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KOPSAVILKUMS 

Katru gadu miljoniem cilvēku zaudē dzīvību no infekciozo 

aģentu izraisītām slimībām. Dažas no tām kā COVID-19 ir radušās tikai 

pēdējo gadu laikā, turpretī citas kā Laima slimība, transmisīvās sūkļveida 

encefalopātijas (TSE) un Ebola pastāv jau ilgu laiku un pret tām vēl 

joprojām nav izdevies izveidot ārstniecības līdzekļus. Svarīga loma šo 

slimību izraisošo infekciozo aģentu izdzīvošanā un izplatībā ir 

proteīniem, kas mijiedarbojas ar to saimniekorganisma iekšējo vidi. Lai 

gan pēdējo gadu laikā strukturālās bioloģijas jomā ir novērots liels 

progress un ātrums, ar kādu spējam noteikt proteīnu struktūras, ir 

ievērojami uzlabojies, mūsu izpratne par šo proteīnu struktūrām un 

funkcijām joprojām ir ierobežota. 

Šī promocijas darba  mērķis ir izpētīt proteīnus, kas regulē 

infekcijas aģentu mijiedarbību ar samniekorganisma iekšējo vidi. Lai 

sasniegtu šo mērķi, tika pētīti trīs proteīni no diviem atšķirīgiem 

infekciozajiem aģentiem, izmantojot kodolu magnētisko rezonansi 

(KMR). Divi no tiem ir Laimas slimību izraisošās baktērijas Borrelia 

burgdorferi ārējās virsmas lipoproteīni (AVP), BBP28 un BBA03 un 

viens ir prionu proteīns (PrP), kura nepareiza salocīšanās fibrillās 

zīdītājos izraisa TSE.  

Mūsu pētījumi liecina, ka abi B. burgdorferi proteīni ir strukturāli 

homologi – BBA03 sastāv no nestrukturēta peptīda, kam seko septiņu α-

spirāļu saišķis, bet BBP28, salīdzinot ar BBA03, nav trešās α-spirāles, un 

pēdējā α-spirāle ir aizvietota ar nestrukturētu cilpu, kas pie strukturētās 

proteīna daļas saistīta ar disulfīda saiti. Abu struktūru dziļāka izpēte 

parāda, ka BBA03 struktūrā ir hidrofoba pora, savukārt BBP28, kad tas 

tiek reducēts, uz  virsmas atklājas hidrofobas aminoskābes. Ņemot vērā, 

ka abiem proteīniem ir novērojama līdzība ar palmitīnskābi saistošu 

proteīnu BTA121, abi varētu pildīt lipīdu saistīšanas funkciju, kam ir 

ievērojama nozīme B. burgdorferi izdzīvošanai saimniekorganismā.  

 Pētījuma rezultāti, kurā tika pētīts saīsināts peles priona proteīna 

variants no 89. līdz 230. aminoskābei (MoPrP(89-230)), norāda, ka 

atkarībā no in vitro fibrillizācijas apstākļos esošā jonu spēka veidotajām 

prionu fibrillām var atšķirties to struktūras. Iegūtie rezultāti liecina, ka 

fibrillām, kas veidotas apstākļos ar ievērojami atšķirīgu jonu spēku no 

fizioloģiskā diapazona, ir mazāka fizioloģiskā nozīme. 

Atslēgvārdi: infekcijas aģents, Laimas slimība, transmisīvā 

sūkļveida encefalopātija, Borrelia burgdorferi, prions.   
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DARBĀ IZMANTOTIE SAĪSINĀJUMI 

AVP – ārējās virsmas proteīns 

B. burgdorferi – Borrelia burgdorferi 

BMC – Latvijas Biomedicīnas pētījumu un studiju centrs 

cp – cirkulāra plazmīda 

DNS – dezoksiribonukleīnskābe  

DSS – 4,4-dimetil-4-silapentān-1-sulfonskābe 

EDTA – etilēndiamīntetraetiķskābe 

GdnHCl – guanidīna hidrohlorīds 

ID – identitāte 

IPTG – izopropil-β-D-tiogalaktozīds 

KMR – kodolu magnētiskā rezonanse 

LB – Luria-Bertani barotne 

lp – lineāra plazmīda  

M. musculus – Mus musculus 

Mlp – multi-lipoproteīns 

MoPrP(89-230) – peles priona proteīns no 89. līdz 230. aminoskābei 

OD600 – parauga optiskais blīvums, ko mēra pie viļņa garuma 600 nm 

ppm  – miljonās daļas (parts per million) 

PrP – priona proteīns 

PrPC – iekššūnas, šķīstošs priona proteīns 

PrPSc – infekciozi priona proteīna agregāti 

RMSD – vidējā kvadrātiskā novirze (root mean square deviation) 

ROS – reaktīvā skābekļa formas (reactive oxygen species) 

SDS-PAGE  – nātrija dodecilsulfāta poliakrilamīda gēla elektroforēze 

TAE buferis – Tris-acetāta-EDTA buferis 

TSE – transmisīvā sūkļveida encefalopātija  

wt – wild type 

xg – relatīvais centrbēdzes spēks 

ΔBBA03 – B. burgdorferi ar BBA03 delēciju 
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IEVADS 

Infekciozie aģenti izmanto tiešu (caur ādu) vai netiešu (caur 

ēdienu/ūdeni) kontaktu, lai pārvietotos starp saimniekorganismiem, kam 

tie spēj izraisīt postošas, līdz pat letālas slimības. Daži no literatūrā 

visplašāk aprakstītajiem infekciozajiem aģentiem ir sēne, Yersinia pestis, 

kas izraisa buboņu mēri (Barbieri et al., 2020), Plasmodium vienšūnu 

eikarioti, kas izraisa malāriju (Phillips et al., 2017), Borrelia burgdorferi 

baktērija, kas izraisa Laimas slimību (Bobe et al., 2021) un prionu 

proteīnu agregāti (PrPSc), kuri izraisa TSE (Zhu and Aguzzi, 2021). 

Svarīga loma infekciozo aģentu dzīves ciklā un izplatībā ir 

proteīniem, it sevišķi tiem, kas mijiedarbojas ar saimniekorganismu 

iekšējo vidi. Piemēram, Laimas slimības baktērijai B. burgdorferi, AVP 

ļauj izdzīvot divās atšķirīgās vidēs, ērcēs un zīdītāja organismā (Kenedy 

et al., 2012). Priona proteīna izraisītās TSE slimībās, PrPSc mijiedarbība 

ar saimniekorganismu spēlē lielu lomu patoģenēzē (Imran and Mahmood, 

2011). Neskatoties uz plašajiem pētījumiem, kas veikti, lai analizētu B. 

burgdorferi AVP un PrPSc, mūsu zināšanas par to mijiedarbību ar 

attiecīgajiem saimniekiem un to ietekmi uz slimības progresu joprojām ir 

nepilnīgas. 

Promocijas darba mērķis izpētīt proteīnus, kas regulē infekcijas 

aģentu mijiedarbību ar samniekorganisma iekšējo vidi. Mērķa 

sasniegšanai tika pētīti trīs proteīni no diviem patogēniem un izvirzīti 

sekojoši uzdevumi: 

1) Noteikt divu B. burgdorferi ārējās virsmas proteīnu, BBP28 

un BBA03, struktūras, izmantojot kodolu magnētiskās rezonanses 

(KMR) spektroskopiju; 

2) Veikt iegūto struktūru detalizētu analīzi, lai izvirzītu hipotēzes 

par pētīto proteīnu funkcijām un pārbaudītu šīs hipotēzes; 

3) Iegūt augstas izšķirtspējas cietvielu KMR spektrus Mus 

musculus priona proteīna fibrillām, kas in vitro veidotas atšķirīgos 

agregācijas apstākļos; 

4) Analizēt iegūtos datus un noteikt, kā agregācijas apstākļi 

ietekmē prionu proteīna fibrillu struktūru.  
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1. TEORĒTISKAIS PAMATOJUMS 

1.1. Laimas slimība 

Pirmo reizi Laimas slimība jeb Laimas boreloze tika reģistrēta 

1970. gados, kad Laimā, Konetikutā vairākiem cilvēkiem tika 

diagnosticētas reimatoīdas, artrītam līdzīgas pazīmes (Steere et al., 1977). 

Mūsdienās Laimas slimība ir viena no izplatītākajām ar ērces vektoru 

pārnestajām slimībām ziemeļu puslodē. Katru gadu ASV un Eiropā tiek 

diagnosticēti ap 476 000 un 200 000 jauni slimības gadījumi (Kugeler et 

al., 2021; Marques et al., 2021).  

