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SAISINAJUMI

A- angstrems

AlcDH- alkohola dehidrogenaze

AldDH- aldehida dehidrogenaze

BMC- bakteralais mikrokompartments

BMC-H- heksamérais bakterialo mikrokompartmentu proteins
BMC-P- pentamérais bakterialo mikrokompartmentu proteiins
BMC-T- pseidoheksamérus veidojosais trimérais bakterialo mikrokompartmenu proteins
bp — bazu paris

CutC- holina trimetlamina liaze

DHAP — 2,5-dihidroksiacetofenons (2,5-dihydroxyacetophenone)
DTT- ditiotreitols

EDTA - ctilendiamintetraetikskabe (ethylenediaminetetraacetic acid)
IPTG - izopropil-B-D-tio-galaktozids

kDa - kilodaltons

OD - optiskais blivums (optical density)

PEG - polietileénglikols

PTAC- fosfotransaticetilaze (phosphotransacetylase)

SDS — natrija dodecilsulfats (sodium dodecyl sulfate)

TCA — trihloretikskabe (trichloroacetic acid)

TEMED — N,N,N',N'-tetrametiletilendiamids

TMA- trimetilamins

Tris — tris(hidroksimetil)Jaminometans



KOPSAVILKUMS

Darba meérkis bija producét un analizét ar CutC holina trimetilamina liazi saistitos
bakterialos mikrokompartmentus, pétit to veidojoSo proteinu savstarp&jo mijiedarbibu un
aktivitati ar noliiku izprast BMC veidosanas mehanismus, ka art petit kompartmentu veidojoso
proteinu mijiedarbibu ar kodola enzimiem un enzimu iepakoSanas mehanismu.

Bakalaura darba E. coli ekspresijas sisttma tika ieghiti $kistoSi bakterialo
mikrokompartmentu proteini, ka arT attiritas un raksturotas bakterialo mikrokompartmentu
dalinas. Tika parbaudita ar1 bakterialo mikrokompartmentu proteinu mijiedarbiba ar
nozimigakajiem bakterialo kompartmentu enzimiem. Vairakiem nativajiem bakterialo
mikrokompartmentu enzimiem tika pétita sp&ja iepakoties dalinas, no kuriem CutC holina liazei
vienigajai tika noverota $ada 1pasiba.

Bakalaura darbs izstradats Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju centra, proteinu
kristalografijas laboratorija MSc.biol. Ginta Kalnina vadiba.

Atslégvardi: bakterialie mikrokompartmenti, glicil-radikala enzims, CutC, baktériju

metabolisms.



SUMMARY

The main aim of this work was to produce and analyze choline trimethylamine lyase
associated bacterial microcompartments, to study the interaction and activity of the proteins
that form bacterial microcompartment with the goal to gain insight of the BMC formation and
characteristics as well BMC shell protein and core enzyme interaction and enzyme recruiting
and encapsulation mechanism.

During this study a production of soluble bacterial microcompartment proteins in E. coli
expression system was achieved and BMC particles were purified and characterized. The
interaction between bacterial microcompartment proteins and the most significant BMC
enzymes was also tested. The ability to be enclosed in compartments was tested for some of the
native BMC enzymes with CutC choline lyase being the only enzyme with such potential.

This study was performed in Latvian Biomedical Research and Study Centre, the laboratory
of protein crystallography under supervision of MSc.biol. Gints Kalnins.
Keywords: bacterial microcompartments, glycyl-radical enzyme, CutC, bacterial

metabolism.



IEVADS

Bakterialiec mikrokompartmenti (BMC) iesaistiti daudzu bakterijam nozimigu
metabolisko reakciju norisé un p&c tiem raksturigajam reakcijam ir iedalami vismaz septinas
grupas. BMC iesaistiti gan CO; fiks€Sana cianobaktgrijas, gan etanolamina, propandiola un citu
specifisku substratu metabolisma citas baktérijas, un biezi nodrosina baktériju sp&ju sekmigi
eksistet specifiskos apstaklos.

Viena no visplasak parstavetajam bakterialo mikrokompartmentu grupam ir ar glicina
radikala enzimu saistitie bakterialie mikrokompartmenti jeb GRM, tacu ta ka tie atklati
salidzinoSi nesen, So kompartmentu uzbiive un darbiba ir maz pétita. Ar holina liazi saistitie
bakterialie mikrokompartmenti ir GRM grupas parstavji, un ir nozimigi holina trimetilamina
liazes (CutC) katalizétaja holina $kel$ana par trimetilaminu. So bakterialo mikrokompartmentu
un to veidojoSo proteinu strukturalie pétijumi lautu veidot pilnigaku prieksstatu par GRM
darbibu un uzbiivi.

Darba merkis: Producét un raksturot ar holina lidzi saistitos bakterialos
mikrokompartmentus un tos veidojosos proteinus.
Darba uzdevumi:

e Producét un raksturot bakterialos mikrokompartmentus veidojoSos proteinus;

e Parbaudit BMC proteinu savstarpg&jo mijiedarbibu un saistiSanas sp&ju ar BMC

raksturigajiem enzimiem,

e Testet BMC enzimu spé&ju iepakoties BMC dalinas.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Bakterialo mikrokompartmentu uzbiive

Bakterialie mikrokompartmenti (BMC, ari MCP) ir no proteinu molekulam veidotas
organellas ar puscaurlaidigam membranam lidzigu struktiiru un Ipasibam. Tas funkciong lidzigi
ka eikariotu organellas un ir sastopamas liela dala bakteriju sugu, veidojot apvalku ap dazadiem
bakteriju metaboliskajos celos iesaistitajiem enzimiem. Bakterialie mikrokompartmenti ir
funkcionali daudzveidigi un iesaistiti gan anaboliskos, gan kataboliskos procesos. BMC
iekSiene lidzSin€jos petijumos ir konstateti gan enzimi, kas iesaistiti oglekla fiksacija
karboksisomas, gan aerobus un anaerobus katabolisma procesus medi€joSi enzimi
metabolosomas, pieskirot mikroorganismiem T1pasibas metaboliz€t substratus, kuru
izmantosana lauj bakterijam eksistet specifiskos apstaklos. BMC ir plasi sastopami salidzinosi
daudzveidigos mikroorganismos - I1dz 2013. gadam BMC doménu kodgjosas sekvences tikusas
konstatatétas 265 no 1568 tobrid pieejamajiem pilnajiem baktériju genomiem (Julien Jorda et
al., 2013), un tiek prognozgts, ka tie kopuma varétu biit sastopami 23 bakteriju tipos (1. attéls)
(Cheryl A. Kerfeld and Onur Erbilgin, 2015).

Bakterialie mikrokompartmenti pirmo reizi tika aprakstiti 1956. gada - tie tika atklati
cianobakt@rijas, tas pétot ar elektronmikroskopijas palidzibu. legiitais organellas attéls liecinaja
par augstu geometrisku organizaciju, tadél sakotn&jos pétijumos tas tika uzskatitas par $tinu
inficgjusiem bakteriofagiem. Pirmie izolétie BMC bija karboksisomas, kas satur ribulozes 1,5-
bifosfata karboksilazi/oksigenazi (RuBisCO) un iesaistitas CO; fiksésana. Sis ar ir visvairak
pétitais BMC veids, un tas ir sastopams cianobakt@rijas un daudzas hemoautotrofas baktérijas
(Gordon C. Cannon et al., 2001).

Visiem lidz §im pétitajiem bakterialajiem mikrokompartmentiem raksturiga lidziga
struktiira, kur funkcionalus kompartmentus veido tris galvenie elementi: Caulas proteini,
raksturenzims un papildus enzimi. Caulas proteini veido BMC apvalku, kas ieskauj enzimus,
raksturenzims veic katram mikrokompartmentu veidam raksturigo reakciju, un papildus enzimi
uztur vienmerigu metabolitu koncentraciju §ina, kas nepiecieSama veiksmigai reakcijas norisei.
Petijumos pieradits, ka bakterialie mikrokompartmenti spgj uzlabot enzimu efektivitati, kas
parbaudits arT metaboliskas inZenierijas pétijjumos, ieklaujot BMC c¢aula enzimus, kas dabiski

neveic reakcijas kompartmentos (Lee, M. J. et al., 2016).
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1. attéls. BMC lokusu izplatiba starp baktériju tipiem. Zila krasa atziméti tipi, kuros sastopami lidz Sim klasificétie
BMC lokusi. Ar dazadas krasas geometriskam formam atziméti katra tipa sastopamie BMC lokusi. Apzim&jumi-
PDU - propandiol utilizing loci, EUT- ethanolamine utilizing loci, GRM- glycyl radical enzyme-containing
microcompartment loci, PVM- Planctomycetes and Verrucomicrobia-type loci, ETU- ethanol utilizing loci, RMM,
MUF, MIC, BUF- metabolosomes of unknown function (Seth D. Axen et al., 2014).

Figure 1. Bacterial phyla tree with distribution of BMC locus types. The classified BMC locus types denoted as
colored shapes are adjacent to the phyla in which they appear. Abbreviations: PDU- propandiol utilizing loci,
EUT- ethanolamine utilizing loci, GRM- glycyl radical enzyme-containing microcompartment loci, PVM-
Planctomycetes and Verrucomicrobia-type loci, ETU- ethanol utilizing loci, RMM, MUF, MIC, BUF-
metabolosomes of unknown function. (Seth D. Axen et al., 2014).

Visi bakteriali mikrokompartmenti péc formas veido daudzskaldnus ar diametru 100-
150 nm. Elektronmikroskopijas rezultati liecina, ka karboksisomas veidotas ka diezgan precizi
ikosaedri, bet metaboliskajiem BMC un jo 1paSi enterobakteriju mikrokompartmentiem ir
mazak izteikta regulara geometriska struktiira (2. att€ls), un tie veido vairak apalas formas

(Todd O. Yeates et al., 2010). BMC parasti veido 10-20 dazadu polipeptidu, kuru kopgjais
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skaits kompartmenta var sasniegt pat 20000 vienibas. Lidz §im mikrokompartmenu uzbiivé nav
konstat&tas lipidu sastavdalas - tos veido tikai proteinu subvienibas (Chiranjit Chowdhury et
al., 2014).

2. att€ls. Jaunaka iegiita bakteriala mikrokompartmenta kristala struktiira. BMC dalinas producgtas, ekspresgjot
miksobaktérijas Haliangium ochraceum BMC apvalka proteinus. Zila krasa- heksamérie, zala- pseidoheksamérie,
bet dzeltena- pentamérie apvalka proteini. Apvalks ir 20-30 A biezs ar kopgjo ¢aulas diametru vidgji 40 nm
(Markus Sutter et al., 2017).

Figure 2. The latest crystal structure of an intact bacterial microcompartment. The BMC’s were produced by
expressing BMC shell proteins from myxobacterium Haliangium ochraceum. In blue- hexameric shell proteins,
in green- pseudohexameric, in yellow- pentameric shell proteins. The shell is 20-30 A thick with the overall
diameter of the shell being around 40 nm (Markus Sutter et al., 2017).

1.2. BMC funkcionalais iedalijums

Visas bakterialajos mikrokompartmentos notiekosas reakcijas raksturo lidziga darbibas
shéma - reakcija ka starpsavienojumi iesaistiti mazi, gaistosi vai citotoksiski metaboliti, kuriem
BMC nodrosina optimalus reakcijas apstaklus, vienlaikus aizsargajot pasu $tinu. Ja §1s reakcijas
notiktu citosola, toksiskie starpsavienojumi vai nu uzkratos §iina, vai ar1 difundétu argja vide,
Stinai zaudgjot vertigu oglekla avotu (Todd O. Yeates et al., 2010). Papildus vienkar$akajam
iedalijumam anaboliskajos (karboksisomas) un kataboliskajos kompartmentos jeb
metabolosomas (visi pargjie BMC), bakterialo mikrokompartmentu iedalfjumu parasti veic,
balstoties uz to iekSieng notiekoSajam reakcijam - Sobrid tiek uzskatits, ka BMC varétu biit
iesaistiti vismaz septinu metabolisko procesu nodrosinasana (Julien Jorda et al., 2013). Kopuma
eksperimentali aprakstiti seSi ar BMC saistiti metaboliski procesi - CO2 fikséSana
karboksisomas (anaboliska reakcija), 1,2-propandiola utilizacija Pdu BMC, etanolamina
utilizacija Eut BMC, etanola utilizacija Etu BMC un divi specifiski BMC veidi, kas degradé
fukozi. Detalizétak izpétiti pirmie tris BMC veidi - karboksisomas, Pdu un Eut
mikrokompartmenti, jo Etu un fukozes degradéSana iesaistitie BMC atklati salidzinos$i nesen.

Karboksisomas no visiem BMC veidiem pétitas visvairak, jo tas tika atklatas pirmas un
loti ilgi tika uzskatitas par vienigo sastopamo bakterialo mikrokompartmentu. Tikai 38 gadus

(1994. gada) pec pirmajiem karboksisomu atklajumiem tika atklati Pdu metabolismu kod&josie
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géni, kas aizsaka Pdu BMC pétijumus (Ping Chen et al., 1994). Karboksisomas pilda nozimigu
lomu cianobaktériju spgja fiksét CO». Tas iedala divos tipos (o un ), kas savstarpgji atSkiras ar
sastava esoSajiem protetniem un tos kod€joso génu organizaciju genoma. Karboksisomu kodola
nozimigakas sastavdalas ir RuBisCO un oglskabes anhidrazes (3. attéls A), kas nodroSina

cianobaktériju sp&ju saistit neorganisko oglekli (Todd O. Yeates et al., 2008).

B
Anabolic (Carboxysome) Catabolic (Metabolosome)
HCO, - —_—
N Substrate 2/ \oH
alcohol
N ., RuBisCO Sionature Enre e
CO, ignature Enzyme \
2 "R\" ..
BMC-P l -
vele
AVA - ;
2% 3-PGA ——f S .
VAV, . * = Secondary Products = F )Uko
BMC-H ..
BMC-T acid

3. attéls. Shematisks eksperimentali p&tito mikrokompartmentu biokimisko procesu att€lojums. A) Karboksisoma
un taja notickosSais CO; asimilacijas process. B) Metabolosoma. Attélots process, kura no substrata etanolamina
raksturenzims producg acetaldehidu. Apzimg&jumi - CA- carbonic anhydrase, 3- PGA- 3-phosphoglycerate, RuBP-
ribulose 1,5-bisphosphate (Seth D. Axen et al., 2014).

Figure 3. Schematic overview of the biochemical processes of characterized bacterial microcompartments. (A)
Carboxysome and the process of CO; assimilation happening inside. (B) Metabolosome. An example substrate is
ethanolamine and the signature enzyme produces acetaldehyde. Abbreviations- CA- carbonic anhydrase, 3- PGA-
3-phosphoglycerate, RuBP- ribulose 1,5-bisphosphate (Seth D. Axen et al., 2014).

Pdu un Eut bakterialie mikrokompartmenti pieder pie metabolosomam un abi darbojas
péc lidziga principa - substrats kompartmenta tiek noardits lidz aldehidam, no kura talak
veidojas centralie metaboliti. Tie sp&j difundét arpus BMC un iesaistities talakos organisma
metabolisma celos (3. attéls B). Pdu BMC, noardot 1,2-propandiolu, veidojas propionaldehids,
kuru talak sadalot tiek iegiits propionilkoenzims A un propanols-1. Eut BMC reakcija tiek
deaminéts etanolamins, no ka tiek iegiits acetaldehids, un tas talak tiek konvertéts par
acetilCoA. Abu BMC biokimiskajam noris€m raksturigi tris enzimi - koenzima A (CoA)
atkariga aldehida dehidrogenaze (AIldDH), alkohola dehidrogenaze (AlcDH) un
fosfotransacilaze (PTAC). Visi trfs enzimi nepiecieSami, lai $iina uzturtu vienmeérigu
metabolitu koncentraciju. AldDH reducé aldehidu, veidojoties NADH un acilCoA. Sai reakcijai
ka kofaktori nepieciesami NAD" un CoA, un ta ka BMC vide ir norobeZota no pargjas $tinas un
pliisma caur proteinu Caulu ir ierobeZota, kofaktoru atjaunoSanai janotiek paSa BMC iekSieng.
So funkciju veic AlcDH un PTAC - AlcDH reducg vél vienu aldehida molekulu, producgjot
spirtu un regeneréjot NAD* (Shougiang Cheng et al., 2012), bet PTAC aizvieto acilkoenzima
A CoA grupu ar fosfatu, reciklgjot CoA (Huseby DL, Roth JR., 2013). AlcDH trikuma vai

neefektivas darbibas rezultata metabolosomu augSana ievérojami paléninas un var pat pilniba
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apstaties, kas liecina par obligatu AlcDH klatbiitni funkcionalas metabolosomas eksistence.
Bakterijas ieglst energiju, katram BMC raksturigajai kinazei iepriek§ PTAC reakcija
izveidotajam acetilfosfatam atskelot fosfatgrupu, rezultata iegtistot ATP un acetatu (Chiranjit
Chowdhury et al., 2014).

Galvena atSkiriba starp bakterialajiem mikrokompartmentiem ir raksturenzims
(signature enzyme), kas substratu noarda lidz aldehidam (Todd O. Yeates et al., 2010). Tiek
pienemts, ka p&c lidziga principa vajadz&tu funkcionét arT pargjam metabolosomam, substratu
mikrokompartmenta iekSiené noardot par aldehidu un talak no ta producgjot nepiecieSamos

savienojumus.

