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KOPSAVILKUMS

Laima slimiba ir visizplatitaka ar vektoriem parnesata slimiba Amerikas Savienotajas
Valstis. Neraugoties uz tas plaSo izplatibu un smagajiem slimibas simptomiem, pret to vél
aizvien nav pieejama vakcina.

Darba mérkis bija ekspresét Laima slimibas izraisitajas, bakterijas (Borrelia burgdorferi),
ar membranu saistito lipoproteinu BBP28 un noteikt ta struktiiru.

Izmantojot KMR datus, tika aprékinatas divas BBP28 proteina struktiiras - viena pilna
garuma un otra saisinatai proteina sekvencei, kas nesatur nestrukturéto 27 aa garo N gala
segmentu. Strukturéto BBP28 dalu veido piecas a-spirales un 14 aa gara virkne C-gala, kas
kovalenti piesaistita ar disulfida saiti pie 4. un 5. a-spirali savienojosas cilpas.

Izmantojot MALDI-TOF masspektrometriju, tika noteikts, ka BBP28 varétu veidot
nekovalenti saistitus oligomérus, tomér KMR T1 un T2 relaksacijas laika mérijumi pieradija, ka
Skiduma BBP28 atrodas monoméra forma.

Darbs tika izstradats Latvijas Organiskas sint€zes institiita no 2015. gada aprila [idz 2017.
gada janijam.

Atslégas vardi: BBP28, Borrelia burgdorferi, Laima slimiba, kodolu magné&tiska

rezonanse, MALDI-TOF masspektrometrija.



SUMMARY

Lyme disease is the most widespreaded vector transmitted disease in United States of
America. Despite its prevalence, a Lyme disease vaccine is not available yet.

The aim of bachelor's thesis is to produce Lyme disease causing bacteria (Borrelia
burgdorferi) outer membrane lipoprotein BBP28, and determine its structure.

During the research two structures of BBP28 protein were determined using NMR data -
one for full length BBP28 sequence, and the other for truncated version of BBP28, lacking the
unstructured N-terminal segment consisting of 27 amino acids. Structured part of BBP28
consists of 5 a-helices and a 14 amino acid long C-terminal strand, covalently attached to a loop
connecting helices 4 and 5.

MALDI-TOF analysis indicated that BBP28 could form oligomers via non-covalent
interactions. Nonetheless, NMR Tz and T relaxation time measurements showed that in solution
BBP28 is in monomeric state.

Research was carried out in Latvian Institute of Organic Synthesis, from April 2015 to
June 2017.

Key words: BBP28, Borrelia burgdorferi, nuclear magnetic resonance, MALDI-TOF
massspectrometry.



APZIMEJUMU SARAKSTS

2D - divu dimensiju

3D - tris dimensiju

aa — aminoskabe

nt - nukleotids

B. burgdorferi - Borrelia burgdorferi

DTT - ditiotreitols

Da — daltons

E.coli — Escherichia coli

EDTA - etilendiamintetraetikskabe

HSQC - heterokodola viena kvanta koherence

IPTG — izopropil B-D-1 tiogalaktopiranozids (Isopropyl -D-1-thiogalactopyranoside)
KMR - kodolu magnétiska rezonanse

LB - Iitiska barotne (lysogenic broth)

MALDI - matriksa asistéta lazera desorbcija/jonizacija
NOE — kodolu Overhauzera efekts

ODx - optiskais blivums pie x nm

SDS-PAGE - natrija dodecilsulfata poliakrilamida gela elektroforeze (sodium dodecylsulfate
polyacrylamide gel electrophoresis)

SOC - Super Optimal Broth ar katabolitu represiju
TEV - tabakas grav&juma viruss (tobacco etch virus)
TFA - trifloretikskabe

TOF - lidojuma laiks (Time-Of-Flight)

Tris — 2-Amino-2-hidroksimetil-propan-1,3-diols

Xg — gravitacijas vienibas

A- angstréms

Tc- rotacijas korelacijas laiks

mL — mililitrs

uL — mikrolitrs

mg — miligrams

g —grams

s — sekundes

mm — milimetrs

min - mintte



DMC - dializes membranas kambaris

PDB - Proteinu datu banka

BBP28(50-148) — BBP28 proteina dala no 50. Iidz 148. aa, ar ¢etram papildus aa (glicins,
metionins, alanins un glicins), tas N gala.

BBP28(23-148) — BBP28 proteina dala no 23. Iidz 148. aa, ar ¢etram papildus aa (glicins,
metionins, alanins un glicins), tas N gala.

Hiss-TEV-BBP28(23-148) —-BBP28 proteina dala no 23. Iidz 148. aa ar sesiem histidiniem un

TEV proteazes SkelSanas sekvenci tas N gala.
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1 IEVADS

Laima slimiba ir visizplatitaka ar vektoriem parnésata slimiba Amerikas Savienotajas
Valstis (Shapiro, 2014). Ik gadu Ziemelamerika to diagnosticé apméram 15 500, bet Eiropa — 65
500 cilveku (Hubalek, 2009). Lidz ar tas plaSo izplatibu un izraisitajiem daudzveidigajiem
akttajiem simptomiem, ka artrits, kardits, meningits, paralize un citas neirologiskas problémas,
zinatnieki pret o slimibu censas izveidot vakcinu (Pinto, 2002). Lidz Sim tikai vienai kompanijai
ir izdevies izveidot vakcinu (LYMErix), kas bija pieejama tirgt 1998. gada, bet tas izplatiSana
tika partraukta jau péc Cetriem gadiem (Willyard, 2014).

Bakalaura darba meérkis bija noteikt Laima slimibas izraisitajas bor€lijas (Borrelia
burgdorrferi) argjas membranas lipoproteina BBP28 struktiiru. Lai sasniegtu So mérki tika
1zvirziti sekojosi darba uzdevumi:

e Noklonét un ekspresét potencialo vakcinas kandidatu - Borrelia gints baktérijas virsmas
lipoproteinu BBP28, izmantojot E.coli proteinu ekspresijas sistému;

e Uznpemt un analizet nepiecieSamos KMR spektrus BBP28 struktiiras noteikSanai,

e No iegitajiem KMR datiem aprekinat BBP28 struktiiru;

o Kiristalizét BBP28(50-148);

e No iegitajiem kristaliem savakt rentgena difrakcijas datus un aprékinat BBP28(50-148)

struktiru.



2 LITERATURASAPSKATS

2.1 Laima slimibas simptomi

Simptomus Laima slimibai parasti iedala tris grupas péc slimibas attistibas stadijas.
Pirmaja grupa ietilpst agrie lokalizetie simptomi.Tie paradas septinas lidz 14 dienas, retak, tris
lidz 30 dienas péc erces koduma. Vispamanamaka pazime, kura biezi ir vienigais iemesls kapéc

Laima slimiba tiek diagnosticéta agrina stadija, ir eritéma migrans (Bratton et al., 2008).

Erittma migrans ir adas apsartums, kas aptuveni 80% Laima slimnieku paradas &érces
koduma vieta. Ta diametrs vidgji sasniedz 15 cm, bet ir konstateti gadijumi, kad tas ir tikai 5 cm.
Apsartums parasti nav sapigs, bet var bt siltaks par apkartgjo adu. Biezi ta centrala dala paliek
tumsi sarkana, biezaka un stingraka salidzinot ar apkart€jo dalu, kas ir gais$i sarkana krasa.
DaZkart dala starp apsartuma apkartni un centru atgiist dabigo adas krasu, un eritéma migrans
sak atgadinat verSaci. Centrala apsartuma zona var kliit ekhimotiska, ka rezultata $aja vieta var
veidoties nekroze (Bratton et al., 2008).

Pie agrinajam pazimém pieskaita ari drudzi, drebulus, mialgiju, nogurumu un galvas
sapes, kas var paradities paris dienas pirms apsartuma (Bratton et al., 2008).

Otra grupa ir izplatiSanas simptomi. Parasti tie paradas no paris dienam lidz nedélam péc
érces koduma. Pie simptomiem pieder vairaki (otr&jie) erit€éma migrani. Var ari paradities
muskoskeletali, neirologiski un kardio-vaskulari traucéjumi (Pinto, 2002).

Muskoskeletali simptomi paradas aptuveni 60% Laima slimnieku. Pie tiem pieder
klejotaj—locitavu vai muskulu sapes ar vai bez uzpampuma (Pinto, 2002).

Neirologiskas problémas, kas paradas aptuveni 15% infic€to, ir meningits un sejas galvas
nervu paralize (Pinto, 2002).

Retak sastopami ir kardivaskulari simptomi (aptuveni 8% slimnieku). Pie tiem pieskaita
dazada apméra Tslaicigus atrio-ventrikularos aizsér&jumus (Pinto, 2002).

Tresaja grupa ir velinas izplatisanas simptomi. Tie paradas aptuveni 60% nearstétu Laima
slimnieku (Steere, 1989). Piec §is grupas simptomiem pieskaita intermitéjoSas sapes un
uzpampums viena vai vairakas locitavas, visbiezak celos vai gurnos. Retos gadijumos izveidojas
hroniska polineiropatija vai encelopatija, kas izraisa bezmiegu, nogurumu, griitibas koncentréties
un, dazos gadijumos, personibas izmainas. Ja Laima slimiba netick arstéta, pacientam var
attistities batiska invaliditate. Retos gadijumos Laima slimiba var but ari letala (Bratton et al.,
2008).



2.2 Izplatitakie Laima slimibas izraisitaji

Eiropa un Azija tris Borrelia baktériju sugas ir atbildigas par lielako dalu no Laima
slimibas gadijumiem - B. burgdorferi sensu strictu (s.s.), B. garinii un B. afzelii, kuras visas kopa
sauc par B. Burgdorferi sensu lato. Amerika Laima slimibu izraisa viena suga - B.
burgdorferi s.s. (skat. 1. att.) (Baranton et al., 1992). Kliniski visas tris bakteriju sugas izraisa
Laima slimibu tikai ar daziem vienadiem simptomiem, ka erittma migranu un gripai lidzigiem
simptomiem. Citi simptomi dal&ji korele ar slimibas izraisoSo bakteriju. Artrits biezi ir
sastopams cilvékiem, kuriem Laima slimibu izraisija B. burgdorferi sensu strictu. Neirologiski
simptomi paradas lielakoties cilvékiem, kuri ir inficéti ar B. gariniiun, bet adas problémas ir
tiem, kuri ir inficéti ar B. afzelii. Lai gan ir zinama korelacija starp slimibas izraiso$o bakteriju
un slimibas simptomiem, §1 korelacija nav pilniga — jebkura no sugam var izraisit ari citai sugai

raksturigos simptomus (van Dam et al., 1993).

1. attels. Borrelia  burgdorferi  (attéls uzpemts ar  skengoS0  elektronmikroskopu)
(http:/lwww.bacteriainphotos.com/Borrelia%20burgdorferi%20electron%20microscopy.html).

Figure 1. Borrelia  burgdorferi  (picture  acquired  withscanningelectron  microscope)
(http:/lwww.bacteriainphotos.com/Borrelia%20burgdorferi%20electron%20microscopy.html).

2.3 Inficeésanas arBorrelia baktériju

Borélijas gints baktériju parneses vektors uz cilvéka organismu ir Ixodes gints &rces.
Parasti €rcei ir jabut piesukusai pie cilvéka 36 Iidz 48 h, bet minimalais laiks var bt ari 24 h,
pirms baktgrijas var izplatities uz jauno saimniekorganismu (Bratton et al., 2008).

Slimiba nevar tikt ieglita no cita cilvéka, dzivniekiem vai ar partiku (Bratton et al., 2008).

2.4 Laima slimibas izplatiba

Laima slimiba ir ziemelu puslodé visbiezak sastopama ar vektoru parn€sajama slimiba.

Tai ik gadu Eiropa tiek konstatéti aptuveni 65 500 slimibas gadijumu. Patiesais Laima slimnieku
10



skaits varctu but ari daudz lielaks, jo daudzi Laima slimibas gadijumi netick diagnosticéti. ASV

ik gadu tiek registréti starp 15 500 slimibas gadijumu (Hubalek, 2009).

2.5 Borrelia burgdorferi

Spirohé&ta Borrelia burgdorferi ir obligats parazits, kas parvietojas no ziditaja uz ziditaju
caur €rces vektoru. Ta biezi ir sastopama daudzos mazos dzivniekos, kuri, atskiriba no
cilvékiem, neslimo ar Laima slimibu. Cilvéku saslim$anu izraisa to imunofiziologiska atbilde uz
B. burgdorferi. Citiem slimibu izraisitajiem lielaku ieguldijumu to infektivitaté dod virulences
faktori, bet B.burgdorferi infektivitati pastiprina tas faktori, kas lauj dalities un izdzivot (Tilly et
al., 2008). Lai So teoriju apstiprinatu tika nosekvencéts tipiska bakteriju celma genoms, B31, no
ka atklaja, ka $Stm bakterijam triikkst vairaki, citam patog€najam bakterijam raksturigi faktori -

liposaharidi, toksini un specializ&tas sekrécijas sistémas (Casjens et al., 2000).

2.6 B.burgdorferigenoms un molekulara genétika

Lai gan genctiskas atSkiribas starp Borrelia sugam, kas tam liek izraisit dazadus
simptomus, nav identificétas, ir nosekvencéti tris B. Burgdorferi sugu genomi (Fraser et al.,
1998, Glockner et al., 2004, Glockner et al., 2006). Siem genomiem ir vairakas kop&jas pazimes,
pieméram, visiem ir viena lineara hromosoma un daudzas mazakas DNS molekulas (plazmidas)
no kuram dazas ir linearas, bet citas — cirkularas. DNS, kas sastav no vienas linearas
hromosomas un daudzam mazam plazmidam ir visai neparasta paradiba baktériju vida (Tilly et
al., 2008).

Neskatoties uz to, ka B. burgdorferi esosa hromosoma ir reti sastopama citu baktériju
vida, lielaka dala taja esoSo génu ir biezi atrodami citu baktériju genomos. Turpreti géni, kas ir
iekod&ti plazmidas, ir mazak atpazistami, un lieclaka dala no tiem ir atrasti tikai Borrelia gints
parstavjos (Tilly et al., 2008). Ir pieradits, ka daudzi no plazmidas esosajiem géniem ir vajadzigi,
lai baktgrija buitu infekcioza, vai spétu izdzivot &rces un ziditaju organismos (Fraser et al., 1997).

Salidzinot visus tris nosekvencétos genomus, tiem tika atrasti vairaki kopigi géni.
Daudziem no géniem ir noverojamas sekvences variacijas starpsugu un sugas ietvaros. Géni, kuri
ir nepiecieSami infektivitatei vai izturibai mugurkaulniekos (ka ospC un VISE), var arkartigi
atSkirties nt un aa sekvencé. ST mainiba minétajos génos sarezgi efekfivu vakcinu izveidi, kas
biitu balstita uz Siem proteiniem (Tilly et al., 2008).

B. burgdorferi genoma sekvences analizes rezultata tika noskaidrots, ka vairak ka 6% no
horomosomas géniem ir saistiti ar baktériju kustibu un hemotaksi (Fraser et al., 1997). Atskiriba
no citiem vienStniem ar argjo flagellu, spirohétas flagella, kas ir paraléla tas $tinas kermenim,

atrodas zem argjas membranas. Sads loti konservativas un imunogénas flagellas novietojums
11



palidz spirohetam to pasargat no saimnickorganisma iminreakcijas. Spiroh&tu morfologija un
kustigums lauj tam peldét loti viskoza vide, kura citas bakterijas nesp€j pakusteties. Tada veida
spiroh&tu patogénas sugas spgj tikt cauri saimniekorganisma audiem (Kimsey and Spielman,
1990).

