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KOPSAVILKUMS

Datormodelé&sana un biokimisko celu simulé$ana ir sisttmbiologijas pamatnostadnes, un
pastav vairakas metodes, kas var palidzét So sistému izpétisana. Darba izmantota divu
sistémbiologijas modelésanas metozu pieeja Stinu taukskabju sintézes metabolisma pétisanai.

Darba ietvaros izveidots kin&tiskais modelis, kas ietver glikolizes cela reakcijas un
reakcijas, kas ved Iidz taukskabju sintez€joSajam enzimam- FAS, ka ari pilnveidots genoma
izméra metaboliskais modelis dinoflagellatam Crypthecodinium cohnii. Kinétiskais modelis
tika parametrizéts saskana ar pieejamajiem eksperimentalajiem datiem. Aplikoti
stehiometriskaja modeli ietvertie metabolisma regulacijas mehanismi taukskabju sintézei un
galvena prekursora metabolita iesaiste organisma reakcijas.

Turpmak abus modelus paredz&ts izmantot stratégiju veidoSana p&tama organisma
metabolisma optimizacijai. Mérkis ir palielinat dokozaheksagénskabes razoSanu, un veikt
pareizo substratu izveli organisma audz€sanai bioreaktora.

Atslégas vardi: Dokozaheksaénskabe, Crypthecodinium cohnii, kinétiska model&sana,

stehiometriska modelésana.



SUMMARY

Computational modelling and biochemical pathway simulations are at the center of
systems biology and there are many methods which aid in the understanding of these systems.
Two of those methods are used to study the metabolism of fatty acid sysnthesis.

A Kkinetic model was constructed as a part of the work, which includes reactions of the
glycolytic pathway and reactions that lead to the FAS enzyme which catalyzes fatty acid
sysntesis. A genome- scale metabolism model was obtained for the dinoflagellate
Crypthecodinium cohnii and further improvements were made. Kinetic model was
parameterized accordingly to the experimental data. The metabolic mechanisms responsible for
the fatty acid accumulations were considered as well as the reactions of the main precursor for
the fatty acid synthesis.

It is planned to use both modells in the development of new strategies for the optimization
of the metabolism of the organism of interest. The aim is to improve the production of
docosahexaenoic acid and to aid in the selection of the best substrates for the growth in the
bioreactor.

Keywords: Docosahexaenoic acid, Crypthecodinium cohnii, kinetic modelling,
stoichometric modelling.



IZMANTOTIE APZIMEJUMI

ACP- no anglu val. “acyl carrier protein” acil grupu nesoSais proteins

C- ogleklis

DHA.- dokozaheksaénskabe

ET- endoplazmatiskais tikls

FAS- no anglu val. “fatty acid synthase” taukskabju sintézes sistéma

FBA- no anglu val. “flux balance analysis” pliismas balansa analize

G6FD- glikozes-6 fosfata dehidrogenéze

GEM- no anglu val. “genome-scale metabolic model” genoma m&roga metaboliskie modeli
HDL- no anglu val.- “high density lipoproteins” augsta blivuma lipoproteini

LC- PUFAs- no anglu val. “long chain polyunsaturated fatty acids” garo k&zu

polinepiesatinatas taukskabes
N- slapeklis
PFK- fosfofrukto kinaze
PKS- no anglu val. “polyketide synthase” poliketidu sintézes sistéma

PUFAs- no anglu val. “polyunsaturated fatty acids” polinepiesatinatas taukskabes



SATURS

IEVADS .. 7
1. LITERATURAS APSKATS ...coiiiiiiieieieietaisisieiststesststssesesesssssssssssssssssssssssssssasssssssasssssasnns 8
1.1, MOAEIBSANG ...t 8
1.1.1. Matematiskd MOdEIESANA ...........ccueiiiiiiiiiiei e 8
1.1.2. ModelgSanas izmanto$anas MOtIVACTJ@........uervirrrrieenriiieiieiiseesieesre e 8
1.1.3. Kin@tiskie MO ....ovveviiiiiiiiiiiiie e 9
1.1.4. Stehiometriski€ MOdeli........coiviiiiiiiiiiiiiii s 9
1.1.5. Genoma mé&roga stehiometriskie modeli...........ccoceiviiviiiiiiiii i, 10

L 2, DH A e 12
1.3.  DHA nepiecieSamiba UZEUIA ......c.ueeiuureiiieeiiiessieessineessieeessisessiessssesssssesssssesssssessnsns 12
1.4, CrypthecOdiNIUM CONNIT.....cviiiiiieic e 13
1.4.1. C. CONNIT tAKSONOMIJA. ... .evetiitiiiieiieie et 13
1.4.2. C. cONii IZMANTOSANA ....eouviiiiiieiisieesie et nn e 14
1.4.3. Lipidu asimilacijas regulgjosie MmehaniSmi ..........ccccvrvvireerenieineeneeeseeseeee e 15
1.4.4. Saistiba ar substrata slapekla avotu...........cccoveiiiiiiiii 15
1.4.5. Saistiba ar substrata oglekla avotu ..........ccceiiiiiiiiiiiii 16
1.4.6. Biokimiskas atskiribas lipidu asimilacija........cccccoevvviiiiiiiiiiniiicc e 17
1.4.7. NADPH 1€ZUSANA: ......eoiiiiiiiiieiiiiii i 18
1.4.8. Polinepiesatinato taukskabju SINtEZE..........cccvvvevviiiiiiiiiii i 19
1.4.9. Konvencionalais polinepiesatinato taukskabju sint€zes mehanisms............cc.c.ee... 20
1.4.10. PKS SINtEZES CElS......ooiiiiiiiiiiiii i 20

2. MATERIALI UN METODES........ccccsiitititiieieieieietsieie e sesns 22
2.1. Kin@tiska MOAEIBSANA .......ccueiviriiiiiiieiiee e 22
2.1.1. Kinétiska modela reakciju shemas izveide..........coccvveiiiiiiiiiii 22
Nt 0o o PSP 22
2.1.3. Izmantotie vienadojumi kin€tiskaja modelT ............cceviiiiiiiiiiiii 22
2.2. Stehiometriskd MOdel@Sana.............cooviiieiiiiiiici 23
2.2.1. Izmantotas datorprogralmmMas .........ccoveereerriereeseeeeesre e e e e e nnne s 23
2.2.2. Organisma genoma SEKVENCE ..........ooiiiiiiiiiiiee e 24

2.3, DAtUDAZES ...ttt 25
3. REZULTATI oottt sttt 26
3.1, Kin@tiskais MOAEIIS ......ceivieiiiiiiiieiiiic s 26
3.1.1. Kin&tiska modela Struktlira.............ccociiiiiiiiiiii 26



3.1.2. Parametru NOVEITESAINA ...vvvvvrrruniireeereeersriissseeeteeessrssssseeesesesstarseeesesessrsnanssereeereenns 27

3.1.3. Kingétiska modela stacionarais StAVOKIIS.........c.eererriiiiiiniiiesieeee e 30

3.2. Stehiometriskais MOCENIS ..........cccviiiiiiiii s 31
3.2.1. GaPTIl TEZUILALT ..vvviiiiiiiiie i 32
3.2.2. Modela VIZUAIIZACTIA ....ooveeieiiiieiiie et 35
3.2.3. Taukskabju sintéze stehiometriskaja modell.............ccoceriiiiiiiiinii 36
3.2.4. Lipidu asimilacijas regul€joSie mehanismi: .........ccevveriiiiiiiniiieeneene e 38

4. DISKUSIJA .ot b bbbt b e et b ettt bbb 40
4.1. Kin€tiska MOdEIBSANA ........eiviiiiiiiiiciie e 40
4.2. Stehiometriska model8Sana. ............cccovviiiiiiiiiii 41
4.3. Abu modelésanas veidu kop€ja 1ZzmantoSana...........c.cceereeriieriieiiiesie e 43



IEVADS

Stinu metabolisms veido lielus un sarezgitus tiklus, kuru apzina$ana un paredzésana var
nest lielu zinatnisko gandarijumu, bet tas ir darbietilpigs process. Datortehnologijas tiek lietotas
So tiklu attaino$anai un analizei veidojot biologijas in silico komponenti. Insilico (datormodeli)
modeli var but noderigi o tiklu simulacijas un jaunu stratégiju izstradasana, virzot zinatnisko
darbibu.

Omega 3 taukskabes ir plasi lietots uztura bagatinatajs, kuras zinamas saistiba ar to
labveligo ietekmi uz cilvéka organismu. Dokozaheksaénskabe (DHA) ir viena no §im omega 3
taukskabém, kura lielos daudzumos tiek iegiita no zivim. Samazinoties Pasaules Okeana zivju
resursiem, un pieaugot pasaules populacijai, ka ari tas pieprasijumam péc uztura
bagatinatajiem, ir verts pieversties §Ts taukskabes originalajiem pamatrazotajiem- algém un
dinoflagellatiem. Izmantojot postgenomiskas &ras plaSo informacijas daudzumu un
datortehnologiju piedavatas iesp&jas, projekta CryZym ietvaros paredz&ts optimizét DHA
razoSanu dinoflagellata, padarot $adu biotehnologisku produkta iegtiSanu ekonomiski izdevigu.

Darba mérkis: izmantojot sistémbiologija visbieZak pielietotos modelésanas veidus,
izveidot kin&tisko modeli un pilnveidot stehiometrisko modeli taukskabju sintézes metabolisma

pétisanai.
Darba uzdevumi:

1. Noskaidrot nozimigakas reakcijas, kuras nepiecieSams ieklaut kinétiskaja modeli.
Reakciju tikla jaieklauj oglekla substrata uznemsana, ta parverSana par taukskabju
prekursoro metabolitu un taukskabju sintéze.

2. Veikt nepieciesamo reakciju parametru apkopos$anu un nezinamo parametru
apzinasanu.

3. Izveidot kinétisko modeli un veikt nezinamo parametru noskaidroSanu. lzveidotajam
modelim iegiit stacionaro stavokli.

4. Veikt stehiometrsika modela pilnveidoSanu, automatizéti aizpildot nesabalansétas
reakcijas, sasaurinot, vienkarsojot un aizpildot strupcelreakcijas modeli. Veikt
modela vizualizaciju.

5. Noskaidrot taukskabju sintézes prekursora metabolita iesaisti modela reakcijas.

Nosakidrot lipidu asimilacijas reguléjosos mehanismus modeli.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. ModeléSana

1.1.1. Matematiska modeléSana

Matematiska modeléSana biologiska konteksta tiek pielietota jau kops pagajusa gadsimta
vidus. Modeli tiek izmantoti populaciju ekologija, epidemiologija, ka ari $tinu metabolisma
pétisana. lesp&jams, visaktualakas modelsist€mas Sobrid tiek veidotas, lai analizétu COz ietekmi
uz Zemes klimatu nakotné (SWIPA 2017) vai slimibu gaitu, izplatibu un spgjas tas ierobezot
(Chang et al. 2020). Biokimija divas lielakas modelu klases ir stehiometriskie modeli un
kin&tiskie modeli (Bergmann et al. 2017).

Modelsistemu mérkis biotehnologijas ir maksimiz&t pliismu uz vajadzigajiem reakciju
produktiem un minimiz&t to uz nevajadzigiem blakusproduktiem. Tas iesp&jams ar dazadam
kingtiskas un stehiometrsikds modeléSanas metodém. Izmainas, kuru lietderiba konstateta

modeli, var tikt ieviestas eksperimentali laboratorijas.

1.1.2. Modelesanas izmantoSanas motivacija

Bailija (Bailey) 5 principi pamato modeléSanas teorétisko noderibu:

1. “Organizét dazadu informaciju sakariga veseluma (“To organize disparate
information into a coharent whole)’’: Informacija, uz kuras pamata, tiek buvéti modeli, parasti
ir atrodama dazados datu avotos. Modelétajiem ta ir jaizverté un jaapraksta konteksta.

2. Logiski spriest par dazadu komponen$u un mijiedarbibu nozimi kompleksa sistéma
(“To think (and calculate) logically about what components and interactions are important in
a complex system”). Kad informacija ir ievakta, to var reprezentét matematiska veida,
formul&jot matematiskas formulas. Dazadu komponenSu mijiedarbiba tiek izvertéta, un modela
dati tiek salidzinati ar eksperimentali ieglitajiem datiem.

3. Atklat jaunas strat€gijas (“ 'To discover new strategies’’). Izveidotie modelie bieZi spgj
atklat jaunas likumsakaribas starp ta komponent€m, kuras iepriekS nav izdevies pamanit. To
visu padara sarezgitu lielais datu apjoms, kas parasti ieklauts modelos. Modelu simulacijas
parasti noved pie jauniem eksperimentiem un hipotézeém.

4. Veikt svarigus labojumus tradicionalaja domasana (“To make important corrections
to the conventional wisdom’’). Modelu uzraditie rezultati var atSkirties no valdosajiem
pienémumiem, kas ir secinati pamatojoties uz kvalitativu domasanu. Labi modeli var novest
11dz jaunai konceptualai attistibai.

5. Saprast svarigas kvalitativas ipasibas (* 'To understad the essential qualitive features’’).
Modeli ieklauj aprakstitas metaboliskas mijiedarbibas starp to komponentém, tade] tie var

palidzgt izprast mehanismu ka vienu veselumu (Bailey 1998).
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1.1.3. Kinétiskie modeli

Kingtiskie modeli sastav no reakcijam, kuru atrumu apraksta atbilstosi diferencialie
vienadojumi (Rate laws). Sie modeli parasti aptver mazaku sistémas dalu, piem&ram, konkrétu
metabolisko celu. Lai izveidotu kinétisko modeli, nepiecieSama detalaiz&taka informacija par
reakciju norisi un enzimu darbibu. Toties lielaks informacijas daudzums, kas ietverts modeli,
lauj veikt precizaku sistemas analizi (Bergmann et al. 2017).

Stacionarais stavoklis ir sist€émas stavoklis, kuru raksturo nemainiga metabolitu
koncentracija laika, kas iesp&jama, kad metabolita razoSanas atrums ir vienads ar ta patérésanas
atrumu modeli, ja reakciju atrums nav vienads ar nulli.

Molekularaja Itmeni galvenais uzdevums ir noskaidrot biokimiski relavento enzimu
darbibas mehanismus un to regulaciju. ST informacija tiek izmantota, lai palielinatu interesgjosa
produkta razibu (yield). Viens no veidiem ka to izdarit, ir aprékinat sist€mas stacionaro stavokli
un apvienot to ar strukturalo analizi un/vai molekularo model&$anu. Sada veida tika simulcta
DNS endonukleazu darbiba, kuru katalitiskajai darbibai nepiecieSama dazadu divvertigu metala
jonu saistiSana (Pingoud et al. 2009). Otra stratégija icetver kinétiska modela izveidoSanu un
parametru novértéianas metodi. Sada veida tika optimizéta frukto-oligosaharidu produkcija
(Kashyap et al. 2015) un tika pétita nitrogéna asimilacija Eschericia coli (Ma et al. 2009).

