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KOPSAVILKUMS UN ATSLEGVARDI

Darba meérkis bija iegiit un attirit AP205-a-sinukleinu konjugatu ka vakcinas kandidatu
pret Parkinsona slimibu un raksturot to ar biofizikalajam analizes metodém.

Darba sekmigi veica AP205 un a-sinukleina konjugata produc@sanu E. coli Sunas, ka ar1
ta attiriSanu ar gelfiltracijas un jonapmainas hromatografiju. Izstradata metode '*C un °N
ieziméta AP205-a-sinukleina iegiiSanai E. coli $tinas minimalaja M9 barotné. AP205-a-
sinukletna konjugats iegiits pietickama daudzuma ar augstu tiribas pakapi gan prieks
biofizikalajam analizes metodém, gan prieck§ KMR eksperimentiem. Ar biofizikalajam
metodém (FTIR, AFM, TEM, ThT fluorescenci) noteikta morfologiska struktiira. ELISA tests
pieradija AP205-o-sinukleina konjugata saistiSanos ar konformacionali specifiskajam
a-sinukleina antivielam. Ar 2D, 3D un 5D KMR eksperimentiem noteica konjugata struktiiru
atomara limeni, un p€c iegiitajam vertibam aprekinaja, ka a-sinukleina dala paliek
nestrukturéta, kad ta ir piesaistita pie AP205 virusveidigas dalinas.

Atslegvardi: VLP, ALFA-SINUKLEINS, KMR, PARKINSONA SLIMIBA.



SUMMARY AND KEYWORDS

The aim of the work was to obtain AP205-a-synuclein conjugate as a vaccine candidate
against Parkinson's disease and to characterize it using biophysical analysis methods. The
production of the AP205-a-synuclein conjugate in E. coli cells and its purification by gel
filtration and ion exchange chromatography were successfully carried out in this work. A
method for the expression of 1*C and '"N-labeled AP205-a-synuclein in E. coli cells in minimal
M9 medium was developed. The AP205-a-synuclein conjugate was obtained in sufficient
quantity and purity for both biophysical analysis methods and NMR experiments. The
morphological structure was determined using biophysical methods like FTIR, AFM, TEM,
ThT fluorescence, and the binding of the conjugate to conformationally specific a-synuclein
antibodies was verified using ELISA assay. The structure of the conjugate at the atomic level
was determined with 2D, 3D and 5D NMR experiments. The obtained values were used for
calculation of secondary structure, which showed that the a-synuclein part of conjugate is
structurally disordered.

Keywords: VLP, ALPHA-SYNUCLEIN, NMR, PARKINSON'S DISEASE.
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IEVADS

Parkinsona slimiba ir otra izplatitaka neirodegenerativa saslimsana, kuras diagnozu skaits
pasaulé ir dubultojies ped€jo 25 gadu laika, sasniedzot vairak neka 8,5 miljonus cilveku [1].
Neskatoties uz vairakiem zinatniskiem un industrialiem centieniem, Iidz $im nav izstradata
preventiva vai arst&joSa terapija, kas sp&tu novérst vai apturét Parkinsona slimibas attistibu. ST
iemesla dél arvien aktualaka kliist jaunu terapeitisku lidzeklu, tostarp vakcinu, izstrade.

Viens no daudzsolosakajiem vakcinu veidiem ir to izstradaSana, par platformu izmantojot
virusveidigas dalinas (VLP). VLP ir dalinas, kas strukturali atgadina virusus, bet nesatur to
genétisko materialu, kas padara tas par droSu un imunogénu vakcinu bazi. Viena no
nozimigakajam VLP 1pasibam ir to virsmas modifikacijas iesp&ja ar dazadiem proteina
epitopiem, tadgjadi veidojot uz proteiniem bazetas vakcinas. Pieméram, uz AP205 VLP virsmas
ir telpiski pieejams gan C-, gan N- gals, kas paplasina dazadu konjugatu veidoSanas iespgjas.
Iepriek§ AP205 ir uzradijusi labus rezultatus ka vakcinas nesgjs pret tadam slimibam ka gripa,
malarija, v€zis un Rietumnilas viruss [2, 3].

Alfa-sinukleins ir nestrukturéts proteins, kura patologiskie agregati atrasti Parkinsona
slimnieku smadzen@s [4]. L1dz ar to a-sinukleina konjugacija ar AP205 var kalpot ka prototips
potencialu vakcinu izstradei. leprieks€jie petijumi [5] ir uzradijusi, ka dazadi a-sinukleina
fragmenti, konjugéti ar AP205, efektivi saistas ar konformacionali specifiskajam a-sinukleina
antivielam. Tas norada uz $adu konjugatu vakcinu kandidatu potencialu pret Parkinsona
slimibu. Tapéc ir nepiecieSams padzilinati izstradat un petit AP205 un a-sinukleina konjugatus.

Lai noteiktu vakcinkandidatu strukttru, stabilitati u. c. biitiskas 1paSibas, ir nepiecieSama
to biofizikala raksturoSana atomara Iimeni. Viena no spécigakajam metodém ir
kodolmagnétiskas rezonanses (KMR) spektroskopija. Ta ir nedestruktiva metode, kas lauj
noteikt proteina struktliru atomara limeni apstaklos, kas ir 1idzigi fiziologiskajiem apstakliem.

Saja darba biis veikta pilna garuma a-sinukleina konjugata ar AP205 iegi$ana un ta
biofizikala raksturoS$ana ar uzsvaru uz KMR spektroskopiju. Pilna garuma AP205-a-sinukleina
konjugata struktiira un Tpasibas nav ieprieks aprakstitas literatiira.

Darba merkis: iegiit AP205-a-sinukleinu konjugatu ka vakcinas kandidatu pret
Parkinsona slimibu, veikt antigenitates testu un raksturot to, izmantojot biofizikalas pétiSanas
metodes.

Darba uzdevumi:

1. Producét un attirit AP205-a-sinukletna konjugatu E. coli $iinas.
2. Veikt AP205-a-sinukleina antigenitates testus.

3. legiit un attirit ar '*C un >N izotopiem iezim&tu AP205-a-sinuklena konjugatu.



4.  Veikt AP205-a-sinukleina konjugata biofizikalo raksturoSanu.
5. Veikt AP205-a-sinukleina konjugata 'H, 1*C un '*N kimisko nobizu interpretaciju

un otrgjas struktiiras aprékinasanu ar Skiduma KMR metodem.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Parkinsona slimiba

Parkinsona slimiba ir pasaulé otra izplatitaka 1&éni progres€joSa neirodegenerativa
saslim$ana, kas skar 2-3% populacijas, kas sasniegusi vismaz 65 gadu vecumu [6]. Parkinsona
slimiba izpauzas ar samazinatu dopaminergisko neironu daudzumu substantia nigra pars
compacta (SNpc) regiona, kas noved pie kustibu traucEjumiem (bradikinézija, trice miera
stavokli, stdjas un gaitas izmainam) un citiem ar kustibu nesaistitiem simptomiem (atminas
zudums, depresija u. c.) [7].

Ir pagajusi vairak ka 200 gadu kop$ Dzeimss Parkinsons public€ja eseju par “tricoSo
paralizi” [8], tacu V&l aizvien nav noskaidrots tas c€lonis vai atrasti efektivi arst€Sanas
lidzekli [7]. Literatura ir min&ti vairaki iesp&jamie c€loni Parkinsona slimibai. Piemé&ram,
Bloem [9] ar koleégiem 2021. gada izdala tris galvenas c€lonu grupas: gené&tiskie faktori, vides
faktori un abu iepriek§ mingto faktoru mijiedarbiba. Pie genétiskajiem faktoriem ir jaatzime
mutacijas SNCA, LRRK2, PRKN, PINK1 un GBA génos; pie vides faktoriem: pesticidu un
neirotoksinu (ipasi MPTP un to analogu) iedarbiba. Ipasi jaatzimé Luija kermeniSu (Lewy
bodies) atraSanas Parkinsona slimibas pacientu smadzenés, kas ir viena no svarigakajam
patologiskajam  pazimém. Luija  kermeniSi  lielakoties sastav no  proteina
a-sinukleina (a-synuclein) agregatiem, kuru strukturaliem pétfjumiem misdienas ir pievérsta

liela uzmaniba.

1.2. Alfa-sinukleins

1.2.1. Visparigais apraksts un struktiira

Alfa-sinukleins Skiduma ir strukturali nesakartots 140 aminoskabju gars proteins. Tas
lielakoties atrodas galvas smadzenu presinaptiskajos neironos [4, 10]. Lai arT lidz Sim
a-sinukleina loma nav pilniba skaidra [11], tiek uzskatits, ka proteina funkcija ir presinaptisko
neironu homeostazes nodroSinasana, vezikulu un neirotransmiteru transportéSana, dopamina
sint€ze un transports [10], ka arT imiinsisteémas aizsardziba [12].

Alfa-sinukleina pirméjo strukttru var iedalit tris galvenajas dalas: amfipatiskais N- gala
regions (1-60), centralais hidrofobais ne-amiloidais (non-amyloid component) jeb NAC regions
(61-95) un negativi ladétais C- gala regions (96-140) [4]. Alfa-sinukleins galvenokart ienem

divas formas: nesaistito, nesakartoto monomeérisko formu tidens vidé un ar membranu saistito
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formu (skat. 1.1. att.). Ir arT atrodama informacija, ka a-sinukleins var atrasties ari tetraméra
forma, kas neveido agregatus [4].

a-sinukletna monomeéers

"}; NAC
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1.1. att. Alfa-sinukleina monomeéru formas [4].

Saistitas formas pozitivi ladétais N- gala regions var ienemt o-spirales struktiru,
centralais regions no 71 lidz 82 aminoskabei tiecas veidot B-loksnes, savukart C- gala regions
ir kustigs un nesakartots. Kustiguma dél C- gals var mijiedarboties ar dazadiem ligandiem,

pieméram, joniem, lipidiem, membranam [4].

1.2.2. Alfa-sinukleina loma Parkinsona slimiba

Normalos apstaklos a-sinukleins atrodas $kistoSa monomeéra forma, tacu tam ir tendence
agregéties, veidojot oligomérus un fibrillas [4]. Sadu agregatu uzkraSanas ir viens no
lielakajiem toksicitates faktoriem Parkinsona slimibas attistiba, tadel ir svarigi izprast ta
akumuléSanas mehanismus.

At8kiriba no proteiniem ar sakartotu otr&jo struktiiru, kam ir raksturiga viena energétiski
izdevigaka konformacija (fold), a-sinukleinam tadas nav. Savas nesakartotas struktiras dél tas
sp&j mainit to starp vairakam vienlidz izdevigam konformacijam [13]. Tomé&r monomé&riskas
a-sinukleina molekulas var savakties un izveidot B-loksnes, kas ir agregatu veidoSanas
prekursors. Estaun et al. [13] piedava iesp&jamo agregéSanas mehanismu: pirmkart, kad dazadu
apstaklu del ir izveidojusas PB-loksnes, tas péc tam sapakojas oligomeéros. Otrkart, oligoméri
veido protofibrillas. Treskart, fibrillas polimeriz&jas amiloidajas fibrillas. Saja soli var izdalit
vairakas fazes: primaro nukleaciju (jeb pirmo fibrillu veidoSanos), augSanas fazi, proliferacijas
fazi, kura notiek pagarinasanas, fragmentacija un otréja nukleacija. Visbeidzot amiloidas
fibrillas veido Luija kermeniSus (Lewy bodies), ko atrod Parkinsonu slimnieku smadzengs.

Shematisks a-sinukleina agregacijas mehanisms ir paradits 1.2. attéla.
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1.2.att. Shematisks a-sinukleina agregacijas attélojums [14].

Kad proteins sak sapakoties komplicétakas struktiras, ta agregatiem sak paradities
energétiski izdevigaki stavokli [10, 13]. Termodinamiski visizdevigakais stavoklis ir tad, kad ir
izveidojusas amiloidas fibrillas — tas ir stabilas, neskistoSas un biezi toksiskas. Tomér ir ari
viedokli, ka amiloidas fibrillas var disagreggties atpakal par SkistoSiem oligom&riem [10]. Tiesi
mazakas Skistosas dalinas, piem&ram, oligomeérus, uzskata par neirotoksiskakajam, jo tas nav

stabilas un var izplatities organisma [13].

1.3. Virusveidigas dalinas (VLP) ka vakcinu prototipi

Virusveidigas dalinas (VLP) ir neinfic€joSas un imunogénas virusu strukttiru imitgjoSas
dalinas [15]. VLP tiecas “paSsavakties” (self-assemble) pec virusu apvalka, serdes (core) vai
apvalka (envelope) kod€joSo proteinu ekspresijas. Biezi VLP producéSana ir viegli iesp€jama
bakteriju, insektu un rauga ekspresijas platformas. Papildus tam, VLP struktiiru ir iesp&jams
modificet, konjuggjot tas ar proteiniem VLP dalinu iekSpusé vai arpus€, vai mainot pasu VLP
strukttiru un izméru [15].

Ta ka VLP nesatur virusu genétisko materialu un ir imunogénas, tas var kalpot ka
platforma vakcinu izstradei, zalvielu piegadei u. c. [2]. Dazas no popularakajam
virsuveidigajam dalinam, ko izmanto vakcinu izstrad€, ir B hepatita viruss (HBV), cilvéku
papilomas viruss (HPV), QB, AP205 u. c¢. Miisdienas cilvéku arstéSana sekmigi izmanto tris uz
VLP tehnologijas bazétas vakcinas: profilaktiska HBV (kops 1986. gada), HPV (kops 2006.
gada), E hepatita vakcina (kops$ 2011. gada) un vairakas dzivnieku vakcinas [15]. Mohsen et
al. 2] ir aprakstijusi dazadas kliisko pétijumu fazes atrodosas uz VLP bazetas vakcinas pret
tadam slimibam ka COVID-19, gripa, malarija, Alcheimers, AIDS, melanoma un HPV.

Literatura ir atrodama informacija ari par VLP bazétam vakcinam pret Parkinsona
slimibu [5, 16], kas detalizétak ir aprakstita 1.5. apakSnodala.
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1.4. Vakcinas pret Parkinsona slimibu

Nemot veéra to, ka pret Parkinsona slimibu v&l aizvien nav pieejama preventiva vai
arstgjosa terapija, ir svarigi stradat pie jauniem lidzekliem, kas palidz&tu novérst slimibas
progresiju. Misdienas potencialai Parkinsona slimibas arst€Sanai ir divi celi: pasiva
terapija (monoklonalas antivielas) un aktiva iminterapija [17]. Pasivaja terapija ilgaka laika
perioda ir nepiecieSams atkartoti ievadit antivielas, savukart aktiva terapija balstas uz antivielu
veidoSanos pec iminsist€émas stimuléSanas. Aktiva terapija neprasa tik biezu zalvielu ievadi, ta
ir vienkar$aka un 1&taka. Tiesi So iemeslu de] aktiva terapija jeb vakcing€Sana varétu biit labaka
platforma Parkinsona slimibas arstéSanai.

Ka jau iepriek§ mingéts, par lielako Parkinsona slimibas patologisko iemeslu uzskata
a-sinukleina agregaciju, tade] potencialie terapijas Iidzekli tiek bazeti uz a-sinukleina agregatu
sagrauSanu vai to rasanas noverSanu. Parsvara ir pétitas vakcinas, kuras iestradats a-sinukleina
fragments imiinas reakcijas veicinasanai, bet ir atrodama ar1 informacija par petijjumiem uz
DNS balstitajam vakcinam [18]. Tomer ir svarigi pieminét, ka pie raksta par DNS vakcinu
kandidatiem pret Parkinsona slimibu Zurnala majaslapa ir pazinojums, ka raksts paslaik atrodas

izvert€Sana saistiba ar bazam par datu ticamibu [19, 20].

1.5. Uz a-sinukleina bazeti vakcinu prototipi

Sobrid kliniskajos pé&tijumos pret Parkinsona slimibu atrodas divas aktivas imunizacijas
vakcinas, kas ir bazétas uz a-sinukleina C- gala fragmentiem [21, 22]. Saja gadijuma vakcinas
izmantoti strukturali ierobeZoti a-sinukleina fragmenti, kas, nokliistot organisma, veicina
specifisku antivielu rafanos. Sis specifiskas antivielas selektivi atpazist un iznicina o-sinukleina
agregatus, neskarot paSu monomeru.