1.3. Ar glicil-radikala enzimiem saistitie mikrokompartmenti (GRM)

Baktériju genoma pétijumos 2014. gada tika identific€ts un klasificéts liels skaits
iepriek§ nezinamu dazadu bakterialo mikrokompartmentu. P&tfjums tika balstits uz bakteriju
genoma un genoma lokusu uzbiives analizi, zinamajos bak&riju genomos meklgjot p&c
sekvences un uzbiives lidzigus genoma regionus ieprieks izveidotam BMC lokusa modelim.
Kopuma tika klasificéti 30 veidu BMC kodgjosi lokusi, kuri p&c savas lidzibas sadaliti 10 p&c
lokusu skaita diezgan atskirigas grupas (Seth D. Axen et al., 2014). Ka viena no visplasak
parstavétajam grupam tika identificeta glicil-radikalu enzimus saturoSo bakterialo
mikrokompartmentu jeb GRM grupa. Petijuma tika identificéti piecu dazadu tipu GRM lokusi-
ka visas metabolosomas, tie satur kodola pamata enzimu komplekta (AldDH, AlcDH un PTAC)
kodgjosas sekvences un glicil-radikalu enzimu (GRE) génus, kas kopa ar aktivéjoSo enzimu
(AE) ir §Ts grupas signature enzyme jeb raksturenzims (4. attéls). Pieci izskirtie lokusi (GRM1-
GRMDb) ir izplatiti Actinobacteria, Proteobacteria un Firmicutes baktériju tipos, un to
nozimigaka savstarp€ja atskiriba ir BMC caulu veidojoSo proteinu komplektacija un dazados
papildus génos. Veicot plasaku GRM lokusu strukturalu un filogenétisku salidzinasanu,
secinats, ka GRM tipa lokuss ir ne tikai izplatitakais BMC baktériju vidi, bet kod€ art

funkcionali daudzveidigako metabolosomu grupu (Jan Zarzycki et al., 2015).
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4. attels. BMC lokusu attélojums. Shematiski att€loti konservativakie reprezentativo lokusu regioni (Seth D. Axen,
Onur Erbilgin, Cheryl A. Kerfeld, 2014).

Figure 4. Representation of BMC loci. Cartoon representation of the most highly conserved contiguous region
(Seth D. Axen, Onur Erbilgin, Cheryl A. Kerfeld, 2014).

Glicil-radikala enzimi (GRE) ir sp&jigi kataliz&t loti atskirigas reakcijas, tacu visiem ir
novérojama augsta sekvences un struktiiras homologija - visbiezak ir homodiméri ar 80-100
kDa lielam subvienibam, tacu tiem var but arT dazas mazas papildus subvienibas. Tie tiek
sintez€ti ka katalitiski neaktivi prekursorie proteini, kam nepiecieSama p€ctranslacijas
aktivacija. So funkciju veic specifiski Fe-S klasteru proteini, ko sauc par aktivéjosajiem
enzimiem (AE), un kas arT tiek kod&ti bakterialo mikrokompartmentu lokusa. GRE aktivgjosie
enzimi pieder pie S-adenozilmetionina (SAM) radikalu enzimu grupas, un reakciju katalizei
sp€j veidot specigus radikalus. Pasi aktivéjosie enzimi nav plasi analiz&ti, lielakoties to zemas
stabilitates deél. Galvenie aktiv€joSo enzimu pétijumi veikti ar piruvata formiata liazes
aktivgjoso enzimu (PFL-AE), kas lavis skaidrak izprast SAM tipa aktiv&joSo enzimu darbibas
procesu (Krista A. Shisler and Joan B. Broderick, 2014). GRE aktivacija notiek, stereospecifiski
atSkelot C-2 pro-S udenradi no konservativa glicina atlikuma, radot anoksiskos apstaklos
stabilu, ar proteinu saistitu glicil-radikali (Frey M. et al., 1994). Glicil-radikalis ir loti jutigs pret
skabekli - ta klatbuitne radikalis kliist loti nestabils un tiek neatgriezeniski inaktivets polipeptidu
galvenas kédes parravuma dél. Sis arT ir galvenais iemesls, kap&c reakcijas ar glicil-radikala
enzimiem var notikt tikai anaeroba vide.

Visu zinamo GRE reakcijas cikls, domajams, tiek iniciéts, parnesot radikali no glicina
uz konservativa cisteina tiolgrupu. ST aminoskabe atrodas tas pasas subvienibas polipeptidu
kédes vidi un terciaraja struktiira glicina radikalim novietota pietickami tuvu, lai varétu notikt
H atoma parnese (shéma 5. att€la). Rezultata tiek iegiits loti reagétspgjigs tilil-radikalis, kas

talak inici€ enzimspecifisku radikala reakciju ar substratu (Thorsten Selmer et al., 2005).
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5. atteéls. GRE cikla darbibas sheéma. Tiek uzskatits, ka GRE substratam atnem tidenraza atomu, lai veiktu katalizi.
Stabilais glicil-radikalis reagg ar terciaraja strutira tuvu novietota konservativa cisteina tiolgrupu. Rezultata radies
tilil-radikalis atskel fidenraza atomu substratam, prodcéjot enzimam piesaistitu substrata radikali, kas veic reakciju,
lai producetu starpprodukta radikali. Ka pedgjais, produkta radikalis atgiist idenraza atomu, to atnemot to enzima
tiolgrupai, tadgjadi atkal aktivéjot enzimu (Thorsten Selmer et al., 2005).

Figure 5. General scheme of the GRE mechanistic cycle. GRE’s are thought to abstract a hydrogen atom from the
substrates to promote catalysis.The stable glycyl radical initially reacts with the thiol group of a conserved cysteine
that is located very close to the glycyl radical site in the tertiary structure. The thiyl radical generated then abstracts
a hydrogen atom from the substrate, yielding an enzyme-bound substrate radical, which undergoes the reaction to
yield an intermediate product radical. Finally, the product radical re-abstracts the hydrogen atom from the thiol
group of the enzyme, which is then back in the active, radicalcontaining state (Thorsten Selmer et al., 2005).

1.4. Holina liaze (CutC) un ar to saistitie mikrokompartmenti

Holina trimetilamina liaze (CutC) ir salidzinos$i nesen identificéts GRE grupas enzims.
Ar holina degradéSanu saistitie mikrokompartmentu lokusi atbilst GRM1 un GRM2 grupam -
to tuva filogenétiska radnieciba liecina ari par lidzigam funkcijam. CutC pirmo reizi tika
raksturots GRML1 tipa lokusam Desulfovibrio desulfuricans baktgrijas, apstiprinot §1 enzima
sp&ju saskelt holinu (Smaranda Craciun and Emily P. Balskus, 2012). V&lak eksperimentali
pieradits, ka ari GRM2 enzimi funkcioné tapat ka GRM1 enzimi (Gints Kalnins et al., 2015).
GRM1 lokuss lielakoties sastopams Firmicutes tipa baktériju genoma, ta¢u konstatéts ari vienai
Actinobacteria un dazam Deltaproteobacteria bakterijam (Seth D. Axen et al., 2014). Saja
lokusa atrodas divas AIdDH kodgjosas sekvences, tacu visos detektétajos GRM1 vienai no tam
konstatéta mutacija, kur katalitiskais cisteins nomainits ar serinu vai prolinu. Tas nozimé, ka
enzims nesp€] efektivi katalizeét dehidrogenizacjas reakciju un, visticamak, ir neaktivs. Par
neaktivo AIdDH enzimu ir tikuSas izvirzitas teorijas, ka tam ir strukturala loma BMC ieksgjas
organizacijas nodrosinasana lidzigi ka CecmM loma B-karboksisomas (Jeffrey C. Cameron et
al., 2013), tacu tas lidz $§im nav eksperimentali parbaudits. GRM1 lokusos kod&tajiem BMC
caulas heksamé@riem raksturiga specifiska polaritate - uz citosolu verstas poras ir negativi
ladatas, kamér uz kompartmenta iek§pusi vérsta puse ir relativi neitrala. Sads elektropotenciala
izvietojums varétu biit skaidrojams ar holina kimiskajam ipaSibam - tas ir pozitivi ladets
savienojums, un specifiska poru polaritate, iesp&jams, atvieglo ta parnesi caur proteinu caulu.
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GRMZ2 lokuss atrasts tikai Gammaproteobacteria baktérijam un lielakoties konstatéts tikai
patogéniem. Saja lokusa nav konstatéti BMC-T proteinus kod&josi géni, kas atrodami gandriz
visos pargjos GRM lokusos. Tas varétu liecinat, ka GRM2 tipa BMC ir no citiem lokusiem
atSkiriga metabolitu pliismas regulacija, jo BMC-T proteinu aizverties sp&jigas poras $aja

procesa netiek izmantotas (Jan Zarzycki et al., 2015).
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6. att€ls. Holina skelSanas reakcija un reakcijas produkta trimetilamina (TMA) talaka izmanto$ana citos
organismos. No holina ar CutC palidzibu tiek iegits TMA un acetaldehids. TMA talak cita organisma var
oksidéties par trimetilamina-N-oksidu (TMAO) un veidot metanu (Smaranda Craciun and Emily P. Balskus,
2012).

Figure 6. Generation of trimethylamine (TMA) from choline and its subsequent processing by other organisms.
TMA and acetaldehyde are generated from choline. TMA later can be oxidized to TMAO or to make methan in
higher organisms (Smaranda Craciun and Emily P. Balskus, 2012).

Ar holina liazi saistito BMC raksturenzims holina trimetilamina liaze jeb CutC katalizé
holina saSkelSanu par trimetilaminu (TMA) un acetaldehidu. Holins ir nozimigs savienojums
augstako organismu funkcioné$ana - tas ir iesaistits daudzu vitali nozimigu funkciju
nodro$inasana gan ka Siinu membranu sastavdala, gan neirotransmitera acetilholina sintéze, gan
arT nepiecieSams sekmigai gritniecibas un laktacijas perioda organisma procesu norisei (Steven
H. Zeisel and Kerry-Ann da Costa, 2009). TMA spgj razot tikai bakterijas, un ta oksidétas
formas trimetilamina oksida (TMAO) augstas koncentracijas ziditaju organisma ir saistitas ar
dazadam saslim$anam, pieméram, hroniskam nieru slimibam (W.H. Wilson Tang, M.D. et al.,
2014) un kardiovaskularam saslimsanam (W.H. Wilson Tang, M.D. et al., 2013). Holina
SkelSanas enzimatiskais process (6. attéls) ir lidzigs daudz vairak pétitajiem etanolamina (Eut)
mikrokompartmentu enzimu metaboliskajam procesam, kura art ka viens no galaproduktiem
veidojas acetaldehids (Smaranda Craciun and Emily P. Balskus, 2012). Holina liazes
funkcionalitatei vitali nozimigs ir aktivgjosais enzims CutD, kas generé CutC enzima glicil-
radikala formu (Smaranda Craciun et al., 2014). lerosinata enzima radikala forma talak var
inducét H atoma parneSanu no substrata uz enzimu, veidojot tilil-radikali, kas talak
mijiedarbojas ar holinu un atSkel trimetilamina grupu, veidojot trimetilaminu un acetaldehidu.

Talak enzima recikléSana notiek tapat ka paréjiem GRE enzimiem - tiek regeneréts
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tilil-radikalis un iegutais produkts (trimetilamins) transportéts prom no reakcijas vietas

(Christopher J. Thibodeaux and Wilfred A. van der Donk, 2012).

1.5. BMC caulu veidojoSie proteini

Bakterialo mikrokompartmentu nozimigaka sastavdala ir tos veidojoSie ¢aulas proteini
- tie veido BMC apvalku, kas péc savam funkcijam ir analogs fosfolipidu membranai eikariotu

organellas. Proteinu ¢aula norobezo enzimus no Siinas citosola un piedalas ari to organizacija.
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7. attéls. Mikrokompartmentu Caulu veidojosie enzimi. Visiem proteiniem atseviskas polipeptidu k&des iekrasotas
dazadas krasas. a) BMC-H heksaméra PduA (Protein Data Bank ID: 3NGK) att€lojums, b) BMC-T
pseidoheksaméra CsoS1D (Protein Data Bank ID: 3F56) attélojums; redzams ari potencialais pliismas regulacijas
mehanisms ar abiem poras stavokliem (atvérta un aizverta), ¢c) Pentaméra CcmL (Protein Data Bank 1D: 2QW?7)
att€lojums. Saisinajumi: BMC-H- proteinu heksamérs ar vienu PF00936 doménu; BMC-T-proteinu trimérs ar
diviem PF00936 doméniem; BMC-P- pentamgrs ar vienu PF03319 doménu (Cheryl A. Kerfeld and Onur Erbilgin,
2015).

Figure 7. Known building blocks of bacterial microcompartment (BMC) shells. For all proteins, individual
polypeptide chains are colored differently. a) Views of PduA (Protein Data Bank ID: 3NGK) BMC-H protein; b)
Views of CsoS1D (Protein Data Bank ID: 3F56) BMC-T protein. View also shows the potential gating
mechanism; c) Views of CcmL (Protein Data Bank ID: 2QW7) BMC-P protein. Abbreviations: BMC-H, a
hexamer of proteins containing a single PF00936 domain; BMC-T, a trimer of proteins containing two PF00936
domains; BMC-P, a pentamer formed by proteins containing one PF03319 domain (Cheryl A. Kerfeld and Onur
Erbilgin, 2015).
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Visu bakterialo mikrokompartmentu Caulas neatkarigi no to iekSiené notiekoSajam
reakcijam veido savstarpgji homologi proteini. Diviem no BMC veidojoSajiem proteiniem
raksturigs Pfam00936 doméns - aptuveni 80 aminoskabju atlikumu gara sekvence, kas tick
saukta ar par bakterialo mikrokompartmentu doménu (BMC domain). So doménu kodgjosie
géni BMC génu klasteros atrodami vairakas kopijas (Cheryl A. Kerfeld et al., 2010). Lidz §im
konstateti tris veida proteini, kas iesaistiti mikrokompartmenta veido$ana - proteini ar vienu
Pfam00936 doménu veido heksamérus (BMC-H), proteini ar diviem savienotiem Pfam00936
doméniem veido pseidoheksameriskus trimérus (BMC-T), un treSas grupas proteini veido
pentamérus (BMC-P) un satur Pfam03319 doménu, kas sastopams visiem mikrokompartmentu
uzbiive iesaistitajiem pentam&riem (7. attels).

Visu tris veidu mikrokompartmentus veidojoso proteinu pirmas struktiiras tika iegitas,
analiz€jot karboksisomas veidojoSos proteinus. Ka pirma tika noteikta BMC-H proteinu
struktiira, analiz&jot cianobakt€riju Synechocystis sp. PCC 6803 mikrokompartmentu veidosana
iesaistitos CcmK2 un CcmK4 proteinus (7. att€ls A). Visas trijas pétijuma vizualiz&tajas
strukttiras tika konstatéts, ka proteinu subvienibas veido simetriskus, plakanus heksamé&rus un
tas novietojusas cieSi blakus viena otrai, atstajot tikai mazu atveérumu heksaméra centra
(konkrétaja pétijuma poru diametrs 7 A CcmK2 un 4 A CcmK4 heksamériem). Struktiiras
analize atklajusi arT to, ka ap centralo poru koncentréts liels pozitivs elektrostatiskais potencials
- katrai no subvienibam uz poras pusi versts pozitivs konservativs aminoskabes atlikums, kas,
visticamak, iesaistits metabolitu pliismas regulacija caur proteinu ¢aulu (Cheryl A. Kerfeld et
al., 2005). Pétijjumos ar PDU-BMC kompartmentu BMC-H proteiniem konstatéts, ka
heksameérisko proteinu poras ir pasivas un vieglak laiz cauri hidrofilakus savienojumus. Ta ka
PDU-BMC substrats 1,2-propandiols ir hidrofils, tas spgj viegli ieklit kompartmenta, laujot
veiksmigi norisinaties reakcijai. Propandiola SkelSanas produkts propionaldehids ir daudz
hidrofobaks, tadel nesp€j izklut cauri BMC-H poram un palieck kompartmentu iekSiené
(Chiranjit Chowdhury et al., 2015). Lidz $im aprakstitic BMC-H heksamérus veidojoso proteini
ir vidgji 90-120 aminoskabju gari.

Pirmajos BMC-P pentamérisko proteinu strukturalajos pétijumos tika izmantoti
hemoautotrofo bakteériju Halothiobacillus neapolitanus proteins orfA un cianobaktérijas
Synechocystis sp. PCC 6808 atrodamais homologais proteins CcmL. Iegutajas kristalu
struktiiras abi proteini veidoja pentamérus ar mazu poru struktiiras centra - tas diametrs ~3,5 A
OrfA un ~5 A CcmL proteinu veidotajiem pentamériem (7. attéls C). Pentamériem ir nozimiga
loma BMC regularas formas veido$ana - tie veido ikosaedriska kompartmenta virsotnes,
savienojot no heksamériem un pseidoheksamériem veidotas plaknes (Shiho Tanaka et al.,

2008).
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Pseidoheksamérisko BMC-T proteinu pirmajos strukturalajos p&tijumos tika izmantoti
okeanos izplatitako fotosintezgjoso organismu, Prochlorococcus gints cianobaktgriju, genoma
esoSais un o-karboksisomas veidojosais proteins CsoS1D. Kristalizeto proteinu struktiiras
petijumi atklaja, ka proteini satur divus sapludinatus BMC doménus (saukti par N-BMC un C-
BMC), un tie ir garaki par BMC-H sastava esoSajiem proteiniem — §1 tipa proteinus veido vairak
ka 200 aminoskabju atlikumi (7. attéls B). Ta ka CsoS1D (un ar1 citu pseidoheksamerus
veidojoSo proteinu) sekvence ir divi BMC domeni, proteinam ir 3 subvienibas, kas veido
pseidoheksamérisku formu. Sie pseidoheksaméri saistas paros ar plakném vienam pret otru,
veidojot ortorombisku struktaru (Michael G. Klein et al., 2009). Pseidoheksamériskas formas
BMC proteini sp&j pakoties kopa ar heksamériskajiem proteiniem, un kopa ar tiem veido
mikrokompartmenta plaknes.

Nozimiga loma BMC caulas funkciju uzturéSana un metabolitu plisma caur ¢aulu ir
pseidoheksamérisko triméru (BMC-T) veidotajam poram. Analiz€jot CsoS1D BMC-T
kristaliskas struktiiras, tika atklats, ka atkariba no kristala formas, pseidoheksamerisko trim&ru
veidotas poras ieverojami atSkiras. Analiz§jot vienu kristala formu, tika konstattas poras
atverta forma, kur starp trimériem izveidojies atvérums ~14 A diametra, tadu otra forma poras
bija aizvertas, kur izveidojies sals tiltins starp konservativiem poras mala esoSiem aminoskabju
atlikumiem efekttvi likvidgja atv€rumu. Detalizétak izp&tot abu veidu BMC-T veidojoSos
proteinus, tika konstatets, ka tiem ir ievérojamas poru sanu k&zu konformacijas atSkiribas
(Michael G. Klein et al., 2009). Analizgjot citu BMC-T proteinu- CcmP, kas ir viena f-
karboksiomas &aulas sastavdalam-, tika novérotas poras, kuras atrodas pusatvérta stavokli. Sada
stavokli viena no diméru formas proteinu poram ir atverta, bet otra aizvérta (Fei Cai et al.,
2013).

