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KOPSAVILKUMS

Katru gadu miljoniem cilveku zaudeé dzivibu no infekciozo
agentu izraisitam slimibam. DaZas no tam ka COVID-19 ir radusas tikai
pedgjo gadu laika, turpreti citas ka Laima slimiba, transmisivas stiklveida
encefalopatijas (TSE) un Ebola pastav jau ilgu laiku un pret tam vél
joprojam nav izdevies izveidot arstniecibas lidzeklus. Svariga loma $o
slimibu izraiso$o infekciozo agentu izdzivoSana un izplatiba ir
proteiniem, kas mijiedarbojas ar to saimniekorganisma ieks€jo vidi. Lai
gan peédgjo gadu laika strukturalas biologijas joma ir novérots liels
progress un atrums, ar kadu sp&jam noteikt proteinu struktiras, ir
ieverojami uzlabojies, misu izpratne par So protetnu struktiram un
funkcijam joprojam ir ierobeZota.

S promocijas darba mérkis ir izpétit proteinus, kas regulé
infekcijas agentu mijiedarbibu ar samniekorganisma iek$gjo vidi. Lai
sasniegtu So mérki, tika pétiti tris proteini no diviem atSkirigiem
infekciozajiem agentiem, izmantojot kodolu magné&tisko rezonansi
(KMR). Divi no tiem ir Laimas slimibu izraiso$as baktérijas Borrelia
burgdorferi argjas virsmas lipoproteini (AVP), BBP28 un BBAO3 un
viens ir prionu proteins (PrP), kura nepareiza salociSanas fibrillas
ziditajos izraisa TSE.

Miisu pétijumi liecina, ka abi B. burgdorferi proteini ir strukturali
homologi — BBAO03 sastav no nestrukturéta peptida, kam seko septinu a-
spiralu saiskis, bet BBP28, salidzinot ar BBA03, nav tresas a-spirales, un
pedgja a-spirale ir aizvietota ar nestrukturétu cilpu, kas pie strukturétas
proteina dalas saistita ar disulfida saiti. Abu struktiiru dzilaka izpéte
parada, ka BBAO3 struktiira ir hidrofoba pora, savukart BBP28, kad tas
tiek reducets, uz virsmas atklajas hidrofobas aminoskabes. Nemot vera,
ka abiem proteiniem ir noverojama Iidziba ar palmitinskabi saistoSu
protetnu BTA121, abi vargtu pildit lipidu saistiS8anas funkciju, kam ir
ievérojama nozime B. burgdorferi izdzivo$anai saimniekorganisma.

Pe&tfjuma rezultati, kura tika pétits saisinats peles priona proteina
variants no 89. lidz 230. aminoskabei (MoPrP(89-230)), norada, ka
atkariba no in vitro fibrillizacijas apstaklos esosa jonu spéka veidotajam
prionu fibrillam var atskirties to struktiras. Iegttie rezultati liecina, ka
fibrillam, kas veidotas apstaklos ar ievérojami at$kirigu jonu sp&ku no
fiziologiska diapazona, ir mazaka fiziologiska nozime.

Atslégvardi: infekcijas agents, Laimas slimiba, transmisiva
stiklveida encefalopatija, Borrelia burgdorferi, prions.
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DARBA IZMANTOTIE SAISINAJUMI

AVP — argjas virsmas proteins

B. burgdorferi — Borrelia burgdorferi

BMC — Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju centrs

cp — cirkulara plazmida

DNS — dezoksiribonukleinskabe

DSS — 4,4-dimetil-4-silapentan-1-sulfonskabe

EDTA — etilendiamintetraetikskabe

GdnHCI — guanidina hidrohlorids

ID — identitate

IPTG — izopropil-B-D-tiogalaktozids

KMR — kodolu magnétiska rezonanse

LB — Luria-Bertani barotne

Ip — lineara plazmida

M. musculus — Mus musculus

MIp — multi-lipoproteins

MoPrP(89-230) — peles priona proteins no 89. Iidz 230. aminoskabei
ODe¢oo — parauga optiskais blivums, ko méra pie vilna garuma 600 nm
ppm — miljonas dalas (parts per million)

PrP — priona proteins

PrP€ — ieksSiinas, $kistoss priona proteins

PrPS® — infekciozi priona proteina agregati

RMSD - vidgja kvadratiska novirze (root mean square deviation)
ROS — reaktiva skabekla formas (reactive oxygen species)
SDS-PAGE - natrija dodecilsulfata poliakrilamida géla elektroforéze
TAE buferis — Tris-acetata-EDTA buferis

TSE - transmisiva siiklveida encefalopatija

wt — wild type

Xg — relativais centrb&dzes speks

ABBAO3 — B. burgdorferi ar BBA03 deléciju



IEVADS

Infekciozie agenti izmanto tieSu (caur adu) vai netieSu (caur
€dienu/tideni) kontaktu, lai parvietotos starp saimniekorganismiem, kam
tie spgj izraisit postosas, Iidz pat letalas slimibas. Dazi no literatiira
visplasak aprakstitajiem infekciozajiem agentiem ir séne, Yersinia pestis,
kas izraisa bubonu méri (Barbieri et al., 2020), Plasmodium vienstnu
eikarioti, kas izraisa malariju (Phillips et al., 2017), Borrelia burgdorferi
baktérija, kas izraisa Laimas slimibu (Bobe et al., 2021) un prionu
protetnu agregati (PrP%), kuri izraisa TSE (Zhu and Aguzzi, 2021).

Svariga loma infekciozo agentu dzives cikla un izplatiba ir
proteiniem, it seviski tiem, kas mijiedarbojas ar saimniekorganismu
ick$&jo vidi. Pieméram, Laimas slimibas bakterijai B. burgdorferi, AVP
lauj izdzivot divas atskirigas vides, ércés un ziditaja organisma (Kenedy
et al., 2012). Priona proteina izraisitas TSE slimibas, PrP¢ mijiedarbiba
ar saimniekorganismu spélg lielu lomu patogenéze (Imran and Mahmood,
2011). Neskatoties uz plaSajiem p&tijumiem, kas veikti, lai analiz&tu B.
burgdorferi AVP un PrP%, miisu zinaSanas par to mijiedarbibu ar
attiecigajiem saimniekiem un to ietekmi uz slimibas progresu joprojam ir
nepilnigas.

Promocijas darba mérkis izpétit protetnus, kas regul€ infekcijas
agentu mijiedarbibu ar samniekorganisma ieksgjo vidi. Mérka
sasniegSanai tika pétiti tris proteini no diviem patog€niem un izvirziti
sekojosi uzdevumi:

1) Noteikt divu B. burgdorferi argjas virsmas proteinu, BBP28
un BBAO3, strukttras, izmantojot kodolu magnétiskas rezonanses
(KMR) spektroskopiju;

2) Veikt iegiito struktiiru detaliz&tu analizi, lai izvirzitu hipotézes
par pétito proteinu funkcijam un parbauditu §Ts hipotézes;

3) legut augstas izSkirtsp&jas cietvielu KMR spektrus Mus
musculus priona proteina fibrillam, kas in vitro veidotas atskirigos
agregacijas apstaklos;

4) Analizet iegiitos datus un noteikt, ka agregacijas apstakli
ietekm& prionu proteina fibrillu struktiiru.



1. TEORETISKAIS PAMATOJUMS

1.1. Laimas slimiba

Pirmo reizi Laimas slimiba jeb Laimas boreloze tika registréta
1970. gados, kad Laima, Konetikuta vairakiem cilvékiem tika
diagnosticétas reimatoidas, artritam lidzigas pazimes (Steere et al., 1977).
Misdienas Laimas slimiba ir viena no izplatitakajam ar &rces vektoru
parnestajam slimibam ziemelu puslode. Katru gadu ASV un Eiropa tiek
diagnosticéti ap 476 000 un 200 000 jauni slimibas gadijumi (Kugeler et
al., 2021; Marques et al., 2021).