Viena no vakcinam, kas Sobrid atrodas 1. klinisko p&tijumu fazg, ir nosaukta par UB-312,
un to izstrada Vaxxinity [23]. ST vakcina generé antivielas pret C- gala fragmenta no 97. lidz
135. aminoskabei, bet antigéns sastav no 10 aminoskabém. Ka nes€ju izmanto sintetisku 7-
helper $unu peptidu, kas ir savienots ar o-sinukleina agregatu epitopa fragmentu. Sada
platforma veicina humoralu B §iinu atbildi, neierosinot lielu T §tinu toksicitati, kas varétu novest
pie autoimiinas reakcijas. UB-312 specifiski saistas ar a-sinukleina oligomériem un fibrillam,
ko noveroja ar1 eksperimentos ar post mortem Parkinsona slimnieku smadzenu dalam. Ir
pabeigta 1. kliniska petijuma A dala, bet vél aizvien turpinas B dala, kurai jabut pabeigtai 2025.
gada aprili.
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Otra vakcina, kas ir pabeigusi 1. klinisko p&tijumu fazi un kas Sobrid atrodas 2. fazg, ir
AC Immune izstradata vakcina ACI-7104.056 [21], ieprieks zinama ka PDO3A [24]. Sis pasas
kompanijas Iidzigs vakcinas formulgjums PDO1A ir pabeidzis vairakus 1. kliniskas fazes
petijumus. PDO1A darbibas princips balstas uz astonu aminoskabju garu antigéna peptidu, kas
attelo a-sinukleina C- gala regionu [25]. Saja kandidata peptids ir konjugéts ar imunogéno
nes&jproteinu KLH (keyhole limpet hemocyanin), Kas ir absorbéts uz aluminija hidroksida. Sis
vakcinas prototips selektivi atpazist a-sinukleina oligomérus. Ar monomeérisku a-sinukleinu
tam ir zema afinitate [26].

Alternativs vakcinu prototipu veids ir fibrilaru proteinu izmantoSana [27]. Pesch ar
kolégiem [27] 2024. gada aprakstija metodi, kura ¢etru vakcinu kandidatu iegiisanai ka nes€ju
izmantoja Podospora anserina sénités atrodamo HET (heterokaryon incompatibility protein)
proteinu. HET ir prionu veidojoSs proteins, kas no 218 lidz 289 aminoskabei var veidot
amiloidas (amyloid) fibrillas. So apgabalu modificgja, taja ieklaujot a-sinukleina epitopus, kas
ierosina agregésanos [27]. Visi Cetri vakcinu kandidati veidoja fibrillas, kuras neierosinaja
monomeriska a-sinukleTna agreg€Sanos un kuras bija strukturali lidzigas no cilvéku smadzeném
izdalitam o-sinukleina fibrillam. Sie vakcinu kandidati pelu modelos ierosinaja antivielu
reakciju pret patologiskajam a-sinukleina fibrillam, kas paver iesp&ju fibrillaru vakcinu
sekmigai izmantoSanai nakotn€. Papildus tam, fibrillaras vakcinas istabas temperatira ir
stabilas ilga laika perioda, kas ir liels pluss to uzglabasana un parvadasana [27].

Ka vel viens vakcinu prototipu veids Parkinsona slimibas arstéSanai ir VLP
izmantoSana [16]. Literatiira ir atrodams piemérs, kura RNS bakteriofagu VLP Qf konjugé ar
trim dazadiem 1siem oa-sinukleina peptidiem [16]. [zv€letajiem peptida fragmentiem no N- gala,
no vidus un no C- gala, veica preklinisko analizi, izmantojot peles. Vakcinkandidati, kuros
izmantoja C- gala un vidus peptida fragmentus, sp&ja ierosinat selektivu antivielu reakciju,
atpazistot a-sinukleina agregatus. Augstus antivielu titrus novéroja bez piedevu (pieméram,
aluminija hidroksida) lietoSanas. Alfa-sinukleina N- gala peptida gadijuma antivielas
nedetekt€ja, lai gan literattira [28] ir atrodama informacija par $adam antivielam.

Ar Latvijas Biomedicinas petijumu un studiju centra (LBMC) veica a-sinukleina peptidu
fragmentu konjugéSanu AP205 faga C- gala [5]. Pétijuma parbaudija, ka iegttie fragmenti
saistas ar monoklonalajam MIJFR14-6-4-2 antivielam, kas ir konformacionali specifiskas
antivielas un saistas ar a-sinukleina agregatiem. VLP izmantoja ka a-sinukleina fragmentu
koncentr&s$anas platformu, lai imitetu agregatus. Rezultati uzradija, ka MJFR14-6-4-2 antivielas
galvenokart saistas ar blivi sapakotiem monomeériskiem a-sinukleina fragmentiem ar dalgji
mask&tu epitopu, nevis ar noteiktas konformacijas epitopiem [5]. Sis atklajums parada, ka

antivielas sp€j saistities gan ar N-, gan C- gala epitopiem, un $1 informacija ir svariga
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turpmakajiem zalvielu dizain€Sanas pétjjumiem. Paraléli veica o-sinukleina mutantu
fibriliz€Sanu, un ar parbaudija to saistiSanos ar MJFR14-6-4-2. Autori secindja, ka antivielas
neatpazist mutétos agregatus, bet, ja $adus agregatus ievada $iina, tad tas liek agreggties $iinas

esosajam monomériskajam a-sinukleina molekulam, pie kuram tad saistas MJFR14-6-4-2.

1.6. Vakcinu kandidatu biofizikalie petijjumi

Lai parliecinatos, vai vakcinu kandidati rada nepiecieSamo imiino atbildi, ienem pareizo
konformaciju un atspogulo citas nepiecieSamas strukturalas 1pasibas, ir nepiecieSams veikt to
strukturalo analizi.

Dazadiem vakcinu prototipu, pieméram, gan uz VLP [25], gan uz virusu vai lipidu
vektoriem bazetajam vakcmam [29], pétiSanai tiek izmantotas Iidzigas biofizikalas analizes

metodes.

1.6.1. Mikroskopija

Viena no biezak izmantotajam analizes metodém ir transmisijas elektronu
mikroskopija (TEM). TEM izmanto vizualiz&Sanai, un ar tas palidzibu var noteikt, piemeéram,
VLP vakcinu dalinu izméru, morfologiju un dispersiju [30]. Ar TEM var pétit arT iedarbibu ar
antivielam un noteikt, vai ir izmainas, kad dalinas tiek adsorbétas uz adjuvantiem, ko biezi
izmanto vakcinu izstradé. Pieméram, 2010. gada [31] pirmoreiz veica proteina struktiiras
vizualizaciju adsorbcijas uz adjuvanta laika un noskaidroja, ka adsorb&Sanas notiek nenoteikta
veida. Tomér EM parauga pagatavoSanas laika tas var tikt deforméts, tapec ka alternativu var
izmantot kriogéno elektronmikroskopiju.

Kriogéna elektronmikroskopija (cryo-EM) péd&os gados klust par neatnemamu
sastavdalu vakcinu un proteinu pétiSana. Metodé paraugs tiek sasaldéts skiduma, tade] to var
vizualizét principa neizmainita stavokli. Cryo-EM ir loti liela izSkirSanas sp€ja, un ar tas
palidzibu var iegiit informaciju par 3D struktiiru, analiz€t elastigumu un saistiSanos ar
membranam [32]. Ar cryo-EM ir iesp&jams noteikt uz VLP virsmas konjugéto proteinu
struktiru, VLP iekSiené redzamos molekularos komponentus. Vienas dalinas analize (single-
particle analysis) lauj panakt iz8kirSanu, kas ir tuva atomaram Itmenim [33].

Atomspeku mikroskopija (AFM) ir alternativa vizualizéSanas metode, kas lauj noteikt
dalinu izméru un to blivumu parauga tilpuma [30]. AFM izmanto uzgali, kur§ sken€ paraugu,

attelojot parauga virsmu un tadgjadi paradot ta morfologiju [13].
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1.6.2. Spektroskopijas metodes

Viena no popularakajam spektroskopijas metodém priek$ VLP strukturalas raksturoSanas
ir cirkularais dihroisms (CD). Tas dod informaciju par vakcinu stabilitati, agregacijas sp&ju un
struktiiru analizi [34]. CD spektroskopiju izmanto proteina otréjas struktiiras noteikSanai [30].
Otrgja struktira tiek noteikta, mérot absorbcijas starpibu uz labo vai kreiso pusi cirkulari
polarizétajai gaismai [13]. Metode sniedz ierobezotu informacijas daudzumu par pasu
proteinu - vislabak ir noteikt ta mijiedarbibu ar citu protetnu. Ka art metode ir jutiga uz dazadu
buferSkidumu izmantoSanu.

Vel viena spektroskopiska metode, ko izmanto vakcinu un proteinu raksturosanai, ir Furjé
transformacijas infrasarkana spektroskopija (FTIR). Saja metodé infrasarkana starojuma
rezultata tiek ierosinatas heteroatomu saiSu vibracijas, kas atbilst dazadam funkcionalajam
grupam [13]. Metode ir piemérota otrgjas struktiiras noteikSanai, jo a-spiralém un B-sloksném
atSkiras svarstibu diapazons. FTIR izmanto antigénu pétijumos, analiz&jot ta strukturalo
izmainu p&c adsorbcijas uz adjuvantiem [35]. To lielakoties izmanto ka komplementaru metodi,
pati par sevi ta sniedz ierobezotu informacijas daudzumu.

KMR spektroskopija paver iesp&ju noteikt molekulu uzbiivi un ipaSibas atomara Iiment
gan Skidruma, gan cietaja faze. Darbibas princips balstas uz magnétiski aktivu kodolu
radiofrekvencu absorbciju magnétiska lauka ietekmé. Kodola spini radiofrekvencu pulsu
ietekmg absorb& un emit€ energiju atkariba no to blakus esosajiem atomiem un funkcionalajam
grupam.

Ar cietvielu KMR var identificét lielus un mazkustigus kompleksus atomara limeni, ko
nevar izdarit ar Skiduma KMR un krio-elektronmikroskopiju. Cietvielu KMR paver iesp€jas
analizét Sadus paraugus, to strukturalas izmainas, saistiSanos sp&ju [36]. Savukart Skiduma
KMR lauj analizét $kistoSus un nestrukturétus proteinus.

KMR spektroskopijai ir nepiecieSams iegiit tirus, izotopiski iezim&tus proteinus, un
metode ir ar zemu jutibu. Paraugu sagatavoSana cietvielu KMR spektroskopijai ir tehniski
sarezgita. Kopuma metodes veikSana prasa augstas izmaksas [13].

Koers [37] 2013. gada apraksta dinamiskas kodolu polarizacijas (DNP) cietvielu KMR
izmantoSanu uz lipidam balstito pret Alcheimera slimibu vakcinu struktiiras noteikSanai. DNP
metode lauj zemas temperatiiras vairakas reizes paaugstinat jutibu KMR spektros. Ar 1D un 2D
cietvielu KMR spektriem izdevas paradit dazadu liposomu ietekmi uz peptida konformaciju.
Tas ir svarigi vakcinu kandidatu strukturalai raksturoSanai.

Literattira ir atrodami vairaki piemeri ar uz adjuvantiem adsorbéta antigéna strukttiras
petijumiem ar cietvielu KMR [38, 39]. Jaudzems et al. apraksta augstas jutibas metodes

izmantoSanu uz VLP baz€ta antigéna konjugata un adjuvanta vakcinas formul&juma noteikSanai
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ar cietvielu KMR pie atra grieSanas rezima [38]. Aprakstita metode ir piemérota lielmolekularu
heterogénu maistjumu analizei maza daudzuma, kurus ir griiti analiz&t ar cryo-EM vai skiduma
KMR. Saja pétijuma ieguva struktiru antigénam un antigéna konjugatam ar VLP, un
noskaidroja, ka ta ir loti lidziga. Cerofolini et al. ar cietvielu KMR demonstrg, ka '*C un °N
izotopiski iezZiméts antigéna paraugs saglaba savu 3D struktiiru péc adsorbcijas uz adjuvanta
[39].

Papildus spektroskopijas un mikroskopijas metodém antigénu izméra, stabilitates un
agregatu veidoSanas raksturoSanai izmanto dinamisko gaismas izkliedi (DLS) [29]. Savukart

diferencialo skeng&joso kalorimetriju (DSC) izmanto antigénu stabilitates novertéSanai [30].

1.7. Alfa-sinukleina pétiSana ar KMR

Alfa-sinukleTna proteina nestrukturéta daba padara ta analiz€Sanu atomara Iimeni loti
izaicinosu. KMR ir vieniga eksperimentala metode, ar kuru var sekvences specifiski analiz&t
nestrukrétus un loti dinamiskus proteinus.

Literatiira, kas ir sikak apskatita zemak, ir atrodami vairaki pétijumi, kuros veikta o-
sinukleina struktiiras noteikSana dazados apstaklos, izmantojot gan Skidruma, gan cietvielas
KMR.

Pieméram, ar KMR palidzibu var noskaidrot o-sinukleina otr&jo struktiru. Kim ar
kolegiem [40] 2020. gada ir apkopojis rakstus par zinamajiem o-sinukleina p&tijumiem ar
Skidruma KMR, un no iegiitajiem datiem secina, ka, atkariba no buferSkiduma apstakliem,
proteina struktiira var kardinali mainities. Tadu apstaklu ka buferSkiduma saturs, pH un
temperatiiras ietekmes dél var mainities a-sinukleina konformacijas. Tadg] ir svarigi pétit a-
sinukleina konformaciju dabiskos apstaklos.

Binolfi [41] noverojis, ka péc ekspresijas E. coli BL21 (DE3) $iinas un péc §tinu liz€Sanas
a-sinukleina struktiira var tikt ietekméta. Veica Skidruma KMR analizi E. coli BL21 (DE3)
Stnas bez to degradacijas un noskaidroja, ka a-sinukleins Stnu vidé atrodas monomeriska
stavokli. Ar1 Waudby [42] raksta, ka E. coli $iinas proteins atrodas monomeériska forma.
Theillet [43] apraksta monomeériska o-sinukletna KMR analizi ziditaju Stnas, un secina, ka
daZados intracelularos apstaklos monomeériska proteina konformacija praktiski nemainas.

Ta ka organisma o-sinukleins atrodas gan briva, gan pie membranas saistita forma, ir
svarigi noskaidrot ta konformaciju, saistoties ar lipidiem. Eliezer [44] un Bodner [44] ar
Skiduma KMR noteica, ka a-sinukletna N-gals saistas ar lipidiem, bet C-gals paliek fleksibls

un nestrukturets.
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Ir veikti vairaki petijumi par a-sinukleina agregacijas apstakliem [45] un pasu agregatu
strukturalo noteikSanu. Ghosh [46] ar KMR spektroskopiju noteica, ka N-gals un proteina
vidusdala veido spirales, kas p&c tam pariet uz -sloksném un ir fibrillu veidoSanas katalizators.
Publikacija ar1 aprakstits, ka KMR analize var biit komplementara citam biofizikalajam analizes
metodém. Barclay [47] veica KMR analizi fibrillam, kas iegitas no post mortem Luija
kermeniSu Sinam, un secindja, ka to B-sloksnu struktira atskiras no in vitro iegtitajam fibrillam.

Ar cietvielu KMR var arT strukturali atkirt a-sinukleina fibrillu polimorfas modifikacijas [48].
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2. MATERIALS UN METODES

2.1. Izmantotie reagenti un aparatiira

Izmantotos traukus un barotnes pirms izmantoSanas steriliz€ja autoklava Systec DX-65
vai arT izmantoja jaunus. P&c nepiecieSamibas stradaja aseptiskos apstaklos Streamline Class 11
BSC laminara vai pie gazes degla liesmas.

