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SANTRUMPOS

Santrumpal! PaaiSkinimas

Ag Antigenas, -ai

Ak Antikinas, -ai

APL Antigenus pateikianciosios lgstel és (angl. Antigen
Presenting Cells)

ar. Aminorugstis, -ys

BCR B lasteliy receptorius, nuo angl. B cell receptor

CD Lasteliy pavirsSiaus Zymenys, nuo angl. cluster of
differenciation

CFSE Karboksifluoresceinsukcinimidilesteris, nuo angl.
carboxyfluorescein succinimidyl ester

CIAP Sarmine fosfatazé i$§ versiuko Zarny, nuo angl. calf
intestinal alkaline phosphatase

CTL Citotoksiniai T limfocitai

DL Dendritinés lgstelés

DMSO Dimetilsulfoksidas

EDTA Etilendiaminotetraacto rugstis

EGIS Eukarioty geny inZinerijos skyrius

FCS Embrioninis verSiuko serumas, nuo angl. fetal calf serum

FITC Fluoresceino izotiocianatas

HaPyV Ziurkéno poliomos virusas, nuo angl. Hamster
Polyomavirus

HBV Hepatito B virusas

HPyV Zmogaus poliomos virusas, nuo angl. Human
Polyomavirus

GM CSF Granulocity makrofagy kolonijas stimuliuojantis

faktorius, nuo angl. granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor

IFA Imunofermentiné analizé, angl. enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA)

IL-4 Interleukinas ketvirtas

LCMV Peliy limfocity choriomeningito virusas, angl.
Lymphocytic Choriomeningitis Virus

mAKk Monokloniniai antiktinai

pAk Polikloniniai antikunai

PGR Polimerazés grandininé reakcija

MHC Pagrindinis audiniy suderinamumo kompleksas, nuo angl.
major histocompatibility complex

NK Lastelés naturalios Zudikés, nuo angl. natural Killer

PE Fikoeritrinas, nuo angl. phycoeritrin

! Siame sarase néra santrumpy, kurios yra taip pladiai paplite, kad nereikalauja paai§kinamo, pvz.,
DNR, RNR ir pan.
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PMSF

PFU

PEG
KT
SAP

SN

NDS
NDS-PAGE
TAA

TCR
TEMED
Th
TRAIL
VPD

VP1

Proteaziy slopiklis fenilmetansulfonilfluoridas, nuo angl.
phenylmethanesulfonylfluoride

Kolonijas formuojantis vienetas, nuo angl. plaque forming
unit

Polietilenglikolis

Kambario temperatiira

Sarminé fosfatazé i$ kreveciy, nuo angl. shrimp alkaline
phosphatase

Standartinis nuokrypis

Natrio dodecilsulfatas

Poliakrilamidinis gelis su NDS

Véziniai peptidiniai antigenai, nuo angl. Tumor Associated
Antigens

T lasteliy receptorius, nuo angl. T cell receptor
N,N,N'N'-tetrametilendiaminas

T lastelés pagalbininkés, nuo angl. T helper

Su TNF susijes apoptoze indukuojantis ligandas, nuo
angl. (TNF)-related apoptosis-inducing ligand

| virusus panasSios dalelés, angl. Virus-like Particles -
VLPs)

Virusinis baltymas 1, nuo angl. virus protein 1



[VADAS

VéZiu yra vadinamos ligos, kurioms budingas nekontroliuojamas
nenormaliy lasteliy dalijimasis bei plitimas | gretimus audinius [VéZio
terminy Zodynas, www.cancer.gov]. VéZys kiekvienais metais pasaulyje
diagnozuojamas keliems milijonams Zmoniy. Susirgimy skaic¢ius nuolat
auga. Siuo metu onkologiniams pacientams gydyti yra taikoma
kombinuota visy Zinomy kovos su veéziu budy terapija: chirurginé
intervencija, chemoterapija, Svitinimas ir vakcinos. PrieSvéZiniy vakciny
tikslas - suaktyvinti imunitetg prieS tam tikra antigeng ir sukelti véziniy

lasteliy zuti.