Pirmajas piecas lidz septinas dienas péc erces koduma, 70%
Laimas slimibas slimnieku paradas viens no visvieglak atpazistamajiem
simptomiem, dedzinoSs, niezo$s adas iekaisums, ko sauc par erythema
migrans. Citi agrinie simptomi ietver drudzi, galvassapes un nogurumu.
Ja agrinajas stadijas Laimas slimibu nesak arstet ar antibiotikam, infekcija
var izplatities pa kermeni un veicinat smagaku simptomu izveidi ka Bella
paralizi, artritu, sirdsklauves, nervu sapes u.c. (Skar and Simonsen, 2022).

1.2. Borrelia burgdorferi

Sobrid ir noskaidrots, ka Laimas slimibu var izraisit vairak ka 20
dazadas Borrelia gints baktérijas, no kuram visbiezak pétita ir B.
burgdorferi (Chaconas et al., 2020). Lai ta spétu izdzivot ziditaja
organisma, B. burgdorferi virsma ir parklata ar vairakiem AVP, no
kuriem katram ir specifiska funkcija. Dazi no tiem, ka CspA saista
komplementa sist€émas faktorus un tadgjadi veicina B. burgdorferi
izvairisanos no komplimenta sist€mas izraisitas lizes (Haupt et al., 2007).
Citi, ka OspA un OspB veicina tas piesaisti &rcés (Becker et al., 2005).
Lidz ar B. burgdorferi limitéto metabolisko kapacitati, AVP tai ari
nodrosina baribas vielu un citu metabolitu uznemsanu no ziditaja
organisma (Groshong et al., 2017). Viens no metabolitiem, kura izveidei
B. burgdorferi nav nepieciesamo biosintézes génu, ir lipidi. Ta ka lipidu
nepiesatinatas formas infekcijas laika tiek paklautas oksidacijai no
neitrofilu izdalitajam reaktiva skabekla formam (ROS) (Brisson et al.,
2012), B. burgdorferi genoma vajadz&tu but lipidus saistosSiem AVP.
Neskatoties uz to, pagaidam neviens lipidus saistoss AVP B. burgdorferi
genoma nav identificets.

Salidzinot ar citam baktérijam, B. burgdorferi ir savdabigs
genoms, kas sastav no 950 kb lielas, linearas hromosomas un vairakam
variablam linearam (lp) un cirkularam plazmidam (cp) (Brisson et al.,
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2012). No plazmidam, liela uzmaniba zinatnieku aprindas ir pieversta
cp32. Tas B. burgodrferi genoma atskiriba no sugas var but dazada skaita
un dazas spgj izveidot A-fagam Ilidzigas ¢BB-1 bakteriofagu dalinas
(Eggers et al., 2001; Brisson et al., 2012). Uz cp32 plazmidam ir trTs
variabli regioni. Viens kodé ParA un BpaB proteinus, kas lauj vairakam
cp32 plazmidam atrasties viena B. burgdorferi baktérija (Stevenson and
Brissette, 2022). Pargjie divi regioni kodé virsmas lipoproteinus no Mlp
(multi-lipoproteinu) un OspE analogu, erp saimém. Kamér Erp
proteiniem ir zinamas vairakas funkcijas, kas palidz B. burgdorferi
izdzivot ziditajos (Alitalo et al., 2002; Brissette et al., 2009; Lin et al.,
2015, 2020), Mlp saimes proteinu funkcijas vel nav zinamas.

P&c to molmasas, sekvences homologijas un antivielu reakcijas,
MIp proteinus var iedalit divas grupas — | tipa un Il tipa Mlp proteinos
(Porcellaetal., 2000). In vitro eksperimentos noskaidrots, ka to ekspresija
palielinas 37 °C salidzinot ar 25 °C, pie pH 7 salidzinot ar pH 8 un
paaugstinata $tinu blivuma (Yang et al., 2003). P&tijuma, kura, izmantojot
SkelSanu ar proteazi K (PK), tika pétita lipoproteinu atrasanas uz B.
burgdorferi dubultas membranas, tika noskaidrots, ka, lai gan Mlp saimes
locekli galvenokart atrodas uz bakterijas virsmas, neliels daudzums tiek
vai nu paslépts no PK $kelSanas, vai arT atrodas periplazma (Dowdell et
al., 2017). Mlp proteinu funkcionalos pétijumos ir noskaidrots, ka B.
garinii Mlp | tipa proteins saista smadzenu mirovaskulara endotélija
Stinas (Tkacova et al., 2020). Meklgjot jaunus vakcinu kandidatus, Xu un
kolégi parbaudija 90 dazadu B. burgdorferi lipoproteinu sp&ju saistit
antivielas vélas Laimas slimibas pacientu asins serumos. Saja pétijuma
tikai viens Mlp saimes Il tipa proteins, BBP28, saistija antivielas visos 13
parbaudttajos serumos un tikai 28 proteini, kuru skaita ir visi sesi tipa 1l
Mlp proteini, veidoja imino atbildi vismaz septinos asins serumos.
Japiebilst, ka visu Mlp veidotas antivielu atbildes tika konstat€tas ar
relativi vaju intensitati (Xu et al., 2008).

B. burgdorferi attistiba, tas genoma ir norisinajusas vairakas
nozimigas izmainas. Viena no tam ir Ip54 plazmidas izveide, cp32
plazmidai integr&joties lp54 prekursora. Lidz ar rekombinaciju, Ip54
plazmida ir ar atrodams Mlp Il tipa homologs proteins, BBA03 (Casjens
et al., 2002). Lai gan Sobrid nav zinama preciza BBAO3 funkcija, no
BBAO3 del&cijas mutantu (ABBAO3) pétijumiem zinams, ka salidzinot to
ar wild type (wt) celmu, ABBAO3 veido diftizakas, par divam dienam
ilgak augoSas kolonijas. Inficgjot peles ar &rcém, kas satur wt un
ABBAO3, wt ir noverojama konkur&tspgjas prieksrociba, kas neuzradas
izmantojot Slirces injekciju. PK testos BBAO3 netiek saskelts un tas
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veicina vaju aizsardzibu pret infekciju imunizacijas testos (Bestor et al.,
2012).

1.3. Transmisiva siiklveida encefalopatija

Agrinajos pétijumos tika pienemts, ka 1idz ar TSE parnesi starp
individiem un ilgo inkubacijas periodu no infekcijas lidz simptomu
iestasanas bridim, prionu proteina izraisitas slimibas infekcijas agents ir
"léni virusi" (Prusiner, 1998). Misdienas, plasi pienemta ir tikai-prionu
hipotéze, kura uzskata, ka vienigais TSE c&lonis ir ieksstnas Skistosa
priona proteina (PrP®) nepareiza salocisanas fibrillaros agregatos (PrPS°)
(Pastore and Zagari, 2007). Atkariba no argjas vides apstakliem,
aminoskabju sekvences mainibas un péc-translacijas modifikacijam PrP®
var veidot dazadus PrP% celmus, kuru uzkra$anas saimniekorganisma
veicina atskirigu TSE izpausmi (Solforosi et al., 2013). Sie celmi viens
no otra atSkiras ar inkubacijas periodu, PrP% biokimisko profilu
(elektroforétiskas mobilitates un glikoformu attiecibas) un sadalfjumu
dazados smadzenu regionos. Lai gan visam TSE slimibam ir atskirigi
simptomi, §Tm slimibam kopigs ir tas, ka letals iznakums ir nenorvér§ams
(Pastore and Zagari, 2007; Imran and Mahmood, 2011). Viena no plasak
sabiedriba pazistamajam TSE ir liellopu stklveida encefalopatija, kuras
izplatiba Lielbritanija starp 1985. un 2015. gadu caur PrP* infic&tu baribu
veicingja 185 000 liellopu navi (Casalone and Hope, 2018). Cilvékos
izplatitaka TSE ir Kreicfelda-Jakoba slimiba, kuru var izraisit genetiskas
mutacijas priona proteina PRNP géna, PrP*® parnese medicinisku
procediiru laika, liellopu ar siiklveida encefalopatiju izmantoSana bariba
un spontana slimibas izpausme bez zinama iemesla (Head and Ironside,
2012). Citu véra nemamu TSE skaita ir Kuru, kas agrak bija plasi izplatita
Fore cilts ietvaros, Papua - Jaungvineja (Whitfield et al., 2008), un
dominanti iedzimta Gerstmana-Strauslera-Seinkera slimiba (Collins et
al., 2001).