Skidumu pagatavo$anai izmantoja destilétu tideni vai ultratiru tdeni (Milli-Q) no
PURELAB Quest VF LC-291 attiritaja. pH noteica ar SevenDirect SD20 pH metru. Reagentus
iegadajas no tadiem izplatitajiem ka Sigma Aldrich, Thermo Scientific, Carl Roth, Acros
Organics, Fluorochem, Formedium, RK Chem, Prolab, Eurisotop un Cambridge Isotope
Laboratories Inc. un tos glabaja atbilstosi noradijumiem. S@nu suspensijas un plazmidas
glabaja saldétavas pie -80 °C.

Inkub&Sanu veica Multitron kratitaja vai Binder termostata pie 37 °C vai 25 °C ar
krati§anas atrumu no 150 lidz 200 apgr./min. Paraugus centrifug&ja 4 °C temperatiira. Stinu
liz€Sanai izmantoja ultraskanas dezintegratoru Ultrasonic Processor UP200S ar amplitidu no
20 Iidz 70% ledus tidens vanna.

Proteinu attirfja ar AktaPure vai AktaPrimePlus hromatografu ar Sepharose 4FF,
Superdex 200 gelfiltracijas kolonnam vai DEAE anjonapmainas kolonnu.

Iegiitos proteinus analiz&ja ar SDS-PAGE (15% sadalo$ais un 4% koncentrgjosais gels,
vizualiz€Sanai iekrasoja ar Coomassie krasvielu), un NAGE (1% agarozes gels ar etidijbromidu,
vizualiz€Sanai izmantoja UV gaismu) elektroforézi.

Koncentracijas noteikSanai izmantoja /nvitrogen Qubit fluorometru, savukart optiska
blivuma noteikSanai izmantoja Nanodrop 2000C spektrofotometru.

FibrilizéSanas testus veica ar Biosan Thermo-Shaker TS-100 kratitaju 37 °C temperatiira.

Dializei izmantoja Spectra/Por membranas ar MWCO 100 kD, 300 kD vai 50 kD.

KMR spektrus uznéma ar 600 MHz Bruker Avance Neo spektrometru, aprikotu ar 5-mm
"H/YF (13C/**N) Quadrupole-Resonance CryoProbe with Z-Grad zondi vai 700 Bruker Avance
Neo MHz spektrometru, aprikotu ar TXO '*C detekt&Sanas zondi. Paraugiem pievienoja D,O
lidz 10%.

Sikaks izmantoto reagentu saraksts ir aprakstits 1. pielikuma, izmantota aparattra — 2.

pielikuma, bet izmantotie Skidumi - 3. pielikuma.
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2.2. Izmantotas metodes

2.2.1. Plazmidu producé$ana E. coli §iinas

E. coli Sunu transformesSanas visparigais apraksts

Ledus vanna atkaus€ja pETDuet-1 plazmidu ar AP205-a-sinukleina kodg€joso
sekvenci (skat. 4. pielikuma) un E. coli XL-1 Blue (vai E. coli BL2] DE3) celma Stnu
suspensiju. Tad sterilos apstaklos mikrom&gené (1,5 mL) parnesa plazmidu $kidumu (5 pL) un
pievienoja Siinu suspensiju (100 pL). Inkubg&ja 10 minttes 0 °C temperatiira ledus vanna un péc
tam maisTjumu paklava karstuma Sokam, ievietojot mikromégeni uz 35 sekundém tidens peldes
vanna 42 °C temperatura.

Péc karstuma Soka suspensiju inkub&ja ledus vanna 3 minites, pievienoja LB
barotni (900 pL), un mikromégeni inkubgja 1 stundu 37 °C temperatiira.

Uz iepriekS pagatavotas agara LB barotnes ar ampicilinu (100 mg/L) Petri trauka

vienmerigi izs€ja $tiinu suspensiju (100 pL) un barotni inkubg&ja 16 stundas 37 °C temperatiira.

Plazmidu producéSana

No agara barotnes ar sterilu cilpu atlasija izaudzetu E. coli XL-1 Blue koloniju un parnesa
mégeng, kura ieprieks ielgja 5 mL 2-TY barotnes ar pievienotu ampicilinu (100 mg/L). Kopa
sagatavoja 3 mégenes un inkubgja 16 stundas 37 °C temperatiira, kratot pie 200 apgr./min.

Suspensiju centrifuggja 5 min pie 7000 apgr./min.

Plazmidu DNS izdaliSana

Veica plazmidu izdalisanu no E. coli $inam péc GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit
protokola, izmantojot komerciali pieejamu komplektu (skatit 2. pielikumu): péc centrifug€Sanas
Sinu nogulsném pievienoja resuspendéSanas Skidumu (250 pL) un vorteksgja lidz ieguva
viendabigu suspensiju. Tad pievienoja lizéSanas Skidumu (250 pL) un 1énam sakratija stobrinu
4-5 reizes. Visbeidzot suspensijai pievienoja neitralizéSanas Skidumu (350 pL) un uzreiz
sakratija stobrinu 4-5 reizes, un centrifugéja 10 minttes pie 10000 apgr./min.

Supernatantu parnesa GeneJET™ kolonna un centrifuggja 1 miniiti pie 14000 apgr./min.
Iegiito supernatantu nol&ja un kolonnai pievienoja mazgasanas Skidumu (500 pL), centrifuggja
1 miniti pie 14000 apgr./min un nol&ja supernatantu. Mazgasanu atkartoja vél vienu reizi un
péc supernatanta nolieSanas centrifuggja vél 2 minttes pie 14000 apgr./min. Kolonnu ievietoja

jauna 1,5 mL centrifugé€Sanas stobrina, pievienoja eluéSanas skidumu (40 pL) un inkubgja 2
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miniites. Pec inkubéSanas stobrinu centrifuggja 2 minttes pie 14000 apgr./min. legilito eluatu

savaca, nomérija ta koncentraciju un saldgja -18 °C temperatura.

2.2.2. AP205-a-sinukleina konjugata producésana E. coli §iinas 2TY barotné

E. coli Sunu retransformésSana

Ledus vanna atkausg€ja iepriek$ izdalito plazmidu un E. coli BL21 DE3 celma stnu
suspensiju. Karstuma Soku veica 1 mintti, bet pargjas darbibas atkartoja péc noradeém

visparigaja apraksta.

S€jmateriala pagatavoSanas visparigais apraksts

S€jmateriala pagatavosanai no agarizeétas barotnes ar sterilu cilpu atlasija izaudzetu E.
coli BL21 DE3 koloniju un parnesa sterila kolba (250 mL), kura iepriek§ ielgja LB
barotni (200 mL) ar pievienotu ampicilinu (200 pL, 100 mg/L). Kolbu inkubgja 16 stundas

37 °C temperatiira.

Konjugata producéSanas visparigais apraksts

Sagatavoja divas kolbas (2 L) un iel&ja ieprieks pagatavotu 2TY barotni (katra kolba 800
mL) ar ampicilinu (800 pL, 100 mg/L). Katrai kolbai pievienoja ieprieks iegito
s¢jmaterialu (80 mL katrd) un inkubgja kratitaja 37 °C pie 200 apgr./min. Ik p&c stundas ar
spektrofotometru nomérija optisko blivumu pie 600 nm vilpu garuma lidz vértiba péc 3,5 h
sasniedza ~ 0,7. Panéma alikvotu (1 mL) suspensijas prieks elektroforézes analizes.

Tad katra kolba pievienoja 1 M IPTG Skiduma (800 pL) Iidz gala koncentracijai 1 mM
un kolbas inkubatora kratija 20 °C pie 200 apgr./min 16 h.

Péc inducéSanas panéma alikvotu (140 pL) priek$ elektroforézes analizes. AtlikuSo
kolbas saturu centrifuggja 20 minites pie 5000 apgr./min 4 °C temperattira. Supernatantu nol&ja

un iegiitas Stinas nosveéra un sald€ja -20 °C, ja tas neizmantoja uzreiz.

Siinu lizé$anas un konjugata ekstrakcijas visparigais apraksts

Ceturtdalai no iegiitajam S$tinam (4 g) stobrina (50 mL) pievienoja 4 reizes lielaku
lizéSanas buferSskiduma tilpumu (16 mL) un 1M PMSF (16 pL) lidz koncentracijai 1 mM.
Stobrina saturu homogenizgja un ievietoja ledus vanna.

Veica Stunu lizéSanu ar ultraskanas dezintegratora zondi, to ievietojot homogenizetaja
suspensija. Liz&ja Siinas 15 minttes 0 °C temperatiira ar amplitidu sakot ar 20 1idz 70% ar 0,5

sekunzu ciklu. Péc lizéSanas suspensiju centrifugéja 30 miniites pie 10000 apgr./min.

21



Supernatantu parnesa jauna stobrina (50 mL), panéma alikvotu (10 pL) un tad
supernatantam pievienoja 30-40% piesatinatu (NH4)2SO4 Skidumu (12,6 mL). Stobrinu turgja
16 stundas 4 °C temperattira un tad centrifug€ja 30 min pie 10000 apgr./min.

Supernatantu nol€ja un nogulsném pievienoja ekstrakcijas buferSkidumu (5 mL) un 1M
PMSF (5 pL) lidz koncentracijai 1 mM un homogenizg&ja. Tad suspensiju centrifuggja 30 min
pie 10000 apgr./min. Supernatantu parnesa tira varglaz€ un izmantoja proteina attiriSanai ar

gelfiltracijas hromatografiju.

Konjugata attiriSana

Attirisanu veica ar AktaPrime hromatografu, izmantojot PrimeView datorprogrammu.

1. Attirisana ar Sepharose 4 Fast Flow (120 mL) gelfiltracijas kolonnu. Sakuma
kolonnu lidzsvaroja ar 1x PBS buferSkidumu pie plismas atruma 2,0 ml/min. Uz kolonnas
uznesa paraugu un to attirfja ar pliismas atrumu 1,0 ml/min, ka eluentu izmantojot 1x PBS
buferskidumu. Protetna saturosas frakcijas apvienoja un izmantoja talak.

2. AttiriSana ar jonapmainas hromatografijas kolonnu DEAE (20 mL): kolonnu
lidzsvaroja ar 1x PBS buferskidumu pie plusmas atruma 3,0 ml/min. Uz kolonnas uznesa péc
gelfiltracijas kolonnas iegtitas apvienotas frakcijas, kas saturgja vajadzigo AP205 un a-
sinukletna konjugatu. AttiriSanu veica gradienta apstaklos: par eluentu izmantoja sist€emu
A) PBS (1x) un B) 1M NaCl PBS (1x) Skidumu ar gradientu no 0 Iidz 100% B. Proteina
saturosas frakcijas apvienoja, iekoncentr&ja ar Amicon Ultra 15 100 kDa filtru Iidz 5 mL,
centrifuggjot pie 5000 apgr./min, un izmantoja talak.

3. AttiriSana ar gelfiltracijas hromatografijas kolonnu Superdex 200 (120 mL):
kolonnu lidzsvaroja ar 1x PBS buferskidumu pie plismas atruma 1,5 mL/min. Uz kolonnas
uznesa péc jonapmainas hromatografijas iekoncentrétas frakcijas un elugja ar 1x PBS
buferSkidumu pie plismas atruma 1,5 mL/min. Proteina saturo$as frakcijas apvienoja,
iekoncentrgja ar Amicon Ultra 15 100 kDa filtru 1idz 5 mL, centrifuggjot pie 5000 apgr./min,

un noteica ta koncentraciju ar Qubit fluorimetru.

2.2.3. AP205-a-sinukleina konjugata produceSana E. coli Sinas minimalaja barotné
Sakotngji piemekleja labakos apstaklus proteina producéSanai un attiriSanai minimalaja
barotné. P&c labako apstaklu piemeklg$anas veica proteina ekspresiju, izmantojot N amonija

hloridu un 3C glikozi.
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Séjmateriala pagatavosana M9 barotne

S€jmaterialu pagatavoja pec vispariga apraksta: atlasija izaudz&tu E. coli BL21 DE3
koloniju un parnesa sterila kolba (250 mL) ar iepriek§ pagatavotu minimalo M9

barotni (200 mL, sastavu skat. 3. pielikuma). Kolbu inkubgja 16 stundas 37 °C temperatura.

Konjugata producésanas M9 barotné optimizeé$ana

M9 barotnei (100 mL) kolba pievienoja iepriek§ pagatavoto s€jmaterialu (10 mL) un
ievietoja inkubatora 37 °C, kratot pie 200 apgr./min. P&c 2,5 h optiska blivuma vértiba pie 600
nm sasniedza ~0,5. Panéma alikvotu (1 mL) suspensijas prieks elektroforézes analizes un
inducgja ar IM IPTG. Kopuma parbaudija 4 dazadus induc€sanas apstaklus (skat. 2.1. tab.):
inducétaja daudzuma ietekmi, proteina produc€sanas temperatiiru, laiku un piedevu. Tabulas

pedgja aile ar1 noradita optiska blivuma veértiba péc inducétas ekspresijas beigam.

2.1. tabula
Inducetas ekspresijas apstakli.
Nr. | Induceétajs | IPTG, uL. | Temperatiira, °C Laiks, h Piedeva ODsoo
1 | IPTG (1IM) 25 20 16 Nav 3,0
2 | IPTG (M) 25 25 16 Nav 2,7
3 | IPTG (1M) 500 25 16 80% glicerins 3,4
(500 pL)
4 | IPTG (1M) 100 37 4 Nav 2,0

Pec ekspresijas no katra parauga panéma alikvotu (no 6 1idz 10 mL atkariba no optiska
blivuma veértibas), centrifug€ja un liz€ja (I min un 10 s ar amplitidu 20%) péc vispargja
apraksta. P&c atkartotas centrifugéSanas ar SDS-PAGE un NAGE elektroforézi analizgja iegiito
supernatantu un nogulSnu suspensiju 1x PBS $kiduma. Stabilako apstaklu paraugus attirTja ar
gelfiltracijas (Sepharose 4 Fast Flow 30 mL kolonna, par eluentu izmantoja 1x PBS) un
jonapmainas (DEAE 5 mL kolonna, par eluentu izmantoja sisttmu A) 1x PBS un B) 1M NacCl
1x PBS skiduma no 0 lidz 100% B) hromatografiju.

P&c iegiitajiem rezultatiem par paraugu stabilitati veica proteina ekspresiju minimalaja

M9 barotné ar *C un °N iezimi.

Konjugata producé$ana minimalaja M9 barotné ar *C un ’N iezimi

Pagatavoja minimalo M9 barotng ar *C (sesu !°C atomu ieziméta glikoze) un °N
iezimétu 'SNH4Cl ka aprakstits 3. pielikuma. S&materialu no LB barotnes (150 mL)
centrifug€ja 5 minites pie 5000 apgr. miniité. Supernatantu nol€a un atlikuSas Siinas

resuspendgja tada pasa tilpuma fiziologiskaja skiduma (0,9% NaCl skidums destiléta tidenT) un
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centrifuggja velreiz. Supernatantu nol&ja un Siinas resuspendg€ja tada pasa tilpuma minimalaja
M9 barotng ar '3C un >N iezimi un izmantoja talak proteina produc&Sanai péc vispariga
apraksta. Inducésanu veica ar IM IPTG (375 pL, 0,25 mM), kratot 16 h pie 25 °C temperatiiras.
Lizeésanu, sedimentéSanu un ekstrakciju veica péc visparigas metodes.
13C un N ieziméto proteinu attirija ar divam gelfiltracijas kolonnu hromatografijam:
sakuma izmantoja Sepharose 4 Fast Flow (120 mL) un tad Superdex 200 (320 mL, plismas

atrums 1,5 mL/min, 1x PBS buferSskidums) kolonnu.

2.2.4. AP205-0-sinukleina konjugata fibrilizéSana un oligomerizesana

OligomerizeSanas un fibriliz€Sanas eksperimentiem izmantoja proteinu bez iezimes, kas
ekspreséts LB barotné. Fibriliz€Sanas un oligomerizésanas buferSkiduma nomainu, ja bija
nepiecieSams, veica ar dializi (izmantoja 100 kDa SpectraPor Float-A-Lyzer G2 Dialysis
Device vai 12-14 kad SpectraPor2 Dialysis Membrane), vai diafiltreSanu (Amicon Ultra 15
100 kDa) 4 °C temperatira.