Atskiriba no brivi dzivojosajam baktérijam, B. burgdorferi genoms ir relativi mazs. Tas
drosi vien ir izskaidrojam ar to, ka B. burgdorferi ir obligati patogéns organisms. Tas genoma
nav iekodetas sekvences, lai producétu viegli atpazistamu maS$ineriju aa, nt, taukskabju un
enzimu kofaktoru sint€zei. Dzivibai nepiecieSamas sastavdalas ta iegiist no saimniekorganisma
(Fraser et al., 1997). Limitétas metabolisma kapacitates d€l, B. burgdorferi ir vajadzigas

sarezgitas un kimiski nenosakamas augSanas barotnes in vitro pavairoSanai (Tilly et al., 2008).

2.7 B. Burgdorferivirsmas proteini

B. Burgdorferi dzives cikla pielagojas dazadiem vides apstakliem, no zemas temperattiras
un pH 8 &rcés, 1idz 37°C un pH 7 ziditajos. Liela nozime pielagoSanas procesa ir borélijas
virsmas proteinu nomainai uz videi piemérotakiem proteiniem. P& novietojuma membrana,
borélijas virsmas proteini tiek iedaliti divas grupas — membranas integralajos proteinos un
lipoproteinos (Kenedy et al., 2012).

Lielaka dala no B. Burgdorferi virsmas proteiniem ir lipoproteini. NO pargjiem virsmas
proteiniem tos atskir N terminalaja gala pievienota triacilglicerina grupa, ar ko tie tiek
noenkuroti pie borélijas membranas (Dowdell et al., 2017). Vairakiem B. Burgdorferi
lipoproteiniem ir raksturiga nestrukturéta N gala sekvence. Tiek uzskatits, ka dazadais
lipoproteinu nesakartoto N gala sekvencu garums lauj uz borélijas virsmas izveidot vairaku stavu
modeli, kura proteini, ko ir vélams aizsargat no imtinsisteémas, atrodas apaksgjos stavos (Bunikis
and Barbour, 1999, Zuckert, 2013).

Laima slimibas bor€lijas lipoproteinus péc funkcijas var iedalit Cetras grupas:

1) Proteini, kuriem ir loma B. burgdorferi izdzivo$anai &rces. Sie proteini saistas
ar erces iekSpusé esoSajam struktiiram un nelauj borélijai izkliit no &rces Iidz ta ir
piesaistijusies ziditajam.

2) Proteini, kuriem ir loma parejai B. burgdorferi uz ziditaja organismu.
Lielakajai dalai no §Ts grupas protelniem nav zinama preciza funkcija. Ir tikai
noskaidrots, ka bez tiem borélija nespgj inficét ziditajus. Pie §is grupas pieder
vairaki potenciali vakcinu mérki, ka OspC un BBA64.

3) Saimniekorganisma $unu adhezini. Tie saistas ar dazadam ziditaju saistaudos
esosajam molekulam. Eksperimentali ir pieradits, ka Sie proteini ir svarigi
borélijas spgjai inficét ziditajus.
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4) Proteini, kas nodrogina izvairi§anos no saimniekorganisma imiinsistemas. Sis
grupas proteiniem ir noverotas dazadas funkcijas, sakot ar Vsl proteinu, kas
mainot savu uz bor€lijas virsmas veérsto struktiru lauj bor€lijai izvairities no
imunsisttmas uzbrukumiem, Iidz komplementa regulatora-ieguves virsmas
protetnam CRASP, kas saistot asins seruma esosSos SkistoSos proteinus (faktoru
viens H un faktoram H Iidzigo proteinu), lauj bor€lijai izvairities no komplementa
izraisTtas lizes (Kenedy et al., 2012).

Otra B. burgdorferi virsmas proteinu grupa, membrana integrétie proteini, sastada mazak
neka desmito dalu no visiem borélijas virsmas proteiniem. Atskiriba no lipoproteiniem tiem
netiek pievienots N terminalais lipidu enkurs, bet pie membranas tie ir piesaistiti ar
transmembranas proteina sekvenci. Borglijas tie veic vairakas funkcijas, ka $iinas proteinu
adh@ziju un transportu, uzturvielu uznemsanu, antibiotiku rezistenci un $tinas adhéziju. Atskiriba
no lipoproteiniem, pret B. burgdorferi integralajiem membranas proteiniem nav novérota spéciga

imiina atbilde, kas ir apgriitinajis $o proteinu identificesanu (Kenedy et al., 2012).

2.8 B. burgdorferi dzives cikls

Erces visbiezak iegiist spirohétas kininas stadija baroSanas laika no inficétajiem
grauzgjiem. P&c kutikulas nomesSanas, nimfas stadija inficétas €rces barojas ar plasu dzivnieku
spektru. Tai skaita ir grauzgji, kas kltist par jauniem baktgrijas rezervuariem, tad¢jadi atjaunojot
attistibas ciklu. Péc nimfas attistibas uz picaugusas &rces stadiju, tas barojas tikai no liclakiem
dzivniekiem, kas biezi nav B. burgdorferi saimniekorganismi (skat. 2. att.). Ta ka spirohétas tikai
retos gadijumos tiek parmantotas no mates uz bérnu, kiininu un nimfu baroSanas ir loti nozimiga
to saglabasanas sastavdala. Gan nimfas, gan pieaugusas €rces dazreiz stc cilvéku asinis. Mazais
nimfu izmérs padara tas grati pamanamas. Ta rezultata tam ir lielaka iesp&ja baroties no cilvéka

pietiekami ilgi, lai spirohéta tiktu parnesta no &rces uz cilvéka organismu (Tilly et al., 2008).
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Vislielakais
risks cilvékam
saslimt ar
Laima slimibu
irvéla
pavasariun
vasara

Pieaugusi &rce

2. attels. Erces dzives cikls (attéls aizgiits no http://pedsinreview.aappublications.org/content/35/12/500).
Figure 2. Ticks life cycle (picture adapted from http://pedsinreview.aappublications.org/content/35/12/500).

Erces un ziditajos ir atSkirigas vides baktériju aug$anai. Ziditaju kermena temperatiiras
svarstas starp +37 - +39°C, kamer &rcés ir tada pati, ka apkartgja vide (iznemot laika, kad tas
barojas no ziditajiem). Ziditaju ieks€jas vides pH vertiba ir neitrala, bet &rcém ta ir baziska. Lai
spétu dzivot divos dazados organismos, B. burgdorferi izmaina savu génu ekspresiju, kas noved

pie citu proteinu veidoSanas un fiziologiskas pielagosanas videi (Tilly et al., 2008).

2.9 Vakcinas pret Laima slimibu

Pirmo un vienigo pret laima slimibu cilvékiem domato vakcinu “LIMErix” 1998. gada
izveidoja Smits Kliné Bekhems. Ta parbaudes laika no saslimsanas ar Laima slimibu pasargaja
76% pieaugusu cilvéku un 100% test€to bernu, izraisot tikai vieglas lidz merenas blaknes
(Poland and Jacobson, 2001).

Neraugoties uz veiksmi vakcinas parbaudes laika, 2002. gada LIMErix tika iznemta no
apgrozibas Amerikas Savienoto Valstu tirgli. To veicinaja vairaki iemesli, tai skaita augsta
vakcinas cena, un iesp&jama autoimiinas atbildes veidoSanas vakcinétajiem cilvékiem. Jamin, ka
izmekl&Sana ta ari netika pieradits, ka LIMErix veicinatu autoimiino atbildi (Nigrovic and

Thompson, 2007).
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2.10 B. burgdorferi virsmas proteins BBP28

BBP28 ir baktérijas B. burgdorferi virsmas lipoproteins, kas atrodas cp32-1 plazmida un
pieder pie mlp lipoproteinu saimes (Yang et al., 1999).

Tas sastav no 148 aa, no kuram pirmas 22 ir signalpeptids. P&ctrasnslacijas modifikaciju
rezultata BBP28, tapat ka citiem B. burgdorferi lipoproteiniem, tiek atSkelta signalsekvence un
pie N gala esosa cisteina tiek pievienota triacilglicerina grupa (Dowdell et al., 2017).

Lielakajai dalai B. burgdorferi proteinu, tai skaita BBP28, nav noskaidrota funkcija. Ik
gadu tiek veikti vairaki eksperimenti bor€lijas biokimijas izzinaSanai un tas komponentu
klasificesanai (Ojaimi et al., 2003).

Lai noskaidrotu, kuras plazmidas (Iidz ar to arT plazmidu géni) ir nepiecieSami boréelijas
izdzivosanai pareja no &rces uz ziditaju, Dzoijs E. Pursers un Stivens J. Norris veica
eksperimentu, kura audzgja un pars€ja B. burgdorferi in vitro, lidz tas zaudgja plazmidas, kas
tam vairak nebija nepiecieSamas barotnes apstaklos. Ar iegiitajam bakterijam tika infic&tas
C3H/HeN peles, un atlasitas tas bor¢lijas, kas sp&j izdzivot ziditaja organisma. legttajam
baktérijam ar PCR un Southern blot metodi tika noskaidrots plazmidu sastavs. Eksperimenta
rezultata tika atklats, ka visas bakterijas saglabaja cp32-1 plazmidu arT péc vairakkartgjas
parséSanas no barotnes Uz barotni. No iegiitajiem datiem nevar secinat vai plazmida ir
nepiecieSama ziditaju infic€Sana, bet tika pieradits, ka ta ir nepiecieSama borélijas izdzivosanai
in vitro (Purser and Norris, 2000).

Borélijas biokimijas izzinasana svarigi ir noskaidrot, kuru proteinu ekspresija tiek
augSupreguléta vai bremzgeta, bakterijam mainot dzives vidi.

Lai noskaidrotu borélijas proteinu ekspresijas limena izmainas, tam parvietojoties NO
¢rces uz ziditaja organismu, tika veikts eksperiments, kura izmantoja dializes membranas
kambarus (DMC) mikrorindu tehnologiju. Saja darba péatita proteina BBP28 ekspresija
borélijam, parvietojoties uz ziditaja organismu p&c 48 h adaptacijas perioda, palielinajas 6,3
reizes (Tokarz et al., 2004).

Borélijas proteinu, kuru ekspresijas Iimenis mainas borélijam noklistot cita dzives vidg,
talakai klasificéSanai tika veikti eksperimenti, kuros parbaudija proteinu ekspresijas izmainu
atkariba no atseviskiem ziditaja iek$€jas vides faktoriem — temperatiiras un kimiskajiem
signaliem.

Eksperimenta, kura parbaudija ziditaja iek$€jas vides signalu ietekmi uz boréliju,
neizmainot vides temperatiiru (atstajot to 23°C), tika secinats, ka 79% plazmidu génu ekspresija
pazeminas, kamér 93% no géniem hromosoma, kuru ekspresijas limenis izmainijas, ekspresija

palielinas. Vislielakas génu ekspresijas izmainas tika noverotas $iinas virsmas proteiniem, t0
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nozimigas lomas pielagosanas procesa dél. BBP28 géna ekspresija ziditaja ieksgjas vides signalu
ietekmg, salidzinajuma ar ekspresiju erc€s samazinajas 1,98 reizes (Brooks et al., 2003).

Cita eksperimenta tika parbaudita tikai temperatiiras izmainas ietekme uz borélijas
proteinu ekspresiju, neizmainot borélijas apkart€jo vidi. Mainot temperatiru no 23uz 37°C,
BBP28 ekspresija paliclinajas 4,33 reizes (Ojaimi et al., 2003).

Liela dala no bor€lijas virsmas saistitajiem proteiniem ir lipoproteini. Tie veido 8% no
kopgja borélijas proteinu skaita. Ta ka tie ir potencialic antigéni, kam varétu izraisit
imunsistémas reakciju, Sie ar membranu saistitic proteini var tikt izmantoti vakcinu izveidg. Lai
noskaidrotu, kuri no membranu proteiniem sp€j izraisit cilvéka iminsistemas atbildi uz Laima
slimibu, 90 dazadu lipoproteinu reaktivitate tika parbaudita ar protetnu mikrorindu tehnologiju
uz 13 Laima slimibas pacientu serumiem, kuriem jau bija izteikti vélie simptomi. No 90 pétijuma
izvéletajiem proteiniem, tikai BBP28 reaggja ar visiem serumiem. DiemZg€l reakcija norisinajas
ar zemu C5/C3 intensitati (reakcijas intensitates attieciba pret fona reakcijas intensitati). Otraja
vieta, pec reakciju skaita, ierindojas tris citi proteini, kas reaggja ar 12 serumiem. Mazak neka
puse no parbauditajiem lipoproteiniem reaggja ar seSiem vai vairak pacientu serumiem (Luft et
al., 2011).

16



3 Materiali un metodes

3.1 Materiali:

3.1.1 Bakteriju celmi un plazmidas
e E.coli celmi:

BL21(DE3):B F — dcm ompT hsdS (rk- mk+) dem+ Tetr gal A (DE3) [argU ileY leulWV
Camr] (New England Biolabs, ASV)

DHb5alfa:F-, phi80dlaczDelta M15, Delta(laczYA-argF), U169, deoR, recAl, hadR17(rk-,
mk+), gal-, phoA, supE44, Lambda-, thi-1, gyrA96m relAl.

_- W=

Kompetentas $tinas uzglabatas pie —80°C TFBII skiduma.

e Plazmidas:
PETM11 plazmida ar His-Tag sekvenci pirms BBP28 proteina kodgjosas sekvences.
Proteins ir bez transmembranalas signalsekvences (konstrukcija iegita no Latvijas
Biomedicinas pétijumu un studiju centra Dr. biol. K. Tara grupas)(1. pielikums).

3.1.2 Laboratorija izmantota aparatiira, iegades vieta un razotajvalsts

Vorteks V-1 plus, Biosan, Latvija

Multifunkcionals orbitalais kratitajs PSU-20i, Biosan, Latvija
Ultrazemas temperatiiras saldétava (-80°C) WUF-400, Witeg, Vacija
Centrifuga 5418, Eppendorf, Vacija

Oribitalais kratitajs ar reguléjamu temperatiiru, TS-100C, Biosan, Latvija

o g~ w D oE

Vertikala elektroforézes sisteéma: CS-300 OmniPAC, Cleaver Scientific, Apvienota

karaliste

7. Vertikalas elektroforézes vanna, Invitrogen XCell SureLock, Fisher scientific, ASV

8. Nemaisosa, termoreguléjama tidens vanna, Grant WB-2S, Biosan, Latvija

9. Frakcionétajs, Frac-920, GE Healthcare Life Sciences, Zviedrija

10. Proteinu hromatografs: Akta purifier 10, GE Healthcare Life Sciences, Zviedrija

11. HisTrap HP hromotografijas kolna, GE Healthcare Life Sciences, Zviedrija

12. Gelfiltracijas kolonna — HiLoad 16/600 Superdex 75p, GE Healthcare Life Sciences,
Zviedrija

13. MALDI-TOF masspektrometrs, Autoflex L, Bruker Daltonics, ASV

14. Centrifuga, Multispin Msc-6000, Biosan, Latvija

15. Ultraskanas homogenizators, UP200Ht, Hielscher, Vacija
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16.
17.
18.
19.
20.

21.

22.

23.

24.
3.1.3

© N o g M w0 DN E

10.

11.
12.
13.
14.

15
3.14

1.
2.
3.