Pirmajās piecās līdz septiņās dienās pēc ērces koduma, 70% 

Laimas slimības slimnieku parādās viens no visvieglāk atpazīstamajiem 

simptomiem, dedzinošs, niezošs ādas iekaisums, ko sauc par erythema 

migrans. Citi agrīnie simptomi ietver drudzi, galvassāpes un nogurumu. 

Ja agrīnajās stadijās Laimas slimību nesāk ārstēt ar antibiotikām, infekcija 

var izplatīties pa ķermeni un veicināt smagāku simptomu izveidi kā Bella 

paralīzi, artrītu, sirdsklauves, nervu sāpes u.c. (Skar and Simonsen, 2022). 

1.2. Borrelia burgdorferi 

Šobrīd ir noskaidrots, ka Laimas slimību var izraisīt vairāk kā 20 

dažādas Borrelia ģints baktērijas, no kurām visbiežāk pētītā ir B. 

burgdorferi (Chaconas et al., 2020). Lai tā spētu izdzīvot zīdītāja 

organismā, B. burgdorferi virsma ir pārklāta ar vairākiem AVP, no 

kuriem katram ir specifiska funkcija. Daži no tiem, kā CspA saista 

komplementa sistēmas faktorus un tādējādi veicina B. burgdorferi 

izvairīšanos no komplimenta sistēmas izraisītas līzes (Haupt et al., 2007). 

Citi, kā OspA un OspB veicina tās piesaisti ērcēs (Becker et al., 2005). 

Līdz ar B. burgdorferi limitēto metabolisko kapacitāti, AVP tai arī 

nodrošina barības vielu un citu metabolītu uzņemšanu no zīdītāja 

organisma (Groshong et al., 2017). Viens no metabolītiem, kura izveidei 

B. burgdorferi nav nepieciešamo biosintēzes gēnu, ir lipīdi. Tā kā lipīdu 

nepiesātinātās formas infekcijas laikā tiek pakļautas oksidācijai no 

neitrofīlu izdalītajām reaktīvā skābekļa formām (ROS) (Brisson et al., 

2012), B. burgdorferi genomā vajadzētu būt lipīdus saistošiem AVP. 

Neskatoties uz to, pagaidām neviens lipīdus saistošs AVP B. burgdorferi 

genomā nav identificēts.   

Salīdzinot ar citām baktērijām, B. burgdorferi ir savdabīgs 

genoms, kas sastāv no 950 kb lielas, lineāras hromosomas un vairākām 

variablām lineārām (lp) un cirkulārām plazmīdām (cp) (Brisson et al., 
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2012). No plazmīdām, liela uzmanība zinātnieku aprindās ir pievērsta 

cp32. Tās B. burgodrferi genomā atšķirībā no sugas var būt dažādā skaitā 

un dažas spēj izveidot λ-fāgam līdzīgas ϕBB-1 bakteriofāgu daļiņas 

(Eggers et al., 2001; Brisson et al., 2012). Uz cp32 plazmīdām ir trīs 

variabli reģioni. Viens kodē ParA un BpaB proteīnus, kas ļauj vairākām 

cp32 plazmīdām atrasties vienā B. burgdorferi baktērijā (Stevenson and 

Brissette, 2022). Pārējie divi reģioni kodē virsmas lipoproteīnus no Mlp 

(multi-lipoproteīnu) un OspE analogu, erp saimēm. Kamēr Erp 

proteīniem ir zināmas vairākas funkcijas, kas palīdz B. burgdorferi 

izdzīvot zīdītājos (Alitalo et al., 2002; Brissette et al., 2009; Lin et al., 

2015, 2020), Mlp saimes proteīnu funkcijas vēl nav zināmas.  

Pēc to molmasas, sekvences homoloģijas un antivielu reakcijas, 

Mlp proteīnus var iedalīt divās grupās – I tipa un II tipa Mlp proteīnos 

(Porcella et al., 2000). In vitro eksperimentos noskaidrots, ka to ekspresija 

palielinās 37 °C salīdzinot ar 25 °C, pie pH 7 salīdzinot ar pH 8 un 

paaugstinātā šūnu blīvumā (Yang et al., 2003). Pētījumā, kurā, izmantojot 

šķelšanu ar proteāzi K (PK), tika pētīta lipoproteīnu atrašanās uz B. 

burgdorferi dubultās membrānas, tika noskaidrots, ka, lai gan Mlp saimes 

locekļi galvenokārt atrodas uz baktērijas virsmas, neliels daudzums tiek 

vai nu paslēpts no PK šķelšanas, vai arī atrodas periplazmā (Dowdell et 

al., 2017). Mlp proteīnu funkcionālos pētījumos ir noskaidrots, ka B. 

garinii Mlp I tipa proteīns saista smadzeņu mirovaskulārā endotēlija 

šūnas (Tkáčová et al., 2020). Meklējot jaunus vakcīnu kandidātus, Xu un 

kolēģi pārbaudīja 90 dažādu B. burgdorferi lipoproteīnu spēju saistīt 

antivielas vēlās Laimas slimības pacientu asins serumos. Šajā pētījumā 

tikai viens Mlp saimes II tipa proteīns, BBP28, saistīja antivielas visos 13 

pārbaudītajos serumos un tikai 28 proteīni, kuru skaitā ir visi seši tipa II 

Mlp proteīni, veidoja imūno atbildi vismaz septiņos asins serumos. 

Jāpiebilst, ka visu Mlp veidotās antivielu atbildes tika konstatētas ar 

relatīvi vāju intensitāti (Xu et al., 2008). 

B. burgdorferi attīstībā, tās genomā ir norisinājušās vairākas 

nozīmīgas izmaiņas. Viena no tām ir lp54 plazmīdas izveide, cp32 

plazmīdai integrējoties lp54 prekursorā. Līdz ar rekombināciju, lp54 

plazmīdā ir arī atrodams Mlp II tipa homologs proteīns, BBA03 (Casjens 

et al., 2002). Lai gan šobrīd nav zināma precīza BBA03 funkcija, no 

BBA03 delēcijas mutantu (ΔBBA03) pētījumiem zināms, ka salīdzinot to 

ar wild type (wt) celmu, ΔBBA03 veido difūzākas, par divām dienām 

ilgāk augošas kolonijas. Inficējot peles ar ērcēm, kas satur wt un 

ΔBBA03, wt ir novērojama konkurētspējas priekšrocība, kas neuzrādās 

izmantojot šļirces injekciju. PK testos BBA03 netiek sašķelts un tas 
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veicina vāju aizsardzību pret infekciju imunizācijas testos (Bestor et al., 

2012).  

1.3. Transmisīvā sūkļveida encefalopātija 

Agrīnajos pētījumos tika pieņemts, ka līdz ar TSE pārnesi starp 

indivīdiem un ilgo inkubācijas periodu no infekcijas līdz simptomu 

iestāšanās brīdim, prionu proteīna izraisītās slimības infekcijas aģents ir 

"lēni vīrusi" (Prusiner, 1998). Mūsdienās, plaši pieņemta ir tikai-prionu 

hipotēze, kurā uzskata, ka vienīgais TSE cēlonis ir iekššūnas šķīstošā 

priona proteīna (PrPC) nepareiza salocīšanās fibrillāros agregātos (PrPSc) 

(Pastore and Zagari, 2007). Atkarībā no ārējās vides apstākļiem, 

aminoskābju sekvences mainības un pēc-translācijas modifikācijām PrPC 

var veidot dažādus PrPSc celmus, kuru uzkrāšanās saimniekorganismā 

veicina atšķirīgu TSE izpausmi (Solforosi et al., 2013). Šie celmi viens 

no otra atšķiras ar  inkubācijas periodu, PrPSc bioķīmisko profilu 

(elektroforētiskās mobilitātes un glikoformu attiecības) un sadalījumu 

dažādos smadzeņu reģionos. Lai gan visām TSE slimībām ir atšķirīgi 

simptomi, šīm slimībām kopīgs ir tas, ka letāls iznākums ir nenorvēršams 

(Pastore and Zagari, 2007; Imran and Mahmood, 2011). Viena no plašāk 

sabiedrībā pazīstamajām TSE ir liellopu sūkļveida encefalopātija, kuras 

izplatība Lielbritānijā starp 1985. un 2015. gadu caur PrPSc inficētu barību 

veicināja 185 000 liellopu nāvi (Casalone and Hope, 2018). Cilvēkos 

izplatītākā TSE ir Kreicfelda-Jakoba slimība, kuru var izraisīt ģenētiskās 

mutācijas priona proteīna PRNP gēnā, PrPSc pārnese medicīnisku 

procedūru laikā, liellopu ar sūkļveida encefalopātiju izmantošana barībā 

un spontāna slimības izpausme bez zināma iemesla (Head and Ironside, 

2012). Citu vērā ņemamu TSE skaitā ir Kuru, kas agrāk bija plaši izplatīta  

Fore cilts ietvaros, Papua - Jaungvinejā (Whitfield et al., 2008), un 

dominanti iedzimtā Gerstmana-Štrauslera-Šeinkera slimība (Collins et 

al., 2001).  

