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IEVADS

Borrelia burgdorferi sensu lato ir izplatitakais insektu parnésatais infekcijas slimibu
ierosinatajs Ziemelu puslod€, ak kuru Eiropa gada laika infic€jas videji 65 tiikstosi cilvéku.
Lai gan kops §1 patogéna atklasanas 1982. gada ir pagajis pietiekosi ilgs laiks, par $o patogénu
vel aizvien ir daudz neatbildétu jautajumu, tai skaita par bakterijas patogenézes mehanismiem
un mijiedarbibas procesiem gan ar siltasinu, gan aukstasinu saimniekorganismiem. legiistot
informaciju par B. burgdorferi argjas virsmas proteiniem un to lomu patogenézé, pavértos
iesp&ja izstradat jaunas, efektivakas laimboreliozes diagnostikas, arst€Sanas un prevencijas
metodes.

Par spiti intensiviem pétijumiem un centieniem, vél aizvien pastav liels daudzums B.
burgdorferi argjas virsmas proteinu ar nezinamam funkcijam, ka ar hipotétisku proteinu un
vairaku paralogo génu produktu. Sis darbs ir veltits divu B. burgdorferi argjas virsmas
protetnu, kuri literatira mingti ka nozimigi komponenti infekcijas nodorSinasana,
funkcionalajiem pétijumiem.

Darba meérkis ir noskaidrot B. burgdorferi aréjas virsmas proteinu BB0689 un
BBA73 iespéjamo lomu patogéna un saimniekorganisma mijiedarbiba. Lai sasniegtu So
merki, tika izvirziti sekojosie uzdevumi:

e Izpétit BBA73 un BB0689 mijiedarbibu ar ziditaju iek$€jas vides proteiniem
1zmantojot proteinu-protetnu mijiedarbibas petijumu metodes.

e [zpétit BBA73 un BB0689 mijiedarbibu ar artropodu ieks€jas vides protetniem
1zmantojot proteinu-protetnu mijiedarbibas petijumu metodes.

e Izvértet BBA73 un BBO0689 iesp&jamo lomu B. burgdorferi patogenézes

mehanismos.



KOPSVILKUMS

Magistra darbs veidots ar mérki noskaidrot B. burgdorferi argjas virsmas proteinu
BB0689 un BBA73 potencialo lomu patogéna un saimniekorganisma mijiedarbiba, kas varétu
paplasinat miisu zinasanas par Laimboreliozes patogenézi. Bor€lijas proteinu un ziditaju vai
artropodu proteinu iesp&jama mijiedarbiba ir noteikta, izmantojot Ni-NTA afinitates
hromatografiju, proteinu kompleksu iminprecipitaciju (Co-Ip) un attalinato Western blotu.
Konstatéto mijiedarbibas partneru identifikacijai ir izmantota MALDI-TOF masas
spektrometrija. P&tijuma rezultata ir konstatéta BB0689 iesp&jama saistiba ar vairakiem
ziditaju proteiniem, savukart BBA73 gadijuma ir novérota ta mijiedarbiba ar Ixodes &rcu
proteiniem un atseviSkiem ziditaju proteiniem. legiitie rezultati norada uz B. burgdorferi
argjas virsmas proteinu BB0689 un BBA73 potencialo lomu Laimboreliozes patogen&ze.

Atslegvardi:

Borrelia burgdorferi, BB0689, BBA73, Ni-NTA Afinitates hromatografija, Co-Ip,
Attalinatais Western blots, MALDI-TOF.



SUMMARY

Aim of this Master thesis project was to determine a potencial role of two Borrelia
burgdorferi outer surface proteins BB0689 and BBA73 in host-pathogen interaction and
Lyme disease patogenesis. Possible interactions between borrelial and mammalian and
artropod proteins were determined using several protein-protein interaction assays such as Ni-
NTA pulldown, Protein complex inonoprecipitation (Co-IP) and Far Western blot. MALDI —
TOF mass spectrometry aproach was used to identify visualised interaction partners.
Interactions between BB0689 and numerous mammalian proteins were observed. For BBA73
protein, a possible interaction with Ixodes ticks and few mammalian proteins were detected.
The results of this study highlight a possible role of BB0689 and BBA73 in Lyme disease
patogenesis.

Tags:

Borrelia burgdorferi, BB0689. BBA73, Ni-NTA pulldown, Co-Ip, Far Western blot,
MALDI-TOF



APZIMEJUMI UN SAISINAJUMI

Merka proteins (Prey protein) — nezinams proteins, kuru ir mérkis identificét

Esmas proteins (Bait protein) — zinams proteins, kuram tiek mekleti mijiedarbibas
partneri (Meérka proteini)

SDS PAGE — Natrija dodecilsulfata poliakrilamida ggls

CO-IP — kompleksu imtinprecipitacija

ACA - Acrodermatitis chronica atrophicans, hronisks akrodermatits

Ni-NTA — nikela nitriltrietikskabe

ORF — (Open reading frame) atvértie kodoni

IL-4 — interleikins 4

IL-17 — interleikins 17

IFN-y — interferons y

Bp — bazu paris

Kbp — kilobazu paris

FWB — Far western blots

kDa — kilodaltons

WB — Vestern blots

TFA — trifluoretikskabe

PNS — Periféra nervu sistéma



LITERATURAS APSKATS

Borrelia burgdorferi sensu lato komplekss

Borrelia burgdorferi (B. burgdorferi) ir Laima slimibas jeb Laimboreliozes etologiskais

izraisitajs, kur§ pirmo reizi tika identificéts 1984. gada ASV izdalot bakterijas no Ixodes

ércém, kas bija ievaktas slimibas endémiskajos regionos un secinot, ka &rces vidus zarna

eso$as spirohétas saista Laimboreliozes slimnieku imiinglobulinus (Burgdorfer et al. 1982).

Pirmo reizi bakterijas izraisita slimiba tika aprakstita 1978. gada, kad vairakiem ASV

Konektikutas $tata Laima (Lyme, Connecticut) pilsétinas iedzivotajiem péc érces kodiena tika

noverots apsartums koduma vieta un sapes
locitavas (Steere et al. 1978).

Senakas liecibas par bakterijas izraisito

slimibu tika atklatas konstatéjot 60%
genomiskas DNS [idzibas ar misdienu
baktérijas genomu 5300 gadus vecas Vara
laikmeta cilvéka atliekas, kas tika atrastas
Austrijas alpos (Keller et al. 2012).

Apskatot bakterijas elektronu
mikroskopa tika atklata Iidziba ar spiroh&tam
no citam Treponema sugam; bakteriju
garums ir no 10-30 pum, diametrs 0,18-0,25
um, tas ir neregulari spiralistiskas (1. attéls).
Bakterijas Skérsgriezuma starp argjo un
citoplazmatisko membranu labi saskatami
filamenti, kas pieskir bakt€rijai spiralistisko
formu (Burgdorfer et al. 1982).

B. burgdorferi  spirohétas netiek
klasificetas ka Gram (-) vai Gram (+).
Krasojot  bor€lijas  izmantojot =~ Gram
krasosanas metodi, atseviskas no bakteriju

linijam iekrasojas loti viegli (B. burgdorferi

1. Attéls. Borrelia burgdorferi Ixodes &érces
viduszarnas barkstipas. Apzim&umi: SP —
spirohéta, MV — zarnas barkstinas. Augs¢ja
labaja stiirT redzams baktgrijas Skérsgriezums
(Burgdorfer et al. 1982)

Figure 1. Borrelia burgdorferi in
microvascular epithelium of Ixodes tick
midgut. Lables: SP — spirochete, MV -
microvascular epithelim. Cross-section of
bacteria is wisible in upper right (Burgdorfer
etal. 1982)



sensu stricto celms B31), savukart citas nemaz, tapéc tas dazkart tick uzskatitas par Gram
negativam (Aberer, Duray, 1991). So ipasibu var izskaidrot ar to, ka borélijas aréja membrana
satur Joti daudz lipidu. Bor€lijam, ta pat ka parsvara visam spiroh&tam, ir ar§ja membrana,
iekS€ja membrana un periplazmatiska telpa ar peptidoglikanu kartu, kas bakterijas Stinas sienu
padara Iidzigu Gram negativo bakt&riju Snas sienai, neskatoties uz tas krasoSanas ipatnibam
(Todar 2006).

Sakotngji Laimboreliozi izraiso$as spirohétas tika uzskatitas par vienu sugu, B.
burgdorferi, tatu saméra neilgi péc tam talaki p&tijumi lika secinat, ka §1 bakteriju suga ir
heterogéna un sastav no vairakam genosugam. B. burgdorferi sensu lato grupa sakotngji tika
sadalita tris atSkirigas genosugas (B. burgdorferi sensu stricto (B. burgdorferi s.s.), B garinii
un VS461) izmantojot restrikcijas fragmentu garuma polimorfismu analizi, proteinu
elektroforézes ainas atskiribas, ka ari péc atSkiribam reaktivitaté ar monoklonalajam pelu
antivielam (Baranton et al. 1992). Vélak genosugai VS461 tika pieskirts nosaukums B. afzelii
(Canica et al. 1993).

Sobrid ir zinamas 18 sugas, ka arT ir dazi neklasificéti genotipi (1. tabula).

1. Tabula.

Borrelia burgdorferi sensu lato grupas baktériju izplatiba un vektori (Rudenko et al. 2011;
Stanek, Reiter 2011)

Table 1

Distribution of Borrelia burgdorferi sensu lato group and their vectors (Rudenko et al. 2011;
Stanek, Reiter 2011)

Borrelia suga Vektors Geografiska izplatiba | Atklasanas gads
B. afzelii I. ricinus, Azija, Eiropa 1992
I. persulcatus
B. burgdorferi sensu . ricinus, Eiropa, ASV 1992
stricto I. scapularis,
. pacificus
B. garinii I. ricinus, Azija, Eiropa 1992
I. persulcatus,
I. hexagonus,
I. nipponensis
B. japonica I. ovatus Japana 1994
B. andersonii I. dentatus ASV 1995
B. tanukii . tanuki Japana 1996
B. turdi . turdus Japana 1996
B. lusitaniae . ricinus Eiropa, Ziemelafrika 1997
B. valaisiana I. ricinus, Azija, Eiropa 1997
I. granulatus
B. bissettii . ricinus, Eiropa, ASV 1998
I. scapularis,




I. pacificus,

I. minor
B. sinica I. ovatus Kina 2001
B. spielmanii . ricinus Eiropa 2006
B. californiensis . pacificus, ASV 2007

I. jellisonii,

. spinipalpis
Genomospecies 2 I. pacificus ASV 2007
B. yangtze Haemaphysalis Kina 2008

longicornis,

I. granulatus
B. americana I. pacificus, I. minor ASV 2009
B. bavariensis . ricinus Eiropa 2009
B. carolinensis I. minor ASV 2009
B. kurtenbachii I. scapularis Eiropa, ASV 2010

Sobrid patogenitate ir pieradita 3 genotipiem: B. burgdorferi s.s, B. garinii un B. afzelii,
bet iesp&jami patogénas ir B. lusitaniae, B. valaisiana un B. spielmanii (Stanek, Reiter 2011).

Dazadas borgliju sugas Eiropa ir pielagojosas atskirigiem saimniekorganismiem, par ko
liecina biitiskas atSkiribas boréliju sugu izplatiba starp dazadam mugurkaulnieku sugam, bet
par parnésataju vektoru tiek izmantota parsvara tikai divas &r¢u sugas Ixodes ricinus un Ixodes
persulcatus (Kurtenbach et al. 1998; 2002).

B. burgdorferi genoma raksturojums

B. burgdorferi pirma pilna genoma sekvenésana tika veikta 1997. gada. Tika atklats, ka
baktérijas genoms sastav no 1 linearas 910 kbp hromosomas un 17 linearam un cirkularam
plazmidam (Fraser et al. 1997). Turpmaki pétijumi, izmantojot ari citu genosugu baktériju
izolatus paradija, ka plazmidu skaits starp izolatiem atskiras, tomer génu sastopamiba starp
izolatiem ir relativi konservativa (Casjens et al. 2012). Tomér B. burgdorferi genoma
pétijumus sarezgi fakts, ka ilgstosi kultivgjot bakteérijas laboratorijas apstaklos ir novérojama
atsevisku baktérijas plazmidu izzuSana un tai sekojoss infektivitates zudums (Biskup et al.
2011; Schwan et al. 1988).

Bakterijas hromosomas G+C saturs ir 28,6%, ORF kodgjosa dala ir 93%, savukart
plazmidas guanina un citozina bazu pari sastada no 23,1-32,3% no kopgjas sekvences, ORF
kodgjosa dala aiznem 71% no kopé&jas plazmidu sekvences (Fraser et al. 1997). Genoma
analize un eksperimentalie dati ir paradijusi, ka bakterijam nav nepiecieSams dzels, jo genoma
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nav sastopami ne proteini, Kuriem bitu vajadzigs dzels, nedz dzels importa iesaistitie proteini.
(Casjens 2000). Bakterijas lineara hromosoma un tas telomé&ru uzbiive ir atskiriga no pargjam
baktérijam, jo hromosomas galu veido kovalenti aizvérta matadatas teloméru strukttra, ka
vairak ir raksturiga baku virusiem un iridovirusiem (Hinnebusch, Barbour 1991).