Inkubators-kratitajs, Multitron standard, Infors HT, Sveice

Autoklavs: DX-65, Systec, Vacija

pH metrs: PB-11, Sartoriouss, Vacija

Centrifuga: Coulter, Avanti J-E, Beckman, Vacija

600 MHz KMR spektrometrs, aprikots ar ¢etru kanalu kriozondi un z-ass gradientiem;,
Varian Unity Inova, Anglija

800 MHz KMR spektrofotometrs: Avance Il HD, aprikots ar ¢etru kanalu RT zondi
(TXI) un z-ass gradientiem, Bruker, Vacija

Centrifuga: Allgra X-30R, Beckman coulter, Vacija

Mikrotilpumu UV/VIS spektrometrs: Nanodrop 2000c, Thermo Scientific, ASV
Biologiskas drosibas skapis (laminara skapis): Streamline SC2-4A1, ESCO, Singapiira

Izmantota programmatiira, serveri un to izmantosanas merki

UNICORN 5.31, Hromatogratijas veikSana

Nanodrop 2000, OD mériSana

Bruker Daltonics flexControl 2.2, Massepktrometra spektru uznemsana
Bruker Daltonics flexAnalysis 2.2, Masspektrometra datu analize
Bruker Topspin, KMR spektru uznemsana un apstrade

CARA, KMR spektru analize

NMR Pipe, KMR spektru procesésana (Delaglio et al., 1995)
UNIO-ATNOS/CANDID proteina struktiiras aprékinasana no KMR datiem (Herrmann
et al., 2002, Herrmann et al., 2002, Serrano et al., 2012)

Cyana, proteina struktiiras aprékinasana no KMR datiem (Guntert et al., 1997)
TALOS+, dihedralo lenku ierobezojumu noteikSana no HN, Ha, Ca, CB, C’, N
kimiskajam nobidém (Shen et al., 2009)

Relax, KMR relaksacijas datu analize (Bieri et al., 2011)

CNS, iegito struktiiru energijas minimizésana (Brunger, 2013)

FinchTV - Sangera sekvencésanas datu apskate.

Dali — proteina struktiiras salidzinasana ar citam struktaram no PDB (Holm and
Rosenstrém 2010).

. Uniprot — proteina sekvences salidzinasana ar citam homologam sekvencém (2017).

Izmantotas vielas un to iegades vieta un raZotajs valsts

Natrija hlorids (NaCl), Fisher scientific, ASV
Rauga ekstrakts, Fisher scientific, ASV
Triptons, Fisher scientific, ASV
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Agars, Fisher scientific, Meksika

Magnija sulfats (MgS04), AppliChem, Vacija

D-Glikoze (C6H1206), Acros organics, ASV

13C D-Glikoze (13C6H1206), Cambridge Isotope Laboratories, Inc., ASV
15N Amonija hlorids (15NHA4CI), Isotec, ASV

Kalija dihidrogen fosfats (KH2PO4), Fisher scientific, ASV

. Kalcija hlorids (KCI), Fisher scientific, ASV
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.
38.

Tiamina hidrohlorids (C12H17N4OSCI*HCI), Fisher scientific, Vacija
TEV proteaze, Producéta LOSI (Tropea et al., 2009), Latvija

SDS (natrija dodecilsulfats) (NaC12H25S04), Fisher scientific, Japana
Bromfenol zilais (C19H10Br405S), Fisher scientific, Indija

Glicerins (C3H5(OH)3), Fisher scientific, ASV

IPTG (izopropil B-D-1 tiogalaktopiranozids) (COH1805S), Fisher scientific, Italija

Imidazols (C3H4N2) , Acros organics, ASV

Natrija dihidrogénfosfata heptahidrats (NaH2PO4*7H20) , Fisher scientific, ASV

DTT (C4H1002S2), Fisher scientific, ASV

Kanamicina sulfats (C18H36N40O11*H2S04), Fisher scientific, Kina
Natrija azids (NaN3), Acros organics, ASV

Proteazu inhibitoru kokteilis bez EDTA, Sigma-Aldrich, ASV

EDTA ((HOOCCH2)2NCH2)2), Acros organics, Belgija

Tris baze((CH20H)3CNH?2), Fisher scientific, ASV

MES bezskabes monohidrats (C6H13)NO4S*H20), Fisher scientific, Kina
Trifloretikskabe (TFA), Sigma-Aldrich , ASV
2,5-Dihidrokiacetofenons, Vacija

(2,5-DHAP), Bruker Daltonik, Vacija

Proteinu kalibracijas standarts II, Bruker Daltonik, Vacija

Deitgrija tdens (D20), Euro-top, Francija

EZ-Run Proteinu markieris, Fisher scientific, Lietuva

Simply blue SafeStan, Invitrogen, ASV

NaOH, Fisher scientific, ASV

Phusion augstas precizitates polimerazes kits, Thermo Scientific, ASV

Structure Screen 1 + 2 HT-96 precipitantu plate, Molecular Dimensions, ASV

JCSG+ precipitantu plate, Molecular Dimensions, ASV
FastDigest Ncol restriktaze, Thermofisher, ASV

FastDigest Xhol restriktaze, Thermofisher, ASV
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3.1.5 Izmantotie materiali, to iegades vieta un razotajvalsts.

20 pl pipesu uzgali bez filtra, Starstedt, Vacija
200 pl pipesu uzgali bez filtra, Starstedt, Vacija
1000 pl pipesu uzgali bez filtra, Starstedt, Vacija
50 mL centrifugas tiibas, Starstedt, Vacija

15 mL centrifugas tubas, Starstedt, Vacija

0,2 pum S$lircu filtri , Starstedt, Vacija
Amicon-ultra-15, 10K filtri, Merck Millipore, Irija

Safeseal 2 mL mikromégene, Starstedt, Vacija

© © N o o~ w DN PE

1,5 mL mikrom&gene, Starsted, Vacija

[EEN
o

. 25 mL serologiskas pipetes uzgali, Starsted, Vacija

[EEN
[EEN

. 13 mL tiba, Starsted, Vacija
. mm KMR ampula, Norell, ASV

e =
w N

. mm KMR §igemi ampula, Shigemi, Japana

. Anchorchip 400/384(Part No.), Bruker Daltonics, Vacija

. NUPAGE 4-12% 10 bedrisu Bis-Tris gels, Novex by life tehnologies, ASV
. NUPAGE 4-12% 15 bedrisu Bis-Tris gels, Novex by life tehnologies, ASV

[ e S = S N
~N o o1 b~

. Spectra/Por3 Dializes membrana. Standart RC Tubing: 3,5kD, Spectrum Laboratories,
ASV

18. Petri plates, Starsted, Vacija

19. mLine mehaniskas pipete (0,1-3 pL),Sartorius, Vacija

20. mLine mehaniskas pipete (2-20 pL),Sartorius, Vacija

21. mLine mehaniskas pipete (20 — 200 pL),Sartorius, Vacija

22. mLine mehaniskas pipete (100 — 100 pL),Sartorius, Vacija

23. L izméra Lateksa laboratorijas cimdi, Klinion protection, Niderlande

24. Serologiska pipete pipetboy, Integra, Sveice

25. Kristalizacijas plasu uzlimes ClearVue Sheets, Molecular Dimensions, ASV

26. 96-well MRC Crystalisation plate, Molecular Dimensions, ASV
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3.1.6 Barotnu sagatavoSana
3.1.6.1 LB barotne (1L):
A.Nosver:
e 10g NaCl,
e 10g Triptona;
¢ 0,59 Rauga ekstrakta;
B. Parvieto visas nosveértas sastavdalas uz 2L stikla pudeli un Skidina 1L dejonizéta fidens;
C. Aizskruve pudeli ciet, bet ne 11dz galam;
D. Autoklave iegiito skidrumu;
E. P&c autoklavésanas aiztaisa pudeli lidz galam un parvieto uz laminaru;
3.1.6.2 LB-agara plates (100 mL)
A. Nosver:
e 1gNaCl
e 1gtriptona
e 0,5¢g rauga ekstrakta
e 2gagara

B. Parvieto visas nosvertas sastavdalas uz 250 mL stikla pudeli un skidina 100 mL dejoniz&ta

udens;
C. Aizskruve pudeli ciet, bet ne 11dz galam;
D. Autoklave iegiito skidrumu;
E. P&c autoklavéSanas aizskrave pudeli Iidz galam parvieto uz laminara skapi;
F. Atdzese lidz 50°C un ja vajadzigs, pievieno 100 pL 50 pg/mL kanamicina;
G. Samaisa iegiito Skidrumu;
H. Cetros petritraukos iepilda katra 25 mL pagatavota $kiduma;

I. Petritraukus atstaj laminara ar pa pusei nonemtiem vakiem, 11dz tie atdziest.
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3.1.6.3 M9 minimala barotne (1L)

A. Nosver:
o 3gKHPO4

e 12,8 g Na2HPO4-7H20
e 0,5gNaCl
e 19 BNH4CI

B. Parvieto visas nosvértas sastavdalas uz 2 L stikla pudeli un $kidina 1L dejonizéta tidens;
C. Noregulé skiduma pH uz 7,2 ar 10 M NaOH,;

J. Aizskriivé pudeli ciet, bet ne 1idz galam,;

D. Autoklave iegiito skidumu;

K. P&c autoklavésanas aiztaisa pudeli 1idz galam ciet un parvieto uz laminara skapi;

E. P&c barotnes atdziSanas tai pievieno:

e Autoklavétus 2 mL 1M MgSOq
e Autoklavétus 100 uL. 1M CaCl;
e Caur 0,2 um filtru filtrétu 1 mL 1 M tiamina
e Caur 0,2 um filtru filtrétus 10 mL 20% **CsH120¢ $kiduma.
3.1.6.4 Psi barotne (100mL)
A. Nosver:

¢ 0,59 MgSOq;

e 2 g Triptona;

¢ 0,5 g Rauga ekstrakta;

B. Parvieto visas nosvertas sastavdalas uz 200 mL stikla pudeli un skidina 100 mL

dejonizeta tidens;
C. Aizskruve pudeli ciet, bet ne Iidz galam;
D. Autoklave iegiito Skidrumu;

E. P&c autoklavésSanas aiztaisa pudeli [idz galam un parvieto uz laminaru;
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3.1.7 Buferu sastavs
3.1.7.1 Nikela afinitates hromatografijas buferis A

e 20 mM NaPi
e 300 mM NaCl
e 15 mM imidazols
e Dejonizets tidens
e pH=75
3.1.7.2 Nikela afinitates hromatografijas buferis B

e 20mM NaPi
e 300 mM NaCl
e 300 mM imidazols
e Dejonizéts idens
e pH=75
3.1.7.3 Gelfiltracijas buferis

e 150mM NaCl
e 20 mM NaPi
e Dejonizets tidens
e pH=6,8
3.1.7.4 KMR buferis

e 20mM NaPi
e 0,03% NaNs3
e 50 mM NaCl
e Ix Proteazu inhibitoru kokteilis bez EDTA
e 05mMEDTA
e Dejonizéts idens
e pH=68
3.1.7.5 Laemly buferis 2X

e 0,125M Tris-Cl
e 20% glicerins
e 4% SDS
o S5%WDTT
e 0,01% bromfenol zilais
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e Dejonizets tidens
e pH=6,8
3.1.7.6 SDS-PAGE buferis

50 mM MES
50 mM Tris
1ImM EDTA
0,1% SDS

e Dejonizéts idens
e pH=73

3.1.7.7 Kristalizésanas buferis

e 50 mM NaPi
e pH=38
3.1.7.8 TFBI buferis

e 100 mM RDbCI

e 50 mM MnClI

e 10 mM CaCl

e 30 mM CH3COOK
e 15% glicerins

3.1.7.9 TEFBII buferis

e 10 mM MOPS
e 75mM CaCl
e 10 mM RDCI

e 15 % glicerins
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3.2 Metodes:

3.2.1 Plazmidu transformacija E.coli bakterijas ar Heat Shock metodi

A.Laminara 50 pl kompetentu E.coli $tanu suspensijai pievieno 2 pl 20ng/mL plazmidu

Skiduma;
B. Stinu suspensiju uzmanigi samaisa paris reizes uzsitot nelielu knipi pa mikromégeni;
C. Inkubgé 20 min trauka ar ledu;
D. Inkubé 45-60 s 42°C tdens vanna (Heat shock);
E. levieto mikrom&geni trauka ar ledu uz 2 min;
F. Parnes $tinu suspensiju uz 1mL istabas temperattras SOC barotni;
G. Inkubg $tnu suspensiju inkubatora pie 37°C uz 1h;
H. Centrufugg $tnu suspensiju 5 min pie3000 xg;
I. Laminara nolej supernantu un pievieno suspendétajam $tinam 50 pl jaunas SOC barotnes;
J. Suspensiju maisa pipet€jot, lidz tas kliist viendabigs;
K. Suspensiju uznes uz LB agara barotnes platém ar kanamicinu (50ug/mL);
L. Izsméré $tnu suspensiju pa petri platém, lidz spatele lip pie agara barotnes;
M. Audze termostata pie 37°C 12-16 h.
3.2.2 Starta kultiira

A.Laminara no iegiitas plates ar cilpu panem vienu koloniju un parliek 7 mL LB barotné ar

kanamicinu (50pg/mL);

B. Neuzliekot 1idz galam vacinu, inkub€ pa nakti orbitalaja inkubatora 30°C, vai 37°C lidz
ODsoo sasniedz aptuveni 1.
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3.2.3 Proteina ekspresija

A.Laminaral,75 mL naktskultiru parlej cetras 2 L Eljermeijera kolbas, kuras katra ir pa
0,25 L LB vai M9 barotnes. Kolbas atveri parklaj ar aluminija foliju;

B. Inkubg reguléjama termostata ar 180 apgr./min 37°C, lidz ODeoosasniedz 0,6;
C. Inducg proteinu ekspresiju ar 0,5 mM IPTG,;
D. Atkariba no barotnes veida un dota laika audzg $iinas pie 180 apgr./min:
e Ja proteina ekspresija tick veikta LB barotng, audzé 37°C 4-6 h vai 20°C 12 lidz 16 h;

e Ja proteinu ekspresija tiek veikta M9 barotng, audzé 37°C 6-8 h vai 23°C pa 12 lidz 16
h;

E. Centrifugg stinu suspensiju pie 7700 xg 10 min, ieprieks nosvertos centrifiigas stobros;

F. Nolej supernantu un 3 min tur centrifiigas stobrus uz salvetes ar atveri uz leju, lai

notecinatu parpalikuso barotni;
G. Nosver centrifligas stobrus ar sediment&tam $iinam un aprékina $iinu masu
(Ja nepieciesams, $tnas iesaldé pie -20°C ilgakai uzglabasanai);

H. Resuspendé $iinas buferi A ar tilpumu, kas Iidzvertigs 4,2 mL uz 1 g Stnu. Kopgjais

bufera A tilpums nedrikst biit mazaks par 20 mL;
I. Iegttas Stinas ielej varglaze, kura ir iestiprinata ledus trauka;

J. Sonificg Sunu suspensiju 5 s ik pa 20 s 50 min. Sonificg$anas frekvenci uzstada atkariba

no suspensijas tilpuma.
3.2.4 Nikela afinitates hromatografija
A. Izmazga hromatografa sistému ar dejonizétuH.OizmantojotPump wash funkciju;
B. Pievieno hromotografam His-Trap kolonu;

C. Uzstada plismas atrumu SmL/min (neparsniedzot kolonas maksimalo spiedienu, kas Saja

gadijuma ir 0,3 MPa);
D. Izmazga kolonu ar 1 kolonas tilpumu bufera A (kolonas tilpums 5mL);
E. Izmazga kolonu ar 5 kolonas tilpumiem bufera B;
F. Izmazga kolonu ar 5 kolonas tilpumiem bufera A;

G. UV adsorbciju nokalibré uz 0;
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3.25

A.

