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KOPSAVILKUMS

Miostatins (MSTN) ir negativais muskulu augSanas regulatorais faktors, kura [imena novirzes
no fiziologiskas normas var klit par c€loni dazadu ar skeleta muskulatiiru un metabolismu saistitu
patologiju attistibai. Magistra darba mérkis bija izveidot miostatinu inhib&josu vakcinas prototipu
uz ssRNS virusveidigo dalinu (VLP) bazes un parbaudit ta efektivitati pelu modeli. Merka
sasniegSanai genétiskas modificéSanas cela tika sekmigi izveidoti, uzproducéti un attiriti Cetri faga
AP205 VLP konstrukti ar integrétiem MSTN epitopiem. To sp&ja aktivet Smad signalcelu
parbaudtta in vitro ar luciferazes reportiera testu, tacu aktivacija netika novérota. Tapat kimiskas
konjugacijas cela pie faga QP VLP tika piesaistits MSTN un izveidotais vakcinas kandidats
parbaudits BALB/c pelu modeli. P&c imunizacijas nenoveroja statistiski butisku muskulu masas
pieaugumu, tacu pelém veidojas augstas aviditates anti-MSTN antivielas.

Magistra darbs izstradats Latvijas Biomedicinas p&tijumu un studiju centra Dr. biol. Ilvas
Liekninas vadiba.

Atslégvardi: miostatins, ssRNS fagu VLP, vakcinu prototipi.



SUMMARY

Myostatin (MSTN) is a negative muscle growth regulator, and deviations from its
physiologically normal levels can contribute to the development of various pathologies related to
skeletal muscle and metabolism. The aim of this master’s thesis was to develop a myostatin-
inhibiting vaccine prototype based on the virus-like particles (VLP) of ssRNA bacteriophages and
evaluate its efficacy in a mouse model. To achieve the aim, four AP205 phage VLP constructs
incorporating MSTN epitopes were successfully designed using genetic fusion, then produced and
purified. Their ability to activate Smad signalling pathway was assessed in vitro using luciferase
reporter assay, however no activation was observed. In a separate approach, MSTN was chemically
conjugated to QP phage VLPs and the resulting vaccine candidate was tested in a BALB/c mouse
model. Although no statistically significant increase in muscle mass was observed after
immunisation, the mice developed high-avidity anti-MSTN antibodies.

Master’s thesis was conducted at the Latvian Biomedical Research and Study Centre under
the supervision of Dr. biol. Ilva Lieknina.

Keywords: myostatin, ssSRNA phage VLPs, vaccine prototypes.
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SAISINAJUMU SARAKSTS

ActRIIA/B — aktivina II tipa receptori A/B
(activin receptors type Il A/B)

AIDS — iegiita imiindeficita sindroms (acquired
immune deficiency syndrome)

ALK4/S — aktivina I tipa receptori 4/5

AP — nobriesanas proteins

APC — antigénus prezent€josas Stinas (antigen-
presenting cells)

apgr/min — apgriezieni miniite

as — aminoskabes

BCR — B-sunu receptori (B-cell receptors)
BMP - kaulu morfogénais proteins (bone
morphogenic protein)

CLR — C-tipa receptori

CP — apvalka proteins (coat protein)

Da — daltoni

DC — dendritiskas Stunas (dendritic cells)

dH20 — destiléts H20

dsDNS - divpavedienu dezoksiribonukleinskabe
(double-stranded desoxyribonucleic acid)

EGR1 — agrais augSanas atbildes proteins 1
(early growth response protein 1)

ERK - ekstracelularas signal-regulétas kinazes

FDA — ASV Partikas un zalu parvalde (Food
and Drug Administration)

FLRG - ar follistatinu saistitais proteins
(follistatin-related protein)

GASP-1 — ar augSanu un diferenciaciju saistito
seruma proteinu (growth and differentiation
factor-associated serum protein)

GDF - augSanas/diferenciacijas
(growth/differatiation factor)

GF — augsanas faktors (growth factor)

GLUT4 - glikozes 4.
(glucose transporter type 4)

GRE - glikokortikoidu atbildes
(glucocorticoid response elements)

HIV — cilveka imindeficita viruss (human
immunodeficiency virus)

Ig — imiinglobulins
IL-1pB — interleikins — 1
INF-B — interferons B

faktors

tipa transportieris

elementi

JNK — c-Jun N-terminalas kinazes

kb — kilobazes

kDa — kilodaltoni

Lys — lizins (lysine)

LP — lizéSanas proteins

MAPK — mitogénu-aktivetas proteinu Kinazes
MHC I/Il — galvenais audu saderibas
komplekss (major histocompatibility complex)
Myf5 — miogenais faktors 5 (myogenic factor 5)
MyoD - mioblastu determinacijas proteins
(myoblast determination protein)
MYOG — miogenins (myogenin)

mRNS — matricas ribonukleinskabe
MSTN — miostatins

mTOR - zididaju rapamicina
(mammalian target of rapamycin)

NHS — N-hidroksisukcinimids

OD - optiskais bltvums (optical density)

mérkis

Ol - nepilnigd osteogenéze (osteogenesis
imperfecta)
PAMP — ar patogénu saistitais molekularais

struktirmodelis (pathogen associated
molecular pattern)
PI3K — fosfoinositida 3-kinazes

(phosphoinositide 3-kinases)

PRR - struktirmodelus atpazistoSie receptori
(pattern recognition receptors)

RP — replikazes subvieniba (replicase protein)
ssSRNS - vienpavediena ribonukleinskabe
(single-stranded ribonucleic acid)

TAP — ar antigénu prezentaciju saistitais
transportieris  (transporter associated with
antigen presentation)

TGF-B — transform€joSais augSanas faktors b
(transforming growth factor p)

TLD — tolloids

TLR — Toll-lidzigie receptori

TNF-a — tumora nekrozes faktors a

UV — ultravioletais starojums

VLP -
particles)

virusveidigas dalinas (virus-like



IEVADS

Miostatins (MSTN) ir transform&joSo augSanas faktoru [ supersaimes proteins, kas pilda
nozimigu lomu dzivnieku un cilvéku skeleta muskulu masas homeostazes nodroSinasana,
funkciongjot ka negativais augSanas regulators [58]. Lai gan ta galvenie efekti ir saistiti ar skeleta
muskulu regulaciju, MSTN tapat ietekm@ glikozes un adipozo audu vielmainu, ka ar1 osteogénos
procesus, realiz€jot savas funkcijas caur daudzveidigam signalcelu kaskadem [2, 17]. MSTN
darbibas funkcionalie trauc&jumi var ietekmé&t tadu patologisko stavoklu attistibu ka kaheksija,
sarkopénija, aptaukoSanas, otra tipa cukura diabéts, kaulu un locitavu slimibas, tadel dazadas
miostatina inhib&Sanas stratégijas tiek izstradas un izvertétas ka potencialas terapeitiskas pieejas So
slimibu arstésanai. Popularakas miostatina inhibitoru grupas ieklauj monoklonalas anti-MSTN
antivielas, SkistoSus MSTN receptorus, proteina propeptida inhibitorus un cita veida funkcionalos
antagonistus [92]. Savukart terapeitisku vakcinu izstrade ir salidzino$i mazak izpétita nisa.

Viena daudzsolosa vakcinu izveides pieeja ir virusveidigo dalinu (VLP) bazes izmantoSana.
VLP ir virusa proteinu veidotas, simetriskas nanodalinas ar augstu organizacijas pakapi un
pasSsavaksanas sp&ju [77]. Dalinas nesatur virusa genétisko materialu, 1idz ar to ir drosas, jo nav
sp&jigas replicéties, ka arT strukturalo Tpasibu d€] to morfologija atgadina nativu virusu, kas padara
VLP augsti imunogénas [42]. Funkcionaliz€jot VLP, tam var pievienot interes€joSos antigénus,
pieméram, organisma autoantigénus, tadgjadi iegiistot himériskas VLP. Sadas dalinas sp&j ne tikai
inducét ilgstoSu humoralo imiino atbildi, bet ari parvarét imiinsist€émas paStoleranci pret
autoantigénu, kas ir Ipasi nozimigi hronisku slimibu arsteé$anai paredzetu vakcinu izveides konteksta
[5]. ssRNS bakteriofagu apvalka proteinu veidotu VLP izmantoSana vakcinu izstrade piedava virkni
priekSrocibu, kas balstas uz ssRNS fagu apvalka proteinu strukturalo vienkarSibu, modific€jamibu
un iesp&ju izmantot bakteriju ekspresijas sisttmas VLP iegtSanai, rezultata nodroSinot kop€ja
procesa izmaksu efektivitati [36].

Darba merkis: izveidot anti-miostatina vakcinas prototipu uz ssRNS bakteriofagu
virusveidigo dalinu bazes un parbaudit ta efektivitati pelu modeli.

Darba uzdevumi:

1. Izveidot uz faga AP205 VLP un miostatina epitopiem bazetus vakcinu kandidatu konstruktu
dizainus.
Producét, attirit un raksturot genétiskas sapludinasanas rezultata izveidotas himéras VLP.
Parbaudit izstradato vakcinas kandidatu sp€ju aktivét Smad signalcelu in vitro.

Veikt nobriedusa MSTN proteina kimisku konjugaciju pie faga Qp VLP.

wok D

Parbaudit izveidotos vakcinas kandidatus pelu modeli, raksturojot to imunogénas 1pasibas un

ietekmi uz pelu kermena un muskulu masu.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Miostatins — struktiira, signalceli un nozime organisma
1.1.1. TGF- supersaime un miostatins

Miostatins (MSTN) tika atklats 1997. gada, paplaSinot zinamo transform&joSo augSanas
faktoru — TGF-B — supersaimes proteinu skaitu. Sakotngji proteins nosaukts par GDF-8 jeb
augSanas/diferenciacijas faktoru-8 [58]. Cilvéku Mstn géns ir lokaliz€ts 2 hromosomas gara pleca
pozicija 32.2 [35]. TGF-B supersaime ietver 33 strukturali lidzigus augSanas un diferenciacijas
faktorus un regulatoros proteinus, kuriem ir bitiska nozime dzivnieku embriogenéz&é un audu
homeostazes nodrosinasana. Supersaimes faktorus iedala TGF-f izoformas, aktivinos/inhibinos,
kaulu morfogenétiskajos proteinos un augSanas/diferenciacijas faktoros. Visus TGF-f saimes
proteinus kodé lielaki prekursoru polipeptidi, kas sastav no 3 segmentiem: amino-terminala
signalpeptida, lielaka prekursora segmenta vai prosegmenta un karboksilterminala TGF-3 saimes
monomera polipeptida (sk. 1.1. att.). Prekursora prosegmentam seko furina konvertazes skelSanas
saits, kura tiek atpazits Arg-X-X-Arg (RXXR) vai Arg-X-Lys/Arg-Arg (RXK/RR) motivs [76].
TGF-p supersaimes proteinu prosegmentu izmérs vari€ no 150 Iidz 450 aminoskabju atlikumiem,
un tie nav konservativi starp dazadiem TGF-f proteiniem. Lidzibas starp TGF- proteiniem
saskatamas prosegmentiem sekojoSo nobrieduso polipeptidu sekvences. Karboksilterminalais
regions satur konservativu cisteina atlikumu motivu, kuru lielakaja dala proteinu veido septini lidz
devini cistena atlikumi. Sie cisteini savstarpgji mijiedarbojas, veidojot ieks- un starpmolekularas

disulfidsaites [66].

Starpmolekularas saites

L —

|
CC CC cCC cc|
| \

cc cc ccC cc|

TGF-B, inhibins B

Miostatins, GDF-11

GDF-15
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BMP-8A, BMP-8B
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GDF-9, GDF-9B C cc c CC |

1.1. att. TGF-f3 supersaimes proteinu polipeptidu organizacijas salidzinajums. Ar peleku iekrasots
signalpeptids, ar melnu — prosegments, ar baltu — konservativos cisteina atlikumus satuross
nobriedis polipeptids. Attels adaptets no Morikawa ef al. 2016 [66].



A1l miostatina strukttra ieklauj TGF-f raksturigo N-terminalo sekrécijas signalsekvenci,
proteolitisko proces€Sanas saitu ar sekojoSu C-terminalo doménu, kur§ satur devinus cisteina
atlikumus ar tiem raksturigo izkartojumu. C-terminalaja regiona MSTN ir ievérojama homologija
ar citiem TGF-f supersaimes proteiniem, un kopa ar proteinu GDF-11 tas veido atsevisku
apakSgrupu supersaimes ietvaros [58]. Miostatina sekvence evoliicijas gaita ir saglabajusies loti
konservativa dazadam mugurkaulnieku sugam, kas norada, ka art proteina funkcijas tiek saglabatas
[59].

Ka tas raksturigs pro-TGF-3 supersaimes proteiniem, pro-MSTN ir homodimérs, kas sastav
no divam identiskam subvienibam, kas saistitas ar disulfidsaitém. Katra subvieniba sastav no 109
aminoskabju atlikumiem un satur pro-doménu N-terminalaja gala un mazaku augSanas faktora (GF)
domeénu C-terminalaja gala. AugSanas faktora doméns satur cistina mezgla motivu (strukturalais
motivs, kur§ sastdv no tris disulfidu tiltiniem) un Cetras antiparal€las P-plaksnes (dévetas par
“pirkstiem”). Cistina mezgla struktira esamiba pro-MSTN pielauta jau agrak, jo analogiskas
struktliras sastopamas ari citos TGF- supersaimes proteinos [50]. Homodiméra abi identiskie GF
domeni ir kovalenti saistiti ar disulfidsaitém izliekto “plaukstu” locitavu regiona. Pro-doména N-
terminalaja gala ir “apaksdelma” spirales, kuras aptver nobriedusu GF, un globulars “rokas/pleca”
domeéns. Pro-MSTN no citiem TGF- supersaimes protetniem atskirigu padara tas, ka proteins
ienem V-veida struktiru ar apvérstu doménu topologiju, kas tiek dévéta par “atvértas rokas”

struktiiru (sk. 1.2. att.). Sis struktiiras rezultata starp “rokas” doméniem nav mijiedarbibu [7, 22].

Pro-doméns Pro-domeéns

"Roka"

Tolloidais saits

- "Apaksdelms"

! ) . |
"Plaukstas locitavas" spirale Furina saits

1.2. att. Cilveéka miostatina “atveértas rokas” prekursora struktiira. Att€ls adaptéts no Cotton et al.
2018 [22].

Lai iegtitu biologiski aktivu, nobriedusu MSTN, nepieciesami divi proteolitiskas skelSanas
posmi (sk. 1.3. att.). Sakotngji prekursora MSTN ir 375 aminoskabes gar§ [58]. Pirmkart,
signalpeptidaze no prekursora miostatina noskel 24 aminoskabju garu N-terminalo signalsekvenci,

izveidojot pro-MSTN. Talak, pateicoties disulfidsaiSu izveidei pie C-terminala gala, seko proteina



dimerizacija. Dim@ra proces€Sanas saita vieta furina proteaze atpazist Arg-Ser-Arg-Arg motivu un
dimérs tiek atSkelts. C-terminala gala SkelSana rezult€jas N-terminala propeptida izveidé ar N-
saistitu glikozilgrupu un receptoru saistoSo doménu C-terminalaja gala. Propeptidam ir nozimiga
loma pareizas C-terminala doména struktuiras izveidé un C-terminala dime&ra aktivitates reguléSana
péc proteolitiskas procesésanas [52]. Kad N-terminalais propeptids nekovalenti piesaistas pie C-
terminala regiona, izveidojas latents MSTN komplekss, kas nelauj proteinam tailitgji saistities pie
MSTN receptoriem. Pedgja posma tolloida proteaze Skel propeptidu, kas rezultgjas C-terminala
dim@ra — nobriedusa MSTN — atbrivosana [50, 107]. Latenta miostatina aktivacija iesp&jama ar1 bez

proteolitiskas SkelSanas, bet gan apstrades rezultata ar skabi vai karstumu [107, 115].
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1.3. att. Pilns miostatina biosint€zes process. Miostatina prekursora sintéze (A — C), latents
prekursors (D), seciga pro-miostatina aktivacija furina un tolloidas SkelSanas rezultata (E, F),
kompleksu atSkelsanas un nobrieduSa MSTN veidoSanas (G — I). Attels adaptéts no Cotton ef al.
2018 [22].

Nobriedusa MSTN struktiira pirmo reizi noteikta 2009. gada kompleksa ar MSTN antagonistu
follistatinu 288 (Fst288). Noteiktajai struktiirai raksturiga klasiska TGF-B supersaimes protetnu
“rokas” arhitektiira. Katrs péc proteolitiskas SkelSanas izveidojies MSTN monomérs satur Cetras
starpmolekularas disulfidsaites, tris no kuram ir iesaistitas cistina mezgla veidoSana. Kad divi
MSTN monoméri satuvinas antiparal&la virziena, tie rada izliektu vai ieliektu strukttiru. Cistina
mezgli un dimerizacija ir loti biitisks miostatina stabilitati nosakoss faktors [16, 52]. Galvena
atSkiriba starp pro-MSTN un nobriedusu miostatinu ir taja, ka nobrieduSam MSTN ir eksponéti
receptorus-saistosie saiti, kas nodroSina proteina saistiSanos pie aktivina tipa Il receptoriem ActRIIA
un ActRIIB [16]. Ilgi tika uzskatits, ka MSTN strukturali piederigs pie TGF-f} aktiviniem, jo tam ir

40% lidziba ar aktivinu klases protetniem. Tapat ir pieradits, ka proteins mijiedarbojas ar aktivina



inhibitoru follistatinu [52]. Tacu rentgena kristalografijas cela noteikta struktiira apstiprinaja, ka tas
ir TGF-f supersaimes proteins, kas kopa ar GDF-11 pieskaitams atseviskai apaksklasei [22].
Miostatins tiek ekspreséts gan embriogenézes laika, gan pieaugusos ipatnos. In situ
hibridizacijas analizes rada, ka pelu embrijos Mstn ekspresija sakas sommitos gestacijas vidd,
specifiski miotoma nodalfjuma, no kura attistas skeleta muskulatira. Embriogenézes laika
miostatina mRNS Itmenis sakotng&ji ir zems un talak paaugstinas, turpinoties attistibai, kas lauj
attistities skeleta muskulatiirai [58]. Pieaugusas pel€s miostatina RNS tiek ekspres€ta parsvara
skeleta muskulos. Galvenais cirkulgjosa MSTN avots organisma ir muskulu Skiedras. Papildus
skeleta muskulattrai, MSTN loti zemos limenos tiek ekspreséts art sirdi un adipozajos audos. Mstn
ekspresija sirdi tiek ieveérojami augSupreguléta p€c sirds muskula traumas [49]. Neproceséts
miostattna prekursors veido lielako dalu miostatina skeleta muskulu ekstracelularaja vide. Tas ir
piesaistits pie Stnu ekstracelularas matricas, kur mijiedarbojas ar dekorinu, fibromodulinu,
fibronektinu un lamilinu. MSTN mijiedarbojas ar1 ar TGF-f saistoSajiem proteiniem —
inhibitorajiem follistatinu un FLRG (ar follistatina génu saistitais proteins), ka arT ar GASP-1 (ar
aug$anu un diferenciaciju saistito seruma proteinu). Sie proteini regulé MSTN aktivitati, veidojot
kompleksu ar ta prodom&nu, uzturot to latenta stavokli, tada veida piedaloties audu homeostazes

nodrosinasana [3, 62].
1.1.2. Miostatina signalceli

Miostatins 1steno muskulu regulacijas funkcijas caur daudzveidigiem signalceliem. MSTN
iedarbibas signalcelus var iedalit Smad un ne-Smad proteinu mediétajos celos. Smad ir strukturali
lidzigu proteinu grupa, kuri parvada TGF-f3 supersaimes receptoru signalus. Smad proteinus iedala
receptoru-regulétajos Smad (R-Smad) — iesaistiti tieSa signalu nodoSana —, kopigo partneru
(common partner) Smad (Co-Smad) — mijiedarbojas ar R-Smad, piesaistot regulatoros faktorus, —
un inhibitorajos Smad (I-Smad) — nomac R-Smad aktivitati, funkcion€ ka transkripcijas faktori [84].