Identifikavus véZinius antigeninius peptidus, MHC molekuliy
pateikiamus véziniy lasteliy pavirSiuje, atsirado peptidiniy prieSveéziniy
vakciny rasis. Siy vakciny tikslas yra sukelti CTL imuninj atsaka prie$
veézinius antigeninius peptidus [Marchand et al, 1995; Rosengerg et al,,
1998]. Deja, veéziniai antigeniniai peptidai yra trumpi (9 ar.),
neimunogeniski, kartais sukelia net CTL tolerancijg [Toes et al., 1996; Zaks
ir Rosenberg, 1998]. Norint patobulinti peptidines vakcinas, yra kuriami
ilgesni peptidai arba naudojami papildomi baltymai, kurie pagerinty
trumpy peptidy imunogeniSkumg ir turéty papildomy CTL ar Tu epitopy
[Perz et al., 2010]. I virusus panaSios dalelés (VPD) gali buti perspektyvi
peptidiniy vakciny, skirty sukelti imuninj atsakg prieS CTL epitopus,
alternatyva, kadangi VPD pasiZymi virusams bidingomis savybémis:
pasikartojan¢iu pavirSiumi, virusine kilme, dydziu, gebéjimu sukelti

humoralinj ir Igstelinj imuninj atsaka [Pumpens ir Grens, 2002].

Rekombinantinés VPD - tai daugiakomponentés strukturos,
sudarytos iS daugybés vieno ar keliy virusiniy strukturiniy baltymy
kopijy, dazniausiai ikosaedrinés arba siilinés formos. VPD yra panasios j
virusus, i$ kuriy jos yra kilusios, bet, skirtingai nuo virusy, jos neturi

viruso genetinés medzZiagos, todél yra neinfektyvios ir saugios [Pumpens
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ir Grens, 2002]. Dendritinés lastel és (DL) uZlgstelinius antigenus paprastai
pateikia kompleksuose su MHC II klasés molekul émis, bet VPD fragmentai
gali buti kryzmiskai pateikiami su MHC I klasés molekulémis (Si VPD

savybé yra butina, norint aktyvinti antigenui specifines CTL Igsteles).

Daugelio virusy VPD formuojancius baltymus yra bandoma
panaudoti tiksliniy trumpy peptidy nesikliais. Jvairiy virusiniy baltymy
pagrindu sukurtos VPD in vivo daZniausiai sukelia humoralinj [Bounaguro
et al., 2002; Zvirbliene et al., 2006; Kang et al., 2009; Herbst-Kralovetz et
al,, 2010], o iSskirtiniais atvejais ir lgstelini imuninj atsakg [Lacasse et al,,
2008; Ding et al., 2009]. Norint in vivo sukelti antigeniniam peptidui
specifinj lgstelinj imuninj atsaka, daZnai reikia naudoti adjuvantus, pvz,
CpG oligonukleotidus ar a-CD40 antikiinus [Storni et al,, 2002; Schwarz et
al,, 2005].

Ziurkéno poliomos viruso (HaPyV) pagrindinio struktiirinio baltymo
VP1 formuojamos VPD gali buti svetimy seky neSikliu, nes VP1
monomerinis baltymas toleruoja jvairios kilmés ir ilgumo (pvz., 9, 120,
238 ar.) peptidy intarpus bei formuoja VPD [Gedvilaite et al.,, 2000, 2004,
2006]. Iki Siol duomeny apie HaPyV VP1 pagrindu sukurty chimeriniy VPD
gebéjimg sukelti jterptam antigenui specifinj 1astelinj imuninj atsaka in
vivo nebuvo. Yra Zinoma tik tiek, kad peliy imunizavimas peliy poliomos
viruso chimerinémis VPD, turinc¢iomis jterptg CTL epitopa, sukélé CTL
imuninj atsaka ir slopino véziniy Igsteliy augima [Brinkman et al., 2005;
Andreasson et al., 2009]. Nors peliy ir Ziurkéno poliomos virusy VP1
baltymy aminorigsciy sekos yra labai panasios, bet jy formuojamos VPD
pasizymi skirtingomis savybémis: nevienodu gebéjimu subrandinti
Zzmogaus dendritines lgsteles in vitro bei hemagliutinacija [ Gedvilaite et al.,
2006], todel reikeéjo jvertinti HaPyV VP1 VPD gebéjimg sukelti 1gstelinj

imuninj atsaka in vivo.



Pagrindinis Sios disertacijos darbo tikslas buvo modelinése

sistemose parodyti rekombinantiniy HaPyV VP1 baltymy formuojamy

VPD panaudojimo priesvéziniy vakciny kurimui galimybes, jvertinant

svetimy CTL epitopy jterpimo j VP 1 baltyma toleravimg, VPD formavimosi

efektyvuma bei sukeltg jterptam antigenui specifinj imuninj atsaka.

