,22 h’!
GAP-DH 135 150 121 154
Pyruvat-DH 53,1 22,1 19,9 21,1
a-Ketoglutarat-DH 53,0 23,8 28,0 19,0
Succinat-DH (FADH,) 53,0 23,8 28,0 19,0
Malat-DH 443 18,6 27,8 19,0
Ethanol-DH 0 -37,5 0 -54.4
NADPH —» NADH 91,5 37,2 87,9 26,1
Anabolismus 13 11,3 14,2 11,3
Summe 443 249 327 215

137



Ergebnisse und Diskussion

Die aus der °C metabolischen Flussanalyse ermittelten RQ-Werte stimmten gut mit den
experimentell bestimmten {iberein. Fiir das rein respirative Wachstum betrugen die
experimentell bestimmten Werte fiir beide Stdimme 1,0 £ 0,1. Das Modell lieferte fiir den
Referenzstamm BY4742 ebenfalls einen RQ-Wert von 1,0 £ 0,1, der Wert des MAE1-
Deletionsstammes lag bei 0,9 = 0,1. Bei respiro-fermentativem Stoffwechsel wurde fiir den
Referenzstamm ein experimenteller RQ-Wert von 1,4 + 0,1, sowie ein RQ-Wert von
1,5 £ 0,0 fiir die MAE1-Deletionsmutante bestimmt. Der aus dem Modell bestimmte RQ-
Wert des Referenzstammes lag mit 1,2 = 0,1 leicht unterhalb, wohingegen der RQ-Wert
der Deletionsmutante mit 1,5 £ 0,1 dem experimentell bestimmten entsprach. Die erhohte
Ethanolproduktionsrate der Deletionsmutante macht sich auch im bestimmten RQ-Wert
bemerkbar. Hier wird durch einen entsprechend héheren RQ-Wert das stirker fermentative

Wachstum deutlich.

Tabelle 27: Bilanzierung der CO,-Bildung und dessen Verbrauch. Gezeigt sind die Daten fur
S. cerevisiae BY4742 (Referenzstamm) und den MAE1-Deletionsstamm fiir respirativen (0,16 h™) und
respiro-fermentativen Stoffwechsel (0,22 h™); Angegebene prozentuale Werte sind auf die

entsprechende spezifische Glucoseaufnahmerate normiert.

BY4742 maelA
0,16 h" 0,22 h" 0,16 h" 0,22 h’!
6-Phosphogluconat-DH 42,6 16,9 54,1 20,8
Pyruvat-Decarboxylase 30,6 84,1 44,7 94,5
Pyruvat-DH 53,1 22,1 19,9 21,1
Isocitrat-DH 63,5 32,6 40,1 25,7
a-Ketoglutarat-DH 53,0 23,8 28,0 19,0
Malat-Enzym 8,6 5,0 0 0

Pyruvat-Carboxylase -35,6 27,1 -28,9 -18,2
Anabolismus -5,1 -4,2 -5,5 -4,2
Summe 211 153 152 159
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Des Weiteren zeigt sich aufgrund der guten Ubereinstimmung der RQ-Werte aus dem
Modell mit den experimentell bestimmten, dass iiberschiissiges NADPH in Form von
NADH in die Atmungskette eintreten muss, da die RQ-Werte ansonsten, vor allem bei rein
respirativen Metabolismus, deutlich hoher als die experimentell bestimmten liegen wiirden.
Dies kann z. B. liber den bereits beschriebenen Transhydrogenase-dhnlichen Zyklus aus

NAD'- und NADP -abhiingiger Glutamat-Dehydrogenase bewerkstelligt werden.

ATP-Bilanzierung

Der Uberschuss an NADH (FADH,) wird iiber die Atmungskette reoxidiert; die
Elektronen werden dabei zur ATP-Synthese mit einem P/O Verhéltnis von = 1,5

eingesetzt. Tabelle 28 zeigt die beteiligten Reaktionen zur ATP-Synthese, sowie dessen

Verbrauch.

Tabelle 28: Bilanzierung der ATP/GTP-Bildung und dessen Verbrauch. Gezeigt sind die Daten fir
S. cerevisiae BY4742 (Referenzstamm) und den MAE1-Deletionsstamm fiir respirativen (0,16 h™) und
respiro-fermentativen Stoffwechsel (0,22 h™); Angegebene prozentuale Werte sind auf die
entsprechende spezifische Glucoseaufnahmerate normiert. Daneben ist auch der absolute ATP-

Uberschuss in mmol g™grm h™* angegeben.

BY4742 maelA
0,16 h"! 0,22 h’! 0,16 h’! 0,22 h"'
3-Phosphoglycerat-Kinase 135 150 121 154
Pyruvat-Kinase 122 139 107 143
Succinyl-CoA-Synthetase (GTP) 53 23,8 28,0 19,0
Atmungskette 665 374 491 323
Hexokinase -100 -100 -100 -100
Phosphofructokinase -61,9 -73,6 -53,7 =75
Anabolismus -518 -374 -565 -374
Uberschuss 295 139 28,3 90
Uberschuss [mmolarp ggrv ™ h™'] 43 3,4 0,4 22
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Den groBten Uberschuss weist dabei der Referenzstamm bei respirativem Stoffwechsel mit
295 % auf. Generell ist der Uberschuss im Referenzstamm groBer als in der MAEL-
Deletionsmutante. Der absolute Uberschuss an ATP betriigt bei rein respirativem
Wachstum im Referenzstamm BY4742 4,3 mmol g'] h', im MAE1-Deletionsstamm
dagegen nur 0,4 mmol g h'. Unter respiro-fermentativen Wachstumsbedingungen weiBt
der Referenzstamm BY4742 einen héheren ATP-Uberschuss von 3,4 mmol g h
gegeniiber dem MAE1-Deletionsstamm mit 2,2 mmol g h™ auf. Verduyn et al. zeigten
1990, dass der ATP-Bedarf fiir den Erhaltungsstoffwechsel von S. cerevisiae weniger als
1 mmol g' h' betrug. Somit kann fiir den Referenzstamm bei rein-respirativem
Stoffwechsel und fiir beide Stimme unter respiro-fermentativen Wachstumsbedingungen
von einer ausreichenden ATP-Versorgung ausgegangen werden. Im Falle des MAE1-
Deletionsstammes kann diese Aussage aufgrund des niedrigen ATP-Uberschusses nicht
getroffen werden.

Dies kann auch eine Erkldrung fiir die erhdhten spezifischen Fructose-1,6-bisphosphatase-
Aktivititen im Referenzstamm BY4742 darstellen (siehe Kapitel 5.1.4), da {iber diesen
,»futile cycle nicht bendtigtes ATP hydrolysiert werden kann. Die spezifischen Aktivititen
lagen im Referenzstamm mit 12 mU/mg doppelt so hoch wie die im MAE1-
Deletionsstamm mit 6 mU/mg. Da diese Aktivitdt auch bei rein respirativem Stoffwechsel
in der MAE1-Deletionsmutante bestimmt werden konnte, kann als Indiz dienen, dass auch
hier keine ATP-Limitierung vorliegt. Des Weiteren wird ein ATP-Uberschuss fiir den
Erhaltungsstoffwechsel (,,maintenance*) der Zellen benétigt, wie z. B. Reparatur der
DNA, die Aufrechterhaltung von Membranpotentialen und Gradienten, sowie die
Umsetzung von Makromolekiilen, vor allem mRNA aber auch Proteine, die stdndig

abgebaut und neu synthetisiert werden.
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5.2.7 Einfluss der MAE1-Deletion auf den Stoffwechsel von S. cerevisiae in
Batch-Kultur bei Wachstum auf Glucose oder Galactose

Im Folgenden werden die beiden Stamme BY4742 und BY4742 maelA hinsichtlich ihres
Fluxoms in Batch-Kultur bei Wachstum auf Glucose oder Galactose als Kohlenstoff- und
Energiequelle verglichen. Die ermittelten Fliisse sind in prozentualen Anteilen der
spezifischen Glucose- bzw. Galactoseaufnahmerate angegeben, die auf 100 % normiert
wurde. Zur Ermittlung der Flisse wurden jeweils 100 Monte Carlo Simulationen

durchgefiihrt, die angegebenen Fehler entsprechen 95 % Konfidenzintervallen.

Glykolyse und Pentosephosphatweg

Die Analyse der intrazelluldren Flussverteilung am Knotenpunkt zwischen Glykolyse und
Pentosephosphatweg lieferte signifikante Unterschiede zwischen beiden Stimmen, sowohl
bei Wachstum auf Glucose, als auch bei Einsatz von Galactose (sieche Abbildungen 37 -
40). Der Referenzstamm zeigte bei Wachstum auf Glucose einen relativen Fluss von 9,1 %
durch den oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs. Im Falle der Deletion des MAE1-
Gens betrug dieser Fluss lediglich 3,0 %. Dementsprechend hoher war der Fluss ausgehend
von Glucose-6-phopshat in Richtung Glykolyse in der Deletionsmutante. Dieser betrug
93,5 % im Vergleich zu 87,7 % im Referenzstamm. Beide Stimme zeigen somit eine
deutlich verringerte Aktivitit des Pentosephosphatwegs, als dies zuvor bei respirativem
bzw. respiro-fermentativem Stoffwechsel beobachtet wurde (siehe Kapitel 5.2.7). Die
absolute Menge an NADPH, welches iiber den Pentosephosphatweg gebildet wird, liegt im
Referenzstamm BY4742 bei 3,79 mmol g' h™' und in der MAE1-Deletionsmutante bei
1,1 mmol g’ h'. Wie bereits zuvor diskutiert (siche Kapitel 5.2.5), korrelierten auch in
diesem Fall die ermittelten in vitro Enzymaktivitdten nicht mit den bestimmten in vivo

Flussen.
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Abbildung 37: Flussverteilung in S. cerevisiae BY4742 in Batch-Kultur auf einem 50:50 Gemisch aus
[1-*C]-Glucose und [U-*C]-Glucose. Die prozentualen Fliisse wurden auf die spezifische
Glucoseaufnahmerate von qs = 20,8 mmol g* h™ normiert. Gestrichelte Pfeile - anabole Fliisse zur
Biomassesynthese, rote Pfeile - extrazellulare Produktions- bzw. Aufnahmefllsse. Bei reversiblen

Reaktionen erfolgt die Angabe der Nettorichtung durch einen Pfeil.
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Die spezifische Aktivitit der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase, dem Schliisselenzym
des oxidativen Teils des Pentosephosphatwegs, betrug im Referenzstamm 52,9 mU/mg und
in der Deletionsmutante 58,4 mU/mg. Anders als zuvor in kontinuierlicher Kultur konnte
diese Diskrepanz nicht iiber die anabolen Verhiltnisse von NADP" zu NADPH erklirt
werden. Diese lagen in beiden Stimmen bei 0,2 und waren somit identisch. Eventuell kann
dieses Verhalten tliber gednderte Konzentrationen der entsprechend beteiligten Substrate
und Produkte erklirt werden.

Die Fliisse durch die obere und untere Glykolyse waren in beiden Stimmen nahezu
identisch. Jedoch waren auch hier die ermittelten in vitro Enzymaktivititen der
Phosphofructokinase und der Pyruvat-Kinase mit 837 mU/mg (PFK) und 9833 mU/mg
(PK) im Referenzstamm hoher als in der MAE1-Deletionsmutante mit 758 mU/mg (PFK)
und 7196 mU/mg (PK). Aufgrund der deutlich niedrigeren Biomasseausbeuten der beiden
Stimme im Vergleich zu den bereits diskutierten Ergebnissen in kontinuierlicher Kultur
war die benétigte Menge anaboler Vorstufen in Form von Ribose-5-phosphat und
Erythrose-4-phosphat  ebenfalls deutlich geringer. Sie machte 1im Falle des
Referenzstammes 10 % des Kohlenstoffes aus, der iiber den oxidativen Teil in den
Pentosephosphatweg flieft. Im MAEL-Deletionsstamm betrug ihr Anteil aufgrund der
niedrigeren Aktivitdt des oxidativen Teils 30 %. Im Vergleich zu den kontinuierlichen
Kultivierungen war der Anteil des Referenzstammes vergleichbar, in der MAE1-
Deletionsmutante lag der Anteil jedoch deutlich héher, als dies in kontinuierlicher Kultur
der Fall war. Der erhohte Fluss im oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs fiihrt im
Referenzstamm im Vergleich zur Deletionsmutante auch zu hoheren Aktivititen der
Transketolase und Transaldolase im reversiblen Teil des Stoffwechselweges. Aufgrund des
geringen Anteils des Pentosephosphatwegs am gesamten Kohlenstofffluss macht sich der
Verlust in Form von CO, in diesem Fall nicht so stark bemerkbar, wie dies zuvor in
kontinuierlicher Kultur der Fall war (sieche Kapitel 5.2.5). Auf der Stufe der Pyruvat-
Kinase unterscheiden sich die glykolytischen Fliisse mit 170 % (Referenzstamm) und
172 % (MAE1-Deletionsstamm) nicht signifikant.

Anders als in kontinuierlicher Kultur ist das Ablaufen des ,,futile cycles* aus Fructose-1,6-
bisphosphatase und Phosphofructokinase bei Batch-Wachstum auf Glucose nicht

anzunehmen.
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Abbildung 38: Flussverteilung in S. cerevisiae BY4742 maelA in Batch-Kultur auf einem 50:50
Gemisch aus [1-**C]-Glucose und [U-**C]-Glucose. Die prozentualen Fliisse wurden auf die spezifische
Glucoseaufnahmerate von qs = 18,8 mmol g™* h™ normiert. Gestrichelte Pfeile - anabole Fliisse zur
Biomassesynthese, rote Pfeile - extrazellulare Produktions- bzw. Aufnahmeflisse. Bei reversiblen
Reaktionen erfolgt die Angabe der Nettorichtung durch einen Pfeil.
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Die spezifische in vitro Aktivitdt des gluconeogenen Enzyms lag in beiden Stimmen bei 1
mU/mg. Wobei die spezifische Aktivitit der Phosphofructokinase im Referenzstamm bei
837 mU/mg und in der MAE1-Deletionsmutante bei 758 mU/mg lag. Bei rein respirativem
Stoffwechsel in kontinuierlicher Kultur lag die spezifische Aktivitit der Fructose-1,6-
bisphosphatase bei 12 mU/mg, im MAEL-Deletionsstamm bei 6 mU/mg (siche Kapitel
5.2.5). Die spezifische Aktivitit der Phosphofructokinase betrug unter diesen
physiologischen Bedingungen 36 mU/mg (Referenzstamm BY4742) bzw. 60 mU/mg
(MAE1-Deletionsstamm).

Ahnliches gilt fiir den respiro-fermentativen Stoffwechsel in kontinuierlicher Kultur. Hier
betrug die spezifische in vitro Aktivitit des Referenzstammes ebenfalls 12 mU/mg und die
der MAE1-Deletionsmutante 6 mU/mg. Die spezifische Aktivitit der Phosphofructokinase
betrug dabei im Referenzstamm BY4742 70 mU/mg und in der MAE1-Deletionsmutante
100 mU/mg. Somit ist unter fermentativen Wachstumsbedingungen im Schiittelkolben
nicht von einem unterschiedlich stark ablaufenden Zyklus in den beiden Stimmen
auszugehen, wie dies im Falle der kontinuierlichen Kulturen vermutet wird (siehe Kapitel
5.2.5).

Der Einsatz von Galactose als Kohlenstoffquelle zeichnet sich in beiden Stimmen durch
eine Steigerung der Aktivitit des oxidativen Teils des Pentosephosphatwegs aus. Im
Referenzstamm betrdgt die Aktivitdt 12,7 %, in der MAE1l-Deletionsmutante 8,8 %.
Aufgrund der unterschiedlichen Galactoseaufnahmeraten ist der Unterschied zwischen den
absoluten Fliissen durch den oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs grofler. Diese
betragen im Referenzstamm BY4742 1,46 mmol g’ h”' und in der Deletionsmutante
0,74 mmol g’ h'. Die NADPH Produktion iiber den oxidativen Teil ist entsprechend
doppelt so hoch. Die in vitro Enzymaktivititen der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase
sind in beiden Stimmen mit 65,8 mU/mg (Referenzstamm) und mit 79,2 mU/mg (MAE1-
Deletionsmutante) hoher als bei Wachstum auf Glucose, jedoch sind die absoluten Fliisse
durch den oxidativen Teil aufgrund der im Vergleich zum Wachstum auf Glucose
verringerten Galactoseaufnahmerate niedriger. Als Erkldrung dient wiederum das anabole
Verhiltnis von NADP™ zu NADPH. Dieses betriigt im Referenzstamm BY4742 bei
Wachstum auf Glucose 0,21 und bei Galactose als Kohlenstoffquelle 0,11.
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Abbildung 39: Flussverteilung in S. cerevisiae BY4742 in Batch-Kultur auf einem 50:50 Gemisch aus
[1-**C]-Galactose und [U-*C]-Galactose. Die prozentualen Fliisse wurden auf die spezifische
Galactoseaufnahmerate von gs = 11,5 mmol g* h™ normiert. Gestrichelte Pfeile - anabole Flisse zur
Biomassesynthese, rote Pfeile - extrazellulare Produktions- bzw. Aufnahmefllsse. Bei reversiblen

Reaktionen erfolgt die Angabe der Nettorichtung durch einen Pfeil.
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Da ein erhdhtes anaboles Verhiltnis von NADP" zu NADPH bzw. relativ zu NADPH
gesehen hohe NADP'-Konzentrationen die Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase aktivieren,
bendtigen der Stamm bei Wachstum auf Glucose aufgrund des niedrigeren anabolen
Verhiltnisses eine groBere Enzymmenge, um den entsprechend hohen Fluss durch den
oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs zu gewéhrleisten. Im Falle der MAE1-Deletion
konnte das anabole Verhiltnis bei Wachstum auf Galactose nicht bestimmt werden. Da
sich die beiden Stimme jedoch unter allen anderen Zustinden vergleichbar verhalten
hatten, ist mit hoher Wahrscheinlichkeit davon auszugehen, dass gleiches im Falle der

MAE1-Deletion bei Wachstum auf Galactose gilt.

Der glykolytische Fluss ist in beiden Stimmen vergleichbar und betrdgt auf der Stufe der
Pyruvat-Kinase 183 % (Referenzstamm) bzw. 184 % (MAE1-Deletionsstamm). Die Fliisse
sind aufgrund einer geringeren Glycerinbildung bei Wachstum auf Galactose relativ héher
als dies bei der Kultivierung auf Glucose der Fall ist. Absolut gesehen jedoch ist der
glykolytische Fluss, wiederum auf der Stufe der Pyruvat-Kinase, mit 35,4 mmol g h™'
(Referenzstamm) bzw. 32,3 mmol g’ h”' (MAE1-Deletionsmutante) bei Wachstum auf
Glucose deutlich héher als dies bei Galactose mit 21,0 mmol g h™' (Referenzstamm) bzw.
15,4 mmol g' h"' (MAE1-Deletionsmutante) der Fall ist. Bei beiden Substraten sind die
glykolytischen Flussraten jedoch um eine Grof3enordnung héher als bei respirativem oder
respiro-fermentativem Wachstum in kontinuierlicher Kultur. Der niedrigere glykolytische
Fluss spiegelt sich auch in den in vitro Enzymaktivititen der Pyruvat-Kinase wieder. Diese
halbiert sich ebenfalls in beiden Stdammen von 9833 mU/mg auf 4422 mU/mg im
Referenzstamm und von 7196 mU/mg auf 4029 mU/mg in der Deletionsmutante beim

Vergleich von Glucose und Galactose als Kohlenstoffquelle.
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Abbildung 40: Flussverteilung in S. cerevisiae BY4742 maelA in Batch-Kultur auf einem 50:50
Gemisch aus [1-**C]-Galactose und [U-*C]-Galactose. Die prozentualen Fliisse wurden auf die
spezifische Galactoseaufnahmerate von gs = 8,38 mmol g™ h™ normiert. Gestrichelte Pfeile - anabole
Flusse zur Biomassesynthese, rote Pfeile - extrazellulare Produktions- bzw. Aufnahmeflisse. Bei
reversiblen Reaktionen erfolgt die Angabe der Nettorichtung durch einen Pfeil.
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Interkompartimenteller Transport und Verzweigung am Pyruvatknotenpunkt

Wie bereits diskutiert (sieche Kapitel 5.2.5) ist die Bestimmung der Verzweigung zwischen
dem Import von Pyruvat in die mitochondrielle Matrix und dem Eintritt {iber den Pyruvat-
Dehydrogenase-Bypass in Form von Acetyl-CoA mit einer relativ groBen Unsicherheit
behaftet. Wie bereits bei den Chemostatexperimenten wurde der zur Deckung des
cytosolischen Acetyl-CoA-Bedarfs fiir die Biosynthese der Fettsduren bendtigte Fluss
durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass bestimmt. Daneben wurde ebenfalls der
maximal mogliche Fluss durch den Bypass, unter der Annahme einer ausschlieBlichen
Reoxidation des NADPHs iiber die Biomassebildung bestimmt. Die entsprechenden Werte
der beiden Stimme bei Wachstum auf Glucose oder Galactose im Schiittelkolben sind in
Tabelle 29 zusammengefasst. Dabei bestimmen der im Vergleich zu den kontinuierlichen
Kulturen niedrigere  anabole Bedarf an  cytosolischem  Acetyl-CoA  zur
Fettsdurebiosynthese, sowie die hier deutlich hoheren extrazelluldren Fliisse von Ethanol
und Acetat, den bendtigten Fluss durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass zur Deckung
des anabolen Bedarfs an Acetyl-CoA im Cytosol. Der maximale Fluss bei ausschlieBlicher
NADPH-Reoxidation iiber die Biomasse wird wiederum durch die gebildete Menge an
NADPH iber die Acetaldehyd-Dehydrogenase vorgegeben, welche iiber die
Biomassebildung, unter Beriicksichtigung weiterer NADPH-Quellen
(Pentosephosphatweg), reoxidiert werden kann. Da jedoch hinsichtlich der NADPH-
Bildung eine weitere Unsicherheit, namentlich die NAD'- und NADP -abhingigen
Isoenzyme der Isocitrat-Dehydrogenase, besteht, kann dieser Fluss nicht exakt abgeschitzt
werden (siche dazu auch Kapitel 5.2.5).

Der maximale Fluss den eine ausschlieSliche NADPH-Reoxidation iiber die Biomasse
erlaubt, wurde wie bereits bei der Abschitzung fiir den respirativen und respiro-
fermentativen Stoffwechsel daher fiir eine rein NAD -abhéngige Isocitrat-Dehydrogenase
im Citratzyklus berechnet. Das Wachstum auf Galactose zeichnet sich bei beiden Stimmen
durch einen, unter der entsprechenden Annahme einer rein NAD -abhiingigen Isocitrat-
Dehydrogenase, maximalen Fluss durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass von 107 %
(Referenzstamm) bzw. 129 9% (MAE1-Deletionsstamm) die wunterhalb der
Ethanolproduktionsraten von 117 % (Referenzstamm) bzw. 130 % (MAE1-

Deletionsstamm) liegen, aus.
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Tabelle 29: Benétigter Fluss durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass zur Bereitstellung des
cytosolischen Acetyl-CoAs fiir die Fettsdurebiosynthese, sowie der max. zuléssige Fluss durch den
Bypass unter der Annahme einer ausschlief3lichen NADPH-Reoxidation tber die Biomassebildung
unter der Beachtung des anabolen Bedarfs an cytosolischem Acetyl-CoA, sowie der extrazellularen
Ethanol-und Acetat-Fllisse. Angegebene prozentuale Flisse sind auf die jeweilige spezifische
Hexoseaufnahmerate (siehe Tabelle 12) bei fermentativem Wachstum im Schiittelkolben auf Glucose
oder Galactose bezogen.

bendtigter Fluss zur ~ max. Fluss bei ausschlieflicher
tatsdchlicher
Bereitstellung von cyt. NADPH-Reoxidation iiber die
) Fluss [%]
Acetyl-CoA [%] Biomasse [%]
BY4742 Glc 157 143 1570
(Ref) Gal 130 107 133+0
Glc 161 159 162+0
maelA

Gal 144 129 159+1

Dies heiflit, dass NADPH, welches iiber den Pentosephosphatweg generiert wird, nicht
vollstindig iiber die Biomassebildung reoxidiert werden kann. Dasselbe gilt ebenfalls fiir
das Wachstum des Referenzstammes auf Glucose. Hier berechnet sich der maximal Fluss
zu 143 % wohingegen die Ethanolbildungsrate 148 % betrigt. Lediglich die MAE1-
Deletionsmutante ist in der Lage sdmtliches iliber den Pentosephosphatweg gebildetes
NADPH iiber die Biomassebildung zu reoxidieren. Die Ethanolbildungsrate liegt hier mit
152 % unterhalb des berechneten maximalen Flusses von 159 %. Dies wiederum bestatigt
die bereits im Falle der kontinuierlichen Kulturen gewonnene Erkenntnis, dass alternative
Wege zur Reoxidation von NADPH bestehen miissen, um die entsprechenden Bilanzen zu
schlieBen (sieche Kapitel 5.2.5). Auch bei dieser Betrachtung wurde die NADPH-
Generierung iiber die NADP -abhingige Isoform der Isocitrat-Dehydrogenase zunichst
auBer Acht gelassen. Alternative Wege der NADPH-Reoxidation erlauben hohere
maximale Fliisse durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass und erlauben somit die
bendtigten Fliisse zur Deckung des cytosolischen Acetyl-CoA-Bedarfs (siehe Tabelle 29).
Entsprechendes gilt fiir die kontinuierlichen Kulturen beider Stamme, die in Kapitel 5.2.5

diskutiert wurden.
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Die Reaktion der Pyruvat-Decarboxylase stellt den Eintrittspunkt in den Pyruvat-
Dehydrogenase-Bypass dar. Bei Wachstum auf Glucose betrdgt der absolute Fluss durch
den Bypass im Referenzstamm 32,7 mmol g’ h"' und in der MAE1-Deletionsmutante
30,5 mmol g’ h™'. Galactose als Kohlenstoffquelle dagegen fiihrt zu einer deutlichen
Erniedrigung des Flusses im Referenzstamm mit 15,3 mmol g' h™' und in der MAE1-
Deletionsmutante mit 13,3 mmol g” h™'. Dies macht sich auch in einer 37 % Verringerung
der spezifischen Aktivitit der Pyruvat-Decarboxylase im Referenzstamm und in der
MAE1-Deletionsmutante bemerkbar. Im Gegensatz zu den kontinuierlichen Kulturen der
beiden Stdmme findet in Batch-Kultur ein geringerer Austausch zwischen dem
mitochondriellen und dem cytosolischen Oxalacetatpool statt. Der Transport ist im
Referenzstamm bei Wachstum auf beiden Kohlenhydraten und in der MAEL-
Deletionsmutante bei Wachstum auf Galactose nahezu irreversibel. Lediglich der MAE1-
Deletionsstamm auf Glucose weist eine vergleichbare Reversibilitit der Transportreaktion
auf, wie dies zuvor in kontinuierlicher Kultur bei beiden Stimmen beobachtet wurde. Wie
bereits erwihnt geht eine Anderung in der Reversibilitit einer Reaktion oft mit
Konzentrationsdnderungen der daran beteiligten Metabolite einher.

Tabelle 30 zeigt die Import-, Export- und Nettofliisse des Oxalacetat-Transportes in und
aus der mitochondriellen Matrix. Der Nettofluss beider Stamme ist im Vergleich zum
respirativen und respiro-fermentativen Stoffwechsel deutlich niedriger. Ursache hierfiir ist
in erster Linie der geringere Entzug anaboler Vorstufen aus dem Citratzyklus, als dies in
kontinuierlicher Kultur der Fall ist. Die Nettofliisse beider Stimme bei Wachstum auf
Glucose sind nahezu identisch (sieche Tabelle 30). Im Gegensatz zu den kontinuierlichen
Kulturen der beiden Stimme findet in Batch-Kultur ein geringerer Austausch zwischen
dem mitochondriellen und dem cytosolischen Oxalacetatpool statt. Der Transport ist im
Referenzstamm bei Wachstum auf beiden Kohlenhydraten und in der MAEL-
Deletionsmutante bei Wachstum auf Galactose nahezu irreversibel. Lediglich der MAE1-
Deletionsstamm auf Glucose weist eine vergleichbare Reversibilitdt der Transportreaktion
auf, wie dies zuvor in kontinuierlicher Kultur bei beiden Stimmen beobachtet wurde. Wie
bereits erwdhnt geht eine Anderung in der Reversibilitit einer Reaktion oft mit
Konzentrationsédnderungen der daran beteiligten Metabolite einher.

Bei Wachstum auf Galactose dagegen besitzt der Referenzstamm mit 6,5 % einen deutlich
hoheren Nettofluss als der MAE1-Deletionsstamm mit 1,4 %. Dies ist in erster Linie auf

den erhohten Fluss durch das Malat-Enzym zuriickzufiihren.

151



Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 30: Import und Export Flusse des Oxalacetat-Transportes. Angegeben sind des Weiteren die
jeweiligen NettoflUsse und die Reversibilitdten der Stamme S. cerevisiae BY4742 und BY4742 maelA
in Batch-Kultur mit Glucose oder Galactose als Kohlenstoff- und Energiequelle. Flisse als prozentuale

Anteile der entsprechenden spezifischen Hexoseaufnahmeraten qs (siehe Tabelle 12).

Importfluss [%]  Exportfluss [%]  Nettofluss [%] Reversibilitét
BY4742 Glc 4,0+0,0 1,0 +0,0 2,9+0,0 0,3
(Ref) Gal 7,5+0,1 1,1+0,0 6,5+0,1 0,2
Glc 12,8 +£0,2 10,4 +0,2 2,4+0,0 4,3
maelA
Gal 1,4+0,0 0,0£0,0 1,4=+0,1 0

Da diese Reaktion dem Citratzyklus C4-Korper entzieht, muss dieser Verlust iiber
anaplerotische Reaktionen wieder ausgeglichen werden.

Im Gegensatz zu den kontinuierlichen Kulturen der beiden Stimme findet in Batch-Kultur
ein geringerer Austausch zwischen dem mitochondriellen und dem cytosolischen
Oxalacetatpool statt. Der Transport ist im Referenzstamm bei Wachstum auf beiden
Kohlenhydraten und in der MAE1-Deletionsmutante bei Wachstum auf Galactose nahezu
irreversibel. Lediglich der MAE1-Deletionsstamm auf Glucose weist eine vergleichbare
Reversibilitdt der Transportreaktion auf, wie dies zuvor in kontinuierlicher Kultur bei
beiden Stimmen beobachtet wurde. Wie bereits erwihnt geht eine Anderung in der
Reversibilitit einer Reaktion oft mit Konzentrationsinderungen der daran beteiligten
Metabolite einher.

Eine Anderung der mitochondriellen bzw. cytosolischen Oxalacetatkonzentration im Falle
der MAE1-Deletion bei Wachstum auf Glucose konnte die erhdhte Reversibilitdt unter
Umsténden erkldren. Einen Einfluss kann in diesem Zusammenhang auch die Aktivitét des
Citratzyklus besitzen, der in der MAE1-Deletionsmutante lediglich bis zur Stufe von a-
Ketoglutarat 1duft, wohingegen unter allen anderen Zusténden eine zyklische Betriebsweise

beobachtet wurde.

Die anaplerotische Reaktion der Pyruvat-Carboxylase liegt bei beiden Stimmen bei
Wachstum auf Glucose bei etwa 4-5 %. Dasselbe gilt auch fiir die Aktivitat in der MAE1-
Deletionsmutante bei Wachstum auf Galactose. Lediglich der Referenzstamm zeichnet
sich, analog zur Aktivitdt des Oxalacetat-Transporters, aufgrund der erhdhten Aktivitit des

Malat-Enzyms durch einen gesteigerten Fluss durch die Pyruvat-Carboxylase aus. Die
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niedrigeren Fliisse im Vergleich zu den kontinuierlichen Kulturen sind in erster Linie auf
einen geringeren Entzug anaboler Vorstufen aus dem Citratzyklus zuriickzufiihren.

Die Reaktion der PEP-Carboxykinase wurde, wie bereits diskutiert (siche Kapitel 5.2.5)
nicht in das Modell integriert. Jedoch ist auch bei aerob fermentativem Stoffwechsel in
Batch-Kultur bei beiden Staimmen sowohl auf Glucose, als auch auf Galactose von einer
Aktivitdt dieses Enzyms auszugehen. Dies spiegelt sich auch in den in vitro Aktivititen der
PEP-Carboxykinase wieder, die in allen vier Zustinden vergleichbar waren (siche Kapitel
5.1.4). Auch hier ist von einer gewissen Signifikanz des ,,futile cycles* bestehend aus
Pyruvat-Carboxylase, PEP-Carboxykinase und Pyruvat-Kinase, der zu einer

Nettohydrolyse von ATP fiihrt, auszugehen.

Citratzyklus und Malat-Enzym

Der Eintritt des Kohlenstoffes in den Citratzyklus erfolgt iiber Acetyl-CoA, das, wie
bereits beschreiben, {iber den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex generiert bzw. iiber den
entsprechenden Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass nach cytosolischer Synthese in die
mitochondrielle Matrix importiert wird. Zwischen dem Wachstum auf Glucose und
Galactose zeigt sich in beiden Stimmen ein drastischer Unterschied in der Aktivitdt des
Citratzyklus. Vergleicht man die Fliisse auf der Stufe der Isocitrat-Dehydrogenase, so
betridgt der Wert bei Wachstum auf Glucose im Referenzstamm 3,5 % und in der MAE1-
Deletionsmutante 1,9 %. Bei Wachstum auf Galactose dagegen sind die Fliisse mit 43,9 %
im Referenzstamm und 34,1 % in der MAEl-Deletionsmutante drastisch erhoht. Dies
spiegelt sich auch in einem um den Faktor zehn erhdhten Sauerstoffbedarf beider Stimme
bei Wachstum auf Galactose wieder (siche Tabelle 12). Bei Wachstum auf Glucose wird
der Citratzyklus nahezu ausschlielich zur Bereitstellung anaboler Vorstufen genutzt (siche
Abbildung 37 und Abbildung 38). Dabei lauft der Zyklus im Falle der MAE1-Deletion
nicht mehr vollstindig ab, sondern kommt auf der Stufe von a-Ketoglutarat zum Erliegen.
Hier zeigt sich auch, dass Glucose ein deutlich besserer Repressor der respiratorischen
Stoffwechselwege als Galactose ist.

Die bestimmten spezifischen in vitro Enzymaktivititen der Isocitrat-Dehydrogenase
(NAD'- und NADP -abhingige Isoform) sind bei Wachstum auf Glucose in beiden
Stammen vergleichbar (sieche Tabelle 16). Bei Wachstum auf Galactose zeichnet sich der

Referenzstamm jedoch durch eine hohere spezifische Aktivitit von 202 mU/mg im

153



Ergebnisse und Diskussion

Vergleich zur MAE1-Deletionsmutante mit 176 mU/mg aus. Dies spiegelt sich auch in den
absoluten Citratzyklus-Fliissen unter diesen Zustinden wieder. Im Referenzstamm betragt
der absolute Fluss auf der Stufe der Isocitrat-Dehydrogenase 5,0 mmol g’ h', in der
MAE1-Deletionsmutante 3,0 mmol g' h”'. Der mitochondrielle Bedarf an NADPH von
6,4 % kann bei Wachstum auf Glucose, auch bei der Annahme einer rein NADP -
abhingigen Isocitrat-Dehydrogenase, nur durch einen zum Teil in der mitochondriellen
Matrix ablaufenden Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass generiert werden. Bei Wachstum auf
Galactose stellt die Bereitstellung entsprechender mitochondrieller NADPH-Molekiile
aufgrund der stark erhohten Aktivitit des Citratzyklus kein Problem dar. Wie bereits bei
rein respirativem und respiro-fermentativem Stoffwechsel zeichnet sich die MAEI1-
Deletionsmutante durch eine verringerte Citratzyklus-Aktivitét aus.

Ein Fluss durch das Malat-Enzym konnte erwartungsgemifl wiederum nur im
Referenzstamm bestimmt werden. Bei Wachstum auf Galactose betrdgt der relative Fluss

4,9 %, auf Glucose dagegen lediglich 1,2 %.

Aminosaure-Biosynthese

Wie bereits bei den Untersuchungen zum respirativen und respiro-fermentativen
Stoffwechsel, wurden alternative Synthesewege der Aminosduren Alanin, Aspartat und
Glycin beriicksichtigt. Im Falle des Wachstums auf Galactose teilte sich die Biosynthese
von Alanin auf beide Kompartimente auf. Der Einsatz von Glucose als Kohlenstoffquelle
hatte im Referenzstamm eine rein mitochondrielle Alaninsynthese und in der MAE1-
Deletionsmutante eine fast ausschlieBlich cytosolische Synthese zur Folge. Die
Biosynthese erfolgte unter allen Zustinden, mit Ausnahme des Referenzstammes bei
Wachstum auf Galactose, ausschlieflich iiber Serin. Bei Wachstum des Referenzstammes
auf Galactose wurden geringe Mengen ausgehend von Threonin synthetisiert. Die
Aspartatbildung fand unter allen Zustédnden ausschlieBlich im Cytosol statt. Der im Falle
der MAE1-Deletionsmutante bei Wachstum auf Glucose ausgewiesene mitochondrielle
Anteil ist vermutlich ebenfalls der cytosolischen Synthese zuzuschreiben, da der
Citratzyklus nicht vollstindig ablduft und somit nicht zwischen der Markierung von

cytosolischem und mitochondriellem Oxalacetat unterschieden werden kann.

154



Ergebnisse und Diskussion

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass die Deletion des MAE1-Gens, sowohl bei
Wachstum auf Glucose als auch bei Wachstum auf Galactose, eine Verringerung des
Flusses durch den oxidativen Teil des Pentosephosphatweges und des Citratzyklus zur
Folge hat. Dementsprechend akkumuliert in der MAE1-Deletionsmutante ein geringerer
NADPH-Uberschuss, als dies im Referenzstamm der Fall ist (beschrieben im folgenden
Kapitel 5.2.8). Des Weiteren wird wiederum deutlich, dass alternative Systeme, neben der
Biomassebildung, zur Reoxidation von NADPH bestehen miissen. Im Falle des
Wachstums auf Glucose zeigt sich erneut, dass der Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass zur
Deckung des mitochondriellen NADPH-Bedarfs in beiden Kompartimenten ablaufen
muss. Aufgrund des deutlich respirativeren Wachstums beider Stamme auf Galactose
stellte die mitochondrielle NADPH-Bereitstellung hier kein Problem dar. Auf die genaue
Bilanzierung der Redoxédquivalente und ATP der Batch-Kulturen auf Glucose und

Galactose wird im folgenden Kapitel ndher eingegangen.

5.2.8 Bilanzierung der Redoxaquivalente und ATP

Die unterschiedlichen Flussverteilungen der beiden Stamme bei Wachstum auf Glucose
und Galactose hatten auch Unterschiede in der Bereitstellung von NADPH fiir den
Anabolismus zur Folge. Im Folgenden wird auch niher auf die Bilanzierung von NADH

und ATP eingegangen.

NADPH-Bilanzierung

Die Bilanzierung von NADPH erfolgte anhand der beiden Dehydrogenasereaktionen des
oxidativen Teils des Pentosephosphatweges, der Isocitrat-Dehydrogenase, die als rein
NADP -abhingig angenommen wurde, sowie des Malat-Enzyms und der Acetaldehyd-
Dehydrogenase.

Das Wachstum auf Galactose hat, hauptsidchlich durch die hohe Aktivitit des Citratzyklus
einen deutlichen Uberschuss an NADPH zur Folge. Dieser betriigt im Referenzstamm
74,9 % und in der MAE1-Deletionsmutante 64,2 %. Im Gegensatz dazu weisen die beiden
Stimme bei Wachstum auf Glucose einen deutlich geringeren Uberschuss an NADPH auf.

Im Referenzstamm betrigt dieser 19,3 % und in der Deletionsmutante 4,3 %.
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Tabelle 31: Bilanzierung der NADPH-Bildung und des Verbrauchs durch den Anabolismus. Gezeigt
sind die Daten fir S. cerevisiae BY4742 (Referenzstamm) und den MAEZ1-Deletionsstamm bei
Wachstum auf Glucose und Galactose; angegebene prozentuale Werte sind auf die entsprechende

spezifische Hexoseaufnahmerate normiert.

BY4742 maelA

Glc Gal Glc Gal

Glucose-6-phosphat-DH 9,1 12,7 3,0 8,8
6-Phosphogluconat-DH 9,1 12,7 3,0 8,8

Malat-Enzym 1,2 4,9 0 0

Isocitrat-DH 3,5 43,9 1,9 34,1
Acetaldehyd-DH 9,5 15,7 9,5 294
Summe 32,4 89,9 17,4 81,1
anaboler Bedarf - 13,1 -15,0 -13,1 -16,9
Uberschuss 19,3 74,9 4,3 64,2

Wie bereits erwéhnt ist die Bestimmung des Flusses iiber den Pyruvat-Dehydrogenase-
Bypass mit einem gewissen Fehler behaftet. Dies é&dndert jedoch nichts an der
Gesamtmenge an gebildetem NADH und NADPH. Jedoch reicht auch bei minimalem
Fluss durch den Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass zur Generierung des cytosolisch
benodtigten Acetyl-CoAs die Biomassebildung nicht zur Reoxidation des gebildeten
NADPH aus, wodurch auch unter diesen physiologischen Bedingungen eine Ubertragung
der Elektronen von NADPH auf NADH und dessen Reoxidation in der Atmungskette
notwendig wird. Bei Wachstum auf Galactose sind beide Stdmme in der Lage, die in den
einzelnen Kompartimenten bendtigte Menge an NADPH unabhingig von der Aktivitét der
Acetaldehyd-Dehydrogenase zu synthetisieren. Der mitochondrielle Bedarf kann von
keinem der beiden Stimme bei Wachstum auf Glucose ohne einen in der mitochondriellen
Matrix ablaufenden Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass gedeckt werden. Zur Deckung des
cytosolischen anabolen NADPH-Bedarfs, alleine aus dem Pentosephosphatweg, ist bei
Wachstum auf Glucose lediglich der Referenzstamm in der Lage. Der MAEI-
Deletionsstamm bendtigt auch hierzu die Aktivitit der Acetaldehyd-Dehydrogenase. Wie
bereits bei den kontinuierlichen Kulturen diskutiert (siche Kapitel 5.2.6), ist die
Acetaldehyd-Dehydrogenase in der Lage, benotigtes NADPH in beiden Kompartimenten
zur Verfiigung zu stellen (sieche Abbildung 41). Die gezeigten mitochondriell gebildeten
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NADPH-Mengen stellen den maximalen Fluss dar, da eine rein NADP -abhingige
Isocitrat-Dehydrogenase angenommen wurde, was aufgrund der spezifischen in vitro
Enzymaktivititen jedoch nicht anzunehmen ist. Wie bereits in Kapitel 5.2.6 diskutiert, ist
ein mitochondrieller Uberschuss an NADPH unwahrscheinlich, da keine
Transportmechanismen aus der mitochondriellen Matrix bekannt sind. Sehr viel
wahrscheinlicher ist, dass der Uberschuss durch die Aktivitit der NAD -abhingigen
Isoform der Isocitrat-Dehydrogenase in Form von NADH vorliegt, welches durch die
Atmungskette reoxidiert werden kann. Des Weiteren wird, wie bereits diskutiert, von der
Elektronentibertragung von cytosolischem NADPH auf NADH durch den beschriebenen
Transhydrogenase-dhnlichen Zyklus aus NAD'- und NADP'-abhingiger Glutamat-

Dehydrogenase, ausgegangen.

50 [ BY4742 Glc
] [ maelA Glc
XA BY4742 Gal
40 B maelA Gal
S,
»n 304
%]
=]
L J
)
2 204
K]
o ]
10
0
Bildung Bedarf Bildung Bedarf Acetaldehyd
Cytosol Cytosol Mitochondrium Mitochondrium Dehydrogenase

Abbildung 41: Generierung von NADPH und anaboler Bedarf zur Biosynthese unterteilt in die beiden
Kompartimente Cytosol und Mitochondrium. Angegeben sind relative Werte normiert auf die
jeweilige spezifische Hexoseaufnahmerate der Stamme S. cerevisiae BY4742 und maelA bei Wachstum
auf Glucose und Galactose. Die Acetaldehyd-Dehydrogenase ist aufgrund der nicht vollstandig
geklarten Kompartimentierung der Reaktion separat gezeigt.
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NADH-Bilanzierung

Die Bilanzierung von NADH erfolgte anhand der Reaktionen der Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase, des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes, sowie der Citratzyklus
assoziierten Reaktionen der a-Ketoglutarat-Dehydrogenase, der Succinat-Dehydrogenase
(FADH;) und der Malat-Dehydrogenase. Verbrauchende Reaktionen der Ethanol-
Dehydrogenase und der  Glycerin-3-phosphat-Dehydrogenase  wurden  ebenso
beriicksichtigt, wie die Ubertragung von Elektronen von NADPH auf NADH und durch
den Anabolismus generiertes NADH. Wie bereits bei respirativem und respiro-
fermentativem Stoffwechsel weist der MAE1-Deletionsstamm sowohl bei Wachstum auf
Glucose, als auch bei Wachstum auf Galactose einen geringeren NADH-Uberschuss als
der Referenzstamm auf (siche Tabelle 32). Der Vergleich beider Stimme bei Wachstum
auf Glucose und Galactose zeigt den deutlichen Anstieg des NADH-Uberschusses im Falle
des respirativeren Wachstums auf Galactose, der in etwa eine GroBenordnung betrigt. Der
gleiche Unterschied ldsst sich auch im Sauerstoffbedarf (siche Tabelle 12) der beiden
Stimme bei Wachstum auf den beiden Kohlenhydraten beobachten. Aufgrund des
groBeren NADH-Uberschusses bei Wachstum auf Galactose kann mehr ATP iiber die
oxidative Phosphorylierung gebildet werden. Im Folgenden wird darauf néher

eingegangen.
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Tabelle 32: Bilanzierung der NADH-Bildung. Gezeigt sind die Daten fur S. cerevisiae BY4742
(Referenzstamm) und den MAE1-Deletionsstamm bei Wachstum auf Glucose und Galactose in Batch-

Kultur; angegebene prozentuale Werte sind auf die entsprechende spezifische Hexoseaufnahmerate

normiert.
BY4742 maelA

Glc Gal Glc Gal

GAP-DH 172 185 174 186
Pyruvat-DH 3,5 41,5 1 17,9
a-Ketoglutarat-DH 1,8 42.4 0 32,7
Succinat-DH (FADH,) 1,8 42,4 0 32,7
Malat-DH 0,6 37,5 0 32,7
Glycerin-3-phosphat-DH -17 -2,6 -16,1 -3,3
Ethanol-DH -148 -117 -152 -130
NADPH —» NADH 19,3 74,9 4,3 64,2
Anabolismus 1,9 2,1 1,9 2,4
Summe 35,9 268 13,1 235

ATP-Bilanzierung

Der durch den Stoffwechsel generierte Uberschuss an NADH (FADH,) wird unter aeroben
Bedingungen iiber die Atmungskette unter ATP-Generierung reoxidiert. Der P/O-Quotient
liegt dabei bei etwa 1,5. In Tabelle 33 sind alle Reaktionen zur ATP-Synthese bzw. zu
dessen Verbrauch zusammengefasst. Wie bereits bei respirativem und respiro-
fermentativem Stoffwechsel besitzt der MAE1-Deletionsstamm bei Wachstum auf beiden
Zuckern einen geringeren ATP-Uberschuss als dies im Referenzstamm der Fall ist.
Deutlich wird auch, dass der bei Wachstum auf Galactose stirker ablaufende Citratzyklus
enorm zum ATP-Uberschuss beitrigt. Der absolute ATP-Uberschuss betriigt bei Wachstum
auf Glucose als Kohlenstoffquelle 31,2 mmol g' h' im Referenzstamm und
21,8 mmol g' h™' in der MAE1-Deletionsmutante. Auf Galactose ist der ATP-Uberschuss

" h' im Referenzstamm und 41,2 mmol g' h' in der MAE1-

mit 64,2 mmol g
Deletionsmutante hoher als bei Wachstum auf Glucose. Der ATP-Uberschuss ist bei
beiden Stimmen auf beiden Kohlenstoffquellen deutlich hoher, als dies in kontinuierlicher

Kultur der Fall war (sieche Tabelle 28).
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Tabelle 33: Bilanzierung der ATP/GTP-Bildung und dessen Verbrauch. Gezeigt sind die Daten fir
S. cerevisiae BY4742 (Referenzstamm) und den MAE1-Deletionsstamm bei Wachstum auf Glucose und
Galactose. Angegebene prozentuale Werte sind auf die entsprechende spezifische Hexoseaufnahmerate
normiert. Daneben ist auch der absolute ATP-Uberschuss in mmol g™grm h™ angegeben.

BY4742 maelA

Glc Gal Glc Gal

3-Phosphoglycerat-Kinase 171 183 173 185
Pyruvat-Kinase 170 183 172 184
Succinyl-CoA Synthetase (GTP) 1,8 42.4 0 32,7
Atmungskette 53,9 402 19,7 353
Hexokinase -100 -100 -100 -100
Phosphofructokinase -934 91,7 -95,1 -93.4
Anabolismus -53,6 -61,2 -53,6 -68,9

Uberschuss 150 558 116 492
Uberschuss [mmol gy h™'] 31,2 64,2 21,8 41,2

160



Ergebnisse und Diskussion

5.3 Elementarmodenanalyse

Die Elementarmodenanalyse (Schuster et al., 2000) in dieser Arbeit hatte das Ziel die
Kompartimentierung der NADPH-Bereitstellung unter verschiedenen physiologischen
Zustinden quantitativ zu analysieren. Dabei wurden verschiedene physiologische
Zustinde, wie rein respiratives und respiro-fermentatives Wachstum, untersucht. Auch die
Auswirkung der Deletion des MAE1-Genes auf die Netzwerkstochiometrie und den
zelluldren Stoffwechsel wurde zur Klidrung der Funktion des entsprechenden Enzyms
genauer bestimmt.

In den letzten Jahren wurden von verschiedenen Gruppen Genom-weite Netzwerke des
zelluldren Stoffwechsels von S. cerevisiae ausgehend von Literatur- und Genomdaten
aufgestellt, die auch die Kompartimentierung der einzelnen Reaktionen beriicksichtigen.
2003 veroffentlichten Forster et al. (2003) das Netzwerk iFF708, das 708 ORFs, 1175
Reaktionen und 584 Metabolite beinhaltet. Ein weiteres Genom-weites Modell, iLL672,
welches ausgehend von iFF708 entwickelt wurde, wurde 2005 verdffentlicht und
beinhaltet 672 Gene, 745 Reaktionen und 636 Metabolite (Kuepfer et al., 2005). Daneben
wurde 2004 ein voll kompartimentiertes Modell, iND750 des zelluldren Stoffwechsels
publiziert (Duarte et al., 2004a). Es beinhaltet 750 Gene und 1149 Reaktionen, die sich auf
acht Kompartimente aufteilen. Das aus iND750 weiterentwickelte Genom-weite Modell
IMM904 wurde 2009 veroffentlicht und besteht aus 904 Genen, die 1412 Reaktionen
katalysieren, an denen wiederum 713 Metabolite beteiligt sind (Mo et al., 2009).

Zum Aufsetzten dieser Modelle, sowie deren fortwéhrenden Instandhaltung und
Aktualisierung, wurden unter anderem die ,,Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG)“ (Kanehisa et al., 2006), sowie die ,,Saccharomyces Genome Database (SGD)*
herangezogen (Caspi et al., 2008; Nash et al., 2007).

In einer gemeinsamen Anstrengung wurde 2008 von einem Konsortium, ausgehend von
den beiden bereits erwdhnten Genom-weiten Modellen iMM904 und i1LL672 des
S. cerevisiae-Stoffwechsels, ein Konsensusnetzwerk rekonstruiert (Herrgard et al., 2008).
Dieses Netzwerk besteht aus 832 Genen, 1857 Reaktionen und 1168 Metaboliten.

Die einzelnen Reaktionen der 4. Version dieses Netzwerkes (Stand April 2010,

http://www.comp-sys-bio.org/yeastnet/) wurden metabolisch verwandten Gruppen

zugeordnet. Diese 23 Gruppen sind in Tabelle 34 zusammengefasst.
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Tabelle 34: Zuordnung der Reaktionen des Konsensusnetzwerkes nach Herrgard et al. (2008) in

Gruppen verwandter Stoffwechselwege. Die gesamten Reaktionen und beteiligten Enzyme sind dem

Anhang zu entnehmen (siehe Kapitel 8.4.2). Die Grundlage bildete die 4. Version des

Konsenusnetzwerkes (http://www.comp-sys-bio.org/yeastnet/).

Nr. im ) Anzahl
Gruppe Beschreibung )
Anhang Reaktionen
Aminoséure . .
. 1 Synthese der 20 proteinogenen Aminosaduren 106
Biosynthese
Transport von Metaboliten zwischen
Transport 2 ] 470
Kompartimenten oder dem extrazelluldren Raum
Bildung von ; Reaktionen, die die Zusammenlagerung loa
Proteinkomplexen einzelner Proteine zu Komplexen beschreiben
Reaktionen, die die Ubertragung von
Proteinsynthese 4 Aminosduren ausgehend von AS-tRNA 35
beschreiben
Ubertragung der Aminosiuren auf
tRNA-Synthetasen 5 35
entsprechende tRNAs
) o Synthese der Purin- und Pyrimidinbasen, der
Purin- / Pyrimidin- . .
) 6 entsprechenden Nukleotide und Nukleoside, 108
Metabolismus )
sowie Salvage-Wege
Reaktionen, die vorhanden sein miissen, bei
Reaktionen ohne . denen das entsprechende Gen jedoch nicht 100
bekanntes Gen bekannt ist, sowie spontan ablaufende
Reaktionen
Glykolyse, Pentosephosphatweg,
zentraler Gluconeogenese, Anaplerose, Citratzyklus,
Kohlenstoff- 8 Glyoxylatzyklus, fermentative 91
metabolismus Stoffwechselwege, Kohlenhydrat-, Acetat-,
Glycerin-, Ethanol-Metabolisierung
Synthese von
Kofaktoren, Thiamin, Riboflavin, Pyridoxin, Folat,
prosthetische 9 Pantothenat, Biotin, NAD(P), FMN, FAD, o1
Gruppen, SAM, Gluthation, Thioredoxin, Porphyrine,

Elektronen-Carrier,

Vitamine

Ubiquinon, Polyprenyle, Tetrapyrrol
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Synthese von

Putrescin, Spermidin, Spermin, UDP-N-

Aminen / 10 9
. Acetylglucosamin, Methylthioadenosin
Polyaminen
Kohlenhydrat- " Chitin, Chitosan, Trehalose, Glycogen, .
Synthese Dolichyl-phosphate
Biosynthese von . Fettsduren, Phospholipide, Sterole, Mevalonat, 389
Fettsduren / Lipiden Sphingolipide, Triglyceride
Synthese von _ .
13 myo-Inositol, Inositol-phosphate 19
Zucker-Derivaten
Degradierende- / Abbau von Alkoholen, Aldehyden, Aminen,
assimilatorische 14 Polyaminen, Fettsduren / Lipiden; Assimilation 131
Stoffwechselwege von Sulfat und Formaldehyd
Oxidativer / osmotischer Stress, Redox-
Stressantwort 15 . 14
Homdostatse, Entgiftung
Proteine der oxidativen Phosphorylierung, sowie
Atmungskette 16 _ 11
die ATP-Synthase
. Putative Proteine, Nebenreaktionen, Reaktionen
Biologische Prozesse )
17 die keinem Stoffwechselweg zugeordnet werden 16
nicht bekannt
konnen
Membran- / GPI-
18 - 18
Anker
Glycin-Cleavage-
Y s 19 - 8
System
Wachstum / Glykosylierung, De-/Acylierung, Ubiquinierung,
Biomasseaufbau / 20 DNA-Methylierung, Zytoskelett, Aufbau von 56
Prozessierung von Zellwand / Membran / Ascosporen, Organellen-
Makromolekiilen Organisation
Anaerobes
Wachstum / ” Reaktionen verschiedener Fumarat-Reduktase- ;
anoxische Isoenzyme
Bedingungen
_ Methylgruppen-Bereitstellung iiber verschiedene
C,-Metabolismus 22 11
Folatderivate
Aldehyd- / Alkohol-
23 Synthese von Fuselalkoholen, Aldehydtoleranz 16

Dehydrogenasen
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Ausgehend von diesen Genom-weiten Modellen wurde in dieser Arbeit zur
Elementarmodenanalyse ein Sub-Netzwerk des Stoffwechsels verwendet, da eine
Berechnung der Elementarmoden auf Grundlage der duflerst komplexen Genom-weiten
Modelle nicht modglich war. Diese komplexen Modelle fiihren aufgrund der
kombinatorischen Moglichkeiten schnell zu einer uniiberschaubaren Menge an Losungen,
die mit herkdommlichen PCs nicht berechnet werden kénnen. Ziel war es ausgehend von
einem einfachen Modell (Forster et al., 2002) des zelluldiren Zentralstoffwechsels von
S. cerevisiae durch gezielte Anderungen die experimentell bestimmten Phinotypen mittels
der Elementarmodenanalyse darzustellen, um so die Mindestanforderungen an das
metabolische Netzwerk hinsichtlich der Aktivitdt verschiedener Isoenzyme und dem
Redoxmetabolismus zu bestimmen. Die Liste der Reaktionen ist dem Anhang zu
entnehmen (siche Kapitel 8.4.1). Das verwendete Netzwerk besteht aus 46 Reaktionen und
61 Metaboliten, sowie 104 Genen, von denen 38 fiir die Proteine der Atmungskette
codieren. Die Auxotrophien der untersuchten Stimme BY4742 und BY4742 maelA fiir
Lysin, Leucin, Histidin und Uracil wurden im Gegensatz zu dem zu Grunde liegenden
Modell von Forster et al. (2002) bei der Berechnung der Biomassebildung entsprechend
beriicksichtigt. Neben den bereits erwdhnten 46 Reaktionen sind in der Biomassebildung
samtliche  Reaktionen ausgehend von den Vorldufermolekiilen aus dem
Zentralstoffwechsel zu den entsprechenden Aminoséduren, Fettsduren, Nukleotiden und
Kohlenhydraten, sowie die entsprechenden Reaktionen zum Aufbau der jeweiligen
Makromolekiile (Proteine, Lipide, Nukleinsduren und der Speicherkohlenhydrate,
Zellwand) beriicksichtigt.

Hinsichtlich des Genom-weiten Konsensusnetzwerkes (siche Tabelle 34 und Anhang
Kapitel 8.4.2) bedeutet dies, dass die Reaktionen der Aminosdurebiosynthese (Gruppe 1),
des Purin- und Pyrimidinmetabolismus (Gruppe 6), die Fettsdure- und Lipidbiosynthese
(Gruppe 12), sowie der Kohlenhydratstoffwechsel (Gruppe 11) in zusammengefasster
Form ausgehend von ihren jeweiligen Vorldufermolekiilen aus dem zentralen
Kohlenstoffstoffwechsel unter Berilicksichtigung der bendtigten ATP- und NADPH-
Mengen zur jeweiligen Synthese beriicksichtigt. Des Weiteren wurde der ATP-Bedarf fiir
die Ubertragung der Aminosiuren auf die entsprechenden tRNAs (Gruppe 5), sowie die
anschlieBende Proteinsynthese (Gruppe 4) in der Biomassebildung beriicksichtigt.
Demnach sind auch die Reaktionen der Gruppe 20 (Wachstum / Biomasseautbau /

Prozessierung von Makromolekiilen) zum Teil beriicksichtigt, wobei die Prozessierung der
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Makromolekiile nicht explizit in das Modell aufgenommen wurde. Die Reaktionen des
zentralen Kohlenstoffmetabolismus (Gruppe 8) wurden explizit im Modell beriicksichtigt,
sofern sie fiir die untersuchten physiologischen Bedingungen relevant waren. Nicht
berticksichtigt wurden beispielsweise die Reaktionen des Glyoxylatzyklus, die bei
Wachstum auf Kohlenhydraten nicht aktiv waren (experimentell nachgewiesen, sieche
Tabelle 16). Auf die Aufnahme alternativer Aldehyd- und Alkohol-Dehydrogenasen
(Gruppe 23) wurde ebenfalls verzichtet, da Ethanol und Acetat die einzigen in diesem
Zusammenhang detektierten Produkte waren. Daneben ist die oxidative Phosphorylierung
(Gruppe 16) im verwendeten Modell enthalten. Im Gegensatz zu dem bereits
beschriebenen Genom-weiten Netzwerk von Herrgard et al. (2008) wurden einige
Vereinfachungen angenommen. Zunidchst erfolgte die Kompartimentierung des
Stoffwechsels lediglich in zwei Kompartimente — Cytosol und mitochondrielle Matrix. Das
Konsensusnetzwerk  beinhaltet ~ dagegen 16  verschiedene = Kompartimente.
Dementsprechend wurden lediglich Transportreaktionen fiir den Austausch von
Metaboliten zwischen dem Cytosol und der mitochondriellen Matrix in das Modell
aufgenommen. Jedoch wurde der Energiebedarf sdmtlicher energieabhingiger
Transportreaktionen (Gruppe 2) in dem ATP-Bedarf der Biomassebildung beriicksichtigt.
Die Bildung von Proteinkomplexen (Gruppe 3) wurde in dem verwendeten Modell nicht
beriicksichtigt, da diese Zusammenlagerungen weder energetisch, noch unter dem
Gesichtspunkt des Substrat- bzw. Kohlenstoffbedarfs relevant sind. Auf eine
Beriicksichtigung der Synthesen der in Gruppe 9 zusammengefassten Metabolite
(Kofaktoren, prostethische Gruppen, Elektronen-Carrier und Vitamine) wurde verzichtet,
da ein Grofiteil der Vitamine dem Medium zugesetzt wurde und die intrazelluldren Mengen
mindestens um 1-3 Grofenordnungen niedriger sind, als dies beispielsweise bei
Aminoséuren der Fall ist. Somit stellt die Synthese dieser Stoffe nur einen geringen Anteil
des Energie- und Substratbedarfs dar und hat damit nur einen geringen Einfluss auf den
Gesamtbedarf des kompletten Netzwerks. Gleiches gilt fiir die Synthese von Aminen und
Polyaminen (Gruppe 10); hier wurde jedoch der Kohlenhydrat- und Energiebedarf zur
Synthese von Acetylglucosamin fiir den Zellwandaufbau beriicksichtigt. Da myo-Inositol
zugesetzt wurde, wurde auf die Reaktionen der Gruppe 13 ebenfalls verzichtet.

Da die Untersuchungen auf wachsende Zelle abzielten, wurde auf die Einbeziehung
degradierender Stoffwechselwege (Gruppe 14) verzichtet; die Assimilation von Sulfat

(Gruppe 14) wurde aus energetischer Sicht beriicksichtigt. Des Weiteren wurden die
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Reaktionen als Antwort auf Umweltstress nicht beriicksichtigt (Gruppe 15). AuBBerdem
fang keine Beriicksichtigung des ,,glycine-cleavage-systems* (Gruppe 19), des C;-
Metabolismus (Gruppe 22) liber die Aminosdure- und Nukleotidsynthese hinaus, sowie der
Synthese von Membran- und GPI-Ankern (Gruppe 18) statt. Reaktionen die keinem
biologischen Prozess zugeordnet sind (Gruppe 17), fanden ebenfalls keinen Eingang in das
Modell.

Bei der Gruppe der Reaktionen, fiir die kein entsprechendes Gen bekannt ist (Gruppe 7),
handelt es sich in der Regel um einzelne Reaktionen aus Stoffwechselwegen verschiedener
anderer Gruppen oder um spontan ablaufende Reaktionen, darunter beispielsweise auch die

Stoffdiffusion.

Stochiometrische Analyse des metabolischen Netzwerkes von S. cerevisiae

Zur stochiometrischen Analyse des metabolischen Netzwerkes von S. cerevisiae wurden
zundchst mehrere Netzwerktopologien untersucht, um eine Korrelation der aus der
Elementarmodenanalyse erhaltenen Daten mit denen realer Kultivierungen und der °C
metabolischen Flussanalyse zu erhalten. Dazu wurde das Grundmodell zum einen
schrittweise um die Isoenzyme der Isocitrat-Dehydrogenase und der Acetaldehyd-
Dehydrogenase, sowie einem Redox-Shuttle bzw. Transporter fiir NADP/H, der den
Import von NADPH aus dem Cytosol in die mitochondrielle Matrix erlaubt, erweitert. Die
Berticksichtigung der Isoenzyme erlaubte in beiden Féllen sowohl die Verwendung von
NAD" als auch von NADP" als Kofaktor fiir die jeweiligen Reaktionen. Um den Einfluss
eines Redox-Shuttles fiir NAD/H zu verdeutlichen, wurde ebenfalls ein weiteres Modell
ohne eben diesen Austausch von cytosolischem und mitochondriell lokalisiertem NADH
erstellt. Die Gesamtzahl der erhaltenen Moden, sowie der relative Anteil an
biomasseproduzierenden Moden fiir die verschiedenen beschriebenen Netzwerktopologien,
ist in Abbildung 42 dargestellt. Tabelle 35 fasst nochmals die verschiedenen verwendeten
Netzwerktopologien zusammen. Die entsprechenden Netzwerke sind dem Anhang zu
entnehmen. Dabei wird deutlich, dass die Anzahl der mdglichen Moden mit zunehmender
Komplexitidt des metabolischen Netzwerkes ebenfalls ansteigt. Im Falle des kleinsten
Netzwerkes (Nr. 2) liegt die Gesamtzahl der Moden noch bei 26. Unter Beriicksichtigung
des Redox-Shuttle fiir NADH liegt die Zahl der Moden bei 48 (Nr. 1), die zusétzliche
Implementierung eines Redox-Shuttles / Transporter fiir NADPH fiihrt zu 116 mdglichen
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Moden (Nr. 4). Beriicksichtigt man die Isoenzyme der Isocitrat-Dehydrogenase, so fiihrt
dies mit (Nr. 5) und ohne (Nr. 3) NADPH-Translokalisation zu jeweils 130
Elementarmoden. Die Integration der Isoenzyme der Isocitrat-Dehydrogenase und der
Acetaldehyd-Dehydrogenase in das metabolische Modell, fiihrt im Falle eines NAPH-
Importes in die mitochondrielle Matrix (Nr. 7) zu 618 Moden und ohne den Transporter
(Nr.6) zu 320 elementaren Flussverteilungen. Die Anzahl der Elementarmoden der
verschiedenen Netzwerktopologien ist in Abbildung 42 dargestellt. Als externe
Metaboliten wurden Glucose, Ethanol, Biomasse, Acetat, Glycerin, Sauerstoff und CO;

zugelassen.

Tabelle 35: Topologie der verwendeten Netzwerke fir die Elementarmodenanalyse. Netzwerk 1
entspricht dabei dem 2002 von Forster et al. beschriebenen unter Bericksichtigung der

entsprechenden Auxotrophien (Lysin, Leucin, Histidin und Uracil) bei der Biomassebildung.

Netzwerk Anderung gegeniiber Netzwerk Nr. 1
1 -
2 ohne Redox-Shuttle fiir NAD/H
3 Isoenzyme der Isocitrat-Dehydrogenase
4 Redox-Shuttle / Transporter fiir NADP/H
5 Isoenzyme der Isocitrat-Dehydrogenase + Redox-Shuttle / Transporter fiir NADP/H
6 Isoenzyme der Isocitrat-Dehydrogenase + Acetaldehyd-Dehydrogenase
7 IE der Isocitrat-DH + Acetaldehyd-DH + Redox-Shuttle / Transporter fiir NADP/H
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Abbildung 42: Vergleich der Anzahl der Elementarmoden bei verschiedenen Topologien des
metabolischen Netzwerkes von S. cerevisiae. Die Charakteristik der entsprechenden Netzwerke ist
Tabelle 35 zu entnehmen.

Einfluss eines NAD/H Redox-Shuttles auf theoretische Flussverteilungen und

Biomassebildung

Das Fehlen eines Transporters oder Redox-Shuttle Mechanismus fiir den Import von
cytosolischem NADH in die mitochondrielle Matrix fiithrt zur Notwendigkeit, sdmtliches
cytosolisch gebildetes NADH {iber Ethanol- oder Glycerinbildung zu reoxidieren, da dies
nicht durch die in der mitochondriellen Matrix ablaufende Atmungskette moglich ist. Dies
spiegelt sich in den hohen Ethanol- und Glycerinausbeuten der Elementarmoden wieder.
Das Maximum liegt hier bei 2 mol/mol im Falle von Ethanol und 0,4 mol/mol im Falle von
Glycerin. Die minimale Ethanolausbeute liegt bei 1,09 mol/mol. Entsprechend gering sind
dadurch die Biomasseausbeuten bei dieser Netzwerktopologie (Nr.2). Das Maximum liegt
bei 0,03 ggrm/mmolgsybsirat, da der GroBteil des verfiigbaren Kohlenstoffes nicht fiir die
Biomassebildung, sondern fiir die Aufrechterhaltung des Redoxstatus der Zelle
aufgewendet werden muss. Dies wiederum fiihrt zu einem geringen Verhiltnis zwischen

Glykolyse und Pentosephosphatweg, das maximal bei 0,05 liegt, da sdmtliches im
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Pentosephosphatweg gebildetes NADPH im Rahmen der Biomassebildung reoxidiert
werden muss. Weiter ist der Citratzyklus mit nur maximal 13 % der Substrataufnahmerate
nur schwach aktiv. Das mitochondriell gebildete NADH muss bei dieser Topologie des
metabolischen Netzwerkes iiber die Atmungskette reoxidiert werden, was sich in einer
moderaten Sauerstoffaufnahme wiederspiegelt. Diese Netzwerktopologie erlaubt aufgrund
des fehlenden Transportes von NADH aus dem Cytosol in die mitochondrielle Matrix kein
rein respiratives Wachstum, was anhand des minimalen RQ-Werts von 7 deutlich wird.
Ferner konnen auch die hdheren Biomasseausbeuten, wie sie bei rein respirativem
Wachstum in Chemostatkulturen erzielt werden, mittels dieses Modells nicht erreicht
werden. Das gilt in gleicher Weise fiir den Pentosephosphatweg-Split und die Aktivitit des
Citratzyklus, die in Chemostatkulturen bei verringerter spezifischer Wachstumsrate
deutlich hoher sind. Die charakteristischen Kenngrof3en dieser Gruppe an Elementarmoden
sind in Abbildung 44 graphisch dargestellt. In einem nichsten Schritt wurde, wie bereits
beschrieben (Forster et al., 2002), ein NADH-Shuttle in das Modell aufgenommen, wie es
beispielsweise fiir Ethanol und Acetaldehyd in der Literatur beschrieben ist (Bakker et al.,
2001). Dies erlaubte nun cytosolisch gebildetes NADH in die mitochondrielle Matrix zu
importieren und tliber die Atmungskette zu reoxidieren. Abbildung 43 zeigt die Resultate

fiir das daraus resultierende metabolische Netzwerk (Nr. 1).
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Abbildung 43: Darstellung charakteristischer KenngréfRen der Elementarmoden mit extrazellularen

Flussen bei Netzwerktopologie Nr. 1. Jede Kenngrofe ist fur jeden der erhaltenen Moden dargestellt.