Pseidoheksamérisko BMC-T 1paSiba mainit poru diametru liecina par So proteinu sp&ju
daudz efektivak par BMC-H regulét metabolitu plismu caur mikrokompartmenta caulu.
Pétijumos ar etanolu utiliz§joSo kompartmentu BMC-T proteiniem atklats, ka cinka
piesaiastiSanas pie proteina izraisa ievérojamas konformacijas izmainas, kas noved pie poras
atvérSanas. Proteiniem bez cinka klatbiitnes bija novérojamas tris mazas poras, kas simetriski
novietojusas katra subvieniba un, visticamak paredz€tas mazu, pozitivi 1adétu molekulu
noklaisanai kompartmenta (Martin Sagermann et al., 2009). Piesaistoties cinkam, konformacijas
mainas dél izveidojas viena centrala pora ar diametru ~8,6 A, kurai ir spécigs pozitivs
elektrostatiskais ladins. Spécigais pozitivais potencials poras iekSien€ var liecinat, ka poras ne
tikai filtré specifiska izméra un ladina molekulas, bet ar1 var palidz€t poras tuvuma akumul&t
un uzkrat specifiskas molekulas, kas sekmé& pasivo transportu caur kompartmenta caulu

(Mihoko Takenoya et al., 2010).
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1.6. BMC izveidoSanas mehanismi

Proteinu caulas veidoSanas bakterialo mikrokompartmentu eksistencé ir kritiski
nozimiga - bez Caulas kompartments nav funkcionals, kompartmentu enzimu reakciju atrums
ievérojami samazinas, vienlaikus ar toksiskajiem un gaistosajiem starpproduktiem kaitgjot
paSam organismam. Visu bakterialo mikrokompartmentu ¢aulas enzimi ir visai konservativi,
tacu to enkapsul€to enzimu ir loti daudz un tie savstarpgji ir loti daudzveidigi. Plasais ar BMC
saistito enzimu klasts ir novedis pie jautajuma, vai eksiste viens universals mehanisms, saskana
ar kuru izveidojas visi bakterialie mikrokompartmenti. BMC savaksanas principi lidz $im tikusi
visvairak pétiti, izmantojot a-karboksisomas un B-karboksisomas. No Iidz$ingjiem p&tijumiem
ir saprotams, ka abu veidu karboksisomu izveidoSanas notiek atskirigi - B-karboksisomam
pirmais izveidojas enzimu kodols, ko p&c tam ietver proteinu Caula, bet a-karboksisomu
veidoSanas procesa kodols un apvalks savacas vienlaikus (Cheryl A. Kerfeld et al., 2018).

Papildus tam, petjjumos ar1 atklats, ka BMC veidoSanos inducé kompartmenta
raksturenzima (signature enzyme) N vai C gala esosa 1sa sekvence, ko sauc par enkapsulacijas
peptidu. Sakotngji tika noskaidrots, ka Pdu BMC veido$anos nodroSina Siem kompartmentiem
raksturigd enzima propionaldehida dehidrogenazes (PduP) N-terminalaja gala esoSa 10-14
aminoskabju gara sekvence. Sis sekvences delécija izraisTja strauju kompartmentu daudzuma
samazinasanos paraugos (salidzinajuma ar nativas sekvences ekspresiju), tacu neietekméja pasa
enzima efektivitati (Chenguang Fan et al., 2010). Vadoties p&c $§1 un vél vairaku p&tijumu
rezultatiem, ir izvirzita teorija, ka sastopamas terminalas sekvences funkcija ir ne tikai
nodro$inat kompartmentu veido$anos, bet ari novirzit pasus enzimus uz kompartmentiem.

B-karboksisomam raksturigais BMC izveidoSanas mehanisms tika pétits, analizgjot divu
specifisku, konservativu un p-karboksisomam raksturigu proteinu domeénus, par
modelorganismu izmantojot cianobaktériju Synechococcus elongatus. Sie proteini - CcmM un
CcmN - abi atrodas ccm operona, sava starpa mijiedarbojas un ir obligati nepiecieSami
karboksisomas izveid€ - ekspres€jot karboksisomu proteinus no celma ar deletétiem So protetnu
domeéniem, bakterialie mikrokompartmenti nav novérojami, bet ta vieta izveidojas tikai viens
liels proteinu agregats (Jeffrey C. Cameron et al., 2013). Sadam baktérijam bez karboksisomam
nepiecieSams augstaks COz limenis, kas arl parasti tiek izmatots ka pazime karboksisomu
zudumam vai skaita samazinajumam (Cheryl A. Kerfeld et al., 2018).

Bakterialo mikrokompartmentu veidoSanas mehanisma izpété tika izmantota iesp&ja
fluorescenti iezim&t BMC iekSiené eso$as molekulas bez traucjumiem kompartmentu darbiba,
ar fluorescento SNAP polipeptida tagu iezim&jot P-karboksisomalo RuBisCO. Tas lava

vizualizét karboksisomu izveidoSanas mehanismu - jaunas karboksisomas kolokaliz&jas blakus
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jau funkcionaliem kompartmentiem, sakotngji izveidojoties RuBisCO un paréjo kodola enzimu
agregatam, ko péc tam strauji apnem apvalka proteini (8. att€ls A). Rezultata izveidojas
funkcionala B-karboksisoma, kurai driz blakus sak veidoties atkal jaunas karboksisomas (Anna
H. Chen et al., 2013). Sada stratégija, iesp&jams, §iinds tick istenota energijas taupisanas
noliikos - kopgjais karboksisomu pavaditais laiks nepilniga stavokli ir 1saks un BMC var atrak

sakt iesaistities $linas energijas aprite.

a Core-first assembly b Concomitant assembly

Qmmmm  Shell proteins
@ O Core enzymes

Py Encapsulation peptide
E=~gmm  Core assembly domains or proteins

8. att€ls. Bakterialo mikrokompartmentu izveidosanas celu shémas. A) BMC izveidoSanas cel$ ar sakotngju kodola
agregaciju- kodola proteini ar proteinu doménu mijiedarbibu palidzibu izveido agregatus, un enkapsulacijas
peptidi p&c tam piesaista kodola proteinus, izveidojoties apvalkam. B) BMC izveidoSanas, kodolam un apvalkam

veidojoties vienlaicigi- kodola un apvalka proteini sapakojas kopa pateicoties kodola sapakoSanas proteiniem
(Cheryl A. Kerfeld et al., 2018).

Figure 8. Schematics of bacterial microcompartment assembly pathways. A) Core -first assembly: core proteins
unite together through protein domain interactions or aggregation of encapsulation peptides. Afterwards
encapsulation peptides interact with shell proteins, which then form the shell around the core. B) Concomitant
assembly: core and shell proteins assemble together with the help of core assembly proteins (Cheryl A. Kerfeld et
al., 2018).
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Atskirigs izveidoSanas process noveérojams a-karboksisomam. Ar elektronu
kriotomografijas (ECT) palidzibu p&tot Halothiobacillus neapolitanus, ka ar1 vairakos citos
hemolitotrofos organismos sastopamas a-karboksisomas, tika iegiita informacija par $1 veida
bakterialo mikrokompartmentu izveidi funkciongjosas Stinas. ECT att€los tika novérotas dal&ji
izveidojusas karboksisomas, kur pie caulas proteiniem bija piesaistijusas ari RuBisCO
molekulas (Cristina V. lancu et al., 2010). Sis novérojums lava secinat, ka a-karboksisomu
veidoSanas procesa kodols un apvalks veidojas vienlaikus (8. attéls B). ST tipa karboksisomu
uzbiivé nozimiga loma ir ¢aulas protetnam CsoS2, kura tris doméni - N-terminalais, vidus un
C-terminalais doméns- katrs pilda nozimigu funkciju a-karboksisomas izveid€. N-terminalais
regions rekruté galveno Caulas proteinu, palielinot ta koncentraciju tik daudz, lidz ta parsniedz
slieksni, kad sakas kompartmenta veido$anas process. Vienlaikus vid€jais regions saistas ar
RuBisCO un C-terminalais regions piesaista kodola proteinus ¢aulai (Fei Cai et al., 2015).

Analizgjot karboksisomu izveido$anas procesu in silico, galvenas atSkiribas abos
modelos radija mijiedarbibu stiprums starp kodola subvienibam. Ja savstarp&jas kodola
subvienibu mijiedarbibas ir vajas, novérojams a-karboksisomam raksturigais kompartmentu
veidoSanas process, bet ja mijiedarbibas ir stiprakas, process vairak lidzinas B-karboksisomam
(Jason D. Perlmutter et al., 2016). Metabolosomu izveidoSanas process eksperimentali vél nav
aplikots, tatu BMC-P proteinu filogenétiska analize un kodola sastopamo molekulu
salidzinajums liecina, ka metabolosomu izveidoSanas process varétu but Iidzigaks p-
karboksisomu izveidoSanas mehanismam. Daudziem metabolosomu enzimiem konstatéti
enkapsulacijas peptidi, kas aktivi darbojas kompartmentu veidoSanas procesa, iesp&jams,
nodroSinot gan mijiedarbibas starp kodola enzimiem, gan ari piesaistot kodolam caulas

proteinus (Cheryl A. Kerfeld et al., 2018).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Materiali

2.1.1. Vielas

Agaroze -Top Vision™ (Thermo Fisher Scientific, ASV);
Akrilamids (Sigma, ASV);

Amonija sulfats (Sigma-Aldrich,Vacija);

Ampicilins (Medochemie Ltd, Kipra);

Arabinoze (Sigma, ASV);

Bromfenolzilais (Merck, Vacija);

Coomasie brijantzilais G-250 (AppliChem, Vacija);
DMSO (AppliChem, Vacija);

EDTA (etilendiaminotetraacetats) (Sigma, ASV);
Etikskabe (Sigma-Aldrich, Vacija);

Etanols, 96 % (Jaunpagasts Plus, Latvija);

Etidija bromids (AppliChem, Vacija);

Glicerins, >99% (AppliChem, Vacija);

Glicins (Sigma, ASV);

HiDi™ formamids (Applied Biosystems, ASV);
Imidazols (Sigma, ASV);

IPTG (Thermo Fisher Scientific, ASV);

Kanamicins (Medochemie Ltd, Kipra);

Lizocims, liofilizéts (Biolar, Latvija);

-merkaptoetanols (Prolabo, Belgija);
N,N-metilénbisakrilamids (Sigma, ASV);

Natrija dodecilsulfats (SDS) (Sigma, ASV);

Natrija hidroksids (AppliChem, Vacija);

Natrija hlorids, kristalisks (Chempur, Polija);

Rauga ekstrakts (Difco, ASV)

TEMED (Sigma, ASV);

Tris (tris(hidroksimetil)aminometans) (Prolabo, Belgija);
Tritons X-100 (tert-oktilfenol(etilénoksids)x) (Serva, Vacija);

Uranilacetats.
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2.1.2. Skidumi un geli

1 M IPTG skidums @ident;

1 M Tris-HCI, pH 8,0;

10 % amonija persulfata Skidums tident;
5 M NacCl skidums tident;

10 mM dNTP;

5 M imidazols;

5 mg/mL Etidija bromids;

70%, 20% Etanols;

piesatinats amonija sulfats;

10x PBS;

10x GST;

50x TAE.

Lidzsvarosanas Skidums metalu afinitates hromatografijai:

300 mM NacCl, 40 mM Tris-HCI, pH 8,0.

SkaloSanas skidums metalu afinitates hromatografijai:

20 mM imidiazols, 300 mM NaCl, 40 mM Tris-HCI, pH 8,0.

EluéSanas $kidums metalu afinitates hromatografijai:

300 mM imidazols, 300 mM NacCl, 40 mM Tris-HCI, pH 8,0;

LizéSanas bufers§kidums:

40 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, 20 mM MgSOg, 1% Tritons-X, ImM DTT, 1 mM PMSF.

Skidumi poliakrilamida gela elektroforézei:

Poliakrilamida gela elektroforézes 10x buferskidums: 144,1 g glicins, 30,2 g Tris, 10 g Natrija

dodecilsulfats, destiléts H20 Iidz kop&jam tilpumam 1 L. LietoSanai elektroforéze
buferskidumu 10x atSkaida ar destilétu H2O.
30 % Poliakrilamida pamatSkidums: 0,8 g bis-akrilamids, 30 g akrilamids, destiléts H2O lidz

tilpumam 100 mL.
Akrilamida sakoncentréjosais $kidums 2 geliem (4 %): 60,08 ml destiléts H.O, 25 ml 0,5 M
Tris-HCI pH 6,8, 13,3 ml 30% pamatskidums, 1 mL 10% SDS, pirms lietoSanas 3 mL

Skidumam pievieno 2,5 uL. TEMED un 15 pL 10% amonija persulfata.
Akrilamida sadalosais §kidums 2 geliem (15 %): 6 ml 30 % akrilamida pamatskidums, 2,8 mL
H20, 120 pL 10 % SDS, 3 mL 1,5 M Tris — HCI pH 8,8, 8 uL TEMED un 60 pL 10%

amonija persulfata.
Laemmli paraugu uzneSanas buferskidums poliakrilamida gela elektroforézei:

1 % SDS, 40 mM Tris — HCI pH 8,0, 0,05 % bromfenolzilais, 2 % [-merkaptoetanols;
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Poliakrilamida gela fiksacijas $kidums: 600 mL destiléts H>,O, 300 mL etanols, 100 mli
etikskabe.

Skidums poliakrilamida gelu krasosanai: 8 mL 50% trihloretikskabe, 0,1 g Coomassie
Brilliant Blue G250, 12 mL 96% etanols, H20 lidz 200 mL.

gl,ddumi agarozes gela elektroforézei:

S0xTAE buferskidums: 2 M Tris, acetats pH 8,3, 50 mM EDTA un dH;O lidz kop&jam

tilpumam 1 L, lietoSanai agarozes gela elektroforéze atskaita 50x ar dH20.
1 % agarozes gels ar pievienotu etidija bromidu: 29 agarozes pulvera, 1x TAE buferskidums
lidz 200 mL, 5 pL etidija bromids (1mg/mL).

2.1.3. Izmantotie E. coli celmi
XL1 - Blue;
BL21 (DE3)

2.1.4. Plazmidas un vektori
PRSF-TEV Duet (Novagen, DAR);
PETDuet-1 (Novagen, DAR)

2.1.5. E. coli barotnes
2x TY 8kidra barotne: 16 g/L triptons, 10 g/L rauga ekstrakts, 5 g/L NaCl, antibiotika 50 mg/L;
LB skidra barotne: 10 g/L triptons, 5 g/L rauga ekstrakts, 10 g/L NaCl, antibiotika 50 mg/L;

1,5 % agarizeta LB barotne.

2.1.6. Enzimi un to buferSkidumi
Restriktazes Nco I, Hind 111, Nde I, Xho I (visas FastDigest), 10x FD bufer§kidums, 10x FD
Green buferSkidums (Thermo Fisher Scientific, Lietuva).

T4 DNS ligaze, 10x DNS ligazes buferskidums (ThermoFisher, Lietuva)

2.1.7. Oligonukleotidi PCR reakcijam
BMC1_Fw- ATATCCATGGGTGATGCATTGGGGC
BMC1_Rv- ATATAAGCTTTTAGGCCTTGTGTTTAATGACGATTTTG
BMC2_Fw- ATATCCATGGGTGATGCATTAGGTCTGATTG
BMC2_Rv- ATATAAGCTTTTAGTCCGCAATCTTGTAATGCG
BMC3_Fw- ATATCCATGGCCAAAGAAGCGCTTGGTCTTATCGAAAC
BMC3_Rv- ATATAAGCTTTTATGCTTTGTGCTGCGCCG
BMC4_Fw- ATATCCATGGCCAAAAGTTTAGGCGTAATTGAAACGC
BMC4_Rv- ATATAAGCTTTTATGACTTCTTCCCTTTCTTCAGCGCCGG
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Eutn_Fw- ATATCCATGGTGCTCGCAAAGGTAACCGGCC

Eutn_Rv- ATATAAGCTTTTACTCCTGTTCGGTGTCCCGAAAC
3XBMC_Fw- ATATCCATGGGTGATGCATTGGGGCTTATCGAAACCAAAG
3XBMC_Rv- ATATAAGCTTTTATGCTTTGTGCTGCGCCGCGATTTTTTCG
AldDH_Fw- ATATCCATGGTTGAACTGGATAACGATTTGCAGTCC
AldDH_Rv- ATATAAGCTTTTACTTAGCAAGGCGCTCCAGC

AlcDH_Fw- ATATAGATCTATGAGTGAATTTTTACTGAAACCGCG
AlcDH_Rv- ATATAAGCTTTTACCCGTAGGCCCGCGC

2.1.8. Citi reagenti un komplekti

DNS uznesanas buferskidums analizém agarozes gélos:

6x Mass Loading Dye Solution (Thermo Fisher Scientific, ASV).
Terminatoru maisjjums DNS sekvengSanai:

BigDye v 3.1. (MCLAB, Vacija).

Molekulmasas markieri elektroforgzei:

DNS elektroforézei: GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, ASV).

Proteinu elektroforézei poliakrilamida ggla: Unstained Protein Molecular Weight Marker
(Thermo Fisher Scientific, ASV).

Komplekti DNS izdali$anai:

GeneJET Pasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific, ASV).

GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific, ASV).

Matrikss masspektrometrijai:

DHAP (Sigma, ASV).

Precipitantu komplekti proteinu kristalizacijai:
JCSG-plus™ HT-96, Structure Screen 1&2 HT-96, PACT premier™ HT-96, ProPlex HT-96

(Molecular Dimensions, ASV).

2.1.9. Aparatiira un iekartas

Agarozes g€la UV vizualizacijas iekarta C-80 Epi Illumination UV Darkroom (UVP
Cambridge, Anglija).

Automatiskas pipetes Eppendorf 2,5 pL, 10 pL, 100 pL, 1000 puL, 10 mL (reguléjamas)
(Eppendorf AG, Vacija).

Augstas iz8kirtsp&jas proteinu $kiduma hromatografijas sisttma AKTAprime Plus (Amersham

Biosciences, Zviedrija).
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Centrifugas:
Centrifuge 5418R (Eppendorf AG, Vacija);

Centrifuge 5424 (Eppendorf AG, Vacija);

Centrifuge 5804 R (Eppendorf AG, Vacija);

Mini Spin AG 22331 (Eppendorf AG, Vacija);

K 26 D (Krievija);

Optima L-100XP ultracentrifuge, Sw 32Ti rotor (Beckman Coulter, ASV).
Elektroforézes iekartas:

GH — 100 (Biophile, Zviedrija);

OmniPAGE mini (Cleaver Scientific Ltd, Lielbritanija).