Darbe buvo iskelti Sie uzdaviniai:

Sukurti  mieliy Saccharomyces cerevisiae  producentus,
gaminancius HaPyV VP 1 pagrindu sukonstruotus chimerinius
(su jvairiais CTL epitopy intarpais) baltymus, Siuos baltymus
iSgryninti, patikrinti ar jie formuoja VPD.

Nustatyti VP1 baltymo panaudojimo CTL epitopy neSikliu
galimybes, sukurti efektyvesnes chimeriniy VPD gryninimo
schemas.

Pelése istirti chimeriniy VPD su iterptais CTL epitopais
gebéjimg sukelti antikiiny pries jterptus peptidus sinteze.
[Stirti chimeriniy VPD su jterptu modeliniu GP33 epitopu
imunogeniskumg in vitro: nustatyti VPD gebéjimg
subrandinti dendritines lgsteles bei stimuliuoti antigenui
specifines CTL lasteles.

[Stirti chimeriniy VPD su jterptu modeliniu GP33 epitopu
imunogeniskumg in vivo: nustatyti, ar VPD suSvirksStimas gali
sukelti ilgalaikio imuninio atsako prie§ GP33 antigeng
susidarymg ir apsaugoti peles nuo GP33 specifinio viruso

infekcijos ir (ar) stabdyti véZziniy 1gsteliy augima.



MOKSLINIS NAUJUMAS

Siame darbe buvo tiriamos HaPyV viruso pagrindinio struktiirinio
baltymo VP1 formuojamy j virusus panasiy daleliy (VPD) panaudojimo
prieSveziniy vakciny kirimui perspektyvos. VéZinéms lgsteléms budingy
peptidiniy antigeny (CTL epitopy) turin¢ios VPD galéty padéti imuninio

atsako, nukreipto pries véZines lgsteles, in vivo susidarymui.

Pirmg kartg buvo nuodugniai iStirtos HaPyV viruso VP1 baltymo
formuojamy VPD savybés, ju tinkamumas biti CTL epitopy neSikliais.
HaPyV VP1 baltymo pagrindu buvo sukurtos chimerinés VPD su jterptais
jvairiais CTL epitopais, iStirtos jterpimui palankiausios VP1 baltymo
vietos, iSbandyti nauji VPD gavimo ir gryninimo budai, pagerinantys

chimeriniy VPD formavimasi bei iSeigas.

Pirma kartg, panaudojant modelines chimerines VPD (turincias GP 33
CTL epitopo intarpus), in vivo buvo iStirtas chimeriniy HaPyV VP1
pagrindu sukonstruoty VPD sukeliamas ir humoralinis, ir lastelinis
imuninis atsakas. Daugumos virusy pagrindu sukurtos VPD efektyviai
sukelia humoralinj atsakg, taCiau tik nedaugelis suzadina ir CTL imuninj
atsaka. Siame darbe buvo parodyta, kad chimerinés VPD su CTL epitopy
intarpais in vitro ir in vivo efektyviai brandino dendritines Igsteles,
specifiskai aktyvavo CTL lgsteles, pelése sukélé jterptam epitopui specifinj,
ilgalaikj, humoralinj ir lgstelinj imuninj atsakg. HaPyV pagrindu sukurtos
modelinés chimerinés VPD, efektyviai in vivo suZadino iterptam antigenui
specifiniy CTL lgsteliy atsiradimg, o susidares CTL imuninis atsakas buvo
efektyvus ir naikino antigenui specifines virusais infekuotas bei véZines

taikinio lgsteles.

Gauti rezultatai parodé, kad HaPyV VP1 baltymas yra vienas i$S
nedaugelio virusy strukturiniy baltymy, kurie ne tik formuoja VPD, bet
pasiZzymi ir universaliomis baltymo - neSiklio savybémis, o in vivo sukelia
efektyvy, ilgalaikj, jterptam epitopui specifini imuninj atsaka.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. PrieSvézinio imuninio atsako ypatybés

Véziu yra vadinama ligy grupé, kurioms budingas nekontroliuojamas
lasteliy augimas, dalijimasis ir plitimas. VéZiniy lagsteliy atsiradimg gali
sukelti genetiniai pakitimai, pvz. geny mutacijos, jsiterpe virusiniai genai,
sutrikusi normaliy geny raiSka ir kt. [Weinberg, 2007]. VéZys yra antra
pagal daznumg mirties prieZastis pasaulyje (pirmoji - Sirdies/kraujagysliy
ligos); kiekvienais metais Si liga diagnozuojama keliems milijonams
Zmoniy ir susirgimy skai¢ius nuolatos auga. Pvz., JAV kasdien nuo véZio
mirsta apie 1500 Zmoniy, t. y., daugiau nei pusé milijono per metus;
baiminamasi, kad 2010-aisiai mir€iy nuo véZio skaicius uzims jau pirmaja

vietg pasaulyje [American cancer society duomenys].

