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KOPSAVILKUMS

Darba apskatita sistémbiologijas piceja augu biotehnologijai, tas nozime un
priek$rocibas eksperimentdlo un modeléSanas metozu apvieno$anai. S darba ietvaros
izveidots matematiskais modelis MEP metaboliska cela un izoprenoidu prekursoru sintézes
kingtikai tala sikplikstina savvalas forma ar talako mérki to izmantot izopréna un cis-abienola
biosintézes celu optimizacijai. Darba ietvaros tika veikta parametru novértéSana, stacionara
stavokla noteikSana un parametru jutibas analize, pielagojot modela darbibu
eksperimentalajiem datiem. Darba ietvaros izméginatas iesp&jas samazinat parametru
novértéSanas risinagjumu telpu, aprékinot biologiski atbilstosas robezvértibas un genoma

meéroga stehiometriskas modeléSanas datu ieklauSana kingtiskaja modelt stacionara stavokli.

Atslégas vardi: MEP metaboliskais cel§, Kingtiska modelésana, tala sikplikstins,

izopréna biosintéze, cis-abienola biosinteéze



SUMMARY

Mathematical modelling of MEP pathway in Arabidopsis thaliana for production of

isoprene and cis- abienol.

Systembiology approach to plant biotechnology is reviewed, along with its importance
and advantages of combining experimental and modelling methods. In this work a
mathematical model with kinetics of MEP pathway and the following synthesis of isoprenoid
precursors in wild type thale cress for further use in optimisation of isoprene and cis-abienol
biosynthetic pathways was created. Parameter estimation, establishing steady state and
sensitivity analysis was done to adjust the model behaviour to experimental data. Options to
decrease solution space by calculating biologically relevant minimal and maximal limits were
tested as well as incorporating data from genome scale stoichiometric modelling into the
kinetic model steady state.

Keywords: MEP pathway, kinetic modelling, thale cress, Arabidopsis thaliana,
isoprene biosynthesis, cis-abienol biosynthesis



IZMANTOTIE APZIMEJUMI

WT — no anglu val. — “wild type”, savvalas forma

PE — no anglu val. — “parameter estimation”, parametru novértésana
MVA - mevalonats

DXS/DOXP - 1-deoksi-D- ksilulozes -5-fosfata sintaze

Acetil-CoA — acetilkoenzims A

ATP - adenozintrifosfats

Uni-Uni — rakcija ar vienu substratu un vienu produktu

Bi-Uni — reakcija ar diviem substratiem un vienu produktu

EC numurs — Enzimu identifikacijas kods (Enzyme commision number)
5C — no pieciem oglekla atomiem sastavosa vieniba

14C — oglekla-14 radioaktivais izotops

OKYV - optimizacijas kritérija vertiba

TOP —no anglu val. — “fotal optimisation potential ”

GG-hlorofils — geranil-geranil hlorofils

AtIPD — no anglu val. “The Arabidopsis thaliana Isoprenoid Pathway Database”
TAIR — no anglu val. “The Arbidopsis Information Resource”

CRISPR/cas9 — no anglu val. “Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
Repeats”/ “CRISPR associated”

Izmantotie enzimu un metabolitu saisinajumi atrodami 2. un 3. pielikuma.
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IEVADS

Pieaugot vajadzibam pé&c partikas, atjaunojamas energijas un citiem riipnieciskajiem
resursiem, ko ieglist no augiem, rodas nepiecieSamiba péc efektivakam biotehnologijas un
metaboliskas inZenierijas pieejam augu produktivitates uzlabosanai. Sadiem uzlabojumiem
var palidz&t sistémbiologijas un sintétiskas biologijas metozu ieklauSana pétijumos, laujot

samazinat ieguldamos resursus eksperimentu veikSanai (Zurbriggen et al. 2012).

Interesants mérkis metaboliskajai inZenierijai ir dazadu augu ipaSibu uzlaboSana,
palielinot noteiktu vielu razoSanu. Ripnieciski pievilcigi ir izoprenoidu prekursoru sintézes
metaboliskie celi un to atzarojumu sakumreakcijas, jo izoprenoidi veido lielako dalu augu
produktu un to prekursori augos tiek sintezéti divos metaboliskajos celos (Lipko &
Swiezewska 2016). Lielas izoprenoidu razoSanas jaudas augos ir labs pamats batisku plismu

dalu novirzit ripnieciskam vajadzibam.

Projekts SMARTPLANTS paredz izveidot kontroles sisttmu metaboliskas inZenierijas
celiem, izmantojot dabisku signalu aktivetus regulatoros tiklus. Viens no §1 projekta
uzdevumiem ir veikt in silico optimizaciju izoprenoidu razoSanai tala sikplikstina (A.

thaliana) lapas. Saja darba paveiktais ir pirmais solis §T uzdevuma izpildei projekta ietvaros.

Darba meérkis: Izveidot matematisku modeli metileritritol fosfata (MEP) metaboliskajam
celam un tam sekojosajam izoprenoidu prekursoru razoSanas reakcijam A. thaliana, kas
turpmak biitu pielietojams izopréna un cis-abienola razoSanas metaboliskas inZenierijas

priekslikumu izstradei.
Darba uzdevumi:

1. Atlasit nozimigakas modeli ieklaujamas reakcijas no MEP metaboliska cela un ta

produktu talakizmantoSanas.

2. Apkopot informaciju par ieklauto rekciju kin€tiku un apzinat iesp&jamos inhibitorus

un citus ierobeZojumus.

3. lzveidot modeli un noveértét nezinamos enzimu parametrus izmantojot pieejamos

eksperimentalos rezultatus un citus informacijas avotus.

4. legit stabilu modela darbibu stacionara stavokli ar biologiski iespgjamam parametru

vertibam.

5. Parbaudit modela darbibu, salidzinot ar eksperimentaliem datiem par ieklauto

metabolitu koncentracijam un enzimu plismu lielumiem.
7



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Biotehnologijas un metaboliskas inZenierijas nozime augos.

Ir sagaidams, ka globala populacija pieaugs no 7.6 miljardiem Sodien lidz 9.8
miljardiem 2050. gada, kas ir pieaugums par 29% (worldometers.info 2018). Lidz ar to
paredzams picaugoS$s pieprasijums péc partikas un citiem resursiem — sagaidams, ka 2050.
gada biis nepiecieSams 11dz 85% vairak primaras produkcijas partikas razoSanai, salidzinot ar
2013. gadu (Long et al. 2015). Tai pat laika augu biotehnologiju joma ka perspektivas tiek
apskatitas iesp€jas tos izmantot ka “zalas riipnicas” ilgtsp&jigai zalvielu, pigmentu, kimikaliju

un biodegvielu razosanai (Dersch et al. 2016).

Lai §1 dubulta loma partikas un biodegvielas/biokimisko vielu razoSana neraditu
papildus slodzi jau Sobrid izsikstoSajiem lauksaimniecibas zemju resursiem, nakotng€ bis
nepiecieSams ievérojami paaugstinat augu produktivitati, ka ari, pielagojoties globala klimata
izmainam, uzlabot to izturibu pret mainigiem laikapstakliem, slimibam un kaitékliem (Dersch
et al. 2016; Weckwerth 2011). Metaboliska inzenierija dod iesp&ju sistematiski un racionali
pielagot dzivus organismus dazadu produktu razoSanai, parekspres€jot metabolisko celu
geénus, aizvadot blakusproduktus, lidzsvarojot kofaktorus un palielinot prekursoru daudzumu
u.tml. P&dgjos gados CRISPR/Cas9 sistémas izveidoSana v&l vairak atvieglojusi iespé&jas

pielagot dazadus organismus kltiSanai par “dzivajam razotném” (Hansen et al. 2017).
1.2. Sistémbiologijas pieeja biotehnologijai.

Metaboliska inZenierija, kas saistita ar produktivitates palielinasanu un vertigu ipasibu
apvieno$anu augos, ir ipass izaicinajums, jO tajos sastopama, iesp&jams, augstaka metabolisko
tiklu sarezgitiba no visiem dzivajiem organismiem (Lipko and Swiezewska 2016). Tapéc riki,
kas sp€j dot sistemas limena izpratni par augos notiekoSajiem procesiem un to izmainiSanas
biotehnologiskajam iesp&jam ir loti veértigi, lai tuvinatu augu izmanto$anu tai, kas sasniegta
mikroorganismu izmanto$ana industrialai dazadu vielu bioproducg€sanai, pateicoties izpratnei
par to metabolisma darbibu un regulaciju. Svarigi ir ieviest un optimizét augos esoSos
biosintézes celus, tai pat laika neatnemot oglekla plismu uz augSanai nozimigu metabolitu
razoSanu, ta kavéjot auga normalu augSanu un attistibu. Pieaugot vajadzibai péc efektivakiem
biosintézes veidiem, biotehnologijas tradicionalas pieejas saskaras ar vairakam problemam:

1)acimredzamu mérka génu optimizacijai ir maz un genétiskas maipulacijas biezi noved pie
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nevélamiem un neparedzétiem blakusefektiem sarezgitu genotipa-fenotipa attiecibu dél
(Hansen et al. 2017). 2) izvirzot vairak potenciali parbaudamos génus optimizacijai, paradas
kombinatoriskie un resursu ierobezojumi — eksperimentala cela parbaudit visas potenciali

derigas kombinacijas nozimé lielu resursu un laika patérinu.

Sistémbiologija apvieno kvantitativus eksperimentalos datus no kompleksiem
molekulariem tikliem, pieméram, biokimija un S$tnu biologija, ar matematisku Vvai
skaitlosanas modelésanu (Hubner et al., 2011). Sisteémbiologijas skaitloSanas pieejas ietver
metabolisko un regulatoro celu un tiklu modelé&Sanu, analizi un optimizaciju. Ped&jos gados
metabolisko tiklu analize ir daudz attistijusies, galvenokart pateicoties genomu sekvenésanai,
kas lauj rekonstruét liela méroga un visa genoma méroga metaboliskos tiklus. Sobrid
metaboliskos tiklus iespgjams ar dazadam metodém pétit gan eksperimentali in vivo, gan
skaitlojot in silico, laujot dazados limenos kombinét abas pieejas, lai palielinatu precizitati,

tikla izm&rus un ticamibu utml (Dersch et al. 2016).

Biologiska paradiba

\

Jaunu zinasanu un izpratnes
legiiSana

1. attéls. Zinasanu uzkrasana sistémbiologija. Zinasanas par noteiktu biologisku paradibu tiek
veidotas soli pa solim, kombingjot modeléSanas un eksperimentalas tehnikas. Modelis tiek

veidots, laujot p&tniekiem veikt in silico eksperimentus, lai paredz&tu biologiskas sisteémas



uzvedibu noteiktos apstaklos. Sis prognozes savukart jaapstiprina in vitro vai in vivo sistémas,

pilnveidojot modeli un ta pamata esos$as hipotezes (Woelke et al. 2010).

Figure 1. Knowledge generation in system biology. Knowledge on a given biological
phenomenon is generated step by step combining modeling and experimental techniques. A
model is created to enable the researcher to perform in silico experiments in order to predict
the behavior of the biological system under given conditions. These predictions have, in turn,
to be validated via in vivo or in vitro systems, further refining the model and the underlying
hypothesis (Woelke et al. 2010).

Atkariba no pétjjuma mérka apskatamo rekciju skaits varié no dazam reakcijam noteikta
metaboliska cela ietvaros Iidz vairakiem tukstoSiem reakciju, kas cenSas aprakstit
metabolisma tiklu genoma meéroga vai vismaz pietuvinati tam (Dersch et al. 2016).
Sistémbiologijas pieeja lauj izmantot Sobrid plasi ieglitos genomikas, metabolomikas un
proteomikas datus, kas pasi par sevi ir statiskas informacijas kopas un nesniedz ieskatu dzivas
Stnas funkcion&$ana, lai atvieglotu hipotéZzu izvirzisanu eksperimentalaja biologija (Rohwer
2012). Veidojot biologisku sisttmu modelus, ar optimizacijas algoritmu palidzibu iesp&jams
izslegt lielako dalu neefektivo vai visticamak nevélamas blakusparadibas izraisoSo variantu,
samazinot iesp&jamo risinajumu skaitu, pieméram, 2500 reizes (Trinh et al. 2008), padarot in

vivo/in vitro eksperimentus iesp&jamakus laika un materialo resursu zina.