1.4. Priona proteīns 

PrPC ir  augsti konservatīvs, vairākos audu tipos ekspresēts 

glikoproteīns, kam lielākā ekspresija novērota centrālās un perifērās 

nervu sistēmas neironos (Stahl, 1987; Bendheim et al., 1992). Ir pierādīts, 

ka tas ir saistīts ar vairākām fizioloģiskām funkcijām, kā neiroģenēzi, 

neirālo homeostāzi, šūnu signālu pārnesi, šūnu adhēziju un tam ir 

aizsargājoša loma pret stresu (Legname, 2017). Salīdzinot ar PrPC, kam 

ir α-spirālēm bagāta struktūra, tā infekciozā formai, PrPSc ir β-plāksnēm 
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bagāta, lielākoties fibrillāra forma kam ir zema šķīdība deterģentos un 

augsta izturība pret proteolīzi. PrPSc fibrillāro agregātu saskare ar PrPC 

veicina tā turpmāku pārveidi infekciozu PrPSc agregātu stāvoklī, kas 

attiecīgi var turpināt iesākto ķēdes reakciju saskarē ar jaunām PrPC 

molekulām (Pan et al., 1993). 

TSE pārnesi starp īpatņiem nereti ietekmē parādība, ko sauc par 

starp sugu barjeru. Tās rezultātā, sugām ar atšķirīgām fizioloģiskām 

īpašībām, dažādām PrP sekvencēm un dažādiem iespējamajiem PrPSc 

celmiem ir vājāka slimības pārnese, kā starp vienas sugas īpatņiem (Peden 

et al., 2021). Pētījumi liecina, ka šīs barjeras izpausmi izteikti ietekmē 

cilpa PrPC proteīnā starp tā otro β-virkni un otro α-spirāli, jeb starp 170. 

un 174. aminoskābes atlikumu. Tās ietvaros ir novērojamas vairākas 

aminoskābes, kas atšķiras salīdzinot dažādu sugu PrP proteīnus un 

tādējādi, kā pierādīts ar šķīdumu KMR, izmaina cilpas konformāciju 

(Baral et al., 2019; Šulskis et al., 2023). Tikai dažu aminoskābju atlikumu 

izmaiņas šajā reģionā, kas palielina cilpas stingrību peles PrPC proteīnā, 

palielina tā noturību pret anormālu salocīšanos saskarē ar PrPSc saturošām 

smadzeņu suspensijām (Sigurdson et al., 2010). 

Pēdējos gados ir publicēti vairāki in vitro pētījumi, kuros pētīta 

PrPSc fibrillu veidošanos. Lai gan šajos pētījumos nav izdevies pilnībā 

atkārtot  PrPSc izveidi, kā tā norisinās in vivo apstākļos, dažos ir iegūti 

infekciozi prionu agregāti, kamēr citos izdevies iegūt pietiekami 

homogēnus paraugus to struktūras un kinētikas analīzēm (Ryou and 

Mays, 2008). Lai inducētu stabilā PrPC šķīstošā proteīna fibrillizāciju, tas 

tiek ievietots vidē, kas izjauc tā struktūrā esošās kovalentās saites. Šie 

aģenti ietver augstu temperatūru, zemu vides pH, denaturējošos aģentus, 

ribonukleīnskābes, saīsinātu prionu variantus u.c. (Cobb et al., 2008; Choi 

et al., 2016; Chamachi and Chakrabarty, 2017; Kovachev et al., 2019; 

Ziaunys et al., 2021, 2022; Pauly et al., 2022). Dažādos literatūrā 

atrodamos eksperimentos in vitro fibrillizācija tiek veikta atšķirīgos 

maisīšanas ātrumos, kam bieži, proteīna homogenitātes uzlabošanai, seko 

proteīnu cikliskā fibrillizācijas amplifikācija. Tajā, lai palielinātu fibrillu 

galu skaitu, izveidotais paraugs tiek apstrādātas ar ultraskaņu un atkārtoti 

pārsēts viendabīgāka parauga iegūšanai (Saborio et al., 2001). Minētie in 

vitro fibrillizācijas eksperimenti arī bieži atšķiras ar izmantotā PrPC 

garumu. Dažos izmanto vai nu pilna garuma PrPC proteīnu bez 

signālsekvences, vai tā saīsinātu variantu, kas ietver aminoskābes no 

PrPSc fibrillārā kodola (no 89. līdz 230. aminoskābei). Neatkarīgi no 

izmantotās sekvences, in vitro veidoto fibrillu kodols ir ievērojami īsāks 

kā dabīgajam PrPSc variantam (no aptuveni 160. – 170. līdz 220. – 225. 
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aminoskābei) (Cobb et al., 2007, 2008; Lu et al., 2007). Daži pētījumi 

liecina, ka pat prionu fibrillizāciju veicot identiskos apstākļos, in vitro 

PrPC spēj salocīties vairākās atšķirīgās fibrillārās konformācijās (Ziaunys 

et al., 2020; Sun et al., 2022). 

Pēdējos gados, līdz ar straujo krio-elektronmikroskopijas 

attīstību, ir ievērojami attīstījušies fibrillāro proteīnu strukturālie 

pētījumi. Līdz 2020. gadam bija izveidots tikai viens priona fibrillu 

modelis, kas balstīts uz in vitro veidotu fibrillu elektronu paramagnētiskās 

rezonances datiem (Cobb et al., 2007). Kopš tā laika ir publicētas astoņu 

dažādu priona proteīnu fibrillu krio-elektron mikroskopijas struktūras. No 

tām, piecas ir in vitro veidotām fibrillām (Glynn et al., 2020; Wang et al., 

2020, 2021; Chen et al., 2022; Li et al., 2022), bet trīs no smadzenēm 

izdalītiem paraugiem (Hallinan et al., 2022; Hoyt et al., 2022; Manka et 

al., 2022) (1. attēls).  

 

 

1. attēls. Krio-elektronmikroskopiski noteiktu prionu proteīnu fibrillu struktūru 

šķērsgriezums. Katrs protofilaments fibrillā attēlots izmantojot varavīksnes krāsu shēmu. 

(A), in vitro 2 M GdnHCl, 20 mM tris-HCl, pH 7,4 buferī veidotas wt cilvēka priona 

proteīna fibrillas no 23. līdz 230. aminoskābei (Wang et al., 2020). (B), in vitro 2 M 

GdnHCl, 20 mM tris-HCl, pH 7,4 buferī veidotas cilvēka priona proteīna fibrillas no 23. 

līdz 230. aminoskābei ar E194K mutāciju (Wang et al., 2021). (C), Mesocrietus auratus 

no smadzenēm izdalīts aRML PrPSc celms (Hoyt et al., 2022). (D), Homo sapiens no 

smadzenēm izdalīts Gerstmana-Štrauslera-Šeinkera slimības PrPSc celms (Hallinan et al., 

2022).   
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2. MATERIĀLI UN METODES 

2.1. Plazmīdu veidošana 

B. burgdorferi AVP N-terminālās nestrukturētās aminoskābes no 

plazmīdām tika izņemtas izmantojot Phushion augstas precizitātes DNS 

polimerāzi (Thermo Fisher Scientific) un sekojošos praimerus: 