Lietuvoje véZiu serga ~ 70 000 Zmoniy ir Sis skai¢ius nuolat auga.
Kasmet yra diagnozuojama ~ 17 000 naujy véZiniy susirgimy atvejy ir
~8000 pacienty mirsta (~ 22 Zmonés kasdien) [Lietuvos vézZio registro

duomenys].

Véziniy lasteliy savybés

VéZinés lastelés nuo sveikuyjy skiriasi savo fiziologija ir morfologija.
Minétus pokycCius lemia geny paZaidos: mutacijos arba geny raiskos
pokyciai, nesusije su DNR paZaidomis (epigenetinés pazZaidos). Dél geny
pazaidy veézZinéje lgsteléje sutrinka lgstelés dauginimosi, diferenciacijos,
apoptozés ir Kkity procesy valdymas, todél tokia lastelé gali
nekontroliuojamai ir neribotai daugintis. IS pradinés pakitusios 1gstelés
formuojasi lasteliy klonas, vadinamas augliu, kuris véliau iSvesi,
ardydamas ir naikindamas aplink esanc¢ias normalias Igsteles ir audinius.
Kraujotakos arba limfine sistema auglio 1gstelés gali iSplisti po organizma,

formuodamos naujas kolonijas, vadinamas metastazémis. Auglys,
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atsirades iS vienos pakitusios lgstelés, gali sutrikdyti viso organizmo

funkcionavimg ir sukelti jo mirtj.

Zmogaus organizme supiktybéti gali bet kurio audinio lastelés, todél
véziniy susirgimy jvairové labai plati. Augliai (standzios véZiniy lasteliy
sankaupos) yra skirstomi j piktybinius ir gerybinius. Piktybiniy augliy
formavimasis yra diagnozuojamas kaip véZinis susirgimas. VéZiniai
susirgimai klasifikuojami ir pagal lasteliy, i$ kuriy jie iSsivysté, tipa, pvz.,
karcinoma yra epitelio Igsteliy, sarkoma - jungiamojo audinio, leukemija -
kraujodaros sistemos, limfoma - limfocity vézys. Toliau véZiniai
susirgimai yra klasifikuojami pagal organg, kuriame vézys iSsivysté, pvz.,

plauciy karcinoma ar B Igsteliy leukemija.

Sveiky Iasteliy dauginimasi riboja augimo veiksniy, kuriuos
sekretuoja daugelis organizmo Ilgsteliy bei specializuoti audiniai
(endokrininés liaukos), Kkiekis Ilgstelés aplinkoje. VéZinés Ilasteles,
skirtingai nuo normaliy, gali daugintis ir tada, kai augimo veiksniy i$
aplinkui esanciy sveiky audiniy jos negauna, nes vézinés lastelés Siy
veiksniy prisisintetina pacios. Be to, vézinése lgstelése daznai aptinkamas
padidéjes augimo veiksniy receptoriy kiekis arba receptoriai yra
strukturiskai pakite ir jy aktyvavimui nereikia ligando. Minétus pokycius
lemia mutacijos receptoriy genuose, pvz. amplifikacijos. Turédamos
daugiau receptoriy, vézinés lastelés stipriau reaguoja | augima
skatinancius signalus ir sékmingai plinta po organizma. Vézinése lastelése
gali padidéti ir vidulasteliniy baltymy, dalyvaujanciy signaly perdavime ar
geny transkripcijoje, aktyvumas. Pvz., dél mutacijos Ras baltymas,
perduodantis jvairiy augimo veiksniy signalus, tampa pastoviai aktyvus ir

lastelés dauginimasi aktyvina be iSoriniy signaly pagalbos.

Lastelés ciklg valdo sudétingi molekuliniai mechanizmai, kuriuos
paZeidus, lgstelés Zista arba jy ciklas laikinai sustabdomas kontrolés