A respiratorischer Quotient, B Verhdltnis zwischen Pentosephosphatweg und Glykolyse,

C Citratzyklusaktivitat in % der Substrataufnahmerate, D Biomasseausbeute [g/mmol], E, F, G
Ethanol-, Glycerin- und Acetatausbeute [mol/mol].
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Abbildung 44: Darstellung charakteristischer Kenngréfen der Elementarmoden mit extrazellularen

Flussen bei Netzwerktopologie Nr. 2. Jede Kenngrofe ist fiir jeden der erhaltenen Moden dargestellt.

A respiratorischer Quotient, B Verhaltnis zwischen Pentosephosphatweg und Glykolyse,

C Citratzyklusaktivitat in % der Substrataufnahmerate, D Biomasseausbeute [g/mmol], E, F, G
Ethanol-, Glycerin- und Acetatausbeute [mol/mol].
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Durch den Import von cytosolischem NADH und die Moglichkeit einer Reoxidation iiber
die Atmungskette ist ein stirker respiratives Wachstum moglich. Der niedrigste RQ-Wert
sinkt mit dem Vorhandensein eines NADH-Shuttles von 7 auf 1,6. Desweiteren steigt die
maximal mogliche Biomasseausbeute auf 0,08 g/mmol an, da fiir die Reoxidation von
cytosolischem NADH weniger Kohlenstoff in Ethanol bzw. Glycerin umgewandelt werden
muss, der somit der Biomassebildung zur Verfiigung steht. Die erhohte Biomassebildung
geht mit einem erhohten Pentosephosphatweg und Citratzyklus einher. ®@ppp betrdgt bei
dieser Konfiguration des metabolischen Netzwerkes maximal 0,11, die maximale Aktivitit
des Citratzyklus bezogen auf die Substrataufnahmerate betrdagt 34 %. Jedoch ist auch bei
dieser Topologie des metabolischen Netzwerkes kein Elementarmodus fiir rein respiratives
Wachstum mdoglich. Dies wird zum einen durch RQ-Werte groBer als 1 deutlich, zum
anderen betrdgt die minimale Ethanolausbeute {iber alle moglichen Moden 0,59 mol/mol.
Diese Netzwerkkonfiguration entspricht der Moglichkeit NADH sowohl in der
mitochondriellen Matrix als auch aullerhalb zu reoxidieren, wie es durch die internen und
externen NADH-Dehydrogenasen moglich ist (siehe Kapitel 3.1.3). Womit immer noch ein
deutlicher Unterschied zwischen den theoretisch bestimmten Flussverteilungen und den,
mittels "’C metabolischer Flussanalyse experimentell bestimmten Flussverteilungen
besteht. Um die experimentell bestimmten Flussverteilungen auch modellhaft zu
beschreiben, wurde, wie im Folgenden beschrieben, die Kofaktorspezifitit der Isocitrat-

Dehydrogenase und der Acetaldehyd-Dehydrogenase im Modell beriicksichtigt.

Effekt der Kofaktorspezifitat der Isocitrat-Dehydrogenase und der Acetaldehyd-

Dehydrogenase auf die theoretischen Flussverteilungen

Auf dieser Grundlage wurden daher zunidchst beide Isoenzyme der Isocitrat-
Dehydrogenase im Modell beriicksichtigt (Netzwerk Nr. 3). Einige charakteristische
Grofen zur Beschreibung der Elementarmoden sind in Abbildung 45 zusammengefasst.
Mit dieser Netzwerktopologie ist erstmalig ein rein respirativer Metabolismus mdglich.
Dies wird zum einen durch RQ-Werte von 1, zum anderen aus den Elementarmoden ohne
Bildung fermentativer Produkte wie FEthanol oder Glycerin deutlich. Durch die
Beriicksichtigung einer NAD -abhingigen Isocitrat-Dehydrogenase ist die Citratzyklus-
Aktivitdt nicht mehr direkt an die Biomassebildung gekoppelt, was zuvor bei den beiden

Netzwerken 1 und 2 der Fall war. Dies ermdglicht deutlich hoéhere Citratzyklus-
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Aktivitdten, die auch im Bereich der experimentell bestimmten liegen. Die hochste
Aktivitdt liegt hier bei 200 %, was einem Elementarmodus entspricht, bei dem lediglich die
Glykolyse aktiv ist und bei dem der gesamte Kohlenstoff iiber den Citratzyklus ohne die
Bildung von Biomasse oxidiert wird. Auch die Biomasseausbeute liegt mit einem
Maximum von 0,12 g/mmol in einem Bereich, der bei den Chemostatkulturen (siche
Tabelle 13) erreicht wurde. Allerdings betrigt das Splitverhdltnis zwischen Glykolyse und
Pentosephosphatweg maximal 0,22, was zwar im Vergleich zu den beiden Netzwerken 1
und 2 hoher ist, aber nicht mit den experimentell bestimmten Verhéltnissen beider
Stoffwechselwege iibereinstimmt. Die Entkopplung des Citratzyklus von der NADPH-
Produktion erlaubt hohere Biomasseausbeuten, da nun NADH zur ATP-Synthese
unabhingig von einer NADPH-Synthese iiber den Citratzyklus generiert werden kann, was
bei den Modellen mit NADP -abhingiger Isocitrat-Dehydrogenase nicht der Fall war.

In einem nichsten Schritt wurden zusitzlich zu den Isocitrat-Dehydrogenase-Isoenzymen,
Isoenzyme der Acetaldehyd-Dehydrogenase in das metabolische Netzwerk von

S. cerevisiae aufgenommen (Netzwerktopologie Nr. 6).
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Abbildung 45: Darstellung charakteristischer KenngrofRen der Elementarmoden mit extrazellularen
Flussen bei Netzwerktopologie Nr. 3. Jede Kenngrol3e ist fur jeden der erhaltenen Moden dargestellt.
A respiratorischer Quotient, B Verhaltnis zwischen Pentosephosphatweg und Glykolyse,
C Citratzyklusaktivitat in % der Substrataufnahmerate, D Biomasseausbeute [g/mmol], E, F, G
Ethanol-, Glycerin- und Acetatausbeute [mol/mol].
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Eine Ubersicht hinsichtlich der Ausbeuten und einiger charakteristischer GroBen ist in
Abbildung 46 gegeben. Mit dieser Konfiguration des metabolischen Netzwerkes steigt der
maximal mogliche Pentosephosphatweg-Split auf 0,38 an. Dabei iibernimmt der oxidative
Teil des Pentosephosphatweges die Bereitstellung von cytosolischem NADPH zur
Biomassesynthese, welches im Falle einer aktiven NAD -abhingigen Acetaldehyd-
Dehydrogenase nicht iiber den Pyruvat-Dehydrogenase-Bypass gebildet werden kann.

Jedoch liegt auch dieses maximal mogliche Verhéltnis zwischen Glykolyse und
Pentosephosphatweg deutlich unterhalb der experimentell bestimmten Verhiltnisse in
kontinuierlicher Kultur. Allein durch die Beriicksichtigung der verschiedenen Isoenzyme,
sowohl der Isocitrat-Dehydrogenase, als auch der Acetaldehyd-Dehydrogenase hinsichtlich
ihrer Kofaktorspezifitit fiir NAD" bzw. NADP', wird der tatsichliche metabolische
Zustand von S. cerevisiae nicht hinreichend beschrieben. Im Folgenden wird daher der
Einfluss eines NADPH-Transportes aus dem Cytosol in die mitochondrielle Matrix
diskutiert und dessen Einfluss auf die Stochiometrie des metabolischen Netzwerkes von

S. cerevisiae analysiert.
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Abbildung 46: Darstellung charakteristischer KenngréfRen der Elementarmoden mit extrazelluléren
Flussen bei Netzwerktopologie Nr. 6. Jede Kenngrol3e ist fur jeden der erhaltenen Moden dargestellt.
A respiratorischer Quotient, B Verhdltnis zwischen Pentosephosphatweg und Glykolyse,
C Citratzyklusaktivitat in % der Substrataufnahmerate, D Biomasseausbeute [g/mmol], E, F, G
Ethanol-, Glycerin- und Acetatausbeute [mol/mol].
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Auswirkungen eine NADPH-Importes aus dem Cytosol in die mitochondrielle Matrix
auf die Stochiometrie des metabolischen Netzwerkes von S. cerevisiae

Der Einfluss eines NADPH-Importes aus dem Cytosol in die mitochondrielle Matrix
wurde mit verschiedenen Konfigurationen des metabolischen Netzwerkes analysiert. Zum
einen wurde der Import in ein Netzwerk mit ausschlieBlich NADP -abhingigen Isocitrat-
und Acetaldehyd-Dehydrogenasen implementiert (Nr. 4), zum anderen mit Isoenzymen
(NAD'- und NADP -abhiingig) der Isocitrat-Dehydrogenase (Nr. 5) und beiden
Isoenzymen (NAD'- und NADP'-abhingig) der Isocitrat-Dehydrogenase und der
Acetaldehyd-Dehydrogenase (Nr.7). Die entsprechenden spezifischen in vitro
Enzymaktivititen sind in Tabelle 16 zusammengefasst. Die Charakteristika der
verschiedenen metabolischen Netzwerke sind in den Abbildungen 47 — 49
zusammengefasst.

Ein NADPH-Import in die mitochondrielle Matrix, bei ausschlieBlich NADP -abhingiger
Isocitrat- und Acetaldehyd-Dehydrogenase, fiihrt zu keiner Steigerung des metabolischen
Flusses und damit der NADPH-Bereitstellung iiber den Pentosephosphatweg. Das
maximale Splitverhdltnis zwischen Glykolyse und Pentosephosphatweg liegt bei dieser
Konfiguration (Nr. 4) des metabolischen Netzwerkes bei maximal 0,13. Dies verdeutlicht,
dass der limitierende Faktor zur Synthese der Biomasse nicht die Reduktionskraft in Form
von NADPH darstellt, sondern die zur Biomassesynthese zur Verfiigung gestellte Energie
in Form von ATP. Bei respirativem Wachstum wird der GroBteil an ATP durch die
Reoxidation von katabol gebildetem NADH {iiber die Atmungskette in der
mitochondriellen Matrix gebildet. Der Grofiteil von NADH wird bei respirativem
Wachstum iiber den Citratzyklus gebildet. Da dieser aber im Falle einer ausschlieBlich
NADP -abhingigen Isocitrat-Dehydrogenase direkt an die Biomassebildung gekoppelt ist,
weil dies in S. cerevisiae den einzigen Weg zur Reoxidation darstellt, ist eine erhohte ATP-
Bereitstellung iiber den Citratzyklus bei dieser Topologie des metabolischen Netzwerkes
nicht moglich. Dies hitte einen NADPH-Uberschuss zur Folge. Pro Umlauf des
Citratzyklus werden bei einem angenommenen P/O-Verhiltnisses von 1,2 pro mol

NADPH 4,6 mol ATP gebildet.
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Abbildung 47: Darstellung charakteristischer Kenngréflen der Elementarmoden bei

Netzwerktopologie Nr. 4. Jede KenngrofRe ist fir jeden der erhaltenen Moden dargestellt.

Quotient, B Verhdltnis Pentosephosphatweg und  Glykolyse,
C Citratzyklusaktivitat in % der Substrataufnahmerate, D Biomasseausbeute [g/mmol], E, F, G

A respiratorischer zwischen

Ethanol-, Glycerin- und Acetatausbeute [mol/mol].

Dies entspricht in etwa der Menge von 5,3 mol ATP, die fiir die Reoxidation von einem
mol NADPH iiber die Biomassebildung benétigt werden, so dass eine erhohte ATP-
Generierung iiber den Citratzyklus keine hoheren relativen Pentosephosphatweg-Fliisse
zulésst, da nicht ausreichend ATP fiir die Reoxidation von NADPH {iiber die Biomasse zur
Verfligung steht. Hohere relative Pentosephosphatweg-Fliisse sind demnach erst dann
moglich, wenn die Aktivitit des Citratzyklus nicht mehr direkt an die Biomassebildung
gekoppelt ist. Dies wird durch die Aufnahme von NAD-abhingigen Isoenzymen der
Isocitrat-Dehydrogenase erreicht, welche im Folgenden in das stochiometrischen Netzwerk
Nr. 5 implementiert wurde. Die Entkopplung von Citratzyklus und Biomassesynthese
erlaubte nun Elementarmoden mit einem deutlich héheren Pentosephosphatweg-Split von
bis zu 0,56. Dabei wird deutlich, dass alle Elementarmoden mit einem Splitverhiltnis iiber
0,13 rein NAD "-abhingige Isoformen der Isocitrat-Dehydrogenasen bzw. beide Isoenzyme
besitzen. Die beiden Elementarmoden mit den jeweils hochsten Splitverhdltnissen von 0,56
und 0,25 zwischen Pentosephosphatweg und Glykolyse besitzen dabei die rein NAD'-
abhingige Isoform der Isocitrat-Dehydrogenase. Bei dem néchst niedrigeren ®ppp von 0,22
betrdgt der Anteil des NAD'-abhingigen Isoenzyms an der gesamten Isocitrat-

Dehydrogenase-Aktivitit 25 %.
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Abbildung 48: Darstellung charakteristischer Kenngréflen der Elementarmoden bei
Netzwerktopologie Nr. 5. Jede KenngrofRe ist fir jeden der erhaltenen Moden dargestellt.
A respiratorischer Quotient, B Verhdltnis zwischen Pentosephosphatweg und Glykolyse,
C Citratzyklusaktivitat in % der Substrataufnahmerate, D Biomasseausbeute [g/mmol], E, F, G
Ethanol-, Glycerin- und Acetatausbeute [mol/mol].

Alle weiteren Elementarmoden bis zu einem Splitverhdltnis von 0,13 besitzen
ausschlieBlich die NAD"-abhingige Isoform des Enzyms. Ein hoheres Splitverhiltnis wird
durch die noch vorhandene Kopplung der NADPH-Synthese an die Biomassebildung tiber
die Acetaldehyd-Dehydrogenase verhindert, da der cytosolische Bedarf an Acetyl-CoA zur
Lipidsynthese ausschlieBlich iiber den Weg ausgehend von Pyruvat iiber Acetaldehyd und
Acetat bereitgestellt werden kann. Dies liegt darin begriindet, dass der Transport von
Acetyl-CoA als unidirektional vom Cytosol in die mitochondrielle Matrix angenommen
wird. Es wird deutlich, dass diejenigen Elementarmoden mit einem hohen Splitverhiltnis
zwischen Glykolyse und Pentosephosphatweg, lediglich die Aktivitidt der Acetaldehyd-
Dehydrogenase besitzen, die die zur Biomassebildung bendtigte Menge an cytosolischem
Acetyl-CoA bereitstellt. Ein Import von cytosolischem Acetyl-CoA in die mitochondrielle
Matrix findet bei diesen Elementarmoden nicht statt.

Nachdem die NADPH-Bildung iiber die Einfithrung einer NAD -abhingigen Isocitrat-
Dehydrogenase nicht mehr {iber den Citratzyklus an die Biomasse gekoppelt ist, wurde nun
entsprechend eine NAD'-abhiingige Acetaldehyd-Dehydrogenase in das metabolischen
Netzwerk von S. cerevisiae implementiert. Dies erlaubte nun erstmalig Splitverhdltnisse
zwischen Pentosephosphatweg und Glykolyse, wie sie fiir S. cerevisiae BY4742 und

BY4742 maelA experimentell mittels °C metabolischer Flussanalyse bestimmt wurden.
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Das maximale Verhiltnis liegt bei dieser Topologie des metabolischen Netzwerkes bei
0,70. Zentrale GroBen der Elementarmoden Analyse dieses metabolischen Netzwerkes sind
in Abbildung 49 graphisch zusammengefasst. Die Elementarmoden mit den hochsten
Splitverhiltnissen von 0,70, 0,63 und 0,55 besitzen alle die rein NAD -abhiingige Isoform
der Isocitrat-Dehydrogenase und der Acetaldehyd-Dehydrogenase. Jedoch konnten mittels
in vitro Bestimmungen der entsprechenden Enzymaktivitdten nur im Falle der Isocitrat-
Dehydrogenase-Aktivititen mit beiden Kofaktoren bestimmt werden; im Falle der
Acetaldehyd-Dehydrogenase dagegen nur mit NADP" (siche Abbildung 26). In vitro
Bestimmungen der Enzymaktivitdt stellen jedoch auch nicht immer zwangslaufig die in
vivo Aktivitdt in korrekter Art und Weise dar. Desweiteren wird bei Wachstum auf
Glucose der NADP -abhiingigen Isoform der Acetaldehyd-Dehydrogenase der GroBteil der
Aktivitit zugeschrieben, wohingegen die NAD -abhingige Isoform nur eine
untergeordnete Rolle spielt.

Nahezu identische Flussverteilungen werden ebenfalls durch die Integration eines
Transhydrogenase-dhnlichen Zyklus aus NAD -abhiingiger und NADP -abhingiger
Glutamat-Dehydrogenase im Cytosol erreicht (siche Kapitel 5.2.5). Die Splitverhiltnisse
zwischen Glykolyse und Pentosephosphatweg entsprechen den experimentell beobachteten
von 0,7 im Falle der Deletion des Malat-Enzyms. Der Elementarmodus mit dem hochsten
Splitverhéltnis von 0,7 besitzt ebenfalls, wie unter realen Bedingungen, kein aktives Malat-
Enzym. Im Folgenden wird eine weitere Moglichkeit diskutiert diese hohen

Verzweigungen zwischen Glykolyse und Pentosephosphatweg zu erreichen.
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Abbildung 49: Darstellung charakteristischer Kenngréflen der Elementarmoden bei
Netzwerktopologie Nr. 7. Jede KenngrofRe ist fir jeden der erhaltenen Moden dargestellt.
A respiratorischer Quotient, B Verhaltnis zwischen Pentosephosphatweg und Glykolyse,
C Citratzyklusaktivitat in % der Substrataufnahmerate, D Biomasseausbeute [g/mmol], E, F, G
Ethanol-, Glycerin- und Acetatausbeute [mol/mol].

Acetyl-CoA Export aus der mitochondriellen Matrix vs. NAD®-abhangige
Acetaldehyd-Dehydrogenase und Transhydrogenase-Zyklus

Aufgrund der zuvor diskutierten Ergebnisse wurde eine weitere Mdoglichkeit in Betracht
gezogen, die Aktivitit der Acetaldehyd-Dehydrogenase von der Biomassebildung zu
entkoppeln. Dies kann durch den Export von mitochondriell gebildetem Acetyl-CoA in das
Cytosol erreicht werden. Dabei wird {iber den Pyruvat-Dehydrogenase-Komplex gebildetes
Acetyl-CoA zur Synthese von Fettsduren und Lipiden aus der mitochondriellen Matrix
exportiert. Dieser Transport ist zwar nicht explizit in der Literatur beschrieben, aber
durchaus denkbar. In tierische Zellen geschicht dies beispielsweise iiber das ,,Citrat-Malat
Shuttle*, wobei Acetyl-CoA im Cytosol durch die Aktivitdit der ATP-Citrat-Lyase
freigesetzt wird. Diese Enzym ist in Hefe jedoch nicht beschreiben. Dies wire eine
vorstellbare Alternative zu den bereits beschriebenen Wegen iiber eine rein NAD'-
abhingige Acetaldehyd-Dehydrogenase oder einen Transhydrogenase-dhnlichen Zyklus.
Da an den entsprechenden Elementarmoden keine NADP -abhingige Isoform der
Acetaldehyd-Dehydrogenase beteiligt ist, obwohl die in vitro Bestimmungen der

spezifischen Aktivitit diese Enzyms eine NADP'-abhiingige Isoform vermuten lassen
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(sieche Tabelle 16), ist von dieser Konstellation einer rein NAD+-abhéngigen Isoform der
Acetaldehyd-Dehydrogenase eher abzusehen.

Cytosolisches Acetyl-CoA wird ausgehend von Acetat durch die Acetyl-CoA-Synthasen
ACS1 und ACS2 gebildet. Das Isoenzym ACS1 wird in Gegenwart von Glucose reprimiert,
Ethanol und Acetat dagegen induzieren die Expression des Gens (Van den Berg und
Steensma, 1995). Das konstitutiv exprimierte Gen ACS2 ist fiir das Wachstum auf Glucose
als Kohlenstoffquelle essentiell. Neben Erklidrungen wie der Inhibierung des Pyruvat-
Dehydrogenase-Komplexes oder der toxischen Akkumulation von Acetat, wird vor allem
die Kompartimentierung der Acetyl-CoA-Synthese fiir die Notwendigkeit einer aktiven
Acetyl-CoA-Synthase angefiihrt (Van den Berg und Steensma, 1995). Jedoch ist nicht
bekannt, ob die mitochondrielle Carnitin-Acetyltransferase die Acetyl-Einheiten aus der
mitochondriellen Matrix exportieren kann. Unabhédngig davon ist die Aktivitdt der
Carnitin-Acetyltransferase unter den gewéhlten Kultivierungsbedingungen fraglich, da
S. cerevisiae nicht in der Lage ist Carnitin zu synthetisieren und auf extrazelluldr
verfiigbares Carnitin angewiesen ist (Swiegers et al., 2001). Takahashi et al. (2006)
schlagen vor, dass Acslp und Acs2p die einzigen nukleocytosolischen Acetyl-CoA-
Quellen darstellen. Acetyl-CoA kann dabei frei zwischen dem Kernkomplex und dem
Cytosol diffundieren, jedoch ist dieser Pool von dem mitochondriellen getrennt. Fiir eine
ATP-Citrat-Lyase, welche Acetyl-CoA aus der mitochondriellen Matrix in das Cytosol
transportieren kann, ist keine codierende Sequenz im Genom S. cerevisiae vorhanden
(Pronk et al., 1996). Prinzipiell gibt es noch weitere Wege, um mitochondriell
synthetisiertes Acetyl-CoA in das Cytosol zu exportieren; zum einen die cytosolische
Carnitin-Acetyltransferase (Swiegers et al., 2001), zum Anderen die Hydrolyse von
Acetyl-CoA in der mitochondriellen Matrix durch die Acetyl-CoA-Hydrolase Achlp (Buu
et al., 2003) und schlieBlich der Transport von Acetat in das Cytosol mit anschlieBender
Reaktivierung durch Acslp bzw. Acs2p. Durch letztgenannten Weg kann die Acetaldehyd-
Dehydrogenase bei der cytosolischen Bildung von Acetyl-CoA umgangen werden. Dieser

Weg wire energetisch gesehen jedoch ineffizient.

Auf der Grundlage der bekannten Literatur und der durchgefiihrten Experimente ist also
vermutlich weder davon auszugehen, dass eine NAD -abhingige Acetaldehyd-
Dehydrogenase aktiv ist, noch dass Acetyl-CoA aus der mitochondriellen Matrix exportiert

wird. Jedoch wird bei der "*C metabolischen Flussanalyse bzw. der Bilanzierung der
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Kofaktoren deutlich, dass ein gewisser Austausch zwischen den beiden Kompartimenten
bzw. ein gewisser Austausch zwischen NADPH und NADH notwendig ist, um die
experimentell bestimmten Splitverhéltnisse zwischen Glykolyse und Pentosephosphatweg
zu erreichen. Der wahrscheinlichste Weg dazu besteht in dem bereits erwéhnten
Transhydrogenase-dhnlichen Zyklus der beiden Isoformen der Glutamat-Dehydrogenase

im Cytosol.

180



Schlussfolgerung und Ausblick

6 Schlussfolgerung und Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen der Deletion des MAE1-
Gens auf den Zentralstoffwechsel von S. cerevisiae untersucht. Dazu wurden
vergleichende Studien auf der Ebene intrazellulirer Metabolite, der intrazelluldren
Enzymmengen, sowie des Fluxoms des Referenzstammes und der entsprechenden MAE1-
Deletionsmutante durchgefiihrt. Daneben wurde ein mittels Elementarmodenanalyse
aufgestellter in silico Ansatz zur Beschreibung des metabolischen Netzwerkes von

S. cerevisiae angewendet.

Die "*C metabolische Flussanalyse zeigte sowohl bei rein respirativem, als auch bei
respiro-fermentativem Stoffwechsel in kontinuierlicher Kultur auf Glucose einen
deutlichen Einfluss der MAE1-Gendeletion auf die Aktivitdt des Pentosephosphatwegs und
des Citratzyklus. Im Falle der Deletion stieg der relative Fluss durch den oxidativen Teil
des Pentosephosphatwegs deutlich an, wobei der stirkste Anstieg bei rein respirativem
Stoffwechsel zu beobachten war. Gleichzeitig fiihrte die Deletion des Gens auch zu einer
signifikanten Verringerung der Citratzyklus-Aktivitit, die wiederum am stdrksten bei
einem rein respirativen Stoffwechsel ausgeprigt war. In diesem Zusammenhang wurde
auch deutlich, dass in vitro bestimmte spezifische Enzymaktivtiten, gerade bei strikt bzw.
komplex regulierten Enzymen wie z. B. der Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase nicht
notwendiger Weise die in vivo Aktivititen dieser Enzyme widerspiegeln. Jedoch konnte
dies groBtenteils iiber das NADP'/NADPH-Verhiltnis der verschiedenen Zustinde erklirt
werden, das sich deutlich unterschied.

Ferner zeigte sich, dass in beiden Stimmen, sowohl bei respirativem, als auch bei respiro-
fermentativem Stoffwechsel ein signifikanter Uberschuss an NADPH akkumulierte. Die
bisher géngige These, dass in S. cerevisiae leidglich die Biomassebildung zur Reoxidation
genutzt werden konne, konnte in dieser Arbeit nicht bestitigt werden. Da bei rein
respirativem Wachstum auch keine Reoxidation {ber die Bildung reduzierter
Stoffwechselprodukte wie z. B. Ethanol oder Glycerin erfolgen kann, miissen Systeme zur
Reoxidation iiber die Atmungskette zur Verfiigung stehen. Alternative NAD -abhiingige
Isoenzyme der Isocitrat-Dehydrogenase und Acetaldehyd-Dehydrogenase konnen dies

auch nicht erkliren, zumal eine NAD -abhingige Isoform der Acetaldehyd-Dehydrogenase
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nicht nachgewiesen werden konnte. Die Bilanzierung der Redoxdquivalente machte
ebenfalls deutlich, dass zur Ubereinstimmung der experimentell bestimmten
respiratorischen Quotienten mit den aus der '*C metabolischen Flussanalyse abgeleiteten
die Reoxidation des tliberschiissigen NADPHs iiber die Atmungskette notwendig war. Dies
konnte iiber einen Transhydrogenase-dhnlichen Zyklus aus NAD - und NADP -abhingiger
Glutamat-Dehydrogenase im Cytosol erfolgen (siehe Kapitel 5.2.5).

Das Wachstum der beiden Stimme in Batch-Kultur mit Glucose oder Galactose als
alleinige Kohlenstoffquelle zeigte ein dhnliches Bild. Auch hier hatte die Deletion des
MAE1-Gens einen signifikanten Einfluss auf den zelluldren Stoffwechsel. In diesem
Zusammenhang bewirkte die Deletion des MAE1-Gens wie bereits bei respirativem bzw.
respiro-fermentativem Stoffwechsel eine Verringerung der Citratzyklus-Aktivitédt. Jedoch
fiilhrte die Gendeletion bei aerob fermentativem Wachstum ebenfalls zu einer Verringerung
des Flusses durch den oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs. Auch hier zeigte sich eine
Akkumulation von NADPH, welche bei Wachstum auf Galactose, aufgrund des deutlich
respirativeren Stoffwechsels, hoher ausfiel, als dies bei fermentativem Wachstum auf
Glucose der Fall war. Auch in diesem Zusammenhang bestand die Notwendigkeit das

tiberschiissige NADPH in die Atmungskette einzubringen.

Ob Acetyl-CoA auch ohne Zusatz von Carnitin zum Medium in Form von Acetyl-Carnitin
in die mitochondrielle Matrix importiert werden kann, bleibt weiter fraglich. Jedoch reicht
bereits die iiber den oxidativen Teil des Pentosephosphatwegs gebildete Menge an
NADPH zusammen mit der Menge, die iiber die Acetaldehyd-Dehydrogenase minimal
gebildet werden muss fiir die Versorgung der Biosynthese von Fettsduren mit Acetyl-CoA
aus, um einen Uberschuss an NADPH im Cytosol zu generieren, der iiber die oxidative

Phosphorylierung reoxidiert werden muss.

Neben den experimentellen Arbeiten wurde auch ein in silico Ansatz zur quantitativen
Analyse des metabolischen Netzwerkes von S. cerevisiae eingesetzt. Es wurden
unterschiedliche Netzwerktopologien, hauptsdchlich hinsichtlich verschiedener Isoenzyme
und der Kompartimentierung des Redoxstoffwechsels untersucht. Dabei stellte sich heraus,
dass auch bei der rein auf der Stochiometrie und den thermodynamischen Eigenschaften

des Netzwerks basierten Elementarmodenanalyse ein zur Glucoseaufnahmerate relativ
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hoher Fluss durch den oxidative Teil des Pentosephosphatwegs nur unter bestimmten
Konfigurationen des metabolischen Netzwerkes moglich war. Die Losung, die aufgrund
der bekannten Literatur und der durchgefiihrten Experimente als am wahrscheinlichsten
anzusehen ist, ist wiederum die Ubertragung von Elektronen von NADPH auf NADH und

dessen Eintritt in die Atmungskette.

Zusammenfassend bleibt zu sagen, dass die Deletion des MAEIL-Gens einen
entscheidenden Einfluss auf die Bereitstellung von NADPH hat. Durch die verringerte
Aktivitdt des Citratzyklus im Falle der Deletion des MAE1-Gens konnte unter einigen
Zustinden der anabole Bedarf in der mitochondriellen Matrix nicht mehr ausschlieBlich
iber den Citratzyklus gedeckt werden, was jedoch bei beiden untersuchten Stammen unter
allen physiologischen Zustdnden iiber die Aktivitit des Pyruvat-Dehydrogenase-Bypasses
kompensiert werden konnte. Interessant kann der Einfluss der gednderten Bereitstellung
von NADPH fiir Produktionsprozesse sein, die in einem der Kompartimente einen
erhdhten Bedarf an NADPH besitzen. So wurde bereits gezeigt, dass eine Uberexpression
des Malat-Enzyms eine Verringerung der Aktivitit des oxidativen Teils des
Pentosephosphatweges zur Folge hat und somit gezielt auf die Kompartimentierung der

NADPH-Synthese Einfluss genommen werden kann (Moreira dos Santos et al., 2004).

Die Arbeit zeigte auch, dass in silico Ansdtze ergénzend eingesetzt werden konnen, um
alternative Flussverteilungen auf stochiometrischer Basis zu erhalten, die ebenfalls die
experimentell bestimmten Flussverteilungen widerspiegeln und Riickschliisse auf die
zugrunde liegende Netzwerktopologie erlauben. Die eingesetzte Methode der
Elementarmodenanalyse mit einem reduzierten Netzwerk, welches ausgehend von einem
Genom-weiten Konsensusnetzwerk (Herrgard et al., 2008) aufgestellt wurde, zeigte dies.
Die Elementarmodenanalyse ist jedoch auf relativ einfache Netzwerke beschriankt, da die
Analyse eines Genom-weiten Netzwerkes mittels dieser Methode, neben einer erheblichen
Steigerung des Rechenaufwandes, auch zu einer uniiberschaubaren Menge an Ldsungen
filhren wiirde, die eine Aussage erschweren wiirden. Fiir die Analyse von metabolischen
Netzwerken dieser Grofle eignet sich beispielsweise die ,,flux balance analysis, deren

Resultate jedoch nicht so umfassend sind wie die der Elementarmodenanalyse.
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Ein weiteres Problem bei der Analyse metabolischer Netzwerke eukaryontischer
Organismen stellt die komplexe Kompartimentierung des Stoffwechsels dar. Vor allem der
Transport zwischen den einzelnen Kompartimenten und dessen Richtung stellen dabei
immer wieder Probleme dar. Als Beispiel hierfiir kann der Transport von Acetyl-CoA in
Form von Acetyl-Carnitin in die mitochondrielle Matrix genannt werden. Dies stellt auch
einen der zukiinftigen Ansatzpunkte dieser Arbeit dar, um ein besseres Verstindnis liber
die Kompartimentierung des Redox-Stoffwechsels und der damit verkniipften Reaktionen
zu erhalten. Weitere Untersuchungen zur tatsdchlichen Existenz des Transhydrogenase-
dhnlichen Zyklus der beiden Isoformen der Glutamat-Dehydrogenase werden in Zukunft

ebenso erforderlich sein.
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8 Anhang

8.1 Anabole und katabole Verhaltnisse von NAD(P)" und NADPH

Tabelle 36: Anabole und katabole Verhaltnisse von NAD(P)" und NAD(P)H der Stamme S. cerevisiae
BY4742 und BY4742 maelA. Gezeigt sind Verhéltnisse aus kontinuierlicher Kultur
(Verdiinnungsraten 0,16 h™ und 0,22 h™) sowie aus Schiittelkolben mit Glucose bzw. Galactose als

Kohlenstoffquelle. n. b. — nicht bestimmbar.

NAD'/NADH NADP'/NADPH
BY4742 0,16 h™! 0,92 + 0,01 0,56 + 0,03
(Ref) 0,22 h'! 0,89 + 0,04 0,48 + 0,06
SK Gle¢ 0,94 + 0,05 0,21 + 0,03
SK Gal 1,25 0,02 0,11 +0,04
maelA 0,16 h" 0,94 + 0,07 0,70 = 0,06
0,22 h! 0,96 + 0,02 0,54 + 0,06
SK Gle 1,02 + 0,09 0,20 + 0,04
SK Gal 2,83 +0,37 n.b.
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8.2 Netzwerke zur **C metabolischen Flussanalyse

8.2.1 Kontinuierliche Kulturen
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Abbildung 50: Stéchiometrisches Netzwerk des Stoffwechsels von S. cerevisiae fiir die *C metabolische
Flussanalyse in kontinuierlicher Kultur. Das Modell beinhaltet 28 Metabolite, die durch 33 Reaktionen

verknlpft sind. Daneben beinhaltet das Modell 7 extrazellulare und 14 anabole Flisse.
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Die stochiometrischen Bilanzen fiir die 28 Metabolite lauten wie folgt:
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8.2.2 Batch-Kulturen
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Abbildung 51: Stéchiometrisches Netzwerk des Stoffwechsels von S. cerevisiae fiir die *C metabolische
Flussanalyse in Batch-Kultur. Das Modell beinhaltet 28 Metabolite, die durch 33 Reaktionen

verknlpft sind. Daneben beinhaltet das Modell 6 extrazellulare und 14 anabole Flisse.
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Die stochiometrischen Bilanzen fiir die 28 Metabolite lauten wie folgt:
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8.3 Ergebnisse **C metabolische Flussanalyse

8.3.1 BY4742 respiratives Wachstum auf Glucose (D=0,16 h™)

Tabelle 37: Prozentuale relative intrazellulare und extrazellulare Stoffflisse bezogen auf die
spezifische Glucoseaufnahmerate von gs = 1,46 mmol g h™ bei respirativem Wachstum (0,16 h™) von
S. cerevisiae BY4742 in kontinuierlicher Kultur mit Glucose. Die angegebenen Konfidenzintervalle flr

95 % wurden aus 200 Monte Carlo Laufen bestimmt. n. b., nicht bestimmt.

Nettofluss  Mittelwert  Konfidenzintervallgs,, | Nettofluss  Mittelwert  Konfidenzintervallgse,
[70] [70] [7%0] [7%0]
Vi 36,6 0,1 Vo3 31,1 0,9
V2 61,9 0,1 Vs 31,0 0,9
V3 61,9 0,1 Vs 1,2 0,0
V4 135 0 Va6 2,5 0,0
Vs 128 0 Va7 16,3 0,1
V6 122 0,3 Vg 0,0 0,0
\¢! 53,5 1,0 Va9 4.8 0,0
Vg 42,6 0,2 V30 0,5 0,0
Vo 14,1 0,1 Vil 6,5 0,0
Vio 14,1 0,1 Va2 2,3 0,0
Vi 11,2 0,1 Vi3 0,0 0,0
Via 63,5 0,5 Vs 3,2 0,0
Vi3 63,5 0,5 Vinp 100 n. b.
Vig 53,0 0,6 Vextl 0,0 0,0
Vis 52,9 0,6 Vext2 0,1 0,0
Vi6 35,6 0,4 Vext3 1,2 0,0
Vig 19,3 0,4 Vextd 0,9 0,0
Vig 10,4 0,8 Vexts 0,2 0,0
V20 8,6 0,4 Vext6 7,8 0,1
Vi 53,1 1,2
Voo 30,6 0,9

205



Anhang

Tabelle 38: Aus dem Modell berechnete und experimentell bestimmte Massenisotopomerverteilungen
proteinogener Aminosauren und intrazelluldrer Trehalose von S. cerevisiae BY4742 bei respirativem
Wachstum (0,16 h™) mit Glucose (50:50 [1-*C]-Glucose : [U-**C]-Glucose) in kontinuierlicher Kultur.

Metabolit relative Massenisotopomerfraktionen

My M, M, M; M, M; Mg M; Mg My

Ala (m/z 260)
gemessen 0,277 0,200 0,090 0,434
simuliert 0,277 0,206 0,086 0,432
Ala (m/z 232)
gemessen 0,309 0,213 0,478
simuliert 0,329 0,214 0,457
Glu (m/z 432)
gemessen 0,043 0,109 0,215 0,280 0,210 0,145
simuliert 0,047 0,106 0,206 0,276 0,214 0,151
Val (m/z 288)
gemessen 0,082 0,121 0,204 0,248 0,143 0,203
simuliert 0,093 0,121 0,196 0,241 0,139 0,209
Val (m/z 260)
gemessen 0,092 0,135 0,337 0,211 0,225
simuliert 0,098 0,129 0,325 0,218 0,230
Val (m/z 302)
gemessen 0,422 0,120 0,457
simuliert 0,422 0,115 0,463
Thr (m/z 404)
gemessen 0,457 0,111 0,215 0,196 0,251 0,228
simuliert 0,463 0,115 0,207 0,196 0,250 0,232
Thr (m/z 376)
gemessen 0,144 0,258 0,313 0,285
simuliert 0,145 0,254 0,315 0,285
Gly (m/z 246)
gemessen 0,438 0,103 0,460
simuliert 0,441 0,108 0,450
Ile (m/z 200)
gemessen 0,044 0,110 0,221 0,278 0,212 0,135
simuliert 0,070 0,102 0,206 0,268 0,215 0,139
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Asp (m/z 418)
gemessen
simuliert

Asp (m/z 390)
gemessen
simuliert

Phe (m/z 336)
gemessen
simuliert

Phe (m/z 234)
gemessen
simuliert

Tyr (m/z 466)
gemessen
simuliert

Tre (m/z 361)
gemessen

simuliert

0,111
0,114

0,144
0,145

0,033
0,044

0,036
0,047

0,033
0,047

0,024
0,037

0,215
0,209

0,258
0,252

0,051
0,054

0,054
0,055

0,051
0,054

0,339
0,336

0,196
0,196

0,312
0,316

0,086
0,084

0,139
0,131

0,086
0,083

0,072
0,073

0,251
0,250

0,285
0,287

0,125
0,123

0,121
0,125

0,125
0,122

0,063
0,066

0,228
0,231

0,128
0,125

0,174
0,170

0,128
0,127

0,087
0,080

0,169
0,164

0,124
0,130

0,169
0,165

0,058
0,056

0,136
0,135

0,167
0,161

0,136
0,137

0,357
0,352

0,120
0,118

0,096
0,099

0,120
0,116

0,068
0,072

0,089
0,083

0,068
0,071

0,083
0,081

0,083
0,079
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8.3.2 BY4742 maelA respiratives Wachstum auf Glucose (D=0,16 h™)

Tabelle 39: Prozentuale relative intrazellulare und extrazellulare Stoffflisse bezogen auf die
spezifische Glucoseaufnahmerate von gs = 1,39 mmol g* h™ bei respirativem Wachstum (0,16 h™) von
S. cerevisiae BY4742 maelA in kontinuierlicher Kultur mit Glucose. Die angegebenen

Konfidenzintervalle fir 95 % wurden aus 200 Monte Carlo Laufen bestimmt. n. b., nicht bestimmt.

Nettofluss Mittelwert  Konfidenzintervallgso, | Nettofluss  Mittelwert  Konfidenzintervallyse,
[70] [70] [7%0] [7%0]
\4 21,3 0,1 Va3 453 1,7
\p) 53,7 0,0 Va4 44,6 1,7
V3 53,7 0,0 Vas 2,8 0,3
V4 121 0 Va6 1,6 0,3
Vs 113 0 Va7 12,8 0,1
Vi 106 0 Vg 3.9 0,0
\Z] 29,3 1,9 Va9 5,8 0,0
\& 54,1 0,1 V30 0,7 0,0
Vo 17,9 0,0 V3 7,6 0,0
Vio 17,9 0,0 V3 2,7 0,0
Vi1 14,5 0,0 V33 3,9 0,0
Vi2 40,1 0,1 V34 0,0 0,0
Vi3 40,1 0,1 Vinp 100 n. b.
Vig 28,0 0,2 Vextl 0,0 0,0
Vis 27,8 0,2 Vext2 0,7 0,0
Vie 28,9 0,1 Vext3 1,0 0,0
Vig 16,1 0,0 Vexta 0,7 0,0
Vig 20,2 1,7 Vexts 0,2 0,0
Va0 0,0 0,0 Vext6 6,5 0,1
Vai 19,9 1,7
V22 447 1,7
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Tabelle 40: Aus dem Modell berechnete und experimentell bestimmte Massenisotopomerverteilungen

proteinogener Aminosauren und intrazelluldrer Trehalose von S. cerevisiae BY4742 maelA bei

respirativem Wachstum (0,16 h™) mit Glucose (50:50 [1-**C]-Glucose :
kontinuierlicher Kultur.

Metabolit

[U-*C]-Glucose) in

relative Massenisotopomerfraktionen

Mo

M,

M;

M;

My M;

M6 M7 Mg M9

Ala (m/z 260)
gemessen
simuliert

Ala (m/z 232)
gemessen
simuliert

Glu (m/z 432)
gemessen
simuliert

Val (m/z 288)
gemessen
simuliert

Val (m/z 260)
gemessen
simuliert

Val (m/z 302)
gemessen
simuliert

Thr (m/z 404)
gemessen
simuliert

Thr (m/z 376)
gemessen
simuliert

Gly (m/z 246)
gemessen
simuliert

Ile (m/z 200)
gemessen

simuliert

0,299
0,286

0,330
0,340

0,052
0,075

0,099
0,096

0,109
0,104

0,443
0,440

0,131
0,129

0,160
0,168

0,441
0,447

0,053
0,076

0,188
0,204

0,197
0,205

0,118
0,148

0,121
0,121

0,130
0,128

0,098
0,094

0,215
0,225

0,264
0,274

0,101
0,107

0,119
0,117

0,078
0,069

0,473
0,455

0,233
0,233

0,204
0,196

0,351
0,331

0,459
0,466

0,194
0,214

0,324
0,306

0,458
0,446

0,235
0,225

0,436
0,441

0,272
0,270

0,248
0,249

0,187
0,204

0,251
0,237

0,252
0,252

0,272
0,267

0,202
0,168

0,121
0,107

0,123
0,125 0,212
0,223
0,233

0,208
0,195

0,203 0,119
0,196 0,118

0,206
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Asp (m/z 418)
gemessen 0,128 0,211 0,204 0,250 0,208
simuliert 0,128 0,227 0,214 0,235 0,196
Asp (m/z 390)
gemessen 0,160 0,264 0,321 0,256
simuliert 0,168 0,275 0,306 0,251
Phe (m/z 336)
gemessen 0,034 0,052 0,086 0,128 0,132 0,166 0,140 0,117 0,066 0,078
simuliert 0,040 0,053 0,083 0,122 0,126 0,166 0,137 0,119 0,073 0,080
Phe (m/z 234)
gemessen 0,038 0,054 0,138 0,124 0,176 0,131 0,165 0,091 0,084
simuliert 0,043 0,054 0,130 0,127 0,171 0,133 0,160 0,099 0,081
Tyr (m/z 466)
gemessen 0,034 0,052 0,086 0,128 0,132 0,166 0,140 0,117 0,066 0,078
simuliert 0,044 0,054 0,084 0,123 0,130 0,165 0,135 0,115 0,071 0,079
Tre (m/z 361)
gemessen 0,023 0,348 0,069 0,067 0,079 0,060 0,354
simuliert 0,025 0,345 0,072 0,063 0,078 0,054 0,363
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8.3.3 BY4742 respiro-respiratives Wachstum auf Glucose (D=0,22 h™)

Tabelle 41: Prozentuale relative intrazelluldare und extrazellulare Stoffflisse bezogen auf die
spezifische Glucoseaufnahmerate von gs = 2,42 mmol g™ h™* bei respirativem Wachstum (0,22 h™) von
S. cerevisiae BY4742 in kontinuierlicher Kultur mit Glucose. Die angegebenen Konfidenzintervalle flr

95 % wurden aus 200 Monte Carlo Laufen bestimmt. n. b., nicht bestimmt.

Nettofluss  Mittelwert  Konfidenzintervalloso, | Nettofluss  Mittelwert  Konfidenzintervallyse,
[70] [70] [7%0] [7%0]
\4 65,0 0,1 Vo3 47,1 0,8
V) 73,6 0,0 Vo4 28,4 0,7
V3 73,6 0,0 Vs 1,6 0,0
V4 145 0 Vs L5 0,0
Vs 144 0 Va7 12,7 0,0
Ve 139 0 Vag 0,3 0,0
\Z] 243 0,8 Va9 4,2 0,0
Vg 16,9 0,1 V30 0,5 0,0
Vo 5,6 0,0 V31 5,6 0,0
V1o 5,6 0,0 V32 2,0 0,0
Vi 3,0 0,0 V33 0,3 0,0
Vi2 32,6 0,3 V34 2,6 0,0
Vi3 32,6 0,3 Vinp 100 n. b.
Vig 23,8 0,3 Vextl 37,5 0,1
Vis 23,6 0,3 Vext2 18,7 0,2
Vie 27,1 0,2 Vext3 2,0 0,0
Vig 14,3 0,2 Vexta 0,5 0,0
Vio 10,5 0,7 Vexts 0,2 0,0
V2o 5,0 0,2 Vext6 5,6 0,0
Vai 22,1 0,9
Voo 84,1 0,9
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Tabelle 42: Aus dem Modell berechnete und experimentell bestimmte Massenisotopomerverteilungen
proteinogener Aminosauren und intrazellularem Fumarat und extrazellularem Ethanol von S.
cerevisiae BY4742 bei respirativem Wachstum (0,22 h™) mit Glucose (50:50 [1-**C]-Glucose : [U-**C]-

Glucose) in kontinuierlicher Kultur.

Metabolit relative Massenisotopomerfraktionen

M, M, M, M; M, M; Mg M; Mg M,

Fum (m/z 245)
gemessen 0,095 0,183 0,245 0,267 0,211
simuliert 0,093 0,185 0,235 0,268 0,219
Ala (m/z 260)
gemessen 0,254 0,215 0,091 0,440
simuliert 0,253 0,215 0,091 0,441
Ala (m/z 232)
gemessen 0,276 0,240 0,485
simuliert 0,277 0,240 0,483
Glu (m/z 432)
gemessen 0,045 0,100 0,202 0,278 0,222 0,152
simuliert 0,039 0,103 0,214 0,278 0,222 0,144
Val (m/z 288)
gemessen 0,076 0,120 0,195 0,247 0,153 0,208
simuliert 0,067 0,120 0,200 0,248 0,158 0,208
Val (m/z 260)
gemessen 0,083 0,132 0,317 0,234 0,233
simuliert 0,074 0,135 0,322 0,239 0,231
Thr (m/z 404)
gemessen 0,124 0,213 0,177 0,264 0,221
simuliert 0,119 0,218 0,176 0,267 0,220
Gly (m/z 246)
gemessen 0,445 0,097 0,459
simuliert 0,442 0,094 0,464
Asp (m/z 418)
gemessen 0,123 0,217 0,183 0,263 0,215
simuliert 0,117 0,216 0,180 0,267 0,220
Phe (m/z 336)
gemessen 0,035 0,050 0,081 0,120 0,127 0,172 0,140 0,122 0,074 0,080
simuliert 0,026 0,049 0,084 0,121 0,126 0,173 0,135 0,123 0,076 0,087
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Phe (m/z 234)
gemessen
simuliert

Tyr (m/z 466)
gemessen
simuliert
EtOH (m/z 361)
gemessen

simuliert

0,040
0,028

0,033
0,026

0,310
0,282

0,057
0,053

0,049
0,049

0,226
0,233

0,132
0,131

0,081
0,084

0,464
0,485

0,127
0,126

0,121
0,121

0,164
0,169

0,129
0,126

0,125
0,124

0,170
0,173

0,159
0,166

0,135
0,135

0,108
0,110

0,122
0,123

0,087
0,093

0,076
0,076

0,085
0,087
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8.3.4 BY4742 maelA respiro-respiratives Wachstum auf Glucose (D=0,22 h™)

Tabelle 43: Prozentuale relative intrazellulare und extrazellulare Stoffflisse bezogen auf die
spezifische Glucoseaufnahmerate von gs = 2,40 mmol g h™ bei respirativem Wachstum (0,22 h™) von
S. cerevisiae BY4742 maelA in kontinuierlicher Kultur mit Glucose. Die angegebenen

Konfidenzintervalle fir 95 % wurden aus 200 Monte Carlo Laufen bestimmt. n. b., nicht bestimmt.

Nettofluss Mittelwert  Konfidenzintervallgso, | Nettofluss  Mittelwert  Konfidenzintervallyse,
[70] [70] [7%0] [7%0]
Vi 62,7 0,2 V23 40,1 1,0
Vs 75,0 0,1 Vo4 21,1 0,9
\& 75,0 0,1 Vas 2,9 0,0
V4 154 0 Va6 0,0 0,0
Vs 147 0 Va7 10,5 0,0
\3 143 0 Vag 0,5 0,0
\%! 26,0 0,9 Va9 3,5 0,0
Vg 20,8 0,1 V30 0,0 0,0
Vo 7.3 0,1 V31 5,6 0,0
V1o 7.3 0,1 V32 2,3 0,0
Vi 4,9 0,1 V33 0,5 0,0
Vi2 25,7 0,2 V34 3,8 0,0
Vi3 25,7 0,2 Vinp 100 n. b.
Vig 19,0 0,2 Vextl 54,4 0,6
Vis 19,0 0,2 Vext2 19,0 0,3
Vie 18,2 0,1 Vext3 1,0 0,0
Vig 7,7 0,1 Vexta 0,2 0,0
Vig 4,6 0,9 Vexts 0,1 0,0
V20 0,5 0,1 Vext6 3,2 0,0
Va1 21,1 1,0
Vo 94,5 1,0
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Tabelle 44: Aus dem Modell berechnete und experimentell bestimmte Massenisotopomerverteilungen
proteinogener Aminoséuren von S. cerevisiae BY4742 maelA bei respirativem Wachstum (0,22 h™) mit
Glucose (50:50 [1-**C]-Glucose : [U-**C]-Glucose) in kontinuierlicher Kultur.

Metabolit relative Massenisotopomerfraktionen

M, M, M, M; M, M; Mg M; Mg My

Ala (m/z 260)
gemessen 0,267 0,214 0,059 0,460
simuliert 0,271 0,203 0,069 0,457
Glu (m/z 432)
gemessen 0,045 0,096 0,197 0,277 0,224 0,161
simuliert 0,038 0,099 0,204 0,280 0,218 0,161
Val (m/z 288)
gemessen 0,083 0,118 0,188 0,247 0,134 0,231
simuliert 0,079 0,117 0,197 0,249 0,133 0,224
Thr (m/z 404)
gemessen 0,121 0,208 0,180 0,255 0,237
simuliert 0,112 0,215 0,179 0,261 0,234
Gly (m/z 246)
gemessen 0,447 0,091 0,462
simuliert 0,446 0,091 0,463
Asp (m/z 418)
gemessen 0,115 0,208 0,188 0,257 0,232
simuliert 0,109 0,211 0,186 0,261 0,233
Phe (m/z 336)
gemessen 0,036 0,051 0,084 0,123 0,127 0,173 0,132 0,118 0,073 0,083
simuliert 0,028 0,049 0,084 0,121 0,125 0,171 0,134 0,124 0,075 0,089
Tyr (m/z 466)
gemessen 0,037 0,051 0,082 0,119 0,124 0,170 0,134 0,120 0,075 0,086
simuliert 0,028 0,049 0,084 0,121 0,125 0,171 0,134 0,124 0,075 0,089
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8.3.5 BY4742 aerob fermentatives Wachstum auf Glucose (Batch-Kultur)

Tabelle 45: Prozentuale relative intrazelluldare und extrazellulare Stoffflisse bezogen auf die
spezifische Glucoseaufnahmerate von gs = 20,8 mmol g™ h™ bei aerob fermentativem Wachstum von S.
cerevisiae BY4742 mit Glucose. Die angegebenen Konfidenzintervalle fir 95 % wurden aus 200 Monte

Carlo Laufen bestimmt. n. b., nicht bestimmt.

Nettofluss  Mittelwert  Konfidenzintervalloso, | Nettofluss  Mittelwert  Konfidenzintervallyse,
[70] [70] [7%0] [7%0]
\4 87,7 0,1 Vo3 9,5 0,0
V) 93,4 0,1 Vo4 4,0 0,0
\& 76,5 0,0 Vs 0,0 0,0
V4 172 0 Va6 0,7 0,0
Vs 171 0 Va7 1,9 0,0
Ve 170 0 Vag 0,0 0,0
V7 4,2 0,0 Va9 0,8 0,0
Vg 9,1 0,1 V30 0,0 0,0
Vo 3,1 0,0 V31 1,3 0,0
Vio 3,1 0,0 V32 0,5 0,0
Vi 2,6 0,0 V33 0,0 0,0
Vi 3,5 0,0 V34 0,7 0,0
Vi3 3,5 0,0 Vinp 100 n. b.
Vig 1,8 0,0 Vextl 148 0
Vis 1,8 0,0 Vext2 5,5 0,0
Vie 4,8 0,1 Vexts 3.4 0,0
Vig 2,9 0,0 Vextd 17,0 0,0
Vio 0,0 0,0 Vext6 0,4 0,0
V2o 1,2 0,0
Vai 3,5 0,1
Voo 157 0
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Tabelle 46: Aus dem Modell berechnete und experimentell bestimmte Massenisotopomerverteilungen
proteinogener Aminosauren von S. cerevisiae BY4742 bei aerob fermentativem Wachstum mit Glucose
(50:50 [1-2*C]-Glucose : [U-*C]-Glucose).

Metabolit relative Massenisotopomerfraktionen

M, M, M, M; M, M; Mg M; Mg M,

Ala (m/z 260)
gemessen 0,232 0,239 0,078 0,451
simuliert 0,236 0,236 0,079 0,449
Ala (m/z 232)
gemessen 0,254 0,249 0,498
simuliert 0,255 0,255 0,489
Val (m/z 288)
gemessen 0,060 0,117 0,191 0,253 0,153 0,225
simuliert 0,060 0,120 0,196 0,250 0,154 0,220
Val (m/z 260)
gemessen 0,067 0,125 0,308 0,248 0,252
simuliert 0,065 0,130 0,315 0,250 0,239
Thr (m/z 404)
gemessen 0,137 0,241 0,122 0,274 0,225
simuliert 0,135 0,240 0,134 0,269 0,223
Thr (m/z 376)
gemessen 0,140 0,247 0,374 0,239
simuliert 0,144 0,252 0,363 0,241
Gly (m/z 246)
gemessen 0,475 0,063 0,462
simuliert 0,478 0,037 0,485
Ile (m/z 200)
gemessen 0,054 0,097 0,220 0,270 0,240 0,119
simuliert 0,037 0,101 0,227 0,278 0,239 0,118
Ser (m/z 390)
gemessen 0,232 0,258 0,047 0,463
simuliert 0,231 0,261 0,058 0,450
Ser (m/z 362)
gemessen 0,235 0,291 0,474
simuliert 0,241 0,295 0,463
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Ser (m/z 288)
gemessen 0,249 0,288 0,462
simuliert 0,241 0,295 0,463
Phe (m/z 336)
gemessen 0,025 0,049 0,079 0,118 0,121 0,177 0,136 0,124 0,080 0,091
simuliert 0,022 0,048 0,080 0,120 0,125 0,177 0,139 0,124 0,077 0,088
Phe (m/z 302)
gemessen 0,490 0,032 0,478
simuliert 0,478 0,037 0,485
Phe (m/z 234)
gemessen 0,026 0,051 0,119 0,133 0,166 0,132 0,159 0,121 0,092
simuliert 0,023 0,050 0,122 0,131 0,169 0,132 0,164 0,118 0,091
Asp (m/z 418)
gemessen 0,140 0,241 0,126 0,271 0,222
simuliert 0,133 0,241 0,132 0,269 0,224
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8.3.6 BY4742 maelA aerob fermentatives Wachstum auf Glucose (Batch-
Kultur)

Tabelle 47: Prozentuale relative intrazellulare und extrazelluldre Stoffflisse bezogen auf die
spezifische Glucoseaufnahmerate von gs = 18,8 mmol g™ h™ bei aerob fermentativem Wachstum von S.
cerevisiae BY4742 maelA mit Glucose. Die angegebenen Konfidenzintervalle fir 95 % wurden aus 200

Monte Carlo Laufen bestimmt. n. b., nicht bestimmt.

Nettofluss  Mittelwert  Konfidenzintervallgs,, | Nettofluss  Mittelwert  Konfidenzintervallgse,
[70] [70] [7%0] [7%0]
Vi 93,5 0,1 V3 9,5 0,1
V2 95,1 0,1 Vs 52 0,0
V3 79,0 0,0 Vas 0,6 0,0
V4 174 0 V26 0,1 0,0
Vs 173 0 V27 1,8 0,0
V6 172 0 Vg 0,5 0,0
\¢! 2,4 0,1 Va9 0,8 0,0
Vg 3,0 0,1 V30 0,0 0,0
Vo 1,1 0,0 V31 1,4 0,0
Vio 1,1 0,0 Va2 0,6 0,0
Vi 0,5 0,0 Vi3 0,5 0,0
Vi 1,9 0,0 Y 0,2 0,0
Vi3 1,9 0,0 Vinp 100 n. b.
Via 0,0 0,0 Vextl 152 0
Vis 0,0 0,0 Vext2 4.4 0,0
Vi6 4,5 0,1 Vext3 2,7 0,0
Vig 2,4 0,0 Vextd 16,1 0,0
Vig 0,9 0,1 Vext6 0,7 0,0
Va0 0,0 0,0
Vi 1,0 0,1
Voo 162 0
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Tabelle 48: Aus dem Modell berechnete und experimentell bestimmte Massenisotopomerverteilungen
proteinogener Aminosauren von S. cerevisiae BY4742 maelA bei aerob fermentativem Wachstum mit
Glucose (50:50 [1-**C]-Glucose : [U-**C]-Glucose).

Metabolit relative Massenisotopomerfraktionen

M, M, M, M; M, M; Mg M; Mg My

Ala (m/z 260)
gemessen 0,247 0,239 0,027 0,487
simuliert 0,249 0,242 0,026 0,483
Ala (m/z 232)
gemessen 0,253 0,248 0,499
simuliert 0,255 0,250 0,495
Val (m/z 288)
gemessen 0,065 0,121 0,185 0,249 0,133 0,248
simuliert 0,063 0,124 0,190 0,249 0,134 0,239
Val (m/z 260)
gemessen 0,066 0,124 0,309 0,248 0,253
simuliert 0,065 0,128 0,315 0,248 0,245
Thr (m/z 404)
gemessen 0,135 0,240 0,125 0,269 0,231
simuliert 0,131 0,244 0,131 0,265 0,229
Thr (m/z 376)
gemessen 0,147 0,246 0,342 0,265
simuliert 0,148 0,251 0,336 0,265
Gly (m/z 246)
gemessen 0,467 0,077 0,457
simuliert 0,483 0,029 0,488
Ile (m/z 200)
gemessen 0,051 0,098 0,216 0,270 0,233 0,132
simuliert 0,038 0,101 0,222 0,276 0,232 0,131
Ser (m/z 390)
gemessen 0,230 0,258 0,051 0,460
simuliert 0,230 0,261 0,048 0,461
Ser (m/z 362)
gemessen 0,232 0,297 0,470
simuliert 0,236 0,292 0,472
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Ser (m/z 288)
gemessen
simuliert

Phe (m/z 336)
gemessen
simuliert

Phe (m/z 302)
gemessen
simuliert

Phe (m/z 234)
gemessen
simuliert

Asp (m/z 418)
gemessen
simuliert

Glu (m/z 432)
gemessen

simuliert

0,236
0,236

0,025
0,021

0,488
0,482

0,026
0,021

0,137
0,130

0,044
0,039

0,298
0,292

0,049
0,048

0,033
0,029

0,051
0,049

0,241
0,244

0,104
0,102

0,466
0,472

0,080
0,080

0,480
0,488

0,120
0,122

0,128
0,130

0,221
0,219

0,119
0,118

0,133
0,133

0,269
0,266

0,270
0,274

0,123
0,123

0,166
0,167

0,226
0,229

0,226
0,226

0,177
0,178

0,130
0,129

0,135
0,139

0,136
0,137

0,160
0,163

0,122
0,125

0,122
0,123

0,079
0,079

0,093
0,093

0,090
0,091
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8.3.7 BY4742 aerob fermentatives Wachstum auf Galactose (Batch-Kultur)

Tabelle 49: Prozentuale relative intrazelluldare und extrazellulare Stoffflisse bezogen auf die
spezifische Galactoseaufnahmerate von gs = 11,5 mmol g™ h™* bei aerob fermentativem Wachstum von
S. cerevisiae BY4742 mit Galactose. Die angegebenen Konfidenzintervalle fir 95 % wurden aus 200

Monte Carlo Laufen bestimmt. n. b., nicht bestimmt.

Nettofluss  Mittelwert  Konfidenzintervalloso, | Nettofluss  Mittelwert  Konfidenzintervallyse,
[70] [70] [7%0] [7%0]
\4 83,6 0,1 Vo3 15,7 0,5
V) 91,7 0,0 Vo4 5,9 0,5
\& 89,2 0,0 Vs 0,2 0,0
2 185 0 Vag 0,4 0,0
Vs 183 0 Va7 3,7 0,0
Ve 183 0 Vag 0,0 0,0
\Z] 38,1 0,5 Va9 0,8 0,0
Vg 12,7 0,1 V30 0,2 0,0
Vo 4,3 0,0 V31 1,0 0,0
Vio 4,3 0,0 V32 0,3 0,0
Vi 3.8 0,0 V33 0,0 0,0
Vi 43,9 0,2 V34 0,4 0,0
Vi3 43,9 0,2 Vinp 100 n. b.
Vig 42,4 0,0 Vextl 117 0
Vis 42,4 0,2 Vext2 9,9 0,1
Vie 10,2 0,1 Vexts 1,4 0,0
Vig 6,5 0,1 Vextd 2,6 0,0
Vio 2,4 0,5 Vext6 2,2 0,0
V2o 4,9 0,1
Va1 41,5 0,6
Vo 133 0
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Tabelle 50: Aus dem Modell berechnete und experimentell bestimmte Massenisotopomerverteilungen

proteinogener Aminosduren von S. cerevisiae BY4742 bei aerob fermentativem Wachstum mit
: [U-*C]-Galactose).

Galactose (50:50 [1-**C]-Galactose

Metabolit
M, M,

relative Massenisotopomerfraktionen

M,

M;

M, M;

Mg M; Mg M

Ala (m/z 260)
gemessen 0,251 0,240
simuliert 0,252 0,237

Ala (m/z 232)
gemessen 0,265 0,254
simuliert 0,269 0,250

Val (m/z 288)
gemessen 0,068 0,127
simuliert 0,065 0,126

Val (m/z 260)
gemessen 0,072 0,134
simuliert 0,070 0,135

Thr (m/z 404)
gemessen 0,148 0,237
simuliert 0,133 0,240

Thr (m/z 376)
gemessen 0,164 0,253
simuliert 0,144 0,258

Gly (m/z 246)
gemessen 0,476 0,066
simuliert 0,477 0,059

Ile (m/z 200)
gemessen 0,058 0,108
simuliert 0,038 0,105

Ser (m/z 390)
gemessen 0,222 0,275
simuliert 0,220 0,279

Ser (m/z 362)
gemessen 0,231 0,330
simuliert 0,233 0,328

0,056
0,059

0,479
0,480

0,193
0,197

0,314
0,319

0,134
0,148

0,335
0,362

0,457
0,463

0,227
0,231

0,080
0,082

0,437
0,437

0,451
0,457

0,250
0,249

0,245
0,244

0,280
0,273

0,245
0,234

0,267
0,278

0,421
0,417

0,142 0,218
0,146 0,215

0,233
0,230

0,198
0,204

0,219 0,117
0,233 0,112
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Ser (m/z 288)
gemessen 0,234 0,331 0,433
simuliert 0,233 0,328 0,437
Phe (m/z 336)
gemessen 0,028 0,056 0,088 0,126 0,128 0,175 0,130 0,115 0,071 0,077
simuliert 0,025 0,052 0,085 0,124 0,126 0,175 0,134 0,120 0,072 0,081
Phe (m/z 302)
gemessen 0,493 0,047 0,459
simuliert 0,484 0,048 0,466
Phe (m/z 234)
gemessen 0,028 0,057 0,129 0,136 0,167 0,129 0,156 0,113 0,081
simuliert 0,026 0,054 0,131 0,133 0,169 0,127 0,160 0,111 0,085
Asp (m/z 418)
gemessen 0,148 0,237 0,137 0,278 0,196
simuliert 0,132 0,240 0,148 0,273 0,204
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8.3.8 BY4742 maelA aerob fermentatives Wachstum auf Galactose (Batch-
Kultur)

Tabelle 51: Prozentuale relative intrazellulare und extrazelluldre Stoffflisse bezogen auf die
spezifische Galactoseaufnahmerate von gs = 8,38 mmol g™ h™* bei aerob fermentativem Wachstum von
S. cerevisiae BY4742 maelA mit Galactose. Die angegebenen Konfidenzintervalle fir 95 % wurden aus

200 Monte Carlo Laufen bestimmt. n. b., nicht bestimmt.

Nettofluss  Mittelwert  Konfidenzintervallgs,, | Nettofluss  Mittelwert  Konfidenzintervallgse,
[70] [70] [7%0] [7%0]
Vi 87,8 0,0 V3 24,9 1,2
V2 93,4 0,0 Vs 19,5 1,2
V3 90,1 0,0 Vas 0,3 0,0
V4 186 0 V26 0,2 0,0
Vs 185 0 V27 2,4 0,0
V6 184 0 Vg 0,0 0,0
\¢! 19,5 1,2 Va9 0,7 0,0
Vg 8,8 0,0 V30 0,0 0,0
Vo 3,0 0,0 V31 1,1 0,0
Vio 3,0 0,0 Va2 0,4 0,0
Vil 2,6 0,0 Vi3 0,0 0,0
Vi 34,1 0,2 Vs 0,6 0,0
Vi3 34,1 0,2 Vinp 100 n. b.
Vig 32,7 0,2 Vextl 130 0
Vis 32,7 0,2 Vext2 10,0 0,1
Vig 3,9 0,0 Vext3 1,3 0,0
Vig 1,4 0,0 Vextd 3,3 0,0
Vig 16,3 1,2 Vext6 1,2 0,0
Va0 0,0 0,0
Vi 17,9 1,2
Voo 159 1
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Tabelle 52: Aus dem Modell berechnete und experimentell bestimmte Massenisotopomerverteilungen

proteinogener Aminosauren von S. cerevisiae BY4742 maelA bei aerob fermentativem Wachstum mit
: [U-°C]-Galactose).