Miostatina Smad medi€tais signalcels sakas ar nobriedusa MSTN C-terminala doména diméra
piesaisti pie ActRIIB vai ActRIIA receptoriem. Lai gan MSTN var saistities pie abiem receptoriem,
spécigaka saistiba notiek ar ActRIIB [52]. Tas rezult&jas aktivina I tipa receptoru (ALK4 vai ALKY)
piesaisté un aktivacija, izveidojot heteromérisku kompleksu. Sis process savukart aktivé Smad2 un
Smad3 fosforilaciju, kas padara iesp&jamu to heterodimerizaciju ar Smad4. Izveidojies komplekss
tiek parvietots uz kodolu, lai modulétu lejupejoso (downstream) génu ekspresiju. Tas ieklauj ar
atrofiju saistito génu augSupreguléSanu (up-regulation) un miogéno diferenciacijas faktoru supresiju
[26]. I-Smad proteins Smad7 var kavét R-Smad proteinu fosforilaciju caur aktivina I tipa
receptoriem un degradeét TGF-f receptoru, tada veida blok&jot Smad-mediéto MSTN signalparraidi
[17, 18]. MSTN-ActRIIB-ALK4/ALKS5-Smad?2/3 cela inhibicija saistita ar muskulu hipertrofiju, un
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paaugstina E3 ligazu, atrogina-1 ekspresiju, kas paaugstina proteinu katabolismu caur proteosomu
ubikvitinéSanas celu [50].

Miostatinam ir vairaki signalceli, kas nav saistiti ar Smad aktivaciju. MAPK (miogéna
aktivetas proteinu kinazes) signalcelu atzari ERK1/2, INK un p38MAPK ir iesaistiti MSTN signala
parvadé pec ta piesaistiSanas receptoriem [17]. C212 un A-204 §tinu Itnijas MSTN caur TAK1-
MKKG6 signalcelu aktivé p38 MAPK, kas rezult€jas mioblastu proliferacijas inhibicija un muskulu
atrofijjas veicinasana. JNK cela aktivacija caur miostatina inducétu reaktivo skabekla formu
veidoSanos tapat inhib& mioblastu proliferaciju un diferenciaciju, veicinot muskulu apoptozi un
noardisanos kataboliskos apstaklos. ERK1/2 cel§ savukart tiek stimuléts caur Ras proteiniem un ar1
rezultgjas ka MSTN-mediéta proliferacijas supresija caur EGR1 fosforiléSanu [41].

Vel viens nozimigs signalcel§, kas nav saistits ar Smad proteiniem, ir MSTN signala parvade
caur PI3K/Akt/mTOR signalcelu. MSTN bloké PI3K, kas rezult&jas Akt fosforilésanas kaveésana.
Tas savukart noved pie mTORCI inaktivacijas, mazinot proteinu sinté€zi un aktivéjot FoxO1, kas
noved pie paaugstinata muskulu atrofiju modul€josa atrogina-1 un MuRF-1 ekspresijas [17]. MSTN
signalu transdukcija ir kompliceta, jo tas ir iesaistits daudzveidigos signalu nodoSanas mehanismos,
regul&jot muskulu metabolismu, iekaisumu un proteinu nomainu (sk. 1.4. att.) [7].

Ta ka MSTN cirkul€ asinis un tam ir endokrina iedarbiba, ir nepiecieSami mehanismi, lai
nodros$inatu ta iedarbibas specifiskumu. Viens no iesp&jamajiem mehanismiem ir selektiva latenta
kompleksa aktivéSana mérkvieta. BMP-1/TLD proteinazes, kas atbildigas par MSTN propeptida
SkelSanu, tiek aktivetas tikai taja vieta un laika, kur nepiecieSama muskulu augSanas inhibicija. Par
labu Sai teorijai liecina arf tas, ka ir identificéti vairaki MSTN saistoSie ekstracelularie inhibgjoSie
proteini, caur kuriem tiek reguléta MSTN aktivitate [49]. Alternativs mehanisms ir selektivu
koreceptoru izmantoSana. Dazi no TGF-f supersaimes proteiniem izmanto vienu vai vairakus
nesaistitus koreceptorus, lai mijiedarbotos ar II tipa receptoriem, 1pasi, aktivina II tipa receptoriem.
Tresais iesp&jamais specifiskuma mehanisms ir atbilstoSo aktivina I tipa receptoru ekspresija — tikai
tas Stinas, kas ekspres€ aktivina II tipa receptorus un atbilstoSos I tipa receptorus spés transducét
MSTN signalu. So teoriju apstiprina tas, ka I tipa receptori var pastiprinat liganda afinitati I tipa
receptoriem [49, 52].

Miostatina producé$anu organisma kontrol€ arT hormonala regulacija. Glikokortikoidi stimulé
miostatina producéSanu muskulos gan caur pastiprinatu Mstn geéna transkripciju, gan post-
translacijas procesiem. Miostatina géna promoters satur GRE motivu (glikokortikoidu atbildes
elementi), kas lauj glikokortikoidiem regulét miostatina géna transkripciju [55]. Tadel tiek pielauts,
ka MSTN Iimena picaugums muskulos ir nozimigs faktors glikokortikoidu-izraisitas muskulu

atrofijas attistiba [47].
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1.4. att. Miostatina Smad un ne-Smad signalcelu atspogulojums no piesaistes pie receptoriem lidz
geénu regulacijai un ietekmei uz muskulu Sinam dazados to diferenciacijas posmos. Att€ls adaptets
no Chen et al. 2021 [17].

1.1.3. Miostatina lomas organisma

Miostatins ir vitali svarigs proteins, kas pilda nozimigu funkciju dzivnieku skeleta
muskulatiiras attistiba, normalos fiziologiskos apstaklos darbojoties ka negativais regulators un
ierobeZojot muskulu augSanu. Funkcionalie pétijumi ar Mstn -/- peleém pieradijusi, ka géna delécija
pelés rezultgjas muskulu Skiedru skaita pieauguma sakotn€jos augSanas posmos, ka arT muskulu
Skiedru skaita un laukuma palielindgjuma ar pieauguia vecuma [86]. Sadam pelém novéro
palielinatu muskulu un sakodiena speku. Dala no fenotipiskajam izmainam MSTN deficita gadijuma
skaidrojama ar muskulSkiedru hiperplaziju, kas pierada, ka MSTN ir nozimiga loma muskulSkiedru
skaita reguléSana [58]. Miostatins tieSi negativi regulé muskulu satelitSinu un mioblastu
proliferaciju un diferenciaciju, kav€jot pareju no Siinas cikla G1 uz S fazi [57, 97]. Miostatins tapat
samazina muskulu $tnu diferenciacija iesaistito génu — Myf3, MyoD, MYOG — ekspresiju (sk. 1.5.
att.), ka ar1 diferencg€jusos nenobriedusu daudzkodolainu muskul§tinu (myotubes) diametru [41, 99].
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1.5. att. Miostatina un citu faktoru ietekme uz muskulus veidojoSo $tinu proliferaciju. Attels
adapt€ts no Romagnoli et al. 2021 [80].

Miostatina butiska loma muskulu skiedru regulé$ana postnatali ir pieradita ar p&tjjumiem, kas
rada, ka proteina inhib&Sana izraisa muskulu hipertrofiju gan veseliem, gan muskulu distrofijas
skartiem dzivniekiem. Proteins ietekmé& ne tikai muskulu hipertrofiju un hiperplaziju, bet ari
muskulu Skiedru tipu Iidzsvaru. MSTN knock-out pelés tiek noverota samazinata léno oksidativo
Skiedru proporcija un palielinata atro glikolitisko Skiedru proporcija [49]. Caur ieprieks
aprakstitajiem signalceliem miostatins piedalas arT Iidzsvara nodrosinasana starp skeleta muskulu
proteinu sint€zi un noardisanu. Nozimigakie faktori, kas iesaistiti $aja procesa, ir E3 ligazes MuRF-
1 un atrogins-1. To mediéta muskulu proteolize pastiprinas, paaugstinoties MSTN Itmenim [11].

Miostatinam ir arT nozimigas lomas, kas neskar muskulu masas reguléSanu. Tas ietekmé
glikozes un adipozo audu vielmainu, tada veida iesaistoties energijas metabolisma un insulina
rezistences attistibas procesa. Funkcionalie in vitro pétijumi ir pieradijusi, ka MSTN ietekme
adipocitus, kavgjot to diferenciaciju un augsanu [2, 101]. Miostatins kavé insulina-stimuléto Akt
fosforilaciju, mazinot glikozes uznemsanu skeleta muskulos, ka art samazina GLUT4 (glikozes 4.
tipa transportiera) translokaciju uz plazmatisko membranu, pazeminot glikozes uznemsanu un jutibu
pret insulinu. Ta, piem&ram, Mstn -/- pelém paaugstinas tolerance pret glikozi, un tas ir pasargatas
no insulina rezistences pat pie ditas ar augstu tauku saturu [2, 19].

Miostatins tapat ir iesaistits arl kaulu veidoSanas procesa. Miostatins inhib& osteoblastu
diferenciaciju un sekmé osteoklastogenézi un kaulu resorbciju. Netiesa veida MSTN izraisita
muskulu augSanas inhibicija iespaido ar1 skeleta attistibu, samazinot mehanisko slogu uz kauliem.

Sis samazinatais slogs var novest pie samazinata kaulu blivuma veido$anas [43, 70].
1.1.4. Miostatins un ta loma patologiskos stavoklos

Nemot veéra miostatina plaso iesaisti dazados organisma vielmainas procesos — tostarp

metabolisma, kaulu veidoSanas procesos —, ta funkcionalie trauc&jumi var izraisit un biit iesaistiti
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virkné dazadu patologisku stavoklu. MSTN disfunkcijas var biit saistitas ne tikai ar muskulu
attistibas trauc€jumiem, bet art ar vielmainas slimibam, pieméram, aptaukoSanos, insulina rezistenci

un 2. tipa cukura diabg&tu, ka ar1 reimatologiskam saslim$anam.
1.1.4.1. Kaheksija

Kaheksija ir multifaktorials sindroms, kas ir saistits ar hroniskam slimibam. Ta izsauc svara
zudumu pazeminatas muskulu masas dél, kuru dazos gadijumos var pavadit ari tauku masas
kriSanas. Kaheksijas gadijuma zaud€to svaru nav iesp&jams atgiit, uzlabojot uztura reZimu, un tas
rezultatd notiek progresivs funkcionalitates zudums [28]. Kaheksija visbiezak saistita ar tadam
patologijam ka hroniska obstruktiva plausu slimiba, hroniska nieru slimiba, AIDS, onkologiskas
saslim$anas, hroniskas iekaisuma slimibas, un tas prevalence Sajas saslimstibu grupas ir diezgan
augsta [81]. Visizteiktaka sindroma pazime ir muskulu masas samazinasanas paaugstinata proteinu
katabolisma rezultata. P&tjumi liecina, ka paaugstinata MSTN ekspresija varétu biit viens kaheksiju
pastiprinoSiem faktoriem, jo Samant ef al. 2017. gada veiktaja petijjuma dzivniekiem ar audzgja-
inducétu kaheksiju tika novérota paaugstinata MSTN ekspresija, turklat Sos rezultatus apstiprina ari
citi petijumi [21, 82]. Tapat konstatéts, ka seruma un intramuskulara MSTN [imeni ir paaugstinati
ar HIV inficétiem virieSiem ar svara zudumu, kas lieck domat, ka miostatinam ir loma muskulu svara
samazina$ana slimibas gadijuma [35]. So iemeslu d&] ActRIIB receptoru un miostatina antagonisti
tiek izskatiti ka potencialas terapeitiskas iespgjas, lai cinitos ar hronisku slimibu izraisitu kaheksiju

[90].
1.1.4.2. Sarkopeénija

Sarkopeénija ir geriatrisks sindroms, kas attistas cilvékiem miiza otraja pusé un izpauzas ka
pakapeniska muskulu speka, masas, kvalitates un veiktsp€jas samazinasanas. Sarkopénija attistas,
samazinoties motoro vienibu skaitam un atrofejoties muskulu skiedram. Ar vecumu saistita skeleta
muskulu atrofija parasti sakas dzives ceturtaja desmitgad€, un katra nakamaja dekade tiek zaudeti
aptuveni 3 — 8% muskulu masas [75]. Uz 80 gadu vecumu novérojams aptuveni 30 — 50% muskulu
masas zudums, savukart muskulu speks samazinas pat straujak neka muskulu masa [45].
Sarkopénijas gadijuma mainas ar1 muskulu Skiedru kompozicija, samazinoties II tipa atrajam
Skiedram un palielinoties I tipa lénajam Skiedram [30]. Sarkopénija tiek saistita ne tikai ar fizisku
mazspeju un pasliktinatu dzives kvalitati, bet ar1 ar paaugstinatam pé€coperaciju komplikaciju
iespejam, kas var rezultéties kaulu lizumos, metabolajas saslimSanas un paaugstinata mirstiba
[110]. Sobrid sarkopénijas arstéiana balstas uz regularu fizisku treninu veikSanu un uztura
bagatinasanu, kas ir efektivas stratégijas, ta¢u neaizvieto nepiecieSamibu péc iedarbigas terapijas,
jo dzivesveida izmainas nesp€j pilniba noverst slimibas attistibu, turklat ne visiem pacientiem ir

iesp€jas tas Tstenot [45]. Lai ari sarkopénijas pamata esoSie biologiskie mehanismi nav pilniba
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izp@titi, ir zinams, ka seruma miostatina [imeni ar vecumu palielinas. Petjjumi apstiprina, ka MSTN
inhibicija pieauguSos un geriatriskos dzivniekos palielina muskulu masu, uzlabojot veiktsp&ju un
metabolismu, tadel terapeitiska pieeja, kas vérsta uz MSTN darbibas kavesanu, varetu biit pievilciga

opcija sarkopénijas arsteéSanai [104].
1.1.4.3. AptaukosSanas

Ka aprakstits ieprieks, miostatinam ir nozimiga loma energijas vielmaina, un pétijumu dati
liecina, ka paaugstinata MSTN ekspresija ir saistita ar aptauko$anas attistibu. Pelés ar genétisko
aptaukoSanos un leptina deficitu (pieméram, ob/ob pelu Iinijas), ka ar1 pelém ar lipidiem bagatu
di€tu novero paaugstinatus miostatina mRNS Itmenus, kas svara zaudéSanas procesa samazinas [1].
Ar1 cilvékiem ar aptaukoSanos muskulu un cirkulgjo$a miostatina limenis ir paaugstinats, un
saglabajas likumsakariba, ka péc svara zaudeéSanas MSTN mRNS Iimeni samazinas [40, 73].
Miostatina signalu parvadiSanas inhib&Sana var kaveét aptaukoSanas attistibu pel€s un mazinat tas
sekas, kas var€tu but skaidrojams ar adipocitu tieSo reakciju uz MSTN signaliem [2]. Adipociti
ekspresé ActRIIB receptorus, turklat receptoru mRNS ekspresija ob/ob pelés ar1 ir paaugstinata.
Tacu gan ActRIIB, gan MSTN mRNS Ilimeni adipocitos pelém ar aptaukoSanos ir zemaki neka
neaptaukojosos vai aptaukojosos pelu skeleta muskulos, 11dz ar to nav precizi zinams, vai $is ITmenis
ir pietickams, lai izraisitu biologiski nozimigu atbildes reakciju adipozajos audos [1]. Kopuma tomér
valda viedoklis, ka MSTN kaveSanas labvéliga ietekme uz aptaukoSanos un tas negativo seku

mazinasanu galvenokart izriet no MSTN blok&Sanas labveligas ietekmes uz skeleta muskulatiru [2].
1.1.4.4. Otra tipa cukura diabéts

lepriek§ minéta MSTN iesaiste insulina rezistences mehanismos tiek novérota art 2. tipa
cukura diabéta gadijuma. Otra tipa diab€ta pacientiem, ka ar1 vinu radiniekiem ar hiperinsulin€miju,
skeleta muskulu biopsijas konstatéti paaugstinati miostatina mRNS limeni [72]. MSTN var ietekmét
cirkulgjoSos glikozes Itmenus, tiesi ietekmgjot glikozes uznemsSanu, darbojoties ka funkcionals
insulina efektu antagonists. Paaugstinata miostatina ekspresija korelé ar samazinatu jutigumu pret
insultnu, kas ir kritiski nozimigs aspekts 2. tipa diabéta attistiba [2]. V&l viens veids, ka izpauZzas
miostatina loma sist€miska glikozes metabolisma regulacija, skar MSTN ietekmi uz aknu darbibu.
Paaugstinata glikoneogenéze aknas ir hepatiska insulina rezistences sekas, kas veicina glikozes
Itmena paaugstinaSanos asinis 2. tipa diab€ta slimniekiem. P&tfjumi liecina, ka MSTN Skietami
modulé hepatiska insulina rezistenci un/vai glikozes razosanu. Tacu jautajums par to, vai latenta
miostatina kompleksa aktivacija ir iesp&jama aknas, paliek neatbildéts [2, 105]. MSTN tapat ir

netiesi iesaistits diabéta komplikaciju paradiSanas un attistibas procesa [109].
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1.1.4.5. Kaulu un locitavu slimibas

Ta ka miostatins piedalas arT kaulaudu veidoSanas un resorbcijas procesos, pastav viedoklis,
ka MSTN varétu but zinama loma dazadu kaulu slimibu attistiba. Viena no tam ir ostegenesis
imperfecta (Ol) jeb nepilniga osteogenéze — genétisko slimibu grupa, kuru raksturo I tipa kolagéna
strukturalas izmainas, kuru rezultata palielinas kaulu trauslums un lizumu riski. Ir veikti petijumi
pelu modelos ar Ol reprezent&josam mutacijam, kuros noskaidrots, ka genétiska vai farmakologiska
MSTN inhibicija rezultgjas uzlabota skeleta fenotipa un lielaka muskulu speka [69]. Tapat noverots,
ka pacientiem ar osteoartritu ir paaugstinati seruma miostatina l[imeni, turklat pastav korelacija starp
miostatina [Tmeni un slimibas smaguma pakapi [114]. Mstn -/- pelu modelos ar osteoartritu
noverotas mazak izteiktas slimibas izpausmes ar zemaku kaulu eroziju un iekaisumu, ka arT lielaku
satvériena speku [24]. ST iemesla dé] MSTN aktivitates blok&$ana varétu kalpot par potenciali

efektivu terapijas virzienu ne tikai muskulu, bet art kaulu un locitavu patologiju gadijuma.
1.1.5. Uz miostatina inhibiciju balstitas terapijas

Miostatins gandriz kop$ ta atklaSanas briza ir raisijis lielu interesi zinatniskaja vidé ka
potencials mérkis degenerativu muskulu slimibu terapija. Miostatina inhibitoru izstrades strateégijas
ir diezgan plasas: neitraliz€josas anti-MSTN antivielas, miostatina propeptidi, skistosi ActRIIA un
ActRIIB receptori un receptoru blokatori, gé€nu terapijas un MSTN antagonisti. Tacu anti-MSTN
terapiju izstrade janem vera, ka strukturalo un signalcelu lidzibas dé] antagonisti varétu ietekmet ar1
citus TGF-B supersaimes proteinus, tadel terapijas iedarbibai jabiit specifiski merkéetai tieSi uz
MSTN, lai mazinatu iesp&jamos nevélamos efektus [92]. Sobrid ir vairaki terapeitiskie lidzekli, kas
atrodas dazadas klinisko pétijumu fazes. Lielaka dala no tiem ir anti-MSTN monoklonalas antivielas
— Stamulumab (MYO0-029), Landogrozumab (LY-2495655), Domagrozumab (PF-06252616),
Trevogrumab (REGN-1033), SRK-015 un citas —, kas indicétas muskulu distrofiju, véza kaheksijas
un sarkopénijas gadijumiem. Antivielu Stamulumab, Domagrozumab un Landogrozumab pétijjumi
gan ir terminéti, jo nav noverots parliecinosi pozitivs efekts. [zstrades procesa tapat bijusi ar1 Skistosi
ActRIIB receptori ACE-031, ACE-011, ACE-536, tacu ACE-031, ACE-2494 pétijumi tika
partraukti noveroto nevélamo efektu dél. Savukart ACE-011 (Sotatercept) 2024. saneéma FDA (Food
and Drug Administration) atlauju pulmonaras arterialas hipertensijas arstéSanai, bet ACE-536
(Luspatercept) apstiprinats 3-talasémijas arstéSanai [51, 92].