1.3. Matematiska modeléSana un tas pieejas

Modelesanai ir divas galvenas pieejas — matematiska modeléSana, kura sist€émas
elementu uzvediba tiek definéta ar diferencialvienadojumu palidzibu, un likumos balstita (rule
based) modelésana, kura sistémas elementiem tiek noteikti vienkar$i uzvedibas principi,
atkariba no vides stavokla. Salidzino$i diferencialos vienadojumus ir vieglak analizét,
iesp&jams noteikt parametru jutibu un risinajuma sarezgitibu. Ir vienkarsak pielagot modela
parametrus, lai pielidzinatu ta uzvedibu eksperimntalajiem datiem, nepiecieSamie skaitloSanas
resursi ir mazaki. Diferencialo vienadojumu sisttmam ir ar1 savi trikumi — tas ir limitetas
konkrétam noveérojamam paradibam un homogénam populacijam un parasti nespgj att€lot
pilnu biologisko sarezgitibas pakapi (Woelke et al. 2010).

P&c dazadam pieejam metabolisma matematiskos modelus var iedalit stehiometriskajos
un kinétiskajos. Stehiometriskaja modeleSana katrai modelétajai reakcijai jaspecifiz€ vairaki

raksturlielumi: stehiometrija, iesaistitie kofaktori, termodinamiskas ipaSibas, pieméram, vai

reakcija ir vienvirziena vai atgriezeniska un novietojums $iina. ST metode ir labi pielietojuma
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genoma meéroga modeliem, lai analiz€tu iesp&amos stacionaros stavoklues. Kiné&tiska
model&Sana apvieno strukturalo informaciju par metabolisma celiem ar kvantitativiem enzimu
reakciju atruma vienadojumiem. Papildus stehiometriska modeli vajadzigajai informacijai,
taja nepiecieSami dati par enzimu kin€tiku. To priekSrociba savukart ir iesp€ja simulét
kvantitativas izmainas metabolitu koncentracijas un pliismas laika gaita. Ta ka kinétiskajiem
modeliem vajag vairak detaliz€tas informacijas, tie pastasti tiek izmanoti atsevisku
metabolisma celu modelésana, sisteémas lidz daziem desmitiem reakciju (Dersch et al. 2016;

Stalidzans et al. 2018).

Galvenais ierobezojums matematiskas modeléSanas izmanto$ana ir nepiecieSamiba
vienkar$ot daba atrodamo biologiskas sarezgitibas pakapi. Ta ka jarekinas ar ierobeZotiem
skaitlo$anas resursiem un iesp&ju ieviest lielaku matematisko klidu variaciju ka biologiska,
veidojot un analiz€jot modeli pienemams vienkarSot un apvienot, pieméram, linearas
reakcijas, kuras pliisma nemainas, lai samazinatu modela sarezgitibu un izmérus. Tapat
iesp&jams izlaist reakcijas, kas dod nenozimigu pienesumu konkréta fenotipa veidoSana
(Dersch et al. 2016). Tomer jasaprot, ka $adi rikojoties iesp&jams ari izlaist daba nozimigus
regulacijas un pielagoSanas mehanismus, noveértgjot tos ka kopskata nenozimigus. Apskatot
maza méroga kinétiskos modelus, kuros netiek nemts véra kofaktoru daudzums un citi kopgjo
metabolismu ietekm@&josi faktori, iesp&jams parvertet uzlabojumus auga produktivitate, kadus

nestu konkrétu enzimu daudzuma palielinaSana vai samazinasana.

1.4. A.thaliana

A. thaliana ir krustziezu dzimtas augs, kas ir popularakais augu modelorganisms. Tam ir
iss dzives cikls un relativi mazs genoms sarezgitam daudzsiinu eikariotam. A. thaliana bija
pirmais augs, kura genoms ticis pilniba sekvenéts (The Arabidopsis Genome Initiative 2000).
So iemeslu rezultata pieejams salidzino$i daudz informacijas par A. thaliana genomu,
metabolomu un citiem aug$anas parametriem, laujot to vieglak izmantot sistémbiologijas
pieejam, kas balstas uz iepriek§zinamo informaciju. Pieejami ar1 vairaki tieSsaistes resursi,
kuru mérkis ir apkopot un sistematizét informaciju par A. thaliana, pieméram, TAIR
(pieejama www.arabidopsis.org) (Huala 2001) un AtIPD (pieejama www.atipd.ethz.ch)
(Vranova et al. 2011). A. thaliana jau iepriek$ apskatits ka modelorganims izopréna
biologisko funkciju izpétei augos, ievietojot taja pelécigas apses (Populus x canescens)

izopréna sintazes génu (Loivamaki et al. 2007).
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1.5. Izoprenoidi

Izoprenoidi jeb terpenoidi ir lielaka, ka arT funkcionali un strukturali daudzveidigaka
augu produktu klase, kas ietver vairak ka 50000 identificétas molekulas augstakajos augos
(Ghirardo et al. 2014; Vranova et al. 2013) un sastav no izopréna vienibam. Nosaukums
izoprenoidi lietots tapéc, ka daudzas no $tm vielam sabrik, veidojot piecus ogleklus saturosu
gazi — izoprénu. Izoprenoidi augos veic dazadas nozimigas funkcijas: liela dala no tiem
piedalas fotozintézes procesos (Malkin & Niyogi 2000 cit. pec Vranova et al. 2013); licla dala
izoprenoidus razojoSas plusmas veido membranu steorlu lipidus — augstakie augi sinteze
kompleksu sterolu lipidu maisijumu, zinamu, ka fitosterolus (Boutté & Grebe 2009); no
astoniem galvenajiem augu hormoniem pieci tiek pilniba vai dalgji sintez€ti no izoprenoidiem
— abcizskabe, brasinosteroidi, citokinini, giberelinskabe un strigolaktoni- (Santner et al.
2009); faranesildifosfats (FPP) un geranilgeranildifosfats (GGPP) piedalas proteinu
preniléSana, kas ir nozimiga vairakiem attistibas procesiem augos; ka specializéti metaboliti
izoprenoidi piedalas alelopatija un augu-patogénu mijiedarbiba, tapat daudzi izoprenoidu
produkti ir ekonomiski nozimigi gumijas, zalvielu, garSvielu, smarzvielu, pigmentu,

agrokimijas un dezinfekcijas lidzeklu razosana (Ghirardo et al. 2014; VVranova et al. 2013).

Izoprenoidu biosintezi var iedalit ¢etros solos: 1) Pamata 5C vienibu — IPP un DMAPP
— sintéze; 2) IPP un DMAPP kondensé€Sana preniltransferazu darbibas rezultata, veidojot
izoprenoidu prekursorus, ka GPP un FPP; 3) Terpénu sintazu kataliz€ta prekursoru
parveidoSana izoprenoidu produktu vecakstruktiiras 4) Izoprenoidu skeletu modifikacija,

ievieSot strukturalu daudzveidibu.

Augstakajos augos pastav divi metaboliskie celi izporenoidu pamata esoso 5C vienibu —
IPP un DMAPP - raZoSanai. Citosola esoSais MVA (mevalonata) celS, kas sakas ar acetil-
CoA, un plastidas esosais MEP cel$, kas sakas ar GAP un piruvatu (Lichtenthaler et al. 1997).
MVA cela sarazotie IPP un DMAPP veido sterolu un ubikvinona sanu k&zu prekursorus,
savukart MEP cela tiek raZoti karotenoidi, izopréns, hlorofilu un plastokvinonu sanu kédes.
Eksperimentos ar MEP cela génu represéSanu veidojas augi ar albinu fenotipu, noradot uz 81
cela nozimigumu hlorofilu un karotenoidu sintézé (Bowsher et al. 2008). Divu izoprenoidu
prekursoru producesanas celu esamiba atskir augstakos augus no lielas dalas organism, kas
izmanto tikai vienu no Siem celiem. Izmantojot abus celus un tos telpiski atdalot, augi ir
optimiz&jusi izoprenoidu biosint€zi un regulaciju attieciba uz fikséta oglekla un ATP
pieejamibu, ka arT palidz atdalit izoprenoidu sintézi dazadam funkcijam — pieméram, hlorofila

un fitosterolu sintézi (Vranova et al. 2013).
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Lai gan MEP un MV A metabolisma celi ir atdaliti telpiski un razo dazadas izoprenoidu
grupas, starp tiem novérota mijiedarbiba iezZzim&Sanas pé&tijumos, ka art apstradajot augus ar
MEP vai MVA metabolisko celu inhibitoriem. Iezim&jot viena cela substratus ar 1*C iezimi, ta
nelielos daudzumos novértota otra cela produktos (Fligge & Gao 2005a). Tapat kavéjot viena
vai otra cela darbibu ar inhibitoriem ka fosmidomicins (MEP) un lovastatins (MVA) novérots,
ka attiecigo galaproduktu daudzums samazinas, bet pilnigi nepaziid — Skietami noradot, ka
dazadu izoprenoidu galaproduktu grupu razosanai nepiecieSamos prekursorus iesp&jams
transportet starp plastidu un citosolu, kompensgjot otra sintézes cela trikumu (Laule et al.
2003). Tomer ta ka $1 kompensacija viena vai otra cela deficitos mutantos ir relativi nieciga
un nespéj uzturét vajadzigo produktu sintézi, veidojot albinus vai sterilus mutantus, iesp&ams
to var€tu izskaidrot ar IPP noplidi no citosola plazmidas vai loti limitétu transportu, vai
talakiem izoprenoidu sintézes soliem nepiecieSamo enzimu atraSanos abos Stinas nodalijumos,
nevis aktivu lidzsvara uzturéSanas un kompensé$anas mehanismu (Vranova et al. 2013).
Zinams, ka DXP var tikt transportéts no citosola plastida ar neorganiska fosfata apmainu,
HMBPP transports starp abiem nodalfjumiem nav noverojams, kamér IPP tiek transportéts
plastidas (Fligge & Gao 2005b). Konkréti transportieri IPP un citu iesp&ams starp celiem
migréjosu metabolitu transportam starp citosolu un plastidu, ka ari to potencialie darbibas

mehanismi pagaidam nav atklati (Pick & Weber 2014; VVranov et al. 2013).

Izoprenoidu sinté€zes celu plismas regulacija notiek gan transkripcijas, gan
péctranskripcijas limeni, nozimigakajam ar&am faktoram, kas ietekm& attiecigo enzimu
daudzumu un plismu caur IPP un DMAPP sintézes celiem, esot gaismai (Pokhilko et al.
2015; Vranova et al. 2013). Plismu caur MEP celu ietekmé ari temperatira un CO3
pieejamiba (Ghirardo et al. 2014).

AtIPD (pieejama www.atipd.ethz.ch) (Vranova et al. 2011) ir manuali parraudzita
datubaze, kas sniedz pieeju A. Thaliana izoprenoidu sintézes celiem un géniem, ka arT lauyj

vizualizét metabolisko celu topologiju. (2. attéls)
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2. attels. Parskats par izoprenoidu biosintézes celu topologiju A. thaliana stna. Ieklauti
vairaki nodalfjumi — $iinas citosols (ar dzeltenu kontiiru), mitohondriji (ar sarkanu konttiru) un

hloroplasti (ar zalu konttiru). Ekrankopija no atipd.ethz.ch

Figure 2. Overview of isoprenoid biosynthetic pathway topology in A. thaliana cell. Multiple
compartments are shown — cell cytosol (yellow outline), mitochondria (red outline),

chloroplasts (green outline). A screenshot from atipd.ethz.ch

1.5.1. MEP metaboliskais cel§

Dazados literatliras avotos So metabolisma celu médz saukt arl par ne-mevalonata,
DOXP vai DXP celu, tapat arT daudziem géniem, enzimiem un metabolitiem ir alternativi
nosaukumi. MEP metaboliska cela pirmais enzims ir 1-deoksi-ksilulozes-5-fosfata sintaze
(DXS; EC 2.2.1.7), kas kondensé no piruvata atvasinato hidroksietiltiaminu un D-
gliceraldehida-3-fosfata (GAP) C1 aldehida grupu, izdalot COq, un ir vienvirziena reakcija,
kas novirza oglekli MEP cela (Vranova et al. 2013). Cela linearas dalas beidzama reakcija ir
hidroksimetilbutenildifosfata reduktazes (HDR) katalizéta HMBPP sadaliSana IPP un
DMAPP, kura IPP tiek producéts parakuma par DMAPP - ar attiecibu 5:1 (Rohdich et al.
2001) vai 6:1 (Bowsher et al. 2008). MEP cela shematisks att€lojums un ta galaprodukti
redzami 3. attéla. DMAPP tiek tiesa veida izmantots citokinu un hemiterpénu sintézei, ka ari

izopréna sintézei augos, kas to izdala (Vranova et al. 2013).
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3. attéls. MEP metaboliskais cel$ hloroplastos un ta galvenas produktu grupas (Vranova et al
2013).

