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KOPSAVILKUMS

Vakcinacija ir efektiva stratégija infekciozu un neinfekciozu slimibu profilaksé un
arsteSana. ssRNS bakteriofagu (AP205 un QB) VLP dalinas ir perspektivi riki vakcinu izstrade,
pateicoties to stabilajai un augsti organiz€tajai struktirai, kas efektivi pastiprina imiinsisteémas
reakciju. Magistra darba ietvaros tika izstradati sesi uz VLP dalinam balstiti imunologisko
kontrolpunktu (CTLA-4, PD-1 un PD-L1) inhibitoru kandidati un veikta to imunologiska
raksturosana. VLP un mérka proteini tika producéti E. coli ekspresijas sist€éma, atjaunota to
strukttra un veikta attiriSana, izmantojot hromatografijas metodes. VLP un antigénu konjugatu
veidoSanas tika apstiprinata ar elektronu mikroskopiju, bet to imunogenitate parbaudita pelu
modelt. QB-CTLA-4 vakcinas prototips izradijas veiksmigakais un uzradija autoantivielu

veidoSanos un vélamu IgG antivielu profilu pretvéza terapijai.

Atslégas vardi: imunologiskie kontrolpunkti, virusveidigas dalinas, ssSRNS bakteriofagu

VLP, autoantivielas, imiinterapija.



SUMMARY

Vaccination is an effective strategy for the prevention and treatment of infectious and
non-infectious diseases. Virus-like particles derived from ssRNA bacteriophages (AP205 and
QpP) are promising tools for vaccine development due to their stable and highly organized
structure, which effectively enhances the immune response. Within the framework of this
master’s thesis, six VLP-based vaccine candidates targeting immune checkpoints (CTLA-4,
PD-1, and PD-L1) were developed and immunologically characterized. VLPs and target
proteins were produced using an E. coli expression system, structurally reconstituted, and
purified using chromatographic methods. The formation of VLP-antigen conjugates was
confirmed by electron microscopy, and their immunogenicity was evaluated in a murine model.
The QB-CTLA-4 vaccine prototype showed the most promising results, inducing the formation

of autoantibodies and a favorable 1gG antibody profile suitable for cancer immunotherapy.

Keywords: immune checkpoints, virus-like particles, ssRNA bacteriophage VLPs,

autoantibodies, immunotherapy.
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SAISINAJUMU SARAKSTS

APC — antigénprezent&josas Stinas (antigen presenting cells)

BCR — B stinu receptors (B cell receptor)

DC — dentritiskas $tunas (dentritic cell)

CTL — citotoksiskie T limfociti (cytotoxic T cell)

CTLA-4 — citotoksisko T limfocitu asociétais proteins 4

CP — apvalka proteins (coat protein)

DNS — dezoksiribonukleinskabe

E. coli — Escherichia coli

ELISA — cietfazes enzimu imunosorbences tests (enzyme — linked immunosorbent assay)
ICI — imunologisko kontrolpunktu inhibitori ( immune checkpoint inhibitors)

IL — interleikins

1gG — imiinglobulins G

IgM - imiinglobulins M

IrAE — imiinas reakcijas izraisitas nevélamas blakusparadibas (immune related adverse events)
mAb — monoklonalas antivielas (monoclonal antibody)

MHC — galvenais audu saderibas komplekss (major histocompatibility complex)

OD - optiskais blivums (optical density)

PAMP — ar patogéniem saistitie molekularie paterni (pathogen associated molecular patterns)
PD-1 — programmg@tas $tnas naves proteins 1 (programmed cell death protein 1)

PD-L1 — programmétas $tinas naves proteina ligands 1 (programmed cell death ligand 1)
PRR — paternus atpazistoSie receptori (pattern recognition receptor)

QP — bakteriofags Q-beta (Q-beta bacteriophage (Qubevirus durum))

RNS — ribonukleinskabe

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

sSRNS — vienpavediena RNS (single stranded RNA)

TEM - caurejosa starojuma elektronu mikroskops (transmission electron microscopy)
TCR — T stnu receptors (T cell receptor)

TLR — Toll-lidzigie receptori (toll-like receptor)

Treg — T regul&joso sanu (T regulatory cells)

UV — ultravioletais starojums

VLP — virusveidigas dalinas (virus-like particles)



IEVADS

Laundabigie audzgji ir viens no galvenajiem mirstibas c€loniem visa pasaulé, radot lielu
slogu veselibas apriipé. 2022. gada tika diagnosticéti gandriz 20 miljoni jauni véza saslimstibas
gadijumi un 9,7 miljoni naves gadijumu, ko izraisija $1 slimiba [7].

Viena no strauji augoSakajam v€za arst€Sanas jomam ir imiinterapija, kas papildina
tradicionalas arstéSanas metodes — kirurgiju, staru terapiju un kimijterapiju -, stimul&jot pasa
organisma iminsistému cinai ar audz&ja $inam [80]. Vairakas jaunas imiinterapijas, tostarp
imunologisko kontrolpunktu inhibitori (ICI), onkolitiskie virusi un himeérisko antigénu
receptoru (CAR) T Siinas, ir apstiprinatas kliniskai lietoSanai. ICI ir kluvusi par perspektivu
véza iminterapijas veidu kop§ ASV Partikas un zalu parvalde (FDA) apstipringja pirmas anti
CTLA-4 monoklonalas (mAb) antivielas 2011. gada [20]. Tomér $adai terapijai ir savi
ierobezojumi. mAb nepiecieSama regulara un bieza ievadiSana, tas nesp€j izveidot noturigu
imunologisko atminu, kas var novest pie audz&ja atkartotas izvairiSanas no imunsist€émas
kontroles. Turklat mAb terapija ir darga, radot finansialu slogu gan apriipes sist€éma, gan
pacientiem [22, 57].

So ierobezojumu parvaré$anai arvien vairak uzmanibas tiek pievérstas citam aktivas
imunizacijas pieejam, tostarp terapeitiskajam vakcinam. Ar ievérojamu potencialu izcelas
vakcinas, kas balstitas uz virusveidigo dalinu (VLP) platformas, pieméram, no ssRNS
bakteriofagiem atvasinatam VLP. To struktiiras imit€ nativu virusu virsmas organizaciju, bet
vienlaikus ir neinfekciozas un droSas, sp&jot inducét spécigu humoralo un $tinu imiinreakcijas.
VLP var tikt modificétas, lai efektivi ekspon&tu paSantigénus, piem&ram, imunologisko
kontrolpunktu proteinus, veicinot specifisku autoantivielu induc&$anu. Sada pieeja varétu
nodro$inat noturigaku un izmaksu zina efektivaku imiinmodulaciju, salidzinajuma ar mAb
terapiju.

ST pétijuma mérkis ir izstradat jauna tipa vakcinas prototipus, kas balstiti uz AP205 un
QP ssRNS bakteriofagu VLP platformas, lai veicinatu autoantivielu veidoSanos pret
imunologiskajiem kontrolpunktiem CTLA-4, PD-1 un PD-L1. Tika izvirzita hipotéze, ka
SSRNS bakteriofagu VLP vakcinas kandidati, kas prezenté imunologisko kontrolpunktu
epitopus efektivi induc€s antigénam specifiskas antivielas ar véza terapijai veélamu 1gG
apakstipu profilu pelu modelos.

Mérka sasniegSanai tika izvirziti sekojosi uzdevumi:

1) Producét genétiski modificétus AP205 VLP ar CTLA-4, PD-1 un PD-L1 proteinu

sekvencém E. coli ekspresijas sistema.



2) Producét CTLA-4, PD-1 un PD-L1 proteinus E. coli ekspresijas sistéma.
3) Veikt rekombinanto proteinu kimisko konjugaciju ar Qf VLP.
4) Parbaudit veiksmigi izveidoto vakcinas kandidatu imunogénas ipasibas pelu modelos.

5) Novertét pelu serumu antivielu titrus un IgG apakstipu profilu.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1 Imunologiskie kontrolpunkti

Imunologiskie kontrolpunkti ir imtnsistému regul&josi mehanismi, kas saglaba lidzsvaru
starp efektivu imiino atbildi un pastoleranci. Sie mehanismi modulé iminas atbildes intensitati
un ilgumu, mazinot imiinsiinu izraisttus audu bojajumus, uzturot imiino homeostazi un noversot
autoimiinas reakcijas organisma [72].

Imunologiskie kontrolpunkti darbojas ar receptoru — ligandu mijiedarbibas palidzibu,
izmantojot kostimul&joSus vai koinhib&josus signalcelus, regulgjot adaptivo imtno sisteému.
Kostimulgjosie kontrolpunkti, ka CD28, CD40 un ICOS (inducible T cell costimulator),
pastiprina imiino atbildi, aktiv§jot T Siinas, savukart koinhibgjoSie kontrolpunkti, pieméram,
CTLA-4 un PD-1 darbojas pretgji [39].

Imunologisko kontrolpunktu disregulacija ir biitisks faktors dazadu patologisku procesu
attistiba, ieskaitot autoimiinas slimibas, hroniskas infekcijas un vézi. Onkologisku saslim$anu
gadijuma, véza Slnas spg izmantot iminas sisteémas regulacijas mehanismus, galvenokart

koinhibg&josos kontrolpunktus, lai izvairitos no atpaziSanas un imiinsistémas uzbrukuma [31].

1.1.1 CTLA-4 signalcels

T Stnu aktivacijai nepiecieSami vismaz divi signali no antigé€nprezent€joSajam Stinam
(APC). Pirmais signals ir no antigéna atkarigs signals, kad antigéns tiek prezentéts peptidu
veida, saistits ar galveno audu saderibas kompleksu (MHCI vai MHCII). Tas tiek atpazits ar T
stnu receptoru (TCR) palidzibu, nodrosinot specifisku $tinu aktivaciju. Otrais signals rodas no
kostimul&josiem ligandiem uz APC, kas saistas ar attiecigiem receptoriem uz T $tnu virsmas.
Ja §is kostimul&josais signals izpaliek, T $tnas var iet boja, vai nonakt anerggtiska stavokli,
zaudgjot sp&ju reagét uz antigénu [11].

Viens no kostimul&josiem signaliem ir APC liganda CD80 (B7-1) vai CD86 (B7-2)
mijiedarbiba ar CD28 receptoriem uz naivo T limfocitu virsmas. Kostimul&josais signals palaiz
intracelularas reakciju kaskades, kas regulé Stinu metabolismu, glikozes patérinu un koordiné
T stnu aktivaciju. Receptoru saistiSanas aktivé PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)/Akt
(protein kinase B) signalcelu, antiapoptotisko proteinu Bcl-2 un Bcl-XL, un kodola

transkripcijas faktora NF-kB ekspresijas palielinasanos, kas kopuma noved pie paaugstinatas



citokinu produkcijas, T limfocitu klonalas proliferacijas un diferenciacijas par efektoram T
stnam sekundarajos limfoidajos organos [1, 11].

CTLA-4 (citotoksisko T limfocitu asoci€tais proteins 4) ir iminglobulinu saimei
piederoSs transmembrans proteins, kas sastav no iminglobulina mainigd doména,
transmembrana doména un citoplazmatiskas astes. Tas ir CD28 receptora homologs, kas
galvenokart tiek ekspreséts uz T limfocitiem un kuram piemit augstaka afinitate pret CD80/86
ligandiem. Konkurgjot ar kostimulatoru CD28 par CD80/86 ligandiem, CTLA-4 nomac TCR
signalcelu, blokgjot T limfocitu proliferaciju un IL-2 sekréciju. CTLA-4 naivajos T limfocitos
primari ir lokaliz€ts intracelularos kompartamentos un ta ekspresija ir atkariga no T Siinu
aktivacijas. Pé&c TCR signala indukcijas, intracelulari uzkratas CTLA-4 molekulas tiek
transportétas uz $tnas virsmu, kur tas kontakte ar APC CD80/86 ligandiem imunologiskaja
sinaps€, konkur&jot ar CD28. Sis process darbojas ka pakapeniska atgriezeniska saite. Jo
specigaks ir TCR signals, jo vairak CTLA-4 tiek nogadatas Uz §tnas virsmu ar maksimalu
ekspresiju 2 1idz 3 dienas pec TCR/CD28 aktivacijas. Palielinoties CTLA-4 receptoru skaitam,
pieaug inhibicija no CTLA-4 un CD80/86 kompleksiem, kas parsniedzot pozitivo stimulaciju,
nomac T §anu aktivitati. Sis mehanisms ir bitisks iminas homeostazes uzturésanai un
autoimunitates novérSanai, nodroSinot, ka T S$tnas parmérigi nereag€ uz antigéniem un
pasantigéniem [9, 11, 12]. Tiek uzskatits, ka CTLA-4 sp&j kaveét T Sunu signalcelus arT ar
transendocitozes palidzibu ar sekojosu ligandu noardisanu [21].
regul€&joso $tnu (Treg) palidzibu. Salidzinot ar efektorajam T §Gnam, uz Treg virsmas CTLA-
4 tiek ekspreséts nepartraukti un iesaistas regulacija ar diviem mehanismiem. Mijiedarbiba
starp CTLA-4 un CD80/86 veicina indoleamin-2,3-dioksigenazes (IDO) ekspresiju APC, kas ir
galvenais enzims triptofana katabolisma. Tadgjadi Treg un APC mijiedarbiba ierobezo
specifisku T stnu atbildes reakcijas, izmantojot IDO medi€tu triptofana noardiSanu. Triptofana
izsikums audu mikrovidé spéle lomu T Stnu proliferacijas regulacija, apturot Stnas cikla
progresu un padarot tas jutigakas pret apoptozi, tad€jadi darbojas, ka papildus imtinsupresijas
mehanisms. Otrs mehanisms ir Treg CTLA-4 receptoru spgja atri partvert CD80/86 ligandus
transendocitozes cela un tos noardit, sk. 1.1. att. [56, 72].

CTLA-4 kontrolpunkta loma imiinas regulacijas procesos tika pieradita eksperimentos
ar transgénu pelu modeli, kur tika izslégts CTLA-4 géns. Pelu modelos novéroja nekontroletu
limfocttu proliferaciju un letalu autoimiinu reakciju parmérigas CD28 kostimulacijas ietekme
[71]. Savukart ta parmériga aktivitate var radit imunsupresivu vidi, kas veicina audzgju

attistibu. So teoriju Leach un vina komanda apstiprinaja 1990. gadu beigas veiktaja
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prekliniskaja petijuma, kas paradija, ka CTLA-4 signalcela blokéSana pelu véZza modelos
ierobezo audzgju augsanu un uzlabo dzivildzi. Sie atklajumi kluva par pamatu anti CTLA-4

imiinterapijas izstradei [33].
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1.1. attels. CTLA-4 mediéta T limfocitu deaktivacija. A) CTLA-4 augSupregulacija aktivétas T

stinas noved pie konkurences ar CD28 receptoriem par saistiSanos ar CD80/86 ligandiem. B)

Treg CTLA-4 iedarbiba transendocitozes cela vai izraisot triptofana deficitu [56].

1.1.2 PD-1un PD-L1 signalcelS$

Programmeétas S$iinas naves proteins 1 (PD-1) ir otrs plasi pétits koinhib&joSs
kontrolpunkts, kas Iidzigi CTLA-4 sp&lé nozimigu lomu TRC signala regulacija [14]. PD-1 tiek
ekspreséts dazadas imiinsiinas, tostarp T un B limfocitos, DC, monocitos un makrofagos. Lai
gan PD-1 nav ekspres€ts uz naivajam T Stnam, tas tiek augSupreguléts peéc TCR mediétas
aktivacijas un ir novérojams gan uz aktivétam, gan izsikusam T $tinam [9].

PD-1 ir imanglobulinu saimes transmembrans proteins, kas sastav no arpussiinas,
iminglobulina  mainiga doména, transmembrana un citoplazmatiska = doména.
Citoplazmatiskaja doména atrodas tirozina fosforilacijas vieta (ITSM - immuno-tyrosine switch
motif)), kas dalgji atbild par inhib&oSo signalu, un galvenais inhib&joss motivs (ITIM —
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif) [6].