Ir bijusi arT petijumi par iesp&jamas miostatinu inhib&josas vakcinas izveidi. Tang un kolggi
(2007) izveidoja terapeitisku DNS vakcinu, kura tetanusa toksina imtindominantais T-lidz&tajstnu
epitops tika piesaistits pie MSTN. Pelu imunizacijas rezultata iegttajos serumos detekteja
specifiskas antivielas pret rekombinanto proteinu, turklat pelu kermena un muskulu masa, ka ar1

satv@riena spéks statistiski nozimigi pieauga [95]. P&tita ir pelu maternalas anti-miostatina
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imunizacijas ietekme uz pecnacéju skeleta muskulu augSanu. Lai arT petijuma izmantotie imunogéni
izraisTja anti-miostatina antivielu veidoSanos, kuras tika nodotas ar1 pécnacgjiem, STm antivielam
nebija nekadas statistiski nozimigas ietekmes uz to muskulu masu. Luciferazes reportiera testa
antivielas arT neuzradija sp&ju inhib&t miostatina aktivitati [ 10]. Viena no p&tijumiem tika izmantota
novatoriska metode, kura ar karstumu inaktivéts, MSTN ekspres€joss rekombinants Saccharomyces
cerevisiae tika izmantots imunizacijam orala un injekciju cela. Abu imunizacijas metozu rezultata
pelém veidojas specifiskas anti-miostatina antivielas un noverots statistiski nozimigs kermena svara
un muskulu masas pieaugums [113]. Lidziga pieeja izmantota arT Sung ef al. 2022. gada petijuma,
kura zinatnieki izstradaja oralas vakcinas kandidatu BLS-M22, balstitu uz modificétu, cilvéka
MSTN ekspresgjoSu Lactobacillus casei. Izveidota vakcina tika parbaudita DiSéna muskulu
distrofijas mdx pelu modeli. Rezultata péc imunizacijas peléem novéroja paaugstinatus anti-MSTN
IgG titrus un kermena masas pieaugumu, uzlabotas motoras funkcijas uzvedibas testos, ka ar1
distrofisko parametru uzlabojumus histologiskaja analizé [94]. Kopuma pé&tijumi liecina, ka anti-

miostatina vakcinas ir potenciala un sameéra neizpétita terapeitisko risinajumu nisa.

1.2. Vienpavediena RNS fagu virusveidigas dalinas
1.2.1. VLP — virusveidigas dalinas

Virusveidigas dalinas jeb VLP (virus-like particles) ir virusa proteinu veidotas nanostrukturas
ar izteiktu simetriju un regularu proteinu kopiju izvietojuma geometriju. Virusveidigo dalinu
struktiirai ir augsta lidziba ar attiecigo nativo virusu, no kura proteiniem dalina ir izveidota [78].
VLP piemit plasa strukturala dazadiba, kas padara tas funkcionali daudzpusigas. Virusveidigas
dalinas var iedalit divas lielas grupas: neapvalkotas VLP un dalinas, kuram ir papildus lipidu
apvalks. Gan apvalkotas, gan neapvalkotas VLP var sastavét no viena vai vairakiem virusa
proteiniem, kuri var but izkartoti viena vai vairakos slanos [54]. Atkariba no virusa, kura proteini
tieck izmantoti VLP veidoSanai, to struktiira var biit ikosaedriska, sferiska, spiralveida vai
pavedienveida [111]. Zinatniskaja literattira aprakstitie VLP izméri ir variabli, tacu visbiezak dalinu
izmérs svarstas no 20 lidz 200 nm. Sis izmérs ir lieliski piemérots, lai VLP varétu atri noklat limfrite
caur limfvadu sieninu poram un mijiedarboties ar antigénus prezentgjosSajam Stinam (APC) un B-
Stinam [56, 65]. Viena no raksturigakajam VLP 1paSibam ir to veidojoSo proteinu sp&ja passavakties
dalinas ekspresijas procesa. Ta, pieméram, ssRNS fagu apvalka proteini (CP) satur visu informaciju,
kas nepiecieSama, lai proteinu diméri, savstarpgji mijiedarbojoties, savaktos ikosaedriskas VLP,
papildus iekapsulgjot heterogénu Stinu RNS maisijumu [74]. Tacu dalinas nesatur virusa genétisko
materialu, tade] tas nav infekciozas un nespgj replicéties, kas ir viens no butiskakajiem drosibas

aspektiem to pielietoSanai dazadu biomedicinisku tehnologiju izstradé [42].
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VLP proteinu producéSanai ir iesp€jams izmantot bakterialas, raugu, insektu, ziditaju un augu
Stunu ekspresijas sistémas, katrai no kuram ir savas priekSrocibas un trikumi [32]. Ekspresijas
sist€ma jaizvélas, balstoties uz nepiecieSamajam proteinu foldinga un p&ctranslacijas modifikaciju
(fosforilesanas, glikoziléSanas) prasibam. Ir iesp&jama ar1 VLP producéSana in vitro bezsinu (cell-
free) sisteéma [48]. BezStnu ekspresijas sist€éma piedava vairakas priekSrocibas salidzinajuma ar
klasiskajam ekspresijas sist€mam, piemé&ram, atraku proteina produc€Sanu vai iesp&u producét
VLP, kas satur nedabiskas aminoskabes vai toksiskus proteinu starpproduktus. Tacu Sis ekspresijas
veids ir dargaks neka VLP producgsana citas ekspresijas sist€mas un procesa méroga palielinaSana
ir ierobezota [37]. Lai izveidotu VLP, kuras biitu piemérotas vakcinu izveidei, ekspresijas sist€mai
jabit droSai, iegltajam produktam jabiit augstas tiribas pakapes, nav jasatur endotoksini un
produc@Sanas procesa mérogam jabiit viegli optimiz&jamam un palielinamam [79].

VLP strukturala variabilitate piedava pielagojamu VLP funkcionalitati, kas paver plasu VLP
pielietojumu klastu. Virusveidigas dalinas var pielietot ka nes€jus dazadu biologisku molekulu
transportéSanai un mérketai piegadei organisma. VLP centra var iekapsulét oligonukleotidus,
zalvielas, fluorescentos proteinus, enzimus un citas biologiskas molekulas. Pateicoties $ai ipasibai,
VLP var izmantot att€lveidoSanai, specifiskai mérkétai $§tinu un audu iezim&Sanai, biosensoru
izveidei, terapeitisku proteinu un enzZimu precizai nogadei organisma. Tapat, ickapsulgjot enzimus,
VLP var izmantot nanoreaktoru izveidei [93]. Papildus iekapsuléSanai, VLP var modificet ar mérki
eksponét antigénus uz to virsmas. Tada veida VLP klist par efektivu platformu imiinterapijas pieeju

un vakcinu izveidei [63].
1.2.2. Vienpavediena RNS fagi

Lai gan virusveidigas dalinas var iegiit no dazadu virusu proteiniem, VLP produc&s$anai no
ssRNS bakteriofagu apvalku proteiniem ir ievérojamas prieksSrocibas. ssSRNS fagi ir Leviviricetes
klasei piederosi, baktérijas inficgjosi virusi [15]. Ta ka ssRNS dabiskais saimniekorganisms ir
bakterijas, to apvalka proteinu sint€zi var veikt bakterialaja ekspresijas sist€ma, kas ir ievérojams
ieguvums laika, izmaksu un procesa sarezgitibas zina. Tapat tas nozimé, ka proteiniem nebis
nepiecie$amas specifiskas péctranslacijas modifikacijas, lai saglabatu pareizo struktiiru (foldu). Saja
darba tuvak tiks apskatiti ssSRNS Fiersviridae saimes fags Qubevirus durum jeb QB un Duinviridae
saimes fags Apeevirus quebecense jeb AP205 (sk. 1.6. att.) [15, 27, 46, 116].

ssRNS fagu genoma izmérs ir 3500 Ilidz 4300 nukleotidus gars, to veido viena pozitivi
kodgjosa (positive sense) RNS molekula, kas translacija tiesi tiek izmantota ka matricas RNS [88].
Genoma tiek kod&ta Cetru proteinu sint€ze: apvalka proteina (CP), nobrieSanas A/A2 proteina (AP),
replikazes subvienibas (RP) un liz€Sanas (LP) vai caurlasiSanas (A1) proteina sintéze [77].

Vienpavediena RNS fagu genoms ir iepakots neapvalkotos, sfeériskos virionos. Tiem ir T=3
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ikosaedriska simetrija un diametrs robezas no 25 lidz 30 nm [96]. Faga kapsidu, saistoties ar
genomisko RNS, veido 178 identiskas apvalka proteinu kopijas un viena nobrieSanas proteina
kopija. Pateicoties stabiliz§josam sp&cigam hidrofobam un polaram mijiedarbibam, apvalka
proteinu monomeri veido 89 dime&rus [25]. Gan faga Qf, gan AP205 dalinas tapat tiek papildus
stabilizetas ar kovalentajam disulfidsaitém starp kapsidas subvienibam [34, 87]. P&c Shishova un
kolégu noskaidrota 2016. gada, faga AP205 apvalka proteins strukturali ievérojami atSkiras no
ieprieks zinamo fagu apvalku proteiniem. Parasti ssSRNS fagu CP veido N-terminala -matadata,
piecu virknu antiparaléla B-plaksne un divas o-spirales terminalaja C-gala. Tacu faga AP205
apvalka proteina struktiirai nav pirmas N-terminala gala B-virknes, tacu ir papildus virkne C-gala.
Sis cirkularas permutacijas rezultata péc viriona savak$anas uz ta virsmas ir eksponéti gan N-, gan
C-terminalie gali [87]. ST Ipasiba nodrosina, ka AP205 faga apvalka proteina N- un C-terminalajos
galos iesp€jams ievietot garakus insertus (Iidz 55 aminoskab&m), kas padara to par izdevigu izvéli

genétiski rekombinantu VLP veidosanai, kas nepiecieSams, pieméram, vakcinu izstradei [98].
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1.6. attels. (A) Faga AP205 un (B) faga Qp strukturas. Atteli adapteti no Cui et al. 2017 un Ment
et al. 2024 [23, 60].

1.2.3. VLP modificésana un funkcionalizésana

Viens perspektivakajiem un izplatitakajiem VLP pielietojumiem ir to izmantoSana vakcinu
izstradé. VLP imunogénas 1pasibas ir lieliski piemérotas, lai pastiprinatu antigénu izraisito imtino
atbildi. Pievienojot virusveidigajai dalinai antigénu — organisma autoantigénu vai proteinu, kurs nav
virusa struktiiras dala —, tiek iegtita himériska VLP [79]. VisbieZak antigénu piesaistiSanai pie VLP

tiek izmantota genétiska modificéSana vai kimiska konjugacija.
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Gengtiskas modific€Sanas gadijuma velama antigéna kodgjosa sekvence tiek ieviesta virusa
apvalka proteinu kodg€josaja sekvence. Planojot modificéta proteina sekvenci, janem véra, ka inserts
jaievieto ta, lai antigéns tiktu eksponéts uz VLP virsmas, ja nepiecieSams panakt antivielu
veidoSanos pret meérkproteinu. Tas laus B-§tinam atpazit antigé€nu izvietojuma struktiiru un caur B-
stunu receptoru (BCR) SkérssaistiSanos (crosslinking) aktivét humoralas imunitates mehanismus.
Antigéni var tikt eksponéti ari VLP iekSieng, tada gadijuma tiks izraisita T-Stinu medi€ta imtna
atbilde [71]. Genétiska modificeéSana ka VLP funkcionaliz€Sanas metode ir izaicinos$a ar to, ka péc
antigéna un kapsidas monomera sekvences apvienoSanas ir griiti paredzget, vai antigé€ns un kapsidas
proteins ienems pareizo konformaciju. Tas ietekmes, vai VLP sp@s savakties, izveidojot nativajam
virionam Iidzigu struktiru un pareizi ekspon&jot interesgjoso antigénu. Tadel genétiskas
modificéSanas pieeja biezak ir pielietojama, ja uz VLP paredzets izvietot atseviSkus mérkproteinu
epitopus nevis pilna izméra proteinus [79]. Lidz ar to genétiskas sapludinasanas metode, lai art [étak
realiz€jama, nav universala un prasa fundamentali dzilu izpratni par izmantojamo VLP
strukturalajam 1pasibam [67].

Otra plasi izmantota metode VLP modificéSanai ir kimiska konjugacija, kas balstita uz
aminoskabju brivo atlikumu mijiedarbibam. Kimiskas konjugacijas pamata ir kovalento saiSu
veidoSanas starp brivajiem aminoskabju atlikumiem uz VLP virsmas un tiem komplementarajam
grupam uz antigéna. Modific€Sanas metodes var biit mérketas uz aminogrupam, karboksilgrupam,
sulthidrilgrupam vai hidroksilgrupam [65]. Visbiezak saiSu veidoSanai izmanto uz VLP esoSos lizina
atlikumus. Lys var konjugét ar N-hidroksisukcinimida (NHS) esteri, ka rezultata veidojas stabila
amidsaite. Kimiskajai konjugacijai tapat var izmantot cisteina k&zu sulfhidrilgrupas, kuras reakcija
ar maleimidu rada stabilu tioltera saiti, kas efektivi saista VLP ar proteinu. Sadas konjugacijas
gadijuma tiek izmantots bifunkcionals linkeris (cross-linker) [42]. Ja uz interes€joSo proteinu
virsmas nav nepiecieSamo piesaistiSanas saitu, tos var ieviest, genétiski modific€jot proteina
sekvenci un pievienojot, pieméram, uz VLP virsmas ekspongtus lizina vai cisteina atlikumus. Sada
gadijuma gan janem véra, ka tas var ietekmét VLP sp&ju passavakties un iegiitas dalinas stabilitati
[74]. Kimiskajai konjugacijai ka VLP funkcionalizéSanas metodei ir gan tritkumi, gan prieksrocibas.
Kimiskas saistiSanas reakcija var biit griiti kontrol§jama un tas rezultata ne vienmér iesp&jams
modificét visus VLP veidojoSos monomeérus [67]. Tapat antigénu izvietojums uz VLP var biit
heterogéns un nepilnigs [13]. Tacu ir ar1 virkne prieksrocibu. Ta ka VLP un mérka antigéns sakotnéji
tiek ekspreseti atseviski, tas palielina iesp&ju, ka gan VLP, gan antigéniem bis pareiza proteinu
struktiira, kam ir kritiska nozime korektas imiinas atbildes izsaukSana. Tapat kimiskas
modificéSanas cela uz VLP virsmas var izveidot dazadus antigénus: peptidus, proteinus, oglhidratus
un citas biologiskas molekulas. Ar genétiskas modificésanas metodi par antigénu var kalpot tikai

proteini vai peptidi [31].
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1.2.4. VLP imunogenitate

Viena no perspektivakajam VLP pielietojuma iesp&jam ir to izmantosSana vakcinu izstrade. Ta
ka virusveidigas dalinas morfologiski ir gandriz identiskas nativa virusa struktiirai, tam ir izteiktas
imunogenas 1pasibas. Tas skaidrojams ar to, ka imiinsistéma identificé virusveidigas dalinas ka
PAMP — ar patogénu asociéto molekularo struktiirmodeli (pathogen-associated molecular pattern).
Evoliucijas gaita specifiska imunitate ir attistijusies, lai atrastu, atSkirtu un veidotu atbildes reakcijas
uz patog€niem, taja skaita, virusiem raksturigajam organiz&tajam, atkartotajam virsmas struktiiram.
PAMP struktiiras atpazist uz APC esosie struktiirmodelus atpazistosie receptori jeb PRR (pattern
recognition receptors). Imunizacija ar VLP stimul@ gan iedzimto, gan ieglito imunitati, ka arT izraisa
gan humoralas, gan $tinu imunitates aktivaciju (sk. 1.7. att.) [36, 42].
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1.7. att. Imtnsistemas atbilde uz imunizaciju ar VLP. Attéls adaptets no Nooraei et al. 2021
[68].

Terapeitiskas un profilaktiskas vakcinas parasti tiek izmantoti dazadi vakcinu dizaina veidi.
Profilaktisko vakcinu efekti balstas uz ilgi paliekoSam T-lidzetajStunu atkarigam IgG atbildes
reakcijam. Tadel klasiskais profilaktisko vakcinu dizains ir veérsts uz B-Stinu atbildes uzlaboSanu.
Terapeitiskas vakcinas, pieméram, pret hronisku iekaisumu vai véza terapijam, pamatojas uz CD4+
un CD8+ T-Stinu atbildes izraisiSanu [6].

Kad VLP nokliist organisma, tas cirkul€ asinsrit€ un limfrite€. VLP 20 — 200 nm izmérs ir labi
piemerots, lai dalinas caur limfvadu poram varétu nokliit sekundarajos limfatiskajos organos, kur
tajos rezidéjosas APC — dendritiskas Stinas (DC) — fagocitozes un makropinocitozes cela uznem
virusveidigas dalinas [68]. Antigéni mijiedarbojas ar tiem PRR, kuri visefektivak atpazist tiesi
virusu proteinus: CLR (C-tipa lecitina receptori) un TLR (Toll-lidzigie receptori). CLR ir specifisku
oglhidratu motivu atpaziSanas doméni, tade] Sie receptori labak atpazist glikozileétus virusu
proteinus, kas 1pasi attiecas uz apvalkotajiem virusiem [8]. Savukart TLR receptoru ligandi ir virusu
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nukleinskabes. VLP saistas ar TLR3, TLR7/8 un TLRY receptoriem, kuri atrodas APC
endosomalajos kompartmentos [44]. Lai gan VLP nesatur virusa genomu, savaksanas procesa tapat
tiek iekapsul€tas Stinu nukleinskabes, ka art VLP var modificét, lai tas saturétu TLR ligandus,
pieméram, nemetilétas CpG sekvences. TLR receptoru saimé& dsRNS kalpo ka TLR3 ligands, ssSRNS
ir TLR7/8 ligands, savukart CpG ir TLRO ligands [12]. TLR3 aktivacija pastiprina IFN-[3 produkciju
un iekaisuma citokinu veidoSanos un stimulé T-citotoksiskas Stinas. SaistiSanas ar TLR7/8 veicina
T-1idz€étajstinu Stunu un T-citotoksisko limfocitu atbildes reakcijas, savukart saistiSanas ar TLR9
veicina B-Siinu proliferaciju un plazmas Siinu veidosanos [44, 63, 83].

Pec sekmigas VLP uzpemSanas dendritiskajas S$iinds, antigéni nonak endosomali-
lizosomalajos kompartmentos, kur dalinas tiek noarditas 1idz peptidiem, savukart dendritiskas $tinas
migré uz sekundarajiem limfoidajiem organiem [6]. VLP mijiedarbiba ar PRR inicié iekaisuma
atbildes reakciju un iekaisuma faktoru TNF-o un IL-1p izdaliSanos. Iekaisuma faktori piesaista
papildus dendritiskas Stinas un paaugstina proteazu koncentraciju tajas, kas pastiprina lizosomalo
proteolizi. Rezultata VLP tiek proceséta un izveidojas 3 kDa gari peptidi, kuri kompleksa ar MHC
IT (major histo-compatibility complex) var tikt prezenteti uz APC virsmas. Paral€li uz DC virsmas
paradas ar1 limfocttu kostimulatoras molekulas — CD80 un CD86. MHC II-peptidu komplekss un
kostimulatoras molekulas aktivé CD4+ T-1idz&tajStnas, kuras ir nepiecieSamas gan T-tinu, gan B-
Stnu proliferacijai un diferenciacijai [29, 112].

VLP peptidi var tikt prezenteti art saistiba ar MHC I kompleksu. Klasiska MHC T aktivéSanas
cela gadijuma tiek aktivetas T-citotoksiskas Stinas, kas versas pret intracelularajiem patogéniem un
véza Stinam. VLP ka eksogénais antigéns saistitba ar MHC I kompleksu var tikt prezentetas
krusteniskas prezent€Sanas cela (cross-presentation) [36]. Krusteniskajai prezentéSanai antigéni tiek
degradgeti proteosomu citosola, veidojot 1sus peptidus, kuri talak tiek parvietoti uz endoplazmatisko
tiklu ar TAP (ar antigénu prezentaciju saistitas transportieris) un tiek pievienott MHC I molekulam.
Talak izveidotie MHC I-peptidu kompleksi tiek parvietoti uz dendritiskas Stinas virsmu, kur tiek
prezentéti T-citotoksiskajam Stnam [9].