Figure 3. MEP pathway in chloroplasts and its main product groups (Vranova et al 2013).

Loti maz datu ir pieejami par lielako dalu MEP cela produktu un starpproduktu saistiba
ar to kinétiku dazados diennakts laikos, 1pasi augos, kas neizdala gaistosas vielas lielos
daudzumos, tai skaita A. thaliana. Maza metabolisko un kinétisko datu pieejamiba pamata
skaidrojama ar tehniskajam gritibam MEP cela produktu mériSana, kam nepiecieSama masas

spektrometrija un citas augstas izskirtsp&jas tehnikas (Pokhilko et al. 2015).

1.5.2. Prenildifosfatu biosintéze

No IPP un DMAPP talaksintezétie prenildifosfati — geranildifosfats (GPP),
faranesildifosfats (FPP) un geranilgeranildifosfats (GGPP) - ir sazarojuma punkti talakai visu
izoprenoidu galaproduktu sintézei. A. thaliana plastidas tiek sintezéts GPP un GGPP, kamér

FPP pamata tiek sintezéts citosola un mitohondrijos (Vranova et al. 2013).

Faranesila difosfata sintazes (FPS) sintezé FPP divos diskrétos solos — vispirms no
DAMPP un IPP veidojot starpproduktu GPP; tas paliek piesaistits enzimam, reagé ar vél

vienu IPP un veido FPP. Analogi geranilgeranildifosfata sintaze (GGPPS) katalizé visus trTs
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GGPP sintézes solus (Heldt & Heldt 2005). Lai gan abi enzimi var piesaistit un izmantot ari
ieprieksgja enzima produktus. Sis process iespgjams ir nozimigs attiecigo enzimu kinétikas
model&sanai, lai gan literatlira nav atrodami konsekventi dati par to, cik liela afinitate FPS un
GGPPS ir pret dazadiem produktiem, lidz ar to ar1 griiti izsvert, cik daudz procentuali tiek

izmantots viens vai otrs produkts.

1.5.3. Izopréns

Izopréns ir gaistoSs augu lapas razots produkts, kas veidojas ar vienu enzimatisku soli
no DMAPP (Pokhilko et al. 2015). Eksperimentos paradits, ka izopréna biosintéze ir atkariga
no IPP izomerazes (EC 5.3.3.2) un izopréna sintazes (EC 5.3.3.2) aktivitates, ka arT izopréna
sintazes (ISPS) substrata — DMAPP — daudzuma. Izoprénu producgjosos augos tas ir viens no
galvenajiem MEP metaboliskaja cela novaditas oglekla plismas patérina avots (Ghirardo et
al. 2014). Eksperimentos ar izoprénu dabiski producgjosam apsém un to neproducgjosiem
variantiem paradits, ka plisma MEP cela, paziidot izopréna produkcijai, samazinas lidz
septinam reiz€m. Izslédzot izopréna sintézi, palielinas DMAPP un IPP koncentracija, kas
savukart mazina DXS aktivitati un [idz ar to plusmu visa cela. Otra plismas izmaina izoprénu
neproducgjosos augos - lielaka tas dala tiek novirzita karotenoidu un hlorofilu sintézei

(Banerjee & Sharkey 2014; Ghirardo et al. 2014).

Noverots, ka augstas temperatiiras inducé izopréna sintazes ekspresiju un talaka
izopréna atbrivoSana atmosféra palidz augus dzesét iztvaikojot — process ir lidzigs
transpiracijas dzeséanai, bet bez dehidratacijas riska. Sadam augu karstuma noturibas
risindjumam ir arT negativa puse — izopréns atmosfera tiek oksidéts par hidroperoksidiem, kas
reaggjot ar slapekla oksidiem rezult€jas papildus ozona razoSana (Bowsher et al. 2008;
Sharkey et al. 2008), ka ari palielina metana dzivildzi atmosféra un piedalas sekundaro
organisko aerosolu veidosana (Ghirardo et al. 2014). Apses un citi augi, kas daba izdala
izoprénu, to dara dienas laika paraléli no gaismas atkarigajai DMAPP akumulacijai (Pokhilko

et al. 2015).

1.5.4. Cis-abienols

Cis-abienols ir izoprenoidu molekula, kas tiek prodcéta divos enzimatiskos solos no
GPP vai FPP. Ka kimiska viela tas pétits kops 19. gadsimta un ta galvena komerciala nozime
ir izmantoSana parfimérija ambroksida (Ambrox®) razosanai, kas ir nozimigakais ambras
aizvietotajs (Barrero et al. 1993). Ambra ir izsenis parfimérija lietota pamatsmarzviela un

zinama ka viens no labakajiem smarzu fiksatoriem, savukart tas alternativu sintéze ir
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nozimiga, jo ambru iegiist no kaSalotu zarnas eso$am vielam, tas nogatavinot (Clarke 2002).
Lai gan tas iegtSana noteiktos daudzumos iesp&jama ar1 nekait§jot Siem aizsargadjamajiem
dzivniekiem, iev@rojama cena padara to pievilcigu malumedniekiem. Dabigi industrijai
nozimigos apmgeros cis-abienolu razo tikai balzama baltegle (Abies balsamea) (Gray & Mills
1964), ka arT dazi ziedaugi — tabakas (Nicotiana tabacum) trihomi un Polymnia sonchifolia
saknu bubmuli, tapéc aktualas biotehnologijas un metaboliskas inZenierijas pieejas Cis-
abienola razosanai mikroorganisSmos un citos augos. Veikti p&tijumi, lai atklatu cis-abienola

razoS$anas enzimatisko masin€riju un ievietotu to citos organismos (Zerbe et al. 2012).

1.6. LidzSinéjie MEP metaboliska cela modeli augos

Ieprieks veidoti MEP cela matematiskie modeli terisko ellu produkcijas optimizéSanai
piparmétras (Mentha x piperita) trihomos (Rios-Estepa et al. 2010) un MEP cela regulacijas
dazados diennakts laikos izprasanai (Pokhilko et al. 2015). Pokhilko veidotais modelis balstas
uz agrako modeli piparmétras, pielagojot to A. thaliana un pievienojot vairakus regulacijas
limenus — no dienasgaismas atkarigo fotozintézé razota substrata pieejamibu, génu ekspresijas
regulaciju un MEP cela starpproduktu inhibitoro efektu uz MEP cela sakumposma enzimiem.
Taja apskatits art MEP cela apakSmodelis bez pievienotiem regulacijas limeniem, laujot

salidzinat to uzvedibu atkariba no abstrakcijas pakapes.
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2. MATERIALI UN METODES
2.3. Izmantotas datorprogrammas

2.3.1. COPASI

COPASI (Hoops et al. 2006) ir modeléSanas un simulaciju veidoSanas vide. Ta ir
platformneatkariga atvérta koda programmatira un pieejama zem Artistic License 2.0, kas
atlauj to izmantot jebkuram mérkim. COPASI modeli tiek ievaditi (bio)kimiskos terminos -
(bio)kimiskas vienibas, parasti molekulas, (species), kas novietojas viena vai vairakos
nodalfjumos (compartments), var tikt parveidotas reakciju (reactions) rezultata. Katras
reakcijas norises atrums tiek aprakstits ar kin&tisku reakcijas atruma vienadojumu, kas var tikt
vai nu izvélets no ieklautas datu bazes vai brivi definéts. No §1 formulgjuma COPASI
automatiski iegiist modela matematisko att€lojumu, atbrivojot lietotajus no vajadzibas
diferencialvienadojumus specificét pasSiem. Programma lauj simulét modela darbibu laika
gaita (time course simulations), ka ari piedava dazadus analitiskos uzdevumus parametru
precizé$anai un modela optimizacijai. Ieklauto analitisko uzdevumu rezultatu att€loSanai

pieejami vairaki grafiku veidi (Bergmann et al. 2017).

2.4. Izmantotas datubazes

Enzimu kin€tisko parametru un reakciju norises mekl€Sanai izmantotas sekojoSas
datubazes: BRENDA (pieejama www.brenda-enzymes.org) (Placzek et al. 2017), UniProt
(pieejama www.uniprot.org) (Bateman et al. 2017) un MetaCyc (pieejama www.metacyc.org)
(Caspi et al. 2016).

2.5. Modela struktiira

Visas modeli ieklautas reakcijas norisinas viena nodalijuma. Nodalijuma tilpums
definéts ka 1 ml aprékinu vienkarSoSanai, kas attiecigi apsakta reakciju summu vairakos

desmitos hloroplastu.
Modeli izmantotas mérvienibas: laiks — s; tilpums — mL; daudzums — nmol.

Visi literatiira atrastie dati tika parveidoti uz attiecigajam mervienibam, nepiecieSamibas
gadijuma izmantojot arT datus par A. thaliana sausnes daudzumu un plastidu proporciju lapa —
izmantotie lielumi apkopoti 1. tabula.
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1. tabula
Mervienibu salagosana izmanototie A. thaliana parametri.
Table 1

A. thaliana parameters used in unit conversions.

Parametrs Vertiba Atsauce

Sausnes daudzums 8.44% +0.18% Vidgja vertiba no (Cross et
al. 2006; Yang et al. 2016)

Plastidu proporcija lapa 25.4% (Winter et al. 1994)

Sakotngjais MEP cela modelis no pirmas Iidz devitajai reakcijai (GPPS 2.5.1.1) balstas
uz MEP cela modeliem piparmé&tram (Rios-Estepa et al. 2010) un A. thaliana (Pokhilko et al.

2015). Pargjo reakciju izvéle un ieklausana modeli aprakstita rezultatu sekcija.

Modeli icklautas Pokhilko et al. modeli aprékinatas enzimu koncentracijas (2. tabula)
tieSa vaida vai arT izmanotas reakciju maksimala atruma aprékinasanai atkariba no vajadziga
lieluma reakciju vienadojumos. Tapat ka metabolitu koncentraciju sakotngjas vértibas

icklautas Sai pasa modeli iegiitas koncentracijas (3. tabula).
2. tabula.

Enzimu un metabolitu koncentracijas pilna MEP cela modeli ar parveidotam vienibam no

Pokhilko et al. 2015.
Table 2

Enzyme and metabolite levels in the full MEP pathway model in converted units from
Pokhilko et al 2015.

Enzims | DXS DXR MCT CMK MDS HDS HDR IDI

nmol/mL | 0.63 0.08 0.5 2 1 1.2 0.25 0.8

Metabolits | DXP MEP | CDPME | CDPMEP | MecPP | HMBPP | DMAPP | IPP

nmol/mL | 0.99 | 8.13x10 0.11 0.15 2.19 | 5.08x10° 0.99 0.50
2 2

Galgja modelt ieklautas 19 reakcijas un 20 metaboliti, kas apkopoti tabulas 2. un 3.
pielikuma.
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2.6. Nezinamo parametru novertesana

Literatura neaprakstito kin€tisko parametru noveértéSanai tika izmantoa COPASI
analitiska funkcija Parameter Estimation (PE) ar dalinu spieta optimizacijas (particle swarm
optimisation) metodi (Kennedy and Eberhart 1995). Metodei izmantoti standarta iestatfjumi,
iznemot atkartojumu robezu — maksimalo atkartojumu skaitu, ko ta veiks — ta no 2000 mainita

uz 20000.