Galactose (50:50 [1-*C]-Galactose

Metabolit
M, M,

relative Massenisotopomerfraktionen

M;

M;

M, M;

M6 M7 Mg M9

Ala (m/z 260)
gemessen 0,263 0,238
simuliert 0,264 0,238

Ala (m/z 232)
gemessen 0,274 0,248
simuliert 0,279 0,240

Val (m/z 288)
gemessen 0,077 0,129
simuliert 0,069 0,128

Val (m/z 260)
gemessen 0,080 0,134
simuliert 0,073 0,135

Thr (m/z 404)
gemessen 0,162 0,241
simuliert 0,152 0,245

Thr (m/z 376)
gemessen 0,179 0,251
simuliert 0,161 0,256

Gly (m/z 246)
gemessen 0,488 0,067
simuliert 0,487 0,045

Ile (m/z 200)
gemessen 0,065 0,111
simuliert 0,043 0,109

Ser (m/z 390)
gemessen 0,237 0,269
simuliert 0,236 0,268

Ser (m/z 362)
gemessen 0,245 0,318
simuliert 0,248 0,317
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0,037
0,038

0,478
0,481

0,190
0,196

0,315
0,322

0,124
0,131

0,335
0,376

0,445
0,468

0,229
0,243

0,074
0,079

0,438
0,434

0,461
0,460

0,248
0,251

0,239
0,240

0,281
0,273

0,236
0,207

0,263
0,273

0,420
0,417

0,132 0,225
0,140 0,217

0,233
0,230

0,192
0,198

0,217 0,115
0,232 0,099
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Ser (m/z 288)
gemessen
simuliert

Phe (m/z 336)
gemessen
simuliert

Phe (m/z 302)
gemessen
simuliert

Phe (m/z 234)
gemessen
simuliert

Asp (m/z 418)
gemessen

simuliert

0,249
0,248

0,038
0,026

0,503
0,487

0,039
0,027

0,159
0,150

0,319
0,317

0,056
0,054

0,049
0,045

0,057
0,055

0,243
0,248

0,433
0,434

0,086
0,086

0,448
0,468

0,127
0,133

0,128
0,124

0,123
0,125

0,135
0,133

0,280
0,280

0,125
0,126

0,164
0,169

0,190
0,197

0,173
0,176

0,129
0,126

0,130
0,133

0,156
0,160

0,117
0,120

0,112
0,111

0,073
0,072

0,081
0,086

0,078
0,082
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8.4 Elementarmodenanalyse

8.4.1 Stdchiometrisches Netzwerk nach Forster et al. (2002)

Netzwerk 1:

'GLC + ATP = G6P + ADP'
'G6P <> F6P'

'ATP + F6P — ADP + F16P'

'F16P —> F6P'

'F16P <> GA3P + DHAP'

'DHAP <> GA3P'

'GA3P + NADcyt <> P13G + NADHcyt

'ADP + P13G <> ATP + P3G'

'P3G > P2G'

'P2G <> PEP'

'PEP + ADP — PYR + ATP'

'G6P + NADPcyt —> G15L + NADPHcyt

'G15L — P6G'

'P6G + NADPcyt —> RUSP + CO2 + NADPHcyt'
'RUSP <> R5P'

'RUSP «> X5P'

'RSP + X5P <> S7P + GA3P'

'GA3P + S7P <> F6P + E4P'

'E4P + X5P «> F6P + GA3P'

'DHAP + NADHcyt —> GP + NADcyt

'GP - GLYC'

'PYR — ACA + CO2'

'ACA + NADHcyt — NADcyt + ETH'

'ACA + NADPcyt —> ACE + NADPHcyt'

"2 ATP + ACE —> 2 ADP + ACCOAcyt'

'PYR + NADmit - ACCOAmit + NADHmit + CO2'
'PYR + ATP + CO2 — OAA + ADP'
'ACCOAmit + OAA — CI'

'CI ¢ ICT'

'ICI + NADPmit — AKG + CO2 + NADPHmit
'AKG + NADmit — SUCCOA + NADHmit + CO2'
'SUCCOA + ADP <> SUC + ATP'

'SUC + FAD — FUM + FADH2'

'FUM + FADH2 — SUC + FAD'

'FUM <> MAL'

'MAL + NADmit <> OAA + NADHmit'

'MAL + NADPmit — PYR + NADPHmit + CO2'
'OAA + ATP — PEP + ADP + CO2'
'ACCOAcyt — ACCOAmit'

'ACE — ACEX'

'C02 = CO2X'
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'NADHcyt + NADmit - NADcyt + NADHmit'

'20 NADHmit + 10 O2 + 24 ADP — 20 NADmit + 24 ATP"'

'20 FADH2 + 10 O2 + 24 ADP — 20 FAD + 24 ATP'

'ATP — ADP'

'3 ACCOAmit + 24 ACCOAcyt+ 11 AKG + 3 E4P + 6 P3G +1 GP + 6 PEP + 18 PYR + 3 R5P + 25 G6P +
10 OAA + 16 NADcyt + 6 NADmit + 90 NADPHcyt + 22 NADPHmit + 254 ATP — 10 BIOMASS + 16
NADHcyt + 6 NADHmit + 90 NADPcyt + 22 NADPmit + 254 ADP'

'— GLC'

'— 02

'BIOMASS —'

'CO2X —'

'ETH —'

'ACEX —'

'GLYC —'

Anderungen gegeniiber Netzwerk 1:

Netzwerk 2:

ohne: "NADHcyt + NADmit — NADcyt + NADHmit'

Netzwerk 3:

mit: "ICI + NADmit - AKG + CO2 + NADHmit'

Netzwerk 4:

mit: "NADPHcyt + NADPmit <> NADPcyt + NADPHmit'

Netzwerk 5:

mit: "ICI + NADmit - AKG + CO2 + NADHmit'
'NADPHcyt + NADPmit <> NADPcyt + NADPHmit'

Netzwerk 6:

mit: "ICI + NADmit - AKG + CO2 + NADHmit'

'ACA + NADcyt - ACE + NADHcyt'
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Netzwerk 7:

mit: 'ICI + NADmit - AKG + CO2 + NADHmit'
'NADPHcyt + NADPmit <> NADPcyt + NADPHmit'
'ACA + NADcyt - ACE + NADHcyt
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8.4.2

Konsensusnetzwerk nach Herrgrad (2008)

Tabelle 53: 4. Version des Konsensusnetzwerks nach (Herrgard et al., 2008). Stand April 2010 (http://www.comp-sys-bio.org/yeastnet/). Gr. — Gruppe, der die

entsprechende Reaktion zugeordnet ist (siehe Tabelle 34). R-Nr. — urspringliche Nummerierung der Reaktionen nach (Herrgard et al., 2008).

Gr. |R-Nr. |Enzymname Reaktion
1-(5-phosphoribosyl)-5-[(5- i . . . R . . . . .
. i . o 1-(5-phospho-D-ribosyl)-5-[(5-phospho-D-ribosylamino)methylideneamino]imidazole-4-carboxamide [cytoplasm] = "5-[(5-phospho-1-deoxy-D-ribulos-1-ylamino)methylideneamino]-1-(5-phospho-D-
1 8 phosphoribosylamino)methylideneamino)imidazole-4- . . .
o ribosyl)imidazole-4-carboxamide [cytoplasm]"; "YIL020C [cytoplasm]"
carboxamide isomerase
. 5 2,3-diketo-5-methylthio-1-phosphopentane degradation|5-(methylsulfanyl)-2,3-dioxopentyl phosphate [cytoplasm] + 3 * "water [cytoplasm]" = "4-methylthio-2-oxobutanoate [cytoplasm]" + "formate [cytoplasm]" + 6 * "H+ [cytoplasm]" + "phosphate!
reaction [cytoplasm]"; "YELO38W:YMRO09W [cytoplasm]"
2-oxobutanoate [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "pyruvate [mitochondrion]" = "(S)-2-acetyl-2-hydroxybutanoate [mitochondrion]" + “carbon dioxide [mitochondrion]";
1 16 2-aceto-2-hydroxybutanoate synthase . X
"YCLO009C:YMR108W [mitochondrion]"
X D-erythrose 4-phosphate(2-) [mitochondrion] + "phosphoenolpyruvate [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" = "7-phospho-2-dehydro-3-deoxy-D-arabino-heptonic acid [mitochondrion]" +|
1 21 2-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate synthetase . . . )
"phosphate [mitochondrion]"; "YDRO035W [mitochondrion]"
1 25 2-isopropylmalate hydratase 2-isopropylmaleic acid [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "2-isopropylmalate(2-) [cytoplasm]"; "YGLO009C [cytoplasm]"
3-methyl-2-oxobutanoate [cytoplasm] + "acetyl-CoA [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "2-isopropylmalate(2-) [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YNL104C
1 26 2-isopropylmalate synthase
[cytoplasm]" "YOR108W [cytoplasm]"
3-methyl-2-oxobutanoate [mitochondrion] + "acetyl-CoA [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" = "2-isopropylmalate(2-) [mitochondrion]" + "coenzyme A [mitochondrion]" + "H+
1 27 2-isopropylmalate synthase 2 . X . .
[mitochondrion]"; "YNL104C [mitochondrion]"
1 29 2-methylcitrate dehydratase homocitrate(3-) [mitochondrion] = "but-1-ene-1,2,4-tricarboxylic acid [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]"; "YDR234W [mitochondrion]"
1 31 2-0x0-4-methyl-3-carboxypentanoate decarboxylation (2S)-2-isopropyl-3-oxosuccinate(2-) [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" = "4-methyl-2-oxopentanoate [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]"; "YJR148W [cytoplasm]"
1 32 2-o0x0-4-methyl-3-carboxypentanoate decarboxylation_2 (2S)-2-isopropyl-3-oxosuccinate(2-) [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" = "4-methyl-2-oxopentanoate [mitochondrion]" + "carbon dioxide [mitochondrion]"; "YHR208W [mitochondrion]"
1 42 3-dehydroquinate dehydratase 3-dehydroquinate [cytoplasm] = "3-dehydroshikimate [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YDR127W [cytoplasm]"
1 43 3-dehydroquinate synthase 7-phospho-2-dehydro-3-deoxy-D-arabino-heptonic acid [cytoplasm] = "3-dehydroquinate [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YDR127W [cytoplasm]"
. D-erythrose 4-phosphate(2-) [cytoplasm] + "phosphoenolpyruvate [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "7-phospho-2-dehydro-3-deoxy-D-arabino-heptonic acid [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]";
1 45 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate 7-phosphate synthetase
"YBR249C [cytoplasm]" "YDRO35W [cytoplasm]"
1 63 3-isopropylmalate dehydratase (2R,3S)-3-isopropylmalate(2-) [cytoplasm] = "2-isopropylmaleic acid [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YGL0O09C [cytoplasm]"
1 64 3-isopropylmalate dehydrogenase (2R,3S)-3-isopropylmalate(2-) [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "(2S)-2-isopropyl-3-oxosuccinate(2-) [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"; "YCLO18W [cytoplasm]"
1 68 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase 3-phosphoshikimic acid [cytoplasm] + "phosphoenolpyruvate [cytoplasm]" = "5-O-(1-carboxyvinyl)-3-phosphoshikimic acid [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YDR127W [cytoplasm]"
5-methyltetrahydropteroyltriglutamate-homocysteine S- . o . L . o
1 100 vl f 5-methyltetrahydropteroyltri-L-glutamic acid [cytoplasm] + "L-homocysteine [cytoplasm]" = "L-methionine [cytoplasm]" + "tetrahydropteroyltri-L-glutamic acid [cytoplasm]"; "YER091C [cytoplasm]"
methyltransferase
1 111 acetohydroxy acid isomeroreductase 2-acetyllactic acid [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "NADPH [mitochondrion]" = "(R)-2,3-dihydroxy-3-methylbutanoate [mitochondrion]" + "NADP(+) [mitochondrion]"; "YLR355C|
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[mitochondrion]"
112 acetolactate synthase H+ [mitochondrion] + 2 * "pyruvate [mitochondrion]" = "2-acetyllactic acid [mitochondrion]" + "carbon dioxide [mitochondrion]"; "YCLO009C:YMR108W [mitochondrion]"
130 acetylglutamate kinase ATP [mitochondrion] + "N-acetyl-L-glutamate(2-) [mitochondrion]" = "ADP [mitochondrion]" + "N-acetyl-L-gamma-glutamyl phosphate [mitochondrion]"; "YER069W [mitochondrion]"
133 acteylornithine transaminase 2-acetamido-5-oxopentanoate [mitochondrion] + "L-glutamate [mitochondrion]" = "2-oxoglutarate [mitochondrion]" + "N(2)-acetyl-L-ornithine [mitochondrion]"; "YOL140W [mitochondrion]"
174 alanine glyoxylate aminotransferase glyoxylate [cytoplasm] + "L-alanine [cytoplasm]" = "glycine [cytoplasm]" + "pyruvate [cytoplasm]"; "YFLO30W [cytoplasm]"
X . 5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate [cytoplasm] + "anthranilate [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + "N-(5-phospho-beta-D-ribosyl)anthranilate [cytoplasm]"; "YDR354W]
220 anthranilate phosphoribosyltransferase
[cytoplasm]"
221 anthranilate synthase chorismate(2-) [cytoplasm] + "L-glutamine [cytoplasm]" = "anthranilate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]" + "pyruvate [cytoplasm]"; "YER090W:YKL211C [cytoplasm]"
225 argininosuccinate lyase (N(omega)-L-arginino)succinic acid [cytoplasm] = "fumarate(2-) [cytoplasm]" + "L-arginine [cytoplasm]"; "YHRO18C [cytoplasm]"
. . ATP [cytoplasm] + "L-aspartate [cytoplasm]" + "L-citrulline [cytoplasm]" = "(N(omega)-L-arginino)succinic acid [cytoplasm]" + "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]";
226 argininosuccinate synthase
"YOLO58W [cytoplasm]"
. . . ATP [cytoplasm] + "L-aspartate [cytoplasm]" + "L-glutamine [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "L-asparagine [cytoplasm]" +
229 asparagine synthase (glutamine-hydrolysing)
"L-glutamate [cytoplasm]"; "YGR124W [cytoplasm]" "YPR145W [cytoplasm]"
233 aspartate kinase ATP [cytoplasm] + "L-aspartate [cytoplasm]" = "4-phospho-L-aspartate [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]"; "YER052C [cytoplasm]"
235 aspartate transaminase 2-oxoglutarate [cytoplasm] + "L-aspartate [cytoplasm]" = "L-glutamate [cytoplasm]" + "oxaloacetate(2-) [cytoplasm]"; "YLR027C [cytoplasm]"
236 aspartate transaminase_2 2-oxoglutarate [mitochondrion] + "L-aspartate [mitochondrion]" = "L-glutamate [mitochondrion]" + "oxaloacetate(2-) [mitochondrion]"; "YKL106W [mitochondrion]"
237 aspartate transaminase_3 2-oxoglutarate [peroxisome] + "L-aspartate [peroxisome]" = "L-glutamate [peroxisome]" + "oxaloacetate(2-) [peroxisome]"; "YLR027C [peroxisome]"
4-phospho-L-aspartate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "L-aspartate 4-semialdehyde [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YDRI158W
238 aspartate-semialdehyde dehydrogenase
[cytoplasm]"
245 ATP phosphoribosyltransferase 5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "5-phosphoribosyl-ATP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YERO055C [cytoplasm]"
304 chorismate mutase chorismate(2-) [cytoplasm] = "prephenate(2-) [cytoplasm]"; "YPRO60C [cytoplasm]"
306 chorismate synthase 5-O-(1-carboxyvinyl)-3-phosphoshikimic acid [cytoplasm] = "chorismate(2-) [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YGL148W [cytoplasm]"
337 cystathionine b-lyase L-cystathionine [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "ammonium [cytoplasm]" + "L-homocysteine [cytoplasm]" + "pyruvate [cytoplasm]"; "YFRO55W [cytoplasm]" "YGL184C [cytoplasm]"
338 cystathionine beta-synthase L-homocysteine [cytoplasm] + "L-serine [cytoplasm]" = "L-cystathionine [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YGR155W [cytoplasm]"
339 cystathionine g-lyase L-cystathionine [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "2-oxobutanoate [cytoplasm]" + "ammonium [cytoplasm]" + "L-cysteine [cytoplasm]"; "YALO12W [cytoplasm]"
341 cysteine synthase hydrogen sulfide [cytoplasm] + "O-acetyl-L-serine [cytoplasm]" = "acetate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "L-cysteine [cytoplasm]"; "YGRO12W [cytoplasm]"
dihydroxy-acid dehydratase (2,3-dihydroxy-3- i X . X . . i X .
384 (R)-2,3-dihydroxy-3-methylbutanoate [mitochondrion] = "3-methyl-2-oxobutanoate [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]"; "YJR016C [mitochondrion]"
methylbutanoate)
dihydroxy-acid dehydratase (2,3-dihydroxy-3- i . . . i . . . .
385 (2R,3R)-2,3-dihydroxy-3-methylpentanoate [mitochondrion] = "(S)-3-methyl-2-oxopentanoate [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]"; "YJR016C [mitochondrion]"
methylpentanoate)
506 glutamate 5-kinase ATP [cytoplasm] + "L-glutamate [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "L-gamma-glutamyl phosphate [cytoplasm]"; "YDR300C [cytoplasm]"
L-glutamate [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "2-oxoglutarate [cytoplasm]" + "ammonium [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"; "YDL215C
508 glutamate dehydrogenase (NAD)
[cytoplasm]"
2-oxoglutarate [cytoplasm] + "ammonium [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "L-glutamate [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YALO062W
509 glutamate dehydrogenase (NADP)

[cytoplasm]" "YOR375C [cytoplasm]"
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510 glutamate synthase (NADH2) 2-oxoglutarate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "L-glutamine [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]" = 2 * "L-glutamate [cytoplasm]" + "NAD(+) [cytoplasm]"; "YDL171C [cytoplasm]"
H+ [cytoplasm] + "L-gamma-glutamyl phosphate [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "L-glutamic 5-semialdehyde [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YOR323C
511 glutamate-5-semialdehyde dehydrogenase
[cytoplasm]"
H+ [cytoplasm] + "L-gamma-glutamyl phosphate [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]" = "L-glutamic 5-semialdehyde [cytoplasm]" + "NAD(+) [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YOR323C|
512 glutamate-5-semialdehyde dehydrogenase 2
[cytoplasm]"
515 glutamine synthetase ammonium [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "L-glutamine [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YPRO35W [cytoplasm]"
539 glycine hydroxymethyltransferase 5,6,7,8-tetrahydrofolic acid [cytoplasm] + "L-serine [cytoplasm]" = "5,10-methylenetetrahydrofolate(2-) [cytoplasm]" + "glycine [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YLROS8C [cytoplasm]"
5,6,7,8-tetrahydrofolic acid [mitochondrion] + "L-serine [mitochondrion]" = "5,10-methylenetetrahydrofolate(2-) [mitochondrion]" + "glycine [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]"; "YBR263W
540 glycine hydroxymethyltransferase, . i
[mitochondrion]"
575 histidinol dehydrogenase L-histidinol [cytoplasm] + 2 * "NAD(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = 3 * "H+ [cytoplasm]" + "L-histidine [cytoplasm]" + 2 * "NADH [cytoplasm]"; "YCL030C [cytoplasm]"
576  |histidinol-phosphatase L-histidinol phosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "L-histidinol [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YFR025C [cytoplasm]"
577 histidinol-phosphate transaminase 3-(imidazol-4-yl)-2-oxopropyl dihydrogen phosphate [cytoplasm] + "L-glutamate [cytoplasm]" = "2-oxoglutarate [cytoplasm]" + "L-histidinol phosphate [cytoplasm]"; "YIL116W [cytoplasm]"
581 homoacontinate hydratase but-1-ene-1,2,4-tricarboxylic acid [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "homoisocitrate(3-) [mitochondrion]"; "YDR234W [mitochondrion]"
583 homocitrate synthase_2 2-oxoglutarate [nucleus] + "acetyl-CoA [nucleus]" + "water [nucleus]" = "coenzyme A [nucleus]" + "H+ [nucleus]" + "homocitrate(3-) [nucleus]"; "YDL131W [nucleus]" "YDL182W [nucleus]"
585 homoisocitrate dehydrogenase homoisocitrate(3-) [mitochondrion] + "NAD(+) [mitochondrion]" = "2-oxaloglutaric acid [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]"; "YIL094C [mitochondrion]"
586 homoserine dehydrogenase (NADH) H+ [cytoplasm] + "L-aspartate 4-semialdehyde [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]" = "L-homoserine [cytoplasm]" + "NAD(+) [cytoplasm]"; "YJR139C [cytoplasm]"
587 homoserine dehydrogenase (NADP) H+ [cytoplasm] + "L-aspartate 4-semialdehyde [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "L-homoserine [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YJR139C [cytoplasm]"
588 homoserine kinase ATP [cytoplasm] + "L-homoserine [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "O-phospho-L-homoserine [cytoplasm]"; "YHRO025W [cytoplasm]"
589 homoserine O-trans-acetylase acetyl-CoA [cytoplasm] + "L-homoserine [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "O-acetyl-L-homoserine [cytoplasm]"; "YNL277W [cytoplasm]"
X 5-[(5-phospho-1-deoxy-D-ribulos-1-ylamino)methylidencamino]-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazole-4-carboxamide ~ [cytoplasm] + "L-glutamine [cytoplasm]" = "S-amino-1-(5-phospho-D-|
604  [Imidazole-glycerol-3-phosphate synthase . o . o
ribosyl)imidazole-4-carboxamide [cytoplasm]" + "D-erythro-1-(imidazol-4-yl)glycerol 3-phosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]"; "YBR248C [cytoplasm]"
605 imidazoleglycerol-phosphate dehydratase D-erythro-1-(imidazol-4-yl)glycerol 3-phosphate [cytoplasm] = "3-(imidazol-4-yl)-2-oxopropyl dihydrogen phosphate [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YOR202W [cytoplasm]"
1-(2-carboxyphenylamino)-1-deoxy-D-ribulose 5-phosphate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" = "1-C-(indol-3-yl)glycerol 3-phosphate [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]";
608 indole-3-glycerol-phosphate synthase
"YKL211C [cytoplasm]"
631 isocitrate dehydrogenase (NADP+) isocitrate(3-) [mitochondrion] + "NADP(+) [mitochondrion]" = "2-oxoglutarate [mitochondrion]" + "carbon dioxide [mitochondrion]" + "NADPH [mitochondrion]"; "YDLO66W [mitochondrion]"
634 isoleucine transaminase 2-oxoglutarate [cytoplasm] + "L-isoleucine [cytoplasm]" = "(S)-3-methyl-2-oxopentanoate [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]"; "YJR148W [cytoplasm]"
635 isoleucine transaminase 2 2-oxoglutarate [mitochondrion] + "L-isoleucine [mitochondrion]" = "(S)-3-methyl-2-oxopentanoate [mitochondrion]" + "L-glutamate [mitochondrion]"; "YHR208W [mitochondrion]"
(S)-2-acetyl-2-hydroxybutanoate [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "NADPH [mitochondrion]" = "(2R,3R)-2,3-dihydroxy-3-methylpentanoate [mitochondrion]" + "NADP(+) [mitochondrion]";,
640 ketol-acid reductoisomerase (2-aceto-2-hydroxybutanoate)
"YLR355C [mitochondrion]"
647 L-alanine transaminase 2-oxoglutarate [mitochondrion] + "L-alanine [mitochondrion]" = "L-glutamate [mitochondrion]" + "pyruvate [mitochondrion]"; "YLR089C [mitochondrion]"
648 L-allo-threonine aldolase L-allothreonine [cytoplasm] = "acetaldehyde [cytoplasm]" + "glycine [cytoplasm]"; "YEL046C [cytoplasm]"
. . . ATP [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "L-2-aminoadipate(2-) [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "L-allysine [cytoplasm]" + "NAD(+)
650 L-aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase (NADH)
[cytoplasm]"; "YBR115C:YGLI154C [cytoplasm]"
ATP [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "L-2-aminoadipate(2-) [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "L-allysine [cytoplasm]" + "NADP(+)
651 L-aminoadipate-semialdehyde dehydrogenase (NADPH)
[cytoplasm]"; "YBR115C:YGLI154C [cytoplasm]"
661 L-hydroxyproline reductase (NAD) 1-pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylic acid [cytoplasm] + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]" = "NAD(+) [cytoplasm]" + "trans-4-hydroxy-L-proline [cytoplasm]"; "YER023W [cytoplasm]"
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662 L-hydroxyproline reductase (NADP) 1-pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylic acid [cytoplasm] + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "NADP(+) [cytoplasm]" + "trans-4-hydroxy-L-proline [cytoplasm]"; "YER023W [cytoplasm]"
668 L-threonine deaminase_2 L-threonine [mitochondrion] = "2-oxobutanoate [mitochondrion]" + "ammonium [mitochondrion]"; "YER086W [mitochondrion]"
674 leucine transaminase 2-oxoglutarate [cytoplasm] + "L-leucine [cytoplasm]" = "4-methyl-2-oxopentanoate [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]"; "YJR148W [cytoplasm]"
675 leucine transaminase_2 2-oxoglutarate [mitochondrion] + "L-leucine [mitochondrion]" = "4-methyl-2-oxopentanoate [mitochondrion]" + "L-glutamate [mitochondrion]"; "YHR208W [mitochondrion]"
702 methionine synthase 5-methyltetrahydrofolate(2-) [cytoplasm] + "L-homocysteine [cytoplasm]" ="5,6,7,8-tetrahydrofolic acid [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "L-methionine [cytoplasm]"; "YER091C [cytoplasm]"
H+ [mitochondrion] + "N-acetyl-L-gamma-glutamyl phosphate [mitochondrion]" + "NADPH [mitochondrion]" = "2-acetamido-5-oxopentanoate [mitochondrion]" + "NADP(+) [mitochondrion]" +|
728 (N-acetyl-g-glutamyl-phosphate reductase . . i .
"phosphate [mitochondrion]"; "YER069W [mitochondrion]"
acetyl-CoA [mitochondrion] + "L-glutamate [mitochondrion]" = "coenzyme A [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]" + "N-acetyl-L-glutamate(2-) [mitochondrion]"; "YJLO71W [mitochondrion]"
731 N-acteylglutamate synthase
"YMRO062C [mitochondrion]"
782 O-acetylhomoserine (thiol)-lyase methanethiol [cytoplasm] + "O-acetyl-L-homoserine [cytoplasm]" = "acetate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "L-methionine [cytoplasm]"; "YLR303W [cytoplasm]"
783 O-acetylhomoserine (thiol)-lyase_2 hydrogen sulfide [cytoplasm] + "O-acetyl-L-homoserine [cytoplasm]" = "acetate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "L-homocysteine [cytoplasm]"; "YLR303W [cytoplasm]"
789 ornithine carbamoyltransferase carbamoyl phosphate [cytoplasm] + "ornithine [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-citrulline [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YJLO88W [cytoplasm]"
791 ornithine transacetylase L-glutamate [mitochondrion] + "N(2)-acetyl-L-ornithine [mitochondrion]" = "N-acetyl-L-glutamate(2-) [mitochondrion]" + "ornithine [mitochondrion]"; "YMRO062C [mitochondrion]"
825  [phenylalanine transaminase 2-oxoglutarate [cytoplasm] + "L-phenylalanine [cytoplasm]" = "keto-phenylpyruvate [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]"; "YGL202W [cytoplasm]" "YHR137W [cytoplasm]"
3-phospho-D-glyceric acid [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "3-phosphonatooxypyruvate(3-) [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"; "YERO81W [cytoplasm]" "YIL074C|
864 [phosphoglycerate dehydrogenase
[cytoplasm]"
1-(5-phosphoribosyl)-5'-AMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "1-(5-phospho-D-ribosyl)-5-[(5-phospho-D-ribosylamino)methylideneamino]imidazole-4-carboxamide [cytoplasm]"; "YCL030C
881 [phosphoribosyl-AMP cyclohydrolase
[cytoplasm]"
882 [phosphoribosyl-ATP pyrophosphatase 5-phosphoribosyl-ATP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "1-(5-phosphoribosyl)-5'-AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YCLO30C [cytoplasm]"
887 phosphoribosylanthranilate isomerase IN-(5-phospho-beta-D-ribosyl)anthranilate [cytoplasm] = "1-(2-carboxyphenylamino)-1-deoxy-D-ribulose 5-phosphate [cytoplasm]"; "YDROO7W [cytoplasm]"
892 [phosphoserine phosphatase (L-serine) O-phospho-L-serine [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "L-serine [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YGR208W [cytoplasm]"
893 [phosphoserine transaminase 3-phosphonatooxypyruvate(3-) [cytoplasm] + "L-glutamate [cytoplasm]" = "2-oxoglutarate [cytoplasm]" + "O-phospho-L-serine [cytoplasm]"; "YOR184W [cytoplasm]"
911 prephenate dehydratase H+ [cytoplasm] + "prephenate(2-) [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "keto-phenylpyruvate [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YNL316C [cytoplasm]"
913 prephenate dehydrogenase (NADP) NADP(+) [cytoplasm] + "prephenate(2-) [cytoplasm]" = "3-(4-hydroxyphenyl)pyruvate [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]"; "YBR166C [cytoplasm]"
L-saccharopine [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "2-oxoglutarate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "L-lysine [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"; "YIR034C
969 saccharopine dehydrogenase (NAD, L-lysine forming)
[cytoplasm]"
H+ [cytoplasm] + "L-allysine [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "L-saccharopine [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YNRO50C
970 saccharopine dehydrogenase (NADP, L-glutamate forming)
[cytoplasm]"
976 shikimate dehydrogenase 3-dehydroshikimate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "NADP(+) [cytoplasm]" + "shikimate [cytoplasm]"; "YDR127W [cytoplasm]"
977 shikimate kinase ATP [cytoplasm] + "shikimate [cytoplasm]" = "3-phosphoshikimic acid [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YDRI127W [cytoplasm]"
1026  |threonine aldolase L-threonine [cytoplasm] = "acetaldehyde [cytoplasm]" + "glycine [cytoplasm]"; "YEL046C [cytoplasm]"
1027  |threonine synthase O-phospho-L-homoserine [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "L-threonine [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YCRO53W [cytoplasm]"
1042  |tryptophan synthase (indoleglycerol phosphate) 1-C-(indol-3-yl)glycerol 3-phosphate [cytoplasm] + "L-serine [cytoplasm]" = "glyceraldehyde 3-phosphate [cytoplasm]" + "L-tryptophan [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YGL026C [cytoplasm]"
1043 [tryptophan transaminase 2-oxoglutarate [cytoplasm] + "L-tryptophan [cytoplasm]" = "3-(indol-3-yl)pyruvate [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]"; "YGL202W [cytoplasm]" "YHR137W [cytoplasm]"
1050 |tyrosine transaminase 3-(4-hydroxyphenyl)pyruvate [cytoplasm] + "L-glutamate [cytoplasm]" = "2-oxoglutarate [cytoplasm]" + "L-tyrosine [cytoplasm]"; "YGL202W [cytoplasm]" "YHR137W [cytoplasm]"
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1 1051 |tyrosine transaminase_2 3-(4-hydroxyphenyl)pyruvate [mitochondrion] + "L-glutamate [mitochondrion]" = "2-oxoglutarate [mitochondrion]" + "L-tyrosine [mitochondrion]"; "YKL106W [mitochondrion]"

1 1052  [tyrosine transaminase 3 3-(4-hydroxyphenyl)pyruvate [peroxisome] + "L-glutamate [peroxisome]" = "2-oxoglutarate [peroxisome]" + "L-tyrosine [peroxisome]"; "YLRO027C [peroxisome]"

1 1073 |valine transaminase 2-oxoglutarate [cytoplasm] + "L-valine [cytoplasm]" = "3-methyl-2-oxobutanoate [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]"; "YJR148W [cytoplasm]"

1 1074  |valine transaminase, mitochondiral 2-oxoglutarate [mitochondrion] + "L-valine [mitochondrion]" = "3-methyl-2-oxobutanoate [mitochondrion]" + "L-glutamate [mitochondrion]"; "YHR208W [mitochondrion]"

1 649 157 L-allothreonine [cytoplasm] + "NADP(+) [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-2-amino-3-oxobutanoate [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]"; "YMR226C [cytoplasm]"

) b0 ATPase, eytosolic ATP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [extracellular]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YCR024C-A:YELO17C-A:YGLO08C [cell envelope]" "YCR024C-A:YEL0O17C-
A:YPLO36W [cell envelope]"

2 279 carnitine O-acetyltransferase (R)-carnitine [cytoplasm] + "acetyl-CoA [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "O-acetylcarnitine [cytoplasm]"; "YARO035W [cytoplasm]" "YER024W [cytoplasm]"

2 280 carnitine O-acetyltransferase 2 (R)-carnitine [peroxisome] + "acetyl-CoA [peroxisome]" = "coenzyme A [peroxisome]" + "O-acetylcarnitine [peroxisome]"; "YMLO042W [peroxisome]"

2 281 carnitine O-aceyltransferase (R)-carnitine [mitochondrion] + "acetyl-CoA [mitochondrion]" = "coenzyme A [mitochondrion]" + "O-acetylcarnitine [mitochondrion]"; "YMLO042W [mitochondrion]"

2 769 nucleoside-diphosphatase (GDP), Golgi GDP [Golgi] + "water [Golgi]" = "GMP [Golgi]" + "H+ [Golgi]" + "phosphate [Golgi]"; "YEL042W [Golgi]"

2 795 OSH1 cytoplasm to plasma membrane oxysterol: YAR042W [cytoplasm] = "oxysterol [cell envelope]" + "YARO042W [cytoplasm]"

2 796 OSH1 endoplasmic reticulum to cytoplasm oxysterol [endoplasmic reticulum] + "YARO042W [cytoplasm]" = "oxysterol:Y AR042W [cytoplasm]"

2 797 (OSH2 cytoplasm to plasma membrane oxysterol: YDLO19C [cytoplasm] = "oxysterol [cell envelope]" + "YDLO19C [cytoplasm]"

2 798 OSH2 endoplasmic reticulum to cytoplasm oxysterol [endoplasmic reticulum] + "YDLO19C [cytoplasm]" = "oxysterol: YDLO19C [cytoplasm]"

2 799 (OSH3 cytoplasm to plasma membrane oxysterol: YHRO73W [cytoplasm] = "oxysterol [cell envelope]" + "YHRO73W [cytoplasm]"

2 800 (OSH3 endoplasmic reticulum to cytoplasm oxysterol [endoplasmic reticulum] + "YHRO73W [cytoplasm]" = "oxysterol:YHR073W [cytoplasm]"

2 801 OSH4 endoplasmic reticulum to cytoplasm oxysterol [endoplasmic reticulum] + "YPL145C [cytoplasm]" = "oxysterol:YPL145C [cytoplasm]"

2 802 OSHS5 cytoplasm to plasma membrane oxysterol:YPL145C [cytoplasm] = "oxysterol [cell envelope]" + "YPL145C [cytoplasm]"

2 803 (OSHS5 endoplasmic reticulum to cytoplasm oxysterol [endoplasmic reticulum] + "YOR237W [cytoplasm]" = "oxysterol:YOR237W [cytoplasm]"

2 945 reduced glutathione via ABC system ATP [vacuole] + "glutathione [cytoplasm]" + "water [vacuole]" = "ADP [vacuole]" + "glutathione [vacuole]" + "H+ [vacuole]" + "phosphate [vacuole]"; "YDR135C [vacuolar membrane]"

2 1009  |taurcholate via ABC system ATP [vacuole] + "taurocholic acid [cytoplasm]" + "water [vacuole]" = "ADP [vacuole]" + "H+ [vacuole]" + "phosphate [vacuole]" + "taurocholic acid [vacuole]"; "YLL048C [vacuolar membrane]"

2 1084  |(1->3)-beta-D-glucan transport (1->3)-beta-D-glucan [cell envelope] = "(1->3)-beta-D-glucan [cytoplasm]"

2 1085  [(R,R)-butanediol transport (R,R)-butane-2,3-diol [cytoplasm] = "(R,R)-butane-2,3-diol [extracellular]"

2 1086  |1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate transport 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate [cytoplasm] = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate [nucleus]"

2 1087  |1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate transport 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [cytoplasm] = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [nucleus]"

2 1088  [1-phosphatidyl-1D-myo-inositol transport 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [cytoplasm] = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [nucleus]"

2 1089  |1-phosphatidyl-1D-myo-inositol transport_2 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [mitochondrion] = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [cytoplasm]"

2 1090 |ID-myo-inositol 1,3,4,5,6-pentakisphosphate diffusion myo-inositol 1,3,4,5,6-pentakisphosphate [cytoplasm] = "myo-inositol 1,3,4,5,6-pentakisphosphate [nucleus]"

2 1091  [1D-myo-inositol 1-phosphate transport 1D-myo-inositol 1-phosphate [cytoplasm] = "1D-myo-inositol 1-phosphate [Golgi]"

2 1092 tZr:csl;);j:oJ-dcoxy-D-arabino-hcptonatc7-phohsphatc 7-phospho-2-dehydro-3-deoxy-D-arabino-heptonic acid [cytoplasm] = "7-phospho-2-dehydro-3-deoxy-D-arabino-heptonic acid [mitochondrion]"

2 1093 |2-dehydropantoate transport 2-dehydropantoate [cytoplasm] = "2-dehydropantoate [mitochondrion]"

2 1094 [2-hydroxybutyrate transport 2-hydroxybutyric acid [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "2-hydroxybutyric acid [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"

2 1095  |2-isopropylmalate transport 2-isopropylmalate(2-) [cytoplasm] = "2-isopropylmalate(2-) [extracellular]"

2 1096  |2-isopropylmalate transport_2 2-isopropylmalate(2-) [cytoplasm] = "2-isopropylmalate(2-) [mitochondrion]"
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2 1097  |2-methyl-1-butanol transport 2-methylbutan-1-ol [cytoplasm] = "2-methylbutan-1-ol [extracellular]"
2 1098  |2-methyl-1-butanol transport_2 2-methylbutan-1-ol [cytoplasm] = "2-methylbutan-1-ol [mitochondrion]"
2 1099  |2-methylbutanal transport 2-methylbutanal [cytoplasm] = "2-methylbutanal [extracellular]"
2 1100  |2-methylbutanal transport_2 2-methylbutanal [cytoplasm] = "2-methylbutanal [mitochondrion]"
2 1101  |2-methylbutyl transport 2-methylbutyl acetate [cytoplasm] = "2-methylbutyl acetate [extracellular]"
2 1102 |2-methylpropanal transport isobutyraldehyde [cytoplasm] = "isobutyraldehyde [extracellular]"
2 1103 |2-methylpropanal transport_2 isobutyraldehyde [cytoplasm] = "isobutyraldehyde [mitochondrion]"
2-oxoadipic acid [cytoplasm] + "2-oxoglutarate [mitochondrion]" = "2-oxoadipic acid [mitochondrion]" + "2-oxoglutarate [cytoplasm]"; "YOR222W [mitochondrial membrane]" "YPL134C
2 1104  |2-oxoadipate and 2-oxoglutarate transport
[mitochondrial membrane]"
2 1105 |2-oxoadipate transport 2-oxoadipic acid [mitochondrion] = "2-oxoadipic acid [cytoplasm]"
2 1106  |2-oxobutanoate transporter 2-oxobutanoate [cytoplasm] = "2-oxobutanoate [mitochondrion]"
2 1107  |2-oxoglutarate transport 2-oxoglutarate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" = "2-oxoglutarate [nucleus]" + "H+ [nucleus]"
2 1108  |2-oxoglutarate transport_2 2-oxoglutarate [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "2-oxoglutarate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"
2 1109  |2-phenylethanol transport 2-phenylethanol [extracellular] = "2-phenylethanol [cytoplasm]"
2 1110  |2-phenylethanol transport_2 2-phenylethanol [mitochondrion] = "2-phenylethanol [cytoplasm]"
2 1111 |3-(4-hydroxyphenyl)pyruvate transport 3-(4-hydroxyphenyl)pyruvate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" = "3-(4-hydroxyphenyl)pyruvate [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]"
2 1112 |3-(4-hydroxyphenyl)pyruvate transport_2 3-(4-hydroxyphenyl)pyruvate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" = "3-(4-hydroxyphenyl)pyruvate [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]"
2 1113 |3-carboxy-4-methyl-2-oxopentanoate transport (2S)-2-isopropyl-3-oxosuccinate(2-) [cytoplasm] = "(2S)-2-isopropyl-3-oxosuccinate(2-) [mitochondrion]"
2 1114 |3-hexaprenyl-4,5-dihydroxybenzoate transport 3-hexaprenyl-4,5-dihydroxybenzoic acid [cytoplasm] = "3-hexaprenyl-4,5-dihydroxybenzoic acid [mitochondrion]"
2 1115 |3-methyl-2-oxopentanoate transport 3-methyl-2-oxobutanoate [cytoplasm] = "3-methyl-2-oxobutanoate [mitochondrion]"
2 1116  |3-methyl-2-oxopentanoate transport_2 (S)-3-methyl-2-oxopentanoate [cytoplasm] = "(S)-3-methyl-2-oxopentanoate [mitochondrion]"
2 1117  |3-methyl-oxopentanoate trasport (S)-3-methyl-2-oxopentanoate [extracellular] = "(S)-3-methyl-2-oxopentanoate [cytoplasm]"
2 1118  |3-methylbutanal transport 3-methylbutanal [cytoplasm] = "3-methylbutanal [extracellular]"
2 1119  |3-methylbutanal transport_2 3-methylbutanal [cytoplasm] = "3-methylbutanal [mitochondrion]"
2 1120  |3-octaprenyl-4-hydroxybenzoate transport 3-hexaprenyl-4-hydroxybenzoic acid [cytoplasm] = "3-hexaprenyl-4-hydroxybenzoic acid [mitochondrion]"
2 1121  |4-aminobenzoate transport 4-aminobenzoate [cytoplasm] = "4-aminobenzoate [extracellular]"
2 1122 |4-aminobenzoate transport_2 4-aminobenzoate [cytoplasm] = "4-aminobenzoate [mitochondrion]"
2 1123 |4-aminobutanal transport 4-aminobutanal [cytoplasm] = "4-aminobutanal [mitochondrion]"
2 1124  |4-aminobutyrate transport gamma-aminobutyrate [cytoplasm] = "gamma-aminobutyrate [mitochondrion]"
2 1125  |4-aminobutyrate transport_2 gamma-aminobutyrate [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "gamma-aminobutyrate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YDL210W [cell envelope]" "YOR348C [cell envelope]"
2 1126  |4-hydroxy-2-oxoglutarate transport 4-hydroxy-2-oxoglutarate(2-) [cytoplasm] = "4-hydroxy-2-oxoglutarate(2-) [mitochondrion]"
2 1127  |4-hydroxy-2-oxoglutarate transport_2 4-hydroxy-2-oxoglutarate(2-) [cytoplasm] = "4-hydroxy-2-oxoglutarate(2-) [peroxisome]"
2 1128  |4-hydroxybenzoate transport 4-hydroxybenzoate [cytoplasm] = "4-hydroxybenzoate [mitochondrion]"
2 1129  |5-aminolevulinate transport 5-aminolevulinate [cytoplasm] = "5-aminolevulinate [mitochondrion]"
2 1130  |5-aminolevulinate transport_2 5-aminolevulinate [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "5-aminolevulinate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YDL210W [cell envelope]"

Suequy



LET

2 1131  |6-phospho-D-glucono-1,5-lactone transport 6-O-phosphono-D-glucono-1,5-lactone [cytoplasm] = "6-O-phosphono-D-glucono-1,5-lactone [endoplasmic reticulum]"

2 1132 |7,8-diaminononanoate transport 7,8-diaminononanoate [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "7,8-diaminononanoate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"

2 1133 |8-Amino-7-oxononanoate transport 8-amino-7-oxononanoate [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "8-amino-7-oxononanoate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YNROS56C [cell envelope]"

2 1134 |acetaldehyde transport acetaldehyde [mitochondrion] = "acetaldehyde [cytoplasm]"

2 1135 |acetaldehyde transport 2 acetaldehyde [extracellular] = "acetaldehyde [cytoplasm]"

2 1136  |acetate transport acetate [cytoplasm] = "acetate [nucleus]"

2 1137  |acetate transport_2 acetate [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "acetate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YCRO032W [cell envelope]"

2 1138  |acetate transport_3 acetate [cytoplasm] = "acetate [mitochondrion]"

2 1139 |acetate transport_4 acetate [extracellular] = "acetate [cytoplasm]"; "YCRO10C [cell envelope]"

2 1140 |acetic ester transport cthyl acetate [cytoplasm] = "ethyl acetate [extracellular]"

2 1141  Jacetyl-CoA transport acetyl-CoA [cytoplasm] = "acetyl-CoA [nucleus]"

2 1142 |acetylcarnitine transport O-acetylcarnitine [peroxisome] = "O-acetylcarnitine [cytoplasm]"

) 1143 |adenine transport adenine [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "adenine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YERO56C [cell envelope]" "YERO60W [cell envelope]" "YERO60W-A [cell envelope]" "YGL186C [cell
envelope]"

2 1144  |adenine transport 2 adenine [cytoplasm] = "adenine [mitochondrion]"

2 1145 |adenosine 3',5'-bisphosphate transport adenosine 3',5'-bismonophosphate [cytoplasm] = "adenosine 3',5'-bismonophosphate [mitochondrion]"

2 1146  |adenosine transport adenosine [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "adenosine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YAL022C [cell envelope]"

2 1147  [ADP transport ADP [cytoplasm] = "ADP [nucleus]"

2 1148  |ADP transport_2 ADP [cytoplasm] = "ADP [endoplasmic reticulum]"

) 1149 |ADP/ATP transporter ADP [cytoplasm] + "ATP [mitochondrion]" + "H+ [cytoplasm]" = "ADP [mitochondrion]" + "ATP [cytoplasm]" + "H+ [mitochondrion]"; "YBLO30C [mitochondrial membrane]" "YBRO85W
[mitochondrial membrane]" "YMRO56C [mitochondrial membrane]"

2 1150 [ADP/ATP transporter 2 ADP [peroxisome] + "ATP [cytoplasm]" + "H+ [peroxisome]" = "ADP [cytoplasm]" + "ATP [peroxisome]" + "H+ [cytoplasm]"; "YPR128C [peroxisomal membrane]"

2 1151  |ADPribose diffusion ADP-ribose [cytoplasm] = "ADP-ribose [nucleus]"

2 1152 |AKG transporter, peroxisome 2-oxoglutarate [cytoplasm] = "2-oxoglutarate [peroxisome]"

2 1153  [allantoate uniport allantoate [extracellular] = "allantoate [cytoplasm]"; "YJR152W [cell envelope]"

2 1154 |allantoin uniport allantoin [extracellular] = "allantoin [cytoplasm]"; "YIR028W [cell envelope]"

2 1155 |alpha-ketoglutarate/malate transporter (S)-malate(2-) [extracellular] + "2-oxoglutarate [cytoplasm]" = "(S)-malate(2-) [cytoplasm]" + "2-oxoglutarate [extracellular]"

2 1156 |ammonia transport ammonium [cytoplasm] = "ammonium [nucleus]"

2 1157 |ammonia transport_2 ammonium [extracellular] = "ammonium [cytoplasm]"; "YDR384C [cell envelope]" "YGR121C [cell envelope]" "YNL142W [cell envelope]" "YPR138C [cell envelope]"

2 1158 |AMP transport AMP [cytoplasm] = "AMP [peroxisome]"

2 1159 [AMP transport 2 AMP [nucleus] = "AMP [cytoplasm]"

2 1160  |AMP/ATP transporter AMP [peroxisome] + "ATP [cytoplasm]" + "H+ [peroxisome]" = "AMP [cytoplasm]" + "ATP [peroxisome]" + "H+ [cytoplasm]"; "YPR128C [peroxisomal membrane]"

2 1161 |arginine transport H+ [cytoplasm] + "L-arginine [cytoplasm]" = "H+ [mitochondrion]" + "L-arginine [mitochondrion]"

2 1162 |asparagine transport H+ [cytoplasm] + "L-asparagine [cytoplasm]" = "H+ [mitochondrion]" + "L-asparagine [mitochondrion]"

2 1163 |aspartate transport H+ [cytoplasm] + "L-aspartate [cytoplasm]" = "H+ [mitochondrion]" + "L-aspartate [mitochondrion]"; "YPR021C [mitochondrial membrane]"

2 1164 |aspartate-glutamate transporter L-aspartate [cytoplasm] + "L-glutamate [peroxisome]" = "L-aspartate [peroxisome]" + "L-glutamate [cytoplasm]"

Suequy



8¢C

2 1165 |aspartate-glutamate transporter_2 L-aspartate [mitochondrion] + "L-glutamate [cytoplasm]" = "L-aspartate [cytoplasm]" + "L-glutamate [mitochondrion]"; "YPR021C [mitochondrial membrane]"
2 1166 |ATP diffusion ATP [cytoplasm] = "ATP [nucleus]"

2 1167 [ATP transport ATP [cytoplasm] = "ATP [endoplasmic reticulum]"

2 1168 |ATP transport_2 ATP [cytoplasm] = "ATP [peroxisome]"

2 1169  |bicarbonate transport bicarbonate [cytoplasm] = "bicarbonate [nucleus]"

2 1170 [biotin uptake biotin [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "biotin [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YGRO65C [cell envelope]"

2 1171  |carnithine-acetylcarnithine carrier (R)-carnitine [mitochondrion] + "O-acetylcarnitine [cytoplasm]" = "(R)-carnitine [cytoplasm]" + "O-acetylcarnitine [mitochondrion]"; "YOR100C [mitochondrial membrane]"
2 1172 |carnitine transport (R)-carnitine [cytoplasm] = "(R)-carnitine [peroxisome]"

2 1173 |carnitine-acetylcarnitine carrier (R)-carnitine [cytoplasm] + "O-acetylcarnitine [peroxisome]" = "(R)-carnitine [peroxisome]" + "O-acetylcarnitine [cytoplasm]"

2 1174 |CDP transport CDP [cytoplasm] = "CDP [nucleus]"

2 1175  |ceramide-2' (sphinganine:n-C24:00H) transport IN-(24-hydroxytetracosanyl)sphinganine [endoplasmic reticulum] = "N-(24-hydroxytetracosanyl)sphinganine [Golgi]"

2 1176  [ceramide-2' (sphinganine:n-C26:00H) transport IN-(26-hydroxyhexacosanyl)sphinganine [endoplasmic reticulum] = "N-(26-hydroxyhexacosanyl)sphinganine [Golgi]"

2 1177 |ceramide-3 (Phytosphingosine:n-C24:00H) transport N-(24-hydroxytetracosanyl)phytosphingosine [endoplasmic reticulum] = "N-(24-hydroxytetracosanyl)phytosphingosine [Golgi]"

2 1178  |ceramide-3 (Phytosphingosine:n-C26:00H) transport IN-(26-hydroxyhexacosanyl)phytosphingosine [endoplasmic reticulum] = "N-(26-hydroxyhexacosanyl)phytosphingosine [Golgi]"

2 1179  [choline transport choline [cell envelope] = "choline [cytoplasm]"

2 1180 |choline transport_2 choline [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "choline [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YGLO77C [cell envelope]"

2 1181 |citrate transport citrate(3-) [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "citrate(3-) [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"

2 1182 [citrate transport 2 (S)-malate(2-) [mitochondrion] + "citrate(3-) [cytoplasm]" = "(S)-malate(2-) [cytoplasm]" + "citrate(3-) [mitochondrion]"; "YBR291C [mitochondrial membrane]"
2 1183 |citrate transport_3 citrate(3-) [cytoplasm] + "phosphoenolpyruvate [mitochondrion]" = "citrate(3-) [mitochondrion]" + "phosphoenolpyruvate [cytoplasm]"; "YBR291C [mitochondrial membrane]"
2 1184  |citrate transport_4 citrate(3-) [cytoplasm] + "isocitrate(3-) [mitochondrion]" = "citrate(3-) [mitochondrion]" + "isocitrate(3-) [cytoplasm]"; "YBR291C [mitochondrial membrane]"
2 1185 [citrate/isocitrate antiport citrate(3-) [cytoplasm] + "isocitrate(3-) [peroxisome]" = "citrate(3-) [peroxisome]" + "isocitrate(3-) [cytoplasm]"

2 1186 |citrate/malate antiport (S)-malate(2-) [cytoplasm] + "citrate(3-) [peroxisome]" = "(S)-malate(2-) [peroxisome]" + "citrate(3-) [cytoplasm]"

2 1187 |CMP transport CMP [cytoplasm] = "CMP [mitochondrion]"; "YBR192W [mitochondrial membrane]"

2 1188 [CO2 transport carbon dioxide [cytoplasm] = "carbon dioxide [endoplasmic reticulum]"

2 1189 |CO2 transport_2 carbon dioxide [cytoplasm] = "carbon dioxide [Golgi]"

2 1190 |CO2 transport_3 carbon dioxide [cytoplasm] = "carbon dioxide [vacuole]"

2 1191 [CO2 transport 4 carbon dioxide [nucleus] = "carbon dioxide [cytoplasm]"

2 1192 |CO2 transport_5 carbon dioxide [cytoplasm] = "carbon dioxide [peroxisome]"

2 1193 |CO2 transport_6 carbon dioxide [cytoplasm] = "carbon dioxide [mitochondrion]"

2 1194  [CO2 transport_7 carbon dioxide [extracellular] = "carbon dioxide [cytoplasm]"

2 1195  |coenzyme A transport coenzyme A [cytoplasm] = "coenzyme A [mitochondrion]"; "YHRO02W [mitochondrial membrane]"

2 1196 |coenzyme A transport_2 coenzyme A [cytoplasm] = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]"

2 1197  |coenzyme A transport 3 coenzyme A [cytoplasm] = "coenzyme A [nucleus]"

2 1198  |CTP transport CTP [cytoplasm] = "CTP [mitochondrion]"; "YBR192W [mitochondrial membrane]"
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2 1199  |CTP/CMP antiport CMP [mitochondrion] + "CTP [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" = "CMP [cytoplasm]" + "CTP [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]"; "YBR192W [mitochondrial membrane]"

2 1200 |cytidine transport cytidine [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "cytidine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YAL022C [cell envelope]"

) 1201 |eytosine transport cytosine [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "cytosine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YERO56C [cell envelope]" "YER060W [cell envelope]" "YERO60W-A [cell envelope]" "YGLI186C [cell
cnvelope]”

2 1202  |D-arabinose transport D-arabinose [extracellular] = "D-arabinose [cytoplasm]"

2 1203  |D-erythrose 4-phosphate transport D-erythrose 4-phosphate(2-) [cytoplasm] = "D-erythrose 4-phosphate(2-) [mitochondrion]"
D-fructose [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "D-fructose [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YDL245C [cell envelope]" "YDR342C [cell envelope]" "YDR343C [cell envelope]" "YDR345C [cell

2 1204  |D-fructose transport envelope]" "YELO69C [cell envelope]" "YFLO11W [cell envelope]" "YHR092C [cell envelope]" "YHRO094C [cell envelope]" "YHRO096C [cell envelope]" "YJL214W [cell envelope]" "YJL219W [cell
envelope]" "YJR158W [cell envelope]" "YMRO11W [cell envelope]" "YNRO72W [cell envelope]" "YOL156W [cell envelope]"

N 1205 |D-galactose transport D-galactose [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "D-galactose [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YDRS536W [cell envelope]" "YFLO11W [cell envelope]" "YJL219W [cell envelope]" "YLROSIW
[cell envelope]" "YNL318C [cell envelope]" "YOL156W [cell envelope]"

2 1206  |D-glucosamine 6-phosphate uniport alpha-D-glucosamine 6-phosphate [extracellular] = "alpha-D-glucosamine 6-phosphate [cytoplasm]"

2 1207  |D-lactate transport (R)-lactate [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "(R)-lactate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YKL217W [cell envelope]"

2 1208  |D-lactate transport 2 (R)-lactate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" = "(R)-lactate [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]"

2 1209  |D-lactate/pyruvate antiport (R)-lactate [cytoplasm] + "pyruvate [mitochondrion]" = "(R)-lactate [mitochondrion]" + "pyruvate [cytoplasm]"
D-mannose [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "D-mannose [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YDL245C [cell envelope]" "YDR342C [cell envelope]" "YDR343C [cell envelope]" "YDR345C [cell

2 1210  |D-mannose transport envelope]" "YEL069C [cell envelope]" "YFLO11W [cell envelope]" "YHR092C [cell envelope]" "YHRO094C [cell envelope]" "YHR096C [cell envelope]" "YJL214W [cell envelope]" "YJL219W [cell
envelope]" "YJR158W [cell envelope]" "YMRO11W [cell envelope]" "YNRO72W [cell envelope]" "YOL156W [cell envelope]"

2 1211  |D-sorbitol transport D-glucitol [extracellular] = "D-glucitol [cytoplasm]"

2 1212 |D-xylose transport D-xylose [extracellular] = "D-xylose [cytoplasm]"

2 1213 [dADP transport dADP [cytoplasm] = "dADP [nucleus]"

2 1214 |dCDP transport dCDP [cytoplasm] = "dCDP [nucleus]"

2 1215  |deamino-NAD+ diffusion deamido-NAD(+) [cytoplasm] = "deamido-NAD(+) [nucleus]"

2 1216 |deoxyadenosine transport 2'-deoxyadenosine [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "2'-deoxyadenosine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"

2 1217 |deoxycytidine transport 2'-deoxycytidine [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "2'-deoxycytidine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"

2 1218 |deoxyguanosine transport 2'-deoxyguanosine [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "2'-deoxyguanosine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"

2 1219 |deoxyinosine transport 2'-deoxyinosine [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "2'-deoxyinosine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"

2 1220  |deoxyuridine transport 2'-deoxyuridine [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "2'-deoxyuridine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"

2 1221  |dGDP transport dGDP [cytoplasm] = "dGDP [nucleus]"

2 1222 |dhnpt transport 7,8-dihydroneopterin [cytoplasm] = "7,8-dihydroneopterin [mitochondrion]"

2 1223 |diglyceride transport diglyceride [cytoplasm] = "diglyceride [nucleus]"

2 1224 |dihydrofolate transport dihydrofolic acid [cytoplasm] = "dihydrofolic acid [mitochondrion]"

2 1225  |dihydropteroate transport 7,8-dihydropteroate [cytoplasm] = "7,8-dihydropteroate [mitochondrion]"

2 1226  |dihydroxyacetone phosphate transport glycerone phosphate [mitochondrion] = "glycerone phosphate [cytoplasm]"

2 1227  |diphosphate transport diphosphate [cytoplasm] = "diphosphate [peroxisome]"

2 1228 |DNF]1 flippase phosphatidylethanolamine [cytoplasm] = "phosphatidylethanolamine [cell envelope]"; "YDRO093W [cell envelope]" "YER166W [cell envelope]"
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2 1229 |DNF1 flippase_2 [phosphatidyl-L-serine [cytoplasm] = "phosphatidyl-L-serine [cell envelope]"; "YDRO093W [cell envelope]" "YER166W [cell envelope]"
2 1230 |DNF1 flippase_3 phosphatidylcholine [cytoplasm] = "phosphatidylcholine [cell envelope]”; "YDRO093W [cell envelope]" "YER166W [cell envelope]"
2 1231 [DNF3 flippase phosphatidylcholine [Golgi] = "phosphatidylcholine [cytoplasm]"; "YMR162C [Golgi membrane]"

2 1232 |DNFS3 flippase_2 phosphatidylethanolamine [cytoplasm] = "phosphatidylethanolamine [Golgi]"; "YMR162C [Golgi membrane]"

2 1233 |DNF3 flippase_3 phosphatidyl-L-serine [Golgi] = "phosphatidyl-L-serine [cytoplasm]"; "YMR162C [Golgi membrane]"

2 1234 [dolichol phosphate transport dolichyl phosphate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" = "dolichyl phosphate [endoplasmic reticulum]" + "H+ [endoplasmic reticulum]"
2 1235 |dTTP uniport dTTP [extracellular] = "dTTP [cytoplasm]"

2 1236  |dUDP diffusion dUDP [cytoplasm] = "dUDP [nucleus]"

2 1237  [dUMP transport dUMP [cytoplasm] = "dUMP [nucleus]"

2 1238  |episterol transport episterol [extracellular] = "episterol [cytoplasm]"; "YILO13C [cell envelope]" "YORO11W [cell envelope]"

2 1239  |ergosta-5,6,22,24,(28)-tetraen-3beta-ol transport ergosta-5,7,22,24(28)-tetraen-3beta-ol [cytoplasm] = "ergosta-5,7,22,24(28)-tetraen-3beta-ol [endoplasmic reticulum]"

2 1240  [ergosterol ester transport ergosterol ester [cytoplasm] = "ergosterol ester [lipid particle]"

2 1241  |ergosterol ester transport_2 crgosterol ester [cytoplasm] = "ergosterol ester [cell envelope]"

2 1242 |ergosterol transport ergosterol [endoplasmic reticulum] = "ergosterol [cytoplasm]"

2 1243 |ergosterol transport 2 ergosterol [extracellular] = "ergosterol [cytoplasm]"; "YILO13C [cell envelope]" "YORO11W [cell envelope]"

2 1244 |ergosterol transport_3 crgosterol [cell envelope] = "ergosterol [cytoplasm]"; "YILO13C [cell envelope]" "YORO11W [cell envelope]"

2 1245 |ergosterol transport_4 ergosterol [cytoplasm] = "ergosterol [lipid particle]"

2 1246  [ergosterol transport 5 ergosterol [cytoplasm] = "ergosterol [cell envelope]"

2 1247  |ethanol transport cthanol [extracellular] = "ethanol [cytoplasm]"

2 1248  |ethanol transport_2 ethanol [cytoplasm] = "ethanol [mitochondrion]"

2 1249  |ethanolamine transport cthanolamine [extracellular] = "ethanolamine [cytoplasm]"

2 1250  |fad/FMN antiport FAD [cytoplasm] + "FMN [mitochondrion]" = "FAD [mitochondrion]" + "FMN [cytoplasm]"; "YIL134W [mitochondrial membrane]"
2 1251 |fadH2 transport FADH2 [cytoplasm] = "FADH2 [mitochondrion]"; "YIL134W [mitochondrial membrane]"

2 1252  |farnesyl diphosphate transport 2-trans,6-trans-farnesyl diphosphate [cytoplasm] = "2-trans,6-trans-farnesyl diphosphate [mitochondrion]"

2 1253 |fatty acid transport hexacosanoyl-CoA [cytoplasm] = "hexacosanoyl-CoA [peroxisome]"

2 1254 |fatty acid transport_2 tetracosanoyl-CoA [cytoplasm] = "tetracosanoyl-CoA [peroxisome]"

2 1255  [fatty acid transport_3 decanoate [cytoplasm] = "decanoate [peroxisome]"

2 1256  |fatty acid transport_4 laurate [cytoplasm] = "laurate [peroxisome]"

2 1257  |fatty acid transport_5 myristate [cytoplasm] = "myristate [peroxisome]"

2 1258  [fatty acid transport_6 myristoleate [cytoplasm] = "myristoleate [peroxisome]"

2 1259 |fatty acid transport_7 palmitate [cytoplasm] = "palmitate [peroxisome]"

2 1260 |fatty acid transport_8 palmitoleate [cytoplasm] = "palmitoleate [peroxisome]"

2 1261  [fatty acid transport_9 lignocerate [cytoplasm] = "lignocerate [peroxisome]"; "YBRO041W [peroxisomal membrane]"

2 1262 |fatty acid transport_10 cerotate [cytoplasm] = "cerotate [peroxisome]"; "YBR041W [peroxisomal membrane]"
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2 1263 |fatty acid transport_11 octanoate [cytoplasm] = "octanoate [peroxisome]"
2 1264  |fatty acid transport_12 myristate [extracellular] = "myristate [cytoplasm]"
2 1265  |fatty acid transport_13 fatty acid [cytoplasm] = "fatty acid [lipid particle]"
2 1266  |fatty acid transport_14 fatty acid [cytoplasm] = "fatty acid [cell envelope]"
ATP [peroxisome] + "myristoyl-CoA [cytoplasm]" + "water [peroxisome]" = "ADP [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]" + "myristoyl-CoA [peroxisome]" + "phosphate [peroxisome]";
2 1267 |fatty acid transport via ABC system
"YKL188C:YPL147W [peroxisomal membrane]"
ATP [peroxisome] + "tetradecenoyl-CoA [cytoplasm]" + "water [peroxisome]" = "ADP [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]" + "phosphate [peroxisome]" + "tetradecenoyl-CoA [peroxisome]";
2 1268  [fatty acid transport via ABC system_2
"YKL188C:YPL147W [peroxisomal membrane]"
ATP [peroxisome] + "palmitoyl-CoA [cytoplasm]" + "water [peroxisome]" = "ADP [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]" + "palmitoyl-CoA [peroxisome]" + "phosphate [peroxisome]";
2 1269  |fatty acyl-CoA transport via ABC system
"YKL188C:YPL147W [peroxisomal membrane]"
. ATP [peroxisome] + "hexadec-2-enoyl-CoA [cytoplasm]" + "water [peroxisome]" = "ADP [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]" + "hexadec-2-enoyl-CoA [peroxisome]" + "phosphate [peroxisome]";
2 1270 |fatty acyl-CoA transport via ABC system_2 X
"YKL188C:YPL147W [peroxisomal membrane]"
ATP [peroxisome] + "oleoyl-CoA [cytoplasm]" + "water [peroxisome]" = "ADP [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]" + "oleoyl-CoA [peroxisome]" + "phosphate [peroxisome]"; "YKL188C:YPL147W
2 1271  |fatty acyl-CoA transport via ABC system_3 K
[peroxisomal membrane]"
. ATP [peroxisome] + "octadec-9-ynoyl-CoA [cytoplasm]" + "water [peroxisome]" = "ADP [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]" + "octadec-9-ynoyl-CoA [peroxisome]" + "phosphate [peroxisome]";,
2 1272 |fatty acyl-CoA transport via ABC system_4 .
"YKL188C:YPL147W [peroxisomal membrane]"
. ATP [peroxisome] + "stearoyl-CoA [cytoplasm]" + "water [peroxisome]" = "ADP [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]" + "phosphate [peroxisome]" + "stearoyl-CoA [peroxisome]";
2 1273 |fatty acyl-CoA transport via ABC system_5 .
"YKL188C:YPL147W [peroxisomal membrane]"
2 1274 |fatty-acyl-ACP transport lauroyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] = "lauroyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm]"
2 1275  |fatty-acyl-ACP transport_2 myristoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] = "myristoyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm]"
2 1276 |fatty-acyl-ACP transport_3 (Z)-tetradec-7-enoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] = "(Z)-tetradec-7-enoyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm]"
2 1277  |fatty-acyl-ACP transport_4 palmitoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] = "palmitoyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm]"
2 1278  |fatty-acyl-ACP transport_5 cis-palmitoleoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] = "cis-palmitoleoyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm]"
2 1279  |fatty-acyl-ACP transport_6 stearoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] = "stearoyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm]"
2 1280 |fatty-acyl-ACP transport_7 cis-vaccenoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] = "cis-vaccenoyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm]"
2 1281  |fatty-acyl-ACP transport_8 octadec-9-ynoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] = "octadec-9-ynoyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm]"
2 1282 |fecosterol transport fecosterol [extracellular] = "fecosterol [cytoplasm]"; "YILO13C [cell envelope]" "YORO11W [cell envelope]"
2 1283  |fecosterol transport 2 fecosterol [cell envelope] = "fecosterol [cytoplasm]"; "YILO13C [cell envelope]" "YORO11W [cell envelope]"
2 1284 |fecosterol transport_3 fecosterol [cytoplasm] = "fecosterol [endoplasmic reticulum]"
2 1285  |formate transport formate [mitochondrion] = "formate [cytoplasm]"
2 1286  |formate transport 2 formate [extracellular] = "formate [cytoplasm]"
2 1287  |formate transport_3 fumarate(2-) [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "fumarate(2-) [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"
2 1288 |GDP transport GDP [Golgi] + "H+ [cytoplasm]" = "GDP [cytoplasm]" + "H+ [Golgi]"
2 1289  |GDP transport 2 GDP [cytoplasm] = "GDP [nucleus]"
2 1290  |GDP-alpha-D-mannose transport GDP-alpha-D-mannose [cytoplasm] = "GDP-alpha-D-mannose [Golgi]"
2 1291 |GDP-mannose antiport GDP-alpha-D-mannose [cytoplasm] + "GMP [Golgi]" = "GDP-alpha-D-mannose [Golgi]" + "GMP [cytoplasm]"; "YGL225W [Golgi membrane]"
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2 1292 |glucose 6-phosphate transport aldehydo-D-glucose 6-phosphate [cytoplasm] = "aldehydo-D-glucose 6-phosphate [endoplasmic reticulum]"
D-glucose [extracellular] = "D-glucose [cytoplasm]"; "YDL245C [cell envelope]" "YDR342C [cell envelope]" "YDR343C [cell envelope]" "YDR345C [cell envelope]" "YDR536W [cell envelope]"

2 1293  |glucose transport "YELO069C [cell envelope]" "YFLOI1W [cell envelope]" "YHR092C [cell envelope]" "YHR094C [cell envelope]" "YHR096C [cell envelope]" "YJL214W [cell envelope]" "YJL219W [cell envelope]"
"YJR158W [cell envelope]" "YLROSIW [cell envelope]" "YMRO11W [cell envelope]" "YNRO72W [cell envelope]" "YOL156W [cell envelope]"

2 1294 |glucose transport_2 D-glucose [cytoplasm] = "D-glucose [vacuole]"

2 1295  |glutathione transport glutathione [extracellular] = "glutathione [cytoplasm]"; "YJL212C [cell envelope]"

2 1296  |glutathione transport 2 glutathione [cytoplasm] = "glutathione [vacuole]"; "YDR135C [vacuolar membrane]" "YLLO15W [vacuolar membrane]"

2 1297  |glycero-3-phospho-1-inositol transport 1-(sn-glycero-3-phospho)-1D-myo-inositol [extracellular] = "1-(sn-glycero-3-phospho)-1D-myo-inositol [cytoplasm]"; "YCRO098C [cell envelope]"

2 1298  |glycero-3-phosphocholine transport sn-glycero-3-phosphocholine [extracellular] = "sn-glycero-3-phosphocholine [cytoplasm]"; "YCRO098C [cell envelope]”

2 1299  [glycerol transport via channel glycerol [cytoplasm] = "glycerol [extracellular]"; "YLL043W [cell envelope]"

2 1300 |glycerol transport via symport glycerol [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "glycerol [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YDRS536W [cell envelope]”

2 1301 |glycerol-3-phosphate shuttle sn-glycerol 3-phosphate [cytoplasm] = "sn-glycerol 3-phosphate [mitochondrion]"

2 1302  |glycine transport glycine [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" = "glycine [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]"

) 1303 |glycine transport 2 glycine [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "glycine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YCLO025C [cell envelope]" "YKRO39W [cell envelope]" "YOL020W [cell envelope]" "YOR348C [cell
envelope]" "YPL265W [cell envelope]"

2 1304 |glycoaldehyde transport glycolaldehyde [cytoplasm] = "glycolaldehyde [mitochondrion]"

2 1305  |glycoaldehyde transport 2 glycolaldehyde [extracellular] = "glycolaldehyde [cytoplasm]"

2 1306 |glycogen vacuolar 'transport' via autophagy glycogen [cytoplasm] = "glycogen [vacuole]"

2 1307 |glyoxylate transport glyoxylate [cytoplasm] = "glyoxylate [extracellular]"

2 1308 [glyoxylate transport 2 glyoxylate [cytoplasm] = "glyoxylate [peroxisome]"

2 1309 |GTP/GDP translocase GDP [mitochondrion] + "GTP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" = "GDP [cytoplasm]" + "GTP [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]"; "YDL198C [mitochondrial membrane]"

2 1310  |guanine transport guanine [cytoplasm] = "guanine [mitochondrion]"