Barosanas bloks LKB (Pharmacia, Zviedrija).

Elektroniskie svari KERN EG420-3NM, Kern & Sign GmbH (Kern, Vacija).
Elektronmikroskops JEM-1230 (Jeol, Japana).

Gelfiltracijas kolonnas:

Superose 6 10/600 GL (GE Healthcare, Zviedrija);

Superdex 200 10/300 GL (GE Healthcare, Zviedrija).

Kratitajs Multitron Standart (Infors HT, Sveice).

Ledusskapis (Snaige, Lietuva).

Metalu afinitates hromatografijas kolonna HisTrap HP 1 mL (GE Healthcare, Zviedrija).
Orbitalais maisitajs PSU-10i (Biosan, Latvija).

PCR iekarta Veriti 96 well Thermal Cycler (Applied Biosystems, ASV).

pH-metrs AM1605 (Adrona, Latvija).

Spektrofotometri:

C-26X J142 (Krievija);

NanoDrop ND-1000 (Thermo scientific, ASV).

Termobloks Thermo block TDB-120 (BIOSAN, Latvija).

Ultraskanas dezintegrators UP 200S Ultrasonic Processor (Hielscher Ultrasonics, Vacija).

Vorteksesanas iekarta VortexGenie 2T (Scientific Industries, ASV).

2.1.10. Citi materiali

Elektronmikroskopijas sietini parauga adsorbcijai, mesh 200 vai 300.

Nitrila cimdi, (Klinion, Niderlande).

Proteina koncentrésanas stobrini 10 kDa cutoff Amicon concentrator (Merck, Vacija).
Pipesu uzgali 0.1-10 pl, 100 pl, 1000 pl, 10 ml (Sarstedt, Vacija).

Skalpeli (Feather, Japana).
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Slirces 2 mL un 5 mL (Chirana, Slovakija).
Stikla pipetes 0,5 mL, 1 mL, 5 mL, 10 mL.
Stobrini 0,5 mL, 1,5 mL, 5 mL, falcon tipa 15 mL un 50 mL (Sarstedt, Vacija).

2.2. Metodes

2.2.1. Mutaciju ievieSana, izmantojot PCR
PCR izmanto, lai izraisitu specifiskas mutacijas divpavedienu DNS sekvencé. Sim
noliikam izmanto praimerus - mutagénus oligonukleotidus, kas spé&j piesaistities pie DNS un
izraisit vélamo génu sekvences izmainu.
e 100 pL mikrom&gengé tiek sagatavots reakcijas masijums:
o 40 pL H20;
o 5 pL 10x Pfu bufera + 20 mM MgSOu;
o 1 pL tieSa mutagéna praimera, 100 uM;
o 1 pL reversa mutagéna praimera, 100 pM;
o 1 pL plazmidas ar konkréta bakterialo mikrokompartmentu proteina sekvences
insertu;
o 1 pL 10 mM dNTP maisijums;
o 1 uL Pfu polimeraze 2,5 U/pL.
e Pfu polimerazi nepiecieSams pievienot pedejo tas eksonukleazes ipasibu del, lai
maksimali tiktu noveérsta nevajadziga DNS depolimerizacija.

e Uzstada PCR automatiska termostata reZimu péc sekojosas sheémas.

1. tabula
PCR uzstadijumu sh&éma mutaciju ieviesanai.
Table 1
Scheme of PCR settings for mutagenesis.
Temperatiira, °C llgums, s Ciklu skaits
96 180 1
96 30
55 30 35
72 120
12 600 1
4 l1dz parauga iznemsSanai

e Vajadzibas gadijuma mikromégenes p&c iznemsanas uzglaba -20 °C temperatiira.
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2.2.2. DNS elektroforeze agarozes gela

Agarozes gela elektroforézi izmanto nukleinskabju (DNS un RNS) analizei. Ta ir

efektivaka metode dazada garuma nukleinskabju sekvencu atdaliSanai. Nukleinskabju sastava

esosas fosfatgrupas neitrala vai sarmaina vide ir 1ad@tas negativi, tadel elektriskaja lauka kustas

pozitiva anoda virziena. Molekulu parvietoSanas atrumu elektriskaja lauka ietekmé& gan tas

ladins, gan izmérs, jo gela poras veido pretestibu lielaka izméra nukleinskabém, ka rezultata tas

parvietojas 1€nak. Ladina un izméra ietekm& nukleinskabju molekulas veic dazadu attalumu

anoda virziena, ka rezultata parauga esosas nukleinskabes viena no otras atdalas un gela veido

zonas. Mainot agarozes koncentraciju gela, iesp&jams izmainit poru izmerus.

Pagatavo gelu ar 1% agarozes koncentraciju, skidinot 1 g agarozes 99 mL 1x TAE
bufera. Maistjumu mikrovilpu krasni uzkarsé Iidz virSanas temperatiirai, agarozi
iz8kidinot buferi. Nedaudz atdzes€tam agarozes gelam pievieno 2 L etidija bromida.
Skidumu ielej gela pagatavosanai paredz&ta rezervuara aptuveni 4-7 mm biezuma.

P&c gela atdziSanas un sacieteéSanas to parnes elektroforézes iekarta un iekartu piepilda
ar 1x TAE buferi, lai tas parklatu gela virsmu.

Gela bedrités uznes analiz€jamos paraugus. Paraugiem pirms tam japievieno uznesanas
krasa 6x Loading Dye vai glicerins.

Elektroforézes iekartai uzliek vaku, pieslédz stravas avotu un ieslédz stravu. Stravas
stiprumam vajadzetu biit 90-120 mA robezas. Paaugstinot stravas stiprumu, gels var
izkust.

Pec krasas kustibas gela nosaka elektroforézes procesa beigas. Procesa ilgumam
vajadzetu but aptuveni 30-40 miniites.

Agarozes gelu apskata UV apgaismojuma, lai ieraudzitu nukleinskabes. Sis process
notiek pateicoties etidija bromidam, kas piesaistas pie divpavedienu nukleinskabém un
UV gaisma fluoresce. Ja nepiecieSam atdalitas nukleinskabes no gela izdalit talakai
izmanto$anai, to izdara p&c iesp€jas atrak, lai samazinatu nevélamu mutaciju veidoSanas
risku UV starojuma del.

Stradajot ar etidija bromidu, jalieto cimdi, tapat jaievéro droSibas noteikumi darba ar

elektroiekartam un izmantojot UV starojuma lampu.

2.2.3. DNS izdaliSana no agarozes gela pec GeneJET™ Gel Extraction Kit protokola

No agarozes gela péc elektroforézes izgriez nepiecieSsamo zonu, ievieto mikromégené
un nosver.
Pievieno saistiSanas buferSkidumu (Binding buffer) attieciba 1:1 ar izgrieztas gela zonas

masu (zonas svars mg:bufera tilpums mL). Buferis satur satur haotropisko agentu, kas
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1z8kidina agarozes gelu, denatur€ proteinus un veicina DNS saistiSanos pie kolonnas
membranas.

Mikromégeni ievieto termobloka, inkubé 50 °C temperatiira 10 mintes, [idz viss gels
iz8kidis buferskiduma. M&geni ik péc 1-2 minttém vélams sakratit, lai paatrinatu gela
SkiSanas procesu.

Skidumu parnes uz GeneJET™ kolonnu, centrifugé 1 min ar atrumu 13 400 apgriezieni
minité (apgr./min). Nolej kolonnas caurpliidi.

Lai samazinatu parauga piesarnojumu, izmanto mazgaSanas buferSkidumu (Wash
buffer). Kolonnai pievieno 700 pL mazgaSanas $kiduma un centrifugé 1 mintti ar
13 400 apgr./min, nolej caurplidi.

TukSu kolonnu ar piesaistitu DNS centrifugé 1 min ar 13 400 apgr./min. Tas
nepiecieSams, lai atbrivotos no palikusa mazgaSanas Skiduma uz SiO. membranas, jO
taja esosais etanols var inhibét enzimu darbibu.

Kolonnu ievieto jauna 1,5 mL mikromégené. Eluésanas buferskidumu (Elution buffer)
mikrovilnu krasni uzkarsé lidz 60-70°C temperatiirai un 50 pL uzpilina uz kolonnas,
maksimali membranas centra.

Centrifugé 1 min ar 13 400 apgr./min. Savac eluéto DNS, to glaba -20°C temperatira.

2.2.4. DNS 3kelSana, izmantojot restriktazes

Ar restriktazém Skelot vektora DNS, ta galus var padarit komplementarus génu

sekvencei, ko nepiecieSams ievietot vektora. Rezultata vektors tiek sagatavots génu klonésanai

vai ligéSanai taja.

Sagatavo reakcijas maisijumu ar kopgjo tilpumu 100 pL:

o 10 pL FD (Fast Digest) buferskiduma,

o 2 pL katras nepiecieSamas restriktazes,

o 45 pL DNS $kiduma,

o 41 pL dH20.
Inkubé 37°C temperatira 30-60 min. Inkubacijas laiks var mainities atkariba no
izmantoto restriktazu Ipasibam un parauga koncentracijas. Ja inkubacijas perioda
ilgums tiek ievérojami parsniegts, var notikt klidaina saSkelSana.
Paraugam pievieno 10 pL 6x DNS uznesanas krasu 6x Loading Dye un analizg paraugu
agarozes gela elektroforéze. Ja restrikcijas maisijuma tiek izmantots FD Green
buferskidums, tad papildus uznesanas krasas pievienoSana nav nepiecieSama.
NepiecieSamo zonu no agarozes gela izgriez un izdala DNS péc GeneJET™ Gel

Extraction Kit protokola.
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2.2.5. DNS ligésana

Metodi izmanto divu linearu DNS sekvencu kovalentai galu savienoS$anai. Ar §is

metodes palidzibu iesp&jams ieklonét génu saturosu sekvenci vektora.

Pagatavo ligéSanas maisijumu:
o 6 uL dH20;
o 5 pL saskelta vektora (20-100 ng/pL);
o 5 ML saskelta fragmenta (20-100 ng/pL);
o 2 JL 10x T4 ligazes buferskiduma,;
o 1pL 100 MM ATP;
o 1 puL T4 ligazes (japievieno pedgja).
Maisijumu sajauc, izmantojot pipeti, un inkubg istabas temperatiira 1-2 stundas.
legiito ligéSanas maisijumu talak transformé E. coli $tnas vai uzglaba -20°C

temperatura.

2.2.6. Plazmidu transformés$ana E. coli §anas

Metodi izmanto, lai ievietotu ekspreséjamo plazmidu E. coli $tinas. Plazmidu ievieto$ana $tina

tai pieskir papildu Tpasibas, pieméram, rezistenci pret konkrétam antibiotikam, kas v&lak palidz

atlastt pozitivos klonus.

1,5 mL mikromégené ienes 1-5 pL ligéSanas maisijuma, kas satur vektoru ar taja
ieklonéto DNS fragmentu, novieto to ledus vanna.

Ligésanas maisijumam pievieno 50-100 pL E. coli §tinu suspensijas, kas glabatas -78°C
temperatira un pirms pievienoSanas atkausétas ledus udeni. Inkub& 11 min,
mikromé&geni turot ledus vanna.

Veic siltuma Soku, ievietojot 42°C silta tidens vanna. PEG Stnas inkubé 120 s, N>
Stinas- 35 S.

P&c siltuma Soka mikrom&genes ievieto atpakal ledus vanna, inkubg 2 min.
Mikromégené pievieno 0,9 mL LB barotni un inkubé 37°C temperatira 1 stundu,
mégeni ievietojot kolba un to lickot uz kratitaja ar atrumu aptuveni 60 apgr./min.
100-200 pL stnu suspensijas izs€j uz agariz€tas LB barotnes, kurai pievienota
atbilstosa antibiotika (kanamicins vai ampicilins). NepiecieSamibas gadijuma var izsé€t
ar1 Stnu suspensijas koncentratu.

Plates inkub& 37°C temperatiira 16-24 stundas. P&c tam tas var uzglabat 4°C

temperatura.
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2.2.7. E. coli $iinu pavairo$ana plazmidu analizei un nepiecie§amo klonu atlasei

Ar sterilu, liesma apdedzinatu kocinu panem vienu koloniju un kocinu iemet mégeng,
kur atrodas 3 mL LB barotnes ar atbilstoso antibiotiku. Tada veida no plates panem
vairakas kolonijas (katru sava mégeng).

MgEgenes ievieto stativa un iestiprina kratitaja. Inkubé 37°C temperatira 16-24 stundas

ar kratitaja atrumu 150-200 apgr./min.

2.2.8. Plazmidu izdali§ana no E. coli $iinam péc GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit

protokola

Pusi no pavairoto E. coli $tinu suspensijas parnes 1,5 mL mikrom&gené un centrifuggé 3
min ar atrumu 13 400 apgr./min. Nolej supernatantu un atkarto centrifugaciju, stobrina
parnesot atlikuso Stinu suspensiju. ArT p&c otras reizes nolej supernatantu, iegistot tikai
plazmidas saturo$as E. coli $tinas, kas nosédusas centrifugacijas laika.

Nogulsném pievieno 250 UL resuspendésanas buferSskiduma (Resuspension Solution)
un vorteksg, lidz iegiits homogens §kidums.

Pievieno 250 pL lizésanas $kiduma (Lysis Solution) un apvers stobrinu 4-6 reizes.
Inkubg istabas temperatiira 2-5 min.

Pievieno 350 ML neitralizacijas $kiduma (Neutralization Solution) un nekavéjoties
samaisa $kidumu, mikromégeni apversot 4-6 reizes.

Centrifugé 10 min ar 13 400 apgr./min, lai atbrivotos no nogulsném.

Supernatantu ar pipeti parnes GeneJET™ kolonna un centrifugé 1 min ar 13 400
apgr./min, péc tam nolej caurplidi.

Pievieno 500 pL mazgasanas $kiduma (Wash Solution) un centrifugé 1 min ar 13 400
apgr./min, nolej caurplidi. So soli atkarto divas reizes.

Centrifuge tukSo kolonnu ar piesaistitu DNS 1 minti ar 13 400 apgr./min, lai atbrivotos
no lieka mazgasanas Skiduma.

Kolonnu ievieto jauna 1,5 mL mikrom&geng, pievieno lidz 50 pL elugSanas
buferskiduma (Elution Buffer), kas ieprieks uzkarséts lidz ~70°C, inkubg 2 min.
Centrifugé 2 min ar 13 400 apgr./min. Savac mikromé&geni ar izdalito plazmidu

Skidumu.

2.2.9. Pozitivo DNS klonu atlase, izmantojot restriktazes

Metodi izmanto, lai parliecinatos, ka DNS klon&Sana notikusi veiksmigi. Ja klonéSana

notikusi pareizi, izSkelto gé€na fragmentu var vizualizet agarozes gela.
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Pagatavo SkelSanas maisijumu:

o 8 uL plazmidu DNS,

o 2 pL FD 10x bufera (lai kopgja tilpuma tas biitu 1x),

o 1 pL katras nepiecieSamas restriktazes,

o 8uL dH:O0.

Inkubé 15 min 37°C temperatara.

Pievieno atbilstoSo tilpumu DNS uznesanas krasas (6x Loading Dye), ja nepieciesams,

un paraugus analizg agarozes gela elektroforéze.

2.2.10. DNS sekvené$ana

Sekveng@Sanu izmanto, lai noteiktu pilno DNS parauga sekvenci un identific€tu

veiksmigos klonus.

0,2 mL mikrom&genés pagatavo sekvenésanas PCR maisijumu:

o 3 uL analiz&jama DNS (0,1-0,2 mg/mL);

o 3 pL sekvenéSanas buferSkiduma;

o 1 pL oligonukleotidu skiduma tieSajai polimerazes reakcijai,

o 12 pL dH20;

o 0,75 uL BigDye v 3.1. terminatoru maisijuma (pievieno pedgjo).

MaisTjumu samaisa, to vorteksgjot.

Veic PCR péc sekojosas programmas:

2. tabula
PCR uzstadijumi DNS sekveng&sanai.
Table 2
PCR settings for DNA sequencing.
t, °C laiks, s ciklu skaits
95 180 1
95 10
50 5 30
60 240
72 300 1
4 l1dz paraugu iznemsanai

Ar talakajiem soliem sagatavo DNS paraugus kapilarajai elektroforézei:

PCR produktu parnes 1,5 mL mikromégeng. Pievieno 16 pL dH>O un 64 pL 96%

etanola. Skidumu uzmaisa ar pipeti un vortekse.
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Centrifugé 15 minttes 4°C temperatiira ar atrumu 13 400 apgr./min, ar pipeti nosiic
supernatantu.

Nogulsném pievieno 100 UL 70% etanola DNS atsalosanai. Skidumu uzmaisa un vélreiz
centrifugé 15 miniites 4°C temperattra ar 13 400 apgr./min, nostic supernatantu.
Paraugu izzaveé termobloka 50°C temperatiira 10 min.

Izzavétam paraugam pievieno 11 pL HiDi, vorteks€ un 1si nocentrifuge, lai apvienotu
pilienus.

Paraugu kars€ 5 mintites 95°C temperatiira, péc tam strauji atdzese ledus vanna.

Uzglaba -20°C temperatiira lidz sekven&sanai.

2.2.11. Proteina produceésana E. coli BL21-DE3 ekspresijas sistéma

Séjmateriala pagatavoSana:

Ar sterilu, apdedzinatu kocinu no Petri plates panem vienu koloniju. Kocinu iemet kolba
ar LB barotni, kam pievienota atbilstosa antibiotika.

Kulttru inkubg 24 stundas 37°C temperatiira bez kratiSanas.

Proteina producésana:

400 mL 2 TY barotnes iepilda 2 L kolba, pievieno 400 UL nepiecieSamas antibiotikas
un 20-30 mL pagatavota s¢jmateriala.

Inkubg 37°C temperatira 1-2 stundas uz kratitaja ar atrumu 200 apgr./min. Ik pa laikam
Stnu suspensijai ar spektrofotometru nomeéra optisko blivumu pie 540 nm vilna garuma
(ODsao).

Stinas inkub@ 1idz ODsao vértiba 1 cm biezam suspensijas slanim sasniedz 0,4-0,5.