1.4. Priona proteins

PrPC ir augsti konservativs, vairakos audu tipos ekspreséts
glikoproteins, kam lielakda ekspresija novérota centralas un periféras
nervu sistémas neironos (Stahl, 1987; Bendheim et al., 1992). Ir pieradits,
ka tas ir saistits ar vairakam fiziologiskam funkcijam, ka neirogenézi,
neiralo homeostazi, $tinu signalu parnesi, Stnu adh&ziju un tam ir
aizsargdjosa loma pret stresu (Legname, 2017). Salidzinot ar PrP¢, kam
ir a-spirdlém bagata struktiira, ta infekcioza formai, PrP% ir B-plaksném
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bagata, lielakoties fibrillara forma kam ir zema Skidiba detergentos un
augsta izturiba pret proteolizi. PrP% fibrillaro agregatu saskare ar PrP¢
veicina ta turpmaku parveidi infekciozu PrPs¢ agregatu stavokli, kas
attiecigi var turpinat iesakto kédes reakciju saskaré ar jaunam PrP°¢
molekulam (Pan et al., 1993).

TSE parnesi starp Ipatniem nereti ietekmée paradiba, ko sauc par
starp sugu barjeru. Tas rezultata, sugam ar atskirigam fiziologiskam
pasibam, dazadam PrP sekvencém un dazadiem iesp&jamajiem PrPS
celmiem ir vajaka slimibas parnese, ka starp vienas sugas Ipatniem (Peden
et al., 2021). P&tfjumi liecina, ka $is barjeras izpausmi izteikti ietekm&
cilpa PrP€ proteina starp ta otro B-virkni un otro a-spirali, jeb starp 170.
un 174. aminoskabes atlikumu. Tas ietvaros ir novérojamas vairakas
aminoskabes, kas atSkiras salidzinot dazadu sugu PrP protemnus un
tadgjadi, ka pieradits ar skidumu KMR, izmaina cilpas konformaciju
(Baral et al., 2019; Sulskis et al., 2023). Tikai dazu aminoskabju atlikumu
izmainas $aja regiona, kas palielina cilpas stingribu peles PrP° proteina,
palielina ta noturibu pret anormalu salocisanos saskaré ar PrPS¢ saturo$am
smadzenu suspensijam (Sigurdson et al., 2010).

P&dgjos gados ir publicéti vairaki in vitro p&tijumi, kuros pé&tita
PrP¢ fibrillu veidoSanos. Lai gan $ajos pétijumos nav izdevies pilniba
atkartot PrPS¢ izveidi, ka ta norisinas in vivo apstaklos, dazos ir iegiti
infekciozi prionu agregati, kamér citos izdevies iegut pietickami
homogeénus paraugus to struktiiras un kinétikas analizém (Ryou and
Mays, 2008). Lai inducétu stabila PrPC §kistosa proteina fibrillizaciju, tas
tiek ievietots vidg, kas izjauc ta struktiira eso$as kovalentas saites. Sie
agenti ietver augstu temperattiru, zemu vides pH, denaturgjosos agentus,
ribonukleinskabes, saisinatu 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). Dazados literatiira
atrodamos eksperimentos in vitro fibrillizacija tiek veikta atskirigos
maisiSanas atrumos, kam biezi, proteina homogenitates uzlabosanai, seko
proteinu cikliska fibrillizacijas amplifikacija. Taja, lai palielinatu fibrillu
galu skaitu, izveidotais paraugs tiek apstradatas ar ultraskanu un atkartoti
parséts viendabigaka parauga iegiSanai (Saborio et al., 2001). Minétie in
vitro fibrillizacijas eksperimenti ari biezi atSkiras ar izmantota PrP®
garumu. DaZos izmanto vai nu pilna garuma PrP¢ proteinu bez
signalsekvences, vai ta saisinatu variantu, kas ietver aminoskabes no
PrPS¢ fibrillara kodola (no 89. Iidz 230. aminoskabei). Neatkarigi no
izmantotas sekvences, in vitro veidoto fibrillu kodols ir ievérojami 1saks
ka dabigajam PrPS¢ variantam (no aptuveni 160. — 170. Iidz 220. — 225.
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aminoskabei) (Cobb et al., 2007, 2008; Lu et al., 2007). Dazi pétijjumi
liecina, ka pat prionu fibrillizaciju veicot identiskos apstaklos, in vitro
PrPC spgj salocities vairakas atikirigas fibrillaras konformacijas (Ziaunys
et al., 2020; Sun et al., 2022).

Pedgjos gados, lidz ar straujo krio-elektronmikroskopijas
attistibu, ir iev@rojami attistijuSies fibrillaro proteinu strukturalie
petfjumi. Lidz 2020. gadam bija izveidots tikai viens priona fibrillu
modelis, kas balstits uz in vitro veidotu fibrillu elektronu paramagné&tiskas
rezonances datiem (Cobb et al., 2007). Kops ta laika ir publicétas astonu
dazadu priona proteinu fibrillu krio-elektron mikroskopijas strukttiras. No
tam, piecas ir in vitro veidotam fibrillam (Glynn et al., 2020; Wang et al.,
2020, 2021; Chen et al., 2022; Li et al., 2022), bet tiTs no smadzeném
izdalitiem paraugiem (Hallinan et al., 2022; Hoyt et al., 2022; Manka et
al., 2022) (1. attels).
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1. attels. Krio-elektronmikroskopiski noteiktu prionu proteinu fibrillu struktiiru
$kersgriezums. Katrs protofilaments fibrilla att€lots izmantojot varaviksnes krasu shemu.
(A), in vitro 2 M GdnHCI, 20 mM tris-HCI, pH 7,4 buferi veidotas wt cilvéka priona
proteina fibrillas no 23. lidz 230. aminoskabei (Wang et al., 2020). (B), in vitro 2 M
GdnHCI, 20 mM tris-HCI, pH 7,4 bufert veidotas cilvéka priona proteina fibrillas no 23.
lidz 230. aminoskabei ar E194K mutaciju (Wang et al., 2021). (C), Mesocrietus auratus
no smadzeném izdalits aRML PrPS¢ celms (Hoyt et al., 2022). (D), Homo sapiens no
smadzeném izdalits Gerstmana-Strauslera-Seinkera slimibas PrPS¢ celms (Hallinan et al.,
2022).



2. MATERIALI UN METODES

2.1. Plazmidu veidoSana

B. burgdorferi AVP N-terminalas nestrukturétas aminoskabes no
plazmidam tika iznemtas izmantojot Phushion augstas precizitates DNS
polimerazi (Thermo Fisher Scientific) un sekojoSos praimerus:
5’-ataataccatgggccctaaatctaaagaagaacta-3°, 5-’taataatactcgagctattaggacc
cattgc -3’ priek§ BBP28 un 5’-ataccatgggtacacctttagaaaaattagt-3°, 5°- ¢
agcctcgagctatatagtgtctttaagtttat-3* priek§ BBAO3, kuros pasvitrotas ir
Ncol un Xhol restrikcijas sekvences. Iegiitie produkti, kas kodé tikai
proteinu strukturétas dalas aminoskabes tika Skelti izmantojot Ncol un
Xhol restrikcijas enzimus un attiriti, izmantojot 1% agarozes gela
elektroforézi standarta TAE buferi (20 mM etikskabe, 1ImM EDTA, 40
mM Tris, pH 8). Saskeltic fragmenti tika izgaismoti gela ar etidija
bromida un ultravioletas gaismas kombinaciju un izoléti no ggla
izmantojot GenJET Gel ekstrah&Sanas komplektu (Thermo Fisher
Scientific) p&c razotadja noradijumiem. IzolStie fragmenti tika lig€ti
PETm-11 vektora, kas iegits no Kalvja Brangula, Latvijas Biomedicinas
P&tijumu un Studiju centra (BMC). Ieguta vektora sastava ir sesi His
atlikumi proteina N-terminala gala. Ligacija tika veikta izmantojot T4
DNS ligazi (Thermo Fisher Scientific) péc razotaja noradijumiem, mainot
tikai reakcijas laiku uz 16 h, un temperatiru uz 4 °C. legitas plazmidas
tika izmantotas, lai transformé&tu kimiski kompetentas Escherichia coli
XL-1-blue $tinas, kas tika uzsétas uz Luria-Bertani (LB) agara barotném
ar kanamicinu (10 g/l NaCl, 10 g/l triptons, 5 g/l rauga ekstrakts, 50 pg/ml
kanamicins) un inkubé&tas 16 h, 37 °C. Atseviskas, izvéletas kolonijas ar
sterilu bakterialo cilpinu tika parnestas uz mégeném ar $kidro LB barotni
(10 g/l NaCl, 10 g/l triptons, 5 g/l rauga ekstrakts, 50 pg/ml kanamicins)
un inkubétas 16 h, 37 °C pie 200 apgriezieniem min. Plazmidas tika
izoletas no Skidraja barotné audz€tajam S$Gnam, izmantojot GenJET
plazmidu ekstrah&Sanas komplektu p€c razotaju noradijumiem.
Visbeidzot, mutaciju esamiba plazmidas tika parbaudita BMC ar Sangera
sekvencesanas metodi izmantojot BigDye Terminator v3.1 cikliskas
sekvencesanas komplektu (Themo Fisher Scientific) péc razotaja
noradijumiem.