Ir vairakas pieejas kinétisko modelu analizei un optimizacijai. Viena no tam- metaboliska
kontroles analize (MCA). MCA spgj kvantitativi noteikt, cik daudz izmainas viena reakcija,
ietekmé@ visa modela stacionaro stavokli vai citu reakciju plusmu. Tiek aprékinati “kontroles
koeficienti”, kas nosaka katras reakcijas devumu kopgjai reakciju un metabolitu izmainai
(Mendes et al. 2009). Jatiguma (Sensitivities) analize spej noteikt cik daudz izvéléts parametrs
(the effect) sp&j mainit izvéletu modela mainigo (the cause). COPASI (Hoops et al. 2006) ietver
dazadus iebiiv€tus parametrus un mainigos, kurus lietotajs var izvéleties. Pieméram, ka
parametru var izveléties sakuma koncentracijas, bet ka mainigo- reakciju plismas (Bergmann
et al. 2017). MCA var uzskatit ka apakSgrupu jutiguma analizei, kuru veic stacionarajam
stavoklim, tomér aprékina metodes atSkiras. Optimizaciju var realiz&t ari izmantojot dazadas

maksliga intelekta metodes, kas arT ir pieejamas COPASI.

1.1.4. Stehiometriskie modeli

Stehiometriskie modeli balstas uz stehiometrijas pamatprincipu, kas nosaka, ka reakcijas
gaita, izmantoto substratu daudzums biis kvantitativi tads pats ka gala produktu daudzums.

(Stehiometrija apzimé relativu susbtrata un produkta masas saglabaSanu pirms un péc
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reakcijas.) Stehiometriskajos vienadojumos to palidz uzturét reakaciju koeficienti, kas uzskaita
molekulas, kas ir sarazotas un patérétas reakcija. Modelus veido So reakciju statiskas shémas
un tos izmanto, lai atspogulotu pluismas sadalfjumu metaboliskaja tikla. Modeli veido
metaboliti, kas sava starpa savienoti ar reakcijam. Reakcijas modeli aizvietotas ar tas
izpildoSajiem enzimiem. Stehiometriskie modeli vienmér att€lo metabolisko tiklu stacionaraja
stavoli, tas ir, visu reakciju plisma un metabolitu koncentracija ir relativi vienada.

Modeli satur informaciju par génu, reakciju un metabolitu savstarp&jo saistibu, ka art
informaciju par reakciju atgriezeniskumu un stehiometriju. Reakciju stehiometriju raksturo
matricas, kas palidz biologisko informaciju kvantificét un atspogulo to matematiska veida
(1.attels). Rindas atbilst metabolitiem un kollonas reakcijam. Katra rinda atspogulo vienu
modela metabolitu, kas ir vai nu reakcijas substrats vai produkts, bet katra kolonna konkrétu

reakciju (Wang et al. 2018).

Reakcijas

Rl RZ R3
Al-1 0 1
Olo 0 —-1|=S
OL1 0 o0

1. att€ls. Metabolitisko tiklu stehiometriska reprezentacija. Ri, Rz, un Rz apzime reakcijas $iina,

Metaboliti

bet figliras att€lo metabolitus. Pieméram, reakcija R tiek patéréts trijstiira metabolits, bet tick
sarazots apla metabolits.

Figure 1. Stoichiometric representation of metabolic pathways. R1, Rz, and Rz indicate the
reactions of the cell but geometric shapes represent the metabolites. For example, in reaction

R1 the triangular metabolite is consumed and the circle one is produced.

Stehiometriskie modeli piedava platformu metaboliska tikla strukturalai analizei. Modelu
vadita un racionala metabolsika inZen&rija lauj ietaupit laiku un materialos resursus (Kuepfer

2014).

1.1.5. Genoma méroga stehiometriskie modeli

Izmantojot veselas genomu sekvences, var tikt veidoti genoma izméra stehiometriskie
modeli. Darba tiek izmantotas datubazes, kas satur nepiecieSsamo informaciju par saistibu starp
génu-proteinu-reakaciju mijiedarbibam, vai var tikt izmantota proteinu homolgija ar citiem
ieprieks izveidotiem genoma- izméra modeliem.

Genoma izméra modeli (geome-scale models) tiek veidoti pamatojoties uz sekvencé

iegiistamo informaciju. Nukleotidu tripleti kodé aminoskabes, kuras veido konkrétus enzimus.
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Noskaidrojot organisma eso$os enzimus, var tikt izveidotas metabolisko celu shémas. (2.
attels), Centrala metabolisma celi, lielakoties, ir l1dzigi starp atseviskiem organismiem, tomer,
tie var atSkirties, tadél modeli ir organismu specifiski. Sekundara metabolisma celi izraisa
lielaku interesi, jo tie atbild par dazadu saimnieciski nozimigu produktu sintézi- antibiotiku,

biologisko pesticidu un citu makromoleku- sintézi, un Sie celi biezi ir organismu grupam

specifiski.
- [— —
< lysC pgi > D >
IIIII|III III||| LT
4230 000 4232000 4234000 Genoma pozicija
Geéna lokuss b4025
Translétais peptids pgi
Enzims Q@)
Reakcija PGI
g6p fop

2. attéls. Génu- proteinu- reakciju attiecibas modeli. Iekrasotie taisnsttira laukumi, kas ir apkart
geéniem, ir génu operoni. Modelt géni atrodami tikai péc géna lokusa numura (zilais taisnstiris).
Geéna produkts- peptids (gaiSi zalais taisnstiiris), Saja gadijjuma ir arT vesels funkciongjoss
enzims- fosfoglikozes izomeraze (violetais ovals), kur§ katalizé glikozes 6- fosfata
izomerizaciju par fruktozes 6-fosfatu (metaboliti att€loti ka gaisi zili aplisi). Parveidots no
opencobra.github.io

Figure 2. Gene- protein- reaction relationships in the model. The coloured rectangles around
the genes indicate gene operons. Genes in the model are represented only by their locus numbers
(light blue boxes). Gene product- the peptide (light green boxes), in this case is also a
functioning enzyme- phosphoglucose isomerase (purple oval) which catalizes the isomerisation
reaction between glucose 6-phosphate and fructose 6- phosphate (metabolites represented as

light blue cicrles). Modified from opencobra.github.io
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Stehiometriskie modeli piedava vairakas sistémas optimizacijas metodes. FBA (Flux balance
analysis) ir viena no visbiezak izmantotajam metodém. Izmantojot So metodi, tieck aprékinata
metabolttu pliisma visa sist€éma, tada veida laujot paredzet izveleta produkta sint€zes vai Stinas
augSanas atrumu. [zveleta metabolita razoSanas vai izvades reakcija tiek noradita, ka mérka
funkcija, kuru parasti mégina maksimizét. Tada veida iesp&jams redzét lielako iesp&jamo
plismu mérka metabolita virziena (Orth et al. 2010).

pFBA (parsimoneouse enzyme usage Flux Balance Analysis) jeb ekonomiskas enzimu
izmantoSanas FBA analize ir ciesi saistita ar sekvencg ietvertas informacijas izmantosanu, lai
optimizétu organisma darbibu. Vispirms tiek identificéti butiskie géni. Par tadiem tiek atziti
géni, bez kuriem péc gene-knocked out analizes nav iesp&jama organisma augSana. Talak tiek
noskaidrotas reakcijas, kas nespéj caur sevi vadit plismu, un ar tam saistitie géni. Turpmak tiek
noteiktas 2 reakciju grupas: enzimatiski mazak efektivas reakcijas, un metaboliski mazak
efektivas reakcijas. Abam S§im reakciju grupam ir alternativi celi, kas ir vairak izdevigi
organismam; enzimatiski mazak efektivas reakcijas izmanto vairak enzimu neka nepiecieSams,
lai sintiz&tu tos pasus metabolitus, Ko alternativi reakciju celi. Ja organisma ir vairaki celi viena
un ta paSa gala produkta sintézei, tad metaboliski mazak efektivas reakcijas, izmantos vairak
substrata metabolitus neka cits reakciju celS. Baktériju kolonijai attistoties bioreaktora
eksponencialaja fazg, notiek adaptivas evolucionaras paaudzu mainas. Katrai paaudzei mutgjot,
to augSanas atrums palielinas, kas ir saistits ar butisko génu augSupreguléSanu un mazak

efektivo reakciju lejupregulésanu (Lewis et al. 2010).

1.2. DHA
Dokozaheksaénskabe (DHA) ir polinepiesatinata omega 3 taukskabe 22:6 (n-3), kas satur
22 oglekla (C) atomus un 6 dubultsaites. Dubultsaites atrodas pie 4, 7, 10, 13, 16, un 19 oglekla

atomiem (A4,7,10,13,16,19) un visas ir cis konformacija (pubchem.ncbi.nlm.nih.gov ).

1.3. DHA nepiecieSamiba uztura

Cilveka organisms ir spgjigs sintiz€t DHA tikai minimalos daudzumos: virieSiem spgja
sintiz€t DHA ir pietiekami maza, ka atseviskos gadijumos to nav iesp&jams detektet. VirieSu
organismos, DHA sintéze nepiecieSama tikai, lai nodro§inatu $inu membranas uzturé$anu
(membrane turn over) un DHA sastada mazu dalu, no membrana eso$ajam taukskabém (Burdge
et al. 2002).Sievietem DHA sintéze notiek lielakos apméros. Pastav hipotéze, ka tas saistits ar
nepiecieSamibu zidit mazulus, un to nodroSinaSanu ar nepiecieSamajam taukskabém
gritniecibas perioda (Burdge and Wootton 2002). DHA ir nozimiga loma dzives agrinaja

attistibas posma. DHA koncentracija neiralajos audos sastada aptuveni 14% (14g/100g no
12



kopgja taukskabju sastava) (Carver et al. 2001; Arterburn et al. 2006) un ta ir vieniga
polinepiesatinata taukskabe, kuras daudzums turpina palielinaties lidz 18 gadu vecumam
(Carver et al. 2001), kas liek secinat, ka tas uznemsana ir vitali svariga smadzenu audiem.
Cilveku smadzenu masa strauji pieaug kop$ dzimSanas briza lidz pirmajiem 4 dzives gadiem
(Hardt 2007), tadel ir svarigi sanemt uzturvielas, kas satur DHA. DHA un citas omega-3
taukskabes ir nozimiga sastavdala piena pulveros, kas paredzeti zidainu baroSanai, lai pec
iesp&jas vairak imitétu dabisko mates piena sastavu (Koletzko et al. 2015). Eiropas Partikas
nekaitiguma iestade (European Food Safety Authority) noteikusi nepiecieSamo DHA
daudzumu, ar ko nepieciesams nodrosinat zidainus, kas ir 100 mg/diena (EFSA Panel on
Dietetic Products, Nutrition and Allergies (NDA) 2013).

Petijumi norada uz DHA sp&ju samazinat sirdsdarbibas atrumu un asins spiedienu,
uzlabojot endotélija un gludo muskulu funkcijas asinsvados. DHA samazina kologéna inducétu
trombocitu agregaciju asinsvados, samazinot tromboksana B2 izdaliSanos, ka ar1 palielina
augsta blivuma lipoproteinu (HDL) holesterina dalinu daudzumu, kas palidz noverst
aterosklerozi jeb lipidu nogulsné$anos uz asinsvadu ieksgjam sieninam (Mori and Woodman
2006).

Veikti vairaki petijumi, kas norada uz fertilitates uzlaboSanos virieSiem, uztura lietojot
bagatinatajus, kas satur polinepiesatinatas taukskabes (PUFAS). Ir pieradits, ka DHA samazina
spermatozoidu DNS fragmentacijas indeksu, palielinot DHA sastavu S$iinas membrana, tada
veida samazinot oksidativo brivo radikalu (ROS) izraisitos bojajumus (Martinez-Soto et al.
2016). Pieradits, ka arT baktérijas, garo kézu PUFAs ir iesaistitas rezistences veidoSana pret
ROS (Yoshida et al. 2016). Danija veikts pétijums, kas norada uz dazadu spermas parametru
uzlaboSanos arT armijas vecuma virieSiem. Salidzinajuma ar kontroles grupu, kas uztura nav
papildus lietojusi zivju ellas produktus, viniem ir lielaks aktivo Stinu skaits, spermas tilpums un
lielaka briva testosterona un luteinizacijas hormona (LH) attieciba (Jensen et al. 2020).

Ta pat ka zidainiem, ar1 pieauguSiem cilvékiem noteikts nepiecieSamais DHA un EPA
(eikazapentaénskabe C20:5) kopg€jais daudzums: 250 mg/diena (EFSA Panel on Dietetic
Products, Nutrition and Allergies (NDA) 2010).

1.4. Crypthecodinium cohnii
1.4.1. C. cohnii taksonomija
C. cohnii ir eikariotisks, salsiiden1 dzivojoss dinoflagellats. Dinoflagellati ir organismu

grupa, kas saglabajusi vairakas prokariotiskas 1pasibas (hromosomas kondensétas visu dzives

ciklu, liels daudzums DNS metiléts) un to visraksturigaka ipasiba ir 2 flagellas no kuram viena
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ir apvita apkart Siinai, bet otra atgadina monotrihu bakteériju flagellu. Suga ir svariga

fitoplanktona sastavdala (Mendes et al. 2009; Bi et al. 2019).

1.4.2. C. cohnii izmanto§ana

Uztura bagatinataji (Partikas piedevas), kas satur augstu taukskabju daudzumu, parasti
tiek iegtiti no dzivnieku vai augu valsts produktiem. Zivju ella joprojam ir lielakais omega-3
taukskabju avots, ko izmanto uztura bagatinatajos. Augi parasti nesatur garo kézu vai
piesatinatas taukskabes. To sastava ir 1sakas un vai piesatinatas taukskabes, tadel tie nav
pieméroti omega-3 taukskabju iegisanai. Pieméram, palmitinskabe (16:0) ir galvena sastavdala
palmu ella (Fitzherbert et al. 2008) un tai organisma nav ipasu funkciju, ka vien, ta kalpo ka
energijas avots.