P&c nepiecieSama ODs4o sasniegSanas Stnas induc€ ar IPTG vai arabinozi atkariba no
plazmida eso$a promotera. Ar barotnes tilpumu 400 mL induc€Sanai japievieno 400
puLIM IPTG vai 4 mL 20% arabinozes.

Kolbu ievieto atpakal termostata 37°C un krata vél ~4 stundas.

Proteinu produkcija var notikt art 20°C temperatiira, tad Stinu augSana notiek 1€nak un
produkcijas laiks - ilgaks. Tada gadijuma $iinu suspensija pirms induc&$anas aptuveni
40 minttes jaadzes€, kratot termostata ar 20°C, un tikai tad jainducg. P&c inducésanas
kolbu ievieto atpakal 20°C un atstaj kratities uz ~16 stundam.

P&c audzesanas beigam $tinu suspensiju centrifugé 15 miniites 4°C temperattira ar 5000
apgr./min, nolej supernatantu. NepiecieSamibas gadijuma ieglito Stinu masu uzglaba

-20°C temperatiira.
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2.2.12.

2.2.13.

E. coli $tinu lizésana

Stinu masai pievieno lizé$anas buferi 3-5 mL uz 1 g §inu pastas. Ar stikla nijinu
uzsuspendg€ $iinas un parlej centrifugacijas stobrina.

Stobrinu uzliek uz ledus un pievieno dazus kristalus PMSF un DTT (ditiotreitolu) lidz
1 mM koncentracijai.

Lizg ar ultraskanu, izmantojot ultraskanas dezintegratoru ar ciklu 0,5 (0,5 s skanosSana,
0,5 s pauze) un amplitiidu 80%.

Lizatu péc nepiecieSamibas sadala vairakos stobrinos un centrifugé 40 mintites 4°C

temperatiira ar 11 000 apgr./min.

Proteinu attiriSana ar metalafinitates hromatografijas kolonnu

Metalafinitates hromatografiju var izmantot protetniem, kam pievienota vairaku (parasti

seSu) His sekvence, ko sauc par His-tag. Ar His-tag palidzibu proteins piesaistas uz kolonnas

esosajiem Ni joniem un tiek imobiliz&ti.

2.2.14.

Lidzsvaro HisTrap kolonnu ar 4-5 mL 40 mM Tris-HCI un 300 mM NaCl
buferskidumu.

Uz kolonnas ar §lirci uznes péc centrifugéta lizata supernatantu.

Skalo kolonnu ar 4-5 mL ta pasa buferSkiduma.

Kolonnu skalo ar 4-5 mL 40 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl un 20 mM imidiazola
buferSkidumu, lai atbrivotos no vajak piesaistitiem nevajadzigiem proteiniem un
paaugstinatu eluata tiribu.

Proteinu elué ar 4-5 mL 40 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl un 300 mM imidiazola

buferSkidumu. Eluatu savac un izmanto talakai analizei vai papildus tiriSanai.

Denaturéjosa poliakrilamida gela elektroforeze

So metodi izmanto proteinu sadali$anai péc to molekulmasam. Elektroforéze notiek

natrija dodecilsulfata (SDS) klatbiitn€, kas protetniem pieskir vienmeérigu ladinu proporcionali

polipeptidu izm&ram. Lai noteiktu polipeptida aptuveno garumu, elektroforézi vienlaikus

parasti

veic gan ar pétamajiem paraugiem, gan markieri- proteinu maisijumu ar zinamam visu

komponentu molekulmasam.

Elektroforézei paredzetajiem proteinu paraugiem pievieno Laemmli uzneSanas
buferskidumu attieciba aptuveni 1:1 ar metalhromatografiju eluétam proteinam vai
atkariba no proteina koncentracijas, rupigi apmaisa pipetéjot.

Paraugus karsé 95°C temperatura 10 mintites, lai taja esoSie proteini tiktu denaturéti.
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2.2.15.

Uz poliakrilamida gela bedrités uznes 6 PL markieri Unstained Protein Molecular
Weight Marker un 5-10 uL parauga (atkariba no proteina koncentracijas).
Elektroforézes iekartu pieslédz stravai. Stravas stiprumu noregulé uz 250 mA.

Veic elektroforézi 40-60 miniites [idz krasas fronte iziet no gela tam apkart esoSaja
Skidruma.

Gelu iznem no stikliem un fiks€ ar fikséSanas Skidumu uz kratitaja (~80 apgr./min)
aptuveni 10-15 mindtes.

Nolej fikséSanas Skidumu, parlej gelu ar Coomasie zilo krasvielu, lai tas parklatu gela
virsmu un kraso 5 miniites.

Krasu nolej un gelu atkraso, kratot ar destilétu tideni.

Proteinu attiriSana ar gelfiltracijas hromatografiju

Metode lauj proteinus atdalit pec to izmériem, balstoties uz to atSkirigo kustibas atrumu

sikporainajas kolonnas matriksa granulas. AtSkiriba no poliakrilamida gela elektroforézes,

proteini netiek denaturéti un pec gelfiltracijas procesa var tikt izmantoti talak.

2.2.16.

Hromatografijas iekartu, pie kuras pievienota gelfiltracijas kolonna, izskalo ar
buferSkidumu atkariba no attirama proteina ipasibam. AtseviSkiem proteiniem izmanto
20 mM Tris-HCl buferskidumu, mikrokompartmentu attiriSanai- 20 mM Tris-HCI un
50 mM NaCl vai 20 mM Tris-HCk un 300 mM NaCl buferskidumu. Gelfiltracijas
kolonnu lidzsvaro ar to pasu buferskidumu.

Attiritu proteinu Skidumu uznes uz hromatografijas iekartas ar §lirci. Maksimalais
Skiduma tilpums- 5 mL.

Atkariba no izmantotas gelfiltracijas kolonnas uzstada atbilstoSo pliismas atrumu un
frakcijas tilpumu.

Frakcijas savac 3 mL m&genés un izmanto talakai analizei vai uzlgaba 4°C temperatira.

PEG kompetento Siinu sagatavo§ana

Ar §1s metodes palidzibu iesp&ams viena Stna ietransform@t vairakas plazmidas un

vienlaikus ekspresét vairakus proteinus.

Pagatavo 5 mL s€materiala ar E. coli $inam, kas satur vienu no koekspresg€jamo
proteinu plazmidam.

Pavairo Stinas 25 mL LB barotng, kurai pievieno 250 uL 1M MgSO4 Skiduma, 125 pL
40% glikozes un 1-2 mL ieprieks sagatavota s¢jmateriala.

Inkubé 300 mL kolba 37°C temperatura aptuveni 1,5 stundas uz kratitaja ar 200

apgr./min.

35



2.2.17.

2.2.18.

Peéc inkubacijas atdzes€ ledus vanna un Siinu suspensiju ielej jau iepriekS atdzeséta
centrifugacijas stobrina.

Stinas centrifugé 4°C temperatiira 5 min ar 6000 g.

P&c centrifugacijas nolej Skidrumu, nosusina un novieto otradi uz salvetes, lai maksimali
atbrivotos no barotnes. Kad viss Skidrums likvidéts, Siinas novieto uz ledus.

Stinu masai pievieno 250 pL barotnes “A”, 0,5 mL 80% glicerina un 1 mL PEG. Siinas
rupigi resuspend@ un maisijumu homogenizg, to pipetéjot.

Homogéno maistjumu ievieto ieprieks atdzesétas 1,5 mL mikromégenés (pa 200 pL
katra) un ievieto saldétava -78°C temperatura.

Stinas lietojamas transformésanai péc 1 stundas.

Agarizetu LB barotnu pagatavoSana

Agarozes barotni- Pepton Mix- uzsilda tidens peldg lidz 95°C temperatiirai, lai barotne
klatu Skidra.

Parvieto kolbu 50°C silta ident un atdzese¢.

Kad barotne atdzisusi [idz 50°C temperatiirai, pievieno antibiotikas- dubultselektivajam
platem 800 uL ampicilina un 800 PL kanamicina, tikai ampicilina vai kanamicina
selektivitates platem 800 YL atbilstosas antibiotikas.

Barotni samaisa ar antibiotikam un izlej Petri plates, lai visa plates virsma biitu noklata.

P&c barotnu sacietéSanas, tas apgrieZ otradi un zavé UV gaisma 20-30 miniites.

Bakterialo mikrokompartmentu attiriSana

Buferskidumu ar 20 mM Tris-HCI, 300 mM NaCl un 2 mg/ml lizocimu pievieno §tinu
masai aptuveni 5 mL uz 1 g stnu.

Stinas resuspendé buferikiduma un 1 stundu lizé ar lizocimu, +4°C maisot.

Lizatu centrifugé 4°C temperatiira 10 miniites ar 5000 g.

Supernatantu nosiic un parlej ultracentrifugacijas stobrina. Ja nepiecieSams, pievieno
papildus buferSkidumu, lai skidrums biitu aptuveni 1 xm no stobrina malas.

Skidums ultracentrifugéts 4°C temperatiira 3 stundas ar 20 000 apgr./min.
buferskiduma. Nogulsnes resuspendg pipetgjot un vorteksgjot.

legitais Skidums centrifugéts 4°C temperatiira 10 mintites uz 12 000 g.

Iegiito supernatantu nosiic un attira ar gelfiltracijas metodi, izmantojot Superose 6

10/600 gelfiltracijas kolonnu.
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2.2.19.

Proteinu analize ar masspektrometrijas metodi

Masspektrometriju izmanto precizas molekulmasas noteikSanai. Masspektrometrijas

darbibas pamata ir joniz€tu molekulu atSkirigais kustibas atrums elektriskaja vai

elektromagnétiskaja lauka atkariba no to masas. Ta ka process notiek vakuuma, molekulu

kustibas atrumu neietekmé to forma, bet gan tikai masas un ladina attieciba. Uzzinot precizu

nezinamas molekulas masu, iesp&jams to identificét.

2.2.20.

Tira proteina vai proteinu $kiduma maisijumu sagatavo masspektrometrijai.

1,5 mL mikromégené 1 pL analiz§jama parauga Skiduma sajauc ar 1 pL 2% TFA
(trifluoretikskabes).

Maistjumam pievieno 1 PL matriksa DHAP (dihidroksiacetofenola) skiduma. DHAP
skidumu pagadavo, 2 mg DHAP izskidinot 100 pL etanola un 33 pL amonija citrata.

1 PL peptidu standata atseviska mikromégené sajauc ar 1 uL 2% TFA un 1 uL DHAP.
1,5 pL analiz&jama parauga un peptidu standarta uznes uz masspektrometrijas platites
un lauj maisijumam noziit.

Plati ar paraugiem ievieto masspektrometra, uzstada paraugu koordinatas un atbilstoso
analizes rezimu.

Veic mérijumus, ieslédzot 1azera stara emisiju, un analizg iegttos grafiskos rezultatus.

Akrilamida gela proteina zonu Skel§ana ar tripsinu

Triptiskas skelSanas metode lauj masspektrometriskajai analizei sagatavot paraugus no

poliakrilamida gela zonam, tadgjadi dodot iesp&ju analiz€t intereséjoSo proteinu bez

piemaisijumiem.

No poliakrilamida gela ar skalpeli izgrieZ interes€josa proteina zonu.

Gela gabaliniem pievieno 500 pL 0,2 M amonija hidrogénkarbonata (NHsHCO3z) un
50% acetonitrila (ACN) $kiduma un inkubgé 30 °C temperatira 1 stundu.

Skidumu nosiic, un procesu atkarto vélreiz, péc inkubésanas §kidumu vélreiz nosticot.
Gela gabaliniem pievieno 200 pL acetonitrila un inkubg istabas temperatiira 20 min.
Skidumu nosiic, vélreiz atkartojot ieprieksgjo soli, un péc inkubgsanas skidumu ripigi
nostc.

Tripsina Skidumam pievieno 10 pL 0,05 M hidrogénkarbonata un 10% acetonitrila
Skiduma. 20 pL no iegiita maisjjuma pievieno gela gabaliniem un lauj Skidumam
iestukties 20 min.

Ja péc 20 min gela gabaliniem apkart vairs nav skiduma, vél pievieno 5-20 pL ta pasa

tripsina $kiduma maisijuma un inkubg 37 °C temperatiira 3 stundas.
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Ja masspektrometrisko analizi paredzets veikt nakamaja diena, reakcijas maisijumu var
iesaldet.
Talak masspektrometrijas parauga sagatavoSanu VeiC p&c jau iepriek§ aprakstitas

metodes.

2.2.21. Elektronmikroskopijas paraugu sagatavo§ana

Elektronmikroskopija attels tiek iegiits, apstarojot paraugu ar elektronu staru, kas lauj

iegiit daudz augstakas izSkirtspgjas un detalizétakus attelus ka gaismas mikroskopa. Lai

paraugus varctu apskatit mikroskopa, tos nepiecieSams atbilstosi sagatavot - paraugi tiek

negativi krasoti ar uranilacetatu, lai objekti butu saskatami mikroskopa.

Uz parafilma uzpilina divus 5 pL pilienus ar paraugu.

Uz pilieniem ar pinceti uzliek sietinus (uz viena mesh 200, uz otra mesh 300) un 3 min
lauj proteTnam adsorbéties uz sietina.

Sietinus panem ar pinceti, nosusina uz salvetes un paskalo 1 mM EDTA skiduma.
Sietinus velreiz nosusina un liek 5 pL piliena ar uranilacetatu (krasviela), kas ari uzlikts
uz parafilma. Lauj paraugam krasoties 1 min.

Uranilacetatu nosusina salet€ un sietinus atstaj noziit uz salvetes zem vacina uz 30-60

min.
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3. REZULTATI UN DISKUSIA

Ar holina liazi saistito bakterialo mikrokompartmentu p&tijumi tika veikti, pamatojoties uz
Klebisella pneumoniae GenBank DMCO0799 contig00010 anotacija raksturotajiem genoma
kodétajiem BMC veidojosajiem proteiniem (9. att€ls).

Eksperimentos tika izmantoti Cetri heksamériski BMC-H proteini, kas anotéti sekojosi
GenBank ID: EPO20272.1 (apziméts ka 1), GenBank EPO20357.1 (2), GenBank EPO20328.1
(3) un GenBank EPO20271.1 (4). Tika izmantots viens pentamérisks proteins EutN, anotéts ar
GenBank ID:EP020293.1. Visi proteini ir aptuveni 10 kDa lieli - Nr. 1- 9,43 kDa, Nr. 2- 9,62
kDa, Nr. 3- 9,42 kDa, Nr. 4- 13,71 kDa un EutN 9,95 kDa. P&tijumos tika izmantoti ari ¢etri ar
bakterialajiem mikrokompartmentiem saistiti enzimi - raksturenzims holina liaze jeb CutC
(GenBank EPO20241.1, 124,08 kDa), alkohola dehidrogenaze jeb AlcDH (GenBank
EP020327.1, 43,23 kDa), aldehida dehidrogenaze jeb AIdDH (GenBank: EP0O20366.1, 50,12
kDa) un fosfotransacilaze jeb PTAC (GenBank: EPO20344, apziméts ar Pdul, 22.197 kDa).

123 EutN

a
GRM?2 11{16/16) D’»; =t =,

B svc-H [ Bmc-P I AldDH [ AlcDH [ PTAC [ Signature -CutC

9. att€ls. BMC c¢aulas proteinu un kodola enzimu izvietojums GRM2 BMC lokusa.

Figure 9. Representation of BMC shell protein and core enzyme placement in GRM2 BMC locus.

3.1.Bakterialo mikrokompartmentu iegiSana

Lai iegttu bakterialos mikrokompartmentus, tika koekspreséti tris no BMC-H
proteiniem un EutN BMC-P proteins. Klebsiella pneumoniae genoma 1., 2., un 3. BMC-H
proteinus kodgjosas sekvences atrodas viena aiz otras ar aptuveni 8-10 nukleotidu lielam zonam
starp tam. STiemesla dé tos ir iesp&jams pavairot un ekspresét kopa, un, visticamak, arT dabiski
Sie tris BMC-H proteini tiek ekspreséti kopa no policitroniskas mRNS. Sakotng&ji 1-3combo
klasteris tika pavairots ar PCR palidzibu (PCR izmantotie oligonukleotidi sadalas “Materiali un
metodes™2.1.7. apaksnodala, 24. Ipp), fragmenti tika saskelti ar HindIII un Ncol restriktazém
un ieligéti pETDuet vektoros (skat. 2. pielikumu), kas skelti ar tiem paSiem enzimiem. ArT EutN
géns tika pavairots ar PCR, fragments saskelts ar Ndel un Xhol restriktazém un ieligéts jau
izveidotos 1-3combo-pETDuet konstruktos, kas arT skelti ar tiem pasiem restrikcijas enzimiem.
Rezultata EutN proteins pETDuet plazmida atrodas zem otra T7 promotera un visi bakterialo
mirkokompartmentu producgésSanai nepiecieSamie proteini tiek ekspreséti no vienas plazmidas.
Izveidotais konstrukts ar visu nepiecieSsamo proteinu sekvencém ietransforméts E. coli BL21

(DE3) celma $tinas un proteina ekspresijas inducésana veikta, izmantojot ImM IPTG.
39


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/519469468
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/519469553
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/519469524
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/519469467
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/519469489

Bakterialo mikrokompartmentu attiriSanas shéma balstita uz publikaciju, kur attiriti un
analizéti PDU BMC (Gregory D. Havemann and Thomas A. Bobik, 2003). Shéma veiktas
izmainas, lai izveidotu efektivaku un vienkar$aku attiriSanas protokolu. Sakotngji Stnu
liz€8anai izm&ginata gan metode ar lizocima, gan ultraskanas izmantoSanu, tacu ka gal&ja
metode tika izv€leta liz€Sana ar lizocimu. Ta ka lizéSana ar lizocimu raksturojama ka “maigaka”
metode, kompartmenti bija stabilaki un BMC proteini agregatu piki tika novéroti retak.