B. burgdorferi daudzas plazmidas satur prokariotiem neraksturigi daudz pseidogénu,
kas var€tu liecinat par to, ka atseviskas plazmidas paslaik iziet strauju evolucionaru procesu
(Casjens 2000). Ir paradits, ka Iidz pat 90 procentiem plazmidas esoSo kod€joso sekvencu nav
novérojama homologija arpus Borrelia gints, kas norada, iesp&jams, uz IpaSu $o génu lomu
Laimboreliozes patogenéze (Casjens et al. 2000). Savukart ar Treponema pallidum, kas ir
radniecigaka spirohéta arpus Borrelia gints, B. burgdorferi genomam ir tikai 40 % lidziba
(Subramanian et al. 2000).

Sobrid brivi pieejamas ir 35 boréliju genoma sekvences, kas parstav 8 boréliju sugas, no
kuram pilna garuma sekvences ir pieejams B. burgdorferi s.s., B. garini un B. afzelii (Di et al.
2014).

B. burgdorferi proteoma raksturojums

Pirmas zinas par B. burgdorferi proteomu tika iegttas Iidz ar tas pilna garuma DNS
sekvenci. Uzmanibu piesaistija fakts, ka bridi, kad sekvence tika publicéta lielaka dala
virulences faktorus kod&joSo génu netika atrasta lidziba ar géniem no citam bakterijam (Fraser
et al. 1997). B. burgdorferi salidzinajuma ar citam baktérijam ir salidzino$i daudz
lipoproteinu, kopgjais bakterijas kodéto lipoproteinus kodgjoso génu daudzums tiek 1€sts no
5-8% no kopgjas genoma sekvences (Fraser et al. 1997; Jacobs et al. 2005), kas ir Joti daudz
salidzinot ar citam bakterijam, pieméram H. pylori lipoproteini ir tikai 1,3% (Fraser et al.
1997).

Péc gandriz 10 gadiem 2005. gada salidzot proteoma atSkiribas borélijam 39% no 665
identificétajiem proteiniem vél aizvien nebija zinamas to funkcijas (2. Attéls), tomér tika
noskaidrots, ka starp dazadam boréliju sugam pastav 50% proteoma lidziba (Jacobs et al.
2005). Japiebilst, ka pétijuma detekt&tie proteini parstavéja aptuveni treSo dalu no teor&tiski

iesp&jamajiem B. burgdorferi genoma kodgjosajiem proteiniem.
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Turpmakajos pétijumos tika noskaidrota konkrétu proteinu saistiba ar dazadiem
baktérijas patogenézes apstakliem, piem. Nowalk ar kolegiem (Nowalk et al. 2006)
noskaidroja proteinus, kas aktivi tiek ekspreséti ziditaju infekcijas laika, bet Livengood ar

kolégiem (Livengood et al.

Transkripcijas

2008) ieguva informaciju par i Vo™ Transporta i Regulatoras
1% 5% funkcijas
neiroboreliozes proteoma 2%

profiliem; citi zinatnieki Hipotétiskie proteini

Nukleinskabju
22%

metabolisms

noskaidoja arT par apkartgjas 2%

vides  apstaklu  ietekmé&tam Proteinu
sintéze
proteoma izmainam (Angel et . ) 14%
> Stinas membranas
v, _ _ . 9% ”
al. 2010). Sie un lidzigie ’ Reoteing
procesings
p—— . . . 60/
petijumi sniedz ieskatu par ’
o . .o .. Sanas procesi
patogeneze 1esaistitajiem 10%
2 Konservativi
proteiniem kopuma, tomeér tie hipotétiskie
. k kr . k DNS Energijas Lipidu : POLEI!
nevar sniegt konkrétu ieskatu isms - ; 15%
g metabol4|§&ms metabolisms metabolisms ’
—_= - 5% 0
par katra konkréta proteina ’ 1%
funkcijam patogenéze. 2. Attels. Borglijas proteoma procentualais sadalijums péc
jam patog

to funkcijam. (Jacobs et al. 2005)
Figure 2 Functional distribution of Borelial proteome
pétijumiem ari salidzino$i nesen  (Jacobs et al. 2005)

Neskatoties uz intensiviem

veiktos petijumos, kas veérsti uz baktérijas argjas virsmas proteinu petijumiem, joprojam nakas
saskarties ar lielu daudzumu B. burgdorferi proteinu, kuru precizas funkcijas vél aiz vien nav

zinamas (Gesslbauer et al. 2012).

Laimboreliozes patogenéze

B. burgdorferi nonak slimnieka organisma péc inficétas érces kodiena. Eksperimenti ar
pelém ir pieradijusi, ka spirohéta no inficétas erces saimniekorganisma spg noklit péc 52
stundu netraucétas &rces barosanas (Ohnishi et al. 2001).

Laimboreliozei ir raksturigas tris slimibas stadijas: agrina jeb lokalas infekcijas stadija,
izplatisanas jeb agrina diseminéta stadija stadija, un vélina stadija. Agrinas stadijas laika
patologiskais process norit slimibas izraisitaja iekltSanas vieta, Slimibas pirmie simptomi
paradas 1-3 ned€las péc inficétas erces kodiena. Spirohétas ziditaju organisma ir arkartigi
kustigas, tapec dazu dienu laika tas sp€j izplatities adas slanos izveidojot klasisku slimibas
simptomu Erythema migrans jeb migréjosaja eritréma. Erythema migrans sakas ka
punktveida apsartums, kas izpleSas ar atrumu lidz 3 cm dienad, izpleSoties apsartums var iegtt
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gredzenveida formu. Apsartuma plankums parasti veidojas érces kodiena vieta un ir ne mazak

ka 5 cm diametra liels, parasti nesap un péc kada laika pazud (3. Attels).

3. Attels. Borgliju izraisita migréjosa
eritréma, Erythema migrans (Ogden et
al. 2008).

Figure 3 Erythema migrans caused by

Borelia (Ogden et al. 2008).

Otras jeb izplatiSanas stadijas laika borélijas
izplatas no iekliSanas vietas pa organismu un nonak
iek$gjos organos. Traucgjumu simptomi var
paradities no 1 nedélas lidz pat vairakiem me&neSiem
pec sakotngjas infekcijas; bitiski, ka ne vienmeér
pirms tiem ir novérojams Erythema migrans tipa
adas apsartums. IzplatiSanas stadijai ir raksturigas
dazadas kliniskas izpausmes, pieméram, multipla
eritréma (4. Attels), boreliala limfocitoma, kardits,
neiroborelioze, oftalmoborelioze. Uzskata, ka 10-
15% nearstetu lokalas infekcijas stadijas pacientu
attistas neirologiski trauc€jumi, bet 5% nearstétu
slimnieku — dazadi sirds bojajumi (atrioventrikulara

blokade, akiits mioperikardits, laba kambara

disfunkcija, reti kardiomegalija). Neiroboreliozes biezums ir no 0,6-2,4 gadijumiem uz 100

000 iedzivotaju Zviedrija lidz 5,8-10 uz 100 000
iedzivotaju Vacija (Berglund et al. 1995; Huppertz et al.
1999). Slimibas gadijuma attistas nervu strukttru
bojajums, kas var skart gan periféro nervu sist€mu
(PNS), gan centralo nervu sisttmu (CNS), Iidz ar to ir
iespgjamas daudzveidigas neirologiskas izpausmes.
Neiroboreliozei ir raksturigi tadi simptomi ka nogurums,
galvas sapes, nelabums, svara zudums, nelicla
temperatiira vai sapes roku un kaju locitavas, pakausT vai
mugura. Smagakos gadijumos var noveérot mono- Vvali
polineiritu, serozo (limfocitars) meningitu, miozitu,
meningoradikuloneiritu, mielitu, mieloradikulttu,
encefalitu. PieauguSajiem iesp€ama dalgja sejas
paralize.

Tresas jeb velinas stadijas laika patogéno baktériju

darbibas rezultata rodas dazadu organu bojajumi.

4. Attels. B. burgdorferi izraisita
multipla eritréma (Heymann, Ellis
2012)

Figure 4 Multiple erythema
migrans caused by B.burddoreferi
(Heymann, Ellis 2012)
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Kliniskas izpausmes var paradities pat gadu péc infekcijas, tacu pédgjai slimibas stadijai ir

raksturigi noturigi neirologiski simptomi,

5. Attels. Boreliozes izraisitie locttavu
bojajumi (Stinco et al. 2014).

Figure 5 Knee joint damaged by
boreliosis (Stinco et al. 2014)

periodisks artrits, ka ar1 hronisks adas
iekaisums (Dattwyler, Luft 1991). Ja skartas
locitavas, visbiezak noveérojamas periodiskas
sapju I€kmes un uztikums atseviskas
locitavas. Var tikt skartas celu, potisu,
elkonu un plaukstu locitavas, tacu parasti ir
skartas lielas locitavas (>90% celu locitavas)
(5. Attels). Velina stadija var attistities nervu
sisteémas

bojajumi (parézes, paralizes). Ja ir
skarta ada, novéro raksturigo Acrodermatitis
chronica atrophicans (ACA) ainu, kas seko
gadus péc infekcijas sakuma. ACA tiek

novérots ~10% nearstétiem pacientiem, tas

sakas ar violetisarkanu bojajumu, kas

sklerotisks, atrofisks (6. Attgls).

klust

Laimboreliozes svarigd Tpatniba ir ta, ka

simptomi  katra attisttbas stadija var arl
neizpausties. ST iemesla dé| to nereti ir griiti
diagnosticét (Bhate & Schwartz, 2011). Bez tam,
ir noveérojumi, ka dazadas B. burgdorferi sensu
lato sugas izraisa atSkirigus boreliozes simptomus.
Pirmas liecibas par atSkirigu simptomu saistibu ar
dazadam sugam tika iegltas 1995. gada, no
laimboreliozes slimniekiem izdalot un p&c tam
identificgjot borélijas lidz sugas limenim. Tiek
uzskatits, ka B. afzelii parsvara izraisa
akrodermatitu un migréjoSo eritrému (Canica et al.
1993) un par ta dabiskajiem rezervuariem tiek

uzskatitas peles un strupastes (Kurtenbach et al.

£

6. Attels B. garini un B.
burgdorferi ss izraisitais hroniskais
akrodermatits Acrodermatitis chronica
atrophicans. (Stinco et al. 2014)

Figure 6. Acrodermatitis chronica
atrophicans caused by B. garini un B.
burgdorferi ss (Stinco et al. 2014)

2002). B. burgdorferi s.s. infekcija rezult&jas neirologiskas manifestacijas, ka ari ar artritu
(Balmelli, Piffaretti, 1995; Wang et al. 2002) Savukart B. garinii lidzigi B. burgdorferi s.s. ari
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izraisitaja neirologiskus bojajumus un artritu, ka ar kardialus bojajumus (Balmelli, Piffaretti
1995) un to rezervuars daba ir dziedataj un juras putni (Kurtenbach et al. 2002). Lai gan
jautajums, cik ciesi laimboreliozes simptomi ir saistiti ar dazadam B. burgdorfei genosugam
veél nav lidz galam atrisinats, ir skaidri saskatamas atSkiribas dazadu slimibas klinisko
izpausmju dazados kontinentos, t.i. ASV un Eiropa (2. Tabula). Tas tiek skaidrots ar

dazadiem B. burgdorferi sugu izplatibas arealiem.

2. Tabula.
Laimboreliozes kliniskas izpausmes Eirazija un Ziemelamerika (Piesman, Gern 2004)
Table 2
Clinical manifestations of lyme boreliosis in Eurasia and N America (Piesman, Gern 2004)
Vektors Ziemelamerika | |. scapularis, I. pacificus
Eirazija I. ricinus, |I. persulcatus
Izraisitajs | Ziemelamerika | B. burgdorferi ss
Eirazija B. burgdorferi ss, B. afzelii, B. garinii
Kliniskas Ziemelamerika | Erythema migrans, artrits, dal€ja sejas paralize, meningits,
izpausmes periféra radikuloneiropatija,atrioventrikulara blokade
Eirazija Erythema migrans, acrodermatitis chronica atrophicans,
limfocitoma, artrits, dal€ja sejas paralize, meningits, periféra
radikuloneiropatija,atrioventrikulara blokade

Aréjas virsmas proteinu nozime slimibas patogenéze

Faktori, kas lauj bakterijai izraisit ilgstoSu infekciju saimniekorganisma vél aizvien tiek
pétiti, tom&r par galveno Tpasibu, kas patog€nam lauj netrauceti kolonizét audus uzskata
bakterijas sp&ju saistities ar saimniekorganisma starpS§tinu matriksu. Lidz Sim nav atklats
neviens bakterijas raZots toksins, kas tieSi bojatu audus, ta vieta spiroh&ta saglabajas audos,
ierosinot iminreakciju, ka rezultata no iminsisttmas uzbrukumiem cie§ arl
saimniekorganisma §tnu struktaras (Jewett, Coburn 2012). Dazi no patogenéze iesaistitajiem
proteiniem ilustréti 7. Attela.