Mikroorganismi ka lipidu ieguves avots, tika apsverti jau iepriek$gja gadsimta sakuma
(Ratledge and Wynn 2002). Japiemin, ka augstais PUFU sastavs zivis ir no to baribas avota-
dazadam algém un dinoflagellatiem, kas mit fitoplanktona. Ir vairaki iemesli, kas mudina
apSaubit omega-3 iegiSanu no zivim. Zivju aknas, kas ir galvenais taukskabju iegtiSanas avots,
uzkrajas smagie metali, dioksini un PCBs (polychlorinated biphenyl). Smago metalu vidi ir
metilmerkdrijs, kas negativi ietekmé zidainu neiroattistibu. PCBs ir organiski savienojumi un
tie ir saistiti ar virkni veselibai negativu efektu, tai skaita aknu bojajumiem un dazadam véza
formu attistibam (Schecter et al. 1995; EFSA Scientific Comimmittee 2015). Zivju ellas
attiriSana no Siem savienojumiem ir dargs un sarezgits process, kas joprojam nodarbina vairakas
zinatnieku grupas un prasa ievérojamus resursus (Guil-Guerrero and Belarbi 2001). Amerikas
Savienotajas valstis $ada veida iegtitu DHA aizliegts pievienot bérnu piena pulveriem, ko var
uzskatit par nepiecieSsamibas preci jaunajam gimeném, un kuru pieprasijums pieaug (Ratledge
2004). No dinoflagelatiem iegiits DHA ir drosa atlernativa. Mikroorganismu kultivacija tiek
izmantotas biotehnologijas, un netiek negativi ietekméti Pasaules Okeana zivju resursi. Sadi
iegiitas omega-3 taukskabes ir pieejamas vegetara dzivesveida piekritéjiem, kas musdienas
klust aizvien aktualaks.

Ir 2 mikroorganismu grupas no kuram komerciali méginats iegit taukskabes- C. Cohnii
celmi un triaustohitridi (Thraustochytrium sp., Schizochytrium sp.), kas ir salstident dzivojosa
eikariotu grupa (Ratledge and Wynn 2002). C. Cohnii izmantosanai ir vairakas prieksrocibas.

Crypthecodinium cohnii ir viens no nedaudzajiem mikroorganismiem, kas lipidus uzkraj
ka baribas rezerves vielas un tiek riipnieciski izmantots DHA razosanai (Mendes et al. 2009).
Dinoflagelats ir nefotosintizejoss, kas atvieglo ta kultivesanu un DHA frakcija no kopgja

taukskabju daudzuma (total fatty acids TFA) sastada Iidz pat 40% (Liu et al. 2015; de Swaaf et
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al. 2003). Sis ir viens no lielakajiem DHA apjomiem zinamo organismu vida. Citu piesatinato
un nepiesatinato taukskabju piemaisijums ir [oti mazs, Kas ievérojami atvieglo DHA attiriSanu
un padara procesu pievilcigu farmacijas nozarei. AttiriSanas process ir 1paSi svarigs, jo
taukskabju izmantosanai medikamentos un bérnu piena pulveros nepiecieSama tiribas pakape

vismaz 95% (Ratledge 2004; de Swaaf et al. 1999; de Swaaf et al. 2003; Mendes et al. 2009).

1.4.3. Lipidu asimilacijas reguléjoSie mehanismi

Viens no interes§josajiem jautajiem ir, noskaidrot biokimiskas atskiribas, kas lauj Siem
organismiem asimilét lielaku daudzumu lipidu neka citam organismu grupam. Taukskabju
sintézes celi neatSkiras organismos ar zemu vai augstu lipidu saturu. Tiek izmantoti tie pasi
enzimu kompleksi- konvencionala taukskabju sintézes sistéma (FAS) vai poliketidu sintézes
sisttma (PKS) un nav pieradijumu, ka substrata asimilé$ana viena organisma notiktu atrak neka
otra. Atskiritbam jabiit redzamam starpmetabolisma posmos. Jabut palielinatai oglekla (C)
plismai uz acetil-CoA metabolita sintézi un jasarazo pietickami nepiecieSama reducéSanas

potenciala- NADPH (Ratledge and Wynn 2002).

1.4.4. Saistiba ar substrata slapekla avotu

Lipidu akumuléSanos mikroorganismos izraisa stresa apstaklu induc€$ana, parasti,
samazinot slapekla daudzumu barotn€ un nodrosinot lielu C avota parpalikumu. Par slapekla
(N) avotu visbiezak izmanto rauga ekstraktu, bet iesp&jams pievienot amonija salus, NaNOs vai
glutaminskabi (de Swaaf et al. 1999; Safdar et al. 2017). C atomu asimil&$anas atrums ir liclaks
neka organisma spéja tos iesaistit biomasa. Samazinata N daudzuma dgl, $tinas nespg&j sevi
pietiekami nodrosinat ar nukleotidiem un aminoskabém. Liekais C tiek novadits lipidu sintézel,
kas ir atraks process un nav nepiecieSama jaunu proteinu sintéze ta nodro$inasanai (Ratldege
2004; Mendes et al. 2009).

Liu et al. (2015) pieradija, ka Schizochytrium sp. barotnei, kas ir viens no
triaustohitritiem, pievienojot mono-natrija glutamatu péc slapekla samazinasanas fazes,
palielinas $tinu skaits barotné un DHA frakcijas lielums. Rumiani et al. (2018) ka oglekla avotu
izmantoja datelu sirupu un novéroja lielaku DHA dalu ka ierasts, un izvirzija hipotézi, ka nemot
vera, ka datelu sirupa lielako aminoskabju dalu sastada glutaminskabe, iesp€ams péec
sakotngjas N deplécijas, C. cohnii sak izmantot sirupa pieejamo glutaminskabi. Art Rumiani et

al. (2018) noveroja slapekla trikuma stresa izraisitu pozitivu efektu uz DHA frakcijas lielumu.
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1.4.5. Saistiba ar substrata oglekla avotu

Ka galvenais enzims, kas nodrosina glikozes pliismas regulaciju un nepartrauktu C atomu
uznemsanu no substrata un iesasitiSanu talakajos bioktmiskajos celos, tiek uzskatits fosfofrukto
kinaze (PFK). Citrats darbojas ka §1 enzima inhibitors, bet NH4", kura Iimenis palielinas pie N
samazinaSanas barotng, var savienoties ar PFK un veido kompleksu. NH4* nover$ citrata
inhibiciju, laujot enzimam turpinat iesaistit C atomus $iinas metabolisma. Sads mehanisms
strada, ja par substratu kalpo glikoze, kas tiek iesaistita glikolizes reakcijas. Izmantojot glikozi
panakta 19 mg 1 h? liela DHA produktivitate ar vidéjo DHA sastavu 35.2% no kopgja
taukskabju daudzuma (de Swaaf et al. 1999). Citu substratu, pieméram, etanola gadijuma,
metabolisma tiek iesaistiti citi enzimi.

Etanola plusmas regulacija: etanols tiek importéts $tna un alkohola dehidrogenaze to
parver§ acetaldehida. Reakcija tiek iegits NADH® H*. Talak aldehida dehidrogenaze,
izmantojot NADP+ un iegistot NADPH H+, oksidé acetaldehidu par acetatu. Visbeidzot
acetatu aktive acetil-COA sintéze un tiek iegits acetil-CoA, kas kalpo par prekursoru taukskabju
sint€z€i (de Swaaf et al. 2003) (3. attels). Izmantojot etanolu ir panakta vislielaka DHA
produktivitate- 53 mg It h™t ar DHA sastavu 33% no kopgja taukskabju daudzuma (de Swaaf et
al. 2003).

Etanols .
CH,;CH,0OH @

— NAD*
Alkohola /

dehidrogenaze (ADH) ‘

‘s NADH +H*

Acetaldehids
CH;CHO

-

Aldehida /
dehidrogenaze ‘ Acetdta aktivésana

(ALDH) Acetil- CoA sintetaze Piruvata

ADPH +H* dehidrogenaze
Acetil-CoA Piruvats
Malonil-CoA

Glikolize

=2
>
v
<

e

ATP+ acetats+ CoA-->
AMP+ acetil-CoA+PP,

3. attéls. Glikozes un etanola substratu iesaiste DHA metabolisma.

Figure 3. Glucose and ethanol as substrates for the synthesis of DHA.
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1.4.6. Biokimiskas atSkiribas lipidu asimilacija

Tiek uzskatits, ka ir 2 galvenie mehanismi, kas lauj dinoflagellatiem uzkrat lipidus lielaka
daudzuma neka to spgj citi organismi: pirmam kartam, sp&ja citoplazma uzkrat lielu daudzumu
acetil-CoA, kas kalpo ka prekursors malonil-CoA metabolitam, kur§ ir pamats taukskabju
sintazei. Otram kartam, sp€ja sarazot pietickami lielu daudzumu NADPH, kas kalpo ka
galvenais reducésanas kofaktors.

Acetil-CoA iegiiSana:

Turpmak aprakstita mehanismu k&de, kas noved pie palielinatas oglekla pliismas uz
acetil-CoA sintézi. Shematiskais attéls atrodams rezultatu sadala (11. attéls.)

AMP loma: Substrata samazinoties N daudzumam, mikroorganismos strauji palielinas
enzima AMP deaminazes aktivitate, kas samazina intracelulara AMP daudzumu, veicot
reakciju (1):

AMP — IMP + NHy4

So enzimu var uzskatit par slapekla rezervju nodrosinataju, kas N deplécijas gadijuma
nodros$ina Stinu ar nepiecieSamo NHy nepartrauktai protetnu vai nukleotidu sintézei.

Izocitrata dehidrogenaze (ICDH) ir atbildiga par trikarbonskabju cikla veikto reakciju (2):

Izocitrats + NAD" — a-ketoglutarats + NADH

Ta ir atkariga no celulara AMP daudzuma, AMP trikums noved pie enzima aktivitates
samazinasanas.

Par cik enzima aktivitate ir samazinajusies, palielinas reakcijas sakuma produkta-
izocitrata- daudzums, kur$ talak atgriezeniskas reakcijas lidzsvara dél parveérSas par akonitatu
un beigas par citratu (3) (Safdar et al. 2017):

Izocitrats <> Akonitats <> Citrats

Vizbeidzot enzims ATP citrata liaze (ACL), kas veic reakciju (4):
Citrats + CoA + ATP—acetil— CoA + oksaloacetats+ ADP + P;

nodros$ina acetil-CoA sintézi no citrata. Citiem vardiem sakot, acetil-CoA tiek sintizéts
no citrata, apturot ta iesaisti trikarbonskabju cikla.

ATP citrata liaze (ACL) nodroS$ina acetil grupas pievienoSanu no citrata koenzimam A
(CoA), veidojot acetil-CoA krajumus taukskabju sintézei. ST enzima veikta reakcija tiek
uzskatita par kritisko soli taukskabes akumulgjoso organismu spgjai razot lipidus liela
daudzuma, jo pastav stipra korelacija starp organismiem, kuriem §1 enzima aktivitate ir liela, un
to sp&ju uzkrat lipidus (Guay et al. 2007; Safdar et al. 2017).

Citrats uzkrajas mitohondrijos samazinata trikarbonskabju cikla aktivitates del, bet ATP

citrata lidze atrodas citoplazma. Citratu nepiecieSams transportét un transporta reakciju veic
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mitohondriju membrana esosa citrata translokaze. Ta darbojas péc apmainas reakcijas principa-
transportgjot citratu ara, ieksa tiek transportéts malats. So mehanismu sauc par citrata/ malata
ciklu (Ratledge 2004). Citosola malats rodas péc ieprieks apskatitas ATP citrata liazes veiktas
reakcijas, kuras rezultata no sakuma rodas oksaloacetats (4), péc tam, papildus izmantojot
malata dehidrogenazi, rodas malats (5):

Citrats = Oksaloacetats = Malats.

Sads cikliskums lauj turpinat darboties transportierim.
Malatu $iina reoksidize atpakal par oksaloacetatu (6), kur tam tiek pievienots jauns acetil-CoA
metabolits, lai kopa tie veidotu nakoSo citrata molekulu (7) un cikls varétu sakties no gala.

Acetil-CoA mitohondrija pieejams no glikolizes razota piruvata (Ratledge and Wynn 2002).

1.4.7. NADPH iegiiSana:

Taukskabes ir stipri reducéti savienojumi, tadél to sintézei nepieciesams liels reducésanas
potencials ko nodrosina NADPH. 1 molam 18 C atomus garas taukskabes sint€zei nepiecieSami
16 moli NADPH (Liu et al. 2015 ).

Malik (Malic) enzims ir viens no NADPH genergjosajiem enzimiem taukskabju
razoSanai. Otrs NADPH iegti$anas veids ir izmantojot pentozo fosfatu cela enzimus. Enzimi,
kas piedalas pentozo fosfatu cela ir: glikozes-6 fosfata dehidrogenéze (G6FD) un 6-
fosfoglukonata dehidrogen&ze, Visparpienemts viedoklis atbalsta vairaku enzimu iesaisti
NADPH rezervju veidosana $tina (Safdar et al. 2017, Ratledge 2004).

Malik enzims veic reakciju:

L-MalatstNADP—PiruvatstCO2+NADPH

S reakcija notiek alternativi citrata/malata ciklam.

Malik enzims atrodas, gan citoplazma, gan ir saistits ar §tinas membranu. Malik enzima
aktivitate nepiecieSama taukskabju desaturazém. Desaturazes ir ar membranu saistiti proteini,
kas piedalas taukskabju desaturacijas procesos, ievieSot tajas dubultsaites. Kaut gan
desaturazém ka reduc€josais potencials nepiecieSams NADPH, tas nespgj difundét cauri
endoplazmatiska tikla membranai. Malats ir lipofils savienojums, kas sp€j iekltit membrana, ko
talak iesaista malik enzima veiktaja reakcija un tas rezultata tiek generéts NADPH. Turpat
eso8as mebranu saistitas desaturazes to var izmantot. Inhib&jot malic enzimu ar sezama ellu,
tika izsaukta kopgja taukskabju daudzuma samazinasanas par 25.24% (Liu et al. 2015), turpreti

parekspresgjot malik enzimu, taukskabju daudzumu palielinaja par 20% (Wang et al. 2019).
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1.4.8. Polinepiesatinato taukskabju sinteze

Dokozaheksagnskabe (DHA) ir polinepiesatinata omega 3 taukskabe (22:6) un lielaka
dala mikroorganismu taukskabju de novo razoSanai izmanto konvencialo taukskabju sintézes
sisttmu (FAS), vai retak- poliketidu sintézes sisttmu (PKS). PKS ir galvenais enzims, ja
polinepiesatinatas taukskabes tiek sintizétas anaboliskajos procesos, jo $im enzimam nav
nepieciesams molekularais skabeklis dubultsaisu ieviesanai. Gan FAS, gan PKS tiek iedaliti
vairakas grupas, atkarigi no enzimu organizacijas. Pirma tipa (l) sintézes ir lieli
multifunkcionali kompleksi, kas savienoti kopa viena polipeptida un sastav no atseviSkiem
doméniem ar dazadam enzimatiskajam funkcijam. Sada tipa sintézes sastopamas
mugurkaulniekiem un daziem raugiem. Otra tipa (I1) sint€zes ir noskirti un monofunkcionali
enzimi, kas funkciong ka kopigs komplekss, un ir atrodami prokariotos un augos (Yoshida et
al. 2016).