Stinu lizé$anai tika izmantots 20 mM Tris-HCI (pH 8) un 50 mM NaCl buferskidums,
kam pievienots lizocims 2 mg/mL. Buferim pievienotais NaCl ir nozimigs faktors veiksmiga
bakterialo mikrokompartmentu izveidg, jo, méginot BMC producét bez sals klatbiitnes, tie
izjuka, Caulas proteiniem veidojot dazada licluma agregatus. Stnas tika suspendétas $aja
buferskiduma un lizétas 1 stundu +4 °C temperatiira, $tinu masu nepartraukti maisot. Iegutais
lizats centrifugéts 15 min 5000 g, lai atbrivotos no $inu palieckam, un supernatants
ultracentrifugéts 50000 g 3 stundas, lai bakterialie mikrokompartmenti sediment&tos.
Ultracentrifugacijas nogulsnes tika resuspend@tas buferskiduma bez lizocima, nocentrifuggtas
pie 10000g 10 min, lai atbrivotos no lielakam dalinam, kas arT ultracentrifugacijas procesa
nogulsn&jusas, un kompartmenti talak tika attiriti, izmantojot Superose 6 10/600 gelfiltracijas

kolonnu (10. attgls.)
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10. attels. BMC attiriSana, izmantojot Superose 6 10/600 gglfiltracijas kolonnu. Atzimé&tas frakcijas, kuras
atrodami attiritie BMC.

Figure 10. BMC purification, using Superose 6 10/600 gel filtration column. Marked are fractions in which BMC
can be found.

Gelfiltracijas attela lielakais pikis redzams 30.-35. frakcija, taCu sakot ar 45. frakciju

sakas mazaks pikis, kur p&c licluma varétu atrasties uniformas bakterialo mikrokompartmentu
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dalinas. Lai noteiktu, kura frakcija atrodami BMC, frakcijas tika analiz&tas poliakrilamida gela

elektroforéze (11. attels).

kDa
M 30 32 34 36 33 40 42 44 46 48 50 52 54

11. attels. BMC attiriSana ar gelfiltracijas kolonnu, frakciju analize poliakrilamida gela. M- markieris, 30.-54.
frakcija.

Figure 11. BMC purification using gel filtration column, fraction analysis in polyacrylamide gel. M- marker,
fractions 30 to 54.

Ka redzams 11. attéla, lai gan ari 32. frakcija redzamas BMC proteinu zonas, tie,
visticamak, ir lieli proteinu agregati un $tinu fragmenti, kuri gélfiltracijas procesa iznak tulit
péc tuksa tilpuma. Bakterialie mikrokompartmenti konstat€jami 46-50. frakcija.

AttiriSanas procesa panemti paraugi elektronmikroskopijas analizei - pirms gélfiltracijas
no resuspendéto ultracentrifugacijas nogulSnu Skiduma un Superose 6 gelfiltracijas 46.-51.
apvienotajam frakcijam. Elektronmikroskopijas analize (12. attéls) apstiprina BMC iegiiSanu -
att€los redzamas relativi uniformas un simetriskas dalinas ar diametru 25-30 nm.

Visu iepriek§ raksturoto bakterialo mikrokompartmentu izméri in Vvivo S$tnu
elektronmikroskopijas att€los ir aptuveni 100-200 nm, kas par 4-5 reizém parsniedz musu
eksperimenta iegiito dalinu izméru. Lidziga izméra dalinas (aptuveni 25 nm diametra) ir iegutas,
sintétiski producgjot p-karboksisomas E. coli $tnas (Fei Cai et al., 2016). Saja eksperimenta
karboksisomas tika producgtas gan tukSas, gan ar ar maksligi piesaistitiem proteiniem, ko
ieslégt bakterialaja mikrokompartmenta.

Iesp&jams, ka mazaka izméra bakterialie mikrokompartmenti veidojusies tadel, ka tie
ir tuksi un nav piesaistijusi ne BMC raksturigos enzimus, ne substrata molekulas. Fei Cai et al.
pétijuma, kur producétas karboksisomas, gan tukso, gan pildito BMC diametrs atkiries
minimali - tikai par aptuveni 1 nm, tacu, iesp&jams, $adi rezultati iegiiti, jo karboksisomas nav

ieslégti nativie enzimi un substrata molekulas. Ka jau minéts literattiras apskata, tiek uzskatits,
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ka bakterialo mikrokompartmentu raksturenzimiem ir nozimiga loma BMC veidoSanas
procesa, un to N vai C terminala gala sekvencei ir nozimiga loma kompartmentu savaksanas
gaita. Lai gan koekspresgjot bakterialos mikrokompartmentus kopa ar katru no BMC enzimiem
(skat. talak 3.3. apaks$nodalu) nebija novérojamas nozimigas kompartmentu izméra izmainas,
iespejams, BMC izmérs palielinas, ja tajos iepakoti gan visi nepiecieSamie enzimi, gan arl
substrata molekulas. Tapat iesp&jams, ka bakterialo mikrokompartmentu izméru ietekméjusi
talak aprakstita mutacija 1-3combo sekvencg, kas varétu izmainit BMC-H proteinu pakoSanas

procesu un novest pie mazaka kompartmentu izmeéra.

B S

12. attéls. Elektronmikroskopija iegiitais bakterialo mikrokompartmentu attéls p&c ultracentrifugacijas (A) un p&c
gelfiltracijas uz Superose 6 kolonnas (46.-51. frakcija, B). Ar bultinu atziméti BMC.

Figure 12. Image of bacterial microcompartments, obtained using electron microscopy from ultracentrifugation
(A) and gel filtration on Superose 6 column (fractions 46-51, B). Arrow pointed to BMC’s.

42



3.2. Priek$noteikumi bakterialo mikrokompartmentu izveidei

Bakterialo mikrokompartmentu producésanu tika méginats veikt izmantojot tikai katru
atseviSko BMC-H proteinu kopa ar EutN BMC-P proteinu, attiecigi 1+EutN, 2+EutN un
3+EUtN ar mérki minimizet ekspres€jamo proteinu skaitu un noskaidrot minimalo proteinu
saturu dalinu veidoSanai. Ekspreséjot BMC proteinus visas tris kombinacijas, bakterialie
mikrokompartmenti neveidojas, kas liecina par visu tris BMC-H proteinu nepiecieSamibu un
mijiedarbibu veiksmiga mikrokompartmentu veido$anas procesa. ST iemesla dgl visos pargjos
eksperimentos ar bakterialajiem mikrokompartmentiem ekspreséti visi tris BMC-H proteini, lai

nodros$inatu veiksmigu BMC veidosanos.
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13. attéls. 1+E, 2+E un 3+E attiri$ana, izmantojot Superose 6 10/600 kolonnu. A) 1+E, M-markieris, 32.-62.
frakcija, B) 3+E, M-markieris, 30.-62. frakcija, C) 2+E, M-markieris, 30.-64. frakcija. Neviena no geliem nav
konstat€jamas bakterialajiem mikrokompartmentiem raksturigas zonas.

Figure 13. Purification of 1+E, 2+E and 3+E, using Superose 6 10/600 gel filtration column. A) 1+E, M-marker,
fractions 32 to 62, B) 3+E, M-marker, fractions 30 to 62, C) 2+E, M-marker, fractions 30 to 64. Bacterial
microcompartment zones cannot be seen in any of the images.

Analiz€éjot BMC ar masspektrometriju (14. att€ls) tika konstatéts, ka sakotng€jie BMC
producéti ar mutantu 1-3combo sekvenci. Masspektrometrijas attéla redzami divi izteikti piki,
intensivakais no tiem atbilst nativam 1. BMC proteinam, bet otrs, ka izradijas p&c padzilinatas
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sekvences analizes, atbilst mutantam, pagarinatam 3. BMC proteinam. Sada mutacija radusies
kludaina praimera rezultata, kur mutanta praimera sekvenc€ notikusi viena citozina delécija
(skat 3. pielikumu). Parsteidzosa karta, bakterialo mikrokompartmentu producéSana,
ekspres€jot no jauna izveidotu 1-3combo konstruktu ar pareizu nativo sekvenci, izradijas

neveiksmiga, jo BMC dalinas péc koekspresijas analoga sistéma neveidojas (15. attéls).
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14. attels. Veselu bakterialo mikrokompartmentu masspektrometriska analize. Lielakais pikis atbilst nattvam 1.
BMC proteinam, otrs izteiktais pikis- mutantam 3. BMC protetnam.

Figure 14. Masspectrometry analysis of intact bacterial microcompartments. The largest peak represents a native
BMC protein No.1, the secon peak- a mutant BMC protein No.3.

Interesanti, ka masspektrometriskaja analizé nav konstatéti piki, kas noraditu uz abu
pargjo proteinu - 2. un EutN klatbiitni parauga. Ta ka izveidojusas veselas dalinas, EUtN
protetnam tur obligati jabiit, jo bez ta nav iesp&jama sekmiga kompartmentu izveide. lesp&jams,
ka pentameérais E proteins kompartmentos sastopams daudz mazaka daudzuma ka BMC-H
proteini, tade]l masspektrometrija nav konstatéjams. 2. BMC proteina pika neesamibu parauga
varetu ietekmét vairaki iemesli - iespgjams, ka 2. proteins kompartmenta sastopams loti maz,
tade] nav detektgjams, bet varbiit tam ir samazinata ekspresija un proteins netiek producets

pietiekama daudzuma.
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15. attels 1-3combo+E nativas formas attirisana ar Superose 6 10/600 gelfiltracijas kolonnu. M-markieris, 30.-58.
frakcija. Neviena no gelfiltracijas frakcijam nav konstatgjami BMC caulas proteini un kompartmenti acimredzami
neveidojas.

Figure 15. Purification of 1-3combo+E native form using Superose 6 10/600 gel filtration column. M- marker,
fractions 30 to 58. No BMC shell proteins are present in any of the gel filtration fractions and bacterial
microcompartments do not assemble.

Bakterialo mikrokompartmentu neveidoSanas, ekspresgjot nativo sekvenci , liek secinat,
ka izveidojusies mutacija ir nepiecieSama, lai bakterialie mikrokompartmenti sekmigi sp&tu
izveidoties un visi pétijumi lidz ar to tika veikti izmantojot konstruktus ar mutanto 1-3 combo
sekvenci. Citozina delécija 1-3combo sekvencg izraisa 3. BMC proteina pédéjo 4 aminoskabju
missense nomainu, kas likvidé originalo stop kodonu. Ta rezultata 3. proteinam izveidojas
astonu aminoskabu pagarinajums lidz jaunam stop kodonam, pagarinatajam 3. proteinam esot
10,293 kDa smagam. Iemesls $adai mutantu BMC dalinu form&Sanai un nativu dalinu
neizveidoSanai nav lidz galam skaidrs. lesp€jams, pagarinatais C-terminalais 3. proteina gals

veido citadus un stabilakus kontaktus starp atseviskiem pentaméru un heksaméru biivblokiem.
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16. attels. 1-3combo attiriSana, izmantojot Superose 6 10/600 gelfiltracijas kolonnu. M-markieris, 28.-56. frakcija.

Figure 16. Purification of 1-3combo using Superose 6 10/600 gel filtration column. M- marker, fractions 28 to 56.
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Ekspres¢jot tikai BMC-H proteinus saturoso 1-3combo bez pentamériska EutN proteina
klatbiitnes (16. attéls), gelfiltracija novérojama heksam@ro proteinu “izsméréSanas” pa visu
procesu - neveidojas diskréti kompartmentu piki (ka 11. att€la) un proteini saméra vienmerigi
sadalas pa visam frakcijam. Heksameéri bez pentameriska proteina klatbiitnes teorétiski spétu
veidot tikai dazada izméra platnveida struktiiras, kas izskaidrotu gelfiltracijas ainu - dazada

izme&ra BMC-H proteinu platnes atbilstosi savam izméram biitu sastopamas visas frakcijas.

3.3.Bakterialo mikrokompartmentu ¢aulas proteinu un enzimu koekspresijas

Bakterialo mikrokompartmentu nozimiga sastavdala ir enzimi, kas katalizé BMC
notickosas metabolisma reakcijas. Tiem nepiecieSams saistities ar kompartmenta Caulas
proteiniem BMC veidosanas procesa, jo bez enzimiem BMC nav pilniba funkciongjoss, un
pilniba izveidota un noslégta kompartmentd enzimi nespgj ieklut. Bakterialos
mikrokompartmentus veidojoSo proteinu potenciala saistiSanas sp&ja ar BMC enzimiem tika
parbaudita, izmantojot tris enzimus - alkohola dehidrogenazi (AlcDH) un aldehida dehidrgenazi
(AldDH), kas ir sastopami visas metabolosomas, un holina trimetilamina liazi (CutC), kas ir
raksturenzims tiesi Klebsiella pneumoniae GRM2 bakterialajiem mikrokompartmentiem.
GRM2 tipa CutC enzimam ir aptuveni 330 aminoskabju gar§ N-terminals pagarinajums, kura
funkcija nav precizi noskaidrota — ir izteiktas idejas, ka Sis pagarinagjums nodrosina CutC
iepakosanu BMC, lidzigi ka 1sas C un N-terminalas sekvences to veic AIdDH gadijuma (Gints
Kalnins et al., 2015, Cheryl A. Kerfeld and Onur Erbilgin, 2015). CutC N- terminala doména
nozime BMC caulas proteinu saistiSanas procesa tika analiz€ta, izmantojot jau ieprieks
izveidotus N-terminalus heksahistidinu tagus saturoSus konstruktus - pRSF-ACutC, kurs
nesaturéja N-terminalas 334 aminoskabes un pRSF-N-CutC, kur§ saturgja tikai N-terminalas
334 aminoskabes (G. Kalnin§, nepublicéts materials).

Lai parbauditu bakterialos mikrokompartmentus veidojoSo proteinu sp€ju piesaistit
kompartmentu kodola enzimus un CutC doménu nozimi saistiSanas procesa, BMC proteini
kopa ar enzimiem tika koekspreséti divplazmidu pRSF-TEVDuet un pETDuet sistéma E.coli
BL21-DE3 sunas. pETDuet un PRSF-TEVDuet plazmidas satur dazada tipa origin saitus un
dazadus antibiotiku rezistences génus (pETDuet- ampicilina rezistences géns, pRSF-TEVDuet-
kanamicina rezistences géns), tas ir savietojamas un ir iesp&jams vienlaikus uzturét E.coli $tina
un veikt ekspresiju no visiem Cetriem promoteriem, tiem vienam otru neietekméjot.

Koekspresijas tika veiktas, izmantojot 2 dazadus vektorus - pETDuet un pRSF-
TEVDuet ( 3. tabula ka pRSF) (plazmidu genétiskas kartes skat. 1. un 2. pielikuma). Sakotngji
ar PCR palidzibu tika pavairotas AlcDH un AldDH sekvences (PCR oligonukleotidi 2.1.7.,
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24.1pp) un ieligétas pRSF-TEVDuet vektoros pa BamHI un Hindlll saitiem (AldDH) un Pagl
un HindIII saitiem (AlcDH). Iegitie konstrukti, ka art tris CutC konstrukti (pRSF-CutC, pRSF-
ACutC un pRSF-N-CutC; Gints Kalnins et al., 2015) tika transforméti E.coli BL21 DE3 $iinas.
No tam pagatavotas PEG kompetentas Stinas, kuras transformétas plazmidas ar BMC proteinu

sekvencém PETDuet vektoros. Kopuma tika veiktas 25 koekspresijas péc shémas tabula Nr.3.

3. tabula
BMC proteinu un CutC, CutC-A, CutC-N, AlcDH, AIdDH koekspresijas sheéma. Iekavas saisinajumi attelu
aprakstos Nr. 17 un Nr. 19
Table 3
Scheme of BMC protein and CutC, CutC-A, CutC-N, AlcDH, AldDH coexpression. In the brackets -abbreviations
in descriptions for images No. 17 and No. 19.

pETDuet-1 ar pRSF-AlcDH (1+AlcDH), pRSF-AldDH (1+AldDH), pRSF-CutC
(1+CutC), pRSF-ACutC (1+ACutC), pRSF-N-CutC (1+N-CutC)
pETDuet-2 ar pRSF-AlcDH (2+AlcDH), pRSF-AldDH (2+AldDH), pRSF-CutC
(1+CutC), pRSF-ACutC (2+ACutC), pRSF-N-CutC (2+N-CutC)
pETDuet-3 ar pRSF-AlcDH (3+AlcDH), pRSF-AldDH (3+AldDH), pRSF-CutC
(1+CutC), pRSF-ACutC (3+ACutC), pRSF-N-CutC (3+N-CutC)
pETDuet-4 ar pRSF-AlcDH (4+AlcDH), pRSF-AldDH (4+AldDH), pRSF-CutC
(1+CutC), pRSF-ACutC (4+ACutC), pRSF-N-CutC (4+N-CutC)
pETDuet-E ar pRSF-AlcDH (E+AlcDH), pRSF-AldDH (E+AldDH), pRSF-CutC
(1+CutC), pRSF-ACutC (E+ACutC), pRSF-N-CutC (E+N-CutC)

Visiem koekspresijas eksperimentiem tika izaudzets 50 ml biomasas, un proteini attiriti,
izmantojot HisTrap HP 1 ml metalafinitates hromatografijas kolonnu. Metalafinitates
hromatografiju koekspres€to proteinu attiriSanai iesp&jams izmantot, jo visam pRSF-TEVDuet
vektoros ligétajam sekvencém ir pievienota 6x His sekvence, kas nodrosina piesaistiSanos pie
metalafinitates kolonnas. No kolonnas iegiitie eluati sakoncentréti un analizeti ar poliakrilamida
gela eletroforézi.

Elektroforézes gela (17. attéls) redzams, ka visi tris izmantotie enzimi ir saistijusies ar
4. BMC proteinu - redzama biezaka zona, kas novietojusies atbilstosi 4. proteina molekulmasai.
Tas liecina par 4. proteina iesaisti bakterialo mikrokompartmentu enzimu piesaistiSanas
procesa. Ceturtais BMC proteins ir arT smagakais no visiem- pargjo cetru BMC proteinu masa
ir robezas no 9,42 kDa lidz 9,95 kDa (Nr. 1- 9,43 kDa, Nr. 2- 9,62 kDa, Nr. 3- 9,42 kad un
EutN 9,95 kDa), bet BMC proteins Nr.4. ir par nepilniem 4 kDa smagaks - ta masa ir 13,71
kDa. 4. proteinam ir pagarinats C-terminalais gals, kas ir par aptuveni 30 aminoskabju

atlikumiem garaks ka pargjiem BMC proteiniem.
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17. attels. BMC protetnu un AlcDH, AldDH un CutC koekspresijas analize poliakrilamida gela elektroforeze. M-
markieris, 1- CutC, 2- CutC+4, 3- AlcDH+1, 4- AldDH+2, 5- AlcDH+3, 6- AlcDH+4, 7- AlIcDH+E, 8- AldDH+1,
9- AldDH+2, 10- AldDH+3, 11- AldDH+4, 12- AIdDH+E. Ar bultu atziméts 4. BMC proteins.