Blivais un atkartojumiem bagatais antigénu izvietojums lauj VLP efektivi Skerssaistities
(cross-linking) ar B-§iinu receptoru (BCR) imiinglobuliniem, kas nodrosina, ka B-Siinas tie$a veida
atpazist antigénus, tiek aktivétas un nodroSina IgM atbildes reakciju. Optimala geometrija B §tinu
aktivacijai ir 15 — 20 hapténu molekulas, kas ir izvietotas 5 — 10 nm attaluma viena no otras. Sie
attalumi ir 1idzigi vid&jam attalumam starp virusa apvalka proteiniem [6]. IpaSi nozimiga
atkartojumiem bagata struktira ir gadijumos, ja nepiecieSams izraisit organisma pasantigéniem
specifiskas antivielu atbildes reakcijas, jo §1 struktiira lauj parvarét B-Siinu toleranci pret
autoantigéniem. Ta ir nozimiga ipaSiba terapeitiskajam vakcinam, kas verstas uz autoantivielu

veidoSanos hronisku saslim$anu arsteésanai [5]. Peéc VLP saistiSanas ar BCR dalinas tiek parvietotas
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lidz liesai, kur antigéni tiek nogadati folikularajas dendritiskajas Stnas. Aktivétas B-Stnas
mijiedarbojas ar T-IidzetajSinam un lauj veikt imiinglobulinu klases nomainu uz IgG, ka art veidot
specifiskas atminas B-Stinas [112]. TLR7 un TLRY tapat veicina izotipu klases nomainu uz 1gG2
pelés un IgGl cilvékos [64]. Lai ari VLP spgj izraisit daudzveidigas iminas sist€mas atbildes
reakcijas, papildus imunogenitates paaugstinasSanai vakcinu formuléSana tapat tiek izmantoti

adjuvanti [36].
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Darba izmantotie materiali

Pétijums izstradats Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju centra perioda no
01.09.2023. Iidz 30.05.2025.

Darba izmantotie materiali iedaliti grupas: fagu apvalku proteini, reagenti, materiali, aparattira
un iekartas, mikrobiologiskas un ziditaju $tinu kultiiru barotnes un izmantotie $kidumi. Tabulas ar
pilnu darba izmantoto materialu uzskaitijumu pieejamas pielikumos: fagu apvalku proteini — 1.
pielikums, reagenti — 2. pielikums, materiali — 3. pielikums, aparatiira un iekartas — 4. pielikums,
mikrobiologiskas un ziditaju $tnu kultiru barotnes — 5. pielikums, izmantotie $kidumi — 6.
pielikums. Darba imunizacijas eksperimenti veikti pelu modeli — seSas ned€las vecos BALB/c linijas
pelu tévinos, kas iegadati no Envigo RMS B. V. (Niderlande).

Visi darbi ar pelém tika veikti stingra saskana ar Eiropas Parlamenta un Padomes Direktivu
2010/63/ES. Atlaujas numurs dzivnieku izmantoSanai izm&ginajuma procediira — Nr. 136/2022,

Partikas un veterinara dienesta atlauja izsniegta Dr. biol. Dacei Skrastinai.
2.2. Ekspresijas plazmidu pavairo§ana

Ar N> metodi ieprieks sagatavotas kompetentas XL 1-Blue celma E. coli §iinas transformg&ja ar
genétiskos konstruktus saturoSajam génu sintézes plazmidam. Pie 100 pl $Gnu suspensijas
pievienoja piecus mikrolitrus plazmidu Skiduma, inkub&a 15 min ledus vanna, péc ka
transformaciju veica ar termiska Soka metodi — 35 sek inkubacija +42 °C tidens termostata, kurai
sekoja 3 min inkubacija ledus vanna. Kompetentajam S§tinam pievienoja 900 pl LB barotnes,
inkubg&ja suspensiju +37 °C vienu stundu un izs€ja uz agarizétas LB barotnes ar konstrukta
rezistencei atbilstoSo antibiotiku (0,1 mg/ml) selektivai atlasei. Plates inkubg&ja termostata pie +37
°C 16-24 h.

Atseviskas kolonijas no plates parnesa 5 ml LB barotn€ ar konstrukta rezistencei atbilstoSo
antibiotiku (0,1 mg/ml) un inkubégja kratitaja pie +37 °C 16-24 h pie 200 apgr/min. P&c inkubacijas
Stnu suspensiju centrifugéja 7 min pie 10 000 apgr/min. Plazmidas no Stnam tika izdalitas ar
GeneJET Plasmid Miniprep Kit reagentu komplektu saskana ar razotaja protokolu. Izdalitas
plazmidas uzglabaja pie -20 °C.

2.3. Rekombinanto proteinu producésana E. coli ekspresijas sistema

Ar PEG metodi iepriek§ sagatavotas kompetentds E. coli BL21 (DE3) celma Stnas

transforméja ar genétiskos konstruktus saturoSajam plazmidam péc iepriek$ aprakstitas termiska
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Soka metodes ar divu mintsSu inkubaciju pie +42 °C. Transformé&to S$iinu suspensiju izs€ja uz

agariz€tas LB barotnes ar selektivo antibiotiku un inkubgja termostata pie +37 °C 16 — 24 h.

Producésana analitiskiem mérkiem

Optimalu ekspresijas  apstaklu noteikSanai veica produc€Sanu analitiskos daudzumos.
S€jmateriala sagatavoSanai atseviskas kolonijas parnesa 5 ml LB barotnes ar atbilstoso selektivo
antibiotiku un inkubgja kratitaja 16 — 24 h 37 °C temperatiira pie 200 apgr/min. P&c inkubacijas
s€jmaterials parnests 50 ml 2TY barotnes ar selektivo antibiotiku (0,1 mg/ml) un Siinas tika
kultivétas +37 °C temperatiira pie 200 apgr/min lidz optiskais blivums pie 600 nm (ODeoo0) sasniedza
0,6 — 0,9 optiskas vienibas. Mérka proteina ekspresijas indukcijai pievienoja IPTG gala
koncentracija 1 mM turpmakai 4 h inkubacijai pie +37 °C vai IPTG gala koncentracija 0,5 mM
turpmakai inkubacijai pie +20 °C 16 — 24 h. P&c inkubacijas Stinu suspensiju centrifugéja 30 min
pie 5000 apgr/min pie +4 °C. Proteinu ekspresiju un $kidibu noveértgja, stinu 20 optiskas vienibas
lizgjot ar ultraskanas dezintegratoru, pievienojot paraugiem urinvielu tilpuma attieciba 1:9. Iegiito
lizatu centrifugéja 20 min pie 12 000 apgr/min, atdalija supernatanta un nogul$nu frakcijas.
Nogulsnes resuspend€ja 1X PBS, iegiito lizatu, supernatantu un resuspendétas nogulsnes analiz€ja

ar SDS-PAGE.

Producésana preparativiem merkiem

Péc optimalu ekspresijas apstaklu noskaidroSanas, veica producéSanu preparativos
daudzumos. S€jmaterialu sagatavoja, atseviskas kolonijas parnesot 100 ml LB barotnes ar atbilstoSo
selektivo antibiotiku. S€jmaterialu inkubgja kratitaja ka aprakstits iepriek§ un p&c inkubacijas
parnesa 1000 ml 2TY barotnes ar attiecigo antibiotiku. S@inu suspensiju turpindja inkubgt ar
kratiSanu (200 apgr/min) pie +37 °C Iidz suspensijas ODgoo sasniedza 0,6 — 0,9 optiskas vienibas.
Talak atbilstosi noteiktajiem optimalajiem apstakliem proteinu ekspresiju inducgja ar IPTG 1 mM
vai 0,5 mM gala koncentracija un turpinaja inkubaciju ar kratiSanu attiecigi 4 h pie 37 °C vai 16 —
24 h pie 20 °C. P&c inkubacijas $iinu suspensiju centrifugéja 30 min pie 5000 apgr/min pie +4 °C

un iegiito Sinu masu uzglabaja pie -20 °C.

2.4. Sakotnéja himéro VLP proteinu attiriSana ar amonija sulfata izgulsnéSanu

-

P&c producésanas preparativos daudzumos veica analitisku sakotngjo proteinu attiriSanu ar
amonija sulfata izgulsnéSanas metodi. Lai noteiktu optimalo amonija sulfata koncentraciju
izgulsnéSanai, $iindm pievienoja 4X tilpumu lizéSanas buferskiduma un 8 M urinvielu 1/16 dalu no
kopgja tilpuma, analitisko Stinu masas daudzumu liz&ja ar ultraskanu amplitida 40-50%, péc
liz€Sanas iegiitajam supernatantam, l1€ni vorteksgjot, pievienoja amonija sulfatu 20%, 30% un 40%
koncentracijas. Gulsné€sanu veica, stundu turot paraugus uz ledus. P&c tam paraugus centrifuggja 20

min pie 12 000 apgr/min, iegiito supernatantu atdalija un atlikuso precipitatu skidinaja ekstrakcijas
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buferskiduma. Alikvotas no katras iegtitas frakcijas analiz&ja ar SDS-PAGE gela elektroforézi, lai
noteiktu optimalo amonija sulfata koncentraciju katra parauga izgulsnéSanai.

Preparativai VLP attiriSanai ar noteikto optimalo amonija sulfata koncentraciju liz€ja 2 g
proteinus saturoSo §tinu, pievienojot 8 ml liz€Sanas buferskiduma, 500 pl 8 M urinvielu, un PMSF
gala koncentracija 1 mM. Siinas lizja ar ultraskanas palidzibu, iegiito lizatu centrifuggja 20 min pie
10 000 apgr/min. Izgulsn&tos VLP proteinus resuspend€ja 2 ml ekstrakcijas buferskiduma.

—- =V

2.5. VLP attiriSana ar gelfiltraciju un jonapmainu

Izgulsnétas himéras VLP attirfja $kidrumu hromatografijas cela ar AKTA pure proteinu
attiriSanas hromatografijas sistému. Sakotn&ji izgulsnétas VLP attirfja ar lieluma izslégSanas
hromatografiju jeb gélfiltraciju. Ekstrakcijas buferSskiduma resuspendétos VLP proteinus (2 ml)
uznesa uz Sepharose 4FF 30 ml kolonnas, kas lidzsvarota ar 1X PBS buferskidumu. Kolonnas
plismas atrums saskana ar razotaja rekomendacijam iestatits 0,5 ml/min, spiediens kolonna nedrikst
parsniegt 0,5 MPa. Kad sakas strauj§ absorbcijas picaugums, ieslédza frakcion€Sanas reZimu un
ievaca 2 ml frakcijas. legtitas VLP saturosas frakcijas analiz€ja ar NAGE un SDS-PAGE gelu
elektroforézi.

P&c attiriSanas ar lieluma izslégSanas hromatografiju, papildus veica attiriSanu ar jonapmainas
hromatografiju. VLP saturosas frakcijas no gélfiltracijas apvienoja un uznesa uz DEAE Fractogel
(M) 5 ml kolonnas. Kolonna ieprieks bija lidzsvarota ar 1X PBS buferSkidumu. Saskana ar kolonnas
razotdja rekomendacijam, bija izveléts 2 ml/min pliismas atrums. Piesaistitie proteini no kolonnas
eluéti ar lineari pieaugoSu 30 ml 0,15-1 M NaCl gradientu 1X PBS buferSskiduma. EluéSanas laika
tika ievaktas 2 ml frakcijas, kas analizétas ar NAGE un SDS-PAGE gelu elektroforézi. Tirakas un
augstako proteina koncentraciju saturosas frakcijas tika apvienotas un dializetas pret 1X PBS, lai

atbrivotos no augstas NaCl koncentracijas un nomainitu buferSkidumu.
2.6. Parauga koncentracijas meériSana ar NanoDrop spektrofotometru

NanoDrop datorprogramma izvélgjas atbilstoSu meériSanas reZimu (nukleinskabes/proteini).
Kalibrgja spektrofotometru, uznesot 3 pl dH>O uz gaismas emisijas lodzina. Péc kalibréSanas
emisijas lodzinu noslaucija, uznesa 1 — 3 pl analiz€jama parauga un absorbciju mérija pie noteiktiem
vilpu garumiem. Emisijas un detektora lodzinu tiriSanu ar dH>O veica péc katra parauga

koncentracijas noteikSanas.
2.7. Proteinu iekoncentrésana

Lai péc dializes iegiitu proteinus vélamaja koncentracija, proteinus saturoSo Skidumu
koncentrgja ar Amicon Ultra 100 kDa MWCO centrifugésanas filtriem, centrifuggjot pie 5000 g Iidz
iegiita nepiecieSama koncentracija.
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2.8. NAGE

Nativo agarozes gela elektroforézi izmantoja VLP migracijas atSkiribu novertéSanai, balstoties
uz dalinas argjas virsmas ladinu. Pagatavoja 1% agarozes gela Skidumu 1X TAE buferskiduma,
pievienoja tam etidija bromidu gala koncentracija 0,5 pg/ml. VLP paraugiem pievienoja 6.X Loading
Dye krasvielu, kas paredzéta DNS paraugiem, un 5 — 10 pl parauga ienesa agarozes gela bedrite.
Elektroforézi veica pie stravas stipruma 100 mA un 120 V sprieguma 20 Iidz 30 miniites. Paraugus

agarozes gela vizualizgja ar UV apgaismojuma palidzibu.
2.9. SDS-PAGE

Proteinu vizualizéSanai, kvalitativajai analizei un to molekulmasas noteikSanai izmantoja
proteinu elektroforézi poliakrilamida gela denaturgjosSos apstaklos. Proteinu paraugiem pievienoja
Laemmli buferskidumu un karsgja termobloka 10 min pie +95 °C temperatiras. leprieks sagatavota
15% SDS-PAGE gela bedrités uznesa 7 pul protetnu molekulmasas markiera (PMW) un 5 — 10 pl
analiz€jama parauga. Elektroforézi veica 1X SDS-PAGE darba buferskiduma pie stravas stipruma
700 mA un sprieguma 250 V 40 min vai lidz bridim, kad krasas josla migréja ara no gela. P&c
elektroforézes gelu 10 minttes fiks€ja ar kratiSanu fikséSanas buferSkiduma. Pec fikséSanas gelu 10

min krasoja ar Commassie zilo krasu un atkrasoja ar dH>O.
2.10. Elektronmikroskopija

Metodi veica: Dr. biol. Juris Jansons.

VLP analizei ar transmisijas elektronu mikroskopiju 5 ul VLP parauga koncentracija 1 mg/ml
adsorb&ja uz ieprieks sagatavotiem elektronmikroskopijas sietiniem Mesh 200 un Mesh 300, kas
parklati ar oglekla Formvar parklajumu. Adsorbétos paraugus skaloja ar 1 mM EDTA $kidumu un
krasoja ar 0,5 % uranila acetata Skidumu. Paraugus apskatija ar JEM-1230 elektronu mikroskopu

pie 100 000 reizu palielinajuma.
2.11. Luciferazes reportiera tests

Lai novertétu, vai izveidotas himéras VLP sp&ja aktivét Smad signalcela kaskadi, veica
luciferazes reportiera testu, izmantojot cilvéka rabdomiosarkomas $iinu Iiniju A-204. Adherentas
Stnas tika kultiveétas DMEM barotng, kas papildinata ar 10% FBS un 1% penicilinu-streptomicinu,
un ies€tas 96-bedrisu platés (25 000 $tinas/100 pl). P&c nakts inkubacijas pie +37 °C un 5% COs-,
Stnas tika transficétas ar luciferazes reportiera plazmidu (CAGA)12—pGL3-Basic, izmantojot Opti-
MEM barotni un TurboFect™ transfekcijas reagentu, ievérojot razotaja protokolu. Apméram 16-20
stundas péc transfekcijas Stinam pievienoja 100 pl barotnes ar himérajam VLP gala koncentracijas

no 0,03 lidz 20 nM vai kontroles monoklonalajam anti-MSTN antivielam (Landogrozumab) tadas
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pasas koncentracijas kopa ar nobriedusu miostatinu gala koncentracija 2 nM. Péc 1620 stundu
inkubacijas barotni aspirgja un $iinam pievienoja Luciferase Assay System liz€Sanas buferSkidumu
un luminiscences reagentu saskana ar razotaja protokolu. Luminiscences signals tika noteikts ar

luminometru Victor V3.
2.12. QB VLP producésana

Kimiskajai konjugacijai tika izmantotas Q3 virusveidigas dalinas no K. Tara laboratorijas
kolekcijas. VLP iegtiSanas protokols aprakstits no Lieknina ef al., 2019 [53]. Lai uzproducétu VLP
dalinas, faga Qp apvalka proteinu kod€josas génu sekvences génu ievietoja pET-24a(+) plazmida
geénu sintézes cela. E. coli BL21(DE3) celma Stnas transforméja ar rekombinantajam plazmidam,
apvalka proteinu ekspresiju veica Cetras stundas +37 °C temperatira. leglito Stinu masu resuspend€ja
lizé€8anas buferskiduma tilpuma attieciba 1:4 un liz€ja ar ultrasonificeSanas palidzibu. legiito lizatu
centrifuggja 30 min pie 12 000 apgr/min, proteinus no iegiita supernatanta attirija ar gélfiltracijas
hromatografijas palidzibu, uznesot lizatu uz Sepharose 4FF (30 ml) kolonnas. P&c gélfiltracijas VLP
saturosas caurplides frakcijas apvienoja un attirfja ar jonapmainas hromatografiju. Jonapmainai
izmantoja Fractogel DEAE (M) kolonnu. Pie kolonnas piesaistitie proteini tika eluéti ar lineari
pieaugoSu NaCl gradientu, izmantojot 10 kolonnas tilpumus 1X PBS buferskiduma ar 1 M NaCl.
legutas augstas tiribas VLP frakcijas tika apvienotas un dializ€tas pret 1X PBS. Ilgtermina

uzglabasanai dializ€tajam VLP pievienoja glicerinu gala koncentracija 50% un glabaja pie -20 °C.
2.13. Kimiska konjugacija ar tetrazina un endo-BCN linkeriem

Vakcinas kandidata izveidei kimiskas konjugacijas cela izmantoja tetrazina-PEGS5-NHS un
endo-BCN-PEG8-NHS esterus. QB VLP koncentracija 1 mg/ml apstradaja ar tetrazina linkeri
attieciba 1:1 pec molaritates. Reakcijas maisijumu inkubgja stundu istabas temperattira un atsaloja
ar Zeba™ atsaloSanas kolonnas palidzibu, kas lidzsvarota ar 1X PBS buferSkidumu. Uz atsaloSanas
kolonnas uznesa 60 — 130 pl parauga un centrifug€a 2 min pie 4000 apgr/min. Miostatinam
pievienoja BCN linkeri attieciba 1:3 p&c molaritates un borata Skidumu lidz gala koncentracijai 15
mM, lai Skiduma pH=8. Reakcijas maisijumu inkubgja stundu istabas temperatiira un atsaloja ar
Zeba™ atsaloSanas kolonnu péc iepriek$ aprakstita protokola. P&c inkubacijas abus reakcijas
maisijumus apvienoja un inkub&ja pa nakti pie +4 °C. Reakcijas maisijumu p&c konjugacijas
dializéja pret 1X PBS ar 1000 kDa dializes komplektu. Neapstradata MSTN, ar BCN linkeri
apstradata MSTN parauga alikvotas analiz&ja ar SDS-PAGE gela elektroforézi. Neapstradata VLP
parauga, ar tetrazina linkeri apstradata VLP parauga un VLP-MSTN konjugata alikvotas analiz€ja
ar NAGE un SDS-PAGE gela elektroforézi.
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2.14. Pelu imunizacija un monitorésana

Imunizaciju veica: Dr. biol. Dace Skrastina un Dr: biol. Ilva Lieknina

Imunizaciju veica vivarija SPF telpas. Eksperimenta izmantoja seSas nedé€las vecus BALB/c
Iinijas pelu tévinus. Pelu aklimatizacija vivarija notika 10 dienas. Peles atbilstosi dzivnieku
labturibas prasibam tur&ja biiros no 2 lidz 4 dzivniekiem biirT ar nepiecieSamajam bagatinasanas
metodém. Biros ventilacijas cela gaisa apmaina tika nodroSinata 2x diena. Gaisa temperatira bija
24 °C, gaisa mitruma limenis no 45 Iidz 55%. Izveidoja 3 randomiz€tas eksperimenta grupas —
imunizacija ar vakcinas kandidatu QB-Myo, imunizacija ar QB VLP un intakto pelu grupa — katra
no kuram bija 10 peles. Pelu identificéSanai tika veikta ausu ieziméSana. Imunizacijai paredzetas
vakcinas formulgja ar adjuvantu AddaVax saskana ar razotaja noradijjumiem. Peles imunizgja
subkutani skausta. Imunizacija veikta Cetras devas ar divu ned€lu intervalu, vakcinas deva vienai
pelei bija 25 pg. Serumu paraugi no pelu astes vénas iegiti 75., 116. un 138. diena péc pirmas
imunizacijas.