Savu koinhibgjoso funkciju PD-1 pilda mijiedarbojoties ar diviem ligandiem — PD-L1 un
PD-L2. Pretstata CTLA-4, kura ligandi CD80/86 tiek ekspreséti galvenokart tikai uz APC
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Stinam, PD-1 ligandi ir ekspreséti gan hematopoétiskajas Stnas, tostarp T un B Siinas,
makrofagos, DC un neitrofilos leikocitos, gan nehematopoétiskajas Stinas sirdi, aizkunga
dziedzerT, placenta, asinsvadu un limfvadu endotélija, muskulos, aknas, plausas un ada. PD-L2
ekspresija ir ierobezotaka un ligands galvenokart atrodams uz hematopoétiskajam Stnam [9,
50].

Receptoru un ligandu lokalizacija liecina par CTLA-4 un PD-1 imtino kontrolpunktu
darbibas anatomiskajam variacijam. CTLA-4 galvenokart darbojas T Sunu aktivacijas
sakumposmos sekundarajos limfoidajos organos. Savukart PD-L1 klatbatne arl
nehematopoétiskajos audos liecina, ka PD-1/PD-L1 signalcel$ izpauzas iminkompetento $tinu
efektoraja faze, palidzot noverst iekaisuma procesus un uzturét audu homeostazi periferija.
Normalos fiziologiskos apstaklos PD-1 galvena funkcija ir nomakt efektoro T $tnu aktivitati
un veicinat Treg $tnu attistibu un funkciju [9, 60].

PD-1 ekspresija limfocttu §tinas ir stingri reguléta. Pe&c TRC vai BCR signala aktivacijas,
PD-1 ekspresija strauji pieaug un lidzigi ka CTLA-4, receptora ekspresija ir atkariga no TCR
signala stipruma un ilguma. TCR vai BCR aktivacijas klatbatngé, PD-1 mijiedarbiba ar
ligandiem, inducg tiesu inhib&josu signalu, kas novér§ galveno CD28 un TRC signalcelu
starpnieku fosforilaciju, tadejadi kavejot T Stinu vai B Stnu aktivaciju. PD-1 signals butiski
ietekmé T Siinu citokinu veidoSanos, kav§jot proiekaisuma citokinu, pieméram, interferona
gamma (INF-y), audu nekrozes faktora alfa (TNF-a) un IL-2 izdaliSanos, kas stimulé T §tnu
aktivitati un proliferaciju. Turklat PD-1 signals samazina antiapoptotiska proteina Bcl-xl
ekspresijas limeni un ierobezo transkripcijas faktoru darbibu, kas ir batiski T S$tnu
efektorfunkcijai, sk. 1.2. att. [21, 50, 60]. B limfocitu gadijuma inhib&sana izpauzas ar B §tnu
augSanas stagnaciju, samazinatu B limfocitu imiino atbildi uz antigéniem un samazinatu
antivielu sekréciju [28].

Hroniska ilgstoSa antigéna iedarbiba, piemé&ram, pie hroniskas virusa infekcijas vai
malignitates, var izraisit pastavigi augstu PD-1 ekspresijas Iimeni, kas noved pie specifisku
antigénu atpazistoso T $tinu izsikuma vai $o §tnu anergijas stavokla [29]. lekaisuma procesi un
audz€ja mikrovide spgj ietekmét ar1 ligandu ekspresiju. PD-L1 un PD-L2 normalos audos
ekspresgjas zema limend, tacu to ekspresija var bt patologiski paaugstinata noteiktos audzgju
veidos. Pétijumos ir zinots, ka PD-L1 ekspresija ir paaugstinata melanoma, nesikstinu plausu
vezi, kriits vézi un galvas un kakla plakansiinu karcinoma, bet PD-L2 galvenokart sastopams
hematologisko audzg&ju §tinas [31, 67]. Honjo un kolggi 2000. gadu sakuma divos pelu modelu
pétijumos pieradija PD-1 un PD-L1 lomu véza augSanas progreséSana un izplatiba. Autori

secinaja, ka PD-L1 ekspresija ir mehanisms, ar kuru audz€ji izvairas no organisma imunas
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atbildes, un PD-1/PD-L1 mijiedarbibas blok&Sana biitu perspektiva stratégija audz&ju
iminterapija [24, 25]. Cita petjjuma tika pieradits, ka PD-L1 aizsarga v&za Stinas no tiesa
citotoksisko T limfocitu (CTL) uzbrukuma. Uz véza Siinu virsmas ekspresétiem PD-L1
mijiedarbojoties ar CTL PD-1 receptoriem, CTL kluva anergétiskas vai gaja boja. Tadgjadi
patologiski paaugstinata PD-L1 receptoru ekspresija, ir viens no biutiskiem faktoriem, kas

ietekmg véza Stnu izdzivosanu [32].
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1.2. attéls. PD-1/PD-L1 signalcels. A) Aktivéts T limfocits — MHC/TCR saistiSanas (1)

izraisa Stinas aktivaciju (2), kas noved pie citotoksiskas iedarbibas pret atpazitajam Stinam (3),
ka arT imtnaktivéjoso citokinu (IFN-y, TNF-q, IL-2) un virsmas markiera PD-1 ekspresijas. B)
Aktivétam PD-1" T §tnam saskaroties ar PD-L1/2* §tinam, notiek PD-L1/2 saistiSanas ar PD-1
(1), kas inhibé T limfocitu aktivaciju (2) [6].

1.1.3 Imunologisko kontrolpunktu inhibitoru imiinterapija

Imunologisko kontrolpunktu inhibitori (ICI) ir molekulas, kuru galvenais mérkis ir
koinhibitoro kontrolpunktu signalu blokésana. ICI tiek pieskaititi pie aktivas imiinterapijas, jO
savas darbibas rezultata atjauno vai pastiprina pasa organisma sp&ju atpazit un iznicinat audzgja
Stnas, sk. 1.3. att. Vairums ICI ir monoklonalas antivielas (mAb), kas specifiski mijiedarbojas
ar negativi regul€joSiem receptoriem, ka PD-1, PD-L1 un CTLA-4, tadgjadi inhibgjot to

nomacoso ietekmi uz T $tnu aktivaciju un funkcionalitati audz&ju mikrovidé [61].
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1.3 attéls. ICI darbibas mehanisms. A) CTLA-4 signalcela blokésana naivo limfocitu
aktivacijas fazé nodrosina to nobriesanu un proliferaciju B) PD-1/PD-L1 signalcela blok&sana

periferajos audos nodro$ina efektoro T stinu aktivaciju [40].

2011. gada ipilimumabs, CTLA-4 inhibitors, kluva par pirmo ASV Zalu un partikas
parvaldes (FDA) apstiprinato ICI progres€joSas melanomas arstéSanai, kas iezimé&ja ICI eras
sakumu onkoterapija. Paraléli p&tjjumi par PD-1 un ta ligandu PD-L1 vél vairak paplasinaja
ICI pielietojuma iesp€jas. Laika gaita ICI ir apstiprinati vairak neka 20 véZa veidu arstesSanai,
ka ari ir izstradatas kombinétas terapijas, kas mérké uz vairakiem imunologiskajiem
kontrolpunktiem [70]. Paslaik notiekoSie pétijumi ir vérsti uz kombinétajam terapijam, kas
apvieno ICI ar kKimijterapiju, staru terapiju vai citiem imiinmodulgjosiem agentiem. Turklat tiek

pétiti nakamas paaudzes ICI, kas merke uz tadiem receptoriem ka LAG-3, TIM-3 un TIGIT, ar
potencialu terapeitisko ieguvumu [61, 65]. Apkopotos datus par ICI var apskatit 1.1. tab.

Tabula 1.1
FDA un EZA apstiprinatie ICI v&za arsté$anai [61, 65, 70].
Merkis Nosaukums FDA/EZA Indikacijas
(zimols) apstiprinajums
CTLA-4 Ipilimumabs 2011/2012 Metastatiska melanoma, nieru $tinu
(Yervoy®) karcinoma (kombinacija ar nivolumabu)
Tremelimumabs 2022/2023 Aknu §tnu karcinoma, nesiks$tinu plausu
(Imjudo®) vézis (kombinacija ar durvalumabu)
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Tabula 1.1
Tabulas turpinajums.

PD-1 Nivolumabs 2014/2015 Melanoma, nesikstinu plausu vézis,
(Opdivo®) nieru $tnu karcinoma, HodZkina
limfoma
Pembrolizumabs 2014/2015 Melanoma, nesik$iinu plausu veézis,
(Keytruda®) galvas un kakla plakanstinu karcinoma,
klasiska HodZkina limfoma
Cemiplimabs 2018/2019 Adas plakan$inu karcinoma, bazalo
(Libtayo®) Stinu karcinoma, nesik$tinu plausu vézis
Dostarlimabs 2021/2021 Endometrija vézis
(Jemperli®)
Retifanlimabs 2023/2024 Merkela $tinu karcinoma
(Zynyz®)
PD-L1 | Atezolizumabs 2016/2017 Urinpusla vezis, nesiksiinu plausu vézis,
(Tecentrig®) triskar$i negativs krits vézis
Avelumabs 2017/2017 Merkela $tinu karcinoma, urinptsla
(Bavencio®) v&zis, nieru $tinu karcinoma
Durvalumabs 2017/2018 Nesiks$tnu plausu vézis, sikStnu plausu
(Imfinzi®) vezis, zults celu vézis
LAG-3 Relatlimabs 2022/2022 Melanoma (kombinacija ar nivolumabu)
(Opdualag®)

Lai gan infinsupresivo signalcelu blok&sana ar ICI var panakt imunsistémas stimulaciju
cinai ar véza $tinam, ta rada ar jaunu unikalu blakusparadibu grupu — imtinas reakcijas izraisitas
nevélamas blakusparadibas (irAE). Sis blakusparadibas rodas pastiprinoties nespecifiskai
imunai atbilde, aktivgjoties T limfocitiem un sekojoSai iekaisuma reakcijai, kas noved pie
autoimiinam reakcijam Iidzigiem bojajumiem dazados audos un organos [38]. IrAE biezi vien
ir neparedzamas un to smaguma pakapes var variét, kas var ietekm@t arstéSanas gaitu vai loti
smagos gadijumos arstéSanu partraukt. IrAE var skart jebkuru organu grupu, bet biezak
sastopamas irAE skar adu, pieméram, izsitumi, nieze un vitiligo, un gremosSanas traktu,
piemé&ram, caureja un kolits. No Sobrid pielietotajiem ICI biezak un smagakas pakapes irAE
tiek novérotas anti CTLA-4 terapijas [42].

mADb imiinterapija ir pieradijusi savu nozimigo lomu onkologisko saslim$anu arsté$ana,
bet Sada veida terapija saskaras ar vairakiem izaicinajumiem, kas ietekme to efektivitati un
pieejamibu [57]. Viens no sadiem izaicinagjumiem ir augstas izmaksas, kas saistitas ar So
antivielu izstradi un razoSanu, kas var limitét to pieejamibu, Tpasi pacientiem ar ierobeZotiem
finansialajiem lidzekliem vai regionos ar ierobezotiem veselibas apriipes sistémas resursiem.
Medikamentu administracija prasa riipigu uzraudzibu un biezi atkartotas devas, kas ilgtermina
arl paaugstina kopé&jas arstéSanas izmaksas [22]. Viens no iesp&jamajiem alternativiem
risingjumiem var€tu but vakcinacija, kas stimulétu pasu organismu razot specifiskas antivielas.
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1.2 Virusveidigas dalinas ka vakeinu izstrades platforma

Vakcinacija tradicionali ir saistita ar slimibu profilaksi, Tpasi infekcijas slimibu gadijuma
[30]. Tomér pedgjas desmitgad@s terapeitiskas vakcinacijas koncepts ir guvis lielu uzmanibu ka
potenciala imiinterapijas strat€gija dazadam hroniskam un neinfekciozam slimibam. Atskiriba
no profilaktiskajam vakcinam, kuru merkis ir noveérst infekciozas saslimSanas, sagatavojot
imiinsistému nakotnes saskarsmei ar patogé€niem, terapeitiskas vakcinas mérkis ir modulét
iminsistému, parvarot imiinsistémas toleranci vai apejot imiinas atbildes blok&Sanas
mehanismus, lai cinitos pret jau eso$u slimibu. ST pieeja tiek pétita véza, hronisku virusu
infekciju, autoimtnu traucgjumu, ka arT vielmainas un neirodegenerativu slimibu arstéSana
[69].

Molekularas biologijas un nanotehnologiju attistiba ir ievérojami veicinajusi jaunu
progresivu pieeju izstradi vakcinacijas joma. Viena no $adam terapeitisko vakcinu izstrades
platformam ir virusveidigds dalinas (VLP). Pateicoties savam strukturalajam un
imunologiskajam tpasibam, VLP ir kluvusas par ievérojamu riku gan infekcijas slimibu, gan

onkologisko saslim$anu imiinterapija [45].

1.2.1 VLP vispargjais raksturojums

VLP ir nanoizméra dalinas (20 — 200 nm), kas sastav no viena vai vairakiem virusa
strukturalajiem vai kapsidas proteiniem, kas spontani paSsavacas noteikta telpiska strukttra, bet
nesatur genétisko materialu, kas liedz sp&ju replicéties un inficét [51].

VLP parmanto savu morfologiju un izmérus no atbilstosa viriona un var veidot
ikosaedriskas, sfériskas vai spiralveida geometriskas formas [53]. Strukturalas arhitektiiras zina
VLP var iedalit divas grupas: neapvalkotas un apvalkotas VLP. Neapvalkotas VLP, piem&ram,
cilveka papilomas virusa VLP, ir salidzinoSi vienkarSas péc struktiiras un sastav no viena vai
vairakiem specifiska virusa strukturalajiem proteiniem, Kuri var tikt izkartoti viena vai vairakos
slanos. Apvalkotas VLP, pieméram, gripas virusa VLP, ir sarezgitakas un sastav gan no virusa,
gan saimniekStinas membranas komponent€m. Virusa apvalka proteini tiek iekapsuléti
saimnieks§tinas membranas fosfolipidu dubultslani VLP veidosanas procesa [48]. Abu tipu VLP
var tikt modific€tas un veidot himéras VLP, kuru sakotngjie strukturalie proteini ir modificéti,
pievienojot vai aizvietojot tos ar svesiem proteiniem vai neproteinu komponentém, paplasinot

to funkcionalitati [53].
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VLP produkcijai iesp&jams pielietot gan prokariotu, gan eikariotu eksprsijas sisteémas
[76]. Ekspresijas sistemas izvéle dalgji ir atkariga no VLP veida un taja ieklauto daudzveidigo
proteinu skaita, p&ctranslacijas modifikaciju nepiecieSamibas, VLP produkcijas apjoma, iegiito
VLP stabilitates, genétisko manipulaciju vienkarSibas, razoSanas izmaksam un produkcijas
mérogojamibas. Plasi izmantotas ekspresijas sistémas ietver baktérijas (E. coli), raugus
(Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris), kukainu (Drosophila melanogaster S2 $iinas),
ziditaju $iinas, pieméram, cilvéka embrija nieru (HEK) un Kinas kamju olnicu (CHO) $iinas, un
augu Stinas [68, 76]. Katrai sisteémai ir atskirigas Tpasibas, kas var ietekmé&t gan VLP produkcijas
daudzumu, gan to imunogenitati. Bakt€riju un raugu sist€émas biezi tiek izveletas to straujas
augSanas un augstas produktivitates d€l. Tas ir arT salidzinos$i vienkarsas lietoSana un var bt
izmaksu zina efektivas lielapjoma razosanai [18, 23]. Tomer §Ts sist€émas (Ipasi bakterijas) var
nepareizi foldét sarezgitakus virusu proteinus vai nespét veikt péctranslacijas modifikacijas,
pieméram, glikoziléSanu un fosforiléSanu, kas var ietekmé&t VLP strukturdlo integritati un
imunogenitati. lerobezoto pectranslacijas modifikaciju del §1s ekspresijas sisteémas parasti tiek
izmantotas vienkar$ako, neapvalkotu VLP razoSanai [15, 23]. Savukart kukainu un ziditaju
Stnu sistémas var producét VLP ar precizaku proteinu foldu, p€ctranslacijas modifikacijam un
sarezgitakam uzbiives Tpatnibam. Sis modifikacijas var biitiski uzlabot VLP spéju izraisit
spécigu imiinreakciju, tacu §is sistémas ir dargakas un sarezgitak mérogojamas [15, 18].