Figure 17. Coexpression analysis of BMC proteins and AlcDH, AldDH and CutC in polyacrylamide gel
electrophoresis. M- marker, 1- CutC, 2- CutC+4, 3- AlcDH+1, 4- AldDH+2, 5- AlcDH+3, 6- AlcDH+4, 7-
AlcDH+E, 8- AldDH+1, 9- AldDH+2, 10- AldDH+3, 11- AldDH+4, 12- AldDH+E. Marked with an arrow- 4th
BMC protein.

Ka redzams BMC proteinu sekvencu salidzinajuma (18. attéls), 4. proteina C-
terminalais gals ir ievérojami pagarinats, tacu lidz §im nav precizi noskaidrotas ta funkcijas. Ta
ka 4. proteins ir vienigais, kas saistas ar BMC enzimiem, iesp&jams, pagarinatais C gals ir
lesaistits enzimu piesaistei bakterialajiem mikrokompartmentiem, jo pargja sekvence visiem
BMC-H proteiniem ir loti lidziga. Lai precizi noskaidrotu faktorus, kas 4. BMC proteinam lauj
saistities ar bakterialo mikrokompartmentu enzimiem, bitu nepiecieSams veikt talakus
pétijumus, varigjot 4. BMC proteina C-terminala gala sekvenci. Sadi biitu iespgjams precizak
noteikt konkréta sekvences posma nozimi proteinu sp&ja savstarpgji saistities, un iegt

pilnigaku sapratni par enzimu piesaistes procesu.

1 20 40 60 80 100 120

18.attels. BMC proteinu sekvencu salidzinajums. Ar ar atbilstoSajiem numuriem atziméri BMC proteini.

Figure 18. Alignment of BMC protein sequences. BMC proteins are marked with corresponding numbers.
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19. attéls. BMC proteinu un CutC, CutC-N un ACutC koekspresijas analize poliakrilamida gela elektroforéze. A)
M-markieris, 1-CutC, 2-CutC-N, 3- ACutC, 4- 1+CutC eluats, 5- 1+CutC-N el., 6- 1+ACutC el., 7- PETDuet-1.
B) M- markieris, 1-CutC, 2-2+CutC eluats, 3- 2+CutC lizats, 4- ACutC, 5- 2+ACutC el., 6- 2+ACutC liz., 7- CutC-
N, 8-2+CutC-N eluats, 9- 2+CutC-N liz., 10- PETDuet-2 el., 11- PETDuet-2 lizats. C) M- markieris, 1-CutC, 2-
3+CutC eluats, 3- 3+CutC lizats, 4- ACutC, 5- 3+ACutC eluats, 6- 3+ACutC lizats, 7- CutC-N, 8- 3+CutC-N el.,
9- 3+CutC-N liz., 10- PETDuet-3 el., 11- PETDuet-3 liz. D) M-markieris, 1-CutC, 2- 4+CutC eluats, 3- 4+CutC
lizats, 4- ACutC, 5- 4+ACutC el., 6- 4+ACutC liz., 7- CutC-N, 8- 4+CutC-N el., 9- 4+CutC-N liz., 10- PETDuet-
4 el., 11- PETDuet-4 liz. E) M- markieris, 1-CutC, 2- E+CutC eluats, 3- E+CutC lizats, 4- ACutC, 5- E+ACutC
el., 6- E+ACutC liz., 7- CutC-N, 8- E+CutC-N el., 9- E+CutC-N liz., 10- PETDuet-E el., 11- PETDuet-E el.

Figure 19. Coexpression analysis of BMC proteins and CutC, CutC-N and ACutC in polyacrylamide gel
electrophoresis. A) M-marker 1-CutC, 2-CutC-N, 3- ACutC, 4- 1+CutC eluate,5- 1+CutC-N el., 6- 1+ACutC el.,
7- PETDuet-1. B) M- marker, 1-CutC, 2-2+CutC eluate 3- 2+CutC lysate 4- ACutC, 5- 2+ACutC el., 6- 2+ACutC
lys., 7- CutC-N, 8-2+CutC-N el., 9- 2+CutC-N lys., 10- PETDuet-2 el., 11- PETDuet-2 lysate. C) M- marker, 1-
CutC, 2- 3+CutC eluate, 3- 3+CutC lysate, 4- ACutC, 5- 3+ACutC eluate, 6- 3+ACutC lysate, 7- CutC-N, 8-
3+CutC-N el., 9- 3+CutC-N lys., 10- PETDuet-3 el., 11- PETDuet-3 lys. D) M-marker, 1-CutC, 2- 4+CutC eluate,
3- 4+CutC lysate, 4- ACutC, 5- 4+ACutC el., 6- 4+ACutC lys., 7- CutC-N, 8- 4+CutC-N el., 9- 4+CutC-N lys.,
10- PETDuet-4 el., 11- PETDuet-4 lys. E) M- marker, 1-CutC, 2- E+CutC eluate, 3- E+CutC lysate, 4- ACutC, 5-
E+ACutC el., 6- E+ACutC lys., 7- CutC-N, 8- E+CutC-N el., 9- E+CutC-N lys., 10- PETDuet-E el., 11- PETDuet-
E lysate.
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Poliakrilamida g€la elektroforézes atteélos, kur analiz€ta BMC caulas proteinu
mijiedarbiba ar N-terminalo domé&nu saturoSiem un nesaturo$iem CutC konstruktiem, redzams,
ka tikai 4. BMC proteins saistas ar holina liazi, un visveiksmigak tas notiek ar pilna garuma
CutC. 19. att€la D otraja un treSaja josla (4+CutC eluats un 4+CutC lizats) redzamas izteiktas
4. proteina zonas. Lai gan ar1 lizata redzama bieza zona, tomér skaidri redzams, ka 4. proteins
efektivi saistas pie CutC. Ar abiem pargjiem konstruktiem- ACutC (19. attgla paraugi 4.-6 D)
CutC-N (19. attela paraugi 7-9 D) redzamas vajakas 4. proteina zonas.

Salidzinot ar kontroles paraugiem, kur attirits tikai 4. proteins ( 19. attéla paraugi 10-11
D), redzams, ka ACutC un CutC-N eluatu paraugos 4. proteina zonas ir biezakas ka kontroles
eluata parauga, kas liecina par vajaku, bet detektéjamu piesaistiSanos enzima konstruktiem, jo
BMC 4. protetnam nav pievienots 6 histidinu tags un tas nevar tiesi piesaistities metalafinitates
kolonnai (19. attéla D, 10. linija). Ta ka CutC eluata parauga 4. proteina zona ir visizteiktaka,
var secinat, ka enzima piesaisté bakterialajam mikrokompartmentam iesaistita ne tikai N
terminala gala sekvence un efektiva piesaiste notiek tikai ar pilnas sekvences CutC enzimu.

Pargjiem cetriem BMC protelniem nav noverojama piesaistiSanas nevienam no CutC
konstruktiem - 1., 2. un 3. proteina koekspresijas analizé eluatu paraugos gan ir redzama zona,
kas atbilst So proteinu masai, tacu tas nav lielakas ka kontroles paraugiem, tadel nevar izdarit
secinajumus par piesaistianos pie kada no CutC enzima konstruktiem. EutN izteikti redzams,
ka nenotiek mijiedarbiba ar enzimiem — eluacijas frakcijas papildus zonu nav. Tas norada, ka
mijiedarbiba ar CutC konstruktiem nav notikusi un EutN proteins nav piesaistijies
metalafinitates kolonnai.

Lai parbauditu bakterialo mikrokompartmentu enzimu savstarpgjo sp&ju saistities, tika
koekspreséti Cetri  bakterialo mikrokompartmentu enzimi - AlcDH, AldDH, PTAC
(fosfotransacilaze), kas ir tris obligati nepiecieSamie kompartmentu enzimi kofaktoru
atjaunoSanai, un raksturenzims CutC. Koekspresija notika péc shémas 4. tabula. Enzimu
koekspresija veikta tapat ka ieprieks, abas plazmidas koekspresgjot E. coli BL21 (DE3) §tinas,
audzgjot 50 mL tilpuma, attirot ar metalafinitates hromatografijas kolonnu un paraugus

analizgjot ar poliakrilamida gela elektroforézes palidzibu.
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4. Tabula
BMC kodola enzimu koekspresijas shéma. Iekavas saisinajumi 20. attgla apraksta.
Table 4

Scheme of BMC core enzyme coexpression. In the brackets- abbreviations in description of figure 20.
PRSF-TEVDuet-CutC ar pETDuet-AlcDH (CutC-AlcDH), pETDuet-AldDH (CutC-

AlIdDH) un pETDuet-PTAC (CutC-AlcDH)
pRSF-TEVDuet-AlcDH ar | pETDuet-AldDH (AlcDH-AIdDH), pETDuet-PTAC (AlcDH-

PTAC)

pPRSF-TEVDuet-AldDH ar | pETDuet-AlcDH (AldDH-AIcDH), pETDuet-PTAC (AldDH-
PTAC)

pRSF-TEVDuet-PTAC ar | pETDuet-AlcDH (PTAC-AIcDH), pETDuet-AldDH (PTAC-
AldDH)

Analizgjot BMC kodola enzimu savstarp&jo saistiSanos, noverojams, ka mijiedarbibas
starp dazadiem kodola enzimiem ir atskirigas. Koekspresgjot raksturenzimu CutC ar pargjiem
kodola enzimiem, novérojams, ka mijiedarbiba nenotiek ar visiem enzimiem. Eluatos
noveérojamas zonas ar AIdDH un PTAC, kas liecina, ka Sie enzimi ir saistjusies ar CutC un
starp tiem notiek mijiedarbiba. AlcDH, kam nebija novérojama mijiedarbiba ar CutC, kopuma
ekspres€jies salidzinoSi zema Itmeni, tacu noverojama mijiedarbiba ar abiem pargjiem
enzimiem - gan ar AIdDH (20.att€la 8. paraugs), gan ar PTAC (20. att. 10. par.). Ari AldDH
saistas ar abiem pargjiem metabolosomu kodola enzimiem- eluatos redzamas zonas gan ar
AlcDH (20. att. 12. par.), gan PTAC (20. att. 14. par.). Fosfotransacilaze (PTAC) ir vienigais
kodola enzims, kas parliecinosi saistas ar visiem pargjiem kodola enzimiem, un novérojama
mijiedarbiba ir spéciga, jo redzamas PTAC zonas eluatos ir salidzino$i intensivas. Lai
parbauditu mijiedarbibas stiprumu un raksturu ar starp raksturenzimu CutC un AlcDH un
PTAC, varétu izveidot koekspresijas sistemu ar CutC, BMC ¢aulas proteiniem un kadu no
abiem enzimiem, lai m&ginatu $os kodola enzimus ar CutC palidzibu iepakot bakterialajos
mikrokompartmentos. Ar $ada eksperimenta palidzibu salidzinosi uzskatami varétu parbaudit
enzimu mijiedarbibas stiprumu, jo CutC enzims lidz §im izradijies vienigais, kas spgj veidot
pietickami spécigu mijiedarbibu ar BMC caulas proteiniem, lai iepakotos bakterialajos

mikrokompartmentos (aprakstits talak 3.5. nodala).
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20. attels. BMC kodola enzimu koekspresijas analize poliakrilamida gela elektroforéze. M- markieris, 1-CutC-
AlcDH lizats, 2- CutC-AlcDH eluats, 3- CutC-AldDH liz., 4- CutC-AldDH el., 5- CutC-PTAC liz., 6- CutC-PTAC
el., 7- AlcDH-AIdDH liz., 8- AlcDH-AIdDH el., 9- AlcDH-PTAC liz. 10- AlcDH-PTAC el., 11- AldDH-AlcDH
liz., 12- AIdDH-AIcDH el., 13- AIdDH-PTAC liz., 14- AldDH-PTAC el., 15- PTAC-AIcDH liz., 16- PTAC-
AlcDH el., 17- PTAC-AIdDH liz., 18.- PTAC-AIdDH el.

Figure 20. Coexpression analysis of BMC core enzymes in polyacrylamide gel electrophoresis. M-marker, 1-CutC-
AlcDH lysate, 2- CutC-AlcDH eluate, 3- CutC-AldDH lys., 4- CutC-AldDH el., 5- CutC-PTAC lys., 6- CutC-
PTAC el., 7- AlcDH-AIdDH lys., 8- AlcDH-AIdDH el., 9- AlcDH-PTAC lys. 10- AlcDH-PTAC el., 11- AldDH-
AlcDH lys., 12- AldDH-AIcDH el., 13- AIdDH-PTAC lys., 14- AIdDH-PTAC el., 15- PTAC-AIcDH lys., 16-
PTAC-AIcDH el., 17- PTAC-AIdDH lys., 18.- PTAC-AIdDH el.

Kopuma visi bakterialo mikrokompartmentu kodola enzimi saistas ar vismaz diviem no
pargjiem kodola elementiem, kas nodro$inatu veiksmigu iepakoSanos BMC ar1 gadijuma, ja
enzims tieSi nesaistas ar mikrokompartmenta caulu (21. attéls). Ta ka CutC Iidz §im vienigais
izradijis sp€ju iepakoties BMC (aprakstits 3.5 nodald), enzimu savstarpgja saistiba teoré&tiski
varétu nodro$inat visu kodola enzimu pastarpinatu piesaistiSanos caulai un iepakoSanos

bakterialaja mikrokompartmenta.

1 2 3 |41 E

cutc AlCIDH
AldDH
|

PTAC

N-domeéns|| C-doméns

21. attels. Bakterialo mikrokompartmentu ¢aulas proteinu un kodola enzimu savstarpgjas saistiSanas sheéma.

Figure 21. Scheme of binding between bacterial microcompartment shell proteins and core enzymes.
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3.4. 4. BMC proteina piesaistiSanas Hsp70

Veicot eksperimentus ar atsevisku bakterialo mikrokompartmentu proteinu attirisanu,
bija noveérojams, ka ceturtajam BMC proteinam piesaistijies vairak ka 65 kDa smags proteins.
Tas kopa ar 4. proteinu redzams poliakrilamida gela elektroforézes attela ar1 péc gelfiltracijas,
kad lielaka dala piemaisijumu no BMC proteina ir atdaliti. Piesaistita proteina identitate tika
noskaidrota, izmantojot MALDI-TOF masspektrometrijas metodi.

Lai identificétu piesaistito proteinu, 4. proteina géns tika icklonéts pRSF-TEV-Duet
vektora, tadejadi pievienojot N-terminalu heksahistidinu tagu, ekspreséts E.coli BL21-DE3
Stnas, attirits ar nikela metalafinitates hromatografiju un gélfiltraciju uz Superdex 200
kolonnas. Talak 4. proteinu saturos$as frakcijas tika sakoncentrétas un paraugs analiz&ts ar

poliakrilamida gela elektroforézi.
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22. attéls. Ceturtajam BMC proteinam piesaistitais proteina vizualizacija SDS-PAGE gela. A) Ceturta proteina
atfiriSana ar Superdex 200 10/600 gelfiltracijas kolonnu, M- markieris, 1-6- gelfiltracijas frakcijas. B)

— =~

Sakoncentrétas 4. proteina frakcijas no attiriSanas ar gelfiltraciju, M- markieris, 4- ceturtais proteins.

Figure 22. Visualisation of the 4th BMC protein and its attached protein in SDS-PAGE gel. A) Purification of the
4th protein using Superdex 10/600 gel filtration column, M- marker, 1-6- fractions from gel filtration. B)
Concentred fractions from 4th protein purification with gel filtration, M-marker, 4- the fourth protein.

Elektroforézes géla att€los uzskatami redzams, ka ari salidzinosi tiram 4. proteinam
piesaistijies cits, daudz lielaks proteins, kura zona vairakas gelfiltracijas frakcijas ir lielaka par
pasa 4. proteina zonu (22. attéls A). Sakoncentréto frakciju parauga redzama salidzinosi bieza
zona mazliet virs 66,2 kDa markiera atzimes, kur esoSais proteins masspektrometrija
identificéts ka Hsp70. ST zona tika izgriezta no gela un apstradata ar triptiskas $kel3anas metodi.

Analiz&jot nezindma proteina zonas triptiskos peptidus ar masspektrometriju, tas tika
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identificéts ka E.coli DnaK jeb Hsp70 proteins. Ka redzams 23. attéla, masspektrometrija
identificéti sesi Hsp70 triptiskie peptidi no visam sekvences dalam. Art SDS-Page gela zonas

novietojums apstiprina masspektrometrijas rezultatus - Hsp70 molekulmasa ir aptuveni 70 kDa.

1 AEVLEFMEET AEDYLGEFVT EAVITVEPAYF NDAQROATED AGRIAGLEVE
51 EIINEPTAAA LAYGLDEGTG HETIAVYDLG GGTFDISIIE IDEVDGEETFE
101 EVLATHGDTH LGGEDFDSEL INYLVEEFEE DOGIDLENDE LAMORLEEAR
151 EFAMTIELSSA QQTDVNLEYI TADATGPEHM NIFVIERAFLE SLVEDLVHES
201 IEPLEVALQD AGLSVSDIDD VILVGGOTEM PMVOFEVAEF FGEEPREDVN
251 PDEAVAIGAA VOGEEVLTGDY KDVLLLDVTP LESLGIETHGE VMITLIARNT
301 TIPTEHSOVF STAEDNQSAV TIHVLOGERE BAADNKSLGD FNLDGINPAP
351 EGMPQIEVTE DIDADGILHV SAFDEITSGE

23. attels. MALDI-TOF masspektrometrija konstatetie Hsp70 triptiskie peptidi (treknraksta).
Figure 23. Identified Hsp70 triptic peptids using MALDI-TOF masspectrometry (in bold).

