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ANOTACIJA

Promocijas darbs veltits taukskabju metabolisma iesaistito y-butirobetaina dioksigenazes
(BBOX), e-trimetil-L-lizina dioksigenazes (TMLD) un sirds taukskabes saisto$a proteina
(FABP3) ligandu struktiiras-aktivitates likumsakaribu izpétei. Proteina-liganda saistibas
noteik$anai un raksturoSanai izmantotas izotermalas titréSanas kalorimetrijas (/7C), kodolu
magnétiskas spektroskopijas (KMR) un molekularas modelesanas metodes. Izveidots protokols
metalu saturoSo proteinu molekularas dinamikas simulacijai, un tas veiksmigi lietots BBOX un
TMLD mimétikiem. Noteikti BBOX un TMLD mimétiku substratu saistibai svarigie
strukturalie elementi, kas iesaistiti substrata asociacija/disociacija. Izstradatas divas jaunas I7C
metodologijas, kas lietotas TMLD un FABP3 ligandu saistibas termodinamikas raksturo$anai.
Pamatojoties uz eksperimentaliem datiem, izveidots TMLD potencialo inhibitoru
farmakoforais modelis. Atrasti jaunas savienojumu klases FABP3 substrati ar atSkirigu saistibas
mehanismu, salidzinajuma ar taukskabem.

Atslégvardi: BBOX, TMLD, FABP3, KMR, ITC, MOLEKULARAIS DOKINGS,
MOLEKULARA DINAMIKA



ANNOTATION

The Doctoral Thesis is devoted to structure-activity relationship studies of y-butyrobetaine
dioxygenase (BBOX), e-trimethyl-L-lysine dioxygenase (TMLD), and heart-type fatty acid
binding protein (FABP3) ligands. Protein-ligand binding was determined and characterized by
means of isothermal titration calorimetry (ITC), nuclear magnetic resonance (NMR), and
molecular modelling. A protocol for molecular dynamics of metalloproteins was developed and
successfully applied for simulations of BBOX and TMLD mimetics. Key structural elements
for substrate binding to BBOX and TMLD mimetics were determined in combination with
substrate association/dissociation studies. Two new ITC approaches were established and
implemented for the determination of ligand binding thermodynamics to TMLD and FABP3.
The pharmacophore model for potential TMLD inhibitors was designed based on the
experimental data. A new class of FABP3 substrates with a different binding mechanism in
comparison to fatty acids was found.

Keywords: BBOX, TMLD, FABP3, NMR, ITC, MOLECULAR DOCKING, MOLECULAR
DYNAMICS
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IEVADS

Sirds un asinsvadu slimibas ir visizplatitakais naves c€lonis visa pasaulé. Kopuma tas bija
iemesls 31,4 % naves gadijumu 2016. gada, no kuriem 52,8 % gadijumu izraisija i§€miska sirds
slimiba [1]. Miokarda i§€mijai raksturiga nepietickama skabekla piegade sirds muskulim, ko
vairuma gadijumu izraisa ateroskleroze. Is€miskas sirds slimibas Tpatsvaru starp visiem naves
iemesliem paaugstina pasaules populacijas novecosanas. Rezultata veidojas akiits pieprasijums
péc jauniem augsti efektiviem kardioprotektiviem medikamentiem, kas ievérojami palielinatu
dzives ilgumu un uzlabotu tas kvalitati. Savukart veiksmigai zalvielu izstradei nepiecieSama
detalizeta sirds metabolisma celu izpéte.

Lai nodrosinatu kontrakcijas funkcijas un asins cirkulaciju, sirds metabolisms darbojas ka
“visgdajs” un ieglist energiju (adenozintrifosfata veida) no vairakiem energijas avotiem,
galvenokart izmantojot taukskabes (TS) un glikozi. [S€mijas/reperfuzijas (I/R) gadijumos, kad
normals sirds metabolisms ir trauc€ts, mainas pieejamo substratu daudzumi un uzkrajas
reaktivas skabekla formas (Reactive Oxygen Species, ROS), toksiskie lipidu oksidéSanas
starpprodukti, TS-koenzima A (CoA) un karnitina esteri [2]. Garkézu acil-CoA ar augstu
afinitati spgj saistit acil-CoA saistoSais proteins, un ta rezultata Stinas tiek pasargatas no to
augstas reag€tsp&jas un toksicitates. Savukart aizsargmehanismi pret garkézu acilkarnitinu
nevelamu darbibu $tinas nav pétiti. Propong, ka taukskabes saistosais proteins 3 (FABP3), kas
transporté TS no Stinas membranas mitohondrija, spgj saistit ne tikai TS, bet arT to karnittna
esterus [3, 4].

Samazinot garkézu TS un acilkarnitinu koncentraciju $tna I/R gadijuma, var butiski
samazinat miokarda bojajumus. Sis ir jauns virziens kardioprotektivo preparatu izstrade, kas
balstas acilkarnitinu veido$anas kav&Sana mitohondrijos. Viens no efektiviem regulacijas
veidiem biitu samazinat Z-karnitina pieejamibu, ietekmgjot ta biosintézi un transportu. Sadi
darbojas Latvija izgudrotais meldonijs, kas ir y-butirobetaina dioksigenazes (BBOX) inhibitors.
Tacu arstniecibas efekta sasniegSanai ir nepiecieSamas augstas meldonija devas. Tapéc definéts
jauns terapeitiskais merkis potencialo kardioprotektivo preparatu izstradei — e-trimetil-L-lizina
dioksigenaze (TMLD). TMLD ir pirmais enzims L-Karnitina biosintézg, kas, 1idzigi ka BBOX
(ceturtais enzims), kataliz€ stereospecifisko e-trimetil-L-lizina (TML) hidroksilésanu par
hidroksi-TML. Jaunakie p&tijumi paradija [5], ka “knock-out” pel@s ar izslégtu TMLHE génu,
novéroja garkézu acilkarnitinu satura samazinasanos un paléninatu TS oksidaciju. Rezultata
novéroja arf ievérojamu samazinjumu infarkta lieluma (skarto $iinu apjoma). Sie atklajumi
izvirza TMLD ka jaunu terapeitisko merki kardioprotektivo preparatu dizainam. Tac¢u racionalo
inhibitoru izstradi apgriitina tas, ka TMLD 3D struktiira nav eksperimentali noteikta (Iidz §im
visi kristalizacijas méginajumi bijusi neveiksmigi).
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DARBA MERKI

Promocijas darba merki ir:

I.

atrast ligandu saistibai svarigus farmakoforus un modelét TMLD aktiva centra strukttiru
ar noluku attistit de novo inhibitoru dizainu;

izpetit FABP3 spéju saistit garkezu acilkarnitinus un noskaidrot saistibas mehanismu,
kas ir pamata ta sp&jai pasargat $iinas no acilkarnitinu izraisitajiem bojajumiem.

DARBA UZDEVUMI

Izveidot TMLD mimétikus uz BBOX bazes un parbaudit dabiska substrata un ta analogu
saistibu in silico un in vitro.

Izpétit dabiska substrata un ta analogu saistibas termodinamiku un konversijas pakapes
enzimatiskaja reakcija ar TMLD.

Noteikt dazada garuma TS un to karnitina esteru saistibas ar FABP3 afinitati un
termodinamiku.

Noteikt FABP3 un acilkarnitinu saistibas mehanismu.

DARBA ZINATNISKA NOVITATE

Promocijas darba gaitd p@titas L-karnitina biosintézes un TS metabolisma regulacijas

iespé&jas jaunu zalvielu dizainam.

Izpetiti TMLD un potencialo inhibitoru saistibas termodinamiskie raksturlielumi un
konversijas pakapes enzimatiskaja reakcija.

Noteikti ligandu saistibai svarigie farmakofori un TMLD inhibiciju veicinoSie
struktiirelementi.

Pieradita FABP3 lipoprotektiva iedarbiba un spgja pasargat Stinas no acilkarnitinu
toksiskas iedarbibas.

Izveidota jauna garkeézu TS mijiedarbibas ar FABP3 test€Sanas metode fidens buferos
ar izotermalo titréSanas kalorimetriju (/7C).

Noteikts acilkarnitinu un FABP3 saistibas mehanisms.

PRAKTISKAIS LIETOJUMS

Daudzpusigai un izsmelosai proteina-ligandu mijiedarbibas izp€tei un saistibas mehanisma

raksturoSanai ir liela nozime struktiiras-aktivitates likumsakaribu noteikSanai, ko savukart var

izmantot de novo inhibitoru dizainam. Papildu zinaSanas par proteinu dinamiku var palidzet

jauno zalvielu lidersavienojumu (hit-fo-lead) strukttras optimizacija.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Acilkarnitini

Acilkarnitini ir svarigi vielmainas starpprodukti §Gnu energijas metabolisma regulacija [2,
5, 6]. Tie ir esterificéta TS forma, kas nodrosina TS transportu no citosola uz mitohondriju
matricu, kura tie paklaujas P-oksidacijai. Rezultata izveidojuSies acetil-CoA iesaistas
trikarbonskabju (Krebsa) cikla ATF iegtisanai, kas ir $tinu energijas pamatavots [7-9].

Atkariba no TS garuma, acilkarnittnus var iedalit trTs grupas: (i) 1sk&zu: C2—C4, (ii) vidgji-
garo kézu: C6—C12, un (iii) garkézu: C14+, acilkarnitini [9]. Acilkarnitini organisma veidojas
no acil-CoA un briva L-karnitina. Sakuma citosola TS tiek aktivétas ar acil-CoA sintazi (ACS,
EC 6.2.1.3) veidojot acil-CoA, kas talak transesterificgjas ar karnitina aciltransferazes (CPT1,
EC 2.3.1.21) palidzibu (1.1. att.) [9-11].

Glikoze
Glikolize @ Tauk- Acil-CoA
skabes
Piruvats
: +Karnitins

B-oksidacija
ﬁ ﬁ Acil-CoA

* ¢+Karnltlns
'Krebsa‘ Acetil- I.M_’Acetllkarnltms

cikls
% f CoA +CoA

Acilkarnitins

1.1. att. Z-Karnitina loma TS transporta un mitohondriju energijas metabolisma [10].
Copyright © 2016 Elsevier Ltd.

TS aktivetas ar garkézu acil-CoA sintetazes (acyl-coenzyme A synthetase, ACS) palidzibu veidojot atbilstoSus
acil-CoA. Secigi L-karnitins nodrosina acil-CoA transportu mitohondrija parvérsot to par acilkarnitinu ar
karnitina palmitoiltransferazi 1 (carnitine palmitoyltransferase 1, CPT1). Jaunizveidotais acilkarnitins tiek
transportéts mitohondrija, izmantojot karnitina/acilkarnitina translokazi (carnitine/acylcarnitine translocase,
CACT). Mitohondrija matrica acilkarnitini atkal paresterificgjas par acil-CoA ar karnitina palmitoiltransferazi 2
(carnitine palmitoyltransferase 2, CPT2). Turpmak acil-CoA B-oksidacijas rezultata veidojas acetil-CoA.
Glikolizes gadijuma, glikozi metaboliz€ par piruvatu, kas ar piruvata dehidrogenazes kompleksu (pyruvate
dehydrogenase complex, PDC) dekarboksilgjas 1idz acetil-CoA. Acetil-CoA, kas veidojas TS un glikozes
metabolisma rezultata, turpmak Krebsa cikla var tikt parstradats par ATF vai ar1 ar karnitina acetiltransferazi
(carnitine acetyltransferase, CrAT) parversts par acetilkarnitinu. CrAT katalizg acetilkarnitinu veido§anos no
acetil-CoA un L-karnitina $adi regulgjot acetil-CoA/CoA attiecibu. Izmainas kura ietekmé piruvata
dehidrogenazes kinazi (pyruvate dehydrogenase kinase, PDK), kas savukart inhibeé PDC aktivitati.
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Vidgja garuma un garkézu acilkarnitinu Iimeni pieaug, kad TS pieejamiba parsniedz Krebsa
cikla pieprasijumu vai kapacitati [12]. Uzkrgjoties, gark€zu acilkarnitini var ietekmet
mitohondrija oksidativo fosforilaciju, insulina signalcelu un jonu kanalus, ka rezultata ietekmé
Stinu metabolismu un funkcionalitati [2, 5, 6, 13].

Acilkarnitinu  sint€ze butiski paléninas, samazinot L-karnitina biopieejamibu, $adi
ietekm&jot energijas metabolismu. Tas klist TpaSi svarigi i$€mijas apstaklos, kad sirds
metabolisms skabekla piegades samazinaSanas rezultata parslédzas no oksidativas fosforilacijas
uz anaerobo glikolizi [13, 14]. Apstajoties sirdsdarbibai, notick mitohondriala disfunkcija un
mainas iek$§tnu singnalceli, kas noved pie TS metabolisma atruma samazinasanas un garkézu
acilkarnitinu uzkraSanas [15]. Bitiska B-oksidacijas procesu paléninasana izraisa toksisko
starpproduktu uzkrasanos, tadu ka garkézu TS, acilkarnitini, acil-CoA un sukcinats, kas stimulé
reaktivo skabekla formu (ROS) producgsanu [2, 3, 6, 16].

Skabekla un Stinas elpoSanas celu substratu trikums inihib€ piruvata un TS B-oksidaciju un
vel ar1 oksidativo fosforilaciju. Savukart, kad skabekla piegade strauji atjaunojas (notiekot
reperfuzijai), izmainas mitohondrija metabolisma noved pie Stnu nekrozes [17]. Vairakas
kardioprotektivas stratégijas izcel mitohondrija funkcionalitates aizsardzibu [18], miokarda
kondiciong$anu un energijas metabolisma regulaciju ka galvenas piecjas mitohondrija
funkcionalitates saglabasanai un I/R radito bojajumu smaguma samazinasanai [19, 20].
Rezultata, viena no arstnieciskam pieejam biitu medikamentoza acilkarnitinu Iltmena
samazina$ana, ar noliku noveérst mitohondrija bojajumus un kardiometaboliskas slimibas
attistibu [5, 13].

1.2. L-Karnitina regulacija

L-Karnitinu organisms iegiist no uztura (parsvara no galas, zivju un piena produktiem), ka
arT biosintez€ endogeni Cetru secigo enzimatisko reakciju rezultata (1.2. att.). Biosintezeta
L-karnitina daudzums ir tiesi atkarigs no di€tas, pieméram, visédajam tas var sasniegt ~ 25 %,
bet stingram vegetarietim — lidz pat 90 % [9, 21].

Pirmo un p&dgjo soli L-karnitina biosinteéze kataliz€ divi radniecigi enzimi: e-trimetil-Z-
lizina dioksigenaze (TMLD, EC 1.14.11.8) un y-butirobetaina dioksigenaze (BBOX,
EC 1.14.11.1). Abi enzimi pieder vienai, no neh&ma (non-heme) Fe(Il) un no a-ketoglutarata
(aKG) atkarigai, oksigenazu gimenei [22-24]. Centralos solus nodrosina B-hidroksi-e-trimetil-
L-lizina aldolaze (EC 4.1.2.—) un trimetilaminobutiraldehida dehidrogenaze (EC 1.2.1.47) [25].

L-Karnitina regulacija inhib&jot BBOX enzimu apskatita vairakos literatiras avotos [26—
28]. Turklat, BBOX ir zinams ari ka klinika izmantojama kardioprotektiva preparata meldonija
[3-(2,2,2-trimetilhidrazinija) proponata] terapeitiskais mérka enzims [10, 29-31]. Te meldonijs
darbojas ka konkurgjosais inhibitors un substrats [32, 33], stajoties enzimatiskaja reakcija, kas
izraisa ta fragmentaciju un Stivensa tipa pargrupéSanos, rezultatd veidojoties vairakiem
reakcijas produktiem [33]. Meldonija kardioprotektivas TpaSibas apskatitas vairakas
publikacijas [30, 31, 34-36]. Eksperimentali pieradita infarkta lieluma [30, 31, 37] un
L-karnitina daudzuma samazin3jums asinsvadu audos, ka arT aterosklerozes attistibas
paléninajums [35]. Dazos pétijumos meldonijs noversis garkezu acilkarnitinu uzkrasanos péc

17



i8€mijas izoletos sirds modelos [38] un samazinajis to Iimeni plazma vai sirds audos [29, 39].
Turklat ilgtermina meldonija lietoSana pelu sirdis stimulé glikozes uznemsanu un glikozes
metabolisma iesaistito génu ekspresiju, paraléli samazinot glikozes Itmeni asinis [40, 41].

| o TMLD | oH
SN s) Fe(ll) ~N* i ) HTMLA .
i +O (S) +O ' 2NN
3 NH; TMABA
TML (1) aKG  sukcinats HTML Gly
+0
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 2 MO NADH
TMABADH
R NAD*
e | OH O BBOX | o
! NN ] Fe(ll ~+ )
Mo - /N\/(MO (1) /NMO
ah L-karnitins ; \ GBB

sukcinats aKG

Garkézu acilkarnitini +CO, +0,

1.2. att. Z-Karnitina biosintéze.

TML: g-trimetil-L-lizins, TMLD: TML dioksigenaze, HTML: B-hidroksi-TML, HTMLA: HTML aldolaze,
TMABA: trimetilamina butiraldehids, TMABADH: TMABA dehidrogenaze, GBB: y-butirobetains,
BBOX: GBB dioksigenaze.

Meldonijs ir saméra vajs BBOX (ICso 34—62 uM [10, 42, 43]) inhibitors un var darboties
arT neselektivi [44, 45], ietekmgjot y-butirobetaina (GBB)/z-karnitina saistoSus proteinus un
importeSanas kanalus [46], pieméram, organisko katjonu transportieri 2 (OCTN2, ICso 62 pM
[26, 47]). Lidzigi darbojas jaunatklatais metil-GBB [4-(dimetiletilamonija) butanoats] [48], kas
ir daudz spécigaks inhibitors neka meldonijs gan BBOX (ICso 3,3 uM), gan ari OCTN2 (ICso
3,0 uM) gadifjuma [26, 47]. Metil-GBB izraisa L-karnitina un acilkarnitinu Iimenu
samazinajumu sirds audos, rezultata samazinot mitohondriala un peroksisomala palmitata
oksidaciju attiecigi par 44 un 53 %, ka ari divreiz paliclina glikozes oksidesanu. Zurku
premedikacija ar metil-GBB in vivo samazinaja infarkta lieclumu par 45 % un uzlaboja 24 h
izdzivotibu par 20-30 % [26]. Public&tie dati demonstre, ka gark&zu acilkarnitini ir galvenie TS
starpprodukti, kas sekmé sirds muskula bojajumus I/R gadijuma.

2022. gada paradijas jauns pétjjums [5], kura labveligo pazeminata acilkarnitinu limena
ietekmi novéroja genétiski modificétas pel€s, kuras TMLHE géns bija pilniba inaktivéts
(TMLHE KO peles) un kas zaudgja spgju producet TMLD enzimu un biosintezet L-karnitinu.
Rezultata, TMLHE KO pel&s noveroja biitisku garkézu acilkarnitinu daudzuma samazinajumu
plazma un sirdi, kas noveda pie TS oksidacijas paléninaSanas. Turklat, novéroja
polinepiesatinato TS koncentracijas pieaugumu plazma. Salidzinot savvalas (wild-type, WT) un
TMLHE KO peles, novéroja, ka TMLHE KO pelém sirds mitohondrijiem labak saglabajas
funkcionalitate un veidojas mazas ROS I/R gadijuma, kas par 39 % samazina infarkta lielumu.
Metabolitu analize izcel tieSi vairakkartigo acilkarnitinu Iimena samazindjumu ka galveno
kardioprotektivo mehanismu TMLHE KO pelés [5].

Ieprieks€jos pétijumos medikamentozo acilkarnitinu ITmena samazinaSanos panaca
izmantojot zalvielas ar komplekso iedarbibu [26, 49], kas inhibg ne tikai L-karnitina biosint&zi.
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Rezultata, veidojas pieprasijums pret selektiviem un §tina aktiviem Z-karnitina biosintézes
inhibitoriem, kas lautu sasniegt kardioprotektivas Ipasibas tadas ka TMLHE KO pelgs.

1.2.1. BBOX strukturalie un inhibitoru pétijjumi

1.2.1.1. BBOX strukturala daudzveidiba

Pirmas BBOX kristalografiskas struktiiras publicgtas 2010. gada (PDB ID 302G, 3MS5 un
3N6W) [42, 50]. Detalizéti BBOX pamatstruktiira aprakstita autores bakalaura darba [51].
Pedgja desmitgadé publicéta virkne jaunu BBOX inhibitoru [28, 52, 53] un izpétits atpaziSanas
mehanisms [54-57].

Rydzik et al. [53] atklaja jaunus selektivus BBOX inhibitorus, kas nav GBB analogi un kas
saistas aKG vieta. Visaktivakais savienojums, AR692B (1.3. att.) ar ICso 153 nM, kas darbojas
ka Fe(Il) helat&josais agents, uzradija jaunu saistibas veidu ar BBOX un bitiski izmainija
enzima aktiva centra konformaciju (PDB ID 4CS8R, 1.4. att.). Rezultata, novero jauna inhibitora
saistibas vietas parklasanos gan ar GBB, gan arT ar aKG izosteru, N-oksalilglictnu (OGA)
(1.4. att., A un B), ka arT enzima cilpas (aminoskabju atlikumi 183—-199, 1.5. att.) atveérSanos.
Sakotné&ja apo-BBOX struktura (PDB ID 3N6W [42]) regions starp 183. un 199. aminoskabes
atlikumiem (cilpa BI/BII) vispar nebija atrisinats no elektronu bltvuma, kas liecina par miné&tas
cilpas augsto kustigumu (nestrukturéts regions) un labi korelé ar jaunatklato enzima
konformaciju. Tyr194', kas piedalas “aromatiska biira” (aromaic cage) veido$ana un saista
GBB trimetilamonija grupu [(CH3)3;N"] pateicoties katjona-n mijiedarbibai (1.4. att.), darbojas
ka “vaks”, kas aizver aktivo centru pec substrata piesaistiSanas. Savukart stériskie trauc&jumi
starp AR692B un BI/BII cilpu, izraisa enzima regiona atvérSanos un B-loks$nu BI un BII
pagarinasanos. legiitie dati So konformacionalo elastibu atklaj ka BBOX katalizei raksturigu
pazimi.

Novérojamas izmainas BBOX konformacija atkariba no liganda saistibas paraditas
1.5. attela. Ka var redz&t, AR692B “atver” BBOX aktivo centru, padarot enzimu neaktivu.
Turklat, ja BI/BII cilpa aizveras pirms GBB un aKG saistibas, enzims zaudé aktivitati
nepieejama aktiva centra dél. Lidzigi, ja GBB saistisies aktivaja centra pirms aKG un izraisis
cilpas aizvérsanu, aKG vairs nespés iekliis taja. Iespgjams, $adi darbojas BBOX pasSinhibicija
augstas GBB koncentracijas apstaklos [50, 53].

OH
N 0
N7 N{")J\OH
_\S |N\
=

1.3. att. Selektiva BBOX inhibitora AR692B struktiira [53].

! Pienemtie saisinatie aminoskabju atlikumu nosaukumi apkopoti 1. pielikuma.
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inhibitora konformacija | inhibitora konformacija Il

1.4. att. BBOX inhibicija ar AR692B realizgjot strukturali nestandarta mehanismu.

Jaunais inhibitors kompleksa ar BBOX ir sp&jigs ienemt divas konformacijas (A un B). A. gadijuma veidojas
sendvica tipa struktiira, kas stabiliz&ta ar inter- un intra- molekularam n-n-mijiedarbibam starp piridina cikliem
un W181, Y177 aminoskabes atlikumiem. B. gadijuma AR692B tiogtera grupa aiznem hidrofobo kabatu blakus
OGA saistiSanas vietai. GBB un OGA astpoguloti ka gaisi zilas, bet AR692B — ka gaisi zalas lodites un niijinas
(ball-and-stick); aminoskabju atlikumi atspoguloti ka lodites un niijinas un nokrasoti atbilstosi PDB struktiirai:

302G - dzeltend, 4C8R, k&de A — violeta, bet 4C8R kede C — oranza krasa. Udenraza saites atspogulotas ka

attiecigas krasas partrauktas (dashed) linijas. Izveidots PyMOL programma [58].

1.5. att. BBOX monoméru superpozicija.

apo-BBOX (roza), BBOX-GBB komplekss (dzeltena) un BBOX-AR692B komplekss (violeta krasa). Divi
saistibai svarigi aminoskabju atlikumi atspoguloti ka atbilstosas krasas lodites un nijinas (ball-and-stick).
Bultina parada cilpas BI/BII atvérSanas virzienu. Partraukta linija apo-BBOX struktlira norada un nenoteikto
(undefined) cilpu regionu. Izveidots PyMOL programma [58].
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1.2.1.2. GBB-analogu konversija

BBOX spgj hidroksilét ne tikai to endogéno substratu, GBB, bet arT virkni tuvu strukturalo
analogu [28, 51, 54, 56]. BBOX spgj konvertét ar1 garakus un 1sakus GBB analogus, tacu ar
daudz mazaku atrumu (attiecigi 8,1 un 1,7 reizes 1€nak, 1.1. tab.). Interesanti, ka reakcija ar L-
un D-karnitiniem detekt&ja 3-okso-4-(trimeilamonija)butanoatu (3-keto-GBB). Iegiitie dati
liecina, ka iesp&ama otra hidroksilé$anas reakcija, kuras rezultata veidojas 3-keto-GBB, kas
péc tam sabrik Iidz  N-trimetilamonija  acetonam (1.6.att.). Tacu dabiska
L-karnitina hidroksiléSanas atrums bija 11,5 reizes lénaks neka D-karnitina gadijuma, noradot
ka L-karnitins nespgj efektivi ienemt bioaktivo konformaciju [43, 56].

1.1. tabula
GBB analogu ar BBOX katalizetu hidroksilésanas atrumi [56]
. . Reakcijas
Substrats Produkts 21;?:;](:11?\5/?2?15 S/p* produkta
! daudzums
eI s R 0,13 12 >90 %
- O - (R) O ’ ?
0 OH O
NN s~ ANy 0,016 1,8 12 %
1 “
o] (]
i~ ;h‘rxé))ko' 0,075 1,2 58 %
- | H
NS U 0,0048 15,8 ~ 20 %%+
- S) O - /o) ’ ’
S 2R S AT 0,055 23 <5 %%
- (R) O - o) > >
* sukcinata un reakcijas produkta veidosanas attieciba.
** dati noteikti no substratu/kofaktora konversijas likném (1.7. att.).
BBOX
N Fe(l) | FOOH P :
- SN -\\ - —— ~NNF -
e N wo e N Mo — e N O * OH
D-karnitins aKG  sukcinats 3-keto-GBB
+0, +CO,

l (neenzimatiski)

0
\ +
~N* CO
/N\)k 2

N-trimetilamonija acetons

1.6. att. BBOX katalizé D-karnitina hidroksiléSanu, kuras rezultata veidojas 3-okso-4-
(trimetilamonija)butanoats (3-keto-GBB) un fidens, kas talak sabrik par CO2 un
N-trimetilamonija acetonu [43, 56].

Enzimatiskas reakcijas mehanisms paredz, ka notiekot konversijai, uz vienu substrata
molekulu biitu japatéré viena sukcinata molekula, jo abas reakcijas ir ciedi saistitas. ST
likumsakariba labi izpildas dabiska substrata, GBB, un atri konvertégjamo GBB-analogu
gadijumos. Savukart, savienojumiem, kam hidroksiléSanas atrums ir stipri paléninats, novéro
atsaisti starp sukcinata un hidroksiléta produkta veidosanos. Tas liecina, ka dazi GBB-analogi
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BBOX aktivaja centra saistas neproduktivi, ko atspogulo arT reakcijas produkta daudzuma
samazinasanas (1.1. tab., 1.7. att.) [56].

A. 80 B. 80 -
s s
= =
5 60 g 60 1
£ 40 £ 40
c [9]
(%] o
c c
g2 £ 20 -
1] ©
£ g
-§ 0 T 0 ; ; i
s 0 500 1000 1500 s 0 500 1000 1500
laiks, s laiks, s

1.7. att. BBOX katalizéta A. L- un B. D-karnitina un kofaktora, aKG, koncentraciju maina
laika [56].

L- un D- karnitinu konversija, ko novéro ka 3-keto-GBB veidosanos (sarkana likne) un oKG konversija, ko
novero ka sukcinata veidosanos (zila likne).

1.2.2. TMLD funkcionalie un strukturalie pétijumi

1.2.2.1. TMLD substratu klasta paplasinasana

Pirmie p&tijumi ar Sinu TMLD paradija, ka enzims endogéno TML hidroksilésanu katalizg
precizi B-pozicija [59-61]. Tacu ilgu laiku TML bija vienigais zinamais TMLD substrats.
2016. gada Temimi et al. [62] virkniei TML-analogu parbaudija sp&ju paklauties enzimatiskai
hidroksilesanai (1.8.un 1.9. att.). ST sistematiska piceja pieradija, ka enzima-substrata
atpaziSanai nepiecieSami tris farmakofori: di- vai trimetilamonija grupa [(CH3)2-3N"], pozitivi
ladgta a-L-amino (0-CH3N™) un negativi 1adéta karboksil (COO-) grupa. Turklat, enzims spgja
konvertét substratus ar dazadu metilengrupu kédes garumu (-CH2-)3s [1.8. att., 11, 13]. Isakie
analogi (1.9. att., 12), tapat ka savienojumi, kam triikst vismaz viens no farmakoforiem
(1.9. att., 3—4, 6-8) vai ir apgriezta o-aminogrupas stereokimija [1.9. att., b-TML (5)],
neveidoja hidroksiléto reakcijas produktu. Lidzigu efektu noveroja, blokgjot a-aminogrupas
sp&ju veidot Gidenraza saiti ar protetnu (1.9. att., 9, 10), vai arT trimetilamonija grupas vieta
ieviesot telpiski lielu (1.9. att., 17) vai planaru (1.9. att., 18, 19) aizvietotaju. Tai pat laika
enzims bija sp&jigs hidroksilét savienojumus ar etil-, propil- un izopropil- aizvietotajiem &-N*
pozicija (1.8. att., 14-16).

Autori norada zemak min€tas substratu konversijas pakapes [62]:

= TML: 90 % (MS) vai 81 % (KMR);

= g-dimetil-Z-lizins (1.8. att., 2) 25 % (MS) vai pedas (traces) (KMR);
= §-trimetil-L-ornitins (1.8. att., 11) 75 % (MS);

= (-trimetil-L-homolizins (1.8. att., 13) 70 % (MS);

= savienojumi 14-16 (1.8. att.) efektivi hidroksil&jas (% nav noraditi).
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Lidzigs pétijums, analizgjot strukturali daudzveidigu TML analogu (DL-racematu veida)

speju saistities ar TMLD, bija aprakstits autores magistra darba (aizstavéts 2015. gada) [63].

Magistra darba izpétito savienojumu struktiirformulas netiek raditas komercnoslépuma dél

(LOSI izstradato savienojumu klasts neparklajas ar Temimi et al

[62] petitajiem

savienojumiem). Kopuma, TMLD spg&jigs hidroksilét savienojumus gan ar aizvietotajiem &-C

pozicija, gan ar nelielam modifikacijam alifatiskaja k&de.
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~NF (S)
ON o
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Fe(ll) OH O
N ~(5) i
D /T © 0
NH;
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+0, +CO,
TMLD OH O
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N /T © o
NH3
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+02 +C02
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N e S)
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| (0] H, (0] (o] | (0]
o - N - N~~ely
/'J:IH SN0 /+\/\/\i))ko 3+\/\/\ﬁ‘9)ko oy FL") 0
2 H, 3 H, 4 NH, 5 NH,
+ + + +
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NN T8 4 SN oMe /'j\/\/\)kd oy SN0
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o] 0 } o) SNH o)
N - N s) N 9l - e s -
- (0] <+ (‘F (0] H H (0]
HAc H, Hs Hj
10 12 ° 17 * 18
SN o) | o) | o
- ~ - ~ -
el e ds o
H3
19 + 20 21

1.9. att. TML analogi, kas nav TMLD substrati (2-10, 12, 17-21) [62].
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1.2.2.2. TMLD Kkatalitiskas reakcijas izp&te

TMLD loma Z-karnitina biosintézg atklata jau sen [59, 64], tacu lidz pat 2017. gadam nebija

skaidra reakcijas produkta stereoktmija. Briva rotacija ap C4-Cp saiti nelauj noteikt B-hidroksi-
e-trimetil-Z-liztna (HTML) diastereomeéra konfiguraciju ar KMR. Tomér uzskata, ka veidojas
eritro produkts, proti (25,3S)-HTML [65], kas sakrit ar Z-karnitina konfiguraciju attieciba pret
karboksil un trimetilamonija grupu izvietojumu (1.10. att.) [66].

Divi sintézes mehanismi [66, 67] enantiotiru (25,3S)- un (2S,3R)-HTML iegtsanai publicéti
viens péc otra, divu ménesu laika. KMR dati parada, ka enzimatiskas reakcijas produkts atbilst
sintétiski ieglitam (25,3S)-HTML (1.11. att., 2b), jo pievienojot So vielu enzimatiskas reakcijas
maisTjumam, spektra novero signalu intensitates pieaugumu, kamér (2S,3R)-HTML (1.11. att.,

2a), gadijuma spektra paradas jauni otra diastereomera signali.
(_)H O

Ao

L-karnitins

(2S,3S)-HTML
1.10. att. Z-karnitina un (2S,3S)-HTML stereokimijas salidzinajums [66].

B.
askorbats

askorbats
ye e m

3,TILD"
+
cs,zb'H

T T T T T T
3.8 3.6

42 4.0 38
'H (ppm)

T T T
3.6 34

H (ppm)
1.11. att. TMLD-katalizétas TML hidrolizes KMR analize [67].

A. Sintétiska, enantiotira (25,3R)-HTML (2a) izom@&ra pievieno$ana enzimatiskas reakcijas maisijjumam.
B. Sintétiska, enantiotira (25,35)-HTML (2b) izoméra pievieno$ana enzimatiskas reakcijas maisjjumam.
1D '"H KMR spektrs melna krasa, treknraksta — enzimatiskas reakcijas maistjuma spektrs. 1D '"H KMR spektrs
sarkana krasa — spektrs péc 2a/2b izoméra pievieno$anas.

1.2.2.3. TMLD mutagenéze

Lidz Sim literatira nav aprakstita TMLD eksperimentala struktiira, kas liecina par

neveiksmigiem kristalizacijas méginajumiem. Savukart TMLD izme@rs ir par lielu 3D struktiiras
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noteikSanai ar Skidrumu KMR. Rezultata TMLD aktiva centra izpetei lietota alternativa
metode — mutagenéze.

Mutagenézes paradigma ieklauj sevi mérka, sistematisku un nejaus$u mutaciju ievieSanu
proteTna. Mérka mutaciju ievieSanai ir jazina precizas pozicijas proteina, kas kalpos ka
informacijas avots. Sis metodes galvena prieksrociba ir neliels nepieciesamo mutantu skaits.
Savukart, ja nekas nav zinams par proteinu, tad priekSroka dodama sistematisku mutaciju
ievieSanai. Viens no pirmajiem sistematiskas mutagen&zes piemériem ir skené$ana ar alaninu
(alanine scouting), kura katrs aminoskabes atlikums proteina tiek secigi mutéts uz alaninu [68].
Analizgjot katras punktveida mutacijas ietekmi uz funkcionalitati, iesp&jams noteikt svarigus
aminoskabes atlikumus, kas, piem@&ram, nosaka proteina-proteina mijiedarbibu vai nodrosina
ligandu saistibu [69].

Jaunakie strukturalie petijumi [70] apraksta 19 cilveku TMLD mutantu izveidi, izmantojot
gan mutacijas uz alaninu, gan ari mutacijas uz radnieciskam aminoskab&m ar noliikku noskaidrot
to, kadi aminoskabju atlikumi piedalas Fe(Il), aKG un TML saistiba. Rezultata p&c paredzamas
iesaistes substrata un kofaktoru saistiba visas ieviestas mutacijas var iedalit Cetras grupas:

1) Fe(Il) helatgjosas aminoskabes, katalitiska triade: H242, D244 un H389;

2) oKG saistosas aminoskabes: R391, R398 un T269;

3) TML trimetilamonija grupas saisto$as aminoskabes [t.s. “aromatiskais biiris” (aromatic

cage)]: Y217, W221 un Y234;

4) TML a-amino- un karboksilgrupu saistosas aminoskabes: D231, N334 un Y404.

Katras mutacijas ietekme uz enzima aktivitati tika novert€ta ar enzimatisko reakciju
(1.12. att.) un kin&tiskas m&rfjjumiem (1.13. att. un 1.2. tab.).

100
80 T
60
40
20
0 1 1 1 1 1 1 1 1
<
(2]
(-]
N
[

1.12. att. Enzimatiska aktivitate dabiskam (WT) TMLD un 19 TMLD mutantiem [70].

Izreaggjusa TML daudzums, %, noteikts KMR spektroskopiski. Mutacijas veids noradits ka X#Y,
kur X — sakotngja aminoskabe, Y — aminoskabe p&c mutacijas, # — aminoskabes kartas numurs pilna garuma
cilveka TMLD (izoforma a) sekvencg. Stabini diagramma iekrasoti atbilstosi aminoskabes dalibai substrata vai
kofaktoru saistiba: Fe(II) — dzelteni; aKG — violeti; TML — zili. WT (reference) — zala krasa.

Hidroksilesana, %

-

D244E
H389A
Y217E
W221A
W221F
W221E

R398K |
D231N [IH

WT
H242A
D244A
R391A
R398A
Y217A
Y217D
D231A
Y234A
N334A
Y404F

Katalitiska triade H-D/E-H konservativi saglabajas (highly conserved) starp visiem
Fe(Il)/aKG-dioksigenazu Kklases parstavjiem neatkarigi no sugam un katalitiskajam
funkcijam [23, 24]. Savukart mutacijas Sajos aminoskabju atlikumos noved pie pilniba
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neaktiviem enzimiem, jo tie zaud€ sp&ju saistit Fe(Il) un ta rezultata nespgj aktivét molekularo
skabekli [71]. Publicgtie dati [70] pieradija, ka katra no trim mutacijam, H242A, D244A vai
H389A, noved pie neaktiva TMLD, kas nespgj enzimatiski procesét TML un aKG. Lidzigu
efektu novero, ieviesot H389L mutaciju, un arT daba sastopamam 1sakam TMLD b, ¢, dun e
isoformam, kas veidojas alternativa splaisinga (splicing) rezultata [71, 72]. Savukart, D244E
mutacija, nomainot D ar garako E, par ~ 20 % samazinaja substrata konversiju, un pasliktinaja
reakcijas king&tiku (1.2. tab.).

P&c mutaciju ievieSanas R391A un R398A pozicijas, noveroja pilnu enzima inaktivaciju,
kas pierada pozitiva ladina nepiecieSamibu aKG saistibai. Savukart R398K mutacija bitiski
pasliktinaja enzima substrata konversiju (35 %), noradot, ka efektivai aKG saistibai ir svariga
mijiedarbiba tieSi ar Arg guanidinija katjonu, kas bidentata veida saistas pie karboksilgrupas.
Balstoties uz analogiju ar BBOX, tika parbaudita arT T269 iesaiste aKG atpazisana. Seit T269A
mutacija minimali ietekm&ja enzima aktivitati, noradot uz to, ka §im aminoskabes atlikumam
ir mazsvariga loma oKG saistibai.

A. B.
100 + 100
- 80 - 80
£ £
€ 60 € 60
= =
= 40 < 40
> >
20 20
0 4 0 A
0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 00 10 20 30 4.0 5.0
TML koncnetracija, mM aKG koncentracija, mM

1.13. att. Kinétikas analize dabiskam (WT) TMLD (zalas liknes) un trfts TMLD mutantiem
W221F (violetas), T269A (gaisi zilas) un D244E (dzeltenas liknes) [70].

Kinétiskas Iiknes vari€jot A. dabiska substrata, TML, un B. endogena kofaktora, aKG, koncentraciju.

1.2. tabula
Kingtiskie parametri TML un oKG konversijai ar dazadiem TMLD enzima variantiem [70]
Enzima variants Substrats Vinax, UM min~! K, mM

WT TML 147 £13 1,18+0,13
W221F TML 77+9 1,47+0,31
T269A TML 72+4 0,70 + 0,09
D244E TML 12+1 0,32 + 0,07

WT aKG 114+9 0,42 £ 0,12
W221F aKG 35+£3 0,35+0,11
T269A aKG 122 +20 1,97 £ 0,70
D244E aKG 11+1 1,12+0,16

Turpinajuma parbauditas aminoskabes, kas nepiecieSamas TML substrata atpaziSanai.
Mutaciju ievieSana t.s. “aromatiska biira” aminoskabju atlikumos — W221A, Y217A un Y234A
— izraisja enzima pilnigu inaktivaciju, kas liecina par visu tris aromatisko aminoskabju
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nepiecieSamibu katjona-t mijiedarbibas nodrosinasanai. Savukart W221F mutacija, ko
noveéroja BBOX Pseudomonas sp. organisma, ari TMLD gadijuma radija enzimu ar augstu
aktivitati (1.12. un 1.13. att., 1.2. tab.). Y404F mutacija paradija, ka saistibai svariga ir ar1 Y404
OH grupa, visticamak saistibai labveligas elektrostatiskas mijiedarbibas del. Ja aktivaja centra
aromatisko atlikumu ieklauSanas vieta ieviesa negativi ladetus atlikumus (Y217D, Y217E un
W221E), tad tas radija neaktivu enzimu (1.12. att.). Tas papildus apstiprinaja “aromatiska btra”
nepiecieSamibu.

BBOX un TMLD sekvencu salidzinajums norada, ka D231 var bt svariga aminoskabe
TML o-aminogrupas atpaziSana, veidojot sals tiltinu. Savukart N334 uzskata par TML
karboksilgrupas mijiedarbibas partneri. Rezultata, D231A mutacija radija pilniba neaktivu, bet
D23IN mutacija — mazaktivu enzimu. Lidzigi uzvedas a1 TMLD ar N334A
mutaciju (1.12. att.).

Apkopojot iegiitos datus, tika izveidots TMLD aktiva centra modelis (1.14. att.), kas loti
labi sakrit ar eksperimentalajiem datiem [70].

R360
R398

1.14. att. BBOX kristala (PDB ID 4C5W) un TMLD homologiska modela aktivo centru
superpozicija [70].

BBOX (dzeltena krasa) un TMLD (tumsi zila krasa) aminoskabju atlikumi atspoguloti ka niijinas (fubes) ar
atbilstoso nosaukumu. Fe(II) att€lots ka briina sféra, N-oksalilglicins (OGA) un aKG — att€loti ka gaisi zilas un
zilganzalas lodites un niijinas (ball-and-stick). TML atspogulots ka tumsi zalas, GBB — ka gaisi zalas lodites un

nijinas. Izveidots PyMOL programma [58].
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1.3. Taukskabes saistoSie proteini (FABP)

1.3.1. FABP funkcijas un daudzveidiba

Lipidiem piemit plasas un vispusigas ipasibas vairakos biologijas aspektos. Tie darbojas ka
strukturali bavbloki vai energijas avoti, kalpo ari ka iek§$tnu un starp$tnu signalmolekulas.
Lipidi var modific€t proteinu darbibu un atrasanas vietu tadiem proteiniem ka kinazes vai jonu
kanali, modificét signalu caur §tinu virsmu ar G-proteinu saistitiem receptoriem, un var kalpot
ka transkripcijas faktoru ligandi. Brivas TS var regulét hormonu darbibu un aktivet iekaisuma
molekulas, vai arT, iesaistit struktliru atpaziSanas receptorus (pattern recognition receptor)
metabolisma regulacijai un slimibu veicina$ana [73-76]. Relativi vaja TS $kidiba un brivo
formu toksicitate [77] tiek novérsta pateicoties bufergjoSiem objektiem — nekatalitiski lipidu
saistoSiem proteiniem, t. sk. arT taukskabes saistoSiem proteiniem (fatty acid binding proteins,
FABP) [76, 78].

FABP ir 14-15 kDa globularie proteini, kas pieder lipidu-saistoSo proteinu supergimenei.
To galvena funkcija ir augsti lipofilo TS transports citosola, rezultata regulgjot tadas iek$stnu
funkcijas, ka membranu fosfolipidu sint€ze, lipidu metabolisms un mitohondriju B-oksideésana
[79, 80].

H-FABP MVDA--FLGT WKLVDSKNFD DYMKSLGVGF ATRQVASMTK PTTIIEKNGD ILTLKTH-ST 57
A-FABP MCDA--FVGT WKLVSSENFD DYMKEVGVGE ATRKVAGMAK PNMIISVNGD VITIKSE-ST 57
E-FABP MATVQQLEGR WRLVDSKGFD EYMKELGVGI ALRKMGAMAK PDCIITCDGK NLTIKTE-ST 59

B-FABP MVEA--FCAT WKLTNSONFD EYMKALGVGF ATRQVGNVTK BPTVIISQEGD KVVIRTL-ST 57
M-FABP MSNK--FLGT WKLVSSENFD DYMKALGVGL ATRKLGNLAK PTVIISKKGD IITIRTE-ST 57

L-FABP MS----FSGK YQLQSQENFE AFMKAIGLPE ELIQKGKDIK GVSEIVQONGK HFKFTIT-AG 55
I-FABP MA----FDST WKVDRSENYD KFMEKMGVNI VKRKLAAHDN LKLTITQEGN KFTIVKES-SA 55
I-LBP MA----FTGK FEMESEKNYD EFMKLLGISS DVIEKARNFK IVTEVQQDGQ DFEWSQHYSG 56

T-FABP MVEP--FLGT WKLVSSENFE DYMKELGVNEF AARNMAGLVK BTVTISVDGK MMTIRTE-SS 57

H-FABP FENTEISFKL GVEFDETTAD DRKVKSIVTL DGG-KLVHLQ K--WDGOETT LVRELIDGKL 114
A-FABP FRNTEISFIL GOEFDEVTAD DRKVKSTITL DGG-VLVHVQ K--WDGKSTT IKRKREDDKL 114
E-FABP LKTTQFSCTL GEKFEETTAD GRKTQTVCNF TDG-ALVQHQ E--WDGKEST ITRKLKDGKL 116
B-FABP FENTEISFQOL GEEFDETTAD DRNCKSVVSL DGD-KLVHIQ K--WDGKETN FVREIKDGKM 114
M-FABP FRNTEISFKL GQOEFEETTAD NRKTKSIVTL QRG-SLNQVQ R--WDGKETT IKRKLVNGKM 114

L-FABP SKVIQONEFTV GEECELETMT GEKVKTVVQL EGDNKLVTTF K------ NIK SVTELNGDII 109
I-FABP FRNIEVVFEL GVTENYNLAD GTELRGTWSL EGN-KLIGKF KRTDNGNELN TVREIIGDEL 114
I-LBP GHTMTNKETV GKESNIQTMG GKTFKATVQOM EGG-KLVVNEF P------— NYH QTSEIVGDKL 109

T-FABP FODTKISFKL GEEFDETTAD NRKVKSTITL ENG-SMIHVQ K--WLGKETT IKRKIVDEKM 114

H-FABP ILTLTHGTAV CTRTYEKEA 133
A-FABP VVECVMKGVT STRVYERA- 132
E-FABP VVECVMNNVT CTRIYEKVE 135
B-FABP VMTLTFGDVV AVRHYEKA- 132
M-FABP VAECKMKGVV CTRIYEKV- 132
L-FABP TNTMTLGDIV FKRISKRI- 127
I-FABP VQTYVYEGVE AKRIFKKD- 132
I-LBP VEVSTIGGVT YERVSKRLA 128
T-FABP VVECKMNNIV STRIYEKV- 132

1.15. att. Aminoskabju sekvencu salidzinajums FABP gimenes parstavjiem [80, 81].

Visas FABP sekvences pieder cilvéku proteiniem un iegiitas no UniProt datubazes [82]. Sekvencu salidzinajums
veikts izmantojot ClustalW [83, 84]. Aminoskabju atlikumu pozicijas ar identiskam aminoskab&m vismaz piecas
proteinu sekvences (well-conserved) atzimétas treknraksta un ickrasotas gaisi zila krasa.

Patreiz ir zinami devini audu-specifiski FABP: aknu (L-), zarnu (I-), sirds (H-), adipocitu
(A-), epidermas (E-), ileala (I-LBP), smadzenu (B-), mielinu (M-) un s€klinieku (T-) [80, 81].
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Dazi no tiem (L- un H-) sastopami vairakos audos, kamér pargjie — tikai viena audu tipa [85].
FABP parstavju aminoskabju sekvencu sakritiba svarstas robezas no 22 Iidz 73 % (1.15. att.),
tacu visu proteinu 3D struktiiras saglaba augstu Iidzibu, nedaudz mainoties garkézu TS saistibas
veidam no izstiepta lidz U veida (1.16. att.). Visiem proteiniem, iznemot I-LBP, ir augsta
afinitate pret TS. Savukart, L-FABP un I-LBP ir daudz lielaks aktivais centrs un tie spgj saistit
apjomigakus hidrofobos ligandus, tadus ka lizofosfolipidi (lysophospholipids), zultsskabes,
eikozanoidi un dazas zalvielas [86—88]. L-FABP ir vislielakais aktivais centrs, kura vienlaikus
var saistities divas TS molekulas (1.16. att., A), savukart par&jic FABP spgj saistit tikai vienu
liganda molekulu. I-FABP un I-LBP saista ligandus nedaudz saliekta stavokli (1.16. att., B, G),
bet citi FABP saloka garkezu TS U veida (1.16. att., C-F, H), vai arT garas polinepiesatinatas
TS (polyunsaturated fatty acids) saloka spirales veida (1.16. att., I) [89].

1.16. att. FABP kristalografiko struktiiru pieméri [89].

A. Zurku L-FABP (FABP1, PDB ID 1LFO) akfivaja centra spgj saistit divas oleata molekulas. B. Zurku I-FABP
(FABP2, PDB ID 2IFB) saista palmitatu nedaudz saliekta stavokli. C. Cilvéku H-FABP (FABP3, PDI ID
2HMB), D. cilvéku A-FABP (FABP4, PDB ID 2HNX), E. cilvéku E-FABP (FABPS, PDB ID 1B56) saista
palmitatu, bet F. vérsu M-FABP (FABPS, PDB ID 1PMP) — oleatu, saliekta U forma. G. Cilvéku I-LBP
(FABP6, PDB ID 101V) selektivi saista zultskabes, bet nesaista TS. H. Cilvéku B-FABP (FABP7, PDB ID
1FE3) ta pat ka C-F gadijumos, saista oleatu U forma, ka ar1 spgj pielagot aktivo centru loti garo TS (pieméram,
cervonskabes) saistibai spirales veida [I. PDB ID 1FDQ]. Izveidots PyMOL programma [58].
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FABP proteinu ekspresija noteiktas Stnas atspogulo to sp&u metabolizét lipidus [89].
Savukart paaugstinata TS iedarbiba lielakaja dala §tinu izraisa ievérojami paaugstinatu FABP
ekspresiju [90]. Izturibas trenini vai patologiskas izmainas baribas vielas, pieméram, tadas ka
diabé&ta gadijuma, ari var ietekmé&t FABP limena paaugstinasanos. legiitie dati liecina, ka eksiste
adaptiva sensorsit€ma, kas reagg uz lipidu daudzumu mérka $anas un ar FABP palidzibu regulé
to stehiometriju in vivo [80].

1.3.2. Sirds FABP struktiira, ipasibas un ligandu afinitate

Sirds FABP jeb H-FABP vai FABP3 ir viens no izplatitakajiem FABP parstavjiem, kas
sastopams ne tikai sirds, bet arT nieru, skeleta muskulu, aortas, virsnieru dziedzeru, placentas,
smadzenu, s€klinieku, olnicu, plau$u, piena dziedzera un kunga audos [80].

1.17. att. FABP3 proteina strukttira kompleksa ar palmitatu (C16:0) un ieksgjam tdens
molekulam (PDB ID 3WVM).

Proteina struktiira lentes atspogulojuma (peléka krasa), kopa ar saistito ligandu (tumsi zilas lodites un niijinas),
un tidens molekulam (sarkanas lodites). Liganda ieejas portals aktivaja centra (roza) un spraugas regions starp Pp
un Pg p-virkném (gap, tumsi dzeltena krasa). UdenraZa saites atspogulotas ka dzeltenas partrauktas Iinijas.
Izveidots PyMOL programma [58].

Eksperimenti ar FABP3 KO pelém paradija, ka izsledzot FABP3 génu pelés novero par 45—
65 % mazaku palmitata uznemsanu un oksidéSanu, 80 % lielaku glikozes oksidéSanu, ka ari
lokalizetu sirds hipertrofiju. Turklat plazma nov@roja brivo TS koncentracijas palielinaSanos.
FABP3 KO peles atri nogura péc fiziskas slodzes, noradot uz speku izsikumu un samazinatu
toleranci pret fiziskam aktivitatem [91, 92].
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FABP3 eksperimentalas 3D strukttiras kompleksa ar dazada garuma TS aprakstitas vairakas
publikacijas [93-99]. Proteina struktiira sastav no pieckézu antiparal€lo B-lapu pariem (pair of
five stranded antiparallel f-sheets), kas veido mucu fa—ps, noslé€gtu ar divam Tsam o-spiralém:
o1 un our. Rezultata veidojas liels iek$€jais dobums, kas spgj saistit vienu garkézu TS (1.17. att.).
Blakus eso$as antiparalélas B-virknes, Pp un Pe atrodas talu viena no otras un nespgj veidot
starpkézu tdenraza saites, veidojot t.s. spraugu (gap, 1.17.att., tumsi dzeltens regions).
Aktivaja centra garkézu TS ienem U veida konformaciju un ar karboksilgrupu saistas ar R127
un Y 129. Savukart TS alkilkede saistas ar lipofiliem aminoskabes atlikumiem, kas veido aktiva
centra atveri (portalu) — ay-spirale un cilpas starp C-D un E-F B-virkném (1.17. att., roza
regions) — un aktiva centra iedobi [95, 96, 100].

Nemot vera, ka galvena FABP funkcija ir saistit TS, nav brinums, ka aktivo centru veido
59 % hidrofobo, 15 % polaro un tikai 21 % ladéto aminoskabju atlikumu sanu k&des. Stearata,
oleata un elaidata gadijuma (attiecigi PDB ID 1HMT, 1HMS un 1HMR [94]), TS aiznem 23 %
no iedobes (250-253 A3 TS tilpums pret 1086-1103 A® aktiva centra tilpuma), veidojot
fdenraza saites ar R127, Y129 un divam strukturétam tdens molekulam, kas talak veido
tdenraza saites ar T41, R107 un T54. Turklat, aktivaja centra detekte 13 idens molekulas, kas
veido 18 Tdenraza saites gan savstarp&jas, gan arT ar polarajiem aminoskabju atlikumiem
iedobg. Tabula 1.3. noraditi kontakti starp stearatu, FABP3 un tidens molekulam, ko definé ka
Van der Valsa (VdW) mijiedarbibu [93, 94].

1.3. tabula
VdW kontakti (4,5 A attaluma) starp steardtu (C18:0), oleatu (C18:0 cis-A?), elaidatu (C18:0

trans-A°) un FABP3 (PDB ID 1HMT) [94]

Oglekla Kontakti ar aminoskabém un tidens molekulam FABP3 aktivaja centra (UniProt ID P05413)
atoms Stearats (18:0) Oleats (C18:0 cis-A%) Elaidats (C18:0 trans-A°)
1 L116, R127, Y129, HOHI, L116, R127, Y129, HOHI, L116, R127, Y129, HOHI,
HOH2 HOH2 HOH2
C2 F”’Lllg’olhlll& R127, F17,L116, HOH1 F17,L116, R127, HOHI
C3 HOHI1, HOH3 HOHI1, HOH3 HOHI1, HOH3
C4 F17 F17 F17,L118
C5 HOH3, HOH4, HOHS5, HOH6 HOH3,HOH4, HOHS HOH6 HOH4, HOHS, HOH6
c6 D77, R79, HOH4, HOHS5, D77, R79, HOH4, HOH5 D77, R79, HOH4, HOHS5,
HOH6 HOH6 HOH6
Cc7 Y20, L24, D77, R79 Y20, L24, D77, R79, HOHS5 Y20, L24, D77, R79, HOHS5
C8 A76,D77 A76,D77 124, V26, D77
Cc9 M21, V26, D77 F17, M21, V26, D77 F17, M21
C10 M21, V26, T30, D77 M21, V26, D77 M21, V26, D77
Cl1 T30, A76 T30, A76, D77 M21, T30, A34
Cl12 F17, A34 T30, A34, F58, A76 A76
Cl13 A34, F58 A34, A76 A34, F58
Cl4 T37, F58 A34, F58
C15 T37, P39, HOH7 K59
Cl6 P39, T54, HOH3 A76 P39, T54, S56, K59
Cl17 T54, S56, K59 T54, S56, K59 T54, S56, K59, HOH3
ci8 T54, K59, N60, T61, A76, T54, K59, N60, T61, A76, T54, K59, N60, T61, A76,
HOH3 HOH3 HOH3
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Pieejamas kristalografiskas struktiiras [101-103] apo- un holo-FABP proteinam atspogulo
aizverto konformaciju (1.18. att., A). [zmantojot ta statiskas struktiiras, ir gruti paredzet, kada
veida ligands nonak un iziet no FABP iedobes. Molekularas dinamikas (MD) simulacijas
paredz, ka iesp&jama FABP3 ieejas portala atvérSanas (1.18. att., B), veidojot kanalu ar
diametru ~ 11-14 A. Iesp&jams, ka $o atvérto konformaciju nevar noteikt eksperimentali
kristalu P21212; simetrijas del, kuros novero cieSus kontaktus starp vienas molekulas oy spirali
un otras molekulas Pp-virkni [100].

1.18. att. Virsmas atspogulojums FABP3 strukttrai MD simulacija (PDB ID 4WBK) [100].
Copyright © 2015 American Chemical Society.

A. Aizverta proteina struktiira kompleksa ar stearatu, kadrs no 116 ns MD simulacijas. B. Atvérta apo-proteina
struktlira, kadrs no 194 ns MD simulacijas. Aminoskabju atlikumu numeracija pec UniProt ID P05413.
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1.19. att. Izotermalas titréSanas kalorimetrijas liknes: A. oleinskabei, B. DMPC un
C. oleinskabes/DMPC liposomam (1/11 mols/mols). Saistibas siltumefekts detektéts tikai
oleata/DMPC liposomu titréSanas gadijuma [99].