Ka jau tika mingts VLP var tikt modificétas, veidojot himéras VLP. Sis modifikacijas var
tik ieviestas ar kimiskas konjugacijas palidzibu vai genétiskas inZenierijas metodém, sk. 1.4.
att. [8].

Genetiskas modifikacijas metodes ieklauj sevi antigéna kodgjoSo sekvencu integraciju
VLP apvalka proteina géna. Tadgjadi VLP ekspresijas laika tiek producéts VLP veidojoss
monomérs kopa ar vélamo antigénu, kas passavacoties veido himéro VLP. Tomeér genétiskas
modifikacijas ievietoSanas vieta var ietekmét VLP strukturalo integritati un kopgjo
imunogenitati [44, 68].

Kimiskas konjugacijas metodes balstas uz modularu sistemu, kas balstas uz vairakiem
etapiem. VLP un mérka antigéns tiek sintez&ti atseviski, kam seko in vitro savstarp&ja kovalenta
vai nekovalenta sasaiste. Saja metodé mérka antigéna izmérs un struktira neietekmé VLP
monomeéru pareizu foldeéSanos un pasSsavakSanas procesu. Turklat kimiska konjugacija lauj
piestiprinat dazadus antigénus t.sk, isus linearus peptidus, cikliskus peptidus, pilna garuma
proteinus un neproteinu savienojumus [8].

Kovalentas saites izveidoSanai izmanto bifunkcionalus konjugacijas agentus (Cross-

linkers), kas satur divas dazadas reaktivas grupas, kas saistas ar dazadiem funkcionaliem
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meérkiem — vienu uz VLP un otru uz mérka antigéna. Uz VLP virsmas konjugacijai visbiezak
tiek paklautas dabiski sastopamas vai maksligi ieviestas aminoskabju funkcionalas sanu k&des,
ka amini (lizins), karboksilgrupas (asparaginskabe, glutaminskabe), tioli (cisteins) un
aromatiskas grupas (tirozins, triptofans) [44 , 63].

Ka nekovalentas saistiS§anas metodi var min&t VLP virsmas lizinu atlikumu biotinilé$anu
un talaku piesaisti biotiniletiem antigéniem, izmantojot streptavidinu ka starpnieku [4].
Kimiskas metodes ne vienmér nodrosina pilnigu visu VLP veidojoso monoméru modifikaciju

[63].
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1.4. attéls. Himéra VLP. A) Gengétiskas modifikacijas metode un tas iesp&jamie trikumi.
B) Kimiskas konvalentas konjugacijas piemérs ar SMPH (sukcinimidil-6-(B-

maleimidopropionamido)-heksanoats) linkeri un iesp&jamie izaicinajumi [8].

1.2.2 VLP imunologiskais raksturojums

Lai ari VLP trukst genétiska materiala, tas saglaba ipaSibas, kas raksturigas to
specifiskajiem izcelsmes virusiem. Sis Tpasibas ietver afinitati pret $inu receptoriem,
saimniek$iinu invazijas mehanismus un imunogenitati — sp&ju stimulét gan iedzimtas, gan
adaptivas iminas sistémas atbildes reakcijas [46]. Iminsisttma kopuma atpazist un
mijiedarbojas ar VLP, galvenokart balstoties uz divam galvenajam ipasibam — izméru un
virsmas geometriju [2].

ledzimta iminsistéma nodroSina pirmo aizsardzibas slieksni pret patogéniem. VLP
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izraisa iedzimtas imiinas atbildes aktivaciju, mijiedarbojoties ar paternu atpaziSanas
receptoriem (PRR) uz APC, DC un makrofagiem. PRR ir evoluciongjusi, lai atpazitu
konservativus ar patog€niem saistitos molekularos paternus (PAMP), kas nav sastopami
saimnieksinas, bet ir klateso§i bakteriju, virusu, parazitu un séni$u patogénos. So PAMP
ipasibu no sava originala viriona parmanto ari VLP [77]. APC makrofagi efektivak uznem
lielakus antig€nus, piemé&ram, bakt€rijas vai parazitus, savukart DC visefektivak uznem dalinas,
kuru diametrs ir no 20 Iidz 100 nm (optimali 40 nm), kas atbilst lielakai dalai virusu un VLP
izméram [2, 58].

Adaptivas imiinas sist€mas atbilde galvenokart tiek induc@ta sekundarajos limfoidajos
organos, piemeram, limfmezglos, liesa un ar glotadu saistitajos limfoidajos audos (MALT).
Savu optimalo nanoizméru dél VLP dalinas var tikt uztvertas ar APC lokali (piem&ram,
vakcinas injekcijas vieta) vai brivi noklat limfmezglos, kur tas uznem limfmezglos rezidgjosas
APC. Ir pieradits, ka nanoizmera dalinas brivi difundé caur limfvadu sieninam un tiek pasivi
transportétas uz sekundarajiem limfoidajiem audiem bez specializétu APC iesaistes [46, 47].

Peéc VLP uznemsSanas, degradéSanas Suinas iekSiené par mazakiem peptidiem un
prezentacijas uz $tinas virsmas ar MHC, APC nobriest un nonak aktivéta stavokli. VLP var tik
uznemtas nespecifiskos veidos caur makropinocitozi, mikropinocitozi vai fagocitozi, tostarp
VLP, kas atvasinatas no cilvékus inficgjuSiem virusiem, iekliiSana Stnas var tikt mediéta
izmantojot receptorus [77]. Aktivéta stavoklt APC sp&j prezentét antigénus T $tinam, tadgjadi
uzsakot adaptivo imiino atbildi. P&tjjumi liecina, ka APC var prezenteét ar VLP saistitos
antigénus gan caur klasisko MHC II celu, gan ar1 veikt krustenisko prezentaciju caur MHC I,
kas raksturigs noteiktam DC linijam. Apstradatos antigé€nus atpazist CD4" T helperi, kas
aktiviz€jas un izdala iminstimul&joSus citokinus, pieméram, IL-4, IL-5, kas nepiecieSami B
Stnu aktivacijai, vai IL-2 un IFNy, kas butiski $inu medi€tas iminreakcijas inducéSanai —
aktive CD8+ T Stnas un induc€ CTL atbildi bez virusa replikacijas saimniekstinas [46].

VLP var darboties ari ka adjuvanti, stimuléjot APC aktivitati un B Stnas. No RNS
virusiem iegutas VLP dabiski iekapsulé ssSRNS vai dsRNS, ko APC atpazist ar TLR7/8 un
TLR3. Lai pastiprinatu VLP adjuvantu IpaSibas, $ada veida molekulas var tikt piesaistitas VLP
virsmai vai ieklautas dalinas arT maksliga veida. B limfocitu gadijuma Sie adjuvanti, stimulé
antivielu izotipu mainu, kas notiek, aktiviz&joties TLR7/8 receptoriem B $iinas. Receptoru
aktivacijas rezultata, tiek ierosinata antivielu izotipu maina uz IgG2 pelés un IgG1 cilvekiem —
izotipiem ar pastiprinatam efektorfunkcijam [17, 26].

Nozimigi ir ar1 tas, ka VLP spgj tieSi saistities ar B limfocitiem un tadgejadi izraisit
humoralo atbildi, neprasot T §iinu iesaisti. Savas virsmas geometrijas dél, VLP nodrosina gan
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augstu valenci, gan lielu antigéna ekspozicijas blivumu. P&tijumi liecina, ka antigéna blivums
ietekm@ antivielu atbildes intensitati. Antigéni ar augstu blivumu, multivalentu struktora ka
VLP, spgj aktivét B Stnas daudz zemakas koncentracijas salidzinajuma ar monomériem
antigéniem [10, 27]. Augsti multivalenti antigéni nodro$ina efektivu BCR §kérssavienos$anos,
parsniedzot B §tinu aktivacijas slieksni, tad&jadi pastiprinot B limfocttu proliferaciju, migraciju
un diferenciaciju plazmas $tinas, rezultata veidojot augsta titra un ilgstoSu antivielu atbildi [3].
P&tijumi ir paradijusi, ka ST Tpasiba attiecas ar1 uz peptidiem un proteiniem, kas piesaistiti uz
VLP virsmas. Lidz ar to, jebkur$S antigéns, kas ir izvietots uz VLP virsmas organizéta un
atkartota veida, ieglist sp&ju izraisit antivielu veidoSanos [43]. ST ipaSiba ir svariga
terapeitiskajam vakcinam, kuru mérkis ir inducét specifisku autoantivielu veidoSanos
neinfekciozu un hronisku slimibu arstésanai t.sk. audz&ju gadijumos [2, 10]. Apkopotu shému

par imiinas sist€mas atbildes reakciju uz VLP var apskatit attela 1.5.
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1.5. att€ls. VLP inducétas Stinu (A) un humoralas (B) imiinas atbildes shematisks

att€lojums [78].
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1.2.3 VLP prieksrocibu kopsavilkums

Balstoties uz VLP 1pasibam, vakcinas, kas veidotas uz to pamata sniedz vairakas

prieksrocibas:

1)

2)

3)

4)

5)

Imunsistéma atpazist VLP virsmas geometriju, ka spécigus PAMP, kas veicina B $iinu
SkerssavienoSanos, dabisko IgM saistiSanos, komplementa aktivaciju un ilgstosi
pastavosu antivielu veidosanos [44].

Argjas virsmas modifikacijas iesp&jas lauj efektivi piesaistit antigénu, izmantojot
dazadas kimiskas konjugacijas un genétiskas modifikacijas metodes. Atkartotie
virsmas motivi nodrosSina augstu antigé€na blivumu, kas pastiprina imiinsisteémas atbildi
[44, 46].

VLP iek3gja doba struktura lauj efektivi iekapsulét dazadus mazmolekularus un
lielmolekularus savienojumus, tostarp biologiskas izcelsmes (nukleinskabes un
proteinus) un sintetiskas izcelsmes savienojumus (piem&ram, ktmijterapijas Iidzeklus).
E.coli sistema ekspresétas VLP, spontani iepako baktériju ssRNS, kas darbojas ka
TLR7/8 ligands, aktiviz§jot iedzimto imunitati. Izjaucot un atkartoti saliekot VLP,
iespgjama arT maksliga nukleinskabju iekapsulésana ar dsSRNS (TLR3 ligands) vai
CpG oligodezoksinukleotidiem (TLRY ligands), lai pastiprinatu imtnreakciju [44].
VLP nanoizmeérs lauj dalinam atri noklat limfmezglos un mijiedarboties ar APC un B
stinam. ST Tpasiba veicina efektivu B un T $inu atbildes stimulaciju, pastiprinot
imtinreakciju un veicinot ilgstosas aizsardzibas veidoSanos [2].

VLP tiek uzskatiti par droSiem vakcinu kandidatiem, jo tas nesatur virusa genomu, kas
nepiecieSams replikacijai — nav génu, kas kodétu replikazes un citus virusa strukturali

un funkcionali nozimigus proteinus [2, 55].

1.2.4 ssRNS bakteriofagu VLP

ssRNS bakteriofagu atvasinatas VLP tiek plasi pétitas vakcinu kandidatu izstradg, jo tas

piedava vairakas prieksrocibas. Tas var efektivi razot vienkarsas bakteriju un raugu ekspresijas

sist€mas, attiriSanas process ir salidzinosi vienkarss un atrs, kas samazina izmaksas, turklat tas

piedava daudzveidigas antigénu eksponéSanas iesp€jas un spécigas imunogenas ipasibas [35].

ssRNS bakteriofagu VLP, pieméram, QB, MS2, AP205 un PP7, tiek pétitas vakcinu izstrade

pret HIV, hepatitu C un neinfekciozam slimibam, pieméram, astmu, alergijam,

kardiovaskularam saslim$anam un laundabigiem audzgjiem [52].
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Bakteriofaga QB VLP veidojas no 180 identiskam CP subvienibam, kas pasorganiz€jas
28 nm ikosaedriskas dalinas. So passavak$anas procesu veicina RNS secibas, kas tiek ieslegtas
VLP to ekspresijas laika E. coli $tinas. Pateicoties disulfidu saitém, Qf CP subvienibas veido
cieSi saistitus dimerus, kas nodroSina So VLP stabilitati plasa pH diapazona, augstas
temperatiiras un dazadu kimisku reagentu iedarbiba. Subvienibu noturiba tiek iesaistiti ari
monomeéra terminalie gali, kas ierobezo genétisko modifikaciju iesp&jas un var ietekmét
himéras VLP stabilitati. Tomer QB VLP satur 720 pieejamus lizina atlikumus uz argjas virsmas,
kas atbilst ¢etriem liziniem uz vienu CP subvienibu, sk. 1.6. (A) att. Pateicoties to lielajam
daudzumam un vieglai kimiskajai modifikacijai, Sie lizini tiek plasi izmantoti m&rkmolekulu
kovalentai piesaistei [16, 41]. Sada augstas pakapes simetrija un optimals antigéna prezentacijas
blivums uz QB VLP virsmas ir paradijusas sp&ju bitiski pastiprinat antivielu atbildi pret
konjugétiem epitopiem [75].

Bakteriofaga AP205 CP ar1 veido ikosaedriskas VLP ar lidzvértigam ipasibam —
passavaksanos RNS klatbiitng, stabilitati, veidojot disulfidu saites, un izturibu dazados
apstaklos. Salidzinot ar QB VLP, raksturigaka AP205 VLP iezime ir N- un C- terminalo galu
ekspozicija uz dalinas virsmas, sk. 1.7. (B) att. ST1pasiba lauj veikt antigénu, t.sk. garu peptidu
sekvencu, ievietosanu genétisko manipulaciju cela, neietekmgjot talaku VLP paSsavaksanas

procesu un stabilitati [62].

1.6 att€ls. QB VLP un AP205 struktiiras. A) QB VLP ar¢jas virsmas (1) un monoméra (2)
att€lojums ar Cetriem lizina atlikumiem (lizins-2 , lizins-13, lizins-16 un lizins-46) — izcelti zala
krasa [41]. B) AP205 VLP argja virsmas att€lojums ar N (zila krasa) un C (sarkana krasa)

terminaliem galiem (3) un AP205 diméra struktiira (4) [62].
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1.2.5 Pretvéza VLP vakcinas

Onkologija VLP tehnologija tick izmantota preventivu un terapeitisku vakcinu izstradg.
Komerciali $obrid ir pieejamas divas preventivas vakcinas pret cilvéka papilomas onkovirusu
(HPV) un hepatita B onkovirusu (HBV) un vairakas terapeitiskas vakcinas prekliniskos un
kliniskos pétijumos.

Pirma VLP vakcina tika izveidota 1986. gada pret HBV (Engerix-B®). Vakcinas pamata
bija S. cerevisiae ekspresijas sistéma producéts hepatita B virusa apvalka proteins S (HBSAQ),
kas paSsavacas VLP. Misdienas pieejamas ari citas uz HBsAg balstitas vakcinas —
Recombivax®, Heplisav-B® (ar pievienotu adjuvantu CpG uzlabotai imiinsistémas atbildes
reakcijai) un PreHevbri® (satur tris apvalka proteinus pre-S1, pre-S2 un S) [73].

Pirma apstiprinata HPV vakcina tika licencéta 2006. gada. Sobrid ir apstiprinatas tris
galvenas HPV vakcinas, kas veidotas no HPV L1 apvalka proteina - Cervarix® (bivalenta,
mérkeé uz HPV16 un HPV18), Gardasil® (kvadrivalenta, mérké uz HPV 6, 11, 16 un 18) un
Gardasil9® (nonavalenta, mérke uz deviniem HPV genotipiem) [74].

Terapeitiskas VLP véZa vakcinas, tiek izstradatas ar merki pastiprinat pasa organisma
iminsistémas darbibu vai vakcinacijas rezultata izveidot specifiskas antivielas, kas verstas pret
véZa Stinam raksturigiem antigéniem.

Ka pieméru var minét 2010.gada veiktus I un II fazes kliniskos pétijumus ar QB(G10)-
Melan-A VLP vakcinas kandidatu II un IV stadijas melanomas pacientiem. Vakcina saturéja
Melan-A/Mart1 antigénu kovalenti piesaistitu QB VLP un VLP iepakotu TLR9 (G10) ligandu,
ka adjuvantu, lai stimulétu DC un CD8+ T §tinas. 63% pétijuma dalibnieku uzradija speécigu T
§tinu imino atbildi, ka arT 87% no Siem dalibniekiem tika noveérota specifiska imtina aktivitate
vél gadu péc vakcinacijas [64].