FibrilizéSanas visparigais apraksts

Proteina S$kidumam (400 pL) mikromégené (2 mL) pievienoja 1M PMSF
Skidumu (0,4 puL). Suspensiju centrifugg€ja pie 12000 apgr./min un nofiltréja. FibrilizeéSanu
veica, kratot paraugu 37 °C pie 1400 vai 600 apgr./min Iidz 11 dienam (skat. 2.2. tab.). Katru
darba dienu no $kiduma panéma 40 pL alikvotu un péc tam analiz&ja ar SDS-PAGE un NAGE

elektroforézi, un elektronmikroskopiju. Kopuma test&ja fibrilizéSanu 6 dazados apstaklos.

2.2. tabula
Fibrilizesanas apstakli.
BuferSkidums Parauga pH | Apgr./min | Ilgums, dienas
koncentracija
1x PBS (bez PMSF) 10 mg/mL 7.4 1400 6
1 x PBS 10 mg/mL 7,4 1400 10
Tris (5 mM), KCI (150 mM) [49] 10 mg/mL 7,5 600 7
Tris (50 mM), 5 mg/mL 75 600 12
KCI (150 mM) [49] 1 mg/mL ’ 12
Na fosf. buferskidums (50 mM), 5 mg/mL 74 600 12
EDTA (0,1 mM), 0,02% NaN3[50] ’

Oligomerizeé$anas visparigais apraksts

Proteina Skidumu Milli-Q tdent liofiliz€ja. P&c tam proteina alikvotai (12 mg) pievienoja
1x PBS buferskidumu (500 puL, pH=7,4), filtr&§ja ar 0,2 pum filtru un inkubg&ja 37 °C temperatiira

bez kratiSanas 20 h. Procediiru balstija uz Santos aprakstito metodi [51].
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2.2.5. AP205-o-sinukleina konjugata antigenitates tests

Netie$a ELISA

Uz mikrotitru (96 bedrisu mikroplate) plates bedrités uznesa 100 uL monomérisku a-
sinukletnu, monomeérisku AP205 un AP205-a-sinukleina konjugatu karbonatu buferskiduma ar
koncentraciju 1 pg/100 pL. Plati inkubgja 16 stundas 4 °C temperatiira. Tad bedrites blok&ja ar
1% BSA PBST skidumu (150 pL), 30 min inkubgjot plati 37 °C. P&c blokéSanas katra bedrite
pievienoja 100 uL MJFR14-6-4-2 antivielas ar atSkaidijumiem 1:1000, 1:2000, 1:4000, 1:8000,
1:16000, 1:32000, 1:64000, 1:128000. Plati inkubg&ja 37 °C 1 h. Tad bedriteém pievienoja 100 uL
sekundaras antivielas (kazu HRP-konjugétas anti-trusu IgG antivielas, 1:5000), un plati
inkubgja 37 °C 1 h. Plati mazgaja ar 0,1% Tween PBS $kidumu un veica krasu reakciju:
pievienoja o-feniléndiamina dihidrohloridu un H2O; citrata buferSkiduma (100 pL) un turgja
plati tumsa 7 miniites. Reakciju apstadinaja ar 2N H>SO4 (50 pL) un mérija optisko blivumu

pie vilnu garuma 492 nm.

Konkurgjosa ELISA
Uz mikrotitru (96 bedrisu mikroplate) plates bedrités uznesa 100 uL. AP205-a-sinukleina

konjugatu karbonatu buferSkiduma ar koncentraciju 1 pg/100 pL. Plati inkubgja 16 stundas
4 °C temperatiira. Paral€li antivielas MJFR 14-6-4-2 skidumu (1:5000 PBST §kiduma) inkubgja
ar dazadas koncentracijas monomeérisku o-sinukleinu, monomeérisku AP205, AP19 (AP205
konjugats ar oa-sinukleina peptida fragmentu no 127. lidz 140. aminoskabes atlikumam),
oligomerizétu a-sinukleinu un AP205-a-sinukleina konjugatu ar sakuma koncentraciju
10 ng/uL, to triskarSi samazinot 7 reizes. Oligomérisku o-sinukleinu un AP19 néma no
laboratorijas kolekcijas. P& plates inkubéSanas veica blok&Sanu ar 1% BSA PBST
Skidumu (150 pL), 30 min inkubgjot plati 37 °C. Inkubétos antivielu/antigénu atskaidijumus
pievienoja plate (100 puL) un inkubgja 37 °C 1 h. Tad bedritém pievienoja 100 pL sekundaro
antivielu (kazu HRP-konjuggtas anti-trusu IgG antivielas, 1:5000), un plati inkub&ja 37 °C 1 h.
Plati mazgaja ar 0,1% Tween Skidumu PBS. Lai detektétu sekundaras antivielas, pievienoja o-
feniléndiamina dihidrohloridu un H>O; citrata buferskiduma (100 puL) un turgja plati tumsa 7
miniites. Reakciju apstadinaja ar 2N H2SO4 (50 pL) un mérija optisko blivumu pie vilnu garuma

492 nm.
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2.2.6. AP205-a-sinukleina konjugata biofizikala analizéSana

KMR spektroskopija

BC un N iezimétam AP205-a-sinukletnam 1x PBS §kiduma (400 uL, 10 mg/mL) ar
PMSF (1 mM) pievienoja D0 lidz 10%. Tam uznéma 2D 'H-'>N-HSQC, 3D - CBCACONH,
HNCA, HNCO, HNCACO, CBCANH, HNCANNH KMR spektrus [52]. Papildus uznemti '*C
detekteSanas multidimensionalie spektri — 5D/3D CACONCACO, 2D NCO, 3D CBCANH ar

BC optimizétas KMR detekcijas zondi. So &etru spektru apstradi un uznemsanu veica Bc.
Viliam Volko CEITEC institiita Brno, Cehija.

Proteina pamatstruktiiras (backbone) kimisko nobizu vertibas noteica ar CcpNmr
2.3.1[53] un NMRFAM-Sparky 1.47 [54] programmam. Kimiskas nobides noteica, meklgjot
korelacijas izv€letai aminoskabei (i) ar iepriek§ esoSas aminoskabes (i-7) (skatit 2.1. att.)
aminoskabes atlikumiem.

e 3D HNCA eksperimenta noteica C, (i) un Cq (i-7) korelaciju ar amida Hn (7) un N (i)

rezonanses pariem. Dimensijas: 'H, '°N, 13C.

e 3D HNCO eksperimenta noteica karbonilgrupas CO (i-7), bet HNCACO eksperimenta
- CO (i) un CO (i-1) korelaciju ar amida Hx (i) un N (7) rezonanses pariem. Dimensijas:
IH, 15N, 13C.

e 3D CBCACONH eksperimenta noteica Cq, (i-7), Cp (i-1), bet CBCANH eksperimenta
noteica Cq (i), Cg (i) un Cq, (i-1), Cg (i-1) korelaciju ar amida Hx (i) un N (i) rezonanses
pariem. Dimensijas: 'H, 1°N, 1*C.

e 3D HNCANNH eksperimenta noteica N (i-/) un N (i+/) korelaciju ar amida Hx (i) un
N (i) rezonanses pariem. Dimensijas: 'H, °N, °N.

e 2D NCO eksperimenta noteica CO (i-) korelaciju ar amida N (i). Dimensijas: '3C
(C=0), N.

e 3D CBCACON eksperimenta noteica CO (i-7), Cq (i-1) un Cg (i-1) ar amidu N (7).
Dimensijas: °N, 13C (C=0), 13C.

e 5D CACONCACO eksperiments sastav no divam dalam: sakuma 3D CACONCACO
eksperimenta noteica C, (i), CO (i) un N (i) korelaciju. Tad izveidoja 2D
CACONCACO skersgriezumu, kura redzgja C, (i-/) un CO (i-1) korelaciju, kas
visbeidzot lauj iegit C, (i-1), CO (i-1) un N (i-7) korelaciju 3D CACONCACO
eksperimenta. Shematisks eksperimenta analizéSanas attéls paradits 5. pielikuma.

Kombingjot izmantotos eksperimentus, ieguva AP205-a-sinukleina

pamatvirknes (backbone) 'H, '*C un >N kimiskas nobides. 2D 'H-'""N-HSQC spektra paraditi
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identificétie NH pari, savukart iegiitas C, un Cp izmantoja proteinu otr&jas struktiiras

noteikSanai. Uzskatama shéma paradita 3. nodala.

R
0 \cp,i
L di o«
O.\: -~
jlh N :\H/ \CO{:LH—.
H ! |
i O cp
i1 \H

2.1. att. Proteinu pirméeja struktiira

Otrgjo struktiiru noteica pé€c Wang [55] aprakstitas metodes, veicot eksperimentali
noteikto Ca un Cp nobizu starpibu ar literatiira minétajam attiecigds aminoskabes random
coil (RC) vertibam p&c formulas:

ASC, — ASCy (1.1)

Transmisijas elektronu mikroskopija

TEM attelu iegiSanu veica Dr. Juris Jansons Latvijas Biomedicinas studiju un petijumu
centra. AP205-a-sinukleina paraugus adsorb&ja uz ar oglekli apvalkota Formvar vara rezga.
Paraugu negativi iekrasoja ar 1% uranilacetata Gdens Skidumu. Rezgi apaskatija ar JEOL Ltd.
razotu JEM-1230 elektronmikroskopu, stradajot pie 100 kV. Elektronu mikrografiju analizgja
ar iTEM (version 3.2, Solf Imaging System GmbH) programmu, izmantojot saniski piestiprinatu
Morada digitalo kameru Olympus.

AFM mikroskopija

AFM mikroskopijas analizi veica Dr. Andrius Sakalauskas Vilnas Universitates Dzivibas
zinatnu centra (Vilnius University Life Sciences Center). Att€lu iegliSanai izmantoja piecus
iepriek§ AP205-a-sinukleina konjugata fibriliz€tus vai oligomeriz€tus paraugus ar
koncentraciju 25 pM. Alikvotu parauga uznesa uz svaigi notirita vizlas diska un inkubgja
istabas temperatiira 5 min. Tad disku nomazgaja ar tideni un nosusindja gaisa plisma. AFM
attelu uznemsSanu veica ar Dimension Icon (Bruker) AFM mikroskopu. Uznemtas bildes

apstradaja ar Gwyddion 2.57 programmul.

FTIR
AP205-0-sinukleina konjugata FTIR analizi veica Dr. Mantas Ziaunys Vilnas
Universitates Dzivibas zinatnu centra (Vilnius University Life Sciences Center). Spektru

uznemsSanai izmantoja Cetrus neiezimé€tus paraugus ar koncentraciju 200 pM: o-sinukleina
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monoméru, AP205 monoméru, AP205-a-sinukleina konjugatu un nekonjugétu a-sinukleina un
AP205 monome&ru maistjumu. Sakuma veica $kidinataja nomainu pret DO ar diafiltréSanu,
izmantojot 3 kDa proteinu koncentratorus. Filtraciju veica vairakas reizes, tadgjadi nodrosinat
ta pilnigu $kidinataja nomainu. legiito paraugu spektru uznéma ar Bruker Invenio S FTIR

spektrometru péc ieprieks aprakstitas metodes [56].

ThT saistiSanas

AP205-0-sinukleina konjugata ThT saisti$anas analizi veica Dr. Mantas Ziaunys Vilnas
Universitates Dzivibas zinatnu centra (Vilnius University Life Sciences Center). ThT saistiSanos
parbaudija trim paraugiem ar koncentraciju 50 uM: AP205-a-sinukleina konjugatam, AP205
monoméram un a-sinukletTna monoméram. Katram paraugam pievienoja ThT krajuma
Skidumu (10 mM) [idz gala ThT koncentracijai 100 pM. Paraugus iepildija 96 bedriSu
nesaisto$sa Cornig plate, katra bedrite iepildot 100 puL. ThT fluorescences spektru skenéja ar
ClarioStar Plus plasu lasitaju ar ierosinasanu pie 440 nm un emisiju pie 460-520 nm vilnu

garumiem. [zmantoja iegiito vid€jo spektru no trim lastjumiem.
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3. REZULTATI

3.1. AP205-a-sinukleina konjugata produceésana E. coli §iinas 2TY barotne

Sakotngji bija javeic AP205-a-sinukleina konjugata producésana un attirisana labakajos
apstaklos, ko izvelgjas pec ieprieks veiktajiem eksperimentu rezultatiem LBMC prof. K. Tara
laboratorija.

Producétas plazmidas ar iekodetu AP205-a-sinukleina konjugata sekvenci retransformé&ja
E. coli BL2] DE3 $unas, veica konjugata produc€$anu, liz€Sanu un attirisanu péc 2.2.2.
apaksnodala aprakstitas metodes.

Pirms attiriSanas veica konjugata nogulsnéSanu ar piesatinatu (NH4)2SO4 Skidumu, lai
atdalitu nevajadzigas mazakas molekulas, kas paliek Skiduma. P&c tam nogulsném pievienoja
ekstrakcijas buferskidumu, lai atkal proteinu iegtitu Skistosa forma turpmakai attiriSanai.

Pirmaja sol1 veica AP205-a-sinukleina attiriSanu ar gelfiltracijas kolonnu Sepharose 4
Fast Flow (skat. 3.1. att. A). To izmantoja, lai atdalitu liekos agregatus un mazakas molekulas
no vajadziga AP205-a-sinukleina konjugata. Otraja attiriSanas soli veica hromatografiju ar
anjonapmainas DEAE kolonnu (skat. 3.1. att. B). Saja soli atbrivojas no molekulam, kuram
atSkiras ladin$, pieméram, no nukleinskabém. Savukart treSaja soli attiriSanu veica ar
gelfiltracijas kolonnu Superdex 200 (skat. 3.1. att. C), kurai ir augstaka izSkirSana. legiitas
hromatogrammas paraditas 3.1. attéla.

A B | e

3.1.att. Hromatogrammu attéli péc konjugata attiriSanas. A: Sepharose 4FF gelfiltracija; B:
jonapmaina ar DEAE kolonnu; C: Superdex 200 gelfiltracija.

P&c katras hromatografijas iegiitas frakcijas analiz&ja ar SDS-PAGE (skat. 3.2. att.), lai
noteiktu frakciju tiribu. SDS-PAGE gela péc 3. hromatografijas salidzinasanai pievienoja ari
alikvotas no paraugiem pirms (BI, skat. 3.2. att€la C dalu) un péc ekspresijas induc€Sanas (Al,
skat. 3.2. att€la C dalu), ka arT lizata supernatanta (LS, skat. 3.2. attéla C dalu) un nogul$nu (LP,
skat. 3.2. att€la C dalu).
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3.2.att. SDS-PAGE elektroforézes analize. A: frakcijas péc Sepharose 4FF gelfiltracijas; B: pec
jonapmainas ar DEAE kolonnu; C: péc Superdex 200 gelfiltracijas, kur M- markieris, 1-15.-
attiecigas frakcijas péc attiriSanas; BI — pirms indukcijas; AI — péc indukcijas; LS — lizata
supernatants; LP — lizata nogulsnes; PH — pirms 3. hromatografijas.

P&c iegutajiem SDS-PAGE geliem vargja redzet, ka visas hromatografiju frakcijas ka
domingjosa ir redzama josla nedaudz zem 35 kDa. AP205-a-sinukleina molekulara masa ir
29 kDa, tacu nestrukturétiem proteiniem ir raksturigi SDS-PAGE gela uzradit no 1,2 lidz pat
1,8 reizém lielaku molmasu un migrét 1&€nak par strukturétiem protetniem ar tadu pasu
molmasu [57, 58]. Tas ir izskaidrojams ar to, ka nestruktur@ti proteini saista mazaku daudzumu
SDS, samazinot masas/ladina attiecibu [58]. P&c pirmas hromatografijas (skat. 3.2. att. A) ir
redzama arT josla nedaudz virs domingjosas, tacu jau péc otras hromatografijas (skat. 3.2. att.
B) ta izziid. Kopuma pé&c attirisanas SDS-PAGE gela nav noveérojami nozimigi piemaisijumi
liela daudzuma.

