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KOPSAVILKUMS

BURP doména proteini ir augu izcelsmes proteini, kuriem nesen raksturota peptidu
ciklazes aktivitate. Daba sastopamas gan BURP autociklazes, gan BURP transciklazes.

Darba meérkis bija izpétit BURP autociklazu in vitro rekonstitiicijas pieejas, ka ar1 veikt
rekombinantu linearu peptidu substratu produkciju un parbaudit, vai rekonstitutétiec BURP
proteini sp&j veikt transciklizaciju. E. coli ekspresijas sist€éma produc€ja tris augu sugu BURP
doména proteinus un to rekonstitlicijai izmantoja $adas pieejas: ekspresija E. coli SHuffle $tinas,
bezstinu sintéze, kimiska refoldéSana. Izdevas veikt rekonstitiiciju AhyBURP proteinam un
noteikt to stabiliz&joSus apstaklus, ka arT raksturot ta autociklizacijas reakciju.

Darbs tika izstradats Latvijas Organiskas sint€zes institiita starptautiska studentu
sintétiskas biologijas konkursa “iGEM 2023 ietvaros.

Atslegvardi: RiPPs, cikliski peptidi, BURP domeéns, proteinu rekonstitiicija



SUMMARY

BURP domain proteins are plant proteins that have recently been characterized as peptide
cyclases. In nature, both BURP autocyclases and BURP transcyclases are found.

The aim of the study was to investigate the in vitro reconstitution of BURP autocyclases
and to produce recombinant linear peptide substrates to test whether these BURP proteins are
capable of transcyclization. BURPs from three plant species were produced using the E. coli
expression system, and the following approaches were used for reconstitution: expression in
E. coli SHuffle cells, cell-free synthesis, and chemical refolding. Successful reconstitution of
the AhyBURP protein and characterization of its stablizing conditions were achieved.

The work was done at the Latvian Institute of Organic Synthesis as part of the
international synthetic biology competition "iGEM 2023".
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DARBA LIETOTIE SAISINAJUMI

DMSO — dimetilsulfoksids

DNS — dezoksiribonukleinskabe

DTT — ditiotreitols

EDTA - etiléndiamintetraetikskabe

IPTG — izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozids

LB — lizogéna barotne (anglu val. Lysogeny broth)

LC-MS — skidras hromatografijas masspektrometrija
MALDI-TOF — matricas asistéta lazera dezorpcijas/jonizacijas lidojuma laika
masspektrometrija

MES — 2-(N-morfolino)-etansulfonskabe

MS/MS — tandéma masspektrometrija

MWCO — molecular weight cut off (anglu val.), molmasas robeza
ODeoo — optiskais blivums (absorbcija) pie 600 nm

PIPES — piperazin-N,N'-bis(2-etansulfonskabe)

PMSF — fenilmetilsulfonil fluorids

RiPP — ribosomali péc translacijas modificéti peptidi

RNS — ribonukleinskabe

SDS — natrija dodecilsulfats

SDS-PAGE — natrija dodecilsulfata poliakrilamida g€la elektroforéze
SOC — superoptimala barotne ar katabolitu supresiju

TCEP — tris(2-karboksietil)fosfins

Tris — 2-amino-2-(hidroksimetil)-propan-1,3-diols



IEVADS

Ribosomali sintez&ti péc translacijas modificeti peptidi (RiPPs) ir plaSa un daudzveidiga
daba sastopamu peptidu klase, kas ietver augstvértigus savienojumus ar vertigam
bioaktivitattm. Perspektiva RiPP apaksklase ir cikliskie peptidi, kuru augsta stabilitate,
specifitate un $tinu membranas permeabilitate padara tos par vertigiem zalvielu kandidatiem
(Ji, Nielsen et al. 2024). Nesen augu BURP doména proteini identificéti ka RiPP producgjosas
peptidu ciklazes — enzimi, kas katalizé cikliz€Sanas reakciju starp peptida aminoskabju
atlikumiem (Chigumba et al. 2022). BURP doménu proteini daba sastopami gan ka
autociklazes, kas ekspresétas viena polipeptida ar savu peptidu substratu, gan ka transciklazes,
kas ekspres@tas atseviski no sava peptidu substrata (Lima et al. 2023). BURP proteinus
potenciali var€tu attistit ka sintétiskas biologijas rikus ciklisko peptidu producésanai.

Darba merkis ir izpétit tris augu sugu BURP autociklazu in vitro rekonstitlicijas pieejas
un parbaudit, vai Sie proteini sp&j veikt arT transciklizaciju.

Darba uzdevumi:

e veikt BURP proteinu rekombinantu producéSanu E. coli ekspresijas sisteéma;
e izpétit dazadas pieejas BURP proteinu in vitro rekonstitlicijai;
e veikt rekombinantu peptidu substratu producéSanu E. coli ekspresijas sist€éma;

o testet BURP proteinu ciklizéSanas sp&ju ar linearo peptidu substratiem.



1. LITERATURAS APSKATS
1.1. Cikliski peptidi un to iegiiSana

Cikliski peptidi ir peptidi, kas satur kovalentu saiti starp diviem peptida k&des
atlikumiem, veidojot ciklisku molekularu strukttiru. Cikliskiem peptidiem piemit vairakas
pasibas, kas tos padara par daudzsoloSu potencialu terapeitisku modalitati (Ji et al. 2024).
Cikliska struktiira samazina peptidu telpisko konformaciju daudzveidibu, tiem pieskirot
augstaku stabilitati neka lineariem peptidiem un rezistenci pret proteolitisku degradaciju
(Khatri et al. 2019). Tiem ir ar1 augstaka specifitate, kas lauj saistities ta sauktajas
“undruggable” jeb mazam molekulam nepieme@rotas vietas, pieméram, protetnu-proteinu
mijiedarbibas virsmas (Rubin et al. 2016). Cikliskiem peptidiem ir lielaks virsmas laukums,
salidzinot ar mazam molekulam, kas tiem pieskir arT augstaku afinitati pret mérkproteinu. Dazos
gadijumos tiem piemit ar1 augstdka membranas permeabilitate jeb speja Skersot Siinas
membranu (Li et al. 2023), ko padara iesp&jamu peptidu hameleoniska ipasiba mainit
konformaciju hidrofila vai hidrofoba vidé (Whitty et al. 2016). Patlaban tiek lietotas ap
40 ciklisko peptidu zalvielu (Zorzi et al. 2017) un katru gadu ka jauna zalviela tiek apstiprinats

vid&ji viens jauns ciklisks peptids.

1.1.1. Organiskas sintézes metodes

Cikliskos peptidus iesp&jams producét ar organisko sintézi, vispirms sintezgjot linearus
peptidus un tad tos cikliz€jot. Plasi izmantota ir Fmoc cietas fazes peptidu sintézes metode, kur
pirma aminoskabe ar C-galu tiek kovalenti saistita pie cieta poliméra svekiem, tai nonem
N-gala Fmoc aizsarggrupu un pievieno nakamo aminoskabi, kas arl satur N-gala Fmoc
aizsargupu. Polipeptids pakapeniski tiek sintezéts C-N virziena un beigas tiek atdalits no
svekiem skaba vidé. ST metode lauj liela apjoma sintez&ét dazadus linearus peptidus ar augstu
tirtbu (Hansen et al. 2015). P&c sintézes peptidus attira ar reversas fazes hromatografiju
(RP-HPLC) un raksturo ar LC-MS.

Peptidu sintétiskai cikliz€Sanai ir dazadas dizaina pieejas, lai ieglitu head to tail, head to
side chain, sidechain to tail vai sidechain to sidechain cikliz€tus produktus (1. attels.).
Galvenokart izmanto disulfidu ciklizaciju, makrolaktamizaciju, vara kataliz€tu azida-alkina
ciklopievienosanu (CudAC), ring-closed metathesis (RCM) (Bechtler et al. 2021). Disulfidsaisu
formeSanas notiek ar oksidaciju starp diviem cisteina atlikumiem. Makrolaktamizacija ietver
iekSmolekularu ciklizé€Sanu caur amin- un karboksilgrupam. Azida-alkina cikloapvienoSana
peptids ar alkina un azida funkcionalajam grupam péc Huisgen 1,3 cikloapvienoSanas formé

1,4-diaizvietotu triazolu (Punna et al. 2005). Ring closing metathesis tiek producéts cikloalkens,



savienojoties peptida sanu ked€s esoSiem terminaliem olefiniem. Daudzas no $im reakcijam

tiek izmantotas nedabiskas aminoskabes, kas nav atrodamas dzivos organismos.
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1.attéels. Shematisks attélojums peptidu ciklizeéSanas stratégijam. R!, R?—aminoskabju atlikumu
sanu kédes. (White et al. 2011)
Figure 1. Schematic representation of peptide cyclisation strategies. R, R’ — amino acid residue

side chains. (White et al. 2011)

Veicot kimisku ciklizaciju, procesu sarezgl nepiecieSamiba pievienot un nonemt
aizsarggrupas, lai virzitu reakciju specifitati, ka arT péc iesp€jas janoverS starpmolekularas

reakcijas, kas notiek pie augstam peptidu koncentracijam un noved pie peptidu polimerizacijas.

1.1.2. Biologiskas ieguves metodes

Ciklisku peptidu biologiskai identific€Sanai un sint€zei ir attistitas dazadas metodes.
Peptidu ciklizaciju visbiezak veic caur disulfidsaitém, tacu $adu peptidu biblioteku skrinésanu
un turpmaku testéSanu nevar veikt iekSsiinas reducg€josaja vide. Ir izstradatas dazadas metodes
mazak labilai, neatgriezeniskai cikliz€Sanai. Tiek izmantots, piem&ram, fagu displejs (Smith et
al. 1985) ar bis-elektrofilu linkeru modifikaciju, kuru ciklisko peptidu produkcijai pielagoja
Heinis ar kolégiem (Heinis et al. 2009). Tiek izmantots art mRNS un ribosomu displejs, kas
producé kovalenti saistitus mRNS un to kodéto peptidu kompleksus. Displeja metodes lauj
atlasit ar mérkproteinu saistities sp&jigus peptidus no liela apjoma kombinatorialam peptidu
bibliotekam, selekcijas beigas nosakot peptida kod€joso nukleotidu sekvenci. Millward un
kolggi raksturojusi pieeju mRNS displeja peptidu ciklizéSanai ar bifunkcionalu reagentu
(NHS-pamatnes disukcinimidilglutaratu) (Millward et al. 2005), kur Skérssaite veidojas starp
peptida N-terminalo amingrupu un lizina e-amingrupu. Szostak un kol&gi ir attistijusi mRNS
displeju, lai sintez€tu makrocikliskus peptidus, kas satur nedabiskas aminoskabes

(Josephson et al. 2014). Benkovic ar koleégiem ir attistijusi $keltu intetnu medi&tu ligaciju, kuras



pamata ir ievietot merka peptidu starp Skelta inteina dalam, kur§ splaisinga rezultata formé
N-C ciklisku mérka peptidu (Tavassoli et al. 2007).

Tiek izmantota ar1 daba satopamo ciklisko peptidu biosintétisko celu inZenierija un
rekonstitiicija. Pieméram, Walsh un kol&gi veica heterologu in vivo ekspresiju Streptomyces
lividans bakterijas antibiotiskajam ribosomali sintez€tam tiopeptidam GE37468 inZenieréta
Streptomyces coelicolor organisma, iegiistot 30 reizu augstakus tiopeptida iznakumus. Autori
vél randomiz&ja kodonus tiopeptida prekursora peptida géna un ekspres€ja 133 modificetus
prekursora variantus, iegiistot 29 jaunus analogus, no kuriem 12 saglabaja antibiotisku aktivitati
(Young et al. 2012).

Iesp&jams ar1 veikt in vitro rekonstitiiciju un modifikacijas biosintézes celiem, kur
reakcija tiek savienots prekursora peptids ar to modificéjosajiem enzimiem, ka ari citiem
reakcijai nepiecieSamiem kofaktoriem. In vitro rekonstitiicija ir modulars process, kas paver
iesp€jas kontrol&t reakcijas apstaklus, veikt optimizaciju, palielinat enzimu koncentracijas un
Iidz ar to arT ciklizacijas iznakumus. Ta, pieméram, Sardar un kol&gi veica in vitro cianobaktinu
rekonstitliciju ar pieciem modificgjoSiem enzimiem. Vini vari€ja enzimus un to pievienosanas
secibu, iegiistot jaunus cianbaktinu produktus (Sardar et al. 2015). Hudson un kol&gi
rekombinanti ekspres€ja termofilas bakterijas Thermobispora bispora biosintézes cela iesaistito
prekursora peptidu un enzimus E. coli, attirjja un savienoja reakcija, kur izdevas producét
tiomuracinu, kam piemita antibiotiska aktivitate (Hudson et al. 2015). Pavisam nesena raksta
Liu un kolégi apraksta apvienotu biokatalizes bez§inu sintézes sistemu (UniBioCat) RiPP
biosintézes in vitro rekonstitiicijai (W. Q. Liu et al. 2024). Sada pieeja var bit noderiga, jo
proteinu producéSanai netiek izmantotas dzivas §iinas, laujot producét, pieméram, E. coli Sinam
toksiskus proteinus.

Efektivakai jaunu ciklisko peptidu producéSanai var veikt enzimu inZenieriju, kas lauj
uzlabot daba sastopamus peptidus modificgjosos enzimus. Jia un kol€gi nesen publicgja
petijumu, kura inZeniergja sortazi A ka autociklazi, iegiistot augstus ciklizacijas iznakumus un
noverSot polimerizacijas problému, kas sastopama head-to-tail ciklisko peptidu produkcija
(Jia et al. 2023). Lacerna ar kolégiem savienoja enzimu PagG (cianbaktériju gimenes
makrociklaze) kopa ar cikliz§jamo substratu un novéroja efektivu ciklizaciju
(Lacerna et al. 2024).

Kopuma biosintézes celu inZenierija un rekonstitiicija strauji attistas ka alternativa pieeja
daudzveidigu ciklisko peptidu produkcijai, kas ir parak sarezgita kimiskam ciklisko peptidu
produkcijas metodém. Pie tam biosinté€zes metodes ir dabai draudzigakas, jo neietver organisko

$kidinataju izmantoSanu.



1.2.Ribosomali sintezeéti un péc translacijas modificeti peptidi

Ribosomali sintezéti péc translacijas modificéti peptidi (anglu val. ribosomally
synthesized post-translationally modified peptides, turpmak teksta RiPPs) ir plasi sastopami
daba ka sekundarie metaboliti bakterijas, sénés, dzivniekos un augos. Sie peptidi sakotngji tiek
sintez€ti, ribosomai transl&jot peptidu kodgjosu mRNS, un talak tos modificé dazadi enzimi,
veicot péctranslacijas modifikacijas, pieméram, N-metiléSanu, cistinu forméSanu, prolinu
hidroksilésanu, sulfonéSanu, makrocikliz€Sanu caur aminoskabju sanu k&édeém, u. c.
(Rodriguez et al. 2022). Daudziem RiPPs peptidiem piemit medicina noderigas bioaktivitates
(Pfeiffer et al. 2024).