N 1311 |guanine transport 2 guanine [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "guanine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YERO56C [cell envelope]" "YERO60W [cell envelope]" "YERO060W-A [cell envelope]" "YGL186C [cell]
cnvelope]”

2 1312 |guanosine transport guanosine [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" = "guanosine [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]"

2 1313 |guanosine transport_2 guanosine [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "guanosine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"

2 1314 |H2O transport water [cytoplasm] = "water [endoplasmic reticulum]"

2 1315 |H20 transport_2 water [extracellular] = "water [cytoplasm]"; "YLL052C [cell envelope]" "YPR192W [cell envelope]"

2 1316  |H20O transport_3 water [cytoplasm] = "water [Golgi]"

2 1317 |H20 transport_4 water [cytoplasm] = "water [mitochondrion]"

2 1318  |H20 transport_5 'water [nucleus] = "water [cytoplasm]"

2 1319 |H20 transport_6 water [cytoplasm] = "water [peroxisome]"

2 1320 |H2O transport_7 water [cytoplasm] = "water [vacuole]"

2 1321  |H2O transport_8 water [cytoplasm] = "water [lipid particle]"

2 1322 |hexacosanoyl-CoA transport hexacosanoyl-CoA [cytoplasm] = "hexacosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
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2 1323 |hexadecanoate (n-C16:0) transport palmitate [extracellular] = "palmitate [cytoplasm]"

2 1324  |hexadecenoate (n-C16:1) transport palmitoleate [extracellular] = "palmitoleate [cytoplasm]"

2 1325 |histidine transport H+ [mitochondrion] + "L-histidine [mitochondrion]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-histidine [cytoplasm]"

2 1326  |hydrogen peroxide transport hydrogen peroxide [cytoplasm] = "hydrogen peroxide [nucleus]"

2 1327  |hydroxymethylglutaryl-CoA transport 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA [cytoplasm] = "3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA [mitochondrion]"

2 1328  |hypoxanthine transport H+ [extracellular] + "hypoxanthine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "hypoxanthine [cytoplasm]"

2 1329  |indole-3-acetaldehyde transport indol-3-ylacetaldehyde [cytoplasm] = "indol-3-ylacetaldehyde [mitochondrion]"

2 1330 [indole-3-acetaldehyde transport 2 indol-3-ylacetaldehyde [cytoplasm] = "indol-3-ylacetaldehyde [extracellular]"

2 1331  |indole-3-acetate transport indole-3-acetate [cytoplasm] = "indole-3-acetate [mitochondrion]"

2 1332 |inosine transport H+ [extracellular] + "inosine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "inosine [cytoplasm]"

2 1333 [inositol hexakisphosphate transport myo-inositol hexakisphosphate [cytoplasm] = "myo-inositol hexakisphosphate [nucleus]"

2 1334 |inositol phosphomannosylinositol phosphoceramide transport |inositol phosphomannosylinositol phosphoceramide [cytoplasm] = "inositol phosphomannosylinositol phosphoceramide [Golgi]"

2 1335 |inositol transport H+ [extracellular] + "myo-inositol [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "myo-inositol [cytoplasm]"; "YDR497C [cell envelope]" "YOL103W [cell envelope]"

2 1336 |iron (II) transport iron(2+) [extracellular] = "iron(2+) [cytoplasm]"; "YMR319C [cell envelope]"

2 1337 |iron (II) transport_2 iron(2+) [cytoplasm] = "iron(2+) [mitochondrion]"

2 1338  |isoamyl acetate transport isoamyl acetate [cytoplasm] = "isoamyl acetate [extracellular]"

2 1339  |isoamyl alcohol transport isoamylol [cytoplasm] = "isoamylol [extracellular]"

2 1340  |isoamyl alcohol transport_2 isoamylol [cytoplasm] = "isoamylol [mitochondrion]"

2 1341  |isobutyl acetate transport isobutyl acetate [cytoplasm] = "isobutyl acetate [extracellular]"

2 1342 |isobutyl alcohol transport isobutanol [cytoplasm] = "isobutanol [extracellular]"

2 1343 |isobutyl alcohol transport_2 isobutanol [cytoplasm] = "isobutanol [mitochondrion]"

2 1344 lisopentenyl diphosphate transport isopentenyl diphosphate [cytoplasm] = "isopentenyl diphosphate [mitochondrion]"

2 1345  |L homocysteine transport H+ [cytoplasm] + "L-homocysteine [cytoplasm]" = "H+ [peroxisome]" + "L-homocysteine [peroxisome]"

2 1346  |L-alanine transport L-alanine [mitochondrion] = "L-alanine [cytoplasm]"

N 1347 |L-alanine transport 2 H+ [extracellular] + "L-alanine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-alanine [cytoplasm]"; "YBRO68C [cell envelope]" "YCL025C [cell envelope]" "YDRO046C [cell envelope]" "YKRO39W [cell
envelope]" "YOL020W [cell envelope]" "YOR348C [cell envelope]" "YPL265W [cell envelope]”

2 1348  [L-arabinitol transport L-arabinitol [extracellular] = "L-arabinitol [cytoplasm]"

2 1349  |L-arabinoase transport L-arabinose [extracellular] = "L-arabinose [cytoplasm]"

2 1350  |L-arganine transport H+ [extracellular] + "L-arginine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-arginine [cytoplasm]"; "YEL063C [cell envelope]" "YKRO039W [cell envelope]" "YNL270C [cell envelope]"

2 1351 |L-arganine transport 2 H+ [vacuole] + "L-arginine [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-arginine [vacuole]"; "YBR293W [vacuolar membrane]"

) 1352 |L-asparagine transport H+ [extracellular] + "L-asparagine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-asparagine [cytoplasm]"; "YCLO025C [cell envelope]" "YDRS08C [cell envelope]" "YKRO39W [cell envelope]" "YPL265W
[cell envelope]"

2 1353 |L-asparagine transport_2 H+ [vacuole] + "L-asparagine [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-asparagine [vacuole]"; "YJRO0IW [vacuolar membrane]"

2 1354 |L-aspartate transport H+ [vacuole] + "L-asparagine [vacuole]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-asparagine [cytoplasm]"; "YKL146W [vacuolar membrane]" "YNL101W [vacuolar membrane]"

2 1355  |L-aspartate transport_2 H+ [vacuole] + "L-aspartate [vacuole]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-aspartate [cytoplasm]"; "YER119C [vacuolar membrane]"

2 1356  |L-aspartate transport_3 H+ [extracellular] + "L-aspartate [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-aspartate [cytoplasm]"; "YFLO55W [cell envelope]" "YKRO39W [cell envelope]" "YPL265W [cell envelope]”
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2 1357  |L-carnitine transport (R)-carnitine [extracellular] = "(R)-carnitine [cytoplasm]"; "YBR132C [cell envelope]"
2 1358  |L-carnitine transport_2 (R)-carnitine [mitochondrion] = "(R)-carnitine [cytoplasm]"
H+ [extracellular] + "L-cysteine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-cysteine [cytoplasm]"; "YBRO68C [cell envelope]" "YBRO69C [cell envelope]" "YCLO025C [cell envelope]" "YDR046C [cell]
2 1359  |L-cystine transport
cnvelope]" "YDRS08C [cell envelope]" "YKRO39W [cell envelope]" "YOL020W [cell envelope]"
2 1360  |L-cystine transport_2 H+ [vacuole] + "L-cystine [vacuole]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-cystine [cytoplasm]"; "YCRO75C [vacuolar membrane]"
2 1361  |L-erythro-4-hydroxyglutamate transport erythro-4-hydroxy-L-glutamic acid [cytoplasm] = "erythro-4-hydroxy-L-glutamic acid [mitochondrion]"
2 1362 |L-erythro-4-hydroxyglutamate transport_2 crythro-4-hydroxy-L-glutamic acid [cytoplasm] = "erythro-4-hydroxy-L-glutamic acid [peroxisome]"
2 1363  |L-glutamate transport L-glutamate [cytoplasm] = "L-glutamate [mitochondrion]"; "YPR021C [mitochondrial membrane]"
2 1364  |L-glutamate transport_2 H+ [cytoplasm] + "L-glutamate [cytoplasm]" = "H+ [nucleus]" + "L-glutamate [nucleus]"
2 1365  |L-glutamate transport_3 hydroxide [mitochondrion] + "L-glutamate [cytoplasm]" = "hydroxide [cytoplasm]" + "L-glutamate [mitochondrion]"
2 1366  |L-glutamate transport_4 H+ [vacuole] + "L-glutamate [vacuole]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]"; "YER119C [vacuolar membrane]"
H+ [extracellular] + "L-glutamate [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]"; "YCLO025C [cell envelope]" "YFLO55W [cell envelope]" "YKRO39W [cell envelope]" "YPL265W
2 1367  |L-glutamate transport_5
[cell envelope]"
2 1368  |L-glutamine transport H+ [cytoplasm] + "L-glutamine [cytoplasm]" = "H+ [nucleus]" + "L-glutamine [nucleus]"
2 1369  |L-glutamine transport_2 H+ [vacuole] + "L-glutamine [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-glutamine [vacuole]"; "YJRO0IW [vacuolar membrane]"
2 1370  |L-glutamine transport 3 H+ [vacuole] + "L-glutamine [vacuole]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-glutamine [cytoplasm]"; "YKL146W [vacuolar membrane]" "YNL101W [vacuolar membrane]"
X H+ [extracellular] + "L-glutamine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-glutamine [cytoplasm]"; "YCL025C [cell envelope]" "YDRS08C [cell envelope]" "YKR039W [cell envelope]" "YPL265W
2 1371 |L-glutamine transport_4
[cell envelope]"
2 1372 |L-histidine transport H+ [vacuole] + "L-histidine [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-histidine [vacuole]"; "YBR293W [vacuolar membrane]" "YCLO69W [vacuolar membrane]" "YMROS88C [vacuolar membrane]"
H+ [extracellular] + "L-histidine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-histidine [cytoplasm]"; "YBRO69C [cell envelope]" "YCL025C [cell envelope]" "YGR191W [cell envelope]" "YKRO39W [cell
2 1373 |L-histidine transport_2
cnvelope]”
2 1374  |L-isoleucine transport L-isoleucine [mitochondrion] = "L-isoleucine [cytoplasm]"
2 1375  |L-isoleucine transport_2 L-isoleucine [vacuole] = "L-isoleucine [cytoplasm]"; "YCLO038C [vacuolar membrane]"
2 1376  |L-isoleucine transport_3 H+ [vacuole] + "L-isoleucine [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-isoleucine [vacuole]"; "YJROO1W [vacuolar membrane]"
2 1377  |L-isoleucine transport_4 H+ [vacuole] + "L-isoleucine [vacuole]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-isoleucine [cytoplasm]"; "YKL146W [vacuolar membrane]" "YNL101W [vacuolar membrane]"
H+ [extracellular] + "L-isoleucine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-isoleucine [cytoplasm]"; "YBRO68C [cell envelope]" "YBRO69C [cell envelope]" "YCLO025C [cell envelope]" "YDR046C
2 1378  |L-isoleucine transport_5
[cell envelope]" "YKRO39W [cell envelope]"
2 1379  |L-lactate transport (S)-lactate [cytoplasm] = "(S)-lactate [mitochondrion]"; "YKL217W [mitochondrial membrane]"
2 1380  |L-lactate transport_2 (S)-lactate [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "(S)-lactate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YKL217W [cell envelope]"
2 1381 |L-leucine transport L-leucine [vacuole] = "L-leucine [cytoplasm]"; "YCLO38C [vacuolar membrane]"
2 1382 |L-leucine transport_2 H+ [vacuole] + "L-leucine [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-leucine [vacuole]"; "YJRO0IW [vacuolar membrane]"
2 1383  |L-leucine transport_3 H+ [vacuole] + "L-leucine [vacuole]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-leucine [cytoplasm]"; "YKL146W [vacuolar membrane]" "YNL101W [vacuolar membrane]"
H+ [extracellular] + "L-leucine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-leucine [cytoplasm]"; "YBRO68C [cell envelope]" "YBRO69C [cell envelope]" "YCLO025C [cell envelope]" "YDRO046C [cell]
2 1384  |L-leucine transport_4
envelope]" "YDR508C [cell envelope]" "YKRO39W [cell envelope]"
2 1385  |L-lysine transport H+ [vacuole] + "L-lysine [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-lysine [vacuole]"; "YBR293W [vacuolar membrane]" "YCLO69W [vacuolar membrane]" "YMRO88C [vacuolar membrane]"
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2 1386  |L-lysine transport_2 H+ [extracellular] + "L-lysine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-lysine [cytoplasm]"; "YKRO39W [cell envelope]" "YNL268W [cell envelope]"
2 1387  |L-malate transport (S)-malate(2-) [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "(S)-malate(2-) [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"
L H+ [extracellular] + "L-methionine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-methionine [cytoplasm]"; "YBRO68C [cell envelope]" "YCLO025C [cell envelope]" "YDRO046C [cell envelope]" "YDRS508C
2 1388  |L-methionine transport
[cell envelope]" "YGROS55W [cell envelope]" "YHLO36W [cell envelope]" "YKRO39W [cell envelope]"
H+ [extracellular] + "L-phenylalanine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-phenylalanine [cytoplasm]"; "YBRO68C [cell envelope]" "YCLO025C [cell envelope]" "YDRO046C [cell envelope]"
2 1389  |L-phenylalanine transport
"YKRO39W [cell envelope]" "YOL020W [cell envelope]"
2 1390  |L-proline transport H+ [extracellular] + "L-proline [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-proline [cytoplasm]"; "YKRO39W [cell envelope]" "YOR348C [cell envelope]”
2 1391  |L-proline transport_2 L-proline [cytoplasm] = "L-proline [mitochondrion]"
2 1392  |L-serine transport L-serine [cytoplasm] = "L-serine [endoplasmic reticulum]"
: H+ [extracellular] + "L-serine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-serine [cytoplasm]"; "YCL025C [cell envelope]" "YDRS08C [cell envelope]" "YFLOSSW [cell envelope]" "YKRO39W [cell
2 1393  |L-serine transport 2
envelope]" "YPL265W [cell envelope]"
2 1394 |L-sorbitol transport L-glucitol [extracellular] = "L-glucitol [cytoplasm]"
2 1395  |L-sorbose transport L-sorbose [extracellular] = "L-sorbose [cytoplasm]"
. H+ [extracellular] + "L-threonine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-threonine [cytoplasm]"; "YBRO069C [cell envelope]" "YCL025C [cell envelope]" "YDRO046C [cell envelope]" "YDRS08C [cell
2 1396  |L-threonine transport
cnvelope]" "YKRO39W [cell envelope]”
H+ [extracellular] + "L-tryptophan [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-tryptophan [cytoplasm]"; "YBRO68C [cell envelope]" "YBRO69C [cell envelope]" "YDRO046C [cell envelope]" "YKR039W
2 1397  |L-tryptophan transport
[cell envelope]" "YOL020W [cell envelope]"
2 1398  |L-tyrosine transport L-tyrosine [vacuole] = "L-tyrosine [cytoplasm]"; "YCLO038C [vacuolar membrane]"
2 1399  |L-tyrosine transport_2 H+ [vacuole] + "L-tyrosine [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-tyrosine [vacuole]"; "YBR293W [vacuolar membrane]" "YJRO01W [vacuolar membrane]"
2 1400  |L-tyrosine transport_3 H+ [vacuole] + "L-tyrosine [vacuole]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-tyrosine [cytoplasm]"; "YKL146W [vacuolar membrane]" "YNL101W [vacuolar membrane]"
. H+ [extracellular] + "L-tyrosine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-tyrosine [cytoplasm]"; "YBRO68C [cell envelope]" "YBRO69C [cell envelope]" "YCL025C [cell envelope]" "YDRO046C [cell
2 1401 |L-tyrosine transport_4
cnvelope]" "YKRO39W [cell envelope]" "YOL020W [cell envelope]"
H+ [extracellular] + "L-valine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-valine [cytoplasm]"; "YBRO68C [cell envelope]" "YBRO69C [cell envelope]" "YCLO025C [cell envelope]" "YDR046C [cell
2 1402 |L-valine transport
envelope]" "YKRO39W [cell envelope]"
2 1403  |lanosterol transport lanosterol [extracellular] = "lanosterol [cytoplasm]"; "YILO13C [cell envelope]" "YORO011W [cell envelope]"
2 1404 |lysine transport H+ [cytoplasm] + "L-lysine [cytoplasm]" = "H+ [mitochondrion]" + "L-lysine [mitochondrion]"
2 1405 |malate transport (S)-malate(2-) [cytoplasm] + "phosphate [mitochondrion]" = "(S)-malate(2-) [mitochondrion]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YLR348C [mitochondrial membrane]"
2 1406 |malate/oxaloacetate shuttle (S)-malate(2-) [peroxisome] + "oxaloacetate(2-) [cytoplasm]" = "(S)-malate(2-) [cytoplasm]" + "oxaloacetate(2-) [peroxisome]"
H+ [extracellular] + "maltose [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "maltose [cytoplasm]"; "YBR298C [cell envelope]" "YDL247W [cell envelope]" "YGR289C [cell envelope]" "YJR160C [cell
2 1407  |maltose transport
envelope]"
2 1408  |mannan transport mannan [cytoplasm] = "mannan [endoplasmic reticulum]"
2 1409  |melibiose transport H+ [extracellular] + "melibiose [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "melibiose [cytoplasm]"
2 1410  |methionine transport H+ [mitochondrion] + "L-methionine [mitochondrion]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-methionine [cytoplasm]"
2 1411 |myo-inositol transport myo-inositol [cytoplasm] = "myo-inositol [mitochondrion]"
2 1412 |N,N'-diformyldityrosine transport N,N'-diformyldityrosine [cytoplasm] = "N,N'-diformyldityrosine [extracellular]"; "YBR180W [cell envelope]"
2 1413 |NAD transport INAD(+) [cytoplasm] = "NAD(+) [mitochondrion]"; "YELOO6W [mitochondrial membrane]" "YILOO6W [mitochondrial membrane]"
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2 1414 |NAD transport_2 dAMP [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "dAMP [mitochondrion]" + "NAD(+) [mitochondrion]"; "YILOO6W [mitochondrial membrane]"
2 1415 |NAD transport_3 AMP [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "AMP [mitochondrion]" + "NAD(+) [mitochondrion]"; "YILO06W [mitochondrial membrane]"

2 1416 [NAD transport 4 dGMP [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "dGMP [mitochondrion]" + "NAD(+) [mitochondrion]"; "YILOO6W [mitochondrial membrane]"
2 1417  |NAD transport_5 GMP [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "GMP [mitochondrion]" + "NAD(+) [mitochondrion]"; "YILOO6W [mitochondrial membrane]"

2 1418 |NAD transport_6 deamido-NAD(+) [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "deamido-NAD(+) [mitochondrion]" + "NAD(+) [mitochondrion]"; "YILOO6W [mitochondrial membrane]"
2 1419  [NAD transport 7 INAD(+) [nucleus] = "NAD(+) [cytoplasm]"

2 1420  |NAD transport_8 INAD(+) [cytoplasm] = "NAD(+) [endoplasmic reticulum]"

2 1421 |[NADH transport NADH [cytoplasm] = "NADH [endoplasmic reticulum]"

2 1422 [NADP transport INADP(+) [cytoplasm] = "NADP(+) [extracellular]"

2 1423 |[NADP(+) transport INADP(+) [cytoplasm] = "NADP(+) [endoplasmic reticulum]"

2 1424 |NADPH transport NADPH [cytoplasm] = "NADPH [endoplasmic reticulum]"

2 1425  [NH3 transport ammonium [cytoplasm] = "ammonium [mitochondrion]"

2 1426  |nicotinamide diffusion nicotinamide [cytoplasm] = "nicotinamide [nucleus]"

2 1427  |nicotinate transport nicotinate [extracellular] = "nicotinate [cytoplasm]"; "YGR260W [cell envelope]"

2 1428 [NMN transport H+ [cytoplasm] + "NMN [cytoplasm]" = "H+ [mitochondrion]" + "NMN [mitochondrion]"

2 1429 |NMN transport_2 H+ [cytoplasm] + "NMN [cytoplasm]" = "H+ [nucleus]" + "NMN [nucleus]"

2 1430 |[NMN transport_3 H+ [cytoplasm] + "NMN [cytoplasm]" = "H+ [peroxisome]" + "NMN [peroxisome]"

2 1431 [NMN transport 4 H+ [extracellular] + "NMN [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "NMN [cytoplasm]"

2 1432 |O-acetylcarnintine transport into mitochondria O-acetylcarnitine [cytoplasm] = "O-acetylcarnitine [mitochondrion]"

2 1433 |02 transport oxygen [cytoplasm] = "oxygen [endoplasmic reticulum]"

2 1434 |02 transport_2 oxygen [cytoplasm] = "oxygen [mitochondrion]"

2 1435 |02 transport_3 oxygen [extracellular] = "oxygen [cytoplasm]"

2 1436 |02 transport_4 oxygen [cytoplasm] = "oxygen [peroxisome]"

2 1437  |octadecanoate (n-C18:0) transport stearate [cytoplasm] = "stearate [peroxisome]"; "YPL147W [peroxisomal membrane]"

2 1438  |octadecanoate (n-C18:0) transport_2 stearate [extracellular] = "stearate [cytoplasm]"

2 1439  |octadecenoate (n-C18:1) transport oleate [extracellular] = "oleate [cytoplasm]"

2 1440 |octadecynoate (n-C18:2) transport linoleic acid [extracellular] = "linoleic acid [cytoplasm]"

2 1441  |ornithine transport H+ [cytoplasm] + "ornithine [mitochondrion]" = "H+ [mitochondrion]" + "ornithine [cytoplasm]"; "YOR130C [mitochondrial membrane]"

2 1442 |orntithine transport H+ [extracellular] + "ornithine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "ornithine [cytoplasm]"; "YELO63C [cell envelope]" "YKRO039W [cell envelope]"
2 1443 |oxaloacetate transport oxaloacetate(2-) [cytoplasm] = "oxaloacetate(2-) [extracellular]"

2 1444 |oxaloacetate transport_2 H+ [cytoplasm] + "oxaloacetate(2-) [cytoplasm]" = "H+ [mitochondrion]" + "oxaloacetate(2-) [mitochondrion]"; "YKL120W [mitochondrial membrane]"
2 1445 |oxidized glutathione uniport glutathione disulfide [extracellular] = "glutathione disulfide [cytoplasm]"

2 1446 |oxidized thioredoxin transport thioredoxin disulfide [cytoplasm] = "thioredoxin disulfide [peroxisome]"

2 1447  |palmitoyl-CoA transport palmitoyl-CoA [cytoplasm] = "palmitoyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
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2 1448  |palmitoylated protein insertion palmitoylated protein [cytoplasm] = "palmitoylated protein [cell envelope]"

2 1449  [panthetheine 4'-phosphate transport pantetheine 4'-phosphate [cytoplasm] = "pantetheine 4'-phosphate [mitochondrion]"

2 1450  |pantothenate transport (R)-pantoate [cytoplasm] = "(R)-pantoate [mitochondrion]"

2 1451 |pantothenate transport_2 (R)-pantothenate [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "(R)-pantothenate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YCRO028C [cell envelope]"

2 1452 [PAP uniport adenosine 3',5'-bismonophosphate [extracellular] = "adenosine 3',5'-bismonophosphate [cytoplasm]"

2 1453 |pentaprenyl diphosphate transport pentaprenyl diphosphate [cytoplasm] = "pentaprenyl diphosphate [mitochondrion]"

2 1454  |phenethyl acetate transport phenethyl acetate [cytoplasm] = "phenethyl acetate [extracellular]"

2 1455  [phenylacetaldehyde transport phenylacetaldehyde [cytoplasm] = "phenylacetaldehyde [extracellular]"

2 1456  |phenylacetaldehyde transport 2 [phenylacetaldehyde [cytoplasm] = "phenylacetaldehyde [mitochondrion]"

2 1457  |phenylalanine transport H+ [mitochondrion] + "L-phenylalanine [mitochondrion]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-phenylalanine [cytoplasm]"

2 1458  [phosphate transport H+ [cytoplasm] + "phosphate [cytoplasm]" = "H+ [nucleus]" + "phosphate [nucleus]"

2 1459  |phosphate transport_2 H+ [cytoplasm] + "phosphate [cytoplasm]" = "H+ [peroxisome]" + "phosphate [peroxisome]"

2 1460  |phosphate transport_3 hydroxide [mitochondrion] + "phosphate [cytoplasm]" = "hydroxide [cytoplasm]" + "phosphate [mitochondrion]"; "YER053C [mitochondrial membrane]"

N 1461 |phosphate transport 4 H+ [extracellular] + "phosphate [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YBR296C [cell envelope]" "YCRO37C [cell envelope]" "YJL198W [cell envelope]" "YML123C [cell
envelope]" "YNRO13C [cell envelope]"

2 1462 |phosphate transport_5 H+ [cytoplasm] + "phosphate [cytoplasm]" = "H+ [mitochondrion]" + "phosphate [mitochondrion]"; "YJR077C [mitochondrial membrane]"

2 1463  |phosphate transport_6 H+ [cytoplasm] + "phosphate [cytoplasm]" = "H+ [vacuole]" + "phosphate [vacuole]"

2 1464  |phosphatidate transport phosphatidate [cytoplasm] = "phosphatidate [mitochondrion]"

2 1465  |phosphatidate transport_2 [phosphatidate [endoplasmic reticulum] = "phosphatidate [cytoplasm]"

2 1466 |phosphatidate transport_3 phosphatidate [cell envelope] = "phosphatidate [cytoplasm]"

2 1467  [phosphatidyl-L-serine transport phosphatidyl-L-serine [cytoplasm] = "phosphatidyl-L-serine [Golgi]"

2 1468  |phosphatidyl-L-serine transport_2 phosphatidyl-L-serine [cytoplasm] = "phosphatidyl-L-serine [mitochondrion]"

2 1469  |phosphatidyl-L-serine transport_3 phosphatidyl-L-serine [cytoplasm] = "phosphatidyl-L-serine [vacuole]"

2 1470  [phosphatidylcholine transport phosphatidylcholine [mitochondrion] = "phosphatidylcholine [cytoplasm]"

2 1471  |phosphatidylethanolamine transport phosphatidylethanolamine [cytoplasm] = "phosphatidylethanolamine [mitochondrion]"

2 1472 |phosphatidylethanolamine vacuolar transport phosphatidylethanolamine [cytoplasm] = "phosphatidylethanolamine [vacuole]"

2 1475  [phospholipid translocation phospholipid [extracellular] = "phospholipid [cytoplasm]"; "YNL323W [cell envelope]"

2 1476  |potassium transport H+ [extracellular] + "potassium [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "potassium [cytoplasm]"; "YJL129C [cell envelope]"

2 1477  |protoporphyrinogen IX transport [protoporphyrinogen [cytoplasm] = "protoporphyrinogen [mitochondrion]"

2 1478  [PRPP transport 5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate [cytoplasm] = "5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate [mitochondrion]"

2 1479 |putrescine excretion putrescine [cytoplasm] = "putrescine [extracellular]"; "YKL174C [cell envelope]"

2 1480  |putrescine transport H+ [cytoplasm] + "putrescine [extracellular]" = "H+ [extracellular]" + "putrescine [cytoplasm]"; "YLL028W [cell envelope]" "YOR273C [cell envelope]"

2 1481  [pyridoxine symport H+ [extracellular] + "pyridoxine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "pyridoxine [cytoplasm]"; "YGL186C [cell envelope]"

2 1482  |pyruvate transport H+ [cytoplasm] + "pyruvate [cytoplasm]" = "H+ [mitochondrion]" + "pyruvate [mitochondrion]"

2 1483  |pyruvate transport_2 H+ [cytoplasm] + "pyruvate [cytoplasm]" = "H+ [peroxisome]" + "pyruvate [peroxisome]"

2 1484  [pyruvate transport 3 H+ [extracellular] + "pyruvate [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "pyruvate [cytoplasm]"; "YKL217W [cell envelope]"
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2 1485 |quinolinate transport quinolinate(2-) [cytoplasm] = "quinolinate(2-) [mitochondrion]"

2 1486 |reduced thioredoxin transport thioredoxin dithiol [cytoplasm] = "thioredoxin dithiol [peroxisome]"

2 1487  |riboflavin transport riboflavin [cytoplasm] = "riboflavin [mitochondrion]"

2 1488  |riboflavin transport_2 H+ [extracellular] + "riboflavin [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "riboflavin [cytoplasm]"

2 1489  |ribose transporter D-ribose [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "D-ribose [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"

2 1490 |S-adenosyl-L-homocysteine transport S-adenosyl-L-homocysteine [cytoplasm] = "S-adenosyl-L-homocysteine [mitochondrion]"

2 1491  |S-adenosyl-L-methionine transport H+ [extracellular] + "S-adenosyl-L-methionine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "S-adenosyl-L-methionine [cytoplasm]"; "YPL274W [cell envelope]"

2 1492  |S-adenosyl-L-methionine transport_2 S-adenosyl-L-methionine [cytoplasm] = "S-adenosyl-L-methionine [mitochondrion]"; "YNL003C [mitochondrial membrane]"

2 1493 |S-methylmethionine permease H+ [extracellular] + "S-methyl-L-methionine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "S-methyl-L-methionine [cytoplasm]"; "YLLO61W [cell envelope]"

2 1494 |serine transport H+ [cytoplasm] + "L-serine [cytoplasm]" = "H+ [mitochondrion]" + "L-serine [mitochondrion]"

2 1495 |sn-glycero-3-phosphocholine transport sn-glycero-3-phosphocholine [cytoplasm] = "sn-glycero-3-phosphocholine [mitochondrion]"

2 1496  |sn-glycerol 3-phosphate transport sn-glycerol 3-phosphate [cytoplasm] = "sn-glycerol 3-phosphate [endoplasmic reticulum]"

2 1497  |sodium proton antiporter H+ [extracellular] + "sodium [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "sodium [extracellular]"; "YLR138W [cell envelope]"

2 1498  |spermidine excretion spermidine [cytoplasm] = "spermidine [extracellular]"; "YKL174C [cell envelope]"

) 1499 |spermidine transport H+ [cytoplasm] + "spermidine [extracellular]" = "H+ [extracellular]" + "spermidine [cytoplasm]"; "YBR132C [cell envelope]" "YHLO16C [cell envelope]" "YKRO039W [cell envelope]" "YLL028W [cell
cenvelope]" "YPL274W [cell envelope]"

2 1500 |spermine transport H+ [cytoplasm] + "spermine [extracellular]" = "H+ [extracellular]" + "spermine [cytoplasm]"; "YLL028W [cell envelope]"

2 1501 |squalene transport squalene [cytoplasm] = "squalene [endoplasmic reticulum]"

2 1502 |squalene-2,3-epoxide transport (S)-2,3-epoxysqualene [endoplasmic reticulum] = "(S)-2,3-epoxysqualene [cytoplasm]"

2 1503 |succinate transport H+ [extracellular] + "succinate(2-) [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "succinate(2-) [cytoplasm]"

2 1504  |succinate transport_2 phosphate [mitochondrion] + "succinate(2-) [cytoplasm]" = "phosphate [cytoplasm]" + "succinate(2-) [mitochondrion]"; "YLR348C [mitochondrial membrane]"

2 1505  |succinate-fumarate transport fumarate(2-) [mitochondrion] + "succinate(2-) [cytoplasm]" = "fumarate(2-) [cytoplasm]" + "succinate(2-) [mitochondrion]"; "YJR095W [mitochondrial membrane]"

2 1506  |sucrose transport H+ [extracellular] + "sucrose [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "sucrose [cytoplasm]"

2 1507  |sulfate uniport sulphate [extracellular] = "sulphate [cytoplasm]"; "YBR294W [cell envelope]" "YLR092W [cell envelope]"

2 1508  |sulfite transport sulphite [cytoplasm] = "sulphite [extracellular]"; "YPL092W [cell envelope]"

2 1509 |taurine transport taurine [cytoplasm] = "taurine [extracellular]"

2 1510 |tetracosanoyl-CoA transport tetracosanoyl-CoA [cytoplasm] = "tetracosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum]"

2 1511  |thiamine diphosphate transport thiamine(1+) diphosphate(1-) [cytoplasm] = "thiamine(1+) diphosphate(1-) [mitochondrion]"; "YGRO096W [mitochondrial membrane]"

2 1512 |thiamine transport H+ [extracellular] + "thiamine(1+) [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "thiamine(1+) [cytoplasm]"; "YLR237W [cell envelope]" "YORO71C [cell envelope]" "YOR192C [cell envelope]"

2 1513  |threonine transport H+ [cytoplasm] + "L-threonine [cytoplasm]" = "H+ [mitochondrion]" + "L-threonine [mitochondrion]"

2 1514 |thymidine transport H+ [extracellular] + "thymidine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "thymidine [cytoplasm]"

2 1515  |thymine transport H+ [extracellular] + "thymine [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "thymine [extracellular]"

2 1516 |trans-4-hydroxy-L-proline transport trans-4-hydroxy-L-proline [cytoplasm] = "trans-4-hydroxy-L-proline [mitochondrion]"

2 1517  |trehalose transporter alpha,alpha-trehalose [extracellular] + "H+ [extracellular]" = "alpha,alpha-trehalose [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"

2 1518 |trehalose vacuolar transport alpha,alpha-trehalose [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" = "alpha,alpha-trehalose [vacuole]" + "H+ [vacuole]"
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2 1519  |tryptophan transport H+ [cytoplasm] + "L-tryptophan [cytoplasm]" = "H+ [mitochondrion]" + "L-tryptophan [mitochondrion]"
2 1520 [tryptophol transport tryptophol [cytoplasm] = "tryptophol [extracellular]"
2 1521  |tryptophol transport_2 tryptophol [cytoplasm] = "tryptophol [mitochondrion]"
2 1522 |tyrosine transport H+ [cytoplasm] + "L-tyrosine [cytoplasm]" = "H+ [mitochondrion]" + "L-tyrosine [mitochondrion]"
2 1523 |tyrosine transport 2 H+ [cytoplasm] + "L-tyrosine [cytoplasm]" = "H+ [peroxisome]" + "L-tyrosine [peroxisome]"
2 1524 |UDPgalactose transport UDP-D-galactose [cytoplasm] = "UDP-D-galactose [Golgi]"; "YPL244C [Golgi membrane]"
2 1525 |UMP transport UMP [cytoplasm] = "UMP [nucleus]"
2 1526  [UMP transport 2 UMP [cytoplasm] = "UMP [mitochondrion]"; "YBR192W [mitochondrial membrane]"
2 1527  |uracil transport H+ [extracellular] + "uracil [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "uracil [cytoplasm]"; "YBRO21W [cell envelope]"
2 1528  |urea transport 2 * "H+ [extracellular]" + "urea [extracellular]" = 2 * "H+ [cytoplasm]" + "urea [cytoplasm]"; "YHLO16C [cell envelope]"
2 1529  |uridine transport H+ [extracellular] + "uridine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "uridine [cytoplasm]"; "YBL042C [cell envelope]"
2 1530 |UTP transport UTP [cytoplasm] = "UTP [mitochondrion]"; "YBR192W [mitochondrial membrane]"
2 1531 |UTP/UMP antiport 2 * "H+ [cytoplasm]" + "UMP [mitochondrion]" + "UTP [cytoplasm]" = 2 * "H+ [mitochondrion]" + "UMP [cytoplasm]" + "UTP [mitochondrion]"; "YBR192W [mitochondrial membrane]"
2 1532 |valine transport H+ [cytoplasm] + "L-valine [cytoplasm]" = "H+ [mitochondrion]" + "L-valine [mitochondrion]"
2 1533 |xanthine transport 9H-xanthine [extracellular] = "9H-xanthine [cytoplasm]"
2 1534 |xanthosine transport H+ [extracellular] + "xanthosine [extracellular]" = "H+ [cytoplasm]" + "xanthosine [cytoplasm]"
2 1535 |xylitol transport xylitol [extracellular] = "xylitol [cytoplasm]"
2 1536  |zymosterol transport zymosterol [extracellular] = "zymosterol [cell envelope]"; "YILO13C [cell envelope]" "YORO11W [cell envelope]"
2 1537  |zymosterol transport_2 zymosterol [cell envelope] = "zymosterol [cytoplasm]"
2 1538  |zymosterol transport_3 zymosterol [cytoplasm] = "zymosterol [endoplasmic reticulum]"
coenzyme A [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "adenosine 3',5'-bismonophosphate [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]" + "pantetheine 4'-phosphate [mitochondrion]"; "YPL148C|
2 134 acyl carrier protein synthase
[mitochondrion]"
Q0045 [mitochondrial membrane] + "Q0250 [mitochondrial membrane]" + "Q0275 [mitochondrial membrane]" + "YDL067C [mitochondrial membrane]" + "YELO039C [mitochondrial membrane]" +
Q0045, Q0250, Q0275, YDLO067C, YEL039C, YGLIS7C, i X . . . . . X . .
"YGL187C [mitochondrial membrane]" + "YGL191W [mitochondrial membrane]" + "YHRO51W [mitochondrial membrane]" + "YIL111W [mitochondrial membrane]" + "YLRO038C [mitochondrial
3 1539 |YGLI191W, YHRO51W, YILI11W, YLRO38C, YLR395C,
MR256C membrane]" + "YLR395C [mitochondrial membrane]" + "YMR256C [mitochondrial membrane]" =
"Q0045:Q0250:Q0275:YDL0O67C:YEL039C:YGL187C:YGL191W:YHRO51W:YIL111W:YLR038C:YLR395C:YMR256C [mitochondrial membrane]"
Q0045 [mitochondrial membrane] + "Q0250 [mitochondrial membrane]" + "Q0275 [mitochondrial membrane]" + "YDL067C [mitochondrial membrane]" + "YEL039C [mitochondrial membrane]" +
Q0045, Q0250, Q0275, YDL067C, YEL039C, YGLI187C,
"YGL187C [mitochondrial membrane]" + "YGL191W [mitochondrial membrane]" + "YHRO51W [mitochondrial membrane]" + "YLRO038C [mitochondrial membrane]" + "YLR395C [mitochondrial
3 1540 [YGL191W, YHRO51W, YLRO038C, YLR395C, YMR256C,
VNLOS2W membrane]" + "YMR256C [mitochondrial membrane]" + "YNLO52W [mitochondrial membrane]" =
"Q0045:Q0250:Q0275:YDL067C:YEL039C:YGL187C:YGL191W:YHRO51W:YLR038C:YLR395C:YMR256C:YNLO52W [mitochondrial membrane]"
Q0045 [mitochondrial membrane] + "Q0250 [mitochondrial membrane]" + "Q0275 [mitochondrial membrane]" + "YDLO067C [mitochondrial membrane]" + "YGL187C [mitochondrial membrane]" +
Q0045, Q0250, Q0275, YDL067C, YGL187C, YGL191W,
"YGL191W [mitochondrial membrane]" + "YHRO51W [mitochondrial membrane]" + "YIL111W [mitochondrial membrane]" + "YJR048W [mitochondrial membrane]" + "YLRO038C [mitochondrial
3 1541 |YHRO51W, YILI11W, YJR048W, YLRO38C, YLR395C,
MR256C membrane]" + "YLR395C [mitochondrial membrane]" + "YMR256C [mitochondrial membrane]" =
"Q0045:Q0250:Q0275:YDL067C:YGL187C:YGL191W:YHRO51W:YIL111W:YJR048W:YLR038C:YLR395C:YMR256C [mitochondrial membrane]"
Q0045, Q0250, Q0275, YDL067C, YGL187C, YGL191W,[Q0045 [mitochondrial membrane] + "Q0250 [mitochondrial membrane]" + "Q0275 [mitochondrial membrane]" + "YDLO067C [mitochondrial membrane]" + "YGL187C [mitochondrial membrane]" +
3 1542 |YHRO51W, YJR048W, YLRO38C, YLR395C, YMR256C,|"YGL191W [mitochondrial membrane]" + "YHRO51W [mitochondrial membrane]" + "YJR048W [mitochondrial membrane]" + "YLRO038C [mitochondrial membrane]" + "YLR395C [mitochondrial]

YNLO52W

membrane]" + "YMR256C [mitochondrial membrane]" + "YNLO52W [mitochondrial membrane]" =
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"Q0045:Q0250:Q0275:YDL067C:YGL187C:YGL191W:YHRO51W:YJR048W:YLRO038C:YLR395C: YMR256C:YNLO52W [mitochondrial membrane]"

Q0080, Q0085, Q0130, YBLO99W, YBR039W, YDL004W,|

Q0080 [mitochondrial membrane] + "Q0085 [mitochondrial membrane]" + "Q0130 [mitochondrial membrane]" + "YBL099W [mitochondrial membrane]" + "YBRO39W [mitochondrial membrane]" +

"YDL004W [mitochondrial membrane]" + "YDR298C [mitochondrial membrane]" + "YDR322C-A [mitochondrial membrane]" + "YDR377W [mitochondrial membrane]" + "YJR121W [mitochondrial

3 1543 [YDR298C, YDR322C-A, YDR377W, YJR121W, YKLO16C,|membrane]" + "YKL016C [mitochondrial membrane]" + "YLR295C [mitochondrial membrane]" + "YMLO0O81C-A [mitochondrial membrane]" + "YPL078C [mitochondrial membrane]" + "YPL271W
YLR295C, YMLO81C-A, YPLO78C, YPL271W [mitochondrial membrane]" = "Q0080:Q0085:Q0130:YBL099W:YBR039W:YDL004W:YDR298C:YDR322C-A:YDR377W:YJR121W:YKLO016C:YLR295C:YMLO81C-A:YPL0O78C:YPL271 W]
[mitochondrial membrane]"
Q0080 [mitochondrial membrane] + "Q0085 [mitochondrial membrane]" + "Q0130 [mitochondrial membrane]" + "YBL099W [mitochondrial membrane]" + "YBR039W [mitochondrial membrane]" +
Q0080, Q0085, Q0130, YBL099W, YBR039W, YDL004W,|"YDL004W [mitochondrial membrane]" + "YDR298C [mitochondrial membrane]" + "YDR377W [mitochondrial membrane]" + "YJR121W [mitochondrial membrane]" + "YKLO016C [mitochondrial]
3 1544 |YDR298C, YDR377W, YJRI21W, YKLOI16C, YLR295C,jmembrane]" + "YLR295C [mitochondrial membrane]" + "YMLO81C-A [mitochondrial membrane]" + "YPL0O78C [mitochondrial membrane]" + "YPL271W [mitochondrial membrane]" + "YPR020W|
YMLO081C-A, YPLO78C, YPL271W, YPRO20W [mitochondrial ~ membrane]" = "Q0080:Q0085:Q0130:YBL099W:YBR0O39W:YDL004W:YDR298C:YDR377W:YJR121W:YKL016C:YLR295C:YML081C-A:YPL0O78C:YPL271W:YPRO20W;
[mitochondrial membrane]"
Q0105 [mitochondrial membrane] + "YBL045C [mitochondrial membrane]" + "YDRS529C [mitochondrial membrane]" + "YEL024W [mitochondrial membrane]" + "YEL039C [mitochondrial
Q0105, YBL045C, YDR529C, YEL024W, YELO039C,
membrane]" + "YFR033C [mitochondrial membrane]" + "YGR183C [mitochondrial membrane]" + "YHR001W-A [mitochondrial membrane]" + "YJL166W [mitochondrial membrane]" + "YORO065W|
3 1545  [YFRO33C, YGR183C, YHRO0IW-A, YJL166W, YOR065W,
VPRIOTW [mitochondrial membrane]" + "YPRI91W [mitochondrial membrane]" = "Q0105:YBL045C:YDR529C:YEL024W:YEL039C:YFR033C:YGR183C:YHR001W-A:YJL166W:YOR065W:YPR191W
[mitochondrial membrane]"
Q0105 [mitochondrial membrane] + "YBL045C [mitochondrial membrane]" + "YDR529C [mitochondrial membrane]" + "YEL024W [mitochondrial membrane]" + "YFRO33C [mitochondrial
Q0105, YBL045C, YDR529C, YEL024W, YFRO033C,
membrane]" + "YGR183C [mitochondrial membrane]" + "YHR0O01W-A [mitochondrial membrane]" + "YJL166W [mitochondrial membrane]" + "YJR048W [mitochondrial membrane]" + "YOR065W
3 1546  |YGRI183C, YHRO0IW-A, YJL166W, YJR048W, YOR0O65W,
VPRIOIW [mitochondrial membrane]" + "YPR191W [mitochondrial membrane]" = "Q0105:YBL045C:YDR529C:YEL024W:YFR033C:YGR183C:YHRO0IW-A:YJL166W:YJR048W:YOR065W:YPR191W
[mitochondrial membrane]"
3 1547 |YALO023C, YDL0O9SW 'YAL023C [endoplasmic reticulum membrane] + "YDL095W [endoplasmic reticulum membrane]"” = "YAL023C:YDL095W [endoplasmic reticulum membrane]"
3 1548 |YALO023C, YDLO95W_2 'YAL023C [endoplasmic reticulum] + "YDL095W [endoplasmic reticulum]" = "YAL023C:YDL095W [endoplasmic reticulum]"
YAL044C  [mitochondrion] + "YBR22IC [mitochondrion]" + "YDROI9C [mitochondrion]" + "YER178W  [mitochondrion]" + "YMRI8W [mitochondrion]" =
3 1549  [YAL044C, YBR221C, YDRO19C, YER178W, YMR189W
"YAL044C:YBR221C:YDRO19C:YER178 W:YMR189W [mitochondrion]"
3 1550 |YAL044C, YDRO19C, YFL0O18C, YMR189W 'YALO044C [mitochondrion] + "YDRO19C [mitochondrion]" + "YFLO18C [mitochondrion]" + "YMR189W [mitochondrion]" = "YAL044C:YDR0O19C:YFL018C:YMR189W [mitochondrion]"
3 1551  |YBL064C, YCRO83W 'YBL064C [mitochondrion] + "YCRO083W [mitochondrion]" = "YBL064C:YCRO083W [mitochondrion]"
5 1552 YBR026C, YERO061C, YHRO67W, YKLO055C, YKL192C,|YBR026C [mitochondrion] + "YERO61C [mitochondrion]" + "YHRO67W [mitochondrion]" + "YKLO55C [mitochondrion]" + "YKL192C [mitochondrion]" + "YOR221C [mitochondrion]" =
YOR221C "YBR026C:YER061C:YHR067W:YKLO055C:YKL192C:YOR221C [mitochondrion]"
3 1553 [YBR0O36C, YDR297W 'YBRO36C [Golgi] + "YDR297W [Golgi]" = "YBR036C:YDR297W [Golgi]"
3 1554 |YBRO036C, YPL057C YBRO36C [Golgi] + "YPLO057C [Golgi]" = "YBR036C:YPL057C [Golgi]"
3 1555 |YBRI115C, YGL154C 'YBR115C [cytoplasm] + "YGL154C [cytoplasm]" = "YBR115C:YGL154C [cytoplasm]"
3 1556  [YBR126C, YML100W, YMR261C 'YBR126C [cytoplasm] + "YML100W [cytoplasm]" + "YMR261C [cytoplasm]" = "YBR126C:YML100W:YMR261C [cytoplasm]"
YBR127C [Golgi membrane] + "YDLI85W [Golgi membrane]" + "YEL027W [Golgi membrane]" + "YELO51W [Golgi membrane]" + "YGR020C [Golgi membrane]" + "YHR026W [Golgi
YBR127C, YDL185W, YEL027W, YELO51W, YGR020C,
membrane]" + "YHRO039C-A [Golgi membrane]" + "YKLO80W [Golgi membrane]" + "YLR447C [Golgi membrane]" + "YMRO054W [Golgi membrane]" + "YOR332W [Golgi membrane]" + "YPL234C|
3 1557 [YHRO026W, YHRO39C-A, YKLO8OW, YLR447C,|
[Golgi membrane]" + "YPRO36W [Golgi membrane]" = "YBR127C:YDLI185W:YEL027W:YEL051W:YGR020C:YHR026W:YHR039C-
YMRO54W, YOR332W, YPL234C, YPRO36W
A:YKLO80W:YLR447C:YMRO54W:YOR332W:YPL234C:YPR036W [Golgi membrane]"
5 1558 YBR127C, YDLI85W, YEL027W, YELO51W, YGRO020C,|YBRI127C [vacuolar membrane] + "YDL185W [vacuolar membrane]" + "YEL027W [vacuolar membrane]" + "YELO51W [vacuolar membrane]" + "YGRO020C [vacuolar membrane]" + "YHR026W

YHR026W, YHRO039C-A, YKLO8OW, YLR447C, YOR270C,|

[vacuolar membrane]" + "YHRO039C-A [vacuolar membrane]" + "YKLO80W [vacuolar membrane]" + "YLR447C [vacuolar membrane]" + "YOR270C [vacuolar membrane]" + "YOR332W [vacuolar
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YOR332W, YPL234C, YPRO36W

membrane]" +  "YPL234C  [vacuolar membrane]" +  "YPRO36W [vacuolar membrane]" = "YBRI27C:YDLI85W:YEL027W:YELO51W:YGR020C:YHR026W:YHRO039C-
A:YKLO80W:YLR447C:YOR270C:YOR332W:YPL234C:YPR0O36W [vacuolar membrane]"

YBR221C  [mitochondrion] +  "YER178W  [mitochondrion]" + "YFLOI8C [mitochondrion]" + "YGRI93C [mitochondrion]" + "YNLO71W [mitochondrion]" =

P |1 [YBREZIC YERITEW, YELOISC, YGRIC, YNLOTIW "YBR221C:YER178W:YFLO18C:YGR193C:YNLO71W [mitochondrion]"

3 1560 |YCL009C, YMR108W 'YCLO009C [mitochondrion] + "YMR108W [mitochondrion]" = "YCL009C:YMR108W [mitochondrion]"

3 [1561 [YCLO035C, YPLO9IW YCLO035C [cytoplasm] + "YPLO91W [cytoplasm]" = "YCL035C:YPLO91W [cytoplasm]"

3 1562  |YCRO024C-A, YELO17C-A, YGL008C 'YCR024C-A [cell envelope] + "YEL017C-A [cell envelope]" + "YGLO08C [cell envelope]" = "YCR024C-A:YEL017C-A:YGLO0SC [cell envelope]"

3 1563  |YCRO024C-A, YEL017C-A, YPLO36W 'YCR024C-A [cell envelope] + "YEL017C-A [cell envelope]" + "YPLO36W [cell envelope]" = "YCR024C-A:YEL017C-A:YPL036W [cell envelope]"

3 [1564 [YCR034W, YDLO15C, YLR372W YCRO34W [cytoplasm] + "YDLO15C [cytoplasm]" + "YLR372W [cytoplasm]" = "YCRO034W:YDLO015C:YLR372W [cytoplasm]"

3 1565 |YCRO83W, YHR106W 'YCRO83W [mitochondrion] + "YHR106W [mitochondrion]" = "YCRO83W:YHR106W [mitochondrion]"

3 1566 |YCRO83W, YPLO91W 'YCRO83W [mitochondrion] + "YPL0O91W [mitochondrion]" = "YCRO83W:YPL0O91W [mitochondrion]"

3 [1567 [YDL090C, YKLO19OW 'YDL090C [cytoplasm] + "YKLO19W [cytoplasm]" = "YDL090C:YKLOI19W [cytoplasm]"

3 1568 [YDL090C, YKLO19W 'YDL090C [endoplasmic reticulum] + "YKLO19W [endoplasmic reticulum]" = "YDL090C:YKL019W [endoplasmic reticulum]"

3 1569 |YDL174C, YEL039C 'YDL174C [mitochondrial membrane] + "YEL039C [mitochondrial membrane]" = "YDL174C:YEL039C [mitochondrial membrane]"

3 1570 |YDL174C, YJR048W 'YDL174C [mitochondrial membrane] + "YJR048W [mitochondrial membrane]" = "YDL174C:YJR048W [mitochondrial membrane]"

3 1571 [YDL178W, YEL039C 'YDL178W [mitochondrion] + "YEL039C [mitochondrion]" ="YDL178W:YELO039C [mitochondrion]"

3 1572 |YDL178W, YJR048W YDL178W [mitochondrion] + "YJR048W [mitochondrion]" = "YDL178W:YJR048W [mitochondrion]"

3 [1573 [YDR098C, YPLO9IW 'YDRO9SC [cytoplasm] + "YPLO91W [cytoplasm]" = "YDRO098C:YPL091W [cytoplasm]"

3 1574 |[YDRI148C, YFLO18C, YIL125W 'YDR148C [mitochondrion] + "YFL018C [mitochondrion]" + "YIL125W [mitochondrion]" = "YDR148C:YFL0O18C:YIL125W [mitochondrion]"

3 1575 |YDR178W, YJL045W, YKL141W, YLL041C 'YDR178W [mitochondrion] + "YJLO45W [mitochondrion]" + "YKL141W [mitochondrion]" + "YLLO041C [mitochondrion]" = "YDR178W:YJL045W:YKL141W:YLLO041C [mitochondrion]"

3 1576 |YDR178W, YKL141W, YKL148C, YLL041C 'YDR178W [mitochondrion] + "YKL141W [mitochondrion]" + "YKL148C [mitochondrion]" + "YLL041C [mitochondrion]" ="YDR178W:YKL141W:YKL148C:YLL041C [mitochondrion]"

5 1577 YDR204W, YGL119W, YGR255C, YLR201C, YMLI110C,[YDR204W [mitochondrion] + "YGL119W [mitochondrion]" + "YGR255C [mitochondrion]" + "YLR201C [mitochondrion]" + "YML110C [mitochondrion]" + "YOL096C [mitochondrion]" +
'YOL096C, YOR125C "YOR125C [mitochondrion]" = "YDR204W:YGL119W:YGR255C:YLR201C:YML110C:YOL096C:YOR125C [mitochondrion]"

5 1578 |YDR331W, YDRA34W, YHRISSC, YLROSEW, YLRASOW 'YDR331W [endoplasmic reticulum] + "YDR434W [endoplasmic reticulum]" + "YHR188C [endoplasmic reticulum]" + "YLRO88W [endoplasmic reticulum]" + "YLR459W [endoplasmic reticulum]" =

"YDR331W:YDR434W:YHR188C:YLR0O88W:YLR459W [endoplasmic reticulum]"

3 [1579 [YDR353W, YGR209C 'YDR353W [cytoplasm] + "YGR209C [cytoplasm]" = "YDR353W:YGR209C [cytoplasm]"

3 1580 |YDR353W, YLR043C 'YDR353W [cytoplasm] + "YLRO043C [cytoplasm]" = "YDR353W:YLR043C [cytoplasm]"

3 1581 |YDR376W, YER141W, YPL252C 'YDR376W [mitochondrion] + "YER141W [mitochondrion]" + "YPL252C [mitochondrion]" = "YDR376 W:YER141W:YPL252C [mitochondrion]"

3 [1582 [YDR400W, YLRO17W, YLR209C YDR400OW [cytoplasm] + "YLRO17W [cytoplasm]" + "YLR209C [cytoplasm]" = "YDR400W:YLR017W:YLR209C [cytoplasm]"

3 1583  |YDR402C, YHR042W 'YDR402C [cytoplasm] + "YHR042W [cytoplasm]" = "YDR402C:YHR042W [cytoplasm]"

3 [1584 [YDR453C, YGR209C YDR453C [cytoplasm] + "YGR209C [cytoplasm]" = "YDR453C:Y GR209C [cytoplasm]"

3 [1585 [YDR453C, YLR043C 'YDR453C [cytoplasm] + "YLR043C [cytoplasm]" = "YDR453C:YLR043C [cytoplasm]"

3 1586 |YDR513W, YPLO91IW 'YDRS513W [cytoplasm] + "YPLO91W [cytoplasm]" = "YDRS513W:YPLO91W [cytoplasm]"

3 [1587 [YEL038W, YMR009W YELO38W [cytoplasm] + "YMRO09W [cytoplasm]" = "YEL038W:YMRO09W [cytoplasm]"

3 1588 [YELO039C, YELO7IW 'YEL039C [mitochondrial membrane] + "YELO71W [mitochondrial membrane]" = "YEL039C:YELO71W [mitochondrial membrane]"

3 1589 |YEL039C, YKR066C 'YELO039C [mitochondrion] + "YKRO066C [mitochondrion]" = "YEL039C:YKRO066C [mitochondrion]"
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3 1590 |YELO039C, YMLO054C 'YEL039C [mitochondrial membrane] + "YMLO054C [mitochondrial membrane]" = "YEL039C:YMLO054C [mitochondrial membrane]"

3 1591 |YELO71W, YJR048W YELO71W [mitochondrial membrane] + "YJR048W [mitochondrial membrane]" = "YELO71W:YJR048W [mitochondrial membrane]"

3 1592 [YERO70W, YGR180C, YGR209C YERO70W [nucleus] + "YGR180C [nucleus]" + "YGR209C [nucleus]" = "YER070W:YGR180C:YGR209C [nucleus]"

3 1593  |YER070W, YGR180C, YLR043C 'YERO70W [nucleus] + "YGR180C [nucleus]" + "YLR043C [nucleus]" = "YER070W:YGR180C:YLR043C [nucleus]"

3 1594 |YER070W, YGR209C, YJL0O26W 'YERO70W [cytoplasm] + "YGR209C [cytoplasm]" + "YJLO26W [cytoplasm]" = "YERO70W:YGR209C:YJL026W [cytoplasm]"

3 1595  [YERO70W, YJL0O26W, YLR043C YERO70W [cytoplasm] + "YJLO26W [cytoplasm]" + "YLR043C [cytoplasm]" = "YERO70W:YJL026W:YLR043C [cytoplasm]"

3 1596 |YER090W, YKL211C 'YERO90W [cytoplasm] + "YKL211C [cytoplasm]" = "YER090W:YKL211C [cytoplasm]"

3 1597 |YERI174C, YPLO91W YER174C [cytoplasm] + "YPLO91W [cytoplasm]" = "YER174C:YPLO91W [cytoplasm]"

3 1598  [YFL022C, YLRO60OW YFL022C [cytoplasm] + "YLRO60W [cytoplasm]" = "YFL022C:YLRO60W [cytoplasm]"

3 1599 |YFROI5C, YJL137C 'YFRO15C [cytoplasm] + "YJL137C [cytoplasm]" = "YFRO15C:YJL137C [cytoplasm]"

3 1600 |YFRO15C, YKRO58W 'YFRO15C [cytoplasm] + "YKRO58W [cytoplasm]" = "YFRO15C:YKRO58W [cytoplasm]"

3 1601 |YGL155W, YKLO19W 'YGL155W [endoplasmic reticulum] + "YKLO19W [endoplasmic reticulum]" = "YGL155W:YKLO19W [endoplasmic reticulum]"

3 1602 |YGL205W, YIL160C, YKR009C YGL205W [peroxisome] + "YIL160C [peroxisome]" + "YKR0O09C [peroxisome]" = "YGL205W:YIL160C:YKRO009C [peroxisome]"

3 1603 |YGL205W, YIL160C, YKR009C, YLR284C [YGL205W [peroxisome] + "YIL160C [peroxisome]" + "YKRO009C [peroxisome]" + "YLR284C [peroxisome]" ="YGL205W:YIL160C:YKR009C:YLR284C [peroxisome]"

5 1604 |[YGL205W, YIL160C, YKRO09C, YLR284C, YNL202W 'YGL205W [peroxisome] + "YIL160C [peroxisome]" + "YKRO09C [peroxisome]" + "YLR284C [peroxisome]" + "YNL202W [peroxisome]" = "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YLR284C:YNL202W!|
[peroxisome]"

5 1605 YGL205W, YIL160C, YKRO009C, YLR284C, YNL202W,|[YGL205W [peroxisome] + "YIL160C [peroxisome]" + "YKRO09C [peroxisome]" + "YLR284C [peroxisome]" + "YNL202W [peroxisome]" + "YORI80C [peroxisome]" =

YORI180C "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YLR284C:YNL202W:YOR180C [peroxisome]"

5 1606 |YGL20SW, YIL160C, YKRO09C, YNL202W, YORIS0C 'YGL205W [peroxisome] + "YIL160C [peroxisome]" + "YKRO09C [peroxisome]" + "YNL202W [peroxisome]" + "YOR180C [peroxisome]" = "YGL205W:YIL160C:YKR0O09C:YNL202W:YOR180C
[peroxisome]"

3 1607 |YGL205W, YIL160C, YKR009C, YOR180C [YGL205W [peroxisome] + "YIL160C [peroxisome]" + "YKRO009C [peroxisome]" + "YOR180C [peroxisome]" = "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YOR180C [peroxisome]"

3 1608 |YGRO037C, YKL182W, YNRO16C, YPL231W 'YGRO37C [cytoplasm] + "YKL182W [cytoplasm]" + "YNRO16C [cytoplasm]" + "YPL231W [cytoplasm]" ="YGR037C:YKL182W:YNRO16C:YPL231W [cytoplasm]"

3 1609 [YGR175C, YHR042W 'YGR175C [endoplasmic reticulum] + "YHR042W [endoplasmic reticulum]" = "YGR175C:YHR042W [endoplasmic reticulum]"

3 1610 |YGR175C, YIL043C, YNL111C 'YGR175C [endoplasmic reticulum] + "YIL043C [endoplasmic reticulum]" + "YNL111C [endoplasmic reticulum]" = "YGR175C:YIL043C:YNLI111C [endoplasmic reticulum]"

3 1611 |YGR175C, YKLI150W, YNL111C 'YGR175C [endoplasmic reticulum] + "YKL150W [endoplasmic reticulum]" + "YNLI111C [endoplasmic reticulum]" ="YGR175C:YKL150W:YNL111C [endoplasmic reticulum]"

3 1612 [YGRI180C, YGR209C, YIL0O66C 'YGR180C [nucleus] + "YGR209C [nucleus]" + "YIL0O66C [nucleus]" = "YGR180C:YGR209C:YIL066C [nucleus]"

3 1613 |YGRI180C, YIL066C, YLR043C YGR180C [nucleus] + "YIL066C [nucleus]" + "YLR043C [nucleus]" = "YGR180C:YIL066C:YLR043C [nucleus]"

3 1614 |YGR209C, YILO10W 'YGR209C [nucleus] + "YILO10W [nucleus]" = "YGR209C:YILO10W [nucleus]"

3 1615 [YGR209C, YIL066C, YILO26W 'YGR209C [cytoplasm] + "YILO66C [cytoplasm]" + "YJLO26W [cytoplasm]" = "YGR209C:YIL066C:YJL026W [cytoplasm]"

3 1616 |YGR209C, YLR109W 'YGR209C [peroxisome] + "YLR109W [peroxisome]" = "YGR209C:YLR109W [peroxisome]"

3 1617 |YGR209C, YPR167C 'YGR209C [cytoplasm] + "YPR167C [cytoplasm]" ="YGR209C:YPR167C [cytoplasm]"

3 1618  [YGR240C, YMR205C 'YGR240C [cytoplasm] + "YMR205C [cytoplasm]" = "YGR240C:YMR205C [cytoplasm]"

3 1619 |YGR244C, YOR142W 'Y GR244C [mitochondrion] + "YOR142W [mitochondrion]" = "YGR244C:YOR142W [mitochondrion]"

3 1620 |YHRO05C myristoylation 'YHRO05C [cytoplasm] = "YHRO05C, myristoylated at G2 [cytoplasm]"

3 1621  [YHRO07C, YHR042W 'YHRO07C [cytoplasm] + "YHR042W [cytoplasm]" = "YHR007C:YHRO042W [cytoplasm]"
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3 1622 |YHRO07C, YIL043C, YNL111C 'YHRO07C [cytoplasm] + "YIL043C [cytoplasm]" + "YNLI111C [cytoplasm]" = "YHRO007C:YIL043C:YNL111C [cytoplasm]"

3 1623 [YHRO007C, YKL150W, YNL111C 'YHRO07C [cytoplasm] + "YKL150W [cytoplasm]" + "YNLI111C [cytoplasm]" = "YHRO07C:YKL150W:YNLI11C [cytoplasm]"

3 1624 |YHR042W, YMRO15C 'YHR042W [cytoplasm] + "YMRO15C [cytoplasm]" = "YHR042W:YMRO15C [cytoplasm]"

3 1625 |YILO10W, YLR043C YILO10W [nucleus] + "YLRO043C [nucleus]" = "YILO10W:YLRO043C [nucleus]"

3 1626  [YIL043C, YMROI15C, YNL111C 'YIL043C [cytoplasm] + "YMRO15C [cytoplasm]" + "YNL111C [cytoplasm]" = "YIL043C:YMRO15C:YNLI111C [cytoplasm]"

3 1627 |YIL066C, YJLO26W, YLR043C 'YILO66C [cytoplasm] + "YJL026W [cytoplasm]" + "YLR043C [cytoplasm]" = "YILO66C:YJL026W:YLR043C [cytoplasm]"

3 1628 |YJL137C, YLR258W 'YJL137C [cytoplasm] + "YLR258W [cytoplasm]" = "YJL137C:YLR258W [cytoplasm]"

3 1629 [YJRO13W, YCL052C 'YCLO052C [endoplasmic reticulum membrane] + "YJRO13W [endoplasmic reticulum membrane]" = "YJRO13W:YCLO052C [endoplasmic reticulum membrane]"
3 1630 |YJR048W, YKR066C 'YJR048W [mitochondrion] + "YKRO066C [mitochondrion]" = "YJR048W:YKR066C [mitochondrion]"

3 1631  |YJR048W, YMLO054C YJR048W [mitochondrial membrane] + "YMLO054C [mitochondrial membrane]" = "YJR048W:YMLO054C [mitochondrial membrane]"

3 1632 [YJR109C, YOR303W YJR109C [cytoplasm] + "YOR303W [cytoplasm]" = "YJR109C:YOR303W [cytoplasm]"

3 (1633 |YKLIS0W, YMROISC, YNLI11C YKL150W [cytoplasm] + "YMRO15C [cytoplasm]" + "YNLI11C [cytoplasm]" = "YKL150W:YMRO15C:YNLI11C [cytoplasm]"

3 1634 |YKL182W, YPL231W YKL182W [cytoplasm] + "YPL231W [cytoplasm]" = "YKLI182W:YPL231W [cytoplasm]"

3 1635 |YKLI188C, YPLI147W 'YKL188C [peroxisomal membrane] + "YPL147W [peroxisomal membrane]" = "YKL188C:YPL147W [peroxisomal membrane]"

3 1636 |[YKRO58W, YLR258W YKRO58W [cytoplasm] + "YLR258W [cytoplasm]" ="YKRO5S8W:YLR258W [cytoplasm]"

3 1637 |YLR043C, YLR109W 'YLRO043C [peroxisome] + "YLR109W [peroxisome]" ="YLR043C:YLR109W [peroxisome]"

3 1638 |YLRO043C, YPR167C 'YLR043C [cytoplasm] + "YPR167C [cytoplasm]" = "YLR043C:YPR167C [cytoplasm]"

3 1639 |YLR246W, YOL110W 'YLR246W [endoplasmic reticulum membrane] + "YOL110W [endoplasmic reticulum]" = "YLR246W:YOL110W [endoplasmic reticulum membrane]"

YER093C [cytoplasm] + "YJLOS8C [cytoplasm]" + "YKL203C [cytoplasm]" + "YMRO68W [cytoplasm]" + "YNLOO6W [cytoplasm]" + "YOLO78W [cytoplasm]" =

3 1640 [YLR246W, YOL110W_2
"YER093C:YJLO058C:YKL203C:YMRO68W:YNLOO6W:YOL078W [cell envelope]"
3 1641  [YNL037C, YOR136W 'YNLO037C [mitochondrion] + "YOR136W [mitochondrion]" = "YNL037C:YOR136W [mitochondrion]"
3 1642 |YPLOS9W, YPLO9IW YPLO59W [mitochondrion] + "YPL0O91W [mitochondrion]" = "YPLO59W:YPL0O91W [mitochondrion]"
4 1827  |protein production Gly-tRNA(Gly) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"
4 1828 [protein production 2 Ala-tRNA(Ala) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"
4 1829  |protein production_3 Arg-tRNA(Arg) [mitochondrion] -> "protein [mitochondrion]"
4 1830  |protein production_4 Arg-tRNA(Arg) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"
4 1831 [protein production_5 Asn-tRNA(Asn) [mitochondrion] -> "protein [mitochondrion]"
4 1832 |protein production_6 Asn-tRNA(Asn) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"
4 1833  |protein production_7 Asp-tRNA(Asp) [mitochondrion] -> "protein [mitochondrion]"
4 1834  |protein production 8 Asp-tRNA(Asp) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"
4 1835 |protein production_9 Cys-tRNA(Cys) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"
4 1836  |protein production_10 GIn-tRNA(GIn) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"
4 1837  [protein production_11 Glu-tRNA(Glu) [mitochondrion] -> "protein [mitochondrion]"
4 1838  |protein production_12 Glu-tRNA(Glu) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"
4 1839  |protein production_13 His-tRNA(His) [mitochondrion] -> "protein [mitochondrion]"
4 1840 [protein production_14 His-tRNA(His) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"
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4 1841 |protein production_15 Ile-tRNA(Ile) [mitochondrion] -> "protein [mitochondrion]"

4 1842  |protein production_16 Ile-tRNA(Ile) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"

4 1843  [protein production_17 Leu-tRNA(Leu) [mitochondrion] -> "protein [mitochondrion]"

4 1844 |protein production_18 Leu-tRNA(Leu) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"

4 1845  |protein production_19 Lys-tRNA(Lys) [mitochondrion] -> "protein [mitochondrion]"

4 1846 [protein production_20 Lys-tRNA(Lys) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"

4 1847  |protein production_21 Met-tRNA(Met) [mitochondrion] -> "protein [mitochondrion]"

4 1848  |protein production_22 Met-tRNA(Met) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"

4 1849  [protein production_23 Phe-tRNA(Phe) [mitochondrion] -> "protein [mitochondrion]"

4 1850 |protein production_24 Phe-tRNA(Phe) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"

4 1851 |protein production_25 Pro-tRNA(Pro) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"

4 1852 |protein production_26 Ser-tRNA(Ser) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"

4 1853 |protein production_27 Thr-tRNA(Thr) [mitochondrion] -> "protein [mitochondrion]"

4 1854  |protein production_28 Thr-tRNA(Thr) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"

4 1855  [protein production_29 Trp-tRNA(Trp) [mitochondrion] -> "protein [mitochondrion]"

4 1856  |protein production_30 Trp-tRNA(Trp) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"