Analizgjot paraugus pirms un péc indukcijas (skat. 3.2. att. C), noveéroja konjugata joslas
paradiSanos nedaudz zem 35 kDa references markiera. Savukart analiz€jot lizata supernatantu
un nogulsnes (skat. 3.2. att. C), noveroja, ka konjugats ir SkistoSs un praktiski pilniba pargaja
supernatanta, bet nogulsnés vairak noveéroja piemaisijuma (virs 35 kDa) parieSanu.

Lai parliecinatos par VLP veidoSanos un lai noteiktu agregatu klatbiitni, izmantoja ar1

NAGE elektroforézes (skat. 3.3. att.) analizi. NAGE gela vizualizé$anai izmantoja UV gaismu.
A B C

\d

/'

4 56 7 8 91011121314 M1 2 3 4 5 6 7 8 910111213 14 15 M 1
3.3.att. NAGE elektroforézes analize. A: frakcijas péc Sepharose 4FF gelfiltracijas; B: péc
jonapmainas ar DEAE kolonnu; C: péc Superdex 200 gelfiltracijas, kur M- markieris, 1-15.

attiecigas frakcijas péc attiriSanas.
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P&c pirmas attiriSanas (skat. 3.3. att. A) pirmajas 3 frakcijas noveroja joslu pie starta, kas
atbilst agregatiem. No 1. lidz 14. frakcijai lielakoties vargja novérot joslu ap 3000 bp, kas
parada, ka VLP dalinas ir izveidojusas. Novéro ar1 mazak intensivu joslu ap 5000 bp.

Otraja attiriSana (skat. 3.3. att. B) agregatus vairs nenovéroja. Bija redzama raksturiga
konjugata josla ap 3000 bp, ka art mazas koncentracijas nukleinskabju piemaisijums ap 300 bp.

P&c pedgjas attiriSanas (skat. 3.3. att. C) nenov@roja nukleinskabju piemaisijumus, bet
noveroja konjugatam raksturigo joslu ar niecigu piemaisijuma daudzumu.

Pec sekmigas attiriSanas no proteina producéSanas 2TY bartotné (0,4 L) ieguva tiru
AP205-a-sinukletna konjugatu ar koncentraciju 10 mg/mL (1 mL).

Talak veica proteina iegiiSanu minimalaja M9 barotng€, izmantojot ieprieks iegiitos datus

ka pamatu.

3.2. AP205-a-sinukleina konjugata producésana E. coli Sinas M9 barotné

Lai sagatavotu protetnu KMR analizei, ir javeic ta iegiisana ar 'C un >N iezimi, kas
ieverojami sadardzina proteinu producésanu. Tadel sakuma veica proteina iegiiSanu minimalaja
M9 barotné bez iezimém. Barotni pagatavoja, autoklavgjot fosfatus, hloridus un amonija
hloridu. Péc autoklavéSanas pievienoja filtrétus atlikuSos komponentus (skat. 3. pielikumu).
Séjmateriala pagatavoSanai izmantoja ieprieks pagatavoto M9 barotni bez iezimém.

Sakuma veica AP205-a-sinukleina konjugata producésanas apstaklu optimizesanu (skat.
2 nodalas 2.1. tab.). OptimizéSanu veica vienada tilpuma (100 mL) barotné. Parbaudija
inducétaja daudzuma, producésanas temperatiiras un laika ietekmi, ka ar1 piedevas ietekmi.

P&c inducgsanas noveéroja, ka lielakas producéSanas daudzums bija tad, kad inducgja ar
500 pL IPTG, pievienoja 500 uL 80% glicerina un kratija 16 h 25 °C, bet vismazakais, kad
inducgja ar 100 pL IPTG un kratija 4 h 37 °C. Tad no katra parauga péc induc€Sanas panéma
alikvotu un veica SDS-PAGE un NAGE elektroforézes analizi.

SDS-PAGE gela novéroja, ka vislielaka AP205-a-sinukleina konjugata koncentracija ir
tad, kad producesanu veica 25 °C ar pievienotu glicerinu (3), bet vismazak — kad producgja
20 °C bez piedevas (1). Péc NAGE noveéroja, ka, producgjot 37 °C, VLP dalinas nenovéro, bet
pargjos apstaklos noveéroja VLP raksturigo joslu. Péc abam analizém secinaja, ka labakie
producésanas apstakli bija 25 °C temperatiira ar vai bez glicerina piedevas.

Lai noteiktu, vai minimalaja M9 barotn€ producétais konjugats ir §kistoss, savaca Stinas
pec vispariga apraksta (skat. 2.2.2. apakS$nodalu), no katra parauga pané€ma alikvotu (~ 20 mg)

un liz€ja. Panéma alikvotas no lizata suspensijas. Péc centrifugéSanas panéma alikvotas no
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lizatu supernatantiem, bet nogulsnes suspendéja 1x PBS (500 pL) un iegiitos paraugus analiz&ja
ar SDS-PAGE un NAGE elektroforézi.

Novéroja, ka visos optimiz€sanas apstaklos konjugats pariet skistosaja lizata supernatanta
faze, savukart nogulsnés atliek niecigs konjugata daudzums un lielaka dala piemaisijuma ar
joslu virs 35 kDa.

P&c iegiitajiem gelu analizes rezultatiem atlasija 2. un 3. apstaklus (skat. 2.1. tab.). Stinas
liz&ja un lizatu attirija ar gelfiltracijas hromatografijas kolonnu Sepharose 4 Fast Flow un tad -
ar jonapmainas hromatografijas DEAE kolonnu. Frakciju analizéSanu veica ar NAGE
elektroforézi.

P&c jonapmainas hromatografijas NAGE gela nenovéroja VLP dalinu raksturigo joslu,
kas bija redzamas p&c gelfiltracijas. Tas liecina par to, ka dalinas p&c $1 attiriSanas sola nav
stabilas.

Kad noskaidroja labakos konjugata produc€sanas apstaklus un kad noskaidroja ta
stabilitati péc attiriSanas, veica produc&$anu minimalaja M9 barotng ar °C un "N iezimi.
Producésanu sakotn&ji veica maza tilpuma (200 mL), lai parbauditu, vai VLP dalinas bus
stabilas.

Soreiz barotnes pagatavosanu veica nedaudz citadi neka bez iezimém: barotnes (200 mL)
autoklavé$anu veica bez '"NH4Cl - to pievienoja péc autoklavéSanas Ilidz ar citiem
komponentiem, tos pirms tam filtr€jot. Par€jos solus atkartoja péc iepriekS atrastajiem
labakajiem induc€Sanas apstakliem (25 °C, 16 h, 0,25 mM IPTG). Péc produkcijas ODsoo
vertiba bija 0,8.

Papéma alikvotu S§tinu un liz€ja. Savaca lizata supernatantu un parbaudija konjugata

nogulsnésanu ar dazada daudzuma piesatinata (NH4)>SOj4 (skat. 3.1. tab.).

3.1. tabula

Konjugata nogulsnésana ar piesatinatu (NH4):SO4.

Nr. | Lizats, pL. | (NH4)2SO04, % | (NH4)2SO4, pL
1 100 10 11
2 100 20 25
3 100 30 43
4 100 40 67

Pec (NH4)>SO4 pievienoSanas suspensiju 1 h tur§ja uz ledus, péc tam centrifugg€ja un
panéma alikvotu no supernatanta (L). AtlikuSo supernatantu nol€ja un nogulsném pievienoja
ekstrakcijas buferskidumu, suspend€ja un centrifuggja. Pané€ma alikvotu no supenatanta (ES)

un nogulsném (EP) un veica SDS-PAGE elektroforézi.
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legiitie rezultati paradija, ka AP205-a-sinukleina konjugats péc gulsnéSanas praktiski
neatrodas §kiduma, savukart p&c ekstrakcijas tas atrodas gan supernatanta, gan pie nogulsném,
taCu nogulsnu frakcija ar1 pariet lielakais piemaistjums. Lidz ar to pienéma lémumu turpmak
ieklaut nogulsné$anu ka vienu no attiriSanas soliem.

Atlikuso daudzumu liz€ja, gulsné&ja un ekstrah&ja. Ekstrakcijas supernatantu attirija ar
gelfiltracijas hromatografiju Sepharose 4 Fast Flow kolonnu. P&c frakciju analiz€Sanas ar
NAGE elektroforgzi noveroja, ka VLP dalinas ir sadalijusas.

Ta ka iegiitie rezultati pec gelfiltracijas hromatografijas atSkiras no neiezZiméta parauga
rezultatiem, secinaja, ka, iesp&jams, atskiribas radas barotnes pagatavoSanas laika: neiezZiméetaja
barotné NH4Cl autoklavéja, bet iezimétaja — ne. Tadél parbaudija '>NH4Cl autoklavesanas
ietekmi.

Pagatavoja M9 barotni ar '"’NH4CI iezimi. Barotni sadalija divas vienadas dalas — viena
pievienoja parasto glikozi, bet otra — '*C iezimétu. Soreiz s&jmaterialu pagatavoja LB barotng,
pirms ta pievienoSanas M9 barotnei veica ta parmazgasanu ar fiziologisko $kidumu. Pé&c
centrifugésanas fiziologisko Skidumu nolgja, $iinas resuspend€ja M9 barotné un producgja
konjugatu. legttas Stinas liz€ja un attirjja ka ieprieks. Frakciju NAGE gela novéroja VLP
klatbiitni gan '2C, gan *C glikozes parauga.

Visbeidzot veica AP205-o-sinukletna konjugata producgSanu N un 3C ieziméta
barotné (1,5 L) péc vislabakajiem optimiz€Sanas rezultatiem (skat. 2.2.2. apakSnodalu):
SNH4CI autoklavgja, inducgja ar 0,25 mM IPTG, producgja 25 °C 16 h. Konjugatu attirija,
nogulsngjot to ar 40% (NH4)2SO4 un attirot ar Sepharose 4 Fast Flow gelfiltracijas kolonnu,
péc kuras sekmigi attirija konjugatu ar atkartotu gelfiltracijas hromatografiju (kolonna
Superdex 200, skat. 3.4. att.).

S| A ; © B

.....
My

-V

3.4.att. Hromatogrammu attéli péc *C un >N ieziméta konjugata attiriSanas. A: Sepharose 4FF
gelfiltracija; B: Superdex 200 gelfiltracija.
Iegtito tira konjugata frakciju analize ar SDS-PAGE un NAGE elektroforézi paradita 3.5.

attela (p&c otras attiriSanas).
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3.5.att. A: SDS-PAGE gels un B: NAGE gels péc otras gelfiltracijas *C un >N iezimétam AP205-
o-sinukleina, kur M- markieris, PI- pirms indukcijas, AI- pec indukcijas, ES- ekstrakta
supernatants un 1-8 - frakcijas.

P&c elektroforézes rezultatiem novéroja, ka konjugata esoSas VLP dalinas ir saglabajusas,
ka arm konjugats ir iegiits ar augstu tiribu. leguva AP205-a-sinukleina konjugatu ar

koncentraciju 24 mg/mL (kopgjais tilpums - 0,72 mL).

3.3. AP205-a-sinukleina konjugata fibrilizéSana un oligomerizéSana

Lai parbauditu, vai iegttais AP205-a-sinukleina konjugats fibrilizgjas vai oligomerizgjas,
veica vairakus méginajumus ar dazadiem apstakliem, balstoties uz literatiira atrodamajam
metodém (skat. 2. nodalas 2.2. tab.). Ja nav noradits citadi, katram paraugam pievienoja PMSF
11dz beigu koncentracijai 1 mM. Katram paraugam néma alikvotas katru dienu lidz 10 dienam,
un tas pec fibrilizéSanas beigam parbaudija ar SDS-PAGE un NAGE elektroforézi.

Visos apstaklos, iznpemot 1. un 2., nenovéroja izmainas, salidzinot ar sakotngjo
nefibrilizéto paraugu. Pirmaja méginajuma (nr. 1, skat. 2.2. tab.), kad nebija pievienots PMSF,
SDS-PAGE gela novéroja a-sinukleina atSkelSanos no AP205 (skat. 3.6. att. A un B), ka ar1
NAGE gela nenovéroja ierasto VLP signalu. Savukart, veicot atkartotu méginajumu taja pasa
buferskiduma, bet ar pievienotu PMSF, NAGE gela novéroja jauna signala rasanos, bet SDS-

PAGE gels neuzradija nekadas izmainas (skat. 3.6. att. C un D).

C D
bp kDa bp
116.0' =
662%™
45.0/%
5000 35.0 M'
3000 o B 3

1500 25.0/%

500 184/ %
PPL (STEYENRTEZE 01 S N 0d 1d 2d 3d 4d 7d 8d 9d10d

3.6.att. A un B: SDS-PAGE un NAGE gels fibrilizeSanai 1x PBS bez PMSF; C un D: SDS-PAGE
un NAGE gels fibrilizeSanai 1x PBS bufer§kiduma ar PMSF.
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Var secinat, ka PMSF pievienoSana ir nepiecieSama, lai konjugats nesadalitos
fibrilizé€sanas laika.

P&c tam panéma alikvotas no 1., 7. un p&dgjas fibriliz€Sanas dienas paraugiem no
fibrilizeéSanas apstakliem 2 1idz 6 (skat. 2.2. tab.) un uznéma elektronmikroskopijas attélus, lai

parbauditu, vai novero fibrillas (skat. 3.7. att.).

111§

3.7.att. TEM atteli fibrilizétajiem paraugiem (1x PBS + 1 mM PMSF).

Nevienam paraugam nenovéroja fibrillam vai oligom&riem lidzigas struktiiras.

Veica ari vienu oligomerizéSanas meéginajumu (skat. 2.2.4. apak$nodalu), tacu ari $aja
gadijuma nenovéroja izmainas SDS-PAGE, NAGE vai elektronmikroskopijas analize.

Papildus TEM, veica arT dalu fibrilizéto paraugu atomspeku mikroskopijas (AFM) attelu
uznemsanu.

AFM attelus uznéma katram fibriliz€tajam paraugam. Neviena no iegiitajiem AFM
att€liem nenoveroja fibrillariem vai oligomeriskiem agregatiem tipiskas struktiras. Lielakus
sakopojumus ar lielaku augstumu vargja novérot paraugos 1x PBS buferSkiduma (skat. 3.8.
att.), bet tas tik un ta neliecinaja par fibrillu veidoSanos.

Al: nefibrilizéts, 1x PBS

AFI: fibrilizats, Tris-HCI (5 mM), KCI (150 mM)

AF2: fibrilizéts, Tris-HCI (50 mM), KCI1 (150 mM)

AF3: fibrilizéts, Na phosphate (50 mM), EDTA (0,1 mM)

+0,02% NaNj3
AO1: oligomerizéts, 1x PBS

3.8.att. AFM atteli nefibrilizétajam (A1) un fibrilizétajiem (AF1, AF2, AF3) un

oligomerizeétajam (AO1) konjugata paraugiem.
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3.4. AP205-a-sinukleina konjugata antigenitates tests

Lai parbauditu, vai iegiitais konjugats saistas ar a-sinukleina trusu MJFR 14-6-4-2
Skidumu antivielam, veica ta ELISA testu un salidzindgja ar monomérisku AP205 un
monomeérisku a-sinukleinu. Veica tris paral€lus mérijjumus un no tiem aprékinaja vidgjo
aritmétisko, ko izmantoja talakiem aprékiniem. legiitie rezultati paradija, ka monomérisks
AP205 nesaista antivielas, ko vargja noverot péc OD veértibam. Savukart AP205-a-sinukleina
konjugats un monomeérisks a-sinukleins tas saista vienlidz labi. Antivielu titru vargja noteikt
pie atSkaidijuma 1:64000. Salidzindjumam iegiitie rezultati pie antivielu atSkaidijuma 1:1000

paraditi 3.9. attela.
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3.9. att. ELISA testa ODyo; vertibas pie antivielu atSkaidijjuma 1:1000.