PE mainot izvE€létos parametrus noraditas robezas cenSas pielagot modela laika
simulacijas vai stacionara stavokla uzvedibu ievaditajiem eksperimenta datiem. Labaka
saderiba tiek mekl&ta optimizacijas algoritmam cenSoties minimiz€t optimizacijas kritérija —

svertas kvadratisko klidu summas — vértibu (OKV).

Dalinu spieta optimizacija ir stohastiskas globalas optimizacijas algoritms, kura pamata
ir spietoSanas uzvediba, pieméram, kukainu, putnu vai zivju bara, meklgjot baribu. Spiets
sastav no dalinam, kam ir novietojums un atrums daudzdimensiju telpa. Tas virzas cauri telpai
izmantojot divus galvenos pamatojumus l€émumu pienemsSanai — atminu par savu labako
novietojumu un informaciju par kaimindalinas labako novietojumu. Spietam komunicgjot
sava starpa labakos novietojumus, katra dalina pielago savu novietojumu un atrumu, lai

nonaktu vislabakajas vietas.

Parametru novertésana tika pielagoti 42 kinétiskie parametri, kas apkopoti 4. pielikuma.
Noraditas arT robezas, kuras Siem parametriem tika lauts mainities, lai pielagotu modela
uzvedibu eksperimentalajiem datiem. Tika noteikts papildu ierobeZojums, ka plismu vertibas

caur enzimiem nevar biit negativas, iznemot IDI (8. reakcija) gadijuma.
Eksperimentalo datu izvéle aprakstita rezultatu sekcija.

Parametru novertesana tika veikta divas modela kopijas paral€li, lai varétu slidzinat abu

parametru novértéSanas procesu dinamiku, saglabajot parametru uzlabojumus versija, kas

sasniedz mazako OKYV (Elsts et al. 2017).
2.7. Stacionara stavokla iegiiSana

Modela stacionara stavokla atrasanai tika izmantota COPASI analitiska funkcija Steady
state. Par stacionaro stavokli tiek uzskatita modela uzvediba, kad stavokla mainigie,
pieméram, vielu koncentracijas kliist laika nemainigas. Matematiski Sis stavoklis izpauzas
pielidzinot nullei diferencialvienadojumus, kas apraksta metaboliskas sisteémas attistibu laika.

Sadi izveidoto nelinearu vienadojumu sistému COPASI risina izmantojot vairakas metodes —
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Niitona metodi, integréSanu un atpakalgaitas integréSanu. ST modela stacionara stavokla

iegliSanai izmanota visu metozu kombinacija.

2.8. Parametru jutibas analize

Izmantojot COPASI analitisko funkciju Sensitivities tika noteikta reakcijas mainigo
metabolitu koncentraciju vertibu jutiba pret nelielam izmainam reakciju kinétisko parametru

vertibas stacionara stavokli.

2.9. Modela uzvedibas un parametru vertibu uzlabosana

Balstoties uz parametru jutibas analize atrastajam ietekmigajam parametru vertibam tika
pielagotas attiecigas PE robezvertibas, sasaurinot intervalu, kura tas var mainities. Tika
atkartota parametru novert€Sana jaunajos intervalos, atrasts un atjauninats stacionarais
stavoklis un atkartoti parbaudita parametru jutiba. Attiecigas darbibas tika secigi atkartotas,
lai uzlabotu analitisko funkciju rezultatus un tuvinatu modela parametru vertibas biologiski

iesp&jamam.
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3. REZULTATI

3.1. Modela uzbuive un parametru izvéele

Darba ietvaros izveidots MEP metaboliska cela modelis WT A. thaliana, kas ietver 19

reakcijas un 20 metabolitus (4. att€ls).

GAP Pyr

1.DX5 2217

2. DXR 1.1.1.267

3. MCT 2.7.7.60

CDPME

4. CMK 2.7 1148

5. MCS 4.6.1.12

6 HDS 11743

7.HDR1.17.7.4 7.HDR1.17.7.4

DMAPP
u\ 533.2

9. GPPS 2.5.1.1

91 1SPS 42327

10, FPS 251,10
11.1.ACS 4.2.3.133

13. CAS 4.2.3.140
1. GGPPS 2.5.1.29 .

GGPP 7

12.1. AtSPS 2.5.1.85 12.2. GGPPR 1.3.1.83 12.3.Ch§2.5.1.62 12.4. PSY 25.1.32

1 : 1

" Plastokvinoni | " Hiorofils

4. attels. MEP metaboliska cela modela shematisks att€lojums. Bultas norada galveno ogekla
plismas virzienu reakcijas; baltajos taisnstliros noraditi metaboliti; ar raustitu Iiniju
atzimé@tajos taisnstiiros noraditi modela atzarojumu galaprodukti; ar kvadratiem apzimeéti
reakcijas kataliz&joSie enzimi, tiem blakus - reakcijas numurs modeli, enzima nosaukuma
satsinajums modelt un EC numurs. Ar zalu krasu atziméti aktivie enzimi WT modeli, ar
sarkanu — enzimi, kas nav aktivi WT auga. Att€la palielinata versija atrodama 1. pielikuma.
Attela izmantoto saisinajumu pilni atSifréjumi atrodami 2. (metabolitiem) un 3. (enzimiem)

pielikuma.
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Figure 4. A schematic overview of the MEP pathway model. The arrows show the main
direction of the carbon flux in reactions; white rectangles contain metabolites; the rectangles
with dashed edges show the end products of main branches; squares show enzymes
participating in reactions, next to them — reaction ID in model, enzyme abbreviation and EC
number. Reactions active in WT model are coloured green, inactive ones — in red. Full version
of the figure is added in 1% attachment. The full versions of abbreviations used in the figure
are found in 2" attachment for metabolites and 3" attachment for enzymes.

Papildus MEP cela reakcijam no ieprieksgjiem modeliem (1.-9. reakcija), tika ieklautas
vél divas prenildifosfatu biosintézes reakcijas FPS (EC 2.5.1.10) un GGPPS (EC 2.5.1.29).
Tika pievienots enzimatiskais solis izopréna sintézei - 9.1 reakcija izopréna sintazei (EC
4.2.3.27) parvérSot DMAPP par izoprénu. Tapat divi enzimatiski soli cis-abienola sintézei —
alfa kopaéna sintazei (EC 4.2.3.133) parvérsot FPP kopalola difosfata un cis-abienola sintazei
(EC 4.2.3.140), kas parvers kopalola difosfatu cis abienola. Personiga komunikacija ar Prof.
Alain Tissier un Dr. Tom Schreiber (Leibnica Augu Biotehnologijas Institiits, Halle, Vacija)
projekta SMARTPLANTS realizacijas ietvaros tika izv€letas vairakas pliismas auga
pamatmetabolisma saglabasanai, lai v€lakos optimizacijas solos izopréna un cis-abienola
sint€ze modelil netiktu palielinata uz auga pamatfunkcijam nozimigu metabolitu sintézes
trikuma rékina. Sim mérkim modeli ieklauti atzarojumi uz plastokvinonu, hlorofila un
karotenoidu sintézi, ievietojot katra atbilstosa cela pirmo enzimu: plastokvinonu sintézei al-
trans-nonaprenildifosfata sintazi (EC 2.5.1.85), kas parvers IPP un GGPP nonaprenildifosfata,
hlorofila sintézei geranilgeranildifosfata reduktazi (EC 1.3.1.83), kas parverS GGPP
fitildifosfata, un hlorofila sintaze (EC 2.5.1.62), kas parvér§ GGPP geranilgeranilhlorofila
(GG hlorofils), karotenoidu sintézei 15-cis-fitoéna sintazi (EC 2.5.1.32), kas parverS GGPP

15-cis-fitoéna.

Modeli izmantotas reakcijas detalizéti aprakstitas 3. pielikuma. Papildus pievienoto
reakciju parametru noskaidroSanai un iepriek$§€jos modelos izmantoto parametru veértibu
apstiprinasanai tika izmantota datubaze@s pieejama informacija. No augstakas uz zemako
prioritati tika izmanototi dati no: 1)A. thaliana, 2)citiem krustziezu dzimtas augiem, 3)citiem
lakstaugiem, 4)citiem augiem, 5)citiem organismiem, kam enzima optimala temperatiira un
pH aprakstits lidzigs A. thaliana (pH = 8 (Kunz et al. 2014)). Sakotngji zinamie enzimu

kin&tikas dati un to avoti apkopoti 5. pielikuma.
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3.2. Modeli izmantoto vienadojumu izvéele

Ta ka tika atrasts maz literatiras datu par modeli izmantoto enzimu darbibas
mehanismiem, tika pienemts, ka to katalizétas reakcijas varétu but atgriezeniskas. Sadi
iesp&jams izvairities no iesp&jamas modela ierobezosanas, nenemot véra produktu
koncentracijas ietekmi uz enzima darbibu starpproduktu uzkrasanas gadijuma, ka ari
kompensét citus iesp&jams nezinamos reguléSanas mehanismus. Ta ka modeli, uz kuriem tika
balstita darba veidota modela struktiira, izmanto vienvirziena reakcijas ar Mihaelisa-Mentenes

kingtiku, tika nolemts mainit reakciju vienadojumus, ieklaujot lidzsvara konstantes.

Gala modelim tika izveidoti tris vienadojumu veidi — Uni-Uni, Bi-Uni un izomerazes
vienadojums (J. Rohwer pers. comm.). Pirmaja reakcija, ko kataliz€ DXS enzims, tika
sagalabats ieprieks€jos modelos izmantotais vienadojums (1) — ta ka tas determinéti novada

oglekla pluismu uz MEP celu, tam nav nepiecieSams atgriezeniskums.
A+B->C

keae * E * Sq * Sp

'U=k*
KI* mb+Kma*Sa+Kmb*Sb +Sa*5b

(1)

Uni-Uni vienadojumi (2) izmantoti reakcijas, kam ir viens substrats un viens produkts.

A=B
Ve * S—L
f Keq
S+Kma*<1+K—mb)

Bi-Uni vienadojumi (3) izmantoti reakcijas, kur ir viens substrats un vairaki produkti.

A+B=C
V P
Y S —
Kma * Kmb (Sa i Sb Keq)
vEkr—g S P ®
Za b
(1+ Kma) (1+ Kmb) TR

Izomerazes vienadojums (4) apraksta IDI darbibu, ieklaujot art GPP inhibgjoSo ietekmi.

A=B

P
V (S + —)
f* Keq

v=kx i 4)
S+ Kina + P + Ky + 77
I
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Vienadojumos lietotie apzim&jumi:
k — optimizacijas koeficients
V¢ — Maksmalais tiesas reakcijas atrums
S — substrata koncentracija, indeksi a un b norada attiecigo substratu
P - produkta koncentracija;
Keq — lidzsvara konstante;
Km — Mihaelisa-Mentenes konstante, indeksi a, b un ¢ norada attiecigo substratu vai produktu;
| — inhibitora koncentracija;
Ki — inhibicijas konstante.

Visiem vienadojumiem tika pievienots mainigais k, kas tiks izmantots velaka darba ar
modeli ta optimizacijai projekta SMARTPLANTS ietvaros, lai paraditu vajadzigas enzimu

koncentracijas izmainas. WT modeli visos vienadojumos k fikséts ka 1.

Lai parliecinatos par mainito vienadojumu piemérotibu tika parbaudita modela lineara
dala (1.-7. reakcija), kuras darbibu iesp&jams salidzinat ar iepriek$ veidotajiem modeliem.
Tika iegiits stacionars stavoklis, kas atbilst eksperimentalajiem datiem par DXS plasmu, DXP

un MecPP koncentracijam kas apstiprindja, ka vienadojumu izmainas saglaba modela darbibu.

Lai panaktu maksimalu produktu prekursoru aizvadisanu 12.1, 12.2 un 12.4 reakcijas,
nemot vera, ka ari to kintétiskie parametri nav zinami no literatiras datiem, $im reakcijam tika
maksimizéts reakcijas atrums (J. Rohwer pers. comm.). Tas izdarits, palielinot Km
atgriezeniskajai reakcijai (Kmp=100 nmol/mL) un reakcijas atrumu tieSajai reakcijai
(V+=10000 nmolxmL™xs™), ka arl samazinot Km tieSajai reakcijai (Kms=0.01 nmol/mL).
Iznémums bija 12.3 reakcija, jo tai bija zinama eksperimentala pliisma, tap&c tas parametriem

tika lauts mainities, lai parametru noteikSana pielagotos eksperimentalajiem datiem.