W

mm o 0O

r o

Sonificeto Siinu suspensiju ievelk §lirce un filtré ar 0,2 pm filtru;
levada paraugu parauga tiiba;

Injic€ paraugu uz kolonas, neievadot kolona gaisa burbulus;

. Kad ir injicéts viss paraugs, turpina plismu ar atrumu 2 mbL/min ar buferi A, lidz

adsorbcija kluist konstanta;

. Elug protetnu ar bufera B/bufera A pliismas gradientu, lai tas sasniedz 60% 20 min laika;

.Ja ir novérojamas izmainas linearaja adsorbcijas grafika pieauguma, ko veido buferu

parmaina, sak frakcionét paraugu;

. Péc bufera B/bufera A gradienta 60% sasniegSanas, sak 100% bufera B plusmu uz 5

kolonas tilpumiem;

. Ja ir nov@rojama UV adsorbcijas palielinaSanas, ko neizraisa buferu nomaina, uzsak

frakcioneSanu;

Uzstada plasmas atrumu uz 5 mL/min un izmazga kolonu ar 5 kolonas tilpumiem

dejonizéta H20;

. Izmazga kolonu ar 5 kolonas tilpumiem etanola;

Veic Pump wash sistémai ar etanolu;

Uzmanigi nonem kolonu no sistémas, nelaujot taja iepliist gaisam;

. Apstadina plasmu.

Proteinu SDS-PAGE gela elektroforeze
Sajauc 10 pL parauga ar 10 uLL Laemly bufera;
Karsé paraugus temperatiiras reguléjama orbitalaja kratitaja 96°C 5 min;
Centrifugg paraugus 5s pie 3000 xg;
Sagatavo gela plati elektroforézei;
Uznes paraugus uz gela;
Parbauda gela elektroforézes sist€éma ir uzstaditi 200V;
Uzsak elektroforézi;
Kad paraugs ir sasniedzis gela apaksdalu, apstadina gela elektroforézi;

legtito gelu uzmanigi iznem no to saturosa konteinera un ievieto 100mL trauka ar H20;
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O.

P.

Udens vannu ielick mikrovilnu krasni uz 45 s pie 1100 W;
Uz parauga uzliek foliju un novieto to uz orbitala kratitaja;

Pirms tam nonemot foliju un pamainot idens vanna tideni, atkarto I un K soli vél divas

reizes;

. Parklaj gelu ar 20 ml briliant blue krasvielu un ievieto mikrovilnu krasni uz 30 s pie

700W;
Atstaj gelu uz orbitala kratitaja 30 min vai vairak;
Nolej briliant blue krasvielu un pievieno gelam tideni;

Atstaj gelu uz orbitala kratitaja, lai to atkrasotu un var&tu apskatit rezultatus.

3.2.6 Proteina SkelSana ar TEV proteazi

A

C.

Nomaina parauga buferi uz TEV proteazes grieSanas buferi ar koncentratoru vai dializi,
abos gadijumos gala rezultata iegtstot vismaz 1000 reiZzu atSkaidijumu;

Paraugam pievieno TEV proteazi péc formulas:

AprotxVprot
ATEV*100

TEV = , kur

Aprot — OD2goadsorbcija proteina skidumam;
Vprot — Proteina Skiduma tilpums;

ATEV — Adsorbcija TEV Skidumam;

TEV - TEV tilpums.

Inkubg pa nakti 4°C.

3.2.7 His-trap hromatografija péc proteina $kelSanas ar proteazi

A.

W

o O

m

Atkarto ieprieks$ veiktas hromatografijas A. 1idz G. soli ieskaitot;
Ievada paraugu parauga tuba;

Injice paraugu uz kolonas, neievadot kolona gaisa burbulus;
Lidz ar injekciju sak frakcionésanu;

P&c injekcijas apstadinasanas kolonu skalo ar buferi A;

Kad OD2go adsorbcija stabiliz&jas tuvu 0, kolonu skalo ar 100% buferi B;

. P& 2 kolonas tilpumiem atkarto ieprieks€jas hromatografijas O. lidz T. Punktu

ieskaitot;
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3.2.8 Gelfiltracijas hromatografija
A.Izmazga hromatografa sisteému ar dejonizétu H>O,izmantojot Pump wash funkciju;

B.Uzmanigi pievieno hromotografam gelfiltracijas kolonu, sakuma augsgjo, tad apaksgjo

tas dalu, neievadot taja gaisu,

C.Uzstada plasmas atrumu maksimalo pielaujamo kolonas atrumu, 1,6mL/min,

neparsniedzot kolonas maksimalo atlauto spiedienu, kas $aja gadijuma ir 0,3MPa;
D.Kolonu izskalo ar 1 kolonas tilpumu dejonizéta H>O (120mL kolona);
E.Kolonu izskalo ar 1 kolonas tilpumu gelfiltracijas bufera;
F. Kamer atiras kolona, sakoncentré savu paraugu, 1idz tas sasniedz 2-5mL tilpumu;
G.Nokalibré hromatografa UV adsorbciju uz 0;
H.levada paraugu uz hromatografa tuibas;
I. Injece paraugu uz kolonas, neievadot taja gaisa burbulus;

J. Kad sak palielinaties UV adsorbcija, sak frakcionét paraugu, lidz OD2go adsorbcija

stabilizgjas 0 tuvuma;

K.Kad caur kolonu ir izpludis 1 kolonas tilpums ar buferi, kolonu mazga ar 1 kolonas

tilpumu etanola;
L. Sistemu ar Pumpwash funkciju izmazga ar etanolu;
M. Nonem kolonu no sistémas;

N. Apstadina plismu hromatografa.
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3.2.9 Kompetentu E.coli §iinu izveide ar RbCI metodi

A. Ar cilpu no glicerina krajuma panem E.coli Stinas un uzsgj tas uz LB barotnes agara

I & m m O O W

K.

L.

platém bez antibiotikam;

. Plates inkubg 37°C 12 - 16 h;

. No plates ar cilpu parvieto vienu koloniju 20 mL SOC barotné, 250 mL kolba;

. Barotni ievieto orbitalaja inkubatora 37°C 12-16 h;

. legtito starta kulttiru at$kaida 1:100 ar svaigu SOC barotni;

Barotni ievieto orbitalaja inkubatora 37°C lidztas ODssg sasniedz 0,3-0,4;
. Iegiito suspensiju 15 min atdzesé uz ledus;
. Suspensiju centrifugé pie 3000-5000xg 4°C 5 min;

Nolej supernantu un nogulsnes uzmanigi resuspendé 0,4 sakotngjas barotnes tilpuma

vienibas ledus auksta TFBI bufert;
Novieto suspensiju 15 min 4°C;
Atkarto soli H;

Nolej supernantu un resuspend€ nogulsnes 0,04 sakotngjas barotnes tilpuma vienibas;

M. Novieto $tnu suspensiju uz ledus 15-60 min.

N

o

P.

. Parvieto $tinas ieprieks$ atdzesétas mikromé&genés, katra pa 50uL;
. Sasald¢ iegtitas mikrom&genes Skidraja slapeklr;

Stinas 1idz lietodanai uzglaba -80°C.
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3.2.10 Plazmidu PCR

A. 0,2 mL mikromé&keng ievieto:
a. 35,5 puL dejonizetu iideni
b. 10 uL 5x Phusion HF Bufferi
c. 1 uL 10 mM dNTP maisijumu
d. 1uL 25 uM Fw DNS praimeri
e. 1uL 25 uM Rs DNS praimeri
f. 1 puL 100 ng/uL plazmidu
g. 0,5 puL 1U/uL Pushion HSII polimerazi
B. Uzstada PCR automatisko termostatu sekojosam reZimam:
1. Tabula
Uzstaditie automatiska termostata ciklu parametri.
Table 1.

Setu up of atomatic thermostat cycle parameters

t,°C | laiks, s | ciklu skaits
98 30 1

98 10

65 30 30

72 15

72 600 1

4 lidz parauga iznemSanai

C. JanepiecieSams, paraugu uzglaba -20°C.

3.2.11 Plazmidu un PCR produktu $kel§ana ar Ncol un Xhol FastDigest endonukleazem

A. 1,5 mL mikromégeng ievieto:
a. 2uL 10x FastDigest green bufera
b. 2uL 250 ng/uL plazmidu skidumu vai 10ul PCR produkta
c. 1uL FastDigest Ncol endonukleazi
d. 1uL FastDigest Xhol endonukleazi
e. 14 pL dejonizetu tdeni
B. Iegiito maisijumu homogeniz€ un 1si vortekse;
C. Paraugu inkubgé termostata 1h pie 37°C;
D. Parauga esoSas restriktazes inaktive, karsgjot 80°C 5 min

E. JanepiecieSams, paraugu uzglaba -20°C.
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3.2.12 DNS elektroforéze agarozes gela

A. 0.5g agarozes sajauc ar 50mL 1X TAE buferi;

B. Skidumu karsé mikrovilnu krasni lidz novéro vir§anu;

C. Ja péc pirmas kars€Sanas sola viss agarozes pulveris nav iz8kidis, atkarto
ieprieksg€jo soli;

D. Gaida lidz $kidums atdziest 11dz aptuveni 50°C;

E. Pievieno 5 pL etidija bromidu. So soli veic ar pasu piesardzibu etidija bromida
kancerogenitates dél;

F. Kartigi samaisa iegiito $Skidumu un ielej to gelu taisiSanas forma aptuveni 4-7mm
biezuma;

G. Gelu taisiSanas formas gala tai paredzetaja vieta ievieto gela elektroforézes
kemmiti;

H. Kad gels ir sacietgjis, no ta uzmanigi, nesaplésot gelu, iznem gela elektroforézes
kemmiti;

I.  Gelu ar visu gela taisisanas formu parvieto uz gela elektroforézes iekartu, ar
bedrit€m uz anoda pusi;

J. Piepilda gela elektroforézes iekartu ar 1X TAE buferi 11dz tas parklaj gelu,

K. Gela bedrites iepilda DNS markieri un ar endonukleazém skeltos PCR produktus
un plazmidas;

L. Aizver gela elektroforézes iekartu. Ieslédz stravas savotu. Uzregulg ta stravas
stiprumu uz 90mA un spriegumu uz 200V

M. Veic elektroforézi aptuveni 30-45 min;

N. Rezultatus novéro gelu apstarojot ar UV lampu. So soli veic péc iespéjas Tsaku
laiku, lai neizraisitu gela esosa DNS bojajumus.

3.2.13 DNS izdali$ana no gela ar GenJET™ Gel Extraction Kit

A. Ar minimalu gela daudzumu no gela izgriez vajadzigo DNS zonu un ievieto to
mikromégeng;

B. lzgriestajai DNS zonai 1:1 attieciba pievieno saistiSanas buferi;

C. Paraugu inkubg 50-60°C pie 250rpm 10 min vai lidz izskist gels;

D. Ja DNS fragments ir mazaks par 500 bp pievieno vienu gela tilpumu 100%
izopropanola;

E. Skidumu parnes uz GenJET™

kolonu un centrifugéto 1 min pie 13000xg;
Kolona ielej 700 uL mazgasanas buferi un centrifugé to 1 min pie 13000xg;

G. Izlej caurpludi kas sakrajusies zem kolonas eso$aja mikromegeng;
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T - X =

N.

Atkarto F un G soli

TukSu kolonu ar tai piesaistitu DNS centrifugé 1 min pie 13000 xg;

Parvieto kolonu uz jaunu mikromégeni;

Membranas centa uzpilina 50 uL 60°C karstu eluéSanas buferi un nogaida 2 min;

Centrifugeé 1 min pie 13000xg

. Iegtita DNS koncentraciju parbauda ar Nanodrop;

Ilglaicigai turéSanai paraugu uzglaba pie -20°C.

3.2.14 DNS fragmentu ligeSana

A.

B.
C.
D.

1.5 mL mikromé&geng iepilina:
a. 8 puL ar Ncol un Xhol skeltu, no agarozes gela attiritu PCR produktu;
b. 1uL ar Ncol un Xhol skeltu, no agarozes gela attiritu pTAT6 vai pETM11
plazmidu;
c. 2uL 10x T4 DNS ligazes buferskidumu;
d. 0.2 pL 5U T4 ligazi;
e. 8.8 uL dejonizétu udeni.
Maisijumu isi vorteksg, centrifugé un pa nakti inkubé 4°C;
Reakciju inaktive, ievietojot mikromégeni 65°C 10 min;

Ja nepiecieSams, paraugu uzglaba -20°C.

3.2.15 Plazmidu DNS izdaliiana no E.Coli baktérijam ar GenGET™ Plasmid Miniprep kit

A
B.

mm o o

@

r X <

Veic 3.2.1. metode aprakstito transformaciju;

Vienu koloniju no transforméto $tinu plates pa nakti audzé 7mL LB barotng ar
plazmidai raksturigo rezistences antibiotiku;

Stinu suspensiju centrifugé pie 6800xg 5 min;

Nolej supernantu un nogulsnes resuspendé 250 pL resuspendéSanas Skiduma;
Iegiito suspensiju parlej 1.5 uL mikromégeng;

Suspensijai pievieno 250 pL liz€Sanas bufera un stobrinu 1&énam inverte 4-6 reizes
reizes,

Pievieno 350 pL neitralizéSanas $kiduma un stobrinu 1&énam inverteé 4-6 reizes;
Lai izgulsnétu hromosomas un citus $tnu parpalikumus, centrifugé 5 min pie
13000xg;

Ar pipeti parvieto supernantu uz GenJET™

kolonu, kas ir ievietota mikrom&geng;
Centrifugé kolonu 1 min pie 13000xg;
No mikromé&genes izlej tur nonakuso caurpladi;

Kolona ielej 500 ulL mazgasanas bufera
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R.

. Atkarto soli J un K;

Izlej caurpliidi un 1 min pie 13000xg centrifugé tuksu kolonu ar tai piekerusus

DNS ;

Membranas centa uzpilina 50 pL. 60°C karstu elu€sanas buferi un nogaida 2 min;

Centrifugeé 1 min pie 13000xg

Iegiita DNS koncentraciju nosaka ar Nanodrop;

Ja nepiecieSams, paraugu uzglaba -20°C.

3.2.16 DNS sekvencéSana

A. Divos 100 pL PCR stobrinos ievieto:

a. 3 pL plazmidas Skidumu;

b. 3uL 5x sekvencésanas buferi;

c. Viena |l uL Fw otra 1uL Rs praimeri;

d. 1 uL BigDye.

B. Abu PCR stobrinus Tsu bridi vortekse un centrifugg;

C. Stobrinus ievieto PCR automatiskaja termostata, ko uzstada uz sekojosiem

G mmo

cikliem:

2. Tabula
Uzstaditie automatiska termostata ciklu parametri.
Table 2.
Setup of automatic thermostat cycle parameters
t,°C | laiks, s ciklu skaits
95 180 1
95 10
50 5 30
60 240
72 300 1
4 lidz parauga iznemsanai

PCR produktus parnes uz 1,5mL mikrom&geném,;

Pievieno 16uL dejonizetu tideni un 64pL 70% etanola;
Paraugus centrifugg pie 15000 RPM 4°C 15 min;

Ar automatiskas pipetes uzgali, braucot gar pret&jo malu kur ir Sedimentgjies

DNS, uzmanigi atsiic supernantu;

Mikromégeng ielej 100uL 70% etanola;

Centrufugeé 5 min pie 13000xg;

Atkarti veic solus G,H, I un vélreiz G;

34



Paraugu zavé 10 min 50°C;
Nogulsném pievieno 11puL HiDi bufera;

. Stobrinu Tsu bridi vortekse un centrifugg pie 5000xg;
Paraugu kars€ 5 min 95°C,;

Strauji atdzes€ paraugus tos parnesot no termobloka uz ledus vannu;

ooz r X

Ja nepiecieSams, paraugu uzglaba -20°C.