Papildus netieSajam ELISA testam veica ar1 konkur&joso ELISA. Ar konkur&joso ELISA
parbaudija, kada ir AP205-a-sinukleina sp€ja saistit antivielas, salidzinot ar monomérisku,
oligomérisku a-sinukletnu, AP19 (AP205 un a-sinukleina 127-140 epitops) un AP205.
Sakotngji uz plates bedritem uznestas AP205-a-sinukleina konjugatu, un pe&c blokéSanas
bedrites pievienoja antivielu un 5 antigénu maisijumu. Pec ELISA testa veikSanas un iegiitajam
OD49; vertibam noveéroja, ka AP205 un monomerisks o-sinukleins nesaista antivielas, bet
vislabak antivielas saista AP19. AP205-a-sinukleina konjugats un o-sinukleina oligomeéri

antivielas saista vienlidz labi (skat. 3.10. att.). Vertibas uz x ass ir att€lotas logaritmiska skala.
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3.10. att. Konkuréjosas ELISA tests (pret AP205-a-sinukleina konjugatu) pie OD= 492 nm.

Vertibas uz x ass attélotas log skala.
3.5. AP205-a-sinukleina konjugata biofizikala analizéSana

3.5.1. KMR spektroskopija

AP205-a-sinukleina pamatvirknes 'H, *C un >N kimisko nobizu interpretaciju veica ar
multidimensionaliem spektriem [59-61]. Noteica proteina pamatvirknes HN, C=0, Ca un Cf3
kimiskas nobides. Izmantojot Co. un Cf veértibas, aprékinaja aminoskabju tieksmi veidot otr&jas
struktiras elementus, ka aprakstits 2. nodala [55]. No 140 a-sinukleina aminoskab&m noteica
103 no tam (74%). leguva grafiku, kura atliktas aminoskabes no 14 lidz 140, kuram aprékinata

ASCa-AdCp vertiba (skat. 3.11. att.). Sikaka interpretacija veikta 4.4.1. apaksnodala.
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3.11. att. AP205-a-sinukleina AdCa-AdCP vertibu shematisks attelojums.
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P&c iegiitajiem rezultatiem novéro, ka proteins ir nestrukturéts: ja tam butu B-sloksnes,
tad noverotu vismaz tris péc kartas esoSo aminoskabes ar vertibu -1,0 ppm vai vairak. Savukart
a-spiralei ir raksturiga 4 péc kartas esoSu aminoskabju seciba ar 1,0 ppm vértibu vai vairak.
Grafika ar zvaigzniti ir atziméti glicina atlikumi, ta ka glicinam nav Cp oglek]u.

Noteikto aminoskabju atlikumu H-N korelaciju atlika 2D H-N-HSQC spektra (skat. 3.12.
att.). Numeracija veikta péc a-sinukleina aminoskabju k&des. Ar raustito Iiniju ir iezZimé&ts sanu
kézu regions, kuram neveica kimisko nobizu noteikSanu. Sanu k&des nenem veéra otrgjas
strukturas aprékinasanai, un to kimisko nobiZzu noteikSanai ir nepiecieSami papildus KMR
eksperimenti, kas ir sarezgiti un prasa ilgaku laiku. Pilna konjugata sekvence, molmasa un
ekstinkcijas koeficienta vertiba redzama 4. pielikuma. Noteiktas kimiskas nobides atrodamas

6. pielikuma.
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3.12. att. AP205-a-sinukletna 2D H-N-HSQC spektrs.

Kopuma novéroja korelacijas signalus, kas atbilst a-sinukleinam, ka arT vienu linkera
dalas aminoskabes atlikumu. Pilniba noteica proteina NAC un C- gala eso$as aminoskabes,
savukart no N- gala esoSajam aminoskabém izdevas noteikt tikai treSdalu.

Alfa-sinukleina sekvencg ir pieci prolini, kas apgriitina pamatvirknes kimisko nobizu
noteikSanu. Prolins ir otr€jais amins, kuram peptidsaites veidoSanas rezultata rodas amida
protona iztrikums, kas neveido magnetizacijas parnesei svarigo H-N saiti. Tas veido
partraukumus proteina pamatkédes noteikSanas eksperimentos, kas ir bazeti uz NH protonu
detekciju. Lidz ar to ir nepiecieSsams veikt eksperimentus, kuros neizmanto 'H detektg$anu,

pieméram, '2C detekcijas eksperimentus.
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Sos spektrus uznéma ar '*C detekt&sanai paredzéto kriozondi, un tas lava uzlabot jutibu
KMR spektros. Kopuma identificéti 98% no 105 signaliem NCO korelacijas signaliem. Divus
NCO signalus nebija iesp&jams noteikt, jo tie neuzradija nekadu korelaciju 3D eksperimentos,
11dz ar to nebija iesp&jams noteikt, kada aminoskabe ta varetu biit. Kimiskas nobides vienam no
signaliem bija 121,12/176,43 ppm, bet otram — 121,98/176,93 ppm. Sis nobides atbilst
vairakam aminoskabém, iznemot glicinu, alaninu, treoninu, serinu un prolinu.

Iegtitais NCO spektrs redzams 3.13. attéla. Ar raustito liniju ir iezZim&ts sanu k&zu

regions, kuram neveica KMR spektru uznemsanu un kimisko nobizu noteikSanu.
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3.13. att. AP205-a-sinukleina 2D NCO spektrs.
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3.5.2. FTIR spektroskopija

Lai noskaidrotu, vai AP205-a-sinukletna konjugatam otrgja proteinu struktira atskiras no
tira AP205, a-sinukletna un to maisijuma, uzn€ma un salidzinaja visu paraugu FT-IS (FTIR).
Rezultati paraditi 3.14. attéla.

- Alfa-sinukleins - Konjugats
-~ AP205 = = Alfa-sinukleins + AP205

1700 1680 1660 1640 1620 1600
Vilna garums (cm™)

3.14. att. AP20S, a-sinukleina, to maisijuma (a-sinukleins + AP205) un konjugata FTIR spektri.
P&c iegiitajiem rezultatiem noveroja, ka a-sinukleina, AP205 un to konjugata absorbcijas
liknes savstarpgji atsSkiras, savukart nekonjugéta o-sinukleina un AP205 maisijuma Iikne
pilniba sakrita ar konjugata Iikni.
Konjugata un abu komponentu maisijuma Iiknes forma ir izteikti divi pleci ar maksimumu

pie 1645 cm™ un 1625 cm™. Visam ltkném absorbcijas maksimums novérojams ap 1645 cm.

3.5.3. ThT saistiSanas
Veica ThT saistiSanas fluorescences mérjjumus monomériskam a-sinukleinam, AP205

un abu konjugatam (skat. 3.15. att.).
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3.15. att. AP205, a-sinukleina un to konjugata ThT saistiSanas fluorescences likne.
Péc ThT saistiSanas noveéroja, ka monomeériskam oa-sinukletnam nav fluorescences, bet
AP205 un abu konjugatam fluorescences likne ir praktiski vienada — tas intensitates maksimums

ir ap 150 a. u. Tas liecina par to, ka AP205 saistijas ar ThT, bet a-sinukleins nav saistijies.
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4. DISKUSIJA

4.1. AP205-a-sinukleina konjugata producésana M9 barotne

Proteina parauga iegiisanai KMR analizei bija javeic iezZim&ta proteina iegiiSana. Tada
gadijuma proteina producéSanu veic minimalaja M9 barotng, kur par slapekla avotu kalpo
ISNH.4Cl, bet par oglekla — pilniba ar 1*C ieziméta glikoze. Kopuma veiksmigi izdevas iegilt tiru
konjugatu pietickama daudzuma péc optimizéSanas veikSanas: péc 2 hromatografijam no 1,5 L
barotnes ar '3C un °N iezimi ieguva konjugata §kidumu ar koncentraciju 24 mg/mL (0,72 mL).
Ja salidzina ar konjugata producésanu parastaja 2TY barotng, kur iznakums no Cetrreiz mazaka
barotnes daudzuma (0,4 L) péc 3 hromatografijam ir 10 mg/mL (1,00 mL), tad var secinat, ka
M9 barotné iegiitais daudzums ir mazaks. Sads rezultats bija sagaidams, jo minimalaja M9
barotn€ nav tik liels £. coli augSanai nepiecieSamo komponentu skaits.

Lai parbauditu, vai M9 barotn€ producétais proteins strukturali neatSkiras no 2TY
producéta, uznéma 'H-KMR spektrus un secinaja, ka signali sakrit. Tas parada, ka nav

strukturalu atSkiribu, ja producéSanu veic M9 un 2TY barotnés.

4.2. AP205-a-sinukleina konjugata agregeSanas eksperimenti

Viens no Parkinsona slimibas iemesliem ir abnormala o-sinukleina agreg€Sanas
oligomgros un fibrillas, 1idz ar to méginaja parbaudit, ka notieck AP205-a-sinukleina konjugata
agregacija.

Ta ka iepriek§ literatira nav aprakstita Sada konjugata agregeSanas eksperimenti,
méginaja iegt fibrillas vai oligomérus péc ieprieks aprakstitajam monomériska a-sinukleina
fibrilizéSanas [49, 50] un oligomerizé€Sanas metodém [51]. Ir atrodami vairaki piemeéri, kuros ar
AFM vai EM uznemtajos att€los ir skaidri redzamas a-sinukleina veidotas fibrillas. ArT ThT
saistiSanas fibriliz€Sanas eksperimenti uzrada, ka, veidojoties fibrillam, palielinas fluorescences
intensitate, kas liecina par B-slok$nu veidoSanos.

Sakotngji fibrilizé€tos paraugus parbaudija ar SDS-PAGE un NAGE elektroforézi.
Paraugos ar pievienotu 1M PMSF SDS-PAGE gelos nenovéroja izmainas, savukart NAGE gela
novéroja gan AP-205-a-sinukletna VLP dalinu klatbiitni, gan jaunu joslu 8., 9. un 10. diena ka
paradits 3.3. nodala. Tas liecina par to, ka konjugata molmasa ir saglabajusies, tacu ir notikusi

izmaina ar VLP dalinu struktiiru.
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Fibrilizétos un oligomerizétos paraugus analiz€ja ar AFM un TEM mikroskopiju, un
neviena parauga neatrada fibrillam vai oligomériem Iidzigas struktiiras. Tas var liecinat par to,
ka proteina konjugéSana ar VLP ir agreg€Sanai traucgjoss faktors. Iesp&jams, ka konjugésana
izraisija st€riskus traucgjumus, kas trauc€ja dalinam savstarpgji saistities un veidot agregatus
vai VLP virsmas veidotas hidrofobas/hidrofilas vai ladina atkarigds mijiedarbibas trauce
agregacijas norisei.

Parbaudija nefibrilizéta AP205-a-sinukleina konjugata, monomériska AP205 un
monomériska a-sinukleina saistiSanas sp&ju ar ThT. Ieguva rezultatus, kuros novéroja, ka
AP205 un ta konjugata ar a-sinukleinu emisijas liknes ir vienadas, tacu a-sinukleina likne
neuzradija fluorescenci. Tas liecina par to, ka AP205 spgj saistities ar ThT AP205 strukttra
eso$o B-sloksnu del.

Lai parbauditu, vai AP205-a-sinukleina konjugatam nav sp&jas fibriliz€ties vai
oligomerizgties, biitu javeic lielaka agregesanas apstaklu parbaude. Tacu fakts, ka $ads vakcinas
prototips neagreggjas, parada to, ka tas varetu biit droSs un pats par sevi neveidotu
neirotoksiskus agregatus. Saja darba veiktie agregesanas eksperimentu rezultati tika parbauditi

ar vairakam metodém, kas parada, ka iegtitie rezultati ir ticami.

4.3. ELISA antigenitates testi

legiitie netieSas ELISA testa rezultati paradija, ka antivielas vienlidz labi saista gan
AP205-a-sinukleins, gan monomeérisks a-sinukleins. Monomérisks a-sinukleins antivielas
saista tadel, ka, to absorbgjot uz plates bedrites, tas uzvedas ka oligomérs. Kopuma péc
rezultatiem var spriest, ka VLP konjugats sp&j atdarinat a-sinukleina agregatus, ko sekmigi
atpazist antivielas. Savukart pats AP205 monomers to nespgj izdarft.

Péc konkurgjosa ELISA testa datiem var secinat, ka vislabak antivielas saista AP19. Tad
nedaudz labak par o-sinukleina oligomériem antivielas spgj saistit AP205-a-sinukleina
konjugats. Tas parada to, ka izveidotais konjugats ir potencials vakcinkandidats, jo antivielas
to sp&j atpazit tikpat labi ka kaitigos oligomeérus. Jau ieprieks literatiira Lieknina [5] apraksta,
ka AP19, kas ir AP205 konjugats ar a-sinukleina C- gala epitopu no 127 lidz 140 aminoskabes
atlikumam, loti labi saistas ar antivielam. Var secinat, ka pilna uz garuma AP205-a-sinukleina

konjugata atrodas tas pats 127-140 epitops nemainita stavokli, un tas saista antivielas.

44



4.4. AP205-a-sinukleina konjugata biofizikalie eksperimenti

4.4.1. KMR spektroskopija

P&c iegiitajiem rezultatiem VLP dalu Skiduma KMR nenoveéro. Tas izskaidrojams ar
dalinas lielo izméru: ta Ieéni kustas §kiduma, un iegttie signali ir parak plati, lai tos detektetu.
Art iepriek§ Lieknina et al. demonstréja, ka AP205 VLP dala Skiduma KMR spektros
neuzradas [5].

Alfa-sinukletlnam novéroja C-gala un NAC regiona esoSo aminoskabju atlikumus,
savukart N-gala aminoskabju atlikumus noveroja vien tresdalai. To varétu skaidrot ar to, ka N-
gals atrodas tuvu pie AP205 dalas un mijiedarbibu dél tas ir mazkustigs un praktiski
nedetekt&jams ar Skiduma KMR. Lai to noverotu, biitu javeic papildus eksperimenti ar cietvielu
KMR, kas lauj iegiit informaciju par mazkustigiem regioniem.

Alfa-sinukleTna aminoskabju sekvencg ir noveérojami 4 regioni, kuros aminoskabju seciba
ir loti lidziga (EKTKQGV, GKTKEGYV, SKTKEGV un EKTKEQV), lidz ar to tas apgriitina
precizu konkrétas aminoskabes noteikSanu. Pieméram, identific€t konkr&tus lizinus. Ari
literatiira ir minéts, ka $adi atkartojumi traucé KMR spektru interpretacijai [62]. Lai pareizak
noteiktu aminoskabju atlikumu atrasanas vietu sarezgitos gadijumos, izmantoja salidzinajumu
ar vairakiem literatlira atrodamajiem avotiem, kuri art veica monomeriska a-sinukleina pétiSanu
ar KMR [44, 62, 63]. Kopuma iegiitie signali korel€ja gan salidzinot dazadus literatiiras avotus
savstarp€ji, gan salidzinot eksperimentali noteiktos signalus ar literatliras avotiem.

Lai salidzinatu, vai iegiitie otr§jo struktiiru aprékinu rezultati korelé ar literatiira
atrodamajam verttbam BMRB banka [64—68], aprékinaja literatiira atrodamo monomeriska a-
sinukletna otrgjo struktiiru péc Ca un CP kimiskam nobidém. legiitos rezultatus salidzinaja ar
eksperimentali noteiktajam un izveidoja korelacijas grafikus (skat. 7. pielikuma). Kopuma
iegiitie rezultati bija loti lidzigi — iegilitas R? vértibas uzradija augstu korelaciju. Vislielaka
korelacija bija ar BMRB#25227: R? koeficienta vértiba bija 0,97 (skat. 4.1. att.) [64]. Autori
spektra uznemsSanu veica natrija fosfata buferSkiduma ar pievienotu NaCl ar pH=5 10 °C

temperatiira.
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4.1.att. Korelacijas grafiks eksperimentali noteiktajam un no BMRB 25227 [64] aprekinatajam
Ad Ca - Ad CP vertibam.

Atskiribas vargja rasties parauga vides d€] — izmantotais buferSkiduma sastavs, pH un
eksperimenta temperatiira. Sliktaku korelaciju noveroja ar paraugiem, kas tika uznemti HEPES
buferskiduma [66, 68] Korelacija ar literatiiras datiem ir augsta — tas liecina par to, ka AP205-
a-sinukleina konjugata proteina dala saglaba ta monomerisko stavokli un ir I1dziga briva forma
esoSajam a-sinukletnam: AP205-a-sinukletna konjugats ka vakcinas prototips atdarina o-

sinukletna monoméru un tas neveido sakartotu struktiiru, kada ir novérojama agregatiem.