Baktérijas ar€as virsmas protelnus var nosaciti iedalit tris grupas péc to lomas:
saistiSanas ar arpus$iinas matriksu, izvairiSanos no iminas atbildes un €rces koloniz€Sanas
(Auwaerter 2011). Lielu daJu no $ajos procesos iesaistito proteinu kodgjosajiem g€niem
inducé alternativais sigma faktors, RpoS, kas sak darboties bakterijai noklistot ziditaju

ieksgjai kermena videi lidzinoSos apstaklos (Caimano et al. 2007).
Erces kolonizesana

OspA ir ir iesp€jams detektet erc€s, ka ar1 bor€liju infekcijas sakumstadijas, vedinot uz
domam par ta lomu &rcu koloniz&$ana un saistisanos ar €rces proteiniem (Yang et al. 2004).
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tomér velaki petijumi pieradija to, ka §is proteins ir iesaisits neiroboreliozes attistiba, jo lauj
spiroh&tai $kérsot asins smadzenu barjeru (Pulzova et al. 2011), tadgjadi paradot, ka viens
argjas virsmas proteins ir sp&jigs pildit funkcijas gan aukstasinu, gan siltasinu organisma.
Liela genctiska lidziba starp OspA un OspB liek uzskatit, ka OspB radies dublikacijas
rezultata. ST proteina funkcija ir nodro§inat bakterijas saistiSanos ar Ixodes &réu zarnu
epiteliju; petijumi ir paradijusi, ka bez §1 proteina bakterijas nav sp&jigas inficét &rces to

barosanas laika (Fikrig et al. 2004).

Arpussiinas matriksu saisto$ie protetni

DbpA un DbpB ir dekorinu saistos$i proteini ar kuru palidzibu borélija saistas ar
dekorinu un glikozaminoglikaniem, $ie abi komponenti ir plasi sastopami ziditaju arpussiinas
matriksa, saistaudos ka arT uz ziditaju $tnu virsmas (Shi et al. 2008). Spg&ja saistit dekorinu
atSkiras starp dazadam bor€liju sugam, kas saistits ar katras sugas pielagosanos konkrétiem
siltasinu saimniekorganisma audiem (Salo et al. 2011).

Ar BBK32 palidzibu borélija saistas ar fibronektinu un glikozaminoglikaniem, kas ar §1
proteina palidzibu lauj baktérijai koloniz&t locitavas, kas samniekorganisma ar laiku var

izraisit artrita veidosanos (Lin et al. 2015).

®

Siekalu dziedzeri
OspA |, OspC 4

&

Cistu veido$ana

Antigénu

Siekalu dziedzeros

variéSana
, g =4
. DbpA un DbpB ~
OspC saista '
Salpl5 ‘3(7

-. AN
MMP-1 Un MMP-9
o — ]
c = P66 nf}:’)ﬁ
\ i ‘ Ei Asinsvads
. Fibronektins \ iy -
Borrelia: BBK32 B3 integrins

(&) Makrofagi ® BunTsunas & Asins platnite
€ Komplementa faktors Dekorins
o Neitrofils @ Endotelija $ina

7. Attels. Argjas virsmas proteinu nozime baktérijas transmisijas laika. Ar argjas
virsmas proteinu palidzibu baktérija nokliist no €rces ziditaja organisma, izvairas no iminas
atbildes, ka arT parvietojas pa ziditaja audiem (Berende et al. 2010).

Figure 7. Importance of outer surface proteins during bacterial transmision. Outer
surface proteins facilitate transmision from tick tu mammal, evasion from host’s imune
reaction and disemination through host’s tissue (Berende et al. 2010).

16



IzvairiSanas no imunas atbildes

vIsE kodgjosais géns ir lokaliz€ts linearaja plazmida Ip28-1 un sastav no vIsE galvenas
ekspresijas zonas, ka arT no 15 saistitiem klasteriem, kuriem ir 90% lidziba ar galveno
ekspresijas zonu un 6 variabli regioni. Ziditaju infekcijas laika, starp galveno ekspresijas zonu
un saistitajiem klasteriem notiek rekombinacijas, kas noved pie izmainitiem proteina
epitopiem, tadg€jadi antivielas pret iepriekS sastopamajiem antig€na variantiem vairs nav
efektivas (Norris 2012). Interesanti, ka B. burgdorferi infekcijas laika saglaba neliclu
baktériju koncentraciju asinis un audos ar lielu vls epitopu dazadibu (Norris 2006).

CRASPs jeb komplementa regulatoru saisto$ie virsmas proteini (complement regulator-
acquiring surface proteins) tika atklati pétot bor€liju rezistenci pret ziditaju serumiem. Ar $o
proteinu palidzibu bakterija sp&j piesaistit cilvéka komplementa faktoru H un tam lidzigos
proteinus tadgjadi izvairoties no imiinas sistémas (Kraiczy et al. 2001). Pastav tris gené&tiski
atSkirigas CRASP grupas, ka arT katra bor€liju suga eksprese atskirigas kombinacijas CRASP

geénu, tadgjadi sevi nomaskéjot saimniekorganisma ieks¢ja vidé (Siegel et al. 2010).
Argjas virsmas proteins BB0689

Pirmas zinas par §1 proteina eksistenci tika iegiitas lidz ar bakterijas pilna garuma
sekvences iegiiSanu (Fraser et al. 1997). Analizgjot proteina kod&joso géna sekvenci BB0689
tika identificéts ka iesp&jamais lipoproteins, jo proteina N terminalaja gala sastopama
MKKLI----IIFTLFLSQACNLST aminoskabju sekvence, kas liecina par potencialu lipidésanu
(Casjens et al. 2000). 2006. gada tika ieguti eksperimentali pieradijumi tam, ka BB0689
piemit augstas imunologiskas ipasibas un tas ir lokalizéts uz baktérijas ar¢jas virsmas (Chad
et al. 2006). Cits pétijums, kura tika veikta borgliju lipoproteinu salidzinasana starp boréliju
izolatiem un sugam atklaja, ka BB0689 kodgjosie géni ir loti konservativi (Liang et al. 2002).
Velak tika atklats, ka géna ekspresija 35 gradu temperatiira piecaug 1,6 reizes salidzinajuma ar
23 gradu temperatiiru, kas liecina par §1 g€na aktivaciju apstaklos, kas ir lidzigi siltasinu
ziditaja organismam (Ojaimi et al. 2003). Géna ekspresija &rces barosanas laika picaug 2,7
reizes lidz ar asins piepliidi (Revel et al. 2002). Sie dati liecina par BB0689 neap$aubamu

lidzdalibu laimboreliozes patogeng&zes procesa, tacu preciza §1 proteina funkcija nav zinama.
Argjas virsmas proteins BBA73

Pirma informacija par proteina BBA73 esamibu B. burgdorferi genoma iegiita péc pilna
garuma bor€lijas genoma publicéSanas (Fraser et al. 1997). Ir novérots, ka proteinu BBA73
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kodgjosa géna ekspresija pieaug bakterijai noklistot no vides ar pH 8.0 uz vidi ar pH 7.0,
geéna ckspresijas regulacija tiek veikta ar palindromiskas sekvences palidzibu 22 nukleotidus
pirms starta kodona (Carroll 2000). Géna ekspresija €rces barosanas laika ir 11 reizes liclaka
neka neédusa erce, savukart génu ekspresija bakterijai nonakot ziditaju organisma pieaug 3
reizes salidzinot ar €rci, kas ir barojusies (Revel et al. 2002). Tomér pétijuma 2003. gada
secinats, ka BBA73 ziditaju dializes membranas kamera samazina savu ekspresiju 2,14 reizes
(Brooks et al. 2003), atSkirigie rezultati tiek skaidroti ar to, ka géna ekspresija tiek palielinata
paaugstinoties temperatiirai, bet samazinata noklustot ziditaju organisma. Salidzinot B.
burgdorferi ar B. garinii tika atklats, ka géns BBA73 ir gandriz pilniba identisks abam
boréliju sugam (Glockner et al. 2004). Talaki p&tijumi paradija, ka proteinu kod€josais gens
tiek 1slaicigi ekspreséts pelu infekcija laika, un ka to ekspresé tikai infektivas borélijas
(Hughes et al. 2008). Tomér proteina pelu imiinseruma reaktivitate ir stipri atskiriga starp B.
afzelii, B. burgdorferi un B. garini (Poljak et al. 2012). Interesanti ir ar1 tas, ka $1 proteina
ievadisana BALB/c pelés stimul&ja tikai IL-4 sekréciju, bet ne IL-17 un IFN-y (Poljak et al.
2012). Nosakot proteina trisdimensialo struktiiru atklajas, ka gan $kiduma gan kristaliska
forma tas veido homodimérus (Brangulis et al. 2013).

Par paralogiem géniem tiek uzskatiti géni, kas veidojuSies dublikaciju rezultata viena
organisma ietvaros (Henikoff 1997). Saistiba ar BBA73 biezi tiek pieminé&ta paralogo génu
grupa 54 (PFamb54). Sis grupas parstavji tiek ekspreséti baktérijai nonakot ziditaju
organismam pielidzinatos apstaklos 35 C, 7,0 pH, ka ari $ie proteiniem piemit augsta
imunogenitate, bet tie sastopami loti mazos daudzumos (Nowalk et al. 2006). Pgg 54 sastav
no 12 géniem, no kuriem astoni lokaliz&ti uz linearas plazmidas Ip54, tris géni lokaliz&ti
linearaja plazmida Ip28-4, bet viens linearaja plazmida Ip38 (Clifton et al. 2006). PFam54
paralogas génu gimenes locekli, kas atrodas uz Ip54 ir bba64, bba65, bba66, bba68, bba69,
bba70, bba71, bba72, bba73 — lai gan bba7l un bba72 ir nefunkcionali géni un bba70 nav
sastopams lielakaja dala B. burgdorferi celmu (Casjens et al. 2012). Pétijuma, kura tika apskatiti
tris §Ts grupas géni - BBA65, BBA66 un BBA73, tika konstatéta lidziba So génu ekspresijas
profila pelu infekcijas laika. Visi Sie proteini tika ekspreséti infekcijas sakuma lidz 120 vai
180 dienai, kad to ekspresija peksni izbeidzas, lai atkal pieaugtu laika posma no 180-513
dienas péc infekcijas. Lidzibas So génu ekspresija dazados organos vedina arT uz domam par
to, ka Sos génus regulé vienots faktors, kas sastopams ziditaju organisma konkrétajos audos
(Gilmore et al. 2008). Cita pétijuma, apskatot Sos pasus PFam54 locek]us tika secinats, ka Sie
geéni ir konservativi starp infektiviem boréliju izolatiem, bet nav sastopami neinfektivos

baktériju celmos, vél tiesak noradot uz to iesaisti laimboreliozes patogenézé (Hughes et al.
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2008). Lai ari vairaki, ja ne visi PFam54 funkcionalie proteini tiek saistiti ar Laimboreliozes
patogenézi, preciza funkcija ir zinama tikai BBA68 jeb CspA proteinam. Vienigais no
PFam54 gimenes locekliem, CSpA saista komplementa regulatora faktoru H un faktoram H
lidzigo proteinu-1, un tadejadi palidz bor€lijai atvairit saimniekorganisma imiino atbildi

(Kraiczy et al. 2004). Turpretim preciza BBA73 proteina funkcija nav zinama.
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MATERIALI UN REAGENTI

Aparatira un iekartas

Iekarta Nosaukums Razotajs
0,5ml plastmasas stobrini Safe seal tube, 0,5ml Starstedt
1,5 ml plastmasas stobrini Safe seal tube, 1,5ml Starstedt
10 ul pipesu uzgali Pippetetip 10 ul, yellow Starstedt
10 ml stobrini 50 ml Centrifuge tube Starstedt
10ul Automatiska pipete N44169 Thermo Labsystems
1ml Automatiska pipete Eppendorf reaserch 1000 Eppendorf
Iml pipesu uzgali Pippetetip 1ml, blue Starstedt
2 ml plastmasas stobrini Safe seal tube, 2 ml Starstedt
20ul Automatiska pipete H25305E Glison
200 pl pipeSu uzgali Pippetetip 200pl, yellow Starstedt
200ul Automatiska pipete Finnpipette Thermo Scientific
50 ml stobrini 50 ml Centrifuge tube Starstedt
Analttiskie svari Series 320 XB - Model | Precisa
XB120A
Automatiskais maisitajs Multi Bio RS-24, | Biosan
Programmable rotator
Platform PRS-5/12
Centrifuga Microcentrifuge 5415R | Eppendorf
(5415D)
Elektroforézes gela iekarta SE 245 Dual Gel Caster Hoefer

Elektroforézes stravas avots

EPS 301 Power Supply

Amersham Biosciences

Ependorfu stativs

DBGM Sarsted 10-Vile tube
rack

Sarsted

Homogenizators

FastPrep®-24 Instrument

MP Biomedicals

HomogenizeSanas stobrini

Lysing Matrix D Spherical

MP Biomedicals

Lateksa cimdi Disposable latex examination | Great Glove
gloves
Ledusskapis Snaige
Magnétiskais stativs DynaMag-2 Life technologies
MALDI TOF MS Autoflex Bruker Daltonics
Milipora tidens destilétajs Crystal 10 Adrona Laboratory systems
NanoDrop spektrometrs NanoDrop 3300 Thermo scientific

Nitrocelulozes filtrs Membrane Filter Eppendorf
Saldétava Snaige
Skalpelis Feather disposable scalpel No | Feather Co
21.No 11
Svari TE Precision Balance TE412 | Sartorius
Termostats DT Hetotherm Heto
Velkmes skapis Fume cupboard type DSI IAB-LAB
Vertikalas elektroforézes | Electrophoresis plate Amersham Biosciences
iekarta
Vortekss Microspin FV-2400 Biosan
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Kimiskie reagenti un fermenti