3.2.17 12.5 % Proteinu SDS gela sagatavoSana

A. lestiprina gelu turosas plaksnes gela gatavoSanas iekarta. Iestiprinasanas stingribu
parbauda, starp plaksném ielejot tideni, ko v€lak atstic ar filtrpapiru;
B. Starp gelu turosajam plaksnitém ievieto SDS-PAGE gela kemmiti;
C. Uz plaksném atzimé liniju 1,5 — 2 cm zem kemmites saru galiem;
D. Lai izveidotu sadaloSo gelu varglaze ielej:
a. 3.3 mL dejonizéta tidens;
b. 2.5 mL 40% akrilamida;
c. 2mL 1.5M Tris pH 8.8;
d. 80 uL 10% SDS;
e. 80 puL 10% APS;
f. Svarigi ir ka pedgjo likt SuL. TEMED.
E. Iegiito Skidumu samaisa un ielej starp gelu saturo$ajam plaksném lidz ieprieks
F. Starp gelu saturoSajam plaksném ielej 1mL izopropanola;
G. Kad gels péc 5 — 20 min ir polimerizgjies, ar filtrpapiru atstic uz ta esoso
izopropanolu;
H. Lai izveidotu koncentr&joSo gelu, varglaze ielej:
a. 2,9 mL dejonizéeta tidens,
b. 0,75 mL 40% akrilamida,
c. 1,25mL 0,5M Tris pH 6,8,
d. 50 uL 10% SDS,
e. 50 uL 10% APS,
f. Obligati pedgjo pievieno 5 uL TEMED.
I. Iegto skidumu samaisa un ielej starp gelu saturoSajam plaksném lidz gela
augSdalai;

J. Starp gelu saturo$ajam plaksn€m uzmanigi ievieto kemmiti;
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K. Kad gela koncertgjosa dala ir polimeriz&jusies, to var uzreiz izmantot vai

Ilglaicigai turé$anai novietot hermétiski noslégta, mitra vieta 4°C temperatiira.
3.2.18 Proteinu Kristalizé$ana ar sédosa piliena metodi

A. Kiristalizacijas plates apaks€jas bedrit€s iepilina 50 uL precipitanta;

B. Augsgjas bedrites iepilina 0,4-1uL 7-25 mg/mL proteina $kidumu un precipitantu
Skidumu no precipitantu plates;

C. Hermétiski aizlimé kristalizacijas plati ar plévi,

D. Ik pa paris dienam izmantojot gaismas mikroskopu parbauda kristalu veidoSanas

procesul.
3.2.19 MALDI-TOF MS

A.Pirms parauga sagatavoSanas, ka pirmo sagatavo matriksa Skidumu - izSkidina 7.6 mg
(50 pmol) 2,5-DHAP 375 uL etanola un pievieno 125 pL (10 umol) diamonija

hidrogen citrata (izejas Skidums: 27 mg diamonija hidrogen citrata 1.5 mL @idens)

B.Skidumu novorteksé un inkubé termostata pie 55°C, kamér tas klast dzidrs un to var
izmantot MALDI-TOF masspektrometrijas analiz§jamo paraugu un kalibracijas

standarta Il sagatavosSana;

C.Stobrina sajauc 2ul parauga, 2ul 2% TFA Skidruma un 2plL 2,5-DHAP matriksa;

pipete pilienu I1dz tas klast dulkains;
D. 1 puL no maistjuma uznes uz MTP AnchorChip 400/384 T F
E.Lauj nozit un iz8kiduSajam viela kristalizéties;
F. levietoplati MALDI-TOF maspektrometra;

G. levada sekojoSos spektrometra parametrus, kas apkopoti zemak eso$aja tabula (skat. 6.
tab.);
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3. Tabula

Uzstaditie MALDI-TOF masspektrometra parametri.

Table 3.

Installed MALDI-TOF masspectrometer parameters.

Parametrs Vertiba
lonization mode Positive ions
lon source 1 20kV
lon source 2 18,4kV
Lens 5,8 kV
Reflectors Off
Pulsed lon Extraction 660ns
Matrix Suppress up to 7000Da
superession Mode Gating

Gating strenght high
Shots 50
Frequency 20Hz
Laser power 100%

H. Ar lazeru $auj pa kristalu un summé datus lidz maZora signala intensitate sasniedz 10%,
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3.2.20 Kodolu magnétiska rezonanses vairakdimensiju eksperimenti

A

B.

r o

lekoncentré paraugu KMR bufert lidz ~2mM koncentracijai ar Amicon-ultra-15, 10K
filtru

Pievieno tam 5% D,0O, ImM EDTA un 1x proteazu inhibitorus;
600 pL. parauga parnes SMmmKMR ampula;

Ampulu ievieto paraugu turétaja tada augstuma, lai analiz€amais Skidums péc

ievietoSanas magnéta biitu novietots simetriski pret zondes spolém,

Ievieto paraugu spektrometra;

Atrod parauga lock signala Larmora frekvenci;

Pieregulé zondes spolu kapacitati un induktivitati;

Iestada magnétiska lauka homogenitati detektgjamaja parauga tilpuma;

Nosaka protonu un, ja nepieciesams slapekla un oglekla 90 gradu impulsa garumu;
Nosaka tidens piesatinasanas frekvenci;

Uzstada katram eksperimentam raksturigos parametrus: uzkrajumu skaitu, spektra
centra frekvences un platumus, pierakstito punktu skaitu, inkrementu skaitu

netiesaja(s) dimensijas (skat. 7. pielikumu);

Uznem KMR spektrus (*H, H-®N HSQC, HNCA, CBCA(CO)NH, HNCO,
HN(CA)CO, HNHA, 3D ®N-NOESY (relaksacijas laiks 100 ms), 3D 3Cali-NOESY
(relaksacijas laiks 100 ms), 3D 3C-aro NOESY (relaksacijas laiks 100 ms), 1H-°N
HSQC spektrus, kuros krosspiku intensitates ir modulétas atkariba no izmantota T1 un
T2 relaksacijas laika vai arf no >N{*H} heterokodolu Overhauzera efekta) (8. un 9.

pielikums).
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4 REZULTATI UN DISKUSIJA

4.1 BBP28 ekspresija un attiriSana

Darba gaita gan saisinatais BBP28 variants (BBP28(50-148)), gan pilna garuma variants
BBP28(23-148) tika iegits, transformgjot to saturoSu pETM11 vektoru BL21(DE)3 stnas ar
HeatShock metodi un ekspresgjot to péc vajadzibas M9 vai LB barotnés.

PETMI11 vektora pirms proteina sekvences ir seSus histidinus un TEV proteazes
SkelSanas saitu saturoSas sekvences , kas lava darba izstrades laika BBP28 attirit no pargjiem
E.coli proteiniem ar nikela afinitates hromatografiju. (skat. 2. att.). P&c divam nikela afinitates

hromatografijam proteins tika papildus attirits ar gelfiltraciju.

A, mAU
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2. att€ls Nikela afinitates hromatogramma. Absorbcija pie 280 nm — zila krasa, absorbcija pie 254 nm -

sarkana krasa, eluenta koncentracija — zala krasa.
Figure 2. Nickel affinity chromatogram. Blue — adsorption at 280 nm, red — adsorption at 254 nm, green —

eluent concentration.
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Visi proteina ekspresijas un attiriSanas etapu rezultati tika parbauditi ar SDS-PAGE gela
elektroforézi (skat. 3. att.).
kDa

s 66,2

e 45,0

B 350
25,0

184 R '
14,4

1 2 3 4 5 6 7

3. attels BBP28(23-148) nikela afinitates hromatografijas SDS-PAGE gels. 1. — 3. Caurplide, 4. Markieris,

5.-7. Eluéta proteina frakcijas.
Figure 3. SDS-PAGE polyacrylamide gel of full length BBP28 nickel affinity chromatography. 1.-3. Flow-

through, 4. marker, 5 — 7. Eluted protein fractions.
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4.2 BBP28(23-148)

4.2.1 BBP28(23-148) piemérotibas izvértesana struktiiras noteikSanai ar KMR

Lai parliecinatos, ka BBP28 proteins ir piemérots struktiiras noteik$anai ar KMR, ar *C

un N izotopiem neiezim&tam BBP28(23-148) tika uznemts 1D H spektrs (skat. 4. att.).

il W

T

T v - - - - - - - - - - - T
8 6 4 2 w; = *H(ppm)

=

4. attels. BBP28(23-148) 1D H spektrs.
Figure 4. BBP28(23-148) 1D H spectrum.

Spektra ir redzams, ka gan HN, gan alifatiskaja regiona esoSie signali ir izklied&ti plasa
kimisko nobizu intervala, ka ari tie ir relativi Sauri. Sie novérojumi liecina, ka proteins ir
strukturéts un tas pie attiecigajiem Skiduma apstakliem neveido oligomérus ar lielu
molekulmasu, ka arT nav apmaina starp dazadiem oligom@rajiem stavokliem. Tas lauj secinat, ka

proteins ir piemerots struktiiras noteikSanai, izmantojot KMR.
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4.2.2 BBP28(23-148) stabilitates pétijumi

Pirms °C, ®N proteina ekspresijas struktiiras noteik3anai, tika ekspreséts tikai ar °N
izotopu ieziméts proteins. Tas tika veikts, lai parbauditu proteina stabiltati ilgaka laika perioda
pret degradaciju un oksidéSanos, ka ari lai parliecinatos par izveéleto Skiduma apstaklu
piemérotibu. BBP28(23-148) H-1"N HSQC spektra (skat. 5. att.) tika saskaititi 137 krosspiki,
kas aptuveni atbilst sagaidamajam signalu skaitam. Spektra centralaja dala ir novérojama piku
parklasanas, kas liecina, ka dala proteina neveido stabilu otr§jo strukttiru (Bertini et al., 2012).
Lai arT daudziem citiem bor€lijas virsmas proteiniem nestrukturéta dala atrodas N gala, kura ir
novérojamas maz hidrofobu aa (Zuckert, 2013), viennozimigi secinat, vai BBP28(23-148)
gadijuma N-gals ir nestrukturéts, bez signalu attiecinasanas nebija iesp&jams.

Uznemot H-®N HSQC spektrus BBP28(23-148) ar 24 h starpibu, tika novérots, ka dalai
signalu laika gaita intensitate samazinajas, bet citiem — pieauga (skat. 6. att.). Nemot véra
signalu, kuru intensitate laika gaita pieauga, kimiskas nobides un pusplatumu, tika secinats, ka
tie nav proteina degradacijas produkti. Pievienojot reducgjoso agentu (DTT), tika novérots, ka
intensitate tiem signaliem, kuri pirms DTT pievienosanas kluva intensivaki, samazinajas un
otradi — tiem signaliem, kuru intensitate pirms DTT pievienoSanas, samazinajas, péc DTT
pievienoSanas intensitate pieauga. Sis novérojums lava secinat, ka viens vai abi proteina esosie
cisteini ir oksidéta stavokli. Lai nodroSinatu, ka cisteini ir reducéta stavokli, katra BBP28(23-
148) attirisanas stadija tika pievienots 1mM DTT (Metzler, 1977). Tomér uznemot ‘H-°N
HSQC spektru ar1 $ada veida attiritam protetnam, tika secinats, ka DTT koncentracija nav
pietickama, lai pilniba novérstu cisteinu oksidéSanos, un DTT koncentracija analiz€jamaja
parauga tika palielinata Iidz 5 mM.

Lai arT paaugstinata DTT koncentracija lava pilniba noveérst cisteinu oksideésanos, tomeér
reducéta stavokli proteins zaudGja stabilitati spektros saka paradities signali, kas atbilst

degradacijas produktiem (skat. 7. att.).
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5. attgls. BBP28(23-148) *H->N HSQC spektrs.
Figure 5. BBP28(23-148) *H-1>N HSQC spectrum.
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6. attels. Dala no BBP28(23-148) 'H->N HSQC spektra bez DTT. Zila krasa — atskaites spektrs. Sarkana

krasa —spektrs p&c 24 stundam.
Figure 6. Part of BBP28(23-148) *H->N HSQC spectrum in absence of DTT. Blue - reference spectrum,

red — spectrum recorded after 24 hours.
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7. attels. BBP28(23-148) *H-5N HSQC spektrs. Ar sarkanu apli ir apvilkta spektra dala no signaliem, kas
atbilst degradacijas produktiem.

Figure 7. BBP28(23-148) H-SN HSQC spectrum. Some of the peaks corresponding to degradation
products are labelled with red circle.

4.2.3 Reduceta BBP28(23-148) otréjo kimisko nobizu analize

Reducétam BBP28(23-148) tika uzpemti 3D spektri pamatkédes kimisko nobizu
attiecinasanai. Ar iegiito spektru palidzibu no 130 proteina aa pamatkédes NH, HV, Co, Ca, CB
atomu kimiskas nobides tika attiecinatas 106 aa. No 24 neattiecinatajam aa divas ir prolini:
prolinam *H-*N HSQC spektra nav novérojams krospikis. 18 no 22 neattiecinatajam aa atrodas
N-gala. STm aa parak atras amida H protona apmainas dél ar tideni *H-*N HSQC spektra
krosspiki nebija novérojami. Tas pierada, ka N gals patieSam ienem nesakartotas virknes
konformaciju.

Attiecinatajiem atomiem tika noteiktas otréjo kimisko nobizu veértibas, izmantojot
Poulsena metodi (Kjaergaard et al., 2011) un Ad; tika aprékinats p&c formulas (ACa - ACB) +
(ACa-1 - ACB-1) + (ACat+1 - ACB +1) [/ 3 (Metzler et al., 1993), kur ACo/p ir starpiba starp
eksperimentalo kimisko nobidi attiecigajam atomam un attiecigas aa atoma kimisko nobidi, aa

ienemot nesakartotas virknes struktiiru. Iegitie dati tika apkopoti diagramma (skat. 8. att.) .
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8. attels. Reduceéta BBP28(23-148) otrgjo kimisko nobizu analize, kur Ad; aprékinats ka (ACa - ACB) +
(ACo-1- ACB-1) + (ACa+l-ACB+1) /3.

Figure 8. Analysis of random coil chemical shifts for reduced BBP28(23-148). Random coil shift for
residue i calculated as (ACa - ACB) + (ACa-1 - ACB-1) + (ACa+1 - ACB+1)/3.

No apréekinatajam Ad vertibam redzams, ka ir pieci posmi, kuros A9 ir lielaka par viens,
kas liecina, ka attiecigo posmos esosas aa veido a-spirales. Savukart, N- un C-gala esoSajam aa
(attiecigi 23-52 un 131-148) Ad aprékinatas vertibas ir tuvas nullei, kas liecina par nestrukturétu

proteina regionu.

4.2.4 Oksidéta BBP28(23-148) strukturalie pétijumi
4.2.4.1 Stabilitates parbaude

Nemot véra reducéta BBP28(23-148) nepiemérotibu talakiem struktiras petjjumiem
relativi atras degradacijas del, tika nolemts parbaudit BBP28(23-148), kura cisteins/i atrodas
oksidéta stavokli, stabilitati pret degradaciju. Degradacijas pazimes, paraugu inkubg&jot 72 h

istabas temperatiira, *H-1>N HSQC spektra netika novérotas.

4.2.4.2 MALDI-TOF analize

Parauga stabilitate tika ari parbaudita, izmantojot MALDI-TOF masspektrometriju.
Iegiitajos MS spektros piemaisijumi netika novéroti, bet tika novérota iespéjama BBP28(23-148)
oligomerizacija. Lai noteiktu, vai monomeéru asociaciju veicina kovalentas vai nekovalentas
mijiedarbibas, ar MALDI-TOF tika parbauditi pieci paraugi, kam tika pievienots DTT dazadas
kocentracijas (0, 15, 25, 35 un 50 mM). Pirms eksperimenta paraugi tika tris dienas inkubéti pie
6°C, lai nodros$inatu pilnigu disulfida saiSu reducés$anu. Iegutajos spektros (2. — 7. pielikums) ir
redzams, ka proteina esoSo disulfidu saiSu redukcijas pakape neietekmé novéroto oligoméru

daudzumu.
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No iegiitajiem datiem var secinat, ka iepriek§ noverotaja cisteinu oksidéSanas procesa
veidojas iekSmolekulara disulfida saite, 11dz ar to proteina oligomerizaciju veicina nevis cisteinu

disulfidu saites, bet gan nekovalentas starpmolekularas mijiedarbibas.