Pelu modelos ir testéti VLP vakcinu kandidati kriits véza arstéSanai. HER-2 (human
epidermal growth factor receptor 2) biezi tiek parekspreséts agresivos kriits véza gadijumos,
padarot to par potencialu mérkantigénu. 2018. gada Palladini un kol&gi izstradaja HER-2
AP205 VLP bazetu vakcinu. Petijuma ar savvalas tipa pelém, kuram tika transplantétas HER-
2 pozitivas piena dziedzera karcinomas Stnas, vakcinacija izraisija spécigu IgG atbildes

reakciju pret HER-2 un kavétu audzgja augSanu [43].
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2. MATERIALI UN METODES

2.1 Materiali

2.1.1 Reagenti un Skidumi

Eksperimentos lietoja analitiskas, molekularas biologijas un laboratorijas tiribas pakapes
reagentus. Skidumus gatavoja, izmantojot dejonizétu ddeni, ja vien nav noradits citadi.
Reagentu un Skidumu sagatavoSana tika veikta, ievérojot standartizétas laboratorijas
procediiras. Ar darba izmantotajiem reagentiem un $kidumiem var iepazities attiecigi 1. un 2.

pielikumos.

2.1.2 Materiali un aparatiira

Eksperimentos izmantotos materialu un aparatiiru apkopojumu var apskatit attiecigi 3.

un 4. pielikumos.

2.2 Metodes

2.2.1 Vakcinas kandidatu konstruktu dizains

VLP vakcinu kandidatu izstradei tika izvel&ti tris imunologisko kontrolpunktu signalcelos
iesaistiti proteini — CTLA-4, PD-1 un PD-L1. Pilnas pelu proteinu kodgjosas sekvences tika
ieglitas no Nacionala bioinformatikas informacijas centra (NCBI) datubazém: CTLA-4 (NCBI
reference: NP_033973.2 ), PD-1 (NCBI reference: NP_032824.1) un PD-L1 (NCBI reference:
NP_054862.1).

Pé&tijuma ietvaros izveidoja seSus konstruktus, izmantojot tikai proteinu ekstracelularos
doménus kodg&josas sekvences, kas iesaistiti receptoru — ligandu mijiedarbiba. Konstruktu
pamatu veidoja ekspresijas plazmidas vektors pET-Duet-1 ar ampicilina rezistences génu.
Proteinu sekvences tika optimizétas heterologai ekspresijai E. coli sisttma un proteinu
ekspresijas plazmidas tika iegttas, veicot komercialu génu sintezi (BioCat GmbH, Vicija).

Tris konstrukti saturéja genétiski modificétus AP205 VLP dimérus (APd), kas passavacas
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himéras VLP. APd kodgjosas sekvences C terminalaja gala pievienoja PD-1 vai PD-L1
sekvenci. Savukart CTLA-4 konstrukta izveidé izmantoja alternativu pieeju — pilnas
ekstracelulara doména sekvences vieta starp AP205 monomériem tika ieklonéta tikai ta
strukturalas cilpas sekvence, kas primari atbild par mijiedarbibu ar CD80/CD86 ligandiem.

Pargjos konstruktus izstradaja proteinu eckstracelularo doménu ekspresijai, kurus
izmantoja Op VLP kimiskai konjugacijai. Sis sekvences papildus genétiski modificgja ar N
terminalaja gala pievienotu His-Tag kodgjosu secibu.

Darba izmantoto protetnu aminoskabju sekvences var apskatit 5. pielikuma.

2.2.2 Proteinu ekspresijas plazmidu pavairoSana

Ar N2 metodi sagatavotas kompetentas E. coli XL1 Blue $tinas transformgja ar
ekspresijas plazmidam, pielietojot termiska Soka metodi. Transformacijas suspensija tika izs€ta
uz selektivas antibiotikas saturoSas agariz€tas LB barotnes un inkubéta 24 st. +37 °C.
Atseviskas kolonijas inokul&ja 5 ml LB barotng, pievienojot 50 ug/ml ampicilina, un inkubgja
pa nakti +37 °C pie 180 apgr./min. Sekojosi Stnu suspensiju centrifugéja 10 min. 10000
apgr./min +4 °C. Plazmidu izdaliSanai no §tinam izmantoja GeneJET Plasmid Miniprep Kit

reagentu komplektu un atbilstoSu razotaja protokolu. Izdalitas plazmidas uzglabaja pie -20 °C.

2.2.3 Rekombinanto proteinu producéSana

Ar PEG metodi sagatavotas kompetentas E. coli BL21(DE3) $iinas transformé&ja ar
ekspresijas plazmidam, pielietojot termiska Soka metodi. Transformacijas suspensija tika izséta
uz selektivas antibiotikas saturoSas agariz€tas LB barotnes un inkubgta 24 st. +37 °C.
Atseviskas kolonijas inokul&ja 5 ml LB barotng, pievienojot 50 pg/ml ampicilina, un inkubgja
pa nakti +37 °C bez kratiSanas. Nakts kulttira tika parnesta 50 ml 2xTY barotng ar antibiotikam
un $tinas audzgja +37 °C pie 200 apgr./min. Iidz OD 600 sasniedza 0,6-0,8 optiskas vienibas.
Proteinu ekspresijas indukcijai pievienoja IPTG lidz gala koncentracijai 1 mM. Siinas turpinaja
inkubét 16 st. +20 °C pie 200 apgr./min. Siinas ievaca, centrifugg&ot 20 min. 5000 apgr./min.
+4 °C. Nelielas stnu alikvotas tika suspend@tas liz€Sanas buferSkiduma mitras Stnu
masas/tilpuma attieciba 1:10. Sinas sonificgja 1 min. ar amplitidu 40% un 0,5 sek. intervalu
ledus vanna. Lizats tika sadalits ar centrifugéSanu 30 min. pie 10000 apgr./min. Proteina
ekspresiju un skidibu analizéja ar SDS-PAGE elektroforézi. Imunizacijas eksperimentiem

proteinu produc€sanas protokolu palielinaja lidz 2L.
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2.2.4 Proteinu refoldings

E. coli producétos neskistosos rekombinanto proteinu ieslégumus paklava denaturacijai.
E. coli stinas lizgja ar ultrasonifikaciju (8-10 min. ar amplitadu 75% un 0,5 sek. intervalu ledus
vanna) 10 tilpumos liz€Sanas buferSkiduma ar 1 mM PMFS un veikta divkarSa nogul$nu
mazgasana. P&c Stnu liz€Sanas un nogul$nu mazgasanas paraugus centrifugéja 20 min. pie
10000 apgr./min. +4 °C. Nogulsnes izskidinaja denaturéSanas buferskiduma nogul$nu mitras
masas/tilpuma proporcija 1:2 un invert&ja pa nakti +4 °C. Denaturacijas Skidumu centrifuggja
20 min. 10000 apgr./min. +4 °C un supernatantu ievaca sekojosam refoldingam.

Proteina refoldingu veica, izmantojot atSkaidiSanas metodi, kur denaturgtais proteins tika
atSkaidits liela refoldinga buferSkiduma tilpuma. Denatur@to proteinu tilpumu attieciba 1:10
1énam, pa pilienam, pievienoja refoldinga bufer§kidumam uz maisitaja +4 °C.

PD-1 un PD-L1 refoldingu veica buferSkiduma Nr. 1, atstajot paraugus refoldéties +4 °C
septinas dienas bez maisiSanas. Savukart CTLA-4 refold&ja buferSkiduma Nr. 2. tados pasos
apstaklos tris dienas. P&c refoldinga paraugi tika centrifugéti 20 min. 10000 apgr./min. +4 °C
un supernatantu dializéja pret PBS (PD-1 un PD-L1) vai 5% glicerina PBS buferskidumu
(CTLA-4) 24 st. uz maisitaja ar vienu bufer§kiduma mainu. P&c dializes paraugus ickoncentrgja

ar 10 kDa Amicon filtriem un talak attirija ar izmeru izslégsanas (gelfiltracijas) hromatografiju.

2.2.5 Proteinu attiriSana ar hromatografijas metodem

Rekombinanto proteinu attirisanai izmantoja AKTA pure vai AKTAprime plus
hromatografijas sisttmas. VLP himéro proteinu gelfiltracijai pielietoja Sepharose 4FF 30 ml
kolonnu, savukart par&jiem proteiniem tika izmantotas Superdex® 200 Increase 10/300 GL 24
ml un HiLoad® 16/600 Superdex® 200 pg 130 ml kolonnas. Kolonnu lidzsvaro$anai un proteinu
eluacijai izmantoja PBS buferskidumu, bet attirot CTLA-4 proteinu — 5% glicerina PBS.

Pec gelfiltracijas VLP himéro proteinu saturosas frakcijas tika apvienotas un papildus
attiritas, izmantojot jonapmainas kolonnu DEAE Fractogel® (M) 5 ml, kas lidzsvarota PBS.
Kolonnai piesaistitie proteini tika eluéti pakapeniski, izmantojot lineari pieaugosu 0,15-1 M
NaCl gradientu PBS buferskiduma.

Hromatografijas parametrus (spiediens, pliismas atrums, parauga tilpums u.c.) iestatija
atbilstosi razotaja ieteikumiem un kolonnu specifikacijam, lai nodroSinatu optimalu proteinu
atdaliSanu. Gelfiltracijas un jonapmainas frakciju paraugus analiz&ja ar SDS-PAGE, bet himéro

VLP frakcijas papildus novertgja ar NAGE gela elektroforézi.
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2.2.6 Elektroforéze poliakrilamida gela denaturéjosos apstaklos (SDS-PAGE)

SDS-PAGE metodi pielietoja kvalitativai proteinu analizei. Analiz€amos proteinu
paraugus sajauca ar Laemmli uzneSanas buferSkidumu un karsgja 10 min. +95 °C. 5-15 pl
protetna parauga un 5 pl proteinu molekulmasas markiera tika uznesti sagatavota 15%
poliakrilamida SDS-PAGE gela. Elektroforézi veica GST running bufer§kiduma 40 min. pie
250V un 700 mA stravas. P&c elektroforézes gelu fiks€ja 10 min. fiks€Sanas buferskiduma, 10

min. Coomassie krasosanas $kiduma un atkrasoja ar dH-O.

2.2.7 Elektroforeze agarozes gela nedenaturéjosos apstaklos (NAGE)

NAGE metodi izmantoja, lai parbauditu proteinu sp&ju veidot VLP. VLP paraugiem
pievienoja 1x Loading Dye uzneSanas buferSkidumu, un 10 pl parauga tika uznesti uz
sagatavota 1% agarozes gela ar EtBr. Elektroforézi veica 30 min. pie 120 V un 100 mA stravas
TEA buferskiduma. Nukleinskabes gela tika vizualiz€tas UV gaisma, bet VLP proteinu zonas

novertgja, gelu krasojot 10 min. ar Coomassie gelu krasoSanas $kidumu un atkrasojot ar dH20.

2.2.8 Vesterna blotéSana (Western blot) un dot blotéSana (dot blot)

Abas metodes pielietoja ka papildus apstiprino$us testus rekombinanto proteinu analize.
Western blot metodei paraugus sadalija SDS-PAGE elektroforéze péc iepriek$ aprakstitas
metodes. Peéc SDS-PAGE elektroforézes proteinus no gela (bez gela fiksacijas un krasoSanas)
parnesa uz nitrocelulozes membranu, izmantojot dal€ji sausa Western Blot elektroforézes
iekartu. Gelu, membranu un filtrpapirus piesatinaja GT parneSanas buferSkiduma un paklava
elektroblotéSanai 90 min. pie stravas stipruma atkariba no gela izméra — 0,8 mA/cm?. Péc
proteinu parneses membranu blok€ja 1% BSA Skiduma 1st. istabas temperatiira ar kratiSanu un
skaloja ar mazgasanas buferskidumu tris reizes 10 min. Sekojosi membranu inkubg&ja pa nakti
+4 °C ar specifiskam primarajam antivielam, atSkaidijuma 1:1000 1% BSA. Péc membranas
mazgasanas piesaistitas antivielas detekt&ja ar HRP (marrutku peroksidazi) konjugétam trusu
anti-pelu IgG sekundaram antivielam, atSkaidijuma 1:1000 1% BSA. Membranu inkubgja
sekundaro antivielu skiduma 1st. istabas temperatiira ar kratiSanu. P&c triskarSas mazgaSanas
membranu krasoja 3,3’-diaminobenzidinu (DAB) $kiduma ar H20- 7-10 min. tumsa istabas

temperatiira ar kratiSanu.
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Dot blot metodg netika veikta SDS-PAGE elektroforéze; ta vieta 2 ul paraugi punktveida
tika tieSi uznesti uz nitrocelulozes membranas. Membranai lava nozit istabas temperatiira un

turpinaja Western blot protokolu, sakot ar membranas blok&sanu 1% BSA skiduma.

2.2.9 VLP un mérkproteinu kimiska konjugacija

VLP un mérkproteinu kimiskajai konjugacijai izmantoja tetrazina-PEG5-NHS un endo-
BCN-PEG8-NHS esterus.

VLP paraugu ar koncentraciju 5 mg/ml apstradaja ar tetrazina-PEG5-NHS estera linkeri,
bet mérkproteinu paraugu (5 mg/ml) modificéSanai izmantoja endo-BCN-PEG8-NHS esteri
ekvimolaras attiecibas. Reakcijas maisjjumus inkubgja 1 st. istabas temperattira un atsaloja ar
Zeba® Spin atsalosanas kolonnam, kas Iidzsvarotas PBS. VLP un mérkproteinu konjugacijas
maisijumus apvienoja un inkubgja pa nakti +4 °C. Paraugus analiz€ja ar SDS-PAGE un NAGE
gela elektroforézi. Sekojosi maisijumu dializ€ja 2 diennaktis pret PBS ar ¢etram buferSkiduma

mainam, izmantojot Float-A-Lyzer G2 1000 kDa dializes komplektu.

2.2.10 Pelu imunizacija

Magistra darba ietvaros veiktie eksperimenti ar dzivniekiem bija apstiprinati Valsts
Dzivnieku &tikas un labturibas komiteja (izm&ginagjuma projekta atlauja nr. 136/2022,
pievienota 6. pielikuma). Imunizacijas eksperimenti tika Tstenoti Latvijas Biomedicinas
petijumu un studiju centra SPF vivarija telpas, ievérojot Eiropas Parlamenta un Padomes
Direktivu 2010/63/ES. Imunizacijas eksperimentus veica Dr. biol. Ilva Lieknina un Dr. biol.
Dace Skrastina.

Imunizacijas eksperimentiem izmantoja 7 nedélas vecas C57BL/6 pelu matites (Envigo
RMS B. V., Niderlande). Dzivniekus sadalija tris grupas, katra grupa ieklaujot 8 peles.
Imunizacijas gaita katra pele sanéma 4 subkutani ievaditas vakcinu devas ar 14 dienu intervalu.
Vienu 100 pl vakcinacijas devu ar 25 pg antigéna, sagatavoja 50 pl antigéna (0,5 mg/ml) PBS
buferskiduma, sajaucot ar 50 pl AddaVax adjuvantu. Visa eksperimenta laika dzivniekus
uzraudzija, lai identific€tu iesp&jamas neveélamas blakusparadibas. 10. diena pec pédgjas
vakcinacijas devas, dzivniekus humani eitaniz&ja ar 5% izofluarana anestéziju. Asins paraugus
ievaca ar sirds punkcijas metodi, centrifuggja un ieguva ~ 200 pl asins serumus, ko izmantoja

talakai antivielu titru kvantitativai noteikSanai ar ELISA metodi.
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2.2.11 Cietfazes enzimu imunosorbences tests (ELISA)

ELISA mikroplates (96 bedrites) adsorb&ja ar 100 pl rekombinanta mérkproteina (10
ug/ml) vai 100 pl komerciali iegadata proteina (1 pg/ml) 50 mM karbonatu buferskiduma pH —
9,5 un inkubgja pa nakti +4 °C. Nakamaja diena plates blok€ja ar 1% BSA skidumu 1 st. +37
°C. Pelu serumus atSkaidija 1:100 blok&Sanas buferskiduma, titr&ja divkarsa vai triskarsa
atSkaidijuma un inkubgja 1st. +37 °C. Piesaistitas antivielas noteica, izmantojot HRP
konjuggtas trusu anti-pelu IgG sekundaras antivielas, kas tika atSkaiditas 1:5000 blokésanas
buferskiduma un inkubétas 1st. +37 °C. Starp inkubacijas posmiem plates tika mazgatas tris
reizes ar PBST skidumu un dH20. Krasu reakciju veica 7-10 min. tumsa istabas temperatiira,
pievienojot o-feniléndiamina substratu (OPD) un H2O.. HRP enzimatiska reakcija tika
partraukta, pievienojot 2 N H2SO4. Mérijumus nolasija pie ODag2, izmantojot ELISA plasu
lasttaju.