Visa eksperimenta laika veica pelu kermena masas uzraudzibu . Peles tika svertas reizi nedéla.

2.15. Netiesa ELISA

Pie EIA/RIA 96-bedrisu mikrotitréSanas plates sorbgja antigénu, pret kuru tiks parbaudita
antivielu klatbutne parauga. Antigéns atSkaidits karbonatu buferSkiduma pH=9,5 (MSTN
koncentracija 5 pg/ml, QB VLP koncentracija 10 pg/ml). Plates ar piesorbétajiem antigé€niem
inkubgja pa nakti pie +4 °C. P&c sorbcijas plates mazgaja ar 0,1% Tween-20 1X PBS (PBST)
Skidumu un blok&ja ar 1% BSA-PBST Skidumu 1 h pie +37 °C. Plates bedrites ar piesorb&to
antigénu parklaja ar divkartgjiem vai triskartgjiem serumu atSkaidijumiem 1% BSA-PBST. Plates
ar serumiem inkubéja 1 h pie +37 °C un 3 reizes mazgaja ar PBST un dH»O. Pie antigéna piesaistitas
primaras antivielas noteica ar 100 pl marrutku peroksidazes, kas konjugéta ar poliklonalam anti-
pelu IgG antivielam. Sekundaras antivielas atSkaidija attieciba 1:5000 BSA-PBST, inkubacija ar
tam veikta 1 h pie +37 °C. P&c inkubacijas plati mazgaja 3 reizes ar PBST un dH20. Krasu reakciju
citrata buferSkiduma. Peroksidazes reakciju apstadinaja ar 2 N H>SO4 pievienoSanu. Optisko

blivumu mérija ar Immunoskan ELISA plasu lasitaju pie gaismas vilnu garuma 492 nm.
2.16. Aviditates ELISA

Pie EIA/RIA 96-bedrisu mikrotitréSanas plates sorbgja karbonatu buferSkiduma atSkaiditu
antigénu (MSTN koncentracija 5 [Jg/ml). Plati ar piesorbéto MSTN inkubgja pa nakti pie +4 °C.
P&c sorbcijas plati mazgaja ar PBST Skidumu un blok&ja ar 1% BSA-PBST skidumu 1 h pie +37

°C. Plates bedrites ar piesorbéto antigénu parklaja ar divkartejiem serumu atSkaidijumiem 1% BSA-
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PBST. Plates ar serumiem inkubg&ja 1 h pie +37 °C un tris reizes mazgaja ar PBST un dH20. Péc
tam plates bedrites parklaja ar 7 M urinvielu, ar kuru plates inkub&ja 15 miniites istabas temperatiira.
Péc inkubésanas plates mazgaja 3 reizes ar PBST un dH>O un uz bedritém uznesa ar HRP-
konjugetas sekundaras poliklonalas anti-pelu IgG antivielas atSkaidijuma 1:5000 BSA-PBST.
Inkubaciju ar tam veica 1 h pie +37 °C. Piesaistitas antivielas noteica ar krasu reakcijas palidzibu,
pievienojot bedrite€s o-fenilendiamina dihidrohlorida substratu izSkidinatu fosfata-citrata
buferSkiduma un inkub&jot 7 — 10 miniites. Peroksidazes reakciju apstadinaja ar 2 N H>SOq4

pievienosanu. Optisko blivumu mérija ar Immunoskan ELISA plasu lasitaju pie gaismas vilnu

garuma 492 nm.
2.17. Statistiska analize

Datu apstrade, statistiska analize un vizualizacija veikta ar integréto izstrades vidi R (versija
4.3.0 (2023-04-21 ucrt) Windows operetajsisteémai). Izmantota RStudio versija — 2024.12.1.563.
Vizualizacija tapat veikta ar GraphPad Prism 8.0.2. programmu. Datu normalitates parbaudei
izmantots Shapiro-Wilk tests. Divu saistitu mérjjumu salidzinaSanai izmantots paru t-tests, nemot
vera datu sadalfjuma normalitati un mérfjumu saistibu. Statistiski biitisku atSkiribu konstatéSanai
starp tris un vairak neatkarigam grupam izmantots parametriskais vienvirziena ANOVA tests vai
neparametriskais Kruskal-Wallis H tests, atkariba no datu sadalijuma normalitates. Ja testa rezultati
bija statistiski nozimigi, ka Post-Hoc testi konkrétu atSkiribu noteikSanai starp grupam attiecigi
veikti TukeyHSD vai Dunn tests. Bitisku atSkiribu noteik$anai atkartotu meérijjumu gadijuma vismaz
3 grupas izmantots neparametriskais Friedman tests, nemot véra parbaudamo datu sadalijjuma
normalitates neesamibu. Statistiski biitiska testa rezultata gadijuma ka Post-Hoc testu izmantoja
paru Wilcoxon testu konkretu atSkiribu konstatéSanai starp grupam. Korelaciju analizei izmantoja
neparametrisko Spearman ranku korelacijas analizes testu, nemot véra parbaudamo datu sadalijuma

normalitates neesamibu. Visas statistiskajas analizes par biitiskuma Itmeni nemts a < 0,05.
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3.REZULTATI

3.1. Anti-miostatina vakcinas prototipu izveide un raksturosana

Anti-miostatina vakcinas prototipu izveidei uz virusveidigo dalinu platformas bazes izvelgjas
divas atskirigas vakcinas kandidatu izstrades pieejas. Pirmo vakcinas prototipu grupu izveidoja ar
genétiskas sapludinasanas metodes palidzibu. Vakcinas kandidatu izveidei tika atlasiti potenciali
terapeitiski uz nobriedusa miostatina aréjas virsmas eksponéti epitopi EFVFL, NGKEQ, DFGLD

(sk. 3.1. att.), kas tika sapludinati ar faga AP205 apvalka proteina dim&ra vai monomeéra sekvenci.

A

Nobriedusa miostatina monoméra aminoskabju sekvence:

BESEBCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEFVFEQKYPHTHLVHQANPRGSAGPCCTPTKMSPINMLY FNGKE®I Y GKIPAMVVDRCGCS

3.1. att. Epitopu karteSanas rezultata atlasitie uz miostatina argjas virsmas eksponétie epitopi. Ar
sarkanu apziméts epitops DFGLD, ar oranzu — EFVFL, ar zalu — NGKEQ. Viens no proteina
monomeériem attélots puscaurspidigs. A — proteina skats no priekSas. B — proteina skats no augsas.
Attels izveidots ar PyMOL (versija 4.6.0., Schrodinger).

Epitopi EFVFL un NGKEQ tika ievietoti faga AP205 apvalka proteina diméra cilpa,
izveidojot konstruktus APd-EFVFL un APd-NGKEQ. Savukart epitops DFGLD tika ievietots
AP205 CP monomeéra sekvences N-gala, izveidojot konstruktu MDFGLD-APm. Ta ka epitops
DFGLD tika ievietots N-terminalaja gala, tam prieksa atrodas aminoskabe metionins. Mazaku
metiontnam sekojoSu aminoskabju gadijuma tas tiek atSkelts proteina biosintézes laika, tacu, ta ka
epitopa sekvencé pirma aminoskabe ir asparaginskabe, var biit nepiecieSams papildus mehanisms
M noskelSanai [106]. Lai to nodroSinatu, proteina sekvencé aiz metionina tika ieviests TEV
SkelSanas saits ENLYFQ, izveidojot konstruktu TEV-DFGLD-APm (1.pielikums). Tada veida,
ekspresgjot proteinu kopa ar TEV proteazi, enzims atskels 1su peptidu un rezultata himerais proteins
saksies ar asparaginskabi, kas atbilst nobrieduSa miostatina N-galam. Konjugatu proteinus
kodgjosas sekvences génus sintézes cela tika ievietotas ekspresijas plazmidas. APd-EFVFL un APd-
NGKEQ ekspresijai izmantoja pETDuet-1 plazmidu, savukart MDFGLD-APm un TEV-DFGLD-
APm sekvences ievietotas pRSFDuet-1 plazmida. Proteinu producéSanai kompetentas E. coli
BL21(DE3) celma S$iinas transformg&ja ar rekombinantajam plazmidam. Proteinus producgja

analitiski, lai noteiktu optimalos Skidibas un ekspresijas apstaklus. TEV proteazes SkelSanas saitu
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saturo$a konstrukta produc€sanai papildus izmantoja ari izmantoja divu plazmidu ekspresijas
sisttmu ar pRK793-MBP-TEV, lai himéros proteinus ko-ekspresétu ar TEV proteazi, nodrosinot
metionina noSkelSanu ekspresijas laika (producétais konstrukts apziméts ar TEV-DFGLD-APm*).
Proteinu ekspresijas efektivitate un Skidiba tika parbaudita ar SDS-PAGE analizi, izvért&jot merka
proteinu daudzumu lizata supernatanta (SkistoSo proteinu frakcija) un resuspend@tajas nogulsnés
(neskistoSo proteinu frakcija) (sk. 3.2. att.). Optimalos ekspresijas apstaklus noteica, balstoties uz
lielako SkistoSu proteinu iznakumu. Producéto proteinu sp&ju savakties par VLP apstiprindja ar
NAGE palidzibu, pamatojoties uz atSkiribam migracijas atruma. Optimalie ekspresijas apstakli
apkopoti 3.1. tabula. P& optimalo ekspresijas apstaklu noteikSanas proteini tika producéti
preparativa daudzuma ar meérki veikt talaku attiriSanu ar amonija sulfata izgulsnéSanas un

hromatografijas palidzibu.
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3.2. att. Preparativa himéro genétisko konjugatu producésana optimalo ekspresijas apstaklu
noteikSanai. (A) Paraugu analize ar SDS-PAGE gela elektroforézi. M — PMW markieris; L —
lizats; S — lizata supernatants (frakcija ar SkistoSiem proteiniem); D — neSkistoSus proteinus
saturoSas nogulsnes. (B) Paraugu analize ar NAGE gela elektroforézi. 1 — APd-EFVFL producéts
pie +20 °C. 2 — APd-EFVFL producéts pie +37 °C. 3 — APd-NGKEQ producéts pie +20 °C. 4 —
APd-NGKEQ producéts pie +37 °C. 5§ — MDFGLD-APm producéts pie +20 °C. 6 —- MDFGLD-
APm producéts pie +37 °C. 7 — TEV-DFGLD-APm producéts pie +20 °C. 8 - TEV-DFGLD-APm
producéts pie +37 °C. 9 — TEV-DFGLD-APm* producéts pie +20 °C. 10 — TEV-DFGLD-APm*
producéts pie +37 °C.
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3.1. tab. Optimalo ekspresijas apstaklu apkopojums genétisko konstruktu protetniem.

) ol Optimalais
Konstrukta Em v ae ekspresijas p .. Ekspresijas | «y.- 4
Siinu linija ~ ekspresijas | . - Skidiba
nosaukums temperatiira, . iznakums ’
oC laiks, h
APd-EFVFL BL21(DE3) 37 4 Tt o+
APd-NGKEQ BL21(DE3) 37 4 Tt o+
MDFGLD-APm BL21(DE3) 20 16 +++ +++
TEV-DFGLD-APm | BL21(DE3) 20 16 + +
BL21(DE3)
TEV-DFGLD-APm* | pBAD-JV1 20 16 ++ ++
(MBP+TEV).

Iegtitas himéras VLP no E. coli §tinu lizata sakotn@ji attirfja ar izgulsnéSanu 20 — 40% amonija

sulfata, lai atdalitu mazmolekularo piesarnojumu. P&c attiriSanas ar amonija sulfata izgulsné€Sanu

veica gglfiltraciju jeb lieluma izslégSanas hromatografiju ar Sepharose 4FF 30 ml kolonnu.

Gelfiltracijas procesa hromatogramma veérojami vairaki piki, pirma pika frakcijas satur

lielmolekularus agregatus, kas no kolonnas tiek eluéti atrak. Savukart otra pika frakcijas parasti satur

atttramas virusveidigas dalinas. Gelfiltracijas rezultata iegttas frakcijas analiz&ja ar SDS-PAGE, lai

parliecinatos, vai frakcijas satur mérka proteinus ar sagaidamo molekulmasu, ka arT ar NAGE, lai

apstiprinatu VLP izveidoSanos un integritati. Attela 3.3. paraditas izveidoto konstruktu gélfiltracijas

hromatogrammas (C) un frakciju analize ar SDS-PAGE (A) un NAGE (B) gelu elektroforézi.
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3.3. att. Genétisko konstruktu attiriSana ar gélfiltracijas Sepharose 4FF kolonnu. o — konstrukta
APd-EFVFL attiriSanas rezultati;  — konstrukta APd-NGKEQ attiriSanas rezultati; y — konstrukta
MDFGLD-APm konstrukta attiriSanas rezultati; & — konstrukta TEV-DFGLD-APm* attiriSanas
rezultati. Hromatogrammu (C) pika frakcijas analizétas ar SDS-PAGE (A) un NAGE (B) gelu
elektroforézes palidzibu. M — markieris (att€los A— PMW; attélos B — GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder); PK — paraugs pirms kolonnas. Skaitli apzime frakcijas. Ar dzeltenajam bultinam
paraditas himéro VLP zonas. Ar zilo likni hromatogrammas att€lota UV absorbcija, ar oranzo —

konduktivitate.

Ka redzams, hromatogrammu otro piku frakciju analize SDS-PAGE un NAGE gelos parada,

ka frakcijas ar lielako mérka proteina saturu likumsakarigi sakrit ar hromatogrammas redzamajam

pika frakcijam. Gelos redzamas izteiktas proteinu zonas, kuru molekulmasa atbilst sagaidamajai

mérka proteinu molekulmasai, kas liecina, ka proteinu produc€Sanas un attiriSana notikusi

veiksmigi. Pec gelfiltracijas paraugi tika attiriti ar jonapmainas hromatografiju, lai attiritu VLP no

piemaisijumiem. Jonapmainas hromatografijai izvelgjas tirakas gelfiltracijas frakcijas ar lielako

mérkproteina saturu, $aja gadijuma visiem paraugiem no 4. [idz 8. frakcijai (ieskaitot). Frakcijas

apvienoja un uznesa uz DEAE Fractogel (M) 5 ml jonapmainas kolonnas. Jonapmainu veica ar

pieaugosu NaCl gradientu. Jonapmainas rezultata iegiitas pika frakcijas tika analizétas ar SDS-

PAGE un NAGE gelu elektroforézi (sk. 3.4. att.).
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3.4. att. Genétisko konstruktu attiriSana ar jonapmainas DEAE Fractogel (M) kolonnu. o —
konstrukta APd-EFVFL attiri$ana; B — konstrukta APd-NGKEQ attiriSana; y — konstrukta
MDFGLD-APm konstrukta attiriSana; 6 — konstrukta TEV-DFGLD-APm* attiriSana.
Hromatogrammu (C) pika frakcijas analizétas ar SDS-PAGE (A) un NAGE (B) gelu
elektroforézes palidzibu. M — markieris (att€los A— PMW; attelos B — GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder); PK — paraugs pirms kolonnas; FT — caurpliide. Skaitli apzime frakcijas. Ar dzeltenajam
bultinam paraditas himéro VLP zonas. Ar zilo likni hromatogrammas attélota UV absorbcija, ar
oranzo — konduktivitate, ar zalo — buferSkiduma B koncentracija.

Jonapmainas rezultata izdevas iegiit ieveérojami tirakas interes€josa meérkproteina frakcijas,
kas apstiprinats ar SDS-PAGE. Analize ar NAGE apstipringja sekmigu VLP savakSanos un
nukleinskabju iepakoSanos. Péc jonapmainas tris 11dz Cetras tirakas frakcijas ar augstako konstruktu
proteinu un iepakoto nukleinskabju saturu apvienoja un dializ€ja pret 1X PBS, lai nomainitu
buferskidumu ar augsto NaCl saturu. Dializétie VLP proteini tika iekoncentréti 1idz aptuveni 1
mg/ml un analizeti ar elektronmikroskopijas metodi, lai definitivi parliecinatos par sekmigu
virusveidigo dalinu izveidi. Transmisijas elektronmikroskopija iegtito att€élu analize (sk. 3.5. att.)

apstiprinaja homogénu un sagaidamas morfologijas VLP izveido$anos.
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Ta ka izveidoto vakcinas kandidatu efektivitati bija paredzets parbaudit pelu imunizacijas
eksperimentos, sakotné&ji tika nolemts in vitro parbaudit to sp&ju aktivét Smad signalcelu, kas ir
viens no centralajiem MSTN darbibas mehanismiem, caur kuru proteins realiz€ savas biologiskas
funkcijas. Tade] tika veikts luciferazes reportiera tests, kura ietvaros cilvéka rabdomiosarkomas A-
204 linijas Stinas transfic€ja ar reportiera konstruktu saturo$u (CAGA )12—pGL3-Basic plazmidu. P&c
transfekcijas Stinam pievienoja vakcinas kandidatus, lai parbauditu, vai tie ir sp€jigi iniciét Smad2/3
signalcelu. Reportiera testa Smad2/3 signalcela aktivacijas gadijuma novéro luciferazes
luminiscenci. Ka pozitivo kontroli luminiscences [imenim Smad?2/3 signalcela aktivacijas gadijuma
izmantoja §tinas, kuram pievienots MSTN gala koncentracija 2 nM. Savukart ka negativo kontroli
izmantoja netransficétas un transficétas Siinas, lai varétu fiksét luminscences fona Iimeni.

Luciferazes reportiera testa rezultati no diviem atkartojumiem apkopoti 3.6. attela.

3x104+

2x104 ~— Netransficétas sinas

— Transficétas Stnas
Transficétas $tnas + MSTN
APd-EFVFL

APd-NKGEQ

1x104 MDFGLD-APm
TEV-DFGLD-APm*

MSTN + Landogrozumab

Luminiscences vienibas
¢ ¢ |

_—
0 e e R, sou

T 1 I |l T T
0,03 0,08 0,25 0,74 2,22 6,67 20,00
Genétisko konjugatu un Landogrozumab
ekvimolari atSkaidijumi, nM

3.6. att. Luciferazes reportiera testa rezultati. Izveidotie genétiskie konjugati neizraisa Smad2/3
signalcela aktivaciju. Kontrolei MSTN inaktivacijai izmantotas monoklonalas anti-MSTN
antivielas Landogrozumab, fona Iimena noteikSanai — netransficétas un transficétas A-204 §iinas.
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Luciferazes reportiera testi liecina, ka izveidotie genétiskie konjugati neizraisa Smad2/3
signalcela aktivaciju, jo noverotie luminiscences ltmeni ir zemi.

Sekojosi kimiskas konjugacijas rezultata tika izveidots vél viens vakcinas kandidats. Ka
vakcinas baze tika izmantotas faga QP VLP, pie kuram kimiskas konjugacijas rezultata ar tetrazina-
PEGS5-NHS un endo-BCN-PEGS8-NHS esteru palidzibu piesaistija MSTN proteinu. KonjuggSanas
efektivitati un rezultatus analiz&ja ar SDS-PAGE (sk. 3.7. att. A). leguta konjugata molekulmasu
veidoja faga QP apvalka proteina molekulmasa (14,3 kDa) un nobriedusa MSTN molekulmasa (12,4
kDa), rezultata veidojoties 26,7 kDa kopg&jai molekulmasai. Sekmigu konjugatu izveidoSanas tika
apstiprinata ar1 ar NAGE elektroforézes palidzibu, analiz&jot VLP saturosas frakcijas, balstoties uz
migracijas atruma atSkiribam dalinas virsmas ladina izmainas rezultata péc konjugacijas (sk. 3.7.

att. B).

116,0 = A b — B

35,0 w 5000 W

1500

3.7. att. Kimiskas konjugacijas rezultati. SDS-PAGE (A) un NAGE (B) gelu elektroforéze. M —
markieris; 1 — QB-VLP; 2 — QB-VLP + tetrazins; 3 — MSTN; 4 — MSTN + endo-BCN; 5 — Q-
MSTN konjugats (QB-Myo); 6 — QB-MSTN (QB-Myo) péc dializes; 7 — QB-MSTN (QB-Myo) péc
dializes un filtréSanas.