4.3 Hiss-TEV-BBP28(23-148)

Lai izvairitos no proteina degradacijas produktu klatbiitnes struktiiras noteikSanai ar
KMR nepieciesamo spektru uzkrasanas laika, ar **C un N izotopiem ieziméts paraugs tika
iegiits, proteina attiriSanas gaita nepievienojot reducgjosu agentu, ka ari péc nikela afinitates
hromatografijas veikSanas, neSkelot N-gala esoSo histidinu asti, tad€jadi nodroSinot iesp&ju véra

nemamas proteina degradacijas gadijuma to attirit ar nikela afinitates hromatografiju.
4.3.1 Otrejo kimisko nobiZu analize.

legiitajos proteina spektros no 154 aa tika attiecinatas 146. Attiecinato aa Ca un CPB
atomiem tikai veikta otr§jo kimisko nobizu analize. AtSkiriba no reducéta proteina otr&jo
kimisko nobizu analizes datiem, oksidétam Hise-TEV-BBP26(23-148) C gala péd&jam septinam
aa ieguta veértiba ir mazaka par viens, kas liecina par izstieptas virknes (B-loksnes) otréjo
strukttru (skat. 9. att.).
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9. attels. Oksidéta Hiss-TEV-BBP28(23-148) proteina otr&jo kimisko nobizu analize, kur Ad; aprékinats ka
(ACa - ACB) + (ACo-1-ACB-1) + (ACa+l-ACB+1) /3.

Figure 9. Analysis of random coil chemical shifts for oxidized Hiss-TEV-BBP28(23-148). Random coil
shift for residue i calculated as (ACa - ACB) + (ACa-1 - ACB-1) + (ACa+1-ACB+1) /3.

4.3.2 Hiss-TEV-BBP28(23-148) struktiiras aprékins

Struktiiras aprékins, izmantojot KMR datus tika veikts ar programmu UNIO
ATNOS/CANDID (Herrmann et al., 2002, Herrmann et al., 2002, Serrano et al., 2012).
Struktiiras aprékinasanai tika izmantoti no NOESY spektriem iegiitie distances ierobeZojumi un
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programmas TALOS+ (Shen et al., 2009) generétie dihedralo lenku ierobezojumi, kas tika
aprekinati izmantojot proteina HY, Ha, Co, CB, C’, N" atomu attiecinatas kimiskas nobides.
Hise-TEV-BBP28(23-148) proteina struktiiru veido nestrukturéts N-gala segments (23-
53), piecas a-spirales (54-61, 64-77, 80-86, 91-107, 113-139) un 14 aa gars segments C-gala, kas
kovalenti piesaistits ar disulfida saiti pie 4. un 5. a-spirali savienojosas cilpas un kas tipisku

otrgjas struktiiras elementu neveido (skat. 10. att.).
KEELLREKLSEDQKTHLDWLKEALGN LGYDESKIKTALDHIKSELDKCNGNDADQQK
TTFKQTVQGALSGGIDGFGSNNAVTTC

90°

10. attels No KMR datiem aprekinata Hiss-TEV-BBP28(23-148) proteina struktiira un Hiss-TEV-
BBP28(23-148) sekvence bez nestrukturétajam N un C gala aa. Gan struktiira, gan proteina sekvencé pirma o-
spirale ir sarkana krasa, otra a-spirale ir tumsi zila krasa, tresa a-spirale ir dzeltena krasa, ceturtad a-spirale ir gaisi
zila krasa, piekta a-spirale ir roza krasa, C-gala izstiepta virkne — zala krasa un cilpu rajoni ir melna krasa.

Figure 10. From NMR data calculated Hiss-TEV-BBP28(23-148) protein structure and Hisg-TEV-
BBP28(23-148) sequence, without unstructured N terminal aa. In structure and protein sequence first a-helix is
colored red, second a- helix — dark blue, third a- helix — red, fourth a- helix — cyan, fifth a- helix — pink, C-terminal
strand — green and loop regions are colored in black.

Nemot véra, ka nestrukturétais N-gala segments satur§ja vairakus lizinus un
asparginskabes, kas parklajas ar attiecigo aa signaliem no strukturétas dalas, tas nelava
viennozimigi definét vairakus sals tiltus starp §Tm aa strukturétaja dala. Lidz ar to tika pienemts
lemums iegiit proteinu bez nestrukturéta N-gala segmenta un atkaroti veikt proteina

struktiiranalizi izmantojot gan KMR, gan proteinu rentgenstaru difrakciju.

4.4 BBP28(50-148)

441 Vektoraizveide

Vektors tika izveidots ar PCR metodi, kura izmantojot pasititos oligonukleotidus, kas
papildus fragmentiem no BBP28(50-148) kodgjosajam nt sekvencém saturgja Ncol un Xhol
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restrikcijas saitus, amplificgja BBP28 strukturétas dalas kodg&joSo DNS. No amplifikacijas
iegttos fragmentus $ké&la ar augstak minétajam restriktazém un, izmantojot T4 DNS ligazi, lig€ja
pETM11 vektora.

Iegitie vektori tika sekvencéti ar Sangera sekvencésanas metodi (skat. 11. att.).

A G G G C G|C C AT G G|G C C C T A

-~

11 .attels. BBP28(50-148) Sangera sekvencé$anas hromatogramma, kura A — pETM11 vektora dala, B —
Ncol sekvence, C — BBP28(50-148) sekvences dala.

Figure 11. Sanger sequencing chromatogram, where A — part from pETM11 vector, B — Ncol restriction
site, C — part from BBP28(50-148) sequence.

4.4.2 BBP28(50-148) kristalizacija

BBP28(50-148) proteins tika kristalizéts 96 bedrisu kristalizacijas platés ar sedosa piliena
tehniku, izmantojot precipitantu komplektus JCGS+™ HT96 un Structure screen 1&2. Pirmaja
kristalizacijas reize tika izmantota 10 mg/mL proteina koncentracija. Ta ka divu ned€lu laika ne
proteina kristalizacija, ne véra nemama precipitacija netika novérota, proteina koncentracija tika
palielinata lidz 25 mg/mL. P&c trim ned€lam joprojam lielakaja dala kristalizacijas plasu bedrités

netika novérota proteina izkriSana nogulsnés vai kristalizacija.

4.4.3 BBP28(50-148) struktiiras noteik§ana, izmantojot KMR
4.4.3.1 BBP28(50-148) un Hise-TEV-BBP28(23-148) kimisko nobizu salidzinajums

BBP28(50-148) 'H-N HSQC spektra praktiski visiem signaliem kimiskas nobides
sakrita ar iepriek$ analizéta Hise-TEV-BBP28(23-148) kimiskajam nobidém (skat. 12. att.). Tas
liecina, ka N-gala noskelSana neietekmé strukturétas dalas struktiiru, ka ari ka nestrukturétais

proteina N-gala segments nemijiedarbojas ar proteina strukturéto dalu. Nemot vera, ka kimiskas
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nobides *H-1N HSQC spektra atlikusajai BBP28 dalai praktiski nemainijas, proteina pamatk&des
atomu attiecinatas kimiskas nobides tika parnestas no Hiss-TEV-BBP28(23-148) proteina,

ieprieks iegiito kimisko nobizu parbaudei uznemot HNCA spektru.
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12. attels. BBP28(50-148) (sarkans) un Hisg-TEV-BBP28(23-148) (zils) H-SN HSQC spektru

salidzinajums.
Figure 12. Overlay of *H-*N HSQC spectra for truncated BBP28(50-148) (red) and full length Hisg-TEV-

BBP28(23-148) (blue).
4.4.3.2 Histidinu tautomerizacijas formas noteik$ana

Lai noteiktu kada jonizacijas stavokli ir His69 un His100, ka arT gadijuma, ja ta imidazola
fragments ir neitrali 1adéts, BBP28(50-148) histidinu tautoméro formu noteikSanai tika uznemts
'H-15N HSQC spektrs, kura magnetizacija tiek parnesta no histidina H*' un H®? uz N#2 un N°!
(skat. 13. att.) (Pelton et al., 1993).

legiitaja spektra 100. histidinam ir redzami intenstvi H®*N®', H!N®2 un H%2N®2 un maz
intenstvs H*?N®! krosspikis. Tas norada, ka 100. histidins ir N*!-H tautoméraja forma.

Taja pasa spektra 69. histidinam ir redzami divi intensivi krospiki pie o1 = 174.4 ppm, o2
= 7.7 ppm un @1 = 246.6 ppm, w2 = 6.2 ppm un divi maz intensivi krospiki pie w1 246.6 = ppm,
®2="7.7 ppm un w1 = 174.4 ppm, w2 = 6.2 ppm. Sadas krosspiku nobides un intensitasu attieciba
nav izskaidrojama, ja histidins atrastos viena stabila tautoméra stavokli. Bet tas ir izskaidrojams
ar lidzsvaru starp diviem tautomeériem stavokliem, kur viena no stavokliem protons ir lokalizets

uz N°! slapekla, bet otra — uz N slapekla, parakuma esot N®*-H tautoméram.
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13 .attels. BBP28(50-148) His *H-1>N HSQC spektrs.
Figure 13. BBP28(50-148) His *H-*N HSQC spektrum.

4433 T (spina — rezga) un T2 (spina-spina ) relaksacijas laika mérijumi BBP28(50-148)
pamatvirknes °N atomiem
Lai parbauditu, vai BBP28(50-148) skiduma apstaklos pie kadiem tika noteikta proteina
struktiira, veido oligomérus, tika veikti R1 un R; relaksacijas laika mértjumi °N atomiem (9.

pielikums). Izmantojot sakaribu

1 Tl
.6__"
VT

Te =

Ay (Kay et al., 1989)

kur ¢ ir korelacijas laiks (ns), vn ir N Larmora frekvence (Hz), T1 un T2 ir spina-rezga un
spina-spina relaksacijas laiki (s), tika noteikts vidgjais proteina korelacijas laiks tc. 1c vidgja
izméra globulariem protetniem aptuveni lineari korel€ ar proteina molekulmasu. t¢ aprékina vera
tika nemti tikai struktur€tie proteina apgabali, kam Skiduma noveérojama tikai kop€ja visas
molekulas kustiba.

Dati molekulmasas un t¢ korelacijas taisnes konstru€sanai tika iegtiti no Paolo Rossi
2010. gada publikacijas (10. pielikums) (Rossi et al., 2010). No konstruétas taisnes tika iegiits,
ka BBP28(50-148) molekulmasa $kiduma ir aptuveni 10,3 lidz 11,8 kDa, kas atbilst proteina
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patiesajai molekulmasai 11,0 kDa. Lidz ar to var secinat, ka proteins Skiduma atrodas monomeéra
forma.

4.4.3.4 Struktiiras aprekins

BBP28(50-148) struktiira no KMR datiem tika aprékinata, izmantojot programmas UNIO
ATNOS/CANDID (Herrmann et al., 2002, Herrmann et al., 2002)un CYANA (Glintert et al.,
1997). Struktiiras energijas minimizéSana tika veikta, programma CNS (Brunger, 2013).
BBP28(50-148)  KMR struktiiras aprékinasana izmantotie ierobezojumi un struktiiras
raksturlielumi péc tas minimizacijas tidens vid€ apkopoti 3. tabula.

3. Tabula

BBP28(50-148) KMR struktiiras aprékinasana izmantotie ierobeZojumi un struktiiras
raksturlielumi p&c tas minimizacijas tidens vide.

Table 3.

Constraints for BBP28(50-148) NMR structure calculation structure statistics

after minimization

Distances ierobeZojumi struktiiras aprékinasanai

Kopgjais kOe skaits 2181
Starp atomiem vienas un tas pasas aa ietvaros 539
Starp atomiem no dazadam aa 1642
Sekvenciali (Ji-j|=1) 487
Vidgja attaluma (1<[i-j|<4) 594
Liela attaluma (|i-j|>5) 561

Aprekinatas struktiiras raksturlielumi

Ierobezojumu parkapumi un standartmovirzes

Distances ierobezojumi (A) 0,0556 + 0,006

Lielakais distances ierobeZojuma parkapums 2,72+0,1

Novirzes no idealas geometrijas

Saisu garumi (A) 0.0061 + 0.0001

SaiSu lenki (°) 0,674 +0.013

Novirzes no planaritates (°) 1.684 £ 0.076

Vidgja kvadratiska standartnovirze starp atomiem rékinata salidzinot ik divas struktiiras (7.-98.
aminokabei)

Visiem nefidenraza atomiem 0,85+ 0,07

Pamatvirknes atomiem 0.50 £ 0,07
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Tapat ka Hise-TEV-BBP28(23-148) struktira, BBP28(50-148) sastav no piecam a-
spiralém un aa virknes C-gala, kas ar disulfida saiti kovanlenti saistita ar cilpu, kas savieno 4. un

5. a spirali (skat. 14. att).
KEELLREKLSEDQKTHLDWLKEALGNDG YDESKIKTALDHIKSELDKCNGNDADQQK
TTFKQTVQGALSGGIDGFGSNNAVTTC

90°

14. attéls No KMR datiem aprékinata BBP28(50-148) proteina struktiira un BBP28(50-148) sekvence bez
nestrukturétajam N un C gala aa. Gan struktiira, gan proteina sekvenc€ pirma a-spirale ir sarkana krasa, otra a-
spirale ir tumsi zila krasa, tresa a-spirale ir dzeltena krasa, ceturta a-spirale ir gaisi zila krasa, piekta a-spirale ir roza
krasa, C-gala izstiepta virkne — zala krasa un cilpu rajoni ir melna krasa.

Figure 14. From NMR data calculated BBP28(23-148) protein structure and BBP28(23-148) sequence
where unstructured N terminal aa has been omitted. In structure and protein sequence first a-helix is colored red,
second a-helix — dark blue, third a-helix — red, fourth a-helix — cyan, fifth a-helix — pink, C-terminal strand — green
and loop regions are colored black.
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Iegutas struktiiras Ramacandra diagramma 93% @ un y lenku ir v€lama, 6% ir atlauta un

1% ir neatlauta konformacija (skat. 15 att.).

180

Ag9 GLY

15. attels. BBP28(50-148) Ramacandra @ un y lenku diagramma. Tumsi oranza krasa — glicinu vélamas
zonas, gaisi oranza krasa — glicinu atlautas zonas, tumsi zila krasa — par€jo aa velamas zonas, gaisi zila krasa —
pargjo aa atlautas zonas, balta krasa — neatlautas zonas.

Figure 15. Ramachandran plot of BBP28(50-148) ® and  angles. Dark orange — glycine favored region,
light orange — glycine allowed region, dark blue — favored region for other aa, light blue — allowed region for other
aa, white — restricted region.

Atskiriba no Hise-TEV-BBP28(23-148) struktiiras, BBP28(50-148) ir nedaudz mainijies
1., 2. un 4. o spirales novietojums (skat. 16. att.).

90°

16. attels. Aprekinato struktiiru salidzinajums (att€lotas 54. lidz 144. aa)
Figure 16. Comparison of calculated structures (only aa 54 to 144 have been visualized)
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4.44 BBP28 salidzinajums ar citiem proteiniem

A. Sekvences salidzinajums

BBP28 aa sekvence datubaze Uniprot (Serrano et al., 2012), izmantojot funkciju BLAST,
tika salidzinata ar citam 50 zinamam homologam proteinu sekvencém no Borrelia sugas
celmiem.