Ir vairaki mehanismi garo k&zu polinepiesatinato taukskabju (LC- PUFAs) sintezei.
Mugurkaulniekos tas notiek ar dazadu elongazu un desaturazu starpniecibu par prekursoriem
izmantojot jau uzsintiztas piesatinatas taukskabes, parasti, palmitinskabi (C:16) vai
stearinskabi (C:18). Tomér dazados mikroorganismos LC-PUFAs tiek sintezétas de novo
izmantojot PKS.

PKS kodgjosie géni pfa ir atrasti vairakos LC-PUFA sintizgjoSos, jura dzivojosos
mikroorganismos (Okuyama et al. 2007).

Lidz $im nav skaidri konkretie biokimiskie procesi, kas noved pie DHA sintézes C.
cohnii.

Vairak autori norada uz iesp&amu sistému, kur piesatinato, mononepiesatinato un
polinepiesatinato taukskabju sintéze notiek paraléli, iesaistot dazadus mehanismus. Piedavataja
hipotéze, DHA tiek sintizéta no 2C prekursoru blokiem de novo, visticamak, izmantojot PKS
enzimu kompleksu. Piesatinatas taukskabes tiek sintizétas izmantojot konvencionalo FAS
sisttmu. Mononepiesatinatas taukskabes tiek sintiz€tas izmantojot gatavas taukskabes no FAS
un desaturizgjot tas ar delta9 desaturazi (de Swaaf et al. 2004, Liu et al. 2015; Pei et al. 2017).
Lidziga sistéma ir atklata DHA sintiz&josa organisma Schizochytricium sp., kur piesatinato un
DHA taukskabju sintéze notiek reize. Sikak tiek apskatitas abas sist€mas.

Gan FAS, gan PKS sastav no vairakiem enzimatiski aktivajiem centriem- KS, MT, KR,

HD, ER, AT un ACP (acyl carrier protein) acil grupu nesoS$ais proteins.
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1.4.9. Konvencionalais polinepiesatinato taukskabju sintézes mehanisms

Taukskabju sintéze atSkiras no to oksidacijas. SintézeS procesos ka pamatvieniba
nepieciesama malonil-CoA molekula, ko, izmantojot ATP, no acetil-CoA un HCOs
(bikarbonata) kataliz€ acetil-CoA karboksilaze.

Veicot de novo tranksriptoma and metaboloma datu analizi C. cohnii detekt&ti visi
veidojosie enzimi (Pei et al. 2017), kas norada uz to, ka vismaz piesatinatas taukskabes varétu
tikt sintezetas $ada veida. P&c ta uzladésanas ar pirmajam acetil un malonil grupam, kompleksa
enzimi veic secigu kondensacijas, pirmas reduktacijas, dehidratacijas un otras reduktacijas
reakciju ciklu, kura rezultata kédei katru reizi tiek pievienoti 2 jauni oglekla atomi. Ciklu
atkarto 11dz sasniegts nepiecieSamais taukskabes garums. Gala produkts parasti ir palmitinskabe
(C16:0). Abas reduktacijas reakcijas elektronu donors ir NADPH un sintéze notiek citosola, kur
ir iesp&jams nodro$inat optimalu ta koncentraciju (Nelson and Cox 2008). Reakcijas kopgjais
vienadojums palmitinskabes sintezei ir:

Acetil-CoA+ 7 malonil-CoA+ 14NADPH + 14H* — palmitinskabe(C16:0) + 7CO2+
8CoA+ 14NADP+ 6H20.

Garaku taukskabju sintéze mugurkaulniekos notick mitohondrijos vai gludaja
endoplazmatiskaja tikla (ET) par prekursoru izmantojot jau uzsintizStas taukskabes un tam
pievienojot jaunas acil grupas (2 C atomi). Reakcijas veic individuali enzimi, nevis to
kopmleksi, un tos sauc par elongazém. Reakciju cikls ir tads pats, ka sintizgjot isakas
taukskabes.

Dubultsaites tiek veidotas oksidativa reakcija, ko katalizé tauku acil-CoA desaturaze. Sis
ir aerobs process, kam nepiecieSams molekularais skabeklis. Reize tiek veikta 2 substratu-
NADPH un taukskabes oksidacija. Bez tauku acil-CoA desaturazes, reakcija ari piedalas
citohroms b5 un flavoproteini, kuri nodroSina elektronu parnesi.

Desaturazes un elongazes, katras nepiesatinatas taukskabes produkcija strada noteikta
seciba, un tas parasti apzimé péc C atoma taukskabé, kur tas to pagarina vai ievie§ jaunu

dubultsaiti.
1.4.10. PKS sintezes cel$

Poliketidu sintazes (PKSs) parasti atrodamas bakterijas, kur tas nodroSina dazadu
sekundaro metabolitu sintézi. PKS veic reakciju ciklu, kas ir loti Iidzigs FAS, un izmanto to
pasu acil- nesoSo (acyl-carrier) proteinu (ACP), ka kovalentu saistiSanas vietu augoS$ajai
taukskabju kédei. Tomér PKS veiktas reakcijas (reduktacija, dehidratacija un otra reduktacija)
parasti ir parkartotas, radot loti atvasinatus produktus ar vairakam keto, hidroksi un C=C

dubultsaitém trans- konfiguracija (taukskab&m parasti ir cis- dubultsaiSu konfiguracija). Gala
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produkti parasti ir cikliski savienojumi, ar dazadam funkcijam- antibiotikas, aflatoksini
(mikotoksinu paveids, visbiezak razo Aspergillus sp.) un dazadi pigmenti (Metz et al. 2001,
Qiu 2003). PKS cel$ ir spgjigs sintizét LC- PUFAs anaerobi, jo tam nav nepiecieSamas
desaturazes, kas izmanto molekularo skabekli.

Bakteriju cikliskos savienojumus sintezgjosas PKS proteinu primaras struktiiras atskiras
no PUFAs sintezgjosajiem PKS proteiniem. Domajams, ka PKS sintezé polinepiesatinatas
taukskabes de novo no malonil-CoA un izmanto acetil-CoA ka praimeri Iidzigi ka to dara FAS.
Proteinu komplekss atkarto reduktacijas, dehidratacijas un reduktacijas ciklus, bet selektivi
izpilda trans-cis izomerizaciju nevis otro reduktacijas reakciju konkrétos ciklos, lai augosaja
taukskabju kede saglabatu dubultsaites (Yoshida et al. 2016; Metz et al. 2001).

Sis alternativais cel§ atklats vairakiem eikariotiskajiem triaustohitridiem, tai skaita

Schizochytrium spp. (Qiu 2003) .
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Kinétiska modeléSana

2.1.1. Kinetiska modela reakciju shémas izveide

Kingtiskais modelis sastav no glikolizes un taukskabju sintézes reakcijam. Glikolizes dala
tika balastita uz Smallbone et al. (2013) izveidoto modeli un apvienojot informaciju, kura
pieejama datu bazes. Taukskabju sintézes reakcijas tika pamatotas uz KEGG datubaze esosajam
reakciju shémam. Glikolizes modelis pieejams SBML (Systems Biology Markup Language)
formata.

2.1.2. Copasi

Kinétiska modela izveidoSanai tikai izmantota datorprogramma COPASI (COmplex
PAthway Simulator) (Hoops et al. 2006). COPASI lauj veidot un simul&t sarezgitu metabolisko
tiklu darbibu laika, izmantojot parasto diferencialvienadojumu sisteémas. Modeli tiek defineti
divos veidos- biokimiski un matematiski. No biokimiskas perspektivas modelis sastav no
reakcijam, nodalfjumiem un metabolitiem. Matematiski ta pati sistéma tiek raksturota
izmantojot diferencialos vienadojumus.

Copasi izmantotas funkcijas:

e Steady state stacionara stavokla parametru iegtiSanai;

e Parameter estimation nezinamo parametru noteik$anai. ST optimizacijas metode
mégina piem&rot nezinamos parametrus eksperimentalajiem datiem, lai tuvinatu
modela uzvedibu model&jama organisma vai procesa uzvedibai.

Mervienibu defingjumi kinétiskaja modeli: laiks- stundas (h), daudzuma mervieniba-
milimoli (mmol), tilpums- mililitri(mL).

2.1.3. Izmantotie vienadojumi kinétiskaja modeli

Katras reakcijas atruma aprékinam nepiecieS$ams matematiskais vienadojums. Janem
vera, ka reakciju biologiskie katalizatori (enzimi) at$kiras p&c to darbibas principa, kas ietekme
vienadojumu izvéli.

Modeli izmantoti 3 veidu vienadojumi, kuri izveidoti projekta SMARTPLANTS ietvaros
(Stalidzans pers. comm.).

Reakcijam, kuras piedalas viens substrats un viens produkts, izmantots Uni Uni
vienadojums (1).

p
k*Vf*(S—K—eq)

V= 1)
mp
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Fruktozes bifosfata aldozes enzima darbibas raksturoSanai izmantots Ordered Uni Bi

vienadojums (2). Reakcijas rezultata no viena substrata rodas 2 produkti.

Vs (S———)
eq

V= 3 v ()
Kms+$+(1 4+ )+ g e—*(Kmq*Pp+ Kmp*Pq+Pq)

Vr* Keq

Glikozes transporta reakcija izmantots Mass action vienadojums, kuram ir tikai viens

parametrs- k1.

Apzim&jumi:

Vv — reakcijas atrums

k — optimizacijas koeficients (tick izmantots optimizacijas uzdevumos, lai noteiktu
nepiecieSamas izmainas enzimu koncentracijas)

VT — reakcijas maksimalais atrums, reakcijai virzoties uz prieksu

Vr — reakcijas maksimalais atrums, reakcijai virzoties atgriezeniski

S- substrata koncentracija

P- produkta koncentracija

Keq — lidzsvara konstante

Kms, Kmp — Mihaels-Menten lidzsvara konstantes, s apzimé konstanti substratam un p-

produktam
2.2. Stehiometriska modelésana
2.2.1. Izmantotas datorprogrammas
Stehiometriska model&Sana tika veikta MATLAB

(https://se.mathworks.com/products/) programmésanas valoda un interaktivaja aprékinu vidg.
Atskiriba no citam programmésanas valodam, kur mainigie ir definéti ka vienkarsi skaitli,
aprekini tika veikti mainigos defingjot ka multidimensionalas matricas. Tika izmantots dzivais
skripts (Live script), kas lauj apvienot formatétu tekstu, skriptu, ka ari izvades datus. Viss
sadalams nodalas, kas atvieglo skripta parskatiSanu un relavento komandu izpildi.

Metabolisko modelu izveidei un manipuléSanai izmantoti divi MATLAB riki.

COBRA 3.0 (COnstraint-Based Reconstruction and Analysis Toolbox) (Heirendt et al.
2019) ir riks, kas lauj kvantitativi simulét cellularos biokimiskos tiklus, ieklaujot tos
biologiskos, fiziskos un termokimiskos ierobezojumos.

RAVEN 2.0 (Wang et al. 2018) ir MATLAB vidé izmantojams riks, kas izveidots

automatizetai genoma méroga modelu (GEM) rekonstrukcijai un analizei.
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RAVEN izmantotas funkcijas- nepilnibu aizpildisana (fillGaps). Gapfill funkcija,
salidzina izveidoto modeli ar references modeli un parbauda, kuras reakcijas nespgj vadit
pliasmu caur tam. STs reakcijas tiek izdz&stas. Nosacijums useModelConstraints koda ir patiess,
kas nozimé, ka modelt censas ievietot tik maz reakciju cik iesp&jams, lai tiktu apmierinati
modela ierobezojumi.

Dokumentacija:
(https://github.com/SysBioChalmers/RAVEN/blob/master/core/fillGaps.m).

RAVEN funkcija contractModel samazina modeli, sagrup&ot kopa visas vienadas
reakcijas. Ipasa uzmaniba tiek pieversta génu- reakciju asociacijam.

Dokumentacija:
(https://github.com/SysBioChalmers/RAVEN/blob/master/core/contractModel.m).

COBRA funkcija removeDeadEnds izdzges visas strupcela reakcijas un metabolitus.

Dokumentacija:
(https://github.com/opencobra/cobratoolbox/blob/efb2c06be702aaed38349581ba73ed420251
992b/src/reconstruction/modelGeneration/removeDeadEnds.m).

RAVEN funkcija simpifyModel lauj vienkarsot modeli, izdz&$ot reakcijas un metabolitus,
kuri nespgj vadit plismu. Tas tiek panakts m&ginot minimizét un maksimiz&t plismu caur
konkrétu reakciju. Ja tas neizdodas, ta tiek izdz€sta.

Dokumentacija:
(https://github.com/SysBioChalmers/RAVEN/blob/master/core/simplifyModel.m).

FBA (Flux balance analaysis) ir optimizacijas problémas atrisinajums. Funkcija atlauj
modelim uzstadit mérka funkciju jeb metabolitu, uz kuru novirzit plismu. Izvades lauka tiek
paraditi vairaki datu strukti. Svarigakie no tiem ir FBAsolution.f, kas ir mérka funkcijas
atrisingjums un FBAsolution.v, kas parada plismu sadalijumu, kad maksimizéta plisma uz
noradito metabolitu.

Modelis tika vizualizéts ar ModelExplorer vizualizacijas riku (Martyushenko and Almaas
2019).