taSkuose. Vézinése lgstelése dauguma Iastelés ciklo kontrolés tasky
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mechanizmy neveikia, todél jos gali nekontroliuojamai daugintis.
Daugelyje vézZiniy lasteliy ,ribos tasko“ kontrolés mechanizmai
paZeidZiami geny pazZaidoms suardZius baltymo Rb valdomga atsaka, ir
lastelés pradeda dalintis be augimo veiksniy signaly. DaZnai vézZinése
lastelése nefunkcionuoja ir ,DNR pazaidy“ kontrolés taskas: normalios
lastelés, turinCios DNR pazaidy, pasitraukia i$ lgstelés ciklo ir pradeda
DNR reparacijg, taCiau vézinés lgstelés, net ir susikaupus dideliam
genetiniy pazaidy kiekiui jy genomuose, toliau tesia dalijimosi cikla,
formuodamos genetiSkai nestabiliy lIasteliy klonus. DNR paZaidy kontrolé
veézinése lastelése daznai nevyksta todél, kad jose biina mutave baltymo
p53 arba kity Sio atsako baltymy genai. Be to, véZinése lgstelése mutacijos
iSveiklina DNR reparacijos fermentus, todél DNR paZaidos lieka
nepataisytos ir jy kiekis kaupiasi. VéZio raida yra nepertraukiamas
pazaidy kaupimosi procesas, kuris lemia nekontroliuojama véziniy lgsteliy

dauginimasi bei invazyvuma.

Apoptozés vengimas - dar viena unikali véZiniy lasteliy savybé.
Normaliy lgsteliy apoptoze sukelia DNR pazaidos, onkogenai, streso
signalai. VéZinéms lgsteléms iSvengti apoptozeés leidZia jvairis pokyciai,
pvz., susilpnéje proapoptoziniai (apoptoze skatinantys) ir sustipréje
antiapoptoziniai signalai. Sutrike apoptozés mechanizmai lemia véziniy
lasteliy atsparumg priesvéziniam gydymui. Pagrindinis chemoterapijos ir
radioterapijos tikslas - sukelti véziniy lgsteliy DNR pazaidas, deél kuriy
lastelés turéty ziti apoptozés ar nekrozés keliais. Deja, dalis véziniy

lasteliy dél apoptozés mechanizmy defekty yra atsparios chemoterapijai.

VéZinése lastelése daZznai buna pazeisti lgstelés senéjimo
mechanizmai, sutrikusi fermento telomerazés raiska, gausu mutacijy
genuose, valdanciuose replikacinj senéjimg. Nustatyta, kad iSveiklinus p53
ir Rb baltymy genus, 1gstelé gali perzengti replikacinio senéjimo ribg ir

toliau dalintis, kaupdama genetines pazaidas.
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Vézinés lgstelés stimuliuoja angiogeneze - naujy Kkraujagysliy
formavimasi. Auglys pasiekes 2-3 mm? dydj nebegali augti be papildomo
kapiliary ir kraujagysliy tinklo. Kraujotakos sistema augliui pristato
mitybines medziagas ir paSalina lgsteliy metabolizmo produktus. Per
kraujagysliy sistemg vézinés lastelés iSplinta | kitus organus. Vézineés
lastelés sintetina kraujagysliy augima skatinancius baltymus, pvz. VEGF
(kraujagysliy endotelio augimo veiksnj), taip aprupindamos augli

pakankamu kapiliary ir kraujagysliy tinklu.

Metastazavimas (naujy veéziniy lgsteliy klony formavimasis) - dar
viena unikali véZiniy lgsteliy savybé. Auganciam augliui reikia vis daugiau
erdvés, todel vezinés lgstelés ima sintetinti maZiau pavirSiaus adhezijos
molekuliy, padidina matrikso metaloproteaziy, urokinaziy, katepsiny ir
kity matriksg ardanciy proteaziy sinteze. Minéti pokyciai uztikrina véZziniy
lasteliy judéjima | naujas organizmo vietas, kur auglio lastelés formuoja
naujus veziniy lasteliy klonus. Proteaziy déka véZinés lastelés sugeba
tirpinti pamatine laming bei kitus tarplgstelinio matrikso komponentus.
Plisdamos j kitus organus veézinés lgstelés ne kartg turi atlipti ir vel
prisitvirtinti prie matrikso bei aplinkui esanciy lasteliy, todeél jos vél
padidina adhezijos molekuliy, kurios yra svarbios, keliaujant kraujotakos
sistema bei formuojant naujas kolonijas, sinteze. VéZiniy Ilgsteliy
morfologija itakoja sumaZéje kontaktai su jas supanciais pavirsSiais.
Dauguma veéziniy lasteliy yra apvalesnés ir judresnés nei normalios, jy
citoskeleto struktiira yra blogiau iSvystyta. VéZinéms lgsteléms budingi

dideli branduoliai, pakitusi geny raiska ir intensyviis metabolizmo tempai.