Aviditates ELISA tests tika veikts, ievérojot iepriek$ aprakstito metodi, bet péc primaro
antivielu piesaistes plates papildus inkubgja 15 min. 7 M urinvielas $kiduma uz kratitaja istabas
temperatiira.

IgG1 un IgG2a atbildes reakciju novértéSana ELISA plates tika parklatas ar anti-pelu
IgG1 vai IgG2a HRP konjugatu sekundarajam antivielam.

2.2.12 Datu apstrade un statistiska analize

Statistiska datu analize un vizualizacija tika veikta, izmantojot GraphPad 10. versiju.
legiito datu normalitati parbaudija ar Sapiro-Vilka testu (biitiskuma limenis o < 0,05) un datus
att€lojot grafiski (histrogramma, Q-Q plot). Ta ka dati neatbilda normalajam sadalfjumam,
antivielu serumu titru analizei divu neatkarigu grupu salidzinaSanai, izmantoja Manna-Vitneja
U testu, divu saistitu grupu salidzinasanai — Vilkoksona testu. P vertiba, kas mazaka par 0,05,
tika uzskatita par statistiski nozimigu. Lai atvieglotu datu vizualizaciju un apstradi titru veértibas

tika logaritmizétas (logio), datu aprakstiSana izmantoja medianas ar starpkvartilu intervalu

(IQR).
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3. REZULTATI

3.1 Rekombinanto proteinu iegiiSana

3.1.1 APZ205 VLP himéro rekombinanto proteinu iegiiSana

VLP himéro rekombinanto proteinu produkcijai tika izveidoti tris plazmidu konstrukti —
APd-CTLA-4, APd-PD-1 un APd-PD-L1, kas saturgja genétiski modificetus AP205 VLP
dimé@rus ar interes€josiem mérkantigéniem. Proteinus producgja E. coli BL21(DE3) $tinas pie
+20 °C pa nakti. legiitas Sinu kultliras liz€ja un analiz€ja ar SDS-PAGE elektroforézi

denaturgjoSos apstaklos, lai noteiktu proteina producésanas efektivitati un skidibu, sk. 3.1. att.

3.1. attels. AP205 VLP himéro proteinu ekspresijas SDS-PAGE analize. A) APd-PD-1,
B) APd-PD-L1, C) APd-CTLA-4. M — proteinu molekulmasas markieris, L — §tinu lizats, S —
lizata supernatants, D — neskistoSo proteinu nogulsnes. Melnas bultas norada uz interesgjoso

proteinu zonam, kas atbilst sagaidamajiem proteinu izm&riem kDa.

SDS-PAGE gela analize liecinaja, ka visu konstruktu proteinu ekspresija bija veiksmiga.
Tomér APd-PD-1 un APd-PD-L1 gadijuma ievérojama proteina dala, atradas neskistosaja
frakcija, kas var€tu liecinat par proteinu agregaciju vai nepareizu proteinu foldu ekspresijas
sisttma. Savukart APd-CTLA-4 proteina ekspresija domingja Skistosa frakcija, kas norada uz
efektivaku proteinu foldu un iesp&jamu augstaku proteinu stabilitati.

Talakai analizei tika izmantotas proteinu Skistosas frakcijas, lai noskaidrotu, vai
producétie proteini sp&j savakties himéras VLP. Pirmo attiriSanas posmu veica ar gelfiltraciju,

pielietojot Sepharose 4FF 30 ml kolonnu. Hromatogramma pirmais eluacijas pikis (Iidz ~ 13
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ml) norada uz lielu molekulmasas proteinu kompleksu agregatiem, savukart otra eluacijas pika
dala (~ 13-22 ml jeb 3-7 frakcijas) atbilst VLP dalinam, sk. 3.2. A att.(reprezente APd-CTLA-
4 attiriSanas rezultatus). Eluata frakcijas analizgja ar SDS-PAGE, sk. 3.2. B att., un NAGE, sk.
3.2. C att., metodeém. SDS-PAGE noveroja atbilstosSu zonu proteina molekulmasai. NAGE
elektroforézes gela frakcijas tika novérotas skaidri izteiktas joslas UV gaisma, kas sakrita ar
proteinu ickrasotajam zonam gela. Sis rezultats noradija uz lielu varbiitibu par veiksmigu VLP

veidoSanos un efektivu nukleinskabju iepakosanos to struktiira.
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3.2. attels. APd-CTLA-4 himéra VLP proteina attirisana ar gelfiltraciju. A) Gelfiltracijas
hromatogramma. Uz x ass att€lots eluacijas tilpums (ml) un frakcijas, uz y ass UV absorbcija
(mAu). Zila likne attélo UV absorbcijas mainu, sarkana likne — konduktivitati. Ar bultu noradita
eluacijas pika dala un frakcijas, kas satur iesp&jami izveidojusas VLP. B) SDS-PAGE frakciju
analize. M — proteinu molekulmasas markieris, L — §tinu lizats, S — lizata supernatants, D —
neskistoSo proteinu nogulsnes, F — eluacijas frakcijas. C) NAGE elektroforéze. Ar bultam

noraditas nukleinskabju iepakosanas zona un VLP proteina iekrasoSanas zona.
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VLP atbilstosas frakcijas tika apvienotas un veikts otrs attiriSanas posmsS ar jonapmainas
hromatografiju, sk. 3.3. A att., un eluata frakcijas analizétas ar SDS-PAGE un NAGE, sk. 3.3.
B att. un 3.3. C att. SDS-PAGE gels apstiprinaja VLP klatbiitni jonapmainas eluacijas pirmaja

piki, kas atbilst sagaidamajiem rezultatiem, ari NAGE gels uzradija nukleinskabju

iekapsulésanos.
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3.3 attels. APd-CTLA-4 himéro VLP attiriSana ar jonapmainas hromatografiju. A)
Jonapmainas hromatogramma. Uz X ass att€lots eluacijas tilpums (ml) un frakcijas, uz y ass UV
absorbcijas (mAU). Ar zilo Iikni att€lota UV absorbcijas maina, oranza Iikne — konduktivitate,
zala likni — sals gradienta izmainas. B) SDS-PAGE frakciju analize. M — proteinu
molekulmasas markieris, F — eluacijas frakcijas. C) NAGE elektroforéze. Ar bultu noraditas

nukleinskabju iepakosanas VLP zona.

AtbilstoSas jonapmainas hromatografijas VLP frakcijas apvienoja un dializ€ja, lai
nomainttu buferSkidumu uz PBS. P&c dializes paraugs tika iekoncentréts [idz 1 mg/ml un veikta
caurejo$a starojuma elektronu mikroskopija (TEM), lai apstiprinatu izveidojuSos VLP

homogenitati un morfologiju, sk. 3.4. att.
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3.4. attels. APd-CTLA-4 VLP dalinu TEM atéli

No TEM atteliem secindja, ka neizdevas iegiit veiksmigas himéro VLP dalinas. Var
novérot nehomogénu dalinu izkliedi un agregaciju, lai ari dalai dalinu novéroja sagaidamo
morfologiju, dala VLP bija nestabilas vai fragmentgtas. Papildus novéroja piesarnojuma fonu,
kas liecina par nepietiekamu parauga attiriSanu. Balstoties uz ieglitajiem rezultatiem S§is

konstrukts tika uzskatits par tehnologiski neveiksmigu talakam darbam vakcinu izstradei.

APd-PD-1 un APd-PD-L1 konstrukti tika attiriti [idziga veida, bet gelfiltracijas attiriSanas
posma neizdevas iegiit VLP atbilstosu eluacijas profilu, ka art NAGE analize neuzradija
potencialu VLP veidoSanos. Arl Sie abi genétiski modificétie himéro VLP konstrukti tika

uzskatiti par nepiemérotiem turpmakai vakcinas kandidatu izstradei §1 darba ietvaros.

3.1.2 Imunologisko kontrolpunktu rekombinanto proteinu iegiSana

Imunologisko kontrolpunktu proteinu ekstracelularo doménu ekspresijai tika izveidoti tris
plazmidu konstrukti — CTLA-4, PD-1 un PD-L1. Proteinus producgja E. coli BL21(DE3) $tinas
pie +20 °C pa nakti. Visi proteini ekspres€jas neskistosa forma, sk. 3.5. att., veidojot

iesleégumus, kuru molekulmasas izmérs atbilda sagaidamajai proteinu molekulmasai.
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3.5. att€ls. CTLA-4, PD-1 un PD-L1 proteinu ekspresijas SDS-PAGE analize. A) 1 — PD-
1 ekspresija, 2 — PD-L1 ekspresija. B) CTLA-4 ekspresija. 1 — audzgjot $iinas pie +37 °C, 2 —
audzgjot Sunas pie +20 °C. M — proteinu molekulmasas markieris, L — $tinu lizats, S — lizata
supernatants, D — neSkistoSo proteinu nogulsnes.

Ka reprezentativs attiriSanas procesa piemers tiks apskatita CTLA-4 proteina iegiiSana.
Péc E. coli BL21(DE3) sunu lizé$anas un iegtito nogul$nu divkarSas mazgasanas, nogulsnés
protetnu un nodroSinatu ta pareju Skistosa forma. SDS-PAGE analize, sk. 3.6. A att,,
apstiprinaja CTLA-4 veiksmigu izdali$anu un pareju $kistosaja frakcija (galvena proteinu josla
tika novérota ~ 15-16 kDa regiona, kas atbilst CTLA-4 ekstracelulara doména teorétiskajai
molekulmasai). Lai atjaunotu CTLA-4 konformaciju, veica proteinu refoldingu ar atSkaidiSanas
metodi. ST metode ietver strauju denaturéta proteina atSkaidiSanu liela refoldinga
buferaskiduma tilpuma, kas izraisa pakapenisku denaturata koncentracijas samazinasanos un
proteina salociS8anos. Denaturéta proteina Skidums pa pilienam tika pievienots refoldinga
buferskidumam — Iéna kontroléta proteina pievienosana +4 °C novér§ peksnu proteina
konformacijas mainu, kas varétu izraisit nepareizu proteina foldingu un izgulsné$anos. L-
arginins refoldinga buferSkiduma sastava stabilizé starpstruktiiru veidoSanos, glutationa
reducétas un oksidétas formas palidz kontrolét disulfidu saiSu veidoSanos, veicinot pareizu
cisteinu savienoSanos proteina struktira. Refoldinga Skiduma inkubg&Sana ilgstosa laika posma
pie +4 °C samazina proteina agregacijas risku, augstakas temperatiiras veicina proteinu virsmu
hidrofobas mijiedarbibas, novedot pie potenciali neskistosu agregatu veidoSanas. Ilgstosa

inkubacija nodroSinaja ar1i pakapenisku un pareizu disulfidu saiSu veidoSanos. Péc 3 dienu
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refoldinga, proteina saturoSo Skidumu dializ€ja pret 5% glicerina PBS buferskidumu.
Refoldinga SDS-PAGE analize, sk. 3.6. B-1 att., noradija uz veiksmigu CTLA-4 proteina pareju
Skistosa forma un minimalu agregatu veidoSanos, savukart dializes laika nov@roja nelielu
nogul$nu veido$anos un proteinu agregaciju, kas apstiprinajas ari SDS-PAGA paraugos, sk.
3.6. B-2 att. Sekojosi dializéto paraugu ickoncentréja un attirija ar gelfiltraciju. Gelfiltracija
nodroS§indja parauga attiriSanu no agregatiem, dimériem, saliem un denaturanta, kas vargja
palikt pec refoldinga un dializes procesa. Gelfiltraciju veica, izmantojot HiLoad® 16/600
Superdex® 200 pg 130 ml kolonnu, sk. 3.7. A att. CTLA-4 elugsanas profila novéroja tris
galvenos pikus. Pirmais pikis ~ 50 ml apgabala liecinaja par lielmolekularu agregatu frakciju
klatbutni, otrs pikis ~ 110 ml, noradija uz CTLA-4 monomeru frakciju un eluacijas pikis pec ~
130 ml noradija uz mazakiem proteinu fragmentiem vai piemaisijumiem. EluSanas frakcijas

analizgja ar SDS-PAGE, sk. 3.7. B att., kas apstiprinaja eluacijas profilu.
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3.6 attéls. CTLA-4 ekspresijas, refoldinga un dializes rezultati. A) SDS-PAGE CTLA-4
liz€sanas un denaturéSana B) 1 — CTLA-4 refoldings, 2 — CTLA-4 dialize. M — proteinu
molekulmasas markieris, L — $tinu lizats, S — lizata supernatants, W1/2 — nogul$nu mazgasanas
supernatants, UD — denaturéSanas nogulsnes US — denaturéSanas supernatants, RS —refoldinga

supernatants, RD — refoldinga nogulsnes, DS — dializes supernatants, DD — dializes nogulsnes.
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3.7. attels. CTLA-4 gelfiltracijas profils un SDS-PAGE analize. A) CTLA-4 gelfiltracijas
hromatogramma. Uz x ass att€lots eluacijas tilpums (ml) un frakcijas, uz y ass UV absorbcijas
(MAU). Ar zilo likni att€lota UV absorbcijas maina. B) Gelfiltracijas frakciju SDS-PAGE

analize. M — proteinu molekulmasas markieris, F — eluacijas frakcijas.

PD-1 un PD-L1 proteinus attirjja, ieverojot iepriekS aprakstita protokola gaitu ar
modifikacijam refoldinga buferSkiduma sastava un inkubacijas laika. Tomér PD-1 protetnam
noveéroja lielu agregatu un neskistoSu nogul$nu veidosanos dializes posma, kas negativi
ietekmgja gelfiltracijas attiriSanas iznakumu — tika iegts loti mazs monomeéru daudzums.

Lai papildus apstiprinatu iegiito proteinu monomeéru pareizu konformaciju, tika veikti
Western blot un dot blot testi, izmantojot komerciali pieejamas specifiskas antiviela pret CTLA-
4, PD-1 un PD-L1, sk. 3.8. att. Metozu rezultati paradija, ka iegitais CTLA-4 ir
konformacionals epitops, jo uzradija specifisku saisti§anos ar antivielam dot blot testa, kas tiek
veikts bez iepriek$€jas proteinu denaturacijas, un minimalu saistiSanos Western blot. PD-L1
gadijuma specifisku mijiedarbibu novéroja abos testos, savukart PD-1 neuzradija saistibu ar
komercialajam antivielam. Tas lika secinat, ka PD-1 refoldinga un attiriSanas procesos

neizdevas iegiit pareiza folda proteinu un Sis monomérs netika izmantots talakai konjugacijai
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ar VLP dalinam vakcinas kandidatu izstrade.
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3.8. attéls. CTLA-4, PD-1 un PD-L1 Western blot un dot blot rezultati. A) CTLA-4, B)

PD-1, C) PD-L1. Melnas bultas norada uz mérkproteinu molekulmasas zonam.