2.2.2. Organisma genoma sekvence

Modela veidosanai tika izmantota Symbiodinium minutum genoma sekvence. Sekvence
sastav no 616 Mbp (Mega- base pairs), génus kod€joSiem bazu pariem, kas sastada aptuveni
pusi no minéta organisma kopgjas sekvences (Shoguchi et al. 2013). Dinoflagelati ir organismi
ar lielu nukleara genoma izméru. To genoma izmérs parasti ir aptuveni 3-250 pg (piko grami)
uz Stnu, kas ir 1- 80 reizes lielaks par cilvéka genoma izméru (Bi et al. 2019). Lielu dalu

dinoflagelatu genoma sastada duplikat géni, kas regulé hromosomu kondenséSanos. legiita
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sekvence ieklauj 42 000 proteinus kod€joSos génus, kas sakrit ar citu dinoflagelatu proteinus
kodgjoso génu skaitu, tade] sekvence tika uzskatita par pilnigu (Shoguchi et al. 2013).
2.3. Datubazes
Iepriek$ publicétie modeli SBML formata pieejami BioModels datu bazé (pieejama
www.ebi.ac.uk/biomodels/) (Glont et al. 2018). Informacija par metabolisma celiem un enzimu
parametru informacija pieejama KEGG datubazg (pieejama www.genome.jp/kegg/) (Kanehisa
etal. 2019).
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3. REZULTATI

3.1. Kinetiskais modelis

3.1.1. Kinétiska modela struktiira

Izveidots king&tiskais modelis, kas satur 14 reakcijas un 15 metabolitus. Metabolitu atsifr&jumi
un sikaks reakciju apraksts atrodami 1. un 2. pielikuma. Glikolizes reakcijas, lidz piruvata
sint€zei, tika balstitas uz Smallbone (2013) publicéto modeli un visparzinamu informaciju par
glikolizes cela norisi. Turpmakas reakcijas, kas iesaistitas taukskabju sintéze balstitas uz KEGG

datubazg pieejamo informaciju. Shematiski modelis att€lots 4. attéla

1. Glucose transport

2.EC2.7.1.1

3.EC5.3.1.9 PGI

4.EC2.7.1.11 PFK

TPI
6.EC5.3.1.1

7.EC1.2.1.12 Gra3PDH

Gri2,3P

8.EC2.7.23

PGK
Gri3P

9.EC5.4.2.12 PGM

AN

Gri2P

10.EC4.2.1.11 ENO

Phosphoenol
pyruvate

11.EC2.7.1.40

12.EC1.2.7.

Malonyl-CoA

Acetyl-CoA

13.EC6.4.1.2

14.EC2.3.1.85 FAS

acid

4. attels. Model1 ieklauto reakciju att€élojums. Ar zilu liniju apvilktajos kvadratos noraditi

metaboliti, bultas apzimé oglekla plismu modeli. Lai tiktu sintez&ta C16:0 gara palmitinskabe
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(palmitic acid) nepiecieSsams 1 acetil-CoA metabolits un 7 malonil-CoA metaboliti. Malonil-
CoA molekulas sintézi no acetil-CoA s$kir viena enzimatiska reakcija. Starp metabolitiem
atziméti reakciju kataliz&joSo enzimu EC numuri un modelt izmantotie saisinajumi.

Figure 4. A schematic representation of the reactions of the model. The metabolites are shown
in the blue circled squares, the arrows represent the carbon flow in the model. For the synthesis
of a C16:0 long fatty acid, 1 acetyl-CoA and 7 malonyl-CoA metabolites are needed. Malonyl-
CoA is synthesized from acetyl-CoA in one enzymatic reaction. Reaction catalyzing enzyme

EC numbers as well as their abbrevations are shown between the metabolites.

Modeli ieklauto reakciju att€lojums COPASI datorprogramma redzams 5. attéla.

# Name Reaction
01. glucose transport "plucosefex}" -» "glucose{cell}”

2 02 EC27.1.1HK "olucosefcell}" = glucose-6-phosphate
3 03.EC5.3.1.9 PGl glucose-6-phosphate = fructose-6-phosphate
4 04 EC27.1.11PFK fructose-6-phosphate = fructose-1,6-biphosphate
5 05.EC4.1.2.13 ALD fructose-1,6-biphosphate = dihydroxyacetone-phosphate + glyceraldehyde-3-phosphate
6 07.EC12112 Gra3PDH glyceraldehyde-3-phosphate = 1,3-bisphosphoglycerate
7 09.EC5.4.2.12 PGM 3-phosphoglycerate = 2-phosphoglycerate
8 08 EC27.23PGK 1,3-bisphosphoglycerate = 3-phosphoglycerate
9 10.EC4.2.1.11ENO 2-phosphoglycerate = phosphoenolpyruvate
10 11.EC 2.7.1.40 PYK phosphoenolpyruvate = pyruvate
11 06.EC53.11TPI dihydroxyacetone-phosphate = glyceraldehyde-3-phosphate
12 12 EC1.27.1PDH pyruvate = acetyl-CoA
13 13 EC6.4.12 Acetyl-CoA carboxylase  acetyl-CoA = malonyl-CoA
14 14 EC 2.3.1.85 Palmitic acid synthase acetyl-CoA +7 * malonyl-CoA = palmitoyl-CoA

5. attels. Ekrankopija ar izveidotajam reakcijam.

Figure 5. Screenshot with the reactions encompassed in the model.

3.1.2. Parametru novértésana

Lai spétu kvantitativi novertét biologiska sistéma notiekoSo reakciju norisi, tas apraksta
ar matematiskajiem vienadojumiem. Vienadojumiem, ka ierastS, ir vairaki mainigie, $aja
gadijuma- parametri. Diemz€l, ne vienmér visi parametri ir eksperimentali noteikti vai atrodami
literattira, kas saistams ar biologisko organismu specifiku un reakciju daudzveidibu. Parametru
novertésana spgj pielagot nezinamas vertibas sist€émai ar citiem zinamajiem parametriem vai
eksperimentalajiem datiem. Saja gadfjuma parametru novértéSanai tika izmantoti
eksperimentalie dati C. cohnii esot logaritmiskaja augSanas faze. Dati tika aprékinati balstoties

uz Pei et al. (2017) publicéto informaciju un ir apskatami 1. tabula.
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1. tabula. Eksperimentalo datu aprékini.

Table 1. Calculations of experimental data.

Apraksts Vértiba | Mérvieniba

Glikozes patérésanas atrums g uz | bioreaktora | 1.25 9/ (Ibioreaktora * h)

Skiduma stunda

Glikozes patéréSanas atrums g uz 1 C. cohnii | 41. 92 9/(lc.conii * h)
stunda (Izmantots Chlorella vulgaris Stnas
blivums 570g/L (Hu 2014))

Glikozes patérésanas atrums g uz ml C. cohnii | 0,04 g/(mlc.conii * h)

stunda

Glikozes patérésanas atrums molos uz ml C. | 0.00023 | mol/mlc.comii * h
cohnii stunda (Izmantota glikozes molekulmasa

180,2 g/mol)

Glikozes patéréSanas atrums milimolos uz ml C. | 0,232 mmol/mlc.comii * h

cohnii stunda

Biomasas razoSanas atrums 0,47 0/ (Ibioreaktora * 1)

Lipidu (38% no biomasas) razo$anas atrums guz | 0,18 9/ (Ibioreaktora * )

| bioreaktora stunda

Lipidu razosanas atrums g uz 1 C. cohnii stunda | 5,95 9/(lc.conii * h)
Lipidu raZoSanas atrums g uz ml C. cohnii stunda | 0,006 g/mlc.connii * h
Lipidu razoSanas atrums molos uz ml C. cohnii | 9,89 mol/mlc. comii * h

stunda (Izmantota acetilskabes molekulmasa 60,1

g/mol)

Lipidu razoS$anas atrums milimolos uz ml C. | 0,099 mmol/mlc. comii * h

cohnii stunda

legiti eksperimentalie dati glikolizes patérlnam (0,232 mmol/mlc.comii * h) un lipidu
sintézei (0,099 mmol/mlc connii * h).

Iegtito parametru novérteésanas dati redzami 3. pielikuma.
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Modela simuléta glikozes patérina un lipidu sintézes vértibas redzamas 6. attéla, kur tas

salidzinatas ar eksperimentali iegiitajiem datiem.

Parameter Estimation Result

0.3
] +
0.25
1 +
0.2
0.15 -
0.1 +
1 +
0.05
0
. o
-0.05 -
————  —_————r—v————1————————
-0.6 -0.4 0.2 0 0.2 0.4 0.6

-+ Experiment,(01. glucose transport) Flux(Measured Value)

=} Experiment,(01. glucose transport) Flus(Fitted Value)

'Z::Z' Experiment,(01. glucose transport) Flux(Weighted Error)

-4 Experiment,(14. EC 2.3.1.85 Palmitic acid synthase).Flux{Measured Value)
=+ Experiment,(14. EC 2.3.1.85 Palmitic acid synthase).Flux|Fitted Value)

O Experiment,(14. EC 2.3.1.85 Palmitic acid synthase).Flux{Weighted Error)
6. attéls. legltie parametru novertéSanas dati.

Figure 6. Parameter estimation data.

Mainot nezinamos parametrus robezas no 0,1 Iidz 1000000, modela simul&tie un
eksperimentalie glikozes uznemsSanas dati att€loti ar sarkanajiem krustiniem. Augsgjais krustins
attélo simulétos (fitted) datus, ar vertibu 0,274 mmol/mlccomnii * h, bet apaksgjais
eksperimentalos (measured)- 0,232 mmol/mlc connii * h. Simul&to lipidu sintézes datu vértiba ir
0,068 mmol/mlccomii * h (zemakais zilais krustin$), turpreti eksperimentalie dati, ir 0,099

mmol/mlc comii * h (augsgjais zilais krustins).
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3.1.3. Kingetiska modela stacionarais stavoklis

Modeli izdevies ieviest stacionaro stavokli, reakciju plismu atrumi un metabolitu sakuma
koncentracijas att€lotas 2 . un 3. tabula.
2. tabula. Metabolitu sakuma koncentracijas, modelim atrodoties stacionaraja stavokli.

Table 2. Start values of metabolites for the model in steady state.

Metabolits Sakuma Kkoncentracija (mmol/
ml)

Glikoze (intracelulara) | 8,05e-05

Glikozes 6-fosfats 0,0952

Fruktozes 6-fosfats 0,0007

Fruktozes 1,6- | 0,0621
bifosfats

Dihidroksiacetona 0,0015
fosfats

Gliceraldehida 3-10,0136
fosfats

1,3 bifosfoglicerats 9,82e-05
2- fosfoglicerats 0,0682
3- fosfoglicerats 0,1197
Fosfoenolpiruvats 0,0188
Piruvats 0,0010

Acetil-koenzims A 0,1645
Malonil-koenzims A 0,7137
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3.tabula. Reakciju plismu atrumi, modelim atrodoties stacionaraja stavokli.

Table 3. Reaction fluxes for the model in steady state.

Reakcija Plisma (mmol/h)
Glikozes tranports 0,27
HK 0,27
PGI 0,27
PFK 0,27
ALD 0,27
TPI 0,27
Gra3PDH 0,55
PGK 0,55
PGM 0,55
ENO 0,55
PYK 0,55
PDH 0,55
Acetil- koenzima A | 0,48
karboksilaze

FAS 0.07

3.2. Stehiometriskais modelis
Projekta “Crypthecodinium cohnii un Zymomonas mobilis sintrofija omega 3
taukskabju razoSanai no biodegvielas un cukura ripniecibas blakusproduktiem’, turpmak
CryZym, ietvaros tika izveidots C. cohnii genoma izméra stehiometriskais modelis (K. Bérzins

pers. comm.). Darba ietvaros veikta §T modela pilnveidosana.
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3.2.1. Gapfill rezultati

Izmantojot RAVEN funkciju Gapfill, tika veikta modeli esoSo neSabalanséto reakciju

aizpildisana. Rezultati, salidzinot vairaku references modelu izmanto$oanu, redzami 4. tabula.

4. tabula. Gapfill rezultati.

Table 4. Results of gapfill..

References | Izmantotie | Gapfill Karkasa Izma_ntotie Gapfill rezultati
modelu Gapfill rezultati ;1((;?tes!u Sliz];lllll
skaits modeli
1 HumanGEM | RXNS | 2850 | 2 ecModel x| RXNS | 2717
METS | 3391 yali METS | 3248
ecModel RXNS | 2706 ecModel x RXNS | 2711
METS | 3238 rhto METS | 3241
ivali RXNS | 2704 iYalix rhto | RXNS | 2705
METS | 3235 METS | 3235
thto RXNS | 2713 |3 HumanGEM | RXNS | 4512
METS | 3245 ;‘f;'iv'c’de'x METS | 5109
2 HumanGEM | RXNS | 2868 HumanGEM | RXNS | 4586
xecModel  FuETs T 3am1 )r‘hngOde'X METS | 5177
HumanGEM | RXNS | 2931 HumanGEM | RXNS | 2901
xival METS | 3459 i‘hit:)(a" X [METS | 3442
HumanGEM | RXNS | 2968 HumanGEM | RXNS | 2708
X rhto METS | 3514 fhitza" X ['METS [3235
4 ecModel x RXNS | 18313
)'j‘ij\r(na"’}?SEM METS | 11409
rhto
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Minimalais reakciju skaits modeli, izmantojot Gapfill, bija 2704 reakcijas, kas tika
panakts izmantjot tikai iYali references modeli. Maksimalais reakciju skaits tika iegtts

izmantojot visus 4 references modelus, un tika iegtitas 18313 reakcijas (7. attels).

Gapfill rezultati

20000
18000
16000
14000
12000
10000
8000
6000
4000

whpnanrnrnn o

3 4

leglto reakciju skaits

References modelu skaits

7. attels. Iegtto reakciju skaits atkariba no izmantoto references modelu skaita.

Figure 7. The number of reactions obtained depending on the number of reference models used.

Minimalais metabolttu skaits bija 3235, kas arT tika iegiits izmantjot iYali ka references
modeli. Vislielakais metabolitu skaits tika iegiits izmantojot visus 4 references modelus, un tas

bija 11409 metaboliti (8. attéls).

Gapfill rezultati

12000
10000
8000
6000

4000

SRRTIRRNNRRANE

References modelu skaits

leglto metabolitu skaits

8. attls. leglito metabolttu skaits atkariba no izmantoto references modelu skaita.
Figure 8. The number of metabolites obtained depending on the number of reference models

used.
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Tikai izmantojot visus 4 references modelus, tika panakta pliismas balansa analize (FBA
flux balance analysis) un modeli tika ieviests biomasas vienadojums, tadel talak tika stradats ar
fo.

Tika izmantotas vairakas RAVEN funkcijas- sasaurinat modeli (contractModel),
strupcelreakciju aizvaksana (removeDeadEnds) un modela vienkar$oSana (SimplifyModel), lai
uzlabotu un pilnveidotu modela darbibu. Gala modelis satur 11352 reakcijas un 3869
metabolitus. Rezultati péc katras funkcijas izpildes redzami 5. tabula.

Modeli tika ieviests biomasas vienadojums. FBA analize, kas bija uzstadita, lai
maksimiz&tu plasmu uz biomasas vienadojumu, kas apzim¢ $tinu augSanas atrumu, uzradija
rezultatu 79.3225 mmol gDW/h (gDW- grami sausnes).

5. tabula. Modela apstrades rezultati.