Reagents Nosaukums Razotajs
Acetonitrils CH3CN Eksma Co
Akrilamids Reahim-Samara
Amonija citrats DHAC Ammonium citrate dibasic Sigma- Aldrich
~98% (capillary GC)
Amonija hidrogénkarbonats | Ammonium bicarbonate eluent | Sigma- Aldrich
additive for LC-MS
Amonija persulfats Ammonium persulfate ACS reagent | USB
grade
Bisakrilamids N,N’-Methylene-bis-Acrylamide USB
Ultrapure, MB Grade
Bromfenolzilais 4,4'-(1,1-dioxido-3H-2,1- Reanal

benzoxathiole-3,3-diyl)bis(2,6-
dibromophenol)

Butanols C4H90OH Reahim-Samara
Co-Ip komplekts Pierce Co-Immunoprecipitation kit Thermo scientific
DHAP 2,5-Dihydroxyacetophenone, 1g Bruker Daltonics
Etanols Grain neutral alcohol Jaunpagasts plus
Etikskabe Reahim-Samara
Glicerins Glycerin Sigma- Aldrich
HCI Kwas solny min 35% PPH Stanlab
Imidazols 1 M Imidazole solution, pH 7.0, 50 ml | QIAGEN
Karasviela G-250 Serva Blue G C.1.42655 Serva
Magnétiskas agarozes | Ni-NTA MAgnetic Agarose Beads | QIAGEN
bumbinas 2x1 ml
Markieris Pierce Prestained Protein Molecular | Thermo Scientific
Weight Marker
Masas Spertrometra | Peptide calibration standard II Bruket Daltonics
kalibracijas standarts
NaCl Sodium chloride AnalaR | VWR BDH Prolabo
NORMAPUR® ACS, ISO,
Reag.Ph.Eur. analytical reagent
NaOH Sodium hydroxide PPH Stanlab
PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride Serva
SDS Dodecylsulfate-Na-salt Serva
Sudraba krasa Silver Stain Pierce
Sudraba krasas atkrasotajs A | Silver Destain Reagent A Pierce
Sudraba krasas atkrasotajs B | Silver Destain Reagent B Pierce
Sudraba krasas attistitajs Silver Stain Developer Pierce
Sudraba krasas ierosinatajs Silver Stain Sensitizer Pierce
Sudraba krasas pastiprinatajs | Silver Stain Enhancer Pierce
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethane-1,2- Reanal
diamine
Tiourinviela Thiourea, ACS reagent, >99.0% Sigma- Aldrich
Trifluoretikskabe TFA Trifluoroacetic acid ReagentPlus®, | Sigma- Aldrich

99%
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Tripsins

Pierce Trypsin Protease, MS Grade

Thermo scientific

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethane Sigma
ACS reagent, >99.8%

Tris-Cl 2-Amino-2-hydroxymethyl-1,3- Reanal
propanediol hydrochloride

Tween 20 TWEEN® 20 Sigma
for molecular biology, viscous liquid

Urinviela Urea, powder, BioReagent, for | Sigma- Aldrich
molecular biology, suitable for cell
culture

[-mercatoethanols 2-Mercaptoethanol >99.0% Sigma- Aldrich
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Buferi

Nosaukums

Sastavs

10% SDS skidums

19 SDS
H20 [idz 10 ml

2X hromatografijas buferis

100 mM NaH2PO4
600 mM NacCl, pH 8.0

Akrilamida/Bis akrilamida skidums

29 g akrilamids
1 g Bisakrilamids
H20 lidz 100 ml

Aktiveta tripsina Skidums

1 pL Tripsina darba $kidums
9 uL skelSanas buferis

Amonija persulfata Skidums

0.1g Amonija persulfats
1 ml H20

Atkrasosanas skidums

25mM Amonija Bikarbonats
50% Acetonitrils

Coomasie blue krasviela

0.8 9 G-250

40 ml Etilspirts
10 ml HCIO4
H20 Iidz 200ml

Darba buferis

50 mM NaH2PO4

300 mM NacCl

20 mM imidazols

0.005% Tween 20, pH 8.0

DHAC skidums 18 mg DHAC
H20 lidz 1ml

Elucijas buferis 50 mM NaH2PO4
300 mM NacCl

250 mM imidazols
0.005% Tween 20, pH 8.0

Etanola mazgaSanas Skidums

10% Etanols
90% miliQ tdens

______

30% Etanols
10% Etikskabe
60% miliQ tdens

Laemli 5X buferis

60mM Tris-Cl

2% SDS

10% glicerins

5% B-merkaptoetanols

0.01% bromfenolzilais, pH 6.8

Maldi Matrix

2mg DHAP
33ul DHAC skidums
100 pl etanlols

Mazgasanas buferis

50 mM NaH2PO4

300 mM NacCl

20 mM imidazols

0.005% Tween 20, pH 8.0

Saharozes bureris

0,25 M Saharoze
1 mM EDTA
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50 mM Tris

Saistisanas buferis

50 mM NaH2PO4
300 mM NacCl
20 mM imidazols, pH 8.0

SDS PAGE elektroforézes buferis

50mM Tris
384mM Glicins
3.5mM SDS

Stop Skidums

5% Etikskabe
95% miliQ tdens

Skel$anas buferis

25mM amonija bikabonats

Tripsina darba skidums

5 ul Tripsina stock skidums

45u miloQ udens
Tripsina stock Skidums Liofilizets tripsins

20ul miloQ tdens
Tris buferis 50mM Tris

150mM NaCl pH 7.6

Urinvielas buferis

7,0 M Urinviela
2,0 M Tiourinviela
40 mM Tris

1,0% C7Bz0O

pH 10,4
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METODES

B. burgdorferi rekombinanto proteinu iegiiSana

Darba tikai izmantoti B. burgdorferi sensu stricto rekombinantie proteini rBB0689 un

rBBA73, kas tika iegiti ieprieks€jos pétijumos LBMC Molekularas mikrobiologijas

laboratorija prof. V. Baumana vadiba.

Proteini tika ieguti, amplific§jot attiecigo génu no B. burgdorferi s.s. celma B31 DNS

un klongjot ekspresijas vektora pETM-11 (8. Attéls). Ekspresijas vektors ir sanemts no G.

Stiera (G. Stier), EMBL (European Molecular Biology Laboratory, Vacija). Amplificéto génu

klongjot Saja vektora zem T7-lac promotera attiecigais proteins tiek ekspreséts E. coli $tnas

ieklaujot N gala 6 histidina aminoskabes un TEV proteazes $kelSanas saitu (3. Tabula)

Xhol (158)
Notl (166)
Eagl (166)
HindIII (173)
Sall (179)
Sacl (190)
EcoRI (192)
BamHI (198)
Epnl (208)

Smal (4960)
Clal (4777)

Dralll (5787)

=

S5 5230
Kanamycin® {1 ongin

Origin (3445) : '\ Pstl (249)
ETM-11 MAD |} BamHI (457)
p60"9b s
Sapl (3768) - e
i Neol (877)
al (995)
lacl
Bell (1797)
EcoRV (2233)

8. Attels. Ekspresijas vektora pETM-11 karte.
Figure 8 Map of Expresion vector pEtm
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3. Tabula

Iegiito rekombinanto proteinu raksturojums.
Table 3

Characteristics of recombinant borelial proteins

Géns Amplificetie Iegtita rekombinanta proteina aminoskabju seciba

(atrasanas vieta B. | nukleotidi un teorétiska molmasa

burgdorferi (aminoskabes)

genoma)

BB0689 64 — 468 MKHHHHHHPMSDYDIPTTENLYFQGAMGHKID

(hromosoma) (22-155) TKEDMKILYSEIAELRKKLNLNHLEIDDTLEK
VAKEYAIKLGENRTITHTLFGTTPMQRIHKYD
QSFNLTREILASGIELNRVVNAWLNSPSHKEA
LINTDTDKIGGYRLKTTDNIDIFVVLFGKRKY
KN
162 aa, M= 18886,22

BBA73 82 -891 MKHHHHHHPMSDYDIPTTENLYFQGAMGNNTE

(Ip54 plazmida) (28-296) AISELQSSPIKLGKIKVLQKTEKIVSTQNLQNL

QQSQFFKNEKEKITKKIAQEFDENEKLINKIGP
NIEMFAQTINTDIQKIEPNDQFGINKTLFTEKK
DNNIDFMLKDNRLRRLFYSSLNYDENKIKKLA
TILAQTSSSNDYHYTLIGLIFWTGFKIQEAFES

AVNILTKDEQKRLIFNFRTKTVKEIQENFEKL

MQERNSWIKIVDNIIGEYDKNTGGCKADGKIL
GEVIRVGYEHELDSNKSMQILNNIETPLKTCC

DHIHY

297 aa, M= 34665,47

Piezimes. Pasvitrotas 6XHis un TEV proteazes $kel$anas vietas aminoskabju secibas. B.

burgdorferi proteina aminoskabju seciba ir izcelta.

Audu lizatu pagatavoSana

1. Atkause ledus vanna ieprieks iegiitos Zurkas audus (Saja darba smadzenes un

aknas), sadala tas vienados gabalinos (aptuveni 1x1x1 mm) un ievieto tas

homogenizéSanas stobrinos.

2. Pievieno 1 ml saharozes bureri

3. Homogenizg audus rezima ar intensitati 5, 30 sekundes, 3 cikli, starp cikliem

veic atdzeséSanu ledus vanna.

4. Pec homogenizacijas stobrinus centrifuge pie 10'000 rcf, 10 minttes 4 C

temperatura.

5. Nosiic supernatantu un pievieno urinvielas buferi.

6. Atkaro 3. un 4. soli.
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Ni ?* afinitates hromatografija

2+

Darba izmantotas metodes pamata ir Ni afinitates hromatografijas princips, kas

pamatojas uz rekombinanto proteinu 6XHis aminoskabju atlikumu saistisanos ar Ni >* joniem.
ST ir viena no metodém, kura tiek plasi pielietota proteinu mijiedarbibas pétijumiem (9.
Attels). Saja darba ta tika izmantota, lai noteiktu B. burgdorferi argjas virsmas proteinu
potencialos mijiedarbibas partnerus. Pétamie B. burgdorferi proteini (€smas proteini, $aja
darba rBB0689 un rBBAT73) tika piesaistiti pie imobiliz€ta nes€ja (magnétiskam Ni-NTA
agarozes bumbinam) un tad apstradati ar zurkas audu lizatiem.

Ni 2* afinitates hromatografijas reakcija tika veikta saskana ar magnétisko lodisu

razotaja QIAGEN noraditajiem ieteikumiem.

Darba gaita: A NTA-Niz’ .

1. 400 pl saistiSanas bufert izSkidina
20 ug esmas proteina un pievieno Mazgasana

20 ul Ni NTA agarozes bumbinu
suspensijas. Agarozes bumbinas B NTA-Ni” & §7
vorteks€ pirms katras pipet€Sanas.

2. Stobrinus ar reakcijas maistjumu

Elacija
vorteks€, ievieto automatiskaja

maisitaja un lh inkub@ istabas C @
temperattra, tadgjadi nodroSinot

€smas proteina piesaistisanos pie 9. Attéls. Ni-NTA afinitate
hromatografijas shema. A — €smas proteins, kas
satur 6xHis iezimi tiek pievienots pie nesgja,

3. Novieto stobrinus magnétiskaja  magnatiskas agarozes bumbinas. B — nesgjs un
€smas proteins tiek apstradats ar meérka
proteinu saturosu audu lizatu. C — tiek aizvakts
supernatantu. audu lizats un piemaisTjumi. Esmas un mérka
proteina komplekss tiek eluéts.

Figure 8 Ni-NTA pulldown assay. A —
ar 400 pl mazgaSanas bufera, lai  pait protein with Poli His tag is imobilized on
magnetic agarose bead, B — Bead and bait
. o protein is treated with lysate containing prey
proteina un lespglamajiem  protein. C — removal of lysate. Bait-prey
protein comples elution.

nesgja.

stattva Uz 1 miniiti, noslc

4. Agarozes bumbinas 2 reizes mazga

atbrivotos no nepiesaistita €smas

piemaisijumiem.

5. P&c mazgaSanas nosiic mazgasanas
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buferi un pievieno 100 ul darba bufera, vorteks€, novieto uz magnétiskaja stativa 1
miniiti, nosiic supernatantu.

6. Pievieno 400 pul sagatavota audu lizatu skiduma (6,36 pg/ml) un 2x hromatografijas
bufera attieciba 1:1), inkubg istabas temperatiira uz automatiska maisitaja 1 h.

7. Novieto stobrinus uz magnétiska stativa 1 mindti, nosiic supernatantu, agarozes
bumbinu-proteinu kompleksu 3 reizes mazga ar 400 pl porcijam darba bufera.