Zinams, ka FABP proteiniem ir atSkiriga afinitate pret dazada garuma TS. Tacu precizu §is
afinitates raksturoSanu apgritina vaja TS skidiba @idens buferos. Matsuoka S. et al. [99]
piedavaja vienu no veidiem, ka palielinat TS $kidibu un, papildus, imit&t citoplazmas vidi, proti
izveidot heterogénas liposomas, izmantojot dimiristoilfosfatidilholina (DMPC) un TS
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kombinaciju molaras attiecibas 11:1. Iegtitajam DMPC/TS liposomam ar izotermalas titréSanas
kalorimetriju (/TC) noteica saistibas afinitati un termodinamiku. Liposomas tikai un vienigi no
DMPC saistibu ar FABP3 neuzradija (1.19. att.). Kopuma, Kp dazada garuma TS svarstijas
1-50 uM robezas. Ka redzams 1.20. attéla, visspecigak ar FABP3 saistijas palmitats? (C16:0),
bet visvajak — kaprilats (C8:0). Kaproatam (C6:0) saistibu ar FABP3 detektét neizdevas.
Savienojumiem ar C8—C20 noveroja saistibai labveligu entalpiju, AH, un saistibai nelabveligu
entropiju, —TAS (1.21. att.). Savukart, TS ar C22 un C24 noveroja termodinamisko parametru
mainu. AH un —TAS vertibas kliiva mazakas (absoliitos skaitlos), bet C24 gadijjuma —TAS
mainija zimi un kliiva saistibai labveliga (1.21. att.). Proteins uzradija vislabako afinitati
piesatinatajam TS ar garumu no 10 11dz 18 oglekliem, ieskaitot, kas arT kokristaliz&ti ar FABP3
(PDB ID 4TKJ, 4TKB, 4TKH, 4TKJ un 3WVM). legutas struktiiras ir ar augstako izSkirSanas
sp&ju (0,87-0,93 A) un deva iesp&ju precizak definét dazada garuma TS saistibas konformaciju
(1.22. att.). Ka redzams, pirmie 10 oglekla atomi visu piecu TS gadijuma ienem loti lidzigu
konformaciju ar vidgjo kvadratisko novirzi (Root Mean Square Deviation, RMSD) < 0,13 A.
Savukart 13 @idens molekulas aktiva centra iedob& nodrosina to, ka TS ienem konkré&ti U veida
konformaciju. Loti garo TS gadijuma, $ie iidens molekulu klasteri tiek izjaukti, kas rezultgjas
zemakas afinitat€s. Hidrofobie aminoskabju atlikumi F17 un A77, stipri mijiedarbojoties ar
vidgji garam un garkézu TS (C >8), nodroSina $o TS augstu afinitati. Isakas TS tiek
izkonkurétas, jo to C3—C6 atomi mijiedarbojas tikai ar fidens molekulam, kas noved pie
entropijas un saistibas stipruma samazinajuma [99]. Lidzigi tiek izkonkur&tas ar1 hidrofobas
molekulas ar stivu, nelokamu struktiru (pieméram, retinoinskabes/fitanskabes un
oksilipini) [104].
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1.20. att. FABP3 TS saistibas afinitates noteiktas ar liposomu starpniecibu (/iposome-
mediated) izmantojot ITC, dati uznemti 37 °C temperatiira [99].

Kp vertibas dazada garuma TS un FABP3 kompleksiem. Visi eksperimenti uznemti TS/DMPC liposomu
maisijumiem ar molaro attiecibu 1:11. Klidu vertibas ir standartkliidas (n = 3).

2 Pienemtie TS nosaukumi apkopoti 2. pielikuma.
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C18:1 c-A9
C18:1 t-A9
C20:0
C:22:0
C24:0

Taukskabe (TS)

1.21. att. FABP3 TS termodinamiskie parametri, noteikti ar liposomu starpniecibu (/iposome-
mediated) izmantojot ITC, dati uznemti 37 °C temperattira [99].

Termodinamiskie saistibas parametri, AH (zala krasa) un —7AS (sarkana krasa). Visi eksperimenti uznemti
TS/DMPC liposomu maisijumiem ar molaro attiectbu 1:11. Klidu vertibas ir standartkliidas (n = 3).

Udens molekulas
klasteri 2

C14:0

M21, V26, D77
\/ R127, Y129,
~ T41,R107

1.22. att. Dazada garuma TS konformaciju superpozicija.

Dazada garuma eksperimentali noteikto TS konformaciju superpozicija, kopa ar noraditajiem saistibas
partneriem (aminoskabju atlikumiem). Kaprinats (C10:0) — gaiSi peleka, laurinats (C12:0) — zala, miristats —
roza, palmitats (C16:0) — gaisi zila un stearats (C18:0) — oranza krasa. Laurinata (C12:0) gadijuma novéro divas
iesp&jamas konformacijas. Aminoskabju atlikumu numeracija peéc UniProt 1D P05413 [105].
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1.4. Dinamiska gaismas izkliede

Dinamiskas gaismas izkliedi (Dynamic Light Scattering, DLS, jeb fotonu korelacijas
spektroskopiju) plasi pielieto dalinu izméra un to sadalfjuma profila noteik$anai $kidumos.
Turklat, to iespgjams pielietot proteinu agregacijas, proteina-proteina, proteina-RNS vai DNS
mijiedarbibas pétiSanai, ka arT paraugu homogenitates noteikSanai [106, 107].

Metodes pamata ir gaismas izkliedes paradiba (1.23.att.). Monohromatiska gaisma
nokltstot skiduma, kas satur jebkadas dalinas (parasti < 1 um), haotiski izkliedgjas visos
virzienos atkariba no dalinu izm&ra un formas. Izkliedéta gaisma no katras dalinas p&c tam
mijiedarbojas viena ar otru. Noveéro interferenci. Nemot vera to, ka dalinas nepartraukti maina
savu novietojumu Brauna siltumkustibas del, izkliedes centri mainas. Tas savukart ietekmé
interferenci un rada izkliedes intensitates fluktuacijas. Izkliedéto gaismas intensitati noteikta
fikseta lenkT pret sakotngjo staru (parasti — 90°) méra laika. Merfjumi sniedz informaciju par
dalinu atrumu $kiduma. Difuzijas koeficientu aprékina p&c datu autokorelacijas funkcijas, bet
dalinu izméru (hidrodinamisko diametru) nosaka p&c Stoksa-EinSteina vienadojuma (1.1.)
[106, 108, 109].

_ kgT
- 6mnRy

(1.1.)
kur D — diftizijas koeficients, m?-s™';

kg — Bolcmana konstante, J K

T — absoluita temperatira, K;
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1.23. att. Dalinu izméra noteikSana ar DLS.
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1.5. Proteina-liganda mijiedarbibas izpéete

Lielaka dala biologisko procesu notiek pateicoties proteina-proteina, proteina-DNS vai
proteina-liganda mijiedarbibai. Tam ir svariga loma $tinu dzivibas cikla un génu ekspresijas un
replikacijas regulacija, ka art DNS labo$ana, RNS transport€Sana un translacija. Savukart,
proteina-liganda mijiedarbiba ir katra biologiska procesa neatnemama sastavdala. Tapéc ir
svarigi saprast protetnu un ligandu mijiedarbibas lomu un to struktiiras-aktivitates
likumsakaribas ar noliku izstradat efektivu dazadu biologisko procesu medikamentozo
regulacijas stratégiju. Saja apak$nodala apskatitas tris metodes, kas dod plasako informaciju
par proteina-liganda saistibas mehanismu, termodinamiku un kompleksa stabilitati.

1.5.1. Termiskas nobides analizes (7S4) metode

Proteinu termiskas nobides analizes metode (Thermal Shift Assay, TSA) noverte izmainas
termiskas denaturacijas temperatiira un $adi nosaka proteina stabilitati dazados apstaklos,
pieméram, mainoties vides pH, buferkomponentei, sals daudzumam, vai arT citam piedevam.
Turklat, $adi iespgjams efektivi skrinét zalvielu kandidatus, vai zalvielu fragmentu bibliotekas,
jo notiekot specifiskai proteina-liganda saistibai, proteina struktiira tiek stabilizéta, kas
rezultgjas proteina denaturacijas jeb kusanas temperatiiras paaugstinasana.

Visizplatitaka termiskas nobides mé&risanas metode ir diferenciala skengjosa fluorimetrija
(DSF) vai termofluors, kura izmanto specializétas fluorogénas krasvielas [110]. Jaunakie dati
rada, ka 7S4 metodi iesp&jams izmantot arT zalvielu skriningam veselas $tnas [111].

Fluorescences
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1.24. att. TSA metodes princips.

Protetna salociSanas/denaturacijas detekt€Sanai izmanto vides jiitigas krasvielas, tadas ka
l-anilinonaftalin-8-sulfonats (1,8-ANS), naftalin-6-sulfonats (2,6-TNS) vai art SYPRO™
Galvenais trikums 1,8-ANS, 2,6-TNS un tam radnieciskam krasvielam ir
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ierosinasanas un emisijas vilou gaumi, A, kas ir arpus plasi pielietojamo reallaika polimerazes
k&des reakcijas (Polymerase Chain Reaction, PCR) instrumentu [ar fluorescences noteiks$anas
iesp&u un Peltje-balstitu (termoelektrisko) temperatiiras kontroli] diapazona. Savukart
SYPRO™ OQOrange krasvielai Aieros. 300 nm un Aemis. 470/570 nm loti labi sader ar reallaika PCR
instrumentu filtru komplektu. Turklat, tai saistoties pie proteina hidrofobiem regioniem, novéro
ieveérojami lielaku kvantu iznakumu neka 1,8-ANS vai 2,6-TNS. Kopuma tas padara SYPRO™
Orange par vienu no labakajam proteina iezimé&anas krasvielam salociSanas/denaturacijas
pétfjumos [112—114].

TS4 eksperimenta tipiskakas liknes piemers ir paradits 1.24. attéla. Sakuma dabiski saloctto
proteinu inkub€ kopa ar SYPRO™ Orange. Eksperimenta laika pakapeniski palielina parauga
temperatiiru un méra fluorescenci (emisiju). Atkariba no PCR aparata dizaina, me&rjjumus
iesp&jams veikt vairakiem paraugiem vienlaicigi, pieméram, 96- vai 384- bedrisu plates, u.c.
Sasniedzot noteiktu temperattiru, proteins sak zaudét savu dabisko struktiiru. Notiek proteina
denaturacija jeb kusana. ST procesa rezultata proteina hidrofobie regioni klist pieejami
SYPRO™ Orange krasvielai. Notiekot proteina un krasvielas saistibai, detekte fluorescences
signala strauju pieaugumu. Turpinot parauga sildiSanu, tick sasniegta temperatira, kura sak
veidoties proteinu agregati. Saja temperatiira brivi pieejamo hidrofobo regionu daudzums
samazinas un novero krasvielas disociaciju no proteina. Rezultata fluorescences signals
samazinas. Proteina kuSanas temperatiiru, 7,», nosaka no iegiitas liknes. Ta ir temperatiira, kura
50 % no proteina ir denaturéti (1.25. att., A). Maksimali &rti 7,» nosakama pé&c fluorescences

emisijas pirma atvasinajuma ka funkcijas no temperatiras, (— Z—i), (1.25. att., B) [112, 114].
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1.25. att. Tipiska TSA datu analize.

A. Tipiska proteina denaturacijas likne. 7,, nosaka proteina denaturacijas liknes linearas dalas viduspunkta.
B. 7'S4 liknes atspogulojums ka fluorescences emisijas pirma atvasinajuma funkcija no temperatiiras. 7, uzrada
proteina denaturacijas ltknes minimums.

Varigjot analiz€jama parauga sastavu, pieméram, pievienojot klat ligandu vai nomainot
bufera pH, novéro 754 Itknu nobidi (1.26. att.). Ja Iikne nobidas pa kreisi, 7,, samazinas, tad
notiek proteina destabilizacija. Savukart, ja likne nobidas pa labi, T;, palielinas, tad novero
proteina stabilizaciju. Datu analizi veic salidzinot sava starpa 7, vertibas, kas ieglitas vai nu
atskirigos apstaklos, vai ari viena buferi vari€jot ligandu. Vislielako afinitati parasti uzrada tas
ligands, kura kompleksam ar proteinu novéroja visaugstako 7,,. Metodes galvena priekSrociba
ir loti mazs proteina patérin$ (pateicoties augsti jutigam fluorescentam krasvielam) un liela
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caurlaidiba. Tomér metode nepasaka, vai pétamais ligands saistas proteina aktivaja centra,
alosteériski vai arT nespecifiski. Turklat, metode nav piemeérota loti hidrofobo sisttemu vai
proteina-proteina mijiedarbibas p&tijumiem, krasvielas nespecifiskas saistibas del [113, 115].

BE+4 T

4E+4 1

2E+4 1

Fluorescence

OE+0 t t t |
30 40 50 60 70
Temperatira, °C

1.26. att. Kusanas liknu salidzinajums ciikas citrata sintetazei [(EC 2.3.3.1), 1 uM)
kompleksos ar diviem ligandiem tris dazadas bufersisteémas [113].

B04 (tumsi zila likne): Z00001, Na acetats pH 5,0; BOS8 (zala likne): Z00001, HEPES pH 7,5; B12 (dzeltena
likne): Z00001, BORAX pH 9,0; HO3 (violeta likne): 100 uM oksaloacetats, Na acetats pH 5,0; HO7 (gaisi zila
likne): 100 uM oksaloacetats, HEPES pH 7,5; H11 (sarkana likne): 100 puM oksaloacetats, BORAX pH 9,0.

1.5.2. Saistibas termodinamikas parametru noteikS§ana ar ITC

1.5.2.1. ITC metode

Protetnu mijiedarbiba ar mazam molekulam (ligandiem) ir loti specifiska. Papildus
strukturalai informacijai ir svarigi izprast noveérojamas saistibas termodinamiku, lai raksturotu
specifiskumu un selektivitati [116, 117].

ITC ir “zelta-standarts” starpmolekularo mijiedarbibu pétiSanai [118—121]. Ta ir vieniga
metode, kas dod iesp&ju viena eksperimenta laika raksturot saistibas stiprumu [nosakot
asociacijas konstantes, K4, vai disociacijas konstantes, Kp, vienadojums (1.2.)], saistibas
entalpiju (AH) un reakcijas stehiometriju, N. Saistibas entropiju, —TAS, aprékina atbilstosi
vienadojumam (1.3.). ITC spgj noteikt saistibas stiprumu savienojumiem ar Kp robezas no mM
11dz nM. Savukart savienojumi ar Kp robezas pM—fM raksturojami konkurences jeb izspieSanas
saistibas eksperimentos [122, 123]. Turklat, jaunakas konstrukcijas aparati spgj detektet loti
vajus siltumefektus, < 0,4 pJ, tapec tie vislabak der nekovalento mijiedarbibu raksturosanai
biomolekulas [118].

Ky = —, (1.2)

kur Kp — disociacijas konstante, M;
K. — asociacijas konstante, M.
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AG = AH — TAS = —RTInK,, (1.3)
kur AG — Gibsa briva energija, kcal-mol™!;
AH — entalpija, kcal-mol!;
—TAS — entropija, kcal -mol™;
R — universala gazes konstante, kcal-K~!-mol™!;
T — temperatiira, K;
K. — asociacijas konstante, M.
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1.27. att. ITC eksperimentu norises atspogulojums.
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1.28. att. A. Neapstradata /7C termogramma, kas rada jaudas starpibu (DP) starp references
un parauga Stnu. B. Integrétie termogrammas dati (apli$i) un izoterma (nepartraukta S-tipa
likne).

Molaras entalpijas izmainas, ko noveéro katrai injekcijai, att€lo attieciba pret abu reaggjoso vielu (piem&ram,
proteina-liganda) molaram attiecibam. Dati tiek analizeti ar 1-1 saistibas modeli, kura nolasa asociacijas
konstanti, K4, entalpiju, AH, un stehiometriju, N. Partrauktas linijas parada parametru noteikSanas vietas.
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ITC aparatam ir tris nedalamas sastavdalas: 1) references jeb atskaites $iina, ii) parauga Stina
un automatiska injekciju lirce. References $tinu, kas uzpildita ar tideni vai eksperimenta buferi,
izmanto, lai titréSanas laika parauga §ina normaliz€tu AH izmainas. To nodroSina ar
atgriezeniskas saites jaudas palidzibu. Tipiska /7C eksperimenta parauga $tina liganda Skidumu
ievada mazu alikvotu veida. Eksperimenta sakuma visas ievaditas liganda molekulas saistas ar
protetnu un uzrada vislielako siltumefektu. Savukart, sasniedzot proteina piesatinajumu,
siltumefektu vairs nenovero, jo saistiba nenotiek (1.27. att.) [124, 125]. ITC aparats maina jaudu
(dynamic power, DP), lai kompensétu temperatiiras izmainas. Sis jaudas izmainas ir
detektgjams instrumenta signals. Atkariba no saistibas veida detekt€ eksotermiskus (ar siltuma
izdaliSanu) vai endotermiskus (ar siltuma uznemsanu) siltumefektus. Rezultata iegtist S-tipa
likni, kas kalpo termodinamisko parametru noteikSanai (1.28. att.) [126—128].

1.5.2.2. Saistibas termodinamika

Saistiba starp diviem mijiedarbibas partneriem vienmér ietver sevi entalpijas, AH, un
entropijas, —TAS, komponentes, kas norada, ka atpaziSanas procesa, notiek gan strukttras, gan
dinamikas izmainas. Jebkuram spontanam procesam saistiba notiek tikai tad, kad Gibsa briva
energija, AG, ir negativa. Talu negativa AG var veidoties no dazadiem termodinamiskiem
profiliem, kas vari€jas no entalpijas- 1idz entropijas- balstitiem [vienadojums (1.3.)]. Rezultata,
atpaziSanas un mijiedarbibas virzitajspeku izpraSana prasa detalizetu saistibas termodinamikas
aprakstu, ka arT korelacijas izveidi starp ieglitiem termodinamiskiem parametriem un
mijiedarbibas partneru strukttiram. AtpaziSanas fenomena izpraSanai ir svariga loma medicinas
kTmija un materialu izp&te, jo tas lauj veikt patiesi racionalu uz strukttiru balstitu molekularo
dizainu.

Termodinamiskie parametri sniedz milzigu informacijas daudzumu, tacu sadalit tos
atseviskos ieguldijumos struktiras-aktivitates likumsakaribu izveidei nav tik vienkarsi.
Stiprakas un mérktiecigakas (more directed) mijiedarbibas ir mazak entropijas-izdevigas, jo
stipra saistiba ierobezo molekulu kustigumu. So paradigmu sauc par entalpijas-entropijas
kompensacijas fenomenu. Fenomens stipri atkarigs no p&tamas sistémas un nav obligata
termodinamiska prasiba [129, 130]. Tomer to biezi novero proteina-liganda mijiedarbiba [131].

1.5.2.2.1. Entalpijas komponente

Entalpijas komponentes atspogulo specifiskumu un saistibas stiprumu nekovalentam
mijiedarbibam. Tas ietver jonu, halogénu un #idenraza saiSu veidoSanos, elektrostatiskas
(Kulona) un VAW mijiedarbibas, ka arT kontakta esoSo grupu polarizaciju. Turklat, entalpijas
izmainas ieklauj sevi liganda-Skidinataja un proteina-$kidinataja kontaktu sabrukSanu,
starpmolekularo @idenraza saiSu tikla reorganizaciju, skidinataja reorganizaciju uz proteina
virsmas, aktiva centra konformacijas izmainas u.c. Ta visa rezultata izmerito entalpijas izmainu
sadalit atseviskas komponentes ir visai sarezgiti [132].

Elektrostatiskas mijiedarbibas sadalamas tris grupas: ladina-ladina, ladina-dipola un dipola-

dipola mijiedarbiba. Parasti tas novéro starp pret&ji ladétiem atomiem, ligandu funkcionalam
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grupam vai proteinu sanu kedeém. Svarigu ieguldijumu entalpijas komponent€ nodrosina ladina-
dipola mijiedarbibas.
VAW mijiedarbibas seviski svarigas biologiskam molekulam. Eksisté divi VAW

mijiedarbibu veidi: pievilkSanas un atgrusanas, un tie abi piedalas saistibas procesa. VdW
mijiedarbibas ir loti vajas (0,5-1,0 kcal'mol!) salidzindgjuma ar kovalentam vai
elektrostatiskam mijiedarbibam. Tacu tas tiek kompensets ar lielo VdW kontaktu skaitu, kas
padara VAW mijiedarbibu 1patsvaru entalpijas komponentg nozimigu [133].

Udenraza saite ir nekovalenta, pievilkSanas mijiedarbiba starp Gidenradi, kas kovalenti

saistits ar kadu elektronegativu grupu (donoru) un citu elektronegativu atomu, tadu ka skabeklis
vai slapeklis (akceptoru). Udenraza saiti var definét ka dipola-dipola elektrostatisko
mijiedarbibu, tacu tai piemit dazas kovalentas saites Ipasibas: tas ir specifiskas un orient&tas
(paklaujas stingram geometriskam prasibam), tajas starpatomu attalumi ir mazaki par VdW
radiusu summu, ka ar ir limitéts iesp&jamo kontaktu un mijiedarbibas partneru skaits, ko var
interpretét ka valenci. Biologiskajos apstaklos fGidenraza saites ir salidzino$i vajas: 1,2—
7,2 kcal-mol™! [134]. Tas ir vajakas neka jonu vai kovalentas saites. Nemot v&ra $adu fidenraza
saiSu stiprumu, tas var viegli un atri veidoties, bet var arT sabrukt notiekot saistibai,
konformacijas mainai vai proteina salocianai, patéréjot energiju, kas samérojama ar termalam
fluktuacijam. Udenraza saites ir dalgji atbildigas par otréjo, tre$€jo un ceturt€jo proteinu
strukttiru, ka arT DNS un sintétisko poliméru struktiiram. Rezultata, tam ir galvena loma
molekularas atpaziSanas procesa. Udenraza sai¥u geometriskie ierobeZojumi bija vieni no
pirmajiem, kurus konstat€ja struktiiru kristalografiskos p&tijumos, tacu to ieguldijums saistibas
brivaja energija ir specifisks katrai atseviskai sisteémai [135, 136]. Nav Saubu, ka Gdenraza saites
vienmér nodroSina saistibas vai atpaziSanas procesa specifiskumu, bet ne vienmer ievérojami
uzlabo saistibas brivo energiju. Loti bieZi, pastavot stipram tidenraza saitém, ir japatéré vairak
energijas desolvatacijai, ka rezultata brivas energijas ieguvums var but pavisam niecigs
[137].Tas ne vienmér ir speka un var mainities atSkirigas proteina-liganda sist€mas [138].

Halogenu saites I1dzigas fidenraza sait€m, jo tas arT ietver elektronu donora, halogéna atoma,
un elektronu akceptora mijiedarbibas. Halogenu saites ir salidizno$i vajas, tacu atseviskos
gadijumos tas var konkurét ar idenraza saitém [139, 140]. Zalvielas biezak izmantotie halogéni
ir hlors, broms, jods un fluors (retak), no kuriem jods veido visspecigakas halogenu saites, bet
fluors — visvajakas. Saites stiprums pieaug I1dz ar atoma izméru (F < Cl < Br < I). Pieejamie
eksperimentalie dati rada, ka halogénu saites stipri ietekmé saistibas afinitati. Udenraza
nomaina ar halogénu var uzlabot afinitati l[idz par 200-300 reizem [141, 142].

Hidrofobas mijiedarbibas parasti novéro starp ligandu un proteina hidrofobam sanu kedem.

Tam ir liela ietekme uz saistibas brivo energiju. Hidrofobie aminoskabju atlikumi atgriiz tdens
molekulas un citas polaras grupas, bet pievelk liganda nepolaras grupas. Papildus Tyr, Phe un
Trp apolarie un aromatiskie cikli piedalas n-n mijiedarbiba ar liganda aromatiskam dalam [139,
143]. Toméer, lielaka dala afinitates uzlabojuma veidojas no hidrofobam mijiedarbibam
hidrofoba aktivaja centra no sub-optimalas aktiva centra solvatacijas apo-stavokli [132].
Mijiedarbibas ar proteinu aromatiskiem cikliem biezi sastop proteinu-ligandu kompleksos.

Tyr, Trp un Phe sanu k&zu unikalas steriskas un elektroniskas Ipasibas, kas uzrada lielaku
polariz&amibu un lielakus kvadrupola momentus, nodro$ina vélamo geometriju mijiedarbibas
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procesa [139]. Divam aromatiskam sisttmam domingjosas ir divas geometrijas: paraléla un
perpendikulara [144-146]. Elektronakceptoras grupas ieviesana orto- vai para- stavokli viena
no aromatiskiem gredzeniem, nodroSina konkr&ti perpendikularo novietojumu [147].
Alifatiskas-aromatiskas mijiedarbibas gadijuma novero saistibai izdevigako perpendikularo
novietojumu ar energijas ieguvumu Iidzigu perpendikularai aromatiskai-aromatiskai
mijiedarbibai [148]. Turklat, alifatisko-aromatisko mijiedarbibu gadijuma, mijiedarbibas kluist
energetiski visizdevigakas, kad alifatiskas grupas skabums pieaug. Proti, etans (sp3
hibridizacija, mazak skabs) mijiedarbosies ar aromatisko ciklu sliktak neka acetiléns (sp
hibridizacija, skabaks) [149].

1.5.2.2.2. Entropijas komponente

Entropijas komponente parada visas sisttmas dinamiku un pielagojamibu [150, 151].
Izmainas entropija atspogulo kustiguma samazinaSanos translacijas un rotacijas brivibas
pakapju izmainu dg]. Parasti, $adas izmainas nelabveligi ietekm& mijiedarbibas entropiju.
Tomér konformaciju izmainas var biit ari entropijas-izdevigas un uzlabot saistibas afinitati
[152, 153]. Solvatacijas efekti, tadi ka Skidinataja reorganizacija vai cieSi piesaistito tdens
molekulu atbrivosana arT stipri ietekme entropijas izmainas [154]. Tomér, tidens molekulas, kas
piedalas proteina-liganda kontaktvirsmas veidoSana, var pozitivi ietekmé&t kop&jo saistibas
entropiju [155]. Ka redzams, entalpijas un entropijas ieguldijums saistibas brivaja energija ir
atkarigs no vairakam sistémas-specifiskam ipasibam [132].

Jebkuras saistibas rezultata tidens tiek izspiests no mijiedarbibas virsmas vai no aktiva
centra, paraléli notiekot liganda desolvatacijai. Neskatoties uz to, ka §1s idens molekulas parasti
ir nesakartotas un vaji saistitas ar proteina struktiiru, $ada izspieSana ietekm€ visu proteina-
liganda kompleksa solvatacijas apvalku [156]. Savukart, ciesi saistitas tidens molekulas, kas
saglabajas vairakas kristalografiskas struktiiras, tiek uzskatitas par proteina struktiiras
neatnemamu dalu un var piedalities proteina biologiskas aktivitates regulésana [157-159].
Gadijumos, kad §adas tdens molekulas tiek izspiestas no aktiva centra, novero stipras izmainas
termodinamiska saistibas profila. Uzskata, ka idens molekulas atbrivoSanai no stingras vides
(rigid environment) vajadz€tu but entropijas-izdevigai. Tacu So ieguvumu biezi kompensé
zudumi entalpijas komponent@ [132].

Tradicionals uzskats par entropijas virzito proteina-liganda asociaciju lielakoties nenem
vera solvatacijas efektus, lai gan solvatacija stipri ietekmé termodinamisko saistibas profilu.
Pedgjie petijumi rada, ka apo-proteina aktiva centra hidratacijas stavokla izp€te racionala
zalvielu dizaina ir arkartigi svariga [132]. Dazos gadijumos liganda desolvatacija ari var
ietekm@&t saistibas brivo energiju. Loti stipriem hidrofiliem ligandiem desolvatacija var paterét
parak daudz energijas, kas padara to neizdevigu saistibai [152, 160].

1.5.2.3. Siltumkapacitate

Termodinamika Gibsa briva energija, entalpija un entropija ir stavokla funkcijas, kas
atkarigas no temperatiiras. Rezultata, vienas sisteémas termodinamiskie parametri, kas noteikti
pie vienas temperatiiras atSkiras no parametriem, kas noteikti cita temperatiira.
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AC, = (‘;AT’T’)p (1.4)
kur AC, — siltumkapacitates izmaina pie nemainiga spiediena, p, kcal-K!-mol!;
OAH — saistibas entalpijas izmaina dazadas temperatiiras, kcal-mol™';
OAT — temperatiiras izmaina, K.

Proteina siltumkapacitate, Cp, parada cik daudz energijas nepiecieSams, lai palielinatu ta
temperattiru par vienu gradu. Savukart, procesa siltumkapacitates izmaina, ACp, defin€ §im
procesam entalpijas izmainas atkaribu no temperatiiras [vienadojums (1.4.)]. Ja liganda
saistiSanas pie protelna notiek ar negativu siltumkapacitates izmainu, tad entalpijas un
entropijas izmainas §im procesam stipri atkarigas no temperatiiras [161]. Parasti, novéro AC,
negativitates pieaugumu palielinoties liganda hidrofobicitatei. Tas raksturigi klasiskam
hidrofobam nepolaro grupu mijiedarbibam tidens sist€émas un eksponétas (exposed) virsmas
laukuma izmainam [162, 163].

y =-0.300x + 3.500

AH, kcal-mol-1

0 10 20 30 40 50
Temperatira, °C

1.29. att. AH atkariba no temperatiiras.
Zalie aplisi — eksperimentalas AH vertibas, noteiktas tris dazadas temperattras.
Zala punktveida Iinija — lineara regresija. Linijas slipums atbilst siltumkapacitates izmainai.
Siltumkapacitates izmainu AC, var viegli noteikt veicot /7C eksperimentus vienam un tam
pasam proteina-liganda kompleksam dazadas temperatiiras un atspogulojot noteiktas saistibas
entalpijas izmainas ka funkciju no temperatiiras. Neliela temperatiiru diapazona (piem&ram, 0
— 50 °C) AH atkariba no temperatiiras ir lineara. Rezultata AC, raksturojams ar linearas
regresijas slipumu (1.29. att.). Izmantojot iegiitas siltumkapacitates izmainas vertibu un
vienadojumus (1.5.) - (1.8.) [161, 164-166], var aprekinat ka mainisies saistibas
termodinamiskie parametri (AG, AH, —TAS un K,) plasaka temperattru diapazona (1.30. att.).
Ka jau iepriek$ minéts, AH un temperatiiras atkaribas slipums raksturo AC,. Savukart —TAS un
temperatliras atkaribas slipums vienads ar —(AC,+AS). Parasti, saméra mazos temperatiiru
intervalos AC, ir daudz lielaks par AS un entalpijas un entropijas temperatiiras atkaribu slipumi
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ir loti Iidzigi. Rezultata Gibsa brivas energijas izmainas ir mazjutigas pret temperatiiras
izmainam. Lidzigi uzvedas arm ar AG saistita asociacijas konstante [vienadojums (1.3.)].
Izmantojot iegilitas temperatiiras-termodinamisko parametru likumsakaribas (1.30. att.),
iesp&jams noteikt temperattru 7x, kura AH = 0 (piemeéram, ~ 12 °C, 1.30. att.), bet K4 vertiba
— maksimala (p&c Van’t Hofa attiecibas). Savukart, Ts temperatiira, kad —TAS = 0 (pieméram,
~ 39 °C, 1.30. att.), maksimala ir saistibas Gibsa energija.

AHp = AHp, + AC, (T — To), (1.5.)
kur AH; — saistibas entalpijas izmaina temperatiira T, kcal-mol !;
AH7p, — saistibas entalpijas izmaina atskaites temperatiira 7o, kcal-mol™;
AC, — siltumkapacitates izmaina, kecal K ';
T — temperatiira, K;
T, — atskaites temperatiira, K.

ASy = ASy, + AC, (InT), (1.6.)
0

kur ASy — saistibas entalpijas izmaina temperatiira 7, kcal-mol™!;
AS7, — saistibas entalpijas izmaina atskaites temperatiira 7y, kcal-mol!;
AC, — siltumkapacitates izmaina, keal K ;
T — temperatiira, K;
T, — atskaites temperatiira, K.

AGr = AGr, + AC, (T =Ty = Tin Tlo) (1.7))
kur AGy — Gibsa brivas energijas izmaina temperatiira 7, kcal-mol™!;
AGr, — Gibsa brivas energijas izmaina atskaites temperatiira 7o, kcal-mol™';
AC, — siltumkapacitates izmaina, keal - K'%;
T — temperatiira, K;
T, — atskaites temperatiira, K.

= Kpp, exp [- 22 (3-2) + 22 (2 + 2 - 1)) (1.8)

Ky
R \T T, R T, T

T
kur K, . — asociacijas konstante temperatiira 7, M
Ky

AH7, — saistibas entalpijas izmaina atskaites temperattira 7y, kcal-mol™';

To " asociacijas konstante atskaites temperatiira 7o, M™';

AC, — siltumkapacitates izmaina, kcal - K™';

R — universala gazes konstante, kcal-K~!-mol™;
T — temperatiira, K;

T, — atskaites temperatiira, K.
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1.30. att. Termodinamiska saistibas profila atkariba no temperatiiras makromolekulas—liganda
mijiedarbibai.
Izmantotie saistibas termodinamiskie parametri, noteikti pie ¢ = 25 °C: K4 = 1,02-10° M-!, AG = -8,2 kcal-mol !,
AH = -4,0 kcal'mol’!, -TAS = -4,2 kcal'mol™! un AC, = -0,3 kcal'K-!'mol!.

1.5.3. Proteinu KMR

KMR spektroskopija jau sen kluvusi par rutinas analizes metodi makromolekulu telpiskas
atomaras struktiiras noteikSanai. Protetnu KMR kluva iesp&jama pateicoties 1970-80. gados
izstradatajai komplicétu impulsu sekvencu tehnikai un multidimensionalajai spektroskopijai
[167-170]. Pieaugot KMR spektrometru magnétu radito lauku intensitatei (no 2,35 lidz
28,19 T), homogenitatei un stabilitatei, biitiski uzlabojas ieglistamo komplicéto biomolekulu
spektru izskirSana un jutiba (signala un troksna attieciba, S/N) [171].

Pretstata kristalografijai, KMR dod iespgju atrast struktiiras §kiduma, varijot temperatiiru,
pH un sals koncentraciju, fiziologisko apstaklu atveidoSanai, vai arT pretgji — paklautu pétamo
molekulu ekstremaliem nefiziologiskiem apstakliem, piem&ram, lai pétitu proteina
denaturaciju. Turklat, KMR metode lauj p&tit molekularo sistému dinamiku [172] un divu vai
vairaku molekulu (proteins-ligands, proteins-proteins, proteins-RNS vai DNS, u.c.)
mijiedarbibu strukturalos, termodinamiskos un kinétiskos aspektus [173]. Izmantojot KMR
iesp&jams pétit proteinus ari ierosinata stavokli [174], dalgji salocTtus vai proteinus, kas neveido
stabilu tres€jo struktiiru (Intrinsically Disordered Proteins, IDP), membranproteinus [175] un
dzivas $iinas [176], kas nav izdarams ar proteinu kristalografiju.

KMR pastav pétimo molekulu izméra limits. Lielim molekulam ir léns kustigums >
(tumbling) un atra relaksacija, ka rezultata pazeminas jutiba (impulsu sekvencgs biezi jaizmanto
gari aiztures laiki) un palielinas Iniju pusplatumi, kas ieverojami pasliktina izSkirtsp&u un
apgrutina signalu attiecinasanu.

3 Molekulas kustigums (tumbling) ietver sevi rotacijas, vibracijas un translacijas kustibas.
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Pasos pirmsakumos [177], ar proteinu KMR vargja pétit tikai saméra mazas biomolekulas,
MW <10 kDa, jo tika izmantoti paraugi ar dabisko izotopu saturu. Tas lava detektgt tikai
protonus, 'H, bet ne '*C un "N (dabiskais saturs attiecigi 1,108 % un 0,365 %) kodolus.
Rezultatd visu izmantojamo spektru klasts aprobezojas ar 2D 'H-'H homonukledriem
spektriem: COSY, TOCSY, NOESY un ROESY*. Pat Joti maziem proteTniem, piemé&ram,
liellopu aizkunga dziedzera tripsina inhibitoram (Bovine Pancreatic Trypsin Inhibitor, BPTI),
kas sastav tikai no 58 aminoskabju atlikumiem (MW = 6,5 kDa), 2D NOESY spektra (1.31. att.)
novero signalu parklasanos, kas pasliktina izSkirtsp&u un ievérojami apgriitina uz sekvences
balstito attiecinasanu. Savukart, palielinoties protetna MW Iidz 3035 kDa signalu parklasanas
klust tik ieverojama, ka kimisko nobizu attiecinaSana tikai un vienigi no homonukleariem
spektriem nav veicama.
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1.31. att. 2D NOESY spektrs liellopu aizkunga dziedzera tripsina inhibitoram (bovine
pancreatic trypsin inhibitor, BPTI) [178]. Copyright © 1980 Published by Elsevier Inc.

Miisdienas, pateicoties protelnu iezimg$anas metozu attistibai, izmanto N un '3C
bagatinatus paraugus. Tadgjadi, izmantojot sarezgitakas impulsu secibu programmas, iesp&jams
pétit 1idz pat ~ 35 kDa lielus proteinus [179]. Lielakam biomolekulam paatrinas relaksacija, kas
palielina Imiju pusplatumus un nelauj detektet proteina signalus. Relaksaciju iesp&jams
paléninat iezZim&jot paraugu ar deiteriju [180]. Izmantojot jaunakas izotopu iezimes sh&mas
(pieméram, selektivo metilgrupu iezimésanu [181, 182]) iesp&jams pétit arT lielakas sist€mas
[183]. Rezultata, kombingjot selektivas proteina ieziméSanas shémas un advancétakas impulsu
sekvences, tadas ka TROSY (transverse relaxation optimized spectroscopy) iesp&ams pacelt
izmeru limitu Iidz pat 100 kDa strukturalas informacijas iegiiSanai un virs 500 kDa
mijiedarbibas, dinamikas un kompleksu veidoSanas pétjjumiem [184]. Turklat misdienas

4 Pienemtie 2D KMR spektru saisinajumi un to atsifréjumi apkopoti 3. pielikuma.
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strauji attistas cietvielu proteinu KMR, kas lauj detektet veselas virusa kapsidas [185] un
amiloidu fibrillas [186].

Neraugoties uz ievérojamu signalu parklasanos un relaksacijas problémam, proteinu 1D 'H
spektri joprojam dod ievérojami daudz informacijas. Viens no efektivakajiem veidiem 1D 'H
proteinu  spektru izmanto$anai ir proteina salociSanas (folding) parbaude. Ka redzams
1.32. attela, proteinam zaudgjot tres€jo struktiiru (unfolding), spektra novero atsevisku signalu
pazu$anu Kimisko nobizu regionos: 2 —0,5—6un 9 — 11 ppm.
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1.32. att. 1D 'H spektri salocitam un nesalocitam proteTnam (vistas olbaltuma lizocTms) ar
noraditiem dazada tipa aminoskabju atlikumu protonu signalu regioniem proteina.

1.5.3.1. 2D 'H-"N HSQC ka proteina “pirkstu nospieduma” spektrs

Parasti, jebkura proteina analizi, kas vismaz 'N-ieziméts, sak ar 2D 'H-'N HSQC spektra
uznemsanu. Sis spektrs ir unikals katram proteinam [to bieZi uzskata par proteina “pirkstu
nospiedumu” (“fingerprint”)], un loti jutigs pret jebkuram izmainam parauga, pieméram, pH
vai temperatiiras izmainas, proteina-liganda kompleksu veidosanos, u.c.. 2D 'H-'N HSQC
(1.33. att. [187]) spektra katram aminoskabes atlikumam, iznemot Asn, Gln, Trp un Arg,
novero tikai vienu amida grupas protona krospiki ar atbilstoSo amida grupas slapekli. Savukart
Asn, Gln, Trp un Arg spektra novero papildus krospikus NH> grupai (Asn un Gln) un He—Ng
grupai (Trp un Arg). Prolina gadijuma krospikus spektra nenovéro, jo tam nav 'H-'°N para.
2D 'H-'SN HSQC eksperimentu var izmantot parauga bufera kompozicijas optimizacijai pirms
ilgstoso 3D spektru uznemsanas. Sis spektrs sniedz informaciju par proteina parauga kvalitati,
proti, par ta tiribu, par to, vai proteins ir salocijies (folded) vai nesalocijies (unfolded), ka ar1
parauga oligomerizacijas pakapi (monomérs, dimers, utt.). Nesalocitam (unfolded) proteinam
2D 'H-'5N HSQC spektra krospiku izkliedi nenov&ro un visi signali ir sagrup@ti neliela regiona
8,0 — 8,5 ppm robezas. 1.34. att€la paradits pakapenisks proteina denaturacijas process, ko
izraisa urinvielas pievienosana [188]. Veidojoties proteina multimé&ram, spektra paradas jauni
krospiki no kontaktvirsmas. Tomér, pieaugot kompleksa MW > 30-35kDa, proteina
relaksacija paatrinas, un tas ieveérojami samazina izSkirSanu un apgriitina signalu detekteSanu.
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1.33. att. 2D '"H-'N HSQC spektrs cilveku B-FABP pie pH 7,0 un 7= 298 K (uznemts uz
spektrometra ar 'H detekt&Sanas frekvenci 600,13 MHz) ar noraditu uz sekvences balstito
pamat- (backbone) un sanu k&des (side chain, sc) amida grupu attiecinajumu [187].
Copyright © 2002, Kluwer Academic Publishers.
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1.34. att. Dokl proteina (UniProt ID Q99704) fosfotirozina saistibas doména
2D 'H-"*N HSQC spektri, mainoties urinvielas koncentracijai [188].

A. salocita (folded) proteina spektrs pirms urinvielas pievieno$anas (0 M); B. proteina spektrs 2 M urinviela,
novéro minimalas strukturalas izmainas; C. proteina spektrs 3 M urinviela, spektra paradas jaunie krospiki, kas
norada uz denaturacijas procesa sakumu; D. proteina spektrs 5 M urinviela un E. proteina spektrs 5,5 M
urinviela redzams ievérojams salocita (folded) proteina signalu intensitasu kritums; tai pat laika paradas
nesalocita proteina signali. F. pilniba denaturéta proteina spektrs 7 M urinviela.
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Proteini ir dinamiski veidojumi, kas mijiedarbojas ar apkart&jo vidi, skidinataju (tidens
molekulam). Proteinu amidu protonu apmainas atrumi ar apkartgjo fideni sniedz informaciju
par Gidenraza saiSu stabilitati, pamatk€des dinamiku, kustigiem regioniem, konformacionalam
izmainam, skidinatajam pieejamo virsmas laukumu (Solvent Accessible Surface Area, SASA),
utt. [189-191].

Amidu protonu apmaina ar $kidinataja protoniem ir skabes- vai bazes kataliz&ta ar apmainas
atrumu sekunzu-min@isu laika skala. Varigjot parauga pH, spektra novéro dazu 'H-'>N amida
grupu kimisko nobizu izmainas, bet dala krospiku paliek inerta pret pH izmainam, noradot uz
ciesi saistitiem vai no $kidinataja pasléptiem protoniem (1.35. att.) [192]. Proteinos, amidu
protonu apmaina ir vislénaka skaba vidé (modelsavienojumos: ja pH 3, apmaina > 1 h), un ta
paatrinas pieaugot pH (ja pH 10, apmaina < 1 ms) [192—-194].

Skidinot proteinu D>0, amidu protonu signali paziid (H/D izotopu apmainas konstante, kex,
~107 =102 s [191]). Savukart, ja amidu protoni piedalas fidenraza sai$u veidoSana salocita
(folded) proteina, tie ir pasargati no apmainas ar Skidinataju vai deitériju tapec apmainas daudz
lenak. Tome@r ne visi protoni ir vienadi pasargati no $adas apmainas. Terminalas grupas,
aminoskabju atlikumos no S4S4 vai arf no kustigiem cilpu regioniem amidu protoni apmainas
atrak neka amidu protoni no cieSiem otr&jas struktiiras elementiem proteina kodola [195].
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1.35. att. 2D 'H-'*N HSQC spektru superpozicija T-§iinu iek$$iinu antigéna-1 RNS
atpaziSanas mottvam 3 pH robezas 5 — 8§ [192].

Spektra atseviski noraditas aminoskabes, kuru krospiki pH ietekmé& mainas visvairak. pH 5,0 — sarkana; pH 5,5 —
oranza; pH 6,0 — tumsi zala; pH 6,5 — gaisi zila; pH 7,0 — violeta; pH 7,5 — gaisi zala; pH 8,0 — tumsi zila krasa.

1.5.3.2. Kimisko nobizu perturbacija liganda saistibas raksturoSanai

Kimisko nobizu perturbacija (Chemical Shift Perturbation, CSP) ir loti vienkarSa
eksperimentala metode saistibas pie proteina p&tiSanai. Standarta eksperimentam nepiecieSams
vienigi N iezZiméts proteina paraugs un neiezZiméts ligands (maza molekula vai ari cita
makromolekula: peptids, DNS, RNS u.c.). Proteinu titré ar ligandu un uznem 2D 'H-"N HSQC
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spektru péc katras liganda porcijas pievienoSanas. Moderna spektrometra tas aizpems 15—
30 min (atkarTba no proteina koncentracijas) [196]. Kimiskas nobides izmainas ir loti jutigas uz
strukturalam izmainam proteind un izm&ramas ar augstu precizitati. Rezultata, jebkura ista
saistiba izraists CSP. Datu analize ari ir relativi vienkarSa un ietver sevi kimiskas nobides
noteikSanu katram aminoskabes atlikumam Kkatra titréSanas stadija. Krospiki, kas nobidijusies
visvairak, parasti norada uz liganda saistiSanas vietu, proti, proteina aktivo centru (1.36. att.).
Metode lietojama bez proteina kimisko nobizu attiecinaSanas, piemeram, ligandu skriningam,
tomer protelniem ar attiecinatajam kimiskam nobidém $1 metode ir daudz informativaka un
veido pamatu struktiras-aktivitates likumsakaribu izveidei [197].

Ligandam L saistoties pie proteina P atgriezeniski viena saistibas vieta, P+ L <> PL,
saistibas process var norisinaties atru vai Iénu apmainas atrumu (exchange rate) attieciba pret
KMR laika skalu. Pirmaja gadijuma, veicot titréSanu, spektra novero vienmerigu pliistoSo
signala migraciju no vienas pozicijas uz otro (1.37. att., A). Toties, otra gadijuma, proteina
signals pakapeniski paziid viena vieta un paradas otra (1.37. att., B) [198].

Noverojamas kimisko nobizu izmainas aprékina izmantojot vienadojumu (1.9.). Nemot
vera to, ka protonu un slapekla kimisko nobizu skalas nav samérojamas, formula ievies t.s.
mérogosanas koeficientu, a, kura vértiba var biit robezas no 0,10 lidz 0,45, un kas atkarigs no
sistémas konformacionalo izmainu lieluma [198, 199].
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1.36. att. CSP titr&jot lizostafina SH3b doménu (93 aminoskabju atlikumi) ar YGs
(heksapeptids) ligandu [199].

A. 2D '"H-"*N HSQC spektru superpozicija SH3b proteinam pievienojot YGs ligandu secigas titréSanas 13 solos.
Krospiku krasa mainita no sarkanas uz violetu un ta reprezenté ligandu pievienosanu. Spektra apziméti
aminoskabju atlikumi ar vislielakdm CSP izmainam. B. un C. SH3b proteina 3D struktiiras virsma kompleksa ar
YGs, nokrasota atbilstosi kimiskas nobides izmainam: negativas izmainas (upfield) — zila krasa; pozitivas
izmainas (downfield) — sarkana krasa.
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1.37. att. 2D 'H-""N krospika formas atkariba no apmainas atruma.

A. Atra apmaina: krospikis parvietojas pliisto§i no brivas (apo-proteins, violeta krasa) uz saistito (sarkana krasa)
formu. B. Léna apmaina: brivas (apo) formas krospika (violeta krasa) intensitate pakapeniski samazinas, bet
saistitas formas (sarkana krasa) intensitate — pieaug.

AS = /%[55, + (@ 8y)2], (19)
kur AS§ — CSP;

oy — protonu kTmiskas nobides, ppm;
on — slapekla kimiskas nobides, ppm;
o — mérogosanas koeficients (0,10-0,45).

1.5.3.3. 3D spektri protenu kimisko nobizu attiecinasanai

3D spektri parasti tiek dizain&ti uz 2D spektru bazes. L1dz ar to 3D spektru viegli iedomaties
ka parastu 2D spektru, kas attistas tre3aja dimensija. Proteinu KMR visbiezak izmanto 'H, N
un '3C signalu kimisko nobizu dimensijas. Piem&ram, 3D HNCO spektra pamatd ir
2D 'H-N HSQC spektrs, kas talak attistas tresaja dimensija, tas ir '*C nobizu dimensija.
Rezultata 'H-'SN krospiki vairs neatrodas viena plakng, bet sadalas atseviskas plakn@s tresaja
dimensija, kas atbilst '*C karbonilgrupas nobidei no ieprieksgja (i-1) aminoskabes atlikuma
(1.38. att., A-E). Sada pieeja lauj samazinat signalu parklasanos un attiecinat atseviskus
krospikus. Atseviski apskatot katru "H-'*C plakni, visticamak katra z-plakn& ('°N rezonanses
signali) bis tikai viens signals (1.38. att., G-H). Rezultata nav vérts atspogulot visu xy-plakni,
bet gan atveidot to ka stripu (stride) apkart redzamajam 'H—'*C krospikim un salidzinasanai
salikt vairakas stripas vienu blakus otrai (1.38. att., F).

Liela proteina struktliras noteikSana sakas ar pamatk&des attiecinasanu. Pienemot, ka
proteina paraugs ir N un '3C dubultieziméts, tiek uznemts spektru komplekts, kas
nepiecieSams aminoskabju atlikumu k&des atpaziSanai: 3D HNCO, 3D HNCA un
3D HN(CO)CA. Papildus var uznemt ari 3D CBCA(CO)NH un 3D SN-NOESY-HSQC
(1.4.tab.). Visos minétos spektros sakuma ierosina vienu kodolu ('Hw), péc tam parnes
magnetizaciju atbilstosi izveletai impulsu secibai, lauj tai attistities cita kodola dimensija, un
péc tam parnes to atpakal uz pirmo kodolu detektéSanai.

3D HNCA spektra katra stripa novéro divus krospikus, Ca;* un Co. .1, kur pirmais atbilst
eso$as aminoskabes atlikumam, bet otrais — iepriek§&jam. Parasti, Co;.1 ir mazak intenstvs neka

5 Rekomend&jamie aminoskabju atlikumu atomu nosaukumi ir apkopoti 4. pielikuma [290].
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Ca;. Sarezgitakos gadijumos 3D CBCA(CO)NH spektrs var palidzet atskirt Cai.; kimsikas
nobides. Izveidotas stripas saliek vienu blakus otrai un atrod korelacijas starp iepriek$gjo un
nakamo aminoskabju atlikumiem (1.39. att.). Lidzigi izmanto 3D HNCO un 3D HN(CO)CA
spektru kombinaciju. Seit pirma spektra redz tikai krospikus no C';.1, bet otra — gan no C';, gan
no C'.1. Teoretiski, stripu izveidei varétu izmantot tikai 3D HN(CO)CA, tacu parasti tas ir
mazak intensivs un C';.; rezonanses taja nedetekte. Toties 3D HNCO spektrs dod
visintensivakos krospikus, ko izmanto arT C’;.i noteikSanai. Izmantojot §is divas sava starpa
nesaistitas stripu virknes var viennozimigi attiecinat proteina pamatkedi, jo reti kad signalu
parklasanas vai krospiku pazuSana notiek vienlaicigi gan Ca/Ca,.1, gan C';/C';1 paros.
Papildus, 3D CBCA(CO)NH spektrs sniedz informaciju par CBi.1 kimiskajam nobid&m.
Salidzinot iegiitas kimiskas nobides ar datu baze [200, 201] esosajam, iesp&jams aminoskabes
atlikumu identificét. Attiecinot pec kartas 3—5 aminoskabes atlikumus, tos visticamak vares
savietot ar proteina aminoskabju sekvenci (primaro struktiiru) un noteikt aminoskabju atlikuma
Secigo numuru i.
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1.38. att. 3D spektra atspogulosanas veidi [202].

A. 2D "H-"*N HSQC spektrs; B. 2D HSQC spektra attisti§anas treSaja dimensija, kur katram 'H-'>N krospikim
(gaisi zila krasa) atbilst jauns krospikis ar '3C (roza krasa); C. 3D spektra izveide ar skautném 'H, "N un 1°C;
D. - E. '"H-'3C plaknes (gaisi roza krasa) pie noteiktas '°N rezonanses ar plaknei piederoSiem krospikiem (tumsi
roza krasa); F. 3D spektrs atspogulots ka stripas (strides); G. — H. Stripu atveidojums 3D spektra.
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1.39. att. 3D HNCA stripas {'°N,*C}-dubultiezimétam sulfitu reduktazes flavodoksinam
lidziga doména (SiR-FP18) proteinam 92—102 aminoskabju atlikumu regiona [203].

Ca; paradas ka intensivi, bet Ca ;.; ka mazak intensivi krospiki. Partraukta linija savieno atbilstoSos eso$o
aminoskabju atlikumu Ca.; ar ieprieks&jo aminoskabju atlikumu Ca .; veidojot VKLVNAGDYKF fragmentu.

1.4. tabula
Proteinu struktiiras attiecinasanai izmantojamie 2D un 3D KMR spektri [202]
. T T Spektra
Dimen- . Magnetizacijas parneses Magnetizacijas parneses o
" Saisinajums 7 T detektgjamie
sijas mehanisms shéma R
signali
(—ep—w)  —ep—w)
no tidenraza atoma, kas saistits ar
5N kodolu caur saistibas p—G CDMHS’ (p— CWHW
i nae kimicka - 1y, 15
2D TH-1SN HSQC konstantll péc l,(lmlsl_(as nobides f)_ = @H S Hx N
evolicijas uz slapekla, krospiki
magnetizacija parnesta atpakal uz (Hm @5 Hu.)
protonu, 'Hy
\—1 i
—e—w  E—e—w
no amidgrupas protona uz
. oA
amidgrupas slapekli un talak (F—G Cﬁ W (—ep—mp)
selektivi uz iepriekséja (i-1) N
D HN >— af\c‘» '
3 co aminoskabes atlikuma karbonil- JI Ci
grupas '*C; p&c tam magnetizacija | @) @) (o) ) (o)
parnesta atpakal uz protonu, 'Hy | «——  «
1 i
—ep—)  (—e—w)
no amidgrupas protona uz I J\ -
amidgrupas slapekli un talak uz | o—op—@)  FE—Co—m)
3D HNCA _ Caatomiem esoSa (i) un Ca;un Caiy
ieprieksgja (i-1) aminoskabes
atlikuma; p&c tam magnetizacija
parnesta atpakal uz protonu, 'Hx
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1.4. tabulas turpinajums

ProteTnu struktiiras attiecinasanai izmantojamie 2D un 3D KMR spektri [202]

Dimen-
sijas

Saisinajums

Magnetizacijas parneses
mehanisms

Magnetizacijas parneses
shéma“

Spektra
detektgjamie
signali

3D

HN(CA)CO

no amidgrupas protona uz
amidgrupas slapekli un selektivi
uz 13C,; talak magnetizacija
parnesta no '*C, un '*C’
eso$aja (i) un ieprieks&ja (i-1)
aminoskabes atlikuma; péc tam
magnetizacija parnesta atpakal uz
protonu, 'Hy

—e—®

(p—fep—)

C’iun C',’.]

3D

HN(CO)CA

no amidgrupas protona uz
amidgrupas slapekli un selektivi
atlikuma 13C’; p&c tam
magnetizacija parnesta atpakal uz
protonu, 'Hy

(—e—(y)

@
I

Ca i

3D

CBCA(CO)NH
vai
HN(CO)CACB

no 'Hy un 'Hp uz *C, un 13Cg, péc
tam no '*Cy uz ieprieksgja (i-1)
aminoskabes atlikuma '3Cy;
nobeiguma magnetizacija
parnesta atpakal uz protonu, 'Hy

Ca i1 un Cﬁ,’.]

3D

SN-TOCSY-
HSQC

lidzigi ka klasiskaja TOCSY
spektra esoSajam (i) un
ieprieks€jam (i-1) aminoskabes
atlikumam; p&c tam
magnetizacija parnesta atpakal uz
protonu, 'Hy

1HN, IHm lHﬁa
lHyy IHB, ]Ha

3D

SN-NOESY-
HSQC

lidzigi ka klasiskaja NOESY
spektra esoSam (i) un
ieprieks&jam (i-1) aminoskabes
atlikumam; p&c tam
magnetizacija parnesta atpakal uz
protonu, 'Hy

1HN, lHa» IHBa
lHyy IHS, ]Ha

3D

3C-NOESY-
HSQC

lidzigi ka klasiskaja NOESY
spektra eso$ajam (i) un
ieprieks&jam (i-1) aminoskabes
atlikumam; péc tam
magnetizacija parnesta atpakal uz
protonu, 'H

IHN, ]Ha» lHBa
lHy, IHB, ]Ha

“Roza iekrasoti eksperimenta detektEjamie atomi; gaisi zili att€loti atomi, caur kuriem tiek parnesta magnetizacija
(eksperimenta tos nedetekt€); melnas bultinas rada magnetizacijas plismu.
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1.6. Proteinu 3D struktiiras paredze$ana, izmantojot maksligo intelektu

Proteinu 3D struktiiras noteikSana ir viens no fundamentaliem izaicinajumiem strukturalaja
biologija. Katrs proteins péc translacijas no mRNS eksisté ka nesalocita (unfolded) polipeptidu,
kas ienem nejausu konformaciju (random coil). Saja posma proteinam nav stabilas 3D
strukttiras. Turpinoties polipeptidu virknes sint€zei ribosoma, proteina lineara aminoskabju
atlikumu k&de atra un reproducgjama procesa salokas dabiska 3D struktiira. Nemot véra loti
lielo iesp&jamo konformaciju skaitu, ko var ienemt polipeptida virkne, salocisanas/savérp$anas
procesi ir loti sarezgiti un heterogeni, ka arT balstas uz vairakam vajam nekovalentam
mijiedarbibam. Turklat, polipeptidu k&des saloci$ana un nepolaro aminoskabju atlikumu virknu
ieklauSana proteina iekSpusé izSkiroSu lomu spéle hidrofobie speki. Uzskata, ka polipeptidu
kedes it ka “parvietojas” pa potencialas energijas virsmu piltuves forma, virzoties lejup uz
dabiskas struktiras stavokli (1.40. att.). Sis process norisinas nevis pa vienu konkrétu celu, bet

pa vairakiem nesaistitiem celiem [204—206].

® e N80 o

A
Saperoni
S, SalociSanas
k2 starpstavokli
[
[=
wi

Dalgji
salocits
stavoklis

Oligoméri

Amorfie
Dabisks .
stavoklis agregati
Amilotdu ﬁbrilasy
da » a »
o » o >
lek8molekularie kontakti Starpmolekularie kontakti

1.40. att. Proteinu savérpSanas/salocisanas un agregacijas konkurgjosie procesi [204, 206].

Proteini sav@rpjas secigi mainot vairakas energgtiski atkirigas konformacijas, kas veido saveérp$anas energijas
virsmu. Energetiski izdevigas iek§molekularas mijiedarbibas stabilizétas (zalais regions) proteinam “virzoties”
lejup dabiska stavokla virziena. Energéetiski izdevigas, bet nedabiskas konformacijas izraisa kingtiski iesprostotus
stavoklus, kas aiznem zemas energijas ielejas (dalgji vai nepareizi salociti stavokli). Saperoni palidz §adam
molekulam parvarét energétiskas barjeras un novers starpmolekularas mijiedarbibas (sarkanais regions). Tas
novers proteinu agregaciju (amorfie agregati, B-lapu oligoméri, amiloidu fibrilas, u.c.), $adi veicinot proteina
salociSanos dabiska forma.
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Nenoliedzami, proteiniem ir svariga loma vairuma biologisko procesu, tadu ka katalize, citu
molekulu transports, mehaniskas funkcijas, imiinas reakcijas, nervu impulsu parnesana, u.c.
Proteinu struktiiras nosaka to sp&ju mijiedarboties ar citam molekulam, ka rezultata nosakot to
funkcijas un darbibas mehanismu. Neskatoties uz milzigo eksperimentalo darbu [207-210],
struktlira noteikta tikai aptuveni 100 000 unikalo proteinu [210], kas sastada nelielu dalu no
miljarda zinamo proteinu sekvencu [211, 212]. Rezultata veidojas pieprasijums pe&c precizam
aprékinu metodém, kas varétu paredzét proteinu 3D struktiiru zinot tikai aminoskabju
sekvences [213, 214]. Neskatoties uz jaunakajiem sasniegumiem [215-219], esosas metodes
nespgj paredzEt precizu atomaro struktiiru, it ipasi gadijumos, kad nav zinamas proteina
homologa struktiira.