3.3. Nezinamo parametru novértésana.

Parametru noveértéSanas meérkis bija atrast kingtiskos parametrus un metabolitu
koncentracijas, kas izskaidro auga metabolismu stacionara stavokli bridi, kad auga tiek razoti
MEP cela produkti. Sim noliikam tika kombingta informacija par eksperimentali iegatam
MEP cela metabolitu — DXP, MecPP, DMAPP un IPP - koncentracijam (J. Rohwer pers.
comm.) un dati par MEP cela plismu (Wright et al. 2014), kas nak no vienas laboratorijas.
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Sim vértibam tika pievienota informacija par plasmu caur 12.3. reakciju uz GG-hlorofila
sintézi, kas iegiiti no genoma méroga stehiometriskas modelé$anas A. thaliana (A. Pentjuss
pers. zin.). Ta ka A. thaliana savvalas forma nerazo ne izoprénu, ne cis-abienolu, $o vielu
koncentracijai WT modelt butu jabiit nullei, arT $i informacija tika ieklauta eksperimentalo
datu faila. Lai simul&tu stacionaro stavokli ilga laika perioda, tika pieprasits §is vértibas
uzturdt laika intervala no 10° s Iidz 10° s, kas atbilst 10 dienu ilgam laika periodam. Laika
periodd no 0 Iidz 10° s (27 h) modelim tika dota iesp&ja pielagoties. Eksperimentalie dati
apkopoti 5. tabula.

5. tabula. Simuléti eksperimentalie dati, kombingjot informaciju no eksperimentiem un

genoma méroga stehiometriskas modelésanas.

Table 5. Simulated experimental data, combining information from experiments and genome

scale stehiometric modelling.

Laiks [DXP], | [MecPP], | [DMAPP+ | DXS [Iso], [c-Ab], GGChl
nmol/L | nmol/L IPP], plisma, | nmol/mL | nmol/mL | pliisma,

nmol/L nmol/s nmol/s

100000 | 0.635 1.016 0.711 1.46x10° | 0.00 0.00 5.5x10°
200000 | 0.635 1.016 0.711 1.46x10° | 0.00 0.00 5.5x10°
500000 | 0.635 1.016 0.711 1.46x10° | 0.00 0.00 5.5x10°
1000000 | 0.635 1.016 0.711 1.46x10° | 0.00 0.00 5.5x10°

Tika atrasti parametri, kas izskaidroja eksperimentalos datus ar OKV vértibu 1.56x107°.
Salidzinajumam — nezinamo parametru novérteésanas OKV modela izveides sakuma bija
1.00x10°. Modela simulacijas atbilstiba parametru novértésanas eksperimentalajiem datiem

redzama 5., 6. un 7. attéla.
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Parametru noveértéSanas rezultats metabolitu koncentracijam

B 1.2
£ 1 X X X X
E
S 0.8
2,06
504
Q
202
S}
%0
0 200000 400000 600000 800000 1000000
Laiks, s
x  [DXP] eksperimenta ——|[DXP] modeli
X [MecPP] eksperimenta ——[MecPP] modeli

x [IPP]+[DMAPP] eksperimenta — [[PP]+[DMAPP] modeli

5. attels. Modela metabolitu koncentraciju atbilstiba eksperimentalajiem datiem.

Figure 5. Modelled metabolite concentration fit to experimental data.

Parametru novertesanas rezultats DXS plismai
0.0016

0.0014
0.0012

0.001
: “ 0.0008
0.0006
0.0004
0.0002

Koncentracija, nmol/mL

0 200000 400000 600000 800000 1000000
Laiks, s

x 01.DXS 2.2.1.7 plisma eksperimenta ——01. DXS 2.2.1.7 pliisma modeli

6. attels. Modela plusmas atbilstiba stehiometriskaja modeléSana noteiktajai pliismai caur

DXS.

Table 6. Fit of modelled flux through DXS to its value from stoichiometric modelling.
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Parametru noveérteésanas rezultats hlorofila sintazes
plismai
6.00E-06
5.00E-06
4.00E-06
3.00E-06
2.00E-06
1.00E-06

0.00E+00
0 200000 400000 600000 800000 1000000

Laiks, s

Koncentracija, nmol/mL

12.3 ChS 2.5.1.62 pliisma eksperimenta
12.3 ChS 2.5.1.62 pliisma modelt
7. att€ls. Modela pliismas atbilstiba eksperimentali noteiktajai plismai caur ChS.

Table 7. Fit of modelled flux through ChS to its experimental value.

3.4. Stacionara stavokla iegiiSana

Tika atrasts stacionarais stavoklis, kura aprékinatas metabolitu sakumkoncentracijas un

plismas caur aktivajiem enzimiem apkopotas 6. tabula.

6. tabula. Iegiitas metabolitu sakuma koncentracijas un pliismas caur aktivajiem

enzimiem atrastaja stacionaraja stavokli.

Table 6. Metabolite initial concentrations and fluxes through active enzymes in the

calculated steady state.

Metabolits | Sakotnéja koncentracija, Reakcija Plismas vértiba,
nmol/mL nmol/s

Pyr 2.11 1. DXS2.2.1.7 1.27x1073
GAP 0.42 2. DXR 1.1.1.267 1.27x1073
DXP 0.63 3. MCT 2.7.7.60 1.27x1073
MEP 5.97x107 4. CMK 2.7.1.148 1.27x1073
CDPME 6.76x107 5.MCS 4.6.1.12 1.27x1073
CDPMEP 0.15 6. HDS 1.17.4.3 1.27x1073
MecPP 1.12 7.1.HDR 1.17.1.2 1.07x1073
HMBPP 4.42x107 7.2.HDR 1.17.1.2 2.03x10*
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Metabolits | Sakotnéja koncentracija, Reakcija Plasmas vertiba,
nmol/mL nmol/s

IPP 0.24 8.1D15.3.3.2 1.15%x10*
DMAPP 0.47 9.GPPS25.1.1 3.18x10*

GPP 1.13x1073 10. FPS 2.5.1.10 3.18x10*

FPP 2.70%x10% 11. GGPPS 25.1.29 | 3.18x10*
GGPP 0.95 12.1. AtSPS 2.5.1.85 | 2.69x10°®
Non-PP 1.73x10° 12.2. GGPPR 1.3.1.83 | 3.06x10*
Ph-PP 5.50 12.3. ChS 2.5.1.62 5.50%x10°
GG Chl 0.63 12.4. PSY 2.5.1.32 2.04x10°

15-c-Phy 0.45
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4. DISKUSIJA

4.1. Modela uzbuve, parametru un reakciju izvele

Neskatoties uz salidzinosi mazo datu pieejamibu — vairak ka pusei no modeli
izmantotajiem parametriem vértibas tika meklétas ar parametru novértéSanu - izdevies
izveidot stacionaro stavokli sasniedzoSu metabolisko modeli. Tomér Sis ir tikai pirmais solis
modela izvel€ un turpmaka darba biis nepiecieSams modeli pilnveidot un validét ar lielaku

daudzumu eksperimentalo datu.

Modela uzbuveé veiktas vairakas vienkarSoSanas gan metaboliska tikla uzbiive, gan
enzimu darbibas matematiskaja apraksta. No visiem izoprenoidu raZoSanas atzariem (\Vranova
et al. 2013) izveleti tikai tris, pienemot, ka plismas caur citiem atzariem ir salidzinosi
nenozimigas. Tomer, ta ka izoprenoidu produktu starpa ir ar1 fitohormoni un citas nozimigas
vielas, kas augam var but kritiskas mazakos daudzumos, Sos pienémumus biitu vélams
parbaudit. Sim nolikam var izmantot iesp&ju kombinét kingtisko modeli ar datiem no genoma
méroga Stehiometriskas modelésanas A. thaliana un apskatot pargjiem MEP cela produktiem
novirzito oglekla plismu lieclumus un to samazinasanas efektus stehiometriskaja modeli, lai

apstiprinatu, ka modeli nav izlaisti A. thaliana metabolisma nozimigi atzarojumi.

Bez reakciju tikla tika vienkarSota ari noteiktu enzimu darbiba, lai izvairitos no
maematiskas sarezgitibas, kas varétu radit lielaku kladu variaciju ka biologiska (Dr F.
Bruggeman pers. comm.). Apzinati vienkarSota tika prenildifosfatu sintaZzu darbiba. Zinams,
ka Sie enzimi galaprodukta sint€zi veic pakapeniski, bet var izmantot arT iepriek$€ja enzima
produktus (Heldt and Heldt 2005). Tatad, pieméram, FPS var izmantot divas dazadas
substratu kombinacijas un atbrivot divus dazadus produktus. S darba ietvaros modela
matematiskajai vienkarSoSanai tika nolemts katrai prenildifosfata sintazei atstat tikai vienu
reakciju — pedgjo, pienemot, ka parametru noverté$ana pielidzinas to nezinamos kinétiskos
parametrus, lai kompens&tu paréjo apaksreakciju trikumu. Attiecigi GPPS modeli funkcioné
ka visu tris prenildifosfatu sintazu GPP sintazes solu apkopojums utml. Prenildifosfatu
biosinté€zes rekcijas netika apvienotas viena vienkarSosanas noliikos, jo tika secinats, ka katrs
prenildifosfats novirza plismu uz noteiktu vélamo galaproduktu (FPP un GGPP) vai regulé

ieprieksgjas reakcijas (GPP).
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4.2. Nezinamo paramteru noveértésana

Vairak ka puse no modeli izmantotajiem kinétiskajiem parametriem tika noteikta
parametru noveértéSana. Lai ierobezotu mainigo lielumu amplitidas parametru noteikSana, to
iespgjamas minimalas un maksimalas vértibas tika pietuvinatas biologiski iesp&jamam
vertibam. Kmp minimalas robezas tika noteiktas, izmantojot pienémumus par enzimu kin&tiku
un reakciju atgriezeniskumu, tam izmantotas Kms vertibas. Enzimu koncentracijas gadijuma,
izmantojot to zinamo molekulu masu, plastidas aptuveno tilpumu un pienemot, ka lapas
blivums ir vienads ar udens blivumu, tika aprékinata maksimala iesp&ama enzima
koncentracija plastida, gadijuma, ja konkrétais enzims aiznemtu visu plastida esoSo proteinu
frakciju. Izmantojot daZzas zinamas kcat vertibas iesaistitajiem enzimiem, tika aprékinatas
atbilstosas Vy vértibas. Lielaka iegiita vértiba bija 6.7x10* kas tika noapalota uz 1x10°. Si
vertiba tika sakotngji izveleta ka Vi maksimala robeza parametru noverte€Sana. Ta ka lapu
bivums ir mazaks ka tidens blivums - 0.1-0.6 g/cm?® (Poorter et al. 2009), un neviens no
enzimiem neaiznem visu plastidas tilpumu, aprékinatas enzimu koncentracijas maksimalas
robezas ir daudz lielakas, ka tas butu daba, tadgjadi neierobezojot biologisko variaciju,
joprojam nozimigi samazinot risinajuma telpu (solution space). Papildus tam, S$adu
ierobezojumu izmantoSana samazina iesp&ju algoritmam ar nerealistiskam v&rtibam
kompensét miisu modelt iesp&jami ieviestas kliidas. Talaka darba gaita S§is robezas tika
samazinatas, atkartoti veicot 2.9. sadala aprakstito algoritmu, ta nonakot pie biologiski
iesp&jamakam vertibam. Lai gan, §adi rikojoties, nav parbauditas vértibas reakcijas, pret kuru
parametru izmainam metabolitu koncentracijas nav jutigas. Tapat iesp&ams, ka modelis
kompensé nepiefiksétas nepilnibas, izmantojot loti lielas vertibas parametriem, kuru

maksimalas robezas nav pielagotas.