8. Veic eliiciju 50 pl elucijas bufera. Vorteks€, patur 1 miniiti uz magnétiska stativa,
savac eluatu.

9. Eluatu izmanto talakajas analizes.
Proteinu kompleksu imiinprecipitacija (Co-1p)

Proteinu kompleksu imiinprecipitacija (Co-Ip) ir proteinu-proteinu mijiedarbibas
petljumu metode, kura €mas un mérka proteina komplekss tiek izdalits ar imobiliz&tas
antivielas palidzibu (€smas proteins kalpo ka antigéns) (10. Att€ls). Gala rezultata eluata tiek

iegiits tirs esmas-mérka proteina komplekss. Sai metodei tiek izmantoti rekombinantie

Wb
«
PN
“
A
w

A b D v E v
- 4 a @ J‘; A4, 34 3, )
C ot - 4 A 4 A
. E s . 2 33_.]“3 ...J.: 3

v

Analize

10. Attels. Proteinu kompleksu imiinprecipitacija. Apzimgjumi. A — audu lizats vai
proteinu maisijums, B — Antivielu un proteinu kompleksa izveide, C — izdalitais antivielas-
antigéna-mérka proteina kompleksa maisijums, D — mazgasanas frakcija, E — eluats. a —
imobilizeta antiviela, b — antigéns, ¢ — mérka proteins

Figure 10 Protein complex inunoprecipitation. A — tissue lysate or protein mixture, B —
formation of antibody-protein complex, C — extracted antibody-antigen-prey protein complex,
D — wash fraction, E — eluate, a — imobilised antibody, b — antigen, ¢ — prey protein
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Co-IP: Antivielu imobilizésana uz kolonas

1. Uzsilda AminoLink Plus Coupling Resin lidz istabas temperatiirai.

2. Sagatavo 2mL 1X Coupling bufera katrai Co-Ip reakcijai, atskaidot 20X buferi

3. Maigi saskalina AminoLink Plus Coupling resin pudeli, lai iegiitu vienmerigu
maisijumu un iepipeté 50 pl masas katra spin-kolonna. Novieto kolonnu uz mirkocentrifiigas
un centrifugé 1000Xg 1 mindti, p&c tam atmet caurpliides frakciju.

4. Kolonnu divas reizes mazga ar 200 pl 1X Coupling bufera, centrifugé un atmet
caurplides frakciju.

5. Ar kolonnas apakSu maigi uzsit pa filtrpapiru, lai aizvaktu atlikusas caurpludes
frakcijas un uzliek apaksgjo korkiti.

6. Sagatavo antivielu Skidumu koncentracija 1 pg/ul, pievienojot ultratiru tdeni,
antivielu skidumu un 20X coupling buferi (10 ul 20x Coupling bufera, 180 ul H.O, 10 ul
antivielu $kiduma). Darba tika izmanotas anti rBB0689 un rBBA73 proteinu poliklonalas pelu
antivielas.

7. Velkmes skapi pievieno 3 pl natrija cianborhidrata $kiduma uz katriem 200 pl
rekcijas maisijuma.

8. Kolonai pievieno vacinu un inkubg istabas temperatiira 90-120 miniites, nodrosinot,
ka reakcijas maisijums vienmerigi maisas.

9. Nonem apaksgjo korkiti un viegli atskriivé augs€jo vacinu. Spin-kolonnu novieto uz
savakSanas stobrina un centrifuge, saglaba caurpliides frakciju, lai varétu verificét antivielu
piesaisti.

10. Nonem skriivéjamo vacinu, pievieno 200 ul Coupling bufera, centrifugé un atmet
caurpliudes frakciju. Atkarto soli vél vienu reizi.

11. Pievieno 200 pl Quenching buffera, centrifugeé un atmet caurpludes frakciju.

12. Ar kolonnas apakSu maigi uzsit pa filtrpapiru, lai aizvaktu atlikusas caurpliides
frakcijas un uzliek apaksgjo korkiti. Pievieno 200 ul Quenching buffera.

13. Velkmes skapi pievieno 3 pl natrija cianborhidrata skiduma, uzliek augs€jo vacinu
un inkubé 15 miniites maigi rotgjot kolonnu.

14. Nonem apaks€jo vacinu un atskrivé augs$€jo vacinu, novieto kolonnu savaksanas
stobrina un centrifugeé. Atmet caurpliides frakciju.

15. Nopem augs€jo vacinu un mazga mikstiiru divas reizes ar 200 pl 1X coupling

bufera, centrifuge un atmet caurplides frakciju.
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16. Mazga miksturu seSas reizes ar 150 ul Wash bufera, centrifug€jot péc katras
mazgasanas reizes.

17. Turpina ar §tnu liz€Sanu un Co-Ip

Co-Ip: proteinu kompleksa piesaistiSana

Visi soli javeic 4° C, ja vien nav noradita cita temperatiira.

Protokola lietoto IP lysis/Wash buferi var aizstat ar Dulbecco PBS buferi.

1. Sajauc kopa €smas un mérka proteinu saturoso $iinu vai audu lizatu attieciba 1:1, ka
ar1 nodroSina attiecigas kontroles.

2. AtSkaida abus proteinus saturoSo Skidumu ar IP lysis/wash buferi, lai kopgjais
Skiduma daudzums biitu robezas 100-500 pl uz 1 spin kolonnu

3. Divas reizes mazga spin-kolonnu, kura atrodas agarozes masa ar piesaistitajam
antivielam (sagatavota iepriek$gja posma 12.4.1.), ar 200 ul IP lysis/wash buferi, centrifugé
un atmet caurpliides frakciju.

4. Viegli ar kolonnu uzsit pa papira dvieli, aizvacot atlikusa skiduma pilienus un uzliek
apaksgjo vacinu.

5. Pievieno €smas-mérka proteina kompleksu, uzliek aug$€jo vacinu un inkub& 1-2
stundas, vai uz nakti 4° C temperatiira.

6. Nonem apaks€jo korkiti, nedaudz atskriivé aug$€jo un novieto spin-kolonnu uz
savakSanas kolonnas. Centrifugé un savac caurpliides frakciju talakam analizém.

7. Nonem augs&jo vacinu, ievieto spin-kolonnu jauna savakSanas kolonna, pievieno 200
ul IP lysis/wash buferi un centrifugg.

8. Mazga paraugu veél 2 reizes ar IP lysis/wash buferi un centrifugé péc katras
mazgasanas reizes.

Katra mazgasanas frakcija ir japarbauda, lai optimiz&tu procesu.

Co-Ip: proteinu kompleksa eliicija

1. levieto spin-kolonnu jauna savaksSanas stobrina, pievieno 10 pl Elticijas bufera un
centrifugg.
2. Neiznemot spin-kolonnu no savaks$anas stobrina, pievieno vél 50 pl Elacijas bufera,

inkubg istabas temperatiira 5 miniites. Nav nepiecieSamibas aiztaisit vai kratit kolonnu.
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3. Centrifuge un savac caurplides frakciju. Vajadzibas gadijuma veic atkartotu eliiciju,
parbauda katru elticijas frakciju.
4. Lai saglabatu ar antivielam apstradatas agarozes masas aktivitati, nekavgjoties sak

masas regeneré$anu un uzglabasanu atbilstosi razotaja rekomendacijam.

Co-IP: Agarozes masas regenerésana un uzglabasana

Sis solis nav obligats.

1. Pievieno 100 ul 1X Coupling buferi, centrifugé un atmet caurplades frakciju, atkarto
So soli vElreiz.

2. Uzliek apaksgjo vacinu, pievieno 200 pl Coupling bufera, uzliek augsgjo vacinu. Lai
masa neizziitu, ietin apaksgjo kolonnas dalu parafilma. Uzglabasanai ilgak par 2 ned€lam

pievieno natrija azida $kidumu (sodium azide), 1idz gala koncentracijai 0.02%.
Attalinatais Western blots

Attalinatais (Far) Western blots ir tradicionala Western blota modifikacija, kura tiek
izmantota proteinu-proteinu mijiedarbibas petijumos. Lidzigi ka standarta Western blota
gadijuma sakotngji tick veikta mérka proteinus saturosa lizata elektroforéze izmantojot SDS
PAGE un proteini tiek parnesti uz membranas. P&c tam membrana tiek blok&ta un apstradata
ar &smas proteinu. Ja €smas proteins ir izveidojis kompleksu ar kadu no uz membranas
esoSajiem proteiniem, to var detektet Iidzigi ka tradicionalaja Western blota. Primaras
antivielas ir antivielas pret konkréto &smas proteinu, sekundaras antivielas ir antivielas pret

primarajam antivielam, kas ir iezZim&tas, lai blitu iesp&jams vizualizet (11. Attéls).

Darba gaita:

1. Veic proteinu paraugu elektroforézi SDS-poliakrilamida géla (SDS-PAGE; skat.
sadalu 12.6.)

2. Sagriez blot€Sanas papiru un nitrocelulozes membranu géla izméera; saja darba:
9x9 cm, 8 gabali papira, 1 membrana uz katru SDS PAAG géelu).

3. Samitrina papiru un membranu parneses bufer.

4. Ggelu 5 miniites inkub€ parneses buferi, istabas temperatiira.

5. Parneses kamera vienu virs otras novieto 4 papira loksnes, membranu, gélu un

atlikusas papira loksnes, uzmanoties, lai starp tam nepaliek burbuli.
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10.
11.
12.

13.
14.

15.
16.

Kamerai pieslédz stravu un veic parnesi 60 miniites viena gela gadijuma 25V
100mA vai 25V 200mA divu paral€lu g€lu gadijuma.

(Solis nav obligats) P&c parneses membranu samitrina un noglaba pie 4° C lidz
tas talakai izmantoSanai.

Membranu inkubé 10 mL blok&josa bufer 1 stundu istabas temperatiira.
Membranu mazga Siipojot ar 10 mL mazgasanas bufera 5 minttes, 3 reizes.
Membranu vienu stundu inkub& 10 mL PBS buferT ar &smas proteinu 1p/ml
Atkarto 9. soli.

ml blok€josaja buferi 1:1000.

Atkarto 9. soli.

Membranu inkubg ar sekundarajam antivielam, kas izSkidinatas 10 mL PBS
bufer1 1:2000.

Atkarto 9. soli.

Lai vizualiz&tu rezultatus veic krasu reakciju izmantojot diamina benzidinu.
50mg diamina benzidina iz§kidina 5 mL Tris bufera (pH=7.6), pievieno 20 uL

H202. Membranu inkubg 11dz proteinu joslas ir redzamas (parasti 10-15

A
c— W

(%)

e ‘/ e
/

B

11. Attels. Attalinatais Western blots. ApzZim&jumi: A — blota membrana ar

meérka proteiniem, B — membranai piesaistijies €smas proteins, C — primara antiviela
pret €smas proteinu, D — ar enzimu savienota sekundara antiviela pret primaro
antivielu.

Figure 11 Far western blot. A — Blot membrane with target prey proteins, B —

Bait protein, bond to membrane, C — primary antibody against Bait protein, D —
Secondary antibody against primary antibody, coupled with enzyme
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SDS PAGE

Lai parliecinatos par eksperimentu rezultatiem tika veikta natrija dodecilsulfata
denaturéjosa poliakrilamida ggla elektroforéze (SDS PAGE). Pirms elektroforézes visi
proteini tiek denatur&ti kars€jot 1x Laemmli buferi, lai izjauktu to konformaciju, tad€jadi
proteini elektriskaja virzas atkariba péc to molmasas.

1. Proteinu maisijumam pievieno 5X Laemmli Skidumu, attieciba 5:1, vorteksée, kars€ tidens
vanna 100°C 5 mindtes.
2. Sagatavo PAA sadalosa g€la maisijumu:
Sadalosais g€ls (12%):

1.875 M Tris, pH 8.0 5ml
H20 6,6 ml
Akrilamida bisakrilamida Skidums 8 ml
10% SDS 0,2 mi
Amonija persulfata skidums 0.2ml

Sadalosa gela skidumam pievieno 0.02 ml TEMED, vienm@rigi samaisa un nekavéjoties
iepilda Skidumu gelam sagatavotaja vannina, atstajot no aug$ejas malas aptuveni 1.5 cm. Lai
nodro$inatu to, ka g€la virsgjais slanis ir lidzens, pa virsu uzpilina 10 pl butanola. Kad
sadalosais ggls ir sacietgjis, nolej nost Skidrumu.

3. Sagatavo PAA koncentrgjosa g€la maistjumu:

Koncentrgjosais géls (2%):

0.6 M Tris, pH 6.8 1ml
H20 7,5 ml
Akrilamida/bisakrilamida Skidums 1,4 ml
10% SDS 0.1ml
Amonija persulfata skidums 0.14 ml

Koncentrgjosajam gelam pievieno 7 pl TEMED, vienme@rigi samaisa, un piepilda
atlikuso elektroforézes forminas dalu. lestiprina kemmiti un lauj gelam sacietét.
4. Ggela bedrités iepilda 5 pl elektroforézes markiera, un 1idz 20 ul p&tama parauga.
5. Elektroforézes iekartai uzliek vaku, pievieno to pie stravas avota un veic elektroforézi
rezima 100 V, 25 mA.

6. Elektroforézi beidz, kad elektroforézes krasa sasniegusi 0,5 cm attalumu no géla apaksas.

Kraso$ana ar Coomasie blue

1. Geluievieto 50% spirta Skiduma un patur 10 miniites istabas temperatura.
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2. G¢€lu iznem no spirta Skiduma un parlej par Coomasie blue krasas skidumu un velkmes
skap1 inkubé 10 minites.
3. Nolej nost krasvielu un skalo g€lu ar destilétu tideni, kamer Gidens vairs nemaina krasu.