5’-ataataccatgggccctaaatctaaagaagaacta-3’, 5-’taataatactcgagctattaggacc

cattgc  -3’ priekš BBP28 un 5’-ataccatgggtacacctttagaaaaattagt-3’,  5’- c

agcctcgagctatatagtgtctttaagtttat-3’ priekš BBA03, kuros pasvītrotas ir 

NcoI un XhoI restrikcijas sekvences. Iegūtie produkti, kas kodē tikai 

proteīnu strukturētās daļas aminoskābes tika šķelti izmantojot NcoI un 

XhoI restrikcijas enzīmus un attīrīti, izmantojot 1% agarozes gēla 

elektroforēzi standarta TAE buferī (20 mM etiķskābe, 1mM EDTA, 40 

mM Tris, pH 8). Sašķeltie fragmenti tika izgaismoti gelā ar etidija 

bromīda un ultravioletās gaismas kombināciju un izolēti no gēla 

izmantojot GenJET Gel ekstrahēšanas komplektu (Thermo Fisher 

Scientific) pēc ražotāja norādījumiem. Izolētie fragmenti tika ligēti 

pETm-11 vektorā, kas iegūts no Kalvja Branguļa, Latvijas Biomedicīnas 

Pētījumu un Studiju centrā (BMC). Iegūtā vektora sastāvā ir seši His 

atlikumi proteīna N-terminālā galā. Ligācija tika veikta izmantojot T4 

DNS ligāzi (Thermo Fisher Scientific) pēc ražotāja norādījumiem, mainot 

tikai reakcijas laiku uz 16 h, un temperatūru uz 4 °C. Iegūtās plazmīdas 

tika izmantotas, lai transformētu ķīmiski kompetentas Escherichia coli 

XL-1-blue šūnas, kas tika uzsētas uz Luria-Bertani (LB) agara barotnēm 

ar kanamicīnu (10 g/l NaCl, 10 g/l triptons, 5 g/l rauga ekstrakts, 50 µg/ml 

kanamicīns) un inkubētas 16 h, 37 °C. Atsevišķas, izvēlētas kolonijas ar 

sterilu bakteriālo cilpiņu tika pārnestas uz mēģenēm ar šķidro  LB barotni 

(10 g/l NaCl, 10 g/l triptons, 5 g/l rauga ekstrakts, 50 µg/ml kanamicīns) 

un inkubētas 16 h, 37 °C pie 200 apgriezieniem min. Plazmīdas tika 

izolētas no šķidrajā barotnē audzētajām šūnām, izmantojot GenJET 

plazmīdu ekstrahēšanas komplektu pēc ražotāju norādījumiem. 

Visbeidzot, mutāciju esamība plazmīdās tika pārbaudīta BMC ar Sangera 

sekvencēšanas metodi izmantojot BigDye Terminator v3.1 cikliskās 

sekvencēšanas komplektu (Themo Fisher Scientific) pēc ražotāja 

norādījumiem.  

2.2. Proteīnu ekspresija 

Plazmīdas, kas satur B. burgdorferi AVP, tika transformētas 

izmantojot heat shock metodi BL21(DE)3 Escherichia coli šūnās (New 
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England Biolabs, ASV) un uzsētas uz LB agara platēm ar atbilstošu 

antibiotiku. Pēc 12 – 16 h inkubācijas 37 °C, viena kolonija tika inkulēta 

5 ml nakts kultūras, kas nākamajā rītā tika atšķaidīta 1:1000 proporcijā 

priekš proteīnu ekspresijas testiem. Tajos ekspresija tika inducēta starp 

OD600 0,6 un 0,9, izmantojot dažādas IPTG koncentrācijas (0,05, 0,1, 0,2, 

0,5 vai 1 mM), dažādās temperatūrās (25, 30 vai 37 °C) un ekspresija tika 

veikta atšķirīgos laika periodos (4, 6 vai 16 h). Iegūtie optimālie 

ekspresijas apstākļi tika atkārtoti liela apjoma ekspresijā LB vai M9 

barotnē priekš 15N vai 15N un 13C iezīmēšanas (3 g/l KH2PO4, 12,8 g/l 

Na2HPO4·7H2O, 0,5 g/l NaCl, 2 mM MgSO4, 0,1 mM CaCl2, 1 mM 

tiamīns, mikroelementi, 1 g/l 15NH4Cl, and 2 g/l 13C-glikoze vai 4 g/l 12C-

glikoze). Šūnas tika sedimentētas tās centrifugējot pie 7000 līdz 10 000 

xg 10 min un uzglabātas -20 °C. 

2.3. Proteīnu attīrīšana 

Sedimentētās Escherichia coli šūnas, kas satur B. burgdorferi 

AVP tika izšķīdinātas un sonificētas buferī A (20 mM nātrija fosfāts, pH 

7,5, 300 mM NaCl, 15 mM imidazols) attiecībā 1:10 g/ml. Paraugu 

šķīstošās frakcijas tika atdalītas tās centrifugējot 30 min pie 25 000 xg, 4 

°C un filtrējot caur filtriem ar 0,22 µm poru izmēru. Iegūtie šķīdumi tika 

uznesti uz 5 ml HisTrap kolonām (GE Healthcare), no kurām piesaistītie 

proteīni tika eluēti, izmantojot 30 ml bufera B (20 mM nātrija fosfāts, pH 

7,5, 300 mM NaCl, 300 – 500 mM imidazols) gradientu. Frakcijas, kas 

saturēja vajadzīgo AVP, tika koncentrētas līdz 1 ml, izmantojot 10 kDa 

ultra-centrifugēšanas filtrus (Merck). Lai noņemtu N-terminālo iezīmi no 

AVP, šķīdumam tika pievienota 25 µg/ml tabakas etch vīrusa proteāze un 

paraugi tika inkubēti pa nakti 4 °C. No rīta iegūtais paraugs tika izlaists 

cauri HisTrap kolonai un iekoncentrēts līdz 550 µl KMR buferī (20 mM 

nātrija fosfāts, pH 6,8, 50 mM NaCl). Abu proteīnu attīrīšanas soļi tika 

uzraudzīti, izmantojot SDS-PAGE ar 4–12% Bis-Tris poliakrilamīda gēlu 

(ThermoFisher Scientific), iekrāsojot to ar PageBlueTM  krāsvielu 

(ThermoFisher Scientific). 

2.4. KMR eksperimenti 

1) BBP28 un BBA03 šķīduma KMR eksperimenti 

Šķīdumu KMR eksperimenti tika veikti 298 °K izmantojot 

Varian Unity Inova 600 MHz spektrometru, kas aprīkots ar HCN z-

gradienta kriozondi vai Bruker Avanance III HD 800 MHz spektrometru, 

kas aprīkots ar TXI z-gradienta istabas temperatūras zondi. Pamatķēdes 
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attiecināšanai tika uzņemti 3D HNCA, 3D HNCO, 3D CBCA(CO)HN, 

3D HN(CA)CO un 3D HN(CO)CA spektri.  3D [1H,1H]-NOESY-15N-

HSQC, 3D [1H,1H]-NOESY-13C(alifātisks)-HSQC, 3D [1H,1H]-NOESY-
13C(aromātisks)-HSQC spektri tika uzņemti ar 80 ms relaksācijas laiku. 

Ķīmiskās nobīdes tika attiecinātas iekšēji no ūdens veidotā signāla pie 

4,77 ppm pret DSS. 

Aminoskābju atlikumiem specifiskie proteīna pamatķēdes amīda 
15N KMR R1 un R2 relaksācijas laiki tika aprēķināti no signālu 

intensitātēm 15N-T1 un 15N-T2 (gNT1T2) relaksācijas spektros, izmantojot 

divu parametru eksponenciālās atbilstības modeli programmā relax 4.0.3  

(d’Auvergne and Gooley, 2008a, 2008b; Bieri et al., 2011). Lai iegūtu 

sabrukšanas (decay) līknes, tika izmantotas T1 (10 līdz 2000 ms) un T2 

(10 līdz 250 ms) laika novirzes vērtības. Olbaltumvielu rotācijas 

korelācijas laiks (τc) tika aprēķināts, izmantojot sekojošo vienādojumu: 

𝜏𝑐 ≈
1

4 πv𝑁
√6

𝑇1

𝑇2
− 7  (Kay et al., 1989) (1) 

kur νN ir 15N rezonanses frekvence (Hz), T1 ir spina-režģa un T2 ir spina-

spina relaksācijas vērtības. Dati tika tālāk analizēti, veicot model-free 

analīzi Relax 4.0.3 programmā (d’Auvergne and Gooley, 2008a, 2008b; 

Bieri et al., 2011). 

2) Šķīduma KMR eksperimenti selektīvās MoPrP(89-230) 

neiezīmēšanas efektivitātes pārbaudei 

Šķīdumu KMR eksperimenti tika veikti pie 298 °K temperatūras, 

izmantojot Varian Unity Inova 600 MHz spektrometru, kas aprīkots ar 

HCN z-gradienta kriozondi. Katram selektīvi neiezīmētajam un vienam 

pilnībā iezīmētam paraugam 15N-HSQC spektrs tika uzņemts 1 mM 

koncentrācijā, 200 mM NaCl, 20 mM nātrija fosfāta buferī pie pH 6,8. 

Spektru attiecinājums tika pielāgots no BMRB:16071 datu kopas, 

izmantojot 3D HNCA spektru. Selektīvās neiezīmēšanas efektivitāte tika 

pārbaudīta programmā CARA (Keller, 2004) izmērot uzņemto 15N-

HSQC spektru signālu intensitātes un izdalot katra individuālā signāla 

intensitāti selektīvi neiezīmeto paraugu spektros ar tā paša signāla 

intensitāti pilnībā iezīmētam proteīnam. Visaptverošam skatījumam, datu 

apstrādē tika aprēķināta vidējā neiezīmēšanas efektivitāte katram 

aminoskābes veidam.  