2.2. Proteinu ekspresija

Plazmidas, kas satur B. burgdorferi AVP, tika transformé&tas
izmantojot heat shock metodi BL21(DE)3 Escherichia coli $iinas (New
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England Biolabs, ASV) un uzs€tas uz LB agara platém ar atbilstosu
antibiotiku. P&c 12 — 16 h inkubacijas 37 °C, viena kolonija tika inkul&ta
5 ml nakts kulttiras, kas nakamaja r1ta tika atSkaidita 1:1000 proporcija
prieks proteinu ekspresijas testiem. Tajos ekspresija tika inducé&ta starp
ODe¢0o 0,6 un 0,9, izmantojot dazadas IPTG koncentracijas (0,05, 0,1, 0,2,
0,5 vai 1 mM), dazadas temperataras (25, 30 vai 37 °C) un ekspresija tika
veikta atSkirigos laika periodos (4, 6 vai 16 h). legitie optimalie
ekspresijas apstakli tika atkartoti liela apjoma ekspresija LB vai M9
barotné priek$ °N vai ©®N un 3C iezimesanas (3 g/l KH,PO,, 12,8 g/l
Na;HPO4-7H20, 0,5 g/l NaCl, 2 mM MgSO4, 0,1 mM CaCl,;, 1 mM
tiamins, mikroelementi, 1 g/l ®*NH.ClI, and 2 g/l **C-glikoze vai 4 g/l **C-
glikoze). Siinas tika sediment&tas tas centrifuggjot pie 7000 Iidz 10 000
xg 10 min un uzglabatas -20 °C.

2.3. Proteinu attiriSana

Sedimentétas Escherichia coli siinas, kas satur B. burgdorferi
7,5, 300 mM NaCl, 15 mM imidazols) attieciba 1:10 g/ml. Paraugu
Skistosas frakcijas tika atdalitas tas centrifuggjot 30 min pie 25 000 xg, 4
°C un filtrgjot caur filtriem ar 0,22 pm poru izmeru. legttie skidumi tika
uznesti uz 5 ml HisTrap kolonam (GE Healthcare), no kuram piesaistitie
proteini tika eluéti, izmantojot 30 ml bufera B (20 mM natrija fosfats, pH
7,5, 300 MM NacCl, 300 — 500 mM imidazols) gradientu. Frakcijas, kas
saturgja vajadzigo AVP, tika koncentrétas 1idz 1 ml, izmantojot 10 kDa
ultra-centrifugésanas filtrus (Merck). Lai nonemtu N-terminalo iezimi no
AVP, skidumam tika pievienota 25 pg/ml tabakas etch virusa proteaze un
paraugi tika inkubé&ti pa nakti 4 °C. No rita iegiitais paraugs tika izlaists
cauri HisTrap kolonai un iekoncentréts Iidz 550 ul KMR bufert (20 mM
natrija fosfats, pH 6,8, 50 mM NaCl). Abu proteinu attiriSanas soli tika
uzraudziti, izmantojot SDS-PAGE ar 4-12% Bis-Tris poliakrilamida gélu
(ThermoFisher Scientific), iekrasojot to ar PageBlue™  krasvielu
(ThermoFisher Scientific).

2.4. KMR eksperimenti
1) BBP28 un BBA03 skiduma KMR eksperimenti

Skidumu KMR eksperimenti tika veikti 298 °K izmantojot
Varian Unity Inova 600 MHz spektrometru, kas aprikots ar HCN z-
gradienta kriozondi vai Bruker Avanance Il HD 800 MHz spektrometru,
kas aprikots ar TXI z-gradienta istabas temperatiiras zondi. Pamatkédes
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attiecinasanai tika uznemti 3D HNCA, 3D HNCO, 3D CBCA(CO)HN,
3D HN(CA)CO un 3D HN(CO)CA spektri. 3D [*H,*H]-NOESY-N-
HSQC, 3D [*H,'H]-NOESY-C(alifatisks)-HSQC, 3D [*H,'H]-NOESY-
13C(aromatisks)-HSQC spektri tika uznemti ar 80 ms relaksacijas laiku.
Kimiskas nobides tika attiecinatas iek$€ji no tdens veidota signala pie
4,77 ppm pret DSS.

Aminoskabju atlikumiem specifiskie proteina pamatkedes amida
BN KMR R: un R; relaksacijas laiki tika aprékinati no signalu
intensitatém ®N-Ty un *®N-T, (gNT1T2) relaksacijas spektros, izmantojot
divu parametru eksponencialas atbilstibas modeli programma relax 4.0.3
(d’Auvergne and Gooley, 2008a, 2008b; Bieri et al., 2011). Lai iegiitu
sabruksanas (decay) Iiknes, tika izmantotas T; (10 Iidz 2000 ms) un T
(10 Iidz 250 ms) laika novirzes vertibas. Olbaltumvielu rotacijas
korelacijas laiks (t¢) tika aprekinats, izmantojot sekojoso vienadojumu:

1 T,
fe ™ 41WN\/6T—:7—7 (Kay et al., 1989) (1)

kur vn ir N rezonanses frekvence (Hz), Ty ir spina-rezga un T ir spina-
spina relaksacijas vértibas. Dati tika talak analiz&ti, veicot model-free
analizi Relax 4.0.3 programma (d’ Auvergne and Gooley, 2008a, 2008b;
Bieri et al., 2011).

2) Skiduma KMR eksperimenti selektivas MoPrP(89-230)
neiezimesanas efektivitates parbaudei

R

Skidumu KMR eksperimenti tika veikti pie 298 °K temperatiiras,
izmantojot Varian Unity Inova 600 MHz spektrometru, kas aprikots ar
HCN z-gradienta kriozondi. Katram selektivi neiezim&tajam un vienam
pilniba iezimétam paraugam N-HSQC spektrs tika uzpemts 1 mM
koncentracija, 200 mM NaCl, 20 mM natrija fosfata buferi pie pH 6,8.
Spektru attiecinajums tika pielagots no BMRB:16071 datu kopas,
izmantojot 3D HNCA spektru. Selektivas neiezimeésanas efektivitate tika
parbaudita programma CARA (Keller, 2004) izmérot uzpemto °N-
HSQC spektru signalu intensitates un izdalot katra individuala signala
intensitati selektivi neiezimeto paraugu spektros ar ta pasa signala
intensitati pilniba iezimétam proteTnam. Visaptvero$am skatfjumam, datu
apstradé tika aprekinata vidg€ja neiezim&Sanas efektivitate katram
aminoskabes veidam.

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

Visi cietvielu KMR spektri tika uzpemti, izmantojot Bruker
Avance III HD 800 MHz spektrometru, kas aprikots ar 3,2 mm H/C/N E-
13



free magiska grieSanas lenka zondi (Bruker, Billerica, MA, ASV). Visiem
projekta paraugiem tika uzpemti 1D C CP, ¥®N CP, BC 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 iegti$anas
laika magiska lenka grieSanas frekvence bija 17 kHz, savukart citiem
spektriem ta bija 12,5 kHz. Temperatiiras tika iestatita uz 273 °K. Spektri
tika apstradati ar Bruker Topspin 3.57 programmu un analizgti
programma CARA (Keller, 2004).