4.4.2. FTIR spektroskopija

Zandomeneghi et al. [69] jau 2004. gada aprakstija to, ka FTIR spektroskopija ir efektiva
metode monomerisku B-slokSnu proteinu un amiloido fibrillu atSkirSanai. Lai parbauditu, vai
konjugeta AP205-o-sinukletna otrgja struktira atSkiras no monomérisko komponentu
sajaukuma un atseviski no AP205 un o-sinukleina, veica paraugu FTIR analizi. Visos
gadijumos novéroja signalus ar maksimumu pie 1645 cm™ (skat. 3.14. att. 3.5.2. apak$nodala),
kas atbilst pamatvirknes peptidsaité esosa C=0O svarstibam. AP205 un a-sinukleina konjugétas
un nekonjugétas formas spektri pilniba sakrita, kas liecina par to, ka, konjuggjot abus
komponentus, struktiira nemainas. Monomériska AP205 spektrs atSkiras no monomeriska o-
sinukleina spektru ar izteiktaku “plecu” ap 1625 cm’!. Tas liecina par to, ka AP205 struktiira
atrodas elementi, kas atSkiras no a-sinukleina.

P&c literatiira atrodamajam proteinu FTIR spektriem, var noteikt, ka B-sloksném atbilst
signals ap 1625 cm™', bet ap 1645 cm™ - nesakartotam struktiiram. Tas liecina par to, ka miisu

iegtita konjugata FTIR spektra ir novérojams AP205 veidotais B-slok$nu regions, bet $is regions
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nav raksturigs B-slokSnu bagatajam fibrillam. Ka ari, salidzinot ar Froula et al. [70] datiem
ieglitajiem monomeriska, oligomeriz€ta un fibrilizéta a-sinukleina FTIR spektriem (skat. 4.2.
att.), var secinat, ka $aja darba iegiita konjugata FTIR spektrs (skat. 3.5.2. apaksnodalas 3.14.

att.) atbilst nefibriliz€tajam, monomeériskajam a-sinukletnam.
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4.2. att. FTIR spektri monomeriskam, oligomerizétajam (O) un fibrilizétajam (F-L, F-M, F-S) a-
sinukleinam [70].

Kopuma péc FTIR spektroskopijas var secinat, ka konjugata struktira ir novérojama
nesakartotas struktiiras signals ap 1645 cm !, kas sakrit ar literatiira [70] atrodamo nefibrilizéta
o-sinukleina FTIR spektru. Signals ap 1625 cm™ (skat. 3.5.2. apak$nodalas 3.14. att.) liecina
par AP205 struktiira esoSajam [-sloksném. legiitie rezultati korele ar ThT saistiSanas

rezultatiem: AP205 struktura ir B-sloksnes, bet a-sinukleinam tas nenoveéro.
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SECINAJUMI

Rekombinanta ekspresijas sisttma E. coli $tinas un attiriSana ar gelfiltracijas un
jonapmainas hromatografiju ir efektiva metode AP-205-a-sinukleina konjugata iegiiSanai
pietickama daudzuma un tiriba turpmako analizu veiksanai.

Specifisko anti-a-sinkuletna antivielu MJFR14-6-4-2 saistiSanas ar AP205-a-sinukleina
konjugatu ELISA testa liecina, ka konjugats saglaba konformacionali specifiskus
epitopus. Tas parada, ka konjugatam ir potencials ka vakcinu kandidatam.

Sekmiga AP205-a-sinukleTna konjugata iegiiana E. coli §inas ar °C un "N iezimi ir
iespgjama minimalaja M9 barotng, péc tam veicot attiriSanu ar gelfiltracijas
hromatografiju. Metode ir pielietojama konjugata iegtsanai pietickama daudzuma un
tir1ba, lai veiktu Skiduma KMR eksperimentus.

Iegtitie FTIR rezultati liecina, ka VLP dala konjugata saglaba otr&jo struktiiru, bet ThT
fluorescence, TEM un AFM parada, ka iegttais AP205-a-sinukleina konjugats netiecas
veidot agregatus.

Multidimensionalajos Skiduma KMR eksperimentos novéroja 74% no a-sinukleina
pamatvirkné esoSajiem aminoskabju atlikumiem, galvenokart NAC un C- gala regionu,
kas saglaba nestrukturétu stavokli. Iegttie rezultati parada, ka Skiduma KMR
spektroskopija ir pielietojama kustigu fragmentu analiz€Sanai $ados konjugatos, bet
mazkustigu fragmentu (VLP) analiz€Sanai ir nepiecieSams izmantot citas metodes,

pieméram, cietvielu KMR spektroskopijas izmantoSanu.
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1. pielikums

Izmantota aparatura

Iekarta Modelis RazZotajs
Centrifuge 5418 Eppendorf (Vacija)
Himac Ultracentrifuge CP 80NX Eppendorf (Vacija)
. 5804 R Eppendorf (Vacija)
Centrifugas 5424 Eppendorf (Vacija)
Allegra X-30 R Beckman Coulter (ASV)
Avanti J-E Beckman Coulter (ASV)
Centrifliga/vortekss Multi-Spin MSC-6000 Biosan (Latvija)
Autoklavs Systec DX-65 Systec GmbH & Co. (Vacija)
pH metrs SevenDirect SD20 Mettler Toledo (Sveice)
o . ESCO Lifesciences group
Laminars Streamline Class 11 BSC : _
(Singaptira)
Saldetavas WiseCryo Daihan Scientific (Dienvidkoreja)
Spektrofotometri Nanodrop 2000C Thermo Fischer Scientific (ASV)
Cd-26X J142 (Krievija)
Fluorimetrs Invitrogen Qubit fluorometer | Thermo Fischer Scientific (ASV)
Thermo-Shaker TS-100 Biosan (Latvija)
Kratitaji Multl—functg)élle}l_g)oribltal Shaker Biosan (Latvija)
Orbital Shaker PSU-10i Biosan (Latvija)
Vorteksi MS 3 basic IKA (Vacija)
Svari PLJ 750-3N KERN & SOHN (Vacija)
Cleaver Scientific Ltd (Apvienota
Elektroforézes S-300V Karaliste)

baro$anas bloki

Power Pac Universal

Bio-rad Laboratories Inc. (ASV)

EPS 600

Pharmacia Biotech (Zviedrija)

FElektroforézes kasetes

Mini-PROTEAN Tetra System

Bio-rad Laboratories Inc. (ASV)

Gelu skenétajs

gelONE Gel documentation

Cleaver Scientific Ltd (Apvienota

system Karaliste)
Elektriska plitina ar RCT basic TKA (Vacija)
magnétisko maisitaju
Udens attiritajs PURELAB Quest VF LC-291 ELGA Veolida (Apvienota
Karaliste)
UlFraskar;as Ultrasonic Processor UP200S Hielscher Ult_raﬁonlcs GmbH
dezintegrators (Vacija)
P 600 MHz Bruker Avance Neo
Kodolmagnétiskas le1/19
spektrometrs, 5S-mm "H/""F
rezonanses 1315 Bruker (ASV)
spektrometri (*°C/"°N) Quadrupole-Resonance
p CryoProbe with Z-Grad zonde
Elektronmikroskops | JEM-1230 elektronmikroskops JEOL Ltd. (Japana)
FTIR spektrometrs Bruker Invenio S Bruker (ASV)
Termostats BINDER BINDER (Vacija)
Inkubators Multitron Mentor GmBH (Apvienota
Karaliste)
Hromatoerafi AktaPure Danaher Corporation (ASV)
omatog AktaPrime plus Danaher Corporation (ASV)

Plasu lasitajs

BDSL Immunoskan MS 355

Labsystems (Somija)
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2. pielikums

Izmantotie reagenti un Skidinataji

Reagents Tirtbas pakape Razotajs
Agaroze - Sigma Aldrich (ASV)
40% Akrilamida skidums . .
(akrilamids/bisakrilamids 29:1) i Fisher Bioreagents (ASV)
Tris 99,9% Carl Roth GmbH (Kina)
e . Elektroforézes gela . . -
Natrija dodecilsulfats iribas pakape >99% Fisher Chemical (Japana)
Amonija persulfats - Fisher Bioreagents (ASV)
TEMED 99% Acros Organics (Belgija)
. Cambridge Isotope Laboratories Inc.
_ _13 0
D-glikoze (U-""C6) 99% (ASV)
Amonija hlorids 99,6% Thermo Scientific (ASV)
Amonija hlorids ('°N) 99% !N atoms Eurisotop (ASV)

Analitiskas tiribas

D-glikoze pakape Fisher Chemical (Vacija)
Natrija dihidrp g(:anfosfﬁta 98% Thermo Scientific (Indija)
monohidrats
Dinatrija hidrogénfosfats 99% Acros Organics (Niderlande)
Kalija dihidrogénfosfats - Fisher Bioreagents (Indija)
Natrija hlorids 99% Fisher Bioreagents (ASV)
Kalija hlorids 99% Fisher Bioreagents (ASV)
Etidijbromids (10% Skidums) - Fisher Bioreagents (ASV)
Kalcija hlorids 97% Thermo Scientific (Vacija)
Magnija sulfata monohidrats 99% Acros Organics (Spanija)
Tiamina hidrohlorids 99% Sigma Aldrich (Vacija)
D-biotins - Fluorochem (Apvienota Karaliste)
Dikalija hidrogénfosfats 98% Fisher Bioreagents (Indija)
Virkons-S - LANXESS (Vacija)
EDTA 99% Acros Organics (Belgija)
Deiteréts tidens (D20) 99,9% Eurisotop (ASV)
PMSF 99% Thermo Scientific (Vacija)
IPTG 99,8% Formedium (Apvienota Karaliste)
Ampicilina natrija sals - Fisher Bioreagents (Kina)
Agars - Fisher Scientific (ASV)
LB barotne (triptons 10 g/L,
rauga ekstrakts 5 g/l, NaCl 10 - Carl Roth GmbH (Vacija)
g/L)
Triptons (elf(Zim_‘?‘ﬁSki Skelts no ; Millipore Sigma Aldrich (Vacija)
azeina)
Rauga ekstrakts - Acros Organics (Belgija)
Glicerins 99,5% Fisher Bioreagents (ASV)
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2. pielikums (turpinajums)

Etikskabe (99,9%) - RK Chem (Latvija)
Salsskabe (35-28%) - RK Chem (Latvija)
Natrija hidroksids 98,7% Fisher Chemical (Cehija)
2-merkaptoetanols 99% Thermo Scientific (Vacija)

Bromfenolzilais - Fisher Bioreagents (Indija)
Tritons x100 - Fisher Scientific (ASV)
Molek. biologijas grada
Tween-20 iribas pakape Prolabo (Belgija)
Urinviela 99,5% Acros Organics (Vacija)
Glicins 98,5% Fisher Bioreagents (ASV)
Proteinu molekularas masas
markieris (BLUeye Prestained - Sigma Aldrich (ASV)
Protein Ladder)
DNS markieris (MassRuler I .
DNA Ladder) - Thermo Scientific (Lietuva)
DNS krasviela (6x MassRuler .. .
DNA Loading dye) - Thermo Scientific (Lietuva)
DNS markieris (GeneRuler 1kb| i Thermo Fisher Scientific Baltics
Plus DNA Ladder) UAB (Lietuva)
Prot@mg moleku} aras masas Thermo Fisher Scientific Baltics
markieris (Unstained Protein - UAB (Lictuva)
Molecular Weight Marker)
Briljantzilais AppliChem GmbH (Vacija)
BSA >98% Sigma Aldrich
Antivielas

o-fenilendiamina
dihidrohlorida substrats

Thermo Scientific (ASV)

30% H20; skidums

Molek. biologijas grada

Chempur (Polija)

tirtbas pakape
Molek. biologijas grada . .
TCA tiribas pakape AppliChem GmbH (Vacija)
Fosfata-citrata buferSkiduma MOlle._blOlOgl_]ilS grada Sigma-Aldrich (Vacija)
tableres tiribas pakape

Qubit protein assay kit

Thermo Fisher (ASV)

Anti-a-sinukleina agregatu
antivielas MJFR 14-6-4-2
antivielas (#ab214033)

Abcam (Apvienota Karaliste)

HRP-conjugated goat anti-
rabbit IgG antibodies (#A8275)

SigmaAldrich (Vacija)

GeneJET™ Plasmid Miniprep
Kit

Thermo Scientific (ASV)
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3. pielikums

Izmantotie Skidumi

Sl,ddums

Sastavs

LB barotne (8kidra)

NaCl (5.0 g)

Triptons (5.0 g)

Rauga ekstrakts (2.5 g)

H,O (0.5L)

Ampicilina skidums (0.5 mL, 100 mg/mL)

LB agarizéta barotne

NaCl (1.0 g)

Triptons (1.0 g)

Rauga ekstrakts (0.5 g)

Agars (2.0 g)

H>O (0.1 L)

Ampicilina skidums (0.1 mL, 100 mg/mL)

2 TY barotne

NaCl (5.0 g)

Triptons (16.0 g)

Rauga ekstrakts (10.0 g)

HO (1.0L)

Ampicilina $kidums (1.0 mL, 100 mg/mL)

CaCl; skidums (1 M)

CaCl (1.11 g)

H>O (10 mL)
MgSO4 skidums (1M) MgSO4 (1.20 g)

H>O (10 mL)
Tiamina Skidums (5%) Tiamins (0.5 g)

H>0 (9.5 g)

Biotina Skidums (1%)

Biotins (0.1 g)
50% EtOH $kidums iident (9.9 mL)

M9 barotne

NH4CI vai "NH4C1 (0.5 g)

KH2POq4 (1.5 g)

Na;HPO4 (3.0 g)

NaCl (1.25 g)

H>0 (500 mL)

IM CaClz (50 puL)

IM MgSO4 (1.25 mL)

5% tiamins (40 pL)

1% biotins (100 pL)

Ampicilina $kidums (0.5 mL, 100 mg/mL)

Ampicilina Skidums (100 mg/mL)

Ampicilins (2.0 g)
H>O (20 mL)

IPTG $kidums (1M)

IPTG (2.38 g)
H>O (10 mL)

PMSF $kidums (1M)

PMSF (1.74 g)
DMSO (10 mL)

LizeSanas buferskidums

Tris-HCI (50 mM, pH=8.0)
NaCl (150 mM)

Triton X-100 (0.1%)

HO

5M NaCl skidums

NaCl (292.2 g)
H,0 (1.0 L)
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3. pielikums (turpinajums)

Ekstrakcijas buferskidums

Urinviela (0.5 M)
Tween (0.1%)
1x PBS

SDS skidums (10%)

SDS (10 g)
H,0 (90 mL)

PBS (10x, pH=7.4)

Na;HPOs4 - 2H>0 (17.8 g)
KH2PO4 (2.4 g)

NaCl (80.0 g)

KC1(2.0 g)

H20:1.0L

Tris buferskidums (1.5 M, pH=8.8)

Tris (181.7 g)
HO (1.0L)

Tris buferskidums (0.5 M, pH= 6.8)

Tris (60.57 g)
HO (1.0L)

Amonija persulfata Skidums, APS (10%)

(NHa4)2S205 (1 g)
H,0 (9 mL)

Elektroforézes buferskidums (10 x)

Tris (30. 2 g)
Glicins (144.1 g)
SDS (10.0 g)
HO (1.0L)

SDS-PAGE koncentrgjosais gels (4%)

H>O (3.15mL)

40% akrilamida/bisakrilamida Skidums (0.5 mL)
0.5 M Tris (pH 6.8, 1.25 mL)

10% SDS (50 pL)

10% APS (50 pL)

TEMED (5 puL)

SDS-PAGE sadalosais gels (15%)

H>0 (2.85 mL)

40% akrilamida/bisakrilamida skidums (3.0 mL)
1.5 M Tris (pH 8.8, 2 mL)

10% SDS (80 pL)

10% APS (80 uL)

TEMED (16 pL)

Agarozes NAGE gels (1%)

Agaroze (1 g)
1x TAE (99 mL)
Etidijbromids (5 pL)