DnaK jeb Hsp 70 (heat shock protein 70 kDa), ir E. coli $tinas sastopams molekularais
Caperons un iesaistits protetnu foldinga nodros§inasana. Izmeéros mazi proteini spgj foldéties bez
argjiem faktoriem un ar salidzinosi lielu atrumu (tikai dazas ps), daudzi proteini ar garumu virs
100 aminoskabju atlikumiem bez ar€jas ietekmes foldgjas tikai dalg&ji, biezi veidojot globularas
foldetos 1idz galam, japarvar liela energijas barjera. So procesu atvieglo ¢aperoni - tie samazina
pilnigam foldingam nepiecieSamas energijas daudzumu un novér$ dalgji foldéto proteinu
izjukSanu amorfos agregatos (F. Ulrich Hartl et al., 2011). Ta ka 4. proteins ir vienigais no BMC
proteiniem, kura aminoskabju sekvence ir garaka par 100 atlikumiem, ta foldings bez ¢aperonu
klatbtitnes, visticamak, nenotiek pilniba. Lai ceturta proteina foldings var€tu notikt, tam
piesaistas Hsp70 proteins un atvieglo foldinga procesu, tadel art tas konsekventi sastopams ar1
relativi tiros 4. proteina paraugos.

Hsp70 sp&j mijiedarboties ar citu proteinu hidrofobam peptidu sekvencém, kas
nodrosina piesaistisanos nefoldétiem proteiniem, kam hidrofobas sekvences ir pieejamas. Saja
gadijuma Hsp70 no E. coli sinam piesaistijies ceturta proteina hidrofobai peptidu sekvences
dalai un, visticamak, veicinajis 4. proteina foldingu. P&tijumos, kur analizéti Pdu BMC,
konstatets, ka proteinu sekvences dalas, kas nodroSina citu proteinu piesaisti un iepakoSanu
bakterialajos mikrokompartmentos, ir amfipatiskas un satur leicina ravéjsleédzi (Christopher M.
Jakobson et al., 2017). Leicina ravéjslédzis veidojas, savstarp&jas mijiedarbibas veidojot
proteinu o spiralém, kam periodiski atkartojas leicina aminoskabju atlikumi. Rezultata spirales
viena sana koncentr&jas hidrofobi aminoskabju atlikumi, kas, nonakot kontakta ar tadas paSas

uzbiives spirali, savienojas un veido hidrofobas mijiedarbibas. Sada tipa enkapsulacijas peptida
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partneris, kas atrodas ceturta proteina sekvencg, ari biitu hidrofobs, tad€] varétu piesaistit

Hsp70, kura piesaistiSanas pie proteiniem ari balstita uz hidrofobam mijiedarbibam.

3.5. BMC producéesana ar koekspresétiem kodola enzimiem

Lai parbauditu bakterialo mikrokompartmentu kodolu enzimu spg&ju iepakoties
kompartmentos, tris no Cetriem kodola enzimiem (CutC, AlcDH un AldDH) katrs atseviski tika
koekspreséti ar BMC ¢aulas proteiniem un attiriti péc tas paSas metodas, ka tika veikta tukSu
kompartmentu attiriSana. Proteinu ekspresija veikta Iidzigi koekspresijas eksprerimentiem,
izmantojot divas plazmidas - Caulas proteini ekspreséti, izmantojot jau iepriek§ aprakstito
1-3combo+E konstruktu pETDuet vektora. ST plazmida transforméta BL21 (DE3) E.coli celma
Sinds, un no tam pagatavotas kompetentas Sinas. Izveidotajas kompetentajas Sunas
transformétas pRSF-TEVDuet plazmidas, kuras bija izveidoti konstrukti ar katru no enzimiem
kopa ar ceturto protetnu (CutC+4, AlcDH+4 un AldDH+4). Visas koekspresijas audzetas 0,4 L
tilpuma, inducétas ar 1 mM IPTG un attiritas pec 3.1. apaksSnodala aprakstitas shémas,
gelfiltracijas attiriSanai izmantojot Superose 6 10/600 gelfiltracijas kolonnu.

Poliakrilamida gela elektroforézeé analiz€jot gelfiltracijas frakcijas no BMC attiriSanas
kopa ar AlcDH un AldDH, gela nebija novérojamas zonas, kas atbilstu ekspresétajiem
enzimiem (23. attéls A-1-3combo+E-AlcDH+4, B-1-3combo+E-AldDH+4). Enzimiem
nesaistoties ar Caulas proteiniem, tie, visticamak, ultracentrifugacijas procesa nav
sediment&jusies un palikusi supernatanta, tadel ar1 nav redzami gelfiltracijas attiriSanas procesa.
BMC ¢aulas proteini izveidojusi tukSus kompartmentus - gelfiltracijas attiriSanas pika frakcijas
gan ar AlcDH, gan AldDH redzami visi pieci ekspresétie Caulas proteini. Enzimiem raksturigo
zonu trikums gelos liecina, ka AlcDH un AldDH nespg; saistities ar pasu BMC un §ie enzimi
kompartmena tiek iepakoti, piesaistoties pie kada no pargjiem kodola enzimiem, kuru saistiba
jau aprakstita 3.3. nodala. AlcDH un AldDH, visticamak, saistas savstarp&ji, abiem enzimiem

saistoties ar PTAC un AldDH piesaistoties arT pie raksturenzima CutC.
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24. attels. BMC producgsana ar koekspresétiem kodola enzimiem, atiriSana, izmantojot Superose 6 10/600
gelfiltracijas kolonnu. A) 1-3combo+E-AlcDH+4 attiriSana. M- markieris, 32.-68. frakcija. B) 1-3combo+E-
AldDH+4 attiriSana. M-markieris, 30.-58. frakcija. C) 1-3combo+E-CutC+4 attiriSana, M- markieris, 32.-60.
frakcija. D) 1-3combo+E-CutC attiriS$ana, M- markieris, 30.-58. frakcija. C) un D) att€los apvilktas CutC zonas.
E) 1-3combo+E-N-CutC attiriSana. M- markieris, 30.-56. frakcija. E) 1-3combo+E- ACutC attirisana. M.
markieris, 30.-58. frakcija, apvilktas ACutC zonas.

Figure 24. BMC production with coexpressed core enzymes, purification using Superose 6 10/600 gel filtration
column. A) Purification of 1-3combo+E-AlcDH+4. M- marker, fractions 32 to 68. B) Purification of 1-
3combo+E-AldDH+4. M- marker, fractions 30 to 58. C) Purification of 1-3combo+E-CutC+4. M- marker,
fractions 32 to 60. D) Purification of 1-3combo+E-CutC. M- marker, fractions 30 to 58. In images C) and D) the
CutC corresponding zones are marked. E) Purification of 1-3combo+E-N-CutC. M- marker, fractions 30 to 56. F)
Purification of 1-3combo+E- ACutC. M- marker, fractions 30 to 58, ACutC corresponding zones are marked.

Vienigais no parbauditajiem enzimiem, kas sp&ja saistities ar bakterialo

mikrokompartmentu ¢aulu, bija raksturenzims CutC - enzimam raksturiga zona bija redzama
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BMC pika frakcijas (24. attéls C), kas liecina par enzima klatbttni BMC. Apskatot $o
1-3combo+E-CutC+4 paraugu no pika 50. frakcijas ar elektronmikroskopijas palidzibu, bija
noveérojami bakterialie mikrokompartmenti (25. att€ls), tacu to izmérs salidzinajuma ar tukSiem
BMC (12. attels B) nebija ievérojami mainijies. CutC piesaiste aulas protetniem varétu liecinat
par raksturenzima nozimigo lomu veiksmiga kodola savaksanas un funkcionala kompartmenta

izveides procesa.

25. attéls. Elektronmikroskopijas attéls ar 1-3c+E-CutC+4 p&c gelfiltracijas (50. frakcija).
Figure 25. Electronmicroscopy images of 1-3c+E-CutC+4 after gel filtration (fraction No. 50).

Enzimu koekspresijas eksperimentos ar atseviskajiem Caulas protetniem visi parbauditie
enzimi saistfjas ar 4. BMC caulas proteinu, kas lika izdarit pien€mumu par 4. proteinu ka
starpnieku enzimu iepakoSanai. Lai parbauditu So hipotézi, visi tris kodola enzimi (AlcDH,
AldDH un CutC), kuru saistiba ar ¢aulas enzimiem tika parbaudita, tos koekspresgjot kopa ar
visiem pieciem caulas proteiniem, tika ekspreséti, izmantojot tikai ¢etrus ¢aulas protetnus, kas
izmantoti tukSo BMC sintezg, t.i. bez 4. BMC proteina. Lidzigi ka ar visiem pieciem Caulas
proteiniem, AlcDH un AldDH saistiSanas nenotika ar1 $aja gadijuma. Savukart, analizg&jot
attirito 1-3combo+E+CutC kombinaciju, poliakrilamida gela bakterialo mikrokompartmentu
pika frakcijas novérojama zona, kas atbilst CutC (24. attéls D).

Akrilamida gela vizualizétajas frakcijas CutC zonas ir nedaudz mazakas ka
raksturenzima koekspresija ar visiem pieciem Caulas proteiniem, bet CutC klatbiitne liecina, ka
4. BMC proteinam nav tik nozimiga loma enzimu piesaiste, ka iepriek§ tika prognozéts.
Iesp&jams, 4. proteins veicina enzimu efektivaku piesaisti, stabiliz€ot vai pastiprinot
mijiedaribas starp CutC un ¢aulas proteiniem, tacu tas nav obligati nepiecieSams, lai notiktu

CutC piesaistiSanas Caulas proteiniem un ta iepakosana kompartmenta.
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Lai detalizétak spé€tu analizét CutC piesaistiSanas sp&ju pie BMC caulas proteiniem,
cetru Caulas proteinu (1-3combo+E) ekspresija tika veikta kopa ar jau koekspresijas analizé
izmantotajiem CutC variantiem ar un bez N-terminala doména. Caulas proteini tika ekspreséti
ar CutC katalitisko doménu (bez N-terminala doména, ACutC) un konstruktu, kas satur tikai N-
terminalo doménu (N-CutC). Sada veida biitu iesp&jams parbaudit potencidlo N-terminala
doména lomu CuC piesaistei bakteriala mikrokompartmenta caulas enzimiem. Ari Saja
gadijuma proteinu produc€sana un attiriSana veikta ka ieprieks, izmantojot Superose 6 10/600
gelfiltracijas kolonnu.

Gelfiltracijas frakciju analize parada, ka ACutC veiksmigi iepakojas BMC, tacu N-CutC
zonas poliakrilamida gela nav redzamas (24. attéls E). C terminalo doménu saturo$a CutC zona
redzama frakcijas ar lielako BMC caulas proteinu koncentraciju, un liecina par veiksmigu
saistidanos starp enzimu un &aulas proteiniem (24. attéls F). Sads rezultats noraida ieprieks
izvirzito teoriju par N-doména lomu CutC piesaisté un iepakosana kompartmenta (Jan Zarzycki
et al., 2015). Iesp&jams, CutC N-terminala doména loma varétu bt vairak saistita ar paréjo
kodola enzimu piesaistiSanu komparmenta ¢aulas protetniem, ko varétu parbaudit, BMC c¢aulas
proteinus un pargjos tris kodola enzimus koekspresgjot kopa ar katru no CutC variantiem. Sada
veida uzskatami biitu iesp&jams vizualizét katra CutC doména lomu pargjo enzimu piesaisté
kompartmenta caulai, un detalizétak izprast raksturenzima nozimi kop&ja bakterialo
mikrokompartmentu veidoSanas procesa.

Ta ka neviens no testétajiem enzimiem, atskaitot CutC, nespgj piesaistities Caulas
proteiniem, tas varétu kalpot par adaptoru stap enzimu veidoto kodolu un ¢aulu.
Karboksisimam ir konstatéti adaptoru proteini (Thawatchai Chaijarasphong, et al., 2016, Fei
Cai et al., 2015), tacu metabolosomam tadi vél nav identificéti. Lai So hipotézi parbauditu,
pirmkart, biitu nepiecieSams parbaudit ari PTAC sp€ju saistities ar ¢aulas proteiniem, lai pilniba
apstiprinatu, ka CutC vienigajam piemit Tpasiba saistities ar Caulu, un, otrkart, ekspresét caulas
proteinus ar AlcDH, AIdDH un PTAC ar un bez CutC klatbiitnes ar mérki noskaidrot vai CutC

klatbtitne kads no kodola enzimiem spgj iepakoties BMC caula.
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SECINAJUMI

Koekspresgjot cetrus GRE2 tipa bakterialo mikrokompartmenu proteinus (1., 2., 3. un
EutN), var iegtit simetriskas BMC dalinas ar diametru 25-30 nm.

BMC dalinu veidoSanai ir nepiecieSams mutants 3. proteins ar 4 pedgjo aminoskabju
missense mutaciju un 8 aminoskabju pagarinajumu.

TukSas iegttas BMC dalinas satur vismaz tris no Cetriem ekspresétajiem proteiniem
(1.,3. un EutN).

Ceturtais BMC proteins piesaista Hsp70, iesp&jams nesafoldéSanas vai hidrofobas
mijiedarbibas veidoSanas del.

Ceturtais BMC proteins spgj saistities ar visiem pilna garuma GRE2 kodola enzimiem.
. Kodola enzimi veido savstarpgjas mijiedarbibas dazadas kombinacijas - CutC saistas ar
AldDH un PTAC, AlcDH saistas ar AIdDH un PTAC, AldDH saistas ar AlcDH un
PTAC un PTAC saistas ar visiem trim enzimiem: gan CutC, gan AlcDH, gan arT1 AldDH.
CutC spgj iepakoties BMC ¢aula, un tas notiek ari bez ceturta BMC proteina klatbiitnes,
l1dz ar to sakotngja hipotéze par ceturta proteina ka iepakosSanas mediatora lomu nav
apstiprinama.

CutC N-terminala doména klatbiitne nav obligati nepiecieSama CutC iepakoSanai BMC,

11dz ar to ta funkcija paliek nezinama.
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1. pielikums
PRSF-TEVDuet plazmidas genétiska karte

pRSF-TEVDuet

ACYCDuetUPl - T7 promoter=-1
GOCATACCGCGARAGGTTTTGCGCCAT TCGATGGTGTCOGGGATCTCGACGCTCTCCCTTATGCGACTCCTGCATTAGGAAATTAATACGACTCACTATA

lac operator rbs His-Tag
GGEGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTGTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAATAAGGAGAT AATCGATGOGCAGCAGCCATCACCATCATCACCAC

G 5 5

Necol Pstl HindIII

TEV cleavage site BamHI Ascl Sall Notl AfLIT

AGCCAGGATCACGAAAMCCTETACTTTCAGGGAT CCATGECGCGCCTGCAGET CGACAAGCTTGCGGLCGCATAATGC TTAAGTCGAACAGAAAGTAATC
S @ D H S M A RLQWVD KL AA A
Tatl DuetUP2 -+ T7 promoter-2 lac operator

GTATTGTACACGGCCGCATAATCGAAATTAATAC GACTCACTATAGGGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCATCTTAGTATATTAGT TAAGTATARG

+ DuetDOWMN1

Mfel Fsel Pvul Kpnl
rbs NgeI  BglIl EcoRV_ _Nael AsisST Zral XhoT 5-Tag
AAGGAGATATACATATGGCAGATCTCAATTGEATATCGGCCGECCACGCGATCGCTGACGTCGETACCCTCGAGTCTGETAAAGAAACCGCTGCTGLGAA
A DLNWTISAGMHATIADWGTLE S G
Pacl AvrlI T7 terminator

ATTTGAACGCCAGCACATGGACTCGTCTACTAGCGCAGCTTAATTAACCTAGGC TGCTGCCACCGE TGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCT
S T 5 A A

AAACGEGETCTTGAGGGGTTTT T TGCTGAMACCTCAGGCATTTGAGAAGCACACGGTCACACTGCTTCCGGTAGT CAATAAACCGETAAAC CAGCAATAGA
« T7 _rewv




2. pielikums
PETDuet-1 plazmidas genégtiska karte

pET Upstream
SgrA | Primer #69214-3 Cial T7 promoter-1

AGCAACCGCACCTGTGGCGCCEGETEATECCGGCCACGATGLGTCCGECETAGAGGATCGAGATCGATCTCGATCCCGCGAARTTAATACGACTCACTATA

T7 transcription start-1
lac operator Xba | rbs Neo | His-Tag
GGEGGAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACCATGGGCAGCAGCCATCACCATCATCACCAC
MetGlySerSerHisHisHisHisHisHis

BspM | BsiG |
Sac| Pstl DuetUP2 Primer
BamH | EcoR | EcH361  Asc 135588387 | sai| Hind Il Not | Aff Il #71180-3

o .

AGCCAGGATCCGAATTCGAGCTCGGCGCGCCTGCAGETCGACAAGCTTGCGGCCGCATAATGCTTAAGTCGAACAGAAAGTAATCGTATTGTACACGGEC

SerGLnAspProAsnSerSerSerAlafArgleuGlnValAspLysLeuAlaAlaAlaEnd Duemr
17

#1783
DuetlUP2 Primer T7 transcription start-2
#71180-3 T7 promoter-2 |—" lac operator rbs Nde |
GCATAATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGEAATTGTGAGCGGATAACAATTCCCCATCTTAGTATATTAGTTAAGTATAAGAAGGAGATATACAT

DuetDOWNA Primer
#71179-3

Ngoa IV Xhol
Nde | Bglll _Munl EcoRV _ Fsel Sqgrl Aatll Kpnl _Aval S-Tag
ATGGCAGATCTCAATTGGATATCGGCCGGCCACGLGATCGLTGACGTCGGTACCCTCGAGTCTGGTAAAGAAACCGCTGCTGCGAAATTTGAACGLCCAG
MetAlaAsplLeuAsnTrpIleSerAlaGlyHisAlaIlealaAspValGlyThrLeuGluSerGlyLysGluThrAlaAlaAlaLysPheGluArgGln

S-Tag Pacl _Awrll Bpui102 | T7 terminator
CACATGGACTCGTCTACTAGCGCAGCTTAATTAACCTAGGCTGCTGCCACCGCTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGGGCCTCTAAACGEETCTTE
HisMetAspSerSerThrSerfAlaAlaEnd T7 Terminator Erimer

#G0337-3

pETDuet-1 cloning/expression regions



3. pielikums

1-3combo praimeru mutantas un nativas sekvences salidzinajums

Strand

Gaps

Identities

Expect
0.0

Score

Plus/Plus

1/907(0%)

206/207(99%)
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4. pielikums
Dokumentara lapa

b

Bakalaura darbs ,,Ar holina liazi saistito bakterialo mikrokompartmentu raksturojums’

izstradats Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju centra.

Ar savu parakstu apliecinu, ka petijums veikts patstavigi, izmantoti tikai taja noraditie
informacijas avoti un iesniegta darba elektroniska kopija atbilst izdrukai.
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