Viena no jaunakajam metod®m proteinu atomaras struktiiras paredzeSana, AlphaFold,
balstita uz maksliga intelekta (artificial intelligence, Al) izmantoSanu. Pateicoties jaunai
sareZgitai maSinmacisanas (machine learning) pieejai, kas ietver fizikalas un biologiskas
zinaSanas par proteTnu struktiiru kombinacija ar vairaku sekvencu salidzindjumu uz neironu
tiklu arhitekttiras bazes tiek izstradats dzilas maciSanas (deep learning) algoritms, kas ar augstu
precizitati spgj paredzet proteinu 3D struktiiras [220, 221]. Uz Sodienu AlphaFold datu bazg
apkopots ap 200 miljonu aprékinato proteinu strukttru. Katrai aprékinatai struktiirai pieejamas
koordinates un katra aminoskabju atlikuma novietojuma strukttra ticamiba novertéta skala no
0 Iidz 100, kur 100 atbilst visticamakajam novietojumam (predicted per-residue score,
pLDDT) [222]. Novertgjumu vizualiz€ grafiski (1.41. att., A), kur tumsi zalie regioni atbilst
visticamakajiem regioniem, bet baltie — vismazak ticamajiem, klidainiem, regioniem.
Aplukotaja pieméra, 243 kDa lielam protetnam (2177 aminoskabju atlikumi), ar augstu

500-1200

2k

1200-1700

Salidzinams (aligned) aminoskabju atlikums >

0 500 1k 1.5k 2k
Novértéjams (scored) aminoskabju atlikums

| ——
0 5 10 15 20 25 30

Paredzamas pozicijas kladas (A)

1.41. att. Aprékinatas proteina struktiiras paredzamo poziciju kludu vizualizacija [221].

A. AlphaFold datu bazg katram proteina modelim izveidota interaktiva 2D karte, kas parada atsevisku fragmentu
(aminoskabju atlikumu paris, domé&nu paris, u.c.) novietojuma ticamibu. B. Pieméra
(https://alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q93074) AlphaFold sniedz ticamu novietojumu aminoskabju atlikumiem 1—
500 (zal$ taisnstiiris) un 1200-1700 (zils taisnstiiris), un mazticamu novietojumu 500-1200 regionam (oranzais
taisnstiiris), ka arT C-terminaliem aminoskabju atlikumiem.
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1.7. Proteinu dinamika

Misdienas protetnus vairs neuztver ka atseviskas stingras un statiskas vienibas, bet uzsver,
ka tas ir dinamiskas molekulas ar iek$€jo kustibu (internal motions) un konformaciju
ansambliem. Sadas kustibas un konformacionala dinamika bitiski ietekm@ proteinu funkcijas.
Rezultata pilnigakai proteina struktiiras-aktivitates likumsakaribu izp@tei nepiecieSamas
papildus zinaSanas par proteinu dinamiku un to saistibu ar biologiskam sistémam. Proteini
parasti nedarbojas atseviski, bet gan fizikala vai funkcionala sadarbiba ar citiem proteiniem, arT
veidojot makromolekularus kompleksus. Proteinu dinamiku nosaka ne tikai fluktuaciju laika
skala (kinétiska komponente), bet arT fluktuaciju amplitida un virziens (strukturala
komponente). Rezultata, proteina kustibas energijas virsma klast sarezgita un
daudzdimensionala (1.42. att.). Léna dinamika (0. [imenis) apraksta fluktuacijas starp kin&tiski
atskirigiem stavokliem, kurus atdala energijas barjera (4G¥) un kas atbilst ps laika skalai. Seit
pareja starp stavokliem ir reta, pateicoties zemai iesp&jamibai iepemt atbilstoSo parejas
konformaciju. Lidz ar to eksperimentali (KMR, kristalografijas, krio-elektronu mikroskopijas,
maza lepka rentgenstaru difrakcijas metodes) iesp&jams “nokert” atsevisSkus stavoklus. Tiesi
$aja laika skala notiek daudzi biologiskie procesi (t. sk. enzimu katalize, signalu parnese,
protetnu-proteinu mijiedarbibas) [223-225].

A B
Lokala elastiba Kolektivais kustigums
Saisu Metil Cilpu Lielako doménu
vibracijas rotacija kustiba kustibas

Sanu-kédes rotaméri
—

0 im. pstoms

(U]
g A E KMR relaksacija
2
2 AG* (kp_p) Rentgenstaru difrakcija ¢ R
x Udenraza-deitérija
= apmaina
=
@ 1 im. Fluorescence

21im AGpg UV-VIS spektroskopija

(pa Pg) —
_— _ - _O ————— Ramana spektroskopija
A B Infrasarkana spektroskopija
Konformacionala koordinate Molekularas dinamikas simulacijas

1.42. att. Brivas energijas virsma, kas parada proteina kustibas amplitiidu un laika skalu [225].
Copyright © 2016, American Chemical Society.

A. 1D 8kérsgriezums daudzdimensionalai energijas virsmai, kas atspogulo proteina dinamikas hierarhiju un
energijas barjeras. Katrs limenis klasificéts péc Ansati ez al. [226]. Stavokli defing ka energijas minimumu
virsma, bet parejas stavokli — ka maksimumu starp ielejam. Populacijas 0. limeni stavokliem A un B (p4 un pp)
nosaka p&c Bolcmana sadalfjuma pamatojoties uz to energijas starpibu (4G5). Barjera (4G?) starp diviem
stavokliem nosaka savstarp&jas konversijas atrumu (k). Limeni 1 un 2 att€lo atrakas fluktuacijas starp vairakam
ciesi saistitam konformacijam katram atseviskam stavoklim 0. limena ietvaros. Izmaina sistéma (pieméram,
liganda saistiba, proteina mutacija , argjo apstaklu izmainas, u.c.) izraisa izmainu energijas virsma (no tumsi
zilas uz gaisi zilu vai otradi). B. ProteTnu kustibu dinamikas laika skala kopa ar eksperimentalam metodém, kas
sp&j noteikt fluktuacijas katra no §tm laika skalam.
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Atseviska 0. [imena stavokla ietvaros, proteins nav statisks, bet fluktug ap vidgjo struktiiru
atraka laika skala, veidojot strukturali ITidzigu konformaciju ansambli (1.42. att., A, Itmeni 1—
2). Seit fluktuacijas ir lokaliz&tas, ar mazu amplitiidu, un notiek ps — ns laika skala. 1. limeni
notieck mazo atomu grupu kolektivas fluktuacijas ns laika skala (pieméram, cilpu kustiba).
Savukart, 2. Iimeni novéro lokalas atomu fluktuacijas ps laika skala (pieméram, sanu-kédes
rotacija). Aptuvenu informaciju 1.-2. Itmenu stavokliem iesp&ams noteikt no rentgenstaru
difrakcijas datiem, B faktoriem (temperatiiras faktoriem jeb Debye-Waller faktoriem), kas
raksturo atomu kustigumu kristala. Diemzel, B faktorus ietekmé gan statiskie, gan dinamiskie
trauc€jumi, ka arT kristalkontakti, kas nelauj viennozimigi interpretét tos ka atomu fluktuacijas
amplittdu [223, 224].

MD simulacijas papildina eksperimentalos datus, model&jot konformacionalas parejas
atomara ItmenT ns—us laika skala [227, 228]. Izmantojot MD, iesp&jams noveérot visu atomu
novietojumu ar fs telpisko izskirSanu biomolekulariem procesiem tadiem ka, piemé&ram,
konformacionalas izmainas, proteina-liganda un protetna-proteina/peptida mijiedarbibas [229,
230]. MD simulacijas mehanisms darbojas ka “skaitloSanas mikroskops” un spgj identificét
mijiedarbibas atomara limeni starp visam sist€mas sastdvdalam [231, 232]. MD péta
makromolekulas koordinatu un sistémas stavokla evoliciju laika gaita [233-236]. So evoliciju
sauc par trajektoriju un ta ieglstama atrisinot Nitona kustibas vienadojumu (1.10.)

(1.10.) [237].
E=ma, =-V,U (1.10.)
kur Fl) — speks, kas darbojas uz i-to dalinu;
m; — i-tas dalinas masa;
@, — i-tas dalinas paatrinajums;
V,;U — i-tas dalinas potencialas energijas gradients [237].

MD ietvaros spéka lauks (force field) ir matematisko formulu un asoci€to parametru
kombinacija, ko izmanto, lai makromolekulas energiju aprakstitu ka tas atomu koordinatu
funkciju. Visos popularakajos speku laukos (pieméram, CHARMM®, Amber, GROMOS,
OPLS-AA) esosas mijiedarbibas sadala divas grupas: kovalentas (bonded) un nekovalentas
(non-bonded), kuru potencialas energijas aprékina péc vienadojumiem (1.11.) un (1.12.).
Vienadojums (1.12.) apvieno Lennarda-DZonsa 6-12 potencialu (VdW mijiedarbibas energijas)
ar Kulona potencialu (elektrostatiskas mijiedarbibas energijas). Rezultata iegiist speku vektoru,
kas iedarbojas uz katru atomu [238].

MD simulacijas algoritms ir sekojoss:
1) Sakotngjas struktliras sagatavoSana:
a. eksperimentalas strukttiras nepilnibu laboSana (tidenraza atomu pievienoSana;
trikstoSo/nedetektéto cilpu, aminoskabju atlikumu model&$ana, u.c.);
b. proteina vai proteina-liganda parametrizacija izveleta speku lauka;

¢ CHARMM — Chemistry at HARvard Macromolecular Mechanics
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c. solvatacijas kuba izveide;
d. sistemas ladinu lidzsvarosSana.
2) Struktiiras minimizacija;
3) Sakotngjo atrumu (initial velocities) pieskirSana;
4) Sistémas temperatiiras Iidzsvaro$ana (NVT7 ansamblis);
5) Sistemas spiediena lidzsvarosana (VPT® ansamblis);
6) MD simulacija [237, 239].

Epondea = Lsks(b —bo)? +X1ke(8 — 00)* + Tainky[1 + cos(ny —o)] (1.11.)
kur Epongeqa — iekSmolekularo, kovalento energiju summa;
X, 21, 2ain — atbilstosi saiSu, lenku un divplaknu kakta lenku energiju summas, kas ir vai
nu harmoniskais potencials, vai arT vienkarsa trigonometriska funkcija;
ks, kg, k, — atbilstosas saiSu, lenku un divplaknu kakta lenku speka konstantes (stivums);
b — attalums starp atomiem (saites garums);
by — saites lidzsvara garums;
6 — lenkis starp trim kovalenti saistitiem atomiem;
0o — lenkis lidzsvara geometrija;
x — dihedralais lenkis starp Cetriem kovalenti saistitiem atomiem;
n — simetrijas konstante;
o — faze [238].

Rmin,ij 12 Rnin,ij 6 qi9;
Enon—bonded = Xnb paris ij(gij ( ) -2 (_ + - (1.12)

Tij Tij ij
kur Ey,on_pondea — Nekovalento (non-bonded) energiju summa;
2nb — nekovalento (non-bonded) energiju summa;
i, j — divi blakusesoSie nesaistitie atomi;
q;q; — nesaistito atomu ladini;
&;j — prefaktors, kas atkarigs no i, j atomu tipa;
T;; — starpatpomu attalums;

Ronin,ij — attalums starp , j ar minimalo energiju (arT atkarigs no i, j atomu tipa) [238].

7 NVT — kanoniskais ansamblis, kura atomu skaits, N, tilpums, ¥, un temperatiira, 7, ir konstanti.
8 NPT — izobari-izotermiskais ansamblis, kura atomu skaits, N, spiediens, P, un temperatiira, 7, ir konstanti.
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2. REZULTATI UN TO IZVERTESANA

2.1. TMLD mimétiku izveide uz BBOX bazes

2.1.1. In silico BBOX mutantu un MD simulaciju protokola izstrade

Lidz §im visi m&ginajumi iegiit TMLD eksperimentalo telpisko struktiiru ar kristalizacijas
palidzibu bijusi neveiksmigi. P&dgjie strukturalie p&tijumi ar 19 TMLD mutantiem [70]
pieradija augstu katalitisko doménu lidzibu ar BBOX, ko atspogulo ari proteinu primaro
sekvencu salidzingjums (2.1. att.). Tacu iegltie dati nespgj pilniba raksturot enzima aktivo
centru un definé geometriskos ierobezojumus, kas bitiski ietekm@ struktiras-aktivitates
likumsakaribu un jaunu inhibitoru dizainu izveidi. Savukart, homologisko modelu izmanto$ana
ir ierobeZota d&] zemas BBOX/TMLD sekvencu identitates — 26 % un arT katalitisko doménu
(dubultpavediena B-spirales motivs, DSBH) identitates — 56 %. Analiz&jot BBOX aktivo centru
(2.2. att.), tika noteiktas 18 aminoskabes, kas ir tie$a kontakta ar GBB/aKG un nodroSina
kofaktoru un substrata atpaziSanu un saistibu. Tabulas 2.1. un 2.2. tas sagrupétas pec attaluma
no substrata (GBB) vai kofaktora (0KG) un salidzinatas ar tam atbilstosam TMLD
aminoskabém, kam batu japilda lidzigas funkcijas. Ka redzams, regions ap Fe(Il)/aKG
saistiSanas vietu saglabajas par 89 %, kamer substratu saistiSanas vieta saglabajas tikai par
64 %. Sie dati liecina, ka novérojamas aminoskabju atskiribas enzima akfivaja centra nodrogina
TML o-aminogrupas atpazisanu.

Literatira [42, 50] aprakstits, ka BBOX ir divi metalcentri: Fe(II) un Zn(II), no kuriem
pirmais ir katalitisks un nodro§ina substrata konversiju, bet otrs — strukturals un nodroSina
BBOX diméra veidosanos. Fe(Il) iesaistits tetragonala bipiramida ar H202, D204, H347, aKG
un vienu tdens molekulu (2.3. att.), veidojot seSas koordinacijas saites. Reakcijas mehanisms
paredz, ka tuvojoties substratam, tidens molekula atsaistas un tas vieta pie Fe(Il) piesaistas
molekularais skabeklis [24, 240, 241]. Savukart, Zn(Il) iesaistits t.s. “cinka pirksta” (zinc
finger) motiva (2.4. att.) un veido Cetras koordinacijas saites ar C38, C40, C43 un H82 —
ZnCCCH motivs.

TMLD gadijuma viennozimigi var konstatét Fe(II) centra eksistenci, kur tas veido
tetragonalo bipiramidu ar H242, D244, H389, aKG un vienu udens molekulu [59, 70-72].
Savukart, Zn(II) saturo$a doména klatesamiba nav pieradita. Tomé&r, nemot véra ievérojamo
TMLD un BBOX lidzibu, var paredzét, ka ZnCCCH motivs tiek saglabats. Pasreizgjos
homologiskos modelos, kas apskatiti autores magistra darba [63], var atrast tikai trTs
kandidatus: C80, C85 un H124, bet ceturta aminoskabe, kas var€tu blt gan cisteins, gan
histidins, nav zinama. Visos modelos tas vieta ielikts atrodas S83, kas nesp€j koordingties ar
Zn(I1). Sadi model&$anas dati ir sagaidami, jo pie mingtas BBOX/TMLD sekvencu lidzibas ar
homologisko modelé$anu ticami var generét tikai katalitisko DSBH doménu, bet ne pilna
garuma TMLD strukttiru. Rezultata, tika meklétas citas iesp&jas ka ticamak atveidot TMLD
aktivo centru un racionaliz&t enzima-ligandu afinitates.
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2.1. att. Sekvencu salidzinajums cilvéka TMLD (hTMLD, QINVH6-1) un cilvéka BBOX
(hBBOX, 075936-1) enzimiem veikts Clustal Omega programma [84].

TR

“*” pilniba saglabajusas aminoskabes; “:” saglabasanas starp grupam ar augsti lidzigam ipasibam; “.”
saglabasanas starp grupam ar ne seviski lidzigam Tpasibam; “-” sprauga salidzinajuma. Fe(II) katalitiska triade
HTD/H un aminoskabes, kas piedalas «KG un TML vai GBB saistiba, atbilstosi iekrasotas zila, zala un dzeltena
krasa.
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2.2. att. BBOX diméra (PDB ID 302G) aktivais centrs.

Enzims atspogulots ka gaisi pelekas lentes (ribbons). Aktiva centra aminoskabes atspogulotas ka gaisi zilas
caurulites (small tubes). GBB un aKG atspogulotas ka gaisi zalas lodites un nijinas (ball and stick). Fe(1l)
atspogulots ka oranza lode. UdenraZa saites, katjona-z saites un jonu tiltini atspoguloti attiecigi ka dzeltenas,
zalas un roza partrauktas linijas.

2.1. tabula
Fe(I1)/aKG kofaktoru pirmas koordinacijas sferas aminoskabju salidzinajums
starp BBOX un TMLD

BBOX TMLD Sakritiba

V183 F223 -

Al193 A233 +

L199 L239 +

H202 H242 +

D204 D244 +

H347 H389 +

R349 R391 +

R360 R398 +

L362 L400 +

Identitate: 8/9 (89 %)
2.2. tabula
GBB pirmas koordinacijas sféras aminoskabju salidzinajums starp BBOX un TMLD

BBOX TMLD Sakritiba

Y177 Y217 +

W181 W221 +

N191 D231 -

A193 A233 +

Y194 Y234 +

D204 D244 +

Y205 T245 -

P206 T246 -

N292 N334 +

T295 D337 -

Y366 Y404 +

Identitate: 711 (64 %)
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HOH 744

| c40

2.4. att. BBOX enzima (PDB ID 302G) strukturalais ZnCCCH motivs.

Analizgjot atvértas BBOX struktiiras konformaciju (PDB ID 4C8R, 1.5. att.), secinats, ka
enzima aktivais centrs ir pietiekami liels, lai taja varetu ievietot TML molekulu. Rezultata, lai
izveidotu TMLD mimetiki, BBOX enzima biitu javeic punktveida merka mutacijas, kas
nodrosinatu jauna substrata saisttbu. Mutaciju izvele balstijas uz primaro aminoskabju atlikumu
sekvencu salidzinajuma (2.1. att.) un publicétiem datiem par TMLD mutagenézi [70]. No
izpétitajam TMLD mutacijam pati kritiskaka mutacija saisttta ar D231, jo D231A mutacija
pilniba inaktivéja TMLD, bet D231N samazinaja ta aktivitati aptuveni par 70 % (1.12. att.).
D231 aminoskabes atlikumam BBOX struktiira atbilst N191. Savukart, balstoties uz GBB
pirmas koordinacijas sféras analizes datiem izriet, ka iesp&jamas TML pirmas koordinacijas
sferas atveidoSanai biitu javeic vismaz ¢etras mutacijas N191D, Y205T, P206T un T295D.
IevieSot divas negativi ladetas aminoskabes, aktivais centrs sagaidami kliist negativaks.
Savukart, Y205T un P206T mutacijas palielina ta kustigumu. Blakus eso$as aKG pirmaja
koordinacijas sféra biitu janomut€ viens aminoskabes atlikums, V183F, kas, iespgjams,
kompensé Y205T mutaciju. Visi tris aminoskabju atlikumi 182184 regiona atskiras BBOX un
TMLD enzimiem, attiecigi QVQ un YFT. Rezultata, iespgjams veikt v&l divas mutacijas
Q182Y un Q184T, no kuram pirma polaro aminoskabi nomaina ar telpiski lielaku aromatisko
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aminoskabi, bet otra — nomaina lielako polaro ar mazaku polaro aminoskabi, kas var€tu
kompensgt §1 fragmenta kustiguma samazinaSanos. Kopuma aktivaja centra iespgjams mutet
septinas aminoskabes, tacu dazas mutacijas varétu stipri ietekmét aktiva centra konformaciju
un var sagraut BBOX DSBH doménu. Savukart, minimalais mutaciju skaits ir divas, N191D un
T295D, kam biitu jasaista TML a-aminogrupa. Mutaciju ietekmes uz BBOX konformaciju un
substrata saistibu izp&tei tika izveidoti sekojosie Cetri in silico BBOX mutanti (nodala 3.9.3.):

1) BBOX-2m: N191D, T295D;

2) BBOX-4m: N191D, Y205T, P206T, T295D;

3) BBOX-5m: V183F, N191D, Y205T, P206T, T295D;

4) BBOX-7m: Q182Y, V183F, Q184T, N191D, Y205T, P206T, T295D.

Jaunizveidoto protetnu stabilitati parbaudija ar MD. MD simulacijas plasi lieto proteina-
liganda kompleksu dinamikas pétjjumiem. Tomér, metalproteinus joprojam uzskata par
sarezgitiem objektiem jebkuriem in silico pétjjumiem. Galvena probléma saistita ar metala-
proteina un metala-liganda saiSu modeleSanu. Klasiska molekulara mehanika nespgj aprakstit
ladinu sadalijumu, jo ta apskata atomus ka dalinas, bet saites ka atsperes, nenemot véra
elektronu apvalkus. Rezultata metalu saturoSo proteinu dinamika prasa ieviest papildus speka
lauka potencialus (restraint potential) ar atbilstoSam speka konstante€m (force constant, fc), kas
iesaldetu vajadzigo konfiguraciju ap metala atomu, izmantojot attalumu, lenku vai divplaknu
kakta lenku konformacionalas brivibas ierobezoSanu ap defin€to Iidzsvara vertibu.

Veiksmigai BBOX mutantu MD simulacijai bija nepiecieSams izstradat un validét
protokolu, kas lautu saglabat metalcentru konfiguracijas nemainigas visa simulacijas garuma.
MD aprékinu metode nehéma (non-heme) Fe(Il)/aKG saturoSiem proteiniem tika izstradata
sadarbiba ar prof. Amedeo Caflisch un Carmen Esposito uz Jumonji histonu lizinu demetilazes
JMID3 jeb KDM6B bazes [242] Eiropas Savienibas 7. ietvara programmas zinatnes un
tehnologiju attistibas projekta “InnovaBalt” ietvaros.

Darba izmantojama MD protokola izstrade veikta uz BBOX (PDB ID 302G) bazes.
ZnCCCH motiva iesaldéSanas parametri nemti péc analogijas [243, 244]. Seit iesaldétas Cetras
koordinacijas saites un sesi lenki (3.9.3. nodala, 3.2. un 3.3. tab.). Atbilsto$as speka konstantes,
fec, noteiktas eksperimentali, veicot 10-20 ns ilgas MD simulacijas un novertgjot saisu un lenku
fluktuacijas. Izmainas ZnCCCH motiva konformacija 10 ns un 20 ns garas MD simulacijas
atspogulotas 2.5. attela. Ka redzams, lenki, koordinacijas saites un CB-SG-Zn(II) lenki mainas
minimali, saglabajot sakotngjo konfiguraciju.

Fe(Il) tetragonalas bipiramidas iesaldeSanai test€tas vairakas ierobezojoSo potencialu
kombinacijas. Sakuma méginats iesaldét tikai tris 90° divplaknu kakta lenkus starp Fe(Il) un
trim aminoskabju atlikumiem un oKG ketogrupu: (i) H202-Fe(II)-D204; (ii) D204-Fe(1I)-
H347; un (iii) aKG(keto)-Fe(I)-H202. Ta¢u MD laika tetragonala bipiramida saka sabrukt,
neiesaldétie lenki vairs nebija 90°, fidens molekula pietuvinajas metalam, bet aKG vairs
nesaistijas pie Fe(Il) bidentata veida. P&c tam izméginaja vairakas 3—4 divplaknu kakta lenku
kombinacijas, tacu rezultati visam MD bija nemainigi un ar tik mazu ierobezojoSo potencialu
skaitu nofikset Fe(II) tetragonalo bipiramidu neizdevas. [zngmumu gadijumos tika noverota ar1
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Fe(Il) jona izspie$ana no aktiva centra. M&ginot veikt MD simulacijas bez iesaldétas adens
molekulas, arT noveroja bipiramidas sabrukSanu.

2.5. att. ZnCCCH motivs ar iesaldetiem lenkiem un koordinacijas saittm BBOX PDB ID
302G MD simulacijas laika.

Aminoskabju atlikumu oglekla atomi iekrasoti atbilstosi MD simulacijas laikam: gaisi zili — struktiira pirms MD,
oranzi — strukttira péc 10 ns MD, zali — struktiira péc 20 ns MD. Zn(II) atspogulo ka gaisi zilu sferu.
Koordinacijas saites ar metalu paraditas ka punktveida linijas.
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2.6. att. Fe(Il) tetragonalas bipiramidas iesaldéto koordinacijas saiSu garuma fluktuacijas
BBOX PDB ID 302G 100 ns MD simulacija.

H202: NE2 — Fe(II) — melna; D204: OD1 — Fe(Il) — sarkana; H347: NE2 — Fe(II) — gaisi zala;
aKG: 02 — Fe(Il) — zila; aKG: OS5 — Fe(II) — dzeltena; HOH 744: O — Fe(II) — gaisi bruina krasa.

65



H202-Fe(ll)-D204

0.2 1
0.1~
0'0_ T T
60 80 100 120
H202-Fe(l1)-05-aKG
0.2 4
0.1+
0.0 1 . :
60 80 100 120
D204-Fe(1)-02-0KG
0.2
0.1+
0.0 1 . .
60 80 100 120
H347-Fe(ll)-HOH
0.2 1
0.14
0'0- T T
60 80 100 120

0.2 1

0.14

0.0 1
60

0.2 1

0.1 A

0.0 1
60

0.2 1

0.1 1

0.0 1

60

0.2 1

0.1 1

0.0
60

H202-Fe(ll)-H347

100 1

D204-Fe(ll)-H347

100 1

aKG-02-Fe(ll)-0O5-aKG

100

aKG-02-Fe(ll)-HOH

100

20

20

120

120

H202-Fe(ll)-02-aKG

0.2 1
0.1
0'0 T T T
60 80 100 120
H347-Fe(l1)-05-aKG
0.2
0.1
0.0 1 . i
60 80 100 120
D204-Fe(Il)-HOH
0.2
0.1
0.0 1 : .
60 80 100 120
aKG-05-Fe(ll)-HOH
0.2
0.1
0'0 7 T T
60 80 100 120

2.7. att. Fe(I) tetragonalas bipiramidas iesald&to divplaknu kakta lenku izmainu sadaltjums
BBOX PDB ID 302G 100 ns MD simulacijas laika.

Divplaknu kakta lenku izmainu sadalfjums kédei A— zila krasa un kédei B— sarkana krasa;
references divplaknu kakta lenka vértibu norada melna vertikala linija.
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2.8. att. Udenraza saiSu starp aKG un R349 un R360 izmainas BBOX PDB ID 302G 100 ns
MD simulacijas laika. Viens MD kadrs (frame) atbilst 100 ps.

Vislabakos rezultatus izdevas sasniegt iesaldgjot visus 12 divplaknu kakta lenkus (2.6. att.),
t.sk. arT lenkus ar tidens molekulu (3.4.tab.). Ta ka Fe(II) kompleksiem nav publicéto
parametrizacijas datu, kas atspogulotu ladinu sadalfjumu, fiksétas ar1 koordinacijas saites
(3.2. att.), bet salidzinajuma ar ZnCCCH motivu, kur Zn(II) 1adin$ tika samazinats, bet Cetru
aminoskabju ladini — palielinati, imitgjot elektronu parnesi (3.9.3. nodala), Seit fc ir ~ 2,6 reizes
lielaks, lai noturétu sistému lidzsvara. Fe(Il) tetragonalas bipiramidas iesaldéto koordinacijas
saiSu vertibu izmainas un divplaknu kakta lenku izmainu sadaltjums redzami attiecigi 2.6. un
2.7. att€los. legiitie dati rada, ka ar ieviestajiem papildus potencialiem iesp&jams veiksmigi
iesaldét metalcentru konfiguraciju. UdenraZa sai$u analize aKG molekulai parada, ka ieviestie
kustiguma ierobeZojumi netrauce tidenrazu saisu veidoSanu ar R349 (1x) un R360 (2x), un tas
saglabajas visa MD garuma (2.8. att.).

GBB ar enzimu netiek saistits ar papildus spéku potencialiem, lidz ar ko tas var brivi
kustéties aktivaja centra un ari atsaistities no ta. Liganda novietojuma raksturo$anai, izméritas
attalumu izmainas MD laika starp GBB &-N" atomu un “aromatiska bira” (aromatic cage)
aminoskabju atlikumu sanu k@zu masas centiem, kas raksturo katjona-m mijiedarbibas
(2.9. att.). Interesanti, ka atSkiriba no kristalografiskiem datiem, Y194 un Y366 konkuré sava
starpa un izspieZ viens otru no kontaktu veido$anas ar GBB. Sie novérojumi korelé ar
kristalografiskiem datiem BBOX kompleksam ar meldoniju, kur Y366 piedalijas meldonija
v-NH saistiba (PDB ID 3MSS5 [50]). Turklat, tieSi Y194 atrodas BI/BII cilpa (1.4. att.), kas atver
un aizver aktivo centru [53] un kas ir arT nestrukturéta BBOX apo formai (PDB ID 3N6W) [42].
Papildus noteiktas attalumu izmainas starp GBB o-C un N191 un N292 sanu kédes NH> grupas
slapekli, un Y205 pamatkédes NH grupas tidenraza atomu (2.10. att.), kas korel€ ar fidenraza
saitém. legiitie dati liecina, ka GBB uzturas aktivaja centra saglabajot pamatkontaktus ar
enzimu.
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2.9. att. Attalumu izmainas starp GBB &-N atomu un “aromatiska biira” aminoskabju atlikumu
sanu k&des masas centriem BBOX PDB ID 302G 20-70 ns MD simulacijas laika.
Enzima k&de A — zila krasa un k&de B — sarkana krasa.
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2.10. att. Attalumu izmainas starp GBB a-C un N191 un N292 sanu kédes NH> grupas
slapekli un Y205 pamatkédes NH grupas fidenraza atomu BBOX PDB ID 302G 100 ns MD
simulacijas laika. Enzima k&de A — zila krasa un kéde B — sarkana krasa.

Atrastos parametrus turpmak izmantoja cetram 100 ns garam kontroles MD simulacijam
labakai BBOX-GBB sistémas dinamikas izpratnei. D261 aminoskabes atlikuma protongsanas
stavoklis nebija skaidrs, jo enzima struktiiras sagatavosanas laika dazos gadijumos to uzskatija
par ladetu, bet dazos — par neitralu jeb proton&tu. Savukart, no eksperimentaliem datiem
viennozimigi pateikt to, kada stavokli ir D261, nevar. Rezultata, sagatavoti divi dazadi BBOX
PDB ID 302G kompleksi ar GBB un aKG, kas sava starpa atskiras tikai ar D261 proton&sanas
stavokliem. Bez ta, veiktas MD simulacijas BBOX atvértai formai kompleksa ar GBB un aKG
(PDB ID 4C8R) ar noliiku novertet BI/BII cilpas (1.4. att.) kustigumu. Nemot vera, ka aktivais
centrs ir atvérts, GBB nespgj veidot kontaktus ar Y194 un B191 un ir paklauts lielakai
skidinataja (bulk water) ietekmei. Rezultata veiktas divas MD simulacijas, no kuram viena
GBB bija iesaldets aktivaja centra, bet otra — né.
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References MD simulacijas veiktas sekojoSiem cetriem BBOX kompleksiem:

1) BBOX PDB ID 302G kompleksa ar GBB (uz kura pamata tika izstradats MD
protokols);

2) (ii)) BBOX PDB ID 302G kompleksa ar GBB ar protonéto D261 (talak teksta
D261prot);

3) (iii) BBOX PDB ID 4C8R kompleksa ar GBB un aKG;

4) (iv) BBOX PDB ID 4C8R kompleksa ar GBB un aKG, iesaldgjot GBB.

Ka jau bija sagaidams, MD simulacijas laika GBB atsaistijas no atvértas BBOX strukttiras
(PDB ID 4C8R) pasa aprékina sakuma. Turklat, sakuma ligands atsaistfjas no kédes A (pec
<700 ps), un tikai p&c tam no kedes B (p&c ~ 20 ns). Bez liganda klatbitnes, pilno BI/BII cilpas
aizverSanu 100 ns laika skala nenoveroja. K&de A 7 cilpa saglabajas pilniba atverta stavoklt
(2.11. att., A. zila likne), bet kéde B p&c liganda atsaistisanas, perioda no ~ 35 lidz ~ 80 ns cilpa
bija pusatverta stavoklt (2.11. att., A. sarkana likne). Simulacija ar iesald€to GBB, abas enzima
ke&des cilpas uzvedas lidzigi un uzreiz péc ~ 20 ns ienéma aizveérto konformaciju (2.11. att., B),
kas sakrit ar BI/BII cilpas kustigumu 302G MD simulacijas (2.9. att., C-D). Negaiditi ligandu
disociaciju novéroja art BBOX PDB ID 302G simulacija, kur tas notika vispirms kéde B — péc
70 ns, bet pec tam k&d€ A — pec 85 ns. Ka redzams, $aja simulacija k&€de B uzradija lielakas
konformacionalas izmainas jau p&c 20 ns (2.9. att., C. sarkana likne). Savukart, k&de A bija
stabila [idz pat 40 ns (2.9. att., C. zila likne). Lidzigus procesus novéro art 302G D261prot MD
simulacija, tacu taja cilpas konformacionalas izmainas ir mazakas un ligandu disociaciju
nenovero (2.9. att., D). legiitie dati apstiprina cilpas BI/BII augsto kustigumu un svarigo lomu
liganda saistiSana.
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2.11. att. Attalumu izmainas starp Y 194 sanu k&des masas centru un aktiva centra masas
centru BBOX 100 ns MD simulacijas laika.

A. BBOX PDB ID 4C8R GBB nebija iesaldéts aktivaja centra. B. BBOX PDB ID 4C8R GBB iesaldéts aktivaja
centra. C. BBOX PDB ID 302G. D. BBOX PDB ID 302G D261prot. Enzima kéde A — zila krasa un kéde B —
sarkana krasa.
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Visas ¢etras MD simulacijas BBOX struktiiras izmainas raksturoja ar RMSD aprekiniem
(2.12. att.). Atsevisko aminoskabju atlikumu kustiguma novertéSanai izmantoja vid&jas
kvadratiskas fluktuacijas (Root Mean Square Fluctuation, RMSF) aprékinus (2.13. att.). No
RMSD datiem redzams, ka visos gadijumos pirmajas 20-30 ns notiek vislielakas izmainas
sisttma (2-3 A robezas), sistéma lidzsvarojas. Turpmakas MD simulacijas laika RMSD
neparsniedz 1 A, kas liecina par sistémas stabilitati. RMSD vértibas A un C gadijumos
(2.12. att.) mainas vairak, kas liecina par $o kompleksu mazako stabilitati. Sajas struktiiras
noveroja ligandu disociaciju, kas palielinaja aktivo centru aptveroso cilpu kustigumu. To labi
atspogulo RMSF vértibas BI/BII cilpas regionam (2.13. att.). Pargjie enzima regioni, iznemot
N-terminala strukturala domeéna a-spirali (2.13. att., A), MD laika paliek mazkustigi un RMSF
vertibas ir zemakas par eksperimentaliem B-faktoriem, kas liecina par sisteémas stabilitati
simulacijas laika.
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2.12. att. RMSD izmainas 100 ns MD simulacijas laika ¢etriem dazadiem BBOX-GBB
kompleksiem.

A. BBOX PDB ID 302G kompleksa ar GBB; B. BBOX PDB ID 302G ar proton&to D26 1prot kompleksa ar
GBB; C. BBOX PDB ID 4C8R kompleksa ar GBB; D. BBOX PDB ID 4C8R kompleksa ar GBB, kas iesaldéts
aktivaja centra. RMSD BBOX diméram — melna krasa; RMSD kédei A — sarkana krasa; RMSD kédei B — gaisi
zala krasa.

Papildus petita aktiva centra tilpuma maina, ko defingja ka SAS4 izmainu (2.14. att., A-D).
Salidzinot 302G un 4C8R struktiiras, redzams, ka savstarpgji to aktivo centru SASA atskiras
1,4-2.3 reizes. Savukart, MD simulacijas laika, SASA mainas minimali, ja nenotiek liganda
disociacija. Gadijumos, kad ligands sak atsaistities no BBOX aktiva centra, notiek BI/BII cilpas
atversana, rezultata noveéro SASA pieaugumu. Ja p&c liganda disociacijas cilpa atkal aizveras,
tad S4SA samazinas. Talak novértéts tidens molekulu skaits 6 A attiluma no substrata
(2.15. att., A-D). Kamer ligands atrodas BBOX aktivaja centra, fidens molekulu skaits ap
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ligandu sakrit ar Gidens molekulu skaitu aktivaja centra. Gadijumos, kad ligands disoci€ no
aktiva centra, liganda apkartn& novero strauju tidens molekulu skaita pieaugumu (2.15. att., A,
C, H un I). Aktiva centra laukuma izmainas apkopotas 2.3. tabula. Iegiitie dati rada, ka 302G
aktiva centra laukums mainas minimali, bet 4C8R gadijuma ievérojami samazinas un kliist
lidzigs 302G gan simulacija ar disociéto, gan arT ar iesaldéto ligandu.

A- RMSF of BEOX MD at 40-100 ns B- RMSF of BBOX D261prot MD at 40-100 ns
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2.13. att. Vidgjas® RMSF izmainas katra aminoskabju atlikuma Ca atomiem 40—100 ns MD
simulacijas laika ¢etriem dazadiem BBOX-GBB kompleksiem ar noraditajiem
kristalografiskiem B-faktoriem no PDB ID 302G.

A. BBOX PDB ID 302G kompleksa ar GBB; B. BBOX PDB ID 302G ar protonéto D261prot kompleksa ar
GBB; C. BBOX PDB ID 4C8R kompleksa ar GBB; D. BBOX PDB ID 4C8R kompleksa ar GBB, kas iesaldéts
aktivaja centra. RMSF k&dei A — violeta krasa; RMSF kédei B — sarkana krasa. B-faktori — tumsi zala krasa.
Otrgjas struktiiras elementi paraditi ka sarkani, gaisi zili vai gaiSi zali taisnstiirisi, kas attiecigi atbilst o-spiralém,
B-lapam vai kustigam cilpam.

® RMSF sagrupéti (clustered) 2 ns segmentos 40100 ns laika intervala.
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2.14. att. Enzima aktivaja centra $kidinatajam pieejama virsmas laukuma izmainas MD simulacijas laika no 0 Iidz 100 ns

A. BBOX kompleksa ar GBB (PDB ID 302G); B. BBOX-D261prot kompleksa ar GBB (PDB ID 302G); C. BBOX atvérta forma kompleksa ar GBB (PDB ID 4C8R);
D. BBOX atvérta forma kompleksa ar iesaldéto GBB (PDB ID 4C8R); E. BBOX-2m kompleksa ar TML (PDB ID 302G); F. BBOX-4m kompleksa ar TML (PDB ID
302G); G. BBOX-D261prot-4m kompleksa ar TML (PDB ID 302G); H. BBOX-D261prot-4m kompleksa ar GBB (PDB ID 302G); I. BBOX-5m kompleksa ar TML (PDB
ID 302G); J. BBOX-7m kompleksa ar TML (PDB ID 302G). Enzima k&de A — sarkana krasa, un k&de B — gaisi zala krasa.
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2.15. att. Udens molekulu skaita izmainas MD simulacijas laika no 40 Iidz 100 ns 6 A attaluma no liganda (GBB vai TML).

A. BBOX kompleksa ar GBB (PDB ID 302G); B. BBOX-D261prot kompleksa ar GBB (PDB ID 302G); C. BBOX atvérta forma kompleksa ar GBB (PDB ID 4C8R);

D. BBOX atvérta forma kompleksa ar iesaldéto GBB (PDB ID 4C8R); E. BBOX-2m kompleksa ar TML (PDB ID 302G); F. BBOX-4m kompleksa ar TML (PDB ID

302G); G. BBOX-D261prot-4m kompleksa ar TML (PDB ID 302G); H. BBOX-D261prot-4m kompleksa ar GBB (PDB ID 302G); I. BBOX-5m kompleksa ar TML
(PDB ID 302G); J. BBOX-7m kompleksa ar TML (PDB ID 302G). Enzima k&de A — melna krasa, un k&de B — sarkana krasa.



2.3. tabula

Aktiva centra laukums pirms un péc 100 ns MD simulacijas

Proteins Kede A, A2 Kéde B, A2
Pirms MD Péc MD Pirms MD Péc MD
302G 402,348 423,572* 401,735 304,027*
302G-D261prot 424,237 367,353 401,673 314,712
4C8R 419,161* 422,515*
4C8R (iesaldéts ligands) 399,332 422,291 614,659 388,100
302G-2m 625,434 619,437 552,885 565,813
302G-4m 647,633 658,511 636,698 616,046
302G-4m-D261prot TML 647,633 632,054 647,633 600,517

302G-4m-D261prot GBB 647,633 647,633

302G-5m 619,201 676,169 667,786 531,344*
302G-7m 599,332 715,953 614,659 650,180
TMLD (A4lphaFold) 672,994 656,291 565,302 645,501*

* simulacijas beigu posma ligands atsaistijas no enzima aktiva centra

2.1.2. BBOX mutantu MD simulacijas

Izstradata metode turpmak pielietota BBOX mutantu MD simulacijam. Nemot veéra, ka
BBOX atvérta konformacija (PDB ID 4C8R) uzreiz sekmé liganda atsaistisanos, BBOX
mutanti izveidoti uz PDB ID 302G bazes. BBOX gadijuma D261 protongSana palielindja
BBOX-GBB sistémas stabilitati, savukart D261 ietekme uz BBOX mutantiem nav zinama. Lai
noskaidrotu vélamo D261 protonéSanas stavokli, veiktas tris MD simulacijas BBOX 4m
mutantam, kas ietver sevi Cetras vissvarigakas mutacijas:

1) BBOX-4m kompleksa ar TML;

2) BBOX-4m-D261prot kompleksa ar TML;

3) BBOX-4m-D261prot kompleksa ar GBB.

RMSD analize (2.16. att., B-D) rada, ka visas trts BBOX-4m mutantu strukttiras saglabaja
stabilitati 100 ns MD simulaciju laika. Visos gadijumos vidgjais RMSD MD beigu posma bija
ap ~3 A (jeb 0,3 nm). RMSF analize (2.17. att., B-D) rada, ka viskustigaka struktiiras dala ir
BI/BII cilpa, kurai noveéroja vislielakas fluktuacijas kédei B BBOX-4m kompleksa ar TML
(2.17. att., B). Tikpat lielas fluktuacijas noveéroja 4C8R kompleksa ar GBB (2.13. att., C).
Savukart SASA analize rada pret€jo, ka $1 struktiira (2.14. att., F) ir stabilaka par BBOX-4m
D261prot struktiiram kompleksos ar TML vai GBB (attiecigi 2.14. att., G un H). Novérojamas
fluktuacijas visticamak saistitas ar aktiva centra pielagoSanos jaunam substratam un steriska
sprieguma (steric strain) noverSanu péc mutaciju ievieSanas. Turklat BBOX-4m-D261prot
kompleksam ar GBB novéroja liganda atsaistiSanos no kédes A (~ 10 ns) un k&des B (~ 80 ns)
[2.15. att., H]. Tik atra liganda disociacija k&€d€ A rada, ka BBOX-4m struktiira vairs nespgj
efektivi saistit GBB. Savukart, neviena no BBOX-4m struktiram TML disociaciju nenovero.
Nemot veéra to, ka D261 protongSana butiski neietekmé BBOX-4m-TML kompleksu,
turpmakas MD simulacijas BBOX-2m, 5m un 7m mutantiem kompleksos ar TML veikti ar
negativi 1adeto D261. Salidzinot MD simulacijas péc to RMSD (2.16. att., A, E un F) un RMSF
(2.17. att., A, E un F) raditajiem, redzams, ka visnestabilaka sistéma ir BBOX-5m, kurai p&c
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80 ns novero TML disociaciju k&de A (2.15. att., I). Savukart, BBOX-7m MD simulacijas laika
ir daudz stabilaka. Kopuma, var secinat, ka V183F mutacija bez papildus mutacijam Q182Y un
Q184T destabilizé BBOX sistemu. SASA analize (2.14. att., E, I, J) rada, ka BBOX-7m aktivais
centrs paplasinas visvairak un tuvojas 4C8R atvértas konformacijas izmériem, ko atspogulo ar1
akttva centra laukuma meérfjumi 2.3. tabula. Turklat BBOX-7m arT novéro TML disociacijas
pazimes, par ko liecina TML-enzima tidenraza saiSu sabrukSana.

Balstoties uz Cetru dazadu BBOX mutantu MD datu analizi, secinats, ka visstabilakie ir
TML kompleksi ar BBOX-2m un BBOX-4m. Rezultata tiesi §is divas struktiiras turpinajuma
parbauditas eksperimentali.
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2.16. att. RMSD izmainas 100 ns MD simulacijas laika seSiem dazadiem BBOX mutantiem
kompleksos ar TML vai GBB.
A. BBOX-2m kompleksa ar TML; B. BBOX-4m kompleksa ar TML; C. BBOX-4m ar proton&to D261prot
kompleksa ar TML; D. BBOX-4m ar protonéto D261prot kompleksa ar GBB. E. BBOX-5m kompleksa ar TML;

F. BBOX-7m kompleksa ar TML. RMSD BBOX diméram — melna krasa; RMSD kédei A — sarkana krasa;
RMSD k&dei B — gaisi zala krasa.

75



9L

A

RMSF of BBOX 2x mutant MD at 40-100 ns

B- RMSF of BBOX 4x mutant MD at 40-100 ns.

RMSF of BBOX 4x mutant (D261prot) MD at 40-100 ns.
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2.17. att. Vidgjas RMSF izmainas katra aminoskabju atlikuma Co atomiem 40—100 ns MD simulacijas laika seSiem dazadiem BBOX mutantiem
kompleksos ar TML vai GBB ar noraditiem kristaligrafiskiem B-faktoriem no PDB ID 302G.

A. BBOX-2m kompleksa ar TML; B. BBOX-4m kompleksa ar TML; C. BBOX-4m ar proton&to D261prot kompleksa ar TML; D. BBOX-4m ar protonéto D261prot
kompleksa ar GBB. E. BBOX-5m kompleksa ar TML; F. BBOX-7m kompleksa ar TML. RMSF kédei A — violeta krasa; RMSF kédei B — sarkana krasa. B-faktori — tumsi

zala krasa. Otrgjas struktiiras elementi paraditi ka sarkani, gaisi zili vai gaisi zali taisnstrisi, kas attiecigi atbilst a-spiralém, B-lapam vai kustigam cilpam.



2.1.3. In vitro BBOX-4m un 2m mutantu izveide un iegiSana. Enzimatiskie testi

2.1.3.1. BBOX-4m iegiSana

Vispirms veikti m&ginajumi ekspresét BBOX-4m péc analogijas ar dabisko BBOX [42]
raugu §inas. Sie eksperimenti veikti Latvijas Biomedicinas p&tfjumu un studiju centra (BMC)
sadarbiba ar Dr. Andri Kazaku. Diemz&l ¢etru mutaciju ievieSana BBOX aktivaja centra pilniba
mainija enzima TpaSibas un péc standarta BBOX protokola ekspresiju nenovéroja. Turklat,
lidzigi ka TMLD, BBOX-4m ekspresgjas neskistosa forma E. Coli BL21(DE3) un BL21-Al
§tinu celmos bez molekulariem Saperoniem, GroEL/ES.

Rezultata pec analogijas ar TMLD [245] izméginata BBOX-4m ekspresija ka himériskam
(fusion'®) proteinam ar maltozi saistoSo proteinu (Maltose Binding Protein, MBP) E. Coli
BL21-Al $inas ar GroEL/ES. Sim noliikam komerciali iegadatais BBOX-4m géns modificéts
ar PCR un parklonéts uz pET-Duet vektoru, kas satur MBP protelnu kod&joSo génu MalE
(3.3.2. nodala, 3.2.att.). MBP-BBOX-4m ekspresijas un attiriSanas protokols ir aprakstits
3.3.2.2. nodala.

MW, kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9

116.0
66.2 - * - <«——MBP-BBOX-4m
: - I - - <+—GroEL
ggg - & «+— B-laktamaze
25.0
8
B <+— GroES

2.18. att. MBP-BBOX-4m, kas ekspreséts 37 °C, attirisanas SDS-PAGE'! analize.

1. BL21-Al $iinu suspensija lizéSanas buferT p&c sonifikacijas. 2. supernatants, kas satur s§kistoSo enzimu (p&c
sonifikacijas). 3. Sinu neskistosa dala, kas satur neskistoSu enzimu (p&c centrifugacijas). 4.—5. sakuma un beigu
caurplides (flow through) frakcijas no MBP-Trap™ kolonnas, kas satur GroEL/ES, B-laktamazi u.c. SkistoSus
E. Coli proteinus, kas nepiesaistijas pie kolonnas. 6. caurpliide no MBP-Trap™ kolonnas mazgasanas ar buferi
Al. 7-9. MBP-BBOX-4m saturosas secigas frakcijas, eluétas no MBP-Trap™ kolonnas.

Standarta ekspresija 37 °C lava iegiit $kistoSu MBP-BBOX-4m, tacu loti maza daudzuma
Ka redzams no SDS-PAGE analizes (2.18. att., 1.-3. kontroles paraugs), ap 70 % enzima palika
neskistosaja dala un tikai 30 % izdevas iegit ka SkistoSu, ko turpinajuma uznesa uz MBP-
Trap™ afinitates kolonnu (2.19. att.). Analizg§jot eluéto frakciju (2.18. att., 7.-9. kontroles
paraugs), noteikts, ka pamatfrakcija satur vélamo enzimu ar MW ~ 87 kDa. Turpmaka attiriSana

10 fusion (sapludinatais) jeb himériskais proteins — proteins, kas sastdv no diviem vai vairakiem kovalenti
saistitiem proteiniem/proteinu doméniem, kas daba nav sastopami.

1 SDS-PAGE (natrija dodecilsulfata poliakrilamida géla elektroforéze) notiek reducgjosos un denaturgjosos
apstaklos (augsta DTT un SDS koncentracijas, paraugu uzsildisana lidz 98 °C pirms eksperimenta), rezultata visi
proteini géla paradas ka monomeri.
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ar izm@ra izslégsanas hromatografiju (Size Exclusion Chromatography, SEC'? jeb gélfiltracija)
(2.20. att., zila Iikne), paradija, ka lielaka dala no MBP-BBOX-4m ir agregatos (pikis no 40 lidz
50 mL). Turklat, kopa ar vélamo enzima dimé&ru (2.20. att., zila likne, roza regions, ~ 174 kDa),
iespgjams veidojas MBP-BBOX-4m tetramérs (~ 440 kDa) vai ar1 lidziga izm@ra SkistoSie
agregati. SDS-PAGE analize péc SEC hromatografijas, uzrada 95 %+ tiru proteinu (2.21. att.,
4.-5.), tacu to daudzums ir loti mazs, ~ 0,3 mg/L 2xYT barotnes.
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2.19. att. MBP-BBOX-4m enzima, kas ekspreséts 37 °C, attirisana uz MBP-Trap™ kolonnas.

Zila likne — absorbcija pie 280 nm; zala likne — elugjosa bufera Bl koncentracijas izmainas. Roza regions —
frakcijas, kas satur attiritu MBP-BBOX-4m.
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2.20. att. MBP-BBOX-4m enzima SEC hromatogrammu no HiLoad 16/600 Superdex™
200pg kolonnas superpozicija.

MBP-BBOX-4m ekspreséts 37 °C — likne zila krasa, un ekspreséts 16 °C — likne oranza krasa. Roza regions
parada piki, kas atbilst enzima diméram (~ 174 kDa). Liknes normaliz&tas p&c absorbcijas pie 280 nm (A280).

12 SEC hromatografija visi proteini sadalas péc to izméra. AtSkiriba no SDS-PAGE analizes, Seit proteini
atrodas sava dabiska forma, ceturtgjas struktiiras netiek sagrautas.
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2.21. att. MBP-BBOX-4m péc attirisanas uz SEC HiLoad 16/600 Superdex™ 200pg kolonnas
SDS-PAGE analize.

1.—6. kontroles paraugs atbilst 37 °C ekspreséta MBP-BBOX-4m attiriSanai, bet 7.—12. kontroles paraugs —

16 °C ekspreséta MBP-BBOX-4m attiriSanai. 1., 7. paraugs — $kistosie agregati (40-50 mL); 2., 8. paraugs —

MBP-BBOX-4m tetramérs kopa ar GroEL/ES piemaisijumu (50-60 mL); 3.-5. un 9.—11. paraugs — MBP-
BBOX-4m dimérs (2.20. att., roza regions); 6., 12. paraugs — MBP (80-95 mL).

Savukart, veicot ekspresiju 16 °C izdevas ievérojami palielinat $kistosa enzima daudzumu.
SDS-PAGE analizes dati (2.22. att., 1.-3.) parada, ka ~ 60 % no MBP-BBOX-4m atradas
SkistoSaja frakcija. Turklat, pec attiriSanas uz MBP-Trap™ afinitates kolonnas (2.23. att.),
izdevas eluét ~5 reizes intensivako piki, kas satur veélamo enzimu ar ~20 % GroEL/ES
piemaisijuma (2.22. att., 7.). Turpinot parauga attiriSanu uz SEC kolonnas, izdevas iegit
~ 6 reizes vairak enzima dimé&ra (2.20. att., oranza likne, roza regions, ~ 174 kDa). SDS-PAGE
analize pec SEC hromatografijas, uzarada 95 %+ tiru proteinu (2.21. att., 10.—11.) ar beigu
iznakumu, ~ 1,9 mg/L 2xYT barotnes.

12 345 6 7 8 MW, kDa

-~ 116.0

MBP-BBOX-4m — ‘ - 66.2
GroEL— : z- - , ' '
laktam3 : - 45.0
pB-laktamaze — 350
25.0

18.4

GroES — . w144

2.22. att. MBP-BBOX-4m, kas ekspres€ts 16 °C, attirisanas SDS-PAGE analize.

1. BL21-Al stnu suspensija lizésanas buferT p&c sonifikacijas. 2. $tinu neskistosa dala, kas satur neskistosu
enzimu (p&c sonifikacijas). 3. supernatants, kas satur $kistoSo enzimu (p&c centrifugacijas). 4.—5. sakuma un
beigu caurpliides frakcijas no MBP-Trap™ kolonnas, kas satur GroEL/ES, B-laktamazi u.c. skistosus E. Coli
proteinus, kas nepiesaistijas pie kolonnas. 6. caurplide no MBP-Trap™ kolonnas mazgaSanas ar buferi Al.

7.—8. MBP-BBOX-4m saturosas secigas frakcijas, eluétas no MBP-Trap™ kolonnas.
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2.23. att. MBP-BBOX-4m enzima, kas ekspreséts 16 °C, attiriSana uz MBP-Trap™ kolonnas.

Zila likne — absorbcija pie 280 nm; zala likne — elugjosa bufera B1 koncentracijas izmainas. Roza regions —
frakcijas, kas satur attiritu MBP-BBOX-4m.

2.1.3.2. BBOX-2m iegiisana

Balstoties uz eksperimentaliem datiem par BBOX-4m, BBOX-2m uzreiz izveidots ka
MBP-BBOX-2m fusion proteins veicot punktveida mutaciju pET-Duet-MalE-BBOX-4m
plazmida (nodala 3.3.2.1.). MBP-BBOX-2m ekspreséts paraléli divas temperattiras: 37 °C un
16 °C. Atskirtba no MBP-BBOX-4m, Seit gan 37 °C, gan 16 °C enzims ekspresgjas loti l1dzigi,
kas liecina par lielaku $1 enzima mutanta stabilitati.

Veicot MBP-BBOX-2m attiriSanu, noveroja, ka vismaz 50 % no enzima paliek neskistoSaja
dala (2.24. att., 1.-3. un 2.26. att., 1.-4.). Tom@r, paraugam, kas ekspreséts 16 °C, $kistosa
proteina patsvars ir lielaks. P&c MBP-Trap™ afinitates hromatografijas (2.25. un 2.27. att.,
roza regioni) no abiem paraugiem izdevas iegit MBP-BBOX-2m ar GroEL/ES un MBP
piemaistjumu (2.24. att., 9. un 2.26. att., 8.), ko talak attirfja ar SEC hromatografiju. Seit
starpiba starp paraugiem ir izteikta mazak neka MBP-BBOX-4m gadijuma (2.20. att.). Ka
redzams MBP-BBOX-2m abu SEC hromatogrammu superpozicija (2.28. att.), parauga, kas
ekspreséts 37 °C, paraléli ar MBP-BBOX-2m diméru ekspresgjies art MBP proteins (pikis pie
80-95 mL). Savukart, paraugam, kas ekspreséts 16 °C, iesp&jams, veidojas art MBP-BBOX-
2m tetramé@rs (pikis pie 50-60 mL), bet MBP ekspres€jies ievérojami mazaka daudzuma.
Enzima diméra daudzums Seit ir par ~30% lielaks. SDS-PAGE analize pec SEC
hromatografijas (2.24. att., 13.un 2.26. att., 12.), uzrada 95 %+ tiru proteinu ar beigu iznakumu:

1) 37 °C:~2,4 mg/L 2xYT barotnes;

2) 16 °C: ~ 6,6 mg/L 2xYT barotnes.
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2.24. att. MBP-BBOX-2m, kas ekspresets 37 °C, attiriSanas SDS-PAGE analize.

1.-3. kontroles paraugs atbilst §iinu lizésanai, 4.-9. — attiriSanai uz MBP-Trap™ afinitates kolonnas,
10.-14. — no attiriSanas uz SEC kolonnas. 1. BL21-Al §iinu suspensija liz€Sanas bufer p&c sonifikacijas. 2. §tinu
neskistosa dala, kas satur neskistosu enzimu (p&c centrifugacijas). 3. supernatants, kas satur skistoSo enzimu (p&c
sonifikacijas). 4. caurplide no MBP-Trap™ kolonnas, kas satur GroEL/ES, B-laktamazi u.c. $kistosus E. Coli
proteinus, kas nepiesaistijas pie kolonnas. 5.-8. caurplide no MBP-Trap™ kolonnas mazgaSanas ar buferi Al.
9. MBP-BBOX-2m saturosas secigas frakcijas, eluétas no MBP-Trap™ kolonnas. 10. SkistoSie agregati (40—
50 mL). 11. MBP-BBOX-2m tetramérs kopa ar GroEL/ES piemaisijumu (50-60 mL). 12.-13. MBP-BBOX-2m

dimérs (2.28. att., roza regions). 14. MBP (80-95 mL).
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2.25. att. MBP-BBOX-2m enzima, kas ekspreséts 37 °C, attirisana uz MBP-Trap™ kolonnas.

Zila likne — absorbcija pie 280 nm; zala likne — elugjosa bufera Bl koncentracijas izmainas. Roza regions —
frakcijas, kas satur attiritu MBP-BBOX-2m.
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2.26. att. MBP-BBOX-2m, kas ekspresé€ts 16 °C, attiriSanas SDS-PAGE analize.

1.—4. kontroles paraugs atbilst §tiinu liz€sanai, 5.—8. — attiriSanai uz MBP-Trap™ afinitates kolonnas, 9.-13. — no
attirisanai uz SEC kolonnas. 1. BL21-Al §tinu suspensija lizéSanas bufer pirms sonifikacijas. 2. BL21-Al §tinu
suspensija lizéSanas buferi péc sonifikacijas. 3. $tnu neskistosa dala, kas satur neskistoSu enzimu (p&c
centrifugacijas). 4. supernatants, kas satur $kistoSo enzimu (péc sonifikacijas). 5. caurplude no MBP-Trap™
kolonnas, kas satur GroEL/ES, B-laktamazi u.c. $kistosus E. Coli proteinus, kas nepiesaistijas pie kolonnas.
6.—7. caurplide no MBP-Trap™ kolonnas mazgasanas ar buferi Al. 8. MBP-BBOX-2m saturo$as secigas
frakcijas, eluétas no MBP-Trap™ kolonnas. 9. $kistoSie agregati (40-50 mL). 10. MBP-BBOX-2m tetramérs
kopa ar GroEL/ES piemaisijumu (50-60 mL). 11.-12. MBP-BBOX-2m dimérs (2.28. att., roza regions).