3.2 Rekombinanto proteinu kimiska konjugacija ar Qp VLP

QP VLP konjugacijai ar CTLA-4 un PD-L1 proteiniem, pielietoja tetrazina-PEG5-NHS
un endo-BCN-PEG8-NHS esterus. VLP funkcionali modificgja, izmantojot tetrazina-PEG5-
NHS esteri, kura NHS grupa kovalenti reagg€ja ar brivajam lizina aminogrupam uz VLP
virsmas, veidojot stabilas amida saites. Vienlaikus endo-BCN-PEG8-NHS esteri izmantoja, lai
modificeétu CTLA-4 un PD-L1 proteinus, piesaistot BCN grupas NHS dalu pie proteinu lizina
atlikumiem. P&c So modifikaciju reakcijam, abu komponentu savstarpgja inkubacija lava
veidoties kovalentai konjugacijai starp tetrazina un BCN grupam, kuras rezultata mérkproteini
stabili piesaistijas VLP virsmai. Abu protetnu konjugacijas rezultatus analiz&ja ar SDS-PAGE
denatur€josos apstaklos, sk. 3.9. A att. Par izdevusos konjugaciju liecinaja proteina zona, kas
atbilst teoretiskajai kop&jai VLP un proteina molekulmasai. Papildus, lai apstiprinatu VLP
struktliras saglabasanos péc kimiskas modifikacijas, veica NAGE analizi, sk. 3.9. B att.
Sekmiga VLP virsmas funkcionalizacija ar esteriem un meérkproteina piesaiste izraisija
izmainas dalinu virsmas ladina, kas ietekm&ja to migraciju elektroforézes gela. Sis izmainas
bija novérojamas UV gaisma, noradot uz veiksmigu VLP veidoSanos un modificéSanu. legiitos
konjugatus divas diennaktis dializ&ja pret PBS.
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3.9. attels. CTLA-4 un PD-L1 kimiskas konjugacijas rezultati. A) 1 — QB-CTLA-4
kimiskas konjugacijas SDS-PAGE, 2 — NAGE B) 1 — QB-PD-L1 kimiskas konjugacijas SDS-
PAGE, 2 — NAGE. M — proteinu molekulmasas markieris, 1 — CTLA-4/PD-L1, 2 — CTLA-4-
BCN/PD-L1-BCN, 3 - QB VLP, 4 — QB VLP-tetrazins, 5 — QB-CTLA-4/ QB-PD-L1. Ar bultu

noraditas veiksmigi izveidojusas VLP konjugatu zonas.

P&c dializes paraugus iekoncentr&ja un papildus noveértéja ar TEM, sk. 3.10. att. TEM

attelu analize apstiprinaja VLP morfologiju un integritati péc kimiskas funkcionalizé$anas.

3.10. attels. QB-CTLA-4 un QB-PD-L1 TEM atteli. A) QB-CTLA-4 B) QB-PD-L1
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3.3 Vakcinas kandidatu imunogenitates parbaude pelu modeli

Divu iegtito vakcinas kandidatu sp&ju inducét autoantivielu veido$anos pret imunologisko
kontrolpunktu proteiniem novertgja, veicot imunizacijas eksperimentus ar 7 ned€las vecam
C57BL/6 pelu matiteém. Dzivniekus nejausi sadalija tris grupas, katra grupa ieklaujot 8 peles
(n=8). Kontroles grupa sanéma QB VLP devas, savukart pargjas divas grupas tika imunizgtas
attiecigi ar QB-CTLA-4 un QB-PD-L1 kandidatiem. Imunizacijas shéma ieklava 4 vakcinas
devas ar 14 dienu intervalu starp injekcijam. Visos gadijumos vakcinas tika formul&tas ar
AddaVax adjuvantu, lai pastiprinatu imiino atbildi. Desmitaja diena péc pedgjas vakcinacijas,
tika ievakti asins paraugi serumu iegti$anai.

Asins serumu kopgjas IgG antivielas pret specifiskajiem antigéniem noteica ar ELISA
testu. Antivielu titru beigu punktu noteica pie fona triskartgjas vértibas. Ta ka dati neatbilda
normalajam sadalijumam, tos analiz&ja izmantojot neparametriskos statistiskas testus (skat.
Metodes 2.2.12) un lai atvieglotu datu vizualizaciju un apstradi titru vértibas tika logaritmiz&tas
(logio).

Inducéto antivielu titrus noteica anti QB VLP, anti CTLA-4 un anti PD-L1 antivielam.
Papildus noveértgja krustenisko reaktivitati, aviditati un izvértéja domingjosas IgG apaksklases
—19G1 un IgG2a.

Antivielu titrus pret QB VLP antigénu imunizacijas grupas atspogulo 3.1. tab. un 3.11.

att.
Tabula 3.1
Imunizacijas grupu antivielu titru raditaji pret QB VLP antigénu (log1o)
Imunizacijas Parbaudes

grupa antigéns Mediana Minim. Maks. IQR

QB VLP QB VLP 5,578 4,863 5,817 0,477

QB-CTLA-4 QB VLP 5,340 4,863 5,817 0,358

QB-PD-L1 QB VLP 5,340 4,863 5,817 0

Salidzinot kontroles grupu ar katru no konjugatu imunizacijas grupam, var secinat, ka Qf
VLP modifikacijas butiski neietekmgja ta sp&ju inducét spécigu imtino atbildi. Tas liecina, ka
pat péc konjugacijas ar antigéniem, VLP saglaba savas imunologiskas ipasibas un kalpo ka

stabils epitopu nesgjs.
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3.11 attels. Anti QB VLP antivielu titri un mediana katra no imunizacijas grupam.
Salidzinasanai starp QB VLP un katru imunizacijas grupu izmantots Manna-Vitneja U tests (p
< 0,05).

Lai novertetu anti CTLA-4 antivielu klatbtitni un specifiskumu, tika veikts ELISA tests
ar rekombinanto CTLA-4 proteinu. Tests kalpoja ka apstiprinajums, ka pelu imunizacijas
rezultata tika panakta specifiska humorala imiina reakcija pret QB VLP piesaistito autoantigénu
un ir izdevies iegiit detekt€jamus antivielu [imenus asins seruma. Lai parliecinatos par antivielu
selektivitati un specifiskumu veica krusteniskas reaktivitates parbaudes:

1) Ar CTLA-4 dabigajiem ligandiem — C80/86, lai izslégtu nespecifisku antivielu

mijiedarbibu ar ciesi saistitam, bet funkcionali atskirigam molekulam.

2) Ar nesaistitiem rekombinantiem proteiniem ar un bez His-tag sekvences, lai izslégtu

saistiSanos ar His-tag sekvenci vai nespecifisku saistiSanos ar citu proteinu epitopiem.

3) Ar negativu kontroli ar QB VLP imunizéto pelu serumiem, lai parliecinatos, ka

CTLA-4 saistiSanas nenotiek ar antivielam, kas nav specifiski induc@tas §1 antigéna
klatbutneé.
Tada pati izvert€Sanas pieeja tika pielietota anti PD-L1 antivielam, bet parbaudot to sp&ju
specifiski saistities ar savu rekombinanto PD-L1 proteinu un krustenisku reakciju ar PD-1
proteinu. Antivielu titru rezultati apkopoti tabula 3.2 un atspoguloti attela 3.12. Anti CTLA-4

antivielas paradija augstu specifiskumu un selektivitati, uzradot augstus titrus pret
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rekombinanto CTLA-4 proteinu un neuzradot krusteniskas reakcijas, jaatzim¢, ka novéroja
sagaidamu zemu antivielu titru pret His+ proteinu. Sie rezultati norada uz veiksmigu
imunizaciju un antivielu atbildes virzisanu pret mérkproteinu. Savukart anti PD-L1 antivielas,
lai gan uzradija titrus pret rekombinanto PD-L1 proteinu, paradija plasu krustenisko reaktivitati,
kas liecina par zemu antivielu selektivitati un norada uz iesp&amam reakcijam pret
universaliem proteinu struktiiru epitopiem. Pamatojoties uz Siem rezultatiem anti PD-L1
antivielu serumus neizvert&ja turpmakajos testos, jo nespecifiskas saistisanas dél, nav iesp&jams

izvertet patieso antivielu mérkantigénu un selektivitati.

Tabula 3.2.
Anti CTLA-4 un PD-L1 antivielu titru un krustenisko reakciju rezultati (10g10)

Parbaudes

antigéns/antivielas | Mediana Minim. Maks. IQR

Rekombinantais

CTLA-4 5,010 4,709 5,311 0,301
Anti CTLA-4 CD80 0 0 0 0
antivielas CD86 0 0 0 0
His+ proteins 2,000 2,000 2,000 0
His- proteins 0 0 0 0
Rekombinantais
PD-L1 4,258 4,107 4,709 0,301
Anti PD-L1
o PD-1 3,193 2,000 3,431 1,192
antivielas
His+ proteins 3,054 2,602 3,505 0,753
His- proteins 2,903 2,000 3,204 1,053
Rekombinantais Anti QB VLP
CTLA-4 antivielas 0 0 0 0
Rekombinantais Anti QB VLP
PD-L1 antivielas 4,258 4,107 4,408 0,301
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3.12 attéls. Serumu antivielu un krustenisko reakciju titri, paraditas titru medianas. A)
Anti CTLA-4 antivielu titri. B) PD-L1 antivielu titri. C) Rekombinanto CTLA-4 un PD-L1

kontroles reakcija ar anti Qf VLP serumiem.

Anti CTLA-4 antivielu aviditates testu veica, lai noveértétu antivielu saistiSanas speku.
Antivielu titru beigu punkti tika mériti paraugiem ar un bez 7 M urinvielas apstrades, kas
veicina vajak saistitu antivielu atdaliSanos no antigéna. Titru logio medianas bez urinvielas
apstrades bija 5,010 (IQR —0,301), savukart ar apstradi medianas vértiba samazinajas lidz 4,107
(IQR - 0,226). Rezultatus izteica ka aviditates indeksu (Al), izmantojot formulu (3.1). Al <
40% tika uzskatita par zemu, Al <40% < 70% vid&ju un Al > 70% augstu aviditati, sk. 3.13. A
un B att.

o/ — _9Dar urinvielu
Al(%) = OD bez urinvielas x 100 G.1)
legutais Al rezultats — 84,5 % anti CTLA-4 antivielam — liecina par heterogénu antivielu

populaciju QB-CTLA-4 seruma, tacu lielaka dala antivielu izrada labu aviditati, kas var liecinat

par iesp&jamu augstu antivielu funkcionalitati.
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3.13 attels. Anti CTLA-4 antivielu aviditates parbaude. A) Antivielu titri bez un ar 7 M

urinvielas apstradi. B) Aviditates indekss.

Anti CTLA-4 asins serumu antivielas tika parbauditas, lai noteiktu to saistiS8anos gan ar
imunizacija izmantoto rekombinanto CTLA-4 proteinu, gan ar komerciali pieejamu proteinu,
kas producéts ziditaju $inu ekspresijas sistéma un kura Struktiira ir ar zinamu pareizu telpisko
konformaciju un p&ctranslacijas modifikacijam. Ja antivielas, kas izstradajas pret rekombinanto
proteinu, efektivi saistas ar komerciali iegiito pareizi fold€to proteinu, tas papildus netiesi
apstiprina, ka izstradatais rekombinantais proteins ir lidziga, funkcionali nozimiga
konformacija. Rezultati paradija, ka anti CTLA-4 antivielas spgj piesaistities abiem antigéna
variantiem, sk. 3.14. att. Antivielu beigu punkta titra logio mediana pret rekombinanto CTLA-
4 proteinu bija 5,010 (IQR — 0,301), savukart pret komercialo CTLA-4 medianas vértiba bija
4,863 (IQR — 0,178). Lai gan abi proteini saistfjas ar anti CTLA-4 antivielam, jaatzime, ka
komercialais proteins izraisjja minimalu titru vertibu variablitati starp paraugiem, kas liecina

par konsekventaku galveno konformacionalu epitopu prezentaciju.
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3.14. attéls. Anti CTLA-4 antivielu saistiSanas ar rekombinanto E. coli un ziditaju $tinas

producéto CTLA-4 proteinu. Vilkoksona tests (p < 0,05).

P&tijuma novertgja art QB-CTLA-4 vakcinas kandidata induc&tas imiinas atbildes profilu,
izvert§jot IgG apaksklases — 1gG1 un 1gG2a. legiito asins serumu IgG2a logio mediana bija
6,771 (IQR — 0,716), savukart IgG1 titru mediana 4,624 (IQR — 0,477). Lielaka IQR vértiba
lgG2a titriem norada uz lielaku variablitati atbildes reakcija salidzinajuma ar IgGl.
Diagramma, sk. 3.15 att., skaidri redzama statistiski butiska atSkiriba antivielu atbild€s starp
IgG2aun IgGl. IgG2a titri bija konsekventi augstaki visos paraugos, kas liecina par spécigaku
T helperu (Th) 1 virzitu imiino atbildi, salidzinot ar IgG1 titriem, kas koreleé ar Th2 humoralo
imiinreakciju. Sads antivielu apakskla$u profils norada, ka vakcinas kandidats efektivi veicina
Th1 domingjosu tipa imiinreakciju, kas ir biitiska efektivai Stinu medi€tai imunitatei pretvéza

vakcinas kandidatu izstrade.
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3.15. attels. Anti CTLA-4 antivielu IgG apaksklasu profils. Vilkoksona tests (p < 0,05).
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4. DISKUSIJA

ST pétijuma ietvaros tika izstradati uz ssRNS bakteriofagu VLP platformas balstiti
terapeitisko vakcinu kandidati, kas vérsti pret imunologiskajiem kontrolpunktiem. SSRNS
bakteriofagu VLP izmantoS$ana vakcinu izstradé sniedz vairakas prieksrocibas. Bakteriofagu
uzbiive ir relativi vienkarSa un to produkcija bakterialajas ekspresijas sist€émas ir salidzinosi
efektiva un ekonomiska. Turklat §is VLP nodroSina plaSas modifikacijas iespg&jas, laujot
integrét to struktiira specifiskus antigénus vai citas imiinstimul&josas molekulas. Tas nodrosina
elastibu vakcinu izstradé un spgju pielagoties dazadiem terapeitisko vakcinu mérkiem.

Sobrid pieejamas ICI terapijas dod ievérojamu ieguldijumu cina ar onkologiskajam
saslim$anas, ievieSot jaunas pieejas véza arst€Sana un uzlabojot pacientu izdzivosanas raditajus.
Monoklonalas antivielas ka pembrolizumabs, nivolizumabs (anti PD-1), atezolizumabs,
avelizumabs, durvalizumabs (anti PD-L1) un ipilimumabs (anti CTLA-4), tiek plasi izmantotas
dazadu véza veidu arsteésana, tostarp plauSu v€za, nieru Stnu karcinomas, melanomas un
urinpii$la véza gadijumos. Tomeér $ada veida terapija biezi norit ilgstosi infuziju veida, kas
izmaksu zina ir darga. Papildus mADb izstrade un raZoSana ir tehnologiski sarezgita, kas vél
vairak paaugstina kopg€jas arstéSanas izmaksas [22]. Tapéc tiek mekléti alternativi varianti,
tostarp vakcinacija, lai stimul€tu paSa organisma imiinsist€émas sp&ju producét antivielas, kas
specifiski blokétu imunologiskos kontrolpunktus. Sada vakcina varétu nodrosinat ilgstosu
aizsardzibu un samazinat nepiecieSamibu péc biezam inflizijam, padarot arstéSanu efektivaku
un pieejamaku.

Darba izstradaja seSus imunologisko kontrolpunktu antigénu nesgjus: trs, kas balstiti uz
genétiski modificétam AP205 bakteriofaga apvalka proteinu dim@ru struktiiram, un tris, kas
balstiti uz kimiski konjugétam Qpf VLP dalinam.