4. Atstaj g€lu tidens peld€ uz nakti, lai atkrasojas.

Krasos$ana ar sudrabu

1. Sagatavo Fiksésanas Skidumu, Stop un Etanola mazgaSanas skidumu.

2. Mazga g€lu ultratira ideni 5 miniites, nomaina tideni, atkarto vél vienu rezi.

3. Nolej tideni un pievieno fiks€joSo Skidumu, inkubg istabas temperatiira 15 miniites,
apmaina skidumu, un inkubg vél 15 min - 24h.

4. Mazga gelu ar etanola mazgaSanas $kidumu, 5 miniites, kopuma 2 reizes.

5. Mazga gelu ar ultratiru Gideni 5 mindites, 2 reizes.

6. TieSi pirms lietoSanas sagatavo lerosinataja Skidumu sajaucot Sudraba krasas
ierosinataju un tdeni attieciba 1:500, piem. 60uL uz 30 mL tadens

7. Inkubg g€lu lerosinataja Skiduma precizi 1 mindti.

8. Nekavgjoties mazga g€lu ar ultrattru ideni 1 mindti, 2 reizes.

9. Sajauc Sudraba krasas pastiprinataju ar ar sudraba krasu 1:100 un nekavégjoties
pievieno to gelam, inkub& 5 miniites.

10. Atri apmazga g€lu ar ideni 20 sekundes 2 reizes.

11. Sagatavo Attistisanas Skidumu sajaucot Sudraba krasas pastiprinataju ar sudraba
krasas attistitaju 1:100 un nekavgjoties pievieno gelam.

12. Kad sasniegta nepieciesama krasas intensitate, nolej nost attistiSanas Skidumu un

g€lu mazga 2 reizes ar Stop skidumu. Otra mazgaSanas reize ilgst aptuveni 10 mintes.

Paraugu sagatavoSana masas spektrometrijai
Paraugu atkrasoSana:

1. Ar tiru skalpeli izgriez attiecigas proteinu joslas no géla un sadala tas 1x1x1 mm
lielos gabalinos.

2. Pievieno 200 pL atkrasoSanas Skiduma un inkubg paraugus istabas temperatiira
15 minites.

3. Nosiic atkraso$anas Skidumu un atkarto 2. soli.
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Paraugu reducésana un alkiléSana:

1. Pagatavo reducésanas buferi, Katram paraugam pievieno 30uL reducgjosa
bufera un inkubé 10 mindtes, 60 C temperatiira.

2. Atlauj paraugiem atdzist l1dz istabas temperatiirai un aizvac reducésanas buferi.

3. Pagatavo alkilé$anas buferi un pievieno 30 uL katram paraugam. Inkubg tumsa,
istaba temperatira 1h.

4. Aizvac alkilésanas buferi, un divreiz mazga g€la gabalinus ar 200 puL

atkrasoSanas Skiduma 2 reizes, inkubgjot paraugus 37 C 15 miniites.
SkelSana ar tripsinu:

1. Nostc iespg&jami vairak atkrasoSanas Skiduma

2. Atudeno gela gabalinus, pievienojot 50 pL tira acetonitrila un inkub@ paraugus
15 minttes istabas temperatiira.

3. Nosiic visu acetonitrilu un zave gela gabalinu istabas temperatiira 15 minites.

4. Pagatavo Aktiveta tripsina Skidumu un katram paraugam pievieno 10 pl aktiveta
tripsina Skiduma.

5. Inkubg paraugus pie 30 C vismaz 12 stundas.

Paraugu sagatavosana masas spektrometrijai.

1. Uz katru paraugu atseviska stobrina ievieto 1ul 2% Trifuoretikskabes (TFA).

2. TFA pievieno 1 pl tripsina Skel$anas galaproduktu.

3. MALDI matriksu uzsilda Iidz 50 C, un uz katru paraugu pievieno 1 ul silta
matrikss TFA un parauga maisijumam. Vorteksg.

4. Uz spektrometra plates dubulta uzpilina 1 pl sagatavota parauga un pilienus
velkmes skapi izzave.

5. Plati ievieto masas spektrometra un veic analizi.

Eréu lizatu iegi¥ana

1. Pieaugusas Ixodes ricinus un Ixodes persulcatus &rces saskiro pa dzimumiem un
sugam, nosusina, un 4-5 &rces ievieto katra viena Lysing matrix D stobrina.

2. Pievieno 100ul urinvielas buferi un novieto stobrinus uz ledus.
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3. Homogenizé @&rces 60 sekundes, ar intensitati 6.0 kopuma 4 reizes, starp

homogenizacijas cikliem novietojot tas ledus vanna.

4. P&c homogenizacijas pievieno 1,5 ml saharozes buferi un 20 sekundes vortekse.

5. Centrifuge 10 minttes pie 10°000xg, 4° C.

Nosiic supernatantu un izmanto to talakiem petijjumiem.

Proteinu koncentracijas noteik§ana ar Nanodrop spektrometru.

Ar Nanodrop spektrometru ir iesp&ams noteikt DNS un proteinu koncentraciju

Skidumos. Ar ierici ir iesp&jams meérit §kiduma absorbciju pie noteikts vilpa garuma, ka

rezultata ir iesp€jams spriest par attiecigo biomolekulu daudzumu Skiduma. Proteinu

gadijuma tiek mérita parauga gaismas absorbcija pie OD280. Tomer, mérot proteinu

maisTjumus un lizatus janem véra, ka detergenti un vairaku proteinu maisijumi var nepatiesi

radit daudz lielaku proteinu koncentraciju, neka ta ir patiesiba.

Merisanas procedira:

1.

2
3.
4

Notira spektrometra pjedestalu un novieto uz ta 1ul miliQ tdens, aizver vaku
Iestada tukso rezultatu, jeb nulles koncentraciju

Novieto 1 ul parauga uz pjedestala un aizver vaku.

Veic mérijumus katram paraugam, pirms tam p&c katra parauga notirot un

noslaukot spektrometra pjedestalu ar miliQ tideni un salveti.
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REZULTATI UN DISKUSIJA

Sudraba un Coomasie kraso$anas salidzinajums

Sakotngji, lai vizualiz&tu iegtitos rezultatus izmantojot PAAGE tika pielietota Coomasie
blue kraso$anas metode, tau rodoties aizdomam par tas efektivitati, tika nolemts izmantot
sudraba kraso$anas komplektu (Silver stain for mass spectrometry). Paralcli krasoSanas
intensitatei tika parbaudita ar1 abu metozu piemérotiba talakai proteina joslu analizei ar
masspektrometrijas metodi. Uz géla tika uznests BSA Skidums (tika izvéléts tads BSA
paraugs, kas bez BSA proteina satur ar1 dazus blakusproduktus) dazadas koncentracijas, ka art
viens no Ni-NTA afinitates hromatografija paraugiem (zurkas aknu audi, kas liz&ti saharozes
buferi ar rBB0689 proteinu). Tika izveidoti divi SDS PAAGE ggli ar vienadu paraugu secibu,

veikta elektroforéze un tad viens no géliem krasots ar Coomasie blue, bet otra ar Sudraba
krasoSanas komplektu (12. Attéls)
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12. Attels. Coomasie blue un Sudraba krasosanas salidzinajums. Apzim&jumi M —
markieris, kDa, 1- 24 ug BSA, 2 - BSA 12 ng, 3 - BSA 6 ug, 4 — Ni-NTA afinitates
jromatografijas paraugs ar Zurkas aknu lizatu saharozes buferi, * - proteins rBB0689, C

Figure 12 Compariason between Coomasie blue and Silver staining. M — molecular
weight marker, kDa, 1- 24 ng BSA, 2 - BSA 12 pg, 3 - BSA 6 pg, 6 — Ni-NTA Pulldown
sample using rat liver lysate in Surcose buffer, * - rBB0689 protein, Arows indicates
identified proteins (Table 4)
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4. Tabula
MALDI TOF identific&tie proteini no 12. Attéla

Table 4
Identified proteins from Figure 12 by MALDI-TOF
Apzim&ju | Nosaukums UniProt Protein
ms Saisinajums score
A Acid sphingomyelinase-like phosphodiesterase | ASM3A BOVIN 54
3a OS=Bos taurus GN=SMPDL3A PE=2 SV=1
B Uncharacterized protein BB_0689 OS=Borrelia | Y689 BORBU 60
burgdorferi (strain ATCC 35210 / B31 / CIP
102532 / DSM 4680) GN=BB_0689 PE=4
Sv=1
C Uncharacterized protein BB_0689 OS=Borrelia | Y689 BORBU 49
burgdorferi (strain ATCC 35210 / B31 / CIP
102532 / DSM 4680) GN=BB_0689 PE=4
Sv=1

Talak tika veikta BSA treka redzamo joslu identifikacija ar masspektrometrijas metodi,
pienemot ka analiz€jamais BSA paraugs, iesp&jams, nav pietiekosi labi attirits un lidz ar to
sastav no vairaku verSu proteinu maisijuma. lzmantojot sudraba krasoSanas metodi un
paraugu sagatavoSanu MS izdevas identificét tikai vienu no ,,BSA” sastava esoSajiem
blakusproteiniem, savukart izmantojot Coomasie krasvielu ,,BSA” komponentu identifikacija
nebija veiksmiga. To varétu skaidrot ar to, ka Silver stain komplektu ir iesp&ams labak
vizualiz&t proteinu joslas, tadgjadi laujot tas precizak izdalit no ge€la. Tomér, lai arT protetnu
joslas uz gela ir vieglak saskatit un izgriezt, ar maziem proteina daudzumiem nepietiek
veiksmigai to identifikacijai ar MS palidzibu. Uniprot datubazé pieejamais apraksts par
skabas spingomeliazes fosfotazi un noradita molekulmasa atbilst novérotajiem rezultatiem
(Protetna teor&tiska molmas ir 51 kDa, savukart gg€la novérojama zona atrodama pretim 50
kDa atzimei).

Ar abam gela krasoSanas metodém ir izdevies identificét izmantoto bor€lijas €smas
proteinu rBB0689, veiksmiga proteina identifikacija, visticamak, izdevusies pietiekosi lielas

proteina koncentracijas del.

Zurkas audu lizatu iegiiSana

leprieks sasaldétas zurkas aknas un smadzenes tikai apstradatas ar saharozes buferi (I.
frakcija) un urinvielas buferi (2. frakcija) , ka rezultata tika iegiitas 2 zurkas audu frakcijas ar
atSkirigiem proteinu daudzumiem. Vadoties péc literatliras datiem un izvélétiem liz€Sanas
buferu sastaviem, 1. frakcija galvenokart satur citoplazmatiskos un membranu proteinus,

savukart 2. frakcija atrodami denaturéti neskistosie proteini (5. Tabula).
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5. Tabula
Iegtito zurkas audu lizatu raksturojums.

Table 5
Characteristics of rat lisue lysates
Audu veids Izmantotais buferis Proteinu koncentracija, ug/ul
Smadzenes Saharozes lizéS$anas buferis 6,36
Smadzenes Urinvielas liz€Sanas buferis 83,96
Aknas Saharozes lizé$anas buferis 13,33
Aknas Urinvielas liz€Sanas buferis 83,35

Lielas atskiribas starp lizatiem, kas iegliti izmantojot $kisto$o un neskistoso lizéSanas buferi ir
skaidrojamas divos veidos. Pirmkart, saharozes lizéSanas buferT nav stipru reducgjosu agentu,
tapec Saja lizata galvenokart atrodami tikai SkistoSie proteini un solubilizéti membranu
proteini, savukart urinvielas liz€Sanas bufert atrodami spécigi reducétaji, ka rezultata tas satur
daudz vairak denaturétu un dalgji denaturétu ieprieks€ja buferi neskistosu proteinu, kas tagad
atradas izskidusa stavokli. Otrkart, urinviela visticamak, ietekmé&ja proteinu absorbciju mérot

paraugu un deva iespaidu par milzigu proteinu koncentraciju.
Ixodes eér¢u audu lizatu iegiSana

Sakotn&jie méginajumi iegit €rcu lizatus nebija sekmigi, jo &rcu hitina apvalks traucgja
tas homogenizacijai, tapéc tika izlemts tas homogenizét 2 piegajienos, no sakuma tas
homogenizgjot neliela tilpuma urinvielas buferi, kas péc tam tiktu atSkaidits ar saharozes
buferi, lai denaturgjosie agenti péc tam netraucétu vélak izmantojamajam metodém. Rezultata
tika iegti vairaki Ixodes &rcu audu lizati (6. Tabula).