3.2. Anti-miostatina vakcinas prototipa parbaude pelu modeli

Lai parbauditu izveidota vakcinas prototipa sp&ju ietekme& muskulu masu un izsaukt
iminsistémas atbildes reakciju, parvarot organisma pastoleranci pret miostatinu, tika veikta pelu
imunizacija. SeSas ned€las veci BALB/c linijas pelu tévini tika sadaliti 3 eksperimentalajas grupas
— intaktie, imunizacija ar QB-VLP un imunizacija ar QB-Myo vakcinu —, 10 peles katra grupa.
Imunizacija tika veikta 4 devas ar divu nede€lu intervalu. Visa eksperimenta laika tika fikséta pelu
kermena masa. Datu statistiskaja analizeé pienemtais butiskuma Itmenis a < 0,05.

Vidgja pelu kermena masas dinamika grupas ietvaros eksperimenta laika paradita 3.8. attela.
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Eksperimenta diena
3.8. att. Kermena masas picauguma dinamika grupas ietvaros eksperimenta laika.
Statistiskas analizes rezultati rada, ka kermena masas pieaugums kops eksperimenta sakuma
ir statistiski nozimigs, visas grupas p-vértiba < 0,001 (sk. 3.9. att.). Masas pieaugums noteikts ar

paru t-testu, kura rezultati apkopoti 3.2. tabula.

3.2. tab. Kermena masas pieaugums eksperimentalajas grupas. Paru t-testa rezultati.

Vidgjais Videja kermena
Grupa kermena masas | masas pieauguma | t-vértiba | df | p-vertiba
pieaugums standartnovirze
Intaktie 3,95 2,18 5,73 9 < 0,001
Qp-VLP 4,08 1,16 11,12 9 < 0,001
QB-Myo vakcina 3,72 1,35 8,69 9 < 0,001
Intaktie QB-VLP Qp-Myo vakcina
p < 0,001 p < 0,001 p < 0,001
325 '
(=]
o
9 300
£
©
:-
g 275
@
x..
250
Sakotnéja masa Beigu masa Sakotnéja masa Beigu masa Sakotnéja masa Beigu masa

Eksperimentala grupa

3.9. att. Kermena masas pieauguma salidzinajums eksperimentalajas grupas. Salidzinajumam
izmantots paru t-tests, visas grupas pieaugums ir statistiski bitisks (p < 0,001).
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Lai salidzinatu kermena masas pieaugumu starp grupam un noteiktu, vai ir statistiski butiskas

atSkiribas, aprékindja kermena masas procentualo pieaugumu no eksperimenta sakuma lidz

eksperimenta beigam (sk. 3.10. att.). Grupas sava starpa tika salidzinatas ar vienvirziena ANOVA

testu. Rezultati norada, ka kermena masas procentualais pieaugums butiski neatskiras starp grupam

(F(2,27) = 0,147; p = 0,864).

40 | NS.
NS.
IS NS. [
E p=0864
»
£ ®
5,30 o
=]
o
a : » B Intaktie
®
20 . .J B9 QpVLP
n ° B3 QB-Myo vakcina
£ » . o o
© v‘. = e L
o) S e
£ 10 - s ”
- * e o
®
Intaktie QBp-VLP Qp-Myo vakcina

Eksperimentala grupa

3.10. att. Kermena masas procentualais pieaugums eksperimenta laika. Grupas salidzinatas ar
vienvirziena ANOVA testu. NS. att€la apzime statistiski biitisku atSkiribu neesamibu (p>0,05).

Péc eksperimenta beigam noteica arm1 muskula Gastrocnemius plantaris masu katra no

eksperimentalajam grupam (sk. 3.11. att., 3.12. att.). Muskula masu atskiribu esamiba starp grupam

parbaudita ar Kruskal-Wallis H testu. P&c ta rezultatiem starp grupam nebija statistiski biitisku

atskirbu (2 (2;30) = 0,855; p = 0,652).

NS.
o NS.
b NS.
© 0,2000
£ p = 0,652
L
~ ®
g ° s
S 01800 B Intaktie
Q. % B3 QB-VLP
0 ® ® 2 i
3 2 £ ° = = B9 QB-Myo vakcina
L ]
L el .
S 0,1600 . = T gy
E L J
3 = .
o
®
0,1400 *

Intaktie QB-VLP

QB-Myo vakcina

Eksperimentala grupa

3.11. att. Gastrocnemius plantaris muskula masas salidzinajums starp eksperimentalajam grupam.
Salidzinajums veikts ar Kruskal-Wallis H testu, NS. att€la apzimé statistiski biitisku atSkiribu
neesamibu (p > 0,05).
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3.12. att. Eksperimentalo grupu Gastrocnemius plantaris muskuli.

Lai parbauditu, vai eksisté saistiba starp kermena masas procentualo pieaugumu un
Gastrocnemius plantaris masu grupas ietvaros, tika veikta korelaciju analize ar Spearman ranku
korelacijas metodi katra no grupam (sk. 3.13. att.). Rezultati paradija pozitivu korelaciju intaktaja
grupa (p = 0,590), kas nebija statistiski nozimiga (p = 0,073), un pozitivu korelaciju QB-VLP grupa
(p = 0,467), kas ar1 nebija statistiski nozimiga (p = 0,178). Savukart QB-Myo vakcinas grupa
noveroja negativu korelaciju (p = -0,286), ta ar1 nebija statistiski nozimiga (p = 0,424). Korelacijas

pastav, tacu neviena no tam nav statistiski nozimiga.

Intaktie QB-VLP QB-Myo vakcina
R =0,590; p = 0,073 R=0,467;p=0,178 R =-0,286; p = 0,424
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3.13. att. Korelaciju analize starp Gastrocnemius plantaris masu un kermena masas procentualo
pieaugumu katra no eksperimentalajam grupam. Analize veikta ar Spearman rangu korelacijas
metodi.

Eksperimenta laika no pelém tika iegiti serumu paraugi 75., 116. un 138. diena péc
eksperimenta sakuma, lai noteiktu anti-miostatina un anti-Qf VLP antivielu klatbiitni tajos.
Antivielu titri tika noteikti ar ELISA testa palidzibu pie triskartgjas fona veértibas.

Lai parbauditu, vai pastav statistiski nozimigas atSkiribas starp anti-miostatina antivielu
titriem eksperimentalajas grupas, tika veikts Kruskal-Wallis H tests. Testa rezultati paradija, ka 75.
eksperimenta diena panemtajos serumos starp grupam ir statistiski nozimiga atskiriba (y* (2;22) =
16,825 ; p < 0,001). Ar1 116. dienas serumos anti-MSTN antivielu titru atSkiribas bija statistiski
nozimigas (%% (2;20) = 16,343; p < 0,001), tapat ari 138. diena (* (2;24) = 22,400 ; p < 0,001).
Rezultati liecina, ka visas tris serumu parbaudes reiz€s vismaz viena grupa atskiras no pargjam. Lai
noteiktu, starp kuram grupam pastav atskiribas, tika veikti Dunn testa Post-Hoc salidzinajumi (ar

Bonferroni korekciju), kuru rezultati apkopoti 3.3. tabula.
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3.3. tab. Anti-miostatina antivielu titru salidzinajums eksperimentalajas grupas dazados
laika punktos. Dunn Post-Hoc testa rezultati.

i Serumu' Salidzinama grupa | Salidzinama grupa 7 vértiba Piel_e‘lgf)té
parbaudes diena 1 2 p-vertiba
Intaktie QB-VLP 0,276 1,000
75. Intaktie QB-Myo vakcina 3,548 0,001
QB-VLP QpB-Myo vakcina 3,239 0,004
Intaktie QB-VLP -0,631 1,000
116. Intaktie QB-Myo vakcina 3,037 0,007
QB-VLP QB-Myo vakcina 3,712 < 0,001
Intaktie QB-VLP 0,000 1,000
138. Intaktie QB-Myo vakcina 3,976 < 0,001
QB-VLP QB-Myo vakcina 3,976 < 0,001

Visas serumu parbaudes dienas statistiski butiskas atSkiribas anti-miostatina titros konstatetas

starp intakto un QB-Myo vakcinas grupu, ka arT QB-VLP un QB-Myo vakcinas grupu. Starp intakto

un QB-VLP grupu statistiski butisku atskiribu nebija.

Friedman tests tika veikts, lai parbauditu, vai anti-MSTN antivielu titru Iimeni grupu ietvaros

nozimigi atskiras starp laika punktiem. Tikai QB-VLP grupai anti-MSTN titru Iimenos tika atrastas

statistiski nozimigas atSkiribas starp laika punktiem — testa rezultati intaktajai grupai: ¥*(2) = 4,000;

p = 0,135; QB-VLP grupai: ¥*(2) = 7,600; p = 0,022; QB-Myo vakcinas grupai: ¥*(2) = 4,667; p =

0,097. Lai gan QB-VLP grupai péc Friedman testa starp laika punktiem konstatétas bitiskas

atSkiribas, Post-Hoc paru salidzinajuma ar paru Wilcoxon testu statistiski biitisku atskiribu nebija

ne starp 75./116., ne 116./138., ne 75./138. dienu (p > 0,05). Anti-miostatina titru ltmenu

apkopojums visas eksperimentalajas grupas dazados laika punktos paradits attéla 3.14., noradot tikai

titru Iimenu atSkiribas starp grupam viena laika punkta ietvaros.

Anti-miostatina titri

75. diena 116. diena
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xx xx
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Eksperimentala grupa

138. diena

NS.
&0 0%9
@ |ntaktie
> QB-VLP
® @ Qp-Myo vakcina
% Y
: >
@.\‘Z RE &
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3.14. att. Anti-MSTN antivielu titru salidzinajums eksperimentalajas grupas katra no titru
noteikSanas dienam pé&c pirmas imunizacijas. Statistiski biitiska ietekme ir tikai grupas, bet ne
laika punkta faktoram. Salidzinajumu veica ar Kruskal-Wallis H un Dunn testu (* p <0,05; ** p <

0,01; *** p <0,001; NS. p>0,05).
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Antivielu titru ITmeni tapat tika noteikti pret QB-faga apvalka proteinu, lai parliecinatos par ta
izraisito imunogeno efektu. Imunizacija ar QB-VLP izraisija stabilu, augstu antivielu titru
veidosanos QB-VLP un QB-Myo vakcinas eksperimentalajas grupas. Statistiski biitisku atSkiribu
esamiba starp eksperimentalajam grupam parbaudita ar Kruskal-Wallis H testu. P&c testa rezultatiem
katra laika punkta ietvaros starp eksperimentalajam grupam pastaveja statistiski butiska anti-Qf
VLP titru atSkiriba:

75. diena (y* (2;26) = 21,615; p < 0,001), 116. diena (¥ (2;23) = 19,082; p < 0,001), tapat ari
138. diena (3% (2;30) =24,051; p <0,001). Rezultati liecina, ka katra serumu parbaudes reizé vismaz
viena grupa atSkiras no pargjam. Lai noteiktu, starp kuram grupam pastaveja anti-Qf VLP titru
atSkiribas, veica Dunn testa Post-Hoc salidzinajumus (ar Bonferroni korekciju), kuru rezultati
apkopoti 3.4. tabula.

3.4. tab. Anti-Qp VLP antivielu titru salidzinajums eksperimentalajas grupas dazados laika
punktos. Dunn Post-Hoc testa rezultati.

pgf‘tf; lrlr(lilés Salidzinama Salidzinama grupa 7 vartiba Piel_ﬁg_oté
diena grupa | 2 p-vertiba
Intaktie QB-VLP 4,354 < 0,001
75. Intaktie QB-Myo vakcina 3,354 0,002
QB-VLP QB-Myo vakcina -1,450 0,441
Intaktie QB-VLP 3,992 < 0,001
116. Intaktie QB-Myo vakcina 3,200 0,004
QB-VLP QB-Myo vakcina -0,871 1,000
Intaktie QB-VLP 4,767 < 0,001
138. Intaktie QB-Myo vakcina 3,382 0,002
QB-VLP QB-Myo vakcina -1,385 0,498

Lai parbauditu, vai antivielu titri grupas ietvaros nozimigi atSkiras starp laika punktiem, tika
veikts Friedman tests. Intaktajai grupai testu neveica datu variabilitates trikuma dé] (titri visos laika
punktos = 0). QB-VLP un QB-Myo vakcinas imunizacijas grupas péc Friedman testa rezultatiem
antivielu titri statistiski nozimigi atSkiras starp laika punktiem: QB-VLP grupai ¥*(2) = 8,4; p =
0,015, savukart QB-Myo vakcinas grupai: ¥*(2) = 6; p = 0,049. Tacu ar paru Wilcoxon Post-Hoc
analizes testu palidzibu salidzinatie anti-Qf VLP titru limeni QB-VLP un QB-Myo vakcinas grupas
statistiski butiski neatSkiras neviena no laika punktu paru salidzinajumiem (visos gadijumos p >
0,05). Anti-QB VLP titru l[imenu apkopojums visas eksperimentalajas grupas dazados laika punktos

paradits attela 3.15., noradot titru limenu atsSkiribas starp grupam viena laika punkta ietvaros.
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3.15. att. Anti-Qf VLP antivielu titru salidzinajums eksperimentalajas grupas katra no titru
noteikSanas dienam péc pirmas imunizacijas. Statistiski biitiska ietekme ir tikai grupas, bet ne
laika punkta faktoram. Salidzinajumu veica ar Kruskal-Wallis H un Dunn testu (* p < 0,05; ** p <
0,01; *** p <0,001; **** p <0,0001 NS. p>0,05).

Lai parbauditu, vai eksisté saistiba starp anti-MSTN antivielu titriem un kermena masas
procentualo pieaugumu, veica korelaciju analizi (sk. 3.16. att.). Analizei izmantoja neparametrisko
Spearman ranku korelacijas metodi. Rezultati paradija loti vaju pozitivu korelaciju (p = 0,060), kas

nebija statistiski nozimiga (p = 0,780).
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3.16. att. Korelaciju analize starp anti-MSTN antivielu titriem eksperimentalajas grupas un
kermena masas pieaugumu. Analize veikta ar Spearman rangu korelacijas metodi, korelacija starp
lielumiem nav statistiski butiska (p = 0,780).

Lai parliecinatos par anti-MSTN antivielu aviditati, veica aviditates ELISA ar 7 M urinvielu.
Aviditates ELISA un aviditates indeksa aprékinam izmantoja anti-MSTN antivielu titrus, noteiktus
138. diena panemtajos serumos. Aviditates indeksu noteica pie atSkaidijumiem, kas izmantoti anti-
MSTN titru noteikSanai netiesas ELISA analize. Aviditati raksturoja ka zemu, ja ta bija zem 40%,
vid€ju — no 40 lidz 70% un augstu, ja aviditates indekss bija no 70 Iidz 100%. Vidg€jais anti-MSTN
antivielu aviditates indekss bija 87,1 % = 8,8 %, kas liecina par augstu antivielu aviditati (sk. 3.17.

att.).
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3.17. att. Aviditates ELISA testa rezultati anti-MSTN antivielam, kas veidojusas p&c imunizacijas
ar QB-MSTN vakcinas kandidatu (QB-Myo vakcina).

Aprakstitie magistra darba rezultati prezent&ti apvienotaja Latvijas Biokimijas biedribas un
83. Latvijas Universitates starptautiskas zinatniskas konferences molekularas biologijas sekcijas

séde 14.02.2025. (8. pielikums).
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4. DISKUSIJA

4.1. Anti-miostatina vakcinas prototipu izveide un raksturosana

Kops miostatina atklasanas un ta fiziologiskas nozimes noskaidrosSanas, §is proteins ir kluvis
par pievilcigu un daudzsoloSu mérki terapeitisku pieeju izstradé degenerativu muskulu slimibu
arst€Sanai [58]. Cilvekiem un dzivniekiem, kas dzimusi ar proteina funkcijas zudumu kodgjosam
mutacijam Mstn géna, tiek noverota muskulu masas palielinasanas jeb “dubultosanas”. Jau ilgak
neka 200 gadus muskulu masas dubultoSanas (faktiski muskulu masas palielinaSanas par 20 — 25%)
noverota vairakam liellopu Skirn€m. McPherron un Lee 1997. gada izdevas identificé mutacijas,
kas atbildigas par muskulu masas izmainam tadas liellopu $kirn€s ka Pjemontas un Belgijas zila.
Pjemontas govim miostatina géna atrasta missense mutacija, bet Belgijas zilajam — 11 nukleotidu
delécija, abos gadijumos izmainas rezult€jas ar MSTN molekulas nobriedusa regiona funkcijas
zudumu [59]. Savukart Schuelke un kolégi 2004. gada zinojusi par klinisko gadijumu, kura bé&rnam
kops dzimSanas konstatéts iev€rojami paaugstinats muskulu masas apjoms un samazinata
adipozitate. Pacientam identificéta funkcijas zuduma mutacija Mstn géna, bet seruma netika noteikta
MSTN propeptida klatbiitne, no ka autori secina, ka pacientam veérojams ari nobrieduSa miostatina
trikums [85].

Nemot veéra pozitivos MSTN trikuma efektus, proteina nozimigo lomu skeleta muskulu masas
un homeostazes nodro$inasana, ka ari ta plasaku iesaisti dazados organisma fiziologiskajos
procesos, péd&jo 20 gadu laika tiek izstradatas dazadas miostatina inhibicijas terapeitiskas pieejas.
Proteina funkcionalie antagonisti piedavatu ievérojamu terapeitisku potencialu ne tikai tadu
patologiju gadijumos ka kaheksija un sarkop@nija, bet arT aptaukosanas, II tipa cukura diab&ta un
kaulu slimibu arste$ana [39]. Sobrid visizplatitakie antagonistu veidi ir monoklonalas anti-MSTN
antivielas, tacu to liela méroga raZoSana ir salidzinoSi darga un komplicéta, turklat terapeitiska
efekta panaksanai hronisku slimibu gadijuma pacientiem nepiecieSama regulara, atkartota antivielu
administréSana, kas padara terapijas procesu sarezgitaku un nepieejamaku. Kliniskajos p&tijumos
noverotais liesas kermena masas pieaugums svarstas starp 3 1idz 8%, ko nevar raksturot ka augstu
efektivitati. Turklat $ada Iimena pieaugums netiek saistits ar kliniski nozimigiem funkcionalo
rezultatu uzlabojumiem, piemé&ram, fiziskas slodzes testos [51]. Tade] ir nepiecieSamas alternativas
terapiju strat€gijas, par vienu no kuram varétu kliit terapeitisko vakcinu izveide.

Anti-MSTN vakcinu izstrade ir mazak izpétita pieeja neka monoklonalo antivielu vai SkistoSu
ActRIIB izveide, tacu terapeitiska vakcina var€tu biit daudzsoloSa opcija, jo ta nodroSinatu
arstniecisko efektivitati ar zemakam izmaksam, ka ar7 antivielu atbildes laiks pacienta organisma
bitu ilgaks. Viens no anti-MSTN savienojumu izveides izaicinagjumiem skaidrojams ar faktu, ka

miostatins ir dabigi organisma sastopams proteins, pret kuru normalos fiziologiskos apstaklos
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antivielas neveidojas. Virusveidigo dalinu bazes izmantoSana lauj parvarét So Skérsli, pateicoties
augstajai VLP imunogenitatei [36]. Turklat VLP ir perspektiva, drosa un plasi funkcionaliz€jama
platforma vakcinas kandidatu izstradei savu izméru, struktiiras un citu ieprieks aprakstitu 1pasibu
del [65].

Magistra darba p&tijuma ietvaros miostatinu inhib&josu vakcinas kandidatu izveidei izmantoja
divas dazadas metodes, kas tiek plasi piclictotas darba ar VLP vakcinam. Viena no tam bija genétiska
sapludinasana. Tas gaita ssRNS bakteriofaga AP205 apvalka protetna monomera vai diméras formas
sekvencé geénu sintézes cela tika ieviesti atlasiti potenciali terapeitiski miostatina epitopi, kas
eksponéti uz proteina argjas virsmas. Ka VLP bazi izvelgjas tiesi AP205 dalinas, pateicoties to
unikalajai struktiirai, kura apvalka proteinu N- un C- terminalie gali ir izvietoti uz dalinas virsmas,
kas piedava izdevigu opciju peptidu eksponéSanai [87]. VLP dalinu izveidei un epitopu
eksponésanai izmantoja ne tikai AP205 CP monomeérus, bet arT dimérus, kas ir kovalenti sasititi
monomg&ri, jo $adam konstrukta modelim piemit tadas priekSrocibas ka iespgja izvietot lielakus
insertus, uzlabota dalinas stabilitate un optimiz€ta antigéna prezentéSana, kas paaugstina spécigas
imiinsistémas atbildes reakcijas izsaukSanas iesp&ju [91].