Kopuma parametru novertéSana tika atrastas mainigo veértibas, kas mehanistiski labi
izskaidro pieejamos eksperimentalos rezultatus ar salidzino$i mazu kvadratisko klidu un
mazu OKYV. Izvélétais PE algoritms — dalinu kopas optimizacija prasa ilgaku laiku, salidzinot

ar citem PE algoritmiem, bet kopuma dod konsekventi zemaku OKV (Baker et al. 2010).
4.3. Stacionara stavokla iegiiSana

Model1 atrastas stacionara stavokla metabolitu sakotngjas koncentracijas lidzinas
Pokhilko et al. MEP cela diennakts regulacijas modeli iegttajam (Pokhilko et al. 2015).
Lielakas atSkiribas noverojamas gadijumos, kad Pokhilko et al. modeli iegutas vértibas

nesakrita ar $aja darba parametru novértéSana izmantotajiem eksperimentalajiem datiem.
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Sados gadijumos metabolitu sakotngjas koncentracijas modeli sakrit vai ir skaitliski tuvakas

eksperimentalajiem datiem.

Sai darba apskatits stacionarais stavoklis ilgsto§a laika perioda (1-10 dienas). Lai gan
diennakts ietvaros MEP metaboliska cela darbiba un metabolitu koncentracijas novérojamas
svarstibas (Pokhilko et al. 2015), tas ir regularas. Ta ka $ai darba interese ir tiesi par MEP cela
darbibu dienas laika, kad tiek razots izopréns un citi izoprenoidu produkti, tika apskatitas tikai
attiecigas vertibas dienas laika. Ta ka modelis nav paredzéts kvantitativas auga
produktivitates noteiksanai, bet tas optimizacijai, $adai pieejai nevajadz&tu negativi ietekmét

modela izmantoSanas iespejas.

4.4. Turpmakie uzdevumi un modela uzlaboSana

Lai arT modeli ir ieglts stacionarais stavoklis, un tas spgj izskaidrot eksperimentalos
datus, bitu velams veikt papildu parbaudes, lai parliecinatos, ka izmantotas korektas PE
mainigo robezvertibas, un nav pielauta nerealistisku vertibu izmantoSana, lai gan matematiski
tas dod piemé&toru risinajumu. Tapat veikt padzilinatu jutibas analizi, lai parliecinatos par

modela stabilitati.

Nakamais solis darba biitu ieklaut enzimu parametrus Sobrid neatktivajiem atzariem —
izopréna un cis abienola sintézei. Zinams izopréna razo$anas atrums A. thaliana, kura
veiksmigi ievietots un ekspreséts ISPS, turklat noteikts, ka ISPS darbiba statistiski nozimigi
nemaina oglekla plismu uz fotosintézes pigmentu razoSanu (Loivaméki et al. 2007).
Informacija par cis-abienola sintézi A. thaliana nav pieejama, tapéc jaatrod efektivaka pieeja
— ar parametru noveértéSanu, citam skaitloSanas metodém vai eksperimentali transfromgjot A.
thaliana par cis-abienola sint&zi atbildigos génus, lai iegiitu kingtiskos datus. Nemot véra ilgo
laiku transgénu augu izveidosanai, kas A. thaliana gadijuma ir ap tris ménesSiem (Prof. Alain

Tissier pers. comm.), arT §im solim tiks izmantotas skaitloSanas metodes.

Kad iegiita informacija par pievienoto atzarojumu kinétiku, talakie soli btutu 1)veikt
TOP optimizaciju (Stalidzans et al. 2017), lai atrastu mazako efektivo izmainu daudzumu cis-
abienola vai izopréna produkcijas maksimiz€Sanai 2) parbaudit optimizacijas piedavato
risindjumu vertibas genoma méroga stehiometriskaja modeli, lai parliecinatos, ka tos
neierobezo kofaktoru pieejamiba un citu metabolisma celu vajadzibas 3) parbaudit ieteiktos
optimizacijas risinajumus in Vvivo.

Lai uzlabotu modeli turpmak, iesp&jams pievienot ari Pokhilko et al. aprakstitos
regulacijas Itmenus, ka arT ieviest pilnigu preniltransferazu kinétiku, nemot véra, ka
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optimizacija var tikt piedavats celt konkrétu enzima koncentraciju, kas ietver cita enzima
veikto darbu, rezultata neatspogulojoties pliismas uzlabojumos in vivo. Otrs variants —
apskatit apakSmodeli ar pilnu preniltransferazu kinétiku, un salidzinat optimizacijas
piedavatas preniltransferazu enzimu koncentraciju izmainas $ada apakSmodeli un misu
modeli. Tomér jaizsver, vai tas ir nepiecieSams, un iegiita informacija par enzimu darbibu dos
nozimigus pienesumu ierobezojumos, vai arl ar $adu vienkarSotu pieeju iesp&jams iegtt

pietiekami ticamas hipotézes enzimu darbibas modificésanai in vivo.
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SECINAJUMI

Izdevies atrast nezinamos enzimu kin&tiskos parametrus, kas ar atzistamu precizitati
mehanistiski sp&j izskaidrot eksperimentalos datus. Kingtisko parametru precizakai

noteikSanai ir nepiecieSami papildus eksperimentalie dati.
Izdevies iegiit stacionaro stavokli modelim.

Enzimu Vmax parametru novértésanas diapazona sasurinasanai ir lietderigi izmantot

proteinu koncentraciju robezvértibas.

Genoma méroga stehiometriska modela dati ir pielietojami ka kingtiska modela

eksperimentalie dati stacionaram stavokilm.
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1. pielikums
Modela shematiskais attelojums.

GAP Pyr

1.DX8221.7

2. DXR 1.1.1.267

3.MCT 2.7.7.60

CDPME

4. CMK 2.7.1.148

CDPMEP

5. MCS 4.6.1.12

6. HDS 1.17.4.3

HMBPP

7.HDR1.17.7.4 7.HDR 1.17.7.4

- ]
u)l 5.3.3.2

9.11SPS 4.2.3.27
9.GPPS 2511 .

10. FPS 2.5.1.10
11.1.AC8 4.2.3.133

11. GGPPS 2.5.1.29

GGPP

12.1. AtSPS 2.5.1.85 12.2. GGPPR 1.3.1.83 12.3. ChS 2.5.1.62 12.4. PSY 2.5.1.32
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2. pielikums

Modeli ieklautie metaboliti.

N.p.k. | Nosaukums Apziméjums modelr

1. Piruvats Pyr

2. Gliceraldehida-3-fosfats GAP

3. 1-deoksi-D-ksilulozes-5-fosfats DXP

4. 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfats MEP

5. 4-(cistidina 5°-difosfo)-2-C-metil-D-eritritols | CDPME

6. 2-fosfo-4-(cistidina  5°-difosfo)-2-C-metil-D- | CDPMEP
eritritols

7. 2-C-metil-D-eritritol 2,4-ciklodifosfats MecPP

8. 4-hidroksi-3-metilbut-1-&n-1-il difosfats HMBPP

9. Izopentenildifosfats IPP

10. Dimetilalildifosfats DMAPP

11. Geranildifosfats GPP

12. Faranesildifosfats FPP

13. Geranilgeranildifosfats GGPP

14. [zopréns Iso

15. Kopal-8-ol difosfats C-8-PP

16. Cis-abienols c-Ab

17. Nonaprenildifosfats Non-PP

18. Fitildifosfats Ph-PP

19. Geranilgeranilhlorofils GG Chl

20. 12-cis-fitoéns 15-c-Phy
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3. pielikums

Modelt ieklauto reakciju apkopojums.

Modeli ieklautas 19 reakcijas. Rekcijas nosaukums modeli ietver izpildo$a enzima

nosaukuma saisinajumu un ta EC numuru.

N.p.k. | Nosaukums Enzima nosaukums Vienadojums modelr Atruma
modeli modeli vienadojums
1. DXS 2.2.1.7 | 1-deoksi-D-ksilulozes-5- GAP + Pyr -> DXP (D)
fosfata sintaze
2. DXR 1-deoksi-D-ksilulozes-5- DXP = MEP 2
1.1.1.267 fosfata reduktoizomeraze
3. MCT 2-C-metil-D-eritritol 4- MEP = CDPME 2
2.7.7.60 fosfata citidililtransferaze
4. CMK 4-(citidina 5'-difosfo)-2-C- | CDPME = CDPMEP 2
2.7.1.148 metil-D-eritritol kinaze
5. MCS 2-C-metil-D-eritritol 2,4- CDPMEP = MecPP 2
4.6.1.12 ciklodifosfata sintaze
6. HDS 4-hidroksi-3-metilbut-2-en- MecPP = HMBPP (2)
1.17.4.3 1-il difosfata Sintaze
7.1. HDR 4-hidroksi-3-metilbut-2- HMBPP = IPP 2
1.17.1.2 enil difosfata reduktaze
7.2. HDR 4-hidroksi-3-metilbut-2- HMBPP = DMAPP 2
1.17.1.2 enil difosfata reduktaze
8. ID15.3.3.2 Izopentenildifosfata IPP = DMAPP; GPP 4
1zomeraze
9. GPPS Geranildifosfata sintaze DMAPP + IPP = GPP 3)
2511
9.1. ISPS [zopréna sintaze DMAPP = Iso (2)
4.2.3.27
10. FPS Faranesildifosfata sintaze GPP + IPP = FPP 3)
2.5.1.10
11. GGPPS Geranilgeranil difosfata FPP + IPP = GGPP 3
25.1.29 sintaze
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3.1. pielikums

Modelt ieklauto reakciju apkopojums.

N.p.k. | Nosaukums Enzima nosaukums Vienadojums modelt Atruma
modeli modeli vienadojums
11.1. ACS Alfa kopaéna sintaze FPP = C-8-PP 2
4.2.3.133
12.1. AtSPS Al-trans- GGPP + IPP = N-PP (3)
2.5.1.85 nonaprenildifosfata sintaze
12.2. GGPPR Geranilgeranil difosfata GGPP = Ph-PP @)
1.3.1.83 reduktaze
12.3. ChSs Hlorofila sintaze GGPP = GG Chl 2
2.5.1.62
12.4. PSY 15-cis-fitoéna sintaze GGPP = 15-c-Phy (2)
2.5.1.32
13. CAS Cis-abienola sintaze C-8-PP =c-Ab 2
4.2.3140
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4. pielikums

Parametru novertésana mainigie parametri.

N.p.k. Parametrs Minimala robeza Maksimala robeza
1. (02. DXR 0.1 100
1.1.1.267).Keq
2. (02. DXR 130 1000
1.1.1.267).Kmp
3. (03. MCT 0.01 100
2.7.7.60).Keq
4. (04. CMK 0.1 100
2.7.1.148).Keq
5. (04. CMK 80 1000
2.7.1.148).Kmp
6. (05. MDS 0.01 100
4.6.1.12).Keq
7. (05. MDS 200 1000
4.6.1.12) . Kmp
8. (06. HDS 0.01 100
1.17.7.1).Keq
9. (06. HDS 400 10000
1.17.7.1).Kmp
10. (07. DMAPP HDR 30 1000
1.17.7.4) . Kmp
11. (07. IPP HDR 0.01 100
1.17.7.4) Keq
12. (07. IPP HDR 30 1000
1.17.7.4).Kmp
13. (07. DMAPP HDR 0.01 100
1.17.7.4) Keq
14. (09. GPPS 0.01 100
2.5.1.1).Keq
15. (09. GPPS 8 1000
2.5.1.1).Kmp
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4.1.  pielikums

Parametru novértéSana mainigie parametri.

N.p.k. Parametrs Minimala robeza Maksimala robeza
16. | (09. GPPS 2.5.1.1).V¢ 1 1x10°
17. | (10. FPS 2.5.1.10).Keq 1 1000
18. (10. FPS 2.5.1.10).V¢ 30 1000
19. (11.GGPPS 1x10° 1x10°
2.5.1.29).Keq

20. (11.GGPPS 20 1000
2.5.1.29).Kmp

21. (11.GGPPS 0.001 1x10°
2.5.1.29).V¢

22. (12.3ChS 0.01 1000
2.5.1.62).Keq

23. (12.3ChS 1x10° 1x10°
2.5.1.62).Kmp

24, (12.3ChS 1x10® 1x10°
2.5.1.62).Kms

25. | (12.3ChS 2.5.1.62).V¢ 1x10°® 1x10°

26. (10. FPS 0.1 1x10°
2.5.1.10).Kmp

217. (01. DXS 2.2.1.7).E 1x10° 1x10°

28. (12.1 AtSPS 1x10® 1x10°
2.5.1.85).Keq

29. (12.1 AtSPS 1x10° 1x10°
2.5.1.85).Kma

30. (12.1 AtSPS 1x10® 1x10°
2.5.1.85).Kmb

31. (12.1 AtSPS 1x10° 1x10°
2.5.1.85).Kmp

32. (12.1 AtSPS 1x10° 1x10°
2.5.1.85).V¢
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4.2.  pielikums

Parametru novertésana mainigie parametri.