6. Tabula
Iegiito Ixodes &réu audu lizatu raksturojums.
Table 6

Characteristics of Ixodes tick lysates

Parauga nosaukums Izmantotais buferis Protetnu  koncentracija,
pg/pl

Ixodes tevini Urinvielas/Saharozes buferis 1:15 | 22,15

Ixodes matites Urinvielas/Saharozes buferis 1:15 | 17,37

Ixodes ricinus tévini 1x Laemli buferis 78,21

Ixodes ricinus matites 1x Laemli buferis 84,14

Ixodes persulcatus tévini 1x Laemli buferis 83,01

Ixodes persulcatus matites | 1x Laemli buferis 83,96
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rBB0689 Ni-NTA afinitates hromatografija ar Zurkas audiem

Izmantojot iegiitos zurkas aknu un smadzenu audu lizatus tika veikti vairakkartigi Ni-
NTA afinitates hromatografija eksperimenti ar mérki noskaidrot proteina rBB0689

mijiedarbibas partnerus. (13. un 14. Attels).
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13. Attels. Ni-NTA afinitates hromatografija ar Zurkas aknu audu
lizatiem saharozes buferi. Apzim&jumi: M — markieris, kDa, 1-6 — Zurkas
aknu lizatu paraugi, * €ésmas proteins rBB0689. Bultina norada identificétos
proteinus (Tabbula 5)
Figure 13. Ni-NTA Pulldown using rat liver lysate in sucrose buffer. M
— molecular weight marker, kDa, 1-6 — Rat liver lysates, * - Bait protein
rBB0689 Arow indicates identified proteins (Table 5)

Lai parliecinatos par metodes efektivitati kontroles noltika katra eksperimenta tika veikta
€smas proteina rBB0689 identifikacija ar masspektrometrijas metodi (5. Tabula).

5. Tabula
rBB0689 identifikacija ar MALDI TOF 13. attela redzamaja gela
Table 5
Identification of rBB0689 using MALDI-TOF from gel visible in Figure 13
Apzim&jums | Nosaukums UniProt Protein
Saisinajums score
* Uncharacterized protein BB 0689 | Y689 BORBU 71

OS=Borrelia burgdorferi (strain ATCC 35210
/ B3l / CIP 102532 / DSM 4680)
GN=BB_0689 PE=4 SV=1
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14. Attels. Ni-NTA afinitates hromatografija ar Zurkas aknu lizatiem
saharozes buferi. Apzim&jumi: M — markieris, kDa, 1-4 —zurkas aknu
lizati, *- Bor€lijas €smas proteins BB0689.
Figure 14. Ni-NTA Pulldown using rat liver lysate in sucrose buffer.

M — molecular weight marker, kDa, 1-4 — Rat liver lysates, * - Bait protein
rBB0689

P&éc vairakiem méginajumiem identificét mijiedarbibas partnerus, visi paraugi tika

iekoncentréti un sagatavoti MS analizei (15. Attels).
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15. Attels. Koncentrétu Ni-NTA afinitates hromatografija paraugu analize. Apzim&jumi. M —
markieris kKDa, 1-3 — Zurkas aknu lizatu paraugi saharozes buferi, 4 — zurkas aknu kontroles
variants, 5-7 — zurkas smadzenu lizatu paraugi saharozes buferi, 8 — Zurkas smadzenu
kontroles variants, < - potencialic rBB0689 mijiedarbibas partneri, a, b — identificétas
proteinu joslas (6 Tabula)

Figure 15 Concentrated Ni-NTA pulldown samples. M — molecular weight marker, kDa, 1-3
— Rat liver lysates in sucrose buffer, 4 — rat liver control samle, 5-7 — rat brain lisates in
sucrose buffer, 8 — rat brain control sample, « - potencial interaction partners of rBB0689,
a, b — identified proteins (Table 6)

b

6. Tabula
MALDI TOF identific€tie proteini 15. Attela
Table 6
Identified proteins from Figure 15 by MALDI-TOF
Apzim&jums | Nosaukums UniProt Protein
Saisinajums score
a Hemoglobin subunit beta-1 OS=Rattus | HBB1_RAT; 77
norvegicus GN=Hbb PE=1 SV=3;
a Hemoglobin subunit alpha-1/2 OS=Rattus | HBA_RAT 65
norvegicus GN=Hbal PE=1 SV=3
a Insulin-degrading enzyme OS=Rattus | IDE_RAT 54
norvegicus GN=Ide PE=1 SV=1
b Hemoglobin subunit alpha-1/2 OS=Rattus | HBA_RAT 57
norvegicus GN=Hbal PE=1 SV=3

Rezultati uzradija, ka ir ievérojamas atSkiribas proteinu joslu spektra starp Ni-NTA
afinitates hromatografijas eksperimentiem ar Zzurkas aknu un smadzepu audu lizatu

paraugiem. Sis nov€rojums apstiprina proteina-proteina mijiedarbibas reakciju specifiskumu
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un var tikt skadrots ar atskirigiem proteoma profiliem $ajos audos. Bez tam, rBBA73 proteina
gadijuma NI-NTA afinitates hromatografijas eksperimentu laika ar zurkas aknu audu
paraugiem netika novérotas izteiktas potencialu mijiedarbibas partneru joslas. Novérojamas
ar1 atSkiribas starp attiecigo lizatu eksperimenta un negativas kontroles variantiem, vedinot uz
domam par specifisku piesaisti &smas proteinam. Sis rezultats ari pastiprina par absolito
nepiecieSamibu izmantot negativo kontroli katra eksperimentd, kas lauj izvairities no
nespecifisko proteinu joslu analizes. Liela dala no joslam sakrit visos variantos, liecinot par
nespecifisku saistibu un metalus saistoSo proteinu klatbiitni. Turpretim atskiribas joslu
intensitat€ liecina par dazadam proteinu koncentracijam Sajos audos.

Lai gan SDS-PAGE analize uzradija vairaku proteina joslu klatblitni hromatografijas
eksperimentu paraugos, kas manami at$kiras no negativa kontrole redzamo proteinu profila, ar
masspektrometrijas palidzibu ir izdevies identificét proteinus tikai no negativas kontroles
variantiem (6. Tabula). Gan Zzurkas smadzenu audu parauga, gan zurkas aknu parauga tika
identificEts hemoglobins, kura piesasiti pie agarozes bumbinam var skaidrot ar to, ka
hemoglobins visticamak piesaistijies agarozes bumbinam uz ta imobiliz&€to nikela jonu d&l.
Smadzenes un aknas ir labi apasinoti organi, tadél, visticamak, ari to lizatos ir nonacis
pietiekosi daudz hemoglobina, lai paraugu koncentréSanas rezultata ta daudzums batu
pietickams sekmigai proteina identifikacijai. Insulinu degradgjosais enzims ir cinka
metalpeptidaze (Noinaj et al., 2011). Sis enzims tiek ekspreséts vairakos organos, tostarp ari
aknas (Baumeister, Miiller, Rehbein, & Richter, 1993), ta rezultata aknu lizata varétu bt
pietiekosi lieli daudzumi §1 proteina, lai to veiksmigi identificétu. Vienigais apstaklis, kas
nesakrit ar noveérojumiem ir §1 proteina masa, PAAGE ggla proteinu veidojosa josla atrodas
starp 25 un 17 kDa atzimi, savukart Uniprot datubaze pieejama informacija vésta, ka proteina
masa ir 117 kDa, kas ir aptuveni 10 reizes lielaka, neka novérojumos. Sis apstaklis,
visticamak, norada uz proteina degradaciju analiz€jama parauga, ka ar1 pastav iesp&jamiba, ka
iegiito masas spektru analize ar ,,search unmached” opciju tomér var nedot ticamus rezultatus.

rBB0689 potencialos mijiedarbibas partnerus nav izdevies identific€t, visticamak,
parmérigi mazas proteinu koncentracijas dél, ka rezultata netika iegiits pietiekoSi spécigs

masas spekitrs.
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rBBA73 kompleksu imiinprecipitacija (Co-Ip) ar zurkas smadzenu

audiem.

Lai parbauditu rBBA73 proteina potencialo mijiedarbibas partneru klatbiitni Zzurkas

smadzenu audos tika veikta kompleksu imtnprecipitacijas (Co-1p) analize (16. Attéls).
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16. Attels. Co-lIp izmantojot rBBA73 un zurkas smadzenu audu lizatu
saharozes buferi. Bultinas norada potencialos mijiedarbibas partnerus. * - €&smas
proteins rBBA73. Apzim&jumi: M — markieris, kDa, 1-5 - mazgasanas frakcijas, 6 —
eluats.

Figure 16 Co-Ip using rBBA73 and rat brain lysate in sucrose buffer. Arows
indicate potencial interaction partners. M — molecular weight marker, kDa, * - bait
protein rBBA73 1-5 — wash fractions, 6 — Eluate.

Atteéla redzami rezultati no Co-lp eksperimenta, kas veikts izmantojot &ésmas proteinu
rBBA73 un zurkas smadzenu audu lizatu nedenatur&josa saharozes buferi. Elticijas frakcija ir
noverojamas vairakas gai$as zonas, kuras varétu veidot §1 proteina potencialie mijiedarbibas
partneri. Labi saskatams, ka jau p€c treSas mazgaSanas reizes nav novérojami vairs nekadi
piemaisTjumi. STs seSas zonas atrodas tiesi pretim labi saskatimam zonam otraja mazgasanas
frakcija. Tas var€tu noradit uz to, ka §is zonas redzamas eluata tikai tapéc, ka lizata tas ir
seviski augsta koncentracija, un tapec zonas veidojosie proteini nespecifiski piesaistijusies pie
izmantota nes€ja, tomeér, $ada gadijuma, Sie protetniem butu jablt redzamiem visas
mazgasanas reizes, ka ar1 kontroles varianta, kur netika izmantots €smas proteins (17. Attels).

Ta ka kontroles varianta nav novérojama $ada piesaiste, ir iesp&jams izdarit secindjumus, ka
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noverotas proteinu joslas ir specifiskas konkrétajam &€smas proteinam (Saja gadijuma
rBBAT73). Vairakas redzamas joslas var liecinat par to, ka ja mijiedarbiba star mérka un €smas
proteiniem ir balstita uz piesaisti kadam kop€jam Siem proteiniem esoSam proteinu dome&nam.
Nevar izslégt iesp€ju, ka mazie mérka proteina daudzumi varétu tikt izskaidrot art ar to, ka
izmantotas antivielas ar €smas proteinu var but dalgji saistijusas vai ka citadi ietekmé&juSas
piekluvi ta aktivajam centram, kas, iesp&jams, varétu bit ietekmgjis ta sp&ju veidot stabilu
mijiedarbibu ar mérka proteinu. Diemzgl ar1 §aja gadijuma rBBA73 potencialos mijiedarbibas
partnerus nav izdevies identific€t, visticamak, parmé&rigi mazas proteinu koncentracijas del.
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17. Attels Co-Ip kontroles variants izmantojot zurkas
smadzenu saharozes bufera lizatu. Apzim&jumi: M — markieris
kDa, 1-5 mazgasanas frakcijas, 6 — eluats

Figure 17 Control Co-Ip using rat brain lysate in sucrose
buffer. M — molecular weight marker, kDa, 1-5 — wash
fractions, 6 — Eluate.

Proteinu mijiedarbibas analize ar attalinata Western blotu.

Nemot veéra, ka vienam no Pfam54 gimenes locekliem BBA68 ir zinama mijiedarbiba ar
asins seruma esoSo komplementa faktoru H, tika veikta rBBA73 potenciala proteinu
mijiedarbibas analize ar ziditaju seruma proteiniem. Paraléli tika izmantots ari rBB0689
proteins un negativas kontroles variants bez boréliju proteiniem. Veicot attalinato Western
blotu izmantojot cilvéka, supa un kaka serumus un boréliju &smas proteinus, tika novérota
proteina rBB0689 saistiba ar kaku seruma sastopamiem proteiniem, uz ko noradija 2 izteiktas
joslasar aptuvenu molmasu 70 un 50 kDa. Savukart rBBA73 saistiba ar seruma proteiniem

netika novérota (18. Attels)
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18. Attels. Attalinatais Western blots ar ziditaju serumiem. A) rBB689 B) rBBA73 C)
Negativa kontrole. ApzZim&jumi: M — markieris, kDa, 1 — cilvéka serums, 2 — Suna serums, 3 —
kaka serums.

Figure 18 Far western blot using mammalian sera. A) rBB689 B) rBBA73 C) Negative
control. M — molecular weight marker, kDa, 1 — human sera, 2 — canine sera, 3 — feline sera.

Lai parliecinatos par to, vai novérotie rezultati nebutu nejausi, tika atkartots attalinatais
Western blots Soreiz izmantojot vairaku kaku serumus. Arl Soreiz tik novérota rBB0689
piesaiste pie diviem kaku seruma esoSiem proteiniem katra parauga (19. Attgls).
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19. Attels. Attalinatais Western blots ar kaku serumiem un borélijas proteiniem. A)
rBB0689 B) rBBA73. Apzim&jumi: M — markieris, kDa. 1-9 — serumi no dazadiem kakiem

Figure 19 Far western blot using feline sera and borelial proteins. A) rBB0689 B)
rBBA73. M — molecular weight marker, kDa 1-9 — sera from different feline

legiitie rezultati liecina par to, ka bor€lijas €mas proteins rBB0689 saistas ar daziem
proteiniem, kas ir sastopami kaku seruma, bet ne supu vai clvéku serumos. Diemzgl
attalinatais Western blots sniedz tikai informaciju par mijiedarbibuas faktu, tapéc konkréta
proteina identifikacijai ir japaredz darba turpindjums. Tomer iesp&jams izvirzit mingjumus,
kas var€tu izraisit novéroto paradibu. Ka viena no iesp&jam ir tada, ka noverotas varétu biit
antivielas pret petamajiem proteiniem, kas izstradajusas Siem kakiem péc inficétas €rces
kodiena. Diemzél, darba gaita nebija iesp&jams iegut datus par kaku veselibas stavokli, tacu
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tas, ka visi no eksperimenta iesaistitajiem kakiem pirms tam biitu bijusi inficGjusies ar B.
burgdorferi ir ticams, nemot véra lielu B. burgdorferi inficéto &réu daudzumu Latvija.
Literatlira ir manamas viedoklu atSkiribas jautajuma par laimboreliozi kakos. Dala autoru
uzskata, ka kaki mums nezinama veida ir spgj izvairities no boréliju infekcijas, citi savukart
uzskata, ka kaku borelioze notiek asimptomatiski (Krupka, Straubinger 2010). Tadgjadi
pastav iesp&ja, ka noverotie rezultati tik tieS$am norada uz mehanismu, kas kakiem vai nu lauj

izvairities no boreliozes, vai arT lauj tai notikt viegla, asimptomatiska forma.
Co-Ilp ar ziditaju serumiem

Balstoties uz ieprieks$ iegiitajiem rezultatiem ar attalinato Western blotu tika nolemts
parbaudit, vai lidzigi rezultati butu nov@rojami izmantojot citu protetnu mijiedarbibas
petijumu metodi, tapec tika veikta Co-Ip izmantojot ieprieks€ja eksperimenta lietotos dazadu

sugu ziditaju serumus (20. Attels).
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20. Attels. Co-Ip ar kaka serumu un rBB0689 A)rBB0689 B)Negativa Kontrole
Apzim&jumi: M — markieris, kDa, 1-2 — mazgasanas frakcijas, 3 — eluats.