13. MBP (80-95 mL).
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2.27. att. MBP-BBOX-2m enzima, kas ekspreséts 16 °C, attiriSana uz MBP-Trap™ kolonnas.

Zila likne — absorbcija pie 280 nm; zala likne — elugjosa bufera B1 koncentracijas izmainas. Roza regions —
frakcijas, kas satur attiritu MBP-BBOX-2m.
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2.28. att. MBP-BBOX-2m enzima SEC hromatogrammu no HiLoad 16/600 Superdex™
200pg kolonnas superpozicija.

MBP-BBOX-2m ekspreséts 37 °C — likne zila krasa, un ekspreséts 16 °C — likne oranza krasa. Roza regions
parada piki, kas atbilst enzima diméram (~ 174 kDa). Liknes normaliz&tas p&c absorbcijas pie 280 nm (A280).

legtitie dati pierada, ka temperatiiras samazinasana proteinu ekspresijas laika labveligi
ietekmgja proteinu $kidibu. Samazinoties temperatiirai, visi procesi $iina paléninas. Proteina
sint€ze ribosoma ar1 notiek ieverojami lénak un, izejot no tas, proteinam ir vairak laika, lai
ienemtu pareizo konformaciju. Rezultata, varbiitiba, ka proteins ienems pareizo tre§gjo un
ceturtgjo strukttru palielinas.

Siinu sagrau$ana ar sonifikacijas metodi ir viena no nesaudzigakajam lizé§anas metodem,
kuras norises laika paraugs var viegli parkarst, bet proteins — degradeties. Viens no
optimizacijas veidiem biitu nomainit sonifikaciju ar kimisko liz€Sanu (pieméram, §tinu apvalku
sagrauSana ar lizocimu un detergentu). Vai ari notestét dazadu osmolitu [pieméram,
trimetilamino N-oksids, D-trehaloze, glicina betains, u.c.] piedevu ietekmi [246].

Analizgjot visu Cetru enzimu paraugu eksperimentalos datus, var secinat, ka mutacijas
Y205T un P206T stipri destabilizé BBOX struktiiru, ka rezultata ievérojami samazinas enzima
iznakumi. Iesp&jams, So mutaciju sekmigai ievieSanai butu javeic papildus mutacijas otra
ligandu koordinacijas sféra (> 4 A attaluma), lai kompensétu palielinito kustigumu aktiva
centra apkartn€. Tomer lielaks mutaciju skaits var stipri izmainit BBOX strukttiru, kas vairs
nebiis 11dziga tai, ko apraksta esosie kristalografiskie dati.

2.1.3.3. MBP-BBOX-4m un MBP-BBOX-2m enzimatiskie testi

Iegiito BBOX mutantu aktivitate parbaudita enzimatiskajas reakcijas, ko noveroja,
izmantojot KMR spektroskopiju. Nemot véra zemus iznakumus, MBP-BBOX-4m parbaudits
tikai viena enzima koncentracija, 3,0 uM — paraugam, kas ekspreséts 37 °C un 10,2 uM —
paraugam, kas ekspres€ts 37 °C. Ka substrati Seit izmantoti 200 uM TML (2.29. att.) vai
200 uM GBB (2.30. att.). Ka var redzét no spektriem, neviena no paraugiem ligandu kimisko
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nobizu vai signalu intensitasu izmainas nenoveroja, kas liecina, ka neviena no reakcijas
maisTjumiem substrata konversija nenotika. Turklat, sukcinata veido$anos arT nenovero.

U S WS

MBP-BBOX-4m (16 °C)

LL

L_« PR L__A_A_A_/\/\—_/\/_.A._
(CH;)N* MBP-BBOX-4m (37 °C)
sukcinats
i o e
ascorbats + Tris aKG aKG reference

45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 2.6 2.5 24 23 22 24 20 1.9 18 17 1.6 1.5 14 13 12 11 1.0
1

2.7
o)

2.29. att. 1D 'H KMR spektri MBP-BBOX-4m enzimatiskajai reakcijai ar TML.

Spektrs sarkana krasa — enzimatiska maisijuma references spektrs ar 200 uM TML, bez enzima pievienosanas.
Spektrs zala krasa — 200 pM TML kopa ar 3,0 uM MBP-BBOX-4m (ekspreséts 37 °C) péc 1 h inkubacijas
37 °C. Spektrs zila krasa — 200 uM TML kopa ar 10,2 uM MBP-BBOX-4m (ekspreséts 16 °C) péc 1 h
inkubacijas 37 °C.

MBP-BBOX-4m (16 °C)

S N N

MBP-BBOX-4m (37 °C)

L

(CH3)N*
sukcinats
Y L/Ju‘i
ascorbats + Tris aKG oKG reference

45 44 43 42 41 40 39 3.8 37 3.6 3.5 34 33 32 31 3.0 29 2.8 27 2.6 2.5 24 23 22 21 20 19 1.8 17 1.6 1.5 14 13 12 11 10

2.30. att. 1D 'H KMR spektri MBP-BBOX-4m enzimatiskajai reakcijai ar GBB.

Spektrs sarkana krasa — enzimatiska maisijuma references spektrs ar 200 uM GBB, bez enzima pievienosanas.
Spektrs zala krasa — 200 uM GBB kopa ar 3,0 uM MBP-BBOX-4m (ekspreséts 37 °C) péc 1 h inkubacijas
37 °C. Spektrs zila krasa — 200 uM GBB kopa ar 10,2 pM MBP-BBOX-4m (ekspreséts 16 °C) péc 1 h
inkubacijas 37 °C.
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MBP-BBOX-2m enzimatiskas reakcijas tika veiktas plasaka enzima koncentraciju
diapazona (3,6 — 43,6 uM enzims). Reakciju veica ar tris potencialiem substratiem: TML, GBB
un d-trimetil-L-ornitinu, kas ir par vienu CH» grupu 1saks TML analogs. legiitie dati saspoguloti
2.31.—2.33. att€los. Abi enzima paraugi (ekspreséti 37 °C un 16 °C) deva vienadus rezultatus.
Zemas enzima koncentracijas (3,6 uM) spektra nenovéroja kimisko nobizu izmainas. Sie dati
sakrTt ar iegiitajiem izmantojot MBP-BBOX-4m enzimu. Tom&r MBP-BBOX-2m gadijuma
TML savienojumam (2.31. att.), atSkirtba no GBB, enzimatiskaja maistjuma ar 3,6 uM enzimu
novéroja minimalas intensitates izmainas (~ 15 %) (CH3)3sN™ signalam pie 2,96 ppm. Savukart,
augstakas enzima koncentracijas novéroja sukcinata signala intensitates picaugumu 46 reizes
salidzinajuma ar references spektru. Piedevam, palielinot koncentraciju 1idz 19,8 uM, spektra
novéroja ievérojamu (CHs);N" signala liniju paplasinasanos (/ine broadening). Sis efekts klist
arvien izteiktaks palielinot enzima koncentraciju lidz 43,6 M (enzima-liganda attieciba 1:4,6).
GBB gadijuma (2.32. att.) §1 signala paplasinasanas ir ~ 4 reizes mazak izteikta salidzinajuma
ar TML (2.31. att.) un d-trimetil-Z-ornitinu (2.33. att.). Signala platumu vertibas atkariba no
enzima koncentracijas apkopotas 2.4. tabula. Salidzinot enzimatiskas reakcijas spektrus visiem
trim ligandiem un to signalu platumu datus, var secinat, ka MBP-BBOX-2m veidojas
preference pret a-aminogrupu saturo$iem substratiem.

43,6 yM MBP-BBOX-2m (16 °C)
35,0 yM MBP-BBOX-2m (16 °C)

|

19,8 uyM MBP-BBOX-2m (37 °C)

R m
3,6 yM MBP-BBOX-2m (37 °C)

sukcinats

) e Bd Y12

ascorbats + Tris aKG aKG reference

(CHy)N*

€

L e S B o B e o e AL s s S
43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 3.2 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 1.0

2.31. att. 1D 'H KMR spektri MBP-BBOX-2m enzimatiskajai reakcijai ar TML.

Spektrs sarkana krasa — enzimatiska maisijuma references spektrs ar 200 uM TML, bez enzima pievienosanas.
Spektrs dzeltena krasa — 200 uM TML kopa ar 3,6 uM MBP-BBOX-2m (ekspreséts 37 °C) péc 1 h inkubacijas
37 °C. Spektrs gaisi zila krasa — 200 uM TML kopa ar 19,8 uM MBP-BBOX-2m (ekspreséts 37 °C) péc 1 h
inkubacijas 37 °C. Spektrs tumsi zila krasa — 200 uM TML kopa ar 35,0 uM MBP-BBOX-2m (ekspreséts 16 °C)
péc 1 h inkubacijas 37 °C. Spektrs violeta krasa — 200 uM TML kopa ar 43,6 uM MBP-BBOX-2m (ekspreséts
37 °C) péc | h inkubacijas 37 °C.
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2.32. att. 1D 'H KMR spektri MBP-BBOX-2m enzimatiskajai reakcijai ar GBB.

Spektrs sarkana krasa — enzimatiska maisijuma references spektrs ar 200 uM TML, bez enzima pievienosanas.
Spektrs zala krasa — 200 uM GBB kopa ar 3,6 uM MBP-BBOX-2m (ekspreséts 16 °C) péc 1 h inkubacijas
37 °C. Spektrs gaisi zila krasa — 200 uM GBB kopa ar 19,8 uM MBP-BBOX-2m (ekspreséts 37 °C) péc 1 h
inkubacijas 37 °C. Spektrs tumsi zila krasa — 200 uM GBB kopa ar 46,3 uM MBP-BBOX-2m (ekspreséts 16 °C)
péc 1 h inkubacijas 37 °C.

TR S

(CH3)N*

35 uM MBP-BBOX-2m (16 °C)

sukcinats
] /
\ 5,B 5,
— e
ascorbats + Tris aKG aKG reference

D S s s e
43 42 41 40 39 38 37 36 35 3.4 33 32 31 30 29 2.8 27 26 25 24 23 22 21 20 1.9 18 17 16 15 14 13 12 L1 10
f1 (ppm)

2.33. att. 1D '"H KMR spektri MBP-BBOX-2m enzimatiskajai reakcijai ar 5-trimetil-Z-
ornitnu.

Spektrs sarkana krasa — enzimatiska maisijuma references spektrs ar 200 pM §-trimetil-Z-ornitinu, bez enzima
pievienoSanas. Spektrs gaisi zila krasa — 200 uM d-trimetil-Z-ornitins kopa ar 35 pM MBP-BBOX-2m
(ekspreséts 16 °C) péc 1 h inkubacijas 37 °C.
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2.4. tabula
(CH:3)3N™ grupas signala platuma izmainas atkariba no MBP-BBOX-2m koncentracijas

Enzima konc., pM TML, ppm GBB, ppm 8-tr1metll)ll-)€l-lormtms,
0 1,80 1,64 2,0
3,6 1,84 1,71 n/d
19,8 5,56 2,67 n/d
35,0 12,11 n/d 13,08
43,6 17,27 4,46 n/d
n/d — nav datu

No iegitiem datiem redzams, ka MBP-BBOX-4m un 2m mutanti zaudgja spg&ju veikt
enzimatisko reakciju ar savu dabisko substratu, GBB, tacu tie ari nesp€j hidroksilét TML vai ta
1stako analogu, §-trimetil-Z-ornitinu. Enzima mutantu funkcionalitates parbaudei biitu jamégina
realiz€t enzimatisko reakciju ar a-amino-GBB, kas ir BBOX no Pseudomonas sp.
substrats [56]. Savukart, ltniju platuma palielinaSanas un signala augstuma samazinaSanas
MBP-BBOX-2m gadijuma, liecina par to, ka veidojas enzima-liganda komplekss, kam ir 1saks
relaksacijas laiks [247].

Kopuma, neraugoties uz parliecinosiem MD simulaciju datiem, izskatas, ka katalttiskas
aktivitates saglabaSanai BBOX aktivaja centra biitu javeic daudz vairak mutaciju, lai “iemacttu”
to parstradat TML. Visticamak, biitu japalielina BI/BIL, BII/BIIT un BIII/BIV cilpu garumi, kas
DSBH struktira aptver aktivo centru un piedalas substrata saistiba. Tomér tik lielas
modifikacijas stipri ietekmétu originalo BBOX struktfiru un vairs nelautu izmanot BBOX
modelus ticamo geometrisko ierobezojumu noteik$anai struktiras-aktivitates likumsakaribu

izveidei.
2.2. TMLD modela izveide ar maksligo intelektu (AlphaFold)

AlphaFold datu baze [220, 221] pieejama cilvéku pilna garuma TMLD struktiira, kopa ar
modela ticamibas raditajiem, ko parada ka krasu gradientu (2.34. att.) [248]. Iegtita modela
strukturalais un katalitiskais doméni tiek uzskatiti par regioniem ar loti augstu ticamibu pé&c
pLDDT analizes (regioni tumsi zila krasa). Savukart, doménu savienojo$a o-spirale un
N-terminala mitohondriala mérksekvence (Mitochondrial Targeting Sequence, MST,
aminoskabju atlikumi 1-41) uzskatiti attiecigi ka regioni ar standarta un loti zemu ticamibu.

Papildus, AlphaFold piedava novertet modela kvalitati ar izrékinato sagaidamas pozicijas
kltadu, ko atspogulo ka 2D grafiku (2.35. att.). Iegiitaja grafika poziciju kliidas norada ar krasu
gradientu sakot no tumsi zila Iidz spilgti dzeltenam, kur tumsakie regioni atbilst vismazakajai
pozicijas kliidai. Sie dati loti labi saksit ar pLDDT analizes datiem, un apstiprina to, ka abu
doménu struktiiras tiek uzskatitas ka regioni, kas ar AlphaFold algoritmu paredzetas ar loti
augstu ticamibu. Atseviski analiz€jot sagaidamas poziciju klidas TMLD modela aktivaja
centra, ar darba autores uzrakstita Python v.3 skripta palidzibu izveidots jauns 2D grafiks
(2.36. att.), kas parada poziciju sakaribas starp 15 aminoskabju atlikumiem TML un Fe(II)/aKG
paredzamas saistiSanas vietas pirmaja koordinacijas sfera. Ka redzams, visticamakais regions
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ir model&ts ap Fe(II) koordinacijas (H242, D244 un H389) un oK G saistisanas (R391 un R398)
vietu. TML paredzamaja saistiSanas vieta lielaka dala no aminoskabju atlikumiem tiek uzskatita
par regioniem ar augstu ticamibu (Y217, W221, T245, T269, N334, D337 un Y404). Savukart
trim aminoskabju atlikumiem pozicijas kliida ir nedaudz lielaka (F223, D231 un Y234). Sie
noveérojumi atspogulo TMLD modela nepilnibas, jo arT AlphaFold visticamak to generg,
pamatojoties uz BBOX strukturaliem datiem, kura D231 vieta ir N191.

2.34. att. Pilna garuma TMLD enzima modelis (iegtits no AlphaFold [220, 221] datubazes).

Enzims atspogulots ka lentes, kas iekrasotas atbilstosi pLDDT veértibam. Varaviksnes krasojums no sarkana uz
tumsi zilo atspogulo atbilstosi loti zemas un loti augstas ticamibas regionus. [zveidots PyMOL programma [58].
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2.35. att. Sagaidama pozicijas klida TMLD modela aminoskabes atlikumam x, kad aprékinata

un eksperimentala struktiiras pielidzinatas (aligned) uz aminoskabes atlikuma y, aprékinata ar
AlphaFold. Tumsi zilie regioni — nav kludas, bet dzeltenie — regioni ar lielu pozicijas kladu.
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2.36. att. Sagaidama pozicijas klida TMLD modela aktiva centra aminoskabju atlikumam x,
kas piedalas liganda saistiSana, kad aprékinata un eksperimentala strukttras pielidzinatas
(aligned) uz aminoskabes atlikuma y, aprékinata ar AlphaFold. Tumsi zilie regioni — nav

kladas, bet dzeltenie — regioni ar lielu pozicijas kladu.

TMLD modela struktiiras kvalitates novertésana ar Prime programmu [249-251] uzradija
daudz labakus struktiiras kvalitates statistiskos datus (5. pielikums), salidzinajuma BBOX
kristalografisko struktaru (PDB ID 302G). Autores magistra darba [63] veikts TMLD enzima
homologisko modelu dizains. Divas MD simulacijas ar identiskiem parametriem (3.9.4. nodala)
veiktas Gromacs programma, lai salidzinatu ieprieks iegtita homologiska modela un AlphaFold
modela strukttru stabilitati. Ka redzams no RMSD aprékina, homologiskaja modeli jau pasa
simulacijas sakuma (< 5 ns) notika 6 A lielas konformacijas izmainas, kas noradija uz struktiiras
augsto nestabilitati (2.37. att., A). Rezultata, simulaciju apstadinaja péc pirmajam 20 ns.
Savukart, AlphaFold modelis MD simulacijas laika uzvedas daudz stabilak (2.37. att., B) un ta
RMSD lidzinajas BBOX (PDB ID 302G) simulacijai. RMSF analize (2.38. att.) TMLD
(AlphaFold) modelim ari neparada regionus ar arkartigi lielam fluktuacijam (RMSF < 2,5 A).
Visas kustiguma izmainas ir salidzinamas ar BBOX vai ta mutantu RMSF vértibam. Vislielaka
RMSF vértiba atbilst B-hairpin motivam un BIV/BV savienojosas cilpas regionam (aminoskabju
atlikumi nr. 300-313).

Kopuma TMLD modelis, kas ieglits ar maksligo neironu tikla palidzibu, izskatas daudz
stabilaks un ticamaks par ieprieks izveidotajiem homologiskajiem modeliem un labi sakrit ar
eksperimentalajiem datiem no TMLD mutantiem [69]. Balstoties uz iegitajiem rezultatiem,
TMLD AlphaFold modeli turpmak izmantoja enzima-ligandu kompleksu model&Sanai, ar
noluku racionalizét iegutos eksperimentalos datus un izveidot struktiiras-aktivitates
likumsakaribas.

89



f? " MW M Mmm
i M i ,

ool | . |
10000
Laiks (ps)

1
15000

20000 40000 60000 80000 le+05
Laiks (ps)

2.37. att. RMSD izmainas BBOX (PDB ID 302G) un TMLD modelu MD simulacijas.

A. 20 ns MD simulaciju RMSD salidzinajums BBOX (PDB ID 302G) un TMLD homologiskajam modelim, kas
sagatavots ar Prime [252] palidzibu [63]. B. 100 ns MD simulaciju RMSD salidzinajums BBOX (PDB ID 302G)
un TMLD modelim no AlphaFold. BBOX RMSD kedei A — sarkana krasa; BBOX RMSD k&dei B — zila krasa;
TMLD RMSD k&dei A — dzeltena krasa; TMLD RMSD k&dei B — zala krasa.

RMSF of TMLD (AlphaFold) MD at 40-100 ns
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2.38. att. Vid€jas RMSF izmainas katra aminoskabju atlikuma Co atomiem 40—-100 ns MD
simulacija TMLD (4lphaFold) modelim kompleksa ar TML ar noraditiem kristalografiskiem
B-faktoriem no PDB ID 302G.

RMSF k&dei A — violeta krasa; RMSF kédei B — sarkana krasa. B-faktori — tumsi zala krasa. Otrgjas struktiiras
elementi paraditi ka sarkani, gaisi zilie vai gaisi zalie taisnstirisi un attiecigi atbilst a-spiralém, p-lapam vai

kustigam cilpam (noteikti péc analogijas ar BBOX struktiiru).
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2.3. Aktiva MBP-TMLD iegiiSanas optimizacija liela apjoma

2.3.1. Ekspresijas un attiri§anas apstaklu optimizacija
Sistematiskai MBP-TMLD izp&tei, So enzimu nepiecieSams iegiit liela daudzuma. Ieprieks
aprakstita metode [245] lauj iegtt aktivu MBP-TMLD ar iznakumu ~ 1 mg/g §tinu. Misu
laboratorijas apstaklos maksimali iesp&amais iznakums, lietojot o metodi, ir 6 mg/5 L 2xYT
kultiras, ar ko pilniba pietick enzimatiskiem testiem, kur proteinu izmanto nM-uM
koncentraciju diapazona. Savukart, lai noteiktu enzima-ligandu saistibas termodinamiku,
nepieciesamas par kartu lielaki daudzumi. Sim nolikam bija nepieciesams optimizet MBP-

TMLD ekspresijas un attirisanas protokolu, lai palielinatu gala iznakumu.

2.3.1.1. Ekspresijas barotnes testi

Sakuma tika parbaudita E. Coli kultivéSanas barotnes ietekme uz MBP-TMLD iznakumu
un agregatu veidoSanos. Eksperimentam nemtas Cetras barotnes:

1) LB (Lysogeny broth) — standarta bakteriju ekspresijas barotne;

2) 2xYT —bagatinata barotne, kura salidzinajuma ar LB divas reizes palielinats triptona un
rauga daudzums;

3) 2xYT barotne ar 100 uM Zn(Il) piedevu, kas var€tu uzlabot Zn(Il) pirkstu motiva
veidoSanos N-terminala strukturalaja doména;

4) TB (Terrific broth) — augsti Dbagatinata barotne, kopa ar pievienotiem
mikroelementiem '3,

2.5. tabula
MBP-TMLD iznakumi E. Coli kultivéSanas barotnes
LB 2xYT 2xYT+Zn(II) B
Siinu daudzums 4,1 g/L 6,0 g/L 6,2 g/L 5,5¢g/L
Enzima kopigais daudzums péc 9,7 mg/L 16,5 mg/L 15,6 mg/L 14,2 mg/L
MBP-Trap™ 2,4 mg/g 2,8 mg/g 2,5 mgl/g 2,6 mg/g
Diméra daudzums péc SEC 0,80 mg/g 1,16 mg/g 0,93 mg/g 0,57 mg/g

Barotnes efekts uz MBP-TMLD iegiiSanu novértéts péc diméra iznakumiem no SEC
hromatografijas (2.5. tab., 2.39. att.). Interesanti, ka neskatoties uz to, ka 7B barotnei biitu
javeicina Stunu augsana, BL21-Al gadijuma to nenovéroja. Turklat, parak atra aug$ana negativi
ietekm&ja MBP-TMLD salociSanos, ka rezultata ieglits divreiz mazak enzima dim@ra neka
2xYT barotn€. GroEL/ES Saperonu ekspresija ar1 bija par ~ 30 % mazaka. Zn(II) piedeva 2x¥YT
barotne gala iznakumu neietekmgja. Tom&r SEC hromatografija MBP-TMLD diméra pikim
(2.39. att., roza regions) novérojams papildus plecs (2.39. att., 12,5-13,5 mL), kas iesp&jams
liecina par jaunas diméra konformacijas veidoSanos, jo SDS-PAGE ggla abi regioni izskatas
identiski p&c sava sastava. Savukart, LB barotné enzima iznakumi bija daudz zemaki neka 2xYT'

13 Mikroelementu piedevas sastavs: 50 uM FeCls, 20 uM CaCl,, 10 uM MnCl, un ZnSOq, 2 uM CoCl,, CuCly,
NiClz, Na25603 un H3BO3.
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un 7B barotn&s. Balstoties uz iegiitajiem datiem, turpmak enzima producésana veikta klasiskaja
2xYT barotng.
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2.39. att. MBP-TMLD enzima SEC hromatogrammu no Superdex™ 200 Increase 10/300 GL
kolonnas superpozicija.

MBP-TMLD ekspreséts: LB barotné — likne zala krasa; 2xYT barotn€ — likne tumsi zila krasa; 2xYT barotné ar
Zn(IT) piedevu — likne sarkana krasa; TB barotné — likne dzeltena krasa. Roza regions parada piki, kas atbilst
enzima diméram (~ 174 kDa).

2.3.1.2. Stabilizg&joso apstaklu mekl&jumi, izmantojot 754 metodi

Lai noverteétu pH, NaCl un KCI koncentraciju, ka ar1 vairaku stabiliz&joSo piedevu ietekmi
uz MBP-TMLD stabilitati, tika pielietota 7S4 metode. 3.8. att€la (160. Ipp.) uzskaititi 96
apstakli, kas izmantoti skrininga. No tiem A1-H7 laucinos atrodas buferu skrininga paraugi,
bet A8—G12 — stabilizgjoso piedevu paraugi viena bufert (200 mM HEPES pH 7,5 un 400 mM
NaCl). Laucina H12 atrodas references paraugs, kura nav ne buferkomponensu, ne papildus
piedevu.

MBP-TMLD izoelektriskais punkts, pl, ir 6,08. Tacu jaatceras, ka MBP-TMLD ir fusion
proteins, kas sastav no diviem atseviskiem proteiniem, kur MBP pl 5,4 un TMLD pl 6,82.
Dazas TSA liknés novéroja divus blakus esosus minimumus (5-10 °C attaluma), kas visticamak
liecina par to, ka viens no proteiniem sak denaturéties atrak par otru. Turklat TMLD dabiska
forma ir dimérs, un 7S4 metodg, iesp&jams, var€tu noverot fluorescences signala pieaugumu,
kas saistits ar dimera sabruksanu, jo atbrivojas papildus hidrofoba virsma. Nemot vera augsto
TMLD nestabilitati, tika pienemts, ka tas denaturjas pirmais. Rezultata, visas iegttas T
vertibas ir lielakas par 35 °C un atbilst pirmajam minimumam. Normaliz&to 754 liknu piemérs
redzams 2.40. attela, bet iegiitas AT,, vertibas (relativi pret referenci) uzskaititas 2.6. tabula.

No iegiitajiem datiem redzams, ka enzims ir maksimali stabils pie pH 7,0 un pH 7,5, kas ir
par vismaz vienu vienibu lielaks neka pl, un ir vismazak stabils — pie pH 4,5 un pH 10,0, kas ir
loti ekstrémi apstakli. Tris bufert pie pH 8,0 enzims arT uzradija pietickami augstu stabilitati
salidzinajuma ar MES pH 6,0. Palielinot NaCl daudzumu parauga, lielas izmainas nenovéroja,
tom@r enzimu stabiliz&josa sals koncentracija bija 200-500 mM robezas, bet sals 1000 mM
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koncentracija nedaudz destabilizgja enzimu. Starpibu starp NaCl un KCl nenovéroja.
Interesanti, ka augstakas sals koncentracijas stabiliz€joso efektu novéro art 200 mM MES
pH 6,0 buferim. Tas nozime, ka paaugstinats sals daudzums sp&j noverst proteina agregatu
veidoSanos arl pie pH ~ pl, kad proteina summarais 1adin$ ir nulle. Savukart, 10 % glicerina
piedeva stabilizgja proteinu plasaka pH diapazona: 6,0 — 8,0.
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2.40. att. Normaliz&to 754 liknu piemérs MBP-TMLD skriningam, vari€jot buferu
komponentes.

MBP-TMLD buferos bez sals piedevas: 200 mM Na acetats pH 4,5 (dzeltena likne); 200 mM Na citrats pH 5,0
(peleka likne); 200 mM MES pH 6,0 (gaisi roza likne); 200 mM PIPES pH 7,0 (bruna likne); 200 mM HEPES
pH 7,5 (violeta Iikne); 200 mM Tris pH 8,0 (tumsi roza likne); 200 mM Bis-Tris propans pH 9,0 (zala likne);
200 mM CAPS pH 10,0 (oranza likne). Reference ar tidens piedevu bufera vieta (gaisi zila likne).

2.6. tabula
MBP-TMLD TSA4 AT, izmainas atkariba no bufera sastava

T 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A -53 | 8.1 | -10.6 | -13.2 | -188 | 84 | 6.6 | 2.2 1.0 1.6 0.3 X
B 0.6 0.3 -1.5 | 25 | 02 0.1 23 3.5 1.3 30 |[-11.6 | -14
C 0.9 32 1.0 4.0 4.0 32 59 -1.3 X 2.4 4.7 =72
D 6.6 3.1 2.5 22 3.2 2.1 5.7 23 | -127 ] 1.9 34 2.5
E

F

G

3.1 2.3 2.1 0.9 1.9 1.0 5.0 2.2 1.8 1.9 5.0 —4.1
0.0 0.1 —0.1 | 2.6 0.7 =Il.Il 4.6 0.6 2.2 1.1 3.6 —4.4
-1.7 | -12 | -16 | 55 | 47 | =50 | -13 | 53 2.4 0.7 6.1 -1.8

H -7.7 | -11.5 | -11.0 | -13.8 | -13.3 | 48 | -7.6 1.1 2.6 0.1 4.9 Ref.
Tabulas ailes nokrasotas atbilstosi AT, vertibas lielumam, kur sarkans — vismazaka, bet zal§ — vislielaka vertiba.

x — datus nevargja nolasit augsta troksna del, ko ievie§ 2 % Tween-20 un 2 % Triton X-100 detergentu piedevas.

No stabiliz&josam piedevam (3.8. att., A8—G12) vienigie, kas uzradija pozitivu ietekmi uz
MBP-TMLD  stabilitati, neatkarigi no koncentracijas, bija cukuri: D-trehaloze,
D-saharoze un L-arabinoze, un L-Arg un L-Glu aminoskabju piedevas. Enzima stabilitati
uzlaboja arT natrija fosfata piedeva. Tomér nemot véra, ka divvertigu metalu fosfata sali tident
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neskist vai $kist loti slikti (< 50 uM), eksperimentiem ar MBP-TMLD tie neder. Savukart,
jebkuru metalu salu, spirtu vai detergentu piedevas destabilizgja enzimu.

Rezultata, turpmakos eksperimentos biitu jaizmanto PIPES, HEPES vai Tris buferi pH 7,0—
8,0 kopa ar NaCl vai KCI <1000 mM koncentracijas.

2.3.1.3. Stabiliz&joso piedevu testi §tnu sonifikacijas laika

Nemot véra pieredzi ar BBOX mutantu ekspresiju, izméginats ekspresét MBP-TMLD
zemakas temperatiiras. Ka redzams no SDS-PAGE analizes (2.41. att., 1.—6. kontroles paraugs),
ekspresgjot enzimu 20 °C, ievérojami uzlabojas $kisto§a proteina Tpatsvars:

1) 37 °C: attieciba starp S$kistoSo un neskistoSo enzimu péc intensitatém SDS-PAGE ggla

~ 40 %/60 % (4., 5. kontroles paraugs);

2) 20 °C: attieciba starp SkistoSo un neskistoSo enzimu péc intensitatém SDS-PAGE gela

~70 %/30 % (1., 3. kontroles paraugs).
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2.41. att. MBP-TMLD ekspresijas un attiriSsanas apstaklu optimizacijas 20 °C un 37 °C
SDS-PAGE analize.

1.-3. un 4.—12. kontroles paraugs atbilst enzima porcijam, kas ekspresétas attiecigi 20 °C un 37 °C.

1.—6. kontroles paraugs — enzima paraugs sonificéts liz€Sanas buferT bez piedevam; 7.-9. — enzima paraugs
sonificéts liz€sanas bufer ar 10 % (v/v) glicerinu; 10.—12. — enzima porcija sonificéta lizésanas buferi ar 0,7 M
D-trehalozi. 1., 4., 7. un 10. paraugi — supernatants, kas satur skistoSo enzimu; 3., 5., 8. un 11. — $tnu nogulsnes,

kas satur neskistoSo enzimu; 2., 6., 9. un 12. caurpliide no HisTrap™ kolonnas mazgaSanas ar buferi A2.

Talak parbaudita stabiliz€joSo piedevu ietekme uz MBP-TMLD $kidibas uzlaboSanu
paraugiem, kas ekspreséti 37 °C (2.41. att., 7.—12.) un 20 °C (2.42. att., 1.-7.). Ka stabiliz&josas
piedevas, atbilstosi 754 rezultatiem, izmantoja 10 % (v/v) glicerinu vai 0,7 M D-trehalozi. Ka
redzams no SDS-PAGE ggla (2.41. att., 7., 8. un 2.42. att., 1., 2.) glicerina piedeva minimali
palielinaja $kistosa enzima daudzumu salidzinajuma ar atbilstoSiem paraugiem bez piedevam.
Skidiba ievérojami uzlabojas paraugos ar 0,7 M D-trehalozes piedevu (2.41. att., 10., 11. un
2.42. att., 4., 5.). Savukart, maksimalais iznakums iegtits paraugam, kas ekspreséts 20 °C. Vel

viena at$kiriba no originala attiri$anas protokola ir HisTrap™ afinitates kolonnas izmanto$ana
MBP-Trap™ vieta, jo D-trehaloze izkonkuré MBP proteinu no saistiSanas pie kolonnas.
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Salidzinot agregatu un MBP-TMLD diméra daudzumu péc attiriSanas uz SEC kolonnas
(2.43. att.), redzams, ka parauga, kas ekspreséts 20 °C un sonificts D-trehalozes klatbiitng,
$kisto$a enzima daudzums ir par ~ 70 % lielaks. SDS-PAGE analize péc SEC hromatografijas,
uzrada 95 %+ tiru enzimu (2.44. att.). Turklat, paraugam, kas attirits D-trehalozes klatbiitné
noveéroja aktivitates uzlabosanos no 40-50 % lidz 80-85 % (noteikts ITC eksperimenta péc
stehiometrijas vertibas). Iegiitie dati aprakstiti darba autores publikacija [253].
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2.42. att. MBP-TMLD ekspresijas un attiriSanas apstaklu optimizacija 20 °C
SDS-PAGE analize.

1.-3. kontroles paraugs — enzima porcija sonificéta lizéSanas bufert ar 10 % (v/v) glicerinu; 4.-7. — enzima
porcija sonificgta liz€Sanas buferi ar 0,7 M D-trehalozi. 1. un 4. kontroles paraugs — supernatants, kas satur
$kistoSo enzimu; 2. un 5. — §Ginu nogulsnes, kas satur neskistoso enzimu; 3., 6. un 7. caurplide no HisTrap™
kolonnas mazgasanas ar buferi A2.
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2.43. att. MBP-TMLD enzima SEC hromatogrammu no HiLoad 16/600 Superdex™ 200pg
kolonnas superpozicija.

MBP-TMLD sonificéts bez (likne zila krasa) un ar (Iikne oranza krasa) 0,7 M D-trehalozes stabiliz&joso piedevu.
Roza regions parada piki, kas atbilst enzima diméram (~ 174 kDa). Liknes normalizétas péc absorbcijas pie
280 nm (A280).
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2.44. att. MBP-TMLD attirisanas stadiju SDS-PAGE analize.

1.-3. un 4.-6. kontroles paraugs — piku frakcijas no HiLoad 16/600 Superdex™ 200pg kolonnas, kas satur MBP-
TMLD un attiecas uz paraugiem, kas sonificéti attiecigi bez un ar 0,7 M D-trehalozi.

2.3.2. EDTA ietekme uz MBP-TMLD

MBP-TMLD ir metaloenzims, kam katalitiskai aktivitatei nepiecieSams Fe(Il). Veicot
enzima attirisanu no E. Coli §tinam, tas nonak saskarsmé ar daudziem citiem metala joniem,
t. sk. arT ar Fe(Il), Fe(III) un Zn(II), dazi no kuriem potenciali var piesaistities enzima aktivaja
centra un $adi samazinat ta aktivitati. Lai parbauditu vai MBP-TMLD aktivaja centra ir
sastopami jebkadi metala joni, izmé&ginats apstradat to ar etiléndiamintetraetikskabi (EDTA),
ko plasi pielieto ka helat&joso agentu metalu “iznemsanai” no proteiniem.
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2.45. att. MBP-TMLD enzima SEC hromatogrammu no Superdex™ 200 Increase 10/300 GL
kolonnas superpozicija.

MBP-TMLD attirits bez (likne zila krasa) un ar (Itkne oranza krasa) pirmsapstradi ar ¢etrkartigo EDTA
parakumu pirms SEC hromatografijas. Roza regions parada piki, kas atbilst enzima diméram (~ 174 kDa).
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MBP-TMLD saturosas frakcijas peéc HisTrap™ afinitates kolonnas tika sadalitas divas
dalas. Vienai no tam pievienots EDTA 5-kartiga parakuma. Otrais paraugs atstats ka reference.
Nakamaja diend abus enzima paraugus attirja uz SEC kolonnas. Ka redzams no
hromatogrammam (2.45. att.), pirmsapstrade ar EDTA neietekmg&ja enzima struktiiru vai
konformaciju.

Enzima aktivitate péc tam parbaudita ar /TC metodi'®. Vispirms notestéts vai EDTA reage
ar ITC buferi (50 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl). Ka redzams 2.46. att€la A, HEPES
buferd, kas ir 99 % tirs (biologiska tiribas pakape) ir kaut kads neliels metalu piemaisijums, uz
ko reagé EDTA. Titrgjot apo-MBP-TMLD, kas nebija apstradats ar EDTA, novéro
termogrammu loti [1dzZigu EDTA reakcijai ar buferi (2.46. att., B). Savukart, piesatinot MBP-
TMLD ar Zn(II) vai Zn(II))OGA '3 (attiecigi 2.46. att. C un D), novéro vilnveidigu profilu. Ta
ka enzima piesatinadjumam izmantoja divreiz lielakas kofaktoru koncentracijas (lai pilniba
piesatinatu enzimu), §ads /7C liknes izskats visticamak liecina par to, ka §kiduma notiek divas
reakcijas: (i) ar briviem un (ii) ar enzimu saistitiem Zn(Il) joniem. Endotermiskais efekts
eksperimenta sakuma norada, ka notiek ievérojamas konformacionalas un sisteémas solvatacijas
izmainas (entropijas komponente). Savukart, eksotermiskais efekts, kas dominé beigu dala,
visticamak atspogulo tikai brivo jonu un EDTA saistiSanos.

Sie EDTA testi parada, ka aktivaja centrd nav véra nemamu jonu, kas reagétu ar EDTA.
Tomér nav skaidrs, vai enzimam ir Zn(II) pirkstu motivs, jo EDTA ir pietickami stiprs reagents,
lai izrautu struktur&to cinku ari no ta. Strukturéta cinka noteikSanai btitu jaizmégina spécigakie
helatjosie agenti, pieméram, tadu ka Ebselen, kas ir BBOX helatéjosais inhibitors ar
potencialam kardioprotektivam ipasibam [52, 254].

Turpinot aktivitates uzlaboSanas p@tfjumus, parbaudits vai MBP-TMLD, kas nebija
apstradats ar EDTA, spgj saistit dabisko substratu, TML. Pienemot, ka aktivaja centra varétu
bit metala joni, kas nereagé ar EDTA, MBP-TMLD divkartéja parakuma piesatinats tikai ar
OGA. Pé&c tam veikta izveidota kompleksa titréSana ar TML. legiitie dati (2.47. att., A)
apstiprina, ka enzima aktivaja centra nav vera nemama metalu jonu klatbiitne. P&c tam
parbaudita divu enzimu paraugu, kas iegiiti bez un ar EDTA pirmsapstradi, reakcija ar TML.
Abi MBP-TMLD paraugi piesatinati ar divkartgju kofaktoru [Zn(I1)/OGA] parakumu pirms
titréSanas eksperimenta. legiitas Iiknes (2.47. att., B) lauj secinat, ka inkubacija ar EDTA pirms
SEC hromatografijas neietekméja enzima aktivitati, par ko liecina identisks Iiknu izskats un
vienada stehiometrija. Iegtitie dati aprakstiti darba autores publikacija [253].

14 ITC metodes izstrade aprakstita 2.4. nodala, bet detalizéts protokols — 3.5.1. nodala.
15 OGA — N-oksalilglicins, aKG izostérs (2.48. att.)
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2.46. att. ITC titreSanas dati EDTA mijiedarbibai ar /7C buferi un MBP-TMLD, 25 °C.

A. ITC bufera (HEPES) titrésana ar EDTA. B. apo-MBP-TMLD (bez kofaktoru pievieno$anas) titré$ana ar
EDTA ar matematiski atnemtu bazes liniju (A). C. MBP-TMLD kompleksa ar Zn(II) divkart&ja parakuma
titréSana ar EDTA. D. MBP-TMLD kompleksa ar Zn(II)/OGA divkartgja parakuma titréSana ar EDTA.
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2.47. att. MBP-TMLD /7C titrésanas dati uznemti 25 °C temperatiira.

A. MBP-TMLD kompleksa ar OGA (divkartgja parakuma) titrésana ar TML. B. MBP-TMLD, kas attirits bez
EDTA (melna krasa) un ar EDTA (zala krasa), kompleksa ar Zn(II)/OGA (divkartgja parakuma) titréSana ar
TML.

2.4. ITC metodikas izstrade MBP-TMLD enzimam

MBP-TMLD enzimatiskai aktivitatei nepiecieSami tadi kofaktori ka Fe(Il) un oKG. Ka
paradija ieprieksgjie p@tfjumi (2.3.2.nodala), bez kofaktoru klatblitnes dabiska substrata
saistiba pie enzima nenotiek. Savukart, ja pie enzima pievieno Fe(Il)/aKG, novéro momentanu
enzimatisko reakciju. Rezultata, lai noveértétu tikai liganda saistibas siltumefektus, nevis
reakcijas siltumefektus, dabiskie kofaktori jaaizvieto ar izost€riem, kas pilditu Iidzigu
strukturalo funkciju, bet nevargtu nodrosinat enzimatisko reakciju.

(0] ) O H 0]
'OWO' 'OJ\B/ N \)J\O'
aKG OGA

2.48. att. aKG un OGA struktiiru salidzinajums.

oKG izostérs, OGA, ir labi zinams, ko plasi pielietoja BBOX kristalizacijas un /TC
pétijumos [50, 255]. Savstarp&ji oKG un OGA atskiras tikai ar vienu grupu: CH> vieta OGA ir
NH grupa (2.48. att.). Savukart, ka Fe(II) izosters var kalpot vairaku metalu joni, kuru izméri ir
lidzigi ka dzelzij un kas var veidot seSas koordinacijas saites. Analizgjot pieejamo informaciju
par jonu radiusiem, skriningam tika atlasiti $adi metalu sali: NiClz, ZnClz, MnSOs, FeCls,
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CrClp, CoClz, CuClz, MgClz un CaCls. Papildus parbaudita arT (NH4)2Fe(SO4)2 kombinacija ar
OGA. Pirmaja piegajiena vislielakas ceribas tika liktas uz NiCl un ZnCly, kas deva vislabakos
rezultatus I7C eksperimentos ar BBOX [255]. Interesanti, ka MBP-TMLD gadijuma /7C
titréSanas eksperimenta ar TML Ni(II))OGA kombinacija izradijas neaktiva (2.49. att., A).
Lidzigi, saistibas siltumefektus nenovéroja OGA kombinacijas ar Cu(Il), Ca(Il) un Mg(II)
[2.49. att., B-D]. OGA kombinacijas ar Fe(Ill), Mn(Il) un Cr(I) novéroja minimalas
siltumefekta izmainas (2.49. att., E-G), kas var&tu atspogulot loti vaju saistibu. Tas nozimé, ka
Sie metali arT nespgj pietickami stabilizét enzima aktivo centru, lai notiktu substrata saistiba.
Savukart, (NH4)2Fe(SO4)2/OGA kombinacija izradijas neefektiva pateicoties Fe(Il)
autooksidacijai HEPES buferd, kas rada loti lielu fona siltumefektu. Tas pilniba aizsedz enzima-
liganda saistibas siltumefektus (2.49. att., H). Vienigie metali, kas kombinacija ar OGA
uzradija iev@rojamu siltumefekta izmainu titréSanas eksperimenta ar TML, bija Co(II) un Zn(II)
[2.49. att., I-J]. Tom&r Zn(I) gadijuma izdalitais siltums bija vismaz 4 reizes lielaks, tapéc
turpmakajos eksperimentos ka Fe(II) izostérs izmantots Zn(II).

Ta ka Zn(I) izost&rs viens pats arT novers enzimatisko reakciju, izméginata ari Zn(Il)/aKG
kofaktoru kombinacija. Ta ka lielu izmainu TML saistibas siltumefektos nenovéroja (2.50. att.),
tad par labako kofaktoru variantu /7C eksperimentiem tika atzita Zn(I1)/OGA kombinacija.

Ieprieksgjos eksperimentos kofaktori tika pielikti pie enzima divkartgja parakuma. Parasti
titréSanas eksperimentos noveroja stehiometriju, N, robezas 0,6—0,8. Rezultata radas jautajums,
vai §1 stehiometrija atspogulo attiecibu aktivs/neaktivs enzims, vai ar1 liecina par nepietiekoSu
enzima piesatinajumu ar kofaktoriem. Sim noliikam veikti tris secigi eksperimenti, kuros pétits
kofaktoru parakuma efekts uz /7C eksperimenta noverojamo stehiometriju un enzima aktivitati.
legiitie dati atspoguloti 2.51. att€la. Ka redzams, pie MBP-TMLD-kofaktoru attiecibas ~1,
novéroja N ~ 0,92 (2.51. att., A). Divas reizes palielinot kofaktoru koncentraciju, stehiometrija
nedaudz uzlabojas, N ~ 0,94 (2.51. att., B). Tomér, nemot véra tik mazo izmainu, iesp&jams, ka
ta ir saistita ar paraugu sagatavo$anu nevis ar kofaktoru koncentracijas palielinasanu, jo
proteinu absoliitu viendabigumu starp dazadiem paraugiem nodroSinat nav iespgjams.
Negaiditi, palielinot kofaktoru koncentraciju lidz cetrkart§jam parakumam, noveroja
stehiometrijas samazinasanos lidz N ~ 0,24 (2.51. att.,, C), kas liecina par parak augstas
kofaktoru koncentracijas toksiskumu MBP-TMLD enzimam. lesp&jams, tas saistits ar Zn(II)
jonu paaugstinatu sp&ju veicinat protelnu izgulsnésanu.

Rezultata, turpmakajos I7C eksperimentos ar MBP-TMLD enzimu ka kofaktori izmantoti
Zn(I1)/OGA, kas divkartgja parakuma tika pielikti enzimam tiesi pirms eksperimenta. Sada
pieeja deva iesp@ju iegiit S-tipa Itknes ne tikai dabiskajam substratam, TML, bet ar1 ta
analogiem. Iegiitie termodinamiskie dati ir aprakstiti 2.5. nodala un apkopoti 2.7. tabula. Iegitie
dati aprakstiti darba autores publikacija [253].
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2.49. att. ITC titrésanas Itknes MBP-TMLD kompleksa ar OGA un dazadu metalu joniem (divkartgja parakuma) titréts ar TML, 25 °C.

A. MBP-TMLD+OGA/Ni(II); B. MBP-TMLD+OGA/Cu(Il); C. MBP-TMLD+0OGA/Ca(IT); D. MBP-TMLD+OGA/Mg(1l); E. MBP-TMLD+OGA/Fe(III);
F. MBP-TMLD+OGA/Mn(Il); G. MBP-TMLD-+OGA/Cr(Il); H. MBP-TMLD+OGA/Fe(Il); I. MBP-TMLD+OGA/Co(1l); J. MBP-TMLD+OGA/Zn(II).
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2.50. att. ITC titresanas liknes MBP-TMLD kompleksiem ar Zn(IT)/OGA (melna likne) un ar
Zn(I1)/aKG (zala likne) divkartgja parakuma titréts ar TML, 25 °C.
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2.51. att. ITC titresanas dati MBP-TMLD kompleksam ar Zn(II)/OGA, mainot kofaktoru
koncentracijas, mijiedarbibai ar TML, 25 °C.

MBP-TMLD kompleksa ar Zn(II)/OGA A. 1,18-kartgja parakuma; B. divkartgja parakuma; C. Cetrkarteja
parakuma. Gaisi zilas bultinas parada /7C §lirces atkartotu uzpildi.
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2.5. TMLD strukturas-aktivitates likumsakaribu izpéte

2.5.1. TML analogu saistibas likumsakaribu izpéte

Endogenais substrats, TML, ITC eksperimentos uzradija eksotermisko saistibas
siltumefektu ar stehiometriju 1:1. Proti, viena liganda molekula saistas pie vienas MBP-TMLD
monomeéra molekulas (2.52. att., A). Izmainas aktiva enzima daudzuma parauga izraisjja
nelielas novirzes no N = 1, kas neietekmgja saistibas termodinamisko parametru noteikSanu.

TML gadijuma noteikta Kp vertiba ir 5,78 uM (2.7. tab.). Termodinamiskais saistibas
profils parada saistibai-labveligas entalpijas, AH, un entropijas, —TAS, komponentes (2.52. att.,
A). Turklat, absoliitas vertibas AH ir 3,3 reizes lielaks neka —TAS, kas liecina par domingjoso
entalpijas virzito (enthalpy-driven) saistibas mehanismu (pieméram, caur elektrostatiskam
mijiedarbibam, VAW un/vai Gidenraza saiSu veidoSanos, ka arT preferencialas desolvatacijas un
konformacionalas parvertibas). Nemot vera paSreizgjas zinasanas par TMLD aktiva centra
struktiiru, var pienemt, ka $ads termodinamiskais profils atbilst katjona-n mijiedarbibam ar
&-(CH3)3N" grupu un aminoskabju atlikumiem, kas veido “aromatisko bari” (Y217, W221,
F223 un Y234), kopa ar lidenraza saiSu veidoSanos starp a-NH3" grupu un D231, ka ari starp
COO™ grupu un N334. 2.53. attela, A, ir atspogulots enzima-TML kompleksa modelis, kas
ieglts ar Induced Fit dokinga (IFD) [256, 257] palidzibu, izmantojot pilna garuma TMLD
modeli no AlphaFold. (2.34. att.) [220, 221].
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2.52. att. MBP-TMLD I7T(C titrésanas liknes (aug$a) un termodinamisko saistibas parametru
grafiskais atspogulojums (apaksa).

A MBP-TMLD piesatinats ar Zn(II)/OGA titréts ar TML. B. MBP-TMLD piesatinats ar Zn(II)/OGA titréts ar
D-TML. C. MBP-TMLD piesatinats ar Zn(II)/OGA titréts ar {-trimetil-Z-homolizinu. Visi titréSanas
eksperimenti veikti 25 °C temperatiira.
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2.7. tabula
ITC termodinamiskie dati un KMR konversijas pakapes MBP-TMLD mijiedarbibai/reakcijai ar TML un ta analogiem 25 °C temperattira

# Savienojums “ Kp, @M AG, kcal-mol™ AH, kcal-mol! | —TAS, kcal-mol! | H? daudzums, % S/H ¢ attiectba
| 0
<+
1 /N\/\/%O' 5,78 £ 0,06 -7,15+0,01 -5,48 £ 0,08 —-1,66 + 0,08 97+ 1 1,3+0,3
Hy"
o]
2 >IT*\/\A)‘\0> 7,6 +0,3 —-6,9+0,1 —45+04 -2,5+0,5 28+5 3,1+0,5
Hy'
0
3 >T+WE)LO> 25+1 -6,28 + 0,03 -1,4+0,2 —49+0,2 30+2 2,9+0,2
Hy'
o)
N
4 Et/N\/\/?‘)kO- 6,0+0,1 -7,12+ 0,01 -6,37 £0,05 -0,75 £ 0,06 83+2 2,1+03
Hy"
0

N
5 n-Pr/NV\/?‘)ko' 9,2+1,6 -6,9+0,1 -1,4+0,2 -5,5+0,3 25+6 3,4+04
Hy"
e .
6 | iPr- V\/%O 11,3£0,2 -6,75+0,01 -5,6+0,3 -1,2+0,3 51+3 2,4+0,1
Hy"
e i
7 | nBu- V\/})Lor 16,4+0,2 -6,52+0,03 -0,6+0,1 -59+0,1 39+3 2,4+0,1
Hy"
| 0
N
N o
8 H — - — — 12+3 39+0,8

¢ Savienojumi 9-15 (2.54. att.) neuzradija saistibu /7C un konversiju enzimatiskas reakcijas eksperimentos.
 H — hidroksiléts substrats.
¢ S/H — sukcinata/hidroksiléta substrata attieciba.
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2.53. att. TMLD aktiva centra modeli, kas iegtiti ar /FD ar dazadiem ligandiem, paradot apkart eso§os aminoskabju atlikumus un kofaktorus.

A. TML (1); B. é-trimetil-Z-ornitins (2); C. {-trimetil-Z-homolizins (3); D. e-dimetiletil-L-lizins (4); E. e-dimetilpropil-L-lizins (5); F. e-dimetilizopropil-L-lizins (6);
G. g-dimetilbutil-L-lizins (7); H. a-N-izobutiril-e-trimetil-L-lizins (8). Aminoskabju atlikumi atspoguloti ka pelékas trubinas. Kofaktori: Fe(Il) atspogulots ka brina lode, bet
aKG — ka gaisi zilas trubinas. Ligands atspogulots ka zalas trubinas. UdenraZa saites paraditas ka dzeltenas, bet katjonu-n mijiedarbibas — ka zalas partrauktas Iinijas,
nepolarie tidenrazi netiek atspoguloti.
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2.54. att. TML analogi (9—12) un BBOX substrati (13—14) vai reakcijas produkts (15), kas
nesaistas un nehidroksilgjas ar TMLD.

Lai izpétitu struktiras aktivitates likumsakaribas, Latvijas Organiskas sintez€s institiita
(LOSI) sintezéta virkne TML analogu ka potenciali TMLD inhibitori. Savienojumu dizains
dalgji balstits uz BBOX inhibitoru dizaina eksperimentaliem datiem (2.8.tab.) [255].
Ligandiem varigja alifatiskas k&des garumu (savienojumi 2, 3), aizvietotajus pie &N
(savienojumi 4-7) vai pie a-N slapekla atoma (savienojums 8). Dazi D-izoméri (savienojumi
9-11) un savienojums bez a-aminogrupas (12) bija sintez&ti ka negativa kontrole (2.54. att.).
Savienojumu sintéze aprakstita darba autores raksta [253].

2.8. tabula
Jauno TMLD substratu [253] un zinamo BBOX substratu [255] salidzinajums
BBOX BBOX BBOX
# TMLD BBOX PDB ID ICso, pM Ko, pM
0
<\ . | 0
NNt
1] - \/\/\‘)%0 /N\/\)j\o' 302G [50] X 49402
NH,
| (0]
nav analogu SN~y 3MS5 [50] 34-62 2444
H

4 E;N%o- E;Ar\/\)ol\o. 4C5W [255] 33+1.8 46+ 10
5 n-Pr\/"q+ Oo' ~r 1 n/d > 1000 n/d
\/\/?ﬁ; n-Pr/N\/\)J\o_
I o | 0
. <+
6 | ipr V\Aﬁ;o N~ n/d 57416 n/d
o

- |
-Bu- NNt :
7 e +O n-BU/N\/\)I\O n/d > 1000 n/d

n/d — eksperimentalie dati BBOX enzimam nav pieejami.

Visus savienojumus 2-15 notestgja ar /7C pec izstradata protokola, lidzigi ka TML.
Sagaidami, visi D-izomeri neatkarigi no k&des garuma [D-TML (9), d-trimetil-D-ornitins (10),
un {-trimetil-D-homolizins (11)], tapat ka e-trimetilaminoheksanoats (12) nesaistijas pie MBP-
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TMLD (piemé&ram, 2.52. att., B). /TC eksperimenta saistibu neuzradija ari o-N-izobutiril-¢-
trimetil-Z-lizins (8). Iegtitie dati liecina, ka veiksmigai liganda saistibai enzimam nepiecie$ama
steriski neapgritinata (unhindered) primara aminogrupa ar L-stereokimiju.

TML analogs ar 1sako alifatisko k&di, d-trimetil-Z-ornitins (2), uzradija afinitati (Kp 7,6 uM)
salidzinamu ar dabiska substrata afinitati. Tomeér ta entalpijas/entropijas komponensu
sadalfjums no TML atkiras par 1 kcal'mol™ (2.7.tab.), kas liecina par mazak optimalu
funkcionalo grupu novietojumu. Iegiitais savienojuma 2 saistibas modelis (2.53. att., B) ir loti
lidzigs TML, bet e-trimetilamonija grupa neieiet tikpat dzili “aromatiskaja bur1”. Tas apstiprina
1 kcal'mol™! zudumu AH.

Savienojums ar garako alifatisko k&di, -trimetil-L-homolizins (3), uzradija par kartu
sliktaku afinitati, (Kp 25 pM). Turklat, §im savienojumam titréSanas laika noveroja tris reizes
zemaku siltumenergijas izdaliSanos (2.52.att., C), kas padarfja $o savienojumu griiti
detekt€jamu pat loti augstds enzima koncentracijas (~ 100 uM). Atskiriba no TML, §im
savienojumam noveroja pret€jo saistibas termodinamisko profilu, kura domingja entropijas
komponente, bet AH bija 3,5 reizes mazaks (absoliitos skaitlos). Visticamak, tas atspogulo
labvéligas konformacionalas izmainas aktivaja centrd. Sads saistibas process ir entropijas
virzits (entropy-driven). Savienojuma 3 kompleksa modelt (2.53. att., C) redzams, ka tas nespgj
ienemt bioaktivo konformaciju Iidzigi savienojumiem 1 un 2. Alifatiska k&de sak saverpties,
bet a-aminogrupa attalinas no saistibas partnera (D231). Tomer iegitie dati liecina, ka TMLD
aktivais centrs ir pietickami liels, lai taja var€tu ielikt telpiski lielakus savienojumus, pieméram,
ciklisko TML analogu (N-dimetil€ta piperidina atvasinajumu).

Savienojumi ar aizvietotajiem pie e-N-amonija grupas [e-dimetiletil-L-lizins (4), e-dimetil-
propil-L-lizins (5), e-dimetilizopropil-L-lizins (6), e-dimetilbutil-L-lizins (7)] arT uzradija
saistibu ar MBP-TMLD. Interesanti, ka BBOX gadijuma y-dimetiletilamonija butirats (etil-
GBB) uzradija Kp, kas ir par kartu sliktaks neka dabiskais substrats (2.8. tab.). Savukart, TMLD
gadijuma etil-TML e-dimetiletil-Z-lizins (4) uzradija tikpat augstu afinitati ka TML (2.7. tab.).
Pargjiem savienojumiem afinitate bija nedaudz sliktaka, un ta pasliktinajas palielinoties
aizvietotdja garumam: Me ~ Et > n-Pr > i-Pr > n-Bu. Neskatoties uz loti lidzigam strukttram,
entalpijas un entropijas komponensu ieguldijums stipri atskiras. Tikai divi savienojumi 4 un 6
uzradija tadu paSu saistibas profilu ka dabiskajam substratam ar domingjoso entalpijas
komponenti un lielo AH. legiito savienojumu modeli arT parada, ka savienojumiem 1, 4 un 6 ir
loti 1idzigs novietojums aktivaja centra (attiecigi 2.53. att., A, D un F) un nav soda (penalty)
par bioaktivas konformacijas ienemSanu. Savukart, savienojumi S un 7 uzradija AH tuvu nullei
un entropijas virzitu (entropy-driven) saistibas mehanismu, kas I1dzigs savienojumam 3. Iegitie
dati parada, ka garaka n-alkil aizvietotdja ievieSana e-N-amonija grupa, tapat ka alifatiskas
kedes pagarinaSana, izjauc substratam Iidzigo saistibas veidu MBP-TMLD aktivaja centra.
Model&sanas dati (attiecigi 2.53. att., E un G) parada elektrostatisko kontaktu pavajinaSanos un
“aromatiska biira” aminoskabju atlikumu reorganizaciju. Redzamas parvertibas atspogulojas ka
afinitates samazinasanas un hidrofobo mijiedarbibu domingsana. Sie novérojumi loti labi korelg
ar ICso vertibam BBOX enzimam, kur Et- un i-Pr- aizvietotaji deva loti lidzigas un mazas ICso
vertibas (darbojas ka konkur&josie inhibitori), bet n-Pr- un n-Bu- — loti lielas (nav inhibitori,
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neietekmé hidroksilésanas reakciju). TMLD gadijuma ICso vertibas netiek publicétas saistiba
ar noluku Sos datus ieklaut patenta pieteikuma.