N.p.k. Parametrs Minimala robeza Maksimala robeza

33. (12.2 GGPPR 1x10° 1x10°
1.3.1.83).Keq

34. (12.2 GGPPR 1x10® 1x10°
1.3.1.83).Kmp

35. (12.2 GGPPR 1x10° 1x10°
1.3.1.83).Kms

36. (12.2 GGPPR 1x10® 1x10°
1.3.1.83).V¢

37. (12.4 PSY 1x107 1x10?
2.5.1.32).Keq

38. (12.4 PSY 1x10® 1x10°
2.5.1.32).Kma

39. (12.4 PSY 1x10° 1x10°
2.5.1.32).Kmb

40. (12.4 PSY 1x10° 1x10°
2.5.1.32).Kmp

41. (12.4 PSY 1x10® 1x10°
2.5.1.32).V¢

42. (08. IDI 5.3.3.2) K 1x107 1000

43, [15-cis-Phy]_0 1x10°® 100

44, [GG Chl]_0 1x10° 1000

45. [NonPP]_0 1x10° 1000

46. [PhPP]_0O 1x10° 100
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5. pielikums

Modeli izmanotie kinétiskie parametri un to avoti.

Parametriem, par kuriem netika atrasti literatiiras dati, noradits, ka tie aprékinati

parametru noteikSana (PE). Parametru vértibas, kuras netika noteiktas PE, modeli neaktivo

reakciju del, atzimetas ar NA.

Parametrs | Veértiba Atsauce Parametrs | Vértiba Atsauce
(01. DXS 2.21 PE (09. GPPS 0.01 PE
22.1.7).E 2.5.1.1).Keq
(01. DXS 1.9 (Pokhilko et al. (09. GPPS 55.59 PE
2.2.1.7) Keat 2015) 2.5.1.1).Kmp
(01. DXS 16 (Pokhilko et al. (10. FPS 12.2 Vidgjais no (Frick
2.2.1.7).K| 2015) 2.5.1.10).Kma etal. 2013; Tholl
& Lee 2011)
(01. DXS 160 (Pokhilko et al. (10. FPS 32 Vidgjais no
2.2.1.7).Kmp 2015) 2.5.1.10).Kmb (Ferriols et al.
2015; Green &
West 1974)
(01. DXS 110 (Pokhilko et al. (10. FPS 16416 PE
2.2.1.7).Kma 2015) 2.5.1.10).Kmp
(02. DXR 4.4 (Pokhilko et al. (10. FPS 304 PE
1.1.1.267).Vs 2015) 2.5.1.10).Vs
(02. DXR 0.10 PE (10. FPS 157 PE
1.1.1.267).Keq 2.5.1.10).Keq
(02. DXR 130 (Pokhilko et al. (11. GGPPS 3.4 Vidgjais no (Burke
1.1.1.267).Kms 2015) 2.5.1.29).Kma & Croteau 2002;
Laskaris et al.
2000; Orlova et al.
2009; Takaya et al.
2003)
(02. DXR 135 PE (11. GGPPS 38 Vidgjais no (Burke
1.1.1.267).Kmp 2.5.1.29).Kmb & Croteau 2002;
Kawasaki et al.
2003)
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51. pielikums

Modeli izmantotie kin&tiskie parametri un to avoti.

Parametrs | Veértiba Atsauce Parametrs | Vértiba Atsauce
(03. MCT 13 (Pokhilko et al. (11. GGPPS 5705 PE
2.7.7.60).Vs 2015) 2.5.1.29).Vs
(03. MCT 1.60 PE (11. GGPPS 146 PE
2.7.7.60).Keq 2.5.1.29).Keq
(03. MCT 178 (Pokhilko et al. (11. GGPPS 325 PE
2.7.7.60).Kms 2015) 2.5.1.29).Kmp
(03. MCT 500 (Pokhilko etal. || (12.1. AtSPS | 98150 PE
2.7.7.60).Kmp 2015) 2.5.1.85).Kma
(04. CMK 2 (Pokhilko etal. || (12.1. AtSPS | 21362 PE
2.7.1.148).V¢ 2015) 2.5.1.85).Kmb
(04. CMK 39.24 PE (12.1. AtSPS | 291801 PE
2.7.1.148).Keq 2.5.1.85).Kmp
(04. CMK 100 (Pokhilko etal. || (12.1. AtSPS | 104144 PE
2.7.1.148) . Kpms 2015) 2.5.1.85).Keq
(04. CMK 654.47 PE (12.1. AtSPS | 24699 PE
2.7.1.148).Kmp 2.5.1.85).Vs
(05. MDS 3.4 (Pokhilko et al. (12.2. 73728 PE
4.6.1.12).Vs 2015) GGPPR
1.3.1.83).Kms
(05. MDS 19.93 PE (12.2. 3.19 PE
4.6.1.12).Keq GGPPR
1.3.1.83).Kmp
(05. MDS 250 (Pokhilko et al. (12.2. 5.91 PE
4.6.1.12).Kms 2015) GGPPR
1.3.1.83).Keq
(05. MDS 805 PE (12.2. 3826 PE
4.6.1.12).Kmp GGPPR
1.3.1.83).V¢
(06. HDS 0.48 (Pokhilko et al. (12.3. ChS 47680 PE
1.17.7.1).Vs 2015) 1.5.1.62).Kms
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5.2. pielikums

Modeli izmantotie kin&tiskie parametri un to avoti.

Parametrs | Véertiba Atsauce Parametrs | Vertiba Atsauce
(06. HDS 100 PE (12.3.ChS 9026 PE
1.17.7.1).Keq 1.5.1.62).Kmp
(06. HDS 420 (Pokhilko et al. (12.3. ChS 613 PE
1.17.7.1).Kms 2015) 1.5.1.62).Keq
(06. HDS 10000 PE (12.3. ChS 0.28 PE
1.17.7.1).Kmp 1.5.1.62).V¢
(07.1. HDR 0.77 (Pokhilko et al. (12.4. PSY 2847 PE
1.17.7.4).V¢ 2015) 2.5.1.32).Kms
(07.1. HDR 100 PE (12.4.PSY | 655767 PE
1.17.7.4).Keq 2.5.1.32).Kmp
(07.1. HDR 30 (Pokhilko et al. (12.4. PSY 4.03 PE
1.17.7.4) Kms 2015) 2.5.1.32).Keq
(07.1. HDR 975 PE (12.4. PSY 104 PE
1.17.7.4) . Kmp 2.5.1.32).Vs
(07.2. HDR 0.15 (Pokhilko et al. (9.1. ISPS 290 Vidgjais no
1.17.7.4).Vs 2015) 4.2.3.27).Kms (Rasulov et al.
2009; Wiberley et
al. 2007)
(07.2. HDR 99 PE (9.1. ISPS NA PE
1.17.7.4).Keq 4.2.3.27).Kmp
(07.2. HDR 30 (Pokhilko et al. (9.1. ISPS NA PE
1.17.7.4).Kms 2015) 4.2.3.27).Keq
(07.2. HDR 992 PE (9.1. ISPS NA PE
1.17.7.4) . Kmp 4.2.3.27).Vs
(08. IDI 0.456 (Pokhilko et al. (11.1. ACS 4.8 (Attia et al. 2012)
5.3.3.2).V¢ 2015) 4.2.3.133).Kms
(08. IDI 2 (Pokhilko et al. (11.1. ACsS NA PE
5.3.3.2).Keq 2015) 4.2.3.133).Kmp
(08. IDI 5.1 (Pokhilko et al. (11.1. ACS NA PE
5.3.3.2).Kms 2015) 4.2.3.133).Keq
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5.3. Pielikums

Modeli izmantotie kin&tiskie parametri un to avoti

Parametrs | Véertiba Atsauce Parametrs | Vertiba Atsauce
(08. IDI 17 (Pokhilko et al. (11.1. ACS NA PE
5.3.3.2).Kmp 2015) 4.2.3.133).Vs
(08. IDI 187.74 PE (13. CAS NA PE
5.3.3.2).K| 4.2.3.140).Kms
(09. GPPS 9.8 Vidgjais no (13. CAS NA PE
2.5.1.1).Kma (Frick et al. 4.2.3.140).Kmp
2013; Heider et
al. 2014)
(09. GPPS 9.9 Vidgjais no (13. CAS NA PE
2.5.1.1).Kmb (Frick et al. 4.2.3.140).Keq
2013; Heider et
al. 2014)
(09. GPPS 15502 PE (13. CAS NA PE
2.5.1.1).Vs 4.2.3.140).Vs
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d {ICDPME].VPIasﬁd]

dt

d{[CDPMEP]-VPI“nd}

dt

d([DXP]V o)

dt

d {[M EP] ' illF"F"Iasﬂd]

dt

6. pielikums

Enzimu pliismas nosakosie diferencialvienadojumi.

[CDPMEP]
kr"m. CMEK z.?.l.us"b'vft"oa. CMEK 2.7.1.145"!'[[CDPM E] - Ke }
q["oa. CMK 2.7.1.148")

" Plastid
[CDPMEP]
[CDPME] + Kms:--oa.cm2.7_1_1aa--]‘[ o )
Pioa. cmk 2.7.1.1487)
[CDPME]
ki"os_ mcT 2.?.7.50"|'W1"03. MCT 2.7.7.60") '{[M EP]- I(e—)
q["ﬂi. MCT 2.7.7.60%)

Plastid
[CDPME]
[MEP] + Kms —]

["03. MCT 2.7.7.60") (

Km Proa. mer 2.7.7.607)
[CDPMEP]
kq"m_ cmm_?.l_ms'l'w["oa. CMK z.11.1a3"1'([cnPME]' Ke )
f Aoa. erak 2.7.1.1481) \
Plastid
[COPMEP]
[COPME] + Kms[,mcm,_,_J_ma,,J-[ o — )
["D4. CMK 2.7.1.148")
" [MecPP]
k["os. MBS d.e.l.l?"lIU ["05. MDS d.6.1.12"|‘(ICDPMEP]_ Ke )
q["ns. MDS 4.6.1.12")
‘vPlastid‘
[MecPP]
[‘:DPMEP]+KmS["05.MDs 4.5.1.12"{{ +Kmp ]
{"05. MDS 4.6.1.12")
f ka("Cll.. DX5 2.2.1.?"|-k|:"01.. DX5 2.2.1.?"|-E|"01. DX5 2.2.L.?"JI[Pvr] [GAP]
Plastid "
1":""["01. oxs 22079 K01, oxs 227+ KMBroy. os 2.2.1.77) [GAPT# KMbiy e 24 70y [PV +[PYr]-[GAP]

.([Dxp]_&]

kl"cz. DXR 1.1.1.25?";'Vf:"uz. DXA 1.1.1.267") Ke
ql"DZ.DKR 1.1.1.267")