2.5. Otréjo kimisko nobiZu analize

Otrgjo kimisko nobizu analize tika veikta visiem promocijas
darba aprakstitajiem proteiniem. Tas laikd no katras proteina esos$as
aminoskabes C, un Cp kimiskas nobides tika atnemtas to aminoskabém
sagaidamas otr€jas kimiskas nobides. legiitas vertibas tika ievietotas
formula:

AS; = (ACq— ACg)+ (ACgy1— A3CB+1)+(Aca_1— ACg_q) @)

Ja iegtita Ad vertiba aminoskabei ir lielaka par 1, tiek pienemts,
ka ta ir a-spirales konformacija, bet, ja mazaka par 1, f-loksne. Ja iegiita
vertiba ir starp 1 un -1, aminoskabes atlikums nav strukturéta proteina
regiona (Metzler et al., 1993).

2.6. Tres€jas struktiiras analize

B. burgdorferi AVP Kodolu Overhauzera efekta noteiktas
augsejas distances robezas starp atomiem tika automatiski iegiitas no
UNIO ATNOS/CANDID 2.0.2 (Herrmann et al., 2002a, 2002b; Serrano
et al., 2012). Tas struktiiras aprékinam tika izmantotas kopa ar KMR
struktiiras aprékina algoritmu CYANA 2.1 (Guntert et al., 1997).
Aprekina gaita tika izmantoti septini UNIO ATNOS/CANDID cikli. Tie
sakas ar 100 nejausiem konformeriem, kas tika paklauti simulacijai ar
10 000 torsijas lenka molekularas dinamikas soliem. No tiem 25
konform@riem ar viszemakajam CYANA mérka funkcijas vertibam tika
samazinata energija Gdens vidé izmantojot programmu CNS (Brunger,
2007).

2.7. Kimisko nobiZu salidzinasana

Atskirigu proteina konformaciju kimisko nobizu salidzinaSana
lauj grafiski att€lot atSkiribas to kimiskajas nobidés. BBP2§ gadijuma
atlikumu kimiskas nobides tika salidzinatas proteina oksidétajai un
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reducg@tajai formai. Analizes veikSanai, idenraza un slapekla nobides tika
ievietotas sekojosaja formula:

AS; = \/ (0.1 * AN)2 + AHy? (Williamson, 2013) (3)

Iegiitas vertibas, kas ir liclakas par vidgjas vértibas un vienas
standartnovirzes summu, tiek uzskatitas par nozZimigam.

Priona proteinam analize tika veikta, lai salidzinatu atskirigas
vides veidoto fibrillu paraugus. Standartnovirze tika aprékinata no visiem
atomiem, kas attiecinati abas salidzinatajas struktiras attiecigajai
aminoskabei izmantojot formulu:

A5, = YA + JACE + JAC," .. %)

i

X
kur x ir atomu skaits, kas tika attiecinats abas salidzinatajas strukttras
attiecigajai aminoskabei.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

Publikaciju kopas rezultatu un diskusijas sekcija ir sadalita divas
dalas. Pirmaja aprakstiti abu pétito B. burgdorferi argjas virsmas proteinu,
BBAO3 un BBP28, pétijumi. Otraja aprakstiti p&tijjumi, kuros in vitro

dazados apstaklos veidotas prionu proteinu fibrillas.

3.1. Borrelia burgdorferi BBP28 un BBA03

Attistibas gaita bakterija B. burgdorferi ir piclagojusies dzivei
divas dazadas vidgs, erces vektora un ziditajos. Lai izprastu mehanismu,
ka ta izdzivo Sajas vid€s un izvairas no ziditaju imtnas atbildes, vairaki
pétijumi ir fokusgjusies tas AVP, kas veido barjeru starp B. burgdorferi
membranu un argjo vidi. V&l jo vairak, Sajos petijumos apskatitie proteini
varétu tikt izmantoti ka mérki vakcinam pret Laimas slimibu un citu
zalvielu izstradei (Kenedy et al., 2012). Saja darba, divi B. burgdorferi
AVP, BBAO3 un BBP28, kam ir paliclinata ekspresija ziditaju infekcijas
laika, tika petiti izmantojot KMR.

Primarie uznemtie KMR dati un to seciga otr&jo kimisko nobizu
analize liecina, ka pirmas 37 BBAO3 un 36 BBP28 aminoskabes nav
strukturetas. Tas protetniem veic sakabes funkciju, kas piesaista proteinu
strukturétas dalas pie B. burgdorferi virsmas. Ta ka abi nestrukturéti
regioni ievérojami pasliktina KMR datu kvalitati, tie tika iznemti no AVP
kodgjosam plazmidam, izmantojot polimerazes kedes reakciju. Sekojosi,
saisinatiem proteTna variantiem tika uznemti un analiz€ti pamatkedes
attiecinasanas un NOESY spektri, no kuriem tika iegtitas divas defingtas
struktiiras ar zemam mérka funkcijam (7,15 A? BBP28 un 9,75 A?
BBAO03) un labu Ramachandra statistiku kura abiem proteiniem 94,5%
no torsijas lenkiem novéra optimala konformacija. Abiem proteTniem
spektros tika attiecinati vairak ka 98% atomu. No KMR datiem iegita
BBP28 struktiira sastav no piecu o-spiralu saiska, pie ka, caur disulfida
saiti ir piesaistita C-terminala izstiepta virkne (2. attéls).

16



2. attels. BBP28 un BBAO3 struktiiru attélojums. (A) BBAO3 un (B) BBP28
proteinu strukturétas dalas, att€lotas izmantojot varaviksnes krasu shému. a-spirales abos
proteinos ir numurétas. BBP28 struktiira, disulfida saite (DS) ir melna un C-terminala
izstiepta virkne (IV) ir sarkana.

Salidzinot BBP28 proteina sekvenci ar citiem Mlp saimes |l tipa
proteiniem no B. burgdorferi redzams, ka ta signalsekvencei (pirmas 17
aminoskabes) un sekojosajiem 36 nestrukturétajiem aminoskabju
atlikumiem ir ievérojama lidziba (3. attéls). Sis novérojums saskan ar
iepriek$€jiem pétijumiem, kuros pieradits, ka sakabes regionam un
signalpeptidam ir liela nozime lipoproteina lokalizacija B. burogdorferi
membrana (Chen and Zuckert, 2011). Aminoskabju atlikumu Iidziba
atlikusaja strukturétaja proteina dala norada, ka visu saimes protelnu
tresgjas struktiras ir vienadas. Izteiktas sekvences atskiribas novérojamas
tikai izstieptajai virknei, kura tikai tris aminoskabju atlikumi, A140, T143
un C144 kurs veido disulfida saiti, ir augsti konservéti. Tas liecina, ka
lielakajai dalai no C-terminalajam aminoskabeém nav japaliek
nemainigam, lai proteins saglabatu savu funkciju.
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BBP28
BBM28

NDTLKN
NDTLKN
BBS30 NDTLKN -
BBL28 NDTLKN -
BBR28 MKEI INILFCLFLLMLNGCNSND - - - - -
BBN28 MK INILFCLFLLMLNSCNSND - - - - -
88028 MK INILFCLFLLMLNGCNSND - - - - -
L T T
Signalsekvence Sakabes regions 0-
60 / 80 90 100
BBP28 GND D GYDES SELBK
BBM28 GND D CYDES SELDBK
BBS30 TGA D ENDDD TaLBs
BBL28 TDA D ENNE D SE K
BBR28 GND N GYDES SE S
BBN28 TGA D GYDED SELDK
BBO28 TGV D ENDEG TELBK
=()_al ) Q a2 ) Q a3 ) Q a4 )
130 140
BBP28 NG - NDADQQ QGALSGG | DGFGSNNAVTTEGNGS -
BBM28 TG - DNSEQQ QGFFSGGNIDNFANNAVSNECNNGGS
BBS30 NG -DQAEQQ TEFFKNGDIDNFATGAVSNCNNGG -
BBL28 NGKENGDVQ QGALKGG I DGFGASNATTTECNGS - -
BBR28 TG -DKVEN - QEALKGG - I DGFENTASSTCKNS - -
BBN28 TG - DNSEQQ KGALGGG - IDSFATSASSTCQAQQ -
BBO28 NG - - - NDEG QGFFSGGNIDNFADQATATEN - - - -

C— = —

3. attels. Sekvencéu salidzingjums mlp saimes II tipa proteiniem, veidots
izmantojot Jalview (Waterhouse et al., 2009). Zem salidzinajuma attélota BBP28 otrgja
struktiira, kKur a-spirales ir numurétas un apzimétas ar cilindriem un izstiepta virkne (IV)
ir att€lota ar bultu.