Izstradajot AP205 VLP vakcinu kandidatus, jau sakotn&ja producéSanas posma bija
izaicinagjumi — VLP nespgja passavakties dalinas, APd-PD-1 un APd-PD-L1 gadijuma, vai to
nestabilitate APd-CTLA-4 gadijuma. Genétiski modificétu AP205 VLP nestabilitati var
izskaidrot ar strukturaliem vai biofizikaliem ierobeZojumiem. AP205 VLP dimeriz&tu kapsidu
proteinu paSsavaksSanas pamatojas uz precizu proteinu-proteinu mijiedarbibu un to strukturalu
integritati [62]. IevieSot svesas peptidu kédes C vai N terminalajos diméru galos, var tikt
trauceta telpiska (stériska) organizacija, kas nepiecieSama kapsidas pasorganizacijai. Dalinu
agregacija him@ra proteina ekspresijas laika ar1 ir viens no izaicinajumiem, ipasi stradajot ar
bakteriju ekspresijas sisttmam. Genétiski pievienota peptida ekspresijas [imenis un ta pareiza
péctranslacijas apstrade saimnieksiina var ietekmé VLP veidoSanos. Genétiski pievienotie
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peptidi var nepareizi foldeties vai veidot ieslégumus, izraisot VLP agregaciju. So paradibu
dalgji var€ja novérot ari miisu eksperimentos, kad himé&rie proteini producgjas gan $kistosajas,
gan neskisto$ajas frakcijas. P&tijuma ar AP205-RBM genétiski modificétam VLP dalinam,
himérie proteini sakotn€ji veidoja neskistoSus agregatus, kuru funkcion€josas VLP formas
izdevas atjaunot tikai péc to denaturacijas 8 M urinvield un sekojosas refoldésanas. Sada
agregacija norada, ka arT genétiski pievienota peptida Skidiba un pareiza konformacija var
ietekmét pareizu VLP izveidosanos [37]. Kapsidas paSorganizacija ir svariga ari starp-diméru
mijiedarbiba. P&tijuma ar bakteriofagu MS2, mutaciju ievieSana strukturalos cilpu rajonos, kas
ir butiski starp-diméru kontaktiem, destabiliz€ja kapsidas struktiru, ka arT novérsa tas
veidosanos [36]. Lidzigi ari AP205 VLP ir nepiecie$sama specifiska diméru mijiedarbiba stabilu
dalinu veidoSanai. lespg&jams APd-CTLA-4 cilpas sekvences ievieSana starp AP205 diméru
veidojosam monomeéru sekvencém izjauca So saskarsmi un noveda pie eksperimenta noveérotam
nestabilam VLP dalinam. Turpmak var apsvért APd-CTLA-4 genétiskas sapludinasanas pieejas
modificéSanu, ievieSot garakas linkeru sekvences starp AP205 kapsidas proteina monomeru un
mérkproteina sekvenci, ka ari izvertét iesp&ju peptidu ieklaut AP205 proteina C vai N
terminalaja gala.

Savukart QB VLP izvelgjas ka piemerotu kandidatu kimiskai modifikacijai ar
imunologisko kontrolpunktu antigéniem, balstoties uz to virsmas strukturalajam ipasibam.
Kimiska konjugacija deva iesp€ju atseviski producét merkproteinus, iegiit tos Skistosa forma
un tad piesaistit VLP dalinam, neietekmgjot kapsidas struktiiru. Imunologisko kontrolpunktu
proteinu ekstracelularos doménus ekspresgja E. coli sistéma, kas producgjas neskistoSu
ieslegumu forma un prasija turpmaku proteinu refoldingu un attiriSanu ar izmeru izslégsanas
hromatografiju. Refoldinga un attiriSanas procesa tika iegiits lielaks daudzums skistosas formas
CTLA-4 un PD-L1 proteina, ko apliecingja turpmakas analitiskas metodes. Tomér PD-1
refoldings rezultgjas ievérojami mazaka Skistosa proteina daudzuma. Turklat Western blot un
dot blot analizes, izmantojot specifiskas proteinu antivielas, neuzradija specifisku saistiSanos ar
PD-1, kas liecina par bitisku konformacionalu heterogenitati, kas traucé specifisku antivielu
atpazisanu. E. coli ir plasi izmantota sisttma rekombinanto proteinu ekspresijai un tiek
izstradati optimizacijas protokoli, lai uzlabotu proteinu ekspresijas Iimeni un $kidibu, tacu Sai
sistémai ir savi ierobezojumi [5, 54]. Lai gan §1 ekspresijas sist€tma sniedz ekonomiski
izdevigaku, labi mérogojamu un atraku proteinu produkciju, ta nespgj veikt péctranslacijas
modifikacijas (PTM), kas ir kritiski svarigas daudzu eikariotisku proteinu funkcionalitatei.

CTLA-4, PD-1 un PD-L1 proteini ir paklauti dazadam PTM, tostarp glikoliz&Sanai,

fosforilésanai, ubikvitinacijai u.c., kas ietekmé So proteinu doménu struktiiras, stabilitati,
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lokalizaciju $tinas un funkcionalitati [13, 34]. Ir aprakstiti vairaki veiksmigi PD-1 proteina
ekstracelulara doména ekspresijas eksperimenti E. coli sistéma un atrasti ne-glikoliz&ti virsmas
strukturali apgabali, kas kalpo ka epitopi monoklonalo antivielu mijiedarbibai [66, 81]. Tomér
miusu eksperiments parada, ka neizdevas iegtt funkcionali pilnvertigu PD-1 proteina formu, kas
var bt saistita ar prokariotisko ekspresijas sistému un to nesp&ju veikt glikolizé$anu, tadejadi
ietekmgjot nemodificéto epitopu pareizu konformacionalu izvietojumu. Tapat iesp&jams, ka
bija izstradati nepilnigi optimizgti refoldinga protokoli, kas vargja ietekmét nepareizu disulfidu
saiSu veidoSanos. Balstoties uz Siem novérojumiem, turpmakai funkcionala PD-1 ekstracelulara
doména iegtiSanai $ada veida eksperimentiem biitu jaapsver alternativas ekspresijas sist€mas,
ka raugu ekspresijas sistému, kas piedava proteinu glikolizéSanas iesp€jas, vai sarezgitakas
ziditaju stinu HEK un CHO sistémas.

Rekombinantie CTLA-4 un PD-L1 selektivi reaggja ar specifiskajam antivielam, tadgl
tika veikta to konjugacijas ar QB VLP. Konjugacija tika apstiprinata ar vairakam analitiskam
metodeém, tostarp SDS-PAGE, NAGE un TEM, kas apstiprinaja konjugatu strukturalo
integritati un morfologiju. Tie tika izmantoti talakiem dzivnieku imunizacijas eksperimentiem.

Petijuma ietvaros divu veiksmigo QP-CTLA-4 un QB-PD-L1 vakcinas kandidatu
imunogenitate tika parbaudita pelu modeli, nosakot poliklonalo IgG antivielu kvantitativos
titrus. Antivielu titri tika noteikti gan pret QP VLP nesgju, gan piesaistitajiem antigéniem. Visas
imunizacijas grupas konstat€ja augstus antivielu titrus pret QBf VLP, kas liecina par ta
spécigajam imunogénajam T1pasibam. Netika noverota statistiski butiska atSkiriba starp
kontroles grupas anti Qf antivielu titriem un ar konstruktiem imuniz&tajas grupas, kas liecina,
ka kimiska modifikacija neietekmgja ta sp&ju inducet imtno atbildi. L1dz ar to var secinat, ka
ar1 konjugétajiem autoantigénam biitu jaizsauc specifiska imiina reakcija.

Analizgjot anti PD-L1 antivielu titrus tika iegtiti pretrunigi rezultati. Tika noveroti augsti
beigu punkta titri pret rekombinanto PD-L1 proteinu, bet turpmaka analize uzradija butiskas
krusteniskas reakcijas ar nesaistitu His-tag saturo$u proteinu, nemérka proteinu un PD-1.
Turklat rekombinantais PD-L1 proteins deva pozitivu rezultatu testos ar kontroles grupas QP
antivielam. Balstoties uz Siem rezultatiem var secinat, ka imunizacijas rezultata inducétas anti
PD-L1 antivielas atpazist arT universalas epitopu piesaistiSanas vietas dazados proteinos. Ka jau
iepriek§ noradits, PD-L1 proteina struktiira ir paklauta daudzam PTM. Atskiribas proteinu
konformacija, kas rodas PTM trikuma dél, iesp&jami ietekm&ja induc€to autoantivielu
funkcionalitati un selektivitati. Lai gan rekombinantais PD-L1 proteins tika iegits pietickama
daudzuma un $kistosa forma, iesp&jams 1 proteina glikoliz€Sana ir svariga epitopa funkcionalas

formas ienemsanai. Tadgjadi no misu pétijuma var secinat, ka E. coli sisttma nav iesp&jams
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iegiit PD-L1 proteinu, kas izsauktu specifisku antivielu indukciju.

Anti CTLA-4 antivielu analize uzradija daudzosolosakus rezultatus. Tika iegliti augsti
beigu punktu titri pret rekombinanto CTLA-4 proteinu, kas liecingja, ka izdevas inducét
humoralo imiino atbildi un autoantivielu produkciju. Netika konstatétas butiskas krusteniskas
reakcijas ka PD-L1 gadijuma. Jaatzim¢, ka tika novérota neliela, bet paredzama reakcija uz His-
tag (titru vertiba 102 pakape), jo tika izmantots ar His-tag saistits rekombinantais proteins.
Iegtie titri bija zemi un ar vaju aviditati. Antivielu saistiSanas ar His-tag epitopu bija nestabila
un vargja noveérot parnesanu titréSanas laika, kas norada uz zemu $adu antivielu funkcionalo
nozimi. Vargja secinat, ka anti CTLA-4 antivielas galvenokart bija vérstas uz mérkantigénu.

Imunizacijas rezultata inducéto antivielu specifiskums papildus tika novertéts ar antivielu
saistiSanas afinitati pret rekombinanto un komerciali ieglito ziditaju $tinas producéto, pareizi
modificeto CTLA-4 proteinu. Beigu punktu titru rezultatos netika noverotas statistiski biitiskas
atSkiribas. Vargja secinat, ka imunizacijas rezultata ir izveidojusas antivielas, kas mérketas uz
linearo vai konformacionalo epitopu, kas ir kopigs E. coli sisttma producétajam
rekombinantajam proteinam un endog€najam protetnam ar PTM. Literattira ir maz zinots par
CTLA-4 ekstracelulara doména PTM, bet galvenas epitopu vietas ir linearu aminoskabju
sekvences vai Tsas cilpas, kuru konformaciju vai atpazisanu PTM iesp&jams neietekmé [49].
Aviditates testu rezultati deva papildus ieskatu anti CTLA-4 antivielu funkcionalitate. legutais
Al — 84,5 % norada, ka biitiska dala no inducétajam anti CTLA-4 antivielam salidzinosi spécigi
saistas ar mérkproteinu un varétu but funkcionali nozimigas signalcelu inhibicija. Tomér
antivielu titru samazinasanas péc apstrades ar denaturéjoSu agentu, norada uz heterogénu
antivielu populaciju, kas ir sagaidams poliklonalu antivielu gadijuma.

Humoralas iminas reakcijas izvert€§jums p&c imunizacijas ar QB-CTLA-4 uzradija
izteiktu imtinas atbildes polarizaciju uz Th1 $tnu pusi, ko apliecingja [gG2a/IgGl1 titru attieciba
pelu serumos. 1gG2a veidosanos veicina Thl stnu producétais INF-y, savukart IgG1 ir saistits
ar I1L-4, ko sekreté Th2 $iinas. Novérota Thl polarizacija ir nozimiga audz€ju imunitate, jo
IgG2a pastiprina no antivielam atkarigo §tinu citotoksicitati un makrofagu medi€tu audzgju
Stnu fagocitozi, mijiedarbojoties ar augstas afinitates receptoriem Fcy. Audzgju terapeitiskas
vakcinacijas pétijumu joma Thl un Th2 im@ino atbilzu lidzsvars tiek apskatits, nemot véra ta
ietekmi uz terapijas efektivitati. Hamiltons un kolegi sava pétijuma paradija, ka IgG2a/IgG1
attieciba, kas parsniedz 1, korel€ ar audzgja regresiju, savukart attieciba <1 ir saistita ar audzeja
progresiju. Konkréti, L5178Y audz€ja modeli tika noverots, ka imiina atbilde ar doming&joSu
IgG2a antivielu profilu veicindja audzgja regresiju, kamér jauktas vai IgG1 parsvara atbildes

gadijuma audzgjs turpinaja attistities [19]. Cita p&tijuma Selby un kolégi veica p&tijumu ar anti
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CTLA-4 antivielu izotipiem un konstatgja, ka anti CTLA-4 I1gG2a apaksklases antivielas, un
mazaka méra ar1 IgG2b, izraisa intratumoralo Treg §tinu zudumu un vienlaikus veicina CD8+
efektoro T $tinu populacijas picaugumu. Anti CTLA-4 antivielu saistisanas ar CTLA-4 uz Treg
virsmas, noved pie $o antivielu mijiedarbibas ar aktivéjosajiem Fcy receptoriem uz makrofagu
vai dabisko gelétajsiinu virsmam. ST mijiedarbiba noved pie intratumoralo Treg §inu
iznicinasanas, izsaucot antivielu atkarigo Stnu citotoksicitati vai antivielu atkarigo $tnu
fagocitozi. IgG2a domingsanas gadijuma palielinas efektoro un Treg Stnu attieciba un lidz ar
to arT pret véza darbiba. Sie rezultati norada uz papildus anti CTLA-4 antivielu darbibas
mehanismu — audzgjam specifisku Treg Stinu eliminaciju, kas ir neatkariga no CTLA-4 un
CD80/86 ligandu mijiedarbibas [59].

Polarizaciju IgG2a virziena vargja ietekm@t vakcinu kandidatu izstradé izmantotas VLP.
PaSas VLP spgj darboties, ka adjuvanti imiinas sistémas atbildes virziena modulé$ana, kas
pretvéza terapeitisko vakcinu izstrades gadijuma ir veérsta uz Thl $inu linijas stimuléSanu.
ssRNS bakteriofagu produkcijas laika iekapsulétas RNS darbojas, ka TLR7/8 ligandi, kas palaiz
adaptivas imiinas sisteémas signalcelus, izmantojot IL-12 un INF-y, kas savukart veicina imiino
atbildi Thl virziena. IgG2a domingjosas atbildes induc&sana lielu lomu spélé ari VLP spgja
tieSi mijiedarboties ar B Sinam. P&tjjumi ir pieradijusi, ka VLP tieSa piesaiste un B Stinu
aktiviz€Sana, veicina to diferenciaciju par plazmas Siinu fenotipu, kas sekreté [gG2a antivielas
[79]. Novérota IgG2a/IgGl1 attieciba QB-CTLA-4 eksperimenta norada uz labvéligu Thl
polarizeétu imiino atbildi ar potencialu pretvéza efektivitati. Inducéta imtna atbilde var&tu
darboties sinergija ar CTLA-4 receptoru blokadi un papildus véza $tinu iznicinasanu, stimul&jot

CTL S$iinas, un Treg $tinu izstkumu.
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5. SECINAJUMI

AP205 apvalka proteinu diméru genétiska modifikacija ar CTLA-4, PD-1 un PD-L1
proteinu sekvencém negativi ietekmé&ja VLP dalinu strukturalo integritati un stabilitati.

E. coli ekspresijas sistéma nav piemérota, lai producétu imunogénus PD-1 un PD-L1
ekstracelularos doménus ar pareizu telpisko struktiiru un atbilstoSam pé&ctranslacijas
modifikacijam.

QP VLP ir efektivs imunogéns. Dalinu virsmas modifikacijas biitiski neietekméja to sp&ju
aktivét imiinsistému, padarot QB VLP par stabilu antigénu nesgju.

Uz QB VLP balstita vakcinas platforma ir efektivs risinajums pret autoantig€niem veérstu
antivielu inducgsanai.