Ievérojama sekvences variacija homologos ir novérojamas proteina C gala segmentam no
109. Iidz 148. aa, kas atbilst BBP28 proteina p&dgjai a-spiralei un B kedei (skat. 17. att.). No 124.
lidz 148. aa, vienigi Cysl144 ir saglabajies nemainigs Vvisos homologajos proteinos. Tas, ka ari
Cys108 ir saglabajies nemainigs liecina, ka disulfida saite ir nozimiga BBP28 sastavdala ta
funkcijas TstenoSanai. Attelotaja BBP28 struktura ir redzams, ka bez jau minétajiem cisteiniem,
konservativakas BBP28 aa ir tas, kas veérstas uz proteina iekSpusi. Tas izskaidrojams ar to
nepiecieSamibu proteina strukturas saglabasanai. (skat. 17. att.).

PESHN ™A TORIISEPRENGND

IDGFGSNNAVT TRIGNGS

90° 90°

17. attels. BBP28(50-148) sekvences salidzinajums ar 50 lidzigakajiem atrastajiem homologajiem B.
Burgdorferi proteiniem no Uniprot. Augsa sekvence, kur homologu sekvendu lidziba attélota no sarkanas (aa
saglabajusies visos homologos) lidz baltai (nav novérojama izteikta aa saglabasanas homologu vidd). Strukturétas
BBP28(50-148) dalas apvilktas ar taisnsttiri. Zem sekvences, struktiiras att€lojums, izmantojot to pasu krasu kodu ka
sekvencei.

Figure 17. Similarity of BBP28 sequence to 50 other homologue Borrelia proteins from Uniprot. Top -
BBP28 sequence, where homologue sequence similarity decreases from red (aa which are strictly conserved
between homologue proteins) to white (no conservation between homologue proteins). In sequence BBP28
structured parts are labeled with rectangles. Below the sequence, BBP28(50-148) structure where the same coloring
scheme as for sequence is used.

B. Struktriras salidzinajums
Aprekinata BBP28(50-148) struktiira tika ievietota serveri Dali (Holm and Rosenstrom
2010), kura ta tika salidzinata ar citam struktiram no PDB (Holm and Rosenstrom 2010).

Analize tika atlasitas 1013 proteinu struktiiras, kuram lidzibas koeficients Z ir lielaks par 2, kas
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norada uz ievérojamu lidzibu. No Siem proteiniem pieci ir B. burgdorferi virsmas proteini —
BBAG64, BBAG5, BBA66, BBA68 un BBA73. Lai gan tiem ar BBP28 nav novérojama

sekvenciala lidziba (5 Iidz 16 %), to Z rezultati bija robezas no 3,3 BBA64 lidz 4,0 BBA66
proteinam (skat. 18. att.).

90°

18. attels. BBP28(50-148) (attElots 54. Iidz 144. aa) un BBA66 struktiiru salidzinajums.
Figure 18. Comparison of BBP28(50-148) (only aa 54 to 144 have been visualized) and BBAG66 structures.
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5 SECINAJUMI

. E.coli ekspresijas sistema ir piem&rota BBP28 eksperesijai.

Noteiktas Hiss-TEV-BBP28(23-148) un BBP28(50-148) struktiiras, izmantojot KMR

. BBP28 reducéta forma sastav no piecam a-spiralém un nestrukturéta attiecigi 29 un 17 aa
gara N- un un C-gala.

. BBP28 oksidéta forma reducétas formas nestrukturétais C-gals ienem izstieptas virknes
konformaciju.

. Pétitais BBP28 proteins satur iekSmolekularu disulfida saiti, kas, iesp&jams, ir svariga
sastavdala BBP28 funkciju izpildei.

. BBP28 ir novérojama strukturala lidziba ar BBA64, BBA65, BBA66, BBA68 un BBA73

B. burgdorferi lipoproteiniem.
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2. pielikums
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3.

pielikums

BBP28 proteina MALDI-TOF masspektri.
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4. pielikums
BBP28 proteina 15 mM DTT MALDI-TOF masspektri.
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5. pielikums

BBP28 proteina 25 mM DTT MALDI-TOF masspektri.
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6. pielikums
BBP28 proteina 35 mM DTT MALDI-TOF masspektri.
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7. pielikums
BBP28 proteina 50 mM DTT MALDI-TOF masspektri.
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8. pielikums

Uznemto spektru parametri

Proteins Spektrs Spektru skaits Pierakstito Inkrimentu skaits Spektra platums (Hz) Spektrometrs
punktu skaits

Pilna garuma 15N H-1N HSQC 8 2048 Ng = 512 He, -10000 600 MHz
ieZImets N =1702.117
Pilna garuma pirmais °C, | 'H->’N HSQC 4 2048 Ng1 = 256 Hr2-10000 600 MHz
N iezimétais Ng1-1945.277
Pilna garuma pirmais *C, | HNCO 8 2048 Nr =64 Ng = 1519.988 600 MHz
N iezimétais Cr2=40 Cr2 = 1800.000

Hrs = 5579.189
Pilna garuma pirmais *C, | HNCA 8 1920 Nr =64 Ng = 1519.988 600 MHz
N iezimétais Cr2=96 Cr2=3318.735

Hrs = 7499.766
Pilna garuma pirmais **C, | HNcaCO 32 1428 Nr1 = 64 Ng = 1641.295 600 MHz
5N iezimétais Cr=40 Cr2=1800.000

Hrs = 5579.189
Pilna garuma pirmais **C, | HNcoCA 8 2048 Np =72 Ng = 1641.295 600 MHz
5N iezimétais Cr=64 Cr=3319.123

Hrs = 7979.254




Uznemto spektru parametri

8.1 pielikums

Proteins Spektrs Spektru skaits Pierakstito Inkrimentu skaits Spektra platums (Hz) Spektrometrs
punktu skaits

Pilna garuma pirmais *C, | CBCAcoNH 16 2048 Nr =88 Ng = 1641.295 600 MHz
5N iezimétais Cr=64 Cr2=9594.162

Hrs = 8000.000
Pilna garuma pirmais **C, | HNCACB 32 2048 Nr = 88 Ng = 1641.295 600 MHz
5N iezimétais Cr=64 Cr=3319.123

Hrs = 7979.254
Pilna garuma otrais *°C, H-*N HSQC 4 1688 Ng =59 Hr2=6599,027 600 MHz
N iezimétais Ng1-1702,117
Pilna garuma otrais °C, HNCO 4 2048 Nf1 =56 Ng = 1700,030 600 MHz
N iezimétais Cro=48 Cr2 = 1508,516

Hrs = 8000,000
Pilna garuma otrais °C, HNCA 8 2150 Nr =64 Ng = 1700,030 600 MHz
N iezimétais Cro=48 Cr2=3922,141

Hrs = 8398,950
Pilna garuma otrais °C, HNcaCO 16 2048 Nr =48 Ng1=1700,030 600 MHz
N iezimétais Cr=48 Cr=1508,516

Hrs = 8000,000




8.2 pielikums

Uznemto spektru parametri

Proteins Spektrs Spektru skaits Pierakstito Inkrimentu skaits Spektra platums (Hz) Spektrometrs
punktu skaits
Pilna garuma otrais *C, HNcoCA 8 1600 Nr =96 Ng = 1641,030 600 MHz
N iezimétais Cr=60 Cr=3168,254
Hrs = 7979,254
Pilna garuma otrais °C, CBCAcoNH 8 1600 Nr1 =64 Ng1=1700,030 600 MHz
N iezimétais Cr=80 Cr=10861,315
Hrs = 8000,000
Pilna garuma otrais *°C, IH-13C NOESY ali 8 2048 He =320 Hr = 11160,714 800 MHz
N iezimétais Cr =64 Ng, = 2351,839
Hrs = 11160,714
Pilna garuma otrais *C, 1H-13C NOESY aro 16 1600 Hr =280 He = 7979,254 600 MHz
N iezimétais Cr2=28 Cro = 4525,655
Hrs = 8000,000
Pilna garuma otrais *C, IH-*N NOESY 8 2048 Hr =280 Hr = 8802,791 800 MHz
N iezimétais Cr=90 Ng = 237646,772
Hrs = 8802,791
Saisinats °N ieziméts H-*N HSQC 8 2048 Ng =512 He-11160.714 800 MHz
Ng1=2595.140




8.3 pielikums

Uznemto spektru parametri

Proteins Spektrs Spektru skaits Pierakstito Inkrimentu skaits Spektra platums (Hz) Spektrometrs
punktu skaits
Saisinats N ieziméts 1H-15N TOCSY 32 2048 He = 160 He = 9615.385 800 MHz
Cr=64 Ne, = 2189.655
Hez = 9603.046
Saisinats N ieziméts 1H-15N HSQC 256 2048 N =200 He» -8000.000 600 MHz
Nr:-12157.981
Saisinats °C, N ieziméts | 'H-*C NOESY ali 8 1382 Hr1 =300 He =7199.424 600 MHz
Cr =108 He = 7199.424
Cr3=6335.630
Saisinats 1*C, ®N ieziméts | *H-1*C NOESY aro 16 1844 Hr = 300 Hei = 7199.424 He, = 600 MHz
Cr=28 7199.424
Cr=5129.191
Saisinats *C, N ieziméts | HNCA 8 1920 Ne =80 Ne = 1519.988 600 MHz
Cr =52 Cr2=3620.438
Hes = 7499.766
Saisinats *C, **N ieziméts | H-*N HSQC 4 2048 Nr =512 Hr,-10001.16 600 MHz
Nr1=1945.29




8.4 pielikums

Uznemto spektru parametri

Proteins Spektrs Spektru skaits Pierakstito Inkrimentu skaits Spektra platums (Hz) Spektrometrs
punktu skaits
Saisinats *C, N ieziméts | HNHB 8 1024 Hr: =300 Hr3-5999,250 600 MHz
Nr2 = 56 Hr=-5999,700
Nr1-1745,315
Saisinats 1*C, 1N ieziméts | HNHA 8 1152 He = 160 Hes -5999,250 600 MHz
Ng, = 56 Hr2-5999,700
N1 =1745,315
Saisinats 1*C, N ieziméts | 'H-°*N NOESY 8 1792 Hr =512 Hr1 = 6999.737 600 MHz
Nr2 = 56 Hr = 6999.700
Nrs = 1945.336




Uznemto spektru parametri

9. pielikums

Proteins Spektrs Spektru skaits Pierakstito Inkrimentu skaits | Spektra platums Spektrometrs | Aiztures laiks
punktu skaits (Hz2) (ms)
Saisinats 1*C, N Tl 16 2048 Nr =128 He2 = 8000,0 600 MHz 0; 20; 80; 180;
iezZimets 360; 700; 1400
NFl = 1945,3
Saisinats *C, N T2 16 2048 N =128 Hg = 8000,0 600 MHz 10; 30; 70; 110;
1eZImets 150; 210; 230
NF1 = 1945,3
Saisinats 1*C, N Tl 16 2048 Nr =128 He = 11160,7 800 MHz 20; 20(atk.);
iezZimets Ne» = 2189 6 80; 180; 360;
P2~ : 360(atk.); 700;
1400; 2000
Saisinats 1*C, N T2 16 2048 Nr1 =128 He = 11160,7 800 MHz 16,96; 33,92;
ieZimets Ne» = 2189.6 50,88; 67,84;
F2= 2189, 84,8; 101,76;
135,68; 169,6;

203,52; 254,4
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10. pielikums

Molekulas korelacijas laika (ns) un molmasas korelacijas taisne.
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	2 LiteratūrasApskats
	2.1 Laima slimības simptomi
	Pirmajā grupā ietilpst agrie lokalizētie simptomi.Tie parādās septiņas līdz 14 dienas, retāk, trīs līdz 30 dienas pēc ērces koduma. Vispamanāmākā pazīme, kura bieži ir vienīgais iemesls kāpēc Laima slimība tiek diagnosticēta agrīnā stadijā, ir eritēma...

	2.2 Izplatītākie Laima slimības izraisītāji
	2.3 Inficēšanās arBorrelia baktēriju
	2.4 Laima slimības izplatība
	2.5 Borrelia burgdorferi
	2.6 B. burgdorferigenoms un molekulārā ģenētika
	2.7 B. Burgdorferivirsmas proteīni
	2.8 B. burgdorferi dzīves cikls
	2.9 Vakcīnas pret Laima slimību
	2.10 B. burgdorferi virsmas proteīns BBP28

	3 Materiāli un metodes
	3.1 Materiāli:
	3.1.1 Baktēriju celmi un plazmīdas
	 E.coli celmi:
	BL21(DE3):B F – dcm ompT hsdS (rk- mk+) dcm+ Tetr gal λ (DE3) [argU ileY leuW Camr] (New England Biolabs, ASV)
	DH5alfa:F-, phi80dlacZDelta M15, Delta(lacZYA-argF), U169, deoR, recA1, hadR17(rk-, mk+), gal-, phoA, supE44, Lambda-, thi-1, gyrA96m relA1.
	Kompetentās šūnas uzglabātas pie –80oC TFBII šķīdumā.

	3.1.2 Laboratorijā izmantotā aparatūra, iegādes vieta un ražotājvalsts
	3.1.3 Izmantotā programmatūra, serveri un to izmantošanas mērķi
	3.1.4 Izmantotās vielas un to iegādes vieta un ražotājs valsts
	3.1.5 Izmantotie materiāli, to iegādes vieta un ražotājvalsts.
	3.1.6 Barotņu sagatavošana
	3.1.6.1 LB barotne (1L):
	A. Nosver:
	 10g NaCl;
	 10g Triptona;
	 0,5g Rauga ekstrakta;

	B. Pārvieto visas nosvērtās sastāvdaļas uz 2L stikla pudeli un šķīdina 1L dejonizēta ūdens;
	C. Aizskrūvē pudeli ciet, bet ne līdz galam;
	D. Autoklavē iegūto šķidrumu;
	E. Pēc autoklavēšanas aiztaisa pudeli līdz galam un pārvieto uz lamināru;

	3.1.6.2 LB-agara plates (100 mL)
	A. Nosver:
	 1g NaCl
	 1g triptona
	 0,5g rauga ekstrakta
	 2g agara

	B. Pārvieto visas nosvērtās sastāvdaļas uz 250 mL stikla pudeli un šķīdina 100 mL dejonizēta ūdens;
	C. Aizskrūvē pudeli ciet, bet ne līdz galam;
	D. Autoklavē iegūto šķidrumu;
	E. Pēc autoklavēšanas aizskrūvē pudeli līdz galam pārvieto uz lamināra skapi;
	F. Atdzesē līdz 50oC un ja vajadzīgs, pievieno 100 μL 50 µg/mL kanamicīna;
	G. Samaisa iegūto šķidrumu;
	H. Četros petrītraukos iepilda katrā 25 mL pagatavotā šķīduma;
	I. Petrītraukus atstāj laminārā ar pa pusei noņemtiem vākiem, līdz tie atdziest.

	3.1.6.3 M9 minimālā barotne (1L)
	 3 g KH2PO4
	 12,8 g Na2HPO4 7H2O
	 0,5 g NaCl
	 1 g 15NH4Cl
	J. Aizskrūvē pudeli ciet, bet ne līdz galam;
	K. Pēc autoklavēšanas aiztaisa pudeli līdz galam ciet un pārvieto uz lamināra skapi;
	 Autoklavētus 2 mL 1M MgSO4
	 Autoklavētus 100 μL 1M CaCl2
	 Caur 0,2 μm filtru filtrētu 1 mL 1 M tiamīna
	 Caur 0,2 μm filtru filtrētus 10 mL 20% 13C6H12O6 šķīduma.