Genétiskas sapludinaSanas metode lauj vienkarSot vakcinu razoSanas procesu un,
nepiecieSsamibas gadijuma, &rti palielinat ta mérogus. TaCu genétiskas sapludinaSanas metodes
galvenais trilkums ir risks, ka izmainas proteina struktura izjauks VLP savakSanas integritati vai
ievietotais inserts netiks eksponéts pareiza konformacija [79]. Ta ka genétiskas sapludinasanas cela
izveidotie konstrukti APd-EFVFL, APd-NGKEQ, MDFGLD-APm un TEV-DFGLD-APm* veidoja
homogenas, sagaidamas morfologijas VLP dalinas, tas liecinaja, ka atlasito epitopu pievienosana
AP205 CP sekvencei netraucgja sekmigam virusveidigas dalinas savakSanas procesam. Tacu
konstruktu funkcionalas parbaudes — luciferazes reportiera testa — rezultati rada, ka konstrukti
neizraisa Smad signalcela aktivaciju. Smad signalcel§ ir viens no centralajiem mehanismiem, caur
kuriem organisma notiek miostatina funkciju realiz€Sana. Miostatina piesaistiSanas pie
ActRIIB/ActRIIA receptoriem caur Smad signalcelu modulé ar muskulu atrofiju un miogéno
diferenciaciju saistitu faktoru regulaciju [50]. Luciferazes reportiera testa gaitda miostatina
receptorus ekspresgjosa ziditaju Stinu linija (A-204 vai HEK293) tiek transficéta ar (CAGA)i2—
pGL3-Basic plazmidu, kura satur luciferazes reportieri, kas tiek aktivets MSTN piesaistes gadijuma
pie receptoriem. Sekojosi tiek palaists luciferazes ekspresijas process un novérota luminiscence [33,
89]. Ja izveidoto genétisko konstruktu eksponétie epitopi piesaistitos pie ActRIIB/ActRIIA
receptoriem un aktivétu Smad signalcelu, biitu pamats domat, ka antivielas pret atlasitajiem MSTN
epitopiem spétu efektivi ar to saistities un inhib&t proteina darbibu, nelaujot aktivet Smad signalcelu
un modulét atrogina-1 un MuRF-1 ekspresiju. Tacu péc testa rezultatiem neviens izveidotajiem

konstruktiem — APd-EFVFL, APd-NGKEQ, MDFGLD-APm un TEV-DFGLD-APm* — neizraisija
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luciferazes ekspresiju reportiera testa laika. legiitos rezultatus var skaidrot vairakos veidos.
Pirmkart, lai gan elektronmikroskopijas atteli apstiprinaja netraucétu VLP savakSanos, pastav risks,
ka MSTN epitopi tomér netika eksponéti pareiza konfomacija vai to izvietojums uz VLP virsmas
padarja tos nepieejamus mijiedarbibai ar receptoriem. Tada gadijuma tie nebiitu pieejami piesaistei
pie receptora, kas rezultétos ka nesp&ja aktivét signalcelu. Otrkart, pat ja genétiska sapludinasana
un himéro VLP ekspresija bija notikusi korekti, ir iesp&jams, ka atlasitie epitopi nepiedalas
saistiSanas procesa ar ActRIIB/ActRIIA receptoriem un nav iesaistiti Smad signalcela aktivacija.
Nemot véra Smad signalcela nozimi MSTN funkciju nodros$inasana [17], nebija sagaidams, ka
imunizacija ar $adiem vakcinas kandidatiem izraisitu biologiski nozimigas, funkcionalas imiinas
atbildes veidoanos. So pienémumu apstiprina Bobbili un kolégu veiktais p&tijums par maternalas
anti-miostatina imunizacijas ietekmi uz p&cnac€ju muskulu masu. Imunizacija tika veikta ar
atlasitiem MSTN aktivas formas peptidiem. P&tfjuma ietvaros pétnieki veica luciferazes reportiera
testu A-204 sunas, kura parbaudija pec imunizacijas iegitu, attiritu IgG antivielu sp&ju inhib&t
miostatinu. Autoru iegiitie rezultati bija negativi un demonstréja, ka ieglitas antivielas nespé&ja
nomakt MSTN aktivitati. Turklat autori naca pie secinajuma, ka iegiitas antivielas nespgj saistities
ar MSTN homodimeru, lai kavetu ta aktivitati, un muskulu masas pieaugums, kas noverots viena no
eksperimentalajam grupam, nevargja tikt skaidrots ar antivielu izraisitajiem efektiem [10].

Otra metode, kas izmantota vakcinas kandidatu izveidei, bija kimiska konjugacija. Sai
metodei izmantoja no ssRNS faga QP apvalka veidotas virusveidigas dalinas. Uz faga QB VLP
virsmas ir eksponéti lizini, tade] ta ir erta, piemerota, ka ar parbaudita platforma vakcinu prototipu
izstradei ar kimiskas konjugacijas metodi. Galvena kimiskas modificéSanas priekSrociba balstas
taja, ka VLP un antigéns tiek sakotngji iegtti atseviski, kas ieveérojami palielina iesp€ju, ka abiem
vakcinas komponentiem biis pareiza struktiira [31]. P&tijuma gaita Qf VLP un komerciali iegtitu
nobriedusa MSTN proteina homodiméru savstarp€ji konjuggja ar tetrazina-PEGS5-NHS un endo-
BCN-PEG-NHS esteru palidzibu. Konjugatu izveidoSanos apstiprinaja analizes SDS-PAGE un
NAGE gelos. Komerciala, eikariotu $tinas producéta MSTN izmantoSana vakcinas izveidé
nodro$inaja, ka proteins bis pareiza konformacija un palielinaja iesp&ju, ka izsaukta imunizacijas
atbildes reakcija biis korekta un vares veidoties funkcionalas, terapeitiskas antivielas.

4.2. Anti-miostatina vakcinas prototipa parbaude pelu modelr

Kimiskas konjugacijas cela izveidota vakcinas prototipa efektivitati parbaudija BALB/c
Iinijas pelu té€vinos, balstoties uz to, ka ziditaju te€viniem parasti ir lielaka kop&ja kermena muskulu
proporcija, l11dz ar to biitu vieglak noverot eksperimenta gaita radusas muskulu masas izmainas. Visa
eksperimenta laika tika monitor€ta pelu kermena masa, un tris laika punktos tika noteikti antivielu
titri pret miostatinu un pret faga QB virusveidigajam dalinam, lai atseviski noskaidrotu vakcinas
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kandidata un vakcinas platformas izraisito imiinsistémas atbildes reakciju. Visas grupas sagaidami
tika noveérots butisks pelu kermena masas pieaugums no eksperimenta sakuma lidz beigam, tacu
procentuala pieauguma salidzinajums neuzradija statistiski biitiskas atSkiribas starp kontroles un
eksperimentalajam grupam. Lidzigi statistiski butisku atSkiribu nebija ar1 salidzinot muskula
Gastrocnemius plantaris masas starp grupam eksperimenta beigas. Parbaudot saistibu starp
Gastrocnemius plantaris un kermena masas procentualo pieaugumu, statistiski biitiskas korelacijas
tapat neidentificgja, kas liecina, ka Gastrocnemius plantaris masas atSkiribas nav saistitas ar
kermena masas pieaugumu grupas ietvaros.

ELISA testa rezultata noskaidroto anti-MSTN titru salidzinajums paradija, ka péc
imunizacijas QB-Myo vakcinas kandidatu eksperimentalaja grupa veidojas noturigi augsti antivielu
titri pret miostatinu, kas biitiski atskiras no kontroles intaktas un QB-VLP imunizacijas grupas visos
parbauditajos laika punktos. Tas liecina, ka VLP platforma lauj sekmigi parvarét organisma toleranci
pret endogéno miostatinu. Viena no lielakajam VLP platformas priekSrocibam ir to potencialais
izmantojums antivielu veidoSanas izraisiSanai pret organisma paSantigéniem, pieméram, hronisku
slimibu gadijumos. VLP struktira pielauj multivalentu antigénu izvietojumu, kuru organisma
iminsistéma atpazist ka PAMP. Pamatojoties uz So 1pasibu, VLP platformas ir izmantotas
terapeitisku lidzeklu izstrad€ pret tadam slimibam ka reimatoidais atrits, osteoporoze, ateroskleorze,
Alcheimera slimiba un citas [42, 108].

Salidzinot antivielu titru atSkiribas QB-Myo vakcinas grupa laika dinamika, statistiski biitisku
atSkiribu nebija, kas liecina, ka izveidojuSos antivielu titru Iimenis ir stabils un laika gaita
nepazeminas. Lai parbauditu, vai eksisté saistiba starp noteikto anti-MSTN antivielu Iimeni un
kermena masas procentualo pieaugumu, tika veikta korelaciju analize péc Spearman metodes.
Statistiski nozimigu korelaciju neidentificéja, kas nozimé, ka kermena masas procentualais
pieaugums nav saistits ar anti-MSTN IgG titru limeni.

Lai parliecinatos par Q3 VLP imunogenitati, tapat tika noteikts antivielu titru [imenis pret Q3
VLP. Antivielu limenis bija stabili augsts QB-VLP un QB-Myo vakcinas imunizacijas grupas un
statistiski butiski at$kiras no intaktas grupas. Antivielu titru Itmeni pret QB-VLP bija augstaki neka
pret MSTN, tacu tads rezultats bija sagaidams, jo Qf VLP ir spécigs imunogéns, bet miostatins ir
autoantigéns.

Lai uzzinatu vairak par antivielu funkcionalajam 1pasibam un novértetu iegiito antivielu
saistibas speku ar imunizacija izmantoto antigénu, tika noteikta antivielu aviditate. Ta apraksta
multivalentas mijiedarbibas starp antigénu un antivielam, turklat Sis parametrs tiek izmantots
izveidotas imunologiskas atminas raksturo$anai, tad€] aviditate ir viens no lielumiem, ko pielieto

vakcinu efektivitates noveértéSana. Augstas aviditates antivielas parasti veidojas afinitates
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nobrieSanas rezultata germinalajos centros, kad B-Siinas ar folikularo T-11dz&tajStnu palidzibu iziet
cauri somatiskas hipermutacijas un atlases procesam. Tadg¢] augsta antivielu aviditate liecina par
noturigas ilgtermina imiinds atbildes veidoSanos [20]. P&c imunizacijas iegiito antivielu aviditate
noteikta ar aviditates ELISA testu un rezultati izteikti ka aviditates indekss. Vidgjais anti-MSTN
antivielu aviditates indekss bija augsts (87,1 % + 8,8 %), kas liecina, ka imunizacijas rezultata ar
QB-Myo konjugatu veidojas ne tikai titru Itmenu, bet arT funkcionalas saistibas zina noturigas
antivielas.

Lai gan imunizacija ar vakcinas kandidatu izraisija izm&ramu antivielu atbildi pret miostatinu,
kermena un muskulu masas mérfjumi neatklaja statistiski nozimigas atskiribas starp vakcinas un
kontroles grupam. Viena no iesp&jamajam negativo kermena masas rezultatu interpretacijam ir, ka
sasniegtais MSTN neitralizacijas Itmenis neparsniedza nepiecieSamo slieksni, lai izraisttu izm&ramu
muskulu hipertrofiju pétijuma perioda. Iesp€jams, potenciali aktivéto hipertrofijas molekularo
mehanismu izpausmei muskulu masas izmainu [imen1 ir nepiecieSams ilgaks eksperimentala modela
noveroSanas ilgums vai lielaka imunizacijas deva [38, 102]. V&l viens izaicinagjums MSTN
inhibitoru izstrade ir petijuma modela izvele. Cirkulgjosie MSTN Iimeni pelés ir robezas no 60 —
100 ng/ml, kamér cilvékos tie ir gandriz desmit reizes zemaki [49]. No §1 aspekta pelu modelis nav
optimala izvéle MSTN inhibitoru petijumiem. Popularas pelu liniju izvéles anti-MSTN savienojumu
pétijumiem ieklauj ne tikai BALB/c peles, bet ar mdx peles muskulu distrofijas petijjumiem. Tacu,
ar1 izvéloties alternativu pelu modeli, nav iesp&jams precizi modelét terapijas efektivitati, pieméram,
Diséna muskulu distrofijas (DMD) gadijuma, jo cirkulgjosa MSTN mRNS Iimeni DMD skartos
skeleta muskulos ir ievérojami zemaki, salidzinot ar mdx muskuliem, mdx muskulos sasniedzot 25%
no wild type ekspresijas, bet DMD gadijjuma — tikai 8% no vesela cilvéka kontroles Itmena [14].
Lidz ar to jasecina, ka signalu parvade vesela muskuli precizi neparedz signalparvades norisi un
efektu distrofiska muskuli [100].

Zinatniskaja literatlira iepriek§ nav aprakstiti méginajumi izveidot miostatinu inhib&josu
vakcinas kandidatu uz VLP bazes, kas rada izaicinajumu iegiito rezultatu interpretéSanai kopg¢ja
pétnieciskaja konteksta. Ka iesp&jamas imunizacijas stratégijas ir pétitas: DNS vakcinu izveides
iesp&jas [4, 95], rekombinantu, miostatinu ekspres€josu Saccharomyces un Lactobacillus izveide
oralai imunizacijai [94, 113], ka arT maternalas imunizacijas ietekme uz p&cnacgjiem pelu un vistu
modeli [10, 61]. Anti-MSTN vakcinu izveides méginajumiem raksturigi mainigi panakumi.
Imunizacijas rezultata ar DNS vakcinam, kas balstitas uz miostatinu, saistitu ar tetanusa toksina T-
lidz&tajstnu epitopiem, Andoney un kolégu novérotais BALB/c pelu dazado kermena segmentu
masas pieaugums nebija statistiski biitisks visos apskatitajos gadijumos. Turklat ELISA parbaudes
rezultata autoriem neizdevas noteikt specifisku antivielu klatbtitni pé€c imunizacijas, un noverotie

muskulu masas palielinajuma efekti tika skaidroti ar §tinu imunitates atbildes reakcijam [4].
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Savukart Iidziga eksperimentala dizaina Tang un kolégu veiktaja petijuma pelém p&c imunizacijas
tika noverots ne tikai statistiski biitisks muskulu masas pieaugums, muskulu Skiedru hipertrofija un
proporcionali palielinats satvériena speks, bet ar1 specifiski anti-MSTN antivielu titri [95]. PEétijuma,
kura ka imunizacijas stratégija tika izmantots MSTN ekspres€joss S. cerevisiae, pelem péc
imunizacijas tapat veidojas anti-MSTN antivielu titri un statistiski biitisks kermena un atsevisku
muskulu masas picaugums [113]. Savukart jau pieminétaja Bobbili un kolégu anti-miostatina
maternalas imunizacijas pétijuma rezultati liecinaja, ka imunizétajam pelém veidojas statistiski
butiski anti-MSTN titri, kuri tiek nodoti pecnacgjiem, tacu izveidojusas antivielas nebija terapeitiski
funkcionalas, jo neizraistja muskulu masas izmainas imuniz&to pelu p&€cnacgjiem [10].

leprieks aprakstito pétijumu rezultati ir neviennozimigi, kas liecina par izvélétas vakcinas
platformas un imunizacijas metodes butiskumu, ka ari uzsver nepiecieSamibu péc padzilinata
imunizacijas efektivitates izvert€§juma. Turpmakiem petijumiem vakcinas funkcionalas efektivitates
papildus noveérte§jumam eksperimentalaja dizaina varetu ieviest kermena adipozo audu procenta
noteikSanu, lai giitu pilnvertigaku priekSstatu par kop€am organisma kompozicijas izmainam péc
imunizacijas. Tapat muskulu morfometriska analize lautu detalizétak novertét strukturalas izmainas
muskulu audos, kas radusas imunizacijas rezultata. Potencialos funkcionalos uzlabojumus tapat
varétu identificét ar kontraktila sp€ka mérfjumu testu palidzibu, savukart izmainas molekulara
Iimeni varétu noteikt ar muskulu diferenciacija un atjaunoSana iesaistitu ekspresijas markieru,
piem&ram, MyoD, analizi. Turpmakos pétijumos inhibitoru strategiju izstradi tapat varétu verst uz
latentas pro-MSTN formas inhibiciju, jo tas varétu nodrosSinat lielaku iedarbibas specifiskumu, ka
arm mazinatu problému ar ierobezotu aktiva, nobriedusa MSTN pieejamibu organisma cirkulacijas
sistéma [103].

Petijuma iegiitie rezultati liecina, ka p&c imunizacija ar izveidoto QB-Myo vakcinas kandidatu
radusies spéciga humoralas imunitates atbildes reakcija, kas, lai arT daudzsoloSa no imunogenitates
viedokla, ne vienmér garanté vélamo fiziologisko efektu. ST atskiriba starp sagaidamo un faktisko
rezultatu rosina domat par turpmaku antivielu funkcionalo aspektu parbaudi, 1paSi par to

neitraliz€joSo efektivitati miostatina inhibicijas konteksta.
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SECINAJUMI

Cetri izveidotie konstrukti APd-EFVFL, APd-NGKEQ, MDFGLD-APm un TEV-DFGLD-
APm* producéSanas procesa sekmigi savacas, veidojot normalas morfologijas himéras
VLP - epitopu EFVFL, NGKEQ un DFGLD pievienosana faga AP205 apvalka proteina

sekvencei netrauc€ VLP dalinu veido$anos.

Himeéras VLP ar integrétajiem MSTN epitopiem neizraisa Smad signalcela aktivaciju in
vitro, tadg] tas netika parbauditas in vivo imunizacijas eksperimentos.

Ar tetrazina-PEGS5-NHS un endo-BCN-PEGS8-NHS esteru palidzibu iesp&jams sekmigi

piesaistit miostatinu pie faga QB VLP, iegtistot himéras virusveidigas dalinas.

Imunizacija ar QB-Myo konjugatu lauj parvarét organisma pastoleranci pret autoantigénu,
rezultata pelém veidojas augstas aviditates anti-miostatina antivielas, kas saistas ar

imunizacija izmantoto MSTN.

Pelu kermena masas pieaugums un Gastrocnemius plantaris masa starp eksperimentalajam
grupam statistiski biitiski neatskiras, un korelaciju analize rada, ka masas pieaugumu nevar

skaidrot ar piederibu kadai no eksperimentalajam grupam.
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1. pielikums

Darba izmantotie ssSRNS fagu apvalku proteini.

Nosaukums

Raksturojums

Garums,
as skaits

Molmasa,
kDa

Aminoskabju sekvence

Op

Faga Qf apvalka
proteina monomers

133

14,26

MAKLETVTLGNIGKDG
KQTLVLNPRGVNPTNG
VASLSQAGAVPALEKRV
TVSVSQPSRNRKNYKYV
QVKIQNPTACTANGSCD
PSVTRQAYADVTFSFTQ
YSTDEERAFVRTELAAL
LASPLLIDAIDQLNPAY

APd-
EFVFL

Faga AP205 apvalka
proteina dimérs ar
MSTN epitopu EFVFL
cilpa

272

28,91

MANKPMQPITSTANKI
VWSDPTRLSTTFSASLL
RQRVKVGIAELNNVSG
QYVSVYKRPAPKPEGC
ADACVIMPNENQSIRTV
ISGSAENLATLKAEWET
HKRNVDTLFASGNAGL
GFLDPTAAIVSSDTTAGS
GEFVFLGSGANKPMQPI
TSTANKIVWSDPTRLSTT
FSASLLRQRVKVGIAELN
NVSGQYVSVYKRPAPKP
EGCADACVIMPNENQSI
RTVISGSAENLATLKAEW
ETHKRNVDTLFASGNAG
LGFLDPTAAIVSSDTTA

APd-
NGKEQ

Faga AP205 apvalka
proteina dimérs ar
MSTN epitopu NGKEQ
cilpa

272

28,83

MANKPMQPITSTANKIV
WSDPTRLSTTFSASLLRQ
RVKVGIAELNNVSGQYV
SVYKRPAPKPEGCADACV
IMPNENQSIRTVISGSAEN
LATLKAEWETHKRNVD
TLFASGNAGLGFLDPTAA
IVSSDTTAGSGNGKEQG
SGANKPMQPITSTANKIV
WSDPTRLSTTFSASLLRQ
RVKVGIAELNNVSGQYVS
VYKRPAPKPEGCADACV
IMPNENQSIRTVISGSAEN
LATLKAEWETHKRNVD
TLFASGNAGLGFLD
PTAAIVSSDTTA

MDFGLD-
APm

Faga AP205 apvalka
proteina monomers ar
MSTN epitopu DEGLD
N-gala

138

14,70

MDFGLDGSANKPMQPI
TSTANKIVWSDPTRLSTT
FSASLLRQRVKVGIAELN
NVSGQYVSVYKRPAPKP

EGCADACVIMPNENQSI
RTVISGSAENLATLKAEW
ETHKRNVDTLFASGNAG

LGFLDPTAAIVSSDTTA

TEV-
DFGLD-
APm

Faga AP205 apvalka
proteina monomers ar
TEV SkelSanas saitu un
MSTN epitopu DEGLD
N-gala

144

15,50

MENLYFQDFGLDGSANK
PMQPITSTANKIVWSDPT
RLSTTFSASLLRQRVKVG
TAELNNVSGQYVSVYKR
PAPKPEGCADACVIMPNE
NQSIRTVISGSAENLATLK
AEWETHKRNVDTLFASGN
AGLGFLDPTAAIVSSDTTA
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2. pielikums

Darba izmantotie reagenti.