RiPPs ietver plasu klastu ar strukturali loti daudzveidigiem peptidu produktiem, kas rodas
dazadu biosintézes celu rezultata. So peptidu raksturo$anai Arnison un kolégi ir ierosinajusi
izmantot vienotu nomenklatiiru (Arnison et al. 2013). Ribosomali sintez&to sakotn&jo peptidu
sauc par prekursora peptidu, kura nosaukumu veido péc formas “xxxA”, kur “xxx” ir sugas
nosaukums un “A” nozimé prekursors. Tas var but 20 - 110 aminoskabju atlikumu gars§ un var
sastaveét no sadam dalam: N-terminalas signala peptida sekvences, vadosa (leader) peptida,
pamata (core) peptida un atpaziSanas (recognition) sekvences (2. attels). Signala sekvences
parasti sastopamas eikariotu prekursora peptidiem, tas ir nepiecieSamas peptidu transportam uz
citam organellam un sekrécijai arpus Stinas. VadoS$as un atpaziSanas sekvences atpazist enzimi,
kas veic pamata peptidu péc translacijas modifikacijas. Pamata peptida sekvence veido RiPP
gala produktu, kam veiktas pec translacijas modifikacijas un kur§ beigas tiek proteolitiski
noskelts no pargjam prekursora peptida dalam (Eslami et al. 2024). Tomer jaatzimé, ka RiPP ir
loti plasa un daudzveidiga peptidu klase un piedavata nomenklatiira nevar to pilniba aptvert. Ir
gadijumi, kad prekursora peptids ir savienots ar péc translacijas modifikaciju veicoSu enzimu.
Interesants piemérs ir autociklaze AhyBURP, kura atrodas prekursora peptida C-gala un ietver

pamata peptida sekvenci (Chigumba et al. 2022).
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Prekursora peptids (XxxA)

-1 +1

Signalpeptids Pamata peptids Atpazisanas sekvence

l Péc translacijas modifikacijas

Signalpeptids Modificéts pamata peptids| AtpaziSanas sekvence

Modificets prekursora peptids (mXxxA)

l Proteolize un eksports

RiPP

2. attéls. Shematisks att€lojums ribosomali sintez€tu un péctranslacijas modificétu peptidu
raksturosanai. (atveidots no Arnison et al. 2013)
Figure 2. Schematic representation of ribosomally synthesized and post-translationally

modified peptides. (recreated from Arnison et al. 2013)

1.2.1. RiPP un to biosintézes celu atklasana

Agrak tadi vertigi metaboliti ka RiPP peptidi parsvara tika identificéti ar fop-down pieeju,
balstoties uz to bioaktivitati. Tam sekoja So savienojumu izol&Sana un strukturala raksturoSana.
Sos savienojumus var izdalit no ekstraktiem, ta¢u iznakumi bieZi vien ir zemi, jo $o sekundaro
metabolitu koncentracija organismos ir zema un attiriSanas laika rodas zudumi. Medicina tiek
lietoti daba atklati savienojumi, kuriem noverotas, pieméram, pretickaisuma un antimikrobialas
pasibas (Borel et al. 1994).

RiPP identific€Sana ir iesp&jama ar1 ar bottom-up pieeju, kas tikai nesen kluvusi aktuala
un Sobrid strauji attistas. Atskiriba no neribosomaliem peptidiem (anglu. val. non-ribosomal
peptides, NRPs) RiPP sekvence ir kod&ta organisma genoma. Pilnveidojoties sekvencésanas
tehnologijam, strauji turpina pieaugt pieejamo genomu un transkriptomu sekvences un paraléli
tiek izstradati bioinformatikas riki, kas sekmé génu vaditu (anglu. val. gene-guided) jaunu dabas
vielu sintézes celu atklasanu (Kersten et al. 2018). Ta, piem&ram, genomizrace (anglu. val.
genome mining) lauj paredzet biosintetisko génu klasterus (BGK, anglu val. biosynthetic gene
clusters BGC) organismu genomos. Ir izveidotas plaSas datubazes ar paredzétiem BGK
(Blin et al. 2017). Tacu joprojam ir sarezgiti sasaistit paredzeétos BGK ar to producéto RiPP
produktu sekvencém un struktiram. To méginajusi risinat Lee ar kol&giem, attistot

HypoRiPPAtlas, kas savieno genomizraces paredzétos BGK ar to produktiem (Lee et al. 2023).
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BGK hipotétisko dabas vielu paredzétie masas spektri tiek salidzinati un savietoti ar masas
spektriem no GNPS (Global Natural Product Social molecular networking) datu bazes, kura
apkopotas vairak neka 2000 masas spektru datu kopas no dazadiem organismiem
(M. Wang et al. 2016).

Atklajot un raksturojot pilnus RiPP biosintézes celus, rodas iesp€jas tos izmantot merk&etai
RiPP producésanai, parekspres€jot nepiecieSamos g€nus organismu kultiiras vai ar1 veicot
in vitro biosintézes celu rekonstitliciju un proteinu inZenieriju biosint€z€ iesaistitajiem

enzimiem, lai paplasinatu iegiito peptidu produktu daudzveidibu (Do et al. 2023).

1.2.2. Augu RiPPs

Augu valstt ir sastopami dazadi RiPPs. Atskiriba no bakterijam, tiem parasti ir garaki
prekursora peptidi, kas ietver arT endoplazmatiska tikla signalpeptida sekvenci un biezi vien
satur vairakus pamata peptidu atkartojumus, kas, visticamak, lauj augam razot lielaku peptida
daudzumu. Lielaka dala prekursora peptidu ir Skelti no pec translacijas modifikacijas
veico$ajiem enzimiem, tacu ir arT raksturoti RiPPs, kuru prekursora peptids ir genétiski saistits
ar modifikacijas veicoSu katalitisku doménu, un veido vienu proteinu produktu, pieméram,
nesen identificéto BURP doména proteinu gadijuma (Chigumba et al. 2022).

Augu RiPPs plasi sastopama modifikacija ir makrociklizacija. Nesen detalizeéta apskata
raksta Chekan un kolégi aprakstija galvenas augu RiPP klases, raksturojot to biosintézes celus
un detalizgjot tiem raksturigas struktiiras un atklatas bioaktivitates (Chekan et al. 2024). Lielaka
klase ar identificétiem 761 peptidiem ir ciklotidi (3. attéls) ar head to tail makrociklizaciju jeb
ciklizaciju, kas notiek starp N-terminalo amingrupu un C-terminalo karboskilgrupu. Ciklotidi
satur arT tris disulfidu saites, kas formétas starp seSiem cisteiniem pamata peptida. Otra lielaka
klase ir orbitidi, kuriem ir ap 200 identific€tu kandidatu. Lidzigi ka ciklotidi tie ir head-to-tail
cikliski peptidi, tacu tie nesatur disulfidsaites. Ir arT PawS-atvasinati peptidi ar head-to-tail
ciklizaciju un vienu disulfidsaiti. Augos sastopami ar1 lineari RiPPs ar tadam pé&ctranslacijas
modifikacijam ka prolinu hidroksilacija un tirozinu sulfacija. Visnesenak definéta RiPP klase ir
burpiditi jeb cikliski peptidi, kas tiek biosintez&ti, mijiedarbojoties ar BURP doménu, kam
nesen raksturota peptidu ciklazes aktivitate. Tie var biit gan Skelti no prekursora peptida, gan

atrasties prekursora peptida C-terminalaja gala.
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Ciklotids kalata B1

3

6@@
o

3. attels. Ciklotida kalata B1 shematiska struktiira un eksperimentali noteikta struktiira (PDB:
INB1). Ar dzeltenu ickrasotas disulfidu saites, bet ar sarkanu atlikumi, kuri ir head-to-tail
ciklizéti. (Chekan et al. 2024)

Figure 3. Schematic structure and experimentally determined structure (PDB: INBI) of
cyclotide kalata Bl. Disulfide bonds are colored yellow, residues which are head-to-tail

cyclized are in red. (Chekan et al. 2024)

1.3.BURP doména proteini
1.3.1. BURP proteinu atklasana

BURP doména proteini ir augiem raksturiga proteinu klase, ko pirmoreiz 1998. gada
raksturoja Hattori un kolégi (Hattori et al. 1998). Proteinu klases nosaukumu veido ¢etru augu
sugu proteinu pirmie burti, kuros Sie doméni pirmoreiz tika identificéti (BNM2 no Brassica
napus microspore derived embryo, USP no Vicia faba, RD22 no Arabidopsis thaliana un PG1[3
no Solanum lycopersicum). BURP doménu proteini parasti satur noteiktus strukturalos motivus:
N-terminalu hidrofobu regionu, kas ietver signalpeptidu, vadot BURP proteina subcelularo
lokalizaciju, vid€ju variablo regionu, kas dazos BURP proteinos ietver isus atkartojumus, un
C-terminalu BURP doménu. BURP doméns sastav no ~230 aminoskab&m un tam ir saglabats

CHX0CHX3527CHX>526CH sekvences motivs, kur X ir nenoteiktas aminoskabes.
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1] Repetitive region B conserved segment

4.attels. Shematiska reprezentacija BURP apaksklasu strukturai. (Mydy et al. 2024)
Figure 4. Schematic representation of BURP subclass structures. (Mydy et al. 2024)

Analiz&jot BURP génu struktiiru, autori izteica pien€mumu, ka So proteinu evoliicijas
pamata ir eksonu parkartoSanas, kuras rezultata savienojusies vismaz Cetri eksoni: viens N-gala
signalpeptidam, viens variablajam regionam un divi BURP domé&nam. Pie tam variablaja
regiona, iesp&jams, notikusi de novo atkartojumu sekvencéu amplifikacija. Mydy un kol&gi
izveidojusi shamatisku reprezentaciju cetru BURP doména proteinu apaksklaSu struktiirai
(4. attels).

Kaut gan BURP proteinus ir viegli identificét péc raksturiga doména CH sekvences
motiva, atklat So proteinu veiktas funkcijas ir bijis sarezgiti. Analiz€jot BURP proteinu
ekspresijas Itmenus, atklajas loti atSkirigi ekspresijas Iimeni gan dazados vides apstaklos, gan
dazadas augu attistibas stadijas un augu audos, ka art BURP proteinu subcelulara lokalizacija
médz bt daudzveidiga (Van Son et al. 2009), (Park et al. 2015), (W. Wang et al. 2022). Tas
liecina par dazadam, iesp&jams diverg€jusam, BURP proteinu funkcionalajam lomam. Dazi
BURP proteini ir asoci€ti ar lomu augu attistibas procesa, daziem ir paaugstinata ekspresija tiesi
abiotiska stresa apstaklos (H. Liu et al. 2014). Strauji pieaugot pieejamo augu genoma
sekvencém, ir identificéts liels skaits BURP doména proteinu dazadas augu sugas
(Sun etal. 2019), (Y. Liet al. 2016). Tomér lidz §im salidzino$i maz bijis zinams par $o proteinu

funkcijam.

1.3.2. BURP doména peptidu ciklazes aktivitate

2018. g. Kersten un kol&gi raksturoja godzi auga (Lycium barbarum, 5. attéls A) cikliska
RiPP liciumina prekursora peptida identificeSanu un jaunu liciuminu identific€Sanu citu sugu

augos (Kersten et al. 2018). Liciumini satur kovalentu saiti starp triptofana indola slapekli un
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glicina a-oglekli (5. attéls, B). Tiem piemit noderigas bioaktivitates, pieméram, liciuminam A

piemit proteazu inhibitora aktivitate, ka ar1 tas inhib& angiotensina konvertazi.

AEJE_1 B

o™ oK Ho o2 oH Ho 0 oH HO oAon £
A

Lyciumin Lyciumin B Lyciumin C Lyciumin D

Lycium barbarum

5. attels. A — Godzi augs (Lycium barbarum). B — Dazadu liciuminu struktiiras no Lycium
barbarum. (Kersten et al. 2018)
Figure 5. A — Matrimony vine (Lycium barbarum). B — Structures of various lyciumins from

Lycium barbarum. (Kersten et al. 2018)

Balstoties uz L. barbarum ekstraktos identificéta liciumina aminoskabju sekvenci un
analizgjot auga transkriptomu, tika identificets prekursora peptida géns, kura liciumina pamata
peptida sekvence ir saistita ar C-terminalu BURP proteina sekvenci. Talak autori izmantoja
genomizraci, lai identific€tu liciuminu prekursorus Amaranthaceae, Fabaceae un Solanaceae
augu sugas. Vini mekl&ja homologus génus, kas kode BURP doména proteinus un liciumina
raksturigas sekvences N-terminali no identificétajiem BURP doméniem. Tada veida atklaja
jaunus liciumina veida cikliskos peptidus, kuru klatbtitni augu ekstraktos apstiprinaja ar $kidras
hromatografijas masspektrometriju (LC-MS).

Autori veica liciumina ciklisko peptidu biosintézes in planta rekonstitiiciju modelauga
N. benthamiana lapu audos un ieguva 10 — 40 reizes lielakus peptidu iznakumus neka dabigi
sastopami liciumini, kas sintezéti L. barbarum sakn€s. Autori ar1 pétija ciklizacijas specifitati,
varigjot ar liciuminu pamata peptida aminoskabju sekvences garumu un sastavu. Tika
noskaidrots, ka ciklizacija pielauj izmainas pamata peptida sekvences sastava, tacu ne
sekvences garuma, kas ierobezots Iidz piecam aminoskabém. Striktie sekvences garuma
ierobezojumi liecina, ka pamata peptids visticamak novietojas strikti definéta ciklazes aktivaja
centra. Saja pétijuma autoriem vél neizdevas identifict ciklazes aktivitati, kas atbildiga par
liciuminu form&Sanos, tacu vini izteica varbiitibu, ka liclumina un BURP doména atra§anas
viena prekursora peptida var€tu bt saistita ar atbildi uz abiotisku stresu — zinams, ka BURP
geénu ekspresija médz bt asociéta ar stresa atbildi un liciumina I prekursora peptida génam ir
paaugstinata ekspresija sojas auga saknés skabas augsnes un Al** piesarnojuma apstaklos.

Turpinot darbu, 2022. gada sakuma Kersten un kolegi publicgja p&tijumu, kura raksturoja

liciuminu prekursora peptida ietverto BURP doménu ka autokatalitisku peptidu ciklazi, kuras
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aktivitatei nepiecieSami vara joni (Chigumba et al. 2022). Sis pétfjums neparprotami
apstiprinaja, ka BURP doméns spgj katalizét kovalentas saites veidoSanos starp liciumina
prekursora peptida sanu kédém.