Table 5. Results of processing the model

. Remove duplicate RXNS Remove Dead o Biomasas
Gapfill modeli (contractModel) ends Simplify model FBA vienadojums
ecModel x RXNS 16954 RXNS | 13339 | RXNS | 11352 79.3225 | x
HumanGEM x 11383 '
ivali x rhto METS METS | 7784 METS | 3869
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3.2.2. Modela vizualizacija
Ar riku ModelExplorer tika veikta stehiometriska modela vizualizacija (9. un 10. attgls).
Vizualizacijas riks sp&j lietotdjam intiuitivi izpetit un novertét nepilnibas genoma-izmera

mode]os. Att€lota dala no izveidota genoma- izméra modela.

9.attels. Stehiometriska modela grafiskais att€lojums. KoS$i zalaja krasa att€lotas aktivas
reakcijas un tumsi zalaja krasa aktivie metaboliti. OranZa kontiira iezim€é nodalijumu.

Figure 9. Graphic representation of the stoichiometric model. Circles in the bright green colour
represent the active reactions and the circles in the dark green- active metabolites. The orange
line contours the compartament.
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ATP [M_ATP] (System) ¢\
System 4 N oS

ATP [R_ADENOSINE 45_KINASE 4

5_ RXN] (System)
Producing reactions:
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inase;phoshatidylinositol-3-phosphat
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phosphatidylinositol-4-phosphate 5-k
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10.attels. Modela grafiska attelojuma pietuvinats skatfjums. Izcelts viens no metabolitiem-
ATP. Ar zilu iekrasotas reakcijas, kas to pater€, ar sarkanu reakcijas, kas to razo. Roza linijas
apzimé divvirzienu reakcijas. Detalizétaks reakciju apraksts redzams loga labaja pusg.

Figure 10. Zoomed view of the graphical representation of the model. The metabolite ATP is
highlighted. The blue lines represent reactions which consume it, the red lines- reactions which
synthesize it. The pink lines are bidirectional reactions. A more detailed description of the

reactions is seen in the window to the right.

3.2.3. Taukskabju sintéze stehiometriskaja modelt

Noskaidrots, ka malonil-CoA metabolits, kas ir pamatsastavdala taukskabju sintézg,
modelt apzimets ka “m02444c¢” un tiek patéréts 50 reakcijas (4. pielikums), bet to sintéze 3 (4.
pielikums) reakcijas. Divam no reakcijam, kas patéré malonil-CoA, nav noradits EC numurs,
pargjo reakciju apkopojums atrodams 6. tabula. Ka ari sintezgjosSas reakcijas apkopotas 7.
tabula. Izmantojot malonil-CoA ka references metabolitu taukskabju sintézei ir parskatamak

redzama organisma resursu novadiSana DHA raZoSanai.
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6. tabula. EC numuri reakcijam, kas patéré malonil-CoA metabolitu

Table 6. EC numbers of reactions that consume malonyl-CoA metabolite.

Reakciju

skaits

EC numurs

Nosaukums

Katalizeta reakcija (KEGG vai

brenda-enzymes.org)

Reakcijas, kuras tiek pateréts malonil-CoA metabolits

1 EC:4.1.1.9 malonyl-CoA Malonyl-CoA <=> Acetyl-CoA + CO2
decarboxylase
29 EC:2.3.1.199 | very-long-chain 3- | a very-long-chain acyl-CoA + malonyl-
oxoacyl-CoA CoA = avery-long-chain 3-oxoacyl-CoA
synthase + CO2 + CoA
2 EC:2.3.1.85 fatty-acid synthase | acetyl-CoA + n malonyl-CoA + 2n
system (FASN) NADPH + 2n H+ = a long-chain fatty
acid + (n+1) CoA + n CO2 + 2n NADP+
1 EC:2.3.1.39 [acyl-carrier- malonyl-CoA + an [acyl-carrier protein]
protein] S- | = CoA + a malonyl-[acyl-carrier protein]
malonyltransferase
1 EC:2.3.1.21 carnitine O- | palmitoyl-CoA + L-carnitine = CoA + L-
palmitoyltransferase | palmitoylcarnitine
12 EC:2.3.1.86 fatty-acyl-CoA acetyl-CoA + n malonyl-CoA + 2n
synthase system | NADPH + 4n H+ = long-chain-acyl-CoA
(FAS 1/2) +n CoA +n CO2 + 2n NADP+
1 EC:2.3.1.16 acetyl-CoA C- | acyl-CoA + [acetyl-CoA C-
acyltransferase acyltransferase]-L-cysteine = [acetyl-
CoA C-acyltransferase]-S-acyl-L-
cysteine + CoA
1 EC:2.7.1.91 sphingosine kinase | ATP + a sphingoid base = ADP + a

sphingoid base 1-phosphate
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7. tabula. EC numuri reakcijam, kuras tiek sintezéts malonil-CoA metabolits.

Table 7. EC numbers of reactions that synthesize malonyl-CoA metabolite.

Reakciju

skaits

EC numurs

Nosaukums

Katalizéta reakcija (KEGG vai brenda-

enzymes.org)

Reakcijas, kuras tiek sintizéts malonil-CoA metabolits

1 EC:6.4.1.2 acetyl-CoA ATP + acetyl-CoA + hydrogencarbonate =
carboxylase ADP + phosphate + malonyl-CoA

2 EC:6.3.4.14 biotina ATP + [biotin carboxyl-carrier protein]-biotin-
karboksilaze N6-L-lysine + hydrogencarbonate- = ADP +

phosphate + [biotin carboxyl-carrier protein]-

carboxybiotin-N6-L-lysine

3.2.4. Lipidu asimilacijas reguléjosie mehanismi:

Modeli ieklautas literatira visbiezak aprakstitas lipidu asimilacijas regul&josas reakcijas.

Shematiskais att€lojums redzams 11. attéla. Reakcijas apkopotas 8. tabula.

Glikolize
Glikoze — ——» Piruvats |—__
b
Piruvats
Acetil-
CoA
5 __——— Malats Cj »  Malats [ —
g (N
Oksaloacetats Citrata/malata 7 | Oksaloacetats |«
*\ cikls /
4 ""::,::::_ Citrats e Citrats \ Trikarbonskabju
T ACL —2 | cikls
Yy 3 I 2 '1
'/ \
1 |zocitrats a-ketoglutarats
ol N ATP + CoA ICDH
CoA @
1 4
AMP |, = IMP + NH,
Taukskabju
acil-CoA

11. attels Lipidu asimilacijas regulacijas shematiskais att€ls. Reakcijas sikak paskaidrotas

literatiiras sadala.

Figure 11. Schematic picture of the regulatory mechanisms for lipid synthesis. A more detailed

explanation of the reactions is found at the literature section.
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8. tabula. Lipidu asimilacijas kontroles reakcijas.

Table 8. Control reactions of lipid assimilation.

N.p.k. | Reakcijas | Reakcijas Reakcija modelt
numurs vienadojums
modelt
1 #754 AMP => IMP + | AMP[c] + H20[c] => IMP][c] + NH3c];
#115 NH4 AMPJs] + H+[s] + H20O[s] => ammonium[s] + IMP[s];
2 #7871 Izocitrats => a- isocitrate[m] + NAD[m] => NADH[m] + 2-
ketoglutarats oxoglutarate[m] + carbon dioxide[m];
#7872 isocitrate[m] + NADP(+)[m] => NADPH[m] + 2-
oxoglutarate[m] + carbon dioxide[m];
isocitrate[m] + NAD+[m] => AKG[m] + CO2[m] +
#1379 NADH[m];
isocitrate[m] + NADP+[m] => AKG[m] + CO2[m] +
#1380 NADPH[m];
3 #9562 Citrats <=> citrate[m] => cis-aconitate[m] + H20[m];
#1339 Izocitrats cis-aconitate[m] + H20[m] => isocitrate[m];
isocitrate[m] => cis-aconitate[m] + H20[m];
#9565 cis-aconitate[m] + H20[m] => citrate[m];
#1395 citrate[m] => isocitrate[m];
#1394 isocitrate[m] => citrate[m];
#9561
4 #8480 Citrats => acetil- | ATP[c] + citrate[c] + coenzyme A[c] => acetyl-
CoA + CoA[c] + ADP[c] + oxaloacetate[c] + phosphate[c];
oksaloacetats
5 #11016 Oksaloacetats => | H+[c] + NADH][c] + oxaloacetate[c] => (S)-malate[c]
malats + NADIc];
6 #7890 Malats => (S)-malate[m] + NAD[m] => H+[m] + NADH[m] +
oksaloacetats oxaloacetate[m];
7 #94 Acetil-CoA + acetyl-CoA[m] + oxaloacetate[m] + H20[m] =>
oksaloacetats => | citrate[m] + coenzyme A[m] + H+[m];
citrats
Citrata/ | #4647 Citrata un malata | citrate[c] + malate[m] => citrate[m] + malate[c];
malata apmainas
cikls transports
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4. DISKUSIJA

4.1. Kinétiska modelé$ana

King&tiska modela parametru novértéSanas ietvaros, veikta nezinamo kinétiska modela
vienadojumu parametru piemekléSana. legtitas vertibas redzamas 3. pielikuma. Modela
simulétie glikolizes patérina dati ir lielaki par eksperimentalajiem datiem (0,232 un 0,274
mmol/mlc connii * h). Stacionara stavokla pliisma turpmakajas reakcijas, glikolizes linearaja dala
lidz gliceraldahida fosfata dehidrogenézei (Gra3PDH), ir vienmériga (3. tabula). Sakot ar
gliceraldahida fosfata dehidrogenazi (Gra3PDH) plisma dubultojas (no 0,27 lidz 0,55 mmol/h).
Reakcijas lidz tam iesaistitie Savienojumi bija ar 6 C atomiem, Iidz aldolaze tos saskel 2
molekulas, kur katrai molekulai, kas plast caur Gra3PDH, ir 3 C atomi. Stehiometriski caur
turpmakajam reakcijam pliist tads pat oglekla daudzums, tikai molekulu skaits ir lielaks, tadel
arT plisma palielinas. Plisma caur acetil- koenzima A karboksilazi, kas sintezé malonil-CoA
metabolitu, ir nedaudz samazinata (0,48 mmol/h), ko izskaidro viena acetil-CoA novirzisana
taukskabju sintézei (4. attéls). Plusma caur FAS enzimu samazinas 1idz 0,07 mmol/h, bet janem
vera, ka Sai reakcijai nepiecieSami 7 malonil-CoA metaboliti un stehiometriski reakcija sakrit
ar plismu caur ieprieks€jo enzimu (0,07 mmol/h*7 malonil-CoA metaboliti = 0,48 mmol/h).
Modela simulacija spgj izskaidrot 68,69% no eksperimentali iegiitas plismas uz taukskabju
sintézi. Nemot véra, ka simulétie glikozes paterina dati ir lielaki ka eksperimentalie, lai
sasniegtu 0,068 mmol/mlc.connii * h lielu plismu taukskabju sintézes virziena, modelim
nepiecieSams uznemt vairak glikozes.

Kingtiskais modelis izveidots tikai lidz plamitinskabes (C16:0) sintezg&joSajam solim-
FAS enzimam. Tas darits, jo par So enzimu ir pieejams lielaks literatiiras apjoms un ir veikti
parametru mérfjjumi (Sonnenborn and Kunau 1982). Ka ari literatiira, biezak pieejama
informacija par visu taukskabju daudzumu, kas atvieglo eksperimentalo datu aprékinasau un
pielagosanu modelim.

BieZi parametri tiek pielagoti, lai spétu izskaidrot konkréta cela darbibu, velak stradajot
ar modeli, lai spétu to optimizét. Teusink et al. (2000) méginaja noskaidrot vai atseviski
nomeriti sistémas kinétiskie parametri in vitro glikolizes enzimiem, spgj izskaidrot visa cela
holistisko darbibu in vivo. Izmantojot tikai nomeéritos parametrus un tos nepielagojot, sistéma
nesasniedza stacionaro stavokli. Teusink et al. (2000) ieviesa 3 glikolizes cela sazarojumus
novadot pliismu uz trehalozi, glikogénu un glicerolu péc ka modelis sp&ja sasniegt stacionaro
stavokli. Tomér, ievieSot cela sazarojumus, modelis nesp&ja izskaidrot eksperimentalos datus
tik labi, ka PDC (piruvatu sintiz€joSs enzims) Vmax palielinasana (parametru pielagoSana).

Veidojot C. cohnii modeli, prioritate tika pieskirta ta sp&jai paredzet eksperimentalos datus un
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tika pielietota parametru novértésana. Tomér glikolizes cela sazarojumu ievie$ana ta pat ka
Teusink et al. (2000) modeli, varétu uzlabot modela kvalitati.

Kingtisko modeli iesp&jams uzlabot, izveidojot ciesak regulétu reakciju tiklu. Vairaki no
enzimiem tiek alostériski reguléti vai to reakcijas mehanismi ir sarezgitaki neka pasreiz€jie
modeli aprakstitie. Piemé&ram, FAS sintézes mehanisms atbilst 7 saitu ping-pong mehanismam.
Enzims satur 4’- fosfopanteteina prostétisko grupu, kas transporté reakciju starpproduktus no
viena katalitiska centra uz citu, kur katrs no substratiem atseviski veido kompleksu ar enzimu
(Katiyar et al. 1975). Sadus reakacijas mehanismus var precizak aprakstit ar ping-pong
vienadojumiem.

Vel nav vienota viedokla par DHA sintiz&jo$o celu C. cohnii (Qiu 2003). Izmantojot jau
izveidoto modeli un tam pievienojot attiecigi —konvencionala cela enzimus (elongazes un
desaturazes) vai PKS enzimu, ir iesp&jams simulét abu sintézes celu darbibu. Tomer japiebilst,
ka informacija par $o celu parametriem ir vél mazak pieejama. Tada pasa veida, iesp&jams
pievienot arl cituS substratus izmantojosas reakcijas. Paredz€ts parbaudit modela darbibu,
salidzinot glikozes un etanola izmantosanu C. cohnii barotng€, ka ari citus substratus, kuri

pieméroti C.cohnii augsanai (Kalnenieks pers. comm.).