Laemmli krasviela

Tris (0.125 M, pH=6.8)
SDS (4%)
B-merkaptoetanols (10%)
Glicerins (20%)
Bromfenolzilais (0.05%)

Coomassie krasviela

Comassie briljantzilais G250 (0.1 g)
Etanols (96%, 12 mL)

TCA (50%, 8 mL)

H>O (80 mL)

BSA skidums (1%)

BSA (1 g)
PBS (1x, 100 mL)

Na fosfatu buferskidums (50 mM, | NaH2PO4 - H20 (0.073 g)
pH=7.4) Na;HPO4(0.279 g)
H>O (50 mL)
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3. pielikums (turpinajums)

Karbonatu buferskidums (10x, pH=9.5)

NaxCO3 (5.3 g)
NaHCOs (4.2 g)
H>0 (100 mL)

TAE (1x, pH=8)

Tris (40 mM)
EDTA (1 mM)
CH3COOH (20 mM)
H>O

Fiziologiskais skidums

NaCl (0.9 g)
H,0 (100 mL)

PBST skidums

Tween-20 (25 pL)
PBS (1x, 500 mL)

o-fenilédiamina dihidrohlorida substrats

Fenilédiamina dihidrohlorida substrats (1 tablete)
H>O (10 mL)
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4. pielikums

AP-205-0-sinukleina konjugata un a-sinukleina sekvence

a-sinukleina sekvence

MDVFMKGLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTK
EGVLYVGSKTKEGVVHGVATVAEKTKEQVTNVGGA
VVTGVTAVAQKTVEGAGSIAAATGFVKKDQLGKNE
EGAPQEGILEDMPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA

AP205-a-sinukleina sekvence
Ar zalu: linkeris

Ar zilu: a-sinukletna dala

MANKPMOQPITSTANKIVWSDPTRLSTTFSASLLRQRV
KVGIAELNNVSGQYVSVYKRPAPKPEGCADACVIMP
NENQSIRTVISGSAENLATLKAEWETHKRNVDTLFAS
GNAGLGFLDPTAAIVSSDTTAGSGSGASGSGDVFMK
GLSKAKEGVVAAAEKTKQGVAEAAGKTKEGVLYVG
SKTKEGVVHGVATVAEKTKEQVINVGGAVVTGVTA
VAQKTVEGAGSIAAATGFVKKDQLGKNEEGAPQEGI
LEDMPVDPDNEAYEMPSEEGYQDYEPEA

AP205-a-sinukleina molmasa

29,03 kDa

AP205-a-sinukleina €280

19300 M'cm™!
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5. pielikums

5D spektra analizes piemers [61]
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Noteiktas AP205-a-sinukleina kimiskas nobides

6. pielikums

Nr. AA C Ca H N CB | Nr. | AA C Ca H N CB | Nr. | AA C Ca H N Cp
G 172.85 | 45.22 36 | G | 173.71 | 45.24 68 | G | 173.71 | 45.09 | 8.16 | 108.72
A 7.84 | 123.16 37 | V | 17581 7.81 | 119.31 69 | A | 177.57 | 52.31 | 8.09 | 123.69 | 19.26
14 G 174.03 | 45.31 38 | L 8.18 | 125.50 70 | 'V | 176.25 | 62.44 | 8.11 | 120.11 | 32.76
15 A% 176.39 | 56.11 | 7.89 | 119.89 45 | K | 176.61 | 56.62 33.01 | 71 V | 176.21 | 62.17 | 8.27 | 124.86 | 32.79
16 A% 175.95 46 | E 8.35 | 121.91 72 T | 174.87 | 61.81 | 820 | 118.19 | 69.91
17 A 177.60 | 52.57 | 8.34 | 128.11 | 19.19 | 48 | V | 176.39 | 62.62 3272 | 73 G | 174.00 | 45.29 | 8.35 | 111.15
18 A 177.85 | 52.77 | 821 | 12349 | 19.10 | 49 | V 8.18 | 124.64 74 | V | 17647 | 6242 | 7.92 | 119.28 | 32.82
19 A 178.12 | 52.87 | 820 | 12290 | 19.15 | 83 | A | 177.76 | 52.37 124.42 | 19.31 | 75 T | 174.07 | 61.84 | 820 | 118.38 | 69.75
20 E 8.26 | 119.87 54 | T | 17453 8.12 | 114.46 76 | A | 177.51 | 52.44 | 8.26 | 127.06 | 19.30
21 K 177.08 | 56.81 | 8.05 3287 | 55 | V | 17582 | 62.29 | 8.13 | 122.61 | 3282 | 77 | V | 17595 | 62.26 | 8.03 | 119.60 | 32.81
22 T 8.03 | 114.86 56 | A | 177.71 | 52.57 | 835 | 127.80 | 19.24 | 78 | A | 177.55 | 52.50 | 830 | 127.78
25 G 17420 | 4538 | 7.94 57 | E | 176.67 | 56.79 | 829 | 120.68 | 30.51 | 79 Q | 17590 | 55.79 | 8.26 | 120.07 | 29.60
26 A% 176.25 | 62.59 | 7.92 | 11945 | 3278 | 58 | K | 176.92 | 56.46 | 833 | 122.50 | 33.03 | 80 | K | 176.62 | 56.36 | 8.33 | 122.93 | 33.13
27 A 178.02 | 5290 | 835 | 127.23 | 19.05 | 59 | T | 174.62 | 62.15 | 8.11 | 115.52 | 69.82 | 81 T | 17443 | 61.86 | 8.19 | 116.49 | 69.91
28 E 176.59 | 56.99 | 831 | 12040 | 3048 | 60 | K | 176.59 | 56.61 | 829 | 12349 | 3289 | 82 | V | 176.09 | 62.30 | 8.20 | 122.64 | 32.83
29 A 177.65 | 52.69 | 822 | 124.76 | 19.12 | 61 E | 176.39 | 56.86 | 8.35 | 121.47 | 30.29 | 83 E | 176.99 | 56.87 | 8.48 | 125.03 | 30.34
30 A 17838 | 52.85 | 8.16 | 12292 | 19.14 | 62 | Q | 17592 | 55.83 | 833 | 121.56 | 29.52 | 84 G | 17411 | 4529 | 8.42 | 110.51
31 G 174.19 | 4538 | 8.24 | 107.65 63 | V | 17627 | 6244 | 819 | 121.59 | 3279 | 85 | A | 178.41 | 52.88 | 8.18 | 123.88 | 19.21
32 K 176.93 | 56.22 | 8.08 | 120.60 | 33.16 | 64 | T | 174.03 | 61.74 | 820 | 117.71 | 6992 | 8 | G | 174.28 | 45.30 | 8.41 | 108.03
33 T 8.13 | 115.28 65 | N | 175.18 | 53.16 | 8.41 | 121.67 | 38.88 | 87 S | 174.71 | 58.40 | 8.08 | 115.58 | 63.95
34 K 176.61 | 56.62 33.01 | 66 | V | 176.76 | 62.63 | 8.14 | 120.42 | 32.53 | 88 I 176.20 | 61.37 | 8.10 | 122.52 | 38.70
35 E 8.35 | 121.91 67 | G | 174.61 | 45.35 | 8.46 | 112.39 8 | A | 17750 | 52.62 | 8.25 | 127.75 | 19.07




6.pielikums (turpindjums)

Nr. | AA | C' Ca H N Cp Nr. | AA | C' Ca H N Cp Nr. | AA | C' Ca H N Cp
90 | A 177.66 | 5245 8.10 | 123.12 ] 19.23 | 112 |1 176.16 | 60.96 | 7.91 | 119.97 | 38.69 | 134 | Q 174.89 | 55.51 | 8.16 | 122.47 | 29.84
91 | A 178.05 | 52.65|8.19 | 123.18 | 19.15] 113 | L 177.09 | 54.98 | 8.31 | 126.75 | 42.39 | 135 | D 17547 | 54.36 | 8.15 | 121.63
92|T 175.10 | 61.95]7.99 | 11231 ] 69.86 | 114 | E 175.84 | 56.51 | 834 | 122.11 ] 30.62 | 136 | Y 175.01 | 57.55]7.95 | 120.34 | 39.12
931 G 173.61 | 45.46 | 8.22 | 110.54 115D 175.71 | 54.31 | 8.26 | 121.29 137 | E 173.74 | 53.70 | 8.17 | 125.22 | 30.36
94 | F 17543 | 57.71 | 8.01 | 120.17 | 39.75| 116 | M 174.01 | 53.21 | 8.15 | 121.83 | 32.63 | 138 | P 176.83 | 62.95 136.76 | 32.19
95|V 17541 | 62.01 | 7.98 | 123.21 | 33.10 | 117 | P 176.67 | 62.92 137.35 ] 32.05| 139 | E 17534 | 56.62 | 8.43 | 121.45 | 30.40
9 | K 176.44 | 56.30 | 8.31 | 126.13 | 33.07 | 118 |V 175.68 | 61.88 | 8.19 | 120.53 | 33.08 | 140 | A 7.89 | 130.82

97 | K 176.32 | 56.54 | 8.37 | 123.55 | 33.13 | 119 | D 174.69 | 52.13 | 8.41 | 125.69

98 | D 176.19 | 54.50 | 8.32 | 121.04 | 41.12 | 120 | P 176.92 | 63.52 136.40 | 32.14

91 Q 17598 | 55.87 | 8.27 | 120.04 | 29.39 | 121 | D 176.18 | 54.65 | 8.31 | 119.29

100 | L 17793 | 5544 1 8.20 | 122.69 | 4231 | 122 | N 17534 | 53.46 | 8.05 | 119.00 | 39.40

101 | G 174.06 | 45.31 | 8.40 | 109.65 123 | E 176.05 | 56.91 | 8.30 | 121.63 | 30.23

102 | K 176.40 | 56.19 | 8.12 | 120.66 | 33.13 | 124 | A 177.15 | 52.30 | 8.14 | 124.29 | 19.17

103 | N 17523 | 53.33 1[853 11994 | 38.80 | 125|Y 175.32 | 57.68 | 7.94 | 119.75 | 38.98

104 | E 176.50 | 56.67 | 8.40 | 121.36 | 30.34 | 126 | E 175.48 | 55.80 | 8.08 | 123.48 | 30.76

105 | E 176.98 | 56.93 | 8.40 | 121.81 | 30.30 | 127 | M 174.19 | 53.28 | 8.33 | 123.65 | 32.39

106 | G 173.40 | 45.05 | 8.34 | 110.04 128 | P 176.85 | 63.05 137.62 | 32.14

107 | A 175.55 | 50.46 | 8.05 | 124.86 | 18.20 | 129 | S 174.76 | 58.27 | 8.39 | 116.58 | 63.98

108 | P 177.03 | 63.09 13592 | 32.01 | 130 | E 176.47 | 56.58 | 8.49 | 123.09

109 | Q 175.94 | 55.77 | 8.49 | 120.99 | 29.59 | 131 | E 176.93 | 56.95 | 8.38 | 121.79 | 30.35

110 | E 176.82 | 56.71 | 8.43 | 122.31 | 30.56 | 132 | G 173.81 | 45.18 | 8.32 | 109.75

111 G 173.75 | 45.28 | 8.40 | 110.08 133]Y 175.70 | 58.10 | 7.98 | 120.16 | 38.77




7. pielikums

Eksperimentali aprékinato ACa-ACp salidzinajums ar literataras avotiem

BMREB 19337 Ad Ca - A8 Cf

BMRB25227 A6 Ca - A8 C
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Apliecinajums par dalibu konference

8. pielikums

Jana Petkus 2025. gada 25. aprili piedalijas starptautiska konferencé “BaltiMagnet” ar

prezentaciju “Solution-state NMR chemical shift assignment of the full-length VLP-a-

synuclein conjugate in vaccine formulations”. Apliecinajums pievienots programmas forma.

Vairak informacijas: https://www.nmri.eu » 26-balti-magnet.

Flash Talks Chair: Vytautas Klimavicius
Pushing the sensitivity
. i boundaries of X-band EPR - S
15:30 - 15:35 Ursule Tarvydyte cryoprobe using a fast Vilnius University
microwave switch
EPR spectrometer with ‘g"“"i‘ qu-;ﬁ"gg
15:35- 15:40 Justinas Turcak arbitrary waveform ‘El < amics and
generation 7_°__°“°d"' G
DEER spectroscopy of . _
15:40-15:45 |  Aisté Pedtenyte S100A8 and S100A9 Faculty of Physics, Vilnius
3 University
proteins
ESEEM and HYSCORE
A6 _15- et o spectroscopy: Unlocking the | Vilnius University, Faculty of
16:45-15:50 | - Gledré Kuktaité | ™secrets of spin-nuclear Physics
YBCO microresonators for
15:50 - 15:55 L ici the ial pulsed EPR Vilnius university
spectroscopy
15:55-16:00 |  Ignas Pocius | Modeling and testing of low Vilnius University
Solution-state NMR
chemical shift assignment of 2 2 -
16:00 - 16:05 Jana Petkus the full-length VLP-a- Latvian '§ms?sf Organic
synuclein conjugate in
vaccine formulations
BRI TR vaTes [ £ L1110\ S
_ 3 = NMR of citrus fruit and
16:10 - 16:15 Liisi Karlep coviD SDL TUT

Friday, April 25
y ; Arrivall registration/
9:00 - 10:00 Coffee ’
| 10:00- 10:20 [ Ago Samoson | Welcome Talk
| Oral talks Chair. Ago
— Has Solid-State-NMR Tallinn University of
| 1020- 1040 Raiker Witter betorns Fookas? oy
Structural characterization
of Intact Fungal Cell Wall
. Architecture Using Proton Latvian Institute of Organic
10:40 - 11:00 Qe Detected Solid-State NMR Synthesis
Spectroscopy at 60-150 kHz
MAS
Solid-State NMR of R 3
; : Vilnius University, Institute of
11:00 - 11:20 | Vytautas Fi nal Mat in ‘Chemical Physics
11:20 - 11:40 Istvan Furo Electrophoretic NMR KTH Stockholm
[71:40-12:00 | Cofee break
Oral talks Chair. Alons Lends
Studying nanomaterials
12:00-12:20 |  Martin Jakoobi | using liquid and solid-state KBFI
NMR
The role of NMR in rational PR
. Katarzyna Keemilise ja Bioloogilise
1220-1240 | pouibinska-kuenn | 9esion ofnon aqueous Fuasika Instituut
> y " e University of Latvia / Lalvian
12:40-13:00 | Kristaps Jaudzems |  Protein NMRin Latvia | ocrn ot oo 2l ;
Hyperpolarization using
13:00 - 13:20 Laurynas Dagys SABRE with additional level Vilnius university
of control
13:20-14:40 | Lunchbreak |
Oral talks Chair: Vytautas Kiimavicius
Photochromism and
Persistent Luminescence in
14:40-15:00 | Andris Antuzevics | Complex Oxides: Insights | g "‘ﬂ“ﬁm:;’ el
from EPR and Correlated yoKs,
Eg%h'l rch at Vilnius | Viinius University, Faculty of
2 » - reseat al ius Uni , Faculty of
15:00-15:220 | Mantas Simenas Unhert Physics
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9. pielikums

Pateicibas

Darba vaditajam Dr. Nat. sc. Alonam Lendam par iesp&ju izstradat darbu, par darba vadisanu,

apmacisanu un padomiem.

Dr. biol. Ilvai Liekninai par apmaci$anu un palidzibu.

Dr. biol. Kasparam Taram un vina grupai Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju centra.
Recenzentam Dr. chem. Raitim Bobrovam par darba recenzéSanu.

Dr. Jurim Jansonam par TEM mérijjumiem.

Ph. D. Jozef Hritz un Viliam Volko no CEITEC institiita Brno, Cehija par 3D un 5D KMR

spektru uznemsanu, apstradi un apmaciSanu to analizéSana.

Vilnas Universitates LSC Amiloidu pétniecibas grupas darbiniekiem Dr. Mantas Ziaunys par

FTIR un ThT saistiSanas eksperimentu veikSanu un Dr. Andrius Sakalauskas par ATM

Latvijas @ ®
Organiskas

sintézes

instituts

analizi.

instruct
ERIC
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