Reagenti Izgatavotajs (valsts)
96% etanols Kalsnava (Latvija)
Agaroze Thermo Fisher Scientific™ (ASV)
Agars Difco (ASV)
Akrilamids Sigma-Aldrich (ASV)
Amonija persulfats (NH4)2S>05) Amresco (ASV)
Ampicilins Sigma-Aldrich (ASV)
]IDSilss;lfrrillfrrrrllil((iiss) )(N,N (1,2- dihidroksietilén) Sigma-Aldrich (ASV)
Bromfenolzilais Merck (Vacija)

Coomassie Brilliant blue G250 (Kumast briljantzilais)

AppliChem GmbH (Vacija)

Dinatrija fosfats (Na,HPOj)

Sigma-Aldrich (ASV)

Endo-BCN-PEGS8-NHS esteris

BroadPharm (ASV)

Etikskabe (CH;COOH) Sigma-Aldrich (ASV)
Etilendiamintetractikskabe (EDTA) AppliChem GmbH (Vacija)
Etidija bromids (EtBr) AppliChem GmbH (Vacija)

Fenilmetilsulfonilfluorids (PMSF)

Sigma-Aldrich (ASV)

Fetalais liellopu serums (FBS)

Merck (Vacija)

Fosfata-citrata buferskiduma tabletes

Sigma-Aldrich (ASV)

Glicerins (C3HsO3)

AppliChem GmbH (Vacija)

Izopropil-f-d-1-tiogalaktopiranozids (IPTG)

Sigma-Aldrich (ASV)

Kanamicins (Streptomyces kanamyceticus)

Sigma-Aldrich (Kina)

Kalija dihidrogénfosfats (KH,POj)

AppliChem GmbH (Vacija)

Liellopu seruma albumins (BSA)

Sigma-Aldrich (ASV)

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

AppliChem GmbH (Vacija)

Natrija dodecilsulfats (SDS)

Sigma-Aldrich (ASV)

Natrija hidrogénkarbonats (NaHCO3)

Sigma-Aldrich (ASV)

Natrija hlorids (NaCl)

AppliChem GmbH (Vacija)

Natrija karbonats (NaxCO3)

Sigma-Aldrich (ASV)

o-feniléndiamina dihidrohlorida substrats

Thermo Fisher Scientific™ (ASV)

Penicilins-Streptomicins (PenStrep)

Thermo Fisher Scientific™ (ASV)

Peptons Sigma-Aldrich (Francija)
Rauga ekstrakts Sigma-Aldrich (ASV)
Salsskabe (HCI) RK Chem (Latvija)
Serskabe (H2S04) Reahim, (PSRS)

Tetrazina-PEG5-NHS esteris

Sigma-Aldrich (ASV)

Trihloretikskabe (TCA)

AppliChem GmbH (Vacija)

Tris (tris(hidroksimetil)aminometans)

AppliChem GmbH (Vacija)

Triton X-100

Sigma-Aldrich (ASV)

Tween-20

Prolabo (Belgija)

UzneSanas krasa 6X Loading Dye

Thermo Fisher Scientific™ (ASV)

Udenraza peroksids (H202) (30% $kidums)

Chempur (Polija)

B-merkaptoetanols

Prolabo (Belgija)
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3-1. pielikums

Darba izmantotie materiali.

Materialu grupa

Raksturojums (raZotajs)

Adjuvants AddaVax, adjuvants vakcinu formulésanai (InvivoGen SAS)
Poliklonalas trusu anti-pelu IgG antivielas - ELISA testos
netiesai mérka proteina noteikSanai (Sigma-Aldrich)

Antivielas

Monoklonalas anti-MSTN antivielas Landogrozumab — MSTN
inhibicijas kontrolei luciferazes reportiera testos
(MedChemExpress)

Atsalosanas kolonnas

Zeba™ Spin Desalting Columns; 0,5 ml (Thermo Fisher
Scientific™)

Automatiskas reguléjamas
pipetes

2,5 pl; 10 pl; 100 ul; 200 pl; 10 ml (Eppendorf AG)

Automatisko pipesu uzgali

10 pl; 250 pl; 1000 pl; 10 ml (SARSTEDT AG & Co. KG)

Bakteriju celmi

Escherichia coli XL1 Blue (BMC laboratorijas kolekcija)

Escherichia coli BL21 (DE3) (BMC laboratorijas kolekcija)

Centrifugas mégenes

15 ml; 50 ml (SARSTEDT AG & Co. KG)

Centrifugesanas filtri
proteinu iekoncentréSanai

Amicon Ultra 100 kDa MWCQO (Millipore)

Float-A-Lyzer G2, caurlaidiba savienojumiem 1000 kDa, tilpums

Dializes komplekts 1 ml (Sigma-Aldrich)
iiﬁgonmlkms’k‘)p”as Mesh 200 un 300 (Sigma-Aldrich)

Filtri sterilai filtréSanai

Filtropur S 0,2; 0,45 um (SARSTEDT AG & Co. KG)

Flaski

Ziditaju sunu kultivésanai (SARSTEDT AG & Co. KG)

Hromatografijas kolonnas

Gelfiltracijas: Sepharose 4FF (30 ml) (Omnifit labware, Diba
Industries Inc.)

Jonapmaina: DEAE Fractogel (M) (5 ml) (Omnifit labware, Diba
Industries Inc.)

Luciferazes testa sistéma

Reagentu komplekts Luciferase Assay System luciferazes
reportiera testam (Promega)

Markieri

GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific™)

Unstained Protein Molecular Weight Marker (PMW) (Thermo
Fisher Scientific™)
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3-2. pielikums

Darba izmantotie materiali.

Materialu grupa

Raksturojums (raZotajs)

Mikromégenes

PCR mikromégenes 0,2 ml (Eppendorf AG)

1,5 ml (Eppendorf AG)

3,5 ml (hromatografijas) (SARSTEDT AG & Co. KG)

MikrotitréSanas plates

EIA/RIA ELISA 96 bedrites (Corning Life Sciences)

Miostatins

Rekombinants cilveku/pelu/zurku GDF-8/Miostatins (R&D
Systems)

Plazmidas

Luciferazes reportieris: (CAGA)12-pGL3-Basic. Ampicilina
rezistence (BioCat GmbH)

AP205d-EFVFL inserts pETDuet-1. Ampicilina rezistence
(BioCat GmbH)

AP205d-NGKEQ inserts pETDuet-1. Ampicilina rezistence
(BioCat GmbH)

MDFGLD-AP205m inserts pRSFDuet-1. Kanamicina
rezistence (BioCat GmbH)

TEV-DFGLD-AP205m inserts pRSFDuet-1. Kanamicina
rezistence (BioCat GmbH)

pRK793 (TEV proteazes ekspresijai BL21 (DE3) §tinas).
Ampicilina rezistence (AddGene).

Plazmidu izdaliSanas
komplekts

GeneJET Plasmid Miniprep Kit reagentu komplekts plazmidu
izdali$anai (Thermo Fisher Scientific™)

Serologiskas pipetes 5; 10; 25 ml (SARSTEDT AG & Co. KG)
Skalpeli Sterili, vienreizlietojami (GIMA)
. . Erlenmeijera kolbas, mégenes, mércilindri, varglazes
Stikla trauki (RASOTHERM®)
Slirces Plastmasas — 5 ml; 10 ml; 25 ml (Becton Dickinson)

Transfekcijas reagents

TurboFect™ (Thermo Fisher Scientific™)

Ziditaju Stnas

A-204 stnu Iinija (cilvéka rabdomiosarkomas stinas) (BMC
laboratorijas kolekcija)

Ziditaju Sunu kultiiru plates

Greiner Bio-One polisteréna 6 un 96-bedrisu adherento Stinu
plates (Thermo Fisher Scientific)

Lumox® multiwell 96 bedrisu plates (SARSTEDT AG & Co.
KG)
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4. pielikums

Darba izmantota aparatiira un iekartas.

Aparatiira Modelis Izgatavotajs (valsts)
Augstas izskirtsp&jas
proteinu skiduma AKTA pure GE Healthcare, ASV
hromatografijas sist€éma

Centrifuge 5424 Eppendorf AG (Vacija)
Centrifugas Centrifuge 5418 R Eppendorf AG (Vacija)
Centrifuge 5804 R Eppendorf AG (Vacija)
Elektroforézes barosanas | MP-250V Clea\{er Sc_lentlﬁg Lud
bloks (Aleenqta Ka.rahs't.e)
EPS 600 Pharmacia (Zviedrija)
Elektroforézes iekarta OmniPAGE mini Clea\fer S(ilentlﬁc. Lid
(Apvienota Karaliste)
Elektronmikroskops JEM-1230, 100 kV Jeol (Japana)
Orbitalais kratitajs PSU-101 BIOSAN (Latvija)
Kratitaji Kratitajs mikroorganismu 5 .

: inkubéjcijai (gridai) Multitron INFORS HT (Sveice)
Laminars KR-130 BW MSC CL-II En124469 | Kojair (Somija)
Magnétiskais maisitajs Bio Magnetic Stirrer MMS3000N Biosan (Latvija)

. AE31E; Trinokulars, invertéts, ar . _ .
Mikroskops LED fluorescenci Motic (Vacija)
Miniatiira galda
centriftiga/vortekss FV-2400 BIOSAN (Latvija)
Mikrospin
pH metrs AM1605 Adrona (Latvija)

Plasu lasttaii BDSL Immunoskan MS 355 Labsystems (Somija)
Victor 3V Perkin Elmer (ASV)

NanoDrop™ 2000 ;Flilgr\rlr)lo Fisher Scientific™
Spektrofotometri

Ch-26X J142 (Krievija)

Elektroniskie KERN & SOHN GmbH

KERN EG 420-3NM (Vacija)
Svari Elektroniskie KERN & SOHN GmbH

KERN EMB200-2 (Vacija)

Analitiskie KERN ADB 100-4 KERN & SOHN GmbH

(Vacija)

Sausa bloka termostats TDB-120 BIOSAN (Latvija)

Echotherm IN55 Programmable Torrey Pines Scientific, Inc.
Termostati Chilling/Heating Incubator (ASV)

Udens termostats W1 MLW (Ukraina)

CO2 inkubators MCO-18AC-PE Panasonic (Japana)
Ultr.askar,las Ultrasonic Processor UP200S Hielscher - Ultfagp und
dezintegrators Technology (Vacija)
uv gaismas 2011 Macrovue Transilluminator LKB (Austrija)
transiluminators
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5. pielikums

Darba izmantotas mikrobiologiskas un ziditaju Stnu kulttru barotnes.

Barotne

Barotnes sastavs (uz 11)

LB (Luria — Bertani) $kidra barotne

10 g peptons;

5 g rauga ekstrakts;
10 g NaCl;

dH,0 Iidz 1 litram.

2TY (peptona rauga ekstrakta)
Skidra barotne

16 g peptons;

10 g rauga ekstrakts;
5 g NaCl;

dH20 lidz 1 litram.

LB agarizeta barotne

15 g agars;

10 g peptons;

5 g rauga ekstrakts;
10 g NaCl;

dH,0 lidz 1 litram.

DMEM (Dulbecco s Modified

DMEM (Thermo Fisher Scientific™)
4 mM L-glutamins;

Zagle Medium) 1% penicilins-streptomicins;
10% FBS.
Opti-MEM Reducéta seruma barotne (Thermo Fisher Scientific™)
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6-1. pielikums

Darba izmantotie Skidumi.

Pielietojums Skidums Receptiira
o - 0,5 mg ampicilins;
o Ampicilina Skidums (50 mg/l) | 10 ml dH,0.
E. coli Sunu - 0,3 mg kanamicins;
?Egjfgg:saun Kanamicina Skidums (30 mg/l) | 10 ml dH,0.
1M IPTG - 2,38 g IPTG;
- dH,0 1idz 10 ml.
L - 50 mM Tris-HCI (pH = 8,0);
E'Zggl'l:“n“ Lizsanas buferskidums - 150 mM NaCl;
- 0,1% Triton X-100.
50X TAE (1 litrs):
- 242 g Tris;
- 57,1 ml HCI (konc.) (Iidz pH = 8,0);
1X TAE buferskidums -100ml 0,5 M EDTA (pH = 8,0);
_ ’ - dH20 lidz 1 litram.
Elektroforeze

agarozes gela

1X TAE (1 litrs):
- 20 ml 50X TAE;
- dH20 1idz 1 litram.

1% agarozes gels

- 1 g agaroze;
- 99 ml 1X TAE buferskidums;

- 5 ul etidija bromida §kidums (10 mg/ml).

SDS-PAGE darba 250 mM Tris;
o - 1,9 M glicins;
buferskidums
Elekiroford ’ - 35 mM SDS.
‘1? g.lorefg - 0,125 M Tris — HCI (pH = 6,83);
p;)l;a ilamida - 4% SDS:
& Laemmli skidums - 10% B-merkaptoetanols;
- 20% glicerins;
- 0,05% bromfenolzilais.
- 25 ul Tween-20;
0 - 1
0,05% Tween-20 PBS (PBST) | 1X PBS Tidz 500 ml.
-1 g BSA,
0 1
1% BSA 100 ml 1X PBS.
- 5 g konc. HzSOy;
2 N Hz50, L 4H,0 Iidz 50 m.
- 1 - 1 fosfata-citrata buferskiduma tablete;
Fosfata-citrata buferskidums L 100 ml dH,0.
ELISA 10X karbonatu bufer§skidums (pH=9,5):
imansorbcija Karbonatu buferskidums - 5,3 g Na:COs
(PH=9,5) - 4,2 g NaHCO3

- dH,0 Iidz 100 ml. Korigé pH ar nepiecieSamo sali.

0-feniléndiamina dihidrohlorida

- 1 fenilendiamina dihidrohlorida substrata tablete;

substrats - 10 ml dH.O
1X PBS:
- 137 mM NacCl
1X PBS - 2,7 mM KCI

- 4,3 mM Na:HPO4

- 1,47 mM KH,PO4
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6-2. pielikums

Darba izmantotie Skidumi.

Pielietojums Skidums Receptiira
Hromatografija
(lieluma Protemu buferskidums - 1X PBS
izslégSanas)
Buferskidumi sals gradienta - 1X PBS;
veidoSanai - 1XPBSar 1 M NaCl.
Hromatografija Slgidums kolonnas tiriSanai - 0,5 M NaOH
. > 0,5 M fosfatu buferskidums (pH 7,2-7,3):
(jonapmainas) )
Skidums kolonnas lidzsvaro$anai| 4,49 g NaHzPO,;
’ 13,57 g NazHPOy;
- dH,0 1idz 250 mL
15 M Tris - HCl (pH=88) [ 9T
buferskidums - dH;0 lidz 1 litram;
’ - ar HCI (konc.) paaugstina pH lidz 8,8.
30% akrilamida un bisakrilamida[ /2 /> & akrilamids;
idums - 2,25 g bisakrilamids;
’ - dH20 Iidz 250 ml.
-10 g SDS;
10% SDS | dH,0 Iidz 100 ml.
10% amonija persulfata Skidums 1 g amonija persulfats;
(APS) - dH20 lidz 10 ml.
Poliakrilamida - 2,8 ml dH20;
gela -3 ml 1,5 M Tris-HCI (pH = 8,8);
pagatavoSana  [SadaloSais gels (15%) - 6 ml 30% akrilamida un bisakrilamida skidums;
(2 geli) - 120 ul 10% SDS;
- 90 ul 10% APS;
- 15 ul TEMED.
- 3 ml koncentr&josa gela maisijuma,
Koncentrgjosais gels (2 geli) - 17 ul 10% APS;
- 3 ul TEMED.
- 60,08 ml dH,0;
Koncentrgjosa gela maisijums |- 13,3 ml 30% akrilamida $kiduma
(4%) - 25 ml 0,5 M Tris-HCI (pH=6,8);
- 1 ml 10% SDS
- 600 ml dH,0;
Poliakrilamida |Fiks&Sanas Skidums - 100 ml etikskabe;
kraso$ana un - 300 ml 96% etanols.
atkraso$ana - 0,1 g Coomassie Brilliant Blue G250;
Coomassie briljantzila krasviela 8 ml 50% TCA,
poliakrilamida gela krasoSanai - 12 ml 96% etanols;
- dH20 lidz 200 ml.
Piesatinata amonija sulfata - 550 g (NH4)2SOq;
Skidums + dH,0 1idz 1 litram.
Protetnu - 20 mM Tris-HCI (pH 8,0);
sakotn&ja - 150 mM NacCl;
attiriSana Ekstrakcijas buferskidums - 0,5 M urinviela;
-1 mM PMSF;

- 0,1% Tween-20.
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7. pielikums

PVD atlauja darbam ar dzivniekiem.

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 petijjumu un studiju centrs, Nr. 025413
Atlaujas sanémgjs: izméginajuma dzivnieku lietotajs (nosaukums, PVD registra Nr.) o

Jaunu vakcinu modelu imunas atbildes parbaude laboratorijas pelés
Izméginajuma projekta/procediiras nosaukums

Dace Skrastina
Par projektu atbildiga persona

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

Izmé&ginajuma projekta norises vieta
Ratsupites iela 1, Riga, LV-1067
faktiska adrese

Ipasie nosactjumi:

Iidz 2027. gada 25. decembrim iesniegt PVD 2022. gada 25. novembra lemuma

11/22/2.7-23.3 pieprasito informaciju projekta restrospektivajai izvertésanai.

Par jebkuram procediras ieviestam izmainam nekavéjoties zinot PVD!
Retrospektiva izvertésana u.c.

Atlaujas darbibas laiks no 25.11.2022. Iidz 25.11.2027.

Atlaujas izsniegSanas datums: 25.11.2022.

Partikas un veterinara
dienesta generaldirektors
M.Balodis

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

ED-2 (1no 1) 02.versija

/////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////////
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8. pielikums

Apliecinajums par dalibu konference.

2025. gada 14. februari Anna Kozlova piedalijas apvienotaja Latvijas Biokimijas biedribas un

83. Latvijas Universitates starptautiskas zinatniskas konferences molekularas biologijas sekcijas
sédé ar prezentaciju ‘“Anti-miostatina vakcinas prototipa izstrade uz ssRNS bakteriofagu
virusveidigo dalinu tehnologijas bazes”, kura izklastiti magistra darba aprakstitie rezultati.

Apliecinajums pievienots saisinatas konferences programmas forma.

Molekularas biologijas sekcijas un Latvijas
Biokimijas biedribas 8. konferences séde

16.15-16.30 Aitas genoma CAST géna ar baribas efektivitati saistito variaciju un ekspresijas
analize Latvija audzétas aitu Skimés. 1. Trapinal, S. Plavinal, D. Malakovskal, N. Krasnevskal, J.

1, D. Kairia2,3, N. 1.1-L un fakuttate; 2 - LU
Agrobiotehnologijas institits; 3 - Latvijas aitu audzétaju asociacija.

16.30-16.45 Anti-miostatina vakcinas prototipa zstrade uz sSRNS bakteriofagu virusveidigo dalinu
tehnologijas bazes. Anna Kozlova, Iva Lieknina, Gints Kalning, Dace Skrastina, Ramona
Petrovska, Kaspars Tars

Friday, February 14, 2025 - Friday, February 14, 2025

Scientific Program
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