‘vPlastid‘
[MEP]
[DHPHKms{"Uz. DXR 1.1.1.257"!'[14- Km )
Proz. oxr 1.1.1.267%)
¢ [CDPME]
ko3, mer 27760V r"oz.McTz.?.?.so"h'{[MEP]' Ke ]
Y03, McT2.7.7.607)
= Y olastid
VEP]+ € [CDPME]
+Kms Ny
['03. MCT 2.7.7.60") { ]
Kmpq"u;. MCT 2.7.7.60")
[MEP]
("02. DXR 1_1_1_25?,,"W[,,02_ DXR 1.1.1.257"]‘[[0}(”' Ke }
02, oxR 1.1.1.267")

d ([MecPP]»Vphsﬁd]

dt

Blastid
[MEP]
[DXP]+Km$l,,02_DXR 1_1_1.15?"3'[ Km )
Prioz, oxe 1.1.1.2677)
[MecPP]
kq"ns_ MDS 4.6.1.12") 'Wl"os. MDS a.s_1.12"|'([CDPM EP]- Ke )
’ qi"os.musa.s.Lu"l
- +vPIasnd
[MecPP]
[COPMEP) + Kms 1o a.-a.1.12"|'(1 * Km ]
Pt"us. MDS 4.5.1.12")
¢ [HMBPP]
k["os.uos 1.1?.7.1"5‘\" ("06, HDS 1.17.7.17) (MecPP]- Ke ]
qt"oa. HDS 1.17.7.1%)
Plastid
[HMBPP]
[MecPP]+ Kmsi"nﬁ. HDS 1.1?.?.1"|'{ * Km ]
p:"us. HDS 1.17.7.1")
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6.1. pielikums

Enzimu plismas nosakosie diferencialvienadojumi

[HMBPP]
[MecPP]-—]

k. CVE _ (
("06. HDS 1.17.7.1") (‘ 06. HDS 1.17.7.1 ‘)

d [[HMBPP]'V KEq("os.HDS 117.7.1")

Plastid) _

Plastid

dt

HMBPP
l [MecPP]+ Kms, #]

1+
("06. HDS 1.17.7.1") [
"06. HDS 1.17.7.1")

k
("07.2 HDR 1.17.7.4")

(DMAPP]
‘Vf'f‘b‘([HMBPP]— ]

Keq{"m,z HDR 1.17.7.4")

Vorastia”

(DMAPP]
[HMBPP]+ Kms, —)

1+

07.2 HDR 1.17.7.4") [ K
m

P07.2 HDR 1.17.7.4)

[IPP] )

k["07.1 HDR 1.17.7.4"}'W73 '([H MBPP]-

Keqt"m.l HDR 1.17.7.4")

VY otastia

[HMBPP] + Kms

[IPP] )

1+
(07.1 HDR 1.17.7.4") [
KMPrg7 1 bR 1.17.7.4

[Iso]
-([DMAPP]-—)

k -V
("09.115P5 4.2.3.27") ~ ("09.115P54.2.3.27")

d [[D MAPP]-V I(E!q("og.1 ISPS 4.2.3.27")

Plastid)
dt B VPIasrid ’

[Iso]
[DMAPP] + Kmst"US‘.l 1SPS 4.2.3.2?"1'( + Km )
p("ﬂB‘l ISPS 4.2.3.27")

k
("07.2 HDR 1.17.7.4")

[DMAPP]
Vf7b-[[HMBPP]-——————————
Keq

{"07.2 HDR 1.17.7.4")

+Vplasu'd'

[HMBPP]+ l<msE

[DMAPP] '

"07.2 HDR 1.17.7.4" '
J ( Kmp("D? 2 HDR1.17.7.4")

[DMAPP] )

kr'os. 1D15.3.3.2") 'Vf("os. 101 5.3‘3.2")'(“ PP]- ke
o8, 1015.3.3.2")

+V

Plastid (GPP]
[IPP]+ Kms

+[DMAPP] + Kmp(“us. oi5332 " Ki

("08.1D15.3.3.2")

[GPP)
-([DMAPP]-[IPP]-i)
Keq

('08. 1D15.3.3.2")

09, GPPS 251,17
K

k
('09. GPPS25.0.0%) o

("09. GPPS 2.5.1.1") ("03. GPPS 2.5.1.17)

mbl"OQ. GPPS 2.5.1.1")

[DMAPP] | )
41+
[ Kmb,

_Vﬂlashd
l [1PP) L (GPP) ,

Kmp{"DQ.GPPS 2.5.1.1")

[ Kma["ﬂ?i.(i?ps 2.5.1.1")’ ("09. GPPS ?.5.1.1"]’

Uf{"m. FPS 2.5.1.10") [FPP]
k["m. FRS 25.0.10° (o Kmb ‘[IGPP]‘UPP] -7&3 )
d([GPP]-V J ("10. PS5 2.5.1.10") ("10. FPS 2.5.1,10%) Qoi0, eps 2.5.1.10%)
Plastid N
dt = 7V plastid
[GPP] | (IPP] [FPP)
[ [ |
Kma:"m. FPS 1.5.1.10";, Kmbr'm.Fr's 2.5.1.10") Kmpr'mﬂ's 25.1.10")
P W:"oa. GPPS2.5.1.1") [GPP]
'09. GPPS 2.5.0.1") o Kmb '[IDM‘QPP]'HPP] - eq ]
("09. GPPS 2.5.1.1") ['D9. GPPS 2.5.1.1") ("9, GPPS 2,5.1,17)
+vPIasm:l
[DMAFPP] ) [1PP] ) [GPP]
[ Kma["on.mps 251,17 [ KMb["on. GPPS 2.5.1.1") Kmp:"oa. GPPS2.5.1.1")
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dl[IPP]-V

dt

P\astid)

6.2.  pielikums

Enzimu pliismas nosakosie diferencialvienadojumi.

« Vf("m. FPS 2.5.1.10") (GPP]-[IPP] [FPP]
("10. FPS 2.5.1.10") ] ( ! B ]
Kma{"lo. FPS 2.5.1.10") Kmbr':o. FPS2.5.1.10") Keq:,‘w‘ FPS 2.5.1.10")
T "Vblastid’
[GPP] [IPP] [FPP]
(1 + ](1 + )+
Kman"m. FPS 2.5.1.10") Kmb("m. FPS 2.5.1.10") Kmp(,,m‘ FPS 2.5.1.10")
Vf("u.i AtSPS 2.5.1.85") ["Non-PP"]
k:"12,1 AtSPS 25.185") | Kmb '([GGPP]'[IPP] ” ke ]
("12.1 AtSPS 2.5.1.85") ("12.1 AtSPS 2.5.1.85"} q("lz.l AtSPS 2.5.1.85")
B VFIastidl
[GGPP] [IPP] ["Non-PP"]
(1 + ](1 + )+
Kma["]}!,] AtSPS 2.5.1.85") Kmb(”l?,l AtSPS 2.5.1.85") Kmp:"12,1 AtSPS 2.5.1.85")
k Vf:"u.sspps 2.5.1.29") (FPPL-[1PP] [GGPP]
["11.6GPPS 2.5.1.29") . [ ’ : )
Kma!"ll,GGFFS 2.5.1.29") Kmb{"ll.GGFPS 2.5.1.29") Eq("ll.GGPPS 2.5.1.29")
Y plastia
(1+ [FPP] ] ( [IPP] ‘+ [GGPP]
Kma("ll.GGPPS 2.5.1.29") Kmb(“neepps 2‘5.1.29")’ Kmp{"n.eﬁpps 25.1.29"
[IPP]
k:"nm HDR 1.17.7.4"J'Vf7a'([HMBPP]' Ke '
%07.1 HOR 1.17.7.4%)
+VPIasu‘d. [|PP]
[HMBPP] + Kms["ﬂ?.l HDR1.17.7.4") ( + K ]
Pr07.1 HDR 1.17.7.4%)
. ; PPl [DMAPP]
v ( IPP —)
["08.1D15.3.3.2") © ("08.1DI 5.3.3.2")
{ Keq("ﬂB. DI 5.3.3.2")
“V lastic” [ ]
GPP
[IPP]+ Kms(ﬂn& 01533 2,,}+ [DMAPP] + Kmpt,wr (DI 535,27 + .
("08.1D15.3.3.2")
‘ Vf("os. GPPS 2.5.1.1") [DMAPP]-[IPP] [GPP]
["09. GPPS 2.5.1.1") . [ . N
( Kma("ﬂB‘ GPPS 2.5.1.1") Kmb("ﬂg. GPPS5 2.5.1.1") eq("ug. GPPS 2.5.1.1")
Vst
[DMAPP] [IPP] [GPP]
. +
( Kma["DB. GPPS 2‘5,1.1"1) [ Kmh("ﬂS, GPPS 2,5‘1,1"]} Kmp("ﬂs, GPPS 2.5.1.1"
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6.3.  pielikums

Enzimu plismas nosakosie diferencialvienadojumi.

Vf("n.a PSY 2.5.1.32") ["15-c-Phy"]

k:"u,a PSY25132") | Kmb '[[GGPP]'[GGPP]’ o
d ([GG PP]- VPI ) } ("12.4 PSY 2.5.1.32") ("12.4 PSY 2.5.1.32") Q124 psy 2.5.1.32")
astid,
= 2.V .
dt Plastid " "
[GGPP] [GGPP] ["15-c-Phy"]
|
1+ —(1 + +
Kma("ua PSY 2‘5.1‘32";1 Kmb("u.a PSY2.5.1.32") Kmp["12.4 PSY 2.5.1.32")
["Ph-PP"]
kE"lZ.Z GGPPR 1.3.1.83";'Vf("12.2 GGPPR 1‘3.1‘33";‘([66 PP]- Ke ]
9122 Goprr 13.1.83%)
- F‘Iastid‘
["Ph-PP"]
(GGPP]+ KMS..5 2 ceper 1.11.33"}’(1 Km )
Pi12.2 GGPPR1.3.1.83")
Vf("lz,l AtSPS 2.5.1.85") ["Non-PP"]
K121 mesps 251850 -~ -([GGPP1 PP
("12.1 ALSPS 2.5.1.85") ("12.1 AtSPS 2.5.1.85") ("12.1 AtSPS 2.5.1.85")
VY otastid”
[GGPP] [IPP] ["Non-PP"]
[ I )
Kma("lz.] ALSPS 2.5.1.85") Kmb("u.l atsps 25,1857 " TPa 1 acsps 2.5.1.85%)
["GG-ChI"]
kt"12.3 chs 2.5.1.62"}'Vf:“12.3 chs 2.5.1.62")'[[GGPP] . Ke ]
9112.3 chs 2.5.1.62")
_VPIastid‘
["GG-ChI"]
[GGPP]+ KMSi 3 chs 2.5.1‘62")'(1 + Km )
Pi12.3 chs 2.5.1.62°)
Vf("u,GGpps 2.5.1.29") [GGPP]
k["ll.GGFPS 251287 Kmb '([FPP]'[IPP] B Ke
("11.GGPPS 2.5.1.29") ("11.GGPPS 2.5.1.29") q("ll.GGFPS 2.5.1.29")
Plastid
[FPP] [IPP] [GGPP]
[ I |
Kma("n.sepvs 2.5.1.29") Kmb("n.ecpvs 2.5.1.29") Kmp{"n.sspps 2.5.1.29%)
X Vf("m EPS 2.5.1.10") [FPP]
("10.FP$ 2.5.1.10°) o Kmhb '[[GPP]'[IPP]' o
d {[F PP]- VPIasﬁd} ("10. FPS 2.5.1.10") ("10. FPS 2.5.1.10") Y10, Frs 2.5.1.107)
dt = Y plasti”
[GPP] [IPP] [FPP]
. +
Kmac"w, FPS 2,5,1,10"]] ( Kmb("w, FPS2.5.1 m”)) Kmp:"w, FPS 2.5.1.10")
["C-8-PP"]
k. VE, ,-[[FPP]- )
("11.1 ACS4.2.1.133") © ("11.1 ACS 4.2.1.133") ke
9111 Acs 22.1.1337)
“V pastid
["C-8-PP"]
[FPP] + KMS.0 L acsazs 133‘,)-[1 +—Km l
Pri11acs 4211337
Vf("ll.GGPPS 2.5.1.29") [GGPP]
Kers cpps 251297 — . -[[FPP]-[IPP]* o
{"11.6GPPS 2.5.1.29") ("11.6GPPS 2.5.1.29") 911.66pPs 2.5.1.297)
Vo rastia
[FPP] [IPP] [GGPP]
+
Kmat"lLGGPPs 2,5.1‘29")] ( Kmb{"lLGGPPS 2‘5.1.29":] Kmp["ll.GGPPS2.5.1.29"}

Vf7a = 3.7-0.833-Values[E7].InitialValue
Vf7b = 3.7-0.167-Values[E7].InitialValue
SumIPP/DMAPP = [DMAPP] +[IPP]

59