Morfologinius ir fiziologinius pokycCius véZinése lgstelése lemia geny,
kontroliuojanciy lgstelés proliferacijg, diferenciacijg, senéjima, apoptoze,
lasteliy tarpusavio kontaktus, pazaidos. Mutacijos ir epigenetiniai pokyciai
sutrikdo svarbiausiy procesy kontrole ir suteikia véZinei lgstelei

pranaSuma kovoje dél erdvés ir mitybiniy medziagy. Pirminiuose auglio
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lasteliy klonuose aptinkamos tik kelios mutacijos, o progresuojanciuose
augliuose - daugybinés mutacijos, epigenetinés paZaidos, sudétingi
chromosomy strukturos arba ploidiSkumo pakitimai. Vézinés lgstelés
pasiZzymi genetiniu nestabilumu - sugebéjimu greitai sukaupti mutacijas.
Mutacijy kaupimosi tempai deSimtis karty virSija spontaniniy DNR
pazaidy atsiradimg; Siuos pokycius lemia mutacijos, esancios genomo
stabilumo reguliatoriy (reparacijos fermenty, lastelés ciklo kontrolés
tasky baltymuy ir kt.), genuose. Genetinis nestabilumas suteikia véZinéms
lasteléms plastiSkumo, jtakoja greitus dauginimosi tempus, invazyvuma
bei sugebéjimg prisitaikyti prie kintan¢iy aplinkos salygy [Alberts et al,,
2002; MildaZiené et al., 2003].

Vézio imunologija

Organizmo imuniné sistema - tai grupé Iasteliy (limfocitai,
makrofagai, dendritinés ir kt.) ir organy (kauly Cciulpai, bluZnis,
Ciobrialiauké, limfmazgiai ir kt.), kuriy tikslas yra apsaugoti organizmg
nuo svetimos genetinés informacijos ir nuo savy pakitusiy Igsteliy. Vienus
gynybos mechanizmus Zmogus turi dar prie§ kontaktuodamas su
patogenais - tai fizikiniai ir cheminiai barjerai, audiniy ir kraujo
fagocituojancios lgstelés, jvairios kraujyje cirkuliuojan€ios molekulés, pvz.,
citokinai, komplemento komponentai. Minéti apsaugos mechanizmai
vadinami jgimtu, arba nespecifiniu, imunitetu. Kiti apsaugos mechanizmai
pradeda veikti tik po organizmo kontakty su svetimomis medZiagomis ir
yra toms medziagoms specifiniai - tai jgytas, arba specifinis, imunitetas.
Specifinj imuninj atsaka sukelianc¢ios medziagos vadinamos antigenais.
Pagal tai, kokie imuninés sistemos efektoriniai mechanizmai pasalina
antigenus, jgytas imunitetas yra skirstomas j humoralinj ir lgstelinj
imuninj atsakg. Humoralinio atsako reakcijose dalyvauja antigenui
specifiniai antikunai, o lgstelinio - antigenui specifiniai limfocitai [Mayer,

2009; Todar, 2009].
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Kovojant su véziu labai svarbus yra tiek jgimtas nespecifinis, tiek
jgytas specifinis imuninis atsakas [Mayer, 2009] (1 pav.). Pirmieji j kova su
vezinémis lgstelémis stoja igimto imuninio atsako komponentai - tai
tirpios molekulés (komplemento baltymai) ir jvairios l1astelés (makrofagai,
dendritinés, NK Igstelés bei granulocitai - bazofilai, eozinofilai,
neutrofilai). Igytas imunitetas | vézines lgsteles reaguoja véliau, 1éciauy,
taCiau jis yra antigenams specifinis ir turi imunine atmintj. Imuninés
atminties déka kitg kartg j antigena imuniné sistema reaguoja greiciau ir
stipriau. Pagrindiniai specifinio imuniteto komponentai yra B13astelés ir jy
gaminami antikunai bei CTL (CD8+) ir Tu (CD4+*) limfocitai. NK T ir y6 T
lastelés priklauso abiems minétoms imuninio atsako Sakoms [Dranoff,

2004].

Jgimto imuniteto komponentai véZines lgsteles gali atpazinti per PRR
receptorius (nuo angl. pettern-recognition receptors). PRR sgveikauja su
DAMP molekulémis (angl. damage associated molecular pattern
molecules), esanc¢iomis véziniy lasteliy pavirSiuje. VézZinése lastel ése taip
pat vyksta, pvz. stresu indukuojamy geny (MICA, MICB) raiska, o jy
produktus atpaZjsta NKG2D receptoriai esantys NK, makrofagy ir CTL

lasteliy pavirSiuje.