Autori papildus identificgja vél piecas ciklisku RiPP klases, kas saistitas ar BURP
ciklazém, ka ar1 raksturoja bioinformatikas darbplismas jaunu RiPP identific€Sanai,
kombingjot metabolomikas datus un genomizraci. P&tito augu trankriptomos identificéja BURP
doména proteinu g€nus un pétija to N-terminalaja gala esoSos peptidu atkartojumus, lai
salidzinatu ar ekstraktos identificétajiem peptidiem, rékinoties ar1 ar biosintetiskam
modifikacijam (ciklizaciju, N-gala modifikacijam, pieméram, metiléSanu, piroglutamata
formésanos). Sadu darbpliismu izmantoja, lai 297 augos identificétu jaunus cikliskos peptidus,
kas saistiti ar BURP doménu, tostarp Selaginella kraussiana SkrBURP ar pamata peptidu
VLFYPSY (kas tiek ciklizéts par mono-VLFY vai biciklisku peptidu ar ditirozina &tera
Skerssaitém starp leictnu-2, tirozinu-4 un tirozinu-7), Cercis canadensis CcaBURP1 (QILFW
ar C-N skerssaiti starp izoleicina beta oglekli un triptofana indola gredzena slapekli) un

CcaBURP2 (QLLVW) un Arachis hypogaea AhyBURP (QPYGVYTW) (6. attéls).

HN

Legumenin
(6, core: QPYGVYTW)

Selaginella kraussiana Encephalanos alrenstemu Cercis canadensis Arachis hypogaea

6. attels. Pieméri daziem Kersten un kolegu pétitajiem augiem un tajos identificéto ciklisko
peptidu struktiiram ar izceltam makrociklizacijas saiteém. (Chigumba et al. 2022)

Figure 6. Examples of some of the plants studied by Kersten et al. and their identified cyclic
peptide structures with highlighted macrocyclisation bonds. (Chigumba et al. 2022)

Autori apstiprinaja hipotézi, ka paSam BURP doménam var€tu piemist autociklazes
aktivitate, veicot in vitro rekonstiticiju BURP doména proteiniem ar peptidu motiviem.

Inkubgjot BURP proteinus ar dazadu metalu joniem un ar masspektrometriju analiz€jot
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produktus, izdevas detektet tripsina SkelSanas produkta peptidu ar divu fidenrazu jonu masas
zudumu, kas liecina par ciklizaciju. So peptidu ciklizacija, nevis vienkarsi dehidrogenacija, tika
apstiprinata, analizgjot to fragmentaciju ar MS/MS.

2022. gada beigas Lima un kolggi publicgja atklajumu par skeltu BURP peptidu ciklazi
arbBURP no Coffea arabica auga jeb tadu BURP proteinu, kas tiek ekspreséts atseviski no sava
prekursora peptida substrata (Lima et al. 2023). Tatad BURP proteiniem daba piemit gan

autociklazes, gan transciklazes aktivitates.

1.3.3. BURP domeéna struktiira

Jaunakais raksts par BURP ciklazém tika publicéts 2024. gada februari, kur Mydy un
kolggi raksturoja AhyBURP proteina no Arachis hypogaea 3D struktiiru ar un bez vara joniem
(PDB kodi: 8SY2, 8SY3) (Mydy et al. 2024), kuru pétniekiem izdevas noteikt, izkristaliz&jot
E. coli rekombinanti producétu Se-Met iezimétu proteinu. Sis bija loti nozimigs atklajums, jo
lidz tam vieniga strukturala informacija par BURP doména proteiniem bija balstita uz
AlphaFold? paredz&€jumiem. Noteikta strukttra liecina, ka AhyBURP ir homodimérs ar diviem
otra tipa (anglu val. fype II) vara saistiSanas centriem, ko veido BURP doména disulfidu saites,
kas telpiski pietuvina histidina atlikumus (7. attels). Test€jot ciklizacijas reakcijas bezskabekla
apstaklos, autori demonstr&ja, ka AhyBURP dabiga peptida substrata ciklizacijai nepiecieSams
skabeklis. Izmantojot indikatoru radikalu detekcijai (anglu val. radical trap CHANT), kura
masa palielinas, mijiedarbojoties ar radikaliem, autori secindja, ka ciklizacijas pamata
visticamak ir radikalu mehanisms. Veicot ciklizacijas reakcijas ar AhyBURP mutantiem, tika
pieradits, ka proteins neveic starpmolekularu ciklizaciju jeb nav spgjigs ciklizet cita AhyBURP

proteina pamata peptidu.
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7. attels. Shematiska reprezentacija AhyBURP katalitiska centra struktturai (PDB: 8SY3).
(Mydy et al. 2024)

Figure 7. Schematic represantion of AhyBURP catalytic centre structure. (PDB: 8SY3). (Mydy
et al. 2024)

1.4.Disulfidu saturoSu proteinu rekombinanta producéSana

Lai rekombinanti producétu aktivu enzimu, ir svarigi, lai tas iepemtu pareizu
konformaciju jeb foldu. Veicot proteinu ekspresiju E. coli, biezi ir sastopamas problémas ar
proteinu disulfidu saiSu formeSanos. Bakteriju Stinu citoplazma, kur notiek transkripcija un
translacija, ir reducg€josa vide ar reducéta/oksidéta glutationa (GSH:GSSG) attiecibu no 50:1
lidz 200:1 (Alonso-Moraga et al. 1987), atskiriba no eikariotu endoplazmatiska tikla ar
GSH:GSSG attiecibu no 1:1 1idz 3:1. Endoplazmatiskaja tikla notiek oksidésanas-reducésanas
apstaklu un proteinu disulfidizomerazu mediéta disulfidsaiSu formesanas (Hwang et al. 1992),
(Bass et al. 2004).

Ir pieejamas dazadas stratégijas, lai iegiitu pareizi foldetu proteinu. Var izmantot Ipasi
inZenierétas bakteriju Siinas, pieméram, SHuffle $tnas, kuras atvasinatas no E. coli SMG96
stnam bez gor un trxB reduktazém (Faulkner et al. 2008), (Lobstein et al. 2016). SHuffle Stinu
citoplazma arT tiek konstitutivi ekspreséta proteinu disulfidu izomeraze DsbC bez signalpeptida

sekvences, kas to parasti transportétu uz periplazmu, lidz ar to DsbC nonak citosola.
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Vel viena pieeja ir bezStinu sint€ze, kur tiek izmantotas nepiecieSamas molekularas
komponentes, lai reproducétu transkripcijas un translacijas procesu proteina génam in vitro
maza tilpuma reakcija (Garenne et al. 2021). Sadi ir iespgjams daudz precizak kontrolét un
mainit proteina sint€zes vidi, tostarp oksid&josos un reduc€josos apstaklus, kas veicina proteina
disulfidu saiSu forméSanos. Pie tam sintézes process un talakie attiriSanas soli aiznem mazak
laika neka rekombinanta ekspresija E. coli. Matsuda un kolggi $ada sistema veiksmigi sintezgja
disulfidsaites saturosus eikariotu izcelsmes proteinus, izmantojot glutationa buferSkidumu un
pievienojot bakteriju disulfidu izomerazi DsbC (Matsuda et al. 2013).

Vel ir iesp&ja veikt in vitro proteina refoldéSanu. Proteinu ekspreséSana E. coli augsta
temperattra (37 °C) un ar augstu inducétaja koncentraciju biezi noved pie augstiem protetnu
ekspresijas Iimeniem, tomer veicina proteinu nepareizu salociSanos un agregaciju. Bakteriju
proteinu kvalitates kontroles sistéma nesp&j Sos proteinus apstradat un rezultata tie nonak
ieslegSanas kermeniSos (anglu val. inclusion bodies) (Georgiou et al. 1999). Kaut gan
ieslégSanas kermeniSos esoSajiem proteiniem ir augsta tiriba, ka arl tie tiek pasargati no
refoldésana. leslégsanas kermeniSus parasti izSkidina, izmantojot haotropiskus reagentus, ka,
pieméram, urinvielu vai guanidina hidrohloridu. Sados apstaklos proteini ir denaturéti. Lai
ieglitu proteinus ar nativu struktiiru, jasamazina denaturgjosa reagenta koncentracija. Tam var
piclietot dazadas strat€gijas, pieméram, strauji atSkaidot denaturéto proteinu liela tilpuma
buferskiduma, kas nesatur denatur&josus agentus, vai arT denaturgjosa agenta koncentraciju
samazinot ar pakapenisku dializi. No denaturjosa reagenta var atbrivoties ari, proteinu
imobilizgjot uz afinitates kolonnas un pakapeniski mainot buferSkidumu.

Refoldésanas procesa ir loti daudz mainigo parametru, kas var ietekmét to, vai un cik
lielu dalu proteina izdodas refoldét. Svarigi ir tadi buferSkidumu paramtetri ka pH, sals
koncentracija, stabiliz§josas piedevas, pieméram, L-arginins, trehaloze, saharoze, glicerins,
oksidgjosie un reducgjosie agenti, u. tml. (Lebendiker et al. 2014). Lai iegltu veiksmigu
refoldéSanas protokolu un to talak attistitu, var veikt refoldéSanas apstaklu skriningu

(Y. Wang et al. 2017).
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2. MATERIALI UN METODES
2.1.Materiali

1. tabula. Reagenti un resursi.

Table 1. Reagents and resources.

Reagents vai resurss Avots Identifikacijas
kods
Reagenti un vielas
Agars Fisher Scientific, Meksika [ BP1423-500
Agaroze Carl Roth, Vacija 3810.4
Ampicilins Thermo Fisher, Belgija J60977-14
Beta-merkaptoetanols Thermo Scientific, Vacija | 125472500
Bromfenolzilais Fisher Scientific, Indija B392-5
Citronskabe Carl Roth, Vacija 1818.1
DTT Fisher Bioreagents, BP172-25
Kanada
EDTA Sigma Aldrich, Kina ED2SS-1KG
Etanols, 96% Latvijas Balzams, Latvija
EZ-Run™ proteinu markieris Fisher Scientific BP3603500
Glicerins Fisher Scientific, ASV G33-1
Glutations (oksid&ts) Goldbio, ASV G-060-10
Glutations (reducéts) Glentham Life Sciences, | GE1520
Lielbritanija
Guanidina hidrohlorids Carl Roth, Vacija 6069.3
IPTG Fisher Scientific, Italija BP1755100
Imidazols Sigma Aldrich, Kina 288-32-4
Vara hlorids Acros Organics 315281000
L-arginins Fisher Bioreagents, Kina | BP370-100
MES monohidrats Thermo Scientific, Vacija | H56472
Natrija azids Sigma Aldrich, Vacija 102587631
Natrija citrats Fisher Bioreagents, ASV [ M-15716
Natrija dodecilsulfats (SDS) Fisher Scientific, Japana | BP166-500
Natrija hidroksids RK Chem, Latvija 215-185-5
Natrija hlorids Carl Roth, Vacija 0601.3
Salsskabe Stanlab, Polija 231-595-7
SYPRO Orange Sagatavots in house
Tris Fisher Scientific, ASV BP152-500
Urinviela Fisher Scientific U15-3
Virkon® S DuPont, ASV F1702
Barotnes un Skidumi
2xYT barotne Formedium, UK YDB0102
LB agars Formedium. UK LMMO0202
LB barotne (Miller recepte) Formedium, UK LMMO125
SOC barotne Sagatavots in house
2X Laemmli bufer§kidums Sagatavots in house
1 M IPTG skidums tiden1 Sagatavots in house
100 mg/mL ampicilina $kidums tident Sagatavots in house
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5 M NaCl skidums tdeni

Sagatavots in house

1 M DTT skidums tiden1

Sagatavots in house

70%, 20% etanols

Sagatavots in house

0.5 M EDTA skidums tiden1

Sagatavots in house

1 M Tris, pH 8.0, Skidums tident

Sagatavots in house

1 M citronskabes Skidums tident

Sagatavots in house

S30 ekstrakts

Sagatavots in house

TAE buferSkidums Sagatavots in house

Termalas nobides skrininga Sagatavoti in house

buferskidumi

Komplekti

GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific, | K0502
Lietuva

GeneJET Plasmid Maxiprep Kit Thermo Fisher Scientific, | K0491
Lietuva

GeneJET Gel Extraction Kit Thermo Fisher Scientific, | K0691
Lietuva

BugBuster® Protein Extraction Reagent | Merck Millipore 70584-M

In-Solution Tryptic Digestion and Thermo Fisher Scientific | 89895

Guanidination Kit

Peptide Calibration Standard Bruker, Vacija

Gibson Assembly Master Mix New England Biolabs MS5510

MALDI Peptide/protein 3-matrix kit LaserBio Labs, Francija

Phusion™ High-Fidelity PCR Master Thermo Fisher Scientific, | F531S

Mix Lietuva

Aparatira

Autoklavs Systec DX-65 Systec, Vacija

Centrifuga Beckman Coulter Avanti J-E | Beckman Coulter JSE12F08

(ar nomainamiem rotoriem: J-10, J-20)

Centrifuga Beckman Coulter Allegra X- | Beckman Coulter ALZ11M027

30R ar rotoru C0650

Centrifuga Eppendorf Centrifuge 5418 Eppendorf 5418AMO016826

ar rotoru FA-45-18-11

Applied Biosystems 7500 Real Time Applied Biosystems, ASV

PCR System

Frakcionétajs GE Healthcare Frac-920 GE Healthcare, ASV GE-F920

Gelfiltracijas kolonna HiLoad Cytiva, ASV 28989335

Superdex™ 200 pg 16/600

Gelfiltracijas kolonna HiLoad Cytiva, ASV 28989333

Superdex™ 75 pg 16/600

Gelfiltracijas kolonna Superdex™ 75 Cytiva, ASV 29148721

Increase 10/300 GL

G¢elu horizontalas elektroforézes ickarta | Cleaver Scientific,

Multi Sub Midi un baro$anas bloks CS- | Lielbritanija

300V

Gelu vertikalas elektroforézes iekarta X- | Life Technologies, ASV

cell Surelock Minicell

HiPrep Desalting Sephadex G-25 53 mL | Cytiva, ASV 17508701

HisTrap HP 5 mL Cytiva, ASV 17524802
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HiTrap Q HP 5 mL

Cytiva, ASV

17115401

Inkubators-kratitajs ES-20

Biosan

BS-010111-AAA

Inkubators-kratitajs Infors HT Multitron
Standard

Infors, Sveice

Masspektrometrs Bruker autoflex maX

Bruker, Vacija

Mikrotilpumu spektrofotometrs
NanoDrop 2000c

Thermo Scientific,

ND2000CLAPTOP

Multifunkcionalais orbitalais kratitajs
Biosan PSU-20i

Biosan

BS-010145-ACI

pH-metrs Adrona AM-1605

Adrona, Latvija

Preparativas proteinu Skidrumu Cytiva 29018224
hromatografijas sisttma AKTA Purifier

25 L

Svari KERN ABT 120-5DM Kern, Vacija

Ultraskanas homogenizators Hielscher Hielscher, Vacija 350612411

UP200Ht

Vorteksa iekarta Biosan V-1 plus Biosan BS-010203-AAG

Laboratorijas inventars un materiali

Steritop 0,22 um pudelu filtri Merck Millipore S2GVTOSRE

buferSkidumu filtréSanai

Centrifugacijas filtri Amicon-ultra ar Merck Millipore UFC5010

membranas caurlaidibu 10 kDa: 15 mL

Koniskas kolbas: 250 mL un 2 L Schott 212166302

Mikromégenes 1,5 mL un 2 mL| Sarstedt 72.690.001
72.695.500

Stobrini 15 mL un 50 mL Sarstedt 62.554.502
62.547.254

Spectra Por dializes membranas ar Spectrum Laboratories 08-670-3BB

caurladibu 12-14 kDa

Slirces 20 mL, 3 mL Bbraun 4617207V-02
4617022V

Slir¢u filtri Filtropour: 0,22 um, 0,45 um | Sarstedt 83.1826.001
83.1826

Baktériju celmi un plazmidas

T7 Express Competent E. coli New England Biolabs C2566H

DH5a Competent E. coli Thermo Fisher Scientific | 18265017

SHuffle? T7 Competent E. coli New England Biolabs C3026J

pEXP sérijas vektori Prof. Marko Hyvonen
pETMCSI bezSunu sintézes vektors Prof. Otting
Lietojumprogrammas

ProtParam proteinu parametru Expasy

aprékinasanai

T Calculator

Thermo Fisher Scientific

Sequence Manipulation Suite, Reverse
Translate

bioinformatics.org
Paul Stothard

Translate tool Expasy
PeptideMass Expasy
DNAWorks v.3.2.4 NIH HPC
ChimeraX RBVI
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2.2.Metodes

Magistra darbs tika izstradats laika perioda no 2023. gada 1. julija lidz 2023. gada 10.

oktobrim.