P&c imunizacijas ar vakcinu kandidatu QB-CTLA-4 no pelém iegiitas poliklonalas anti
CTLA-4 antivielas paradija augstu specifiskumu un selektivitati. Imunizacija ar QB VLP
konjugetu CTLA-4 antigénu, kas producgts prokariotu ekspresijas sistema, efektivi inducé
specifisku humoralo imiinreakciju, vienlaikus paradot zemu nespecifisku fona reaktivitati.
QB-CTLA-4 inducgto antivielu profila dominé IgG2a izotips, kas liecina par Thl tipa

imunreakcijas aktivizéSanu, kas ir v€lama pretvéza terapijas izstrade.
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1-1. pielikums

Eksperimentos izmantotie reagenti

Kimiskie reagenti

Razotajs

3,3’-diaminobenzidina tetrahidrohlorida hidrats (DAB)

Sigma-Aldrich, ASV

Agaroze Thermo Fisher Scientific, ASV
Agars Difco, ASV
Akrilamids Sigma-Aldrich, ASV

Amonija persulfats (APS) (NH4)2S208

Thermo Fisher Scientific, ASV

Bisakrilamids (N,N’(1,2-dihidroksietilén) bisakrilamids)

Sigma-Aldrich, ASV

Bromfenolzilais

Merck, Vacija

Coomassie briljantzilais G250

AppliChem, Vacija

Endo-BCN-PEG8-NHS esteris

BroadPharm, ASV

Etanols (96%) C2HsOH

Kalsnava, Latvija

Etikskabe (> 99,8%) CHsCOOH

Sigma-Aldrich, ASV

Etilendiamintetra etikskabe (EDTA)

AppliChem, Vicija

Etidija bromids (EtBr)

AppliChem, Vacija

Fenilmetilsulfonil fluorids (PMSF)

Sigma-Aldrich, ASV

Fosfata-citrata buferSkiduma tabletes

Sigma-Aldrich, ASV

Glicerns (> 99%) C3HsO3

AppliChem, Vacija

Glicins C2HsNO2

Sigma-Aldrich, ASV

Izopropil B-D-1 tiogalaktozids (ITPG)

Sigma-Aldrich, ASV

Kalija dihidrogénfosfats KH2PO4

AppliChem, Vacija

Kalija hlorids KCl

AppliChem, Vacija

L-Arginins CsH14N4O2

Alfa Aesar, Viacija

L-Glutations (oksidétais — GSSG)

Sigma-Aldrich, ASV

L-Glutations (reducétais — GSH)

Alfa Aesar, Vacija

Liellopu seruma albumins (BSA)

Sigma-Aldrich, ASV

N,N,N',N',-tetrametiletiléndiamins (TEMED)

AppliChem, Vicija

Natrija dihidrogenfosfats NaH2PO4

Prolabo, Belgija

Natrija dodecilsulfats (SDS)

Sigma-Aldrich, ASV

Natrija hidrogenfosfats Na2HPO4

AppliChem, Vacija

Natrija hidrogénkarbonats NaHCOs3

Sigma-Aldrich, ASV
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1-2. pielikums

Natrija hidroksids NaOH

Honeywell Fluka, Zviedrija

Natrija hlorids NaCl

AppliChem, Vacija

Natrija karbonats NaCO3

Sigma-Aldrich, ASV

o-feniléndiamina dihidrohlorids (OPD)

Sigma-Aldrich, ASV

Salsskabe HCl

RK Chem, Latvija

Serskabe H2SO4

Sigma-Aldrich, ASV

Tetrazina-PEG5-NHS esteris

Sigma-Aldrich, ASV

Trihloretikskabe (TCA)

AppliChem, Vacija

Triptons

Difco, ASV

Tris baze (Tris-(hidroksimetil) aminometans)

AppliChem, Vacija

Tritons X-100

Sigma-Aldrich, ASV

Tween-20

Prolabo, Belgija

Urinviela

AppliChem, Vacija

Udenraza peroksids (30% $kidums) H.0O>

Chempur, Polija

p-merkaptoetanols

Prolabo, Belgija

Citi reagenti

Razotajs

6x Loading Dye paraugu uzneSanas krasa

Thermo Scientific, ASV

AddaVax adjuvants Invivogen SAS, Francija
GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder markieris Thermo Scientific, Lietuva
InVivoMAD anti-pelu CTLA-4 antivielas (# BE0032) Bio X cell, ASV

Kazu anti-pelu IgG1, HRP konjugats (# ab98693) Abcam, ASV

Kazu anti-pelu IgG2a, HRP konjugats (# ab986998) Abcam, ASV

PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa

Thermo Scientific, Lietuva

Pelu CD80 rekombinantais proteins (# 50446-MO8H)

SinoBiological, Vacija

Pelu CD86 rekombinantais proteins (# 50068-MO08H)

SinoBiological, Vacija

Pelu CTLA-4 rekombinantais proteins (# RP-88226)

Thermo Scientific, ASV

Pelu PD-L1 rekombinantais proteins (# A42615)

Thermo Scientific, ASV

RecombiMADb anti-pelu PD-1 antivielas (# CP157)

Bio X cell, ASV

RecombiMADb anti-pelu PD-L1 antivielas (# CP168)

Bio X cell, ASV

Trusu anti-pelu IgG, HRP konjugats (# A9044)

Sigma-Aldrich, ASV

Unstained Protein Molecular Weight markieris (PMW)

Thermo Scientific, Lietuva
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2-1. pielikums

Eksperimentos izmantotie Skidumi

Pielietojums

Skidumi

Blotesana (Western

blot un dot blot)

Parnesanas buferskidums:

Mazgasanas buferskidums:

1% BSA
DAB substrata skidums

25 mM Tris, 192 mM glicins (pH 8,3), 10% metanols

0,1 % Tween-20 PBS

E. coli $tnu
audzé$ana un

inducé$ana

LB (Luria-Bertani) §kidra barotne:

2TY (triptona rauga ekstrakta) skidra barotne:

Agarizéta LB barotne:

50 mg/ml ampicilina Skidums

1MITPG

10 g triptons, 10 g NaCl, 5 g rauga ekstrakts, dH20 (1L)

16 g triptons, 5 g NaCl, 10 g rauga ekstrakts, dH20 (1L)

10 g triptons, 10 g NaCl, 5 g rauga ekstrakts, 15 g agars, dH>O
(1L)

E. coli stinu lizésana

LizeSanas buferskidums:

50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 150 mM NacCl, 0,1% tritons X-100

Elektroforéze

agarozes gela

TAE buferskidums:

1 % agarozes gels, 0,5 ug/ml EtBr

40 mM Tris, 20 mM CH3COOH, 0,4 mM EDTA

Elektroforéze

poliakrilamida gela

10x GST running buferskidums:

Laemmli paraugu uznesanas buferskidums:

FikseéSanas Skidums:

Coomassie gelu krasosanas $kidums:

1,9 M glicins, 250 mM Tris, 30 mM SDS

4 % SDS, 125 mM Tris-HCI (pH 6,8), 0,05 % bromfenolzilais,
10 % B-merkaptoetanols

10 % CH3COOH, 30 % C2HsOH

2% TCA, 5 % C>HsOH, 0,05 % Coomassie Brilliant Blue G250
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2-2.pielikums

ELISA

50 mM karbonatu buferskidums (pH 9,5):
- 15 mM NazCO3, 35 mM NaHCOs3

0,05 % Tween-20 PBS (PBST)

1% BSA

2 N H2SOq4

Fosfata-citrata buferSkidums

OPD substrata Skidums

Gelfiltracija un

PBS (fosfatu buferSkidums PH 7,4):

dialize - 137mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPO4, 1,8 MM KH2PO4
5 % glicerina PBS buferSkidums

Jonapmainas 1 M NaCl PBS

hromatografija 0,5 M NaOH

0,5 M fosfatu buferskidums (pH 7,4):
- 0,392 M NazHPOg4, 0,108 M NaH2PO4

Poliakrilamida gelu

pagatavoSana

30 % poliakrilamida Skidums
10 % SDS

1,5 M Tris-HCI (pH 8,8)

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)

10 % APS

TEMED

Proteinu

denaturé$ana

Denaturésanas buferSkidums:

- 8 M urinviela, 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI (pH 8,0)

Proteinu refoldésana

Refoldinga buferskidums Nr.1:
- 20 mM Tris, 500 mM L-Arginins, 5 mM GSH, 0,5 mM GSSG
(pH 8,0)
Refoldinga buferskidums Nr.2:
- 100 mM Tris, 400 mM L-Arginins, 2 mM EDTA, 5 mM GSH,
0,5 mM GSSG (pH 8,0)
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3-1. pielikums

Eksperimentos izmantotie materiali

Materialu grupa

Raksturojums (razotdjs)

Bakteriju celmi

E. coli stnas
- XL1-Blue celms (BMC laboratorijas kolekcija)
- BL21(DE3) celms (BMC laboratorijas kolekcija)

Filtracija un dialize

AtsaloSanas kolonnas:
- Zeba® Spin Desalting Columns 0,5 ml un 2 ml (Thermo Scientific,
ASV)
Dializes membranas:
- D9777-100FT, D9402-100FT MWCO: 12 kDa (Sigma-Aldrich,
ASV)
Dializes komplekti:
- Float-A-Lyzer G2 MWCO: 8-10 kDa un 1000 kDa; 1 ml, 5 ml
(Spectrum Labs, ASV)
Filtri proteinu ickoncentrésanai:
- Amicon ultra centrifugal filter, MWCO: 10 kDa un 100 kDa;
4 ml, 15 ml (Millipore, Irija)
Filtri sterilai filtréSanai:

- 0,2 um, 0,45 um (Millipore, Irija)

Hromatografija DEAE Fractogel® (M) 5 ml (GE Healthcare, ASV)

kolonnas HiLoad® 16/600 Superdex® 200 pg 130 ml (GE Healthcare, ASV)
Sepharose 4FF 30 ml (GE Healthcare, ASV)
Superdex® 200 Increase 10/300 GL 24 ml (Amersham Biosciences,
Zviedrija)

Nukletnskabju Plazmidu izdali$anas reagentu komplekts:

izdaliSana - GenelJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific, ASV)

Vienreizlietojamie

materiali

Automatisko pipesu uzgali:

- 10 uL, 250 pL, 1000 pL, 10 ml (Sarstedt, Vicija)
ELISA mikrotitréSanas plates:

- EIA/RIA, 96 bedrites (Corning Life Sciences, ASV)
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Vienreizlietojamie

materiali

Mikromé&genes:

- 1,5 ml (Eppendorf AG, Vicija)

- hromatografijas mégenes 3,5 ml (Sarstedt, Vacija)
Mgégenes:

- 5ml,15ml, 50 ml (Sarstedt, Vacija)
Serologiskas pipetes:

- 1ml,2ml,5ml, 10 ml, 25 ml (Sarstedt, Vacija)
Slirces:

- 2ml,5ml, 20 ml (Becton Dickinson, Spanija)

Western Blot membrana:

- Nitroceluloze, 0,45 um Hybond-c extra (Amersham Biosciences,

Lielbritanija)
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4-1. pielikums

Eksperimentos izmantota aparatiira

Aparatiira

Modelis (raZotajs)

Automatiskas pipetes

Vienkanala pipetes:

- 10 ul, 100 pl, 1000 ul , 10 ml (Eppendorf AG, Vacija)
Multikanala pipetes:

- 10 pl, 100 pl un 300 ul (Eppendorf AG, Vacija)
Mikropipete:

- 2 ul (Eppendorf AG, Vacija)

Hromatografijas sist€mas

AKTA pure (GE Healthcare, ASV)

AKTAprime plus (Amersham Biosciences, Zviedrija)

Centrifugas 5424, 5418R, 5804R (Eppendorf AG, Vacija)
J2-21 (Beckman Coulter, ASV)
Elektroforézes EPS 600 (Pharmacia, Zviedrija)

barosanas bloki

MP-250V (Cleaver Scientific, Lielbritanija)

Elektroforézes iekartas

GH-100 (Biophile, Zviedrija)
Fisherbrand® Semi-Dry Blotter (Thermo Fisher Scientific, ASV)
OmniPAGE mini (Cleaver Scientific, Lielbritanija)

Elektroniskie svari

Precision balance EG 420-3NM (Kern & Sohn, Vacija)
Precision balance PFB 600-2 (Kern & Sohn, Vacija)

ELISA plasu lasitajs

BDSL Immunoskan MS 355 (Labsystems, Somija)

Kratitaji

MR-1 Mini-rocker (Biosan, Latvija)
Multitron Standart (Infors AG, Sveice)
Orbitalais kratitajs PSU-10i (Biosan, Latvija)

Magnétiskie maisitaji

Magnetic Labmixer Stirrer TH-200 (Labotek, Danija)
MSH-300 (ar silditaju) (Biosan, Latvija)

pH metrs METRIA M92 (PHMT-M92-001) (Labbox Labware, Spanija)
Rotatori Bio RS24 (Biosan, Latvija)

Multi RS60 (Biosan, Latvija)
Spektrofotometri NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific ASV)

C-26X J142 (Krievija)
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4-2. pielikums

Termostats Thermo block TDB-120 (Biosan, Latvija)
Termokratitajs TS - 100C Smart (Biosan, Latvija)
Termoskapji Echo Therm chilling/heating incubator (Torrey Pines Scientific
ASV)
Napco Controlled Environment (Thermo Electron Corporation,
ASV)
Transiluminators 2011 Macrovue UV light (LKB, Austrija)
Ultraskanas UP 200S Ultrasonic Processor (Hielscher Ultrasonics, Vacija)
dezintegrators
VortekséS$anas ickartas Microspin FV-2400 (Biosan, Latvija)
Vortex Genie 2 (Scientific industries, ASV)
Vortex Genie 2T (Scientific industries, ASV)
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5.pielikums

pPET-Duet-1 ekspresijas plazmida ievietoto proteinu sekvences

Proteins/ Raksturojums Aminoskabju sekvence
epitops
APd AP205 dimérs, 264 | MANKPMQPITSTANKIVWSRLSTTFSASLLRQRV
aa, 28,07 kDa KVGIANNVSGQYVSVYKRPAPKPEGDACVIMPNE
NQSIRTVISGSAELATLKAEWETHKRNVDTLFAN
AGGFLDPTAAIVSSDTTAGANKPMQPITSTANKIV
WSDPTSTTFSASLLRQRVKVGIAELNSGQYVSVY
KRPAPKPEGCADVIMNENQSIRTVISGSAENLAKA
EWETHKRNVDTLFASGNALGFDPTAAIVSSDTTA
CTLA-4 Ekstracelulara MYPPYF
(cilpa) domeéna cilpa,
6 aa, 0,82 kDa
CTLA-4 | Ekstracelularais MAHHHHHHENLYFQGIPVFEAIQVTQPSVVLASS
doméns ar His-Tag, | HGVASFCEYSPSHNTDEVRVTVLRQTNDQMTEV
140 aa, 15,67 kDa | CATTFTEKNTVGFLDYPFCSGTFNESRVNLTIQGR
AVDTGLYLCKVELMYPPPYFVGMGNGTQIYVIDP
E
PD-1 Ekstracelularais MAHHHHHHENLYFQGRSLTFYPAWLTVSEGANA
doméns ar His-Tag, | TFTCSLSNWSEDLMLNWNRLSPSNQTEKQAAFCN
133 aa, 15,21 kDa | GLSQPVQDARFQIIQLPNRHDFHMNILDTRRNDSG
IYLCGAISLHPKAKIEESPGAELVVTERILE
PD-L1 Ekstracelularais MAHHHHHHENLYFQAFTITAPKDLYVVEYGSNV

domeéns ar His-Tag,
131 aa, 15,02 kDa

TMECRFPVERELDLLALVVYWEKEDEQVIQFVAG
EEDLKPQHSNFRGRASLPKDQLLKGNAALQITDV
KLQDAGVYCCIISYGGADYKRITLKVNAPY
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6.pielikums

PVD izméginajuma projekta atlauja

~
-

R R . s R TN

Partikas un veterinarais dienests

Peldu iela 30, Riga, LV-1050, talr. 67095230, fakss 67322727, e-pasts pvd@pvd.gov.lv, www.pvd.gov.lv
Riga

IZMEGINAJUMA PROJEKTA ATLAUJA Nr. 136/2022

Latvijas Biomedicinas pétjjumu un studiju centrs, Nr. 025413

Atlaujas sanémgjs: izméeginajuma dzivnieku lietotdjs (nosaukums, PVD registra Nr.)

Jaunu vakcinu modelu imunas atbildes parbaude laboratorijas peles

Izméginajuma projekta/procediras nosaukums

Dace Skrastina
Par projektu atbildiga persona

Dace Skrastina, atlauja Nr.9
Par izmé&gindjuma projekta TstenoSanu un par izm&ginajuma projekta atbilstibu izsniegtajai atlaujai atbildiga
persona, PVD atlaujas Nr.

[zméginajuma projekta norises vieta
Ratsupites iela 1, Riga, L.LV-1067

faktiska adrese

Ipasie nosacTjumi:
Iidz 2027. gada 25. decembrim iesniegt PVD 2022. gada 25. novembra lémuma
11/22/2.7-23.3 pieprasito informaciju projekta restrospektivajai izvérteéSanai.

Par jebkuram procediiras ieviestam izmainam nekavéjoties zinot PVD!
Retrospektiva izvértésana u.c.

Atlaujas darbibas laiks no 25.11.2022. lidz 25.11.2027.

Atlaujas izsniegsanas datums: 25.11.2022.

Partikas un veterinara
dienesta generaldirektors

M.Balodis

SIS DOKUMENTS IR PARAKSTITS AR DROSU
ELEKTRONISKO PARAKSTU UN SATUR LAIKA ZIMOGU
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