Veicot otrgjo kimisko nobizu analizi reducétam un oksidétam
BBP28 proteinam tika noskaidrots, ka ta C-terminala izstiepta virkne
reduceta forma ir atsaistijusies no proteina neizmainot a-spiralu strukttru
(4. attéls). Rezultata, hidrofobas aminoskabes, kas normalos apstaklos
atrodas proteina centralaja dala, visdrizak nonak uz ta virsmas.
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4. attels. Otrgjo kimisko nobizu analize BBP28 (A) oksid&tajai un (B) reducétai
formai. Regioni, kur kimiskas nobides atbilst a-spiralei ir zili, B-kédei vai izstieptai
virknei ir sarkani un regioni bez regularam strukttiram ir melni.

Lidzigi, ka BBP28, ta homologa protetna BBAO3 struktiira
sastav no septinu a-spiralu saiska (2. att€ls). Abu iegiito strukttru
salidzinajums norada, ka BBP28 proteina, salidzinot ar BBAO3, nav
tresas a-spirales, un pe&dgja a-spirale ir aizvietota ar nestrukturétu cilpu,
kas pie strukturétas proteina dalas saistita ar disulfida saiti. Abu proteinu
salidzinasana izmantojot Dali serveri (Holm, 2020) norada, ka strukttiru
lidzibas indekss (Z-score) ir 7,4, parklgjot to strukttras 87 aminoskabes
ir novérojama 2,5 A vidgja kvadratiska novirze (RMSD) un sekvenciali
tiem ir 21% identitate (ID). Salidzinot BBAO3 sekvences starp dazadam
Borrelia sugam novérojama augsta sekvenciala lidziba (zemaka novérota
identitate — 68,6%), kas norada, ka proteina funkcijas saglabaSanai
proteinam nepiecieSams uzturét nemainigu sekvenci (dati nav paraditi).
Izmantojot CASTp programmu (Tian et al., 2018) tika noskaidrots, ka
starp BBAO3 spiralém atrodas hidrofoba T-formas pora.

Homologu meklgjumos izmantojot Dali serveri (Holm, 2020),
tika noskaidrots, ka abiem pétitajiem B. burgodrferi AVP strukturali
lidzigi proteini ir atrodami Pfam54 60 proteinu saimé&, kas nosaukta péc
tas proteinu atrasanas 1p54 plazmida (1. tabula) (Akopjana and Brangulis,
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2022). Lai gan starp Siem proteiniem ir novérota ievérojama strukturala
lidziba, to sekvencém ir zema identitate (vidgji 18%), kas to starpa veido
ievérojamu funkcionalo daudzveidibu. Sada strukturala lidziba starp
funkcionali atSkirigiem lipoproteiniem B. burgdorferi genoma,
iesp&jams, ir saistita ar lielu genétisko mainibu un rekombinaciju skaitu
tas genoma, ka rezultata ir izveidojusas vairaku paralogu génu saimes.
Lidz ar to, Sadu proteinu funkcijas noteikSana, tikai to struktiras
salidzinot ar paralogiem proteiniem, parasti nav iespg&jama, jo Ipasi, ja
citas bakterijas sekvencei nav homologu.

1. tabula. BBAO3 and BBP28 strukturala lidziba ar citiem proteiniem no Borrelia gints.

BBAO3 BBP28
Nosaukums | PDB Z-score RMSD ID Z-score  RMSD ID
ID A (%) G (%)
FhbA 6ZH1 12,2 2,1 17 75 3,0 16
BTA121 5Vi4 7,7 2,3 13 7,7 3,2 14
BGAT71" 6FLO 7,0 2,9 12 51 34 5
BBAG69" 6Q01 6,1 3,2 14 4,8 34 5
CspA” 5A2U 6,1 3,4 11 3,6 3,3 11
BBE31" 6FZE 53 3,1 10 35 4,2 9
BBAG4" 4ALY 4,5 34 18 3,0 39 10
BBA73" 4B2F 41 3,9 12 3,1 4.2 6

“Protetni no B. burgdorferi Pfam54_60 saimes, vai §1s saimes proteinu homologi no citam
Borrelia sugam.

Turpinot lidzigu proteinu mekl§umus tika noskaidrots, ka
tuvakais strukturalais homologs BBAO3 un otrais tuvakais homologs
BBP28 proteinam ir recidivéjoso drudzi izraiso$as baktérijas, B. hermsii
AVP, FhbA. Tam, salidzinot ar BBAO3 un BBP28, ir tikai septinas
aminoskabes gar§ sakabes regions, kam skietami vajadz&tu palielinat ta
aizsardzibu no imiinas sistémas atbildes uz B. burgdorferi virsmas
(Bunikis and Barbour, 1999; Lone and Bankhead, 2020). Funkcionalos
pétijumos ir noskaidrots, ka uz FhbA virsmas ir komplementa faktoru H
saistoSas hidrofobas aminoskabes, kas lauj Borrelia baktérijam izvairities
no komplementa sist€mas izraisitas lizes (Kogan et al., 2022). Neskatoties
uz BBA0O3 un BBP28 lidzibu ar FhbA un to, ka arT uz So abu proteinu
virsmam atrodas hidrofobas aminoskabes, ir svarigi minét, ka ne BBP28,
ne BBAO3 nav atrodams FhbA proteinam lidzigs aktivais centrs (5.
attels).
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5. attéls. (A) Uz struktiru salidzinajuma bazéts BBA03, BBP28 un FhbA
sekvencu parklajums. Taja a-spirales ir apvilktas ar noapalotiem kvadratiem un izstiepta
virkne noradita ar bultu. Aminoskabes, kas FhbA aktivaja centra saista komplementa
faktoru H zem salidzinajuma noraditas ar zvaigzni. (B) FhbA att€lots izmantojot
varaviksnes krasu shému. (C) FhbA, kas saistijis komplementa faktoru H (peléks). Taja
aktiva centra hidrofobas aminoskabes, kas saista faktoru H, ir iekrasotas roza krasa un
apvilktas ar apli.

Otrais tuvakais homologs BBAO03 un tuvakais homologs BBP28
proteinam ir B. turicatae AVP, BTA121. Ta sakabes regions ir vairak ka
divas reizes garaks, ka tas, kas novertos BBAO3 un BBP28 strukturas (80
aminoskabes) (Luo et al., 2017). BTA121 funkcionala analize norada, ka
in vitro eksperimentos tam ir lidziga afinitate pret palmininskabi, ka
zinamam palmitinskabi saistoSam proteinam, tabsilinam-15 (Wilder et
al., 2016). Lai gan $1 hipotéze netika eksperimentali pieradita, Luo un
lidzautori uzskata, ka BTA121 taukskabes saista hidrofobajos dobumos
un poras, kas atrodams BTA121 struktiira (Luo et al., 2017). Neskatoties
uz to, ka B. burgdorferi pieder pie tas pasas gints ka B. turicatae un abas
baktgrijas dzivo &rces un ziditaju organismos, B. burgdorferi genoma nav
atrodama BTA121 proteina sekvence. Salidzinot BBAO3 ar BTA121, tika
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noskaidrots, ka homologa T-veida pora ka BBAO3 ir atrodama ari
BTAI121 struktiira (6. attéls).