2.2.1. Ekspresijas konstruktu dizains

Darba tika izmantoti ¢etru augu sugu BURP proteinu géni: CcaBURP2-[IxQLLVW] no
Cercis canadensis, SkrBURP-[IxVLFYPSY] no Seleginella kraussiana, AhyBURP no Arachis
hypogaea. Géni tika pasititi ka dubultpavediena DNS fragmenti no Twist Bioscience (ASV).
Geéniem tika veikta kodonu optimizacija atbilstoSi E. coli ekspresijas sist€émai, izmantojot
piegadataja lietotni. Tika izmantoti dazada garuma proteinu konstrukti, pieméram, CcaBURP1
apzimé pilna garuma BURP proteinu, CcaBURP2 apzimé proteinu bez N-terminalas
signalpeptida sekvences un CcaBURP3 apzimé tikai BURP doménu (proteinu sekvencém skat.
1. piel.).

BURP proteinu géni bija ieklongti pEXP vektoros (vektori ir davinajums no Dr. Marko
Hyvonen). Sie vektori lauj veikt géna klong$anu, izmantojot vienadus praimerus viena géna
paralélai klongSanai dazados N-terminalas iezimes saturoSos vektoros. Praimeri ir
komplementari vektoram un génam, laujot veikt klonéSanu ar Gibson assembly metodi.

Rekombinanto peptidu producésanai tika izvéleéts pEXP vektors ar 8xHis-GB1 tagu ta
maza izméra, $kidibas un stabilitates dél. Ta ka peptidi ir mazi (8-10 aminoskabes), to
klonéSanai netika sititi atseviSski géni, bet tika izmantots praimeru asembléSanas PCR.
Praimerus dizain&ja, izmantojot DNAWorks v.3.2.4. (Hoover et al. 2002), kur, ievadot vélama
inserta PCR produkta nukleotidu sekvenci, tiek iegiitas optimalas praimeru sekvences ar
atbilstodu GC% saturu un kusanas temperatiram. Sie praimeri savstarpgji parklajas, PCR
funkcioné gan ka praimeri, gan ka DNS pamatne (anglu val. template), un rezultata tiek iegiits

peptida géns ar pEXP vektoram komplementaram parkareém Gibson Assembly reakcijai.

2.2.2. Klonésana

BURP konstruktu insertu pavairosanai veica PCR: reakcijas kopgjais tilpums bija 20 pL:
10 pL 2X Phusion™ High-Fidelity Master Mix, 1 pL pamatnes DNS (ar koncentraciju 10
ng/ul), 0,5 pL katra praimera (ar koncentraciju 100 nM), 0,6 uL DMSO, 7,4 uL d. H>O.
Peptidu insertu generé$anai veica tadu pasu PCR, tikai bez atseviska pamatnes DNS. Reakcijas
parametri tika izveleti atbilstosi kita protokola noradijumiem, optimalas anilinga temperatiiras
noteikSanai tika izmantots Thermo Fisher T, Calculator (praimeri 2. un 3. pielikuma). BURP

konstruktu produktus analiz&ja uz 1% agarozes géla, peptidu PCR produktus — uz 3% agarozes
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geéla. DNS izdaliSanai no agarozes géla tika izmantots GeneJET Gel Extraction Kit, un DNS
izdaliSana tika veikta p&c kita ieklauta protokola.

Klongja ar Gibson Assembly, kas ir plasi izmantota klonéSanas metode
(Gibson et al. 2009). Ta lauj savienot vairakus fragmentus neatkarigi no nukleotidu sekvences,
neievieSot “rétas” starp fragmentiem. Reakcijas sastava ir tris enzimi: TS eksonukleaze, kas
izveido 3' parkares gan saskeltajam vektoram, gan PCR produkta insertam, Phusion DNS
polimeraze, kas pec fragmentu anilinga aizpilda iztrukstoSos nukleotidus starp fragmentiem, un
Taq DNS ligaze, kas kovalenti savieno atseviskus DNS fragmentus, izveidojot pilnu vektoru
bez griezumiem (anglu val. nicks).

Kloné&Sanu veica ar HindIII un Bsal restrikcijas enzimiem saskeltu pEXP vektoru un géna
insertu, kas PCR pavairots ar praimeriem, kur ap 20 nt ir komplementari vektora sekvencei un
ap 20 nt komplementari génam. Savienoja 2 pL vektora (konc. 50 ng/puL) un 2 uL inserta (konc.
100 ng/uL) kopa ar 10 puL Gibson Assembly master mix un inkub&ja 50°C 1 h. Reakcijas
produktus transforméja E. coli DHS5a Stnas. Plazmidas izdaliSanai tika izmantots GeneJET

Plasmid Miniprep Kit un plazmidu izdaliSana veikta p€c kita ieklauta protokola.

2.2.3. Ekspresijas testi

Ekspresijas testu paraugiem vienu koloniju vai §tinas no glicerina stoka inokul€ja sterilas
13 mL plastmasas mégenés, kas saturéja 3 mL LB barotnes ar ampicilinu (visas barotnés
100 pg/mL) un tas tika audzetas pa nakti pie 30°C ar kratiSanu 200 apgr./min. Nakamaja diena
500 pL nakts kulturas tika pievienoti 50 mL LB barotnes ar ampicilinu 250 mL kolba un $tinas
tika audz€tas pie 37°C ar kratiSanu 200 apgr./min. Testgjot ekspresiju pie zemas temperatiras,
kad Stinas sasniedza ODgoo ap 0.4, temperatiira tika pazeminata (idz 25°C, 20°C, 18°C atkariba
no testiem). P€c stundas tika inducéta proteinu ekspresija ar test€jamo IPTG koncentraciju un
Stnas tika atstatas inkubéties pa nakti pie 200 apgr./min (ekspres€jot 37 °C, ekspresiju inducgja
pie OD600 0.6 un Stnas inkubgja 4 h). P&c ekspresijas 1 mL $tinu kultiiras tika nocentrifugétas
pie 4200 xg, 10 min. Sinas tika resuspendétas ar 200 pL BugBuster® Protein Extraction
Reagent, tam pievienoja 0.2 uL Lysonase® un maisjjums tika inkub@ts 5 min istabas
temperatiira. Skisto§a un neskisto§a proteinu frakcijas tika atdalitas ar centrifugésanu pie
12 000 xg, 5 min. Tika sagatavoti SDS-PAGE g¢la paraugi kopg€jai frakcijai (SkistoSie un

neskistosie proteini) un tikai Skistosajai frakcijai.

2.2.4. Lielapjoma ekspresija

Tika sagatavota nakts kultiira: vienu koloniju vai §iinas no glicerina stoka inokul&ja

25 mL kolba 50 mL LB barotnes, kas papildinata ar ampicilinu. Stinas audz&ja pa nakti pie
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30°C, 200 apgr./min. Nakamaja diena nakts kulttiru atSkaidija tilpuma attieciba aptuveni 1:100
pret kopg€jo ekspresijas tilpumu, parasti 40 mL nakts kultiiras uz 4 L. LB barotnes ekspresijai
2 L kolbas. Siinas tika inkubgtas 37°C pie krati$anas 200 apgr./min lidz sasniedza ODgoo 0.4
Kolbas tika 1 h inkubétas 18°C temperattra pie 200 apgr./min, pirms tika induc@ta proteina
ekspresija ar 0.1 mM IPTG beigu koncentraciju. Nakamaja diena Stinas nocentrifuggja pie
6000 xg 10 min 4°C. Stinu masu glabaja -80°C saldétava lidz talakai proteina attiridanai.
Proteiniem, kuriem paredzets veikt refoldeSanu, tika veikta ekspresija pa nakti 37°C, kas

veicina protetnu akumul@Sanos ieslégsanas kermenisos.

2.2.5. Ekspresija ar autoindukciju

Autoindukcija ir rekombinantu proteinu ekspresijas metode, kur Stnas tiek audzetas
barotng, kas satur gan glikozi, gan laktozi. Lac operatora kontroléto génu ekspresija tiek
inducéta, kad Stinas patéréjusas visu glikozi un sak metabolizet laktozi, kas allolaktozes forma
saista un neitralize lac represoru. Saja darba tika izmantota ZYM-5052 autoindukcijas barotne
(Studier et al. 2005). Ekspresg€jot proteinu, péc nakts kultiiras atSkaidiSanas 2 L ZYM-5052
barotnes Stinas 5 h audzgja 37°C pie 200 apgr./min, tad parlika uz 18°C un atstaja inkubéties

20 h.

2.2.6. Proteinu bezSiinu sintéze

Proteinus iesp&jams producét arl bezStinu sistéma, kur viena reakcija apvieno proteina
genu (kas ieklon@ts speciala bezsiinu sintézes vektora pETMCSI) un nepiecieSamo E. coli
transkripcijas un translacijas masinériju. ST metode lauj atri maza tilpuma producét
rekombinantus proteinus viegli kontrolgjamos apstaklos. ArT ekspreséta proteina attiriSana ir
vienkarsaka.

Darba tika veiktas bezstinu sintézes reakcijas CcaBURP2 proteinam. Proteina géns tika
ieklon&ts pETMCSI vektora un pavairots ar GeneJET Plasmid Maxiprep Kit atbilstoSi razotaja
protokolam. Maza dializes membrana ar 12-14 MWCO ievietoja 1 mL reakcijas maisijumu, to
ievietoja 10 mL buferskiduma 15 mL plastmasas mégené (bezs$iinu sintézes reakcijas un
buferS$kidumu sastavi 4. pielikuma). Reakciju atstaja inkubgties pa nakti (aptuveni 14 h) 30°C
pie 180 apgr./min. Nakamaja diena maisjjumu dializes membrana nocentrifugéja un uz SDS-
PAGE g¢la analizgja Skistosas un neskistosas frakcijas.

Lai mainitu reakcijas oksidéSanas-reducéSanas apstaklus tika testeti dazadi reducgjosie
agenti: tika izmantots reducg€josais agents beta-merkaptoetanols (3,4 mM), ka arT reducéts un
oksidets glutations dazadas attiecibas (1:0.4 mM un 1:0.1 mM GSH:GSSG attiecibas) ar un bez
1.7 mM DTT. Reakcijas temperatiira tika pazeminata lidz 25°C.
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2.2.7. Proteinu attiriSana

BURP proteini

Uz ledus atsald&ja Stinas un tas resuspendgja Ni afinitates hromatografijas buferskiduma
(10 mL uz 1 g Sunu), parnesa uz atbilstosa tilpuma varglazi, kas ievietota ledus vannina. To
sonicgja 10 min ar ultraskanas impulsiem reZzima 1 s impulss, 1 s pauze, 100 W, amplitiida
atkariba no tilpuma (50 — 100 mL 70%, >100 mL 90%). Lizatu centrifug€ja 30 000 xg 45 min
4°C. Supernatantu filtréja caur 0.22 pm $lirces filtru. Proteinu injecgja uz buferskiduma A (visi
buferSkidumu 5. pielikuma) ekvilibrétas 5 mL HisTrap HP kolonnas ar atrumu 3 mL/min.
Kolonnu mazgaja ar 10 kolonnas tilpumiem buferS§kiduma A un elugja ar 100% buferskiduma
B, frakciongjot pa 2 mL. Frakciju saturu analiz&ja ar SDS-PAGE g¢lu. Eluétajam proteinam
tika veikta atsalosanas (ang. val. desalting) hromatograija ar 53 mL HiPrep Desalting Sephadex
G-25 kolonnu TEV proteazes skelsanas buferskiduma (50 mM Tris, pH 8.0, 100 mM NacCl,
1 mM DTT, 0,5 mM EDTA), tad tika pievienota TEV proteaze (masas attieciba 1:50 TEV pret
$kelamo proteinu). Skel$anu atstaja pa nakti 4°C, paraugu SDS-PAGE gélam panéma pirms un
péc skelsanas. Proteinu iekoncentr&ja ar Amicon 10 kDa MWCO koncentratoriem lidz 2-3 mL
un inzekteja uz gelfiltracijas kolonnas (Superdex 75 pg 16/600), kas ekvilibréta gelfiltracijas
bufert (20 mM natrija citrats, pH 7.0, 300 mM NaCl). AttiriSanas frakcijas tika analiz€tas ar
12% Tris-glicina SDS-PAGE ggelu.

Peptidi

Peptidu attiriSanai veica Siinu liz€Sanu Ni afinitates buferSkiduma A ar 8 M urinvielu
(5. pielikums), proteinu attirija Ni afinitates hromatografiju un eluatu refold&ja, dializ&jot pret
2 L refoldésanas buferSkiduma bez urinvielas. P&c refoldésanas Skidumu nocentrifuggja pie
30000 xg 30 min 4°C. Skistosajai frakcijai pievienoja TEV proteazi un pa nakti atstaja Skelties.