	3.1.6.4 Psi barotne (100mL)
	A. Nosver:
	 0,5 g MgSO4;
	 2 g Triptona;
	 0,5 g Rauga ekstrakta;

	B. Pārvieto visas nosvērtās sastāvdaļas uz 200 mL stikla pudeli un šķīdina 100 mL dejonizēta ūdens;
	C. Aizskrūvē pudeli ciet, bet ne līdz galam;
	D. Autoklavē iegūto šķidrumu;
	E. Pēc autoklavēšanas aiztaisa pudeli līdz galam un pārvieto uz lamināru;


	3.1.7 Buferu sastāvs
	3.1.7.1 Niķeļa afinitātes hromatogrāfijas buferis A
	3.1.7.2 Niķeļa afinitātes hromatogrāfijas buferis B
	3.1.7.3 Gelfiltrācijas buferis
	3.1.7.4 KMR buferis
	3.1.7.5 Laemly buferis 2X
	3.1.7.6 SDS-PAGE buferis
	3.1.7.7 Kristalizēšanas buferis
	3.1.7.8 TFBI buferis
	3.1.7.9 TFBII buferis


	3.2 Metodes:
	3.2.1 Plazmīdu transformācija E.coli baktērijās ar Heat Shock metodi
	A. Laminārā 50 μl kompetentu E.coli šūnu suspensijai pievieno 2 μl 20ng/mL plazmīdu šķīduma;
	B. Šūnu suspensiju uzmanīgi samaisa pāris reizes uzsitot nelielu knipi pa mikromēģeni;
	C. Inkubē 20 min traukā ar ledu;
	D. Inkubē 45-60 s 42 C ūdens vannā (Heat shock);
	E. Ievieto mikromēģeni traukā ar ledu uz 2 min;
	F. Pārnes šūnu suspensiju uz 1mL istabas temperatūras SOC barotni;
	G. Inkubē šūnu suspensiju inkubatorā pie 37 C uz 1h;
	H. Centrufugē šūnu suspensiju 5 min pie3000 xg;
	I. Laminārā nolej supernantu un pievieno suspendētajām šūnām 50 μl jaunas SOC barotnes;
	J. Suspensiju maisa pipetējot, līdz tas kļūst viendabīgs;
	K. Suspensiju uznes uz LB agara barotnes platēm ar kanamicīnu (50μg/mL);
	L. Izsmērē šūnu suspensiju pa petrī platēm, līdz spātele līp pie agara barotnes;
	M. Audzē termostatā pie 37 C 12-16 h.

	3.2.2 Starta kultūra
	A. Laminārā no iegūtās plates ar cilpu paņem vienu koloniju un pārliek 7 mL LB barotnē ar kanamicīnu (50μg/mL);
	B. Neuzliekot līdz galam vāciņu, inkubē pa nakti orbitālajā inkubātorā 30 C, vai 37 C līdz OD600 sasniedz aptuveni 1.

	3.2.3 Proteīna ekspresija
	A. Laminārā1,75 mL naktskultūru pārlej četrās 2 L Eljermeijera kolbās, kurās katrā ir pa 0,25 L LB vai M9 barotnes. Kolbas atveri pārklāj ar alumīnija foliju;
	B. Inkubē regulējamā termostatā ar 180 apgr./min 37oC, līdz OD600sasniedz 0,6;
	C. Inducē proteīnu ekspresīju ar 0,5 mM IPTG;
	D. Atkarībā no barotnes veida un dotā laika audzē šūnas pie 180 apgr./min:
	 Ja proteīna ekspresija tiek veikta LB barotnē, audzē 37oC 4-6 h vai 20 C 12 līdz 16 h;
	 Ja proteīnu ekspresija tiek veikta M9 barotnē, audzē 37oC 6-8 h vai 23 C pa 12 līdz 16 h;
	E. Centrifugē šūnu suspensiju pie 7700 xg 10 min, iepriekš nosvērtos centrifūgas stobros;
	F. Nolej supernantu un 3 min tur centrifūgas stobrus uz salvetes ar atveri uz leju, lai notecinātu pārpalikušo barotni;
	G. Nosver centrifūgas stobrus ar sedimentētām šūnām un aprēķina šūnu masu
	(ja nepieciešams, šūnas iesaldē pie -20oC ilgākai uzglabāšanai);
	H. Resuspendē šūnas buferī A ar tilpumu, kas līdzvērtīgs 4,2 mL uz 1 g šūnu. Kopējais bufera A tilpums nedrīkst būt mazāks par 20 mL;
	I. Iegūtās šūnas ielej vārglāzē, kura ir iestiprināta ledus traukā;
	J. Sonificē šunu suspensiju 5 s ik pa 20 s 50 min. Sonificēšanas frekvenci uzstāda atkarībā no suspensijas tilpuma.

	3.2.4 Niķeļa afinitātes hromatogrāfija
	A. Izmazgā hromatogrāfa sistēmu ar dejonizētuH2OizmantojotPump wash funkciju;
	B. Pievieno hromotogrāfam His-Trap kolonu;
	C. Uzstāda plūsmas ātrumu 5mL/min (nepārsniedzot kolonas maksimālo spiedienu, kas šajā gadījumā ir 0,3 MPa);
	D. Izmazgā kolonu ar 1 kolonas tilpumu bufera A (kolonas tilpums 5mL);
	E. Izmazgā kolonu ar 5 kolonas tilpumiem bufera B;
	F. Izmazgā kolonu ar 5 kolonas tilpumiem bufera A;
	G. UV adsorbciju nokalibrē uz 0;
	H. Sonificēto šūnu suspensiju ievelk šļircē un filtrē ar 0,2 μm filtru;
	I. Ievada paraugu parauga tūbā;
	J. Injicē paraugu uz kolonas, neievadot kolonā gaisa burbuļus;
	K. Kad ir injicēts viss paraugs, turpina plūsmu ar ātrumu 2 mL/min ar buferi A, līdz adsorbcija kļūst konstanta;
	L. Eluē proteīnu ar bufera B/bufera A plūsmas gradientu, lai tas sasniedz 60% 20 min laikā;
	M. Ja ir novērojamas izmaiņas lineārajā adsorbcijas grafika pieaugumā, ko veido buferu pārmaiņa, sāk frakcionēt paraugu;
	N. Pēc bufera B/bufera A gradienta 60% sasniegšanas, sāk 100% bufera B plūsmu uz 5 kolonas tilpumiem;
	O. Ja ir novērojama UV adsorbcijas palielināšanās, ko neizraisa buferu nomaiņa, uzsāk frakcionēšanu;
	P. Uzstāda plūsmas ātrumu uz 5 mL/min un izmazgā kolonu ar 5 kolonas tilpumiem dejonizēta H2O;
	Q. Izmazgā kolonu ar 5 kolonas tilpumiem etanola;
	R. Veic Pump wash sistēmai ar etanolu;
	S. Uzmanīgi noņem kolonu no sistēmas, neļaujot tajā ieplūst gaisam;
	T. Apstādina plūsmu.

	3.2.5 Proteīnu SDS-PAGE gela elektroforēze
	A. Sajauc 10 μL parauga ar 10 μL Laemly bufera;
	B. Karsē paraugus temperatūras regulējamā orbitālajā kratītājā 96 C 5 min;
	C. Centrifugē paraugus 5s pie 3000 xg;
	D. Sagatavo gela plati elektroforēzei;
	E. Uznes paraugus uz gela;
	F. Pārbauda gela elektroforēzes sistēmā ir uzstādīti 200V;
	G. Uzsāk elektroforēzi;
	H. Kad paraugs ir sasniedzis gela apakšdaļu, apstādina gela elektroforēzi;
	I. Iegūto gelu uzmanīgi izņem no to saturošā konteinera un ievieto 100mL traukā ar H2O;
	J. Ūdens vannu ieliek mikroviļņu krāsnī uz 45 s pie 1100 W;
	K. Uz parauga uzliek foliju un novieto to uz orbitālā kratītāja;
	L. Pirms tam noņemot foliju un pamainot ūdens vannā ūdeni, atkārto I un K soli vēl divas reizes;
	M. Pārklāj gelu ar 20 ml briliant blue krāsvielu un ievieto mikroviļņu krāsnī uz 30 s pie 700W;
	N. Atstāj gelu uz orbitālā kratītāja 30 min vai vairāk;
	O. Nolej briliant blue krāsvielu un pievieno gelam ūdeni;
	P. Atstāj gelu uz orbitālā kratītāja, lai to atkrāsotu un varētu apskatīt rezultātus.

	3.2.6 Proteīna šķelšana ar TEV proteāzi
	B. Paraugam pievieno TEV proteāzi pēc formulas:
	𝑇𝐸𝑉=,𝐴𝑝𝑟𝑜𝑡∗𝑉𝑝𝑟𝑜𝑡-𝐴𝑇𝐸𝑉∗100., kur
	Aprot – OD280adsorbcija proteīna šķīdumam;
	Vprot – Proteīna šķīduma tilpums;
	ATEV – Adsorbcija TEV šķīdumam;
	TEV – TEV tilpums.
	C. Inkubē pa nakti 4oC.

	3.2.7 His-trap hromatogrāfija pēc proteīna šķelšanas ar proteāzi
	A. Atkārto iepriekš veiktās hromatogrāfijas A. līdz G. soli ieskaitot;
	B. Ievada paraugu parauga tūbā;
	C. Injicē paraugu uz kolonas, neievadot kolonā gaisa burbuļus;
	D. Līdz ar injekciju sāk frakcionēšanu;
	E. Pēc injekcijas apstādināšanas kolonu skalo ar buferi A;
	F. Kad OD280 adsorbcija stabilizējas tuvu 0, kolonu skalo ar 100% buferi B;
	G. Pēc 2 kolonas tilpumiem atkārto iepriekšējās hromatogrāfijas O. līdz T. Punktu ieskaitot;

	3.2.8 Gelfiltrācijas hromatogrāfija
	A. Izmazgā hromatogrāfa sistēmu ar dejonizētu H2O,izmantojot Pump wash funkciju;
	B. Uzmanīgi pievieno hromotogrāfam gelfiltrācijas kolonu, sākumā augšējo, tad apakšējo tās daļu, neievadot tajā gaisu;
	C. Uzstāda plūsmas ātrumu maksimālo pieļaujamo kolonas ātrumu, 1,6mL/min, nepārsniedzot kolonas maksimālo atļauto spiedienu, kas šajā gadījumā ir 0,3MPa;
	D. Kolonu izskalo ar 1 kolonas tilpumu dejonizēta H2O (120mL kolona);
	E. Kolonu izskalo ar 1 kolonas tilpumu gelfiltrācijas bufera;
	F. Kamēr atīrās kolona, sakoncentrē savu paraugu, līdz tas sasniedz 2-5mL tilpumu;
	G. Nokalibrē hromatogrāfa UV adsorbciju uz 0;
	H. Ievada paraugu uz hromatogrāfa tūbas;
	I. Injecē paraugu uz kolonas, neievadot tajā gaisa burbuļus;
	J. Kad sāk palielināties UV adsorbcija, sāk frakcionēt paraugu, līdz OD280 adsorbcija stabilizējas 0 tuvumā;
	K. Kad caur kolonu ir izplūdis 1 kolonas tilpums ar buferi, kolonu mazgā ar 1 kolonas tilpumu etanola;
	L. Sistēmu ar Pumpwash funkciju izmazgā ar etanolu;
	M. Noņem kolonu no sistēmas;
	N. Apstādina plūsmu hromatogrāfā.

	3.2.9 Kompetentu E.coli šūnu izveide ar RbCl metodi
	A. Ar cilpu no glicerīna krājuma paņem E.coli šūnas un uzsēj tās uz LB barotnes agara platēm bez antibiotikām;
	B. Plates inkubē 37 C 12 - 16 h;
	C. No plates ar cilpu pārvieto vienu koloniju 20 mL SOC barotnē, 250 mL kolbā;
	D. Barotni ievieto orbitālajā inkubatorā 37 C 12-16 h;
	E. Iegūto starta kultūru atšķaida 1:100 ar svaigu SOC barotni;
	F. Barotni ievieto orbitālajā inkubatorā 37 C līdztās OD550 sasniedz 0,3-0,4;
	G. Iegūto suspensiju 15 min atdzesē uz ledus;
	H.  Suspensiju centrifugē pie 3000-5000xg 4 C 5 min;
	I. Nolej supernantu un nogulsnes uzmanīgi resuspendē 0,4 sākotnējās barotnes tilpuma vienībās ledus aukstā TFBI buferī;
	J. Novieto suspensiju 15 min 4 C;
	K. Atkārto soli H;
	L. Nolej supernantu un resuspendē nogulsnes 0,04 sākotnējās barotnes tilpuma vienībās;
	M. Novieto šūnu suspensiju uz ledus 15-60 min.
	N. Pārvieto šūnas iepriekš atdzesētās mikromēģenēs, katrā pa 50μL;
	O. Sasaldē iegūtās mikromēģenes šķidrajā slāpeklī;
	P. Šūnas līdz lietošanai uzglabā -80 C.

	3.2.10 Plazmīdu PCR
	3.2.11 Plazmīdu un PCR produktu šķelšana ar NcoI un XhoI FastDigest endonukleāzēm
	3.2.12 DNS elektroforēze agarozes gelā
	3.2.13 DNS izdalīšana no gela ar GenJETTM Gel Extraction Kit
	3.2.14 DNS fragmentu ligēšana
	3.2.15 Plazmīdu DNS izdalīšana no E.Coli baktērijām ar GenGETTM Plasmid Miniprep kit
	3.2.16 DNS sekvencēšana
	3.2.17 12.5 % Proteīnu SDS gela sagatavošana
	3.2.18 Proteīnu kristalizēšana ar sēdošā piliena metodi
	3.2.19 MALDI-TOF MS
	A. Pirms parauga sagatavošanas, kā pirmo sagatavo matriksa šķīdumu - izšķīdina 7.6 mg (50 μmol) 2,5-DHAP 375 μL etanola un pievieno 125 μL (10 μmol) diamonija hidrogēn citrāta (izejas šķīdums: 27 mg diamonija hidrogēn citrāta 1.5 mL ūdens)
	B. Šķīdumu novorteksē un inkubē termostatā pie 55 C, kamēr tas kļūst dzidrs un to var izmantot MALDI-TOF masspektrometrijas analizējamo paraugu un kalibrācijas standarta II sagatavošanā;
	C. Stobriņā sajauc 2μL parauga, 2μL 2% TFA šķidruma un 2μL 2,5-DHAP matriksa; pipetē pilienu līdz tas kļūst duļķains;
	D. 1 μL no maisījuma uznes uz MTP AnchorChip 400/384 T F
	E. Ļauj nožūt un izšķīdušajām vielā kristalizēties;
	F. Ievietoplati MALDI-TOF maspektrometrā;
	G. Ievada sekojošos spektrometra parametrus, kas apkopoti zemāk esošajā tabulā (skat. 6. tab.);
	H. Ar lāzeru šauj pa kristālu un summē datus līdz mažorā signāla intensitāte sasniedz 104.

	3.2.20 Kodolu magnētiskā rezonanses vairākdimensiju eksperimenti
	A. Iekoncentrē paraugu KMR buferī līdz ~2mM koncentrācijai ar Amicon-ultra-15, 10K filtru
	B.  Pievieno tam 5% D2O, 1mM EDTA un 1x proteāžu inhibitorus;
	C. 600 μL  parauga pārnes 5mmKMR ampulā;
	D. Ampulu ievieto paraugu turētājā tādā augstumā, lai analizējamais šķīdums pēc ievietošanas magnētā būtu novietots simetriski pret zondes spolēm;
	E. Ievieto paraugu spektrometrā;
	F. Atrod parauga lock signāla Larmora frekvenci;
	G. Pieregulē zondes spoļu kapacitāti un induktivitāti;
	H. Iestāda magnētiskā lauka homogenitāti detektējamajā parauga tilpumā;
	I. Nosaka protonu un, ja nepieciešams slāpekļa un oglekļa 90 grādu impulsa garumu;
	J. Nosaka ūdens piesātināšanas frekvenci;
	K. Uzstāda katram eksperimentam raksturīgos parametrus: uzkrājumu skaitu, spektra centra frekvences un platumus, pierakstīto punktu skaitu, inkrementu skaitu netiešajā(s) dimensijās (skat. 7. pielikumu);
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