4 1857  |protein production_31 Tyr-tRNA(Tyr) [mitochondrion] -> "protein [mitochondrion]"

4 1858  |protein production 32 Tyr-tRNA(Tyr) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"

4 1859  |protein production_33 Val-tRNA(Val) [mitochondrion] -> "protein [mitochondrion]"

4 1860 |protein production_34 Val-tRNA(Val) [cytoplasm] -> "protein [cytoplasm]"

4 1861 |protein production_35 fMet-tRNA(fMet) [mitochondrion] -> "protein [mitochondrion]"

5 175 alanyl-tRNA synthetase ATP [cytoplasm] + "L-alanine [cytoplasm]" + "tRNA(Ala), cytoplasmic [cytoplasm]" = "Ala-tRNA(Ala) [cytoplasm]" + "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YOR335C [cytoplasm]"

5 227 arginyl-tRNA synthetase ATP [cytoplasm] + "L-arginine [cytoplasm]" + "tRNA(Arg), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "Arg-tRNA(Arg) [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YDR341C [cytoplasm]"
ATP [mitochondrion] + "L-arginine [mitochondrion]" + "tRNA(Arg), mitchondrial [mitochondrion]" = "AMP [mitochondrion]" + "Arg-tRNA(Arg) [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]";

5 228 arginyl-tRNA synthetase 2 "YHR091C [mitochondrion]"

5 230 Asparaginyl-tRNA synthetase ATP [cytoplasm] + "L-asparagine [cytoplasm]" + "tRNA(Asn), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "Asn-tRNA(Asn) [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YHRO19C [cytoplasm]"

5 e asparaginyl-(RNA synthetase, miotchondrial ATP [mitochondrion] + "L-asparagine [mitochondrion]" + "tRNA(Asn), mitchondrial [mitochondrion]" = "AMP [mitochondrion]" + "Asn-tRNA(Asn) [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]";
"YCR024C [mitochondrion]"

5 239 Aspartyl-tRNA synthetase ATP [cytoplasm] + "L-aspartate [cytoplasm]" + "tRNA(Asp), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "Asp-tRNA(Asp) [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YLLO018C [cytoplasm]"

e b0 Aspartyl-tRNA synthetase. 2 ATP [mitochondrion] + "L-aspartate [mitochondrion]" + "tRNA(Asp), mitchondrial [mitochondrion]" = "AMP [mitochondrion]" + "Asp-tRNA(Asp) [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]";
"YPL104W [mitochondrion]"

5 342 cysteinyl-tRNA synthetase ATP [cytoplasm] + "L-cysteine [cytoplasm]" + "tRNA(Cys), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "Cys-tRNA(Cys) [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YNL247W [cytoplasm]"

5 517 glutaminyl-tRNA synthetase ATP [cytoplasm] + "L-glutamine [cytoplasm]" + "tRNA(GIn), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "GIn-tRNA(GIn) [cytoplasm]"; "YOR168W [cytoplasm]"

5 518 glutamyl-tRNA synthetase ATP [cytoplasm] + "L-glutamate [cytoplasm]" + "tRNA(Glu), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "Glu-tRNA(Glu) [cytoplasm]"; "YGL245W [cytoplasm]"

5 519 glutamyl-tRNA synthetase 2 ATP [mitochondrion] + "L-glutamate [mitochondrion]" + "tRNA(Glu), mitchondrial [mitochondrion]" = "AMP [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]" + "Glu-tRNA(Glu) [mitochondrion]";
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"YOLO033W [mitochondrion]"

ATP [cytoplasm] + "glycine [cytoplasm]" + "tRNA(Gly), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "Gly-tRNA(Gly) [cytoplasm]"; "YBRI21C [cytoplasm]"

549 lycyl-tRNA synthetase
ey o "YPRO81C [cytoplasm]"
578 Histidyl-tRNA synthetase ATP [cytoplasm] + "L-histidine [cytoplasm]" + "tRNA(His), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "His-tRNA(His) [cytoplasm]"; "YPRO33C [cytoplasm]"
ATP [mitochondrion] + "L-histidine [mitochondrion]" + "tRNA(His), mitchondrial [mitochondrion]" = "AMP [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]" + "His-tRNA(His) [mitochondrion]";
579 histidyl-tRNA synthetase
"YPRO33C [mitochondrion]"
636 [isoleucyl-tRNA synthetase ATP [cytoplasm] + "L-isoleucine [cytoplasm]" + "tRNA(Ile), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "Ile-tRNA(Ile) [cytoplasm]"; "YBLO76C [cytoplasm]"
ATP [mitochondrion] + "L-isoleucine [mitochondrion]" + "tRNA(Ile), mitchondrial [mitochondrion]" = "AMP [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]" + "Ile-tRNA(Ile) [mitochondrion]";
637 isoleucyl-tRNA synthetase 2
"YPLO040C [mitochondrion]"
676 leucyl-tRNA synthetase ATP [cytoplasm] + "L-leucine [cytoplasm]" + "tRNA(Leu), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "Leu-tRNA(Leu) [cytoplasm]"; "YPL160W [cytoplasm]"
ATP [mitochondrion] + "L-leucine [mitochondrion]" + "tRNA(Leu), mitchondrial [mitochondrion]" = "AMP [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]" + "Leu-tRNA(Leu) [mitochondrion]";
677 leucyl-tRNA synthetase_2
"YLR382C [mitochondrion]"
686 lysyl-tRNA synthetase ATP [cytoplasm] + "L-lysine [cytoplasm]" + "tRNA(Lys), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "Lys-tRNA(Lys) [cytoplasm]"; "YDRO037W [cytoplasm]"
ATP [mitochondrion] + "L-lysine [mitochondrion]" + "tRNA(Lys), mitchondrial [mitochondrion]" = "AMP [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]" + "Lys-tRNA(Lys) [mitochondrion]";
687 lysyl-tRNA synthetase_2
"YNLO73W [mitochondrion]"
704 methionyl-tRNA synthetase ATP [cytoplasm] + "L-methionine [cytoplasm]" + "tRNA(Met), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "Met-tRNA(Met) [cytoplasm]"; "YGR264C [cytoplasm]"
ATP [mitochondrion] + "L-methionine [mitochondrion]" + "tRNA(Met), mitchondrial [mitochondrion]" = "AMP [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]" + "Met-tRNA(Met)
705 methionyl-tRNA synthetase_2
[mitochondrion]"; "YGR171C [mitochondrion]"
ATP [cytoplasm] + "L-phenylalanine [cytoplasm]" + "tRNA(Phe), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "Phe-tRNA(Phe) [cytoplasm]"; "YFL022C:YLRO60W
826 phenylalanyl-tRNA synthetase
[cytoplasm]"
ATP [mitochondrion] + "L-phenylalanine [mitochondrion]" + "tRNA(Phe), mitchondrial [mitochondrion]" = "AMP [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]" + "Phe-tRNA(Phe)
827 phenylalanyl-tRNA synthetase 2
- [mitochondrion]"; "YPR047W [mitochondrion]"
ATP [cytoplasm] + "L-proline [cytoplasm]" + "tRNA(Pro), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "Pro-tRNA(Pro) [cytoplasm]";
915 prolyl-tRNA synthetase
"YHRO20W [cytoplasm]"
ATP [cytoplasm] + "L-serine [cytoplasm]" + "tRNA(Ser), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "Ser-tRNA(Ser) [cytoplasm]"; "YDRO23W [cytoplasm]"
975 seryl-tRNA synthetase
"YHROI1W [cytoplasm]"
1028  [threonyl-tRNA synthetase ATP [cytoplasm] + "L-threonine [cytoplasm]" + "tRNA(Thr), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "Thr-tRNA(Thr) [cytoplasm]"; "YILO78W [cytoplasm]"
ATP [mitochondrion] + "L-threonine [mitochondrion]" + "tRNA(Thr), mitchondrial [mitochondrion]" = "AMP [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]" + "Thr-tRNA(Thr) [mitochondrion]";
1029  [threonyl-tRNA synthetase 2
"YKL194C [mitochondrion]"
1044  |tryptophanyl-tRNA synthetase ATP [cytoplasm] + "L-tryptophan [cytoplasm]" + "t(RNA(Trp), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "Trp-tRNA(Trp) [cytoplasm]"; "YOL097C [cytoplasm]"
ATP [mitochondrion] + "L-tryptophan [mitochondrion]" + "tRNA(Trp), mitchondrial [mitochondrion]" = "AMP [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]" + "Trp-tRNA(Trp) [mitochondrion]";
1045  |tryptophanyl-tRNA synthetase 2
"YDR268W [mitochondrion]"
1053 |tyrosyl-tRNA synthetase ATP [cytoplasm] + "L-tyrosine [cytoplasm]" + "tRNA(Tyr), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "Tyr-tRNA(Tyr) [cytoplasm]"; "YGR185C [cytoplasm]"
ATP [mitochondrion] + "L-tyrosine [mitochondrion]" + "tRNA(Tyr), mitchondrial [mitochondrion]" = "AMP [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]" + "Tyr-tRNA(Tyr) [mitochondrion]";
1054 |tyrosyl-tRNA synthetase 2
"YPLO97W [mitochondrion]"
1075  |valyl-tRNA synthetase ATP [cytoplasm] + "L-valine [cytoplasm]" + "tRNA(Val), cytoplasmic [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "Val-tRNA(Val) [cytoplasm]"; "YGR094W [cytoplasm]"
1076 |valyl-tRNA synthetase 2 ATP [mitochondrion] + "L-valine [mitochondrion]" + "tRNA(Val), mitchondrial [mitochondrion]" = "AMP [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]" + "Val-tRNA(Val) [mitochondrion]";
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"YGR094W [mitochondrion]"

5 1083 [yUMP synthetase alpha-D-ribose 5-phosphate [cytoplasm] + "uracil [cytoplasm]" = "pseudouridine 5'-phosphate [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YFLOO1W [cytoplasm]" "YGLO63W [cytoplasm]" "YNL292W
[cytoplasm]" "YPL212C [cytoplasm]"

6 35 3',5"-cyclic-nucleotide phosphodiesterase 3',5"-cyclic AMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YGL248W [cytoplasm]" "YOR360C [cytoplasm]"

6 36 3',5"-cyclic-nucleotide phosphodiesterase_2 3',5'-cyclic JAMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "dAMP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YOR360C [cytoplasm]"

6 37 3',5"-cyclic-nucleotide phosphodiesterase_3 3',5"-cyclic IMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "IMP [cytoplasm]"; "YOR360C [cytoplasm]"

6 38 3',5"-cyclic-nucleotide phosphodiesterase_4 3',5"-cyclic GMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "GMP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YOR360C [cytoplasm]"

6 39 3',5"-cyclic-nucleotide phosphodiesterase_5 3',5"-cyclic CMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "CMP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YOR360C [cytoplasm]"

6 83 5'-nucleotidase (CMP) CMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "cytidine [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YGL224C [cytoplasm]"

6 90 5'-nucleotidase (IMP) IMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "inosine [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YORI155C [cytoplasm]"

6 91 5'-nucleotidase (UMP) 'UMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "phosphate [cytoplasm]" + "uridine [cytoplasm]"; "YGL224C [cytoplasm]"

6 153 adenine deaminase adenine [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "ammonium [cytoplasm]" + "hypoxanthine [cytoplasm]"; "YNL141W [cytoplasm]"

6 154 adenine phosphoribosyltransferase 5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate [cytoplasm] + "adenine [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YML022W [cytoplasm]"

6 155 adenosine deaminase adenosine [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "ammonium [cytoplasm]" + "inosine [cytoplasm]"; "YNL141W [cytoplasm]"

6 156 adenosine hydrolase adenosine [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "adenine [cytoplasm]" + "D-ribose [cytoplasm]"; "YDR400W [cytoplasm]"

6 157 adenosine kinase adenosine [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "AMP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YJR105W [cytoplasm]"

6 158 adenosine monophosphate deaminase AMP [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "ammonium [cytoplasm]" + "IMP [cytoplasm]"; "YMLO35C [cytoplasm]"

6 162 adenylate cyclase ATP [cytoplasm] = "3",5'-cyclic AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YJLOOSW [cytoplasm]"

6 163 adenylate kinase AMP [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = 2 * "ADP [cytoplasm]"; "YDR226W [cytoplasm]"

6 164 adenylate kinase_2 AMP [mitochondrion] + "ATP [mitochondrion]" = 2 * "ADP [mitochondrion]"; "YER170W [mitochondrion]"

6 165 adenylate kinase (GTP) AMP [cytoplasm] + "GTP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "GDP [cytoplasm]"; "YDR226W [cytoplasm]"

6 166 adenylate kinase (GTP) 2 AMP [mitochondrion] + "GTP [mitochondrion]" = "ADP [mitochondrion]" + "GDP [mitochondrion]"; "YER170W [mitochondrion]"

6 167 adenylate kinase (ITP) AMP [cytoplasm] + "ITP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "IDP [cytoplasm]"; "YDR226W [cytoplasm]"

6 168 adenylate kinase (ITP)_2 AMP [mitochondrion] + "ITP [mitochondrion]" = "ADP [mitochondrion]" + "IDP [mitochondrion]"; "YER170W [mitochondrion]"

B 169 adenylosuccinate lyase (2S)-2-[5-amino-1-(5-phospho-beta-D-ribosyl)imidazole-4-carboxamido]succinic acid [cytoplasm] = "S5-amino-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazole-4-carboxamide [cytoplasm]" + "fumarate(2-)
[cytoplasm]"; "YLR359W [cytoplasm]"

B 170 adenylosuccinate synthase GTP [cytoplasm] + "IMP [cytoplasm]" + "L-aspartate [cytoplasm]" = "GDP [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "N(6)-(1,2-dicarboxyethyl)-AMP [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]";,
"YNL220W [cytoplasm]"

6 171 adenylsuccinate lyase IN(6)-(1,2-dicarboxyethyl)-AMP [cytoplasm] = "AMP [cytoplasm]" + "fumarate(2-) [cytoplasm]"; "YLR359W [cytoplasm]"

6 173 ADP-ribose 2,3-cyclic phosphodiesterase 2',3"-cyclic AMP [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "adenosine 2'-phosphate [cytoplasm]"; "YGR247W [cytoplasm]"

6 241 ATP adenylyltransferase ADP [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" = "P(1),P(4)-bis(5'-adenosyl) tetraphosphate [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YDRS530C [cytoplasm]"

6 242 ATP adenylyltransferase 2 ADP [cytoplasm] + "GTP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" = "P1-(5'-adenosyl),P4-(5'-guanosyl) tetraphosphate [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YCLO50C [cytoplasm]"

6 243 ATP adenylyltransferase_3 GDP [cytoplasm] + "GTP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" = "P(1),P(4)-bis(5'-guanosyl) tetraphosphate [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YCLO050C [cytoplasm]"

6 359 deoxyadenosine deaminase 2'-deoxyadenosine [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "2'-deoxyinosine [cytoplasm]" + "ammonium [cytoplasm]"; "YNL141W [cytoplasm]"

6 362 deoxyguanylate kinase ({(GMP:ATP) ATP [cytoplasm] + "dGMP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "dGDP [cytoplasm]"; "YDR454C [cytoplasm]"
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5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate [cytoplasm] + "L-glutamine [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "5-phospho-beta-D-ribosylamine [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "L-

6 514  [glutamine phosphoribosyldiphosphate amidotransferase
glutamate [cytoplasm]"; "YMR300C [cytoplasm]"
o 51 Gvp b 5'-xanthylic acid [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" + "L-glutamine [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "GMP [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]"
synthase
+ "L-glutamate [cytoplasm]"; "YMR217W [cytoplasm]"
6 552 gnnuc guanosine [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "D-ribose [cytoplasm]" + "guanine [cytoplasm]"; "YDR400W [cytoplasm]"
6 564 guanine deaminase guanine [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "9H-xanthine [cytoplasm]" + "ammonium [cytoplasm]"; "YDL238C [cytoplasm]"
6 565 guanine phosphoribosyltransferase 5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate [cytoplasm] + "guanine [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + "GMP [cytoplasm]"; "YDR399W [cytoplasm]"
6 567 guanylate kinase (GMP:ATP) ATP [cytoplasm] + "GMP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "GDP [cytoplasm]"; "YDR454C [cytoplasm]"
6 568 guanylate kinase (GMP:dATP) dATP [cytoplasm] + "GMP [cytoplasm]" = "dADP [cytoplasm]" + "GDP [cytoplasm]"; "YDR454C [cytoplasm]"
6 603 hypoxanthine phosphoribosyltransferase (Hypoxanthine) 5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate [cytoplasm] + "hypoxanthine [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + "IMP [cytoplasm]"; "YDR399W [cytoplasm]"
6 606 IMP cyclohydrolase IMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "5-formamido-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazole-4-carboxamide [cytoplasm]"; "YLRO028C [cytoplasm]" "YMR120C [cytoplasm]"
6 607 IMP dehydrogenase IMP [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "5'-xanthylic acid [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"; "YHR216W [cytoplasm]" "YLR432W [cytoplasm]"
6 772 nucleoside-diphosphate kinase (ATP:dADP) ATP [cytoplasm] + "dADP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "dATP [cytoplasm]"; "YKLO67W [cytoplasm]"
6 774 nucleoside-diphosphate kinase (ATP:dGDP) ATP [cytoplasm] + "dGDP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "dGTP [cytoplasm]"; "YKL067W [cytoplasm]"
6 777 nucleoside-diphosphate kinase (ATP:GDP) ATP [cytoplasm] + "GDP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "GTP [cytoplasm]"; "YKLO67W [cytoplasm]"
6 778 nucleoside-diphosphate kinase (ATP:IDP) ATP [cytoplasm] + "IDP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "ITP [cytoplasm]"; "YKLO67W [cytoplasm]"
5-amino-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazole [cytoplasm] + "carbon dioxide [cytoplasm]" = "5-amino-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazole-4-carboxylic acid [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YORI128C
6 883 phosphoribosylaminoimidazole carboxylase
[cytoplasm]"
2-formamido-N(1)-(5-phospho-D-ribosyl)acetamidine [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "5-amino-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazole [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" +
6 884 [phosphoribosylaminoimidazole synthase
"phosphate [cytoplasm]"; "YGL234W [cytoplasm]"
10-formyltetrahydrofolic acid [cytoplasm] + "S5-amino-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazole-4-carboxamide [cytoplasm]" = "5,6,7,8-tetrahydrofolic acid [cytoplasm]" + "5-formamido-1-(5-phospho-D-
6 885 phosphoribosylaminoimidazolecarboxamide formyltransferase
ribosyl)imidazole-4-carboxamide [cytoplasm]"; "YLR028C [cytoplasm]" "YMR120C [cytoplasm]"
. o . . 5-amino-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazole-4-carboxylic acid [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" + "L-aspartate [cytoplasm]" = "(2S)-2-[5-amino-1-(5-phospho-beta-D-ribosyl)imidazole-4-
6 886 [phosphoribosylaminoimidazolesuccinocarboxamide synthase
carboxamido]succinic acid [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YAROI5W [cytoplasm]"
i . o ATP [cytoplasm] + "L-glutamine [cytoplasm]" + "N(2)-formyl-N(1)-(5-phospho-D-ribosyl)glycinamide [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "2-formamido-N(1)-(5-phospho-D-ribosyl)acetamidine
6 8388 phosphoribosylformylglycinamidine synthase
[cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YGRO61C [cytoplasm]"
i . . 10-formyltetrahydrofolic acid [cytoplasm] + "N(1)-(5-phospho-D-ribosyl)glycinamide [cytoplasm]" = "5,6,7,8-tetrahydrofolic acid [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "N(2)-formyl-N(1)-(5-phospho-D-|
6 889 [phosphoribosylglycinamide formyltransferase . X X
ribosyl)glycinamide [cytoplasm]"; "YDR408C [cytoplasm]"
. . X 5-phospho-beta-D-ribosylamine [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" + "glycine [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "N(1)-(5-phospho-D-ribosyl)glycinamide [cytoplasm]" +
6 890 phosphoribosylglycinamide synthase
"phosphate [cytoplasm]"; "YGL234W [cytoplasm]"
. alpha-D-ribose 5-phosphate [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate [cytoplasm]" + "AMP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YBLO68W [cytoplasm]"
6 891 [phosphoribosylpyrophosphate synthetase
"YER099C [cytoplasm]" "YHLO11C [cytoplasm]" "YKL181W [cytoplasm]" "YOLO61W [cytoplasm]"
6 918 purine-nucleoside phosphorylase (adenosine) adenosine [cytoplasm] + "phosphate [cytoplasm]" = "adenine [cytoplasm]" + "alpha-D-ribose 1-phosphate [cytoplasm]"; "YLR209C [cytoplasm]"
6 919 purine-nucleoside phosphorylase (adenosine) 2 adenosine [mitochondrion] + "phosphate [mitochondrion]" = "adenine [mitochondrion]" + "alpha-D-ribose 1-phosphate [mitochondrion]"; "YLR209C [mitochondrion]"
6 920 purine-nucleoside phosphorylase (deoxyadenosine) 2'-deoxyadenosine [cytoplasm] + "phosphate [cytoplasm]" = "2-deoxy-D-ribofuranose 1-phosphate [cytoplasm]" + "adenine [cytoplasm]"; "YLR209C [cytoplasm]"
6 921 purine-nucleoside phosphorylase (deoxyguanosine) 2'-deoxyguanosine [cytoplasm] + "phosphate [cytoplasm]" = "2-deoxy-D-ribofuranose 1-phosphate [cytoplasm]" + "guanine [cytoplasm]"; "YLR209C [cytoplasm]"
6 922 [purine-nucleoside phosphorylase (deoxyinosine) 2'-deoxyinosine [cytoplasm] + "phosphate [cytoplasm]" = "2-deoxy-D-ribofuranose 1-phosphate [cytoplasm]" + "hypoxanthine [cytoplasm]"; "YLR209C [cytoplasm]"
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6 923 [purine-nucleoside phosphorylase (Guanosine) guanosine [cytoplasm] + "phosphate [cytoplasm]" = "alpha-D-ribose 1-phosphate [cytoplasm]" + "guanine [cytoplasm]"; "YLR209C [cytoplasm]"
6 924 purine-nucleoside phosphorylase (Guanosine) 2 guanosine [mitochondrion] + "phosphate [mitochondrion]" = "alpha-D-ribose 1-phosphate [mitochondrion]" + "guanine [mitochondrion]"; "YLR209C [mitochondrion]"
6 925 purine-nucleoside phosphorylase (inosine) inosine [cytoplasm] + "phosphate [cytoplasm]" = "alpha-D-ribose 1-phosphate [cytoplasm]" + "hypoxanthine [cytoplasm]"; "YLR209C [cytoplasm]"
6 926 [purine-nucleoside phosphorylase (Xanthosine) [phosphate [cytoplasm] + "xanthosine [cytoplasm]" = "9H-xanthine [cytoplasm]" + "alpha-D-ribose 1-phosphate [cytoplasm]"; "YLR209C [cytoplasm]"
. . . ADP [nucleus] + "thioredoxin dithiol [nucleus]" = "dADP [nucleus]" + "water [nucleus]" + '“thioredoxin disulfide [nucleus]"; "YER0O70W:YGR180C:YGR209C [nucleus]"
6 951 ribonucleoside-diphosphate reductase
"YERO70W:YGR180C:YLR043C [nucleus]" "YGR180C:YGR209C:YIL066C [nucleus]" "YGR180C:YIL066C:YLR043C [nucleus]"
. X i ADP [cytoplasm] + "thioredoxin dithiol [cytoplasm]" = "dADP [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" + "thioredoxin disulfide [cytoplasm]"; "YERO70W:YGR209C:YJL026W [cytoplasm]"
6 952 ribonucleoside-diphosphate reductase (ADP)
"YERO70W:YJL026W:YLRO043C [cytoplasm]" "YGR209C:YIL066C:YJL026W [cytoplasm]" "YIL0O66C:YJLO26W:YLR043C [cytoplasm]"
. . . GDP [cytoplasm] + "thioredoxin dithiol [cytoplasm]" = "dGDP [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" + "thioredoxin disulfide [cytoplasm]"; "YERO70W:YGR209C:YJL026W [cytoplasm]"
6 955 ribonucleoside-diphosphate reductase (GDP)
"YERO70W:YJL026W:YLRO043C [cytoplasm]"
GDP [nucleus] + "thioredoxin dithiol [nucleus]" = "dGDP [nucleus]" + "water [nucleus]" + "thioredoxin disulfide [nucleus]"; "YERO70W:YGR180C:YGR209C [nucleus]"
6 956 ribonucleoside-diphosphate reductase (GDP) 2
"YERO70W:YGR180C:YLRO043C [nucleus]"
6 959 ribonucleoside-triphosphate reductase (ATP) ATP [cytoplasm] + "thioredoxin dithiol [cytoplasm]" = "dATP [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" + "thioredoxin disulfide [cytoplasm]"; "YGR209C [cytoplasm]" "YLR043C [cytoplasm]"
6 960 ribonucleoside-triphosphate reductase (CTP) CTP [cytoplasm] + "thioredoxin dithiol [cytoplasm]" = "dCTP [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" + "thioredoxin disulfide [cytoplasm]"; "YGR209C [cytoplasm]" "YLR043C [cytoplasm]"
6 961 ribonucleoside-triphosphate reductase (GTP) GTP [cytoplasm] + "thioredoxin dithiol [cytoplasm]" = "dGTP [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" + "thioredoxin disulfide [cytoplasm]"; "YGR209C [cytoplasm]" "YLR043C [cytoplasm]"
6 962 ribonucleoside-triphosphate reductase (UTP) UTP [cytoplasm] + "thioredoxin dithiol [cytoplasm]" = "dUTP [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" + "thioredoxin disulfide [cytoplasm]"; "YGR209C [cytoplasm]" "YLRO043C [cytoplasm]"
6 1079 |xanthine phosphoribosyltransferase 5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate [cytoplasm] + "9H-xanthine [cytoplasm]" = "5'-xanthylic acid [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YJR133W [cytoplasm]"
6 222 Ap4A hydrolase P(1),P(4)-bis(5'-adenosyl) tetraphosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" =2 * "ADP [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]"; "YDR305C [cytoplasm]"
6 1811  |2',3'-cyclic AMP production ->"2"3"cyclic AMP [cytoplasm]"
6 232 aspartate carbamoyltransferase carbamoyl phosphate [cytoplasm] + "L-aspartate [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "N-carbamoyl-L-aspartate [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YJL130C [cytoplasm]"
. . 2 * "ATP [cytoplasm]" + "bicarbonate [cytoplasm]" + "L-glutamine [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = 2 * "ADP [cytoplasm]" + "carbamoyl phosphate [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "L-
6 277 carbamoyl-phosphate synthase (glutamine-hydrolysing)
glutamate [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YJL130C [cytoplasm]" "YJR109C:YOR303W [cytoplasm]"
. ATP [cytoplasm] + "L-glutamine [cytoplasm]" + "UTP [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "CTP [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]" + "phosphate’
6 335 CTP synthase (glutamine)
[cytoplasm]"; "YBLO039C [cytoplasm]" "YJR103W [cytoplasm]"
ammonium [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" + "UTP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "CTP [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YBLO039C [cytoplasm]" "YJR103 W]
6 336 CTP synthase (NH3)
[cytoplasm]"
6 343 cytidine deaminase cytidine [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "ammonium [cytoplasm]" + "uridine [cytoplasm]"; "YLR245C [cytoplasm]"
6 344 cytidine kinase (GTP) cytidine [cytoplasm] + "GTP [cytoplasm]" = "CMP [cytoplasm]" + "GDP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YNRO12W [cytoplasm]"
6 349 cytosine deaminase cytosine [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "ammonium [cytoplasm]" + "uracil [cytoplasm]"; "YPRO62W [cytoplasm]"
6 357 dCMP deaminase dCMP [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "ammonium [cytoplasm]" + "dUMP [cytoplasm]"; "YHR144C [cytoplasm]"
6 358 dCTP deaminase dCTP [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "ammonium [cytoplasm]" + "dUTP [cytoplasm]"; "YHR144C [cytoplasm]"
6 361 deoxycytidine deaminase 2'-deoxycytidine [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "2'-deoxyuridine [cytoplasm]" + "ammonium [cytoplasm]"; "YLR245C [cytoplasm]"
6 373 dihydoorotic acid (ubiquinone-6) (S)-dihydroorotate [cytoplasm] + "ubiquinone-6 [mitochondrion]" = "orotate [cytoplasm]" + "ubiquinol-6 [mitochondrion]"; "YKL216W [mitochondrial membrane]"
6 374 dihydoorotic acid dehydrogenase (S)-dihydroorotate [cytoplasm] + "oxygen [cytoplasm]" = "hydrogen peroxide [cytoplasm]" + "orotate [cytoplasm]"; "YKL216W [cytoplasm]"
6 381 dihydroorotase (S)-dihydroorotate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "N-carbamoyl-L-aspartate [cytoplasm]"; "YLR420W [cytoplasm]"
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6 395 dTMP kinase ATP [cytoplasm] + "dTMP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "dTDP [cytoplasm]"; "YJRO57W [cytoplasm]"

6 396 dUTP diphosphatase dUTP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + "dUMP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YBR252W [cytoplasm]"

6 487 Fumarate dependent DHORD (S)-dihydroorotate [cytoplasm] + "fumarate(2-) [cytoplasm]" = "orotate [cytoplasm]" + "succinate(2-) [cytoplasm]"; "YKL216W [cytoplasm]"

6 771 nucleoside-diphosphate kinase (ATP:CDP) ATP [cytoplasm] + "CDP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "CTP [cytoplasm]"; "YKLO67W [cytoplasm]"

6 773 nucleoside-diphosphate kinase (ATP:dCDP) ATP [cytoplasm] + "dCDP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "dCTP [cytoplasm]"; "YKLO67W [cytoplasm]"

6 775 nucleoside-diphosphate kinase (ATP:dTDP) ATP [cytoplasm] + "dTDP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "dTTP [cytoplasm]"; "YKLO67W [cytoplasm]"

6 776 nucleoside-diphosphate kinase (ATP:dUDP) ATP [cytoplasm] + "dUDP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "dUTP [cytoplasm]"; "YKLO67W [cytoplasm]"

6 779 nucleoside-diphosphate kinase (ATP:UDP) ATP [cytoplasm] + "UDP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "UTP [cytoplasm]"; "YKLO67W [cytoplasm]"

o 103 orotate phosphoribosyltransferase diphosphate [cytoplasm] + "orotidine 5'-(dihydrogen phosphate) [cytoplasm]" = "5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate [cytoplasm]" + "orotate [cytoplasm]"; "YMLI106W [cytoplasm]"
"YMR271C [cytoplasm]"

6 794 orotidine-5"-phosphate decarboxylase H+ [cytoplasm] + "orotidine 5'-(dihydrogen phosphate) [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "UMP [cytoplasm]"; "YELO21W [cytoplasm]"

o o53 ibonucleoside-diphosphate reductase (CDP) CDP [cytoplasm] + "thioredoxin dithiol [cytoplasm]" = "dCDP [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" + "thioredoxin disulfide [cytoplasm]"; "YERO70W:YGR209C:YJL026W [cytoplasm]"
"YERO70W:YJL026W:YLRO043C [cytoplasm]"

B 054 ibonucleoside-diphosphate reductase (CDP). 2 CDP [nucleus] + ‘"thioredoxin dithiol [nucleus]" = "dCDP [nucleus]" + "water [nucleus]" + 'thioredoxin disulfide [nucleus]"; "YERO70W:YGR180C:YGR209C [nucleus]"
"YERO70W:YGR180C:YLRO043C [nucleus]"

o 057 ibonucleoside-diphosphate reductase (UDP) UDP [cytoplasm] + "thioredoxin dithiol [cytoplasm]" = "dUDP [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" + "thioredoxin disulfide [cytoplasm]"; "YERO70W:YGR209C:YJL026W [cytoplasm]"
"YERO70W:YJL026W:YLRO043C [cytoplasm]"

B 058 ibonucleoside-diphosphate reductase (UDP). 2 UDP [nucleus] + "thioredoxin dithiol [nucleus]" = "dUDP [nucleus]" + ‘"water [nucleus]" + "thioredoxin disulfide [nucleus]"; "YERO70W:YGR180C:YGR209C [nucleus]"
"YERO70W:YGR180C:YLR043C [nucleus]"

6 1007 |sulfate adenylyltransferase (ADP) ADP [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "sulphate [cytoplasm]" = "5'-adenylyl sulfate [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YCL050C [cytoplasm]"

6 1032 |thymidylate synthase 5,10-methylenetetrahydrofolate(2-) [cytoplasm] + "dUMP [cytoplasm]" = "dihydrofolic acid [cytoplasm]" + "dTMP [cytoplasm]"; "YORO074C [cytoplasm]"

6 1059 |UMP kinase ATP [cytoplasm] + "UMP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "UDP [cytoplasm]"; "YKL024C [cytoplasm]"

6 1060 |UMP kinase_2 ATP [nucleus] + "UMP [nucleus]" = "ADP [nucleus]" + "UDP [nucleus]"; "YKL024C [nucleus]"

6 1061 |uracil phosphoribosyltransferase 5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate [cytoplasm] + "uracil [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + "UMP [cytoplasm]"; "YHR128W [cytoplasm]"

6 1064 |uridine kinase (ATP:uridine) ATP [cytoplasm] + "uridine [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "UMP [cytoplasm]"; "YNRO12W [cytoplasm]"

6 1065  |uridine kinase (GTP:uridine) GTP [cytoplasm] + "uridine [cytoplasm]" = "GDP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "UMP [cytoplasm]"; "YNRO12W [cytoplasm]"

6 1066 [|uridylate kinase (dUMP) ATP [cytoplasm] + "dUMP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "dUDP [cytoplasm]"; "YKL024C [cytoplasm]"

6 1067 |uridylate kinase (dAUMP)_2 ATP [nucleus] + "dUMP [nucleus]" = "ADP [nucleus]" + "dUDP [nucleus]"; "YKL024C [nucleus]"

7 12 1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase 1-pyrroline-5-carboxylate [mitochondrion] + "NAD(+) [mitochondrion]" + 2 * "water [mitochondrion]" = "H+ [mitochondrion]" + "L-glutamate [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]"

7 18 2-aminoadipate transaminase 2-oxoadipic acid [cytoplasm] + "L-glutamate [cytoplasm]" = "2-oxoglutarate [cytoplasm]" + "L-2-aminoadipate(2-) [cytoplasm]"

7 24 2-hydroxybutyrate:NAD+ oxidoreductase 2-hydroxybutyric acid [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "2-oxobutanoate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"

7 28 2-keto-4-methylthiobutyrate transamination 4-methylthio-2-oxobutanoate [cytoplasm] + "L-glutamate [cytoplasm]" = "2-oxoglutarate [cytoplasm]" + "L-methionine [cytoplasm]"

7 33 2-oxobutanoate dehydrogenase 2-oxobutanoate [mitochondrion] + "coenzyme A [mitochondrion]" + "NAD(+) [mitochondrion]" = "carbon dioxide [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]" + "propionyl-CoA [mitochondrion]"

7 41 3-(4-hydroxyphenyl-)lactate formation 3-(4-hydroxyphenyl)pyruvate [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]" = "3-(4-hydroxyphenyl)lactate [mitochondrion]" + "NAD(+) [mitochondrion]"

7 46 3-hexaprenyl-4,5-dihydroxybenzoate hydroxylase 3-hexaprenyl-4-hydroxybenzoic acid [cytoplasm] + 0.5 * "oxygen [cytoplasm]" = "3-hexaprenyl-4,5-dihydroxybenzoic acid [cytoplasm]"

7 47 3-hexaprenyl-4-hydroxy-5-methoxybenzoate decarboxylase  |3-hexaprenyl-4-hydroxy-5-methoxybenzoic acid [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" = "2-hexaprenyl-6-methoxyphenol [mitochondrion]" + "carbon dioxide [mitochondrion]"

Suequy



09¢

7 69 4-acetamidobutyrate deacetylase 4-acetamidobutanoate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "acetate [cytoplasm]" + "gamma-aminobutyrate [cytoplasm]"

; i 4-amino-5-hydroxymethyl-2-methylpyrimidine synthetase 5-amino-1-(5-phospho-D-ribosyl)imidazole [cytoplasm] + 2 * "H+ [cytoplasm]" = "4-amino-5-hydroxymethyl-2-methylpyrimidine [cytoplasm]" + "glycolaldehyde [cytoplasm]" + "phosphate
[cytoplasm]"

7 75 4-hydroxybenzoate formation 4-hydroxybenzoyl-CoA [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "4-hydroxybenzoate [mitochondrion]" + "coenzyme A [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]"

. 6 4 hydroxybenzoyl-CoA formation 4-coumaroyl-CoA [mitochondrion] + "coenzyme A [mitochondrion]" + "NAD(+) [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" = "4-hydroxybenzoyl-CoA [mitochondrion]" + "acetyl-CoA
[mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]"

7 77 [4-hydroxycinnamate formation 3-(4-hydroxyphenyl)lactate [mitochondrion] = "trans-4-coumarate [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]"

7 82 5'-nucleotidase (AMP) AMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "adenosine [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"

7 84 5'-nucleotidase (1AMP) dAMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "2'-deoxyadenosine [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"

7 85 5'-nucleotidase (ACMP) dCMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "2'-deoxycytidine [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"

7 86 5"-nucleotidase (AGMP) dGMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "2'-deoxyguanosine [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"

7 87 5'-nucleotidase (dTMP) dTMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "phosphate [cytoplasm]" + "thymidine [cytoplasm]"

7 88 5'-nucleotidase (dAUMP) dUMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "2'-deoxyuridine [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"

7 89 5'-nucleotidase (GMP) GMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "guanosine [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"

7 92 5'-nucleotidase (XMP) 5'-xanthylic acid [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "phosphate [cytoplasm]" + "xanthosine [cytoplasm]"

7 98 5-formethyltetrahydrofolate cyclo-ligase 2 5-formyltetrahydrofolic acid [mitochondrion] + "ATP [mitochondrion]" = "(6R)-5,10-methenyltetrahydrofolic acid [mitochondrion]" + "ADP [mitochondrion]" + "phosphate [mitochondrion]"

7 99 5-formyltetrahydrofolate: 10-formyltetrahydrofolate isomerase |S-formyltetrahydrofolic acid [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "10-formyltetrahydrofolic acid [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"

7 101 5-methylthio-5-deoxy-D-ribulose 1-phosphate dehydratase S-methyl-5-thio-D-ribulose 1-phosphate [cytoplasm] = "5-(methylsulfanyl)-2,3-dioxopentyl phosphate [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"

7 102 5-methylthioribose-1-phosphate isomerase S-methyl-5-thio-alpha-D-ribose 1-phosphate [cytoplasm] = "S-methyl-5-thio-D-ribulose 1-phosphate [cytoplasm]"

7 109 8-amino-7-oxononanoate synthase L-alanine [cytoplasm] + "pimeloyl-CoA [cytoplasm]" = "8-amino-7-oxononanoate [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + 4 * "H+ [cytoplasm]"

Aminoacetone:oxygen  oxidoreductase(deaminating)(flavin-|

7 218 containing) aminoacetone [cytoplasm] + "oxygen [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "ammonium [cytoplasm]" + "hydrogen peroxide [cytoplasm]" + "methylglyoxal [cytoplasm]"

7 234 aspartate oxidase FAD [mitochondrion] + "L-aspartate [cytoplasm]" = "FADH2 [mitochondrion]" + "H+ [cytoplasm]" + "iminoaspartic acid [cytoplasm]"

7 251 bicarbonate formation carbon dioxide [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "bicarbonate [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]"

7 252 bicarbonate formation_2 carbon dioxide [nucleus] + "water [nucleus]" = "bicarbonate [nucleus]" + "H+ [nucleus]"

7 253 bicarbonate formation 3 carbon dioxide [peroxisome] + "water [peroxisome]" = "bicarbonate [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]"

7 254 bicarbonate formation_4 carbon dioxide [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "bicarbonate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"

7 255 bicarbonate formation_5 carbon dioxide [extracellular] + "water [extracellular]" = "bicarbonate [extracellular]" + "H+ [extracellular]"
oxygen [cytoplasm] + "S-adenosyl-L-methionine [cytoplasm]" + "zymosterol [cytoplasm]" = "ergosta-5,7,22,24(28)-tetraen-3beta-ol [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "S-adenosyl-L-homocysteine

7 298 cholestenol delta-isomerase, lumped reaction
[cytoplasm]" + 2 * "water [cytoplasm]"

7 305 chorismate pyruvate lyase chorismate(2-) [cytoplasm] = "4-hydroxybenzoate [cytoplasm]" + "pyruvate [cytoplasm]"

7 332 CMP nucleosidase CMP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "alpha-D-ribose 5-phosphate [cytoplasm]" + "cytosine [cytoplasm]"

7 334 coumaroyl-CoA formation ATP [mitochondrion] + "coenzyme A [mitochondrion]" + "trans-4-coumarate [mitochondrion]" = "4-coumaroyl-CoA [mitochondrion]" + "AMP [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]"

7 345 cytidylate kinase (CMP) ATP [cytoplasm] + "CMP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "CDP [cytoplasm]"

7 346 cytidylate kinase (dCMP) ATP [cytoplasm] + "dCMP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "dCDP [cytoplasm]"
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7 360 deoxyadenylate kinase ATP [cytoplasm] + "dAMP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "dADP [cytoplasm]"
7 365 deoxyuridine kinase (ATP:deoxyuridine) 2'-deoxyuridine [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "dUMP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"
7 367 dephospho-CoA kinase 3'-dephospho-CoA [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"
7 368 dephospho-CoA kinase 2 3'-dephospho-CoA [mitochondrion] + "ATP [mitochondrion]" = "ADP [mitochondrion]" + "coenzyme A [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]"
7 372 diamine transaminase acetyl-CoA [cytoplasm] + "spermine [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "N(1)-acetylspermine [cytoplasm]"
7 380 dihydroneopterin triphosphate pyrophosphatase 7,8-dihydroneopterin 3'-triphosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "7,8-dihydroneopterin 3'-phosphate [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"
7 473 FMN adenylyltransferase_2 ATP [mitochondrion] + "FMN [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]" = "diphosphate [mitochondrion]" + "FAD [mitochondrion]"
7 477 formate dehydrogenase, cytosolic/mitochondrial formate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "ubiquinone-6 [mitochondrion]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "ubiquinol-6 [mitochondrion]"
7 481 fructose-1-phosphate kinase ATP [cytoplasm] + "D-fructose 1-phosphate [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "D-fructose 1,6-bisphosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"
7 495 geranylgeranyltranstransferase 2-trans,6-trans, 1 0-trans-geranylgeranyl diphosphate [cytoplasm] + "isopentenyl diphosphate [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + "pentaprenyl diphosphate [cytoplasm]"
7 500 glucosamine-6-phosphate deaminase alpha-D-glucosamine 6-phosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "ammonium [cytoplasm]" + "D-fructose 6-phosphate [cytoplasm]"
., 502 elucose 6-phosphate dehydrogenase 2 aldehydo-D-glucose 6-phosphate [endoplasmic reticulum] + "NADP(+) [endoplasmic reticulum]" = "6-O-phosphono-D-glucono-1,5-lactone [endoplasmic reticulum]" + "H+ [endoplasmic reticulum]" +
"NADPH [endoplasmic reticulum]"
7 513 glutaminase L-glutamine [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "ammonium [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]"
7 537 glycine C-acetyltransferase coenzyme A [cytoplasm] + "L-2-amino-3-oxobutanoate [cytoplasm]" = "acetyl-CoA [cytoplasm]" + "glycine [cytoplasm]"
7 566 guanosine kinase ATP [cytoplasm] + "guanosine [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "GMP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"
7 582 homocitrate synthase 2-oxoglutarate [mitochondrion] + "acetyl-CoA [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" = "coenzyme A [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]" + "homocitrate(3-) [mitochondrion]"
7 602 hypothetical enyme pyridoxamine 5'-phosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "phosphate [cytoplasm]" + "pyridoxamine [cytoplasm]"
7 617 inositol-P-ceramide C to D inositol-P-ceramide C [Golgi] = "inositol-P-ceramide D [Golgi]"
7 619 insosine kinase ATP [cytoplasm] + "inosine [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "IMP [cytoplasm]"
L-1-pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylate spontaneous
7 644 conversion to L4-hydroxyglutamate semialdehyde 1-pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylic acid [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" = "L-4-hydroxyglutamic semialdehyde [mitochondrion]"
7 645 L-2-amino-3-oxobutanoate decarboxylation (spontaneous) H+ [cytoplasm] + "L-2-amino-3-oxobutanoate [cytoplasm]" = "aminoacetone [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]"
7 657 L-glutamate 5-semialdehyde dehydratase L-glutamic 5-semialdehyde [cytoplasm] = "1-pyrroline-5-carboxylate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"
7 658 L-glutamate 5-semialdehyde dehydratase, L-glutamic 5-semialdehyde [mitochondrion] = "1-pyrroline-5-carboxylate [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]"
7 671 lactaldehyde dehydrogenase (S)-lactaldehyde [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "(S)-lactate [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"
7 709 methylglyoxal synthase glycerone phosphate [cytoplasm] = "methylglyoxal [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"
7 727 myristicoyl-CoA desaturase (n-C14:0CoA ->n-C14:1CoA)  [H+ [cytoplasm] + "myristoyl-CoA [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" + "oxygen [cytoplasm]" = "NADP(+) [cytoplasm]" + "tetradecenoyl-CoA [cytoplasm]" + 2 * "water [cytoplasm]"
7 730 [N-acetylputrescine: oxygen oxireductase (deaminating) (N-acetylputrescine [cytoplasm] + "oxygen [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "4-acetamidobutanal [cytoplasm]" + "ammonium [cytoplasm]" + "hydrogen peroxide [cytoplasm]"
7 734 [N4-acetylaminobutanal:NAD+ oxidoreductase 4-acetamidobutanal [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "4-acetamidobutanoate [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"
7 738 INAD nucleosidase INAD(+) [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "ADP-ribose [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "nicotinamide [cytoplasm]"
7 746 INADP phosphatase INADP(+) [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "NAD(+) [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"
7 747 INADP phosphatase 2 INADP(+) [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "NAD(+) [mitochondrion]" + "phosphate [mitochondrion]"
7 765 non-enzymatic reaction 2-oxaloglutaric acid [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" = "2-oxoadipic acid [mitochondrion]" + "carbon dioxide [mitochondrion]"
7 767 nucleoside-diphosphatase (dGDP) dGDP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "dGMP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"
7 780 nucleoside-triphosphatase (dGTP) dGTP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "dGDP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"
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7 781 nucleoside-triphosphatase (GTP) GTP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "GDP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"
7 787 O-succinylhomoserine lyase (L-cysteine) L-cysteine [cytoplasm] + "O-succinyl-L-homoserine [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-cystathionine [cytoplasm]" + "succinate(2-) [cytoplasm]"
7 788 Oleoyl-CoA desaturase (n-C18:1CoA ->n-C18:2CoA) H+ [cytoplasm] + "NADPH [cytoplasm]" + "oleoyl-CoA [cytoplasm]" + "oxygen [cytoplasm]" = "NADP(+) [cytoplasm]" + "octadec-9-ynoyl-CoA [cytoplasm]" + 2 * "water [cytoplasm]"
7 814 [pantetheine-phosphate adenylyltransferase ATP [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "pantetheine 4'-phosphate [cytoplasm]" = "3'-dephospho-CoA [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"
7 815 panthetheine-phosphate adenylyltransferase ATP [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "pantetheine 4'-phosphate [mitochondrion]" = "3'-dephospho-CoA [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]"
o (R)-4'-phosphopantothenic acid [cytoplasm] + "CTP [cytoplasm]" + "L-cysteine [cytoplasm]" = "CMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "N-[(R)-4-
7 878 [phosphopantothenate-cysteine ligase .
(phosphonopantothenoyl]-L-cysteine [cytoplasm]"
7 879 [phosphopantothenoylcysteine decarboxylase H+ [cytoplasm] + "N-[(R)-4-phosphonopantothenoyl]-L-cysteine [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "pantetheine 4'-phosphate [cytoplasm]"
7 912 prephenate dehydrogenase INAD(+) [cytoplasm] + "prephenate(2-) [cytoplasm]" = "3-(4-hydroxyphenyl)pyruvate [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"
7 927  |pyridoxal kinase ATP [cytoplasm] + "pyridoxal [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "pyridoxal 5'-phosphate [cytoplasm]"
7 930 [pyridoxamine kinase ATP [cytoplasm] + "pyridoxamine [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "pyridoxamine 5'-phosphate [cytoplasm]"
7 932 pyridoxine kinase ATP [cytoplasm] + "pyridoxine [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "pyridoxine 5'-phosphate [cytoplasm]"
7 934 pyrimidine phosphatase 5-amino-6-(5-phosphoribitylamino)uracil [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "5-amino-6-(D-ribitylamino)uracil [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"
7 935 (pyrimidine-nucleoside phosphorylase (uracil) [phosphate [cytoplasm] + "uridine [cytoplasm]" = "alpha-D-ribose 1-phosphate [cytoplasm]" + "uracil [cytoplasm]"
7 942 quinolinate synthase glycerone phosphate [cytoplasm] + "iminoaspartic acid [cytoplasm]" = "phosphate [cytoplasm]" + "quinolinate(2-) [cytoplasm]" + 2 * "water [cytoplasm]"
7 943 quinolinate synthase_2 2-amino-3-(3-oxoprop- 1-enyl)but-2-enedioate [cytoplasm] = "H+ [cytoplasm]" + "quinolinate(2-) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"
7 974 serine O-acetyltransferase acetyl-CoA [cytoplasm] + "L-serine [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "O-acetyl-L-serine [cytoplasm]"
7 981 spermidine acetyltransferase acetyl-CoA [cytoplasm] + "spermidine [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "N(1)-acetylspermidine [cytoplasm]"
7 989 spontaneous cis-aconitate(3-) to trans-aconitate cis-aconitate(3-) [mitochondrion] = "trans-aconitate(3-) [mitochondrion]"
7 990 spontaneous cis-aconitate(3-) to trans-aconitate_2 cis-aconitate(3-) [cytoplasm] = "trans-aconitate(3-) [cytoplasm]"
7 1014 |thiamin phosphatase thiamine(1+) monophosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "phosphate [cytoplasm]" + "thiamine(1+) [cytoplasm]"
7 1016  |thiaminase thiamine(1+) [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "4-amino-5-hydroxymethyl-2-methylpyrimidine [cytoplasm]" + "5-(2-hydroxyethyl)-4-methylthiazole [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"
7 1020  |thiamine-phosphate kinase ATP [cytoplasm] + "thiamine(1+) monophosphate [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "thiamine(1+) diphosphate(1-) [cytoplasm]"
. o alpha-D-ribose 5-phosphate [cytoplasm] + "glycine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "L-cysteine [cytoplasm]" + "O-acetyl-L-homoserine [cytoplasm]" = "4-methyl-5-(2-phosphonooxyethyl)thiazole
7 1021 |thiazole phosphate synthesis (ribose 5-phosphate) . . .
[cytoplasm]" + "acetate [cytoplasm]" + "ammonium [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]" + "gamma-aminobutyrate [cytoplasm]" + "pyruvate [cytoplasm]" + 3 * "water [cytoplasm]"
. X D-xylulose 5-phosphate [cytoplasm] + "glycine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "L-cysteine [cytoplasm]" + "O-acetyl-L-homoserine [cytoplasm]" = "4-methyl-5-(2-phosphonooxyethyl)thiazole|
7 1022 |thiazole phosphate synthesis (xylulose 5-phosphate) . . .
[cytoplasm]" + "acetate [cytoplasm]" + "ammonium [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]" + "gamma-aminobutyrate [cytoplasm]" + "pyruvate [cytoplasm]" + 3 * "water [cytoplasm]"
7 1030 |thymidine kinase (ATP:thymidine) ATP [cytoplasm] + "thymidine [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "dTMP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"
7 1077  |water auto-dissociation H+ [cytoplasm] + "hydroxide [cytoplasm]" = "water [cytoplasm]"
7 1078  |water auto-dissociation_2 H+ [mitochondrion] + "hydroxide [mitochondrion]" = "water [mitochondrion]"
. . (R)-lactate [cytoplasm] + 2 * "ferricytochrome ¢ [mitochondrion]" = 2 * "ferrocytochrome ¢ [mitochondrion]" + "pyruvate [cytoplasm]"; "YDL174C:YEL039C [mitochondrial membrane]"
8 1 (R)-lactate:ferricytochrome-c 2-oxidoreductase . X . . . .
"YDL174C:YJR048W [mitochondrial membrane]" "YEL039C:YELO71W [mitochondrial membrane]" "YEL0O71W:YJR048W [mitochondrial membrane]"
(R)-lactate [mitochondrion] + 2 * "ferricytochrome ¢ [mitochondrion]" = 2 * "ferrocytochrome ¢ [mitochondrion]" + "pyruvate [mitochondrion]"; "YDL178W:YELO039C [mitochondrion]"
8 2 (R)-lactate:ferricytochrome-c 2-oxidoreductase_2
"YDL178W:YJR048W [mitochondrion]"
8 4 (S)-lactate:ferricytochrome-c 2-oxidoreductase (S)-lactate [cytoplasm] + 2 * "ferricytochrome ¢ [mitochondrion]" = 2 * "ferrocytochrome ¢ [mitochondrion]" + "pyruvate [cytoplasm]"; "YEL039C:YMLO054C [mitochondrial membrane]"
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"YJR048W:YMLO054C [mitochondrial membrane]"

6-O-phosphono-D-glucono-1,5-lactone [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "6-phospho-D-gluconate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YCRO73W-A [cytoplasm]" "YGR248W [cytoplasm]"

106 6-phosphogluconolactonase
"YHR163W [cytoplasm]" "YNRO034W [cytoplasm]"
125 acetyl-CoA hydrolase acetate [cytoplasm] + "coenzyme A [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" = "acetyl-CoA [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YBLO15W [cytoplasm]"
126 acetyl-CoA hydrolase 2 acetyl-CoA [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "acetate [mitochondrion]" + "coenzyme A [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]"; "YBLO15W [mitochondrion]"
acetate [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" = "acetyl-CoA [cytoplasm]" + "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YALO54C [cytoplasm]" "YLR153C
127 acetyl-CoA synthetase
[cytoplasm]"
acetate [mitochondrion] + "ATP [mitochondrion]" + "coenzyme A [mitochondrion]" = "acetyl-CoA [mitochondrion]" + "AMP [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]"; "YAL054C
128 acetyl-CoA synthetase 2 . i
[mitochondrion]"
129 acetyl-CoA synthetase nuclear acetate [nucleus] + "ATP [nucleus]" + "coenzyme A [nucleus]" = "acetyl-CoA [nucleus]" + "AMP [nucleus]" + "diphosphate [nucleus]"; "YLR153C [nucleus]"
cthanol [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "acetaldehyde [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"; "YBR145W [cytoplasm]" "YDL168W [cytoplasm]" "YGL256W [cytoplasm]"
181 alcohol dehydrogenase (ethanol)
"YMR303C [cytoplasm]" "YOLO086C [cytoplasm]"
191 aldehyde dehydrogenase (acetaldehyde, NADP) acetaldehyde [cytoplasm] + "NADP(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "acetate [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]"; "YPLO61W [cytoplasm]"
acetaldehyde [mitochondrion] + "NAD(+) [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" = "acetate [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]"; "YOR374W|
192 aldehyde dehydrogenase (acetylaldehyde, NAD) . .
[mitochondrion]"
acetaldehyde [mitochondrion] + "NADP(+) [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" = "acetate [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]" + "NADPH [mitochondrion]"; "YER073W
193 aldehyde dehydrogenase (acetylaldehyde, NADP) . X . .
[mitochondrion]" "YOR374W [mitochondrion]"
307 cis-aconitate(3-) to isocitrate cis-aconitate(3-) [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "isocitrate(3-) [mitochondrion]"; "YLR304C [mitochondrion]"
308 cis-aconitate(3-) to isocitrate_2 cis-aconitate(3-) [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "isocitrate(3-) [cytoplasm]"; "YLR304C [cytoplasm]"
s . b acetyl-CoA [mitochondrion] + "oxaloacetate(2-) [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" = "citrate(3-) [mitochondrion]" + "coenzyme A [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]"; "YNROO1C
citrate synthase
4 [mitochondrion]" "YPROOIW [mitochondrion]"
329 citrate synthase 2 acetyl-CoA [peroxisome] + "oxaloacetate(2-) [peroxisome]" + "water [peroxisome]" = "citrate(3-) [peroxisome]" + "coenzyme A [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]"; "YCRO05C [peroxisome]"
330 citrate to cis-aconitate(3-) citrate(3-) [mitochondrion] = "cis-aconitate(3-) [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]"; "YLR304C [mitochondrion]"
331 citrate to cis-aconitate(3-) 2 citrate(3-) [cytoplasm] = "cis-aconitate(3-) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YLR304C [cytoplasm]"
354 D-sorbitol dehydrogenase (D-fructose producing) D-glucitol [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "D-fructose [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"; "YJRI59W [cytoplasm]"
364 deoxyribokinase 2-deoxy-D-ribose [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "2-deoxy-D-ribose 5-phosphate [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YCRO36W [cytoplasm]"
398 enolase 2-phospho-D-glyceric acid [cytoplasm] = "phosphoenolpyruvate [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YGR254W [cytoplasm]" "YHR174W [cytoplasm]"
401 cthyl acetate-hydrolyzing esterase cthyl acetate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "acetate [cytoplasm]" + "ethanol [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YOR126C [cytoplasm]"
482 fructose-2,6-bisphosphate 2-phosphatase beta-D-fructofuranose 2,6-bisphosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "D-fructose 6-phosphate [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YJL155C [cytoplasm]"
483 fructose-bisphosphatase D-fructose 1,6-bisphosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "D-fructose 6-phosphate [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YLR377C [cytoplasm]"
484 fructose-bisphosphate aldolase D-fructose 1,6-bisphosphate [cytoplasm] = "glyceraldehyde 3-phosphate [cytoplasm]" + "glycerone phosphate [cytoplasm]"; "YKLO60C [cytoplasm]"
485 fumarase fumarate(2-) [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "(S)-malate(2-) [cytoplasm]"; "YPL262W [cytoplasm]"
486 fumarase 2 fumarate(2-) [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "(S)-malate(2-) [mitochondrion]"; "YPL262W [mitochondrion]"
492 galactokinase ATP [cytoplasm] + "D-galactose [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "alpha-D-galactose 1-phosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YBRO20W [cytoplasm]"
493 galactose-1-phosphate uridylyltransferase alpha-D-galactose 1-phosphate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "UTP [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + "UDP-D-galactose [cytoplasm]"; "YBRO18C [cytoplasm]"
499 glucokinase ATP [cytoplasm] + "D-glucose [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "beta-D-glucose 6-phosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YCL040W [cytoplasm]"
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501 glucose 6-phosphate dehydrogenase aldehydo-D-glucose 6-phosphate [cytoplasm] + "NADP(+) [cytoplasm]" = "6-O-phosphono-D-glucono-1,5-lactone [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]"; "YNL241C [cytoplasm]"

504 glucose-6-phosphate isomerase_2 beta-D-glucose 6-phosphate [cytoplasm] = "D-fructose 6-phosphate [cytoplasm]"; "YBR196C [cytoplasm]"

25 elyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase glyceraldehyde 3-phosphate [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]" = "3-phospho-D-glyceroyl dihydrogen phosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]";
"YGR192C [cytoplasm]" "YJLO52W [cytoplasm]" "YJR009C [cytoplasm]"

526 glycerol dehydrogenase (NADP-dependent) glycerol [cytoplasm] + "NADP(+) [cytoplasm]" = "glycerone [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]"; "YORI120W [cytoplasm]"

527 glycerol kinase ATP [cytoplasm] + "glycerol [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "sn-glycerol 3-phosphate [cytoplasm]"; "YHLO032C [cytoplasm]"

528 glycerol-3-phosphatase sn-glycerol 3-phosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "glycerol [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YER062C [cytoplasm]" "YILO53W [cytoplasm]"

529 glycerol-3-phosphate dehydrogenase (fad) FAD [mitochondrion] + "sn-glycerol 3-phosphate [mitochondrion]" = "FADH2 [mitochondrion]" + "glycerone phosphate [mitochondrion]"; "YIL155C [mitochondrion]"

530 glycerol-3-phosphate dehydrogenase (NAD) glycerone phosphate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]" = "NAD(+) [cytoplasm]" + "sn-glycerol 3-phosphate [cytoplasm]"; "YDLO022W [cytoplasm]" "YOLO59W [cytoplasm]"

531 glycerol-3-phosphate dehydrogenase (NAD)_2 glycerone phosphate [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]" = "NAD(+) [mitochondrion]" + "sn-glycerol 3-phosphate [mitochondrion]"; "YOLO059W [mitochondrion]"

572 hexokinase (D-fructose:ATP) ATP [cytoplasm] + "D-fructose [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "D-fructose 6-phosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YFRO53C [cytoplasm]" "YGL253W [cytoplasm]"

<3 hexokinase (D-glucose:ATP) ATP [cytoplasm] + "D-glucose [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "aldehydo-D-glucose 6-phosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YCLO040W [cytoplasm]" "YFRO53C [cytoplasm]" "YGL253W
[cytoplasm]"

574  |hexokinase (D-mannose:ATP) ATP [cytoplasm] + "D-mannose [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "D-mannose 6-phosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YFROS53C [cytoplasm]" "YGL253W [cytoplasm]"

627 isoamyl acetate-hydrolyzing esterase isoamyl acetate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "acetate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "isoamylol [cytoplasm]"; "YOR126C [cytoplasm]"

628 isobutyl acetate-hydrolyzing esterase isobutyl acetate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "acetate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "isobutanol [cytoplasm]"; "YOR126C [cytoplasm]"

520 {socitrate dehydrogenase (NAD-) isocitrate(3-) [mitochondrion] + "NAD(+) [mitochondrion]" = "2-oxoglutarate [mitochondrion]" + "carbon dioxide [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]"; "YNLO37C:YORI36W|
[mitochondrion]"

630 isocitrate dehydrogenase (NADP) isocitrate(3-) [cytoplasm] + "NADP(+) [cytoplasm]" = "2-oxoglutarate [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]"; "YLR174W [cytoplasm]"

633 isocitrate lyase isocitrate(3-) [cytoplasm] = "glyoxylate [cytoplasm]" + "succinate(2-) [cytoplasm]"; "YERO065C [cytoplasm]"

666 L-sorbitol dehydrogenase (L-sorbose-producing) L-glucitol [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-sorbose [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"; "YJR159W [cytoplasm]"

688 malate dehydrogenase (S)-malate(2-) [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]" + "oxaloacetate(2-) [cytoplasm]"; "YOL126C [cytoplasm]"

689 malate dehydrogenase 2 (S)-malate(2-) [mitochondrion] + "NAD(+) [mitochondrion]" = "H+ [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]" + "oxaloacetate(2-) [mitochondrion]"; "YKLO85W [mitochondrion]"

690 malate dehydrogenase 3 (S)-malate(2-) [peroxisome] + "NAD(+) [peroxisome]" = "H+ [peroxisome]" + "NADH [peroxisome]" + "oxaloacetate(2-) [peroxisome]"; "YDLO078C [peroxisome]"

691 |malate synthase acetyl-CoA [cytoplasm] + "glyoxylate [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "(S)-malate(2-) [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YIRO031C [cytoplasm]" "YNL117W
[cytoplasm]"

692 malate synthase 2 acetyl-CoA [peroxisome] + "glyoxylate [peroxisome]" + "water [peroxisome]" = "(S)-malate(2-) [peroxisome]" + "coenzyme A [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]"; "YNLI17W [peroxisome]"

693 malic enzyme (NAD) (S)-malate(2-) [mitochondrion] + "NAD(+) [mitochondrion]" = "carbon dioxide [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]" + "pyruvate [mitochondrion]"; "YKLO029C [mitochondrion]"

694 malic enzyme (NADP) (S)-malate(2-) [mitochondrion] + "NADP(+) [mitochondrion]" = "carbon dioxide [mitochondrion]" + "NADPH [mitochondrion]" + "pyruvate [mitochondrion]"; "YKL029C [mitochondrion]"

698 mannose-6-phosphate isomerase D-mannose 6-phosphate [cytoplasm] = "D-fructose 6-phosphate [cytoplasm]"; "YER003C [cytoplasm]"

<04 oxoglutarate dehydrogenase (dihydrolipoamide S-[coenzyme A [mitochondrion] + "S(8)-succinyldihydrolipoamide [mitochondrion]" = "dihydrolipoamide [mitochondrion]" + "succinyl-CoA [mitochondrion]"; "YDRI148C:YFLOI8C:YIL125W|

succinyltransferase) [mitochondrion]"

<05 oxoglutarate dehydrogenase (lipoamide) 2-oxoglutarate [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "lipoamide [mitochondrion]" = "carbon dioxide [mitochondrion]" + "S(8)-succinyldihydrolipoamide [mitochondrion]";
"YDR148C:YFLO18C:YIL125W [mitochondrion]"