Nakamaja diena peptidu attirjja ar gelfiltracijas hromatografiju.

2.2.8. Proteinu refoldésana

Pirms proteinu refoldéSanas tika veikta ieslégSanas kermeniSu mazgasana péc Nelson et

al. 2014. gada publicéta protokola (Nelson et al. 2014).

Refoldésana ar pakapenisku dializi

......

(50 mM Tris, pH 8.0, 500 mM NaCl, 20 mM imidazols, 8 M urinviela) un sonicgja (60 W,
5son/10 s off, 10 min). Maistjumu centrifugg€ja pie 45 000 xg 40 min 18°C. Supernatantu

izfiltr&ja caur 0.22 um S§lirces filtru un inzekt&ja uz 5 mL HisTrap HP kolonnas, kas ekvilibréta
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buferskiduma A (50 mM Tris, pH 8.0, 500 mM NaCl, 20 mM imidazols, 8 M urinviela).
Proteins tika eluéts ar 100% buferSkidumu B (50 mM Tris, pH 8.0, 500 mM NaCl,
500 mM imidazols, 8 M urinviela), ievietots dializes membrana (ar 12-14 kDa izslédzosam
poram) un 2 h dializéts pret 2 L bufera C (50 mM Tris, pH 8.0, 500 mM NacCl, 10 mM beta-
merkaptoetanols, 4 M urinviela), tad 2 h dializéts pret 2 L bufera D (50 mM Tris, pH 8.0,
500 mM NacCl, 10 mM beta-merkaptoetanols, 2 M urinviela) un pa nakti atstats dializ€ties pret
2 L bufera E (50 mM Tris, pH 8.0, 500 mM NaCl, 10 mM beta-merkaptoetanols). Nakamaja
diena proteins tika centrifugéts pie 30 000 xg 20 min 4°C, lai atdalitu nogulsnes, kas veidojusas
dializes procesa. Supernatants tika iekoncentréts [idz 3 mL un attirits ar g€lfiltraciju (Superdex

75 pg 16/600 kolonna). Proteinu saturosas frakcijas tika analizétas ar SDS-PAGE gglu.

Refoldesana ar atru at§kaidiSanu

Proteins tika attiris 8 M urinviela ka aprakstits pakapeniskas dializes protokola. Péc
eluéSanas no HisTrap kolonnas, proteinam veica dializi, lai atbrivotos no imidazola. Tad pa
maziem tilpuma intervaliem (500 plL) ar Slirci strauji injicgja 500 mL refoldéSanas
buferskiduma (50 mM Tris, pH 8.0, 500 mM NacCl, 3 mM reducéts glutations, 0.3 mM oksidéts
glutations, 10% glicerins), kas varglaze tika maisits ar magné&tisko maisitaju pie 600 apgr./min
4°C. Injekcijas atkartoja ik pa 5 min, lidz viss proteins tika atSkaidits buferi bez denaturjosa
agenta. Maistjumu atSkaidija Iidz 1000 mL 20 mM Tris, pH 8.0 buferskiduma, lai mazinatu salu
koncentraciju un veica jonapmainas hromatografiju. AtSkaidito proteinu inzekt&ja uz 5 mL
HiTrap Q HP kolonnas ar atrumu 3 mL/min un elugja ar gradientu 0-100% bufera B pa seSiem
kolonnas tilpumiem. Alternativi p&c proteina refoldeéSanas veica proteina iekoncentréSanu ar Ni
afinitates hromatografiju — §ada gadijuma proteinu pirms hromatografijas neatskaidija. Pe€dgjais

attiriSanas solis bija gelfiltracijas hromatografija (ar HiLoad Superdex 75pg 16/600 kolonnu).

2.2.9. Termalas nobides skrinings

Lai noteiktu, vai iegitais proteins ir foldéts un noteiktu to stabiliz€joSus buferskiduma
apstaklus, tika veikts termalas nobides skrinings. Katra reakcija (20 uL) saturgja 10 uM
proteinu, 5x SYPRO Orange™ un dazadus buferSkiduma apstaklus. Mérjjumi tika veikti ar
Applied Biosystems Prism 7500 kvantitativa PCR iekartu, izmantojot TAMRA krasvielas filtru

moduli.

2.2.10. Ciklizesanas reakcijas

Reakcijam 20 un 50 pL tilpuma 1.5 mL mikromégené savienoja AhyBURP proteinu
30 uM beigu koncentracija, reakcijas buferskidumu (250 mM natrija fosfatu-citratu, pH 7.0)
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pievienoja CuCl; Iidz 1 mM koncentracijai, negativas kontroles paraugiem nepievienoja CuCly,

bet pielika 0.5 mM EDTA. MaisTjumu atstaja inkub&ties pa nakti aptuveni 20 h 22°C.

2.2.11. Masspektrometrija

Masspektrometrijas analizei cikliz€Sanas reakcijas produktiem veica skelSanu ar tripsinu,
izmantojot komercialo In-Solution Tryptic Digestion and Guanidination kitu atbilstos$i kita
protokolam (bez alkilacijas un guanidinacijas soliem). Saskeltos reakcijas produktus sajauca ar
CHCA matricu tilpuma 1:1 uz masspektrometrijas plates. Kalibracijai izmantoja Bruker
Peptide calibrartion standard (Bruker 8206195). Pilieniem lava noziit, pirms plates
ievietoSanas masspektrometra.

Spektri tika uzpemti uz Bruker Autoflex Max matricas-asistéta lazera
desorbcijas/jonizacijas (MALDI) ierices ar lidojuma laika (TOF — time of flight) masas
analizatoru. Masas analizi veica pozitivaja reZima ar jonu reflektora izmantoSanu. Izmantota
masas amplitiida bija 700 - 3500 Da.

Tika mekleti pamata peptidu saturoSie signali, balstoties uz paredzetajiem m/z peptidu
signaliem péc SkelSanas ar tripsinu (izmantojot PeptideMass prediction programmu). Veica

salidzinajumu reakcijas un kontroles paraugiem.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA
3.1. BURP proteinu ekspresijas testi

Vispirms tika veikti dazadu augu sugu BURP proteinu ekspresijas testi £. coli BL21 T7
Express $tinas ar dazadam N-terminalajam 8xHis saturo$am iezim&€m stabilitates un skidibas
uzlaboSanai. Tika izmantotas halofilas beta laktamazes (Bla), maltozi saistosa proteina (MBP),
iniciacijas faktora 2 (IF2), glutationa S transferazes (GST), GB1, LIPO iezimes. Tika veikta
proteinu ekspresija 20°C ar 0,1 mM IPTG. Producéto proteinu skidibu analizgja, liz&jot Stinas
maza apjoma ar BugBuster reagentu — uz SDS-PAGE g¢la salidzinaja kop&jo un $kisto$o

frakciju, lai noteiktu, kura iezZime pieskir visaugstako Skidibu (8. attels).

T S T ST S TS TS T ST S MkbDa
125

93
72

57
42

MBP-Skr3 Bla-Ccal MBP-Ccal IF2-Ccal MBP-Cca2 MBP-Cca3 IF2-Cca3

8. attels. SDS-PAGE géls dalai no ekspresijas un skidibas testu paraugiem BURP proteiniem
ar dazadam iezimém. (T - kopgja frakcija, S - Skistosa frakcija). Konstrukti ar augstas skidibas
ekspresiju izcelti roza krasa.

Figure 8. SDS-PAGE gel for some expression and solubility test samples of BURP domain
proteins with various fusion tags. (T - total, S - soluble). Constructs with a high expression level

are highlighted in pink.

Visaugstako proteinu ekspresijas daudzumu un skidibu izdevas iegiit ar halofilas beta-
laktamazes un maltozes saisto$o proteinu iezim&m, kas talak tika izmantotas ka iezimes BURP
proteinu lielapjoma ekspresijai un attiriSanai. Ar GST, GB1 un LIPO iezim&m noveéroja zemus
ekspresijas iznakumus. [F2 iezime pieSkira augstu ekspresiju, tatu proteini bija neskistosi.
Interesanti, ka bija noveérojamas izteiktas atskiribas dazada garuma BURP proteinu konstruktu
skidiba ar vienadu iezimi. Piem&ram, CcaBURP1 (pilna garuma CcaBURP proteins) un
CcaBURP3 (tikai BURP doméns) kopa ar MBP nav $kistosi, tacu CcaBURP2 (BURP doméns

ar N-terminalu pamatpeptida motivu bez signalpeptida sekvences) bija gandriz pilniba skistoss
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(8. attels). STs izteiktas atskiribas ilustré, cik liela ietekme uz ekspreséta proteina $kidibu var

but izveletajam ekspreséta proteina sekvences robezam.

3.2. BURP proteinu attiriSana

Attirot BURP proteinus ar beta-laktamazes iezimi, tika novérota probléma - kaut gan ta
BURP protetniem pieSkira augstu S$kidibu, proteina produktam bija tendence tikt strauji
degradétam ta, ka BURP proteins tika atdalits no iezimes jau lizes un nikela afinitates
hromatografijas laika (tika izmantots PMSF ka proteazu inhibitors), ka redzams SDS-PAGE
analizg (9. attels). Tas noveda pie BURP proteina zudumiem, jo bez 8xHis-Bla iezimes BURP
proteini nesaistas pie nikela agarozes svekiem un nonak caurplides frakcija. Iesp&ams, tas
notika linkera sekvences dg] starp Bla iezimi un BURP proteinu - varbit linkera sekvence starp
Bla iezimi un BURP proteinu ir vairak dinamiska, kas varétu to padarit par pieejamaku
substratu dazadam E. coli proteazeém un veicinat proteolizi attiriSanas procesa. Ar MBP iezimi
Sadas degradacija netika noverota, tade] ta tika izveéleta ka optimala iezime turpmakai proteinu
producésanai. Tacu, ja Bla iezime biitu vieniga opcija, proteolizes problému varétu meginat
risinat, vari€jot ar linkera sekvences garumu un pielietojot alternativus proteazu inhibitorus vai

to kokteilus.

R
HO
&P
3500 M‘ kDa

138

_ 250 Bla-AhyBURP2 > | Ly 72 . <Bla-AhyBURP1
< . 57
£ 2000 | R
£ Bla b S L “Bla
§1500 + .__42
o~ -

1000 |

500 | 31

AhyBURP2 AhyBURP1
0 . , . . ,
0 20 40 60 80 100 120 24
Tilpums, mL

9. attels. Nikela afinitates hromatogramma (5 mL HisTrap HP kolonna) un SDS-PAGE ggls
Bla-AhyBURPI1 un Bla-AhyBURP2 attiriSanas frakcijam, kur redzama ievérojama Bla taga
proteolitiska degradacija. Eluacijas frakcija iekrasota roza krasa.
Figure 9. Nickel affinity chromatogram (5 mL HisTrap HP column) and SDS-PAGE gel
analysis of Bla-AhyBURPI and Bla-AhyBURP?2 purification, showing significant proteolytic
degradation of the Bla tag. Elution fraction highlighted in pink.

Talakaja attiriSanas procesa tika noverotas vél citas problémas. Veica mérkétu iezimes
noskelSanu ar TEV proteazi: MBP-CcaBURP2 gadijuma SkelSana nebija pilniba efektiva, tacu

noskeltais CcaBURP2 proteins neveidoja nogulsnes un palika SkistoSaja frakcija. Bla-
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SkrBURP2 gadijuma SkelSana ari nebija pilniba efektiva, pie tam SkelSanas laika dala
SkrBURP2 agreggjas un izkrita nogulsnés (10. attels A). Tika veikta gelfiltracijas
hromatografija, lai atdalitu BURP proteinus no iezimém, tacu hromatogramma var€ja novérot
tikai divus pikus: pirmais atbilda agri elug€joSam agreg€tam proteinam, otrais — noskeltajai
ieztmei (10. attels B, C). Analizg&jot gelfiltracijas frakcijas uz SDS-PAGE ggla, var&ja noveérot,
ka noSkeltais CcaBURP2 proteins mazos daudzumos ir visas frakcijas, kas liecina par
nespecifisku saistibu ar kolonnas matricu vai ar1 heterogénu masu sadalijumu (10. attéls, B).
Tas liecina, ka CcaBURP2 proteins visticamak nav pareizi foldéts. SkrBURP2 proteins bija jau

sakotngji degradgjies un frakcijas gandriz nebija noverojams (10. attéls C).
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10.attels. A — SDS-PAGE analize MBP-CcaBURP2 un Bla-SkrBURP2 $kelSanai ar TEV
proteazi (T — kopgja frakcija, S — Skistosa frakcija), B un C — Gelfiltracijas hromatogrammas
(HiLoad Superdex 75 pg 10/300 kolonna). Lielaka dala SkrBURP2 ir izkritusi nogulsnés un,
lai gan CcaBURP2 ir $kistoSs, ta eluacija neatbilst pareizi foldétam proteinam.

Figure 10. A —SDS-PAGE gel analysis of MBP-CcaBURP?2 and Bla-SkrBURP2 TEV cleaving
(T - total, S — soluble, B and C — Subsequent SEC chromatograms (HiLoad Superdex 75 pg
10/300 kolonna). Most of the SkrBURP2 has precipitated and while CcaBURP?2 remains in the

soluble fraction, it does not elute properly in SEC.

31



3.3.BURP proteinu foldéSanas problema

11.attels. AlphaFold2? paredzéta BURP doména struktiira (Coffea arabica arbBURP) ar
izceltiem cistetniem (dzelteni) un histidiniem (roza).

Figure 11. AlphaFold2 predicted BURP domain structure (Coffea arabica arbBURP) with
highlighted cysteine (yellow) and histidine (pink) residues.

Analiz&jot AlphaFold2 paredzeéto BURP doména proteina struktiiru, peéc CH motivu
telpiska izvietojuma var noverot vietas, kur, visticamak, BURP ciklazes aktiva centra strukttru
veido vairakas disulfidu saites, kas lauj pieciem histidiniem koordin€t vara jonu, kas
nepiecieSams enzimu aktivitatei (11. attéls). Kops eksperimentu veikSanas ir publiceta
eksperimentali noteikta AhyBURP doména struktiira, kas ir loti Iidziga paredz€tajai un
apstiprina $os mingjumus (Mydy et al. 2024). Tadel kluva skaidrs, ka aktivu BURP proteinu
iegiiSanai biis jamekIg cita pieeja, kas risinatu foldeésanas problému, jo E. coli citoplazma nav
atbilstosi oksidéSanas-reducesanas apstakli, ka ari foldeéSanas Saperoni, kas nodroSinatu
eikariotu izelsmes proteinu, kas satur daudzas disulfidsaites, pareizu foldéSanu.