Kopuma, I7C eksperimenti paradija, ka daziem substratiem ir atSkirigs saistibas mehanisms
salidzinajuma ar endogéno substratu, TML, ko parada izmainas AH un —TAS saistibas brivas
energijas komponensu ieguldijuma. Talak, lai pilnigak raksturotu p&tamos savienojumus, tika
noteiktas substratu 1-12 enzimatiskas konversijas pakapes. Enzimatisko reakciju noveéroja
izmantojot 1D 'H KMR spektroskopiju pec analogiskas metodes ka Al Temimi et al. [62].
Paraugu sagatavoSana detalizeti aprakstita 3.6. nodala. 2.55. attela paradits piemérs pilnigai
izejvielas (TML) hidroksilésanai lidz 2S,3S-HTML, par ko liecina signalu nobide uz vajakiem
laukiem. Vislabak substrata izmainas enzimatiskas reakcijas rezultata noveroja pec (CHz)-3N*
grupas, kas spektra paradas ka izol&ts singlets pie 3,0-3,1 ppm. Izmantojot Iiniju pielagoSanas
(dekonvoliicijas) metodi, veiksmigi izdevas izmérit atseviskus integralus izejvielai un reakcijas
produktam un noveértét substrata konversijas (hidroksilésanas) pakapi. Papildus novértéta
attieciba starp hidroksiléta produkta un sukcinata veidosanos (S/H) (singlets pie 2,3 ppm).
Iegiitie dati apkopoti 2.7. tabula. References parauga dazreiz nov@roja arl nelielu sukcinata
veidoSanos (< 8 %), kas visticamak veidojas no H20> [veidojas Fe(IIl) reduc&sanas reakcija ar
askorbatu] reakcijas ar aKG.

| 8 o) MBP-TMLD | OH O
>NM ) Fe(ll) >NM )
Y o R T VB o)
NH;" NH;"
oKG  sukcinats
NCH),, 2 9%
aKG aKG
o
& B3 Yi,2
g_,m___m\j\k—,ﬂb
askorbats *N(CH,); /
sukcinats
5,5 Y12

askorbats

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12
1H (ppm)

2.55. att. 1D 'H KMR spektri MBP-TMLD enzimatiskajai reakcijai ar TML.

Spektri sarkana un gaisi zila krasa atbilst enzimatiskas reakcijas maisfjumiem bez un ar MBP-TMLD péc 30 min
inkubacijas 37 °C telperatiira.

Savienojumi 9-12, kas neuzradija saistibas siltumefektus /7C eksperimentos, nedarbojas
ar1 ka MBP-TMLD substrati un nestajas enzimatiskaja reakcija. Paaugstinato sukcinata
veido$anos $ajos paraugos arT nenovéroja. Negaiditi, enzimatiskaja reakcija ar savienojumu 8
noveroja 12 % hidroksiléta produkta un 4 reizes lielaku sukcinata veidos$anos, kas liecina par
atsaisti substrata un oKG patérina (turnover). Savukart, TML gadijuma S/H attieciba bija
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1,3 + 0,3, ka to paredz reakcijas mehanisms. Balstoties uz Siem novérojumiem var prognozgt,
ka savienojums 8 spgj ienemt MBP-TMLD aktivo centru (2.53. att., H), bet enzimatiska
reakcija ir ievérojami palninata a-amidu grupas dél, kas aizvietojusi a-aminogrupu. Slapekla
atoma nedalita elektronu para delokalizacija nelauj notikt ta proton&Sanai. Rezultata, veidojas
nekompenséts 1adins uz D231, kas ir a-aminogrupas mijiedarbibas partneris. Turklat o-N-
izopropil aizvietotdjs palielina striskos traucgjumus aktivaja centra un apgriitina bioaktivas
konformacijas iegtiSanu pateicoties C-N saites kustiguma samazinajuma. /7C eksperimentos
$is savienojums neuzradija saistibu vai nu parak zemas afinitates del, vai arl pateicoties
niecigam saistibas siltumefektam, kas ir tuvs nullei (AH ~ 0) 25 °C.

Pargjie dabiska substrata analogi, 2—7, veiksmigi hidroksiléti B-pozicija, par ko liecina jauna
signala veidosanas pie ~4 ppm. Sie dati labi korelg ar substratu konversijas datiem, ko
publicgjis Al Temimi ef al. [62]. Eksperimenti ar fusion MBP-TMLD un noskelto TMLD deva
loti lidzigus substratu konversijas datus. Tas norada, ka MBP nebloké TMLD aktivo centru,
netrauc€ enzimatiskai reakcijai un nemijiedarbojas ar TMLD substratiem. Diemzgl, noskelts
TMLD (bez MBP) loti atri zaude savu aktivitati [245], kas padara fusion versiju daudz
piemerotaku skrininga eksperimentiem.

Visos gadijumos, iznemot pasa TML hidroksilésanu, enzimatiskaja reakcija ar endogéna
substrata analogiem aKG apgrozijums bija paaugstinats un S/H attieciba ir 2,1-3,9 robezas. Tas
var liecinat, ka savienojumi 2-7 aiznem aktivo centru, bet retak pienem reag€tspgjigu
konformaciju, kas izpauzas ari zemakos hidroksiléSanas reakcijas iznakumos (2.7. tab. un
2.56. att.). Sie dati atbilst iepriek3gjiem BBOX enzima biokimiskiem pétijumiem [56].

3 4 5 6 7 8

2.56. att. TML un ta analogu 2—8 hidroksiléta produkta veidoSanas enzimatiskaja reakcija ar
MBP-TMLD.

100 -

80 -

60 -

40 -

20 +

Hidroksiléts produkts, %

TML

Ka var spriest no 2.56. attela, Seit, tapat ka /7C eksperimentos, veidojas divas savienojumu
grupas, pamatojoties uz hidroksiléta produkta daudzumu. Vienu grupu veido savienojumi 2, 3,
5 un 7, kas hidroksilgjas 25-39 % intervala. Pie §is grupas var pieskaitit arT savienojumu 8 ar
12 % konversiju. Otra grupa ietilpst TML un savienojumi 4, 6, kas atbilstosi noreaggja par
97 %, 83 % un 51 %. Visi §ie tris savienojumi bija vienigie, kam /7C eksperimentos noteica
ieveérojamu AH vertibu un kam ir lidzigs entalpijas virzits (enthalpy-driven) saistibas
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mehanisms. Rezultata, var secinat, ka /7C saistibas mehanisms atspogulo potencialo TMLD
substratu tieksmi hidroksiléties un to var izmantot konversijas paredz&$anai un vice versa.

Nemot véra BBOX un TMLD lidzibu, par ko liecina gan sekvencu salidzinajums (2.1. att.),
gan ar model€$anas dati (2.1. un 2.2. nodalas), m&ginats realizét /7C un enzimatiskas reakcijas
eksperimentus starp BBOX substratu GBB (13), konkurgjoso substratu/inhibitoru
meldoniju (14) [10, 30, 33] un reakcijas produktu, L-karnitinu (15) un MBP-TMLD. Neviens
no savienojumiem 13-15 neuzradija saistibas siltumefektus un nehidroksil&jas enzimatiskaja
reakcija. Tas velreiz apstiprina to, ka TMLD un BBOX ir augsti substratu specifiski, darbojas
secigi un L-karnitina biosintéz€ savstarp€ji nav aizvietojami (1.2. att.).

Papildus parbaudits, vai kadam no savienojumiem 13-15 nepiemit TMLD regul&josa
ipasiba. Sim noliikam enzimatisko reakciju starp MBP-TMLD un TML realiz&ja secigi katra
no savienojuma 13—15 klatbuitne. Tomer, visas tris reakcijas ieguva identisku TML konversijas
rezultatu, kas sakrit ar paSu pirmo eksperimentu bez papildus ligandu piedevam. Iegutie dati
liecina, ka BBOX substratiem vai reakcijas produktam defingtos eksperimentalos apstaklos nav
in vitro regulacijas mehanisma pret TMLD enzimu.

Me Me o

\N+ B
R \/\/\KJ\O
Hy"

2.57. att. Kopgja TML analogu strukttra ar strukturali svarigiem elementiem substrata
atpaziSanai un saistibai ar MBP-TMLD (farmakofors — sarkana krasa).

Nobeiguma, izstradata /7C metode lauj veiksmigi raksturot substratam Iidzigo savienojumu
saisttbu ar TMLD. Kombinacija ar enzimatiskas reakcijas datiem, ko nosaka ar KMR, tas dod
iesp&ju ne tikai noteikt saistibas afinitati, entalpiju un entropiju, bet arT noteikt ligandu
potencialu kalpot ka substratiem. Iegttie dati rada, ka TMLD spgj saistit un efektivi parstradat
savienojumus, kas saistas péc entalpijas virzita (enthalpy-driven) mehanisma tapat ka dabisks
substrats. Turklat, velreiz tika apstiprinata visu tris saistibai svarigo farmakoforu
nepiecieSamiba augstas afinitates saistibai: pozitivi ladéta protonu dongjosa 2S-a-aminogrupa,
negativi 1adéta karboksilgrupa un pozitivi ladéta e-(CHs),-3N" ceturt&ja aminogrupa, kas sava
starpa atdaliti ar Cetram metiléngrupam (2.57. att.). Savukart savienojumi ar garako alifatisko
kedi vai gariem lineariem aizvietotajiem &-N pozicija, saistas pie TMLD péc cita, entropijas
virzita (entropy-driven), mehanisma un hidroksilgjas mazak. aKG reakcijas atasiste no
hidroksilésanas reakcijas norada, ka §adi savienojumi ilgak uzturas enzima aktivaja centra,
neveidojot reakcijas produktu. Sadi savienojumi potenciali var tikt izmantoti de novo TMLD
inhibitoru dizaina pateicoties ilgakiem uzturésanas laikiem (residence times).

Iegiitie dati aprakstiti darba autores publikacija [253]. Visi /7C un enzimatiskas reakcijas
atteli ir pieejami raksta pielikuma.
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2.5.2. Farmakofora modela izveide

Izmantojot iegiitos eksperimentalos datus, méginats konstruét farmakoforo modeli, kas
pamatojoties uz eksperimentalam zinas$anam, izveidotu geometriskus ierobezojumus, kas vélak
biitu pielietojami ligandu biblioteku skrTningam jauno ligandu struktiiru (scaffold) meklgjumos.
Farmakofora modela izveidi apgriitina parak augsta p&tamo savienojumu lidziba.

Iegitie dati deva iesp&ju izveidot divus modelus (2.58. un 2.60. att.), kas abi satur tris
kopigas raksturiezimes: divus pozitivus un vienu negativu centru. Pirmaja modeli (2.58. att., A)
neizmantoja papildus geometrijas ierobezojumus un pétamie ligandi tika pielagoti (fitted)
modelim, balstoties tikai uz attalumiem starp lad&tiem centriem (2.58. att., B). Diemzgl,
ieglitais modelis nevargja atkirt Z- un D- izomérus. Saliecot D-TML molekulas alifatisko k&di,
to iesp&jams ielikt ieglitaja farmakoforaja modeli un sasniegt loti labu parklasanos ar ladétiem
centriem (2.58. att., C). Tomér, nemot véra D-TML B-CH: grupas novietojumu, §I nav
reaggtspéjiga konformacija. No datormodel&$anas skatu punkta atskirt - un D- izomerus varétu
tikai tad, ja eksistétu rotacijas barjera. L- un D-TML savienojumiem izmantojot ab initio
metodes (3.9.2. nodala) aprékinata energijas barjera rotacijai ap Cq-Cp saiti (2.59. att.). Ka bija
sagaidams, divi enantioméri uzradija identiskus rezultatus, kas sava starpa sakrit ka
spogulattéli. Turklat 6 kcal-mol™! barjera ir loti zema, kas liecina par a-aminokarboksil grupas
sameéra brivo rotaciju. Rezultata, tikai un vienigi no p&tamajiem savienojumiem nav iesp&jams
konstruét farmakoforo modeli, kas atlasitu L- un D- izomérus.

A.

2.58. att. Pirmais farmakoforais modelis bez izslégtiem tilpumiem, konstrugts uz TML un ta
analogu bazes pamatojoties uz /7C afinitates datiem.
A. Farmakoforais modelis ar noraditiem geometriskiem ierobezojumiem. B. Ligandu parklajums (alignment) ar
farmakoforo modeli. TML — zala krasa un ta analogi (t. sk. HTML) — gaisi zila krasa. C. TML (zala krasa) un

D-TML (roza krasa) parklajums ar farmakoforo modeli, paradits no diviem skatu punktiem. Zilas sferas —
pozitivi 1adéti centri; sarkana sfera — negativi 1adéts centrs. Pelekas sferas — tolerances radiuss ap ladéto centru.
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2.59. att. L-TML (zilie trTsstiir1$i) un D-TML (sarkanie aplisi) Cq-Cp divplaknu kakta lenka
rotacijas barjeras profils.

2.60. att. Otrais farmakoforais modelis ar izslégtiem tilpumiem, konstruéts uz TML un ta
analogu bazes pamatojoties uz ITC afinitates datiem.

A. Farmakoforais modelis ar noraditiem geometriskiem ierobezojumiem no diviem skatu punktiem. B. Ligandu

parklajums (alignment) ar farmakoforo modeli. TML — zala krasa un ta analogi (t. sk. HTML) — gaisi zila krasa,

paradits no diviem skatu punktiem. Zilas sféras — pozitivi ladéti centri; sarkana sféra — negativi ladéts centrs.
Gaisi zilas sferas — izslégtais tilpums. Pelékas sferas — tolerances radiuss ap ladéto centru.

Lai uzlabotu farmakoforo modeli un “iemacitu” to atlasit L- izomé&rus no D- izomériem, tika
generéts otrs modelis (2.60. att.), kura ieviesti papildus stériskie traucgjumi izslégto tilpumu
veida. Sie izslegtie tilpumi nosaciti atveido telpiskus ierobezojumus, ar kuriem ligands saskaras
enzima aktivaja centra. Tas ir aizliegtds zonas, kurds nevar atrasties ligands. Ka redzams
2.60. attela (A), izslégtie tilpumi koncentrgjas ap a-aminokarboksil galu. Viens regions, kas
atrodas uz taisnes starp pozitivi un negativi ladétiem centriem, atbild par alifatiskas k&des
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kustiguma ierobezosanu. legiitaja modeli vargja veiksmigi ievietot TML, HTML un aktivus
TML analogus (2.60. att., B). Sis modelis vél arT veiksmigi atlasija visus D-izomérus.

Lai novertetu abu modelu atbilstibu eksperimentalajiem datiem, salidzinaja zinamas AG
(2.7. tab.) un Phase Screen Score vertibas. Teorgtiski salidzinajumam ir iesp&jams izmantot ar
Kp vertibas, tau nemot vera to, ka starp AG un Kp pastav logaritmiska sakariba
[vienadojums (1.3.)], 8ada salidzinajuma lineara sakariba starp aprékinatam un
eksperimentalam vertibam neizpildas. Zinot, ka lielaka dala vértéSanas funkciju korele ar
smago atomu skaitu molekula, no modeliem iegiitas vertibas tika normaliz&tas pret smago
atomu skaitu katra savienojuma. leghtie dati atspoguloti 2.61. att€la. Analizgjot p&tamo
savienojumu klastu, redzams, ka no visam septinam vielam, kam izdevas noteikt saistibas
termodinamiskos parametrus, ir tikai viena viela ar stipri atskirigu afinitati — (-trimetil-Z-
homolizins (3), AAG starpiba starp TML un savienojumu 3 ir 0,87 kcal-mol™!, bet paréjas vielas
atrodas vél Sauraka aktivitasu diapazona un AAG ir 0,63 kcal'mol™ (starp TML un
savienojumu 7). Rezultata savienojumu 3 izslédza no statistiskas analizes (2.61. att. violets
punkts pirmajam modelim un roza punkts otrajam modelim). Pargjam vielam novéro linearu
koreldciju starp eksperimentiliem un aprékinatajiem datiem. Pirmajam modelim R? = 0,83, bet
otrajam — R? = 0,92. Abi iegitie farmakoforie modeli labi strada ar TML-lidzigdm vielam.
Otrais modelis (2.60. att.) deva labaku sakritibu starp eksperimentalajiem un teorgtiskajiem
datiem, un taja nenovéroja kliidaini pozitivu (false positive) D-izomeru atlasi ka tas ir pirmaja
modeli. Tomér abi modeli tren&ti konkréti uz TML-analogiem ar relativi augstu afinitati. Lai
uzlabotu farmakoforo modeli, butu nepiecie$ams plasaks ligandu klasts ar daudz atskirigakam
struktiram un aktivitatém. Uz doto bridi otro farmakoforo modeli var izmanot pirms
eksperimentu s@rijas, lai aptuveni novertétu jauna savienojuma afinitati pret TMLD.
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2.61. att. Eksperimentalo datu salidzinajums ar aprékinatam aktivitates vertibam, kas iegiitas
no farmakoforu modeliem bez (zila krasa) un ar (sarkana krasa) izslegtiem tilpumiem.

Savienojums 3 (violets un roza punkti attiecigi pirmajam un otrajam farmakoforu modelim) izslégts no
salidzinajuma.
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2.5.3. TMLD enzimatiskas reakcijas izpéte

TMLD alternativo substratu pétjjumos parasti izmantoja 3,0-10,0 uM enzimu. Verts
atzimét, ka enzims ir loti reagétsp€jigs. Gadijumos, kad paraugu inkubaciju neveic 37 °C un
reakcijas maistjumu atdzes€ uz ledus, spektrometra reallaika var novérot ka notiek izejvielas
parverSana par produktu un sukcinata veidoSanas no oKG saistita reakcija (2.62. att.).Varigjot
enzima koncentracijas, noteikts, ka minimalais MBP-TMLD daudzums, kas nepiecieSams
pilnai 200 uM TML sagrausanai ir 460 nM un tas ilgst ~ 60 min istabas temperatiira.

“7H0 285 T

1 (ppm)

2.62. att. Reallaika MBP-TMLD enzimatiskas reakcijas ar TML nov@rojums, 25 °C.

1D 'H KMR spektros atspoguloti divi regioni. Pirmais atbilst e-(CH3)3;N" (s, 3,02-3,06 ppm) un a-KG (t, 2,90~
2,95 ppm), otrais — aKG/sukcinata (s un t, 2,34-2,40 ppm) signalu regionam. Reakcijas laiks — 30 min. Spektri
uznemti ar 5 min intervaliem.

Savukart, palielinata MBP-TMLD enzima koncentracija (> 15 uM) un it ipasi Fe(II)
parakuma (> 500 uM), e-(CH3);N" regiona ap 3,0-3,1 ppm novéro tresa singleta veidosanos
(2.63. att.). Papildus spektra novéro vel Cetrus jaunus signalus (2.63. att., tie atzZiméti ar
violetiem kvadratiniem), kas liecina par papildus reakcijas produkta veidoSanos. References
parauga (bez enzima klatbiitnés) $adas parvertibas nenoveéroja pat péc 48 stundam. Lai
parbauditu, vai §1 viela nevar rasties radikalu blakusreakcijas rezultata, substratu apstradaja ar
1,0 mM H:O:> [veidojas Fe(Il) reducgsanas reakcija ar askorbatu]. Tomer, eksperimentos ar
H>0, noreaggja tikai oKG, veidojot sukcinatu, bet TML un 2S,3S-HTML, kas iegits
enzimatiskaja reakcija, nereaggja.

Analizgjot sakaribas starp jauniem signaliem izmantojot 2D 'H-'H COSY un 2D 'H-'H
TOCSY spektrus (14. un 15. pielikumi), var secinat, ka veidojas jauns CH>-CH>-CH,-X-CH
fragments. Turklat CH>-CH»-CH: fragmenta signalu kimiskas nobides un multiplicitate loti labi
korele ar GBB lidziga fragmenta spektru. Savukart 2D 'H-'*C HMBC spektrd redzams
(16. pielikums), ka X visticamak ir karbonilgrupa ar kimisko nobidi 205 ppm. Diemzel tresa
reakcijas produkta zema iznakuma d&l, kvalitativakus 2D "H-'*C korelacijas spektrus registrat
neizdevas. Papildus, integralo intensitasu salidzinaSana pielauj, ka veidojas arT jauna (CHz);N*
grupa. No literatiiras zinams, ka BBOX spg&j oksidét - un D-karnitinu Iidz keto- produktam
(1.6. att.), turklat nedabiskais D-izomérs tiek oksidéts daudz labak neka endogenais
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L-izomers [43, 56]. Novérojamas parvertibas spektra ar TML un MBP-TMLD lidzigas situacijai
ar 3-keto-GBB veidosanos. Iespgjamas parveértibas shéma atspogulota 2.64. attela. Diemzel
darba autorei nebija pieejams tirs enzimatiskas reakcijas produkts un ta 25,3R diastereomeérs ka
atseviskas vielas. Tomer, LOSI bija uztaisiti HTML (16) diatereom&ru maisijumi, kur viena no
paraugiem attieciba starp 25,3S- un 2S5,3R- HTML bija 1:1 (racemats), bet otra attiecigi 1:3
(atsevisko diastereom@ru attiecinaSana paradita 17. pielikuma). Pieejamie HTML
diastereom@ru maisTjumi izmantoti enzimatiskaja reakcija ar MBP-TMLD.

Enzimatiskaja reakcija ar HTML (25,35 — 25,3R attieciba 1:3, 2.65. att.) arT novéroja tadu
pasu signalu veidoSanos ka TML enzimatiskas reakcijas produktam (2.63. att.). Turklat,
visstraujak ar enzimu reag€ja 2S,3R-HTML, kas ir dabiskajam pret&jais diastereomérs un
neveidojas enzimatiskaja reakcija. References parauga §adi signali neparadijas arT péc 48 h
inkubacijas istabas temperatira. Sagaidami, parauga apstrade ar H>O» neizraisija jauna
reakcijas produkta veidosanos. Enzimatiskaja reakcija ar rac-HTML arT novéroja domin&joso
25,3R-HTML konversiju. Rezultata var secinat, ka §T reakcija ir stereoselektiva un notiek ar
MBP-TMLD enzima starpniecibu.

MBP-TMLD, 48 h

sukcinats

MBP-TMLD, 1 h
(CH3)Nf reference, 48 h
€
a B 5
)\ A |
ascorbats _ reference, 0 h

42 41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 7f.7(76)75 322 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 11
1 (ppm:

(CHyN*

(ppm)

T T T T
3.05 3.04 3.03 3.02 3.01 3
1

T
0|

2.63. att. 1D "H KMR spektri MBP-TMLD enzimatiskajai reakcijai ar TML Fe(II) parakuma.

Spektrs sarkana krasa — enzimatiska maisijuma references spektrs ar 500 uM TML, bez enzima pievienosanas.

Spektrs zala krasa — enzimatiska maisijuma references spektrs ar 500 uM TML, bez enzima pievienosanas p&c

48 h inkubacijas istabas temperattira. Spektrs gaisi zila krasa — 500 pM TML kopa ar 15 pM MBP-TMLD péc

1 h inkubacijas istabas temperatiira. Spektrs violeta krasa — 500 uM TML kopa ar 15 uM MBP-TMLD péc 48 h
inkubacijas istabas temperatiira. Atseviski izdalits e-(CH3);N* regions.
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2.64. att. Atkartota HTML konversija ar MBP-TMLD enzimu.
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2.65. att. 1D 'H KMR spektri MBP-TMLD enzimatiskajai reakcijai ar HTML (1:3)
Fe(Il) parakuma.

Spektrs sarkana krasa — enzimatiska maisijuma references spektrs ar 500 uM HTML (1:3), bez enzima
pievienosanas. Spektrs zala krasa — enzimatiska maisijuma references spektrs ar 500 uM HTML (1:3), bez
enzima pievienoSanas péc 48 h inkubacijas istabas temperattira. Spektrs gaisi zila krasa — 500 uM HTML (1:3)
kopa ar 15 uM MBP-TMLD péc | h inkubacijas istabas temperatiira. Spektrs violeta krasa — 500 uyM HTML
(1:3) kopa ar 15 uM MBP-TMLD péc 48 h inkubacijas istabas temperatiira. Atseviski izdalits &-(CH3);sN*
regions.
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2.9. tabula
KMR konversijas pakapes 15 pM MBP-TMLD enzimatiskajai reakcijai ar HTML 25 °C

Paraugs |  H“daudzums, %' | S/H® attieciba
HTML (1:3)
(28,39) 1% 15
(25,3R) 54 % ’
rac-HTML
(25,39) 4% 13
(25,3R) 58 % ’
TML — 28,3S-HTML (no enzimatiskas reakcijas maisijuma)
lh 7%
48h 26% *

4 H — hidroksiléts substrats;
b S/H — sukcinata/hidroksiléta substrata attieciba;
x — dati nav korekti nosakami, jo reakcija notiek peéc TML hidroksilésanas.

Time (min)
0 10 20 30 40 50
L L T L I LI
0.01
0.00
-0.01 4

Jcal/sec
S
o
w
1
1

1

kcal mol™ of injectant

-0.40 | Kp=12,1uM
AH =-0,75 kcal/mol
-TAS = -5,96 kcal/mol

-0.504 N=0.7 T

T T T T T T T T 1
0.0 0.5 1.0 15 2.0 25

Molar Ratio

2.66. att. ITC titrésanas dati MBP-TMLD kompleksa ar Zn(IT)/OGA (divkartgja parakuma)
mijiedarbibai ar HTML (1:3), 25 °C.

Datu analiz€ izmantota tikai (25,3R)-HTML koncentracija, ko noteica ar gNMR, nevis visa HTML (1:3)
diastereoméru maisijuma koncentracija.

16 Jegiitos hidroksiléta substrata daudzumus, %, nevar tiesi salidzinat ar noraditajiem 2.7. tabula, jo atSkiras
izmantotas MBP-TMLD un Fe(II) koncentracijas enzimatiskaja reakcija.
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Izmantojot lniju pielagoSanas (dekonvoliicijas) metodi, izdevas izmerit katras atseviskas
&-(CH3)3N" grupas integralo intensitati proponétajam keto-TML, HTML diastereoméram un
TML trijos paraugos: HTML (1:3), rac-HTML un 2S,3S-HTML no TML enzimatiskas
reakcijas. legltie dati ir apkopoti 2.9. tabula. Ka redzams, gadijumos, kad reakcijas maisijuma
ir pieejami abi distereoméri, MBP-TMLD reagg parsvara tikai ar 25,3R-HTML. Tas rada, ka
mazi aizvietotdji tadi ka hidroksilgrupa $aja pozicija netrauc® enzimatiskajai reakcijai.
Savukart, ja reakcija ir pieejams tikai 25,3S-HTML, tad enzims spgj parstradat arT to. Tacu
reakcija norit daudz 1énak. Tas parada, ka 2S5,3S-HTML enzimatiskas reakcijas uzsaksanai spgj
ienemt tadu konformaciju, kura 3R-protons novietojas tuvu Fe(Il) jonam.

Balstoties uz iegiitajiem datiem, veikti dazi /TC eksperimenti, kuros MBP-TMLD titr&ja ar
HTML (1:3). Nemot véra to, ka ar enzimu reag€ja parsvara tikai 2S,3R-HTML, liganda
koncentracija tika pielagota pedgam. Reprezentativa titréSanas Iikne kopa ar
termodinamiskajiem saistibas parametriem paradita 2.66. attela. HTML (1:3) saistijas pie
MBP-TMLD ar afinitati (Kp 12,1 £0,1 pM) Iidzigu e-dimetilizopropil-L-lizinam (6) un
e-dimetilbutil-Z-lizinam (7), bet p&c entropijas virzita (entropy-driven) saistibas mehanisma ar
AH=-0,75+ 0,01 kcal'mol™! un —TAS =-5,96 + 0,04 kcal-mol™!. Tas ir pretéjs TML un
lidzinas savienojumu 3, 5 un 7 (2.7. tab.) saistibas mehanismam. Tomé&r verts atzimét, ka
iegtitas termodinamiskas vertibas nav absoliitas, jo nav noteikts vai otrais diastereomé&rs var
ietekmét enzima-liganda saistibu un king&tiku.

Iegttie dati liecina, ka 3R-pozicija TML molekula potenciali ir laba vieta gan aizvietotaju
ieviesanai jauno inhibitoru dizaind, gan ari efektivu markieru (probe) ieviesanai (pieméram, '°F
[258, 259]), jo §1 pozicija ir loti tuvu reakcijas centram. Tomer, janem vera, ka molekula ar trim
secigam funkcionalam grupam médz biit loti nestabila.

2.6. FABP3 lipoprotektivas 1pasibas Siinu Iimen1. Hipotezes izveide

FABP3 spgj efektivi saistit dazada garuma TS un $adi pasargat $tnas no to toksicitates.
FABP3 potencials aizsargat $iinas no acilkarnitiniem parbaudits titréjot PANC-1'7 §iinas ar
palmitoilkarnitinu. PANC-1 S$tnas tika izvélétas tapec, ka tam ir raksturigs zems FABP3
endogeénas ekspresijas Iimenis un tas ir piemerotas transfekcijai. 2.67. att€la var redzams, ka
palmitoilkarnitins ir toksisks S$tnam ar LCso ~25 uM. Savukart, FABP3 pievieno$ana
palielinaja Stnu dzivotsp&ju vid&ji par 20 %. Tomer citoprotektivas Ipasibas bija mazak
izteiktas pie augstakas parbauditas palmitoilkarnitina koncentracijas. L1dzigi palmitoilkarnitina
citotoksiska iedarbiba tika efektivi samazinata, inici€jot FABP3 parekspresiju (overexpression)
PANC-1 $tinas (2.68. att.). Dati iegtti sadarbiba ar Farmaceitiskas farmakologijas laboratoriju
(LOSI) un aprakstiti darba autores publikacija [260].

Rezultata tika izvirzita hipotéze, ka FABP3 spgj saistit ne tikai TS, bet arT TS karnitina
esterus un $adi pasargat $tinas no to augstas toksicitates. Hipotézes parbaudei tika izstradata
ITC metodika TS un to karnitinu esteru test€Sanai, ka arT veikti proteinu KMR pétijumi saistibas
mehanisma raksturo$anai.

'7PANC-1 (ATCC® CRL-1469™) aizkunga dziedzera epitélija karcinomas $iinas
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2.67. att. Palmitoilkarnitina (C16:0) toksicitate PANC-1 §iinas p&c 4 h inkubacijas bez un ar
60 uM FABP3, ko noteica pec MTT '8-kolorimetriskas metodes'°.

Roza krasa — references paraugi, kur proteina vieta $tinam pielikts buferis. Gaisi zila krasa — paraugi, kuros
pielikts rekombinantais FABP3. Pirma aile — kontroles paraugi, kuriem nebija pielikts klat palmitoilkarnitins.
2.—6. ailé — paraugi, kuriem pielika klat palmitoilkarnitinu noraditajas koncentracijas. * norada uz biitisku
atSkiribu salidzinajuma ar §inam, kam nebija pielikts klat FABP3, attiecigaja palmitoilkarnitina koncentracija.

140 1 m dabiskas Siinas m Stnas ar parekspreséto FABP3
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2.68. att. Palmitoilkarnitina (C16:0) toksicitate dabiskas un PANC-1 $iinas ar parekspreséto
(overexpressed) FABP3 péc 4 h inkubacijas'®.

Roza krasa — references paraugi, kur proteina vieta §tinam pielikts buferis. Gaisi zila krasa — paraugi, kuros
pielikts rekombinantais FABP3. Pirma aile — kontroles paraugi, kuriem nebija pielikts klat palmitoilkarnitins.
2.—6. aile — paraugi, kuriem pielika klat palmitoilkarnitinu noraditajas koncentracijas. * norada uz bitisku
atSkirTbu salidzindjuma ar dabiskam $finam pie attiecigas palmitoilkarnitina koncentracijas.

8 MTT — 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolija bromids. Metodes pamata ir MTT krasvielas krasas
maina no dzeltenas uz violetu, notiekot tetrazola cikla reducésanai (18. pielikums), ko nodrosina dzivas §tinas
metabolisms.

1 Dati iegiiti sadarbiba ar Farmaceitiskas farmakologijas laboratoriju (LOSI). Izpilditaji: Karlis Vilks un
Melita Vidgja.
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2.7. Apstaklu mekléjumi FABP3 termodinamiskiem pétijumiem

2.7.1. TS Skidibas un §kidumu stabilizéjoSo piedevu meklejumi

Ieprieks publicétaja metode [99] dazada garuma TS saistibas termodinamikas noteikSanai
izmantoja DMPC/TS liposomas (1.3.2.nodala). Ka rada termodinamiskie dati (1.20.un
1.21. att.), iegitas entalpijas un entropijas vertibas ir loti lielas un attiecigi sastada no —98 —
—8,9 kJ'mol™ (23 — —2,1 kcal'mol™") un —18 — 64 kJ mol™! (-4,3 — 15 kcal'mol™"). Sadas
vertibas ir parak lielas, jo, piemé&ram, vienas tidenraza saites vidgja energija biologiska sistéma
vienada ar 4,2 kcal-mol ™' [127, 261]. Ka arf vairumam noteikto J7C vértibu ir ~ 3040 % klida.
legtitas vertibas visticamak parada termodinamiskus parametrus ne tikai liganda saistibai pie
proteina, bet ari ar DMPC liposomas sagrausanu/reorganizaciju saistitus siltumefektus, kas
relativi slikti atkartojas no parauga uz paraugu.

Lai ieglitu precizakas saistibas termodinamikas vertibas, kas atspogulotu tikai proteina-
liganda saistibu, bija jaizstrada /7C metodika, kas lautu stradat ar tden1 neskistosam garkézu
TS [skidibas un kritiskas micellu veidoSanas koncentraciju (CMC) veértibas apkopotas
19. pielikuma]. Plasi lietoto alternativu metodi, kura TS $kidibu uzlabo, pieliekot klat versa
seruma albuminu (Bovine Serum Albumin, BSA) [262], Seit izmantot nevargja, jo BSA afinitate
pret TS vai to esteriem ir loti augsta un tas trauc€ eksperimentu ar FABP3 realizaciju. Rezultata
izméginats uzlabot TS $kidibu tGdens buferos pieliekot klat dazadas piedevas, pieméram,
glicerinu, Tween-20 vai Triton X-100.

TestéSana veikta ar 500 pM laurinatu (C12:0), miristatu (C14:0), palmitatu (C16:0),
laurinoilkarnitinu (C12:0-AC) un palmitoilkarnitinu (C16:0-AC). TS un to karnitina esteru
pamat$kidumu sastavs apkopots 3.5.2. nodala, 3.1. tabula. No p&tamam vielam, C12:0 $kist bez
jebkadam piedevam, C14:0 — veido micellas, bet C16:0 neskist tidens buferos. Glicerina
piedeva izméginata divas dazadas koncentracija 10 % (v/v) un 20 % (v/v). Tas labi stabiliz&ja
tikai vidgja izméra TS (Iidz C14:0), bet nesp&ja ieveérojami uzlabot garkézu TS skidibu.
Savukart, pieliekot klat 0,10 % (v/v) Triton X-100 vai Tween-20, savienojumu S$kidiba
ieveérojami uzlabojas. Abi detergenti deva loti lidzigus efektus uz TS $kidibu un $kidumu
stabilitates uzlaboSanu. Tomér nemot veéra to, ka Tween-20 struktira ir laurinats, talakiem
pétljumiem to neizmantoja.

Turpinajuma tika novértéta TS sp&ja veidot micellas dazadas Triton X-100 koncentracijas.
Dalinu izméra noteikSanai izmantoja DLS izkliedes intensitates raditaju. Jo mazaks ir Sis skaitlis
(gaismas izkliede notiek minimali), jo viendabigaks ir Skidums un taja neveidojas micellas.
Iegiitie dati apkopoti 2.10. tabula. Sakuma testgja tikai 20 mM kalija fosfata buferi pie pH 7,6
ar 50 mM KCl (KPi) [3.2.2.3. nodala] ar 0,10 % (v/v) Triton X-100 un noteica gaismas izkliedes
fona intensitati, kas atbilst viendabigam paraugam. P&c tam testéts Sis pats buferis ar organiska
skidinataja piedevu (etanols vai DMSO-ds), kas atbilst organiska $kidinataja daudzumam, ko
ienes parauga atSkaidot 50 vai 25 mM izejas Skidumu lidz eksperimenta izmantojamam
koncentracijam. Interesanti, ka 2,0 % (v/v) DMSO-ds piedeva neietekmgja, bet 0,5 % (v/v)
EtOH palielinaja izkliedes intensitati ~ 2,4 reizes. Talak analiz&ti paraugi ar TS un to karnitina
esteriem. Ka rada 2.10. tabulas dati, C12:0 un C14:0 ir stabilas pat pie vismazakas 0,10 %
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(v/V)Triton X-100 koncentracijas. Savukart, C16:0 Sajos apstaklos novéro loti lielu, ~ 31k,
izkliedes intensitati, kas liecina par lielu dalinu veidoSanos. Divreiz samazinot palmitata
koncentraciju, izdevas dabut nelielu uzlabojumu, izkliedes intensitate samazinajas ~2 reizes.
Turpinot izm&ginats palielinat detergenta koncentraciju. 500 uM C16:0 gadijuma vislabako
rezultatu sasniedza ar 0,50 % (v/v) Triton X-100 piedevu. Savukart C12:0-AC un C16:0-AC
izkliedes intensitate jau sakuma bija zema un $ie paraugi minimali reag€ja uz detergenta
koncentracijas mainu.

2.10. tabula
DLS variacijas uz TS dalinam atkariba no Triton X-100 koncentracijas KPi buferi, 25 °C
Triton X-100 Organiska Izkliedes intensitate,

konc. ékidinéi‘lja piedeva s TS kone., yM keps®®

0,10 % nav nav nav 1782 £219

0,10 % 0,50 % EtOH?! nav nav 3935+ 813

0,10 % 2,0 % DMSO-d¢* nav nav 1624 + 204

0,10 % 0,50 % EtOH C12:0 500 2868 + 557

0,10 % 0,50 % EtOH C14:0 500 3488 + 400

0,10 % 0,50 % EtOH Cl16:0 500 31209 + 4629

0,10 % 0,25 % EtOH C16:0 250 13937 + 728

0,25 % 0,50 % EtOH C16:0 500 7286 + 208

0,50 % 0,50 % EtOH Cl16:0 500 4537 + 149

0,10 % 2,0 % DMSO-ds C12:0-AC 500 3428 £ 1021

0,25 % 2,0 % DMSO-dg C12:0-AC 500 1742 + 118

0,50 % 2,0 % DMSO-ds C12:0-AC 500 3208 +230

0,10 % 2,0 % DMSO-ds C16:0-AC 500 2651 + 397

0,25 % 2,0 % DMSO-ds C16:0-AC 500 2672 +433

0,50 % 2,0 % DMSO-ds C16:0-AC 500 3812 £ 351

2.7.2. Piedevu efekts uz FABP3 struktiiru

Lai parliecinatos, ka piedevas neietekmé FABP3 struktiiru, E. Coli ekspreséts '"N-ieziméts
FABP3 (3.3.3.2. apak$nodala), kuru izmantoja 2D 'H-'N HSQC KMR spektru iegiidanai,
varigjot buferu sastavu. Ka jau bija minéts, protetnu 2D 'H-'*N HSQC spektrs ir loti jutigs uz
jebkuram izmainam parauga (1.5.3.1. apakSnodala). Rezultata, ja kada no piedevam ietekmé&tu
proteina struktiiru, spektra biitu novérojamas krospiku nobides gan 'H, gan ari '’N dimensijas.

Cetri 2D "H-"*N HSQC spektri registréti apo-FABP3: (i) KPi buferi bez piedevam, (ii) KPi
bufert ar 10 % (v/v) glicerina, (iii) KPi bufert ar 0,10 % (v/v) Triton X-100 un (iv) KPi bufer
ar 0,25 % (v/v) Triton X-100 piedevam. legiito spektru superpozicija atspogulota 2.69. attela
(A). Ka redzams, visi Cetri spektri loti labi sakrit sava starpa. Minimalas izmainas ir
noverojamas desmit krospikiem, no kuriem viens atbilst kustigam C-terminalajam aminoskabju
atlikumam, A133 (numeracija saskana ar UniProt datubazi, P05413 [105]). Pargjie astoni
aminoskabju atlikumi (2.69. att., B) pieder liganda ieejas portalam, bet viens, F71, — spraugas
regionam (1.17. att.), kas visi ir loti kustigi FABP3 regioni, it ipasi apo-forma. Turklat, pH 7,6

20 keps — fotonu skaits sekundé (kilo counts per second)
2! Etanola (EtOH) daudzums, ko ienes reakcijas maisijuma no liganda izejas $kiduma.
22 DMSO-ds daudzums, ko ienes reakcijas maisijuma no liganda izejas $kiduma.
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bufer tas bija attiecinats tikai dalgji (2.69. att., B, pel€kie regioni) parak atras amidu protonu
apmainas ar @ideni d€l. Iesp&jams, ka izmantojamas piedevas ietekm& ari peléko regionu
aminoskabju atlikumus. Kopuma, noverojamas izmainas spektra ir tik mazas, ka FABP3
struktiiru var uzskatit par nemainigu un inertu pret piedevam.

P&c tam parbaudita FABP3 spéja saistit ligandu iepriek§ minéto piedevu klatbatng. Sim
nolikam FABP3 atbilstoaja buferT piesatinaja ar palmitatu (C16:0), kas no TS ir visstiprakais
ligands [99], un atkartoti uznéma &etrus 2D 'H-'N HSQC spektrus. Seit problémas ar TS
§kidibu nenovéro, jo pats FABP3 darbojas ka $kidibu veicinoss agents. Pieliekot klat TS no
izejas Skiduma, TS nekavgjoties piesaistas proteinam un brivas TS formas Gdens buferT vai nu
vispar neveidojas, vai art veidojas loti maza koncentracija.

-9
S

A. r B.

110

T
140

1" 10 ‘ 9 - 8 ‘ 7 ‘ 6
"H (ppm)
2.69. att. 2D 'H-'N HSQC apo-FABP3 spektru superpozicija varigjot bufera piedevas un
noverojamo kimisko nobizu izmainu atspogulojums FABP3 strukttra (PDB ID 4TKJ).

A. Spektrs KPi bufer bez piedevam — zila krasa; ar 10 % (v/v) glicerina — sarkana krasa; ar 0,10 % (v/v) Triton
X-100 — zala krasa; un ar 0,25 % (v/v) Triton X-100 — dzeltena krasa. B. Kimisko nobizu izmainas atzimétas
proteina struktiira roza un oranza krasa (attiecigi liganda ieejas portals un spraugas regions); pelekie regioni —

kustigas cilpas, kuras nevargja attiecinat pie pH 7,6.

Referencei, salidzinaja apo-FABP3 un FABP3-palmitata kompleksa spektrus (2.70. att., A).
Ka redzams, saistoties TS, spektra novero vairaku krospiku kimisko nobizu loti lielas izmainas.
Lai biitu iesp&jams pateikt, kuri aminoskabju atlikumi piedalas palmitata saistiba, tapat ka '>N-
FABP3 tika uztaisits '°N,!3C-dubultieziméts FABP3, ko izmantoja pamatkedes attiecina$anai
apo- un saistitai FABP3 formai (3.8. nodala, un 20. un 21. pielikumi). Izmantojot iegiitos datus,
tika atlastti 34 krospiki, kuriem spektra noveéroja vislielakas izmainas. Tie, savukart, atbilst 34
aminoskabju atlikumiem, kas visvairak izmainijas notiekot palmitata saistibai. Tie atspoguloti
2.70. attela (A), blakus katram krospikim noradits aminoskabju atlikuma numurs un krospika
nobides virziens. Minétie aminoskabju atlikumi loti labi korele ar literatiira aprakstitajiem
(piem@ram, 1.3. tab. [94]). Savukart, salidzinot savstarpgji ¢etrus FABP3-palmitata spektrus,
kas uznpemti vari€jot bufera piedevas, novéro loti augstu lidzibu (2.70. att., B) ta pat ka apo-
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formas spektriem (2.69.att., A). Minimalas izmainas noveéro astoniem aminoskabju
atlikumiem, no kuriem divi atrodas N-terminala un C-terminalaja gala, attiecigi V2 un A133.
Pargjie sesSi aminoskabju atlikumi ir tie paSi, kas identificéti eksperimenta ar apo-FABP3
(2.69. att., A) un, ka jau mingts ieprieks, tie pieder liganda ieejas portalam un spraugas
regionam. leghtie dati apstiprina, ka izmantojamas piedevas neietekmé& FABP3 struktiiru,
netraucé TS saistibu un nemaina FABP3-TS kompleksa konformaciju. legitie dati aprakstiti
darba autores publikacija [260].
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2.70. att. 2D 'H-'>N HSQC A. apo-FABP3 (zila krasa) un FABP3-palmitata kompleksa
(sarkana krasa) spektru superpozicija. B. FABP3-palmitata kompleksa spektru superpozicija
varigjot bufera piedevas.

A. Spektru superpozicija apo-FABP3 — zila krasa un FABP3-palmitata (C16:0) kompleksam — sarkana krasa KPi
buferi bez piedevam, ar noraditiem aminoskabju atlikumiem, kam novéroja kimisko nobizu izmainas. Melnas
bultinas norada krospika nobides virzienu. B. Spektrs KPi bufer bez piedevam — zila krasa; ar 10 % (v/v)
glicerina — sarkana krasa; ar 0,10 % (v/v) Triton X-100 — zala krasa; un ar 0,25 % (v/v) Triton X-100 — dzeltena
krasa.

2.7.3. StabilizéjoSo piedevu efekts uz termodinamiskajiem saistibas parametriem

Balstoties uz ieglitajiem stabilizacijas un KMR datiem, veiktas kontroles /7C titréSanas, lai
novertetu piedevu ietekmi uz FABP3-TS saistibas termodinamiku un afinitati. /7C
eksperimenti veikti KPi bufer ar 10 % (v/v) un 20 % (v/v) glicerina, un 0,10 % (v/v) un
0,25 % (v/v) Triton X-100 piedevam. Turklat, izm&ginata references titréSana KPi buferi bez
piedevam. Kontroles titréSanas veiktas ar laurinatu (C12:0) un miristatu (C14:0), jo tas ir
garakas TS, kas Skist @idens bufert (19. pielikums) /7C eksperimentiem nepiecieSamaja
koncentracija. legiitie dati ir apkopoti 2.71. un 2.72. att€los.

Laurinats (C12:0) uzradija eksotermisko saistibas siltumefektu visos piecos /7C titréSanas
eksperimentos. No iegiitajam S-tipa Itkném tika noteikti termodinamiskie saistibas parametri
(2.71. att.). Sagaidami, C12:0 saistijas pie FABP3 ar stehiometriju, N = 1, noradot, ka viena TS
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2.71. att. FABP3 mijiedarbibas ar laurinatu (C12:0) /7C titréSanas liknes (aug$a) un termodinamisko saistibas parametru grafiskais
atspogulojums (apaksa) varigjot buferu piedevas. Visi titréSanas eksperimenti veikti 25 °C temperattira.

A. KPi buferis bez piedevam; B. KPi buferis ar 10 % (v/v) glicerina; .C. KPi buferis ar 20 % (v/v) glicerina; D. KPi buferis ar 0,10 % (v/v) Triton X-100;
E. KPi buferis ar 0,25 % (v/v) Triton X-100 piedevu.
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2.72. att. FABP3 mijiedarbibas ar miristatu (C14:0) /7C titréSanas liknes (augsa) un termodinamisko saistibas parametru grafiskais
atspogulojums (apaksa) varigjot buferu piedevas. Visi titréSanas eksperimenti veikti 25 °C temperatiira.

A. KPi buferis bez piedevam; B. KPi buferis ar 10 % (v/v) glicerina; .C. KPi buferis ar 20 % (v/v) glicerina; D. KPi buferis ar 0,10 % (v/v) Triton X-100;
E. KPi buferis ar 0,25 % (v/v) Triton X-100 piedevu.



molekula saistas pie vienas proteina molekulas. Neviena no piedevam N vértibu neietekmgja.
Tomér mainijas saistibas stiprumi. Ja salidzina Kp vertibas visiem pieciem titréSanas procesiem
(2.71. att.), redzams, ka buferT un glicerina (neatkarigi no koncentracijas) iegiitas vertibas loti
labi sakrit (vidgja vertiba 0,18 + 0,03 uM). Savukart paraugos ar 0,10 % (v/v) un 0,25 % (v/v)
Triton X-100 piedevu Kp pasliktinajas attiecigi ~3 un 5,3 reiz€s. Papildus novéro saistibas
termodinamiska profila izmainu. KPi bufert gan entalpijas, gan entropijas komponentes ir
negativas, proti, saistibai labveligas. Tomér —TAS komponentes vertiba tuva nullei un saistiba
ir entalpijas virzita (enthalpy-driven). Pieliekot klat glicerinu, mainas vides viskozitate.
Rezultata pieaug nekovalento mijiedarbibu saistibas stiprums (palielinas AH absoliita vertiba),
piemé&ram, fidenraza saiSu stiprumi [263, 264]. Iesp&jams, tas notiek vienlaikus ar $kidinataja
reorganizaciju uz proteina virsmas. lestdjoties entalpijas-entropijas kompensacijai
(1.5.2.2. apak$nodala), —TAS klust pozitiva, jeb saistibai nelabveéliga. Pieaugot vides
viskozitatei, Sie efekti palielinas, proti, AH kltst vél negativaka, bet —TAS — v&l pozitivaka.
Triton X-100 piedevas izmantoSanas gadijuma novero izteiktakas izmainas entalpijas un
entropijas komponentgs salidzinajuma ar 20 % (v/v) glicerTna pievieno$anu. No literatiiras
zinams, ka Triton X-100 spgj saistities pie protetniem (piem&ram, BSA), t. sk. arT veidot vajas
mijiedarbibas uz to virsmas [265]. Iesp&jams, ka art FABP3 gadijuma Triton X-100 vai nu
piesaistijas pie proteina, vai arl izraisija ievérojamu $kidinataja reorganizaciju uz ta virsmas.
Turklat, detergenta piedeva analogi glicerinam var€ja izmainit nekovalento mijiedarbibu
stiprumu.

Talak Sie pasi pieci ITC eksperimenti tika atkartoti ar miristatu (C14:0). Iegitie dati rada
(2.72. att.), ka miristats micelliz€jas Gidens buferi un 10 % (v/v) glicerina. Savukart, 20 % (v/v)
glicerina izdevas ieglit S-tipa eksotermisko Itkni ar salidzino$i vaju saistibas stilumefektu
(—0,20 pcal'sec™). Seit saistibas mehanisms ir entropijas virzits (entropy-driven). Visticamak,
Seit domingjosie arT ir micellizéSanas efekti, kas izmainija termodinamisko profilu. Rezultata,
iegti dati nav izmantojami, lai noteiktu tikai “tiru” proteina-liganda saistibas stiprumu.
Savukart, ITC eksperimentos ar Triton X-100, veidojas tada pati situacija, ka laurinata
gadijuma. legiitais saistibas mehanisms ir entalpijas virzits (enthalpy-driven) ar saistibai
nelabvéligu entropiju.

Salidzinot sava starpa laurinatu un miristatu, redzams, ka garaka TS saistas pie FABP3
nedaudz spécigak, neka isaka. Sie rezultati sakrit ar literatiira publicétiem datiem [99]. Turklat,
abos gadijumos TS afinitate pret FABP3 parauga ar 0,10 % (v/v) Triton X-100 bija divas reizes
stipraka neka parauga ar 0,25 % piedevu. Rezultata, 0,10 % (v/v) Triton X-100 tika uzskatita
ka piedevas optimala koncentracija talakiem titréSanas eksperimentiem.

2.7.4. FABP3-laurinata saistibas siltumkapacitates noteikSana

Turpinot, /TC metodikas validacijai noteiktas laurinata (C12:0) saistibas pie FABP3
siltumkapacitates izmainas, AC, (1.5.2.3. apaksnodala), atkariba no bufera sastava. Sim
noltukam ITC eksperimenti veikti KPi bufert bez un ar 0,10 % (v/v) Triton X-100 piedevas
piecas dazadas temperatiiras: 16 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C un 37 °C (2.73. att.). No iegutajiem
entalpijas izmainas datiem konstruéti divi lineari grafiki (2.74. att.). Izmantojot linearas
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regresijas analizi, ieglitas AC, vertibas. KPi buferi bez piedevas AC, =-0,33 + 0,01 kcal- K~
L-mol™!, bet ar Triton X-100 piedevu AC, = 0,22 + 0,02 kcal-K™"-mol . Iegiito vértibu atskiriba
ir minimala un labi saskan ar pasa fosfata bufera (pKa 7,198) AC, = —0,23 kcal- K~!-mol ™' [266].
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2.73. att. FABP3 mijiedarbibas ar laurinatu (C12:0) I7C titréSanas liknu superpozicija varigjot
ITC eksperimenta temperatiiru.

A. KPi buferis bez piedevas; B. KPi buferis ar 0,10 % (v/v) Triton X-100. Liknes sarkana krasa — 37 °C; liknes
oranza krasa — 30 °C; liknes melna krasa — 25 °C; liknes gaisi zila krasa — 20 °C; liknes tumsi zila krasa — 16 °C.
Datu punkti apZiméti ar attiecigas krasas apgrieztiem trisstliriSiem, rombiniem, trisstiriSiem, apliSiem vai
kvadratiniem. Liknes parliekuma punkta atskirigs novietojums atspogulo aktiva proteina daudzuma
neviendabibu parauga eksperimenta laika.

Izmantojot termodinamiskas vertibas, kas ieglitas piecas dazadas temperatlras un
vienadojumus (1.5.) — (1.8.), izrékinata FABP3-laurinata (C12:0) saistibas termodinamisko
parametru atkariba no temperatiiras paplasinata temperatiiru diapazona no 0 1idz 44 °C. legiitie
grafiki paraditi 2.75. un 2.76. att€los. Ka redzams, neatkarigi no bufera sastava, saistibas Gibsa
briva energija, AG, mainas minimali. Toties entalpijas un entropijas komponensu ieguldijums
mainijas. BuferT bez detergenta piedevas novéro daudz straujaku AH izmainu. AH klust
negativaks palielinoties temperatiirai. Lidzigs process notiek ari buferi ar Triton X-100, ta¢u
taisnes slipums ir daudz 1&€zenaks un AH izmaina ir salidzinosi mazak izteikta. Nemot véra to,
ka entalpija un entropija ir saistiti parametri, —TAS izmainas abos grafikos ir lidzigas AH
izmainam, bet ar pret€ju zimi. Proti, pieaugot temperatiirai, entropija kliist pozitivaka. Tapat,
buferi bez detergenta §1 izmaina ir daudz straujaka neka buferi ar Triton X-100.

Kopuma termodinamisko parametru tendences abos buferos nemainijas, kas lauj secinat, ka
detergenta piedeva netraucé FABP3-TS saistibai un neietekmgé saistibas mehanismu. Savukart,
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termodinamisko parametru variacijas saistitas ar solvatacijas apvalku reorganizaciju un
nekovalento mijiedarbibu energijas izmainam.
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2.74. att. FABP3-laurinata saistibas AH atkariba no temperatiiras.

KPi buferi (bez piedevam) — sarkana taisne; KPi buferT ar 0,10 % (v/v) Triton X-100 piedevu — zila taisne. Punkti
uz taisném — eksperimentalas AH vértibas, noteiktas piecas dazadas temperatiiras. Liknes slipums nosaka
siltumkapacitates izmainu, AC).
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2.75. att. FABP3-laurinata (C12:0) saistibas termodinamisko parametru atkariba no
temperatiiras KPi bufer1 (bez piedevam).

Izmantotie saistibas termodinamiskie parametri, noteikti pie £ = 25 °C: AG = -9,05 kcal-mol ™,
AH =-8,39 kcal'mol™!, ~TAS = -0,82 kcal'mol ! un AC, = -0,33 kcal-K "-mol™!. Eksperimentalie dati paraditi ka
attiecigas krasas punkti (AG — zila krasa; AH — zala krasa un —7TAS — sarkana krasa).
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2.76. att. FABP3-laurinata (C12:0) saistibas termodinamisko parametru atkariba no
temperattiras KPi bufert ar 0,10 % (v/v) Triton X-100 piedevu.

Izmantotie saistibas termodinamiskie parametri, noteikti pie # = 25 °C: AG = -8,46 kcal'-mol ™!,
AH = -14,23 kcal'mol™!, —=TAS = 5,87 kcal'-mol™ un AC, = -0,22 kcal-K!-mol™!. Eksperimentalie dati paraditi ka
attiecigas krasas punkti (AG — zila krasa; AH — zala krasa un —TAS — sarkana krasa).

2.8. FABP3 termodinamiskie petijjumi

2.8.1. FABP3-TS saistibas termodinamika

Pielietojot iepriek§ izstradato un validéto ITC protokolu, noteiktas afinitates un
termodinamiskie parametri FABP3 saistibai ar dazada garuma un piesatinatibas pakapes TS (no
C8 Iidz C20). Gadijumos, kad TS skidiba to pielava (C8—C12), ITC parametri tika noteikti ar1
buferi bez detergenta. legitie dati grafiski salidzinati ar iepriek§ publicétiem datiem [99]
(2.77. att.) un apkopoti 2.11. tabula.

Ka redzams, TS saistibas stiprumiem, kas noteikti ar divam dazadam pieejam, saglabajas
lidzigas tendences. Visvajak ar FABP3 saist1jas C8:0, bet visstiprak — C16:0. C18:0 un C14:0
saistas vismaz divas reizes vajak neka C16:0. Tomér, DMPC/TS gadijuma C12:0 saistijas
sliktak par C10:0, bet Triton X-100 piedevas klatbitng abas TS saistijas lidzigi. ST ir vieniga
pozicija, kura nav kopigas tendences. Nav skaidrs, kapeéc DMPC klatbiitne C10:0 uzradija tik
augstu afinitati, kas ir tikai par 0,157 uM vajaka neka C16:0. Pamatojoties uz kristalografijas
datiem, C10:0 novietojums FABP3 aktivaja centra nav optimals (PDB ID 4TJZ), jo neveidojas
U veida konformacija.
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Kopuma, datiem, kas ieglti ar Triton X-100 piedevu ir mazaka izkliede un iegiitas
termodinamiskas veértibas daudz labak atspogulo proteina-liganda saistibas termodinamiku
(2.11. tab.). Visam izpétitajam TS saistibas mehanisms bija entalpijas virzits (enthalpy-driven),
ar domin€joSo AH komponenti. Dazam vid€ja garuma un garkézu TS (C8:0—-C14:0), entropijas
komponente bija saistibai nelabvéliga, tuva nullei (C16:0) vai saistibai labvéliga (C18:0). Abas
mononepiesatinatas TS (C18:1) deva loti tuvas saistibas afinitates un termodinamiskos
parametrus, kas norada, ka cis/trans dubultsaites konfiguracija neietekmé TS saistibu FABP3
aktivaja centra.

®+0.10% Triton X-100 DMPC/TS [97]
6.0

5.0

40 46,1 £ 33,3

2.0 I I
1.0 I . T

.
0.0 - " . - [ aila

C8:0 C10:0 C12:0 C14:.0 C16:0 C18:0 C18:1 C18:1
cis-9 trans-9

Ky - 105 M
w
o
—

2.77. att. Izmantojot ITC noteikto FABP3-TS saistibas afinitasu salidzinajums.

Autores iegitie dati — zila krasa; literatiiras dati [99] — dzeltena krasa. Vertiba C8:0 (sarkana krasa) atspogulota
relativas vienibas parak lielas starpibas starp datiem un kliidas dgl; reala vertiba noradita skaitliski.