3) MoPrP(89-230) fibrillu cietvielu KMR spektri  

Visi cietvielu KMR spektri tika uzņemti, izmantojot Bruker 

Avance III HD 800 MHz spektrometru, kas aprīkots ar 3,2 mm H/C/N E-
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free maģiskā griešanas leņķa zondi (Bruker, Billerica, MA, ASV). Visiem 

projekta paraugiem tika uzņemti 1D 13C CP, 15N CP, 13C INEPT, 2D 

NCA, NCO, DARR, RFDR un C(HH)C, 3D NCACX, NCOCX, CANCO 

un CONCA spektri. 2D DARR, RFDR un C(HH)C spektru iegūšanas 

laikā maģiskā leņķa griešanas frekvence bija 17 kHz, savukārt citiem 

spektriem tā bija 12,5 kHz. Temperatūras tika iestatīta uz 273 °K. Spektri 

tika apstrādāti ar Bruker Topspin 3.57 programmu un analizēti 

programmā CARA (Keller, 2004).  

2.5. Otrējo ķīmisko nobīžu analīze 

Otrējo ķīmisko nobīžu analīze tika veikta visiem promocijas 

darbā aprakstītajiem proteīniem. Tās laikā no katras proteīnā esošās 

aminoskābes Cα un Cβ ķīmiskās nobīdes tika atņemtas to aminoskābēm 

sagaidāmās otrējās ķīmiskās nobīdes. Iegūtās vērtības tika ievietotas 

formulā: 

Δδ𝑖 =
(ΔC𝛼− ΔC𝛽)+ (ΔC𝛼+1− ΔC𝛽+1)+(ΔC𝛼−1− ΔC𝛽−1)

3
  (2) 

Ja iegūtā Δδ vērtība aminoskābei ir lielāka par 1, tiek pieņemts, 

ka tā ir α-spirāles konformācijā, bet, ja mazāka par 1, β-loksnē. Ja iegūtā 

vērtība ir starp 1 un -1, aminoskābes atlikums nav strukturētā proteīna 

reģionā (Metzler et al., 1993).  

2.6. Trešējās struktūras analīze 

B. burgdorferi AVP Kodolu Overhauzera efekta noteiktās 

augšējās distances robežas starp atomiem tika automātiski iegūtas no 

UNIO ATNOS/CANDID 2.0.2 (Herrmann et al., 2002a, 2002b; Serrano 

et al., 2012). Tās struktūras aprēķinam tika izmantotas kopā ar KMR 

struktūras aprēķina algoritmu CYANA 2.1 (Güntert et al., 1997). 

Aprēķina gaitā tika izmantoti septiņi UNIO ATNOS/CANDID cikli. Tie 

sākās ar 100 nejaušiem konformeriem, kas tika pakļauti simulācijai ar 

10 000 torsijas leņķa molekulārās dinamikas soļiem. No tiem 25 

konformēriem ar viszemākajām CYANA mērķa funkcijas vērtībām tika 

samazināta enerģija ūdens vidē izmantojot programmu CNS (Brunger, 

2007). 

2.7. Ķīmisko nobīžu salīdzināšana 

Atšķirīgu proteīna konformāciju ķīmisko nobīžu salīdzināšana 

ļauj grafiski attēlot atšķirības to ķīmiskajās nobīdēs. BBP28 gadījumā 

atlikumu ķīmiskās nobīdes tika salīdzinātas proteīna oksidētajai un 
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reducētajai formai. Analīzes veikšanai, ūdeņraža un slāpekļa nobīdes tika 

ievietotas sekojošajā formulā: 

Δδ𝑖 =  √(0.1 ∗ ΔN)2 +  ΔH𝑁
2 (Williamson, 2013) (3) 

Iegūtās vērtības, kas ir lielākas par vidējās vērtības un vienas 

standartnovirzes summu, tiek uzskatītas par nozīmīgām.  

Priona proteīnam analīze tika veikta, lai salīdzinātu atšķirīgās 

vidēs veidoto fibrillu paraugus. Standartnovirze tika aprēķināta no visiem 

atomiem, kas attiecināti abās salīdzinātajās struktūrās attiecīgajai 

aminoskābei izmantojot formulu: 

Δδ𝑖 =
 √Δ𝐶𝛼

2
+ √Δ𝐶𝛽

2
+ √Δ𝐶𝛾

2
…

𝑥
 (4) 

kur x ir atomu skaits, kas tika attiecināts abās salīdzinātajās struktūras 

attiecīgajai aminoskābei.  
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3. REZULTĀTI UN DISKUSIJA 

Publikāciju kopas rezultātu un diskusijas sekcija ir sadalīta divās 

daļās. Pirmajā aprakstīti abu pētīto B. burgdorferi ārējās virsmas proteīnu, 

BBA03 un BBP28, pētījumi. Otrajā aprakstīti pētījumi, kuros in vitro 

dažādos apstākļos veidotas prionu proteīnu fibrillas. 

3.1. Borrelia burgdorferi BBP28 un BBA03 

Attīstības gaitā baktērija B. burgdorferi ir pielāgojusies dzīvei 

divās dažādās vidēs, ērces vektorā un zīdītājos. Lai izprastu mehānismu, 

kā tā izdzīvo šajās vidēs un izvairās no zīdītāju imūnās atbildes, vairāki 

pētījumi ir fokusējušies tās AVP, kas veido barjeru starp B. burgdorferi 

membrānu un ārējo vidi. Vēl jo vairāk, šajos pētījumos apskatītie proteīni 

varētu tikt izmantoti kā mērķi vakcīnām pret Laimas slimību un citu 

zāļvielu izstrādei (Kenedy et al., 2012). Šajā darbā, divi B. burgdorferi 

AVP, BBA03 un BBP28, kam ir palielināta ekspresija zīdītāju infekcijas 

laikā, tika pētīti izmantojot KMR.  

Primārie uzņemtie KMR dati un to secīgā otrējo ķīmisko nobīžu 

analīze liecina, ka pirmās 37 BBA03 un 36 BBP28 aminoskābes nav 

strukturētas. Tās proteīniem veic sakabes funkciju, kas piesaista proteīnu 

strukturētās daļas pie B. burgdorferi virsmas. Tā kā abi nestrukturēti 

reģioni ievērojami pasliktina KMR datu kvalitāti, tie tika izņemti no AVP 

kodējošām plazmīdām, izmantojot polimerāzes ķēdes reakciju. Sekojoši, 

saīsinātiem proteīna variantiem tika uzņemti un analizēti pamatķēdes 

attiecināšanas un NOESY spektri, no kuriem tika iegūtas divas definētas 

struktūras ar zemām mērķa funkcijām (7,15 Å2 BBP28 un 9,75 Å2 

BBA03) un labu Ramachandra statistiku kurā abiem proteīniem 94,5% 

no torsijas leņķiem novēra optimāla konformācija. Abiem proteīniem 

spektros tika attiecināti vairāk kā 98% atomu. No KMR datiem iegūtā 

BBP28 struktūra sastāv no piecu α-spirāļu saišķa, pie kā, caur disulfīda 

saiti ir piesaistīta C-termināla izstiepta virkne  (2. attēls). 
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2. attēls. BBP28 un BBA03 struktūru attēlojums. (A) BBA03 un (B) BBP28 

proteīnu strukturētās daļas, attēlotas izmantojot varavīksnes krāsu shēmu. α-spirāles abos 

proteīnos ir numurētas. BBP28 struktūrā, disulfīda saite (DS) ir melna un C-terminālā 

izstieptā virkne (IV) ir sarkana. 

 Salīdzinot BBP28 proteīna sekvenci ar citiem Mlp saimes II tipa 

proteīniem no B. burgdorferi redzams, ka tā signālsekvencei (pirmās 17 

aminoskābes) un sekojošajiem 36 nestrukturētajiem aminoskābju 

atlikumiem ir ievērojama līdzība (3. attēls). Šis novērojums saskan ar 

iepriekšējiem pētījumiem, kuros pierādīts, ka sakabes reģionam un 

signālpeptīdam ir liela nozīme lipoproteīna lokalizācija B. burogdorferi 

membrānā (Chen and Zuckert, 2011). Aminoskābju atlikumu līdzība 

atlikušajā strukturētajā proteīna daļā norāda, ka visu saimes proteīnu 

trešējās struktūras ir vienādas. Izteiktas sekvences atšķirības novērojamas 

tikai izstieptajai virknei, kurā tikai trīs aminoskābju atlikumi, A140, T143 

un C144 kurš veido disulfīda saiti, ir augsti konservēti. Tas liecina, ka 

lielākajai daļai no C-terminālajām aminoskābēm nav jāpaliek 

nemainīgām, lai proteīns saglabātu savu funkciju. 
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3. attēls. Sekvenču salīdzinājums mlp saimes II tipa proteīniem, veidots 

izmantojot Jalview (Waterhouse et al., 2009). Zem salīdzinājuma attēlota BBP28 otrējā 

struktūra, kur α-spirāles ir numurētas un apzīmētas ar cilindriem un izstieptā virkne (IV) 

ir attēlota ar bultu. 