857 [phosphoenolpyruvate carboxykinase ATP [cytoplasm] + "oxaloacetate(2-) [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]" + "phosphoenolpyruvate [cytoplasm]"; "YKR097W [cytoplasm]"
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859 [phosphofructokinase ATP [cytoplasm] + "D-fructose 6-phosphate [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "D-fructose 1,6-bisphosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YGR240C:YMR205C [cytoplasm]"
861 phosphoglucomutase D-glucose 1-phosphate [cytoplasm] = "aldehydo-D-glucose 6-phosphate [cytoplasm]"; "YKL127W [cytoplasm]" "YMR105C [cytoplasm]"
6-phospho-D-gluconate [cytoplasm] + "NADP(+) [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "D-ribulose 5-phosphate [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]"; "YGR256W [cytoplasm]" "YHR183W|
862 phosphogluconate dehydrogenase
[cytoplasm]"
865 phosphoglycerate kinase 3-phospho-D-glyceric acid [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "3-phospho-D-glyceroyl dihydrogen phosphate [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]"; "YCRO12W [cytoplasm]"
866 phosphoglycerate mutase 2-phospho-D-glyceric acid [cytoplasm] = "3-phospho-D-glyceric acid [cytoplasm]"; "YKL152C [cytoplasm]"
880 [phosphopentomutase alpha-D-ribose 1-phosphate [cytoplasm] = "alpha-D-ribose 5-phosphate [cytoplasm]"; "YKL127W [cytoplasm]" "YMR105C [cytoplasm]"
ATP [cytoplasm] + "bicarbonate [cytoplasm]" + "pyruvate [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "oxaloacetate(2-) [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YBR218C [cytoplasm]"
937 [pyruvate carboxylase
"YGLO062W [cytoplasm]"
938 (pyruvate decarboxylase H+ [cytoplasm] + "pyruvate [cytoplasm]" = "acetaldehyde [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]"; "YGRO87C [cytoplasm]" "YLR044C [cytoplasm]" "YLR134W [cytoplasm]"
coenzyme A [mitochondrion] + "NAD(+) [mitochondrion]" + "pyruvate [mitochondrion]" = "acetyl-CoA [mitochondrion]" + "carbon dioxide [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]";
940 pyruvate dehydrogenase
"YBR221C:YER178W:YFL0O18C:YGR193C:YNLO71W [mitochondrion]"
941 pyruvate kinase ADP [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "phosphoenolpyruvate [cytoplasm]" = "ATP [cytoplasm]" + "pyruvate [cytoplasm]"; "YALO38W [cytoplasm]" "YOR347C [cytoplasm]"
950 ribokinase ATP [cytoplasm] + "D-ribose [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "alpha-D-ribose 5-phosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YCRO36W [cytoplasm]"
963 ribose-5-phosphate isomerase alpha-D-ribose 5-phosphate [cytoplasm] = "D-ribulose 5-phosphate [cytoplasm]"; "YORO095C [cytoplasm]"
965 ribulose 5-phosphate 3-epimerase D-ribulose 5-phosphate [cytoplasm] = "D-xylulose 5-phosphate [cytoplasm]"; "YJL121C [cytoplasm]"
succinate(2-) [mitochondrion] + "ubiquinone-6 [mitochondrion]" = "fumarate(2-) [mitochondrion]" + "ubiquinol-6 [mitochondrion]"; "YDRI178W:YJLO45W:YKL141W:YLL041C [mitochondrion]"
1001  |succinate dehydrogenase (ubiquinone-6)
"YDR178W:YKL141W:YKL148C:YLL041C [mitochondrion]"
. o FADH2 [mitochondrion] + "ubiquinone-6 [mitochondrion]" = "FAD [mitochondrion]" + "ubiquinol-6 [mitochondrion]"; "YDRI178W:YJL045W:YKL141W:YLL041C [mitochondrion]"
1002 |succinate dehydrogenase (ubiquinone-6) 2 . i
"YDR178W:YKL141W:YKL148C:YLLO041C [mitochondrion]"
ATP [mitochondrion] + "coenzyme A [mitochondrion]" + "succinate(2-) [mitochondrion]" = "ADP [mitochondrion]" + "phosphate [mitochondrion]" + "succinyl-CoA [mitochondrion]";
1003 |succinate-CoA ligase (ADP-forming)
"YGR244C:YOR142W [mitochondrion]"
1035 |transaldolase glyceraldehyde 3-phosphate [cytoplasm] + "sedoheptulose 7-phosphate [cytoplasm]" = "D-erythrose 4-phosphate(2-) [cytoplasm]" + "D-fructose 6-phosphate [cytoplasm]"; "YLR354C [cytoplasm]"
1036 etol alpha-D-ribose 5-phosphate [cytoplasm] + "D-xylulose 5-phosphate [cytoplasm]" = "glyceraldehyde 3-phosphate [cytoplasm]" + "sedoheptulose 7-phosphate [cytoplasm]"; "YBRI117C [cytoplasm]"
transketolase
"YPRO74C [cytoplasm]"
1037 Ketolase 2 D-erythrose 4-phosphate(2-) [cytoplasm] + "D-xylulose 5-phosphate [cytoplasm]" = "D-fructose 6-phosphate [cytoplasm]" + "glyceraldehyde 3-phosphate [cytoplasm]"; "YBRI117C [cytoplasm]"
transketolase
- "YPRO74C [cytoplasm]"
1041 |triose-phosphate isomerase glycerone phosphate [cytoplasm] = "glyceraldehyde 3-phosphate [cytoplasm]"; "YDRO50C [cytoplasm]"
1057 |UDPglucose 4-epimerase UDP-D-glucose [cytoplasm] = "UDP-D-galactose [cytoplasm]"; "YBRO19C [cytoplasm]"
1058  |UDPglucose--hexose-1-phosphate uridylyltransferase alpha-D-galactose 1-phosphate [cytoplasm] + "UDP-D-glucose [cytoplasm]" = "D-glucose 1-phosphate [cytoplasm]" + "UDP-D-galactose [cytoplasm]"; "YBRO18C [cytoplasm]"
. . acetaldehyde [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "pyruvate [cytoplasm]" = "(R)-acetoin [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]"; "YGRO87C [cytoplasm]" "YLRO044C [cytoplasm]" "YLR134W
939 [pyruvate decarboxylase (acetoin-forming)
[cytoplasm]"
X ATP [cytoplasm] + "D-fructose 6-phosphate [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "beta-D-fructofuranose 2,6-bisphosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YIL107C [cytoplasm]" "YOL136C|
105 6-phosphofructo-2-kinase
[cytoplasm]"
110 acetaldehyde condensation 2 * "acetaldehyde [cytoplasm]" = "(R)-acetoin [cytoplasm]"; "YGRO87C [cytoplasm]" "YLR044C [cytoplasm]" "YLR134W [cytoplasm]"
223 arabinose reductase H+ [cytoplasm] + "L-arabinose [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "L-arabinitol [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YHR104W [cytoplasm]"
353 D-fructose 1-phosphate D-glyceraldehyde-3-phosphate-lyase |D-fructose 1-phosphate [cytoplasm] = "D-glyceraldehyde [cytoplasm]" + "glycerone phosphate [cytoplasm]"; "YKL060C [cytoplasm]"
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355 D-sorbitol reductase D-glucose [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "D-glucitol [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YHR104W [cytoplasm]"
388 diphosphoglyceromutase 3-phospho-D-glyceroyl dihydrogen phosphate [cytoplasm] = "2,3-bisphospho-D-glyceric acid [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YKL152C [cytoplasm]"
503 glucose-6-phosphate isomerase aldehydo-D-glucose 6-phosphate [cytoplasm] = "beta-D-glucose 6-phosphate [cytoplasm]"; "YBR196C [cytoplasm]"
505 glucose-6-phosphate isomerase_3 aldehydo-D-glucose 6-phosphate [cytoplasm] = "D-fructose 6-phosphate [cytoplasm]"; "YBR196C [cytoplasm]"
" 2,5-diamino-6-ribitylamino-4(3H)-pyrimidinone 5'-phosphate|2,5-diamino-6-(5-phosphono)ribitylamino-4(3H)-pyrimidinone [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "5-amino-6-(5-phosphoribitylamino)uracil [cytoplasm]" + "ammonium
deaminase [cytoplasm]"; "YOLO066C [cytoplasm]"
s 2,5-diamino-6-ribosylamino-4(3H)-pyrimidinone 5'-phosphate|2,5-diamino-4-hydroxy-6-(5-phosphoribosylamino)pyrimidine [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "2,5-diamino-6-(5-phosphono)ribitylamino-4(3H)-pyrimidinone [cytoplasm]" +
reductase (NADPH) "NADP(+) [cytoplasm]"; "YBRI153W [cytoplasm]"
17 2-amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyldihydropteridine 2-amino-6-(hydroxymethyl)-7,8-dihydropteridin-4-ol [mitochondrion] + "ATP [mitochondrion]" = "(2-amino-4-hydroxy-7,8-dihydropteridin-6-yl)methyl trihydrogen diphosphate [mitochondrion]" +
diphosphokinase "AMP [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]"; "YNL256W [mitochondrion]"
19 2-dehydropantoate 2-reductase 2-dehydropantoate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "(R)-pantoate [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YHRO063C [cytoplasm]"
20 2-dehydropantoate 2-reductase_2 2-dehydropantoate [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "NADPH [mitochondrion]" = "(R)-pantoate [mitochondrion]" + "NADP(+) [mitochondrion]"; "YLR355C [mitochondrion]"
. 2-hexaprenyl-6-methoxy-1,4-benzoquinone [mitochondrion] + "S-adenosyl-L-methionine [mitochondrion]" = "2-hexaprenyl-6-methoxy-3-methyl-1,4-benzoquinone [mitochondrion]" + "H+
22 2-hexaprenyl-6-methoxy-1,4-benzoquinone methyltransferase . . K X . . .
[mitochondrion]" + "S-adenosyl-L-homocysteine [mitochondrion]"; "YDR204W:YGL119W:YGR255C:YLR201C:YML110C:YOL096C:YOR125C [mitochondrion]"
2-hexaprenyl-6-methoxyphenol  [mitochondrion] ~ +  "oxygen  [mitochondrion]" =  "2-hexaprenyl-6-methoxy-1,4-benzoquinone  [mitochondrion]" +  "water  [mitochondrion]";
23 2-hexaprenyl-6-methoxyphenol monooxygenase
"YDR204W:YGL119W:YGR255C:YLR201C:YML110C:YOL096C:YOR125C [mitochondrion]"
40 3,4-dihydroxy-2-butanone-4-phosphate synthase D-ribulose 5-phosphate [cytoplasm] = "2-hydroxy-3-oxobutyl phosphate [cytoplasm]" + "formate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YDR487C [cytoplasm]"
3-methyl-2-oxobutanoate [cytoplasm] + "5,10-methylenetetrahydrofolate(2-) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "2-dehydropantoate [cytoplasm]" + "5,6,7,8-tetrahydrofolic acid [cytoplasm]";
66 3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase
"YBR176W [cytoplasm]"
70 4-amino-4-deoxychorismate synthase chorismate(2-) [cytoplasm] + "L-glutamine [cytoplasm]" = "4-amino-4-deoxychorismate(2-) [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]"; "YNRO33W [cytoplasm]"
72 [4-aminobenzoate synthase 4-amino-4-deoxychorismate(2-) [cytoplasm] = "4-aminobenzoate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "pyruvate [cytoplasm]"; "YMR289W [cytoplasm]"
74 4-hydroxy-L-threonine synthase 4-(phosphonooxy)-L-threonine [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "4-hydroxy-L-threonine [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YCRO53W [cytoplasm]"
glycine [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "succinyl-CoA [mitochondrion]" = "5-aminolevulinate [mitochondrion]" + "carbon dioxide [mitochondrion]" + "coenzyme A [mitochondrion]";
94 5-aminolevulinate synthase
"YDR232W [mitochondrion]"
8-amino-7-oxononanoate [cytoplasm] + "S-adenosyl-L-methionine [cytoplasm]" = "7,8-diaminononanoate [cytoplasm]" + "S-adenosyl-4-methylthio-2-oxobutanoate [cytoplasm]"; "YNRO58W|
161 adenosylmethionine-8-amino-7-oxononanoate transaminase
[cytoplasm]"
. 3-aminopropanal [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "beta-alanine [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"; "YMRI169C [cytoplasm]" "YMR170C
190 aldehyde dehydrogenase (3-aminopropanal, NAD)
[cytoplasm]"
206 alkaline phosphatase (dihydroneopterin) 7,8-dihydroneopterin 3'-triphosphate [cytoplasm] + 3 * "water [cytoplasm]" = "7,8-dihydroneopterin [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + 3 * "phosphate [cytoplasm]"; "YDR481C [cytoplasm]"
256 biotin synthase dethiobiotin [cytoplasm] + "polysulphur [cytoplasm]" = "biotin [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]"; "YGR286C [cytoplasm]"
i . . coproporphyrinogen III [cytoplasm] + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "oxygen [cytoplasm]" = 2 * "carbon dioxide [cytoplasm]" + "protoporphyrinogen [cytoplasm]" + 2 * "water [cytoplasm]"; "YDRO044W
333 coproporphyrinogen oxidase (O2 required)
[cytoplasm]"
366 deoxyuridine phosphorylase 2'-deoxyuridine [cytoplasm] + "phosphate [cytoplasm]" = "2-deoxy-D-ribofuranose 1-phosphate [cytoplasm]" + "uracil [cytoplasm]"; "YLR209C [cytoplasm]"
o 7,8-diaminononanoate [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "dethiobiotin [cytoplasm]" + 3 * "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]";
369 dethiobiotin synthase
"YNRO57C [cytoplasm]"
375 dihydrofolate reductase dihydrofolic acid [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "5,6,7,8-tetrahydrofolic acid [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YOR236W [cytoplasm]"
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376 dihydrofolate reductase_2 dihydrofolic acid [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "NADPH [mitochondrion]" = "5,6,7,8-tetrahydrofolic acid [mitochondrion]" + "NADP(+) [mitochondrion]"; "YOR236W [mitochondrion]"
7,8-dihydropteroate [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "dihydrofolic acid [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YMRI13W
377 dihydrofolate synthase
[cytoplasm]"
378 dihydroneopterin aldolase 7,8-dihydroneopterin [mitochondrion] = "2-amino-6-(hydroxymethyl)-7,8-dihydropteridin-4-ol [mitochondrion]" + "glycolaldehyde [mitochondrion]"; "YNL256W [mitochondrion]"
i 2-amino-6-(hydroxymethyl)-7,8-dihydropteridin-4-ol [mitochondrion] + "4-aminobenzoate [mitochondrion]" = "7,8-dihydropteroate [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]"; "YNL256W
382 dihydropteroate synthase . i
[mitochondrion]"
i (2-amino-4-hydroxy-7,8-dihydropteridin-6-yl)methyl trihydrogen diphosphate [mitochondrion] + "4-aminobenzoate [mitochondrion]" = "7,8-dihydropteroate [mitochondrion]" + "diphosphate
383 dihydropteroate synthase_2
[mitochondrion]"; "YNL256W [mitochondrion]"
2-trans,6-trans-farnesyl diphosphate [cytoplasm] + "isopentenyl diphosphate [cytoplasm]" = "2-trans,6-trans,10-trans-geranylgeranyl diphosphate [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YPLO069C
405 farnesyltranstransferase
[cytoplasm]"
468 ferrochelatase iron(2+) [mitochondrion] + "protoporphyrin [mitochondrion]" = "ferroheme b [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]"; "YOR176W [mitochondrion]"
472 FMN adenylyltransferase ATP [cytoplasm] + "FMN [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + "FAD [cytoplasm]"; "YDLO045C [cytoplasm]"
491 g-glutamyltransferase glutathione [cytoplasm] + "L-alanine [cytoplasm]" = "L-cysteinylglycine [cytoplasm]" + "L-gamma-glutamyl-L-alanine [cytoplasm]"; "YLR299W [cytoplasm]"
. ATP [cytoplasm] + "L-cysteine [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "L-gamma-glutamyl-L-cysteine [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]";
494 gamma-glutamylcysteine synthetase
"YJL101C [cytoplasm]"
glutathione disulfide [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = 2 * "glutathione [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YCLO035C:YPLO91IW [cytoplasm]" "YDRO98C:YPL0O91W
520 glutathione oxidoreductase
[cytoplasm]" "YDRS513W:YPLO91IW [cytoplasm]" "YER174C:YPL0O91W [cytoplasm]"
glutathione disulfide [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "NADPH [mitochondrion]" = 2 * "glutathione [mitochondrion]" + "NADP(+) [mitochondrion]"; "YPLOSOW:YPLO91W
521 glutathione oxidoreductase_2
[mitochondrion]"
2 * "glutathione [cytoplasm]" + "hydrogen peroxide [cytoplasm]" = "glutathione disulfide [cytoplasm]" + 2 * "water [cytoplasm]"; "YBR244W [cytoplasm]" "YCLO35C [cytoplasm]" "YDR513W
522 glutathione peridoxase
[cytoplasm]" "YIRO37W [cytoplasm]" "YKLO026C [cytoplasm]"
ATP [cytoplasm] + "glycine [cytoplasm]" + "L-gamma-glutamyl-L-cysteine [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "glutathione [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YOL049W
524 glutathione synthetase
[cytoplasm]"
561 GTP cyclohydrolase I GTP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "7,8-dihydroneopterin 3'-triphosphate [cytoplasm]" + "formate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YGR267C [cytoplasm]"
GTP [cytoplasm] + 3 * "water [cytoplasm]" = "2,5-diamino-4-hydroxy-6-(5-phosphoribosylamino)pyrimidine [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "formate [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]";,
562 GTP cyclohydrolase I
"YBLO033C [cytoplasm]"
heme o [mitochondrion] + "NADH [mitochondrion]" + "oxygen [mitochondrion]" = "heme a [mitochondrion]" + "NAD(+) [mitochondrion]" + '"water [mitochondrion]";
569 Heme O monooxygenase
"YDR376W:YER141W:YPL252C [mitochondrion]"
2-trans,6-trans-farnesyl diphosphate [mitochondrion] + "ferroheme b [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" = "diphosphate [mitochondrion]" + "heme o [mitochondrion]"; "YPL172C
570  [Heme O synthase . i
[mitochondrion]"
. 2-hexaprenyl-5-hydroxy-6-methoxy-3-methyl-1,4-benzoquinone [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "S-adenosyl-L-methionine [mitochondrion]" = "S-adenosyl-L-homocysteine [mitochondrion]"
571 hexaprenyldihydroxybenzoate methyltransferase o . . . .
+ "ubiquinol-6 [mitochondrion]"; "YDR204W:YGLI19W:YGR255C:YLR201C:YML110C:YOL096C:YOR125C [mitochondrion]"
L-homocysteine [cytoplasm] + "S-adenosyl-L-methionine [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-methionine [cytoplasm]" + "S-adenosyl-L-homocysteine [cytoplasm]"; "YLLO062C [cytoplasm]"
584 homocysteine S-methyltransferase
"YPL273W [cytoplasm]"
4-hydroxybenzoate [mitochondrion] + "hexaprenyl diphosphate [mitochondrion]" = "3-hexaprenyl-4-hydroxybenzoic acid [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]"; "YNRO041C
595 hydroxybenzoate octaprenyltransferase . i
[mitochondrion]"
596 hydroxyethylthiazole kinase 5-(2-hydroxyethyl)-4-methylthiazole [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "4-methyl-5-(2-phosphonooxyethyl)thiazole [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YPL214C [cytoplasm]"
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9 597 hydroxymethylbilane synthase 4 * "porphobilinogen [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" =4 * "ammonium [cytoplasm]" + "preuroporphyrinogen [cytoplasm]"; "YDL205C [cytoplasm]"
o . 4-amino-5-hydroxymethyl-2-methylpyrimidine [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "4-amino-2-methyl-5-phosphomethylpyrimidine [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YOLO055C
9 601 hydroxymethylpyrimidine kinase (ATP)
[cytoplasm]" "YPL258C [cytoplasm]" "YPR121W [cytoplasm]"
9 641 kynureninase L-kynurenine [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "anthranilate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "L-alanine [cytoplasm]"; "YLR231C [cytoplasm]"
ATP [cytoplasm] + "L-methionine [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]" + "S-adenosyl-L-methionine [cytoplasm]"; "YDRS502C [cytoplasm]"
9 701 methionine adenosyltransferase
"YLR180W [cytoplasm]"
9 732 N-formyl-L-kynurenine amidohydrolase IN-formyl-L-kynurenine [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "formate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "L-kynurenine [cytoplasm]"; "YJLO60W [cytoplasm]"
9 735 NAD diphosphatase NAD(+) [peroxisome] + "water [peroxisome]" = "AMP [peroxisome]" + 2 * "H+ [peroxisome]" + "NMN [peroxisome]"; "YGLO67W [peroxisome]"
9 736 INAD kinase ATP [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YEL041W [cytoplasm]" "YJR049C [cytoplasm]"
9 737 INAD kinase 2 ATP [mitochondrion] + "NAD(+) [mitochondrion]" = "ADP [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]" + "NADP(+) [mitochondrion]"; "YPL188W [mitochondrion]"
. NAD(+) [nucleus] + "water [nucleus]" = "ADP-ribose [nucleus]" + "H+ [nucleus]" + "nicotinamide [nucleus]"; "YDLO042C [nucleus]" "YDRI91W [nucleus]" "YOL068C [nucleus]" "YORO025W|
9 739 INAD nucleosidase nuclear
[nucleus]" "YPLO15C [nucleus]"
ammonium [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" + "deamido-NAD(+) [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NAD(+) [cytoplasm]"; "YHRO74W
9 740 NAD synthase (nh3)
[cytoplasm]"
9 741 NAD synthase (nh3)_2 ammonium [nucleus] + "ATP [nucleus]" + "deamido-NAD(+) [nucleus]" = "AMP [nucleus]" + "diphosphate [nucleus]" + "H+ [nucleus]" + "NAD(+) [nucleus]"; "YHRO074W [nucleus]"
9 743 INADH kinase ATP [cytoplasm] + "NADH [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]"; "YEL041W [cytoplasm]" "YJR049C [cytoplasm]"
9 744 INADH kinase mitochondrial ATP [mitochondrion] + "NADH [mitochondrion]" = "ADP [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]" + "NADPH [mitochondrion]"; "YEL041W [mitochondrion]" "YJR049C [mitochondrion]"
5 48 NAPR 5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "nicotinate [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + "nicotinic acid D-ribonucleotide [cytoplasm]"; "YOR209C
tase
[cytoplasm]"
) 49 NAPR ) 5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "nicotinate [mitochondrion]" = "diphosphate [mitochondrion]" + "nicotinic acid D-ribonucleotide
tase
- [mitochondrion]"; "YOR209C [mitochondrion]"
9 756 nicotinamidase nicotinamide [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "ammonium [cytoplasm]" + "nicotinate [cytoplasm]"; "YGLO037C [cytoplasm]"
9 757 nicotinamidase, nicotinamide [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "ammonium [mitochondrion]" + "nicotinate [mitochondrion]"; "YGL037C [mitochondrion]"
9 758 nicotinamide N-methyltransferase nicotinamide [cytoplasm] + "S-adenosyl-L-methionine [cytoplasm]" = "1-methylnicotinamide [cytoplasm]" + "S-adenosyl-L-homocysteine [cytoplasm]"; "YLR285W [cytoplasm]"
9 759 nicotinamide-nucleotide adenylyltransferase ATP [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NMN [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + "NAD(+) [cytoplasm]"; "YGRO10W [cytoplasm]"
9 760 nicotinamide-nucleotide adenylyltransferase 2 ATP [nucleus] + "H+ [nucleus]" + "NMN [nucleus]" = "diphosphate [nucleus]" + "NAD(+) [nucleus]"; "YLR328W [nucleus]"
o . ATP [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "nicotinic acid D-ribonucleotide [cytoplasm]" = "deamido-NAD(+) [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YGROIOW [cytoplasm]" "YLR328W
9 761 nicotinate-nucleotide adenylyltransferase
[cytoplasm]"
ATP [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "nicotinic acid D-ribonucleotide [mitochondrion]" = "deamido-NAD(+) [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]"; "YLR328W
9 762 nicotinate-nucleotide adenylyltransferase_2
[mitochondrion]"
O-phospho-4-hydroxy-L-threonine:2-oxoglutarate o .
9 785 i t' (R)-3-hydroxy-2-ox0-4-phosphonooxybutanoic acid [cytoplasm] + "L-glutamate [cytoplasm]" = "2-oxoglutarate [cytoplasm]" + "4-(phosphonooxy)-L-threonine [cytoplasm]"; "YOR184W [cytoplasm]"
aminotransferase
9 816 pantothenate kinase (R)-pantothenate [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "(R)-4'-phosphopantothenic acid [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YDRS531W [cytoplasm]"
(R)-pantoate [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" + "beta-alanine [cytoplasm]" = "(R)-pantothenate [cytoplasm]" + "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YIL145C
9 817 pantothenate synthase

[cytoplasm]"
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4-amino-2-methyl-5-phosphomethylpyrimidine [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "4-amino-2-methyl-5-diphosphomethylpyrimidine [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]"; "YOLOS55C [cytoplasm]"

9 876  [phosphomethylpyrimidine kinase
"YPL258C [cytoplasm]" "YPR121W [cytoplasm]"
9 908 porphobilinogen synthase 2 * "5-aminolevulinate [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "porphobilinogen [cytoplasm]" + 2 * "water [cytoplasm]"; "YGLO040C [cytoplasm]"
N(1)-acetylspermine [cytoplasm] + "oxygen [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "3-aminopropanal [cytoplasm]" + "hydrogen peroxide [cytoplasm]" + "N(1)-acetylspermidine [cytoplasm]";
9 909 poylamine oxidase
"YMRO20W [cytoplasm]"
9 910 poylamine oxidase 2 oxygen [cytoplasm] + "spermine [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "3-aminopropanal [cytoplasm]" + "hydrogen peroxide [cytoplasm]" + "spermidine [cytoplasm]"; "YMRO20W [cytoplasm]"
9 916 [protoporphyrinogen oxidase 3 * "oxygen [mitochondrion]" + 2 * "protoporphyrinogen [mitochondrion]" = 2 * "protoporphyrin [mitochondrion]" + 6 * "water [mitochondrion]"; "YER014W [mitochondrion]"
[N-ribosylnicotinamide [cytoplasm] + "phosphate [cytoplasm]" = "alpha-D-ribose 1-phosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "nicotinamide [cytoplasm]"; "YDR400W:YLRO17W:YLR209C
9 917 purine-nucleoside phosphorylase
[cytoplasm]"
ammonium [cytoplasm] + 0.5 * "oxygen [cytoplasm]" + "pyridoxal [cytoplasm]" + 2 * "water [cytoplasm]" = 2 * "hydrogen peroxide [cytoplasm]" + "pyridoxamine [cytoplasm]"; "YBRO35C
9 928 [pyridoxal oxidase
[cytoplasm]"
oxygen [cytoplasm] + "pyridoxamine 5'-phosphate [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "ammonium [cytoplasm]" + "hydrogen peroxide [cytoplasm]" + "pyridoxal 5'-phosphate [cytoplasm]";
9 929 pyridoxamine 5'-phosphate oxidase
"YBRO35C [cytoplasm]"
9 931 pyridoxine 5'-phosphate oxidase oxygen [cytoplasm] + "pyridoxine 5'-phosphate [cytoplasm]" = "hydrogen peroxide [cytoplasm]" + "pyridoxal 5'-phosphate [cytoplasm]"; "YBRO35C [cytoplasm]"
9 933 [pyridoxine oxidase oxygen [cytoplasm] + "pyridoxine [cytoplasm]" = "hydrogen peroxide [cytoplasm]" + "pyridoxal [cytoplasm]"; "YBRO35C [cytoplasm]"
2-hexaprenyl-6-methoxy-3-methyl-1,4-benzoquinone [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]" + "oxygen [mitochondrion]" = "2-hexaprenyl-5-hydroxy-6-methoxy-3-methyl-
9 944 quinone oxidoreductase
1,4-benzoquinone [mitochondrion]" + "NAD(+) [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]"; "YDR204W:YGL119W:YGR255C:YLR201C:YML110C:YOL096C:YOR125C [mitochondrion]"
9 946 riboflavin kinase ATP [cytoplasm] + "riboflavin [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "FMN [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YDR236C [cytoplasm]"
9 947 riboflavin kinase_2 ATP [mitochondrion] + "riboflavin [mitochondrion]" = "ADP [mitochondrion]" + "FMN [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]"; "YDR236C [mitochondrion]"
. . 2-hydroxy-3-oxobutyl phosphate [cytoplasm] + "5-amino-6-(D-ribitylamino)uracil [cytoplasm]" = "6,7-dimethyl-8-(1-D-ribityl)lumazine [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]" + 2 * "water
9 948 riboflavin synthase
[cytoplasm]"; "YOL143C [cytoplasm]"
9 949 riboflavin synthase 2 2 * "6,7-dimethyl-8-(1-D-ribityl)lumazine [cytoplasm]" = "5-amino-6-(D-ribitylamino)uracil [cytoplasm]" + "riboflavin [cytoplasm]"; "YBR256C [cytoplasm]"
9 964 ribosylnicotinamide kinase ATP [cytoplasm] + "N-ribosylnicotinamide [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NMN [cytoplasm]"; "YNL129W [cytoplasm]"
) 066 S-adenosyl-L-methionine:3-hexaprenyl-4,5-dihydroxylate ~ O-|3-hexaprenyl-4,5-dihydroxybenzoic acid [mitochondrion] + "S-adenosyl-L-methionine [mitochondrion]" = "3-hexaprenyl-4-hydroxy-5-methoxybenzoic acid [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]" +
methyltransferase "S-adenosyl-L-homocysteine [mitochondrion]"; "YDR204W:YGL119W:YGR255C:YLR201C:YML110C:YOL096C:YOR125C [mitochondrion]"
9 978 sirohydrochlorin dehydrogenase NADP(+) [cytoplasm] + "precorrin-2 [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" + "sirohydrochlorin [cytoplasm]"; "YBR213W [cytoplasm]"
9 979 sirohydrochlorin ferrochetalase iron(2+) [cytoplasm] + "sirohydrochlorin [cytoplasm]" = 3 * "H+ [cytoplasm]" + "siroheme [cytoplasm]"; "YBR213W [cytoplasm]"
5,6,7,8-tetrahydrofolic acid [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]" = "5,6,7,8-tetrahydrofolyl-L-glutamic acid [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" +
9 1012  |tetrahydrofolate:L-glutamate gamma-ligase (ADP-forming)
"phosphate [cytoplasm]"; "YOR241W [cytoplasm]"
9 1013 |thiamin diphosphatase thiamine(1+) diphosphate(1-) [extracellular] + 2 * "water [extracellular]" = "H+ [extracellular]" + 2 * "phosphate [extracellular]" + "thiamine(1+) [extracellular]"; "YBR092C [extracellular]"
9 1015 |thiamin phosphatase_2 thiamine(1+) monophosphate [extracellular] + "water [extracellular]" = "phosphate [extracellular]" + "thiamine(1+) [extracellular]"; "YBR092C [extracellular]"
9 1017  |thiamine diphosphokinase ATP [cytoplasm] + "thiamine(1+) [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "thiamine(1+) diphosphate(1-) [cytoplasm]"; "YOR143C [cytoplasm]"
9 1018  |thiamine-diphosphate kinase ATP [cytoplasm] + "thiamine(1+) diphosphate(1-) [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "thiamine(1+) triphosphate [cytoplasm]"; "YOR143C [cytoplasm]"
L i 4-amino-2-methyl-5-diphosphomethylpyrimidine [cytoplasm] + "4-methyl-5-(2-phosphonooxyethyl)thiazole [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + "thiamine(1+)
9 1019  |thiamine-phosphate diphosphorylase
monophosphate [cytoplasm]"; "YPL214C [cytoplasm]"
H+ [cytoplasm] + "NADPH [cytoplasm]" + "thioredoxin disulfide [cytoplasm]" = "NADP(+) [cytoplasm]" + "thioredoxin dithiol [cytoplasm]"; "YDR353W [cytoplasm]" "YDR353W:YGR209C
9 1024 |thioredoxin reductase (NADPH)

[cytoplasm]" "YDR353W:YLR043C [cytoplasm]"
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H+ [mitochondrion] + "NADPH [mitochondrion]" + "thioredoxin disulfide [mitochondrion]" = "NADP(+) [mitochondrion]" + "thioredoxin dithiol [mitochondrion]"; "YCRO83W:YHR106W

9 1025  |thioredoxin reductase (NADPH) 2 . . . .
[mitochondrion]" "YCRO83W:YPL091W [mitochondrion]"
9 1031 |thymidine phosphorylase phosphate [cytoplasm] + "thymidine [cytoplasm]" = "2-deoxy-D-ribofuranose 1-phosphate [cytoplasm]" + "thymine [cytoplasm]"; "YLR209C [cytoplasm]"
9 1034 |trans-pentaprenyltranstransferase isopentenyl diphosphate [mitochondrion] + "pentaprenyl diphosphate [mitochondrion]" = "diphosphate [mitochondrion]" + "hexaprenyl diphosphate [mitochondrion]"; "YBR0O03W [mitochondrion]"
9 1068  |uroporphyrinogen decarboxylase (uroporphyrinogen III) 4 * "H+ [cytoplasm]" + "uroporphyrinogen III [cytoplasm]" = 4 * "carbon dioxide [cytoplasm]" + "coproporphyrinogen III [cytoplasm]"; "YDR047W [cytoplasm]"
. 2 * "S-adenosyl-L-methionine [cytoplasm]" + "uroporphyrinogen III [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "precorrin-2 [cytoplasm]" + 2 * "S-adenosyl-L-homocysteine [cytoplasm]"; "YKRO69W
9 1069  |uroporphyrinogen methyltransferase
[cytoplasm]"
9 1070  |uroporphyrinogen-III synthase [preuroporphyrinogen [cytoplasm] = "uroporphyrinogen III [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YOR278W [cytoplasm]"
9 379 dihydroneopterin monophosphate dephosphorylase 7,8-dihydroneopterin 3'-phosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "7,8-dihydroneopterin [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YDL100C [cytoplasm]"
10 160 adenosylmethionine decarboxylase H+ [cytoplasm] + "S-adenosyl-L-methionine [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "S-adenosylmethioninamine [cytoplasm]"; "YOLO052C [cytoplasm]"
10 |516 glutamine-fructose-6-phosphate transaminase D-fructose 6-phosphate [cytoplasm] + "L-glutamine [cytoplasm]" = "alpha-D-glucosamine 6-phosphate [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]"; "YKL104C [cytoplasm]"
. acetyl-CoA [cytoplasm] + "alpha-D-glucosamine 6-phosphate [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "N-acetyl-D-glucosamine 6-phosphate [cytoplasm]"; "YFL017C
10 729 N-acetylglucosamine-6-phosphate synthase
[cytoplasm]"
10 |790 ornithine decarboxylase H-+ [cytoplasm] + "ornithine [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "putrescine [cytoplasm]"; "YKL184W [cytoplasm]"
10 (855 [phosphoacetylglucosamine mutase (N-acetyl-D-glucosamine 6-phosphate [cytoplasm] = "N-acetyl-alpha-D-glucosamine 1-phosphate [cytoplasm]"; "YELO58W [cytoplasm]"
10 (982 spermidine synthase putrescine [cytoplasm] + "S-adenosylmethioninamine [cytoplasm]" = "5'-S-methyl-5"-thioadenosine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "spermidine [cytoplasm]"; "YPRO69C [cytoplasm]"
10 983 spermine synthase S-adenosylmethioninamine [cytoplasm] + "spermidine [cytoplasm]" = "5'-S-methyl-5'-thioadenosine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "spermine [cytoplasm]"; "YLR146C [cytoplasm]"
. X H+ [cytoplasm] + "N-acetyl-alpha-D-glucosamine 1-phosphate [cytoplasm]" + "UTP [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + "UDP-N-acetyl-alpha-D-glucosamine [cytoplasm]"; "YDL103C|
10 |1056 |UDP-N-acetylglucosamine diphosphorylase
[cytoplasm]"
IN(1)-acetylspermidine [cytoplasm] + "oxygen [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = "3-aminopropanal [cytoplasm]" + "hydrogen peroxide [cytoplasm]" + "N-acetylputrescine [cytoplasm]"; "YMR020W
10 (902 [polyamine oxidase
[cytoplasm]"
11 (6 1,4-alpha-glucan branching enzyme amylose [cytoplasm] = "glycogen [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YELO11W [cytoplasm]"
. aldehydo-D-glucose  6-phosphate  [cytoplasm] + "UDP-D-glucose [cytoplasm]" = '"alpha,alpha-trehalose 6-phosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "UDP [cytoplasm]";
11213 alpha,alpha-trehalose-phosphate synthase (UDP-forming)
"YBR126C:YML100W:YMR261C [cytoplasm]"
11 214 alpha-1,2 glucosyltransferase D-glucose [endoplasmic reticulum] + "glycan G10599 [endoplasmic reticulum]" = "glycan G00008 [endoplasmic reticulum]"; "YGR227W [endoplasmic reticulum]"
11 (296 chitin deacetylase chitin [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "acetate [cytoplasm]" + "chitosan [cell envelope]" + "H+ [cytoplasm]"; "YLR307W [cytoplasm]" "YLR308W [cytoplasm]"
11 (297 chitin synthase UDP-N-acetyl-alpha-D-glucosamine [cytoplasm] = "chitin [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "UDP [cytoplasm]"; "YBRO023C [cytoplasm]" "YBRO38W [cytoplasm]" "YNL192W [cytoplasm]"
i dolichyl phosphate [cytoplasm] + "GDP-alpha-D-mannose [cytoplasm]" = "dolichyl D-mannosyl phosphate [endoplasmic reticulum]" + "GDP [cytoplasm]"; "YPR183W [endoplasmic reticulum)
11 (393 dolichyl-phosphate D-mannosyltransferase
membrane]"
UDP-D-glucose [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "amylose [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "UDP [cytoplasm]"; "YFRO15C:YJL137C [cytoplasm]" "YFRO15C:YKRO58W [cytoplasm]"
11 |547 glycogen (starch) synthase
"YJL137C:YLR258W [cytoplasm]" "YKRO58W:YLR258W [cytoplasm]"
11 697 mannose- 1 -phosphate guanylyltransferase D-mannose 1-phosphate [cytoplasm] + "GTP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + "GDP-alpha-D-mannose [cytoplasm]"; "YDLO055C [cytoplasm]"
11 863 [phosphoglucosamine mutase alpha-D-glucosamine 1-phosphate [cytoplasm] = "alpha-D-glucosamine 6-phosphate [cytoplasm]"; "YELO58W [cytoplasm]"
11 (875 [phosphomannomutase D-mannose 1-phosphate [cytoplasm] = "D-mannose 6-phosphate [cytoplasm]"; "YFL045C [cytoplasm]"
11 |1038 |trehalose-phosphatase alpha,alpha-trehalose 6-phosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "alpha,alpha-trehalose [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YDR074W [cytoplasm]"
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11 (1072  |UTP-glucose-1-phosphate uridylyltransferase D-glucose 1-phosphate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "UTP [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + "UDP-D-glucose [cytoplasm]"; "YKLO35W [cytoplasm]"
1-acyl-sn-glycerol 3-phosphate [endoplasmic reticulum] + "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]" = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + 4 * "H+ [endoplasmic reticulum]" + "phosphatidate
12 9 1-acyl-sn-gylcerol-3-phosphate acyltransferase ; . . .
[endoplasmic reticulum]"; "YDLO052C [endoplasmic reticulum]"
12|10 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3-phosphate [vacuole] + "ATP [vacuole]" + "H+ [vacuole]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3,5-bisphosphate [vacuole]" + "ADP [vacuole]"; "YFROI9W [vacuole]"
o . 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3-phosphate [cell envelope] + "ATP [cytoplasm]" = "l1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3,5-bisphosphate [cell envelope]" + "ADP [cytoplasm]"; "YFROIOW [cell]
12 (11 1-phosphatidylinositol-3-phosphate 5-kinase_2
envelope]"
X . 3-dehydrosphinganine [endoplasmic reticulum] + 2 * "H+ [endoplasmic reticulum]" + "NADPH [endoplasmic reticulum]" = "NADP(+) [endoplasmic reticulum]" + "sphinganine [endoplasmic|
12 |44 3-dehydrosphinganine reductase . o
reticulum]"; "YBR265W [endoplasmic reticulum]"
12 (113 acetyl-CoA ACP transacylase acetyl-CoA [cytoplasm] + "acyl-carrier protein [cytoplasm]" = "acetyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]"; "YKL182W:YPL231W [cytoplasm]"
acetyl-CoA [mitochondrion] + "acyl-carrier protein [mitochondrion]" = "acetyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" + "coenzyme A [mitochondrion]";
12 (114 acetyl-CoA ACP transacylase 2 i .
"YBR026C:YER061C:YHR067W:YKLO055C:YKL192C:YOR221C [mitochondrion]"
12 (118 acetyl-CoA C-acetyltransferase 2 * "acetyl-CoA [cytoplasm]" = "acetoacetyl-CoA [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]"; "YPL028W [cytoplasm]"
12 (119 acetyl-CoA C-acetyltransferase_2 2 * "acetyl-CoA [mitochondrion]" = "acetoacetyl-CoA [mitochondrion]" + "coenzyme A [mitochondrion]"; "YPL028W [mitochondrion]"
acetyl-CoA [mitochondrion] + "ATP [mitochondrion]" + "bicarbonate [mitochondrion]" = "ADP [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]" + "malonyl-CoA [mitochondrion]" + "phosphate
12 ]123 acetyl-Coa carboxylase . . . i
[mitochondrion]"; "YMR207C [mitochondrion]"
12 (124 acetyl-CoA carboxylase, reaction acetyl-CoA [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" + "bicarbonate [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "malonyl-CoA [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YNRO16C [cytoplasm]"
12 (141 acyl-CoA:sterol acyltransferase episterol [endoplasmic reticulum] + "oleoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + "episteryl oleate [endoplasmic reticulum]"; "YCRO048W [endoplasmic reticulum]"
. crgosterol [endoplasmic reticulum] + "oleoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + "ergosteryl oleate [endoplasmic reticulum]"; "YCR048W [endoplasmic
12 (142 acyl-CoA:sterol acyltransferase 2
reticulum]" "YNRO19W [endoplasmic reticulum]"
fecosterol [endoplasmic reticulum] + "oleoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + "fecosteryl oleate [endoplasmic reticulum]"; "YCRO048W [endoplasmic
12143 acyl-CoA:sterol acyltransferase 3 X
reticulum]"
lanosterol [endoplasmic reticulum] + "oleoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + "lanosteryl oleate [endoplasmic reticulum]"; "YCR048W [endoplasmic
12 (144 acyl-CoA:sterol acyltransferase_4
reticulum]"
oleoyl-CoA [endoplasmic reticulum] + "zymosterol [endoplasmic reticulum]" = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + "zymosteryl oleate [endoplasmic reticulum]"; "YCRO048W [endoplasmic
12 |145 acyl-CoA:sterol acyltransferase 5 .
reticulum]"
episterol [endoplasmic reticulum] + "palmitoleoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + "episteryl palmitoleate [endoplasmic reticulum]"; "YCR048W [endoplasmic
12 (146 acyl-CoA:sterol acyltransferase_6
reticulum]"
ergosterol [endoplasmic reticulum] + "palmitoleoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + "ergosteryl palmitoleate [endoplasmic reticulum]"; "YCRO048W
12147 acyl-CoA:sterol acyltransferase 7 L o
[endoplasmic reticulum]" "YNRO19W [endoplasmic reticulum]"
fecosterol [endoplasmic reticulum] + "palmitoleoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + "fecosteryl palmitoleate [endoplasmic reticulum]"; "YCRO048W
12 (148 acyl-CoA:sterol acyltransferase_8
[endoplasmic reticulum]"
. lanosterol [endoplasmic reticulum] + "palmitoleoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + "lanosteryl palmitoleate [endoplasmic reticulum]"; "YCRO48W
12 (149 acyl-CoA:sterol acyltransferase_9 i .
[endoplasmic reticulum]"
palmitoleoyl-CoA [endoplasmic reticulum] + "zymosterol [endoplasmic reticulum]" = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + "zymosteryl palmitoleate [endoplasmic reticulum]"; "YCRO48W
12150 acyl-CoA:sterol acyltransferase_10 . X
[endoplasmic reticulum]"
4,4-dimethyl-5alpha-cholesta-8,14,24-trien-3beta-ol [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "l4-demethyllanosterol [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YNL280C
12258 C-14 sterol reductase
[cytoplasm]"
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crgosta-5,7,24(28)-trien-3beta-ol [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]" + "oxygen [cytoplasm]" = "ergosta-5,7,22,24(28)-tetraen-3beta-ol [cytoplasm]" + "NAD(+) [cytoplasm]" + 2 *

12 259 C-22 sterol desaturase (NAD)
"water [cytoplasm]"; "YIL043C:YMROI5C:YNL111C [cytoplasm]" "YKL150W:YMRO15C:YNL111C [cytoplasm]"
ergosta-5,7,24(28)-trien-3beta-ol [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" + "oxygen [cytoplasm]" = "ergosta-5,7,22,24(28)-tetraen-3beta-ol [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]" + 2|
12 260 C-22 sterol desaturase (NADP)
* "water [cytoplasm]"; "YHR042W:YMRO15C [cytoplasm]"
NADP(+) [cytoplasm] + "zymosterol intermediate 1¢ [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" + "zymosterol intermediate 2 [cytoplasm]"; "YGL001C|
12 [261 C-3 sterol dehydrogenase
[cytoplasm]"
4beta-methylzymosterol-4alpha-carboxylic acid [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "3-dehydro-4-methylzymosterol [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADH
12262 C-3 sterol dehydrogenase (4-methylzymosterol)
[cytoplasm]"; "YGLOO1C [cytoplasm]"
12263 C-3 sterol keto reductase (4-methylzymosterol) 3-dehydro-4-methylzymosterol [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "4alpha-methylzymosterol [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YLR100W [cytoplasm]"
12 [264 C-3 sterol keto reductase (zymosterol) H+ [cytoplasm] + "NADPH [cytoplasm]" + "zymosterol intermediate 2 [cytoplasm]" = "NADP(+) [cytoplasm]" + "zymosterol [cytoplasm]"; "YLR100W [cytoplasm]"
4alpha-methylzymosterol [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" + "oxygen [cytoplasm]" = "NADP(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" + "zymosterol intermediate 1a [cytoplasm]";
12 [265 C-4 methyl sterol oxidase
"YGRO60W [cytoplasm]"
H+ [cytoplasm] + "NADPH [cytoplasm]" + "oxygen [cytoplasm]" + "zymosterol intermediate la [cytoplasm]" = "NADP(+) [cytoplasm]" + 2 * "water [cytoplasm]" + "zymosterol intermediate 1b
12 266 C-4 methyl sterol oxidase 2
[cytoplasm]"; "YGRO60W [cytoplasm]"
H+ [cytoplasm] + "NADPH [cytoplasm]" + "oxygen [cytoplasm]" + "zymosterol intermediate 1b [cytoplasm]" = "NADP(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" + "zymosterol intermediate 1c
12267 C-4 methyl sterol oxidase 3
[cytoplasm]"; "YGRO60W [cytoplasm]"
. . 14-demethyllanosterol [cytoplasm] + 3 * "H+ [cytoplasm]" + 3 * "NADPH [cytoplasm]" + 3 * "oxygen [cytoplasm]" = "4beta-methylzymosterol-4alpha-carboxylic acid [cytoplasm]" + 3 * "NADP(+)
12 [268 C-4 sterol methyl oxidase (4,4-dimethylzymosterol)
[cytoplasm]" + 4 * "water [cytoplasm]"; "YGRO60W [cytoplasm]"
episterol [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" + "oxygen [cytoplasm]" = "ergosta-5,7,24(28)-trien-3beta-ol [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]" + 2 * "water [cytoplasm]";
12269 C-5 sterol desaturase
"YLRO56W [cytoplasm]"
12 270 |C-8 sterol isomerase fecosterol [cytoplasm] = "episterol [cytoplasm]"; "YMR202W [cytoplasm]"
ergosta-5,7,22,24(28)-tetraen-3beta-ol [endoplasmic reticulum] + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "NADPH [endoplasmic reticulum]" = "ergosterol [endoplasmic reticulum]" + "NADP(+) [endoplasmic|
12 1271 C-s24 sterol reductase . o
reticulum]"; "YGLO12W [endoplasmic reticulum]"
12 278 cardiolipin synthase CDP-diacylglycerol [mitochondrion] + "phosphatidylglycerol [mitochondrion]" = "cardiolipin [mitochondrion]" + "CMP [mitochondrion]"; "YDL142C [mitochondrion]"
. CTP [endoplasmic reticulum] + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "phosphatidate [endoplasmic reticulum]" = "CDP-diacylglycerol [endoplasmic reticulum]" + "diphosphate [endoplasmic reticulum]";
12 (284 CDP-diacylglycerol synthase . .
"YBRO029C [endoplasmic reticulum]"
12 [285 CDP-diacylglycerol synthase 2 CTP [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "phosphatidate [mitochondrion]" = "CDP-diacylglycerol [mitochondrion]" + "diphosphate [mitochondrion]"; "YBR029C [mitochondrion]"
. H+ [endoplasmic reticulum] + "N-tetracosanylsphinganine [endoplasmic reticulum]" + "NADPH [endoplasmic reticulum]" + "oxygen [endoplasmic reticulum]" = "N-tetracosanylphytosphingosine
12 |286 ceramide-1 hydroxylase (24C) o o o o
[endoplasmic reticulum]" + "NADP(+) [endoplasmic reticulum]" + "water [endoplasmic reticulum]"; "YDR297W [endoplasmic reticulum]"
. H+ [endoplasmic reticulum] + "N-tetracosanylsphinganine [endoplasmic reticulum]" + "NADPH [endoplasmic reticulum]" + ‘"oxygen [endoplasmic reticulum]" = "N-(24-
12287 ceramide-1 hydroxylase (24C) 2 . . L L o o
hydroxytetracosanyl)sphinganine [endoplasmic reticulum]" + "NADP(+) [endoplasmic reticulum]" + "water [endoplasmic reticulum]"; "YMR272C [endoplasmic reticulum]"
. H+ [endoplasmic reticulum] + "N-hexacosanylsphinganine [endoplasmic reticulum]" + "NADPH [endoplasmic reticulum]" + "oxygen [endoplasmic reticulum]" = "N-hexacosanylphytosphingosine
12 288 ceramide-1 hydroxylase (26C) o o o o
[endoplasmic reticulum]" + "NADP(+) [endoplasmic reticulum]" + "water [endoplasmic reticulum]"; "YDR297W [endoplasmic reticulum]"
. H+ [endoplasmic reticulum] + "N-hexacosanylsphinganine [endoplasmic reticulum]" + "NADPH [endoplasmic reticulum]" + ‘“oxygen [endoplasmic reticulum]" = "N-(26-
121289 ceramide-1 hydroxylase (26C)_2 . . o o . . o
hydroxyhexacosanyl)sphinganine [endoplasmic reticulum]" + "NADP(+) [endoplasmic reticulum]" + "water [endoplasmic reticulum]"; "YMR272C [endoplasmic reticulum]"
12 (290 ceramide-1 synthase (24C) sphinganine [endoplasmic reticulum] + "tetracosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "N-tetracosanylsphinganine|
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[endoplasmic reticulum]"; "YHLO03C [endoplasmic reticulum]" "YKLOO8C [endoplasmic reticulum]" "YPLO87W [endoplasmic reticulum]"

hexacosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] + "sphinganine [endoplasmic reticulum]" = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "N-hexacosanylsphinganine
12 |291 ceramide-1 synthase (26C)
[endoplasmic reticulum]"; "YHLO03C [endoplasmic reticulum]" "YKLOO8C [endoplasmic reticulum]" "YPLO87W [endoplasmic reticulum]"
[phytosphingosine [endoplasmic reticulum] + "tetracosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "N-tetracosanylphytosphingosine
121292 ceramide-2 synthase (24C) L L . . . o
[endoplasmic reticulum]"; "YBR183W [endoplasmic reticulum]" "YHLO003C [endoplasmic reticulum]" "YKLOO8C [endoplasmic reticulum]" "YPLO87W [endoplasmic reticulum]"
hexacosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] + "phytosphingosine [endoplasmic reticulum]" = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "N-hexacosanylphytosphingosine
12 293 ceramide-2 synthase (26C)
[endoplasmic reticulum]"; "YBR183W [endoplasmic reticulum]" "YHLO03C [endoplasmic reticulum]" "YKLOO8C [endoplasmic reticulum]" "YPLO87W [endoplasmic reticulum]"
X H+ [endoplasmic reticulum] + "N-tetracosanylphytosphingosine [endoplasmic reticulum]" + "NADPH [endoplasmic reticulum]" + "oxygen [endoplasmic reticulum]" = "N-(24-
12 |294  |ceramide-3 synthase (24C) X . Co o . o
hydroxytetracosanyl)phytosphingosine [endoplasmic reticulum]" + "NADP(+) [endoplasmic reticulum]" + "water [endoplasmic reticulum]"; "YMR272C [endoplasmic reticulum]"
. H+ [endoplasmic reticulum] + "N-hexacosanylphytosphingosine [endoplasmic reticulum]" + "NADPH [endoplasmic reticulum]" + "oxygen [endoplasmic reticulum]" = "N-(26-
12 (295 ceramide-3 synthase (26C) . . oo . . o
hydroxyhexacosanyl)phytosphingosine [endoplasmic reticulum]" + "NADP(+) [endoplasmic reticulum]" + "water [endoplasmic reticulum]"; "YMR272C [endoplasmic reticulum]"
121299 choline kinase ATP [cytoplasm] + "choline [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "choline phosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YLR133W [cytoplasm]"
12 (300 choline phosphate cytididyltransferase choline phosphate [cytoplasm] + "CTP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" = "CDP-choline [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YGR202C [cytoplasm]"
12 (301 choline/ethanolaminephosphotransferase CDP-ethanolamine [cytoplasm] + "diglyceride [cytoplasm]" = "CMP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "phosphatidylethanolamine [cytoplasm]"; "YHR123W [cytoplasm]"
. 1,2-dioleoylglycerol [endoplasmic reticulum] + "CDP-choline [endoplasmic reticulum]" = "1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine [endoplasmic reticulum]" + "CMP [endoplasmic reticulum]";
121302 cholinephosphotransferase . .
"YNL130C [endoplasmic reticulum]"
12 (303 cholinephosphotransferase_2 CDP-choline [endoplasmic reticulum] + "diglyceride [endoplasmic reticulum]" = "CMP [endoplasmic reticulum]" + "phosphatidylcholine [endoplasmic reticulum]"; "YNL130C [endoplasmic reticulum]"
farnesyl diphosphate [lipid particle] + "isopentenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "geranylgeranyl diphosphate [lipid particle]"; "YBRO002C [lipid particle]" "YMR101C
12 (309 cis-prenyltransferase step 01
[lipid particle]"
geranylgeranyl diphosphate [lipid particle] + "isopentenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + 3 * "H+ [lipid particle]" + "pentaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YBR002C
12 |310  [cis-prenyltransferase step 02 . X o .
[lipid particle]" "YMR101C [lipid particle]"
isopentenyl diphosphate [lipid particle] + "pentaprenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "hexaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YBRO02C [lipid particle]" "YMR101C
12 (311 cis-prenyltransferase step 03
[lipid particle]"
. 3 * "H+ [lipid particle]" + "hexaprenyl diphosphate [lipid particle]" + "isopentenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "heptaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YBR002C
12 |312  [cis-prenyltransferase step 04 n X . .
[lipid particle]" "YMR101C [lipid particle]"
. heptaprenyl diphosphate [lipid particle] + "isopentenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "octaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YBRO02C [lipid particle]" "YMR101C
12 313 cis-prenyltransferase step 05 . A
[lipid particle]"
. isopentenyl diphosphate [lipid particle] + "octaprenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "nonaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YBRO002C [lipid particle]" "YMR101C|
12 |314  [cis-prenyltransferase step 06 o .
[lipid particle]"
. isopentenyl diphosphate [lipid particle] + "nonaprenyl diphosphate [lipid particle]" = "decaprenyl diphosphate [lipid particle]" + "diphosphate [lipid particle]"; "YBRO02C [lipid particle]" "YMR101C
12 315 cis-prenyltransferase step 07 . .
[lipid particle]"
decaprenyl diphosphate [lipid particle] + "isopentenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "undecaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YBRO002C [lipid particle]" "YMR101C
12 316 cis-prenyltransferase step 08 o .
[lipid particle]"
isopentenyl diphosphate [lipid particle] + "undecaprenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "dodecaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YBRO0O02C [lipid particle]"
12317 cis-prenyltransferase step 09 . .
"YMRI101C [lipid particle]"
dodecaprenyl diphosphate [lipid particle] + "isopentenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "tridecaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YBROO02C [lipid particle]"
12 (318 cis-prenyltransferase step 10

"YMR10IC [lipid particle]"
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isopentenyl diphosphate [lipid particle] + "tridecaprenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "tetradecaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YBRO002C [lipid particle]"

12 |319 cis-prenyltransferase step 11
"YMRI101C [lipid particle]"
isopentenyl diphosphate [lipid particle] + "tetradecaprenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "pentadecaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YBRO02C [lipid particle]"
12 (320 cis-prenyltransferase step 12
"YMR101C [lipid particle]"
. isopentenyl diphosphate [lipid particle] + "pentadecaprenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "hexadecaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YBRO002C [lipid particle]"
12 (321 cis-prenyltransferase step 13
"YMRI101C [lipid particle]"
hexadecaprenyl diphosphate [lipid particle] + "isopentenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "heptadecaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YBRO02C [lipid particle]"
12 (322 cis-prenyltransferase step 14
"YMRI101C [lipid particle]"
. heptadecaprenyl diphosphate [lipid particle] + "isopentenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "octadecaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YBRO02C [lipid particle]"
12 (323 cis-prenyltransferase step 15
"YMRI101C [lipid particle]"
12 (324 cis-prenyltransferase step 16 isopentenyl diphosphate [lipid particle] + "octadecaprenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "nonadecaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YMR101C [lipid particle]"
12 |325 cis-prenyltransferase step 17 isopentenyl diphosphate [lipid particle] + "nonadecaprenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "icosaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YMRI101C [lipid particle]"
12326 cis-prenyltransferase step 18 icosaprenyl diphosphate [lipid particle] + "isopentenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "henicosaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YMR101C [lipid particle]"
12 (327 cis-prenyltransferase step 19 henicosaprenyl diphosphate [lipid particle] + "isopentenyl diphosphate [lipid particle]" = "diphosphate [lipid particle]" + "docosaprenyl diphosphate [lipid particle]"; "YMR101C [lipid particle]"
2 * "H+ [cytoplasm]" + "lanosterol [cytoplasm]" + 3 * "NADH [cytoplasm]" + 3 * "oxygen [cytoplasm]" = "4,4-dimethyl-5alpha-cholesta-8,14,24-trien-3beta-ol [cytoplasm]" + "formate [cytoplasm]" + 3
12 (347 cytochrome P450 lanosterol 14-alpha-demethylase (NAD)
* "NAD(+) [cytoplasm]" + 4 * "water [cytoplasm]"; "YHRO007C:YIL043C:YNLI11C [cytoplasm]" "YHRO07C:YKL150W:YNL111C [cytoplasm]"
2 * "H+ [cytoplasm]" + "lanosterol [cytoplasm]" + 3 * "NADPH [cytoplasm]" + 3 * "oxygen [cytoplasm]" = "4,4-dimethyl-5alpha-cholesta-8,14,24-trien-3beta-ol [cytoplasm]" + "formate [cytoplasm]" +
12 |348 cytochrome P450 lanosterol 14-alpha-demethylase (NADP) Leytop ] Leytop ] [eytop ] yeen [eytop ] Y P [eytop ] [eytop ]
3 * "NADP(+) [cytoplasm]" + 4 * "water [cytoplasm]"; "YHR007C:YHR042W [cytoplasm]"
12 |370 diacylglycerol acyltransferase acyl-CoA [lipid particle] + "diglyceride [lipid particle]" = "coenzyme A [lipid particle]" + 4 * "H+ [lipid particle]" + "triglyceride [lipid particle]"; "YOR245C [lipid particle]"
12 (387 dimethylallyltranstransferase isopentenyl diphosphate [cytoplasm] + "prenyl diphosphate [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + "geranyl diphosphate [cytoplasm]"; "YJL167W [cytoplasm]"
12 (399 enoyl-CoA hydratase 3-hydroxyacyl-CoA [endoplasmic reticulum] = "trans-2,3-didehydroacyl-CoA [endoplasmic reticulum]" + "water [endoplasmic reticulum]"; "YJLO97W [endoplasmic reticulum]"
12 400 ethanolamine kinase ATP [cytoplasm] + "ethanolamine [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "O-phosphoethanolamine [cytoplasm]"; "YDR147W [cytoplasm]" "YLR133W [cytoplasm]"
. . 3 * "H+ [cytoplasm]" + "malonyl-CoA [cytoplasm]" + 2 * "NADPH [cytoplasm]" + "octanoate [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + "decanoate [cytoplasm]" + 2 *
12 417 fatty acid synthase (n-C10:0)
"NADP(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YGRO37C:YKL182W:YNRO16C:YPL231W [cytoplasm]"
. decanoate [cytoplasm] + 3 * "H+ [cytoplasm]" + "malonyl-CoA [cytoplasm]" + 2 * "NADPH [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + "laurate [cytoplasm]" + 2 *
12 418 fatty acid synthase (n-C12:0)
"NADP(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YGRO37C:YKL182W:YNRO16C:YPL231W [cytoplasm]"
3 * "H+ [cytoplasm]" + "laurate [cytoplasm]" + "malonyl-CoA [cytoplasm]" + 2 * "NADPH [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + "myristate [cytoplasm]" + 2 *
12 419 fatty acid synthase (n-C14:0)
"NADP(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YGRO037C:YKL182W:YNRO16C:YPL231W [cytoplasm]"
4 * "H+ [cytoplasm]" + "laurate [cytoplasm]" + "malonyl-CoA [cytoplasm]" + 3 * "NADPH [cytoplasm]" + "oxygen [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" +
12 420 fatty acid synthase (n-C14:1)
"myristoleate [cytoplasm]" + 3 * "NADP(+) [cytoplasm]" + 3 * "water [cytoplasm]"; "YJL196C [cytoplasm]"
3 * "H+ [cytoplasm]" + "malonyl-CoA [cytoplasm]" + "myristate [cytoplasm]" + 2 * "NADPH [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + 2 * "NADP(+) [cytoplasm]" +|
12 [421 fatty acid synthase (n-C16:0) .
"palmitate [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YGRO037C:YKLI182W:YNRO16C:YPL231W [cytoplasm]"
4 * "H+ [cytoplasm]" + "malonyl-CoA [cytoplasm]" + "myristate [cytoplasm]" + 3 * "NADPH [cytoplasm]" + "oxygen [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + 3 *
12 |422 fatty acid synthase (n-C16:1)
"NADP(+) [cytoplasm]" + "palmitoleate [cytoplasm]" + 3 * "water [cytoplasm]"; "YJL196C [cytoplasm]"
3 * "H+ [cytoplasm]" + "malonyl-CoA [cytoplasm]" + 2 * "NADPH [cytoplasm]" + "palmitate [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + 2 * "NADP(+) [cytoplasm]" +|
12 (423 fatty acid synthase (n-C18:0)

"stearate [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YGRO37C:YKLI182W:YNRO16C:YPL231W [cytoplasm]"
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4 * "H+ [cytoplasm]" + "malonyl-CoA [cytoplasm]" + 3 * "NADPH [cytoplasm]" + "oxygen [cytoplasm]" + "palmitate [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + 3 *

12 424 fatty acid synthase (n-C18:1)
"NADP(+) [cytoplasm]" + "oleate [cytoplasm]" + 3 * "water [cytoplasm]"; "YJL196C [cytoplasm]"
9 * "H+ [cytoplasm]" + 3 * "malonyl-CoA [cytoplasm]" + 6 * "NADPH [cytoplasm]" + "stearate [cytoplasm]" = 3 * "carbon dioxide [cytoplasm]" + 3 * "coenzyme A [cytoplasm]" + "lignocerate
12 425 fatty acid synthase (n-C24:0), lumped reaction
[cytoplasm]" + 6 * "NADP(+) [cytoplasm]" + 3 * "water [cytoplasm]"; "YCR034W:YDLO15C:YLR372W [cytoplasm]"
3 * "H+ [cytoplasm]" + "lignocerate [cytoplasm]" + "malonyl-CoA [cytoplasm]" + 2 * "NADPH [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "cerotate [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + 2 *
12 426 fatty acid synthase (n-C26:0)
"NADP(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YCR034W:YDLO15C:YLR372W [cytoplasm]"
. . acetyl-CoA [cytoplasm] + 8 * "H+ [cytoplasm]" + 3 * "malonyl-CoA [cytoplasm]" + 6 * "NADPH [cytoplasm]" = 3 * "carbon dioxide [cytoplasm]" + 4 * "coenzyme A [cytoplasm]" + 6 * "NADP(+)
12 427 fatty acid synthase (n-C8:0), lumped reaction
[cytoplasm]" + "octanoate [cytoplasm]" + 2 * "water [cytoplasm]"; "YGRO037C:YKL182W:YNRO16C:YPL231W [cytoplasm]"
acetyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] + 3 * "carboxyacetyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" + 9 * "H+ [mitochondrion]" + 6 * "NADPH [mitochondrion]" = 3 * "carbon dioxide
12 [428 fatty acyl-ACP synthase (n-C8:0ACP), lumped reaction [mitochondrion]" + 6 * "NADP(+) [mitochondrion]" + "octanoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" + 3 * "water [mitochondrion]" + 3 * "acyl-carrier protein [mitochondrion]";
"YBR0O26C:YER061C:YHR067W:YKLO055C:YKL192C:YOR221C [mitochondrion]"
3 * "H+ [cytoplasm]" + "malonyl-CoA [cytoplasm]" + 2 * "NADPH [cytoplasm]" + "octanoyl-CoA [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + "decanoyl-CoA]
12 429 fatty acyl-CoA synthase (n-C10:0CoA)
[cytoplasm]" + 2 * "NADP(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YGR037C:YKL182W:YNRO16C:YPL231W [cytoplasm]"
. acetyl-CoA [cytoplasm] + 9 * "H+ [cytoplasm]" + 3 * "malonyl-CoA [cytoplasm]" + 6 * "NADPH [cytoplasm]" = 3 * "carbon dioxide [cytoplasm]" + 3 * "coenzyme A [cytoplasm]" + 6 * "NADP(+),
12 430 fatty acyl-CoA synthase (n-C8:0CoA), lumped reaction
[cytoplasm]" + "octanoyl-CoA [cytoplasm]" + 3 * "water [cytoplasm]"; "YGRO037C:YKL182W:YNRO16C:YPL231W [cytoplasm]"
12 [447 fatty-acyl-ACP hydrolase lauroyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "laurate [cytoplasm]" + "acyl-carrier protein [cytoplasm]"; "YKL182W:YPL231W [cytoplasm]"
12 448 fatty-acyl-ACP hydrolase_2 myristoyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "myristate [cytoplasm]" + "acyl-carrier protein [cytoplasm]"; "YKL182W:YPL231W [cytoplasm]"
12 449 fatty-acyl-ACP hydrolase_3 (Z)-tetradec-7-enoyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "myristoleate [cytoplasm]" + "acyl-carrier protein [cytoplasm]"; "YKL182W:YPL231W [cytoplasm]"
12 (450 fatty-acyl-ACP hydrolase_4 palmitoyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "palmitate [cytoplasm]" + "acyl-carrier protein [cytoplasm]"; "YKL182W:YPL231W [cytoplasm]"
12 451 fatty-acyl-ACP hydrolase_5 cis-palmitoleoyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "palmitoleate [cytoplasm]" + "acyl-carrier protein [cytoplasm]"; "YKL182W:YPL231W [cytoplasm]"
12 [452 fatty-acyl-ACP hydrolase_6 stearoyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "stearate [cytoplasm]" + "acyl-carrier protein [cytoplasm]"; "YKLI182W:YPL231W [cytoplasm]"
12 (453 fatty-acyl-ACP hydrolase_7 cis-vaccenoyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "oleate [cytoplasm]" + "acyl-carrier protein [cytoplasm]"; "YKL182W:YPL231W [cytoplasm]"
12 |454 fatty-acyl-ACP hydrolase_8 octadec-9-ynoyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "linoleic acid [cytoplasm]" + "acyl-carrier protein [cytoplasm]"; "YKLI182W:YPL231W [cytoplasm]"
carboxyacetyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] + 3 * "H+ [mitochondrion]" + 2 * "NADPH [mitochondrion]" + "octanoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" = "carbon dioxide [mitochondrion]"
12 [455 fatty-acyl-ACP synthase (n-C10:0ACP) +  "decanoyl-[acyl-carrier  protein]  [mitochondrion]" + 2 * "NADP(+) [mitochondrion]" 4+  "water [mitochondrion]" +  "acyl-carrier  protein  [mitochondrion]";
"YBR026C:YER061C:YHR067W:YKLO055C:YKL192C:YOR221C [mitochondrion]"
carboxyacetyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] + "decanoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" + 3 * "H+ [mitochondrion]" + 2 * "NADPH [mitochondrion]" = "carbon dioxide]
12 456 fatty-acyl-ACP synthase (n-C12:0ACP) [mitochondrion]" + "lauroyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" + 2 * "NADP(+) [mitochondrion]" + ‘"water [mitochondrion]" + "acyl-carrier protein [mitochondrion]";
"YBRO026C:YER061C:YHRO67W:YKLO055C:YKL192C:YOR221C [mitochondrion]"
carboxyacetyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] + 3 * "H+ [mitochondrion]" + "lauroyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" + 2 * "NADPH [mitochondrion]" = "carbon dioxide [mitochondrion]"
12 457 fatty-acyl-ACP synthase (n-C14:0ACP) +  "myristoyl-[acyl-carrier  protein]  [mitochondrion]" + 2 * "NADP(+) [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" +  "acyl-carrier  protein  [mitochondrion]";
"YBR026C:YER061C:YHR067W:YKLO055C:YKL192C:YOR221C [mitochondrion]"
carboxyacetyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] + 4 * "H+ [mitochondrion]" + "lauroyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" + 3 * "NADPH [mitochondrion]" + "oxygen [mitochondrion]" = "(Z)-
12 |458 fatty-acyl-ACP synthase (n-C14:1ACP) tetradec-7-enoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" + "carbon dioxide [mitochondrion]" + 3 * "NADP(+) [mitochondrion]" + 3 * "water [mitochondrion]" + "acyl-carrier protein [mitochondrion]";
"YBR0O26C:YER061C:YHR067W:YKLO055C:YKL192C:YOR221C [mitochondrion]"
carboxyacetyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] + 3 * "H+ [mitochondrion]" + "myristoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" + 2 * "NADPH [mitochondrion]" = "carbon dioxide
12 459 fatty-acyl-ACP synthase (n-C16:0ACP)

[mitochondrion]" + 2 * "NADP(+) [mitochondrion]" + "palmitoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" + "acyl-carrier protein [mitochondrion]";
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"YBR0O26C:YER061C:YHR067W:YKLO055C:YKL192C:YOR221C [mitochondrion]"

carboxyacetyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] + 4 * "H+ [mitochondrion]" + "myristoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" + 3 * "NADPH [mitochondrion]" + "oxygen [mitochondrion]" =

12 460 fatty-acyl-ACP synthase (n-C16:1ACP) "carbon dioxide [mitochondrion]" + "cis-palmitoleoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" + 3 * "NADP(+) [mitochondrion]" + 3 * "water [mitochondrion]" + "acyl-carrier protein [mitochondrion]";
"YBR026C:YER061C:YHR067W:YKLO055C:YKL192C:YOR221C [mitochondrion]"
carboxyacetyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] + 3 * "H+ [mitochondrion]" + 2 * "NADPH [mitochondrion]" + "palmitoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" = "carbon dioxide
12 [461 fatty-acyl-ACP synthase (n-C18:0ACP) [mitochondrion]" + 2 * "NADP(+) [mitochondrion]" + "stearoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" + "acyl-carrier protein [mitochondrion]";
"YBR0O26C:YER061C:YHR067W:YKLO055C:YKL192C:YOR221C [mitochondrion]"
carboxyacetyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] + 4 * "H+ [mitochondrion]" + 3 * "NADPH [mitochondrion]" + "oxygen [mitochondrion]" + "palmitoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" =|
12 |462 fatty-acyl-ACP synthase (n-C18:1ACP) "carbon dioxide [mitochondrion]" + "cis-vaccenoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" + 3 * "NADP(+) [mitochondrion]" + 3 * "water [mitochondrion]" + "acyl-carrier protein [mitochondrion]";
"YBRO026C:YER061C:YHR067W:YKLO055C:YKL192C:YOR221C [mitochondrion]"
carboxyacetyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion] + 5 * "H+ [mitochondrion]" + 4 * "NADPH [mitochondrion]" + 2 * "oxygen [mitochondrion]" + "palmitoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" =
12 [463 fatty-acyl-ACP synthase (n-C18:2ACP) "carbon dioxide [mitochondrion]" + 4 * "NADP(+) [mitochondrion]" + "octadec-9-ynoyl-[acyl-carrier protein] [mitochondrion]" + 5 * "water [mitochondrion]" + "acyl-carrier protein [mitochondrion]";
"YBR026C:YER061C:YHR067W:YKLO055C:YKL192C:YOR221C [mitochondrion]"
decanoyl-CoA [cytoplasm] + 3 * "H+ [cytoplasm]" + "malonyl-CoA [cytoplasm]" + 2 * "NADPH [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + "lauroyl-CoA [cytoplasm]"
12 |[464 fatty-acyl-CoA synthase (n-C12:0CoA)
+2 * "NADP(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YGR037C:YKL182W:YNRO16C:YPL231W [cytoplasm]"
3 * "H+ [cytoplasm]" + "lauroyl-CoA [cytoplasm]" + "malonyl-CoA [cytoplasm]" + 2 * "NADPH [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + "myristoyl-CoA
12 |465 fatty-acyl-CoA synthase (n-C14:0CoA) [eytop J 4 Leytop ] Y [eytop ] [eytop ] [eytop 1 Y [eytop ] yrisioy
[cytoplasm]" + 2 * "NADP(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YGRO37C:YKL182W:YNRO16C:YPL231W [cytoplasm]"
3 * "H+ [cytoplasm]" + "malonyl-CoA [cytoplasm]" + "myristoyl-CoA [cytoplasm]" + 2 * "NADPH [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + 2 * "NADP(+)
12 [466 fatty-acyl-CoA synthase (n-C16:0CoA) .
[cytoplasm]" + "palmitoyl-CoA [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YGR037C:YKL182W:YNRO16C:YPL231W [cytoplasm]"
3 * "H+ [cytoplasm]" + "malonyl-CoA [cytoplasm]" + 2 * "NADPH [cytoplasm]" + "palmitoyl-CoA [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]" + 2 * "NADP(+)
12 |467 fatty-acyl-CoA synthase (n-C18:0CoA) [eytop ! Y Leytop ] [eytop ] P 4 [eytop ! [eytop ] Y [eytop ] ¢
[cytoplasm]" + "stearoyl-CoA [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YGRO037C:YKL182W:YNRO16C:YPL231W [cytoplasm]"
12 496 geranyltranstransferase geranyl diphosphate [cytoplasm] + "isopentenyl diphosphate [cytoplasm]" = "2-trans,6-trans-farnesyl diphosphate [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YJL167W [cytoplasm]"
2 lsa glycerol-3-phosphate/dihydroxyacetone phosphate|acyl-CoA [endoplasmic reticulum] + "glycerone phosphate [endoplasmic reticulum]" = "acylglycerone phosphates [endoplasmic reticulum]" + "coenzyme A [endoplasmic reticulum]"; "YBLOI1W]
acyltransferase [endoplasmic reticulum]" "YKRO67W [endoplasmic reticulum]"
glycerol-3-phosphate/dihydroxyacetone phosphate o . . . o . o . . .
121|533 acyl-CoA [lipid particle] + "glycerone phosphate [lipid particle]" = "acylglycerone phosphates [lipid particle]" + "coenzyme A [lipid particle]"; "YKR067W [lipid particle]"
acyltransferase 2
2 lsaa glycerol-3-phosphate/dihydroxyacetone phosphatefacyl-CoA [endoplasmic reticulum] + "sn-glycerol 3-phosphate [endoplasmic reticulum]" = "1-acyl-sn-glycerol 3-phosphate [endoplasmic reticulum]" + "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + 2 * "H+
acyltransferase_3 [endoplasmic reticulum]"; "YBLO11W [endoplasmic reticulum]" "YKRO67W [endoplasmic reticulum]"
1 ls3s glycerol-3-phosphate/dihydroxyacetone phosphatelacyl-CoA [lipid particle] + "sn-glycerol 3-phosphate [lipid particle]" = "1-acyl-sn-glycerol 3-phosphate [lipid particle]" + "coenzyme A [lipid particle]" + 2 * "H+ [lipid particle]"; "YKRO67W [lipid|
acyltransferase 4 particle]"
(R)-mevalonate [cytoplasm] + "coenzyme A [cytoplasm]" + 2 * "NADP(+) [cytoplasm]" = "3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + 2 * "NADPH [cytoplasm]";
12 (598 hydroxymethylglutaryl CoA reductase
"YLR450W [cytoplasm]" "YMLO75C [cytoplasm]"
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA [cytoplasm] + "coenzyme A [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" = "acetoacetyl-CoA [cytoplasm]" + "acetyl-CoA [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YMLI126C
12599 hydroxymethylglutaryl CoA synthase
[cytoplasm]"
3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA [mitochondrion] + "coenzyme A [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]" = "acetoacetyl-CoA [mitochondrion]" + "acetyl-CoA [mitochondrion]" + "water
12 600 hydroxymethylglutaryl CoA synthase 2