Savukart, polinepiesatinata TS, EPA, uzradija saméra vaju saistibu, kas bija lidziga C8:0.
Atskiriba no C8:0, EPA gadijuma novéroja AH uzlabojumu par ~ 9,4 kcal'mol™!, un —~TAS
pasliktinasanos par Iidzigu vertibu. Nemot véra, ka EPA kustigums ir ierobezots ar piecam cis
dubultsaitém, ta visticamak iepem FABP3 aktivaja centra saliektu konformaciju, papildus
izraisot saistibas centra reorganizaciju sterisko traucgjumu del, par ko liecina —TAS vertibas
picaugums. Savukart, ierobezotais kustigums labveligi ietekm&a proteina-liganda
nekovalentas mijiedarbibas. legiitie dati aprakstiti darba autores publikacija [260].
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2.11. tabula
ITC termodinamiskie dati FABP3 mijiedarbibai ar TS un to esteriem KPi buferT, 25 °C

0,10 % (v/v)

Savienojums Saisinata formula?’ Triton X-100 Kp, yM AG, keal-mol ™! AH, keal'mol! | —TAS, kcal-mol! N*
piedeva

Kaprilats C8:0 - 1,86 + 0,05 —7,82 +0,02 -8,01 = 0,09 0,19+ 0,07 ~1,0
+ 1,109 £ 0,001 -8,13+ 0,01 -12,6 +£0,3 45+03 ~1,0
Kaprinats C10:0 - 0,252 + 0,004 -9,01 +£0,01 —11,09 + 0,08 2,08 + 0,08 ~1,0
+ 0,56 + 0,02 —8,535 £ 0,007 -13,2+0,3 47+03 ~1,0
laurinats C12:0 — 0,20 £ 0,02 -9,12+ 0,06 —8,60 = 0,08 —0,53 £0,02 ~1,0
+ 0,57 + 0,06 —8,54 + 0,06 -14,5+04 6,0+03 ~1,0
miristats C14:0 aF 0,3+0,1 -8,9+£0,2 -10,9+ 0,4 1,9+0,2 ~1,0
palmitats C16:0 ar 0,14+ 0,02 -9,34+ 0,07 -8,7+0,9 -0,6 + 0,8 ~1,0
stearats C18:0 aF 0,7+0,1 -8,34+ 0,04 —-6,4+04 -20+04 ~1,0
oleats C18:1 cis-A° + 0,29 + 0,03 —8,93 + 0,06 -10,0£ 0,4 1,1 +£0,5 ~1,0
elaidats C18:1 trans-A° I 0,21 +0,02 -9,12+ 0,06 -8,0+0,9 -1,1+0,9 ~1,0
eikosapenits (EPA) 20:5 cis-A>S11L1417 + 1,6 £0,2 —7,90 £ 0,07 -17,4+0,7 9,5+0,8 ~1,0
palmitoil-CoA C16:0-CoA - 89+1,2 —6,90 + 0,08 —5,04 + 0,09 —1,86+0,01 ~1,0
EPA-karnitins 20:5 cis-A>S ST AC - 14,83 + 0,08 —6,61 +0,03 —2.43 +0,09 —4,19+ 0,06 ~1,0
miristoilkarnitins C14:0-AC - 11,3 -6,7 -1,1 =5,7 ~0,5
oleoilkarnitins C18:1 cis-A°-AC - 2,21+0,07 -7,72 + 0,01 -4.6+0,2 -3,1+0,2 ~0,5
elaidoilkarniting C18:1 trans-A°-AC - 2,19+ 0,04 —7,72 +£ 0,02 —4,29 + 0,06 -3,43 £0,08 ~0,5

23 Ogleklu skaits : nepiesatinato saisu skaits un to pozicijas
24 ITC eksperimenta stehiometrija N atspogulo ne tikai proteina-liganda attiecibu, bet ari aktiva proteina daudzumu parauga. Seit N noteikts, pienemot, ka proteins ir 100 %
aktivs un pilniba delipidéts.



2.8.2. FABP3-acilkarnitinu un palmitoil-CoA saistibas termodinamika

Turpinot termodinamiskos pétljumus, izm&ginats noteikt saistibas parametrus TS karnitina
un CoA esteriem. Eksperimentos izmantoja $adus astonus esterus: (i) C16:0-CoA; (ii) C8:0-
karnitins, (iii) C12:0-karnitins, (iv) C14:0-karnitins, (v) C16:0-karnitins, (vi) C18:1-cis-A’-
karnitins, (vii) C18:1-trans-A°-karnitins un (viii) EPA-karnitins. Interesanti, ka salidzinajuma
ar TS, kur detergenta piedeva netraucgja saistibai, Seit Triton X-100 pat 0,10 % (v/v)
koncentracija pilniba blokgja esteru saistibu. Turklat Triton X-100 neietekméja arT acilkarnitinu
paraugu dalinu izmerus vai dispersiju DLS eksperimenta (2.10. tab.).
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2.78. att. ITC titrésanas Itknu superpozicija un termodinamisko parametru grafiskais
atspogulojums. Visi titréSanas eksperimenti veikti KPi bufert, 25 °C.

A. FABP3 mijiedarbibas ar elaidatu (melna krasa) un elaidoilkarnitinu (gaisi zila krasa) titrésanas likne. B. un
C. attiecigi elaidata un elaidoilkarnitina termodinamisko parametru grafiskais atspogulojums.

Iegiitie rezultati liecina, ka esteriem visticamak ir cits atpaziSanas mehanisms neka TS.
Savukart, realizgjot reakciju KPi buferT bez piedevam, saistibu uzradija tikai labi $kistosas
vielas — EPA-karnitins, palmitoil-CoA un mononepiesatinati C18:1-cis/trans-A’-karnitini
(2.11. tab.). EPA-karnitins saistfjas pie FABP3 par kartu vajak neka EPA TS. Turklat, tam
realiz§jas cits saistibas mehanisms, ar domin&joSo entropijas komponenti, kas bija divreiz
lielaka (absolatos skaitlos) par AH. Palmitoil-CoA gadijuma -TAS efekts bija mazak izteikts un
domingja entalpijas komponente. Sis saistibas mehanisms ir vairak lidzigs garkézu TS saistibai
(piem@ram, steardtam). C18:1-cis/trans-A°-karnitini ar saistijas pie FABP3 ar lidzigu afinitati,
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kas bija par kartu vajaka neka atbilstoSo TS Kp. Abiem mononepiesatinatajiem karnitina
esteriem noveroja identiskus termodinamiskos saistibas profilus. Salidzinajuma, ar attiecigam
TS, AH vertiba (absoliitos skaitlos) samazinajas divas reizes, kas liecina par nekovalento
mijiedarbibu pavajinasanos, ko maza méra kompensge saistibai labveéliga —TAS, kas Seit ir tr1s
reizes lielaka neka atbilsto§ajam mononepiesatinatajam TS. Visi Cetri esteri saistijas pie FABP3
ar saméra lidzigu termodinamisko profilu. Tomér, C18:1-cis/trans-A°-karnitiniem novéroja
saistibas stehiometrijas, N, samazindjumu no 1,0 I1dz 0,5 (2.78. att.). Tas bija negaiditi, jo Sada
stehiometrija paredz, ka viena liganda molekula vienlaikus saistas pie divam proteina
molekulam. Izmainas proteina-liganda koncentracijas un to attiecibas $o rezultatu neietekméja.
Visos gadijumos tika iegiits N ~ 0,5. Savukart, kontroles eksperimentos ar TS $§1 pati proteina
partija uzradija N ~ 1,0. Sie dati liecina, ka tika novérots jauns mononepiesatinato karnitinu
saistibas mehanisms (2.11. nodala). Iegiitie dati aprakstiti darba autores publikacija [260].

2.8.3. Piesatinato TS karnitina esteru petijumi

Nemot vera, ka mono- un polinepiesatinato TS karnitina esteri veiksmigi saistijas ar
FABP3, sagaidams, ka Iidziga garuma piesatinato TS karnitina esteriem arT biitu jasaistas pie
FABP3, tomér eksperimenti ar tiem nebija tik veiksmigi (22. pielikums). Neskatoties uz labaku
$kidibu tidens buferos (it Tpasi zema pH) salidzinajuma ar TS, garaku acilkarnitinu gadijuma
noveéro micelliz€sanos, kas trauce saistibai ar FABP3. It 1paSi izteikts §is efekts ir
palmitoilkarnitinam, kam CMC ir tikai 15uM (19. pielikums [267]). Savukart ITC
eksperimenta minimalas liganda koncentracijas butu 200-300 uM (atkariba no izdalita
siltuma). Vienigais piesatinatas TS karnitina esteris, kam izdevas noteikt saistibu /7C
eksperimenta KPi bufer (bez piedevam) bija C14:0-AC, kas saistijas tikpat vaji ka EPA-AC un
ar lidzigiem termodinamiskajiem parametriem, bet ar stehiometriju ~ 0,5 (2.11. tab.). Tas
parada, ka piesatinato un mononepiesatinato TS karnitina esteriem biitu jasaistas ar FABP3 péc
lidziga mehanisma (2.11. nodala). Tomér, /TC eksperimenta izdalitais siltumefekts bija loti
mazs, kas trauc@ja atkartojamibai, AH ~ —1,1 kcal-mol.
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2.79. att. 2D '"H-"*N HSQC apo-FABP3 un FABP3-miristata spektru superpozicija paraugiem
ar DMPC liposomam.

A. apo-FABP3 KPi buferi bez piedevam (zila krasa) un apo-FABP3 DMPC klatbitné. B. apo-FABP3 DMPC
klatbutng (zila krasa) un FABP3-DMPC/miristata komplekss (sarkana krasa). C. FABP3- miristata komplekss
KPi buferi bez piedevam (zila krasa) un FABP3-DMPC/miristata komplekss (sarkana krasa).

133



Time (min) B Time (min) C Time (min)
A- 0 10 20 30 4 50 " o0 0 20 3 4 80 "0 10 20 30 40 50
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.60 - 030 ‘ 4 0.30 4 ‘ 4
050 020 i 0204 -
0.40 g
g 0.30 | B g 0.104 1 g 0104 7
g 0.20 4 b g 0.00 i g_ 0.00 4
0.10 | R
0.00 ] .10 E -0.10 E
-0.10 4 B
T T T T T T T T T T T T
0.0+ - 1 0.0 LL LTl FYLLLLI
8 5 / 5 204 J
o 5] 5
2 w0 {1 ¢ . s .
5 pra | o 40 4
o = 201 [k, = - Kp=0.61uM
2 . 1 35 2 Ko=0.18uM g 5 =0.614
£ E ﬁ,-/ AH = -3.2keal/mol E 60+ AH = -7 6 keal/mol
3 w -TAS = -8.1 keal/mol T 2 -TAS = -0.4 kcal/mol
o Q Q
= 50 i | S N=08 ~ 804 N=0.7 ]
00 0s 10 1s 20 00 05 10 15 20 00 0s 10 15 20
Molar Ratio Molar Ratio Molar Ratio
Time (min) Time (min) Time (min)
D- 0 10 20 30 40 50 E = 0 0 20 30 4 50 F- 0 10 20 30 40 50
015 T T T T T ] T T T T T T T T T T T T
0104 B
g 0.05 - g g 8
§ o "J\ g JJJ g m
B 1 " ) =2
(Ul AL |
ﬂ ”‘ | r w 000! ltkw‘\] \ P 0.00 kFLU \ U\ .
-0.05 4 4 ’ ﬁ— ’ W
T T T T T 50047 T T T T T T T
N F..l L] ..I.I'Il 1 == - nwi“'
" "= ., 400 4 40.0 - b
o | @ 300+ 4 g 300+ 4
£ [ £ £
:5 f :5 200 i G 2004 i
s 20l | il Kp = 0.52 uM = Kp = 0.82 uM
£ € 100 AH =46 kcal/mol 4 £ 100 AH = 46kecal/mol 1
El K] -TAS = -55 kcal/mol 3 -TAS = -54 keal/mol ™
= ¥ 00 N=13 1 = g0l N=13 “agann
00 0s 10 15 20 00 os 10 15 20 00 05 10 15 20
Molar Ratio Molar Ratio Molar Ratio

2.80. att. DMPC/laurinata (A—C) un DMPC/miristata (D-E) liposomu /7C titréSanas

eksperimenti KPi buferi 25 °C.

A. DMPC/laurinata liposomu titréSana KPi buferi (bez proteina) — bazes linija. B. FABP3 titréSana ar
DMPC/laurinata liposomam. C. FABP3 titrésana ar DMPC/laurinata liposomam ar atnemtu bazes liniju.
D. DMPC/miristata liposomu titréSana KPi bufer1 (bez proteina) — bazes linija. E. FABP3 titrésana ar DMPC/
miristata liposomam. F. FABP3 titréSana ar DMPC/miristata liposomam ar atnemtu bazes Iiiju.

Palmitata $kidibas uzlaboSanai izm&ginats — péc analogijas ar Matsuoka S. et. al

metodi [99] — uztaisit DMPC/acilkarnitinu liposomas. Kontrolei uztaisitas art DMPC/laurinata
un DMPC/miristita liposomas. Valid&jot metodi, uznemti 2D '"H-'>N HSQC spektri FABP3
kompleksiem ar DMPC/TS. Sakuma parbaudits vai DMPC paSam par sevi nav mijiedarbibas
ar FABP3. Ka redzams no spektru superpozicjias (2.79. att., A), FABP3 ir inerts pret DMPC
liposomam. Noverojamas izmainas ir minimalas un korel€ ar izmainam, ko noveroja buferu
piedevu testos (2.69. att.). Turklat, DMPC netraucé TS saistitbai FABP3 aktivaja centra
(2.79. att., B) un neietekmé kompleksa konformaciju (2.79. att., C).
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Turpmak veiktas kontroles titréSanas, kas apkopotas 2.80. attéla. Ka redzams no references
DMPC/TS titr€Sanas buferi (2.80.att., A un D), novéro liposomu S$kiSanas/veidoSanas
endotermiskos procesus, kas ir daudz spcigaki neka paSas TS saistibas siltumefekti, kas turklat
ir eksotermiski. Laurinatam iegiitie termodinamiskie parametri relativi labi korel€ ar datiem,
kas iegtiti izmatojot Triton X-100 piedevu (2.11. tab.), bet miristata gadijuma relativi labi sakrit
tikai Kp vertiba, bet termodinamiskie parametri vairak atspogulo micelizé$anas procesus neka
saistibu. legiitie dati apstiprina lielu dispersiju nopublic&tajos datos [99].

Diemzel, pielietojot So metodi C12:0-AC, C14:0-AC un C16:0-AC esteru termodinamisko
parametru noteikSanai, saistibas siltumefektus /7C eksperimenta detektét neizdevas. Savukart
KMR eksperimenta divi paraugi (C12:0-AC un C14:0-AC) spektra uzradija minimalas
izmainas, bet C16:0-AC spektra kimisko nobizu izmainas nenovéroja (2.81. att.).
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2.81. att. 2D "H-">N HSQC spektru superpozicija paraugos ar DMPC liposomam.

A. apo-FABP3 DMPC klatbiitné (zila krasa) un FABP3-DMPC/C12:0-AC komplekss (sarkana krasa).
B. apo-FABP3 DMPC klatbiitné (zila krasa) un FABP3-DMPC/C14:0-AC komplekss (sarkana krasa).
C. apo-FABP3 DMPC klatbiitng (zila krasa) un FABP3-DMPC/C16:0-AC komplekss (sarkana krasa).

2.9. Palmitoilkarnitina efekts uz FABP3 pie zema pH

Zinot, ka acilkarnitini labi $kist un neveido micellas pie zema pH, Tstenots FABP3-
palmitoilkarnitina saistibas p&tijums pie nefiziologiska pH. Izvélétas divas pH vertibas, 5,4 un
3,6. No kuram pirma pH vértiba ir par vienu vienibu zemaka neka FABP3 pl, bet otra — mazaka
par palmitoilkarnitina pKa.

Vispirms parbaudits, vai proteins ir stabils un reagétsp&jigs $ajos apstaklos. Sim nolikam
IN-iezZimétdim apo-FABP3 nomainija buferi izmantojot atsalo$anas metodi [manuili,
izmantojot HiTrap™ Desalting kolonnu (Cytiva)]. KPi bufera vieta izmantoja 20 mM MES
pH 5,4, 50 mM NaCl vai 20 mM acetatu pH 3,6, 50 mM NaCl. P&c tam tika uznemti 2D 'H—
SN HSQC spektri apo-proteinam un FABP3-palmitata kompleksiem. Ka redzams 2.82. attela,
proteTnam saglabajas struktiira visu tris pH buferos. Toméer, spektros novéro lielas nobides
krospiku novietojuma, jo aminoskabju atlikumiem mainas protoné$anas stavokli, kas savukart
izraisa izmainas. Pie kam, aminoskabju atlikumi, kas ir versti uz arpusi (Skidinatajam vairak
pieejami) vai atrodas kustigajos regionos, mainas daudz vairak, neka iekSpusé pasléptie
(buried) aminoskabju atlikumi.
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2.82. att. 2D 'H-'"N HSQC spektru superpozicija apo-FABP3 pie tris dazadiem pH.
apo-FABP3: KPi buferi pH 7,6 — zila krasa; MES buferi pH 5,4 — sarkana krasa un
acetata buferT pie pH 3,6 — zala krasa.

Talak parbaudita palmitata (C16:0) un palmitoilkarnitina (C16:0-AC) spgja saistities pie
FABP3 dazadu pH vidg. Iegitie dati apkopoti 2.83. attéla. Palmitata gadijuma, proteina-liganda
saistibu noveéro pie pH 7,6 un pH 5,4 (2.83. att., A, C). Turklat spektra redzamajam kimisko
nobizu izmainam ir lidzigas tendences (2.70. att., A). Savukart, pie pH 3,6 (2.83. att., E)
palmitata saistibu ar FABP3 vairs nenovéro. Visticamak tas saistits ar aminoskabju atlikumu
protonésanas stavokla mainu liganda ieejas portala apkartné (1.17.att.) un palmitata
karboksilgrupas protong€sanos (pKa = 4,75). Tas nelauj veidoties elektrostatiskam
mijiedarbibam, kas virza ligandu aktivaja centra [100].

Palmitoilkarnitina gadijuma izmainas spektra pie pH 7,6 (2.83. att., B) ir daudz izteiktakas
neka pie pH 5,4 (2.83. att., D), tomér, tas joprojam ir loti mazas, lai vartu viennozimigi runat
par kompleksa veidosanos. Savukart, pie pH 3,6 (2.83. att., F) spektra ari novéro proteina
signalu izzu$anu, turklat, paraugad neveidojas nogulsnes. Visticamak parauga veidojas
lielmolekularie kompleksi, kuru relaksacija ir parak atra KMR laika skala. Rezultata, novéro
signalu pazusanu. Hipot€zes parbaudei KMR paraugi acetata bufert tika pétiti ar DLS.
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2.83. att. 2D 'H-'N HSQC spektru superpozicija.

Apo-FABP3 — zila krasa, un FABP3 kompleksa ar palmitatu (A, C, E) vai palmitoilkarnitinu (B, D, F) — sarkana
krasa, varigjot buferu pH. A, B — KPi buferis, pH 7,6; C, D — MES buferis, pH 5,4;
E, F — acetata buferis, pH 3,6.
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DLS dati rada, ka apo-FABP3 dalinu izmérs (2.84. att., A) acetata buferi pie pH 3,6 ir
~ 56 d. nm. (95,8 %). Paraugs ir loti viendabigs ar nelielu agregatu daudzumu (< 5 %). legttais
izmers sakrit ar proteina hidrodinamisko radiusu. Palmitoilkarnitina paraugs (2.84. att., B) pie
zema pH ar1 izradijas loti homogens. Taja visas dalinas bija ar izméru ~ 7,3 d. nm. (99,7 %).
Savukart, FABP3-palmitoilkarnitina parauga novéroja dalinu izméra sadalijumu (2.84. att., C):
~ 80,5 d. nm. (50 %) un ~ 8,6 d. nm. (50 %). Kopuma, tas norada, ka uz proteina izveidojas
palmitoilkarnitina slanis. Proti, vienai FABP3 dalinai piesaistijas divas C16:0-AC dalinas
(56+8,6+8,6 = 73,2 = 80 d. nm.). Turklat, p&c $T sadalfjuma var redz&t, ka tikai puse no pielikta
palmitoilkarnitina saistijas pie proteina. Tas arT atbilst KMR eksperimentalajiem nosacijumiem,
kur ligands bija pielikts divkartgja parakuma attieciba pret proteinu, lai panaktu pilnigu
piesatinaSanos. Parauga ar FABP3-palmitatu (2.84. att., D) arT nov@ro divu izméru dalinas,
~54d.nm. (56 %) un 1462 d. nm. (48 %). Sis arT pamato faktu, kapec C16:0 nesaistijas ar
FABP3, jo visas liganda molekulas izveidoja neregularus lielmolekularus agregatus. Savukart,
proteina dalinas palika nemainigas un sakrit ar apo-FABP3 dalinu izm@riem.
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2.84. att. DLS mérijumi A. apo-FABP3, B. palmitoilkarnitinam, C. FABP3-palmitoilkarnitina
kompleksam un D. FABP3-palmitata kompleksam acetata bufer pie pH 3,6.

Rezultata no iegiitajiem datiem var secinat, ka pie loti zema pH, kad TS karboksilgrupa tiek
protonéta, kompleksi ar FABP3 vairs neveidojas, jo Skiduma nav brivi pieejamu TS molekulu.
Turklat iesp&jams, ka FABP3 nespétu saistit TS pat tad, ja tas neagregétos, jo aminoskabju
atlikumiem dalgji mainas protongSanas stavokli, kas nodroSina liganda atpaziSanu. No
2D 'H-!>N HSQC spektru izskata var secinat, ka pie pH 5,4 krospiki ir daudz labak sadaliti
(labaka izskirSana) un Iiniju pusplatumi ir mazaki neka pie pH 7,6. Tas notiek amidu protonu
apmainas ar fideni atruma paléninasanas del. Rezultata, labakai FABP3 pamatkeédes un sanu
k&zu attiecinasanai blitu jaizmanto spektri pie zemaka pH (ieprieks€jas analizes veiktas pie
pH 7,6, 20. un 21 pielikumi).

Attieciba uz palmitoilkarnittnu, domajams, ka tam tomér butu jasaistas ar FABP3, tacu
pieradit to ar fizikali-kTmiskam metodem ir griti sliktas $kiSanas un zemas CMC koncentracijas
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del. Eksperimenti paaugstinata temperatiira (37 °C) arT nedeva pietickosu proteina-liganda
saistibu detekt&Sanas uzlabojumu.

2.10.FABP3 saistibas validacija ar KMR

2.10.1. Kimisko nobiZu perturbaciju analizes pamatprincipi

Lai novértetu un kvantificétu KMR spektros redzamas izmainas, veikta CSP analize. CSP
analizes darba plisma atspogulota 2.85. att€la, bet teorija aprakstita 1.5.3.2. apaksnodala.
Sakuma izmantojot 3D proteinu spektroskopiju (1.5.3.3. un 3.8. apaksnodalas), veikta apo-
proteina un proteina-liganda kompleksu pamatkeédes attiecinasana (20. un 21. pielikumi). P&c
tam, izmantojot vienadojumu (1.9.) ar mérogoSanas koeficientu, a = 0,10, izrékinatas spektra
redzamas krospiku nobides, ko p&c tam vizualizg ka stabinu diagrammu (2.85. att., B). Ta uzreiz
parada, kuri protetna aminoskabju atlikumi visvairak izjit liganda saistibu. Parasti tie ir tiesa
kontakta (pirma koordinacijas sféra) ar ligandu, vai ari paklaujas allostériskiem vai
konformacionaliem efektiem. Sads atspogulojums vislabak lauj salidzinat iegiitas CSP vértibas
gan sava starpa, gan ar1 starp dazadu ligandu kompleksiem. Otrais veids ka atspogulot CSP ir
grafiskais. leglitajam CSP vertibam pieskir krasu kodu gradienta veida, kas mainas no tumsi
zilas uz sarkanu. So krasojumu pielieto proteina 3D struktiirai (2.85.att., C). Sads CSP
atspogulojuma veids vislabak der darbam 3D vizualizacijas programmas (pieméram,
PyMOL [58] vai Schrodinger® Maestro [268]), kas dod iesp&ju detaliz&tak izprast redzamo
izmainu iemeslus un bitibu ka arT novertét proteina un dazadu ligandu saistibas atskiribas.
Atskiriba no kristalografiskiem datiem, kur proteina-liganda komplekss atrodas nedabiskos,
ekstrémos apstaklos, Seit saistibas process tiek pétits §kiduma, tuvu fiziologiskiem apstakliem.
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2.85. att. CSP analizes piemérs FABP3-stearata (C18:0) kompleksam KPi bufer pie pH 7,6.

A. 2D 'H-""N HSQC spektru superpozicija apo-FABP3 (zila krasa) un FABP3-stearata kompleksam (sarkana
krasa) ar dalgju attiecinasanu visizteiktakajam CSP. B. Aprekinatas CSP vértibas, atspogulotas ka stabinu
diagramma. C. CSP grafiskais atspogulojums uz FABP3 struktiiras (PDB ID 3WVM) péc krasu koda, kur tumsi
zila krasa atspogulo nemainigus, bet sarkana — visvairak izmainitus regionus. C18:0 atspogulots ka VdW sferas
gaisi zila krasa. Aminoskabju atlikumi ar vislielakajam CSP atspogulotas ka attiecigas krasas trubinas. 3D
struktiira generéta ar PyMOL [58].
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2.10.2. FABP3-ligandu kompleksu CSP analize

Ieprieks aprakstita CSP analizes metode pielietota visiem FABP3-ligandu kompleksiem,
kas pétiti $aja darba. Kopuma analizgti 17 savienojumi, no kuriem 9 bija TS, bet 8 — TS esteri.
Aprekinatas CSP vertibas apkopotas 23. un 24. pielikuma un paraditas uz FABP3 3D strukttiras
ar krasu kodiem (2.86. att.). Ka rada iegitie dati, TS saistiba (2.85. att., A—F) izraisa vairak
izmainu proteina konformacija neka atbilstoSo TS esteru saistiba (2.85. att., G-L). Turklat,
palielinoties TS garumam, B-mucas Ba—f; virkngs (1.17. att. un 2.85. att., C), aktiva centra
dziluma, noverojamas lielakas perturbacijas. Ka arT visos gadijumos, iznemot C8:0-AC un
C16:0-AC (2.85. att., G un J), novero ievérojamas izmainas o spirales dala, kas tuvaka liganda
ieejas portalam. Diemzél paSas ieejas portalu veidojosas cilpas netika attiecinatas pie pH 7,6
(pelékie regioni), tacu izmainas tam blakus eso$os aminoskabju atlikumos potenciali liecina par
§ regiona lielam konformacionalam izmainam. Sie novérojumi sakrit ar literatiiras datiem par
in silico FABP3 dinamiku, kuras Matsuoka D. ef al. [100] pieradija, ka apo-stavoklt FABP3
liganda ieejas portals ir plasi atverts, bet notiekot saistibai tas aizveras un ienem cie$aku
konformaciju (1.18. att.).

Analizgjot pozicijas ar vislielakajam izmainam, (CSP > 0,2 ppm), identificeti sekojosi 20
aminoskabju atlikumi: K10, L11, Y20%*, V26, G27. T30*, Q32, V33, A34* T41, T54, HSS,
S56*, T61, D77, L105*, L114, L116*, R127 un Y129 (2.87. att., A). Aminoskabju atlikumus,
atzZimetus ar * novero visam TS, iznemot visisako, C8:0. TS esteru gadijumos, CSP uz fa—PBp
lapas noveéro mazak vai vispar nenovéro. Turklat, salidzinot redzamas izmainas, novéro, ka
C14:0-AC, C18:0-1-cis/trans-A°-AC un EPA-AC (2.85. att., I, K un L) izraisa FABP3 struktiira
izmainas, kas visvairak lidzinas C8:0 saistibai (2.85. att., A). Turklat, Bi—fs virkn€s novéro
vairak izmainu. Kopuma ievérojamu CSP efektu acilkarnitiniem uzrada $adi aminoskabju
atlikumi: W9, K10, V12, D18, Y20, K22, G27, Q32, V33, A34, T54, H55, L92, T117, T119,
T128, Y129 un E130 (2.87. att., B).

Rezultata var secinat, ka acilkarnitini un palmitoil-CoA saistas pie FABP3 tikai viena
B-mucas pusg, un visticamak neveido U veida konformaciju. R127, kas parasti veido sals tiltinu
ar negativi 1adeto karboksilgrupu, neuzrada CSP acilkarnitiniem. Visticamak, ka ligands tagad
ir estera forma un L-karnitins nespgj iekliit lipofilaja aktivaja centra un izveidot kontaktu ar savu
karboksilgrupu. Savukart, otrs aminoskabju atlikums, kas piedalas tidenrazu saiSu veidosana,
Y129, joprojam stipri reagé uz liganda saistiSanu. Tas var€tu veidot Gidenraza saiti ar estera
grupu. Toméer pastav iesp&ja, ka tam mainijas mijiedarbibu veids, piem&ram, uz hidrofobam
mijiedarbibam ar TS alifatisko k&di. Turklat, janem veéra, ka visi tris kustigo cilpu regioni nav
redzami KMR spektros pie pH 7,6. Viens no veidiem, ka precizet acilkarnitinu atrasanas vietu
biitu uznemt spektrus zemaka pH, piemeram, 5,4. legiitie dati aprakstiti darba autores
publikacija [260].

Turpingjuma méginats racionalizét novérojamas izmainas ar IFD in silico metodi genergjot
FABP3-acilkarnitinu kompleksus.
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2.86. att. CSP no 2D 'H-'>N HSQC spektriem atspogulojums uz FABP3 struktiiras krasu koda veida, kur tumsi zila krasa atspogulo nemainigus,
bet sarkana — visvairak izmainitus regionus.

A. FABP3 kompleksa ar C8:0 (PDB ID 7FBF). B. FABP3 kompleksa ar C12:0 (PDB ID 4TKB). C. FABP3 kompleksa ar C14:0 (PDB ID 4TKB). D. FABP3 kompleksa ar
C16:0 (PDB ID 4TKJ). E. FABP3 kompleksa ar C18:1-cis/trans-A° (PDB ID 1HMS/IHMR). F. FABP3 kompleksa ar EPA (konstruéts uz PDB ID 7FFX bazes ar IFD).
G. FABP3 kompleksa ar C8:0-AC. H. FABP3 kompleksa ar C12:0-AC. I. FABP3 kompleksa ar C14:0-AC. J. FABP3 kompleksa ar C16:0-AC. K. FABP3 kompleksa ar

C18:1-cis/trans-A°-AC. L. FABP3 kompleksa ar EPA-AC. Zinamas kristalografiskas struktiiras TS noradits ka VAW sféras gaisi zila krasa. Aminoskabju atlikumi ar
vislielakajam CSP atspogulotas ka attiecigas krasas trubinas. Strukttiru numeracija (A-L) ka 24. pielikuma. Izveidots PyMOL programma [58].



2.87. att. CSP atspogulojums uz FABP3 strukttiras (PDB ID 3WVM) kompleksa ar
A. elaidatu (C18:1-trans-A’) un B. elaidoilkarnitinu (C18:1-trans-A°-AC) ar noraditiem
mijiedarbiba iesaistitiem aminoskabju atlikumiem. Izveidots PyMOL programma [58].

2.10.3. IFD aprekini FABP3-acilkarnitinu kompleksu izveidei

Nemot vera lielas izmainas FABP3 aktivaja centra, proteina-acilkarnitinu kompleksu
modeléSanai izmantoja [FD metodi, generéjot 200 liganda konformacijas. TS saistibas
gadijuma novéro, ka proteina aktivaja centra saglabajas dala tidens molekulu. Tas ir speka arT
garkézu TS. Preciza acilkarnitinu saistibas konformacija nav zinama, tapéc nav iesp&jams
pateikt, kads ir idens molekulu skaits aktivaja centra. Sim noliikam ar in silico metodem tika
izveidoti vairaki proteina modeli, kas savstarp&ji atSkiras tikai ar idens molekulu daudzumu.
2.88. attela kristalografiski paradits wdens molekulu novietojums FABP3-palmitata
kompleksam (PDB ID 4TKJ). Nonemot virsmas tidens molekulas (solvatacijas apvalks,
2.88. att. A), proteina paliek 30 Gidens molekulas (2.88. att., B un E), no kuram lielaka dala
atrodas liganda ieejas portala un spraugas (gap) rajona. No atlikusajam 30 molekulam, tikai 24
veido Gidenraza saites ar proteinu (2.88. att., C un F). Savukart nonemot visas tidens molekulas,
kas vérstas uz arpusi (2.88. att., D), aktivaja centra paliek 12 Gidens molekulas (2.88. att., G),
kas parsvara novietojas ap liganda karboksilgrupu un veido tidenraza saites ar T41, R106, R127
un Y129, un ar1 atrodas kontakta ar D77 un R79. Tomér septinas tidens molekulas blok&
spraugas regionu. Savukart atstajot ar ligandu kontaktgjo$as iidens molekulas, paliek tikai divas
(2.88. att., H). Papildus generéts arT modelis bez tdens molekulam. Pieci 4TKJ kompleksi ar
30, 24, 12, 2 un 0 tdens molekulam talak tika izmantoti /F'D SP dokinga [256, 257].

Analizgjot /FD rezultatus, secinats, ka modelos ar lielu idens molekulu daudzumu, 24-30,
acilkarnitini ienem tadu pasu U veida konformaciju ka TS, vai arT ievietojot 1ad&to karnitinu
dzili aktivaja centra blakus argininiem, kas ir pretruna ar CSP datiem. Molekulara dokinga
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programma nevar izspiest tidens molekulas no FABP3 aktiva centra un tas tiek uzskatitas par
struktiiras neatnemamu dalu. /FD aprékina algoritma ietvaros tas var biit nedaudz nobiditas, bet
ne nonemtas. Rezultata Gidens molekulas ierobezo aktiva centra tilpumu un izmaina ta
hidrofilicitati, kas traucé saistities hidrofobam TS estera dalam. Turklat, gan spraugas, gan
ieejas portali aizpilditi ar Gdeni, kas nelauj izveidot alternativas konformacijas. Labakos
rezultatus izdevas sasniegt, izmantojot struktiiras ar 0—12 @idens molekulam.

2.88. att. Udens molekulu novietojums FABP3-palmitata kompleksa (PDB ID 4TKJ).

Augsa: 4TK] struktiiras ar att€lotu molekularo virsmu (peleka krasa) un atspogulotam kristalografiskam fidens
molekulam: A. visas iidens molekulas; B. idens molekulas, kas atrodas liganda ieejas portala; C. Gdens
molekulas, kas atrodas liganda ieejas portala un ir cie$a kontakta ar proteina aminoskabju atlikumiem. D. visas
uz arpusi verstas tidens molekulas ir nonemtas. Apaksa: 4TKJ struktiira atspogulota ka gaisi pelekas lentes,
aminoskabju atlikumi, kas piedalas liganda saistiba atspoguloti ka gaisi pelékas lodites un niijinas (ball and
stock), ligands atspogulots ka roza lodites un ntijinas, tidens molekulas atspogulotas ka sarkanas lodites.
Udenraza saites atspogulotas ka dzeltenas partrauktas Iinijas: E. 4TKJ ar 30 idens molekulam; F. 4TKJ ar
24 tdens molekulam, G. 4TKJ ar 12 tidens molekulam, un H. 4TKJ ar divam @idens molekulam.

Lielaka dala kompleksos /F'D ievietoja acilkarnitinus tadas konformacijas, kuras L-karnitina
karboksilgrupa ir saistita ar kadu no asparaginiem (R79, R107 vai R127), K59 vai Y129 FABP3
aktivaja centra. EPA-AC gadijuma noveroja kontaktu veido$anas tadu pasu ka garkézu TS, proti
ar R127, Y129 un tudens molekulu (2.89.att., A). Savukart, mono-nepiesatinatiem
acilkarnitiniem noveroja tris atskirigas konformacijas. Viena no tam bija lidziga EPA-AC un
garkezu TS (2.89. att., B). Seit L-karnitina karboksilgrupa veidoja idenraza saiti tikai ar R128.
Tomer Y129 atrodas pietickami tuvu, lai pastarpinati piedalitos fidenraza saiSu veidoSana.
Otraja konformacija L-karnitins novietojas tiesi liganda ieejas portala sakuma (2.89. att., C) un
veido Gdenraza saiti ar D77, ka arT sals tiltinu ar R79. Savukart, lipofilas alkil k&des gals
novietojas tieSi sprauga starp Pp un Pg virkne@m. Tresa konformacija ir viena no
visinteresantakajam. Seit Z-karnitins ir vérsts uz arpusi caur spraugas regionu (gap) starp Pp—
Be virkném un izveidoja Gidenraza saiti ar K59 (2.89. att., D). Savukart, visa liganda lipofila
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dala paliek iek$pus€ B-muca, pie kam tuvak Br—f; virkném, ka to ar1 paredz CSP eksperimentalie
dati.

2.89. att. FABP3-acilkarnitina kompleksi, iegiiti ar [FD.

A. FABP3-oleoilkarnitins (C18:1-cis-A’-AC) TS-lidziga konformacija; B. FABP3-EPA-AC TS-lidziga
konformacija; C. FABP3-oleoilkarnitins apgriezta konformacija; D. FABP3-oleoilkarnitins atvérta konformacija.
Proteins nokrasots atbilstosi CSP un atspogulots ka lentes. Ligands atspogulots ka gaisi zilas lodites un niijinas
(ball and stick). Aminoskabju atlikumi, kas veido Gidenraza saites ar ligandiem, atspoguloti ka lodites un niijinas
(krasojums péc CSP). UdenraZa saites paraditas ka dzeltenas partrauktas Iinijas.

Izveidots PyMOL programma [58].

TS lidzigas konformacijas izskatas mazticamas, jo eksperimentalie CSP dati neapstiprina
kontaktu veidosanos ar R127 un Y129. No iegiito konformaciju Ipatsvara analizes redzams, ka
IFD parverte elektrostatisku kontaktu veidoSanos, jo lielakaja dala kompleksu L-karnitina
karboksilgrupa ir saistita ar kadu no pozitivi 1adétiem aminoskabju atlikumiem FABP3 aktivaja
centra, tacu tas ir pretruna ar KMR eksperimentiem, kur tadu saistibu nenovéroja. Turklat, dala
no konformacijam liganda lipofila dala bija vérsta uz arpusi un brivi pieejama $kidinatajam, kas
ir pretruna ar saistibas mehanismu un pasu lipofilu grupu tendenci “slépties” no tdens.
Savukart, maza dala kompleksu novéroja t.s. apgriezto un atvérto saistibas konformaciju
(2.89. att., C un D), kas ievérojami labak saskan ar eksperimentalajiem datiem. Apgrieztas
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konformacijas gadijuma saistiba notiek ar kustigas cilpas aminoskabju atlikumiem (D77 un
R79), kas nebija novérots pie pH 7,6. Tomer, CSP izmainas blakus esoSos aminoskabju
atlikumos nenoliedz $adas konformacijas varbiitibu.

No iegtitajam strukttiram nav skaidrs, kap&c noveéro tik lielas izmainas aktiva centra dziluma
(Ba un By virknu attiecigi N- un C-terminalas dalas). Iespg&jams, CSP rodas no fidens molekulu
izspieSanas un reorganizacijas, vai arl no terminalo motivu kustiguma izmainam. Talakai
kompleksu validacijai iespg&jams veikt MD simulacijas.

2.11.Mononepiesatinato acilkarnitinu saisttbas mehanisma izpéte

ITC eksperimentos noveroja, ka mononepiesatinatie acilkarnitini saistas pie FABP3 péc cita
mehanisma, jo eksperimentos iegiita stehiometrija, N, samazingjas lidz ~0,5 (2.78. att.,
2.90. att., A). Viens no iespgjamiem skaidrojumiem var€tu biit tas, ka viena liganda molekula
saista divas protelna molekulas. Savukart, nemot vera in silico datus, §ads variants butu
iespgjams tikai tad, ja dala no liganda molekulas (karnitins vai TS) ir ve&rsti uz arpusi un paliek
brivi pieejami otrai proteina molekulai. Iesp&jama ari FABP3 diméra veidoSanas ar liganda
starpniecibu. Saistibas mehanisma labakai raksturo$anai veikti /7C un KMR izspieSanas jeb
konkurences eksperimenti, kuros parbaudita mononepiesatinato acilkarnitinu sp&ja konkurét ar
TS par saistibu FABP3 aktivaja centra. Ta ka iepriek$€jos /7C un KMR eksperimentos
nenoveroja starpibu starp cis un trans izomériem, talakie eksperimenti veikti tikai ar trans
izoméru. Sajos eksperimentos proteinu sakuma piesatina lidz 98-99 % ar pirmo ligandu, kam
ir zemaka afinitate. P& tam pievieno otro, spécigak saisto$os ligandu. Ja abi ligandi konkurg
par vienu un to pasu saistibas vietu, tad eksperimenta noveérotu tam atbilstos$as izmainas.

Vispirms veikti /TC eksperimenti. IzspieSanu méginaja novérot starp trim dazada garuma
TS, kas $kist Gidens buferos bez papildus piedevam. legttie dati apkopoti 2.90. att€la. P&c
ieglitajam Kp vertibam (2.11. tab.), C8:0 un mononepiesatinatie acilkarnitini saistas ar Iidzigu
afinitati. Pirmaja eksperimenta FABP3 piesatinaja ar C8:0 un p&c tam titr&ja ar elaidoilkarnitinu
(C18:1-trans-A°-AC) [2.90. att., B]. Eksperimenta rezultatd novéroja saistibu, kas lidziga
elaidoil-karnitina saistibai apo-FABP3. Proti, C18:1-trans-A°-AC izkonkurgja C8:0 no FABP3
aktiva centra, turklat, saglabajas saistibas mehanisms ar N~ 0,5. Tas parada, ka FABP3 ir
preference pret garakam TS vai to acilkarnitiniem. Nakamaja eksperimenta (2.90. att., C)
FABP3 vispirms piesatinaja ar C10:0 un p&c tam atkartoja titré3anu ar elaidoilkarnitinu. Saja
eksperimenta saistibas siltumefektus nenovéroja. Rezultata var secinat, ka C10:0 un C18:1-
trans-A°-AC afinitate pret FABP3 ir vai nu lidziga, vai ari elaidoilkarnitinam ta ir vajaka. Lai
par to parliecinatos, veikts pretgjais eksperiments, kura proteinu sakuma piesatinaja ar C18:1-
trans-A°-AC un péc tam titr&ja ar C10:0 (2.90. att., D). Saja eksperimenta novéroja TS saistibu
pie proteina, tadu negaiditi tika iegiits N = 0,5. Sads eksperiments ir iesp&jams, ja C10:0 izspiez
elaidoilkarnitinu tikai no vienas ta saistibas vietas un nekonkuré ar otro. Sis novérojums lauj
proponét, ka viena no mononepiesatinato acilkarnitinu saistiSanas vietam ir FABP3 aktivaja
centra un C10:0 nespgj to izkonkurgt vajas afinitates del. Savukart, otra saistibas vieta vai nu
nav saistita ar aktivo centru, vai arl notiek taja ar citu konformaciju, kurai ir vajaka afinitate.
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2.90. att. FABP3 ITC izspiesanas/konkurences eksperimenti starp elaidoilkarnitinu (C18:1-trans-A°-AC) un trim dazada garuma TS (C8:0 —
C12:0) KP1i bufert, 25 °C (augsa) un shematisks atspogulojums iesp&jamam saistibas/konkurences procesam (apaksa).

A. Elaidoilkarnitina saistiba pie apo-FABP3 (reference). Shéma acilkarnitins paradits ka oranZs aplitis, bet proteins — ka tumsi zils sektors. B. Elaidoilkarnitina saistiba pie
FABP3-C8:0 kompleksa. Shema TS paradita ka gaisi zils aplitis. C. Elaidoilkarnitina saistiba pie FABP3-C10:0 kompleksa. Izspiesanu/saistibu nenovéro. D. C10:0 saistiba
pie FABP3-elaidoilkarnitina kompleksa. Sheéma paradits, ka TS (gaisi zils aplitis) izspiez acilkarnitinu (oranzais aplitis) tikai no vienas saistibas vietas, bet ne no otras.
E. C12:0 saistiba pie FABP3-elaidoilkarnitina kompleksa. Shéma paradits, ka TS (gaisi zils aplitis) izspiez acilkarnitinu (oranzais aplitis) no abam saistibas vietam. Zalas
bultinas norada uz sekmigo ligandu konkurenci/izspiesanu.



Ka pedgja titréSana $aja eksperimentu sérija, veikta FABP3-C18:1-trans-A°-AC kompleksa
titréSana ar C12:0 (2.90. att., E). Seit arT novéroja TS saistibu pie FABP3 un elaidoil karnitina
izspieSanu, tacu atskirTba no C10:0, nov@roja stehiometrijas atgrieSanos uz ~ 1,0. Tas nozimé,
ka atskiriba no C10:0, C12:0 spgj izkonkurét mononepiesatinatos acilkarnitinus no abam to
saisti$anas vietam. Termodinamisko parametru analize paradija, ka konkurences eksperimenta
ar C8:0 afinitate bija par kartu zemaka neka eksperimentos ar C10:0 un C12:0. Savukart, iegtitie
termodinamiskie parametri loti labi sakrit ar ieprieks iegiitajiem (2.11. tab.). Nelielas svarstibas
1-2 kcal'mol ! robezas AH un —TAS lielumos novéro dé| konkurences ar otro ligandu. Parasti,
konkurences eksperimentu datus analizé izmantojot t.s. konkurences saistibas modeli, kur pirms
termodinamisko parametru aprékina programma ieraksta pirma liganda termodinamiskos
parametrus. FABP3 gadfjuma $ada analizes metode nestrada un dod aplamus rezultatus.
Iespg€jams, hidrofoba ligandu daba, saistibas kingtika vai mehanisms traucg analizei.
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2.91. att. 2D '"H-'N HSQC spektru superpozicjias ar attiecinatiem aminoskabju atlikumiem:
A.FABP3-C8:0 un B. FABP3-C18:1-trans-A°-AC kompleksiem KPi buferi pH 7,6.

Spektru superpozicija: apo-FABP3 — zila krasa un FABP3-C8:0 (A) vai FABP3-C18:1-trans-A°-AC komplekss
(B) — sarkana krasa, kopa ar noraditiem aminoskabju atlikumu numuriem, kam novéroja kimisko nobizu
izmainas. Melnas bultinas norada krospika nobides virzienu. Acilkarnitina kompleksa gadijuma, aminoskabju
atlikumi, kas pazuda no spektra, atzim@ti ar *.

Pati par sevi ITC metode nosaka ligandu konkurenci, bet nespgj viennozimigi pateikt, vai
konkurence realiz&jas aktivaja centra vai notiek allosteriski. Termodinamiskie parametri ir tikai
viens no raditajiem, kas pasaka vai saistiba notiek p&c tada pasa mehanisma ka nekonkurences
jeb tiesas saistibas eksperimenta. Tomér, pilniba izslégt allostérisko efektu iesp&jamibu sadi
nevar. Lai parliecinatos ka mononepiesatinatie acilkarnitini konkuré ar TS par FABP3 aktivo
centru, veikti dazi proteinu KMR eksperimenti p&c Iidziga principa ka I7C eksperimenti.
Proteinu sakuma piesatindja ar pirmo ligandu un registréja 2D '"H-'SN HSQC spektru. P&c tam
KMR stobrina pievieno otro ligandu un atkartoti uznem spektru. Referencei, 2.91. attéla
noraditi attiecinatie krospiki, ar vislielakajam CSP, péc kuriem butu javadas analizgjot tris
komponentu maistjumu. Vislielaka starpiba abos spektros saistita ar dazu krospiku pazuSanu
no spektra (2.91. att., B, atziméti ar *). Proti, G27, R31, V33, S35, T61 un D77, kas parsvara
atrodas FABP3 ay spirale.
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Analizgjot spektrus C8:0 un elaidoilkarnitinu konkurences eksperimentos (2.92. att., A),
bija javadas p&c ieprieks minéto septinu krospiku pazuSana no spektra. Proti, C8:0 saistoties pie
proteina, novero vairaku signalu parvietoSanos. Savukart, kad elaidoilkarnitins izspieda TS no
FABP3 aktiva centra, novero, ka dala signalu atgriezas sakotn&jas pozicijas, bet dala — pazid.
Papildus kontrolei iegiito spektru péc konkurences eksperimenta salidzinaja ar parasto FABP3-
elaidoilkarnitina kompleksu. Spektri diezgan labi saskan sava starpa, kas apstiprina
elaidoilkarnitina saistibu, izkonkurgjot C8:0. Sis eksperiments [oti labi sakrit ar ITC izspieSanas
eksperimentu datiem.
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2.92. att. 2D '"H-'SN HSQC spektru superpozicjias FABP3 izspiesanas eksperimentiem
kompleksiem KPi bufert pH 7,6.

A. FABP3 kompleksa ar C8:0, kam pielikts klat elaidoilkarnitins (C18:1-trans-A°-AC). B. FABP3 kompleksa ar
C18:1-trans-A°-AC, kam pielikts klat C10:0. C. FABP3 kompleksa ar C18:1-trans-A°’-AC, kam pielikts klat
C12:0. Apo-FABP3 — zila krasa; komplekss ar pirmo ligandu — sarkana krasa un komplekss ar otro ligandu —

zala krasa.

Turpmak realizéti divi pret&ji eksperimenti starp FABP3-elaidoilkarnitina kompleksu un
C10:0 un C12:0 ka konkurgjosiem ligandiem. Iegttie rezultati redzami 2.92. attgla attiecigi B
un C. Seit analize bija vienkarsaka, jo elaidoilkarnitinam saistoties spektrd novéroja signalu
pazusanu. TurpretT, kad sp&cigi saistosa TS izspiez acilkarnitinu no FABP3 saistiSanas centra,
novero jaunu krospiku veidoSanos. No Siem datiem redzams, ka abas TS, gan C10:0, gan ar1
C12:0 saistfjas FABP3 aktivaja centra ar tadam pasam izmainam ka FABP3-TS kompleksos.
Sajos eksperimenta apstaklos nevar pateikt, vai C10:0 pilniba tikai vai dalgji izkonkurgja
elaidoilkarnitinu, jo izmainas, ko novéro spektra péc TS saistibas ir daudz izteiktakas neka
acilkarnitinu gadijuma. Toties viennozimigi redzams, ka TS konkur€ ar acilkarnitiniem par
vietu FABP3 aktivaja centra. legiitie dati loti labi korele ar1 ar noverojumiem I7C
eksperimentos.

Rezultata redzams, ka mononepiesatinatie acilkarnitini saistas FABP3 aktivaja centra, tacu
savas uzbiives d€] nesp&j ienemt tadu pasu konformaciju ka TS. Paslaik 1idz galam nav skaidrs,
ka viena liganda molekula saista divas proteina molekulas. Iespgjams, ka saistiba notiek caur
karnitina molekulu, tacu viens pats karnitins nesaistas pie FABP3 (saistibu nenovéroja ne /7C,
ne KMR eksperimentos). Tomér pastav varbiitiba, ka saistiba iesp&jama tikai karnitina esteriem
ar TS “astes” garumu > C14, kas darbojas ka “enkurs” un fiks€ acilkarnitinu FABP3 iekSpusg.
legiitie dati aprakstiti darba autores publikacija [260].
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2.12.FABP3 substratu klasta paplasinasana

Apkopojot visus FABP3, TS un acilkarnitinu saistibas izp&tes datus, redzams, ka FABP3
spej saistit ne tikai dazada garuma TS, bet ari vidéja garuma un garkézu acilkarnitinus
(2.12. tab.). Izmantotas fizikali-kimiskas metodes ar augstu ticamibu lava noteikt, ka pie
FABP3 saistas mono- un polinepiesatinatie acilkarnitini, bet uzradot par vienu kartu zemaku
afinitati neka garkézu TS. Piesatinato acilkarnitinu detekte€Sana apgritinata ar vielu slikto
$kidibu Udens buferos vajadzigajas koncentracijas. Tom@r, nemot vera pieredzi ar
nepiesatinatiem acilkarnitiniem un pieredzi ar §tnu testiem (kas prasa desmit reizes mazakas
koncentracijas), var paredzét, ka garkézu acilkarnitini ari saistas pie FABP3. Saja darba saistibu
izdevas detektét tikai miristoilkarnitinam (C14:0-AC). C12:0-AC gadijuma saistiba nav tik
viennozimiga. Iesp&jams, ka tas ir parak iss, lai saistitos ar FABP3. Savukart, C8:0-AC
nesaistas ar FABP3. Sim savienojumam nav $kidibas problému, bet tas neuzradija saistibu
neviena no eksperimentiem. Palmitoilkarnitinam biitu jasaistas pie FABP3 péc analogijas ar
mononepiesatinatiem acilkarnitiniem, tacu nemot véra ta zemo CMC, eksperimenta realizet
saistibu ar FABP3 neizdevas. Eksperimenti pie zema pH paradija, ka C16:0-AC veido micellas,
kas pec tam var piesaistities FABP3 virsmai, veidojot $kistosus lielmolekularos kompleksus.

Kopuma iegiitie dati nosaka, ka FABP3 spgj saisttt gark&zu acilkarnitinus un pasargat $iinas
no acilkarnitinu izraisttiem bojajumiem un potenciali var darboties ka kardioprotektants. P&€d&jo
gadu progress ar uz mRNS balstitam vakcinam (Sars-Cov-2 vakcinas) pieradija, ka organisma
iesp&jams merktiecigi iniciét cilvéka $tinas kada proteina vai ta dalas ekspresiju. Nemot véra
FABP3 kardioprotektivas 1pasibas, viens no terapijas veidiem bitu inici€t ta paaugstinatu
ekspresiju sirds muskul.

2.12. tabula
Apkopojums FABP3-ligandu saistibas petijumiem

Savienojums Saisinata formula Saistiba ITC | Saistiba KMR Jauns s al.stlbas
mehanisms
kaprilats C8:0 4 i nav
kaprinats C10:0 + + nav
laurinats C12:0 F 4 nav
miristats C14:0 I 3 nav
palmitats Cl16:0 +F 4 nav
stearats C18:0 i 4 nav
oleats C18:1 cis-A° 3 + nav
elaidats C18:1 trans-A° + + nav
EPA 20:5 cis-A>S 11417 + + nav
palmitoil-CoA C16:0-CoA + + nav
kapriloilkarnitins C8:0-AC nesaistas nesaistas nav
laurioilkarnitins C12:0-AC nesaistas 4 nav
miristoilkarnitins C14:0-AC 4 A 4
palmitoilkarnitins C16:0-AC nav nosakama tikai zema pH nav nosakama
oleoilkarnitins C18:1 cis-A°-AC 3 s s
claidoilkarnitins C18:1 trans-A°-AC 3 3 +
EPA-karnitins 20:5 cis-A>S AT AC his s nav

Zala krasa — pozitivs, izteikts efekts, saistiba viennozimigi novérota. Dzeltena krasa — saistibas raditaji/efekti vaji

izteikti. Balta krasa — saistibu nenovero, vai ar1 neizdevas noteikt konkrétos eksperimentalos apstaklos.
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3. EKSPERIMENTALA DALA

3.1. Aparatiira

3.1.1. Iekartas protelnu-ligandu mijiedarbibas izpétei

= 600 MHz Bruker Avance Neo spektrometrs, aprikots ar ¢etru kanalu kriozondi un Z-ass
gradientiem (Bruker BioSpin).

= 800 MHz Bruker Avance III HD spektrometrs, aprikots ar tris kanalu istabas temperatiiras
zondi (TXI) un Z-ass gradientiem (Bruker BioSpin).

»  Applied Biosystems® 7500 Fast reallaika (real-time) fluorescences detektors.

»  MicroCal iTC200 (Malvern Panalytical) izotermalas titr€Sanas kalorimetrs.

3.1.2. Iekartas, izmantotas proteinu raZosana, attiriSana un detektéSana

= 80 °C saldétava: Witeg WUF-400.

= Analitiskie svari: KERN ABT 120-5DM.

= Autoklavs: Systec DX-65.

» Biologiskas drosibas skapis (laminars): ESCO Streamline SC2-4A1.

= Centrifuga: Beckman Coulter Avanti J-E.

= Inkubators-kratitajs: Infors HT Multitron.

= Mikrotilpumu UV/VIS spektrometrs: NanoDrop 2000c.

»  pH-metrs: Mettler Toledo, SevenCompact S220).

» Preparativa proteinu Skidras hromatografijas sistéma: AKTA Purifier 10.

= Preparativa proteinu $kidras hromatografijas sistéma: AKTA Pure.

= Ultraskanas dezintegrators (sonikators): Hielscher, UP200Hz.

= Vertikala g€la elektroforézes sistema: Invitrogen XCell SureLock/Cleaver Scientific CS-
300 OmniPAC.

= Vertikala gela elektroforézes sistema: BioRAD Mini-PROTEAN Tetra System.

3.2. Reagenti un protokoli

3.2.1. Izmantotie reagenti

Darba izmantotie kimiskie reagenti iepirkti no Acros, Sigma-Aldrich, Carl Roth, Merck,
Alfa Aesar, Thermo Fisher Scientific un Fluorochem ar tiribu >95 %, biologiska tiribas pakape,
un izmantoti bez ieprieksgjas attiriSanas. Deiterctie $kidinataji pirkti no Deutero GmbH un
Apollo Scientific.
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3.2.2. Buferi un barotnes

3.2.2.1. Barotnes

= LB (Lysogeny Broth): 10 g/L triptons, 5 g/L rauga ekstrakts, 10 g/L NaCl.

= LB-Agars Petri platem: 15 g/L agars 10 g/L triptons, 5 g/L rauga ekstrakts, 5 g/L. NaCl.

= 2xYT: 16 g/L triptons, 10 g/L rauga ekstrakts, 5 g/L. NaCl.

» TB (Terrific Broth): 20g/L triptons, 24 g/l rauga ekstrakts, 4 mL/L glicerins,
100 mL/L 0,17 M KH2P0O4/0,72 M KoHPOs4.

» M9 (Minimal Medium): 12,8 g/ Na;HPO4-7H>0, 3,0 g/L KH>PO4, 0,5 g/ NaCl,
1,0 g/L PNH4Cl, 2,0 g/ '*C-a-D-glikoze vai 4,0 g/l o-D-glikoze, 0,3 g/L tiamins,
100 uL/L 1,0M CaClz, 1,0mL/L 1M MgSOs, 10,0 mL/L vitaminu maisijums,
10,0 mL/L mikroelementu maistjums.

3.2.2.2. Buferi darbam ar BBOX mutantiem un MBP-TMLD

= Liz&Sanas buferis 1: 20 mM Tris-CI pH 8,0, 200 mM NacCl, 1 tab/100 mL SigmaFAST
bez-EDTA proteazu inhibitoru kokteilis.

= LizgSanas buferis 2: 20 mM Tris-Cl pH 8,0, 200 mM NaCl, 0,7 M bD-trehaloze,
1 tab/100 mL SigmaFAST bez-EDTA proteazu inhibitoru kokteilis.

= MBP-Trap™ buferis Al (nes€jbuferis): 20 mM Tris-Cl pH 8,0, 200 mM NacCl.

»  MBP-Trap™ buferis Bl (elugsanas buferis): 20 mM Tris-Cl pH 8,0, 200 mM NacCl,
20 mM D-maltoze.

»  HisTrap™ buferis A2 (nesgjbuferis): 20 mM Tris-Cl pH 8,0, 200 mM NaCl,
10 mM imidazols.

»  HisTrap™ buferis B2 (elugsanas buferis): 20 mM Tris-Cl pH 8,0, 200 mM NacCl,
500 mM imidazols.

= SEC buferis C1 (ITC buferis): 50 mM HEPES-NaOH pH 7.4, 150 mM NacCl.

=  KMR buferis D1: 10 mM Tris-di1 pH 8,0.