Veicot otrējo ķīmisko nobīžu analīzi reducētam un oksidētam 

BBP28 proteīnam tika noskaidrots, ka tā C-terminālā izstieptā virkne 

reducētā formā ir atsaistījusies no proteīna neizmainot α-spirāļu struktūru 

(4. attēls). Rezultātā, hidrofobās aminoskābes, kas normālos apstākļos 

atrodas proteīna centrālajā daļā, visdrīzāk nonāk uz tā virsmas. 
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4. attēls. Otrējo ķīmisko nobīžu analīze BBP28 (A) oksidētajai un (B) reducētai 

formai. Reģioni, kur ķīmiskās nobīdes atbilst α-spirālei ir zili, β-ķēdei vai izstieptai 

virknei ir sarkani un reģioni bez regulārām struktūrām ir melni. 

Līdzīgi, kā BBP28, tā homologa proteīna  BBA03 struktūra 

sastāv no septiņu α-spirāļu saišķa (2. attēls). Abu iegūto struktūru 

salīdzinājums norāda, ka BBP28 proteīnā, salīdzinot ar BBA03, nav 

trešās α-spirāles, un pēdējā α-spirāle ir aizvietota ar nestrukturētu cilpu, 

kas pie strukturētās proteīna daļas saistīta ar disulfīda saiti. Abu proteīnu 

salīdzināšana izmantojot Dali serveri (Holm, 2020) norāda, ka struktūru 

līdzības indekss (Z-score) ir 7,4, pārklājot to struktūrās 87 aminoskābes 

ir novērojama 2,5 Å vidējā kvadrātiskā novirze (RMSD) un sekvenciāli 

tiem ir 21% identitāte (ID). Salīdzinot BBA03 sekvences starp dažādām 

Borrelia sugām novērojama augsta sekvenciālā līdzība (zemākā novērotā 

identitāte  – 68,6%), kas norāda, ka proteīna funkcijas saglabāšanai 

proteīnam nepieciešams uzturēt nemainīgu sekvenci (dati nav parādīti). 

Izmantojot CASTp programmu (Tian et al., 2018) tika noskaidrots, ka 

starp BBA03 spirālēm atrodas hidrofoba T-formas pora.  

Homologu meklējumos izmantojot Dali serveri (Holm, 2020), 

tika noskaidrots, ka abiem pētītajiem B. burgodrferi AVP strukturāli 

līdzīgi proteīni ir atrodami Pfam54_60 proteīnu saimē, kas nosaukta pēc 

tās proteīnu atrašanās lp54 plazmīdā (1. tabula) (Akopjana and Brangulis, 
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2022). Lai gan starp šiem proteīniem ir novērota ievērojama strukturāla 

līdzība, to sekvencēm ir zema identitāte (vidēji 18%), kas to starpā veido 

ievērojamu funkcionālo daudzveidību. Šāda strukturālā līdzība starp 

funkcionāli atšķirīgiem lipoproteīniem B. burgdorferi genomā, 

iespējams, ir saistīta ar lielu ģenētisko mainību un rekombināciju skaitu 

tās genomā, kā rezultātā ir izveidojušās vairāku paralogu gēnu saimes. 

Līdz ar to, šādu proteīnu funkcijas noteikšana, tikai to struktūras 

salīdzinot ar paralogiem proteīniem, parasti nav iespējama, jo īpaši, ja 

citās baktērijās sekvencei nav homologu. 

1. tabula. BBA03 and BBP28 strukturālā līdzība ar citiem proteīniem no Borrelia ģints. 

*Proteīni no B. burgdorferi Pfam54_60 saimes, vai šīs saimes proteīnu homologi no citām 

Borrelia sugām. 

Turpinot līdzīgu proteīnu meklējumus tika noskaidrots, ka 

tuvākais strukturālais homologs BBA03 un otrais tuvākais homologs 

BBP28 proteīnam ir recidivējošo drudzi izraisošās baktērijas, B. hermsii 

AVP, FhbA. Tam, salīdzinot ar BBA03 un BBP28, ir tikai septiņas 

aminoskābes garš sakabes reģions, kam šķietami vajadzētu palielināt tā 

aizsardzību no imūnās sistēmas atbildes uz B. burgdorferi virsmas 

(Bunikis and Barbour, 1999; Lone and Bankhead, 2020). Funkcionālos 

pētījumos ir noskaidrots, ka uz FhbA virsmas ir komplementa faktoru H 

saistošas hidrofobas aminoskābes, kas ļauj Borrelia baktērijām izvairīties 

no komplementa sistēmas izraisītas līzes (Kogan et al., 2022). Neskatoties 

uz BBA03 un BBP28 līdzību ar FhbA un to, ka arī uz šo abu proteīnu 

virsmām atrodas hidrofobas aminoskābes, ir svarīgi minēt, ka ne BBP28, 

ne BBA03 nav atrodams FhbA proteīnam  līdzīgs aktīvais centrs (5. 

attēls). 

  
BBA03 BBP28 

Nosaukums PDB 

ID 

Z-score RMSD 

(Å) 

ID 

(%) 

Z-score RMSD 

(Å) 

ID 

(%) 

FhbA 6ZH1 12,2 2,1 17 7,5 3,0 16 

BTA121 5VJ4 7,7 2,3 13 7,7 3,2 14 

BGA71* 6FL0 7,0 2,9 12 5,1 3,4 5 
BBA69* 6QO1 6,1 3,2 14 4,8 3,4 5 

CspA* 5A2U 6,1 3,4 11 3,6 3,3 11 

BBE31* 6FZE 5,3 3,1 10 3,5 4,2 9 
BBA64* 4ALY 4,5 3,4 18 3,0 3,9 10 

BBA73* 4B2F 4,1 3,9 12 3,1 4,2 6 
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5. attēls. (A) Uz struktūru salīdzinājuma bāzēts BBA03, BBP28 un FhbA 

sekvenču pārklājums. Tajā α-spirāles ir apvilktas ar noapaļotiem kvadrātiem un izstieptā 

virkne norādīta ar bultu. Aminoskābes, kas FhbA aktīvajā centrā saista komplementa 

faktoru H zem salīdzinājuma norādītas ar zvaigzni. (B) FhbA attēlots izmantojot 

varavīksnes krāsu shēmu. (C) FhbA, kas saistījis komplementa faktoru H (pelēks). Tajā 

aktīvā centra hidrofobās aminoskābes, kas saista faktoru H, ir iekrāsotas rozā krāsā un 

apvilktas ar apli.  

 Otrais tuvākais homologs BBA03 un tuvākais homologs BBP28 

proteīnam ir B. turicatae AVP, BTA121. Tā sakabes reģions ir vairāk kā 

divas reizes garāks, kā tas, kas novērtos BBA03 un BBP28 struktūrās (80 

aminoskābes) (Luo et al., 2017). BTA121 funkcionāla analīze norāda, ka 

in vitro eksperimentos tam ir līdzīga afinitāte pret palminīnskābi, kā 

zināmam palmitīnskābi saistošam proteīnam, tabsilīnam-15 (Wilder et 

al., 2016). Lai gan šī hipotēze netika eksperimentāli pierādīta, Luo un 

līdzautori uzskata, ka BTA121 taukskābes saista hidrofobajos dobumos 

un porās, kas atrodams BTA121 struktūrā (Luo et al., 2017). Neskatoties 

uz to, ka B. burgdorferi pieder pie tās pašas ģints kā B. turicatae un abas 

baktērijas dzīvo ērces un zīdītāju organismos, B. burgdorferi genomā nav 

atrodama BTA121 proteīna sekvence. Salīdzinot BBA03 ar BTA121, tika 
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noskaidrots, ka homologa T-veida pora kā BBA03 ir atrodama arī 

BTA121 struktūrā (6. attēls). 

 
6. attēls. (A) BBA03 un (B) BTA121 attēloti ar varavīksnes krāsu shēmu. T-

formas hidrofobās poras abos proteīnos ir respektīvi gaiši zilā un violetā krāsā.  