Tika izv€letas tris dazadas pieejas — pirmkart, tika méginata ekspresija E. coli SHuffle
stnas, kas ir genétiski inzenieréts BL21(DE3) S§tnu atvasinajums, kur konstitutivi tiek
ekspreséta proteinu disulfidu izomeraze DsbC bez periplazmas signalpeptida, kas lokaliz&jas
citoplazma un tur funkcioné ka Saperons, palidzot nepareizi salocitiem protetniem veidot
disulfidu saites. Otrkart, tika méginata bezsunu sintéze, kur viena reakcija tiek icklauta visa
nepiecieSama Siinu masinérija in vitro transkripcijai un translacijai. Bija planots veikt Sadas
reakcijas dazados oksidéSanas-reducéSanas apstaklos, kas potenciali varétu veicinat pareizu

disulfidu saiSu forméSanos (Matsuda et al. 2013). Treskart, tika veikta proteinu kimiska
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refoldéSana — péc ekspresijas E. coli BL21 T7 express §iinas tika veikta proteina denaturacija
8 M urinvielas klatbutn€, kam sekoja divas refoldeSanas pieejas: vai nu ar pakapenisku dializi,

vai arf strauja denaturéta proteina atSkaidisanu liela tilpuma ar buferi bez denaturgjosa agenta.

3.3.1. Ekspresija SHuffle Siinas

Tika veikta ekspresija un attiriSana proteiniem, kas ekspreséti BL21 T7 Express un
SHuffle $tnas. Kopgjais proteina daudzums SHuffle Suinas bija zemaks neka T7 Express $tnas.
Tika noverota 1éna SHuffle Stunu augSana, visticamak tadel, ka tam ir augstaks oksidativais
stress. SHuffle Sunas tika iegiits maz AhyBURP proteina, kad proteina ekspresija tika inducéta
ar IPTG. Lai uzlabotu proteina iznakumus, tika izmantota autoindukcija jeb ekspresijas metode,
kur $tinas vispirms patéré barotné esoSo glikozi, tad sak metabolizet laktozi, kas pie reizes arl
inducé proteina ekspresiju. Sada pieeja noveda pie uzlabotas $linu augSanas un rezultata
ekspresijas beigas tika iegiita lielaka biomasa un lielaki proteina iznakumi uz litru barotnes neka

ar IPTG indukciju (12. attéls).
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12.attels. Nikela afinitates hromatogrammas (5 mL HisTrap HP kolonna) 1 L MBP-CcaBURP2
proteina attiriSanai no SHuffle Sinam ar IPTG indukcijas (A) un autoindukcijas (B) metodeém.
Figure 12. Nickel affinity chromatograms (5 mL HisTrap HP column) for 1 L MBP-CcaBURP2
purification from SHuffle cells using IPTG induction (4) and autoinduction (B) methods.
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Veicot attiriSanu, gefiltracijas hromatografija SHuffle Stnas ekspresétais AhyBURP elugjas
atbilstosi dim&ram (6. pielikums), salidzinot ar kolonnas razotdja noraditajiem elu€Sanas
tilpumiem. Tam tika veikts termalas nobides skrinings (anglu val. thermal shift assay) ar
dazadiem burferSkiduma apstakliem, lai noteiktu, vai proteins ir foldéts un kadi ir to
stabiliz&joSie apstakli. Vispirms tika veikts skrinings pH un sals koncentracijam. Spriezot péc
likném, pieaugot temperatiirai, varéja noverot fluorescences picaugumu, kas liecina par to, ka
protetnam ir folds un tas atfold&jas. Péc TSA Iikném var spriest, ka AhyBURP?2 stabiliz€ augstas
sals koncentracijas: noveéroja proteina kuSanas temperatiiras pieaugSanu lidz ar augstakam NaCl

koncentracijam (13. attels A).
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13. attels. AhyBURP2 termalas nobides skrinings ar SYPRO Orange™ krasvielu. Grafikos
noraditas normaliz€tdas fluorescences liknes dazadiem buferSkidumu apstakliem.
A — Fluorescences liknes ar 100 mM HEPES pH 7.5 bazi un pieaugosu NaCl koncentraciju.
B — Fluorescences liknes ar 100 mM HEPES pH 7.5 bazi un dazadiem karboksilatiem.

Figure 13. AhyBURP2 thermal shift assay with SYPRO Orange™ dye. Normalized
fluorescence curves for various buffer conditions are shown in the graph. A — Fluorescence
curves with a 100 mM HEPES pH 7.5 base and increasing NaCl concentrations.
B — Fluorescence curves with a 100 mM HEPES pH 7.5 base and different carboxylate

additives.
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Tika veikts v€l viens apstaklu skrinings ar stabiliz€josam piedevam. No tam proteinu visvairak
stabiliz€ja dazadi karboksilati — natrija citrats, natrija oksalats (13. attels B). Stabiliz&josu

efektu radija arT aminoskabju — lizina un glutaminskabes — pievienoSana.

3.3.2. Bez$iinu sintéze

CcaBURP?2 proteinam tika veikta bezs§iinu sintézes reakcija, méginot iegtit pareizi foldetu
proteinu. Tika iegiits augsts ekspresijas Iimenis, spriezot pec reakcijas analizes ar SDS-PAGE,

tacu gandriz viss proteins bija neSkistoSaja frakcija (14. attels A). NeSkistoSo frakciju

8 M urinviela) un attirits ar nikela afinitates hromatografiju un eluéto proteinu refoldgja,
pakapeniski dializ€jot un samazinot urinvielas koncentraciju (8 M, 4 M, 2 M, 1 M, 0 M).
Refoldéto proteinu attirija ar gelfiltracijas hromatografiju (14. attels B, C), kur tas elugjas pie

40 mL, kas liecina, ka proteins visticamak ir agreggjies.
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14.attels. A - SDS-PAGE géls CcaBURP2 bezsiinu ekspresijas reakcijai; B — Gelfiltracijas
hromatogramma (HiLoad Superdex 75 pg 16/600 kolonna) refoldétajam CcaBURP2; C — SDS-
PAGE gels CcaBURP2 attiriSanas frakcijam.

Figure 14. A — SDS-PAGE gel for CcaBURP?2 cell-free synthesis reactions, B — Gel filtration
chromatogram (HiLoad Superdex 75 pg 16/600 column) for the refolded CcaBURP2; C — SDS-
PAGE gel for CcaBURP?2 purification fractions.

Bezsiinu sint€zes reakcijas tika atkartotas, mainot oksidéSanas-reducéSanas apstaklus.
Tika izmantots 3,4 mM beta-merkaptoetanols ka reducgjosais agents, ka ar tika liktas reakcijas
ar oksidetu un reducétu glutationu (1:0.4 mM un 1:0.1 mM GSH:GSSG attiecibas) ar un bez

1.7 mM DTT. Reakcijas ar1 tika inkub&tas zemaka temperatiira (25°C). Diemz€l neizdevas
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uzlabot Skistosa proteina iznakumus, tacu paraugos ar oksidétu un reducétu glutationu un DTT
bija augstaka proteina ekspresija — visvairak ar 1:0.4 mM GSH:GSSG, 1.7 mM DTT
(15. attels).

kDa M

<« CcaBURP2

NSNSUSNSNSN S

15.attels. SDS-PAGE g¢ls bezStnu sintézes reakcijam ar dazadiem oksidéSanas-reduc€sanas
apstakliem. N — neskistosa frakcija, S — supernatants.
Figure 15. SDS-PAGE gel for cell-free synthesis reactions samples with varying redox

conditions. N — insoluble fraction, S — supernatant.
3.3.3. Refoldeésana
AhyBURP2 un CcaBURP2 proteiniem tika veikti refoldinga méginajumi. Tika m&ginatas
divas pieejas - refoldéSana ar strauju atSkaidiSanu un refoldéSana ar pakapenisku dializi.

Refoldesana ar strauju atSkaidiSanu

NHis-AhyBURP un MBP-CcaBURP?2 tika izmantota refoldéSanas pieeja, kuras pamata
ir strauja denaturéta proteina atSkaidisana liela tilpuma buferskiduma bez denaturéjosa agenta
(9 mL denatur@ta proteina atSkaiditi 300 mL buferskiduma). Atskaidot proteinu, netika novérota
agregacija, t. i., Skidums bija dzidrs, tacu attiriSanas talakos solos, veicot jonapmainas vai nikela

afinitates hromatografijas, injicgjot lielu tilpumu ar refoldéto proteinu (ap 300 mL), proteins
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neskistosi izgulsn&jas uz kolonnas. Visticamak, strauja lokalas koncentracijas pieaugSana,
proteinam saistoties pie kolonnas, izraisija agregaciju, pat ja proteins sakotn&ji bija pareizi

safoldgjies. ST metode turpmak vairs netika izmantota refoldésanai.
Refoldésana ar pakapenisku dializi

Veicot refoldéSanu ar dializi MBP-CcaBURP2 un NHis-AhyBURP2, tika novérota
proteina izgulsnésanas, tau dala proteina saglabajas Skistosa forma, ko attirija ar gélfiltracijas
hromatografiju. Pieméram, $adi refoldéja MBP-CcaBURP2 proteinu, kuru refoldésanas beigas
attirTja ar gélfiltracijas hromatografiju (16. attels A), tad veica MBP taga noskelSanu ar TEV
proteazi un attirija ar reverso nikela afinitates hromatografiju. Refoldétam proteinam SkelSana

bija daudz efektivaka neka nerefoldétam MBP-CcaBURP2 (16. attels B).
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16. attels. A — Refoldéta MBP-CcaBURP?2 gelfiltracijas hromatogramma (HilLoad Superdex 75
pg 26/600 kolonna) un SDS-PAGE ggls attiriSanas frakcijam. B — SDS-PAGE g¢ls proteina
SkelSanai ar TEV proteazi un reversas nikela afinitates hromatogramma (5 mL HisTrap HP
kolonna).

Figure 16. A — Gel filtration chromatogram (HiLoad Superdex 75 pg 26/600 column) of
refolded MBP-CcaBURP?2 and SDS-PAGE gel of the fractions. B — SDS-PAGE gel for cleaved
protein fractions with TEV protease and reverse IMAC chromatogram (5 mL HisTrap HP

column).
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Tika iegtts CcaBURP2, kuram veica termalas nobides skriningu, lai noteiktu, vai proteins
ir foldéts un kadi buferskiduma apstakli palielina ta stabilitati. Diemz&l TSA dati liecinaja, ka,
lai gan CcaBURP2 proteins bija SkistoSs, tas nebija pareizi foldgjies, jo netika novérots
foldétam proteinam raksturigs fluorescences pieaugums. lesp&jams, péc skelSanas ar TEV
proteazi, proteins zaud&ja folda stabilitati, vai ari MBP tags trauc€ja refoldeé$ana, izraisot
SkistoSu agregatu veidosanos.

Tika refoldéts art NHis-AhyBURP2 péc tada pasa protokola, dializes procesa ari noveroja
proteina izgulsnésanos dializes membrana (17. attéls A). Gelfiltracijas hromatografija nebija

noveérojami agregati, NHis-AhyBURP2 elugjas atbilstosi diméra masai (17. attels B) .
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17.attels. NHis-AhyBURP2 refoldésana. A — Dializes membrana ar izgulsngjusos proteinu un
SDS-PAGE g¢ls kopgjai un Skistosajai frakcijai; B — Gelfiltracijas hromatogramma (HiLoad
Superdex 75 pg 16/600 kolonna) refoldétajam AhyBURP2 proteinam un SDS-PAGE ggla
attiriSanas frakcijas.

Figure 17. NHisAhyBURP refolding. A — A dialysis membrane with some precipitated protein
and an SDS-PAGE gel for the total and soluble fractions;, B — Gel filtration chromatogram
(HiLoad Superdex 75 pg 16/600) for the refolded AhyBURP2 protein and SDS-PAGE gel

fractions for the purified protein.
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AhyBURP elugsanas profils pec refoldéSanas izskatijas vislabak, tas ari tika izmantots talak

ciklizacijas reakcijam.
3.4. Rekombinantu peptidu producésana

Paraléli méginajumiem iegtt foldétus BURP proteinus, tika dizainéti un ekspreséti
substrata peptidi, kas savienoti ar GB1 iezimi, lai testétu BURP proteinu katalizétu
transciklizaciju. Par pamatu néma augos sastopamo peptidu sekvences, kas saistitas ar
attiecigajiem BURP proteiniem — AhyBURP — QPYGVYTW, CcaBURP — QLLVW,
SkrBURP — VLFYPSY. Pamata peptidu sekvences tika veikta aminoskabju aizvietoSana,

pievienosana un izdz€Sana (18. attéls).

QLLVW CcaBURP core peptida sekvence
QLLTW Mutacija V=>T
QLLAVW  Insercija +A
QLLANVW Dubulta insercija +AN
18.attels. Pieméri CcaBURP2 pamata peptida sekvences modifikacijam.

Figure 18. Examples of CcaBURP?2 core peptide sequence modifications.

Veica ekspresijas testus peptidiem ar dazadam IPTG koncentracijam un ekspresijas
temperatiiram. Pie 37 °C tika nov@rota loti zema ekspresija, tikmer visaugstaka ekspresija bija
noveérota pie 18 °C ar 0.2 mM un 0.5 mM IPTG, ka ar1 pie 25°C ar 0.1 mM IPTG (19. attels A).
Analizgjot optimalo ekspresijas apstaklu paraugu s$kidibu, izmantojot BugBuster reagentu,

diemzel tika konstatéts, ka GB1-peptidi nebija Skistosi (19. attels B).
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GB1-LNSQLLVWRp>

GB1-LNSQLLVWR GB1-LNSQLLTWR
CcaBURP dabigais pamata peptids

19. attéls. Peptidu ekspresijas optimizacija. A — SDS-PAGE géls CcaBURP pamata peptida un
ta mutanta peptida ekspresijas testiem. B — SDS-PAGE gé€ls optimalo ekspresijas apstaklu
Skidibas testiem. T — kopgja frakcija, S — Skistosa frakcija.

Figure 19. Peptide expression optimization. A — SDS-PAGE gel for the CcaBURP core peptide
and its mutant expression tests. B — SDS-PAGE gel of optimal expression condition sample

solubility tests. T — total, S — soluble.