6. attels. (A) BBAO3 un (B) BTA121 attéloti ar varaviksnes krasu shému. T-
formas hidrofobas poras abos proteinos ir respektivi gaisi zila un violeta krasa.

Viena no pirmajam ziditdju organisma reakcijam uz B.
burgdorferi infekciju ir neitrofilu ROS izdaliSanas infekcijas vieta
(Boylan et al., 2008). Ta B. burgdorferi izraisa kaitigu efektu kaskadi, kas
veicina membranas nepiesatinato taukskabju oksidaciju. Eksperimentali
ir pieradits, ka samazinats nepiesatinato taukskabju daudzums B.
burgodrferi membrana noved pie tas samazinatas plastamibas, kas
nepiecieSama efektivaki virzibai cauri viskozajai saimniekorganisma
iek$gjai videi (Boylan et al., 2008). Ta ka B. burgdorferi genoma nav
geénu, kas lautu sintez&t savas taukskabes, tam ir nepiecieSami proteini,
kas lautu taukskabes saistit no argjas vides. Lai gan ieprieksgjie p&tijumi
liecina, ka B. burgdorferi ir sp&jiga caur tieSu saskari un vezikulam no
argjas vides iegtt holesterinu (Crowley et al., 2013), lidz §im tas genoma
nav identificéti proteini, kas spétu saistit hidrofobas molekulas (Brisson
et al., 2012). Lai gan neviens no pétitajiem Laimas slimibas proteiniem
neuzradija saistibu ar taukskabém ( KMR kimisko nobizu salidzinasanas
eksperimentos, iegiitie dati nenoliedz parbaudito proteinu sp&ju saistit
citas eksperimentali neparbauditas hidrofobas molekulas. Apskatot
iegiito lipoproteinu struktiiras, var noverot, ka abas atbilst tadam, kas
varétu nodrosinat B. burgdorferi piesatinato taukskabju piesaisti. BBA03
molekularas dinamikas simulacijas tika noskaidrots, ka tas struktora
eso$a T-veida pora, kurai homologa pora atrodama ari BTA121,
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piesaistita polinepiesatinatas taukskabes ar augstaku efektivitati, ka
piesaistitas. BBP28 proteina gadijuma, ta C-terminala cilpa, kas aizsedz
hidrofobas aminoskabes uz ta virsmas, ir vaja sekvences Iidziba starp Mlp
Il tipa saimes parstavjiem un ta var€tu aizsargat proteina konservativos
regionus no ziditaju saimnieka imtinsistémas un/vai nomakt priekslaicigu
proteinu aktivaciju. Ir vilinosi spekulét, ka disulfida saites redukcija Mlp
II tipa protemos varetu notikt ka reakcija uz neitrofilu ROS izdalisanos
infekcijas vieta, saskanojot hidrofobas virsmas atklasanas laiku ar
palielinatu nepiecieSamibu p&c nepiesatinam taukskabeém. Lai gan liela
dala gadijumu B. burgdorferi tiek uzskatits par arpus $tinas infekciozo
agentu, petijumi liecina, ka ta var arT bt iek$Stinas patogéns (Ma et al.,
1991; Montgomery et al., 1993; Grab et al., 1999; Wu et al., 2011).
Tadgjadi, disulfidsaites redukciju mlp Il tipa proteinos varétu arT veicinat
dazadi reducgjosie agenti, kuru intracellulara koncnetracija palielinas B.
burgdorferi infekcijas laika, tai skaita glutations, homocisteins,
cisteilglicins un acetilcisteins (Kerstholt et al.,, 2018). No Siem
reducgjosiem agentiem, glutations, kura ieks$SGnas koncentracija
infekcijas laika palielinas desmit reizes, saistas pie B. burgdorferi
lipoproteina, BBE3 1. Rezultata skiet passaprotami, ka tam ir svariga loma
B. burgdorferi infekcija (Brangulis et al., 2020).

3.2. Mus musculus MoPrP(89-230)

Neskatoties uz to, ka ir veikti vairaki pétijumi, lai izprastu TSE
un ar tam asociétos simptomus, viens no lielakajiem skérsliem preventivo
lidzeklu izstradé ir bijis zinasanu trikums par precizu $o slimibu
biologisko mehanismu. STiemesla dél, bieZi pétijumos tiek izmantotas no
in vivo iegttas vai in Vvitro sagatavotas prionu proteinu fibrillas, lai iegfitu
informaciju par to strukttiru, agregacijas kinétiku un 1pasibam atkariba no
aminoskabju mainibas un citiem fibrilizaciju ietekmgjosiem faktoriem
(Cobb et al., 2008; Ziaunys et al., 2021, 2022; Pauly et al., 2022). Nemot
vera prionu fibrillu potencialu veidot atskirigus celmus, $aja izstradataja
pétijuma centamies noskaidrot, vai fibrillas kas veidotas atskirigos vides
apstaklos var tikt viena ar otru strukturali salidzinatas. Miisu pétfjuma,
tris MoPrP(89-230) paraugi tika fibrillizéti iepriek$ literatiira mingtos,
atskirigos apstaklos (Baskakov et al., 2005; Bocharova et al., 2005; Dutta
etal., 2013; Milto et al., 2014; Wang et al., 2017; Sneideris et al., 2020).
Respektivi, G2 paraugs tika veidots 2 M Guanidina hidrohlorida
(GdnHCI) ar 50 mM natrija fosfatu, pH 6,0, G4, 2 M GdnHCI ar 50 mM
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natrija fosfatu, pH 6,0 un U3G1, 3 M urinviela, 1 M GdnHCI, 1x fosfata
buferskiduma, pH 7.4.

Pirmais sagatavotais paraugs prieks cietvielu KMR analizes tika
veidots U3GL1 fibrillizacijas apstaklos. Lidzigi ka ieprieks novérots kamja
priona proteina fibrillam (Tycko et al., 2010), spontani U3G1 apstaklos
veidotam paraugam tika novérota zema KMR spektru izskirtsp&ja. Lai
uzlabotu iegiitos datus turpmaka darba gaita, U3G1 apstaklos tika
izveidots paraugs, kura sagatavei izmantoti sesi cikliskas fibrillizacijas
amplifikacijas soli. Tam KMR spektros lielakoties tika novérota
pietiekosi augsta izskirtsp&ja otrgjo kimisko nobizu analizes veiksanai (7.
attels). legttajos spektros, vienigie regioni, kur tika novérota ievérojama
signalu parklasanos ir ar Thr un Val veidotiem signaliem. Lai izvairitos
no problémam $o signalu attiecinasana, talaka darba veidotajos U3G1, G2
un G4 paraugos papildus cikliskajai amplifikacijai, tika selektivi
neiezim&ti Thr un Arg aminoskabju atlikumi.
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7. attels. U3G1 apstaklos veidotu MoPrP(89-230) proteina fibrillu NCO

spektri (A) spontani agregatam paraugam un (B) paraugam péc seSiem fibrilizacijas
amplifikacijas soliem.

No iegitito paraugu cietvielu KMR spektru analizes var secinat,
ka visos paraugos, gluzi ka iepriek$ literatira aprakstits, fibrillarais
kodols atrodas starp P165 un A224 (8. att€ls). Tajos arT novérotas lidziga
garuma B-kédes, lidzigas kimiskas nobides C179 un C214 atlikumiem,
kas liecina par disulfidsaites veidosanos un ir redzams a-spirales motivs
starp Y218 un E219, kas norada uz pagrieziena motivu pirms p&dgjas [3-
kedes. Tikai viena parauga, U3G1, redzams a-spirales motivs starp R208
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un V209, kas izskaidro ievérojamo atskiribu ta V209 *C, kimiskajai

nobidei, salidzinot ar fibrillam, kas veidotas G2 un G4 apstaklos.
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8. attels. Otrgjo struktliru salidzinajums pétitajam MoPrP(89-230) fibrillam
(Mo) ar literatiira atrodamam strukturali Iidzigam fibrillam no cilvéka priona proteina
(Hu). Noraditas MoPrP(89-230) struktiiras ieglitas no otréjo kimisko nobizu analizes.
Attela B-kedes ir apvilktas ar bultu, aminoskabju atlikumi ar spiralveida torsijas lenkiem
ir apvilkti ar noapalotiem Cetrstliriem un aminoskabju atlikumi, kam netika noteikta otrgja
struktiira ir apvilkti ar punktotu Iiniju. Aminoskabju atlikumi, kas nav attiecinati ir sarkana

krasa, sekvences atskiribas starp peles priona proteinu un cilvéka priona proteinu ir zila
krasa, E196K mutacija ir zala krasa un D178N mutacija ir violeta krasa.