Viena no pirmajām zīdītāju organisma reakcijām uz B. 

burgdorferi infekciju ir neitrofilu ROS izdalīšanās infekcijas vietā 

(Boylan et al., 2008). Tā B. burgdorferi izraisa kaitīgu efektu kaskādi, kas 

veicina membrānas nepiesātināto taukskābju oksidāciju. Eksperimentāli 

ir pierādīts, ka samazināts nepiesātināto taukskābju daudzums B. 

burgodrferi membrānā noved pie tās samazinātas plūstamības, kas 

nepieciešama efektīvāki virzībai cauri viskozajai saimniekorganisma 

iekšējai videi (Boylan et al., 2008). Tā kā B. burgdorferi genomā nav 

gēnu, kas ļautu sintezēt savas taukskābes, tām ir nepieciešami proteīni, 

kas ļautu taukskābes saistīt no ārējās vides. Lai gan iepriekšējie pētījumi 

liecina, ka B. burgdorferi ir spējīga caur tiešu saskari un vezikulām no 

ārējās vides iegūt holesterīnu (Crowley et al., 2013), līdz šim tās genomā 

nav identificēti proteīni, kas spētu saistīt hidrofobas molekulas (Brisson 

et al., 2012). Lai gan neviens no pētītajiem Laimas slimības proteīniem 

neuzrādīja saistību ar taukskābēm ( KMR ķīmisko nobīžu salīdzināšanas 

eksperimentos, iegūtie dati nenoliedz pārbaudīto proteīnu spēju saistīt 

citas eksperimentāli nepārbaudītas hidrofobas molekulas. Apskatot 

iegūto lipoproteīnu struktūras, var novērot, ka abas atbilst tādām, kas 

varētu nodrošināt B. burgdorferi piesātināto taukskābju piesaisti. BBA03 

molekulārās dinamikas simulācijās tika noskaidrots, ka tās struktūrā 

esošā T-veida pora, kurai homologa pora atrodama arī BTA121, 
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piesaistīta polinepiesātinātas taukskābes ar augstāku efektivitāti, kā  

piesaistītas. BBP28 proteīna gadījumā, tā C-terminālā cilpa, kas aizsedz 

hidrofobās aminoskābes uz tā virsmas, ir vāja sekvences līdzība starp Mlp 

II tipa saimes pārstāvjiem un tā varētu aizsargāt proteīna konservatīvos 

reģionus no zīdītāju saimnieka imūnsistēmas un/vai nomākt priekšlaicīgu 

proteīnu aktivāciju. Ir vilinoši spekulēt, ka disulfīda saites redukcija Mlp 

II tipa proteīnos varētu notikt kā reakcija uz neitrofilu ROS izdalīšanos 

infekcijas vietā, saskaņojot hidrofobās virsmas atklāšanas laiku ar 

palielinātu nepieciešamību pēc nepiesātinām taukskābēm. Lai gan lielā 

daļā gadījumu B. burgdorferi tiek uzskatīts par ārpus šūnas infekciozo 

aģentu, pētījumi liecina, ka tā var arī būt iekššūnas patogēns (Ma et al., 

1991; Montgomery et al., 1993; Grab et al., 1999; Wu et al., 2011). 

Tādējādi, disulfīdsaites redukciju mlp II tipa proteīnos varētu arī veicināt 

dažādi reducējošie aģenti, kuru intracellulārā koncnetrācija palielinās B. 

burgdorferi infekcijas laikā, tai skaitā glutations, homocisteīns, 

cisteilglicīns un acetilcisteīns (Kerstholt et al., 2018). No šiem 

reducējošiem aģentiem, glutations, kura iekššūnas koncentrācija 

infekcijas laikā palielinās desmit reizes, saistās pie B. burgdorferi 

lipoproteīna, BBE31. Rezultātā šķiet pašsaprotami, ka tam ir svarīga loma 

B. burgdorferi infekcijā (Brangulis et al., 2020).  

3.2. Mus musculus MoPrP(89-230) 

Neskatoties uz to, ka ir veikti vairāki pētījumi, lai izprastu TSE 

un ar tām asociētos simptomus, viens no lielākajiem šķēršļiem preventīvo 

līdzekļu izstrādē ir bijis zināšanu trūkums par precīzu šo slimību 

bioloģisko mehānismu. Šī iemesla dēļ, bieži pētījumos tiek izmantotas no 

in vivo iegūtas vai in vitro sagatavotas prionu proteīnu fibrillas, lai iegūtu 

informāciju par to struktūru, agregācijas kinētiku un īpašībām atkarībā no 

aminoskābju mainības un citiem fibrilizāciju ietekmējošiem faktoriem 

(Cobb et al., 2008; Ziaunys et al., 2021, 2022; Pauly et al., 2022). Ņemot 

vērā prionu fibrillu potenciālu veidot atšķirīgus celmus, šajā izstrādātajā 

pētījumā centāmies noskaidrot, vai fibrillas kas veidotas atšķirīgos vides 

apstākļos var tikt viena ar otru strukturāli salīdzinātas. Mūsu pētījumā, 

trīs MoPrP(89-230) paraugi tika fibrillizēti iepriekš literatūrā minētos, 

atšķirīgos apstākļos (Baskakov et al., 2005; Bocharova et al., 2005; Dutta 

et al., 2013; Milto et al., 2014; Wang et al., 2017; Sneideris et al., 2020). 

Respektīvi, G2 paraugs tika veidots 2 M Guanidīna hidrohlorīdā 

(GdnHCl) ar 50 mM nātrija fosfātu, pH 6,0, G4, 2 M GdnHCl ar 50 mM 
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nātrija fosfātu, pH 6,0 un U3G1, 3 M urīnvielā, 1 M GdnHCl, 1x fosfāta 

buferšķīdumā, pH 7,4. 

Pirmais sagatavotais paraugs priekš cietvielu KMR analīzes tika 

veidots U3G1 fibrillizācijas apstākļos. Līdzīgi kā iepriekš novērots kāmja 

priona proteīna fibrillām (Tycko et al., 2010), spontāni U3G1 apstākļos 

veidotam paraugam tika novērota zema KMR spektru izšķirtspēja. Lai 

uzlabotu iegūtos datus turpmākā darba gaitā, U3G1 apstākļos tika 

izveidots paraugs, kura sagatavei izmantoti seši cikliskās fibrillizācijas 

amplifikācijas soļi. Tam KMR spektros lielākoties tika novērota 

pietiekoši augsta izšķirtspēja otrējo ķīmisko nobīžu analīzes veikšanai (7. 

attēls). Iegūtajos spektros, vienīgie reģioni, kur tika novērota ievērojama 

signālu pārklāšanos ir ar Thr un Val veidotiem signāliem. Lai izvairītos 

no problēmām šo signālu attiecināšanā, tālākā darbā veidotajos U3G1, G2 

un G4 paraugos papildus cikliskajai amplifikācijai, tika selektīvi 

neiezīmēti Thr un Arg aminoskābju atlikumi. 

 
7. attēls. U3G1 apstākļos veidotu MoPrP(89-230) proteīna fibrillu NCO 

spektri (A) spontāni agregātam paraugam un (B) paraugam pēc sešiem fibrilizācijas 

amplifikācijas soļiem. 

No iegūto paraugu cietvielu KMR spektru analīzes var secināt, 

ka visos paraugos, gluži kā iepriekš literatūrā aprakstīts, fibrillārais 

kodols atrodas starp P165 un A224 (8. attēls). Tajos arī novērotas līdzīga 

garuma β-ķēdes, līdzīgas ķīmiskās nobīdes C179 un C214 atlikumiem, 

kas liecina par disulfīdsaites veidošanos un ir redzams α-spirāles motīvs 

starp Y218 un E219, kas norāda uz pagrieziena motīvu pirms pēdējās β-

ķēdes. Tikai vienā paraugā, U3G1, redzams α-spirāles motīvs starp  R208 
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un V209, kas izskaidro ievērojamo atšķirību tā V209 13Cα ķīmiskajai 

nobīdei, salīdzinot ar fibrillām, kas veidotas G2 un G4 apstākļos. 

 
8. attēls. Otrējo struktūru salīdzinājums pētītajām MoPrP(89-230) fibrillām 

(Mo) ar literatūrā atrodamām strukturāli līdzīgām fibrillām no cilvēka priona proteīna 

(Hu). Norādītās MoPrP(89-230) struktūras iegūtas no otrējo ķīmisko nobīžu analīzes. 