Peptidu attiriSanai izmantoja buferSkidumus ar 8 M urinvielu: peptidus attirija ar Ni
afinitates hromatografiju, tad refold€ja, dializ€jot pret refoldéSanas buferSkidumu bez
urinvielas, un veica GBIl SkelSanu ar TEV proteazi (20. attéls A). Analiz§jot SkelSanas
produktus, vargja novérot, ka GB1 g€la migreja atbilstosi augstakai molmasai neka sakotngjais
GB1-peptids. To varétu skaidrot ar GBI negativo ladinu (pl = 4.46), kas tam liek migrét pie
augstakas masas, tacu GB1-peptida konstrukta peptida dala So 1adinu, iesp&jams, neitralizg, kas
izraisa migraciju pie zemakas molmasas. Noskeltos produktus attirija ar gelfiltracijas
hromatografiju (20. attéls B), var&ja noverot divus pikus, kas atbilda attiecigi GB1 un peptidam.
Analizgjot eluacijas frakcijas uz SDS-PAGE ggla (20. attels C), bija redzams tikai GB1, bet ne
peptids, iesp&jams, tam elektroforézes laika notiek difiizija maza izmera (10 aminoskabes) del.
Ka ar1 butu gaidams, ka tas mazak intensivi iekrasotos ar g€la krasvielu. Noskeltais peptids

netika izmantots cikliz€Sanas reakcijam, jo tas bija parak zema koncentracija.
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20. attels. CcaBURP dabiga pamata peptida QLLVW attiriSana. A — SDS-PAGE géls GBI1-
peptida TEV 8kelSanas produktiem, B — gelfiltracijas hromatogramma (HiLoad Superdex 30 pg
16/600 kolonna) skelSanas produktiem, C — SDS-PAGE g¢ls gelfiltracijas eluacijas frakcijam.
Figure 20. CcaBURP natural core peptide QLLVW purification. A — SDS-PAGE gel for GB1-
peptide TEV cleaving products, B — gel filtration chromatogram (HiLoad Superdex 30 pg
16/600 column), C — SDS-PAGE gel for gel filtration elution fractions.

3.5. Ciklizesanas reakcijas
3.5.1. AutociklizeSana

Autociklizacijas reakcijam tika izvelets izmantot AhyBURP refold&to proteinu, jo tam
tika noverots optimalakais eluéSanas profils gélfiltracijas hromatografija, kas liecinaja par
pareizu proteina foldu, t.i. proteins veidoja izteiktu piki 65 — 75 ml regiona. AutociklizéSanas
reakcijam AhyBURP proteins tika inkubéts 30 uM koncentracija ar 1 mM CuClz 20 h 20°C.
Reakcijas produktiem tika veikta SkelSana ar tripsinu un masspektrometrijas analize

(21. attéls).
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21.attels. A — MALDI-TOF Masspektrs ar tripsinu saSkeltajiem AhyBURP2 ciklizéSanas
reakcijas produktiem. B — Identificétie tripsina SkelSanas produkti AhyBURP aminoskabju
sekvencge.

Figure 21. A — MALDI-TOF Mass spectrum of AhyBURP cyclisation reaction tryptic digest
products. B — Identified tryptic digest products in AhyBURP amino acid sequence.

Analizgjot signalu, kas ietver pamata peptidu, kam vajadzeétu tikt modific€tam, tika
noverots papildu signals, kas atbilst 2H masas zudumam — atbilstoSi monocikliskam ciklizacijas
reakcijas produktam (22. attels). Signals nebija noveérojams negativas kontroles reakcija bez
CuCl2 un ar EDTA, kas ar vara joniem veido helatu, nelaujot tiem saistities ar enzimu.
Refoldetais AhyBURP ir spéjigs ciklizét savu peptida substratu, produc€jot monociklisku
produktu, ka rezultata peptids zaudé divus tidenraza atomus, tomer, spriezot péc cikliska
peptida daudzuma, ciklizacija ir bijusi ar zemu efektivitati. Bija planots veikt MS/MS, lai
parliecinatos, ka notikusi ciklizacija, nevis tikai dehidrogenacija, bet to nebija iesp&jams veikt

peptida zemas koncentracijas del.
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22. attels. Pamata peptidu saturo$a peptida signalu analize. Reakcijas (zils) un negativas

kontroles (roza) salidzinajums.

Figure 22. Core peptide-containing peptide signal analysis. Comparison of the reaction (blue)

and negative control (pink).

3.5.2. Linearo peptidu ciklizeSana

Tika veikti transciklizacijas méginajumi ar refoldéto AhyBURP2 un rekombinanti
iegiitajiem linearajiem peptidiem ar GB1 iezimi. Inkub&ja AhyBURP2 30 uM koncentracija ar
~10 uM linearo peptidu un 1 mM CuCl> 20 h 20°C. Reakcijas produktus analiz&ja ar
masspektrometriju (23. attels). Diemzel starp identifictajiem peptida signaliem bija tikai GB1
peptidi, tacu nebija AhyBURP2 pamata peptidu saturo$a tripsinizacijas produkta. Signala
trikumu var izraisit konkréta peptida nesp&ja jonizéties MALDI metodé. Lidz ar to nebija

iesp&jams novertet, vai notikusi transciklizacija linearajam peptidam.
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23. attels. A — Masspektrs ar tripsinu saskeltajiem AhyBURP2 transcikliz€Sanas reakcijas
produktiem. B —Identificétie tripsina SkelSanas produkti GB1-peptida aminoskabju sekvence.
Figure 23. A — Mass spectrum of AhyBURP trans cyclisation reaction tryptic digest products.
B — Identified tryptic digest products in GBI-peptide amino acid sequence.

3.6. Problémas, potencialie risinajumi

Misu novérojumi liecina, ka lielakais Skérslis BURP doménus saturoSu proteinu
produkcija ir refoldings, kas ir laikietilpigs process un izraisa proteina zudumus nepilniga
foldinga un dal&as agregacijas dél. Ka potencialu risinajumu S$ai problémai var minét
alternativas ekspresijas sisteémas, ka piemeéram raugu Pichia pastoris. P. pastoris ir eikariotiem
raksturiga sekrécijas sistéma, kas ieklauj endoplazmatisko tiklu, nodroSinot atbilstoSu
oksidéSanas-reducésanas vidi, ka ar1 disulfidu izomerazes. Atskiriba no augstakiem eikariotiem
(insektiem vai ziditajiem), rauga Stinas nepieprasa sarezgitu un dargu kultivaciju, un ekspresiju
var veikt gan mazos tilpumos, gan izmantojot fermentacijas bioreaktoru.

Veicot bezslinu sintézi, ekspresétais proteins bija neskistoss. So problému varétu risinat,
modificgjot reakcijas apstaklus — reakciju inkubgjot pie zemakas temperatiiras, kas paléninatu
ekspresijas procesu un, iesp&jams, mazinatu produceta proteina agregésanos. Ka ari reakcija
varétu izmantot disulfidu izomerazi, piemeéram E. coli DsbC, kas ir arT E. coli SHuffle Stinu
citoplazma, kur $1 darba ietvaros izdevas producét foldetu AhyBURP2 proteinu. Matsuda un
kolggi, pieméram, ir veiksmigi kombingjusi oksidéSanas apstaklu modific€sanu ar glutationu
un DsbC pievienosanu, lai sintezétu disulfidsaites saturosus proteinus (Matsuda et al. 2013).

Ievérojama probléma bija art AhyBURP2 zema autociklizacijas efektivitate, ko varétu

skaidrot ar to, ka, iesp€jams, dala refoldeta proteina tomér bija ar nepareizu konformaciju. Tacu

44



balstoties uz rakstu, kas iznaca 2024. gada februari (Mydy et al. 2024), AhyBURP ciklizacijas
efektivitate ir ievérojami zemaka nereduc&joSos apstaklos, kas ar1 tika izmantoti $aja darba.
Raksta art tiek demonstréts, ka nereducgjosos apstaklos parsvara tiek iegiits monociklisks
produkts, kas sakrit ar misu rezultatiem. Efektivitati var ievérojami uzlabot, ciklizé€Sanas
reakciju veicot GSH, GSH/GSSG, beta-merkaptoetanola, TCEP, DTT klatbiitné.

Linearo peptidu produkcijai tika izmantota rekombinanta ekspresija, jo $aja darba bija
paredzé&ts attistit tiesi sint€tiskas biologijas metodes ciklisku peptidu producésanai, tacu jaatzist,
ka §T1 pieeja nesniedza vélamos rezultatus — peptidu attirisanas procesu sarezgija tas, ka GB1-
peptidi ekspres€jas neskistosi un tos nacas refoldét. Ka ar1 péc GB1 iezimes noskelSanas pamata
peptidus nevargja identificét ar SDS-PAGE un tos nevargja iekoncentrét ar centrifugalo
ultrafiltraciju mazo izméru dél. Gelfiltracijas eluacijas frakcijas naktos liofilizét un peptidu péc
tam resuspendét reakcijas buferSkiduma, kas sarezgitu procesu. Tadel secinam, ka linearu
peptidu substratu producésanai jédzigaks variants biitu izmantot peptidu cietas fazes sintézi vai
ar1 pasiitit komerciali sintez@tus linearos peptidus. Rekombinantais ieguves cel§ var€tu biit

noderigaks garaku prekursora peptidu producésanai (20 -100 aminoskabes).

3.7. Nakotnes perspektivas

Joprojam ir aktuals jautajums, vai BURP autociklazém piemit ar1 transciklizé€Sanas
aktivitate. 2024. gada raksta tika test€ta AhyBURP autociklazes sp&ja veikt starpmolekularu
ciklizaciju, kas netika novérota, iesp&jams sterisku traucjumu del (Mydy et al. 2024).
AhyBURP ir BURP paveids, kas savu pamata peptidu satur pasa BURP doména, atSkiriba no
CcaBURP un SkrBURP, kuros pamata peptida motivi atrodas N-terminali no BURP domeéna.
Iespg&jams, $adi BURP proteini biitu vairak spgjigi veikt starpmolekularu ciklizaciju un biitu
perspektivakas transciklazes. VEél biitu veérts pétit nesen atklato Skelto ciklazi arbBURP
(Lima et al. 2023), kas dabigi veic transciklizaciju atseviski ekspresétam prekursora peptidam.
Varétu testét §1 Skelta BURP ciklazes aktivitati ar dazadiem peptidu substratiem.

Saja darba ar producétajiem rekombinantajiem peptidiem neizdevas testét
transciklizaciju, tau darbs pie ta turpinas, jo paveértu plasakas iesp€jas no industriala viedokla
— transciklizéSana ciklisko peptidu produc€sanas procesu padaritu modularaku un lautu BURP
proteinu izmantot ka biokatalizatoru, peptida substratu pievienojot stehiometriska parsvara.
Cikliska peptida produktu varétu attirit ar LC-MS un nenaktos to vl noskelt no BURP proteina.
BURP proteiniem vél nav identificéta proteaze, kas veic pamata peptida noskelSanu no
prekursora peptida. Lidz ar to autocikliz€Sanas gadijuma naktos ieviest, pieméram, TEV
proteazes SkelSanas sekvences, lai noSkeltu ciklisko peptidu. Varétu arl izmantot Dang un

kolegu aprakstito SNAC-tag (anglu val. Sequence-specific Nickel Assisted Cleavage) kimisko
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SkelSanu (Dang et al. 2019). Kimiskas SkelSanas gadijuma ierobezojumus neraditu steriski
trauc&jumi un SkelSanas enzimu aktivitate.

Vel nakotné var€tu izmantot bezStinu sintézi ne tikai ka metodi foldetu BURP proteinu
producésanai, bet ar1 ka pieeju ciklizéSanas reakcijam. Var€tu viena reakcija sintezet gan BURP
proteinu, gan lineara peptida substratu (ar 8xHis iezimi attiriSanai) vara klatbiitn€ un tada veida
iegtt cikliska peptida produktu. Pieméram, Liu un kol€gi nesen aprakstijusi apvienotu
biokatalizes bezStunu sinté€zes sist€ému (UniBioCat), kur veica RiPP biosinté€zes in vitro
rekonstiticiju (W. Q. Liu et al. 2024).

Lai producétu jaunus cikliskos peptidus, biitu noderigi attistit BURP doména proteinus
par enzimiem, kas sp€jigi efektivi ciklizét daudzveidigus linearo peptidu substratus, ne tikai
savus dabigos substratus. BURP doména proteinus varétu transformét par sintétiskas biologijas
rikiem ar plaSaku cikliz€jamo substratu klastu (gan ar daudzveidigam substrata aminoskabju
sekvencém, gan substratu izmériem), izmantojot virzitas evoliicijas (anglu val. directed
evolution) metodes. Sim mérkim varétu veikt mutéto proteinu ekspresiju SHuffle §unas, kas

lautu skrin@t proteinus, balstoties uz to ciklizéSanas aktivitati.
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SECINAJUMI

Beta-laktamazes iezimei bija neoptimala linkera sekvence, kas veicinaja iezimes strauju
proteolizi. BURP doména proteinu optimala $kidibu uzlabojosa iezime, kas uzrada art
augstu ekspresijas [imeni, ir MBP.

Dazadu garumu BURP proteinu konstruktiem bija izteiktas Skidibas atSkiribas pat ar
Skidibu uzlabojo$am iezim&m.

BURP proteinu in vitro rekonstitiicijai nepiecieSama refoldeSana, lai izveidotos pareizas
disulfidsaites. BURP proteinu kimiskai refoldéSanai piemerotaka metode ir refoldésana
ar pakapenisku dializi, nevis ar atSkaidiSanu.

E. coli SHuffle Sinas ir piemé&rotas, lai ekspresétu foldétu AhyBURP2. Veicot
autoindukciju, ekspresijas iznakumi ir augstaki neka ar IPTG indukciju.

BezStnu sint€zé nepietiek tikai ar kimisku reduc@Sanas-oksidéSanas apstaklu
modificéSanu, lai producétu foldétu BURP proteinu.

Linearu peptidu producéSanai piemérotaka ir kimiska sint€ze, nevis rekombinanta
producésana.

Izdevas veikt in vitro rekonstiticiju aktivai AhyBURP2 ciklazei. AhyBURP2 stabilizé
augsta sals koncentracija un karboksilati.

Testetajos apstaklos AhyBURP2 ciklizéSanas efektivitate bija zema, kas, balstoties uz

jaunako literattiru, vargtu biit reducgjosa agenta trikuma dgl.
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1. pielikums. BURP konstruktu nukleotidu sekvences.