[mitochondrion]"; "YML126C [mitochondrion]"
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12 [618 inositolphosphotransferase 1D-myo-inositol 1-phosphate [Golgi] + "mannosylinositol phosphorylceramide [Golgi]" = "inositol phosphomannosylinositol phosphoceramide [Golgi]"; "YDR072C [Golgi]"
12 621 IPC synthase 1D-myo-inositol 1-phosphate [Golgi] + "N-(24-hydroxytetracosanyl)sphinganine [Golgi]" = "inositol-P-ceramide B [Golgi]"; "YKL004W [Golgi]"
12 (622 IPC synthase_2 1D-myo-inositol 1-phosphate [Golgi] + "N-(26-hydroxyhexacosanyl)sphinganine [Golgi]" = "inositol-P-ceramide B [Golgi]"; "YKL004W [Golgi]"
12 (623 IPC synthase_3 1D-myo-inositol 1-phosphate [Golgi] + "N-(24-hydroxytetracosanyl)phytosphingosine [Golgi]" = "inositol-P-ceramide C [Golgi]"; "YKL004W [Golgi]"
12 624 IPC synthase 4 1D-myo-inositol 1-phosphate [Golgi] + "N-(26-hydroxyhexacosanyl)phytosphingosine [Golgi]" = "inositol-P-ceramide C [Golgi]"; "YKLO004W [Golgi]"
12 (638 isopentenyl-diphosphate D-isomerase isopentenyl diphosphate [cytoplasm] = "prenyl diphosphate [cytoplasm]"; "YPL117C [cytoplasm]"
12 (673 lanosterol synthase (S)-2,3-epoxysqualene [cytoplasm] = "lanosterol [cytoplasm]"; "YHRO72W [cytoplasm]"
12 |678 leukotriene A4 hydrolase leukotriene A4 [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "(5S,6S)-di-HETE [cytoplasm]"; "YNLO45W [cytoplasm]"
121679 leukotriene A4 hydrolase_2 leukotriene A4 [nucleus] + "water [nucleus]" = "(5S,6S)-di-HETE [nucleus]"; "YNL045W [nucleus]"
12 |680 leukotriene A4 hydrolase_3 leukotriene A4 [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "Delta(6)-trans,Delta(8)-cis-leukotriene B4 [cytoplasm]"; "YNL045W [cytoplasm]"
12 |681 leukotriene A4 hydrolase 4 leukotriene A4 [nucleus] + "water [nucleus]" = "Delta(6)-trans,Delta(8)-cis-leukotriene B4 [nucleus]"; "YNLO045W [nucleus]"
12682 leukotriene A4 hydrolase_5 leukotriene A4 [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "leukotriene B4 [cytoplasm]"; "YNL045W [cytoplasm]"
12 (683 leukotriene A4 hydrolase_6 leukotriene A4 [nucleus] + "water [nucleus]" = "leukotriene B4 [nucleus]"; "YNL045W [nucleus]"
12 (684 lipid phosphate phosphatase 1,2-diacylglycerol 3-diphosphate [cell envelope] + "water [cytoplasm]" = 2 * "H+ [cell envelope]" + "phosphate [cytoplasm]" + "phosphatidate [cell envelope]"; "YDRS503C [cell envelope]"
12685 lysophosphatidylcholine acyltransferase 1-acylglycerophosphocholine [mitochondrion] + "fatty acid [mitochondrion]" = "phosphatidylcholine [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]"; "YPR140W [mitochondrion]"
12 [695 malonyl-CoA-ACP transacylase malonyl-CoA [cytoplasm] + "acyl-carrier protein [cytoplasm]" = "carboxyacetyl-[acyl-carrier protein] [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]"; "YKL182W:YPL231W [cytoplasm]"
malonyl-CoA  [mitochondrion] +  "acyl-carrier  protein  [mitochondrion]" =  "carboxyacetyl-[acyl-carrier  protein]  [mitochondrion]" + "coenzyme A  [mitochondrion]";
12 [696 malonyl-CoA-ACP transacylase_2
"YBR026C:YER061C:YHR067W:YKLO055C:YKL192C:YOR221C [mitochondrion]"
12 |711 mevalonate kinase (atp) (R)-mevalonate [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "(R)-5-phosphomevalonic acid [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YMR208W [cytoplasm]"
12 (712 mevalonate kinase (ctp) (R)-mevalonate [cytoplasm] + "CTP [cytoplasm]" = "(R)-5-phosphomevalonic acid [cytoplasm]" + "CDP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YMR208W [cytoplasm]"
12 |713 mevalonate kinase (gtp) (R)-mevalonate [cytoplasm] + "GTP [cytoplasm]" = "(R)-5-phosphomevalonic acid [cytoplasm]" + "GDP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YMR208W [cytoplasm]"
12 |714 mevalonate kinase (utp) (R)-mevalonate [cytoplasm] + "UTP [cytoplasm]" = "(R)-5-phosphomevalonic acid [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "UDP [cytoplasm]"; "YMR208W [cytoplasm]"
(R)-5-diphosphomevalonic acid [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]" + "isopentenyl diphosphate [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YNRO043W|
121|715 mevalonate pyrophoshate decarboxylase
[cytoplasm]"
3-oxoicosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "NADPH [endoplasmic reticulum]" = "3-hydroxyicosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" + "NADP(+) [endoplasmic
12 |716  |microsomal beta-keto-reductase . o
reticulum]"; "YBR159W [endoplasmic reticulum]"
3-oxodocosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "NADPH [endoplasmic reticulum]" = "3-hydroxydocosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" + "NADP(+) [endoplasmic|
12 1717 microsomal beta-keto-reductase_2 . .
reticulum]"; "YBR159W [endoplasmic reticulum]"
3-oxotetracosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "NADPH [endoplasmic reticulum]" = "3-hydroxytetracosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" + "NADP(+)
12 (718 microsomal beta-keto-reductase_3
[endoplasmic reticulum]"; "YBR159W [endoplasmic reticulum]"
3-oxohexacosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "NADPH [endoplasmic reticulum]" = "(S)-3-hydroxyhexacosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" + "NADP(+),
121719 microsomal beta-keto-reductase_4 o o
[endoplasmic reticulum]"; "YBR159W [endoplasmic reticulum]"
3-oxopalmitoyl-CoA [endoplasmic reticulum] + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "NADPH [endoplasmic reticulum]" = "(S)-3-hydroxypalmitoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" + "NADP(+)
12 (720 microsomal beta-keto-reductase_5
[endoplasmic reticulum]"; "YBR159W [endoplasmic reticulum]"
3-oxooctadecanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "NADPH [endoplasmic reticulum]" = "3-hydroxyoctadecanoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" + "NADP(+),
12 721 microsomal beta-keto-reductase_6

[endoplasmic reticulum]"; "YBR159W [endoplasmic reticulum]"
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3-oxotetradecanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "NADPH [endoplasmic reticulum]" = "(S)-3-hydroxytetradecanoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" + "NADP(+),
121722 microsomal beta-keto-reductase_7 o o
[endoplasmic reticulum]"; "YBR159W [endoplasmic reticulum]"
12 (723 MIPC synthase GDP-alpha-D-mannose [Golgi] + "inositol-P-ceramide B [Golgi]" = "mannosylinositol phosphorylceramide [Golgi]"; "YBR036C:YPL057C [Golgi]"
12 (724 MIPC synthase_2 GDP-alpha-D-mannose [Golgi] + "inositol-P-ceramide C [Golgi]" = "mannosylinositol phosphorylceramide [Golgi]"; "YBR036C:YDR297W [Golgi]"
H+ [cytoplasm] + "NADPH [cytoplasm]" + "oxygen [cytoplasm]" + "palmitoyl-CoA [cytoplasm]" = "hexadec-2-enoyl-CoA [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]" + 2 * "water [cytoplasm]";
12 |810 palmitoyl-CoA desaturase (n-C16:0CoA ->n-C16:1CoA) [eytop ] [eytop ] veen [eytop ] P 4 [eytop ] Y [eytop ] [eytop 1 [eytop ]
"YGLO55W [cytoplasm]"
phosphatidylethanolamine [mitochondrion] + "S-adenosyl-L-methionine [mitochondrion]" = "H+ [mitochondrion]" + "phosphatidyl-N-methylethanolamine [mitochondrion]" + "S-adenosyl-L-
12 (831 [phosphatidylethanolamine methyltransferase
homocysteine [mitochondrion]"; "YJR073C [mitochondrion]"
[phosphatidylethanolamine [endoplasmic reticulum] + "S-adenosyl-L-methionine [endoplasmic reticulum]" = "H+ [endoplasmic reticulum]" + "phosphatidyl-N-methylethanolamine [endoplasmic
121832 phosphatidylethanolamine methyltransferase 2 . . o o
reticulum]" + "S-adenosyl-L-homocysteine [endoplasmic reticulum]"; "YGR157W [endoplasmic reticulum]"
. 3-(3-sn-phosphatidyl)-sn-glycerol 1-phosphate [mitochondrion] + "CMP [mitochondrion]" = "CDP-diacylglycerol [mitochondrion]" + "sn-glycerol 3-phosphate [mitochondrion]"; "YCLO04W
12 (833 [phosphatidylglycerolphosphate synthase . X
[mitochondrion]"
1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3,5-bisphosphate [vacuole] + "water [vacuole]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3-phosphate [vacuole]" + 2 * "H+ [vacuole]" + "phosphate [vacuole]"; "YNL325C
12 |834 phosphatidylinositol 3,5-bisphosphate phosphatase
[vacuole]"
o 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3-phosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YJR110W
12 |835 phosphatidylinositol 3-phosphate phosphatase
[cytoplasm]" "YNL106C [cytoplasm]" "YOR109W [cytoplasm]"
o X 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate [cell envelope] + "water [cytoplasm]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [cell envelope]" + 2 * "H+ [cell envelope]" + "phosphate]
12 (836 phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 5-phosphatase
[cytoplasm]"; "YIL002C [cell envelope]" "YNL106C [cell envelope]" "YOR109W [cell envelope]”
o . 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]";|
12 |837 phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 5-phosphatase_2
"YIL002C [cytoplasm]" "YNL106C [cytoplasm]" "YOR109W [cytoplasm]"
o . 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate [endoplasmic reticulum] + "water [endoplasmic reticulum]" = "I-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [endoplasmic reticulum]" + 2 * "H+
12 (838 phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 5-phosphatase_3 . . . . . .
[endoplasmic reticulum]" + "phosphate [endoplasmic reticulum]"; "YOL065C [endoplasmic reticulum]"
12 (839 [phosphatidylinositol 4-kinase 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [Golgi] + "ATP [Golgi]" + "H+ [Golgi]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [Golgi]" + "ADP [Golgi]"; "YNL267W [Golgi]"
12 |840 phosphatidylinositol 4-kinase 2 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [nucleus] + "ATP [nucleus]" + "H+ [nucleus]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [nucleus]" + "ADP [nucleus]"; "YNL267W [nucleus]"
1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3-phosphate [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "I-phosphatidyl-1D-myo-inositol [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]" + "phosphate]
12 (841 phosphatidylinositol phosphate phosphatase
[mitochondrion]"; "YKL212W [mitochondrion]"
o 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3,5-bisphosphate [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3-phosphate [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]" + "phosphate|
12 (842 phosphatidylinositol phosphate phosphatase_2 . : . .
[mitochondrion]"; "YKL212W [mitochondrion]"
1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "I-phosphatidyl-1D-myo-inositol [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]" + "phosphate]
12 (843 phosphatidylinositol phosphate phosphatase 3
[mitochondrion]"; "YKL212W [mitochondrion]"
o 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3-phosphate [endoplasmic reticulum] + "water [endoplasmic reticulum]" = "l-phosphatidyl-1D-myo-inositol [endoplasmic reticulum]" + 2 * "H+ [endoplasmic|
12 (844  |phosphatidylinositol phosphate phosphatase_4 . L L
reticulum]" + "phosphate [endoplasmic reticulum]"; "YKL212W [endoplasmic reticulum]"
o 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3,5-bisphosphate [endoplasmic reticulum] + "water [endoplasmic reticulum]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3-phosphate [endoplasmic reticulum]" + 2 * "H+
12 (845 phosphatidylinositol phosphate phosphatase_5 . . . . . .
[endoplasmic reticulum]" + "phosphate [endoplasmic reticulum]"; "YKL212W [endoplasmic reticulum]"
o 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [endoplasmic reticulum] + "water [endoplasmic reticulum]" = "l-phosphatidyl-1D-myo-inositol [endoplasmic reticulum]" + 2 * "H+ [endoplasmic|
12 |846 phosphatidylinositol phosphate phosphatase_6

reticulum]" + "phosphate [endoplasmic reticulum]"; "YKL212W [endoplasmic reticulum]"
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CDP-diacylglycerol [mitochondrion] + "myo-inositol [mitochondrion]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [mitochondrion]" + "CMP [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]"; "YPR113W

12 |847 phosphatidylinositol synthase . .
[mitochondrion]"
12 |848 phosphatidylinositol synthase 2 CDP-diacylglycerol [cell envelope] + "myo-inositol [cell envelope]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [cell envelope]" + "CMP [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cell envelope]"; "YPR113W [cell envelope]"
12 (849  |phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [nucleus] + "ATP [nucleus]" + "H+ [nucleus]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate [nucleus]" + "ADP [nucleus]"; "YDR208W [nucleus]"
12 (850 phosphatidylserine decarboxylase phosphatidyl-L-serine [mitochondrion] = "carbon dioxide [mitochondrion]" + "phosphatidylethanolamine [mitochondrion]"; "YNL169C [mitochondrion]"
12 851 phosphatidylserine decarboxylase 2 phosphatidyl-L-serine [Golgi] = "carbon dioxide [Golgi]" + "phosphatidylethanolamine [Golgi]"; "YGR170W [Golgi]"
121|852 [phosphatidylserine decarboxylase 3 [phosphatidyl-L-serine [vacuole] = "carbon dioxide [vacuole]" + "phosphatidylethanolamine [vacuole]"; "YGR170W [vacuole]"
12 (853 phosphatidylserine synthase CDP-diacylglycerol [mitochondrion] + "L-serine [mitochondrion]" = "CMP [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]" + "phosphatidyl-L-serine [mitochondrion]"; "YER026C [mitochondrion]"
CDP-diacylglycerol [endoplasmic reticulum] + "L-serine [endoplasmic reticulum]" = "CMP [endoplasmic reticulum]" + 2 * "H+ [endoplasmic reticulum]" + "phosphatidyl-L-serine [endoplasmic|
12 (854 [phosphatidylserine synthase_2 . . .
reticulum]"; "YERO026C [endoplasmic reticulum]"
12 (858 [phosphoethanolamine cytidyltransferase CTP [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "O-phosphoethanolamine [cytoplasm]" = "CDP-ethanolamine [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YGRO07W [cytoplasm]"
. fatty acid [cell envelope] + "H+ [cell envelope]" + "sn-glycero-3-phosphocholine [cell envelope]" = "1-acylglycerophosphocholine [cell envelope]" + "water [cytoplasm]”; "YMROO06C [cell envelope]"
12 |867 [phospholipase B
"YOLO11W [cell envelope]"
X fatty acid [extracellular] + "H+ [extracellular]" + "sn-glycero-3-phosphocholine [extracellular]" = "1-acylglycerophosphocholine [extracellular]" + "water [extracellular]"; "YMROO06C [extracellular]"
12 (868 phospholipase B_2
"YOLO11W [extracellular]"
12 (869 phospholipase B_3 2 * "fatty acid [cell envelope]" + "H+ [cell envelope]" + "sn-glycero-3-phosphocholine [cell envelope]" = "phosphatidylcholine [cell envelope]" + 2 * "water [cytoplasm]"; "YMROO08C [cell envelope]"
12 |870 phospholipase B_4 2 * "fatty acid [cell envelope]" + "glycerophosphatidylethanolamine [cell envelope]" = "phosphatidylethanolamine [cell envelope]" + 2 * "water [cytoplasm]"; "YMROOSC [cell envelope]"
[phosphatidyl-N,N-dimethylethanolamine [mitochondrion] + "S-adenosyl-L-methionine [mitochondrion]" = "phosphatidylcholine [mitochondrion]" + "S-adenosyl-L-homocysteine [mitochondrion]";
12 |873 phospholipid methyltransferase
"YJR073C [mitochondrion]"
. phosphatidyl-N-methylethanolamine [mitochondrion] + "S-adenosyl-L-methionine [mitochondrion]" = "H+ [mitochondrion]" + "phosphatidyl-N,N-dimethylethanolamine [mitochondrion]" + "S-
12 (874 phospholipid methyltransferase_2
adenosyl-L-homocysteine [mitochondrion]"; "YJR073C [mitochondrion]"
12 |877 [phosphomevalonate kinase (R)-5-phosphomevalonic acid [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "(R)-5-diphosphomevalonic acid [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]"; "YMR220W [cytoplasm]"
12 (894 Phytosphingosine phosphate lyase (phytosphingosine 1-phosphate [endoplasmic reticulum] = "2-hydroxyhexadecanal [endoplasmic reticulum]" + "O-phosphoethanolamine [endoplasmic reticulum]"; "YDR294C [endoplasmic reticulum]"
. X . H+ [endoplasmic reticulum] + "NADPH [endoplasmic reticulum]" + "oxygen [endoplasmic reticulum]" + "sphinganine [endoplasmic reticulum]" = "NADP(+) [endoplasmic reticulum]" +|
12 |895 Phytosphingosine synthesis . . o o . .
"phytosphingosine [endoplasmic reticulum]" + "water [endoplasmic reticulum]"; "YDR297W [endoplasmic reticulum]"
12 (896 PI3P formation by Vps34 ATP [vacuole] + "phosphatidylinositol [vacuole]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3-phosphate [vacuole]" + "ADP [vacuole]"; "YLR240W [vacuolar membrane]"
o 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3-phosphate [cell envelope] + "water [cytoplasm]" = "l-phosphatidyl-1D-myo-inositol [cell envelope]" + 2 * "H+ [cell envelope]" + "phosphate [cytoplasm]";|
12 (903 polyphosphatidylinositol phosphatase
"YNL106C [cell envelope]" "YOR109W [cell envelope]"
o 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3,5-bisphosphate [cell envelope] + "water [cytoplasm]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3-phosphate [cell envelope]" + 2 * "H+ [cell envelope]" + "phosphate
12 (904 polyphosphatidylinositol phosphatase_2
[cytoplasm]"; "YNL106C [cell envelope]" "YOR109W [cell envelope]"
o 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [cell envelope] + "water [cytoplasm]" = "l1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [cell envelope]" + 2 * "H+ [cell envelope]" + "phosphate [cytoplasm]";
121905 [polyphosphatidylinositol phosphatase 3
"YNL106C [cell envelope]" "YOR109W [cell envelope]"
o 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3,5-bisphosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3-phosphate [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]";
12 (906 [polyphosphatidylinositol phosphatase_4
"YNL106C [cytoplasm]" "YOR109W [cytoplasm]"
o 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "l1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YNL106C]
121907 polyphosphatidylinositol phosphatase 5
[cytoplasm]" "YOR109W [cytoplasm]"
12 1967 S-adenosyl-methionine delta-24-sterol-c-methyltransferase S-adenosyl-L-methionine [cytoplasm] + "zymosterol [cytoplasm]" = "fecosterol [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "S-adenosyl-L-homocysteine [cytoplasm]"; "YMLOOSC [cytoplasm]"
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L-serine [endoplasmic reticulum] + "palmitoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" = "3-dehydrosphinganine [endoplasmic reticulum]" + "carbon dioxide [endoplasmic reticulum]" + "coenzyme A
121972 serine C-palmitoyltransferase L o o
[endoplasmic reticulum]"; "YDR062W [endoplasmic reticulum]" "YMR296C [endoplasmic reticulum]"
1 lo7s . 2 * "fatty acid [endoplasmic reticulum]" + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "sn-glycero-3-phosphocholine [endoplasmic reticulum]" = "phosphatidylcholine [endoplasmic reticulum]" + 2 * "water
serine esterase
[endoplasmic reticulum]"; "YMLO59C [endoplasmic reticulum]"
12 1984 sphinganine phosphate lyase sphinganine 1-phosphate [endoplasmic reticulum] = "hexadecanal [endoplasmic reticulum]" + "O-phosphoethanolamine [endoplasmic reticulum]"; "YDR294C [endoplasmic reticulum]"
12 loss sphingoid base-phosphate phosphatase (phytosphingosine 1-|phytosphingosine 1-phosphate [endoplasmic reticulum] + "water [endoplasmic reticulum]" = "phosphate [endoplasmic reticulum]" + "phytosphingosine [endoplasmic reticulum]"; "YJL134W!|
phosphate) [endoplasmic reticulum]" "YKRO053C [endoplasmic reticulum]"
12 loss sphingoid base-phosphate  phosphatase  (sphinganine sphinganine 1-phosphate [endoplasmic reticulum] + "water [endoplasmic reticulum]" = "phosphate [endoplasmic reticulum]" + "sphinganine [endoplasmic reticulum]"; "YJL134W [endoplasmic
(phosphatase) reticulum]" "YKRO53C [endoplasmic reticulum]"
X . . . X . ATP [endoplasmic reticulum] + "phytosphingosine [endoplasmic reticulum]" = "ADP [endoplasmic reticulum]" + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "phytosphingosine 1-phosphate [endoplasmic
12 |987 sphingolipid long chain base kinase (phytosphingosine) . : K . .
reticulum]"; "YLR260W [endoplasmic reticulum]" "YOR171C [endoplasmic reticulum]"
X . . . X X ATP [endoplasmic reticulum] + "sphinganine [endoplasmic reticulum]" = "ADP [endoplasmic reticulum]" + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "sphinganine 1-phosphate [endoplasmic reticulum]";
12 (988 sphingolipid long chain base kinase (sphinganine) . X . i
"YLR260W [endoplasmic reticulum]" "YOR171C [endoplasmic reticulum]"
. H+ [endoplasmic reticulum] + "NADH [endoplasmic reticulum]" + "oxygen [endoplasmic reticulum]" + "squalene [endoplasmic reticulum]" = "(S)-2,3-epoxysqualene [endoplasmic reticulum]" +
121991 squalene epoxidase (NAD) . o o o
"NAD(+) [endoplasmic reticulum]" + "water [endoplasmic reticulum]"; "YGR175C:YIL043C:YNLI11C [endoplasmic reticulum]" "YGR175C:YKL150W:YNLI111C [endoplasmic reticulum]"
X H+ [endoplasmic reticulum] + "NADPH [endoplasmic reticulum]" + "oxygen [endoplasmic reticulum]" + "squalene [endoplasmic reticulum]" = "(S)-2,3-epoxysqualene [endoplasmic reticulum]" +|
121992 squalene epoxidase (NADP) o o o
"NADP(+) [endoplasmic reticulum]" + "water [endoplasmic reticulum]"; "YGR175C:YHR042W [endoplasmic reticulum]"
2 * "2-trans,6-trans-farnesyl diphosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = 2 * "diphosphate [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]" + "squalene [cytoplasm]"; "YHR190W
121993 squalene synthase
[cytoplasm]"
H+ [cytoplasm] + "NADPH [cytoplasm]" + "oxygen [cytoplasm]" + "stearoyl-CoA [cytoplasm]" = "NADP(+) [cytoplasm]" + "oleoyl-CoA [cytoplasm]" + 2 * "water [cytoplasm]"; "YGLO55W|
121994 stearoyl-CoA desaturase (n-C18:0CoA ->n-C18:1CoA)
[cytoplasm]"
12 (995 steryl ester hydrolase crgosterol [lipid particle] + "fatty acid [lipid particle]" = "ergosterol ester [lipid particle]" + "water [lipid particle]"; "YKLI140W [lipid particle]" "YLLO12W [lipid particle]"
12 (996 steryl ester hydrolase_2 fatty acid [lipid particle] + "fecosterol [lipid particle]" = "fecosterol ester [lipid particle]" + "water [lipid particle]"; "YKL140W [lipid particle]" "YLLO12W [lipid particle]"
121997 steryl ester hydrolase 3 fatty acid [lipid particle] + "zymosterol [lipid particle]" = "water [lipid particle]" + "zymosterol ester [lipid particle]"; "YKL140W [lipid particle]" "YLLO12W [lipid particle]"
121998 steryl ester hydrolase_4 crgosterol [cell envelope] + "fatty acid [cell envelope]" = "ergosterol ester [cell envelope]" + "water [cytoplasm]"; "YLR020C [cell envelope]"
12 (999 steryl ester hydrolase_5 fatty acid [cell envelope] + "fecosterol [cell envelope]" = "fecosterol ester [cell envelope]" + "water [cytoplasm]"; "YLR020C [cell envelope]"
12 |1000 |steryl ester hydrolase 6 fatty acid [cell envelope] + "zymosterol [cell envelope]" = "water [cytoplasm]" + "zymosterol ester [cell envelope]"; "YLRO020C [cell envelope]"
12 |1039 |triacylglycerol lipase diglyceride [cytoplasm] + "short-chain fatty acid [cytoplasm]" = "triglyceride [cytoplasm]"; "YDROS58C [cytoplasm]"
12 (1040 |triacylglycerol lipase 2 diglyceride [lipid particle] + "fatty acid [lipid particle]" = "triglyceride [lipid particle]" + "water [cytoplasm]"; "YKRO89C [lipid particle]" "YMR313C [lipid particle]" "YORO81C [lipid particle]"
12 |1046 |type II phosphatidylinositol 4-kinase 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]"; "YJL100W [cytoplasm]"
12 |1047 |type II phosphatidylinositol 4-kinase_2 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [vacuole] + "ATP [vacuole]" + "H+ [vacuole]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [vacuole]" + "ADP [vacuole]"; "YJL100W [vacuole]"
12 (1048 |type II phosphatidylinositol 4-kinase_3 ATP [vacuole] + "phosphatidylinositol [vacuole]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [vacuole]" + "ADP [vacuole]"; "YJL100W [vacuole]"
12 |1049 |type II phosphatidylinositol 4-kinase 4 ATP [cytoplasm] + "phosphatidylinositol [cell envelope]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [cell envelope]" + "ADP [cytoplasm]"; "YJL100W [cell envelope]"
12 |1055 |UDP-glucose:ergosterol glucosyltransferase crgosterol [cytoplasm] + "UDP-D-glucose [cytoplasm]" = "ergosterol 3-beta-D-glucoside [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "UDP [cytoplasm]"; "YLR189C [cytoplasm]"
o X 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [cell envelope] + "ATP [cytoplasm]" = "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [cell envelope]" + "ADP [cytoplasm]"; "YJL100W [cell envelope]" "YLR305C]
12 |1473 |phosphatidylinositol 4-kinase 3

[cell envelope]"
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1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4-phosphate [cell envelope] + "ATP [cytoplasm]" = "I-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate [cell envelope]"

+ "ADP [cytoplasm]";

"YDR208W [cell

12 (1474  |phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase_2
envelope]"
12 |1643 |isa acyl-CoA (S)-3-hydroxydecanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1644 |isa acyl-CoA_2 (S)-3-hydroxylauroyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 (1645 |isa acyl-CoA_3 (S)-3-hydroxyhexacosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1646 |isa acyl-CoA 4 (S)-3-hydroxypalmitoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1647 lisa acyl-CoA_5 3-hydroxyoctadecanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 (1648 |isa acyl-CoA_6 (S)-3-hydroxytetradecanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1649 |isaacyl-CoA 7 3-oxodecanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1650 [isa acyl-CoA_8 3-oxolauroyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 (1651 |isa acyl-CoA_9 3-oxohexacosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1652 |isaacyl-CoA_10 3-oxopalmitoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1653 [isa acyl-CoA_11 3-oxooctadecanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 (1654 |isa acyl-CoA_12 3-oxotetradecanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1655 lisaacyl-CoA 13 4-hydroxybenzoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1656 [isa acyl-CoA_14 acetoacetyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 (1657 |isa acyl-CoA_15 acetyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1658 |isaacyl-CoA_16 decanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1659 |isa acyl-CoA_17 3'-dephospho-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 (1660 |isa acyl-CoA_18 lauroyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1661 |isaacyl-CoA_19 hexacosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1662 [isa acyl-CoA_20 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 (1663 |isa acyl-CoA_21 itaconyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1664 |isa acyl-CoA 22 malonyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1665 |isa acyl-CoA_23 oleoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 [1666 |isa acyl-CoA_24 octanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1667 |isa acyl-CoA 25 4-coumaroyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 (1668 |isa acyl-CoA_26 palmitoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 (1669 |isa acyl-CoA_27 pimeloyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1670 |isa acyl-CoA 28 propionyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1671 [isa acyl-CoA_29 stearoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 (1672 |isa acyl-CoA_30 succinyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1673 |isaacyl-CoA 31 tetracosanoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1674 |isa acyl-CoA_32 myristoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 (1675 |isaacyl-CoA_33 trans-dec-2-enoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1676 |isaacyl-CoA 34 trans-dodec-2-enoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
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12 (1677 |isa acyl-CoA_35 trans-hexacos-2-enoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 (1678 |isa acyl-CoA_36 hexadec-2-enoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 |1679 |isaacyl-CoA 37 trans-octadec-2-enoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 (1680 |isa acyl-CoA_38 trans-tetradec-2-enoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 (1681 [isa acyl-CoA_39 (S)-3-hydroxydecanoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1682 |isaacyl-CoA_40 (S)-3-hydroxylauroyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 (1683 [isa acyl-CoA_41 (S)-3-hydroxyhexacosanoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 (1684 |isa acyl-CoA_42 (S)-3-hydroxypalmitoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1685 lisaacyl-CoA_43 3-hydroxyoctadecanoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 (1686 |isa acyl-CoA_44 (S)-3-hydroxytetradecanoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 (1687 |isa acyl-CoA_45 3-oxodecanoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1688 |isa acyl-CoA_46 3-oxolauroyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 (1689 |isa acyl-CoA_47 3-oxohexacosanoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 (1690 |isa acyl-CoA_48 3-oxopalmitoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1691 |isaacyl-CoA_49 3-oxooctadecanoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1692 [isa acyl-CoA_50 3-oxotetradecanoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 (1693 [isa acyl-CoA_51 4-hydroxybenzoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1694 |isa acyl-CoA_ 52 acetoacetyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1695 |isa acyl-CoA_53 acetyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 (1696 |isa acyl-CoA_54 decanoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1697 |isa acyl-CoA_55 3'-dephospho-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1698 [isa acyl-CoA_56 lauroyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 (1699 |isa acyl-CoA_57 hexacosanoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1700 |isa acyl-CoA 58 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1701 [isa acyl-CoA_59 itaconyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 (1702 |isa acyl-CoA_60 malonyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1703 |isa acyl-CoA 61 oleoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1704 [isa acyl-CoA_62 octanoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 (1705 |isa acyl-CoA_63 4-coumaroyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1706 |isa acyl-CoA 64 palmitoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1707 |isa acyl-CoA_65 pimeloyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 (1708 |isa acyl-CoA_66 propionyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1709 |isa acyl-CoA_67 stearoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1710 [isa acyl-CoA_68 succinyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"
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12 (1711 [isa acyl-CoA_69 tetracosanoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1712 |isaacyl-CoA_70 myristoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 (1713 |isa acyl-CoA_71 trans-dec-2-enoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 (1714 |isa acyl-CoA_72 trans-dodec-2-enoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1715 Jisaacyl-CoA_73 trans-hexacos-2-enoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 (1716 |isa acyl-CoA_74 hexadec-2-enoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 (1717 |isa acyl-CoA_75 trans-octadec-2-enoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1718 |isaacyl-CoA_76 trans-tetradec-2-enoyl-CoA [lipid particle] -> "acyl-CoA [lipid particle]"

12 |1719 [isa acyl-CoA_77 [palmitoleoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"
12 (1720 |isa acyl-CoA_78 oleoyl-CoA [endoplasmic reticulum] -> "acyl-CoA [endoplasmic reticulum]"

12 |1721 |isa dolichol tetradecaprenyl diphosphate [lipid particle] -> "dolichol [lipid particle]"

12 |1722 [isa dolichol_2 [pentadecaprenyl diphosphate [lipid particle] -> "dolichol [lipid particle]"

12 (1723 |isa dolichol 3 hexadecaprenyl diphosphate [lipid particle] -> "dolichol [lipid particle]"

12 (1724 |isa dolichol 4 heptadecaprenyl diphosphate [lipid particle] -> "dolichol [lipid particle]"

12 |1725 [isa dolichol_5 octadecaprenyl diphosphate [lipid particle] -> "dolichol [lipid particle]"

12 (1726 |isa dolichol_6 nonadecaprenyl diphosphate [lipid particle] -> "dolichol [lipid particle]"

12 (1727 |isa dolichol 7 icosaprenyl diphosphate [lipid particle] -> "dolichol [lipid particle]"

12 |1728 [isa dolichol_8 henicosaprenyl diphosphate [lipid particle] -> "dolichol [lipid particle]"

12 (1729 |isa dolichol_9 docosaprenyl diphosphate [lipid particle] -> "dolichol [lipid particle]"

12 (1730 |isa ergosterol ester ergosteryl oleate [endoplasmic reticulum] -> "ergosterol ester [endoplasmic reticulum]"
12 |1731 [isa ergosterol ester_2 crgosteryl palmitoleate [endoplasmic reticulum] -> "ergosterol ester [endoplasmic reticulum]"
12 (1732 |isa fatty acid (S)-3-methyl-2-oxopentanoate [mitochondrion] -> "fatty acid [mitochondrion]"

12 (1733 |isa fatty acid_2 gamma-aminobutyrate [mitochondrion] -> "fatty acid [mitochondrion]"

12 |1734 [isa fatty acid_3 8-amino-7-oxononanoate [mitochondrion] -> "fatty acid [mitochondrion]"

12 (1735 |isa fatty acid_4 gamma-amino-gamma-cyanobutanoic acid [mitochondrion] -> "fatty acid [mitochondrion]"
12 (1736 |isa fatty acid_5 decanoate [mitochondrion] -> "fatty acid [mitochondrion]"

12 |1737 [isa fatty acid_6 laurate [mitochondrion] -> "fatty acid [mitochondrion]"

12 (1738 |isa fatty acid_7 palmitate [mitochondrion] -> "fatty acid [mitochondrion]"

12 (1739 |isa fatty acid_8 palmitoleate [mitochondrion] -> "fatty acid [mitochondrion]"

12 |1740 [isa fatty acid_9 hexadecanal [mitochondrion] -> "fatty acid [mitochondrion]"

12 (1741 |isa fatty acid_10 linoleic acid [mitochondrion] -> "fatty acid [mitochondrion]"

12 (1742 |isa fatty acid_11 octanoate [mitochondrion] -> "fatty acid [mitochondrion]"

12 |1743 [isa fatty acid_12 lignocerate [mitochondrion] -> "fatty acid [mitochondrion]"

12 (1744 |isa fatty acid_13 myristate [mitochondrion] -> "fatty acid [mitochondrion]"

12 (1745 |isa fatty acid_14 myristoleate [mitochondrion] -> "fatty acid [mitochondrion]"
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12 (1746 |isa fatty acid_15 (S)-3-methyl-2-oxopentanoate [lipid particle] -> "fatty acid [lipid particle]"
12 (1747 |isa fatty acid_16 gamma-aminobutyrate [lipid particle] -> "fatty acid [lipid particle]"

12 |1748 |isa fatty acid_17 8-amino-7-oxononanoate [lipid particle] -> "fatty acid [lipid particle]"

12 (1749 |isa fatty acid_18 gamma-amino-gamma-cyanobutanoic acid [lipid particle] -> "fatty acid [lipid particle]"
12 (1750 |isa fatty acid_19 decanoate [lipid particle] -> "fatty acid [lipid particle]"

12 |1751 |isa fatty acid_20 laurate [lipid particle] -> "fatty acid [lipid particle]"

12 (1752 |isa fatty acid_21 palmitate [lipid particle] -> "fatty acid [lipid particle]"

12 (1753 |isa fatty acid_22 palmitoleate [lipid particle] -> "fatty acid [lipid particle]"

12 |1754 |isa fatty acid_23 hexadecanal [lipid particle] -> "fatty acid [lipid particle]"

12 (1755 |isa fatty acid_24 linoleic acid [lipid particle] -> "fatty acid [lipid particle]"

12 (1756 |isa fatty acid_25 octanoate [lipid particle] -> "fatty acid [lipid particle]"

12 |1757 |isa fatty acid_26 lignocerate [lipid particle] -> "fatty acid [lipid particle]"

12 (1758 |isa fatty acid_27 myristate [lipid particle] -> "fatty acid [lipid particle]"

12 (1759 |isa fatty acid_28 myristoleate [lipid particle] -> "fatty acid [lipid particle]"

12 |1760 |isa fatty acid_29 (S)-3-methyl-2-oxopentanoate [cell envelope] -> "fatty acid [cell envelope]"
12 |1761 [isa fatty acid_30 gamma-aminobutyrate [cell envelope] -> "fatty acid [cell envelope]"

12 (1762 |isa fatty acid_31 8-amino-7-oxononanoate [cell envelope] -> "fatty acid [cell envelope]"

12 |1763 |isa fatty acid_32 gamma-amino-gamma-cyanobutanoic acid [cell envelope] -> "fatty acid [cell envelope]"
12 |1764 [isa fatty acid_33 decanoate [cell envelope] -> "fatty acid [cell envelope]"

12 (1765 |isa fatty acid_34 laurate [cell envelope] -> "fatty acid [cell envelope]"

12 |1766 |isa fatty acid_35 palmitate [cell envelope] -> "fatty acid [cell envelope]"

12 |1767 |isa fatty acid_36 palmitoleate [cell envelope] -> "fatty acid [cell envelope]"

12 (1768 |isa fatty acid_37 hexadecanal [cell envelope] -> "fatty acid [cell envelope]"

12 |1769 |isa fatty acid_38 linoleic acid [cell envelope] -> "fatty acid [cell envelope]"

12 |1770 [isa fatty acid_39 octanoate [cell envelope] -> "fatty acid [cell envelope]"

12 (1771 |isa fatty acid_40 lignocerate [cell envelope] -> "fatty acid [cell envelope]"

12 |1772  |isa fatty acid_41 myristate [cell envelope] -> "fatty acid [cell envelope]"

12 |1773 [isa fatty acid_42 myristoleate [cell envelope] -> "fatty acid [cell envelope]"

12 (1774 |isa fatty acid_43 (S)-3-methyl-2-oxopentanoate [extracellular] -> "fatty acid [extracellular]"
12 |1775 |isa fatty acid_44 gamma-aminobutyrate [extracellular] -> "fatty acid [extracellular]"

12 |1776 [isa fatty acid_45 8-amino-7-oxononanoate [extracellular] -> "fatty acid [extracellular]"

12 (1777 |isa fatty acid_46 gamma-amino-gamma-cyanobutanoic acid [extracellular] -> "fatty acid [extracellular]"
12 |1778 |isa fatty acid_47 decanoate [extracellular] -> "fatty acid [extracellular]"

12 |1779 [isa fatty acid_48 laurate [extracellular] -> "fatty acid [extracellular]"
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12 (1780 |isa fatty acid_49 palmitate [extracellular] -> "fatty acid [extracellular]"

12 |1781 |isa fatty acid_50 palmitoleate [extracellular] -> "fatty acid [extracellular]"

12 |1782 l|isa fatty acid_51 hexadecanal [extracellular] -> "fatty acid [extracellular]"

12 (1783 |isa fatty acid_52 linoleic acid [extracellular] -> "fatty acid [extracellular]"

12 |1784 |isa fatty acid_53 octanoate [extracellular] -> "fatty acid [extracellular]"

12 |1785 [isa fatty acid_54 lignocerate [extracellular] -> "fatty acid [extracellular]"

12 (1786 |isa fatty acid_55 myristate [extracellular] -> "fatty acid [extracellular]"

12 |1787 |isa fatty acid_56 myristoleate [extracellular] -> "fatty acid [extracellular]"

12 |1788 [isa fatty acid_57 (S)-3-methyl-2-oxopentanoate [endoplasmic reticulum] -> "fatty acid [endoplasmic reticulum]"

12 (1789 |isa fatty acid_58 gamma-aminobutyrate [endoplasmic reticulum] -> "fatty acid [endoplasmic reticulum]"

12 |1790 |isa fatty acid_59 8-amino-7-oxononanoate [endoplasmic reticulum] -> "fatty acid [endoplasmic reticulum]"

12 |1791 |[isa fatty acid_60 gamma-amino-gamma-cyanobutanoic acid [endoplasmic reticulum] -> "fatty acid [endoplasmic reticulum]"

12 (1792 |isa fatty acid_61 decanoate [endoplasmic reticulum] -> "fatty acid [endoplasmic reticulum]"

12 (1793 |isa fatty acid_62 laurate [endoplasmic reticulum] -> "fatty acid [endoplasmic reticulum]"

12 |1794 l[isa fatty acid_63 palmitate [endoplasmic reticulum] -> "fatty acid [endoplasmic reticulum]"

12 (1795 |isa fatty acid_64 palmitoleate [endoplasmic reticulum] -> "fatty acid [endoplasmic reticulum]"

12 (1796 |isa fatty acid_65 hexadecanal [endoplasmic reticulum] -> "fatty acid [endoplasmic reticulum]"

12 |1797 [isa fatty acid_66 linoleic acid [endoplasmic reticulum] -> "fatty acid [endoplasmic reticulum]"

12 (1798 |isa fatty acid_67 octanoate [endoplasmic reticulum] -> "fatty acid [endoplasmic reticulum]"

12 (1799 |isa fatty acid_68 lignocerate [endoplasmic reticulum] -> "fatty acid [endoplasmic reticulum]"

12 |1800 [isa fatty acid_69 myristate [endoplasmic reticulum] -> "fatty acid [endoplasmic reticulum]"

12 (1801 |isa fatty acid_70 myristoleate [endoplasmic reticulum] -> "fatty acid [endoplasmic reticulum]"

12 (1802 |isa fatty acid_71 short-chain fatty acid [cytoplasm] -> "fatty acid [cytoplasm]"

12 (1803 |isa fatty acid_72 cerotic acid [lipid particle] -> "fatty acid [lipid particle]"

12 (1804 |isa fecosterol ester fecosteryl oleate [endoplasmic reticulum] -> "fecosterol ester [endoplasmic reticulum]"

12 [1805 |isa fecosterol ester_2 fecosteryl palmitoleate [endoplasmic reticulum] -> "fecosterol ester [endoplasmic reticulum]"

12 |1806 |isa phosphatidylcholine 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine [endoplasmic reticulum] -> "phosphatidylcholine [endoplasmic reticulum]"

12 (1807 |isa short-chain fatty acid decanoate [cytoplasm] -> "short-chain fatty acid [cytoplasm]"

12 (1808 |isa short-chain fatty acid_2 octanoate [cytoplasm] -> "short-chain fatty acid [cytoplasm]"

12 |1809 [isa zymosterol ester zymosteryl oleate [endoplasmic reticulum] -> "zymosterol ester [endoplasmic reticulum]"

12 (1810 |isa zymosterol ester_2 zymosteryl palmitoleate [endoplasmic reticulum] -> "zymosterol ester [endoplasmic reticulum]"

12 (1862 |sterol salvage episteryl palmitoleate [endoplasmic reticulum] ->

12 |1863 |sterol salvage 2 lanosteryl palmitoleate [endoplasmic reticulum] ->

5 o 4PP-IPS depyrophosphorylation to IP6 4-diphospho-1D-myo-inositol pentakisphosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = 2 * "H+ [cytoplasm]" + "myo-inositol hexakisphosphate [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YLR410W
[cytoplasm]" "YOR163W [cytoplasm]"

13|80 4PP-IP5 pyrophosphorylation to 4,5-PP2-1P4 4-diphospho-1D-myo-inositol pentakisphosphate [cytoplasm] + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]" = "4,5-bis(diphospho)-1D-myo-inositol tetrakisphosphate [cytoplasm]" + "water|
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[cytoplasm]"; "YDRO17C [cytoplasm]"

5-diphosphoinositol-1,2,3,4,6-pentakisphosphate

5-diphospho-1D-myo-inositol pentakisphosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = 2 * "H+ [cytoplasm]" + "myo-inositol hexakisphosphate [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YOR163W

13195
diphosphohydrolase [cytoplasm]"
13 |96 5-diphosphoinositol-1,2,3,4,6-pentakisphosphate synthase ATP [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "myo-inositol hexakisphosphate [cytoplasm]" = "5-diphospho-1D-myo-inositol pentakisphosphate [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]"; "YDRO17C [cytoplasm]"
5-diphospho-1D-myo-inositol pentakisphosphate [cytoplasm] + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]" = "4,5-bis(diphospho)-1D-myo-inositol tetrakisphosphate [cytoplasm]" + "water]
13 |103 5SPP-IP5 pyrophosphorylation to 4,5-PP2-1P4 phosp Y P phosp [eytop ] [eytop 1 phosp [eytop ] (diphosp Y Phosp [eytop ]
[cytoplasm]"; "YLR410W [cytoplasm]"
5-diphospho-1D-myo-inositol pentakisphosphate [cytoplasm] + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]" = "5,6-bis(diphospho)-1D-myo-inositol tetrakisphosphate [cytoplasm]" + "water]
13 (104 SPP-IP5 pyrophosphorylation to 5,6-PP2-1P4
[cytoplasm]"; "YLR410W [cytoplasm]"
6-diphospho-1D-myo-inositol pentakisphosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = 2 * "H+ [cytoplasm]" + "myo-inositol hexakisphosphate [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YLR410W|
13 |107 6PP-IP5 depyrophosphorylation to IP6
[cytoplasm]" "YOR163W [cytoplasm]"
6-diphospho-1D-myo-inositol pentakisphosphate [cytoplasm] + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]" = "5,6-bis(diphospho)-1D-myo-inositol tetrakisphosphate [cytoplasm]" + "water
13 (108 6PP-IP5 pyrophosphorylation to 5,6-PP2-1P4
[cytoplasm]"; "YDRO17C [cytoplasm]"
5 laso diphosphoinositol-1,3,4,6-tetrakisphosphate 5,6-bis(diphospho)-1D-myo-inositol tetrakisphosphate [cytoplasm] + 3 * "water [cytoplasm]" = 6 * "H+ [cytoplasm]" + "myo-inositol 1,3,4,5,6-pentakisphosphate [cytoplasm]" + 3 * "phosphate|
diphosphohydrolase [cytoplasm]"; "YOR163W [cytoplasm]"
. o . ATP [cytoplasm] + 5 * "H+ [cytoplasm]" + "myo-inositol 1,3,4,5,6-pentakisphosphate [cytoplasm]" + 2 * "phosphate [cytoplasm]" = "5,6-bis(diphospho)-1D-myo-inositol tetrakisphosphate [cytoplasm]"
13 [390 diphosphoinositol-1,3,4,6-tetrakisphosphate synthase
+ "ADP [cytoplasm]" + 2 * "water [cytoplasm]"; "YDRO17C [cytoplasm]"
13 |612 inositol-1,3,4,5,6-pentakisphosphate 2-kinase ATP [nucleus] + "H+ [nucleus]" + "myo-inositol 1,3,4,5,6-pentakisphosphate [nucleus]" = "ADP [nucleus]" + "myo-inositol hexakisphosphate [nucleus]"; "YDR315C [nucleus]"
13 (613 inositol-1,3,4,5-triphosphate 6-kinase, nucleus 1D-myo-inositol 1,3,4,5-tetrakisphosphate [nucleus] + "ATP [nucleus]" + "H+ [nucleus]" = "ADP [nucleus]" + "myo-inositol 1,3,4,5,6-pentakisphosphate [nucleus]"; "YDR173C [nucleus]"
13 |614 inositol-1,4,5,6- tetrakisphosphate 3-kinase, nucleus 1D-myo-inositol 1,4,5,6-tetrakisphosphate [nucleus] + "ATP [nucleus]" + "H+ [nucleus]" = "ADP [nucleus]" + "myo-inositol 1,3,4,5,6-pentakisphosphate [nucleus]"; "YDR173C [nucleus]"
13 |615 inositol-1,4,5-triphosphate 6-kinase, nucleus 1D-myo-inositol 1,4,5-trisphosphate [nucleus] + "ATP [nucleus]" + "H+ [nucleus]" = "1D-myo-inositol 1,4,5,6-tetrakisphosphate [nucleus]" + "ADP [nucleus]"; "YDR173C [nucleus]"
13 |616 inositol-1,4,5-trisphosphate 3-kinase, nucleus 1D-myo-inositol 1,4,5-trisphosphate [nucleus] + "ATP [nucleus]" + "H+ [nucleus]" = "1D-myo-inositol 1,3,4,5-tetrakisphosphate [nucleus]" + "ADP [nucleus]"; "YDR173C [nucleus]"
X 2 * "H+ [cytoplasm]" + "myo-inositol hexakisphosphate [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]" = "5-diphospho-1D-myo-inositol pentakisphosphate [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YDRO17C
13 (620 IP6 pyrophosphorylation to SPP-IP5
[cytoplasm]"
13 (725 myo-inositol 1-phosphatase 1D-myo-inositol 1-phosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "myo-inositol [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YDR287W [cytoplasm]" "YHRO046C [cytoplasm]"
13 (726 myo-inositol-1-phosphate synthase aldehydo-D-glucose 6-phosphate [cytoplasm] = "1D-myo-inositol 1-phosphate [cytoplasm]"; "YJL153C [cytoplasm]"
13 |871 phospholipase C 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate [nucleus] + "water [nucleus]" = "1D-myo-inositol 1,4,5-trisphosphate [nucleus]" + "diglyceride [nucleus]"; "YPL268W [nucleus]"
14 |48 3-hydroxy-L-kynurenine hydrolase 3-hydroxy-L-kynurenine [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "3-hydroxyanthranilate [cytoplasm]" + "L-alanine [cytoplasm]"; "YLR231C [cytoplasm]"
14 |61 3-hydroxyanthranilate 3,4-dioxygenase 3-hydroxyanthranilate [cytoplasm] + "oxygen [cytoplasm]" = "2-amino-3-(3-oxoprop-1-enyl)but-2-enedioate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YJR025C [cytoplasm]"
3-methyl-2-oxobutanoate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "isobutyraldehyde [cytoplasm]"; "YGRO87C [cytoplasm]" "YLRO044C [cytoplasm]" "YLRI134W
14 |65 3-methyl-2-oxobutanoate decarboxylase
[cytoplasm]"
(S)-3-methyl-2-oxopentanoate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" = "2-methylbutanal [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]"; "YDLO8OC [cytoplasm]" "YDR380W [cytoplasm]" "YGRO87C
14 |67 3-methyl-2-oxopentanoate decarboxylase
[cytoplasm]" "YLRO044C [cytoplasm]" "YLR134W [cytoplasm]"
14 |73 4-aminobutyrate transaminase 2-oxoglutarate [cytoplasm] + "gamma-aminobutyrate [cytoplasm]" = "L-glutamate [cytoplasm]" + "succinic semialdehyde [cytoplasm]"; "YGRO19W [cytoplasm]"
14 |78 4-methyl-2-oxopentanoate decarboxylase 4-methyl-2-oxopentanoate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" = "3-methylbutanal [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]"; "YDLO80C [cytoplasm]" "YDR380W [cytoplasm]"
14 (81 5'-methylthioadenosine phosphorylase 5'-S-methyl-5'-thioadenosine [cytoplasm] + "phosphate [cytoplasm]" = "adenine [cytoplasm]" + "S-methyl-5-thio-alpha-D-ribose 1-phosphate [cytoplasm]"; "YLRO17W [cytoplasm]"
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14 (159 adenosylhomocysteinase S-adenosyl-L-homocysteine [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "adenosine [cytoplasm]" + "L-homocysteine [cytoplasm]"; "YER043C [cytoplasm]"
2-methylbutanal [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]" = "2-methylbutan-1-ol [cytoplasm]" + "NAD(+) [cytoplasm]"; "YBR145W [cytoplasm]" "YDL168W [cytoplasm]" "YGL256W|
14 (184 aldehyde dehydrogenase (2-methylbutanol, NAD)
[cytoplasm]" "YMR303C [cytoplasm]" "YOLO86C [cytoplasm]"
H+ [cytoplasm] + "NADH [cytoplasm]" + "phenylacetaldehyde [cytoplasm]" = "2-phenylethanol [cytoplasm]" + "NAD(+) [cytoplasm]"; "YBR145W [cytoplasm]" "YDL168W [cytoplasm]" "YGL256W
14 |187 aldehyde dehydrogenase (2-phenylethanol, NAD) viop viop pheny Y viop pheny viop viop yiop viop
[cytoplasm]" "YMR303C [cytoplasm]" "YOLO86C [cytoplasm]"
. 3-methylbutanal [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]" = "isoamylol [cytoplasm]" + "NAD(+) [cytoplasm]"; "YBRI45W [cytoplasm]" "YDL168W [cytoplasm]" "YGL256W
14 (197 aldehyde dehydrogenase (isoamyl alcohol, NAD)
[cytoplasm]" "YMR303C [cytoplasm]" "YOLO86C [cytoplasm]"
H+ [cytoplasm] + "isobutyraldehyde [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]" = "isobutanol [cytoplasm]" + "NAD(+) [cytoplasm]"; "YBR145W [cytoplasm]" "YDLI68W [cytoplasm]" "YGL256W
14 200 aldehyde dehydrogenase (isobutyl alcohol, NAD) yiop Y Y viop viop viep vl vio viep
[cytoplasm]" "YMR303C [cytoplasm]" "YOLO86C [cytoplasm]"
H+ [cytoplasm] + "indol-3-ylacetaldehyde [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]" = "NAD(+) [cytoplasm]" + "tryptophol [cytoplasm]"; "YBR145W [cytoplasm]" "YDL168W [cytoplasm]" "YGL256W
14 204 aldehyde dehydrogenase (tryptophol, NAD)
[cytoplasm]" "YMR303C [cytoplasm]" "YOLO86C [cytoplasm]"
14 (224 |arginase L-arginine [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "ornithine [cytoplasm]" + "urea [cytoplasm]"; "YPL111W [cytoplasm]"
L-glutamic 5-semialdehyde [mitochondrion] + "NADP(+) [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" = 2 * "H+ [mitochondrion]" + "L-glutamate [mitochondrion]" + "NADPH [mitochondrion]";
14 |356 D1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase
"YHRO37W [mitochondrion]"
14 |507 glutamate decarboxylase H+ [cytoplasm] + "L-glutamate [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "gamma-aminobutyrate [cytoplasm]"; "YMR250W [cytoplasm]"
X 3-(indol-3-yl)pyruvate [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "indol-3-ylacetaldehyde [cytoplasm]"; "YDR380W [cytoplasm]" "YGRO87C [cytoplasm]" "YLR044C
14 (609 indole-3-pyruvate decarboxylase
[cytoplasm]" "YLR134W [cytoplasm]"
. H+ [cytoplasm] + "L-kynurenine [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" + "oxygen [cytoplasm]" = "3-hydroxy-L-kynurenine [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]"; "YBL0O98W
14 642 kynurenine 3-monooxygenase
[cytoplasm]"
1-pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylic acid [mitochondrion] + "NAD(+) [mitochondrion]" + 2 * "water [mitochondrion]" = "erythro-4-hydroxy-L-glutamic acid [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]" +|
14 (643 L-1-pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylate dehydrogenase
"NADH [mitochondrion]"; "YHR037W [mitochondrion]"
i L-4-hydroxyglutamic semialdehyde [mitochondrion] + "NAD(+) [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" = "erythro-4-hydroxy-L-glutamic acid [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]" +
14 |646 L-4-hydroxyglutamate semialdehyde dehydrogenase K . . .
"NADH [mitochondrion]"; "YHR037W [mitochondrion]"
14 652 L-asparaginase L-asparagine [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "ammonium [cytoplasm]" + "L-aspartate [cytoplasm]"; "YDR321W [cytoplasm]"
L-asparagine [extracellular] + "water [extracellular]" = "ammonium [extracellular]" + "L-aspartate [extracellular]"; "YLR155C [extracellular]" "YLR157C [extracellular]" "YLR158C [extracellular]"
14 |653 L-asparaginase 2
"YLR160C [extracellular]"
INAD(+) [mitochondrion] + "trans-4-hydroxy-L-proline [mitochondrion]" = "I-pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylic acid [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]";
14 [659 L-hydroxyproline dehydrogenase (NAD)
"YHRO37W [mitochondrion]"
NADP(+) [mitochondrion] + "trans-4-hydroxy-L-proline [mitochondrion]" = "1-pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylic acid [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]" + "NADPH [mitochondrion]";
14 660 L-hydroxyproline dehydrogenase (NADP)
"YHRO37W [mitochondrion]"
14 (664 L-serine deaminase L-serine [cytoplasm] = "ammonium [cytoplasm]" + "pyruvate [cytoplasm]"; "YCL064C [cytoplasm]"
14 |665 L-serine dehydrogenase L-serine [cytoplasm] + "NADP(+) [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "L-alpha-formylglycine [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]"; "YMR226C [cytoplasm]"
14 [667 L-threonine deaminase L-threonine [cytoplasm] = "2-oxobutanoate [cytoplasm]" + "ammonium [cytoplasm]"; "YCLO064C [cytoplasm]"
14 (669 L-tryptophan:oxygen 2,3-oxidoreductase (decyclizing) L-tryptophan [cytoplasm] + "oxygen [cytoplasm]" = "N-formyl-L-kynurenine [cytoplasm]"; "YJRO78W [cytoplasm]"
14 |710 methylisocitrate lyase (2S,3R)-3-hydroxybutane-1,2,3-tricarboxylic acid [mitochondrion] = "pyruvate [mitochondrion]" + "succinate(2-) [mitochondrion]"; "YPROO6C [mitochondrion]"
5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate [cytoplasm] + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "quinolinate(2-) [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "nicotinic acid D-|
14 |763 nicotinate-nucleotide diphosphorylase (carboxylating)

ribonucleotide [cytoplasm]"; "YFR047C [cytoplasm]"
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1 |res nicotinate-nucleotide diphosphorylase (carboxylating) 2 5-O-phosphono-alpha-D-ribofuranosyl diphosphate [mitochondrion] + 2 * "H+ [mitochondrion]" + "quinolinate(2-) [mitochondrion]" = "carbon dioxide [mitochondrion]" + "diphosphate
[mitochondrion]" + "nicotinic acid D-ribonucleotide [mitochondrion]"; "YFR047C [mitochondrion]"

14 (792 ornithine transaminase 2-oxoglutarate [cytoplasm] + "ornithine [cytoplasm]" = "L-glutamate [cytoplasm]" + "L-glutamic 5-semialdehyde [cytoplasm]"; "YLR438W [cytoplasm]"

1 lsos shenylpyruvate decarboxylase H+ [cytoplasm] + "keto-phenylpyruvate [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "phenylacetaldehyde [cytoplasm]"; "YDR380W [cytoplasm]" "YGRO87C [cytoplasm]" "YLR044C [cytoplasm]"
"YLR134W [cytoplasm]"

14 (914 proline oxidase (NAD) L-proline [mitochondrion] + "NAD(+) [mitochondrion]" = "1-pyrroline-5-carboxylate [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]"; "YLR142W [mitochondrion]"

14 936 pyrroline-5-carboxylate reductase 1-pyrroline-5-carboxylate [cytoplasm] + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "L-proline [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YER023W [cytoplasm]"

14 |1004 [succinate-semialdehyde dehydrogenase (NADP) NADP(+) [cytoplasm] + "succinic semialdehyde [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = 2 * "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" + "succinate(2-) [cytoplasm]"; "YBROO6W [cytoplasm]"

14 3 (R,R)-butanediol dehydrogenase (R,R)-butane-2,3-diol [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "(R)-acetoin [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"; "YALO60W [cytoplasm]"

14 |34 3',5'-bisphosphate nucleotidase adenosine 3',5'-bismonophosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YOL064C [cytoplasm]"

14 |49 3-hydroxyacyl-CoA dehydratase (3-hydroxydecanoyl-CoA)  |(S)-3-hydroxydecanoyl-CoA [peroxisome] = "trans-dec-2-enoyl-CoA [peroxisome]" + "water [peroxisome]"; "YKR009C [peroxisome]"

14 (50 3-hydroxyacyl-CoA dehydratase (3-hydroxydodecanoyl-CoA) |(S)-3-hydroxylauroyl-CoA [peroxisome] = "trans-dodec-2-enoyl-CoA [peroxisome]" + "water [peroxisome]"; "YKRO009C [peroxisome]"

14 |51 3-hydroxyacyl-CoA dehydratase (3-hydroxyhexacosyl-CoA) [trans-hexacos-2-enoyl-CoA [peroxisome] + "water [peroxisome]" = "(S)-3-hydroxyhexacosanoyl-CoA [peroxisome]"; "YKRO09C [peroxisome]"

14 (52 z—:it;lroxyacyl-COA dehydratase - (3-hydroxyhexadecanoyl- (S)-3-hydroxypalmitoyl-CoA [peroxisome] = "hexadec-2-enoyl-CoA [peroxisome]" + "water [peroxisome]"; "YKRO09C [peroxisome]"

3-hydroxyacyl-CoA  dehydratase  (3-hydroxyoctadecanoyl-|

14 |53 Cor) 3-hydroxyoctadecanoyl-CoA [peroxisome] = "trans-octadec-2-enoyl-CoA [peroxisome]" + "water [peroxisome]"; "YKR009C [peroxisome]"

14 (54 Z—:i?roxyacyl-CoA dehydratase  (3-hydroxytetradecanoyl- (S)-3-hydroxytetradecanoyl-CoA [peroxisome] = "trans-tetradec-2-enoyl-CoA [peroxisome]" + "water [peroxisome]"; "YKRO09C [peroxisome]"

14 |55 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (3-oxodecanoyl-CoA) 3-oxodecanoyl-CoA [peroxisome] + "H+ [peroxisome]" + "NADH [peroxisome]" = "(S)-3-hydroxydecanoyl-CoA [peroxisome]" + "NAD(+) [peroxisome]"; "YKRO009C [peroxisome]"

14 |56 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (3-oxodecanoyl-CoA) 2 (3-oxolauroyl-CoA [peroxisome] + "H+ [peroxisome]" + "NADH [peroxisome]" = "(S)-3-hydroxylauroyl-CoA [peroxisome]" + "NAD(+) [peroxisome]"; "YKRO009C [peroxisome]"

14 |57 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (3-oxohexacosyl-CoA) (S)-3-hydroxyhexacosanoyl-CoA [peroxisome] + "NAD(+) [peroxisome]" = "3-oxohexacosanoyl-CoA [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]" + "NADH [peroxisome]"; "YKR009C [peroxisome]"

14 (58 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (3-oxohexadecanoyl-CoA)|3-oxopalmitoyl-CoA [peroxisome] + "H+ [peroxisome]" + "NADH [peroxisome]" = "(S)-3-hydroxypalmitoyl-CoA [peroxisome]" + "NAD(+) [peroxisome]"; "YKRO009C [peroxisome]"

14 |59 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (3-oxooctadecanoyl-CoA) [3-oxooctadecanoyl-CoA [peroxisome] + "H+ [peroxisome]" + "NADH [peroxisome]" = "3-hydroxyoctadecanoyl-CoA [peroxisome]" + "NAD(+) [peroxisome]"; "YKRO009C [peroxisome]"

14 |60 3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase (3-oxotetradecanoyl-CoA) |3-oxotetradecanoyl-CoA [peroxisome] + "H+ [peroxisome]" + "NADH [peroxisome]" = "(S)-3-hydroxytetradecanoyl-CoA [peroxisome]" + "NAD(+) [peroxisome]"; "YKRO009C [peroxisome]"

14 (115 acetyl-CoA acyltransferase (hexadecanoyl-CoA) 3-oxooctadecanoyl-CoA [peroxisome] + "coenzyme A [peroxisome]" = "acetyl-CoA [peroxisome]" + "palmitoyl-CoA [peroxisome]"; "YIL160C [peroxisome]"

14 |116 acetyl-CoA acyltransferase (tetracosanoyl-CoA) 3-oxohexacosanoyl-CoA [peroxisome] + "coenzyme A [peroxisome]" = "acetyl-CoA [peroxisome]" + "tetracosanoyl-CoA [peroxisome]"; "YIL160C [peroxisome]"

14 117 acetyl-CoA acyltransferase (tetradecanoyl-CoA) 3-oxopalmitoyl-CoA [peroxisome] + "coenzyme A [peroxisome]" = "acetyl-CoA [peroxisome]" + "myristoyl-CoA [peroxisome]"; "YIL160C [peroxisome]"

14 (120 acetyl-CoA C-acetyltransferase (dodecanoyl) 3-oxotetradecanoyl-CoA [peroxisome] + "coenzyme A [peroxisome]" = "acetyl-CoA [peroxisome]" + "lauroyl-CoA [peroxisome]"; "YIL160C [peroxisome]"

14 |121 acetyl-CoA C-acetyltransferase (octanoyl-CoA) 3-oxodecanoyl-CoA [peroxisome] + "coenzyme A [peroxisome]" = "acetyl-CoA [peroxisome]" + "octanoyl-CoA [peroxisome]"; "YIL160C [peroxisome]"

14 122 acetyl-CoA C-acyltransferase (decanoyl-CoA) 3-oxolauroyl-CoA [peroxisome] + "coenzyme A [peroxisome]" = "acetyl-CoA [peroxisome]" + "decanoyl-CoA [peroxisome]"; "YIL160C [peroxisome]"

14 (135 acyl-CoA oxidase (decanoyl-CoA) decanoyl-CoA [peroxisome] + "oxygen [peroxisome]" = "hydrogen peroxide [peroxisome]" + "trans-dec-2-enoyl-CoA [peroxisome]"; "YGL205W [peroxisome]"

14 |136 acyl-CoA oxidase (dodecanoyl-CoA) lauroyl-CoA [peroxisome] + "oxygen [peroxisome]" = "hydrogen peroxide [peroxisome]" + "trans-dodec-2-enoyl-CoA [peroxisome]"; "YGL205W [peroxisome]"

14 137 acyl-CoA oxidase (hexacanoyl-CoA) hexacosanoyl-CoA [peroxisome] + "oxygen [peroxisome]" = "hydrogen peroxide [peroxisome]" + "trans-hexacos-2-enoyl-CoA [peroxisome]"; "YGL205W [peroxisome]"