Figure 20 Co-Ip using feline sera and rBB0689 A)rBB0689 B)Negative control M —
molecular weight marker, kDa, 1-2 — Wash fractions, 3 — Eluate

Lai veiktu identificétu potencialos proteinu mijiedarbibas partnerus eliicijas frakcijas

tika velreiz uznestas uz kopiga géla un veikta paraugu sagatavoSana MS. DiemZgl, proteinu
joslu identifikacija ar masas spektrometrijas palidzibu nebija veiksmiga, ka rezultata ir atliek

tikai izteikt piepémumus par joslam kas redzamas 21. Attéla.
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seruma proteiniem, 1espejams, Figure 21 Mammalian sera Co-Ip fractions. M —

atpazistot konkrétu kopigu domenu, kas ~ Molecular weight marker, kDa, 1 — feline sera, 2 —

_ o o canine sera, 3 — human sera, 4 — negative control. * -

Ir sastopams visas Sajas sugas (cilveks,  pait protein rBB0689. Arows indicate potential

interaction partners.

izvietojuma dazadam sugam, var€tu

suns, kakis). Saja gadiuma svarigs fakts
ir ar1 procesa izmantoto paraugu nativais stavoklis, kas atSkir So metodi no attalinata Western
blota, kur proteini SDS-PAGE laika ir denaturéti. Lidz ar to tas var noradit uz proteinu
mijiedarbibu tikai nativos apstaklos. Atskiriga joslu intensitate, visticamak, skaidrojama ar
konkréta proteina daudzumu seruma. Ka vél vienu no skaidrojumiem var izvirzit piepémumu,
ka joslu intensitate ir saistita ar mijiedarbibas stiprumu starp borélijas proteinu rBB0689 un

attiecigo ziditaju proteinu.
Attalinatais Western blots ar Co-Ip elicijas frakcijam

Lai gatu prieksstatu, kuras no Co-Ip attela redzamam joslam ir antivielas, kas
nespecifiski piesaistijas nes€jam, tika veikts attalinatais Western blots izmantojot Co-Ip
iegitas eltcujas frakcijas un dazadu &ésmas proteinu un poliklonalo antivielu kombinacijas. Ar
katru no &smas proteiniem (rBB0689 vai rBBA73) tika apstradata 2 membranas, no kuram
viena tika izmantota ka kontrole, apstradajot to ar antivielam pret otru darba izmatoto proteinu
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(attiecigi, anti rBB0689 vai anti rBBA73). Ieprieks tika noskaidrots, ka darba lietotam
poliklonalam pelu antivielam nav novérojama krusteniska reaktivitate. Att€la B un D sadalas
labi redzams, ka eluata atrodas €smas proteins rBB0689, kas veido pozitivo signalu ar anti
rBB0689 antivielam, kas arliecino$i apstiprina Co-Ip metodei nepiecieSama komleksa
veiksmigo izveidi. Ka bija sagaidams, rezultatos ir novérojama 70 kDa un 50 kDa joslu
krusteniska reaktivitate ar dazadam antivielam, kas norada, ka tas ir imunoglobulina
molekulas. Attéla B redzams, ka tre$aja mazgasanas reiz€ ir novérojama ari daléja proteina un
antivielu kompleksa disociacija, ka rezultata dala no piesaistita proteina ir atdalijusies no
nes€ja. Lidziga situacija ir novérojama D sadala, kur rBBA73 no nes€ja ir atdalijies otraja

mazgasanas reiz€ 22. Attels.
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22. Attels Co-Ip frakciju Attalinatais Western blots. Apzim&jumi: 1 — Markieris, kDa, 2-
4 —mazgasanas frakcijas, 5 — Eluats. A) Membrana, kas apstradata ar proteinu rBB0689 un

Antivielam pret rBBA73, B) rBB0689 un AntiBB0689, C) rBBA73 un AntiBB0689, D)
rBBA73 un AntiBBA73

Figure 22 Far western blot of Co-Ip fractions. 1 - molecular weight marker, kDa, 2-4 —
wash fractions, 5 — eluate. A) Membrane treated with protein rBB0689 and antibodies against

BBAT73, B) rBB0689 and AntiBB0689, C) rBBA73 and AntiBB0689, D) rBBA73 and
AntiBBA73

Veikts attalinatais vestern blots ar ércu lizatiem.

Veicot attalinato Western blotu izmantojot &r¢u lizatus un borélijas arjas virsmas
proteinus tika noverots, ka rBBA73, iesp&ams, saistds ar €ru protelniem. 23. Attela
novérojama proteina FBBA73 saistiSanas ar €rcu lizatiem. Visintensivakais signals ir vérojams
ar Ixodes persulcatus éréu matiSu audu lizatu, savukart visvajaka piesaiste novérojama ar
Ixodes ricinus matiSu lizatiem. Par negativo kontroli $aja eksperimenta tika izmantota
identiski sagatavota &rcu lizatu proteinu Western blota membrana, Kurai apstrades laika netika

pievienots rBBA73, bet ta tika apstradata ar anti-rBBA73 antivielam. Negativaja kontrolé nav
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novérojama antivielu piesaiste membranai, kas vedina uz domam par to, ka rBBA73 tik

tieSam $aja eksperimenta ir saistijies ar €rces proteiniem.
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23. Attels. Attalinatais Western blots ar ércu lizatiem un rBBA73. Apzim&jumi: M —
markieris, 1 - Ixodes persulcatus tévini, 2 - Ixodes persulcatus matites, 3 - Ixodes ricinus
tevini, 4 - Ixodes ricinus matites. Bultinas norada uz spécigak izteiktajam joslam

Figure 23 Far Western blot using tick lysates and rBBA73. M - molecular weight

marker, kDa, 1 - Ixodes persulcatus males, 2 - Ixodes persulcatus females, 3 - Ixodes ricinus
males, 4 - Ixodes ricinus females. Arows indicate darker zones

Atkartojot eksperimentu izmantojot rBB0689 netika noverota proteina mijiedarbiba ar &rcu

protetniem (24. Attels).
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24. Attels. Attalinatais Western blots ar &réu lizatiem un rBB0689. Apzim&jumi: 1 —

markieris, kDa, 2 - Ixodes persulcatus teévini, 3 - Ixodes persulcatus matites, 4 - Ixodes ricinus
tévini, 5 - Ixodes ricinus matites.

Figure 24 Far Western blot using tick lysates and rBB0689. M - molecular weight

marker, kDa, 1 - Ixodes persulcatus males, 2 - Ixodes persulcatus females, 3 - Ixodes ricinus
males, 4 - Ixodes ricinus females.

Lai gan literatiira vairakkart min€ta un eksperimentali pieradita abu borélijas proteinu
rBB0689 un rBBA73 ekspresija siltasinu dzivnieku ieksgjai videi atbilstoSos apstak]os, $aja
darba ir novérota rBBA73 iesp&jama saistibu ar Ixodes &rcu proteiniem. Western blota
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rezultatos netika noveérota rBBA73 saistiba ar konkrétu erces proteinu, veidojot vienu izteiktu
joslu, tomér neskaidri iezim&jusas vairakas joslas. Nove€rojumu pastiprina apstaklis, ka ercu
lizati tika pagatavoti izmantojot ne€dusas, pieaugusas &rces no vegetacijas, lidz ar to
ievakSanas bridi, ka ar1 lidz fiks€Sanai ar etanolu, &rcém nav bijusi piekluve pie ziditaju
izcelsmes proteiniem. Neskaidri sakaitamas joslas varétu dal&ji izskaidrot ari ar iesp&jamo
er¢u proteinu degradaciju ilgstosas uzglabasanas laika. Ka vél vienu, bet maz ticamu
izskaidrojumu novérotajam zonam Western blota var minét to, ka &rces bijusas inficétas ar
borélijam, ka rezultata antivielas pret rBBA73 saistijusas pie &rc€s esoSajiem boré€liju
proteiniem. Tomér $1 versija ir mazticama, jo FBBA73 géna ekspresija ne€dusas €rces ir
nieciga, turklat tada gadijuma redzamam zonam bitu japaradas ari negativaja kontrolg, kura

netika apstradata ar bor€lijas proteiniem, bet tikai ar antivielam pret Siem protetniem.
Veikts Ni-NTA afinitates hromatografija ar ercu lizatiem.

Vadoties no attalinata Western blota iegltajiem rezultatiem tika veikta Ni-NTA
afinitates hromatografija izmantojot uz agarozes bumbinam imobilizétu rBBA73 un
apstradajos tos ar &réu lizatiem (25. Attéls). Saja eksperimentd kontroles varianta ir
noverojamas vairak joslas, neka gadijumos, kad pie agarozes bumbinam tika piesaistits Esmas
proteins. Tapat vérojamas atSkiribas starp Ixodes téviniem un matitém, &réu teévinu gadijuma
noverojamas vairak un izteiktakas joslas, kas nesakrit ar blota noveéroto.

Pastav iespéja, ka €rcu lizatu pagatavoSanai izmantotie buferi ir saturéjusi komponentus,
kas traucgjusi Ni-NTA afinitates hromatografijas norisei. Tas izskaidrotu gandriz identiskos
noveérojumus starp kontroles un eksperimenta grupam, smas proteinu reprezent€joSo zonu
neatbilstibu to teorétiskajai molekulmasai, ka arT neveiksmigo méginajumu identificét Esmas

proteinu.
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25. Attels Ni-NTA afinitates hromatografija ar ercu lizatiem un BBA73. Apzim&jumi:
M — Markieris. kDa, 1 - Ixodes tévini, 2 - Ixodes matites, 3 - Ixodes tévini negativa kontrole,
4 - 1xodes matites negativa kontrole

Figure 25 Ni-NTA pulldown using tick lysates and rBBA73. M - molecular weight
marker, kDa, 1 - Ixodes males, 2 - Ixodes females, 3 - Ixodes males negative control, 4 -
Ixodes females negative control.

Diemzel nav izdevies identificét nevienu no vizualizétajiem proteiniem. Ka iesp&jamo
c€loni var min€t mazu proteina daudzumus, kas rezultgjies neizteikta masas spektra. Tomér,
diezgan labi ir novérojamas atskiribas starp &réu dzimumiem, ka ari kontroles variantiem, kas
varétu noradit uz to, ka borélijas, iespgjams, ar §1 proteina palidzibu varétu nodroSinat ko
lidzigu selektivai &rcu atlasei, priekSroku dodot matitém. Ixodes &ru matites ir Skietami
labaks meérkis, jo tas barojas daudz ilgak par téviniem tad€jadi sniedzot iesp&ju bakterijai
nok]it no érces uz siltasinu saimnieku &rces nakosaja barosanas reize.

rBBA73 saistiba ar &rcu proteiniem vedina uz domam, ka ta funkcija ir saistita ar
bakterijas nokliiSanu no siltasinu dzivnieka uz &rci, tadéjadi nodrosinot tas izplatiSanos talak
no inficéta dzivnieka uz neinficétu &rci, nimfu vai kapuru. So pienémumu dalgji apstiprina
(Gilmore et al., 2008) veiktais pé&tijums, kura veidots BBA73 ekspresijas profils dazados

organos, tostarp ari ausi, kas ir viegli pieejama &rcém barosanas laika.
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SECINAJUMI

BBA73 un BB0689 ir novérojamas atSkirigas mijiedarbibas veids ar ziditaju un artropodu
proteiniem, noradot uz to atskirigo lomu Borrelia burgdorferi patogenézes mehanismos.

Novérojumi liecina, ka BB0689 ir iesaistits procesos, kas saistiti ar siltasinu dzivniekiem.

BBA73 loma neskatoties uz literatiira aprakstito paaugstinato ekspresiju ziditaju organisma
ieksgja vide, varetu biir iesaistits mijiedarbiba ar ercém.

BB0689 un BBA73 potencialie mijiedarbibas partneri audos var but parstaveti nieciga
koncentracija. Pastav iespgja, ka Sie proteini saistas ar ne-proteinu makromolekulam.
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