Konstrukta nosaukums

Nukleotidu sekvence

CcaBURP2-[IxQLLVW]

CAATCCGCCCTCACTACAACCGGCTTTACCAGCTGAGCTTTACTGGAA
AAGTATGTTGCCGAACACGACTATGCCCAAGGCCATTAAGGATTTGCTT
TCGGCTGGAAACATGGGTAAGACAATCTGCGACGATTTAAACTCCCAG
TTACTGGTTTGGCGTCATTGCGCCACCGAGACCCACTCACGCGACGAT
AGCGGGAAATTCCTGTTCTTATCGGAAAATGATTTGCACCCTGGTAAG
AAGCTGAAGATGTTGTTCACCAAGAGTCCTTACCCCACCACGTTGATT
CCCCATGAAGTCGCGGATACCATTCCCTTTAGTCTTAAAAAGGTCCCCG
AAATCCTTAAAATGTTTAGTATCGAGCCAGAATCTAAAAAAGCGAAAA
TTATCAAGGGTGTGATCCACCACTGCCAAGAGCCACCCACCAAAGGC
GAGGAAAAACACTGCGCCACATCTCTTGAGTCTATGGTAGATTATGCC
ACATCAAAGTTGGGGAAAAATGTCAAGGCCTATTCCACGGAGGTCGA
GAAAGAAACCAAACTGCAAACTTACACAATTGCCCCAGGCGTTAAGA
AGATTTCAGACGAGGTTATGGCGTGCCATCAAACTCATTATCCCTACGT
AGTATTTCATTGTCATCAGGTTGGTGGATTGTCTCGTGCTTATTTCGTCC
CTTTGGAGGGGTCGGATGGCACGCGTGTCAAGGCCATCGTCGTATGTC
ACAGTGACACCAGCGATTGGGATGTGGATCACTTGGCGTTCCGCACCC
TGAAGATCGATCCGGGAACAGCTTCTGTATGTCACTTCTCCCCAGCGG
ACAATGTGGTTTGGATTCCACATAAAACTACTTAACTACTCTGGCGTCG
ATGAGGGA

AhyBURP

CAATCCGCCCTCACTACAACCGCGTGAGCTGATCCCGGACGAAGATTA
TTGGCAAGCGGTGTGGCCGAACACCCCGATTCCGAACACCCTGAAGG
AGCTGCTGAAACCGGGTGCGCAGGACAGCGAAATCAACGATGTGCCG
ATGAAAGTTGACGATACCCAATACCCGAAGACCTTCTTTTTCGAGCAC
GAACTGTTTCCGGGCAAGAAAATGAACATGAAGTTCAGCAAGATCCC
GTTCGCGCAGCCGTACGGTGTGTATACCTGGGGCAAGGTTATTAAAGA
CCTGGAGAAAGAGAGCTTCACCTTCGAAGATGCGTGCGTGCGTGAGG
CGGGCAAGGGCGAAGACAAATACTGCGCGAAGAGCCTGAGCACCCTG
ATCGGTTTCGCGGTTAGCAAGCTGGGCAAAAACATTCAGCCGTTCAGC
AGCAGCTTCCTGGACAAACAAACCGATTATACCATCGAGGGTGTGCAC
AACCTGGGCGATAAGGCGGTTATGTGCCACCGTCTGAACTTTCAGAGC
ACCGTTTTCTACTGCCACGAAATCCACGGCACCACCGCGTATATGGTGC
CGATGGTTGCGGCGGATGGCCGTCGTACCCAAGCGCTGGCGGTGTGCC
ACCACGATACCAGCGGTATGAACGCGGAAGTGCTGTACGAAATGCTGA
AGATTAAACCGGGCACCGAGACCGCGTGCCACTTCCTGGGCAACAAG
GCGGTGATGTGGGTTCCGAACATGGCGGTGAACAGCGTTTATAACAAC
GCGAACATGGCGAGCTAACTACTCTGGCGTCGATGAGGGA

SkrBURP-[IxVLFYPSY]

CAATCCGCCCTCACTACAACCGATTGAGCGTGTTCATAGTGCCAAGGA
AGGCGTTTCTGAAGCAATGAATGATCAGGGGCATCCTACCATTGCCAA
CAAAGCCGTTCCTGCATCAGTCGAGGATCCAAGCCAAGCTGATGCCGA
TAACGTTTTATTCTATCCGAGCTATGCTGCCAGACCTAAGGCTCCAAGT
ACCATGGATCACGATGCTACACACAATGCAGCACAAAACATGCATCAC
CAGAAAGGAGCACTCCTCTTCTTCAGAATGAATACACTAAAGGTTGGT
GGTGAAGTAGTTATACCCTCACTAGCAAGCCATGCTCTTGGTGGACGA
AAGCTGATGACTCCAAGACTAGAGGCCATGCTTGGAAGCATGGAATTG
CCTCGGCTTCTCTCAGTTTTGAAGATTCCTCTAGACTCTACACTCGCTC
GCAAAAGCAAGACCAACTTAGGGAACTGCCGATCTCCACCTTTACAA
GGAGAGAAAAAGGCTTGCGTCTCCTCAATTAGAAGCATGACAAACTTT
GCACGTTCCGTCTTGGAAGACAAGAAGCCCCTCGAACATCTTAATCCC
TCCCGTCCGGTGTCTTCTCCAGAGCATTTTAAGATAATGGACGTGAAA
GTGGTCACTGAGAACTCCGTGGTCACATGTCATCCTATGGTGTTCCCCT
ATGCTCTTTACATGTGCCACTTCGTTCCCAAGAGTGTCCCCATCAAAGT
CACCTTGCAGGACGATCACGACAAACTTGTTGTAGTACCTGTCATGTG
CCATATGGACACGTCTGAGTTCGACCCCTCCCACCTCTCGTTCAAAATC
CTTAACACAAAACCTGGGGAAGCAGAAATGTGTCACTGGATGCCCAA
CTCCCATATCATGTGGTACACTTCGGACGGAAAGACGCGCGATGTTCTT
TGACTACTCTGGCGTCGATGAGGGA
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2. pielikums. BURP klon&Sanas praimeri.

Klongjamais Praimeru sekvences
BURP
konstrukts
CcaBURPI1 F:GAAAACCTGTACTTCCAGGGCGCTTTACCAGCTGAGCTTTACTGGA
R:CACTATAGAATACTCAAGCTTAAGTAGTTTTATGTGGAATCCAAACCACA
CcaBURP2 F:GAAAACCTGTACTTCCAGGGTGATTTAAACTCCCAGTTACTGGTTTGGC
CcaBURP3 F:GAAAACCTGTACTTCCAGGGCGACGATAGCGGGAAATTCCTGT
AhyBURP1 F: GAAAACCTGTACTTCCAGGGCCGTGAGCTGATCCCGGAC
R: CACTATAGAATACTCAAGCTTAGCTCGCCATGTTCGCGT
AhyBURP2 F:GAAAACCTGTACTTCCAGGGCGACGATACCCAATACCCGAAGACC
SkrBURP1 F:GAAAACCTGTACTTCCAGGGCATTGAGCGTGTTCATAGTGCCA
R: CACTATAGAATACTCAAGCTTAAAGAACATCGCGCGTCTTTC
SkrBURP2 F:GAAAACCTGTACTTCCAGGGCGCCGATAACGTTTTATTCTATCCGAG
SkrBURP3 F:GAAAACCTGTACTTCCAGGGCCACCAGAAAGGAGCACTCCTC
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3. pielikums. Peptidu klon&Sanas praimeri.

Peptida
izcelsmes
BURP

Klonéjamais peptids

Praimeru sekvences

CcaBURP

QLLVW

F:GAAAACCTGTACTTCCAGCAGCTGCTGGT
R:CACTATAGAATACTCAAGCTTACCACACCAGCAGCTGCT
GGAA

LNSQLLVWR

F:GAAAACCTGTACTTCCAGCTGAACAGC
R:CACTATAGAATACTCAAGCTTAGCGCCACACCAGCAGCT
GGCTGTTCAGCTGGAAGTACA

LNSQLLTWR

F:GAAAACCTGTACTTCCAGCTGAACAGC
R:CACTATAGAATACTCAAGCTTAGCGCCAGGTCAGCAGCT
GGCTGTTCAGCTGGAAGTACA

LNSQLLAVWR

F:GAAAACCTGTACTTCCAGCTGAACAGCCAG
R:CACTATAGAATACTCAAGCTTAGCGCCACACCGCCAGCA
GCTGGCTGTTCAGCTGGAAG

NSQLLANVWR

F:GAAAACCTGTACTTCCAGAACAGCCAGCT
R:CACTATAGAATACTCAAGCTTAGCGCCACACGTTCGCCA
GCAGCTGGCTGTTCTGGAAGT

SkrBURP

ADNVLFPSYAAR

F:GAAAACCTGTACTTCCAGGCGGATAACGTGCTGT
R:CACTATAGAATACTCAAGCTTAGCGCGCCGCATAGCTCG
GAAACAGCACGTTATCCGCCT

ADNVLFYPSYAAR

F:GAAAACCTGTACTTCCAGGCGGATAACGTGCTGTTTTAT
CcC
R:CACTATAGAATACTCAAGCTTAGCGCGCCGCATAGCTCG
GATAAAACAGCACGTTATCCG

ADNVLFYPASYAAR

F:GAAAACCTGTACTTCCAGGCGGATAACGTGCTGTTTTAT
CCGG
R:CACTATAGAATACTCAAGCTTAGCGCGCCGCATAGCTCG
CCGGATAAAACAGCACGTTAT

ADNVLAFYAPSYAAR

F:GAAAACCTGTACTTCCAGGCGGATAACGTGCTGGCGTTT
TATGC
R:CACTATAGAATACTCAAGCTTAGCGCGCCGCATAGCTCG
GCGCATAAAACGCCAGCACG

AhyBURP

QPYGVYTW

F:GAAAACCTGTACTTCCAGCAGCCG
R:CACTATAGAATACTCAAGCTTACCAGGTATACACGCCAT
ACGGCTGCTGGAAGTACAG

IPFAQPYGVYTWGK

F:GAAAACCTGTACTTCCAGATTCCGTTTGCGCAGCCGTAT
R:CACTATAGAATACTCAAGCTTATTTGCCCCAGGTATACA
CGCCATACGGCTGCGCAAACG

IPFAQPYGVYPWGK

F:GAAAACCTGTACTTCCAGATTCCGTTTGCGCAGCCGTAT
R:CACTATAGAATACTCAAGCTTATTTGCCCCACGGATACA
CGCCATACGGCTGCGCAAACG
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4. pielikums. CcaBURP2 bezsiinu sint€zes reakciju sastavs.

Aminoskabju mikstiira Tilpums, pL

50 mM {ident $kistosas aa (15 mM) 236.25

50 mM skabg skistosas aa (15 mM) 236.25

50 mM baziska vidé skistosas aa (15 mM) 236.25

d. H,O 78.75

Kopa, pLL 787.5

10 x reakcijas mikstira Tilpums, pL

25 mM katrs INTP (0.8 mM) 386.40

2.0 M HEPES (55 mM) 332.06

100 mM ATP (1.2 mM) 144.90

10 mM Folinskabe (68 uM) 82.11

100 mM cAMP (0.64 mM) 77.28

500 mM DTT (1.7 mM) 41.06

9.2 M NH4OAc (27.5 mM) 36.09

d. H,O 107.60

Kopa (izmanto iek$€ja un areja

buferskiduma) 1207.50

Master mix TIek3@jais Arégjais

10 x reakcijas mikstiira 110.00 1000.00

1M kreatina fosfats ( 80 mM) 88.00 800.00

Aminoskabju mikstiira 73.33 666.67

4 M KGlu (208 mM) 57.20 520.00

1 M Mg(OAc),

(15 mM ieksgja; 19.3 mM argja) 16.50 193.00

17.5 mg/ml tRNS (0.175 mg/ml) 11.00 0.00

10 mg/ml kreatina kinaze (250 ug/ml) 27.50 0.00

Kopéjais 383.53 3179.67
Argjo buferskidumu atskaida Iidz 10 mL
Aréja bufer§kiduma pH notitré lidz pH 7.5

Vienai reakcijai |Tilpums, pL
Master mix 348.7
S30 ekstrakts 250.00
DNA (480 ng/pL) 20.83
d. H,O 380.50
Kopa 1000
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5. pielikums. Proteinu un peptidu attiriSanas buferskidumi.

BuferSkiduma nosaukums | Sastavs
BURP proteinu attirisana bez refoldeéSanas
Ni afinitates hrom. buferskidums A 50 mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl, 25 mM

imidazols, 10 mM beta-merkaptoetanols,
10% glicerins

Ni afinitates hrom. buferskidums B 50 mM Tris pH 8.0, 500 mM NaCl,
250 mM imidazols, 10 mM beta-
merkaptoetanols, 10% glicerins

TEV skelsanas buferskidums 50 mM Tris pH 8.0, 100 mM NaCl, 1 mM
DTT, 10% glicerins
Gelfiltracijas buferskidums 20 mM Na citrats pH 7.0, 300 mM NacCl,

10 mM, 10% glicerins

BURP proteinu refoldé§ana ar strauju atSkaidiSanu

Refoldesanas Ni afinitates hrom. 50 mM Tris, pH 8.0, 500 mM NacCl,
buferskidums A 20 mM imidazols, 8 M urinviela
Refoldésanas N1 afinitates hrom. 50 mM Tris, pH 8.0, 500 mM NacCl, 500
buferskidums B mM imidazols, 8 M urinviela
Refoldesanas buferskidums 50 mM Tris, pH 8.0, 500 mM NacCl, 0.5 M

L-arginins, 3 mM reducéts glutations, 0.3
mM oksidets glutations, 10% glicerins

Jonapmainas hrom. bufer§kidums A 20 mM Tris pH 8.0, 10 mM NaCl
Jonapmainas hrom. buferskidums B 20 mM Tris pH 8.0, 1.0 M NaCl
BURP proteinu refoldéSana ar pakapenisku dializi
Refoldesanas Ni afinitates hrom. 50 mM Tris, pH 8.0, 500 mM NacCl,
buferskidums A 20 mM imidazols, 8 M urinviela
Refoldésanas N1 afinitates hrom. 50 mM Tris, pH 8.0, 500 mM NacCl, 500
buferskidums B mM imidazols, 8 M urinviela

Refoldesanas dializes buferskidums C 50 mM Tris, pH 8.0, 500 mM NaCl, 10 mM
beta-merkaptoetanols, 4 M urinviela

Refoldgésanas dializes buferskidums D 50 mM Tris, pH 8.0, 500 mM NaCl, 10 mM
beta-merkaptoetanols, 2 M urinviela

Refoldeésanas dializes buferskidums E 50 mM Tris, pH 8.0, 500 mM NaCl, 10 mM
beta-merkaptoetanols

Gelfiltracijas buferskidums 20 mM Na citrats pH 7.0, 300 mM NaCl
Peptidu attiriSana
Refoldesanas Ni afinitates hrom. 50 mM Tris, pH 8.0, 300 mM NacCl,
buferskidums A 20 mM imidazols, 8 M urinviela
Refoldésanas N1 afinitates hrom. 50 mM Tris, pH 8.0, 300 mM NacCl, 500
buferskidums B mM imidazols, 8 M urinviela
Refoldésanas dializes buferskidums 50 mM Tris, pH 8.0, 300 mM NacCl, 2 mM
DTT
Gelfiltracijas buferskidums 20 mM Na citrats pH 7.0, 300 mM NaCl
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6. pielikums. E. coli SHuffle AhyBURP2 proteina gelfiltracijas hromatogramma.
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