4.2. Stehiometriska modelésana

Izmantojot vienu, divus vai pat trTs references modelus gan metabolitu, gan reakciju skaits
modelos ievérojami nepalielindjas, ka tas notika izmantojot visus 4 modelus. Iesp&jams, tikai
apvienojot lielaku metabolitu un reakciju dazadibu, var pilniba rekonstruét metaboliskos tiklus
§tina, ko art apstiprina FBA analize. Japiemin, ka izmantojot RAVEN riku rekonstrukeija,
modeli tiek ieviesti vairaki nodalfjumi, $aja gadijuma veseli 19 (piem., goldzi komplekss,
peroksisomas, mitohondriji), kas var nopietni palielinat gan reakciju, gan metabolitu
daudzumu. Ja atziméts, ka reakcija notiek gan citoplazma, gan mitohondrija, modeli ta tiek
atkartota, papildus metabolitiem klat kvadratiekavas pierakstot nodalijjuma apzim&umu
(malonyl-CoA[c] vai malonyl-CoA[m]). Modelorganisma E.coli GEMs satur no 2286 Iidz
2583 metabolitu un no 1366 lidz 1445 reakciju, bet Saccharomyces cerevisiae satur no 555 Iidz
817 metabolitu un 1379 Iidz 1562 reakciju (Yilmaz and Walhout 2017). Diatoma
Phaeodactylum tricornutum (B.) genoma izméra modelis satur 4,456 reakcijas un 2,172
metabolitus (Levering et al. 2016). Lidz Sim modela rekonstrukcija tika koncentréta uz
automatiz€tu metozu pielietoSanu, lai simuléta sistéma spétu pastavét un uzradit plismu uz
biomasas komponentém. Pasreiz pastav uzskats, ka modelis satur nepiecieSami lielu reakciju

skaitu, salidzinot ar citu organismu GEMSs, kas palielina aprékinu un analizes laiku. Tika
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méginats to vienkarSot, izmantojot iepriek§ minétas metodes, bet taja pasa laika cenSoties
saglabat ta pliismu uz biomasas vienadojumu.

Pirma reakcija, kura tiek patéréts malonil-CoA, ir atgriezeniska reakcija ta sintézei, to
kataliz€ malonil-CoA dekarboksilaze (EC:4.1.1.9). NakosSais enzims (EC:2.3.1.199) katalize
malonil grupas pievienoSanu jau uzsintéz&tai karbonskabei. Modeli §i enzima kataliz&tas
reakcijas ir visvairak parstavétas- 29, tas sintezEtie produkti ir garas piesatinatas,
mononepisatinatas un polinepiesatinatas taukskabes (4. pielikums). Taukskabju sintézes
sisteémas (FAS) (EC:2.3.1.85) enzims sintez€ palmitinskabi viena reakcija, uzreiz izmantojot 7
malonil-CoA metabolitus. Abas rekacijas uzskatamas par galvenajam, taukskabju sintézei
modeli.

Reakcija, kuru katalizé enzims (EC:2.3.1.39) ACP s-maloniltransferaze, pievieno malonil
grupu ACP nesoSajam proteinam. Reakcija tiek uzskatita, par FAS uzladéSanas posmu
(Yoshida et al. 2016).

Enzims (EC:2.3.1.21)- karnitina palmitintransferaze- nodrosSina palmitin-CoA transportu
uz mitohondriju matriksu, lai to varétu oksidizét energijas iegtiSanai. Taukskabes, kuras garakas
par 14 C atomiem nespgj brivi difundét mitohondriju matriksa, tade] tam nepiecieSams karnitina
mediéts transports (Nelson and Cox 2008).
Enzims (EC:2.3.1.86) FAS %, kas parasti atrodams raugos, arT ir taukskabju sint€zes siste€ma,
tikai $is enzims sastav no 2 subvienibam. Modelt ir 12 §1 enzima veiktas reakcijas. Reakciju
produkti noved lidz palmitil-CoA, stearil-CoA un vairakam 18 un 20 C atomus saturo$am
taukskabém ar atskirigu dubultsaisu skaitu (4. pielikums).
Enzimi acetil-CoA acetiltransferaze (EC:2.3.1.16) un sfingozina kinaze (EC:2.7.1.9) nav tiesi
1esaistiti taukskabju sint€ze, bet ir prekursori citiem produktiem (sfingolipidiem) vai piedalas
taukskabju B-oksidacija.
Reakcijai #4981 un reakcijai #8335 nav noraditi EC numuri. #4981 reakcija ir pirmais solis
tauksabes pagarinasana, bet #8335 ir transporta reakcija, kas nogada malonil-CoA
endoplazmatiska tikla membrana (4. pielikums).
Liela enzimu daudzveidiba, ar Skietami Ilidzigam funkcijam (EC:2.3.1.199, EC:2.3.1.85,
EC:2.3.1.86), var tikt izskaidrota ar organismu lielo genoma izméru. Tiek hipotizéts, ka ginti
vairaku pastavoSo endosimbiotu dél ir liela laterala génu parnese. Stehiometriskie modeli ir
balstit uz génu- proteinu- reakciju attiecibam, tadél sekvencé ieklauta informacija, tiek
atspogulota modela reakcijas. Tas varetu izskaidro gan prokariotisko, gan eikariotisko enzimu
lidzpastavésanu dinoflagellatos (Wisecaver and Hackett 2011, Bi et al. 2019).

Malonil-CoA savienojuma sintezéSana var tik uzskatita par pirmo reakciju taukskabju

biosintézes reakcijas. Acetil-CoA karboksilaze (EC:6.4.1.2) ir enzims, kas ir galvenais S$is
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reakcijas katalizators. Dazos organismos enzims sastav no viena polipeptida, tada gadijuma
biotina karboksilazes (EC:6.3.4.14) veikta reakcija, ir ieklauta visa enzima kopg€ja darbiba. Bet,
ja tas ir daudzomenu polipeptids, biotina karboksilazi, izdala ka atsevisku enzimu (Norman et
al. 1994). Modeli atrodami abi enzimi, un tie veic vienu un to paSu reakciju- malonil-CoA
veidoSanu no acetil-CoA un bikarbonata. Ar1 So abu enzimu lidzpastavéSanu, var izskaidrot ar

lielu lateralas génu apmainas apjomu.

4.3. Abu modeléSanas veidu kopéja izmantoSana

Stehiometriska modela reakciju matrica ir attélota visu reakciju masas bilance. Siinas
reakciju dinamiska uzvediba netiek nemta véra pamatojoties uz pienémumu, ka metaboliti un
pliismas atrodas stacionaraja stavokli. ST pienémuma dél genoma izméra modeli sp&j aptvert
daudz lielaku metabolisma apméru, $aja gadijuma, visa genoma. Tie spg&j balansét Saurak
izveidotos kingtiskos modelus, ierobezojot to darbibu biologiski iesp&jama diapazona.

Izmantjot abus modelus, to sniegta informacija var papildinat viena otru. Stehiometriskaja
modeli apliikoti tikai oglekla pliismas kontroles galvenie celi. Sie regulacijas méhanismi ir
specifiski taukskabes uzkrajoSiem organismiem, un ir svariga to iesaiste kopg€ja metabolisma
pétisana. Taukskabju sint€z€ svarigs ar1 celularais reduc€sanas potencials- NADPH. Kaut gan
darba ietvaros nav detalizeti aplikotas stehiometriskaja modeli ietvertas NADPH nodroSinatas
reakcijas, visu nepieciesamo acetil-CoA mehanismu esamiba liek pienemt, ka arT reducéSanas
potenciala veidoSanas ir pareizi balanséta.

Kingtiskaja modeli nav ieklautas ATP, NAD(P)H, H20O, CO; ka arf citas molekulas. ATP
un NADH ievie$anai kinétiskaja modeli, nepiecieSmas “dummy” reakcijas, jo izveidota sistéma
ir izoléta no pargja organisma centrala metabolisma, kas parasti nodro$ina Sos savienojumus.
Plismas noteikSana konkréta cela virziena kingtiskajam modelim, dotu balansétus datus, kas

labak atbilstu konkréta organisma sinté€zes iesp&jam.
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SECINAJUMI

Kinétiskaja modeli sashiegts stacionarais stavoklis, bet modeli nepiecieSams
pilnveidot un izveidot vairaku substratu izmantoSanas stratégijas DHA razoSanas
optimizacijai.

Modelis uzrada mazaku plismu taukskabju sint€zes virziena, taja pasa laika

uzradot lielaku glikozes patérinu, neka noradits eksperimentalajos datos.
RAVEN riks ir piem@rots automatizétai genoma méroga modelu veidoSanai,
tomé&r modeliem joprojam nepiecie§ama manuala korigé$ana.

Kinétiskas un stehiometrsikas modeléSanas apvienoSana sniedz biologiski
realistiskaku organisma metabolisma atainojumu, kas var palidzét izvirzit

precizakas hipotézes.
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PATEICIBAS

Izsaku pateicibu darba vaditajam Egilam Stalidzanam par plaSo zinasanu klastu,
pozitivismu, sniegto iesp&ju apgit sistembiologijas metodes un visaptveroSu ieskatu zinatnes
pasaué . Paldies visiem sistémbiologijas grupas locekliem par tieSu un netieSu atbalstu darba
tapSana. Ipa3s paldies Kristapam B&rzinam par padomiem stehiometriskds modelé$anas
apgusana.

Darbs izstradats “Crypthecodinium cohnii un Zymomonas mobilis sintrofija omega 3
taukskabju razoSanai no biodegvielas un cukura riipniecibas blakusproduktiem” projekta

ietvaros ar finansialo atbalstu no Eiropas Regionala attistibas fonda.
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PIELIKUMI



1. pielikums

Kingtiska modela metabolitu atSifréjums

N.p.k. Apziméjums Nosaukums

1. Glc(EX) Glikoze (ekstracelulara)
2. Glc(In) Glikoze (intracelulara)
3. GluGP Glikozes 6-fosfats

4. Fru6P Fruktozes 6-fosfats

5. Frul,6P Fruktozes 1,6- bifosfats
6. DHAP Dihidroksiacetona fosfats
7. Gra3P Gliceraldehida 3-fosfats
8. Gri2,3P 1,3 bifosfoglicerats

9. Gri3pP 2- fosfoglicerats

10. Gri2P 3- fosfoglicerats

11. Phosphoenolpyruvate Fosfoenolpiruvats

12. Pyruvate Piruvats

13. Acetyl-CoA Acetil-koenzims A

14. Malonyl-CoA Malonil-koenzims A
15. C16:0 Palmitinskabe
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2. pielikums

Kinétiska modela reakciju apraksts

N.p.K. | Apziméjums | Veikta reakcija modeli Enzima EC numurs
nosaukums
1. Glucose glucose{ex} -> - -
transport glucose{cell}

2. HK glucose{cell} = glucose-6- | Heksokinaze EC27.1.1
phosphate

3. PGI glucose-6-phosphate = Fosfoglikozes EC5.3.1.9
fructose-6-phosphate izomeraze

4. PFK fructose-6-phosphate = Fosfofruktokinaze EC2.7.1.11
fructose-1,6-biphosphate

5. ALD fructose-1,6-biphosphate = | Fruktozobifosfata EC4.1.2.13
dihydroxyacetone- aldolaze
phosphate +
glyceraldehyde-3-
phosphate

6. TPI dihydroxyacetone- Triozesfosfata EC5.3.1.1
phosphate = izomeraze
glyceraldehyde-3-
phosphate

7. Gra3PDH glyceraldehyde-3- Gliceraldahida EC1.2.1.12
phosphate = 1,3- fosfata
bisphosphoglycerate dehidrogenéze

8. PGK 1,3-bisphosphoglycerate = | 3- fosfoglicerata EC2.7.23
3-phosphoglycerate kinaze

9. PGM 3-phosphoglycerate = 2- Fosfoglicerolmutaze | EC 5.4.2.12
phosphoglycerate

10. ENO 2-phosphoglycerate = Fosfopiruvata EC4.21.11
phosphoenolpyruvate hidrataze

11. PYK phosphoenolpyruvate = Piruvata kinaze EC 2.7.1.40
pyruvate

12. PDH pyruvate = acetyl-CoA Piruvata sintéze EC1.271

54



13. - acetyl-CoA = malonyl- Acetil- koenzima A | EC 6.4.1.2
CoA karboksilaze
14, FAS acetyl-CoA + 7 * malonyl- | Taukskabju sintéze | EC 2.3.1.85
CoA = palmitic-acid
3. pielikums
legiitas nezinamo parametru veértibas kinétiskaja modelr.
Veikta | Enzims un ta apziméjums Parametrs Iegiita vertiba
reakcija
1 Glikozes transports k1 0,1
2 HK; Heksokinaze Vi 976.731
4 PFK; Fosfofruktokinaze Vs 73.509
5. ALD; Fruktozobifosfata aldoze Kip 46300,8
5 ALD; Fruktozobifosfata aldoze Vi 440599
6 TPI; Triozesfosfata izomeraze Vi 7,059
12. PDH; Piruvata sinteze Vi 446,972
13. Acetil- koenzima A Vs 15.532
karboksilaze
14. Taukskabju sinteze Vi 990.797
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4. pielikums

Reakcijas modeli, kas patéré malonil-CoA metabolitu

N.p.k.