3.2.2.3. Buferi darbam ar FABP3

*  HisTrap™ buferis A3 (nesgjbuferis): 50 mM Tris-Cl pH 8,0, 200 mM NacCl,
10 mM imidazols.

»  HisTrap™ buferis B3 (elugsanas buferis): 50 mM Tris-Cl pH 8,0, 200 mM NacCl,
500 mM imidazols.

»  HisTrap™ buferis A4 (nesgjbuferis): 50 mM Tris-Cl pH 8,3, 200 mM NaCl,
10 mM imidazols, 6 M guanidins.

»  HisTrap™ buferis B4 (elugsanas buferis): 50 mM Tris-Cl pH 8,3, 200 mM NacCl,
500 mM imidazols, 6 M guanidins.

= SEC buferis C2: 20 mM Tris-Cl pH 8,0, 100 mM NaCl

=  Mazgasanas buferis D2: 50 mM Tris-Cl pH 8,3, 6 M guanidins, 5 mM DTT.

= Proteina salocisanas (refolding) buferis E: 20 mM Tris-Cl pH 7,5, 5 mM DTT.
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= TEV-proteazes skelSanas buferis F: 50 mM Tris-Cl pH 7,8, 5 mM DTT.
= KPi (kalija fosfata buferis): 20 mM KoHPO4+/KH2PO4 pH 7,6, 50 mM KCI.

3.3. Proteinu iegiiSana

Protetnu producéSanas shéma atspogulota 3.1. attela. Katru ekspresijas ciklu uzsak ar
protetnu kodgjosas plazmidas transformaciju atbilstoSo E. Coli $tnu celma. P&c tam
transformétas kolonijas uznes uz LB-Agara plattm un inkub& pa nakti (16—18 h), 37 °C
temperatira (bez kratiSanas). Proteinu lielapjoma (piem&ram, 1-5L barotnes tilpuma)
producgsanu iesp&jams veikt no t.s. nakts kulttiras vai t.s. dienas kultiiras. Pirmaja gadijuma
vakara vienu vai vairakas kolonijas inokulé maza tilpuma, kas sastada 1 % (v/v) no vélama
lielapjoma ekspresijas kultiiras tilpuma, bet ne mazak par 30-50 mL. Nakts kulttiru koniskaja
250 mL kolba vai sterilas mégen&s audzg inkubatora-kratitaja 16—18 h, 37 °C, 200 rpm.
Nakamas dienas rita 1 % (v/v) nakts kultliras izmanto, lai inokul&tu lielapjoma barotni. Pec
inokulacijas, barotni sadala vienados daudzumos pa 2 L koniskam kolbam (ieteicamais kulttras
tilpums: 250-350 mL katra kolba). Barotni turpina kultivét inkubatora-kratitaja 37 °C, 200 rpm.
Stinu augianu kontrolé mérot kultiiras optisko blivumu, OD, pie 600 nm. Proteina producésanu
inici€ ar izopropil-B-D-1-tiogalaktopiranozidu (IPTG), kad S$tinas ir eksponenciala augSanas
faze. Pievienota IPTG daudzums, tapat ka precizs inducé€Sanas ODeoo, kas lauj iegiit maksimalo
aktiva proteina daudzumu ir jaoptimizé katram proteinam. Parastiem stabiliem proteiniem
indukciju veic pie ODgoo = 0,6 — 0,7, bet toksiskiem proteiniem — pie ODsoo > 1,2. IPTG
daudzumu iesp&jams variét no 0,02 Iidz 1 mM (gala koncentracija). ProteTniem ar $kidibas vai
saloci$anas problémam pirms indukcijas pazemina kulttiras temperattiru. Atkariba no izvéletas
temperatiiras, kultivéSanu turpina 3—48 h, tik ilgi lidz notiek §tnu daliSanas. P&c tam kultiiru
centrifugg, dekante un $tinas glaba sasaldétas —20 °C. Dienas kultiiras gadijuma sakuma kulttru
audzg 10-20 sterilas m&genés (5-7 mL barotnes katra) 37 °C, 200 rpm lidz ODsgo ~ 1,0 — 1,5
(parasti tas aiznem 4—6 h). Talak iegtto starta kultiiru izmanto lielapjoma barotnes inokulacijai,
un proteinu producg$anu turpina tapat ka nakts kultiiras gadijuma.

Proteina attiriSanu uzsak ar bakteriju Sinapvalku sagrausanu, ko iespgjams veikt mehaniski
(sonifikacija, Frenda prese, u.c.) vai kimiski (detergenti, lizocims). Sis ir kritisks solis aktiva
protena iegiiSanai. AttiriSanas metodes optimizacija ietver sevi buferu komponentes, pH un
stabilizgjoSo piedevu meklgjumus. leglito supernatantu talak attira no cietam $tnu dalinam
centrifuggjot 4 °C, 15 500 — 40 000x g, 30 — 60 min. Atkariba no proteina veida un izmantota
bufera, piemekl€ atbilstoSo hromatografijas metodi, kas lauj vélamo proteinu attirit no citiem
E. Coli protetniem. Parasti attiriSanu uzsak ar afinitates hromatografiju (Ni-NTA, MBP, GST,
u.c.), kur pie kolonnas saistas tikai proteins ar atbilstoso afinitates birku jeb sekvenci (Hiss,
MBP vai GST fusion proteins). Talak seko SEC, kur parauga esoSie proteini atbilstosa SEC
kolonna sadalas peéc MW. Paraugu analizi veic vertikala g€la elektroforgzes sistéma izmantojot
SDS-PAGE plaksnites denaturgjosos apstaklos. SDS-PAGE plaksn€ stravas ietekme proteini
sadalas p&c monoméra MW un paradas géla ka atseviskas svitrinas. SareZgitos gadijumos
iesp&jams veikt katras §adas svitrinas peptidu analizi, lai parliecinatos, ka ieglits vajadzigais
proteins.

152



Proteinu koncentraciju nosaka spektrofotometriski, ar UV-VIS spektrometru un mérot
proteina absorbciju pie 280 nm un izmantojot teor&tisko ekstinkcijas koeficientu, €, ko aprékina
no proteinu aminoskabju sekvences. Darba izmantotas plazmidu kartes apkopotas 6.—10.
pielikumos.
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3.1. att. Visparinata proteinu iegiSanas shéma no E. Coli §iinam (bilde radita ar
BioRender.com palidzibu).

3.3.1. MBP-TMLD iegiisana

MBP-TMLD (cilveku TMLD isoforma a, aminoskabju atlikumi 42-421, 6. pielikums)
ko-ekspresé E. Coli BL21-Al (Invitrogen) celma kopa ar GroEL/ES molekulariem Saperoniem
izmantojot modific€tu protokolu no Kazaks ef al. [245]. Ekspresiju katru reizi uzsak ar
pET-Duet-MalE-TMLD plazmidas (kode MBP-TMLD) transformaciju BL21-Al $iinas, kas
satur pre-klon&to GroEL/ES plazmidu. Turpinajuma $tinas kultivé 2xYT barotng ar pievienotam
atbilstosam antibiotikam (ampicilins un kanamicins) 37 °C un 200 rpm Iidz ODsoo sasniedz 0,4.
P&c tam S$tnu kultiiras atdzes€ 11dz 20 °C un turpina audzget 1idz ODeoo sasniedz 0,7-0,8. Siinas
inducg ar 0,2 mM IPTG un 0,2 % (w/v) L-arabinozes (gala koncentracijas). Kultivé$anu turpina
vel 18-20 h. P&c tam Stnas centrifugeé 5 000x g, dekantg un uzglaba —20 °C.

Siinas resuspendé ledus auksta lizé3anas buferi 2 un sagrauj sonificgjot. legiito $nu lizatu
centrifugé 20 000x g, 4 °C, 40 minttes, filtr€ caur 0,22 um filtru un attira péc standarta
protokola uz HisTrap™ HP (Cytiva) 5 mL kolonnas (buferi A2 un B2), kam seko attiriSana uz
SEC kolonnas [atkariba no parauga daudzuma izmanto HiLoad 16/600 Superdex™ 200pg
(Cytiva), HiLoad 26/600 Superdex™ 200pg (Cytiva) vai Superdex™ 200 Increase 10/300 GL
(Cytiva)], izmantojot buferi Cl. MBP-TMLD saturo$as frakcijas tiek apvienotas un
iekoncentrétas, izmantojot centrbédzes filtrus ar puscaurlaidigu membranu (MWCO 50 kDa).
Koncentréto enzimu uzglaba 4 °C un izlieto 7-10 dienu laika. Enzima koncentraciju nosaka
spektrometriski, izmantojot NanoDrop 2000c UV-VIS spektrofotometru, izmerot absorbciju
pie 280 nm un izmantojot € = 154 755 M'em .
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3.3.2. BBOX mutantu iegiiSana

3.3.2.1. BBOX mutantu ekspresijas vektoru izveide

pET-Duet-BBOX-4m:

Gens, kas kodé cilveku BBOX cetrkartigo mutantu N191D, Y205T, P206T un T295D
(BBOX-4m), pEX-K4 vektora kopa ar Ncol un AfIII (tas pats kas BspTI) restrikcijas saitiem,
N-terminalo seSu histidinu (Hiss) sekvenci un TEV-proteazes SkelSanas saitu pasiitija no
Eurofins Genomics (GmbH). BBOX-4m talak parklonéts pET-Duet vektora (7. pielikums)
izmantojot FastDigest Ncol (ThermoFisher Scientific) un FastDigest AfIII (ThermoFisher
Scientific) restrikcijas enzimus péc standarta ThermoFisher protokola (11. pielikums). Péc tam

noskelto DNS attira ar géla elektroforézi uz 1 % (w/v) agarozes g€la. Vajadziga izméra DNS
fragmentu (insert) izgriez un attira pec standarta protokola, izmantojot GeneJET GEL
Extraction Kit (ThermoFisher Scientific) komplektu. L1dzigi sagatavo pET-Duet vektoru, kuru
ar “atver” ar Ncol un AfIII restrikcijas enzimiem. P&c tam linearo vektoru samaisa ar proteinu
kodgjoso DNS fragmentu (inserf) attiecibas 1:3 un 1:5 un “saltme” ar T4 DNS ligazi
(ThermoFisher Scientific) p&c standarta protokola (12.pielikums). Ieglito maistjumu
transformé E. Coli XL-1-blue $iinu celma un uzsgj uz LB-Agar plateém ar atbilstoSo antibiotiku
(ampicilinu) un 16-20 h inkubé 37 °C temperattra. Iegilitas kolonijas izmanto jauna DNS
vektora pavairosanai pec GeneJET Plasmid Miniprep Kit (ThermoFisher Scientific) protokola.

pET-Duet-MalE-BBOX-4m:
pET-Duet-MalE-BBOX-4m plazmidas izveidei, BBOX-4m parklonéts uz pET-Duet-MalE
vektoru (8. pielikums) starp Stul un AfII restrikcijas saitém. Stm nolikam sakotngja pEX-K4-

BBOX-4m plazmida ar PCR palidzibu pirms Hiss un TEV-skelSanas saites sekvences ieviesta
jauna restrikcijas saite, Stul. PCR reakciju realiz€ izmantojot originalo pEX-K4-BBOX-4m ka
veidni (femplate) un divus praimerus DNS nolasiSanai [tie$a (forward, fw) un pretgja (reverse,
rv) virziena] un mutaciju ieviesanai (13. pielikums):

1) Stul-fw: 5’ -TTAGGCCTCGCTTGTACCATCCAAAAGGCAG-3";

2) DuetDown-rv: 5/ ~-GATTATGCGGCCGTGTACAA-3".

PCR reakcijas produktu attira ar GeneJET PCR Purification Kit (ThermoFisher Scientific)
komplektu (3.2. att., A). P&c tam, tapat ka ieprieks, veic DNS fragmenta (insert) un pET-Duet-
MalE-TMLD (3.2. att., B) vektora SkelSanu ar FastDigest Stul (ThermoFisher Scientific) un
FastDigest AflIl (ThermoFisher Scientific) restrikcijas enzimiem, attiriSanu, ligéSanu ar T4
DNS ligazi (ThermoFisher Scientific), transformaciju XL-1-blue $iinas un jauniegltas
plazmidas pavairoSanu (3.2. att., C). Izveidotas plazmidas atbilstiba parbaudita ar DNS
sekveneSanu.
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3.2. att. pET-Duet-Ma/E-BBOX-4m plazmidas izveide.

A. Attirits linears BBOX-4m fragments (1166 bp) ar Stul/AfllI restrikcijas saitiem. B. pET-Duet-MalE-TMLD
plazmidas SkelSanas ar Stul/AfIII linears produkts (tris atkartojumi): pET-Duet-MalE (6487 bp) un TMLD
(1143 bp). C. pET-Duet-MalE-BBOX-4m plazmida péc ligé$anas un pavairoSanas (7653 bp).

pET-Duet-MalE-BBOX-2m:

MBP-BBOX divkartigs mutants N191D, T295D (MBP-BBOX-2m) bija uztaisits no
pET-Duet-MalE-BBOX-4m (9. pielikums) veicot specifisku mutagenézi (Phusion™ Site-
Directed Mutagenesis Kit) ar divu posmu PCR un divu praimeru palidzibu attiecigi mainot
atpakal T205Y un T206P (pasvitrotie fragmenti dzeltena krasa atspogulo mutétos nukleotidus):

1) mut-fw: 5/ -GCTTTCACACTGATTATCCAGCCCTCCATC-3";

2) mut-rv: 5/ ~GATGGAGGGCTGGATAATCAGTGTGAAAGC-3".

123 456178 1234 56789

3.3. att. pET-Duet-Mal/E-BBOX-2m plazmidas izveide divu posmu PCR, attiriSana un
pavairosana.

A. Kontroles paraugi péc pirma PCR posma. 1.—4. paraugs satur mut-fw un 5.—8. — mut-rv praimerus. 3., 4., 7. un
8. paraugs — satur 3 % DMSO piedevu. B. Kontroles paraugi péc otra PCR posma (1.—4.). 3. un 4. paraugs satur
3 % DMSO piedevu. 5. — references paraugs, kas satur Iidziga izméra cDNS pET-Duet-Ma/E-TMLD. Kontroles
paraugi (6.-9.) péc PCR reakcijas maisijuma SkelSanas ar Dpnl/. 3. un 4. paraugs satur€ja 3 % DMSO piedevas.
C. Kontroles paraugi (1.—4.) pec PCR produkta attiriSanas uz GeneJET kolonnas. 3. un 4. paraugs saturja 3 %

DMSO piedevu. D. Kontroles paraugi (1.—4.) p&c DNS pavairo$anas un attiriSanas uz GeneJET kolonnas.
3. un 4. paraugs saturgja 3 % DMSO piedevas. 5. — references paraugs, kas satur lidziga izméra cDNS pET-
Duet-MalE-TMLD.
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Pusei no reakcijas maistjumiem pielika 3 % (v/v) DMSO, lai pazeminatu DNS-praimeru
kuSanas temperattiras. Pirma PCR posma (17 cikli) paraléli uzliek divas reakcijas, katra liek
DNS veidni (template) un tikai vienu no komplementariem praimeriem (mut-fw vai mut-rv).
Kontroles paraugos péc pirma PCR cikla (3.3.att., A, 1.-8.) izteiktus DNS fragmentus
nenovéroja. Otra PCR posma (12 cikli) samaisa mut-fw un mut-rv reakcijas produktus attieciba
1:1 un turpina reakciju. Kontroles paraugos péc otra PCR noveéroja velama izm&ra DNS
veidoSanos, 7653 bp (3.3. att., B, 1.-4.). Veidnes DNS talak tika noSkelta ar Dpnl restrikcijas
enzimu (3.3.att., B, 6.-9.). PCR produktu attirija ar GeneJET PCR Purification Kit
(ThermoFisher Scientific) komplektu (3.3. att., C, 1.-4.). Fragmentu ligéSanu un plazmidas
pavairoSanu veica pec iepriekS aprakstitas metodes. Kontroles paraugi péc plazmidas
pavairoSanas arl satur vélama izméra cDNS, 7653 bp (3.3. att., D, 1.-4.). Mutaciju ievieSana
tika parbaudita ar DNS sekvené&sanas palidzibu.

3.3.2.2. MBP-BBOX-4m un MBP-BBOX-2m iegiiSana

pET-Duet-MalE-BBOX-4m vai pET-Duet-Ma/E-BBOX-2m ko-ekspresé E. Coli BL21-Al
(Invitrogen) celma kopa ar GroEL/ES molekularajiem Saperoniem izmantojot modificétu
protokolu no Kazaks ef al. [245]. Ekspresiju katru reizi uzsak ar plazmidas transformaciju
BL21-Al suinas, kas satur pre-klonéto GroEL/ES plazmidu. Talak Stnas kultivé 2xYT barotng
ar pievienotam atbilstosam antibiotikam (ampicilins un kanamicins) 37 °C un 200 rpm lidz
ODsoo sasniedz 0,4. P&c tam $iinu kultiiras atdzese 1idz 16 °C un turpina audzet lidz ODeoo
sasniedz 0,8-1,0. Sinas inducé ar 0,2 mMIPTG un 0,2 % (w/v) L-arabinozi (gala
koncentracijas). Kultivésanu turpina vél 20 h. P&c tam $iinas centrifugé 5 000x g, dekanté un
uzglaba —20 °C. Katra producgsanas soli nemti kontroles paraugi, ko péc tam analizgja ar SDS-
PAGE (3.4. att.).

<+<—MBP-BBOX-4m
<«—GroEL

. «— B-laktamaze

3.4. att. SDS-PAGE analize MBP-BBOX-4m ekspresijai BL21-Al §tinas kopa ar
molekularajiem Saperoniem GroEL/ES 16 °C, 20 h.

1. kontroles paraugs nakts kulttirai (16 h inkubacija 37 °C). 2. kontroles paraugs tiesi pirms proteina ekspresijas
indukcijas. 3. kontroles paraugs 4 h p&c proteina ekspresijas indukcijas. 4. kontroles paraugs 20 h p&c proteina
ekspresijas indukcijas.
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Siinas resuspendé ledus auksta lizésanas buferi 1 un sagrauj ar sonifikaciju. legito §tnu
lizatu centrifuge 15 500% g, 4 °C, 45 mindtes, filtré caur 0,22 pum filtru un attira p&c standarta
protokola uz MBP-Trap™ HP (Cytiva) 5 mL kolonnas (buferi Al un B1), kam seko attiriSana
uz SEC kolonnas (HiLoad 16/600 Superdex™ 200pg) izmantojot buferi C1. MBP-BBOX- 4m
vai 2m saturo$as frakcijas apvieno un koncentré izmantojot centrbédzes filtrus ar
puscaurlaidigu membranu (MWCO 30 kDa). Koncentréto enzimu uzglaba 4 °C un izlieto
5 dienu laika. Enzima koncentraciju nosaka spektrometriski, izmantojot NanoDrop 2000c UV-
VIS spektrofotometru, izmérot absorbciju pie 280nm un & = 140 190 M'em™ vai
141 680 M 'em™! attiecigi 4m vai 2m MBP-BBOX mutantam.

3.3.3. FABP3 iegiiSana

Gens, kas kodg cilveku FABP3, pET-15b vektora kopa ar Ncol un Xhol restrikcijas saitém,
N-terminalo seSu histidinu (Hise) sekvenci un TEV-proteazes SkelSanas saitu, tika pasttits no
BioCat (GmbH). Ekspresijas plazmidu pET-15b-FABP3 (10. pielikums) transformé E. Coli
BL21(DE3) celma.

3.3.3.1. Neieziméta FABP3 iegiiSana

Stinas kultivé 2xY7 barotng ar atbilsto$u antibiotiku (ampicilinu) 37 °C un 200 rpm lidz
ODeoo sasniedz 0,6-0,7. Stnas inducg ar 0,4 mM IPTG (gala koncentracija) un turpina kultivét
nakamas 4 h nemainot apstaklus. Peéc tam S$tnas centrifugé 7 500x g, dekante un uzglaba
—20 °C.

3.3.3.2. ’N-ieziméta vai '°N,'*C-dubultieziméta FABP3 iegiiSana

Pé&c transformacijas vienu $tiinu koloniju inokulé 5 mL 2x YT barotng ar atbilstosu antibiotiku
(ampicilmu) un kultivé 6-8 h, 37 °C un 200 rpm. Vakara iegiito dienas kultiiru ar ODgoo > 1
izmanto, lai inokulétu nakts kultiru M9 barotné. Nakts kultiru kultivé 37 °C un 200 rpm
16-18 h. No rita iegiito nakts kultiiru izmanto liela tilpuma M9 kultiiras inokulacijai. Talak
stnas kultivé 37 °C un 200 rpm Iidz ODego sasniedz 0,4. P&c tam $iinu kultliras atdzesé lidz
20 °C un turpina audzét 1idz ODeoo sasniedz 0,6-0,7. Stinas inducé ar 0,4 mM IPTG (gala
koncentracija). KultivéSanu turpina v&l 24-32 h Iidz nov@ro $tinu daliSanos. P&c tam S§iinas
centrifuge 7 500x g, dekantg un uzglaba —20 °C.

3.3.3.3. FABP3 attiriSana

FABP3 attiri$anu veic péc modificéta protokola, kas aprakstits Matsuoka S. et al. [99].
Stinas resuspend@ buferT A3 un sagrauj ar sonifikaciju. Stinu lizatu centrifugé 27 000x g, 4 °C,
45 min. Supernatantu filtré caur 0,22 pum filtru un attira péc standarta protokola uz HisTrap™
HP (Cytiva) 5 mL kolonnas (buferi A3 un B3), kam seko attirisana uz SEC kolonnas [HiLoad
16/600 Superdex™ 75pg, HiLoad 26/600 Superdex™ 75pg vai Superdex™ 75 Increase
10/300 GL (Cytiva), atkariba no parauga daudzuma] izmantojot buferi C2 (3.5. att.). FABP3
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saturo§as frakcijas tiek apvienotas un iekoncentrétas Iidz 15-20 mg'mL™ izmantojot
centrb&dzes filtrus ar puscaurlaidigu membranu (MWCO 10 kDa).

Proteinu attauko to denaturjot A4 bufert, kas satur 6 M guanidinu. P&c tam proteinu uznes
uz Ni-NTA gravitacijas kolonnas, kas uzsildita Iidz 37 °C, mazga (10 kolonnas tilpumi) ar
37 °C siltu buferi A4, un elué ar buferi B4. Visas darbibas veic denaturgjoSos apstaklos.
Protetnu dialize 37 °C buferT D2 izmantojot puscaurlaidigo membranu ar MWCO 12-14 kDa,
lai atmazgatu imidazolu un pilniba reducétu protetnu. Talak denatur@to porteinu atskaida ar
istabas temperatiiras buferi D2 lidz koncentracijai 1 mg-mL™!, ielick jauna puscaurlaidiga
membrana ar MWCO 12-14 kDa un dializé pret auksto (4-6 °C) buferi E. Pakapeniski
samazinoties guanidina koncentracijai, notick FABP3 savérpSanas dabiska struktiira. Beigas
attaukoto FABP3 iekoncentre un uznes uz SEC kolonnas (3.6. att., zila likne), lai atdalitu
SkistoSus agregatus un nomainitu buferi uz KPi.

NepiecieSamibas gadijuma p&c dializes attaukotam proteinam ar TEV-proteazi noskel Hiss
sekvenci (3.7. att.). Skel3anu veic 16 °C, 3 h. P&c tam proteina paraugu attira no TEV-proteazes
un nesaskelta FABP3 uz HisTrap™ HP (Cytiva) 5 mL kolonnas (buferi A3 un B3), savacot
kolonnas caurpludi, kas satur vajadzigo proteinu. PEdgja attiriSanas stadija veic SEC
hromatografiju (3.6. att., oranza likne) izmantojot KPi buferi.

Enzima koncentraciju nosaka spektrometriski, ar NanoDrop 2000c UV-VIS
spektrofotometru, mérot absorbciju pie 280 nm un izmantojot & = 15470 M lem™ vai
13 980 M 'cm ! attiecigi nenoskeltam un noskeltam FABP3.

kDa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

N
[,]
{

20 = - .  <+—His,-FABP3
15 . W~ - *

3.5. att. SDS-PAGE analize FABP3 attiriSanai no E.Coli.

1. Stinu suspensija p&c sonifikacijas; 2. supernatants, kas satur $kistoSo proteinu (p&c centrifugacijas); 3. Stinu
nogulsnes, kas satur neskistoso proteinu (péc centrifugacijas); 4. caurplide no HisTrap™ kolonnas mazgasanas
ar buferi A3; 5. caurpliide no HisTrap™ kolonnas mazgasanas ar 10 % bufera B3; 6. FABP3 saturosas frakcijas,

eluétas no HisTrap™ kolonnas; 7. caurplide no HisTrap™ kolonnas mazgaSanas ar 100 % bufera B3;
8. centrb&dzes filtra ar puscaurlaidigu membranu (MWCO 10 kDa) caurplide; 9.—10. $kistosie agregati;
11.~14. FABP3 monomeérs (3.6. att., roza regions).
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3.6. att. FABP3 SEC hromatogrammu no HiLoad 16/600 Superdex™ 75pg kolonnas
superpozicija.

FABP3 pirms (likne zila krasa) un p&c (Itkne oranza krasa) SkelSanas ar TEV proteazi. Roza regions parada piki,
kas atbilst FABP3 (attiecigi 17,0 un 15,1 kDa). Liknes normaliz&tas p&c absorbcijas pie 280 nm (A280).

MW,
kDa 1. 2 3

120
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40
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25
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15

- @» <«—His;-FABP3
p—_ <+—noskeltais FABP3

<+— noskeltais His;
10
3.7. att. SDS-PAGE analize FABP3 skelSanai ar TEV proteazi 16 °C.

Kontroles paraugi: 1. pgc 3 h inkubacijas; 2. péc 16 h inkubacijas; 3. reference.

3.4. TSA protokols

TSA eksperimenti veikti uz Applied Biosystems Prism 7500 Real-Time PCR System
(Thermo Fisher) aparata. 5 000x Sypro™ Orange fluoresc€josa proteinu ieziméSanas agenta
izejas Skidumu atskaidija 40-kartigi ar 10 mM Tris-Cl pH 8,0 buferi. legiitas krasvielas skidumu
izmantoja, lai atS8kaiditu MBP-TMLD lidz 20 uM koncentracijai (divkartigs izejas Skidums) un
beigas iegiitu 20-kartigo Sypro™ Orange izejas Skidumu. 96-bedriSu termoizturiga platé
samaisa 12,5 uL MBP-TMLD- Sypro™ Orange izejas Skiduma un 12,5 pL testgjama bufera
(3.8. att.). Eksperimenta laika paraugus lineari uzsilda no 15 °C lidz 95 °C ar 2 % temperatiiras
picauguma slipumu (slope), vienlaikus detektgjot fluorescenci. Dati analizéti 7500 Software

v.2.3 (Thermo Fisher) un JavaScript Thermal Shift Analysis v.0.2.2 (JTSA) [269, 270]
programmas.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
| 200 mMINa acetats | 200 mvi Na acetats | 200 mM Na acetats | 200 mM Na acetats | 200 ™M Na acetats | 200 mMiNa acetats | 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES
200 mM Na acetats H45 H45 H45 H45 pH4,5 pH4,5 pH7,5 pH7,5 pH7,5 pH7,5 pH7,5
pH4,5 200 mMNAG 500 mMNAG: 1006 mVNGG S0 MG 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl
10% DMSO 20% glicerins 200 mM MgCi2 200 mMimidazols | 200 mM Na acetats [ 30% etilénglikols 2% Triton X-100
| 200 mMNa citrats | 200 mM N citrats | 200 mM Na citrats | 200 mM N citrats | 200 MM Nacitrats | 200 mMNa citrats | 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES
200 mM Na citrats pH5,0 pH5,0 pH5,0 pH5,0 pH5,0 pH5,0 pH7.5 pH7.5 pH7.5 pH75 pH7.5
pH5,0 200 MM NaCl 500 MM NaCl 1000 mM NaCl 500 MM KCI 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl
10% DMSO 20% glicerins 200 mM CaCi2 0,2% Tween-20 | 200 mM Na citrats 30% MPD 0,2% Triton X-100
200 mM MES 200 mM MES 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES
200 mM MES 200 :"é‘ gnes 200 :’g gnes 200 :"é‘ g"Es 200 :"g gnes pH6,0 pH6,0 pH75 pH75 pH7,5 pH7,5 pH7,5
pHE,0 200 TAINAG 500 TMINAG 1006 mMINGG 500 mMKG 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl
10% DMSO 20% glicerins 200 mM Li2SO4 2% Tween-20 | 200 mM Na formiats [ 20% L-arabinoze 50% BugBuster
200 mM PIPES 200 mM PIPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES
200 mM PIPES ZOOPW;F;PES ZOOpT.qw;F:)PES 200me;PEs ZOOPT*N;F;PES pH7,0 pH7,0 pH7,5 pH7,5 pH7,5 pH7,5 pH7,5
pH7,0 200 MM NaCl 500 MM NaCl 1000 mM NaCl 500 MM KC! 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl
10% DMSO 20% glicerins 200 mM (NH4)2S04 1 M guanidins 30% PEG 200 10% L-arabinoze 200 mM EDTA
200 mM HEPES
200 MHEPES | 200mMHEPES | 200mMHEPES | 200mMHgpes | 200 MMHEPES | 200 mMHEPES pH7.5 200MMHEPES | 200mMHEFES | 200mMHEPES | 200 mMHEPES
200 mM HEPES H75 H75 H75 H75 pH7,5 pH7,5 400 MM NaCl pH7,5 pH7,5 pH7,5 pH7,5
PH75 PR PR P P 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl
200 mM NaCl 500 mM NaCl 1000 mM NaCl 500 MM KCI o 200 mM NH4 -
10% DMSO 20% glicerins acetats 200 mM L-Arg 30% PEG 400 20% D-saharoze | 20% izopropanols
) . 200 mM HEPES
) 200 MM Tris 200 mM Tris 200 mM Tris 200 mM Tris 200 mM Tris 200 mM Tris 200 mM HEPES pH75 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES
200 mM Tris H8.0 H8.0 H8.0 H8.0 pH38,0 pH38,0 pH7.5 400 MM NaCl pH7.5 pH7.5 pH7.5
pH8,0 200” NG 500” NG 1005 NG 505 KD 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 100 MM LAra ] 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl
10% DMSO 20% glicerins 200 mM LiCI g 30% PEG 1000 10% D-saharoze 20% etanols
100 mM L-Glu
200 MM Bis-Tris | 200 ™MBis-Tris 200 mMBis-Tris | 200 mMBis-Tris | 200 mMBis-Tris | 200 mMBis-Tris | 200 mMBis-Tris 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES
opaNsANns propans propans propans propans propans pH9,0 propans pH9,0 pH7,5 pH7,5 pH7,5 pH7,5 pH7,5
P pH 9.0 pH9,0 pH9,0 pH9,0 pH9,0 500 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl
PrS) 200 mM NaCl 500 mM NaCl 1000 mM NaCl 500 mMKCl 10% DMSO 20% glicerins 200 mM Zn acetats | 100 mM Na fosfats 30% PEG 4000 20% trehaloze 20% ACN
200 MM CAPS 200 TMCAPS 200 TMCAPS 200 TMCAPS 200 mM CAPS 200 mM CAPS 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES 200 mM HEPES
200 mM CAPS PH 10,0 PH 10,0 PH10,0 PH10,0 pH 100 pH 100 PH7.5 PH7.5 pH7.S pH7.S ddens
pH 10,0 200 MM NaCl 500 MM NaCl 1000 mM NaCl 500 MM KCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl 400 mM NaCl
10% DMSO 20% glicerins 200 mM Hofina Cl | 200 mM Na fosfats 30% PEG 6000 10% trehaloze

3.8. att. TS4 skrininga buferu un stabiliz&joSo piedevu paraugu sastavs




3.5. ITC protokoli

3.5.1. ITC protokoli MBP-TMLD enzimam

ITC eksperimenti veikti uz MicroCal™ iTC200 (Malvern Instruments Ltd.). Visas titréSanas
veiktas 25 °C temperatiira, izmantojot 30—100 uM enzimu buferi C1.

Metalu skrininga eksperimentos 30 pM enzimu, piesatinatu ar OGA un vienu no septiniem
metaliem (MnSOs, FeCls, CrClz, CoClz, CuCla, MgClz vai CaCly) divkartgja parakuma, titre ar
300 uM dabisko substratu, TML.

Eksperimentos ar TML analogiem, izostériskos kofaktorus (ZnCl, un OGA) enzima porcijai
pielika katra eksperimenta sakuma (pirms titréSanas). Ligandu iesvari tika iz8kidinati D.O
100 mM koncentracija. Precizas ligandu koncentracijas D>O $kidumos noteica ar kvantitativo
KMR, ka standartu izmantojot maleinskabi (certified reference material TraceCERT®).

280 pL enzima-kofaktoru skiduma parauga §tina titr€ ar liganda $kidumu, ko atskaida lidz
300-1200 uM koncentracijai atbilstosi aktiva enzima koncentracijai (attieciba enzims-ligands
1:10). Katru titréSanu uzsak ar mazu 0,3 pL injekciju, kas nepiecieSama difiizijas efektu
kompensacijai. Atkariba no liganda aktivitates un izdalitajiem saistibas siltumefektiem lietota
viena no sekojosam titréSanas shémam: (i) 2,0 uL x 20 injekcijas (atram skriningam); (ii) 1,2 pL
x 32 injekcijas — aktiviem savienojumiem ar izteiktu siltumefektu; vai (iii) 1,5 uL x 26
injekcijas — mazak aktiviem savienojumiem ar siltumefektiem < 0,1 pcal/s. Visos gadijumos
izmantoja 120 s atstarpes starp injekcijam un 600 rpm samaisiSanas atrumu.

Katru ligandu titréja vismaz divas reizes. Pirms datu analizes, lai kompensétu liganda
§kisanas efektus, no enzima titréSanas datiem tika atnemta references bazes linija (vienadi
mazas intensitates signali), ko iegiist titr&jot ligandu buferT. Pirmo injekcijas punktu izslédz no
datu kopas. Iegiitos titréSanas rezultatus analiz&ja ar programmu MicroCal Origin 7 SR4
(OriginLab), izmantojot teor€tisko titréSanas likni (data fitting) p€c viena saistibas centra
modela (one site model).

3.5.2. ITC protokoli FABP3 proteinam

ITC eksperimenti veikti uz MicroCal™ iTC200 (Malvern Instruments Ltd.). Visas titr€Sanas
veiktas 25 °C temperatiira, iznemot 4C, noteikSanas eksperimentus, kas veikti piecas dazadas
temperattiras: 16 °C, 20 °C, 25 °C, 30 °C un 37 °C. Proteina koncentraciju varigja 20-120 uM
robezas. Eksperimenti veikti divos buferos: (i) KPi un (ii) KPi ar 0,1 % (v/v) Triton X-100
piedevu. Izejas skidumi (stock solutions) uztaisiti precizus ligandu iesvarus iz§kidinot 50 %
(v/v) etanola vai DMSO-dg (3.1. tab.). Precizas ligandu koncentracijas tika noteiktas DMSO-ds
Skidumos ar kvantitativo KMR, ka standartu izmantojot maleinskabi (certified reference
material TraceCERT®).
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TS un to esteru izejas Skidumi (stock solutions)

3.1. tabula

Ligands Forma Koncentracija (I fgj: S:j;j;g;s)
C8:0 K" sals 50 mM 50 % (v/v) etanols
C10:0 K* sals 50 mM 50 % (v/v) etanols
C12:0 K" sals 50 mM 50 % (v/v) etanols
Cl14:0 K™ sals 50 mM 50 % (v/v) etanols
C16:0* K" sals 50 mM 50 % (v/v) etanols
C18:0* K" sals 50 mM 50 % (v/v) etanols
C18:1 cis-A° skabe 50 mM DMSO-ds
C18:1 trans-A° skabe 50 mM DMSO-ds
EPA skabe 25 mM DMSO-ds
C8:.0-AC karnitina esteris 50 mM DMSO-d¢
C12:0-AC karnitina esteris 50 mM DMSO-d¢
C14:0-AC karnitina esteris 25 mM DMSO-d¢
C16:0-AC karnitina esteris 25 mM DMSO-d¢
C18:1-AC cis-A° karnitina esteris 50 mM DMSO-de
C18:1-AC trans-A° karnitina esteris 25 mM DMSO-d¢
EPA-AC karnitina esteris 25 mM DMSO-d¢
C16:0-CoA K" sals 50 mM D,O

* 1z8KTst pec uzsil§anas lidz 50-60 °C.

280 pL proteina skiduma parauga $tna titr€ ar liganda Skidumu, ko atSkaida lidz 200—
2000 uM koncentracijai atbilsto$i aktiva attaukota proteina koncentracijai (attieciba proteins-
TS 1:10 un proteins-acilkarnitins 1:5). Katru titréSanu uzsak ar mazu 0,3 pL injekciju, kas
nepiecieSama difuzijas efektu kompensacijai. Balstoties uz liganda aktivitati un izdalitiem
saistibas siltumefektiem tika lietota viena no sekojo$am titr&€Sanas shemam: (i) 1,2 uL x 32
injekcijas — aktiviem savienojumiem; vai (ii) 1,5 uL % 26 injekcijas — mazak aktiviem
savienojumiem. Visos gadijumos izmantoja 120 s atstarpes starp injekcijam un samaisi$anas
atrumu — 600 rpm.

Katru ligandu titr&ja vismaz divas reizes. References bazes linija (vienadas intensitates
maza izmera signali), ko iegiist titr&jot ligandu bufer, pirms datu analizes tika atnemta no
enzima titréSanas datiem, lai kompensétu liganda skiSanas efektus. Pirmo injekcijas punktu
izslédz no datu kopas. Iegiitos titréSanas rezultatus analiz€ programma MicroCal Origin 7 SR4
(OriginLab) izmantojot teorétisko titréSanas likni (data fitting) p€c viena saistibas centra
modela (one site model).

AC, noteikSana [vienadojums (1.4.)] C12:0 TS saistibai ar FABP3 veikta grafiski, tapat ka
1.29. attela. Izmantojot vienadojumus (1.5.)— (1.8.) un MS Excel, konstrugtas termodinamisko
parametru atkaribas no temperatiiras, 1idzigi grafikiem 1.30. attéla, buferT bez un ar detergenta
(Triton X-100) piedevu.

3.6. Enzimatiskas reakcijas protokols

MBP-TMLD enzimatiskas reakcijas maisijumi analiz&ti uz 600 MHz Bruker Avance Neo
spektrometra (Bruker BioSpin). Enzimatiskas reakcijas maisijums sastav&ja no 500 pM
liganda, 1500 uM oKG, 500 uM natrija L-askorbata, 150 pM amonija dzelzs(II) sulfata
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heksahidrata [(NH4)2Fe(SO4)2-6H20] un 10 uM MBP-TMLD KMR bufert D1 ar 10 % (v/v)
D;0 piedevu. Enzimatisko reakciju inicie ar MBP-TMLD pievienosanu. P& 30 min
inkubacijas 37 °C, 400 rpm mikrocentrifigas m&gengs, reakcijas maisijumus centrifige
6 000 g un parnes 3 mm KMR stobrinos. Kontroles paraugi (bez enzima) tiek apstradati tiesi
tada pat veida. 1D 'H spektri uznemti 25 °C izmantojot impulsu sekvenci ar Gidens signila
nospiesanu (excitation sculpting), 6000,15 Hz spektra platumu, 128 uzkrajumus un relaksacijas
aizturi 1,5 s. Spektri analizeti, izmantojot MestReNova V.14.1.2 (Mestrelab Research S.L.).
Dalgji parklajuSos signalu integralas intensitates noteica, izmantojot liniju pielagoSanu
(dekonvoliiciju). Lai noverteétu KMR metodes atkartojamibu, enzimatiskas reakcijas veiktas tris
reizes ar trim dazadam protetnu porcijam.

MBP-BBOX-4m un MBP-BBOX-2m enzimatiskas reakcijas veiktas bufert D1 ar parasto
(nedeitereto) Tris-Cl tapat ka MBP-TMLD. Enzimatiskas reakcijas maisijums sastavéja no
200 uM liganda, 1500 uM aKG, 500 uM natrija L-askorbata, 500 uM (NH4)2Fe(SO4)2:6H20 un
3,643,6 uM enzima.

3.7. TML analogu KMR spektru interpretacija

2: '"H KMR (400 MHz, D,0) &: 4,06 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 3,42-3,32 (m, 2H), 3,12 (s, 9H),
2,09-1,85 (m, 4H). '3C KMR (100 MHz, D;0) &: 1717, 65.3, 52,94, 52,90, 52,86, 52,5, 26,5,
18.6.

3: 'H KMR (400 MHz, D,0) &: 4,05 (t, J=6,3 Hz, 1H), 3,35-3,28 (m, 2H), 3,11 (s, 9H),
2,06-1,88 (m, 2H), 1,87-1,77 (m, 2H), 1,61-1,38 (m, 4H). '3C KMR (100 MHz, D;0) &: 172.5,
66,4, 53,0, 52,8, 29,5, 25,0, 23,7, 21.,9.

4: "H KMR (400 MHz, D;0) &: 4,08 (t, J=6,3 Hz, 1H), 3,41-3,34 (m, 2H), 3,33-3,27 (m,
2H), 3,03 (s, 6H), 2,11-1,93 (m, 2H), 1,89-1,78 (m, 2H), 1,62-1,41 (m, 2H), 1,37-1,29 (m,
3H). 3C KMR (100 MHz, D;0) §: 172,0, 62,7, 59,7, 52,7, 49,94, 49,90, 49,86, 29,2, 21,5, 21,3,
74.

5: 'H KMR (400 MHz, D,0) &: 4,09 (t, J=6,3 Hz, 1H), 3,35-3,20 (m, 4H), 3,05 (s, 6H),
2,11-1,93 (m, 2H), 1,89-1,71 (m, 4H), 1,61-1,40 (m, 2H), 0,96 (t, J=7,4 Hz, 3H). 13C KMR
(100 MHz, D,0) 8: 172,0, 65,1, 63,3, 52,7, 50,51, 50,47, 50,43, 29,2, 21,5, 21,3, 15,6, 9,8.

6: "H KMR (400 MHz, D,0) &: 4,07 (t, J=6,3 Hz, 1H), 3,77-3,65 (m, 1H), 3,35-3,26 (m,
2H), 2,98 (s, 6H), 2,11-1,94 (m, 2H), 1,91-1,79 (m, 2H), 1,61-1,42 (m, 2H), 1,41-1,34 (m,
6H). 3C KMR (100 MHz, D;0) &: 172,1, 65,1, 61,9, 52,8, 47,3, 29,3, 21,4, 21,3, 15.5.

7: 'TH KMR (600 MHz, D,0) & 3,41 (t, J = 6,4 Hz, 1H), 3,24 — 3,15 (m, 4H), 2,96 (s, 6H),
1,75 — 1,68 (m, 4H), 1,64 (dtt, J = 15,5, 8.0, 3,4 Hz, 2H), 1,40 — 1,26 (m, 4H), 0,87 (t, J = 7,7
Hz, 3H). '*C KMR (151 MHz, D,0) § 178,92, 63,94, 63,53, 55,10, 50,45, 31,95, 23,83, 21,75,
21,67, 19,05, 12,75.

8: 'H KMR (600 MHz, D;0) § 4,11 (dd, J=8,9, 5,2 Hz, 1H), 3,29 — 3,18 (m, 2H), 3,03 (s,
9H), 2,48 (p, J="7,1 Hz, 1H), 1,82 — 1,75 (m, 1H), 1,76 — 1,70 (m, 2H), 1,65 (dtd, J = 14,5, 8.7,
6,7 Hz, 1H), 1,32 (p, J = 8,2 Hz, 2H), 1,04 (d, J = 7.4 Hz, 3H), 1,03 (d, J = 7.4 Hz, 3H).
13C KMR (151 MHz, D;0) & 180,44, 179,00, 66,32, 54,38, 52,76, 34,96, 31,12, 21,95, 21,84,
18,95, 18,28.
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9: 'TH KMR (400 MHz, D>0) &: 4,04 (t, J=6,3 Hz, 1H), 3,37-3,30 (m, 2H), 3,10 (s, 3H),
2,10-1,78 (m, 4H), 1,61-1,39 (m, 2H). '*C KMR (100 MHz, D>0) &: 172,2, 65,9, 52.8, 52,7,
292,219, 21.2.

10: '"H KMR (400 MHz, D;0) §: 4,10 (t, J = 6,0 Hz, 1H), 3,45-3,35 (m, 2H), 3,14 (s, 9H),
2,11-1,88 (m, 4H). 13C KMR (100 MHz, D,0) &: 171,6, 65,3, 52,98, 52,94, 52,90, 52,4, 26,5,
18,7.

11: '"H KMR (400 MHz, D;0) &: 4,07 (t, J=6,3 Hz, 1H), 3,35-3,28 (m, 2H), 3,11 (s, 9H),
2,06-1,88 (m, 2H), 1,87-1,77 (m, 2H), 1,61-1,38 (m, 4H). *C KMR (100 MHz, D,0) 3: 172,3,
66,4, 52,9, 52,8, 29,4, 25,0, 23,7, 21,9.

12: 'H KMR (600 MHz, D>0) § 3,30 — 3,20 (m, 2H), 3,03 (s, 9H), 2,13 (t, J = 7,5 Hz, 2H),
1,79 — 1,67 (m, 2H), 1,54 (p, J= 7,5 Hz, 2H), 1,33 — 1,25 (m, 2H). '*C KMR (151 MHz, D,0)
5 183,48, 66,54, 52,73, 37,15, 25,30, 25,17, 22,02.

16: 25,3S-HTML: 'H KMR (600 MHz, HO+D>0) & 3,93 (dt, *J = 9,9, 4,0 Hz, 1H), 3,55
(dd,3J=4,1, 1,3 Hz, 1H), 3,26 (m, 2H), 3,03 (s, 9H), 1,90 (m, 1H), 1,79 (m, 1H), 1,48 (m, 1H),
1,44 (m, 1H). *C KMR (151 MHz, H,0+D-0) § 176,10, 70,61, 66,05, 59,97, 52,78, 27,83,
19,39.

16: 2S,3R-HTML: 'H KMR (600 MHz, HO+D,0) § 3,85 (1H, dt, >J = 9,6, 4,6 Hz), 3,31
(1H, dd, 3J=5,2 Hz, 1,3 Hz), 3,28 (m, 2H), 3,04 (s, 9H), 1,90 (m, 1H), 1,79 (m, 1H), 1,51 (m,
1H), 1,48 (m, 1H). *C KMR (151 MHz, H,0+D-0) § 177,50, 70,88, 66,07, 60,19, 52,81, 29,96,
19,16.

3.8. Proteinu KMR

Proteinu KMR spektri uznemti uz 600 MHz Bruker Avance Neo spektrometra, kas aprikots
ar QCI cetrkarsas-rezonanses (HFCN) kriozondi (Bruker BioSpin, GmbH). Proteina paraugi
(koncentracija 250-350 un ~ 900 uM) sagatavoti attiecigi proteina-liganda saistibas p&tijumiem
un pamatkédes attiecinaSanai. Eksperimenti veikti divos buferos: (i) KPi un (ii) KPi ar
0,10 % (v/v) Triton X-100 piedevu, kuriem pievienoja 7 % (v/v) D20, 0,03 % (v/v) NaN3 un
0,01 % (v/v) SigmaFAST bez-EDTA proteazu inhibitoru kokteila. Organiska Skidinataja
daudzums parauga neparsniedza 3 % (v/v).

Proteinu pamatkédes attiecinaSanai uznemti $adi spektri: 3D HNCA, 3D HNCO,
3D HN(CA)CO un 3D CBCA(CO)NH. Sanu k&zu protonu kimisko nobizu attiecinasanai
uznemti 3D ['H,'H]-NOESY-"N-HSQC spektri ar samaisi§anas laiku (mixing time) 120 ms.
Attiecinasana balstita uz [97] un [96, 271] literattiras datiem, kas attiecigi apraksta cilvéka un
versa FABP3 KMR strukttras, kas bija noteiktas atSkirigos apstaklos neka Saja darba.
Attiecinatas pamatk@des kimiskas nobides apo-FABP3 un FABP3-palmitata kompleksam
apkopotas 20. un 21. pielikumos.

2D 'H-'>N HSQC spektri uznemti apo-proteinam un proteina-liganda kompleksiem
identiskos apstaklos CSP noteikSanai izmantojot vienadojumu (1.9.).
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3.9. DatormodeleéSana
3.9.1. Molekularais dokings

3.9.1.1. TMLD molekularais dokings

Cilveku TMLD (UniProt ID QINVH6) homologiskais modelis ieglits no AlphaFold
proteinu struktiiru datubazes [220, 221]. Katalitiska domé&na, kas sastav no DSBH motiva un
akttva centra modela ticamiba tika nove@rteta ar modela aminoskabju atlikuma uzticibas
raditajiem (per-residue confidence scores), ko nosaka vietgja attaluma starpibas tests (Jocal
Distance Difference Test, pLDDT) [222] un paredzamas poziciju kludas. Papildus, proteina
ticamibas parskats generéts ar Prime programmu [249-251].

TMLD struktiira sagatavota Maestro (Schrédinger Inc.) [268] programma ar proteina
sagatavoSanas apakSprogrammu (PPW) [272, 273]:

» nogriezta nestrukturéta mitohondriala mérka sekvence (mitochondrial targeting sequence,

aminoskabju atlikumi 1-41), kam bija vismazaka ticamiba (pLDDT < 50);

= pievienoti trikstosie idenrazi,

= reasignétas saiSu kartas;

= proton&sanas stavokli pielagoti pH 7,4;

* smagie kodoli minimizéti ar OPLS 4 speku lauku 11dz 0,3 A konvergencei.

Kofaktori, Zn(II) un OGA, panemti no BBOX (PDB ID 302G) struktiiras un nomainiti uz
dabiskiem Fe(Il) un oKG saglabajot savstarpgjo novietojumu. Fe(I)-aKG kompleksam
turpingjuma tika defin€tas nulles-kartas (koordinacijas) saites un tas tika minimizets ar
MacroModel [274]. P&c tam sagatavotais kofaktoru komplekss iedokots TMLD modeli ar Glide
[275-277] programmu standarta precizitates (SP) limeni. Enzima-kofaktoru komplekss vélreiz
tika optimizets ar PPW apakS$programmu pieverSot uzmanibu protongSanas stavokliem aktiva
centrd un minimizgjot smagos atomus ar 0,5 A konvergenci. legiita struktiira izmantota dabiska
substrata, TML, IFD [256, 257] SP dokingam. Struktiira ar ticamako liganda konformaciju, kas
veido visticamakos kontaktus ar enzimu un sakrit ar eksperimentalajiem datiem, turpmak
izmantota ka starta strukttira TML analogu /FFD SP dokingam lai modelét iesp&jamas ligandu
pozicijas TMLD aktivaja centra.

3.9.1.2. FABP3 molekularais dokings

FABP3 strukttra, PDB ID 4TKJ, sagatavota Maestro (Schrédinger Inc.) [268] programma
ar PPW apak$programmu [272, 273] tapat ka TMLD modelis. No kristalografiskas struktiiras
izveidoti pieci modeli varigjot idens molekulu daudzumu aktivaja centra: (i) ar 30 @idens
molekulam, kas kontakt€ ar ligandu un aktiva centra aminoskabju atlikumiem; (ii) ar 24 tidens
molekulam, kas piedalas tdenraza saiSu veido$ana ar ligandu un aktiva centra aminoskabju
atlikumiem, bet neatrodas uz proteina virsmas; (iii) ar 12 fidens molekulam, kas piedalas
tdenraza saiSu veidoSana ar ligandu un aktiva centra aminoskabju atlikumiem un neatrodas
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liganda ieejas portala un spraugas (gap) regiona; (iv) ar divam tdens molekulam, kas ir tie$a
kontakta ar ligandu un (v) bez tidens molekulam.

Septini acilkarnitini dokoti katrd no proteina struktiiram izmantojot IFD SP [256, 257].
Iegtito kompleksu validacija un ticamakas struktiiras atlase balstijas uz CSP analizi.

3.9.2. Ab initio aprekini un farmakoforu modelu izveide

TMLD ligandu struktiiras vispirms optimiz&tas ar ab initio blivuma funkcionala teorijas
(Density Functional Theory, DFT) kvantu kimiskiem aprékiniem, izmantojot hibrida
funkcionalu B3LYP kopa ar triple-zeta pamatkomplektu (basis set) 6-311++G** kopa ar
polarizacijas un difizam funkcijam uz smagiem kodoliem un Gdenraziem, lai labak atveidotu
ladina sadalfjumu negativi 1adetas grupas. Solvatacijas efekta simulacijai izmantots
polarizgjamais nepartrauktibas modelis (Polarizable Continuum Model). Optimizacija veikta
Gaussian 09 D.01 programma [278]. Globala minimuma sasniegSana novertéta pec vibraciju
frekvencu aprekina, kas visos gadijumos bija pozitivas. Tas pats teorijas Iimenis izmantots
divplaknu kakta lenku rotacijas barjeras aprékiniem, kur v€lamo divplaknu kakta lenki mainija
pa pieciem gradiem no —180° lidz 180°. P&c katras lenka mainas struktiira tika optimizeta.

Farmakoforie modeli generéti ar Phase programmu [279-281]. Hipotézes izveidei
izmantotas Kp un AG vértibas, kas iegiitas ar /7C metodi. Modelim biitu jasader ar vismaz 90 %
aktivo savienojumu un jasatur vismaz trfs kopigas raksturigas iezimes ar toleranci 1,0-2,0 A.
Modelu vertesana notika ar Phase Hypo Score, bet ligandu atlases efektivitate — pec Phase
Screen Score, kas normalizéta pret smago atomu skaitu molekula. Izveidoti divi modeli bez un
ar izslégtiem tilpumiem (excluded volumes). 1zsl€gti tilpumi veidoti no starpibas starp aktiviem
un neaktiviem ligandiem.

3.9.3. BBOX mutantu izveide un sagatavoSana molekularajai dinamikai

BBOX mutantu izveidei izmantotas divas BBOX kristalografiskas struktiiras: aizverta
(PDB ID 302G) un atverta (PDB ID 4C8R A un B kédes) konformacija. Sakotngjas struktiiras
sagatavotas Maestro (Schrddinger Inc.) [268] programma. Vispirms 302G aktivaja centra
Zn(Il) nomainits uz Fe(I[) un OGA ar aKG. 4C8R struktiira AR692B liganda vieta no 302G
iekopeti Fe(Il)/aKG un GBB. Izmantojot PPW apakSprogrammu, veiktas sekojoSas
izmainas [272, 273]:

= pievienoti triikkstoSie GidenraZi,

= reasignétas saiSu kartas;

= proton&sanas stavokli pielagoti pH 7,4;

= model&ti eksperimentali nedetektéti cilpu regioni;

= izdzestas liekas tidens molekulas, kas neveido kontaktus ar proteinu vai substratu;
* smagie kodoli minimizéti ar OPLS 4 speku lauku 17dz 0,3 A konvergencei.

Pamatojoties uz TMLD un BBOX sekvencu sakritibu, ar CHARMM-GUI [282, 283]
izveidoti etri BBOX mutantu modeli:
1) 2m: N191D, T295D;
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2) 4m: N191D, Y205T, P206T, T295D;
3) 5m: VI83F, N191D, Y205T, P206T, T295D;
4) 7m: Q182Y, VI83F, Q184T, N191D, Y205T, P206T, T295D.

Iegiitie mutanti kompleksos ar kofaktoriem un GBB (no BBOX struktiiras PDB ID 302G)
tika minimizeti CHARMM-GUI vietng€. Ligandu parametrizacija veikta ar CGenFF [284, 285]
izmantojot CHARMM36 speku lauku [286]. Iegiitos modelus ielasfja Maestro (Schrodinger
Inc.) [268] programma, kura veica talako struktiiru sagatavosanu MD. Vispirms, atkartoti
palaida PPW apaks$programmu, izlaboja aminoskabju atlikumu nosaukumu konfliktus,
enzimam pievienoja terminalas grupas (ACE un CT3). Aktivaja centra parbauditi aminoskabju
atlikumu proton&Sanas stavokli. Izmantojot /FF'D SP mutantos iedokots TML un no iegiitajiem
kompleksiem katram mutantam atlasits viens, kura novéro vislogiskako enzima-liganda
kontaktu tiklu. Izmantojot simetrijas elementus, no BBOX mutanta monoméra izveidoja
homodiméru, ko p&c tam izmantoja MD simulacijas.

3.9.4. Molekulara dinamika

MD simulacijas veiktas Gromacs 5.1 [287], Gromacs 2018 un Gromacs 2021 [239, 288,
289], izmantojot GPU paatrinagjumu. Proteinu un ligandu parametrizacija veikta ar
CHARMM36 speku lauku [286]. BBOX vai TMLD dimera struktiru ievietoja tidens kuba ar
Skautnes garumu 100 A. Udens molekulas veidotas pec TIP3P modela. Sistému neitraliz&ja ar
NaCl joniem ar beigu koncentraciju 0,15 M. P&c tam sistéma minimiz€ta 11dz maksimalajam
spekam, kas darbojas uz jebkuru sistémas atomu, sasniedzot lielumu 100-1000 kJ-mol™
(atkar1ba no sistémas). Minimizeta sistéma pec tam uzsildita lidz 300 K un Iidzsvarota 100 ps
(NVT), izmantojot modificéto Berendsena termostatu, V-rescale, kas nodroSina pareizo
kingtiskas energijas sadalfjumu. Talak sekoja sistémas spiediena izlidzinasana lidz 1 bar 100 ps
(NPT), izmantojot Berendsena barostatu. Gan NVT, gan NPT sagatavoSanas simulacijas
proteina un liganda pozicijas bija lidzsvarotas/fiksetas ap sakotng&jam koordinateém (position
restraints), lai noverstu plasas, nedabiskas izmainas proteina-liganda strukttira. Visbeidzot,
izmantojot sagatavotas struktiiras 300 K un 1 bar, palaista 100 ns ilga produkcijas simulacija
(production run) ar neierobezotu (unrestraint) sist€tmu, izmantojot V-rescale termostatu un
Parrinello-Rahman barostatu, saglabajot struktiiras péc katram 20 ps. Simulacijas laika solis
(timestep) — 2 fs.

Strukturala ZnCCCH motiva saglabasanai (2.4. att.), taja tika iesaldéti nultas kartas saites
(3.2. tab.) un lenki (3.3. tab.), kas koordineé Zn(II) ar ¢etriem aminoskabju atlikumiem: C38,
C40, C43 un H82. Koordinacijas sai$u un lenku vertibas noteiktas kristalografiskajas struktiiras.
NepiecieSamais speka lielums noteikts eksperimentali. Zn(II) 1adins tika samazinats no +2.0 uz
+0.96, bet CCCH aminoskabju atlikumu ladini — palielinati atbilstosi publicgtiem
parametrizacijas datiem l1dzigiem motiviem: cistetnam no —1.0 uz —0.74, bet histidinam no 0.0
uz +0.26 [243, 244]. Aktiva centra konfiguracijas saglabasanai, Fe(Il), aKG un H2O molekulas,
kas koordinétas ar Fe(Il), tika uzskatitas ka proteina neatnemamas dalas. Tetragonalas
bipiramidas struktiiras saglabasanai (2.3. att.), dinamikas laika iesald&ti attalumi (3.2. tab.) un
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divplaknu kakta lenki (3.4. tab.) starp H202, D204, H347, aKG, HOH 744 un Fe(Il). TMLD
modelim ZnCCCH motivs netiek iesaldéts, jo pasreiz&jos modelos to nenoveéro. Visos modelos,
kas balstiti uz BBOX struktiiru, tiek atrasti tikai divi no trim cisteiniem un histidins: C80, C85
un H124.