NK Iastelés (angl. natural killer) - tai antigenui nespecifiniai
limfocitai. Jie atpaZjsta jvairias organizmui svetimas lgsteles ir yra
pirmosios lastelés, galinCios apginti organizmg nuo tik kg atsiradusiy
veziniy lgsteliy. NK lastelés turi jvairiy receptoriy (tiek aktyvinanciy tiek
slopinanc¢iy), pvz., KIR (nuo angl Killer-cell immunoglobulin-like
receptors) ar KLR (nuo angl. Killer lectin-like receptors). Receptoriy déka
NK lastelés aptinka MHC I klasés molekuliy neturincias véZines lasteles ir
gali jas lizuoti perforiny/granzimy keliu, per apoptoze indukuojanti
ligandg TRAIL (nuo angl. (TNF)-related apoptosis-inducing ligand) bei per
NO (azoto oksidg). NK lastelés taip pat sekretuoja IFNy, kuris slopina
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veziniy lasteliy proliferacijg, skatina jy apoptoze, pagerina véZiniy
antigeny pateikimg ir slopina angiogeneze. NK Iastelés taip pat Zudo
antiklinais pazymeétas lgsteles (mechanizmas vadinamas ADLC, nuo angl.
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity). NK Iasteles aktyvina
sgveika ne tik su vézinémis, bet ir su dendritinémis lgstelémis [Murphy et

al,, 2008].
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1 pav. Igimto ir jgyto imuninio atsako priesvézinio veikimo schema. Stimuliuotos
NK lastelés veézines lgsteles gali lizuoti perforiny/granzimy keliu arba per apoptoze
indukuojancius ligandus, tokius kaip TRAIL (su TNF susijes apoptoze indukuojantis
ligandas). NK lastelés sekretuoja IFNy, kuris slopina véZiniy lgsteliy proliferacija,
sustiprina apoptoze, pagerina véziniy antigeny pateikimg ir slopina angiogeneze. NK T
lastelés taip pat yra citotoksiskos ir gamina citokinus. CTL (CD8+) T lastelés véZines
lasteles lizuoja mirties receptoriy ligandy (pvz., TRAIL) bei granzimy/perforiny keliais.
Tu (CD4+) lastelés gali diferencijuotis j Tul, sekretuojancias IFNy arba j TuZ2 lgsteles,
sekretuojancias interleukinus IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 ir IL-13. Sie citokinai sustiprina
eozinofily funkcija ir padidina antikiny sekrecijg (B lastelés). Antikiinai ant véZinés
lastelés pavirsiaus gali uzblokuoti onkogeninius signalus ar stimuliuoti véziniy lasteliy
sunaikinimg per Fc receptorius, esan¢ius makrofagy, granulocity ar NK lasteliy
pavirSiuje. Antikinai taip pat gali palengvinti véziniy antigeny pateikima dendritiniy
lasteliy pavirsiuje formuodami imuninius kompleksus. Makrofagai gali naikinti véZines
lasteles iSskirdami azoto oksidg ir reaktyvias deguonies formas. Auglio kraujagysles gali
atakuoti limfocitai ir granulocitai [Dranoff, 2004].
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NK T ir y8 T lastelés yra vadinamos ILL lgstelémis (nuo angl. innate-
like lymphocytes); jos turi antigenams specifiniy receptoriy, todél ir
vadinamos T lgstelémis. Minétieji receptoriai yra silpnai iSreiksti, jy
jvairove skurdi (patiria tik kelis geny persitvarkymus). ILL Igstelés
randamos tik tam tikruose audiniuose. y§ T lastelés aptinkamos epitelyje,
Siy lasteliy svetimkiiniy atpazinimo ligandai gali buti HSP baltymai (angl.
heat shock protein), nukleotidai, fosfolipidai. NK T Ilgstelés randamos
Ciobrialiaukéje ir periferiniuvose limfiniuose organuose, atpaZjsta
glikolipidus ir labai greitai ima sekretuoti citokinus - IL-4, IL-10, IFNy
[Murphy et al., 2008].