Salidzinot iegito fibrillu struktGras ar citam, literatira
atrodamam, visiem paraugiem vislielaka lidziba nov&rojama ar wt cilveka
priona proteina fibrillam, kas veidotas 2 M GdnHCI klatbitne (9. attéls)
(Wang et al., 2021). Tomeér, arT $aja salidzinajuma ievérojamas atskiribas
redzamas paraugu fibrillaro kodolu N- un C- terminalo galu garumos. Sis
fibrillu patnibas var izskaidrot ar atSkiribam cilvéka un peles priona
proteina aminoskabju sekvences. Ka aprakstits darba literatiiras sekcija,
priona proteina fibrillara kodola N- terminalaja gala, starp P165 un S171,
ir noverojamas lielas aminoskabju variacijas starp sugam, kas veicina
starpsugu barjeras izveidi. Respektivi, no iegiitajiem datiem var secinat,
ka strukturalas atSkiribas $aja regiona ari varétu but starp sugu barjeru
veicino$s faktors.
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Turpmaka Kkimisko nobizu salidzinaSanas analiz€ tika
noskaidrots, ka starp paraugiem minimala atSkiriba novérota regionam
pirms H177 un péc Y218 (8. attéls). Ja G2 un G4 paraugi tiek salidzinati,
lielakas kimisko nobizu atkiribas atrodamas starp K194 un E196, kas
sakrit ar dimerizacijas lokaciju iepriek§ mingtaja wt cilvéka priona
proteina struktira (Wang et al., 2021). Tas liecina, ka abiem paraugiem
varetu bit atSkirtbas to saskarsmes vieta starp potencialajiem
protofilamentiem. Salidzinot G2, G4 ar U3G1 paraugu, véra nemamas
izmainas ir noverojamas visiem centralajiem aminoskabju atlikumiem.
Visizteiksmigakas atSkiribas redzamas starp aminoskabju atlikumiem no
E178 Iidz Q181 un no K204 lidz M213.
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9. attéls. Vid&jas aminoskabju atlikumu *3C un *N kimisko nobizu atikiribas
starp MoPrP(89-230) U3G1, G2 un G4 fibrillam. Augsgja paneli: kimisko nobides

atskiribu histogrammas attieciba pret atlikumu skaitu. Apaksgja panelti: U3G1 fibrillu
strukturalais modelis, kas kod&ts ar krasu shému, lai atspogulotu kimiskas nobides
atSkiribas starp U3G1 un G2, U3G1 un G4, G2 un G4 fibrillam.

Ile krustpiku analize CHHC un NHHC spektros, kuros iesp&jams
detektét telpiskos kontaktus starp blakus esoSiem aminoskabju
atlikumiem, norada, ka U3G1 parauga visas Glu ir orient&tas uz fibrillas
centru. Turpreti, buferos ar paaugstinatu jonu speku strukttira izmainas
un viena Glu G2 parauga, un divas, G4 parauga ir vérstas uz aru.

26



Rezultata, abas struktiiras tiek noverota pagarinata -k&des struktiira un
ir par vienu pagrieziena motivu mazak, ka U3Gl parauga. Ta ka
izteiksmigaka atSkiriba starp izveidotajiem paraugiem ir tiesi
denaturgjosa agenta jonu speks, visdrizak $is atskiribas starp paraugiem
veicina negativi ladétas aminoskabes fibrillas kodola, kas tiek balansétas
ar GdnHCl izveidotam jonu saitém (10. attéls). Lidz ar $o novérojumu,
Kimisko nobizu lidziba paraugiem pirms H177 un péc Y218 var tikt
saistita ar faktu, ka Saja diapozona aminoskabju atlikumiem tuvuma nav
citu sekundaro struktiiru un nav centralas pozicijas fibrillaraja kodola, kur
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208 \';’1: <3 |f{9 203G, K 'I’b 208@3\?’;\2’ 'I’b
- -
Wl Nl vl S v oy
V‘f
v yA (‘? v
| / I /

10. attels. Noverotie kontakti starp aminoskabju atlikumiem, Ile metil grupas
regions C(HH)C spektra MoPrP(89-230) fibrillam. Tajos B-kédes izceltas ar biezam
Iinijam.

Sajos un ieprieks literatiiras sekcija aprakstitajos eksperimentos,
kur in vitro tika veidotas pilna garuma priona proteina fibrillas,
fibrilizacija izmantotais jonu sp&ks ir ievérojami lielaks par to, kas
novérots fiziologiskos apstaklos uz neironu virsmas, kur divi visbiezak
sastopamie joni ir Na* un K, ar respektivi 135 — 145 un 3 — 30 mM
koncentraciju (Peruzzo et al., 2010; Liu et al., 2020). Nemot véra batiskas
atSkiribas, kas novérojamas starp in vitro veidotajam prionu fibrillu
struktiram un tam, kas iegiitas no pacientiem, ir ticams, ka misu
eksperimentos petitajam jonu spéka izmainam ir izskirosa ietekme uz §STm
strukturalajam atskiribam. S1 iemesla dél turpmakiem priona proteina in
vitro fibrillizacijas pétijjumiem vajadz&tu fokuséties uz apstakliem, kuros
jonu spéks ir tuvaks fiziologiski novérotajam.
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4, SECINAJUMI

1. Visticamak, ROS un/vai citi reducgjosie agenti infekcijas laika
reducé B. burgdorferi BBP28 proteina augsti konservéto disulfida saiti.

2. Lai gan KMR titréSanas eksperimentos netika pieradita BBP28
un BBAO3 proteinu saistiba ar noteiktiem lipidiem, abu proteinu
strukturala lidziba ar B. turicatae palmitinskabi saisto$u proteinu,
BTA121, un hidrofobas aminoskabes uz to virsmas liecina, ka tie varétu
saistities ar citam, eksperimentali neparbauditam hidrofobam molekulam.

3. Starpsugu bajeru starp peles un cilvéka priona proteina fibrillam
var izskaidrot ne tikai ar sekvences atskiribam starp abu sugu Tpatniem,
bet arT ar atskirtbam starp to struktiiram, par ko liecina esosas atskiribas
to in vitro veidotajas fibrillas.

4. MoPrP(89-230) veidoto fibrillu struktiiru ietekmé izmantotais
denaturgjosais agents, kas ar 1adina skriningu stabilizg uz fibrillas kodola
iekspusi vérstos Glu atlikumus. Sis novérojums lauj secinat, ka
turpmakos eksperimentos biitu ieteicams prionu proteinu in Vvitro
fibrillizaciju veikt apstaklos, kuros novérojams fiziologiskiem apstakliem
lidzigs jonu speks.

5. Nemot véra, ka atlikumus pirms H177 un péc Y218 veido B-
kedes bez blakus esosam otrgjam struktiiram, 1adetie atlikumi, kas atrodas
Sajos regionos nevar jonu speka ietekmé tikt virziti arpus fibrillara kodola.
L1dz ar to, $o regionu struktiiras ir mazak jitigas pret izmainam argja jonu
speka.
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5. AIZSTAVAMAS TEZES

1. Visiem mlp tipa Il proteiniem mainiga C-terminala izStiepta
virkne visdrizak veic aizsargfunkciju un/vai nomac priekslaicigu proteina
aktivaciju.

2. B. burgdorferi AVP, BBP28 un BBAO3, struktiiras norada, ka tas
varétu veikt lipidu saistiSanas funkciju, kas ir nepiecieSama B.
burgdorferi izdzivosanai.

3. Peles priona proteina fibrillam, kas in vitro veidotas apstaklos ar

ieverojami atskirigo jonu speku no fiziologiska diapozona, ir ievérojami
mazaka fiziologiska nozime.
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veiksmigiem padomiem mana macibu perioda laika.
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