14 (138 acyl-CoA oxidase (hexadecanoyl-CoA) oxygen [peroxisome] + "palmitoyl-CoA [peroxisome]" = "hexadec-2-enoyl-CoA [peroxisome]" + "hydrogen peroxide [peroxisome]"; "YGL205W [peroxisome]"
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14 (139 acyl-CoA oxidase (octadecanoyl-CoA) oxygen [peroxisome] + "stearoyl-CoA [peroxisome]" = "hydrogen peroxide [peroxisome]" + "trans-octadec-2-enoyl-CoA [peroxisome]"; "YGL205W [peroxisome]"
14 140 acyl-CoA oxidase (tetradecanoyl-CoA) myristoyl-CoA [peroxisome] + "oxygen [peroxisome]" = "hydrogen peroxide [peroxisome]" + "trans-tetradec-2-enoyl-CoA [peroxisome]"; "YGL205W [peroxisome]"
14 172 adenylyl-sulfate kinase 5'-adenylyl sulfate [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "3'-phospho-5'-adenylyl sulfate [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YKLOO1C [cytoplasm]"
14 207 allantoate amidinohydrolase allantoate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "urea [cytoplasm]" + "ureidoglycolic acid [cytoplasm]"; "YIR029W [cytoplasm]"
14 208 allantoinase, reaction allantoin [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "allantoate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YIR027C [cytoplasm]"
14 209 allophanate hydrolase 3 * "H+ [cytoplasm]" + "urea-1-carboxylic acid [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = 2 * "ammonium [cytoplasm]" + 2 * "carbon dioxide [cytoplasm]"; "YBR208C [cytoplasm]"
14 (211 alpha,alpha-trehalase alpha,alpha-trehalose [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = 2 * "D-glucose [cytoplasm]"; "YDRO01C [cytoplasm]"
14 212 alpha,alpha-trehalase 2 alpha,alpha-trehalose [vacuole] + "water [vacuole]" =2 * "D-glucose [vacuole]"; "YPR0O26W [vacuole]"
14 216 alpha-glucosidase maltose [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = 2 * "D-glucose [cytoplasm]"; "YBR299W [cytoplasm]" "YGR287C [cytoplasm]" "YGR292W [cytoplasm]"
14 (350 D-arabinono-1,4-lactone oxidase D-arabinono-1,4-lactone [cytoplasm] + "oxygen [cytoplasm]" = "dehydro-D-arabinono-1,4-lactone [cytoplasm]" + "hydrogen peroxide [cytoplasm]"; "YMLO86C [cytoplasm]"
14 |351 D-arabinose 1-dehydrogenase (NAD) D-arabinose [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "D-arabinono-1,4-lactone [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"; "YMRO041C [cytoplasm]"
14 |352 D-arabinose 1-dehydrogenase (NADP) D-arabinose [cytoplasm] + "NADP(+) [cytoplasm]" = "D-arabinono-1,4-lactone [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]"; "YBR149W [cytoplasm]"
6 * "coenzyme A [peroxisome]" + 6 * "NAD(+) [peroxisome]" + 5 * "oxygen [peroxisome]" + "tetradecenoyl-CoA [peroxisome]" + 6 * "water [peroxisome]" = 7 * "acetyl-CoA [peroxisome]" + 6 * "H+
14 406 fatty acid oxidation [peroxisome]" + 5 * "hydrogen peroxide [peroxisome]" + 6 * "NADH [peroxisome]"; "YGL205W:YIL160C:YKRO09C:YLR284C [peroxisome]" "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YOR180C|
[peroxisome]"
7 * "coenzyme A [peroxisome]" + "hexadec-2-enoyl-CoA [peroxisome]" + 7 * "NAD(+) [peroxisome]" + "NADPH [peroxisome]" + 7 * "oxygen [peroxisome]" + 7 * "water [peroxisome]" = 8 * "acetyl-
14 407 fatty acid oxidation_2 CoA [peroxisome]" + 6 * "H+ [peroxisome]" + 7 * "hydrogen peroxide [peroxisome]" + 7 * "NADH [peroxisome]" + "NADP(+) [peroxisome]"; "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YLR284C:YNL202W!|
[peroxisome]" "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YLR284C:YNL202W:YOR180C [peroxisome]" "YGL205W:YIL160C:YKRO009C:YNL202W:YOR180C [peroxisome]"
7 * "coenzyme A [peroxisome]" + "hexadec-2-enoyl-CoA [peroxisome]" + 7 * "NAD(+) [peroxisome]" + 6 * "oxygen [peroxisome]" + 7 * "water [peroxisome]" = 8 * "acetyl-CoA [peroxisome]" + 7 *
14 408 fatty acid oxidation_3 "H+ [peroxisome]" + 6 * "hydrogen peroxide [peroxisome]" + 7 * "NADH [peroxisome]"; "YGL205W:YIL160C:YKRO09C:YLR284C [peroxisome]" "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YOR180C
[peroxisome]"
8 * "coenzyme A [peroxisome]" + 8 * "NAD(+) [peroxisome]" + "NADPH [peroxisome]" + "oleoyl-CoA [peroxisome]" + 8 * "oxygen [peroxisome]" + 8 * "water [peroxisome]" = 9 * "acetyl-CoA
14 409 fatty acid oxidation_4 [peroxisome]" + 7 * "H+ [peroxisome]" + 8 * "hydrogen peroxide [peroxisome]" + 8 * "NADH [peroxisome]" + "NADP(+) [peroxisome]"; "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YLR284C:YNL202W
[peroxisome]" "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YLR284C:YNL202W:YOR180C [peroxisome]" "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YNL202W:YOR180C [peroxisome]"
8 * "coenzyme A [peroxisome]" + 8 * "NAD(+) [peroxisome]" + "oleoyl-CoA [peroxisome]" + 7 * "oxygen [peroxisome]" + 8 * "water [peroxisome]" = 9 * "acetyl-CoA [peroxisome]" + 8 * "H+|
14 (410 fatty acid oxidation_5 [peroxisome]" + 7 * "hydrogen peroxide [peroxisome]" + 8 * "NADH [peroxisome]"; "YGL205W:YIL160C:YKRO09C:YLR284C [peroxisome]" "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YOR180C
[peroxisome]"
8 * "coenzyme A [peroxisome]" + 8 * "NAD(+) [peroxisome]" + 2 * "NADPH [peroxisome]" + "octadec-9-ynoyl-CoA [peroxisome]" + 8 * "oxygen [peroxisome]" + 8 * "water [peroxisome]" = 9 *
4 e atty acid oxidation_ 6 "acetyl-CoA  [peroxisome]" + 6 * "H+ [peroxisome]" + 8 * ‘"hydrogen peroxide [peroxisome]" + 8 * "NADH [peroxisome]" + 2 * "NADP(+) [peroxisome]";
"YGL205W:YIL160C:YKR009C:YLR284C:YNL202W [peroxisome]" "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YLR284C:YNL202W:YOR180C [peroxisome]"
"YGL205W:YIL160C:YKR0O09C:YNL202W:YOR180C [peroxisome]"
8 * "coenzyme A [peroxisome]" + 8 * "NAD(+) [peroxisome]" + "NADPH [peroxisome]" + "octadec-9-ynoyl-CoA [peroxisome]" + 7 * "oxygen [peroxisome]" + 8 * "water [peroxisome]" = 9 * "acetyl-
14 412 fatty acid oxidation_7 CoA [peroxisome]" + 7 * "H+ [peroxisome]" + 7 * "hydrogen peroxide [peroxisome]" + 8 * "NADH [peroxisome]" + "NADP(+) [peroxisome]"; "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YLR284C:YNL202W!|
[peroxisome]" "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YNL202W:YOR180C [peroxisome]"
8 * "coenzyme A [peroxisome]" + 8 * "NAD(+) [peroxisome]" + "octadec-9-ynoyl-CoA [peroxisome]" + 6 * "oxygen [peroxisome]" + 8 * "water [peroxisome]" = 9 * "acetyl-CoA [peroxisome]" + 8 *
14 413 fatty acid oxidation_8 "H+ [peroxisome]" + 6 * "hydrogen peroxide [peroxisome]" + 8 * "NADH [peroxisome]"; "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YLR284C [peroxisome]" "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YOR180C|

[peroxisome]"
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6 * "coenzyme A [peroxisome]" + 6 * "NAD(+) [peroxisome]" + "NADPH [peroxisome]" + 6 * "oxygen [peroxisome]" + "tetradecenoyl-CoA [peroxisome]" + 6 * "water [peroxisome]" = 7 * "acetyl-

14 (414 fatty acid oxidation_9 CoA [peroxisome]" + 5 * "H+ [peroxisome]" + 6 * "hydrogen peroxide [peroxisome]" + 6 * "NADH [peroxisome]" + "NADP(+) [peroxisome]"; "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YLR284C:YNL202W|
[peroxisome]" "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YLR284C:YNL202W:YOR180C [peroxisome]" "YGL205W:YIL160C:YKR009C:YNL202W:YOR180C [peroxisome]"
3 * "coenzyme A [peroxisome]" + 3 * "NAD(+) [peroxisome]" + "octanoyl-CoA [peroxisome]" + 3 * "oxygen [peroxisome]" + 3 * "water [peroxisome]" = 4 * "acetyl-CoA [peroxisome]" + 3 * "H+|
14 415 fatty acid oxidation (octanoyl-CoA)
[peroxisome]" + 3 * "hydrogen peroxide [peroxisome]" + 3 * "NADH [peroxisome]"; "YGL205W:YIL160C:YKRO09C [peroxisome]"
. o 3 * "coenzyme A [peroxisome]" + 3 * "NAD(+) [peroxisome]" + 3 * "oxygen [peroxisome]" + "tetracosanoyl-CoA [peroxisome]" + 3 * "water [peroxisome]" = 3 * "acetyl-CoA [peroxisome]" + 3 * "H+
14 416  [fatty acid oxidation (tetradecansoyl-CoA) X . i . X .
[peroxisome]" + 3 * "hydrogen peroxide [peroxisome]" + 3 * "NADH [peroxisome]" + "stearoyl-CoA [peroxisome]"; "YGL205W:YIL160C:YKR009C [peroxisome]"
14 431 fatty-acid--CoA ligase (decanoate) ATP [peroxisome] + "coenzyme A [peroxisome]" + "decanoate [peroxisome]" = "AMP [peroxisome]" + "decanoyl-CoA [peroxisome]" + "diphosphate [peroxisome]"; "YERO15W [peroxisome]"
14 1432 fatty-acid--CoA ligase (dodecanoate) ATP [peroxisome] + "coenzyme A [peroxisome]" + "laurate [peroxisome]" = "AMP [peroxisome]" + "diphosphate [peroxisome]" + "lauroyl-CoA [peroxisome]"; "YERO15W [peroxisome]"
ATP [cytoplasm] + "coenzyme A [cytoplasm]" + "palmitate [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "palmitoyl-CoA [cytoplasm]"; "YILOO9W [cytoplasm]" "YMR246W
14 433 fatty-acid--CoA ligase (hexadecanoate)
[cytoplasm]" "YOR317W [cytoplasm]"
14 434 fatty-acid--CoA ligase (hexadecanoate) 2 ATP [peroxisome] + "coenzyme A [peroxisome]" + "palmitate [peroxisome]" = "AMP [peroxisome]" + "diphosphate [peroxisome]" + "palmitoyl-CoA [peroxisome]"; "YEROISW [peroxisome]"
ATP [cytoplasm] + "coenzyme A [cytoplasm]" + "palmitoleate [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "hexadec-2-enoyl-CoA [cytoplasm]"; "YILOOOW [cytoplasm]"
14 435 fatty-acid--CoA ligase (hexadecenoate)
"YMR246W [cytoplasm]" "YOR317W [cytoplasm]"
. . ATP [peroxisome] + "coenzyme A [peroxisome]" + "palmitoleate [peroxisome]" = "AMP [peroxisome]" + "diphosphate [peroxisome]" + "hexadec-2-enoyl-CoA [peroxisome]"; "YEROISW
14 436 fatty-acid--CoA ligase (hexadecenoate) 2
[peroxisome]"
14 437 fatty-acid--CoA ligase (n-C24:0) ATP [peroxisome] + "coenzyme A [peroxisome]" + "lignocerate [peroxisome]" = "AMP [peroxisome]" + "diphosphate [peroxisome]" + "tetracosanoyl-CoA [peroxisome]"; "YBR041W [peroxisome]"
14 [438 fatty-acid--CoA ligase (n-C26:0) [ATP [peroxisome] + "cerotate [peroxisome]" + "coenzyme A [peroxisome]" = "AMP [peroxisome]" + "diphosphate [peroxisome]" + "hexacosanoyl-CoA [peroxisome]"; "YBR041W [peroxisome]"
ATP [cytoplasm] + "coenzyme A [cytoplasm]" + "stearate [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "stearoyl-CoA [cytoplasm]"; "YILOO9W [cytoplasm]" "YMR246W
14 (439 fatty-acid--CoA ligase (octadecanoate)
[cytoplasm]" "YOR317W [cytoplasm]"
ATP [cytoplasm] + "coenzyme A [cytoplasm]" + "oleate [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "oleoyl-CoA [cytoplasm]"; "YILOOOW [cytoplasm]" "YMR246W
14 440 fatty-acid--CoA ligase (octadecenoate)
[cytoplasm]" "YOR317W [cytoplasm]"
. . ATP [cytoplasm] + "coenzyme A [cytoplasm]" + "linoleic acid [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "octadec-9-ynoyl-CoA [cytoplasm]"; "YILOO9W [cytoplasm]"
14 441 fatty-acid--CoA ligase (octadecynoate)
"YMR246W [cytoplasm]" "YOR317W [cytoplasm]"
14 442 fatty-acid--CoA ligase (octanoate) ATP [peroxisome] + "coenzyme A [peroxisome]" + "octanoate [peroxisome]" = "AMP [peroxisome]" + "diphosphate [peroxisome]" + "octanoyl-CoA [peroxisome]"; "YERO015W [peroxisome]"
. . ATP [cytoplasm] + "coenzyme A [cytoplasm]" + "myristate [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "myristoyl-CoA [cytoplasm]"; "YILOO9W [cytoplasm]" "YMR246W
14 443 fatty-acid--CoA ligase (tetradecanoate)
[cytoplasm]" "YOR317W [cytoplasm]"
14 444 fatty-acid--CoA ligase (tetradecanoate) 2 ATP [peroxisome] + "coenzyme A [peroxisome]" + "myristate [peroxisome]" = "AMP [peroxisome]" + "diphosphate [peroxisome]" + "myristoyl-CoA [peroxisome]"; "YEROISW [peroxisome]"
ATP [cytoplasm] + "coenzyme A [cytoplasm]" + "myristoleate [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]" + "tetradecenoyl-CoA [cytoplasm]"; "YILOO9W [cytoplasm]"
14 |445 fatty-acid--CoA ligase (tetradecenoate)
"YMR246W [cytoplasm]" "YOR317W [cytoplasm]"
14 |446 fatty-acid--CoA ligase (tetradecenoate) 2 ATP [peroxisome] + "coenzyme A [peroxisome]" + "myristoleate [peroxisome]" = "AMP [peroxisome]" + "diphosphate [peroxisome]" + "tetradecenoyl-CoA [peroxisome]"; "YEROI5SW [peroxisome]"
14 |476 formaldehyde dehydrogenase formaldehyde [cytoplasm] + "glutathione [cytoplasm]" + "NAD(+) [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]" + "S-formylglutathione [cytoplasm]"; "YDL168W [cytoplasm]"
14 478 formate dehydrogenase formate [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "carbon dioxide [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"; "YOR388C [cytoplasm]" "YPL275W [cytoplasm]" "YPL276W [cytoplasm]"
14 (497 glucan 1,4-alpha-glucosidase glycogen [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "D-glucose [cytoplasm]"; "YPR184W [cytoplasm]"
14 498 glucan 1,4-alpha-glucosidase, vacuole glycogen [vacuole] + "water [vacuole]" = "D-glucose [vacuole]"; "YILO99W [vacuole]"
14 (536 glycerophosphodiester sn-glycero-3-phosphocholine [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "choline [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "sn-glycerol 3-phosphate [cytoplasm]"; "YPLI110C [cytoplasm]"

Suequy



16¢C

(glycerophosphocholine)

14 |548 glycogen phosphorylase glycogen [cytoplasm] + "phosphate [cytoplasm]" = "D-glucose 1-phosphate [cytoplasm]"; "YPR160W [cytoplasm]"

14 593 hydroxyacylglutathione hydrolase (R)-S-lactoylglutathione [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "(R)-lactate [cytoplasm]" + "glutathione [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YDR272W [cytoplasm]"

14 (594 hydroxyacylglutathione hydrolase_2 (R)-S-lactoylglutathione [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "(R)-lactate [mitochondrion]" + "glutathione [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]"; "YOR040W [mitochondrion]"
inositol phosphosphingolipid [endoplasmic reticulum] + "water [endoplasmic reticulum]" = "1D-myo-inositol 3-phosphate [endoplasmic reticulum]" + "ceramide [endoplasmic reticulum]"; "YERO19W]

14 [625 IPS phospholipase C [endoplasmic reticulum]"

14 (626 IPS phospholipase C_2 inositol phosphosphingolipid [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "1D-myo-inositol 3-phosphate [mitochondrion]" + "ceramide [mitochondrion]"; "YERO19W [mitochondrion]"

14 (632 isocitrate dehydrogenase (NADP+) 2 isocitrate(3-) [peroxisome] + "NADP(+) [peroxisome]" = "2-oxoglutarate [peroxisome]" + "carbon dioxide [peroxisome]" + "NADPH [peroxisome]"; "YNLOO9W [peroxisome]"

14 672 lactoylglutathione lyase glutathione [cytoplasm] + "methylglyoxal [cytoplasm]" = "(R)-S-lactoylglutathione [cytoplasm]"; "YMLO004C [cytoplasm]"

14 |818 peroxisomal acyl-CoA thioesterase decanoyl-CoA [peroxisome] + "water [peroxisome]" = "coenzyme A [peroxisome]" + "decanoate [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]"; "YJR019C [peroxisome]"

14 (819 peroxisomal acyl-CoA thioesterase 2 lauroyl-CoA [peroxisome] + "water [peroxisome]" = "coenzyme A [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]" + "laurate [peroxisome]"; "YJRO19C [peroxisome]"

14 820 peroxisomal acyl-CoA thioesterase 3 tetracosanoyl-CoA [peroxisome] + "water [peroxisome]" = "coenzyme A [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]" + "lignocerate [peroxisome]"; "YJR0O19C [peroxisome]"

14 |821 [peroxisomal acyl-CoA thioesterase 4 [palmitoyl-CoA [peroxisome] + "water [peroxisome]" = "coenzyme A [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]" + "palmitate [peroxisome]"; "YJR019C [peroxisome]"

14 (822 peroxisomal acyl-CoA thioesterase_5 myristoyl-CoA [peroxisome] + "water [peroxisome]" = "coenzyme A [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]" + "myristate [peroxisome]"; "YJR019C [peroxisome]"

14 823 peroxisomal acyl-CoA thioesterase 6 stearoyl-CoA [peroxisome] + "water [peroxisome]" = "coenzyme A [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]" + "stearate [peroxisome]"; "YJR0O19C [peroxisome]"

14 |824 [peroxisomal acyl-CoA thioesterase 7 octanoyl-CoA [peroxisome] + "water [peroxisome]" = "coenzyme A [peroxisome]" + "H+ [peroxisome]" + "octanoate [peroxisome]"; "YJRO19C [peroxisome]"

14 (829 phosphatidyl glycerol phospholipase C phosphatidylglycerol [lipid particle] + "water [lipid particle]" = "diglyceride [lipid particle]" + "sn-glycerol 3-phosphate [lipid particle]"; "YPL206C [lipid particle]"

14 |830 phosphatidyl glycerol phospholipase C_2 phosphatidylglycerol [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "diglyceride [mitochondrion]" + "sn-glycerol 3-phosphate [mitochondrion]"; "YPL206C [mitochondrion]"

1 lsse shosphoadenylyl-sulfate reductase (thioredoxin) 3'-phospho-5'-adenylyl sulfate [cytoplasm] + "thioredoxin dithiol [cytoplasm]" = "adenosine 3',5'-bismonophosphate [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "sulphite [cytoplasm]" + "thioredoxin disulfide
[cytoplasm]"; "YGR209C:YPR167C [cytoplasm]" "YLR043C:YPR167C [cytoplasm]"

14 (872 phospholipase D [phosphatidylcholine [cell envelope] + "water [cytoplasm]" = "choline [cell envelope]" + "phosphatidate [cell envelope]"; "YKRO031C [cell envelope]"

14 1968 S-formylglutathione hydralase S-formylglutathione [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "formate [cytoplasm]" + "glutathione [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YJLO68C [cytoplasm]"

14 (1005 |sucrose hydrolyzing enxyme sucrose [extracellular] + "water [extracellular]" = "D-fructose [extracellular]" + "D-glucose [extracellular]"; "YIL162W [extracellular]"

14 (1006 |sulfate adenylyltransferase ATP [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "sulphate [cytoplasm]" = "5'-adenylyl sulfate [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YJROIOW [cytoplasm]"

14 [1008 |sulfte reductase (NADPH2) hydrogen sulfide [cytoplasm] + 3 * "NADP(+) [cytoplasm]" + 3 * "water [cytoplasm]" = 5 * "H+ [cytoplasm]" + 3 * "NADPH [cytoplasm]" + "sulphite [cytoplasm]"; "YFRO30W [cytoplasm]"
"YJR137C [cytoplasm]"

14 [1062 |urea carboxylase ATP [cytoplasm] + "bicarbonate [cytoplasm]" + "urea [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]" + "urea-1-carboxylic acid [cytoplasm]"; "YBR208C
[cytoplasm]"

14 (1063  |ureidoglycolate hydrolase 2 * "H+ [cytoplasm]" + "ureidoglycolic acid [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = 2 * "ammonium [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]" + "glyoxylate [cytoplasm]"; "YIR032C [cytoplasm]"

14 |1080 [xylitol dehydrogenase (D-xyulose-forming) NAD(+) [cytoplasm] + "xylitol [cytoplasm]" = "D-xylulose [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"; "YLRO70C [cytoplasm]"

14 (1081 |xylose reductase D-xylose [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "NADP(+) [cytoplasm]" + "xylitol [cytoplasm]"; "YHR104W [cytoplasm]"

14 |1082 |xylulokinase ATP [cytoplasm] + "D-xylulose [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "D-xylulose 5-phosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YGR194C [cytoplasm]"

14 786 O-succinylhomoserine lyase (elimination) O-succinyl-L-homoserine [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "2-oxobutanoate [cytoplasm]" + "ammonium [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "succinate(2-) [cytoplasm]"; "YMLO82W [cytoplasm]"

15 (176 alcohol acetyltransferase (2-methylbutanol) 2-methylbutan-1-ol [cytoplasm] + "acetyl-CoA [cytoplasm]" = "2-methylbutyl acetate [cytoplasm]" + "coenzyme A [cytoplasm]"; "YGR177C [cytoplasm]" "YOR377W [cytoplasm]"

15 177 alcohol acetyltransferase (ethanol) acetyl-CoA [cytoplasm] + "ethanol [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "ethyl acetate [cytoplasm]"; "YGR177C [cytoplasm]" "YOR377W [cytoplasm]"

15 178 alcohol acetyltransferase (isoamyl alcohol) acetyl-CoA [cytoplasm] + "isoamylol [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "isoamyl acetate [cytoplasm]"; "YGR177C [cytoplasm]" "YOR377W [cytoplasm]"

Suequy



6¢

15 (179 alcohol acetyltransferase (isobutyl alcohol) acetyl-CoA [cytoplasm] + "isobutanol [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "isobutyl acetate [cytoplasm]"; "YGR177C [cytoplasm]" "YOR377W [cytoplasm]"
15 (180 alcohol acetyltransferase (phenylethanol alcohol) 2-phenylethanol [cytoplasm] + "acetyl-CoA [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "phenethyl acetate [cytoplasm]"; "YGR177C [cytoplasm]" "YOR377W [cytoplasm]"
15 |282 catalase 2 * "hydrogen peroxide [cytoplasm]" = "oxygen [cytoplasm]" + 2 * "water [cytoplasm]"; "YGRO88W [cytoplasm]"
15 (283 catalase_2 2 * "hydrogen peroxide [peroxisome]" = "oxygen [peroxisome]" + 2 * "water [peroxisome]"; "YDR256C [peroxisome]"
15 (386 dihydroxyacetone kinase ATP [cytoplasm] + "glycerone [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "glycerone phosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YFLO53W [cytoplasm]" "YMLO70W [cytoplasm]"
15 |523 glutathione peroxidase, mitochondria 2 * "glutathione [mitochondrion]" + "hydrogen peroxide [mitochondrion]" = "glutathione disulfide [mitochondrion]" + 2 * "water [mitochondrion]"; "YPL0O59W [mitochondrion]"
hydrogen peroxide [cytoplasm] + "thioredoxin dithiol [cytoplasm]" = 2 * "water [cytoplasm]" + "thioredoxin disulfide [cytoplasm]"; "YDR453C:YGR209C [cytoplasm]" "YDR453C:YLR043C
15 590 hydrogen peroxide reductase (thioredoxin)
[cytoplasm]"
15 (591 hydrogen peroxide reductase (thioredoxin) 2 hydrogen peroxide [mitochondrion] + "thioredoxin dithiol [mitochondrion]" = 2 * "water [mitochondrion]" + "thioredoxin disulfide [mitochondrion]"; "YBL064C:YCRO083W [mitochondrion]"
. X . hydrogen peroxide [peroxisome] + "thioredoxin dithiol [peroxisome]" = 2 * "water [peroxisome]" + "thioredoxin disulfide [peroxisome]"; "YGR209C:YLR109W [peroxisome]" "YLR043C:YLR109W|
15 (592 hydrogen peroxide reductase (thioredoxin)_3 ]
[peroxisome]"
15 (663 L-lactaldehyde:NADP+ 1-oxidoreductase H+ [cytoplasm] + "methylglyoxal [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "(S)-lactaldehyde [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YHR104W [cytoplasm]" "YOL151W [cytoplasm]"
15 |1023  |thioredoxin hydrogen peroxide [nucleus] + "thioredoxin dithiol [nucleus]" = 2 * "water [nucleus]" + "thioredoxin disulfide [nucleus]"; "YGR209C:YILO10W [nucleus]" "YILO10W:YLRO043C [nucleus]"
ADP  [mitochondrion] + 3 * "H+ [cytoplasm]" + ‘"phosphate [mitochondrion]" = "ATP [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]";
16 246  |ATP synthase "Q0080:Q0085:Q0130:YBLO99W:YBR0O39W:YDL004W:YDR298C:YDR322C-A:YDR377W:YJR121W:YKLO16C:YLR295C:YMLO81C-A:YPLO78C:YPL271W [mitochondrial membrane]"
"Q0080:Q0085:Q0130:YBLO99W:YBR0O39W:YDL004W:YDR298C:YDR377W:YJR121W:YKLO016C:YLR295C:YMLO81C-A:YPL0O78C:YPL271W:YPR0O20W [mitochondrial membrane]"
ADP [Golgi] + 3 * "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [Golgi]" = "ATP [Golgi]" + 2 * "H+ [Golgi]" + "water [Golgi]"; "YBR127C:YDL185W:YEL027W:YEL051W:YGR020C:YHR026W:YHR039C-
16 [247 ATP synthase, Golgi Apparatus
A:YKLO80W:YLR447C:YMRO54W:YOR332W:YPL234C:YPR036W [Golgi membrane]"
ADP [vacuole] + 3 * "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [vacuole]" = "ATP [vacuole]" + 2 * "H+ [vacuole]" + "water [vacuole]";
16 [248 ATP synthase, vacuole
"YBR127C:YDL185W:YEL027W:YELO51W:YGR020C:YHR026W:YHR039C-A:YKLO80W:YLR447C:YOR270C:YOR332W:YPL234C:YPRO36W [vacuolar membrane]"
. . 2 * "ferrocytochrome ¢ [mitochondrion]" + "hydrogen peroxide [mitochondrion]" = 2 * "ferricytochrome ¢ [mitochondrion]" + 2 * "water [mitochondrion]"; "YELO039C:YKRO066C [mitochondrion]"
16 469 ferrocytochrome-c:hydrogen-peroxide oxidoreductase . .
"YJR048W:YKR066C [mitochondrion]"
4 * "ferrocytochrome ¢ [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]" + "oxygen [mitochondrion]" = 4 * "ferricytochrome ¢ [mitochondrion]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + 2 * "water [mitochondrion]";
"Q0045:Q0250:Q0275:YDLO67C:YEL039C:YGL187C:YGL191W:YHRO51W:YIL111W:YLR038C:YLR395C:YMR256C [mitochondrial membrane]"
16 (470 ferrocytochrome-c:oxygen oxidoreductase "Q0045:Q0250:Q0275:YDL067C:YEL039C: YGL187C:YGL191W:YHRO51W:YLR038C:YLR395C:YMR256C:YNLO52W [mitochondrial membrane]"
"Q0045:Q0250:Q0275:YDL067C:YGL187C:YGL191W:YHRO51W:YIL111W:YJR048W:YLRO38C:YLR395C:YMR256C [mitochondrial membrane]"
"Q0045:Q0250:Q0275:YDL067C:YGL187C:YGL191W:YHRO51W:YJR048W:YLRO038C:YLR395C:YMR256C:YNLO52W [mitochondrial membrane]"
2 * "ferricytochrome ¢ [mitochondrion]" + 1.5 * "H+ [mitochondrion]" + "ubiquinol-6 [mitochondrion]" = 2 * "ferrocytochrome ¢ [mitochondrion]" + 1.5 * "H+ [cytoplasm]" + "ubiquinone-6
16 471 ferrocytochrome-c:oxygen oxidoreductase_2 [mitochondrion]"; "Q0105:YBL045C:YDR529C: YEL024W:YEL039C:YFR033C:YGR183C:YHR0O01W-A:YJL166W:YOR065W:YPR191W [mitochondrial membrane]"
"Q0105:YBL045C:YDR529C: YEL024W:YFR033C:YGR183C:YHRO0OIW-A:YJL166W:YJR048W:YOR065W:YPR191W [mitochondrial membrane]"
FADH2 [mitochondrion] + "fumarate(2-) [mitochondrion]" = "FAD [mitochondrion]" + "succinate(2-) [mitochondrion]"; "YJRO51W [mitochondrion]" "YDR178W:YJL045W:YKL141W:YLL041C|
16 [488 fumarate reductase X ) . .
[mitochondrion]" "YDR178W:YKL141W:YKL148C:YLL041C [mitochondrion]"
H+ [cytoplasm] + "NADH [cytoplasm]" + "ubiquinone-6 [mitochondrion]" = "NAD(+) [cytoplasm]" + "ubiquinol-6 [mitochondrion]"; "YDLO85W [mitochondrial membrane]" "YMR145C
16 (742 INADH dehydrogenase, cytosolic/mitochondrial
[mitochondrial membrane]"
2.5 * "H+ [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]" + "ubiquinone-6 [mitochondrion]" = 1.5 * "H+ [cytoplasm]" + "NAD(+) [mitochondrion]" + "ubiquinol-6 [mitochondrion]"; "YMLI120C
16 |745 INADH:ubiquinone oxidoreductase

[mitochondrial membrane]"
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16 474 FMN reductase FMN [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]" = "FMNH2 [cytoplasm]" + "NAD(+) [cytoplasm]"; "YLRO11W [cytoplasm]"
16 [475 FMN reductase_2 FMN [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "FMNH2 [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YLRO11W [cytoplasm]"
X . (2R,3S)-3-isopropylmalate(2-) [cytoplasm] + "S-adenosyl-L-methionine [cytoplasm]" = "3-hydroxy-2-isopropyl-4-methoxy-4-oxobutanoate [cytoplasm]" + "S-adenosyl-L-homocysteine [cytoplasm]";
17 |62 3-isopropylmalate 3-methyltransferase
"YER175C [cytoplasm]"
. S-adenosyl-L-methionine [cytoplasm] + "trans-aconitate(3-) [cytoplasm]" = "(2E)-3-(methoxycarbonyl)pent-2-enedioic acid [cytoplasm]" + "S-adenosyl-L-homocysteine [cytoplasm]"; "YER175C
17 |1033 [trans-aconitate 3-methyltransferase
[cytoplasm]"
oxaloacetate(2-) [mitochondrion] + "propionyl-CoA [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" = "2-methylcitrate(3-) [mitochondrion]" + "coenzyme A [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]";
17 (30 2-methylcitrate synthase
"YPROOIW [mitochondrion]"
17 (131 acid phosphatase (secreted) FMN [extracellular] + "water [extracellular]" = "phosphate [extracellular]" + "riboflavin [extracellular]"; "YARO71W [extracellular]" "YBRO093C [extracellular]"
17 132 aconitase 2-methylcitrate(3-) [mitochondrion] = "(2S,3R)-3-hydroxybutane-1,2,3-tricarboxylic acid [mitochondrion]"; "YPR0O02W [mitochondrion]"
17 340 cystathionine gamma-synthase L-cysteine [cytoplasm] + "O-acetyl-L-homoserine [cytoplasm]" = "acetate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "L-cystathionine [cytoplasm]"; "YJR130C [cytoplasm]" "YMLO82W [cytoplasm]"
. o . spermidine [cytoplasm] + "ubiquinone-6 [mitochondrion]" + "water [cytoplasm]" = "4-aminobutanal [cytoplasm]" + "trimethylenediamine [cytoplasm]" + "ubiquinol-6 [mitochondrion]"; "YHRO68W
17 363 deoxyhypusine synthase, cytosolic/mitochondrial . i
[mitochondrial membrane]"
17 371 diacylglycerol pyrophosphate phosphatase phosphatidate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "diglyceride [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YDR284C [cytoplasm]"
17 610 inorganic diphosphatase diphosphate [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + 2 * "phosphate [cytoplasm]"; "YBRO11C [cytoplasm]"
17 [611 inorganic diphosphatase 2 diphosphate [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "H+ [mitochondrion]" + 2 * "phosphate [mitochondrion]"; "YMR267W [mitochondrion]"
. X X ATP [mitochondrion] + "coenzyme A [mitochondrion]" + "itaconate(2-) [mitochondrion]" = "ADP [mitochondrion]" + "itaconyl-CoA [mitochondrion]" + "phosphate [mitochondrion]";
17 [639 itaconate-CoA ligase (ADP-forming)
"YGR244C:YOR142W [mitochondrion]"
L-erythro-4-hydroxyglutamate:2-oxoglutarate
17 |654 . 2-oxoglutarate [cytoplasm] + "erythro-4-hydroxy-L-glutamic acid [cytoplasm]" = "4-hydroxy-2-oxoglutarate(2-) [cytoplasm]" + "L-glutamate [cytoplasm]"; "YLR027C [cytoplasm]"
aminotransferase
7 less L-erythro-4-hydroxyglutamate:2-oxoglutarate 2-oxoglutarate [mitochondrion] + "erythro-4-hydroxy-L-glutamic acid [mitochondrion]" = "4-hydroxy-2-oxoglutarate(2-) [mitochondrion]" + "L-glutamate [mitochondrion]"; "YKL106W
aminotransferase 2 [mitochondrion]"
L-erythro-4-hydroxyglutamate:2-oxoglutarate . o . . . .
17 656 2-oxoglutarate [peroxisome] + "erythro-4-hydroxy-L-glutamic acid [peroxisome]" = "4-hydroxy-2-oxoglutarate(2-) [peroxisome]" + "L-glutamate [peroxisome]"; "YLR027C [peroxisome]"
aminotransferase_3
17 (860 phosphofructokinase (s7p) ATP [cytoplasm] + "sedoheptulose 7-phosphate [cytoplasm]" = "ADP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "sedoheptulose 1,7-bisphosphate [cytoplasm]"; "YGR240C:YMR205C [cytoplasm]"
sedoheptulose 1,7-bisphosphate D-glyceraldehyde-3- X
17 (971 sedoheptulose 1,7-bisphosphate [cytoplasm] = "D-erythrose 4-phosphate(2-) [cytoplasm]" + "glycerone phosphate [cytoplasm]"; "YKLO60C [cytoplasm]"
[phosphate-lyase
. . 2-oxoglutarate [cytoplasm] + "oxygen [cytoplasm]" + "taurine [cytoplasm]" = "aminoacetaldehyde [cytoplasm]" + "carbon dioxide [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "succinate(2-) [cytoplasm]" +
17 |1010 [taurine dioxygenase K
"sulphite [cytoplasm]"; "YLLO57C [cytoplasm]"
15 lis2 acylation of GPI inositol at 2 position, GPI-anchor assembly,|6-(alpha-D-glucosaminyl)-1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [endoplasmic reticulum] + "palmitoyl-CoA [endoplasmic reticulum]" = "6-(alpha-D-glucosaminyl)-O-acyl-1-phosphatidyl-1D-myo-inositol
step 3 [endoplasmic reticulum]" + "coenzyme A [endoplasmic reticulum]"; "YJLO091C [endoplasmic reticulum membrane]"
. . 6-[6-(2-aminoethylphosphoryl)-alpha-mannosyl-(1->6)-2-(2-aminoethylphosphoryl)-alpha-mannosyl-(1->6)-alpha-2-(2-aminoethylphosphoryl)mannosyl-(1->4)-alpha-glucosaminyl]-O-acyl-1-
GPl-anchor assembly, step 10, GPI-modification of newly . o X i . i . . . . k
18 (553 nesised . phosphatidyl-1D-myo-inositol ~ [endoplasmic  reticulum] + ‘"protein with GPI signal [endoplasmic reticulum membrane]" = "glycan G13045 [endoplasmic reticulum]";
synthesised protein
4 P "YDR331W:YDR434W:YHR188C:YLRO88W:YLR459W [endoplasmic reticulum]"
GPl-anchor assembly, step 11, deacylation reaction as part of] . L L
18 (554 . glycan G13045 [endoplasmic reticulum] = "glycan G13046 [endoplasmic reticulum]"; "YFL025C [endoplasmic reticulum membrane]"
glycosylation
18 [555 GPI-anchor assembly, step 2 6-(N-acetyl-alpha-D-glucosaminyl)-1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [endoplasmic reticulum] + "water [endoplasmic reticulum]" = "6-(alpha-D-glucosaminyl)-1-phosphatidyl-1D-myo-inositol
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[endoplasmic reticulum]" + "acetate [endoplasmic reticulum]" + "H+ [endoplasmic reticulum]"; "YMR281W [endoplasmic reticulum membrane]"

6-(alpha-D-glucosaminyl)-O-acyl-1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [endoplasmic reticulum] + "dolichyl D-mannosyl phosphate [endoplasmic reticulum]" = "6-O-[alpha-D-mannosyl-(1->4)-alpha-D-

18 (556 GPI-anchor assembly, step 5 . i o . X o o
glucosaminyl]-O-acyl-1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [endoplasmic reticulum]" + "dolichyl phosphate [endoplasmic reticulum]"; "YJROI13W:YCLO052C [endoplasmic reticulum membrane]"
6-O-[alpha-D-mannosyl-(1->4)-alpha-D-glucosaminyl]-O-acyl-1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [endoplasmic reticulum] + "phosphatidylethanolamine [endoplasmic reticulum]" = "6-O-{2-O-[(2-

18 |557 GPI-anchor assembly, step 6 . . . o o . .
aminoethyl)phosphoryl]-alpha-D-mannosyl-(1->4)-alpha-D-glucosaminyl} -O-acyl- 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [endoplasmic reticulum]"; "YKL165C [endoplasmic reticulum]"
6-O-{2-O-[(2-aminoethyl)phosphoryl]-alpha-D-mannosyl-(1->4)-alpha-D-glucosaminyl}-O-acyl-1-phosphatidyl-1D-myo-inositol ~ [endoplasmic reticulum] + "dolichyl D-mannosyl phosphate

18 (558 GPI-anchor assembly, step 7 [endoplasmic reticulum]" = "6-O-{alpha-D-mannosyl-(1->6)-2-O-[(2-aminoethyl)phosphoryl]-alpha-D-mannosyl-(1->4)-alpha-D-glucosaminyl}-O-acyl-1-phosphatidyl-1 D-myo-inositol [endoplasmic
reticulum]" + "dolichyl phosphate [endoplasmic reticulum]"; "YBRO004C [endoplasmic reticulum]"

6-O- {alpha-D-mannosyl-(1->6)-2-O-[(2-aminoethyl)phosphoryl]-alpha-D-mannosyl-(1->4)-alpha-D-glucosaminyl } -O-acyl- 1 -phosphatidyl-1D-myo-inositol [endoplasmic reticulum] + "dolichyl D-

18 |559 GPI-anchor assembly, step 8 mannosyl phosphate [endoplasmic reticulum]" = "6-O-{alpha-D-mannosyl-(1->2)-alpha-D-mannosyl-(1->6)-2-O-[(2-aminoethyl)phosphoryl]-alpha-D-mannosyl-(1->4)-alpha-D-glucosaminyl } -O-acyl-1-
[phosphatidyl-1D-myo-inositol [endoplasmic reticulum]"; "YGL142C [endoplasmic reticulum membrane]"

6-O- {alpha-D-mannosyl-(1->2)-alpha-D-mannosyl-(1->6)-2-O-[(2-aminoethyl)phosphoryl]-alpha-D-mannosyl-(1->4)-alpha-D-glucosaminyl } -O-acyl-1-phosphatidyl- 1 D-myo-inositol [endoplasmic
reticulum] + '"phosphatidylethanolamine [endoplasmic reticulum]" = "6-[6-(2-aminoethylphosphoryl)-alpha-mannosyl-(1->6)-2-(2-aminoethylphosphoryl)-alpha-mannosyl-(1->6)-alpha-2-(2-

18 (560 GPI-anchor assembly, step 9
aminoethylphosphoryl)mannosyl-(1->4)-alpha-glucosaminyl]-O-acyl-1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [endoplasmic reticulum]" + "diglyceride [endoplasmic reticulum]"; "YDR302W [endoplasmic
reticulum membrane]" "YLLO31C [endoplasmic reticulum membrane]"

18 (1817 |membrane anchor YHRO05C, myristoylated at G2, palmitoylated at C3 [cytoplasm] ->

18 (1818 |membrane anchor 2 farnesylated protein with methylated C-terminal [endoplasmic reticulum] ->

18 (1819 |membrane anchor 3 geranylgeranylated protein with methylated C-terminal [endoplasmic reticulum] ->

18 (1820 |membrane anchor_4 palmitoylated YAL014C [cytoplasm] ->

18 (1821 |membrane anchor_5 palmitoylated YALO30W [cytoplasm] ->

18 |1822 |membrane anchor 6 palmitoylated YBR023C [cytoplasm] ->

18 (1823 |membrane anchor_7 palmitoylated YDR468C [cytoplasm] ->

18 (1824 |membrane anchor 8 palmitoylated YELO13W [vacuolar membrane] ->

18 |1825 |membrane GPI anchor glycan G13046 [endoplasmic reticulum] ->
5,6,7,8-tetrahydrofolic acid [mitochondrion] + "glycine [mitochondrion]" + "NAD(+) [mitochondrion]" = "5,10-methylenetetrahydrofolate(2-) [mitochondrion]" + "ammonium [mitochondrion]" + "carbon

19 |538 glycine cleavage system L . i . i . .
dioxide [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]"; "YAL044C:YDRO19C:YFLO18C:YMR189W [mitochondrion]"
glycine [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "lipoamide [mitochondrion]" = "carbon dioxide [mitochondrion]" + "S(8)-aminomethyldihydrolipoamide [mitochondrion]";

19 [541 glycine-cleavage complex (lipoamide)

"YAL044C:YDRO19C:YFLO18C:YMR189W [mitochondrion]"
dihydrolipoamide [mitochondrion] + "NAD(+) [mitochondrion]" = "H+ [mitochondrion]" + "lipoamide [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]"; "YAL044C:YDRO19C:YFLO18C:YMRI189W
19 |542 glycine-cleavage complex (lipoamide) 2 . i . .
[mitochondrion]" "YDR148C:YFL018C:YIL125W [mitochondrion]"
. . . glycine [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "lipoylprotein [mitochondrion]" = "carbon dioxide [mitochondrion]" + "S(8)-aminomethyldihydrolipoylprotein [mitochondrion]";
19 |543 glycine-cleavage complex (lipoylprotein)
"YAL044C:YDRO19C:YFLO18C:YMR189W [mitochondrion]"
. . . 5,6,7,8-tetrahydrofolic acid [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "S(8)-aminomethyldihydrolipoylprotein [mitochondrion]" = "5,10-methylenetetrahydrofolate(2-) [mitochondrion]" + "ammonium|

19 (544 glycine-cleavage complex (lipoylprotein) 2 . . . . . . . . i
[mitochondrion]" + "dihydrolipoylprotein [mitochondrion]"; "YAL044C:YDRO19C:YFLO18C:YMR189W [mitochondrion]"

i . . dihydrolipoylprotein ~ [mitochondrion] ~+  "NAD(+)  [mitochondrion]" =  "H+  [mitochondrion]" +  "lipoylprotein  [mitochondrion]" + "NADH  [mitochondrion]";

19 (545 glycine-cleavage complex (lipoylprotein)_3

"YAL044C:YDRO19C:YFL018C:YMR189W [mitochondrion]"
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5,6,7,8-tetrahydrofolic acid [mitochondrion] + "S(8)-aminomethyldihydrolipoamide [mitochondrion]" = "5,10-methylenetetrahydrofolate(2-) [mitochondrion]" + "ammonium [mitochondrion]" +

19 (546  |glycine-cleavage system (lipoamide) i X . . X X :
"dihydrolipoamide [mitochondrion]"; "YAL044C:YDRO19C:YFL018C:YMR189W [mitochondrion]"
(6R)-5,10-methenyltetrahydrofolic acid [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = ""5-formyltetrahydrofolic acid [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]";
19 (1011 |tetrahydrofolate aminomethyltransferase
"YAL044C:YBR221C:YDRO19C:YER178W:YMR189W [mitochondrion]"
20 |5 1,3-beta-glucan synthase UDP-D-glucose [cytoplasm] = "(1->3)-beta-D-glucan [cell envelope]" + "H+ [cytoplasm]" + "UDP [cytoplasm]"; "YGRO32W [cytoplasm]" "YLR342W [cytoplasm]"
20 |7 1,6-beta-glucan synthase UDP-D-glucose [cytoplasm] = "(1->6)-beta-D-glucan [cell envelope]" + "H+ [cytoplasm]" + "UDP [cytoplasm]"; "YGR143W [cytoplasm]" "YPR159W [cytoplasm]"
20 [151 acyl-protein thioesterase YHRO05C, myristoylated at G2, palmitoylated at C3 [cytoplasm] = "YHRO005C, myristoylated at G2 [cytoplasm]"; "YLR118C [cytoplasm]"
beta-D-mannosyldiacetylchitobiosyldiphosphodolichol [Golgi] + "GDP-alpha-D-mannose [Golgi]" = "alpha-D-mannosyl-beta-D-mannosyldiacetylchitobiosyldiphosphodolichol [Golgi]" + "GDP [Golgi]"
20 |210  [|alpha 1,2-mannosyltransferase . i i . i .
+ "H+ [Golgi]"; "YBR205W [Golgi]" "YDR483W [Golgi]" "YJL139C [Golgi]" "YKR061W [Golgi]" "YOR099W [Golgi]"
20 (215 alpha-1,3 mannosyltransferase dolichyl D-mannosyl phosphate [endoplasmic reticulum] + "glycan GO0006 [endoplasmic reticulum]" = "glycan G10595 [endoplasmic reticulum]"; "YBLO082C [endoplasmic reticulum membrane]"
20 |244  [ATP diphosphohydrolase ATP [cytoplasm] + 2 * "water [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + 2 * "phosphate [cytoplasm]"; "YEROOSW [cytoplasm]"
GDP-alpha-D-mannose [cytoplasm] + "N,N'-diacetylchitobiosyldiphosphodolichol [cytoplasm]" = "beta-D-mannosyldiacetylchitobiosyldiphosphodolichol [cytoplasm]"; "YBRI110W [endoplasmic
20 [250 beta-1,4 mannosyltransferase X
reticulum membrane]"
20 (257 biotin-[acetyl-CoA-carboxylase] ligase ATP [cytoplasm] + "biotin [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" = "biotinyl-5'-AMP [cytoplasm]" + "diphosphate [cytoplasm]"; "YDL141W [cytoplasm]"
farnesylated protein with AAX motif at C terminal, X={Ser,Cys,Met,Ala} [endoplasmic reticulum] = "farnesylated protein with hydroxyl C-terminal [endoplasmic reticulum]"; "YJR117W [endoplasmic
20 (272 C-terminal processing of farnesylated proteins I .
reticulum]"
20 |273 C-terminal processing of farnesylated proteins 1T farnesylated protein with hydroxyl C-terminal [endoplasmic reticulum] = "farnesylated protein with methylated C-terminal [endoplasmic reticulum]"; "YDR410C [endoplasmic reticulum]"
. X . X geranylgeranylated protein with AAX motif at C terminal, X={Leu,Phe} [endoplasmic reticulum] = "geranylgeranylated protein with hydroxyl C-terminal [endoplasmic reticulum]"; "YJR117W
20 [274 C-terminal processing of geranylgeranylated proteins I i .
[endoplasmic reticulum]"
20 |275 C-terminal processing of geranylgeranylated proteins II geranylgeranylated protein with hydroxyl C-terminal [endoplasmic reticulum] = "geranylgeranylated protein with methylated C-terminal [endoplasmic reticulum]"; "YDR410C [endoplasmic reticulum]"
4-hydroxybenzoate [cytoplasm] + "nonaprenyl diphosphate [cytoplasm]" = "diphosphate [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "nonaprenyl 4-hydroxybenzoate [cytoplasm]"; "YDL090C:YKLO19W]
20 |276 CAAX farnesyltransferase
[cytoplasm]"
20 (392 dolichol kinase CTP [cytoplasm] + "dolichol [cytoplasm]" = "CDP [cytoplasm]" + "dolichyl phosphate [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YMRO13C [cytoplasm]"
. . dolichyl D-mannosyl phosphate [endoplasmic reticulum] = "dolichyl phosphate [endoplasmic reticulum]" + "H+ [endoplasmic reticulum]" + "mannan [endoplasmic reticulum]"; "YDLO93W
20 1394  |dolichyl-phosphate-mannose--protein mannosyltransferase o . L L o
[endoplasmic reticulum]" "YGR199W [endoplasmic reticulum]" "YJR143C [endoplasmic reticulum]" "YOR321W [endoplasmic reticulum]" "YAL023C:YDL095W [endoplasmic reticulum]"
20 397 cendopolygalacturonase [pectin [extracellular] + "water [extracellular]" = "D-galacturonate [extracellular]"; "YJR153W [extracellular]"
(1->3)-beta-D-glucan [extracellular] + "water [extracellular]" = "D-glucose [extracellular]"; "YDR261C [extracellular]" "YGR282C [extracellular]" "YLR300W [extracellular]" "YNRO67C!
20 (402 exo-1,3-beta-glucan glucohydrase
[extracellular]" "YOR190W [extracellular]"
ho |40 farnesyltransferase to proteins with CAAX motif at C-|farnesyl diphosphate [endoplasmic reticulum] + "protein with CAAX motif at C terminal, X={Ser,Cys,Met,Ala} [endoplasmic reticulum]" = "farnesylated protein with AAX motif at C terminal,
terminus, where X={ser,cys,Met,ala} X={Ser,Cys,Met,Ala} [endoplasmic reticulum]"; "YDL090C:YKL019W [endoplasmic reticulum]"
o |40 farnesyltransferase to proteins with CAAX motif at C-|farnesyl diphosphate [endoplasmic reticulum] + "protein with CAAX motif at C terminal, X={Leu,Phe} [endoplasmic reticulum]" = "geranylgeranylated protein with AAX motif at C terminal,|
terminus, where X={ser,cys,Met,ala}_2 X={Leu,Phe} [endoplasmic reticulum]"; "YGL155W:YKL019W [endoplasmic reticulum]"
20 [550 glycylpeptide N-tetradecanoyltransferase glycylpeptide [cytoplasm] + "myristoyl-CoA [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "N-tetradecanoylglycylpeptide [cytoplasm]"; "YLR195C [cytoplasm]"
20 |563 GTP diphosphohydrolase GTP [cytoplasm] + 2 * "water [cytoplasm]" = "GMP [cytoplasm]" + 2 * "H+ [cytoplasm]" + 2 * "phosphate [cytoplasm]"; "YEROOSW [cytoplasm]"
20 [580 hnRNP arginine N-methyltransferase L-histidine [cytoplasm] + "S-adenosyl-L-methionine [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "N(pros)-methyl-L-histidine [cytoplasm]" + "S-adenosyl-L-homocysteine [cytoplasm]"; "YBRO034C [cytoplasm]"
20 |670 L-tyrosine N-formyltransferase 10-formyltetrahydrofolic acid [cytoplasm] + "L-tyrosine [cytoplasm]" = "5,6,7,8-tetrahydrofolic acid [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "N-formyl-L-tyrosine [cytoplasm]"; "YDR403W [cytoplasm]"
20 |733 N-formyltyrosine oxidase H+ [cytoplasm] + 2 * "N-formyl-L-tyrosine [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "N,N'-diformyldityrosine [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YDR402C:YHR042W [cytoplasm]"
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acetyl-CoA [cytoplasm] + "protein with N-terminal(Met-Glu) [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "acetylated protein with terminal(Met-Glu) [cytoplasm]"; "YCR020C-A:YEL053C:YPRO51W

20 (750 [NatC acetylation
[cytoplasm]"
acetyl-CoA [cytoplasm] + "protein with N-terminal(Met-Ile) [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "acetylated protein with terminal(Met-Ile) [cytoplasm]"; "YCR020C-A:YEL053C:YPRO5S1W|
20 [751 (NatC acetylation_2
[cytoplasm]"
X acetyl-CoA [cytoplasm] + "protein with N-terminal(Met-Leu) [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "acetylated protein with terminal(Met-Leu) [cytoplasm]"; "YCR020C-A:YELO53C:YPROS1W
20 |752 (NatC acetylation_3
[cytoplasm]"
. acetyl-CoA [cytoplasm] + "protein with N-terminal(Met-Trp) [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "acetylated protein with terminal(Met-Trp) [cytoplasm]"; "YCR020C-A:YEL053C:YPRO51W
20 |753 NatC acetylation_4
[cytoplasm]"
. acetyl-CoA [cytoplasm] + "protein with N-terminal(Met-Phe) [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "acetylated protein with terminal(Met-Phe) [cytoplasm]"; "YCR020C-A:YELO53C:YPROS1W
20 |754 (NatC acetylation_5
[cytoplasm]"
20 (755 (NatC complex assembly 'YCRO020C-A [cytoplasm] + "YELO053C [cytoplasm]" + "YPRO51W [cytoplasm]" = "YCR020C-A:YEL053C:YPRO51W [cytoplasm]"
20 (766 nucleoside-diphosphatase (ADP) ADP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "AMP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YERO005W [cytoplasm]"
20 |768 nucleoside-diphosphatase (GDP) GDP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "GMP [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YEROO5W [cytoplasm]"
20 |770 nucleoside-diphosphatase (UDP) UDP [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "H+ [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]" + "UMP [cytoplasm]"; "YERO05W [cytoplasm]"
dolichyl D-mannosyl phosphate [endoplasmic reticulum] + "secretory protein with appropriate seryl or threonyl group [endoplasmic reticulum]" = "O-mannosylated protein [endoplasmic reticulum]";
20 |784 O-glycosylation of proteins by PMT1:PMT2
"YAL023C:YDL095W [endoplasmic reticulum membrane]"
20 |806 palmitoyl transferase palmitoyl-CoA [cytoplasm] + "protein with dicysteine at C-terminal [cytoplasm]" = "coenzyme A [cytoplasm]" + "palmitoylated protein [cytoplasm]"; "YDR264C [cytoplasm]"
20 (807 palmitoyl transferase for SNarE YAL014C palmitoyl-CoA [cytoplasm] + "YAL014C [cytoplasm]" = "palmitoylated YALO14C [cytoplasm]"; "YDR126W [cytoplasm]"
20 (808 palmitoyl transferase for SNarE YALO30W palmitoyl-CoA [cytoplasm] + "YALO30W [cytoplasm]" = "palmitoylated YALO30W [cytoplasm]"; "YDR126W [cytoplasm]"
20 |809 [palmitoyl transferase for SNarE YDR468C palmitoyl-CoA [cytoplasm] + "YDR468C [cytoplasm]" = "palmitoylated YDR468C [cytoplasm]"; "YDR126W [cytoplasm]"
20 (811 palmitoylation of chs3p palmitoyl-CoA [cytoplasm] + "YBR023C [cytoplasm]" = "palmitoylated YBR023C [cytoplasm]"; "YOLO003C [cytoplasm]"
palmitoyl-CoA [cytoplasm] + "Ras protein with CaaX motif at C terminal, a=aliphatic residue, X=any residue [endoplasmic reticulum]" = "coenzyme A [endoplasmic reticulum]" + "palmitoylated Ras|
20 |812 palmitoylation of Ras(CaaX) proteins . o . .
protein [endoplasmic reticulum]"; "YLR246W:YOL110W [endoplasmic reticulum membrane]"
20 |813 [palmitoylation of YELO13W [palmitoyl-CoA [vacuole] + "YELO13W [vacuolar membrane]" = "palmitoylated YELO13W [vacuolar membrane]"; "YNL326C [vacuolar membrane]"
20 (901 Pib1-Ptdins(3)P binding 1-phosphatidyl-1D-myo-inositol 3-phosphate [vacuole] + "YDR313C [vacuolar membrane]" = "phosphatidylinositol 3-phosphate:YDR313C [vacuole]"
20 (1071 |UTP diphosphohydrolase UTP [cytoplasm] + 2 * "water [cytoplasm]" = 2 * "H+ [cytoplasm]" + 2 * "phosphate [cytoplasm]" + "UMP [cytoplasm]"; "YEROO5W [cytoplasm]"
1.1358 * "(1->3)-beta-D-glucan [cytoplasm]" + 0.023371 * "alpha,alpha-trehalose [cytoplasm]" + 0.051 * "AMP [cytoplasm]" + 59.276 * "ATP [cytoplasm]" + 0.05 * "CMP [cytoplasm]" + 0.003587 *
"dAMP [cytoplasm]" + 0.002432 * "dCMP [cytoplasm]" + 0.002432 * "dGMP [cytoplasm]" + 0.003587 * "dTMP [cytoplasm]" + 0.32518 * "glycine [cytoplasm]" + 0.51852 * "glycogen [cytoplasm]" +
0.051 * "GMP [cytoplasm]" + 0.35734 * "L-alanine [cytoplasm]" + 0.13579 * "L-arginine [cytoplasm]" + 0.17152 * "L-asparagine [cytoplasm]" + 0.17152 * "L-aspartate [cytoplasm]" + 0.04288 * "L-
cysteine [cytoplasm]" + 0.268 * "L-glutamate [cytoplasm]" + 0.268 * "L-glutamine [cytoplasm]" + 0.075041 * "L-histidine [cytoplasm]" + 0.17152 * "L-isoleucine [cytoplasm]" + 0.25014 * "L-leucine
20 [1812 |biomass production
[cytoplasm]" + 0.23942 * "L-lysine [cytoplasm]" + 0.050027 * "L-methionine [cytoplasm]" + 0.11435 * "L-phenylalanine [cytoplasm]" + 0.12864 * "L-proline [cytoplasm]" + 0.25371 * "L-serine
[cytoplasm]" + 0.19653 * "L-threonine [cytoplasm]" + 0.028 * "L-tryptophan [cytoplasm]" + 0.096481 * "L-tyrosine [cytoplasm]" + 0.25728 * "L-valine [cytoplasm]" + "lipid [cytoplasm]" + 0.82099 *
"mannan [cytoplasm]" + 0.02 * "sulphate [cytoplasm]" + 0.067 * "UMP [cytoplasm]" + 0.0009 * "riboflavin [cytoplasm]" -> 59.276 * "ADP [cytoplasm]" + "biomass [cytoplasm]" + 59.305 * "phosphate
[cytoplasm]"
20 (1813 |glycosylation O-mannosylated protein [endoplasmic reticulum] ->
20 (1814 |growth biomass [cytoplasm] -> "biomass [extracellular]"
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20 [1815 |IPC to biomass inositol-P-ceramide D [Golgi] ->
0.001531 * "1-phosphatidyl-1D-myo-inositol [cytoplasm]" + 5.6e-005 * "14-demethyllanosterol [cytoplasm]" + 9.6e-005 * "episterol [cytoplasm]" + 0.000125 * "ergosta-5,7,22,24(28)-tetraen-3beta-ol
o 1816 Nivid producti [cytoplasm]" + 0.005603 * "ergosterol [cytoplasm]" + 0.000812 * "ergosterol ester [cytoplasm]" + 0.000206 * "fatty acid [cytoplasm]" + 0.000114 * "fecosterol [cytoplasm]" + 0.000417 * "inositol
ipid production o i . i . .
[phosphomannosylinositol phosphoceramide [cytoplasm]" + 3.2¢-005 * "lanosterol [cytoplasm]" + 0.000373 * "phosphatidyl-L-serine [cytoplasm]" + 0.002884 * "phosphatidylcholine [cytoplasm]" +
0.000697 * "phosphatidylethanolamine [cytoplasm]" + 0.000781 * "triglyceride [cytoplasm]" + 1.5¢-005 * "zymosterol [cytoplasm]" -> "lipid [cytoplasm]"
20 [1826 |phosphatidylinositol 3-phosphate:YDR313C to signalling [phosphatidylinositol 3-phosphate: YDR313C [vacuole] ->
20 (897 P14,5P2 binding by YIL105C 1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate [cytoplasm] + "YIL105C [cytoplasm]" = "1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate:YIL105C [cytoplasm]"
20 |898 PI4,5P2 binding by YNL047C 1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate [cytoplasm] + "YNLO047C [cytoplasm]" = "1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate: YNL047C [cytoplasm]"
1D-myo-inositol  4,5-bisphosphate: YIL105C [cytoplasm]  +  "YERO093C:YJLO58C:YKL203C:YMRO68W:YNLOO6W:YOLO78W  [cell  envelope]" =  "lD-myo-inositol  4,5-
20 1899 P14,5P2:YIL105C binding to TORC?2 at plasma membrane
bisphosphate: YIL105C:YER093C:YJLO058C:YKL203C:YMRO68W:YNLOO6W:YOL0O78W [cell envelope]"
1D-myo-inositol  4,5-bisphosphate: YNL047C [cytoplasm] +  "YER093C:YJLO58C:YKL203C:YMRO68W:YNLOO6W:YOLO78W [cell  envelope]" = "1D-myo-inositol ~ 4,5-
20 {900 PI4,5P2:YNLO047C binding to TORC2 at plasma membrane .
bisphosphate: YNL047C:YER093C:YJLO58C:YKL203C:YMRO68W:YNLOO6W:YOLO78W [cell envelope]"
20 217 amidase 4-guanidinobutanamide [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "4-guanidinobutanoic acid [cytoplasm]" + "ammonium [cytoplasm]"; "YMR293C [cytoplasm]"
20 |1864 [TOR complex use 1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate:YIL105C:YER093C:YJL058C:YKL203C:YMRO68W:YNLOO6W:YOLO78W [cell envelope] ->
20 [1865 |TOR complex use_2 1D-myo-inositol 4,5-bisphosphate: YNL047C:YER093C: YJLO5S8C:YKL203C:YMR0O68W:YNLO0O6W:YOL078W [cell envelope] ->
21 489 fumarate reductase FMN FMNH2 [cytoplasm] + "fumarate(2-) [cytoplasm]" = "FMN [cytoplasm]" + "succinate(2-) [cytoplasm]"; "YEL047C [cytoplasm]"
21 490 fumarate reductase FMN_2 FMNH2 [mitochondrion] + "fumarate(2-) [mitochondrion]" = "FMN [mitochondrion]" + "succinate(2-) [mitochondrion]"; "YJRO51W [mitochondrion]"
21 (980 soluble fumarate reductase FADH2 [cytoplasm] + "fumarate(2-) [cytoplasm]" = "FAD [cytoplasm]" + "succinate(2-) [cytoplasm]"; "YEL047C [cytoplasm]"
22 (93 5,10-methylenetetrahydrofolatereductase (NADPH) 5,10-methylenetetrahydrofolate(2-) [cytoplasm] + 2 * "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "5-methyltetrahydrofolate(2-) [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YGL125W [cytoplasm]"
22 (97 5-formethyltetrahydrofolate cyclo-ligase 5-formyltetrahydrofolic acid [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" = "(6R)-5,10-methenyltetrahydrofolic acid [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YER183C [cytoplasm]"
. 5 . 5,6,7,8-tetrahydrofolic acid [cytoplasm] + "ATP [cytoplasm]" + "formate [cytoplasm]" = "10-formyltetrahydrofolic acid [cytoplasm]" + "ADP [cytoplasm]" + "phosphate [cytoplasm]"; "YGR204W
22 |479 formate-tetrahydrofolate ligase
[cytoplasm]"
5,6,7,8-tetrahydrofolic acid [mitochondrion] + "ATP [mitochondrion]" + "formate [mitochondrion]" = "10-formyltetrahydrofolic acid [mitochondrion]" + "ADP [mitochondrion]" + "phosphate
22 |480  [formate-tetrahydrofolate ligase 2
- [mitochondrion]"; "YBR084W [mitochondrion]"
22 (699 methenyltetrahydrifikate cyclohydrolase (6R)-5,10-methenyltetrahydrofolic acid [mitochondrion] + "water [mitochondrion]" = "10-formyltetrahydrofolic acid [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]"; "YBR084W [mitochondrion]"
22 {700 methenyltetrahydrofolate cyclohydrolase (6R)-5,10-methenyltetrahydrofolic acid [cytoplasm] + "water [cytoplasm]" = "10-formyltetrahydrofolic acid [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]"; "YGR204W [cytoplasm]"
10-formyltetrahydrofolic acid [mitochondrion] + "Met-tRNA(Met) [mitochondrion]" = "5,6,7,8-tetrahydrofolic acid [mitochondrion]" + "fMet-tRNA(fMet) [mitochondrion]" + "H+ [mitochondrion]";|
22 |703 methionyl-tRNA formyltransferase
"YBLO13W [mitochondrion]"
22 |706 methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NAD) 5,10-methylenetetrahydrofolate(2-) [cytoplasm] + "NAD(+) [cytoplasm]" = "(6R)-5,10-methenyltetrahydrofolic acid [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]"; "YKRO80W [cytoplasm]"
22 (707 methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP) 5,10-methylenetetrahydrofolate(2-) [cytoplasm] + "NADP(+) [cytoplasm]" = "(6R)-5,10-methenyltetrahydrofolic acid [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]"; "YGR204W [cytoplasm]"
5,10-methylenetetrahydrofolate(2-) [mitochondrion] + "NADP(+) [mitochondrion]" = "(6R)-5,10-methenyltetrahydrofolic acid [mitochondrion]" + "NADPH [mitochondrion]"; "YBRO84W
22 |708 methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP)_2
[mitochondrion]"
o 2-(3-amino-3-carboxypropyl)-L-histidine [cytoplasm] + "S-adenosyl-L-methionine [cytoplasm]" = "2-[3-carboxy-3-(methylammonio)propyl]-L-histidine [cytoplasm]" + "H+ [cytoplasm]" + "S-adenosyl-
22 (391 diphthine synthase
L-homocysteine [cytoplasm]"; "YLR172C [cytoplasm]"
23 |182 alcohol dehydrogenase (glycerol, NADP) D-glyceraldehyde [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "glycerol [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YDR368W [cytoplasm]" "YHR104W [cytoplasm]"
23 (183 alcohol dehydrogenase, reverse rxn (acetaldehyde -> ethanol) [acetaldehyde [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]" = "ethanol [mitochondrion]" + "NAD(+) [mitochondrion]"; "YMRO83W [mitochondrion]"
23 |185 aldehyde dehydrogenase (2-methylbutanol, NAD) 2 2-methylbutanal [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]" = "2-methylbutan-1-ol [mitochondrion]" + "NAD(+) [mitochondrion]"; "YMRO083W [mitochondrion]"
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2-methylbutanal [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "2-methylbutan-1-ol [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YBRO36C [cytoplasm]" "YCR105W [cytoplasm]"

23 (186 aldehyde dehydrogenase (2-methylbutanol, NADP)
"YDR368W [cytoplasm]" "YMR318C [cytoplasm]"
23 |188 aldehyde dehydrogenase (2-phenylethanol, NAD) 2 H+ [mitochondrion] + "NADH [mitochondrion]" + "phenylacetaldehyde [mitochondrion]" = "2-phenylethanol [mitochondrion]" + "NAD(+) [mitochondrion]"; "YMRO083W [mitochondrion]"
H+ [cytoplasm] + "NADPH [cytoplasm]" + "phenylacetaldehyde [cytoplasm]" = "2-phenylethanol [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YBRO36C [cytoplasm]" "YCRI05W [cytoplasm]"
23 |189 aldehyde dehydrogenase (2-phenylethanol, NADP) viop viop pheny Y yiop pheny viop viep viop vio
"YMR318C [cytoplasm]"
. indol-3-ylacetaldehyde [mitochondrion] + "NAD(+) [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" = 2 * "H+ [mitochondrion]" + "indole-3-acetate [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]";
23 |194 aldehyde dehydrogenase (indole-3-acetaldehyde, NAD) . .
"YOR374W [mitochondrion]"
23 (195 aldehyde dehydrogenase (indole-3-acetaldehyde, NADP) indol-3-ylacetaldehyde [cytoplasm] + "NADP(+) [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" =2 * "H+ [cytoplasm]" + "indole-3-acetate [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]"; "YPLO61W [cytoplasm]"
indol-3-ylacetaldehyde [mitochondrion] + "NADP(+) [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" = 2 * "H+ [mitochondrion]" + "indole-3-acetate [mitochondrion]" + "NADPH [mitochondrion]";
23 (196 aldehyde dehydrogenase (indole-3-acetaldehyde, NADP) 2
"YERO073W [mitochondrion]" "YOR374W [mitochondrion]"
23 [198 aldehyde dehydrogenase (isoamyl alcohol, NAD) 2 3-methylbutanal [mitochondrion] + "H+ [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]" = "isoamylol [mitochondrion]" + "NAD(+) [mitochondrion]"; "YMRO83W [mitochondrion]"
3-methylbutanal [cytoplasm] + "H+ [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "isoamylol [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YBRO36C [cytoplasm]" "YCR105W [cytoplasm]" "YMR318C
23 [199 aldehyde dehydrogenase (isoamyl alcohol, NADP) Y vio viop yiop 4 viep viop viop viop
[cytoplasm]"
23 [201 aldehyde dehydrogenase (isobutyl alcohol, NAD) 2 H+ [mitochondrion] + "isobutyraldehyde [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]" = "isobutanol [mitochondrion]" + "NAD(+) [mitochondrion]"; "YMRO083W [mitochondrion]"
H+ [cytoplasm] + "isobutyraldehyde [cytoplasm]" + "NADPH [cytoplasm]" = "isobutanol [cytoplasm]" + "NADP(+) [cytoplasm]"; "YBRO36C [cytoplasm]" "YCR105W [cytoplasm]" "YMR318C
23 202 aldehyde dehydrogenase (isobutyl alcohol, NADP)
[cytoplasm]"
INAD(+) [cytoplasm] + "phenylacetaldehyde [cytoplasm]" + "water [cytoplasm]" = 2 * "H+ [cytoplasm]" + "NADH [cytoplasm]" + "phenylacetic acid [cytoplasm]"; "YMRI169C [cytoplasm]"
23 (203 aldehyde dehydrogenase (phenylacetaldehyde, NAD) (+) [eytop ] pheny yde [eytop ] [eytop ] [eytop ] [eytop ] pheny [eytop 1 [eytop ]
"YMR170C [cytoplasm]"
23 [205 aldehyde dehydrogenase (tryptophol, NAD) 2 H-+ [mitochondrion] + "indol-3-ylacetaldehyde [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]" = "NAD(+) [mitochondrion]" + "tryptophol [mitochondrion]"; "YMRO083W [mitochondrion]"
4-aminobutanal [mitochondrion] + "NAD(+) [mitochondrion]" + "water [mitochondrion]" = "gamma-aminobutyrate [mitochondrion]" + 2 * "H+ [mitochondrion]" + "NADH [mitochondrion]";
23 219 Aminobutyraldehyde dehydrogenase

"YERO73W [mitochondrion]" "YOR374W [mitochondrion]"
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