3.2. tabula
Zn(I) un Fe(II) iesaldétie koordinacijas saiSu garumi
Atoms 1 Atoms 2 Garums, nm fe, kJ-moL~!-nm
C38: SG Zn(1I) 0,233 32640
C38: SG Zn(1I) 0,233 32640
C40: SG Zn(II) 0,233 32640
H82: NE2 Zn(II) 0,212 32640
H202: NE2 Fe(II) 0,215 83680
D204: OD1 Fe(Il) 0218 83680
H347: NE2 Fe(I) 0,218 83680
HOH 744: O Fe(Il) 0,203 83680
0KG: 02 Fe(ll) 0,221 33680
aKG: 05 Fe(Il) 0,220 83680
3.3. tabula
ZnCCCH motiva lenku iesaldeSanas parametri
Atoms 1 Atoms 2 Atoms 3 Lenkis fe, kI'moL " rad?
C38: SG Zn(II) C40: SG 116,4 1500
C38: SG Zn(II) C43: SG 116,4 1500
C40: SG Zn(II) C43: SG 116,4 1500
H82: NE2 Zn(II) C38: SG 101,3 1500
H82: NE2 Zn(1l) C40: SG 1013 1500
H82: NE2 Zn(II) C43: SG 101,3 1500
C38: CB C38: SG Zn(II) 101,8 1500
C40: CB C40: SG Zn(II) 101,8 1500
C43: CB C43: SG Zn(II) 101,8 1500
3.4. tabula
Fe(II) tetragonalas bipiramidas divplaknu kakta lenku iesald@Sanas parametri
Atoms 1 Atoms 2 Atoms 3 Lenkis fe, kI'moL " rad?
H202: NE2 Fe(ID) H347: NE2 90° 1500
H202: NE2 Fe(ID) D204: OD1 90° 1500
H202: NE2 Fe(1) aKG: O1 90° 1500
H202: NE2 Fe(ID) oKG: 05 90° 1500
HOH 744: O Fe(ID) H347: NE2 90° 1500
HOH 744: O Fe(ID) D204: OD1 90° 1500
HOH 744: O Fe(Il) 0KG: Ol 90° 1500
HOH 744: O Fe(1) aKG: 05 90° 1500
D204: OD1 Fe(ID) H347: NE2 90° 1500
H347: NE2 Fe(ID) aKG: 05 90° 1500
D204: OD1 Fe(ID) aKG: 02 104,6° 1500
aKG: 02 Fe(ID) aKG: 05 70,6° 1500
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10.

11.

12.

13.

GALVENIE REZULTATI

. Ar divam vai cetram mutacijam BBOX aktivaja centra nepietiek, lai izveidotu efektivu

TMLD mimeétiki, kas sp&tu hidroksilét TML vai ta analogus, tacu ir iesp&jama BBOX
mutantu un TML saistiba, kas nenoved pie katalitiskas reakcijas.

TMLD modelis, kas generéts ar maksliga intelekta palidzibu (4lphaFold), ir daudz stabilaks
par modeliem, kas generéti ar proteinu homologiskas model&Sanas programmam. Par to
liecina MD simulacijas RMSD, RMSF un statistiska analize.

. AlphaFold ar relativi augstu precizitati atveido TMLD enzima aktivo centru, par ko liecina

pLDDT un sagaidama pozicijas klidas analize, ka arT noverota laba sakritiba ar
eksperimentaliem datiem.

Rekombinanti iegiita TMLD stabilitati un aktivitati iesp&jams paaugstinat, ekspresgjot to
zemas temperatlras un attirot, izmantojot cukuru piedevas augstas koncentracijas.

TMLD enzima Fe(II) vieta ka izost€ros katjonus var izmantot tikai Co(IT) un Zn(II), bet ne
Ni(Il), kas savukart deva vislabakos rezultatus BBOX saistibas eksperimentos.

Izstradata metodika TMLD potencialu inhibitoru raksturo$anai ar I7C.

Atrasta korelacija starp TMLD substrata konversiju, sukcinata/hidroksiléta produkta
attiecibu un saistibas mehanismu.

Pamatojoties uz /TC datiem, izveidots uz TMLD substrata analogiem balstits farmakoforais
modelis.

TMLD péc analogijas ar BBOX ir sp&jigs hidroksilét 25,3S-HTML un 2S,3R-HTML lidz
keto-TML, tomér dabiska reakcijas produkta, 25,3S-HTML, hidroksilésana ir daudz Iénaka
un neizdevigaka, salidzinot ar 25,3R-HTML konversiju.

Izstradata un validéta dazada garuma piesatinato un nepiesatinato TS /7C metodika $kidibu
uzlabojosa detergenta, Triton X-100, klatbutng, kas deva iesp&ju precizi noteikt saistibas
termodinamiskos parametrus un novertét afinitati.

Paplasinats FABP3 substratu klasts. Pieradits, ka FABP3 spgj saistit ne tikai TS, bet arT to
karnitina un CoA esterus. Mononepiesatinato acilkarnitinu gadijuma noverots jauns
saistibas mehanisms.

Garkézu acilkarnitinu un CoA esteru afinitate pret FABP3 ir vismaz par kartu zemaka neka
atbilsto§ajam TS. L-Karnitins un CoA trauc€ acilkarnitiniem ieiet dzili FABP3 saistibas
kabata, veidojot proteina-liganda konformacijas ar neoptimaliem kontaktiem un saistibai
nelabvéligu solvataciju vai konformacionalam izmainam.

Attiecinatas apo-FABP3 un 14 FABP3-ligandu kompleksu pamatkedes kimiskas nobides,
kas izmantotas plasa CSP analize. [zmantojot CSP datus un in silico molekularo dokingu,
uzmodel&tas iesp&jamas acilkarnitinu saistibas konformacijas.

. Pieradita konkurence starp acilkarnitiniem un TS par FABP3 saistibas kabatu.
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SECINAJUMI

Izstradata /7C metodika lauj veiksmigi raksturot substratam lidzigo savienojumu saistibu
ar TMLD. Kombinacija ar enzimatiskas reakcijas datiem tas dod iesp&u noteikt gan
termodinamiskus parametrus (saistibas afinitati, entalpiju un entropiju), gan ari ligandu
potencialu kalpot ka enzima substratiem.

Atklati divi atSkirigi substratu saistibas mehanismi: entalpijas un entropijas virziti, kas
atSkiras ar ligandu izraisitam izmainam TMLD aktivaja centra. Atrasta korelacija starp
TMLD substrata konversiju un saistibas mehanismu. Substrati, kas saistas pie TMLD péc
entropijas virzita mehanisma, hidroksiléjas mazaka méra.

Atklats, ka daziem TML analogiem aKG reakcija ir atsaistita no hidroksiléSanas reakcijas.
Rezultata $adi savienojumi ilgak uzturas enzima aktivaja centrda, neveidojot reakcijas
produktu, un var biit izmantoti de novo TMLD inhibitoru dizaina, pateicoties ilgakiem
uzturésanas laikiem.

Izveidotais farmakoforais modelis apstiprina tris funkcionalo elementu nepiecieSamibu
stiprai substratu saistibai un var tikt izmantots, lai noverteétu jauno TML-analogu afinitati
pret TMLD.

Izmantojot fizikali kimiskas metodes (/7C un KMR), pieradits, ka FABP3 spg;j saistit ne
tikai piesatinatas un nepiesatinatas garkezu TS, bet arT atbilstoSo garkézu TS karnitina vai
CoA esterus. Polinepiesatinatie acilkarnitini un CoA esteri saistas FABP3 aktivaja centra
lidzigi ka TS, savukart mononepiesatinatie — péc atskiriga mehanisma, saistot divas proteina
molekulas ar vienu liganda molekulu.

Acilkarnitini sp&j izkonkurét no FABP3 aktiva centra 1sas TS Iidz kaprinatam (C10:0), kas
savukart sp&j izkonkur&t acilkarnitinus no otras saistibas vietas. Gark&zu TS, sakot ar
laurinatu, pilniba izspiez acilkarnitinus no FABP3.

Iegiitie dati nosaka, ka FABP3 ir spgjigs saistit acilkarnitinus, pasargat S$tnas no
acilkarnittnu izraisitiem bojajumiem un potenciali var darboties ka kardioprotektants. Viens
no terapijas veidiem biitu inici€t ta paaugstinatu ekspresiju mérktiecigi sirds muskuli,
izmantojot mRNS vakcinu pieeju.
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CONCLUSIONS

Newly developed ITC assay allowed to characterize binding of substrate-like compounds
to TMLD. In combination with the enzymatic assay data, it allowed to determine both
thermodynamic parameters (binding affinity, enthalpy, and entropy) and ligand potential
to serve as a substrate.

Two different binding mechanisms were discovered, enthalpy- and entropy-driven, that
differ by ligand-caused changes in the active site of TMLD. A correlation between TMLD
substrate conversion and binding mechanism was found. Substrates that bind to the TMLD
by entropy-driven binding mechanisms were hydroxylated to a lesser extent.

Uncoupling between oK G turnover and hydroxylation reaction of several TML analogues
was observed. Hence, such compounds occupy the active site of TMLD for a longer period
without production of the reaction product. Thus, these compounds can be used for the de
novo design of TMLD inhibitors due to prolonged residence times.

The TMLD pharmacophore model developed confirms the necessity of the three functional
elements for successful substrate binding. It can be used to predict binding affinities
towards TMLD for new TML analogues.

FABP3 is potent to bind both saturated and unsaturated fatty acids as well as corresponding
long-chain acylcarnitines or CoA esters [as determined by physical chemistry methods
(ITC and NMR)]. Polyunsaturated acylcarnitines and CoA esters bind to FABP3 active site
in the same way as fatty acids, while long-chain monounsaturated acylcarnitines bind by a
different mechanism where one ligand molecule is potent to bind two protein molecules.
Acylcarnitines displace short fatty acids (including caprylate, C6:0) from the active site of
FABP3. Caprate (C10:0) competes with acylcarnitines only for the second less potent
binding site of FABP3, while laurate (C12:0) completely replaces acylcarnitines from their
both binding sites.

The experimental data obtained suggest that FABP3 is potent to bind acylcarnitines and
protect cells from their damage and acute toxicity, thus, acting similarly to a cardio-
protective medicine. This suggests one of the possible therapies by initiation of the FABP3
overexpression in the target tissues (i.e., heart muscle) using mRNA vaccine approach.
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Paldies arT Rigas Tehniskajai universitatei, kas ir mana Alma Mater!

Sirsnigs paldies gimenei un Tpass paldies Aleksejam par bezgaligo pacietibu un atbalstu visa
doktorantiiras studiju laika!

Visbeidzot, paldies valsts p&tfjumu programmas “Biomedicina sabiedribas veselibai”
projektam Nr. 2 “Diab&ta un kardiovaskularo komplikaciju molekularie mehanismi,
farmakogengétika un jauni arstniecibas lidzekli”, Eiropas Savienibas 7. ietvara programmas
zinatnes un tehnologiju attistibas projektam “InnovaBalt” un Latvijas Organiskas sintézes
institiitam (studentu granti nr. 1G-2020-02, 1G-2021-02, 1G-2022-04 un 1G-2023-04) par
finansialo atbalstu doktoranttras studiju laika!
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PIELIKUMI
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HE<HVUROTZZOA~TZOTHIO >

Ala
Cys
Asp
Glu
Phe
Gly
His
Ile
Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr

1. pielikums

Aminoskabju saisinajumi

alanins
cisteins
asparaginskabe
glutaminskabe
fenilalanins
glicins
histidins
izoleicins
lizins

leicins
metionTns
asparagins
prolins
glutamins
arginins

serins

treonins

valins
triptofans
tirozins
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CHs—

HSCH>—

HOOCCH>—

HOOCCH:CH>-

CsHsCHo—

H-

C3H3N2CHy— (satur imidazola grupu)
CH3CH>CH(CH3)—
H>NCH,CH,CH,;CH>—
(CH;).CHCH>-

CH3SCH>CH»—

H>NC(O)CHz—

—CH2CH2CH>— (ciklisks amins)
HoNC(O)CH2CHz—
HoN(NH)C—NH(CH2)3—
HOCH>-

CH3CH(OH)—

(CH3),CH-

CsHsNCH:— (satur indola grupu)
HOCsH4CH>—



Taukskabju (TS) un to salu nosaukumi

2. pielikums

TS nosaukums (IUPAC)

TS nosaukums

TS nosaukums sals vai

Ogleklu

skaits:nepiesatinato saisu

(trivialais) estera formai . .
skaits un pozicija
Piesatinatas TS
n-heksanskabe kapronskabe kaproats C6:0
n-oktanskabe kaprilskabe kaprilats C8:0
n-dekanskabe kaprinskabe kaprinats C10:0
n-dodekanskabe laurinskabe laurinats C12:0
n-tetradekanskabe miristinskabe miristats C14:0
n-heksadekanskabe palmitinskabe palmitats Cl16:0
n-oktadekanskabe stearinskabe stearats C18:0
eikozanskabe arahinskabe arahats C20:0
dokozanskabe behenskabe behenats C22:0
tetrakozanskabe lignocerinskabe linocerats C24:0
Mononepiesatinatas TS
cis-9-oktadecénskabe oleinskabe oleats C18:1 cis-A°
trans-9-oktadecénskabe elaidinskabe elaidats C18:1 trans-A°

Polinepiesatinatas TS

CIS, €18, 15, CIS-S_’S’I_l 14- arahidonskabe (ARA) arahidonats 20:4 cis-A>311:14
eikozantetraénskabe
cis, cis, cis, cis, cis-
5,8,11,14,14- eikosapenskabe (EPA) eikosapenats 20:5 cis-A>$111417
eikozanpentaénskabe
cis,cis, cis, cis, Cis, cis-
cervonskabe (DHA) cervonats 22:6 cis-A+710:13.1619

4,7,10,13,16,19-
dokozanheksaénskabe
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3. pielikums

Biezak izmantotie 2D KMR spektri

Dimensijas Saisinajums Nosaukums Spinu korelacija
2D COSY COrrelation SpectroscopY caur vienu spinu s‘adarbTbas
konstanti
2D TOCSY TOtal Corelation SpectroscopY viena splnuszlii:_:;na caur 1-5
2D NOESY Nuclecg’p?:;};hs(zz;e; Effect caur telpu, attaluma lidz 5-7 A
0 Ropsy | Rowting-frame Overhauser Effct |y i, aatuma fdz 57 A
Heteronuclear Single-Quantum caur vienu 'H-X spinu sadarbibas
2D HSQC Correlation konstanti
D HMQC Heteronuclear Multiple-Quantum | caur vienu 'H-X spinu sadarbibas
Correlation konstanti
Heteronuclear Multiple Bond caur 'H-X spinu sadarbibas
2D HMBC Correlation konstanti caur 2-3 saitem >3Jx u
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Rekomendgjamie aminoskabju atlikumu atomu nosaukumi [290]

4. pielikums

HSZ
i
Pro N /,cs GI):4 "A'Ia'H““; Arg Asn
1
N (R)H®3 N/ N /I’ (R) (R)
HI2eCTaH1(R) Y by Hﬁ” HE RS e W) K g
He=ca N (RIHZ=CmH® = Coim C(HP), = CBaCVm o+ NTYE) = CB=CY
O i v o »
A b ! L Yot? SHP @) Voo S N2a g2z
C |/ [C‘ | /C‘\ HB2 {13 g2 |C NI @
2 \ -
» \\O %— o [ (o) R) (R) N (2) R
H(nzl)l Hni2 (E)
Asp Cys Gln Glu
R (R)‘ B3 Hr2 B3 12 (R): H! el
(ﬁ{ B3 HES ol HBS ofl YN g
HP? 81 s P 1 LG
1 ° >éﬁ—s‘/- i —CPaClomC5 o CP e Gl I IIALS:
= Chacy | €2 _ e €2 _ el 5 N2
cP=cC s by TNZa w2z , A O%=H ' =N
h ToMow W " o W T N
HB2 21 Ho2
H™(E)
lle Leu Lys Met Phe .
o B (R) ® ® ®) I
(H1%)zc72 W2 HBS CBl(Hd1) HB3 {12 1 e B3 12 W3 Sa
: : i Fty
= CB Gl C31(H31 ) —CPa GV Y >$B<c‘(>85—CE(HF)3 -Cﬁ_cz /cé_Hé
HB Y3 l‘]sz (‘:‘53(H52) MES. A 2k
3 / \
®) ) R o e
Ser Thr Trp e ,H;3 Tyr Val
(R) , 1 a1 el
HP3 B i \CD= cy B3 H\ H Y272
i T T - / N Hm T 3 Na CP(H),
T HY 32 70N,
=Pt =—ChCr(Hr2), —chact™™y Clé’ —('DB<C" Sctoonamn - CPaf
N Y o Cc =G I R
HE2 oYl =1t HE2 coL 4 pe) Hp2  C=CP [SUGION
(R)Hg' h (R) {52 He2 (R)
HZl
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5. pielikums
TMLD AlphaFold modela kvalitates raditaji

Kvalitates raditajs Kvalitates raditaja grafiskais atspogulojums

Bond Length Deviations

0.05 -

Deviation
o =y
[=] [=]
L] w

| L

SaiSu garumu novirzes

|
0041
|
|

001 A

T T T T
] 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Row Number

Bond Angle Deviations

e —
T |
sl |

54
. . = |
Saisu lenku novirzes FEl
24
| |
1
0 T L T T
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Row Number
Backbone Dihedrals
2
I |
2]
| |
L =61
£
Pamatvirknes divplaknu kakta g _gd] |
lenku novirzes ©
" 10 ] l
_12 -
0 50 100 150 200 250 200 350 400
Row Mumber
Peptide Planarity
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2
<
= 165 1 |
Peptidu planaritate L
£ 160
° |
155 ~
| I |

T T T
] 50 100 150 200 250 300 350 400
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Kvalitates raditajs

Kvalitates raditaja grafiskais atspogulojums

Sidechain Planarity

- oos—l I
E ool |
5 0061
o
£
Sanu k&zu planaritate 2 004 1 I
2 ool I
= 002
0.00 e ¥ T © e et e e V] _‘_‘_l
0 s 50 75 100 125 150 175
Row Number
A

Ramachandran grafiks

Psi(degrees)

N
()

80 150 120 90

.
T T
£ a0

)
P (degress)

Statistisko raditaju apkopojums

Ligand RSCC

@

Binding Site RSCC

@

Protein Packing

@

Binding Site

O

Buried unsatisfied

Packing

@

Waters with no HB

@

Isolated Waters
Clusters

@

Non-Binding Site
Packing

@

Steric Clashes

acceptor partners
Bond Angle Backbone Dihedrals Sidechain Dihedrals
Deviations

Peptide Planarity

)

Sidechain Planarity

O

Improper Torsions

Missing Loops

Burie isfied

donor

©

Bond Length
Deviations

O

Unusual B-factors

)

Missing Atoms
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6. pielikums

(7568 .. 7583) PET_Ups_Fw Ncol (69)
|

_Ssact (1208)
~_stul (1230)

PET-Duet_MalE_TMLD
7630 bp

CAT domain

DuetUP2_Fw (2399 .. 2418)
DuetDown1_Rv (2399 .. 2418)

“~__ Ndel (2508)
Xhol (2564)

T7_Rv (2691 ..2710)

pET-Duet-MalE-TMLD plazmidas karte, kas ietver sevi MBP-TMLD génu.

Oranzas un zalas bultinas parada atvertas lasiSanas ramjus (open reading frame, ORF). lacl — lac represors, kas
nelauyj notikt transkripcijai E. Coli pirms IPTG pievienoSanas. ApR — B-laktamaze, kas nodro§ina ampicilina
rezistenci. Ncol, Sacl, Stul, AflIl, Ndel, Xhol — restrikcijas enzimu atpaziSanas pozicijas. Roza krasa arpus
plazmidas rinka noraditas DNS praimeru saistiSanas vietas.
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7. pielikums

Ncol (69)

PSS

_— Ndel (1412)
| Xhol (1468)

PET-Duet_BBOX_4x_mut
6534

7 terminator 6eLS

T
N

pET-Duet-BBOX-4x-mutanta plazmidas karte, kas ietver sevi BBOX-4x-mutanta génu.

Oranzas un zalas bultinas parada atvértas lasiSanas ramjus (open reading frame, ORF). lacl — lac represors, kas
nelauj notikt transkripcijai E. Coli pirms IPTG pievienoSanas. ApR — B-laktamaze, kas nodrosina ampicilina
rezistenci. Ncol, Sacl, Stul, AfIIl, Ndel, Xhol — restrikcijas enzZimu atpaziSanas pozicijas.
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8. pielikums

T7 promoter RBS
T
(6431 .. 6446) PET_Ups_Fw ‘\ | ,NcoI (69)

Sacl (1208)
| mev site

Stul (1230)
AfIII (1236)

DuetUP2_Fw (1262 ..1281)
DuetDown1_Rv (1262 ..1281)

'\\T7 promoter]
NdelI (1371)

I

] O““‘ 3 XhoI (1427)
e =
PET-Duet_MalE 8,08 O T7_Rv (1554 .. 1573)
6493 bp. & 2
I3 E
& g
I
L\ ~

P
%,
o2y
/

or;

pET-Duet-MalFE plazmidas karte, kas ietver sevi MBP génu.

Oranzas un zalas bultinas parada atvertas lasiSanas ramjus (open reading frame, ORF). lacl — lac represors, kas
nelauj notikt transkripcijai £. Coli pirms IPTG pievienoSanas. ApR — B-laktamaze, kas nodrosina ampicilina
rezistenci. Ncol, Sacl, Stul, Aflll, Ndel, Xhol — restrikcijas enzimu atpazi$anas pozicijas. Roza krasa arpus
plazmidas rinka noraditas DNS praimeru saistiSanas vietas.
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9. pielikums

(69) NcoI start

His-tag

- Sacl (1590)

—— mut-fw (1830 .. 1859)
mut-rv (1830 .. 1859)

PET-Duet_MalE_BBOX_4xmut
71

AfILI - BspTI (2396)

DuetUP2_Fw (2422 .. 2441)
DuetDown1_Rv (2422 ..2441)

~
. Ndel (2531)
Xhol (2587)

T7_Rv (2714 ..2733)

pET-Duet-MalE-BBOX-4x-mutanta plazmidas karte, kas ietver sevi
MBP-BBOX-4x-mutanta geénu.

Oranzas un zalas bultinas parada atvertas lasiSanas ramjus (open reading frame, ORF). lacl — lac represors, kas
nelauj notikt transkripcijai E. Coli pirms IPTG pievienoSanas. AmpR — B-laktamaze, kas nodros§ina ampicilina
rezistenci. Ncol, Sacl, Stul, Aflll, Ndel, XhoI — restrikcijas enzimu atpaziSanas pozicijas. Roza krasa arpus
plazmidas rinka noraditas DNS praimeru saistiSanas vietas.
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10. pielikums

(5778) BamHI HindIII (6068)
(5773) XhoI |
\

(5369) Ndel
(5315) NcoI

Tac repressor encoded by lacl binding site] AN

pET-15b-FABP3 plazmidas karte, kas ietver sevi FABP3 génu.

Oranzas un zalas bultinas parada atvertas lasiSanas ramjus (open reading frame, ORF). lacl — lac represors, kas
nelauj notikt transkripcijai E. Coli pirms IPTG pievienoSanas. AmpR — -laktamaze, kas nodros§ina ampicilina
rezistenci. Ncol, Ndel, Xhol, BamHI, HindIII — restrikcijas enzimu atpaziSanas pozicijas.
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11. pielikums

Protokols atrai DNS SkelSanai ar restrikcijas enzimiem (ThermoFisher Scientific)

1.

Istabas temperatiira pagatavo sekojoSo maisijumu (nemainot secibu):

14 pL dejoniz&ta tdens

2 pL 10X FastDigest Green Buffer

2 uL DNS (Iidz 1 pg)

1 pL FastDigest enzims 1

1 uL FastDigest enzims 2

Saudzigi samaisa un centrifugg.

(95

Inkubé 37 °C iidens vanna 5-60 min.

Inaktive restrikcijas enzimus (nav obligati)
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12. pielikums

DNS fragmenta ligeéSana ar T4 DNS ligazi (ThermoFisher Scientific)

1.

Turot reagentus uz ledus, pagatavo sekojo$o maisijumu (nemainot secibu):

DNS linears vektors: 20-100 ng

Linears DNS fragments (insert): attiecibas 1:3 vai 1:5 (parakuma)

2 uL 10X T4 DNS ligazes buferis

1-5 aktivitates vienibas T4 DNS ligazes

lidz 20 pL dejonizéta Gdens

2. | Saudzigi samaisa un centrifugg.
3. | Inkubg 22 °C 10-60 min.
4. | Transformé 5 pL reakcijas maisijuma 50 pL kimiski kompetentas §tinas.
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13. pielikums

Phusion Hot Start II augstas precizitates DNS polimerazes PCR protokols (ThermoFisher
Scientific)

1. | Turot reagentus uz ledus, pagatavo sekojo$u maisijumu (nemainot secibu):

lidz 20 pL dejonizéta Gidens

4 uL 5X Phusion HF buferis

0.4 pL dNTPs

0,5 uM praimeris fw

0,5 uM praimeris rv

1 pg — 10 ng originala DNS (tempalte)

0,6 pL. DMSO (péc izveles, GC-bagatiem fragmentiem)

0,2 uL. Phusion Hot Start 11 augstas precizitates DNS polimeraze

2. | Saudzigi samaisa un centrifugg.

3. | Veic PCR reakciju ar sekojoSiem iestatijumiem (trTs solu protokols):

Sakotn&ja DNS denaturacija 98 °C 30s 1 cikls
Denaturacija 98 °C 10s

Annealing 50-72 °C* 30s 25-35 cikli
Pieaudze$ana (Extension) 72 °C 30 s/kb®

Beigu picaudzesana (Final Extension) 72 °C 10 min 1 cikls
Atdzes€Sana/uzglabasana 4°C

4. | PCR maisijumam pievieno 1 uL. FastDigest Dpnl restrikcijas enzima, lai sagrautu
sakotng&jo DNS. Maisijumu 30—60 minut€s inkubg 37 °C @idens vanna.

5. | PCR produkta p&capstrade (lig€Sana, attirisana, uzglabasana —20 °C, u.c.),

* atkariba no praimeru kusanas temperatiiras,

% kb — kilobaze

T
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14. pielikums

CH,-CH,-CH,

£ i L
A H |§ § L
élfa ‘“.‘

v |
.fv%‘ vt [
of%e ¢ Al

1” *‘aa g

T T T T T T T T T T T = T T T T T T T T T T T
35 3.0 25 2.0 F2 [ppm]

2D 'H-'H DQF-COSY spektra fragments MBP-TMLD enzimatiskas reakcijas maistjumam ar
TML Fe(Il) parakuma, kura noveroja tresa reakcijas produkta veidosanos (signali atziméti ar
violetiem kvadratiniem). Sarkanas Iinijas parada krospikus starp jaunizveidojusies signaliem.
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15. pielikums

F1 [ppm]

u M m || CHxCHy-CH,-X-CH
i

20

25

30

35

40

o a8 r a0 28 20 'szppr;.]
2D 1H-1H TOCSY spektra fragments MBP-TMLD enzimatiskas reakcijas maisjjumam ar
TML Fe(Il) parakuma, kura noveroja tresa reakcijas produkta veidosanos (signali atziméti ar
violetiem kvadratiniem). Sarkanas Iinijas parada krospikus, ko novéroja 2D 'H-'H DQF-
COSY spektra, bet dzeltena krasa — jauno krospiki starp jaunizveidojusies signaliem.
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16. pielikums

CH,-CH,-CH,-C(O)-CH

F1 [ppm]

&

D v o
T T T T L T T T T T L T T T T T
4 3 2 1 F2[ppm]

2D '"H-'3C HMBC spektrs MBP-TMLD enzimatiskas reakcijas maistjumam ar TML Fe(II)
parakuma, kura noveéroja tresa reakcijas produkta veidosanos (signali atziméti ar violetiem
kvadratiniem). Sarkanas Iinijas parada krospikus starp jaunizveidoto signalu blakus esoSajiem
oglekliem un protoniem.
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17. pielikums

| OH O | OH O
N+ B ) Nt S
/N (S)() o _N (R)() o
NH3* NH5*
2S,3S-HTML 2S,3R-HTML
a HE
1D "H selektivs TOCSY spektrs
2S,3R-HTML
8 e
LluL x o
i\ i, |
(ko

1D "H selektivs TOCSY spektrs
2S,3S-HTML

=
m

J‘M 3, 5, Y12
O

1D "H spektrs

HTML racemats
w'?
|[I.
T T T T T
35 3.0 25 2.0 15 [ppm]

HTML 28,35 un 2S,3R diastereoméru maisijuma attiecina$ana izmantojot 1D 'H selektivos
TOCSY spektrus.
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18. pielikums

Dzeltenas MTT krasvielas reduc@Sanas reakcija Iidz voletam formazanam.

Q Mitohondriala
- reduktaze

Dzeltens MTT Violets formazans
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Piesatinato TS $kidiba un CMC dident

19. pielikums

TS Ogleklu skaits S]j‘;)d},bc""[;glf Lzyzz]o CMC,mM | Ref.
kaprilats C8:0 680 300 [293]
kapriloilkarnitins C8:0-AC Skist >1 [294]
kaprinats C10:0 150 86 [293]
laurinats C12:0 55 25,12 [295]
laurinoilkarnitinsa C12:0-AC skist 1,5 [267]
miristats C14:0 20 6,92 [295]
miristoilkarnitins C14:0-AC $kist zema pH 0,15 [267]
palmitats Cl16:0 7,2 3,16 [295]
palmitoilkarnitins C16:0-AC $kist zema pH 0,015 [267]
palmitoil-CoA C16:0-CoA skist 0,035 [294]
stearats C18:0 2,9 0,87 [295]
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Apo-FABP3 pamatk&des attiecinasana KPi buferi pH 7,6, 25 °C

20. pielikums

# HN N HA CA co

1 M 3,078 121,094 4397 54,284 54,284
2 v 3,605 117,784 4332 61,278 61,278
3 D 7,890 119,164 4214 54,056 54,056
4 A 7,729 120,503 4,031 51,487 51,487
5 F 7,931 112,673 4,131 57,681 57,681
6 L 7,288 115,154 4,144 53,199 53,199
7 G 8,732 108,696 4,091 3,660 41,325 41,325
3 T 3,193 116,655 4,742 60,079 60,079
9 w 9,498 127,866 5,088 52,628 52,628
10 K 9,740 124,449 5,082 51,829 51,829
11 L 8,250 126,913 3,514 54,113 54,113
12 v 9217 120,180 4,460 58,880 58,880
13 D 7,618 119,139 4,724 51,658 51,658
14 B 3,189 115,106 4,707 54,769 54,769
15 K 8,914 127,859 4,724 52,628 52,628
16 N 9,371 119,184 4,639 52,172 52,172
17 F 3,502 120,616 4,681 58,680 58,680
13 D 3,790 118,237 4,639 55454 55,454
19 D 7,750 116,919 4,147 54,427 54,427
20 Y 7,584 120,746 4,175 59,279 59,279
21 M 3,012 116,534 3,552 55312 55312
22 K 8,582 119,681 3,785 57,110 57,110
23 S 7,659 116,631 4,039 58,737 58,737
24 L 7,118 116,067 3,521 52,857 52,857
25 G 7,653 105,797 4,108 3,598 42,267 42,267
26 v 7,499 120,958 3,696 | 60,107 60,107
27 G 3,799 115,264 3,879 3,764 42,752 42,752
30 T 7,607 114,374 3,364 62,362 62,362
31 R 3,209 121,053 4,671 56,796 56,796
32 Q 8,036 118,570 4,632 55,397 55,397
33 v 7,279 118,000 3,792 61,906 61,906
34 A 8,210 122,887 3,819 51,515 51,515
35 S 3,116 112,765 4,639 57,767 57,767
40 T 8,865 116,432 5,300 58,875 58,875
41 T 9,512 121,899 5,234 58,880 58,880
D) i 9,442 129,141 5,091 57,795 57,795
43 i 9,200 126,667 5,081 58,452 58,452
44 E 9,136 127,327 4,701 51,572 51,572
45 K 8,591 120,107 4,925 52,628 52,628
46 N 8,547 124,181 4,682 49517 49,517
43 D 3,640 125,704 4443 51,087 51,087
49 I 7,631 118,946 4,045 57,196 57,196
50 L 3,845 132,568 4,690 51,258 51,258
51 T 3,532 115,851 4,953 58,452 58,452
52 L 9,005 128,208 5,234 51,715 51,715
53 K 9,724 128,189 5,053 51,801 51,801
54 T 3,879 117,467 5,058 58,623 58,623
55 H 9,073 125,467 5,498 51,030 51,030
56 S 3,444 116917 4,703 54,627 54,627
61 T 3,823 112,724 4718 57,510 57,510
62 E 8,554 120,632 5,041 53,456 53,456
63 I 3,393 118,284 4,759 57,139 57,139
64 S 3,172 116,829 5,587 54,484 54,484
65 F 8,395 119,298 4443 53,028 53,028
66 K 8,732 118,165 4,736 51,344 51,344
67 L 9,100 124,714 4,3900 53,485 53,485
68 G 9,420 108,230 4,161 3,338 43437 43437
69 v 7,562 120,443 4,354 59,222 59,222
70 E 9,116 133,141 4,927 54,398 54,398
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# HN N HA CA [0
71 F 9,427 121,818 4,970 52914 52,914
72 D 8,519 119,849 5,074 51,829 51,829
73 E 3,531 125,461 4,699 52,029 52,029
74 T 8,779 124,540 5,178 58,423 58,423
75 T 9,144 119,067 4,320 59,022 59,022
77 D 8,375 110,192 4,443 49,945 49,945
78 D 7,918 114,986 3,968 53,428 53,428
79 R 7.277 116,631 4,020 53,171 53,171
80 K 3,279 123,431 4,777 53,057 53,057
81 v 3,935 116,046 5,058 55,283 55,283
82 K 3,853 121,500 4,847 51,458 51,458
83 S 9,196 124,839 5,723 54,541 54,541
84 i 8,314 117,251 4,144 58,651 58,651
85 v 9,647 130,798 5,338 57,053 57,053
86 T 3,965 117,022 4,654 56,625 56,625
87 L 3,474 122,233 5,208 50,802 50,802
88 D 3,921 126,219 4,870 50,117 50,117
90 G 3,488 108,287 4,654 3,853 42392 42392
91 K 7,634 118,582 4,865 52,172 52,172
92 L 8,654 124,110 4,847 50,773 50,773
93 v 9,628 131,975 3,970 60,735 60,735
94 H 3,663 130,552 5,340 49,745 49,745
95 L 9,159 129,607 4,935 51,144 51,144
96 Q 8,711 123,642 4,953 51,344 51,344
97 K 9,066 119,499 5,410 52,942 52,942
98 W 3,235 126,867 4,844 54,912 54,912
99 D 9,178 121,731 4,161 52,686 52,636
100 G 3,289 104,786 3,853 3,529 43,308 43,308
101 Q 3,416 120,222 4320 51,144 51,144
102 E 3,161 116,820 5,621 52,058 52,058
103 T 3,981 114,662 5,322 57,081 57,081
104 T 7,899 116,558 5,287 57,167 57,167
105 L 9,510 125,820 4,960 52,657 52,657
106 v 9,244 127,309 4,707 59,194 59,194
107 R 3,921 126,305 5,499 51,658 51,658
108 E 3,835 121,500 4,847 51,487 51,487
109 L 3,720 124,352 5,164 50,573 50,573
110 I 3,781 124,071 4,085 57,881 57,881
111 D 9,366 128,933 4,192 52,657 52,657
112 G 3,533 103,163 4,161 3,563 42,752 42,752
113 K 3,000 121,326 4,830 52,514 52,514
114 L 3,122 123,470 4,548 51,658 51,658
115 i 9,387 128,770 4,736 56,425 56,425
116 L 9,634 132,101 5,232 49,655 49,655
117 T 9,606 123,852 5,182 58,908 58,908
118 L 9,619 131,795 5,197 51,175 51,175
119 T 8,561 116,424 5,428 59,137 59,137
120 H 9,441 131,966 4,970 54,627 54,627
121 G 3,914 116,660 4513 44,293 44,293
122 T 3,822 117,672 4,671 58,651 58,651
123 A 3,743 128,418 4,550 49,693 49,693
124 v 3,169 122,784 5,023 58,309 58,309
125 C 9,503 129,173 5,245 52,425 52,425
126 T 3,037 122,136 5,199 58,423 58,423
127 R 10,037 129,340 4,764 52,029 52,029
128 T 3,525 119,476 4,983 59,719 59,719
129 Y 9,913 126,189 5,523 53,599 53,599
130 E 9,193 119,444 5,290 51,286 51,286
131 K 9,266 127272 3,801 54,094 54,004
132 E 3,705 127,957 4,250 53,770 53,770
133 A 7,946 131,245 4,006 50,973 50,973
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21. pielikums

FABP3-palmitata (C16:0) pamatk&des attiecinaSana KPi bufer1 pH 7,6, 25 °C

# HN N HA CA co

1 M 3,000 121,179 4397 54,284 174,991
2 v 3,635 117,732 4332 61,278 173,838
3 D 7,389 119,099 4214 54,056 175,560
4 A 7,720 120,368 4,031 51,487 175,591
5 F 7,916 112,855 4,131 57,681 173,161
6 L 7,253 114,464 4,144 53,199 174,345
7 G 8,713 108,564 4,091 3,660 41,325 168,488
3 T 3,169 116,454 4,742 60,079 170,025
9 w 9,537 127,335 5,088 52,628 172,271
10 K 9,734 124,341 5,082 51,829 173,161
11 L 8,223 126,727 3,514 54,113 174,20
12 v 9,209 119,710 4,460 58,880 172,977
13 D 7,645 119,152 4,724 51,658 170,994
14 B 3,200 115,172 4,707 54,769 170,126
15 K 3,852 128,221 4,826 52,628 173,358
16 N 9,371 119,184 4,639 52,172 173,115
17 F 8,559 120,189 4,681 58,680 174,822
13 D 8,747 118,240 4,639 55454 175,345
19 D 7,749 116277 4,147 54,427 176,344
20 Y 7,527 119,945 4,175 59,279 172,977
21 M 8,134 115,801 3,212 55312 175,790
22 K 3,301 119,200 3,785 57,110 177,482
23 S 7,647 116,271 4,039 58,737 177,482
24 L 7,035 115,180 3,521 52,857 174,822
25 G 7,665 106,232 4,108 3,598 42,267 171,962
26 v 7,611 122213 3,696 | 60,107 174,161
27 G 3,945 116,263 3,879 3,764 42,752 171,452
30 T 7,485 114,960 3,364 62,362 172,979
31 R 3,279 120,704 3,906 56,796 175,406
32 Q 7,830 116,456 3,712 55,397 175,229
33 v 7,163 117,157 3,792 61,906 175,497
34 A 3,164 122,774 3,819 51,515 176,367
35 S 3,231 112,333 4,639 57,767 177,049
40 T 3,872 116,409 5,300 58,875 171,932
41 T 9,890 123321 5,234 58,880 169,795
2 I 9,509 129,427 5,091 57,795 172,347
43 i 9,164 126,711 5,081 58,452 172,308
44 E 9,112 127,125 4,701 51,572 170,693
45 K 8,582 120,021 4,925 52,628 171,655
46 N 8,543 124,110 4,682 49517 172,654
43 D 8,625 125,640 4443 51,087 171,762
49 I 7,618 118,823 4,045 57,196 173,451
50 L 8,835 132,602 4,762 51,258 172,209
51 T 3,523 115,365 4,953 58,452 169,410
52 L 9,046 128,567 5,234 51,715 173,542
53 K 9,677 128,999 5,053 51,801 172,822
54 T 9,093 118,848 5,058 58,623 170,779
55 H 9,653 127,691 5,498 51,030 171,993
56 S 3,621 115,798 4,703 54,627 169,518
61 T 9,452 112,839 4,718 57,510 171,117
62 E 8,526 120,857 5,041 53,456 171,762
63 I 3,306 118313 4,759 57,139 171,055
64 S 8,197 116,652 5,587 54,484 170,145
65 F 8,376 119,384 4443 53,028 169,472
66 K 8,724 118,113 4,736 51,344 175,206
67 L 9,108 124913 4,390 53,485 176,528
68 G 9413 108,154 4,161 3,338 43437 170,686
69 v 7,566 120,470 4,354 59,222 173,638
70 E 9,113 133,160 4,927 54,398 172,516
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# HN N HA CA Cco
71 F 9,424 121,797 4,970 52914 170,179
72 D 8,507 119,791 5,074 51,829 172,439
73 E 3,479 126,019 4,699 52,029 171,593
74 T 8,776 124,587 5,178 58,423 173,161
75 T 9,101 118,993 4,320 59,022 174,284
77 D 9,194 110,117 4443 49,945 170,148
78 D 7,990 115,193 3,968 53,428 173,300
79 R 7,343 116,458 4,020 53,171 172,746
80 K 8,233 123,169 4,777 53,057 173,515
81 v 3,906 115,787 5,058 55,083 172,839
82 K 3,309 121,351 4,347 51,458 174,053
83 S 9,184 124,867 5,723 54,541 169,147
84 i 8,354 117,391 4,144 58,651 169,912
85 v 9,641 130,666 5,338 57,053 172,634
86 T 8,945 116,472 4,654 56,625 169,704
87 L 3,469 122,133 5,208 50,802 173,146
88 D 8,918 126,091 4,870 50,117 174,473
90 G 3,478 108,295 4,654 3,853 42392 170,379
91 K 7,669 118,513 4,865 52,172 171,993
92 L 8,711 124,061 4,847 50,773 173,776
93 v 9,595 131,801 4,778 60,735 169,958
94 H 3,571 130,605 5,340 49,745 170,066
95 L 9,150 129,538 4,935 51,144 172,608
96 Q 8,576 123,033 4,953 51,344 173,100
97 K 9,021 119,625 5,410 52,942 173,976
93 W 8,207 126,703 4,344 54912 169,775
99 D 9,191 121,591 4,161 52,686 172,777
100 G 3,284 104,703 3,853 3,529 43,308 171,339
101 Q 3,436 120,174 4320 51,144 172,239
102 E 8,129 116,494 5,621 52,058 173,115
103 T 3,958 114,312 5,322 57,081 167,996
104 T 7,876 115,801 5,287 57,167 170317
105 L 9,444 124,756 4,960 52,657 173,975
106 v 9,178 127,073 4,707 59,194 171,857
107 R 8,917 126,195 5,499 51,658 170,997
108 E 8,757 121,444 4,347 51,487 170,148
109 L 3,705 125,064 5,164 50,573 174,514
110 i 3,814 124,181 4,085 57,881 173,423
111 D 9316 128,561 4,192 52,657 172,990
112 G 8,538 103,084 4,161 3,563 42,752 171,332
113 K 7,991 121,326 4,830 52,514 170,948
114 L 8,372 123,941 4,548 51,658 171,793
115 I 9,342 127,934 4,736 56,425 172,715
116 L 9,605 131,982 5,232 49,655 172,010
117 T 9,566 122,785 5,182 58,908 172,454
118 L 9,583 131,676 5,197 51,175 172,246
119 T 8,497 116,587 5,428 59,137 173,961
120 H 9,400 132,284 4,970 54,627 170,908
121 G 3,878 116,943 4513 44,293 172,777
122 T 8,515 116,503 4,671 58,651 171,547
123 A 8,815 128,409 4,550 49,693 172,837
124 % 3,161 122,699 5,023 58,309 173,084
125 C 9,522 129,160 5,245 52,425 170,932
126 T 3,024 122,327 5,199 58,423 171,839
127 R 10,087 130,211 4,764 52,029 170,862
128 T 3,623 120,003 4,983 59,719 170,210
129 Y 9,674 126,927 5,523 53,599 172,270
130 E 9,318 119,937 5,290 51,286 173,284
131 K 9,185 127,190 3,801 54,004 174,415
132 E 8,736 127,482 4,250 53,770 172,347
133 A 7,948 131,288 3,962 50,973 179,210
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22. pielikums

C12:0-karnitina un C16:0-karnitina esteru /7C titréSanas Iiknes vari€jot KPi bufera piedevas
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L1T

CSP vertibas FABP3-TS un FABP3-TS esteru kompleksiem

23. pielikums

C18-1- C14:0- C16:0- C18-1-
# C8:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 cisltrans-A° EPA AC CoA cisltrans-A>-AC EPA-AC
1 M 0,013 0,005 0,005 0,022 0,009 0,004 0,005 0,004 0,019 0,005 0,004
2 \Y 0,067 0,049 0,049 0,012 0,048 0,048 0,049 0,025 0,043 0,019 0,024
3 D 0,014 0,012 0,012 0,009 0,011 0,009 0,009 0,005 0,010 0,005 0,004
4 A 0,021 0,213 0,213 0,017 0,021 0,022 0,212 0,049 0,011 0,056 0,215
5 F 0,044 0,052 0,052 0,057 0,054 0,057 0,056 0,010 0,017 0,012 0,012
6 L 0,117 0,124 0,132 0,133 0,150 0,150 0,143 0,032 0,048 0,040 0,038
7 G 0,016 0,002 0,002 0,010 0,014 0,009 0,012 0,008 0,007 0,008 0,007
8 T 0,026 0,025 0,026 0,023 0,035 0,028 0,029 0,286 0,023 0,019 0,015
9 Y 0,081 0,099 0,096 0,116 0,133 0,133 0,133 0,158 0,161 0,160 0,177
10 | K 0,248 0,222 0,261 0,269 0,265 0,270 0,252 0,412 0,273 0,422 0,267
11 L 0,323 0,323 0,379 0,383 0,384 0,391 0,378 0,030 0,037 0,030 0,028
12 \Y 0,183 0,152 0,152 0,115 0,126 0,126 0,119 0,191 0,199 0,193 0,196
13 D 0,048 0,055 0,040 0,036 0,033 0,031 0,026 0,006 0,014 0,003 0,009
14 S 0,027 0,013 0,019 0,014 0,013 0,017 0,011 0,006 0,024 0,015 0,018
15 K 0,084 0,100 0,097 0,109 0,110 0,110 0,105 0,024 0,019 0,021 0,021
16 | N 0,101 0,109 0,174 0,000 0,129 0,099 0,112 0,030 0,039 0,148 0,186
17 F 0,117 0,091 0,058 0,085 0,103 0,103 0,081 0,023 0,093 0,013 0,015
18 D 0,040 0,183 0,154 0,026 0,034 0,035 0,129 0,129 0,122 0,129 0,153
19 | D 0,120 0,144 0,124 0,101 0,124 0,123 0,121 0,077 0,083 0,076 0,067
20 | Y 0,149 0,173 0,196 0,190 0,183 0,177 0,184 0,180 0,092 0,143 0,153
21 | M 0,102 0,155 0,133 0,146 0,169 0,153 0,146 0,062 0,064 0,064 0,056
22 K 0,158 0,163 0,163 0,175 0,184 0,185 0,181 0,175 0,175 0,182 0,181
23 S 0,086 0,048 0,067 0,068 0,063 0,048 0,069 0,031 0,047 0,029 0,033
24 L 0,147 0,132 0,141 0,092 0,133 0,120 0,117 0,040 0,043 0,036 0,040
25 G 0,076 0,170 0,047 0,145 0,232 0,224 0,209 0,071 0,111 0,067 0,058
26 |V 0,251 0,297 0,296 0,270 0,282 0,277 0,269 0,120 0,138 0,127 0,100
27 | G 0,325 0,345 0,324 0,280 0,296 0,282 0,314 0,326 0,309 0,310 0,297
28 F
29 | A
30 T 0,187 0,205 0,177 0,166 0,164 0,154 0,161 0,080 0,136 0,077 0,072
31 R 0,149 0,130 0,132 0,108 0,109 0,099 0,100 0,055 0,084 0,043 0,041
32 Q 0,493 0,562 0,506 0,450 0,436 0,451 0,497 0,472 0,487 0,469 0,469




81¢C

C18-1- C14:0- C16:0- C18-1-

# C8:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 cisltrans-A° EPA AC CoA cisltrans-A>-AC EPA-AC
33 \Y 0,466 0,374 0,422 0,357 0,317 0,360 0,344 0,207 0,386 0,253 0,243
34 | A 0,021 0,472 0,309 0,267 0,256 0,245 0,452 0,361 0,183 0,363 0,476
35 S 0,123 0,231 0,135 0,100 0,076 0,127 0,131 0,084 0,088 0,082 0,070
36 | M

37 T

38 K

39 P

40 T 0,072 0,166 0,038 0,013 0,051 0,038 0,130 0,072 0,050 0,033 0,035
41 T 0,422 0,368 0,430 0,403 0,393 0,404 0,384 0,046 0,433 0,042 0,450
42 1 0,078 0,065 0,074 0,066 0,111 0,109 0,113 0,025 0,057 0,028 0,032
43 1 0,029 0,032 0,029 0,038 0,034 0,034 0,028 0,005 0,008 0,005 0,008
44 E 0,033 0,028 0,035 0,038 0,043 0,039 0,036 0,010 0,011 0,010 0,013
45 K 0,008 0,081 0,009 0,004 0,001 0,010 0,008 0,002 0,002 0,001 0,006
46 | N 0,017 0,020 0,008 0,020 0,014 0,018 0,008 0,103 0,004 0,099 0,004
47 G

48 D 0,011 0,008 0,008 0,011 0,010 0,004 0,008 0,001 0,000 0,001 0,003
49 1 0,009 0,005 0,005 0,000 0,004 0,002 0,005 0,015 0,010 0,010 0,002
50 L 0,014 0,016 0,021 0,019 0,016 0,018 0,018 0,005 0,002 0,005 0,007
51 T 0,003 0,021 0,022 0,022 0,027 0,020 0,021 0,006 0,005 0,006 0,010
52 L 0,068 0,099 0,089 0,101 0,115 0,125 0,110 0,001 0,014 0,005 0,003
53 K 0,133 0,144 0,120 0,187 0,208 0,215 0,202 0,033 0,011 0,008 0,202
54 T 0,405 0,353 0,441 0,517 0,509 0,510 0,466 0,438 0,423 0,448 0,111
55 H 0,543 0,563 0,602 0,530 0,496 0,499 0,487 0,602 0,588 0,596 0,596
56 S 0,054 0,112 0,127 0,232 0,295 0,292 0,276 0,117 0,112 0,117 0,117
57 T

58 F

59 | K

60 | N

61 T 0,476 0,296 0,357 0,447 0,483 0,492 0,467 0,071 0,479 0,081
62 E 0,051 0,210 0,217 0,087 0,115 0,116 0,222 0,041 0,043 0,028 0,021
63 I 0,074 0,041 0,058 0,064 0,087 0,087 0,091 0,017 0,027 0,024 0,027
64 S 0,012 0,044 0,032 0,033 0,040 0,039 0,031 0,029 0,030 0,026 0,016
65 F 0,060 0,024 0,034 0,043 0,027 0,023 0,029 0,020 0,009 0,006 0,012
66 | K 0,021 0,027 0,002 0,025 0,020 0,028 0,018 0,009 0,007 0,008 0,006
67 L 0,034 0,039 0,039 0,054 0,039 0,048 0,046 0,005 0,005 0,009 0,018




61¢

C18-1- C14:0- C16:0- C18-1-

# C8:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 cisltrans-A° EPA AC CoA cisltrans-A>-AC EPA-AC
68 G 0,007 0,001 0,001 0,008 0,003 0,003 0,001 0,002 0,005 0,001 0,001
69 | V 0,023 0,012 0,012 0,022 0,017 0,015 0,014 0,006 0,020 0,006 0,005
70 E 0,013 0,018 0,018 0,019 0,018 0,019 0,018 0,001 0,008 0,001 0,005
71 F 0,020 0,007 0,018 0,009 0,018 0,019 0,020 0,001 0,001 0,002 0,011
72 D 0,040 0,026 0,010 0,012 0,025 0,025 0,024 0,008 0,014 0,013 0,009
73 E 0,113 0,134 0,132 0,134 0,136 0,128 0,123 0,042 0,057 0,035 0,034
74 T 0,027 0,015 0,040 0,034 0,016 0,013 0,015 0,016 0,018 0,008 0,011
75 T 0,041 0,063 0,019 0,033 0,058 0,058 0,038 0,019 0,029 0,026 0,020
76 | A

77 D 0,651 0,658 0,662 0,580 0,620 0,617 0,556

78 D 0,124 0,168 0,089 0,087 0,111 0,091 0,077 0,117 0,141 0,102 0,096
79 R 0,063 0,073 0,070 0,060 0,056 0,056 0,059 0,050 0,058 0,043 0,045
80 | K 0,076 0,062 0,054 0,056 0,083 0,109 0,084 0,010 0,025 0,018 0,020
81 \Y 0,049 0,066 0,042 0,033 0,051 0,056 0,048 0,032 0,044 0,030 0,033
82 K 0,004 0,042 0,025 0,027 0,055 0,053 0,034 0,014 0,013 0,012 0,014
83 S 0,026 0,011 0,011 0,020 0,015 0,021 0,017 0,011 0,001 0,005 0,006
84 1 0,033 0,046 0,053 0,064 0,059 0,059 0,047 0,009 0,018 0,009 0,018
85 \Y 0,024 0,023 0,022 0,017 0,027 0,024 0,023 0,013 0,020 0,013 0,014
86 T 0,038 0,049 0,049 0,053 0,058 0,054 0,049 0,048 0,051 0,054 0,021
87 L 0,014 0,012 0,130 0,007 0,015 0,011 0,200 0,007 0,004 0,007 0,140
88 D 0,004 0,030 0,030 0,011 0,011 0,011 0,030 0,023 0,007 0,005 0,030
89 | G

9 | G 0,038 0,029 0,042 0,054 0,033 0,033 0,031 0,005 0,009 0,005 0,009
91 K 0,005 0,006 0,012 0,004 0,008 0,006 0,012 0,005 0,002 0,005 0,002
92 L 0,063 0,102 0,122 0,118 0,106 0,117 0,112 0,153 0,038 0,153 0,026
93 \ 0,069 0,070 0,044 0,060 0,074 0,071 0,064 0,031 0,032 0,043 0,047
94 | H 0,046 0,065 0,057 0,065 0,062 0,054 0,052 0,028 0,045 0,026 0,027
95 L 0,008 0,019 0,005 0,004 0,017 0,009 0,011 0,006 0,008 0,006 0,004
9% | Q 0,053 0,077 0,087 0,103 0,093 0,090 0,088 0,018 0,048 0,007 0,011
97 | K 0,120 0,081 0,079 0,086 0,106 0,080 0,079 0,076 0,061 0,070 0,027
98 | W 0,032 0,043 0,025 0,021 0,037 0,039 0,024 0,016 0,026 0,016 0,017
99 | D 0,034 0,024 0,029 0,022 0,036 0,027 0,029 0,013 0,015 0,013 0,009
100 | G 0,018 0,020 0,024 0,019 0,021 0,021 0,024 0,002 0,002 0,002 0,003
101 | Q 0,006 0,015 0,014 0,015 0,012 0,015 0,013 0,007 0,011 0,007 0,007
102 | E 0,077 0,079 0,070 0,043 0,081 0,078 0,079 0,046 0,052 0,038 0,040




0ce

C18-1- C14:0- C16:0- C18-1-

# C8:0 C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 cisltrans-A° EPA AC CoA cisltrans-A>-AC EPA-AC
103 | T 0,056 0,057 0,056 0,044 0,060 0,059 0,051 0,022 0,036 0,022 0,025
104 | T 0,161 0,112 0,145 0,148 0,146 0,123 0,117 0,018 0,044 0,018 0,023
105 | L 0,115 0,223 0,241 0,223 0,206 0,171 0,159 0,070 0,081 0,046 0,050
106 | V 0,028 0,067 0,060 0,053 0,088 0,063 0,063 0,014 0,016 0,011 0,031
107 | R 0,004 0,005 0,008 0,014 0,006 0,006 0,008 0,004 0,017 0,004 0,008
108 | E 0,045 0,024 0,046 0,050 0,035 0,034 0,039 0,032 0,033 0,032 0,034
109 | L 0,051 0,038 0,057 0,067 0,054 0,059 0,058 0,043 0,012 0,043 0,010
110 | 1 0,052 0,043 0,053 0,059 0,050 0,056 0,045 0,018 0,017 0,018 0,016
111 | D 0,010 0,014 0,014 0,000 0,011 0,018 0,014 0,002 0,017 0,002 0,011
112 | G 0,046 0,010 0,017 0,013 0,014 0,013 0,016 0,004 0,003 0,004 0,003
113 | K 0,018 0,010 0,010 0,008 0,013 0,010 0,009 0,005 0,023 0,005 0,008
114 | L 0,201 0,188 0,214 0,220 0,206 0,220 0,198 0,017 0,023 0,017 0,020
115 | 1 0,063 0,061 0,068 0,061 0,065 0,065 0,060 0,027 0,043 0,027 0,030
116 | L 0,153 0,127 0,158 0,147 0,139 0,152 0,128 0,007 0,151 0,007 0,003
117 | T 0,125 0,109 0,148 0,152 0,138 0,138 0,148 0,144 0,135 0,141 0,135
118 | L 0,003 0,052 0,050 0,030 0,012 0,019 0,005 0,025 0,028 0,025 0,019
119 | T 0,012 0,076 0,051 0,062 0,053 0,047 0,043 0,168 0,035 0,137 0,141
120 | H 0,050 0,051 0,064 0,046 0,054 0,057 0,058 0,013 0,022 0,013 0,016
121 | G 0,078 0,014 0,037 0,045 0,018 0,013 0,040 0,004 0,022 0,025 0,040
122 | T 0,060 0,032 0,044 0,052 0,031 0,035 0,044 0,040 0,080 0,080 0,013
123 | A 0,046 0,027 0,028 0,124 0,028 0,028 0,026 0,028 0,021 0,023 0,020
124 | V 0,001 0,013 0,013 0,006 0,010 0,016 0,005 0,010 0,012 0,010 0,006
125 | C 0,045 0,022 0,036 0,023 0,012 0,012 0,009 0,006 0,007 0,002 0,004
126 | T 0,053 0,044 0,043 0,051 0,051 0,061 0,064 0,018 0,018 0,019 0,013
127 R 0,206 0,161 0,202 0,197 0,200 0,203 0,227 0,030 0,055 0,040 0,036
128 | T 0,176 0,142 0,150 0,149 0,138 0,149 0,135 0,152 0,152 0,154 0,095
129 | Y 0,468 0,436 0,506 0,516 0,497 0,516 0,485 0,505 0,513 0,022
130 | E 0,140 0,131 0,158 0,158 0,139 0,142 0,139 0,185 0,201 0,181 0,193
131 | K 0,139 0,136 0,153 0,165 0,139 0,159 0,142 0,332 0,152 0,161 0,010
132 | E 0,085 0,086 0,094 0,094 0,099 0,107 0,097 0,019 0,019 0,020 0,028
133 | A 0,022 0,019 0,019 0,008 0,022 0,022 0,032 0,028 0,023 0,024 0,032

CSP vertibas noteiktas robezas iekrasotas attiecigi zila krasa: 0,100 — 0,149; dzeltena krasa: 0,150 — 0,199; zala krasa: > 0,200.

Ailes peleka krasa — kTmiskas nobides nav attiecinatas.
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Grafisks atspogulojums stabinu diagrammas veida pamatkédes amidu 'H un '*'N CSP
FABP3-ligandu kompleksiem KPi buferi (pH 7,6), 25 °C

A. C8:0. B. C12:0. C. C14:0. D. C16:0. E. C18:1-cis/trans-A°. F. EPA. G. C8:0-AC. H. C12:0-AC.
I. C14:0-AC. J. C16:0-AC. K. C18:1-cis/trans-A°-AC. L. EPA-AC. Sarkana Iinija parada vidéjo CSP vértibu
plus viena standartnovirze. Aminoskabju atlikumi ar CSP vértibu virs sakarnas linijas uzskatitas par aminoskabju
atlikumiem ar nozimigu kimisko nobizu starpibu.
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