EC numurs

Reakcija

modelt

ID modelt

Vienadojums modelt

EC:4.1.19

#703

HMR_4105

H+[c] + malonyl-CoA[c] => acetyl-
CoA[c] + CO2[c]

EC:2.3.1.199

#1558

HMR_2305

3 H+[c] + malonyl-CoAlc] + 2 NADPHIc]
+ oleoyl-CoA[c] => (11Z)-eicosenoyl-
CoA[c] + CO2[c] + CoAJc] + H20[c] + 2
NADP+[c]

EC:2.3.1.199

#1559

HMR_2315

(112)-eicosenoyl-CoA[c] + 3 H+[c] +
malonyl-CoA[c] + 2 NADPH[c] => (132)-
docosenoyl-CoA[c] + CO2[c] + CoA[c] +
H20[c] + 2 NADP+[c]

EC:2.3.1.199

#1560

HMR_2324

(132)-docosenoyl-CoA[c] + 3 H+[c] +
malonyl-CoA[c] + 2 NADPH][c] => (152)-
tetracosenoyl-CoA[c] + CO2|[c] + CoA[c]
+ H20[c] + 2 NADP+[c]

EC:2.3.1.199

#1561

HMR_2332

(152)-tetracosenoyl-CoA[c] + 3 H+[c] +
malonyl-CoA[c] + 2 NADPH[c] =>
CO2[c] + CoAJc] + H20[c] +
hexacosenoyl-CoA[c] + 2 NADP+|[c]

EC:2.3.1.199

#1562

HMR_2342

cis-vaccenoyl-CoA[c] + 3 H+[c] +
malonyl-CoA[c] + 2 NADPHI[c] => (132)-
eicosenoyl-CoA[c] + CO2[c] + CoA[c] +
H20[c] + 2 NADP+[c]

EC:2.3.1.199

#1563

HMR_2347

(72)-octadecenoyl-CoA[c] + 3 H+[c] +
malonyl-CoA[c] + 2 NADPH]Jc] => 9-
eicosenoyl-CoA[c] + CO2[c] + CoA][c] +
H20[c] + 2 NADP+[c]

EC:2.3.1.199

#1564

HMR_2353

9-eicosenoyl-CoA[c] + 3 H+[c] + malonyl-
CoA[c] + 2 NADPH[c] => (112)-
docosenoyl-CoA[c] + CO2[c] + CoA[c] +
H20[c] + 2 NADP+[c]
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4.1. pielikums

Reakcijas modeli, kas patéré malonil-CoA metabolitu

EC:2.3.1.199

#1565

HMR_2361

(6Z,9Z)-octadecadienoyl-CoA[c] + 3
H+[c] + malonyl-CoA[c] + 2 NADPH[c]
=> (8Z,1127)-eicosadienoyl-CoA|c] +
CO2[c] + CoA[c] + H20[c] + 2
NADP+[c]

10

EC:2.3.1.199

#1566

HMR_2190

2 H+[c] + malonyl-CoA[c] + NADPHIc] +
palmitoyl-CoA[c] => (2E)-octadecenoyl-
CoA[c] + CO2[c] + CoAJc] + H20O[c] +
NADP+[c]

11

EC:2.3.1.199

#1568

HMR_2201

3 H+[c] + malonyl-CoAlc] + 2 NADPHIc]
+ stearoyl-CoA[c] => CO2[c] + CoA[c] +
eicosanoyl-CoA[c] + H20]c] + 2
NADP+[c]

12

EC:2.3.1.199

#1569

HMR_2205

eicosanoyl-CoA[c] + 3 H+[c] + malonyl-
CoAlc] + 2 NADPHI[c] => CO2[c] +
CoA[c] + docosanoyl-CoA[c] + H20[c] +
2 NADP+|c]

13

EC:2.3.1.199

#1570

HMR_2211

docosanoyl-CoA|[c] + 3 H+[c] + malonyl-
CoA[c] + 2 NADPH[c] => CO2[c] +
CoA[c] + H20[c] + 2 NADP+[c] +

tetracosanoyl-CoA|c]

14

EC:2.3.1.199

#1571

HMR_2215

3 H+[c] + malonyl-CoAlc] + 2 NADPHIc]
+ tetracosanoyl-CoA[c] => CO2[c] +
CoA[c] + H20]c] + hexacosanoyl-CoA|c]
+ 2 NADP+[c]

15

EC:2.3.1.199

#1572

HMR_2259

3 H+[c] + heptadecanoyl-CoA[c] +
malonyl-CoA[c] + 2 NADPH[c] =>
CO2[c] + CoAJ[c] + H20[c] + 2

NADP+[c] + nonadecanoyl-CoA|[c]

16

EC:2.3.1.199

#1573

HMR_2263

3 H+[c] + malonyl-CoAJc] + 2 NADPH|c]
+ nonadecanoyl-CoA[c] => CO2[c] +
CoA[c] + H20[c] + heneicosanoyl-CoA|c]
+ 2 NADP+[c]
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4.2. pielikums

Reakcijas modeli, kas patéré malonil-CoA metabolitu

17

EC:2.3.1.199

#1574

HMR_2267

3 H+[c] + heneicosanoyl-CoA[c] +
malonyl-CoA[c] + 2 NADPH|[c] => CO2|c]
+ CoA[c] + H20[c] + 2 NADP+[c] +
tricosanoyl-CoA|[c]

18

EC:2.3.1.85;
EC:2.3.1.39

#1590

HMR_2151

[ACP][c] + malonyl-CoA[c] => CoA[c] +
malonyl-[ACP][c]

19

EC:2.3.1.199

#1601

HMR_2475

(62,92,127,157)-octadecatetraenoyl-
CoA[c] + 3 H+[c] + malonyl-CoA[c] + 2
NADPH[c] => (82,11Z,14Z,172)-
eicosatetraenoyl-CoA[c] + CO2[c] +
CoAlc] + H20[c] + 2 NADP+][c]

20

EC:2.3.1.199

#1603

HMR_2486

(52,82,112,14Z,17Z)-eicosapentaenoyl-
CoA[c] + 3 H+[c] + malonyl-CoA[c] + 2
NADPHIc] => (72,10Z,132,16Z,192)-
docosapentaenoyl-CoA[c] + CO2[c] +
CoA[c] + H20]c] + 2 NADP+][c]

21

EC:2.3.1.199

#1605

HMR_2497

(72,10Z,132,16Z,19Z)-docosapentaenoyl-
CoA[c] + H+[c] + malonyl-CoA[c] => 3-
oxo-tetracosa-9,12,15,18,21-all-cis-
pentaenoyl-CoA[c] + CO2[c] + CoA]c]

22

EC:2.3.1.199

#1610

HMR_2515

(82,117,147,177)-eicosatetraenoyl-
CoA[c] + 3 H+[c] + malonyl-CoA[c] + 2
NADPH[c] => 10,13,16,19-
docosatetraenoyl-CoA[c] + CO2[c] +
CoAlc] + H20[c] + 2 NADP+][c]

23

EC:2.3.1.199

#1611

HMR_2522

10,13,16,19-docosatetraenoyl-CoA[c] + 2
H+[c] + malonyl-CoA[c] + NADPH[c] =>
3(S)-hydroxy-tetracosa-12,15,18,21-all-
cis-tetraenoyl-CoA[c] + CO2|[c] + CoA[c]
+ NADP+[c]

24

EC:2.3.1.199

#1613

HMR_2530

3 H+[c] + linolenoyl-CoA[c] + malonyl-
CoA[c] + 2 NADPH[c] => (11Z,14Z,172)-
eicosatrienoyl-CoA[c] + CO2[c] + CoA|[c]
+ H20]c] + 2 NADP+[c]
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4.3. pielikums

Reakcijas modeli, kas patéré malonil-CoA metabolitu

25

EC:2.3.1.199

#1614

HMR_2540

(112,142,17Z)-eicosatrienoyl-CoA[c] + 3
H+[c] + malonyl-CoA[c] + 2 NADPH]|c]
=> 13,16,19-docosatrienoyl-CoA[c] +
CO2[c] + CoA[c] + H20[c] + 2
NADP+[c]

26

EC:2.3.1.199

#1619

HMR_2371

gamma-linolenoyl-CoA[c] + 3 H+[c] +
malonyl-CoA[c] + 2 NADPH]Jc] =>
CO2[c] + CoAJc] + dihomo-gamma-
linolenoyl-CoA[c] + H20[c] + 2
NADP+[c]

27

EC:2.3.1.199

#1621

HMR_2383

arachidonyl-CoA[c] + 3 H+[c] + malonyl-
CoA[c] + 2 NADPHI[c] =>
(72,10Z,13Z,16Z)-docosatetraenoyl-
CoA[c] + CO2[c] + CoAJc] + H20O[c] + 2
NADP+[c]

28

EC:2.3.1.199

#1623

HMR_2395

(72,10Z,13Z,16Z)-docosatetraenoyl-
CoA[c] + 2 H+[c] + malonyl-CoA[c] +
NADPH][c] => 3(S)-hydroxy-tetracosa-
12,15,18,21-all-cis-tetraenoyl-CoA[c] +
CO2[c] + CoA[c] + NADP+[c]

29

EC:2.3.1.199

#1629

HMR_2415

dihomo-gamma-linolenoyl-CoA[c] + 3
H+[c] + malonyl-CoA[c] + 2 NADPH[c]
=> 10,13,16-docosatrienoyl-CoA[c] +
CO2[c] + CoAJ[c] + H20[c] + 2
NADP+[c]

30

EC:2.3.1.199

#1630

HMR_2423

3 H+[c] + linoleoyl-CoA[c] + malonyl-
CoA[c] + 2 NADPH[c] => (11Z,147)-
eicosadienoyl-CoA[c] + CO2[c] + CoAlc]
+ H20[c] + 2 NADP+[c]

31

EC:2.3.1.199

#1631

HMR_2433

(11Z,14Z7)-eicosadienoyl-CoA[c] + 3
H+[c] + malonyl-CoA[c] + 2 NADPH]|c]
=> (13Z,16Z)-docosadienoyl-CoA[c] +
CO2[c] + CoAJ[c] + H20[c] + 2
NADP+[c]
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4.4. pielikums

Reakcijas modeli, kas patéré malonil-CoA metabolitu

32

EC:2.3.1.21

#1755

HMR_2599

L-carnitine[c] + malonyl-CoA[c] =>

CoA[c] + malonyl-carnitin[c]

33

2.3.1.86

#4686

FAEL183

gamma-linolenoyl-CoA[c] + 5 H+[c] +
malonyl-CoA[c] + 4 NADPH]|c] + 02[c]
=> CO2[c] + CoAJc] + dihomo-gamma-
linolenoyl-CoA|[c] + 3 H20][c] + 4
NADP+[c]

34

2.3.1.86

#4687

FAEL184

(62,92,127,15Z)-octadecatetraenoyl-
CoA[c] + 5 H+[c] + malonyl-CoA[c] + 4
NADPH[c] + 02[c] => (82,11Z,14Z,17Z)-
eicosatetraenoyl-CoA|[c] + CO2[c] +
CoA[c] + 3 H20][c] + 4 NADP+][c]

35

2.3.1.86

#4688

FAEL204

arachidonyl-CoA[c] + 5 H+[c] + malonyl-
CoA[c] + 4 NADPH]Ic] + O2[c] =>
(72,10Z,13Z,16Z)-docosatetraenoyl-
CoA[c] + CO2[c] + CoAJc] + 3 H20[c] +
4 NADP+[c]

36

2.3.1.86

#4689

FAEL205

(52,82,112,14Z,17Z)-eicosapentaenoyl-
CoA[c] + 5 H+[c] + malonyl-CoA[c] + 4
NADPH]Ic] + O2[c] =>
(72,102,132,16Z,19Z)-docosapentaenoyl-
CoA[c] + CO2[c] + CoAJc] + 3 H20[c] +
4 NADP+[c]

37

2.3.1.86

#4729

FAS100COA

3 H+[c] + malonyl-CoAlc] + 2 NADPHIc]
+ octanoyl-CoAJ[c] => CO2[c] + CoAlc] +
decanoyl-CoA|[c] + H20[c] + 2 NADP+|c]

38

2.3.1.86

#4730

FAS120COA

decanoyl-CoA|[c] + 3 H+[c] + malonyl-
CoAJ[c] + 2 NADPHIc] => CO2[c] +
CoA[c] + H20[c] + lauroyl-CoA|c] + 2
NADP+[c]

39

2.3.1.86

#4731

FAS140COA

3 H+[c] + lauroyl-CoA][c] + malonyl-
CoAJ[c] + 2 NADPHIc] => CO2[c] +
CoA[c] + H20[c] + myristoyl-CoA[c] + 2
NADP+[c]

60



4.5. pielikums

Reakcijas modeli, kas patéré malonil-CoA metabolitu

40

2.3.1.86

#4732

FAS160COA

3 H+[c] + malonyl-CoA[c] + myristoyl-
CoA[c] + 2 NADPHIc] => CO2[c] +
CoA[c] + H20[c] + 2 NADP+[c] +
palmitoyl-CoA|[c]

41

2.3.1.86

#4733

FAS180COA

3 H+[c] + malonyl-CoA[c] + 2 NADPH|c]
+ palmitoyl-CoA[c] => CO2[c] + CoAJc]
+ H20[c] + 2 NADP+|[c] + stearoyl-
CoA|[c]

42

2.3.1.86

#4734

FASS80COA_L

acetyl-CoA[c] + 9 H+[c] + 3 malonyl-
CoA[c] + 6 NADPHI[c] => 3 CO2[c] + 3
CoA[c] + 3 H20]c] + 6 NADP+|[c] +
octanoyl-CoA|c]

43

2.3.1.85

#4760

KAS8

acetyl-CoA[c] + 20 H+[c] + 7 malonyl-
CoA[c] + 14 NADPH[c] => 7 CO2[c] + 8
CoA[c] + 6 H20[c] + 14 NADP+[c] +

palmitate[c]

44

#4981

RE3148C

(72,10Z,13Z,16Z)-docosatetraenoyl-
CoA[c] + malonyl-CoA[c] => 3-0xo0-
tetracosa-9,12,15,18,21-all-cis-pentaenoyl-
CoA[c] + CO2[c] + CoAJc] + H+[c]

45

2.3.1.16

#4991

RE3241C

3 H+[c] + malonyl-CoAlc] + 2 NADPHIc]
+ palmitoleoyl-CoA[c] => CO2[c] +
CoA[c] + H20|c] + 2 NADP+[c] + oleoyl-
CoA[c]

46

2.7.1.91

#5326

FAS180

3 H+[c] + malonyl-CoAlc] + 2 NADPHIc]
+ palmitate[c] => CO2[c] + CoA[c] +
H20[c] + 2 NADP+[c] + stearate[c]

47

2.3.1.86

#8253

y002140

acetyl-CoA|c] + 21 H+[c] + 7 malonyl-
CoA[c] + 14 NADPHI[c] => 7 H20[c] +
palmitoyl-CoA|[c] + 7 carbon dioxide[c] +
7 coenzyme A[c] + 14 NADP(+)[c]

48

2.3.1.89

#8554

y002141

acetyl-CoA|c] + 24 H+[c] + 8 malonyl-
CoAJc] + 16 NADPH[c] => 8 H20|[c] +
stearoyl-CoA[c] + 8 carbon dioxide[c] + 8
coenzyme A[c] + 16 NADP(+)[c]

61



4.6. pielikums

Reakcijas modelt, kas patéré malonil-CoA metabolitu

acetyl-CoA[c] + 24 H+[c] + 8 malonyl-
CoA[c] + 16 NADPH][c] => 8 H20[c] +

49 2.3.1.86 #8255 y002142 o
stearoyl-CoA[c] + 8 carbon dioxide[c] + 8
coenzyme A[c] + 16 NADP(+)[c]

50 - #8335 y003514 malonyl-CoA[c] => malonyl-CoA[erm]
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5. pielikums.

Reakcijas modeli, kas sintiz€ malonil-CoA metabolitu

N.p.k. EC numurs | Reakcija | ID modeli Vienadojums modeli
modelt

acetyl-CoAJc] + ATP[c] + HCO3-[c] =>

1 EC:6.4.1.2 | #1553 HMR_4156 )
ADPJ[c] + H+[c] + malonyl-CoA]c] + Pi[c]
acetyl-CoAJc] + ATP[c] + HCO3-[c] =>

2 EC:6.3.4.14 | #2772 HMR_7672 )
ADP[c] + H+[c] + malonyl-CoA[c] + Pi[c]
acetyl-CoAJc] + ATP]c] + bicarbonate[c] =>

3 EC:6.3.4.14 | #7675 y000109 ADPI[c] + H+[c] + malonyl-CoA[c] +

phosphate[c]
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