Attēlā β-ķēdes ir apvilktas ar bultu, aminoskābju atlikumi ar spirālveida torsijas leņķiem 

ir apvilkti ar noapaļotiem četrstūriem un aminoskābju atlikumi, kam netika noteikta otrējā 

struktūra ir apvilkti ar punktotu līniju. Aminoskābju atlikumi, kas nav attiecināti ir sarkanā 

krāsā, sekvences atšķirības starp peles priona proteīnu un cilvēka priona proteīnu ir zilā 

krāsā, E196K mutācija ir zaļā krāsā un D178N mutācija ir violetā krāsā.  

Salīdzinot iegūto fibrillu struktūras ar citām, literatūrā 

atrodamām, visiem paraugiem vislielākā līdzība novērojama ar wt cilvēka 

priona proteīna fibrillām, kas veidotas 2 M GdnHCl klātbūtnē (9. attēls) 

(Wang et al., 2021). Tomēr, arī šajā salīdzinājumā ievērojamas atšķirības 

redzamas paraugu fibrillāro kodolu N- un C- terminālo galu garumos. Šīs 

fibrillu īpatnības var izskaidrot ar atšķirībām cilvēka un peles priona 

proteīna aminoskābju sekvencēs. Kā aprakstīts darba literatūras sekcijā, 

priona proteīna fibrillārā kodola N- terminālajā galā, starp P165  un S171, 

ir novērojamas lielas aminoskābju variācijas starp sugām, kas veicina 

starpsugu barjeras izveidi. Respektīvi, no iegūtajiem datiem var secināt, 

ka strukturālās atšķirības šajā reģionā arī varētu būt starp sugu barjeru 

veicinošs faktors.  
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Turpmākā ķīmisko nobīžu salīdzināšanas analīzē tika 

noskaidrots, ka starp paraugiem minimāla atšķirība novērota reģionam 

pirms H177 un pēc Y218 (8. attēls). Ja G2 un G4 paraugi tiek salīdzināti, 

lielākās ķīmisko nobīžu atšķirības atrodamas starp K194 un E196, kas 

sakrīt ar dimerizācijas lokāciju iepriekš minētajā wt cilvēka priona 

proteīna struktūrā (Wang et al., 2021). Tas liecina, ka abiem paraugiem 

varētu būt atšķirības to saskarsmes vietā starp potenciālajiem 

protofilamentiem. Salīdzinot G2, G4 ar U3G1 paraugu, vērā ņemamas 

izmaiņas ir novērojamas visiem centrālajiem aminoskābju atlikumiem. 

Visizteiksmīgākās atšķirības redzamas starp aminoskābju atlikumiem no 

E178 līdz  Q181 un no K204 līdz M213.  

 
9. attēls. Vidējās aminoskābju atlikumu 13C un 15N ķīmisko nobīžu atšķirības 

starp MoPrP(89-230) U3G1, G2 un G4 fibrillām. Augšējā panelī: ķīmisko nobīdes 

atšķirību histogrammas attiecībā pret atlikumu skaitu. Apakšējā panelī: U3G1 fibrillu 

strukturālais modelis, kas kodēts ar krāsu shēmu, lai atspoguļotu ķīmiskās nobīdes 

atšķirības starp U3G1 un G2, U3G1 un G4, G2 un G4 fibrillām. 

Ile krustpīķu analīze CHHC un NHHC spektros, kuros iespējams 

detektēt telpiskos kontaktus starp blakus esošiem aminoskābju 

atlikumiem, norāda, ka U3G1 paraugā visas Glu ir orientētas uz fibrillas 

centru. Turpretī, buferos ar paaugstinātu jonu spēku struktūra izmainās 

un viena Glu G2 paraugā, un divas, G4 paraugā ir vērstas uz āru. 
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Rezultātā, abās struktūrās tiek novērota pagarināta β-ķēdes struktūra un 

ir par vienu pagrieziena motīvu mazāk, kā U3G1 paraugā. Tā kā 

izteiksmīgākā atšķirība starp izveidotajiem paraugiem ir tieši 

denaturējošā aģenta jonu spēks, visdrīzāk šīs atšķirības starp paraugiem 

veicina negatīvi lādētās aminoskābes fibrillas kodolā, kas tiek balansētas 

ar GdnHCl izveidotām jonu saitēm (10. attēls).  Līdz ar šo novērojumu, 

ķīmisko nobīžu līdzība paraugiem pirms H177 un pēc Y218 var tikt 

saistīta ar faktu, ka šajā diapozonā aminoskābju atlikumiem tuvumā nav 

citu sekundāro struktūru un nav centrālās pozīcijas fibrillārajā kodolā, kur 

to lādiņi varētu tikt pavērsti ārējā jonu spēka ietekmē. 

 

 
10. attēls. Novērotie kontakti starp aminoskābju atlikumiem, Ile metil grupas 

reģions C(HH)C spektrā MoPrP(89-230) fibrillām. Tajos β-ķēdes izceltas ar biezām 

līnijām. 

Šajos un iepriekš literatūras sekcijā aprakstītajos eksperimentos, 

kur in vitro tika veidotas pilna garuma priona proteīna fibrillas, 

fibrilizācijā izmantotais jonu spēks ir ievērojami lielāks par to, kas 

novērots fizioloģiskos apstākļos uz neironu virsmas, kur divi visbiežāk 

sastopamie joni ir Na+ un  K+, ar respektīvi 135 – 145 un 3 – 30 mM 

koncentrāciju (Peruzzo et al., 2010; Liu et al., 2020). Ņemot vērā būtiskās 

atšķirības, kas novērojamas starp in vitro veidotajām prionu fibrillu 

struktūrām un tām, kas iegūtas no pacientiem, ir ticams, ka mūsu 

eksperimentos pētītajām jonu spēka izmaiņām ir izšķiroša ietekme uz šīm 

strukturālajām atšķirībām. Šī iemesla dēļ turpmākiem priona proteīna in 

vitro fibrillizācijas pētījumiem vajadzētu fokusēties uz apstākļiem, kuros 

jonu spēks ir tuvāks fizioloģiski novērotajam. 
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4. SECINĀJUMI 

1. Visticamāk, ROS un/vai citi reducējošie aģenti infekcijas laikā 

reducē B. burgdorferi BBP28 proteīnā augsti konservēto disulfīda saiti. 

2. Lai gan KMR titrēšanas eksperimentos netika pierādīta BBP28 

un BBA03 proteīnu saistība ar noteiktiem lipīdiem, abu proteīnu 

strukturālā līdzība ar B. turicatae palmitīnskābi saistošu proteīnu, 

BTA121, un hidrofobās aminoskābes uz to virsmas liecina, ka tie varētu 

saistīties ar citām, eksperimentāli nepārbaudītām hidrofobām molekulām. 

3. Starpsugu bajeru starp peles un cilvēka priona proteīna fibrillām 

var izskaidrot ne tikai ar sekvences atšķirībām starp abu sugu īpatņiem, 

bet arī ar atšķirībām starp to struktūrām, par ko liecina esošās atšķirības 

to in vitro veidotajās fibrillās. 

4. MoPrP(89-230) veidoto fibrillu struktūru ietekmē izmantotais 

denaturējošais aģents, kas ar lādiņa skrīningu  stabilizē uz fibrillas kodola 

iekšpusi vērstos Glu atlikumus. Šis novērojums ļauj secināt, ka 

turpmākos eksperimentos būtu ieteicams prionu proteīnu in vitro 

fibrillizāciju veikt apstākļos, kuros novērojams fizioloģiskiem apstākļiem 

līdzīgs jonu spēks. 

5. Ņemot vērā, ka atlikumus pirms H177 un pēc Y218 veido β-

ķēdes bez blakus esošām otrējām struktūrām, lādētie atlikumi, kas atrodas 

šajos reģionos nevar jonu spēka ietekmē tikt virzīti ārpus fibrillārā kodola. 

Līdz ar to, šo reģionu struktūras ir mazāk jūtīgas pret izmaiņām ārējā jonu 

spēkā.  
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5. AIZSTĀVĀMĀS TĒZES 

1. Visiem mlp tipa II proteīniem mainīgā C-terminālā izstieptā 

virkne visdrīzāk veic aizsargfunkciju un/vai nomāc priekšlaicīgu proteīna 

aktivāciju.  

2. B. burgdorferi AVP, BBP28 un BBA03, struktūras norāda, ka tās 

varētu veikt lipīdu saistīšanas funkciju, kas ir nepieciešama B. 

burgdorferi izdzīvošanai. 

3. Peles priona proteīna fibrillām, kas in vitro veidotas apstākļos ar 

ievērojami atšķirīgo jonu spēku no fizioloģiskā diapozona, ir ievērojami 

mazāka fizioloģiskā nozīme.  
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