Dendritinés lgstelés (DL) ir makrofagai yra antigenus
pateikianciosios lgstelés (APL). APL lastelés vézines lgsteles, jy liekanas,
jau apoptuojancias lgsteles, bei baltymus, iSéjusius iS nekrozés apimty
véziniy lgsteliy, sugauna, fagocituoja ir sunaikina, o gautus antigeninius
peptidus, kompleksuose su MHC molekulémis, pateikia savo pavirsSiuje
specifinio imuninio atsako lgsteléms. Dendritinés lgstelés vézinés kilmés
peptidus pateikia NK T 1gsteléms su CD1D molekulémis, o CD8* ir CD4+ T
limfocitams - su MHC I ir MHC II klasiy molekulémis. Subrendusios
dendritinés lastelés savo pavirSiuje taip pat turi kostimuliuojanciy
molekuliy (B7-1, B7-2), butiny T lasteliy aktyvavimui [Steinman, 1991;
Mellman ir Steinman, 2001; Guermonprez et al.,, 2002]. Be to, dendritinés
lastelés sekretuoja interleukinus IL-12 ir IL-18, kurie papildomai
stimuliuoja Tul (CD4*) bei CTL (CD8*) lasteles. APL taip pat naikina
antikiinais paZymeétas lgsteles. Makrofagai véZines lgsteles papildomai gali
lizuoti gamindami azoto oksidg ir reaktyvias deguonies formas [Brown ir

Kirkwood, 2001; Dranoff, 2004; Todar, 2009].

B lastelés (antigenui specifinio imuninio atsako lgstelés efektorés)
padeda kovoti su vézinémis lgstelémis sekretuodamos antikiinus pries

tam tikrg veéZinj antigeng. Véziniy lasteliy pavirSiaus antigenams
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specifiniai antikiinai gali slopinti onkogeninius signalus ir (arba)
stimuliuoti véZiniy lgsteliy sunaikinimg, per Fc receptorius, pritraukdami
makrofagus, granulocitus ar NK lgsteles. Antiktunai, formuodami imuninius
kompleksus, gali prisidéti ir prie véziniy antigeny pateikimo dendritiniy

lasteliy pavirsSiuje.

T limfocitai - vienos pagrindiniy specifinio priesvéZinio imuninio
atsako lasteliy. Yra du pagrindiniai Siy lasteliy tipai: Ty (CD4+) ir CTL
(CD8+) Iastelés.

CTL lastelés yra pagrindinés véZines lgsteles Zudanciosios lgstelés.
CTL naikina antigenui specifines véZines lgsteles perforiny, granzimy arba
mirties receptoriy (pvz., FAS, TRAIL) keliais [Nabholz ir McDonald, 1983;
Melief ir Kast, 1991; Greenberg, 1991; Berke, 1994]. CTL lastelés savo TCR
receptoriais  atpaZjsta trumpus peptidus (9-10ar.), esancius
kompleksuose su MHC I klasés molekulémis, jvairiy branduolj turinciy
lasteliy pavirSiuje [Zinkernagel ir Doherty, 1979]. Vieng kartg aktyvintos
CTL lastelés jgyja imunine atmintj. CTL lgstelés specifiSkai atpazjsta
vezines lasteles tik tada, kai jas stimuliuoja dendritinés lgstelés
(profesionaliausios APL lgstelés) [Schuler ir Steinman, 1997; Nestle et al,,
1998]. Pacios veézinés lasteles tiesiogiai negali stimuliuoti T Igsteliy, nes
neturi kostimuliuojanCiy molekuliy, butiny T lasteliy aktyvavimui bei

efektyvaus Igstelinio imuninio atsako susidarymui.

Tu (CD4+) lastelés atpazjsta ilgesnius (12-20 ar.) peptidus esancius
kompleksuose su MHC II molekulémis APL (dendritinés, B lgsteles,
makrofagai) Igsteliy pavirSiuje [Germain ir Margulies, 1993; Grabbe et al,,
1996]. Tu lasteles gali diferencijuotis j Tul lgsteles, kurios sekretuoja [FNy
ir TNF@ arba j Tu2 lasteles, sekretuojancias IL-4, IL-5, IL-6, I[L-10, IL-13, ir
taip skatina eozinofily funkcijg bei padidina B lgsteliy gaminamy antikuny
produkcija. IFNy véziniy lasteliy pavirSiuje padidina MHC molekuliy
raiska [Schoenberger et al., 1998; Ridge et al., 1998; Bennett et al., 1998].
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Be to, suaktyvintos CD4+ T lastelés (ir NK T) sintetina CD40L ligandg, kuris
per CD40 stimuliuoja DL brendimg [Brown ir Kirkwood 2001; Todar,
2009], o tai sustiprina CTL lgsteliy atsakg [Ridge et al,, 1998; Bennett et al,,

1998; Toes et al.,, 1998] bei atminties lasteliy susidarymg [Giuntoli et al,,
2002].

Véziniy lasteliy ,pabégimo“ nuo imuninés sistemos
mechanizmai

Vézineés lastelés turi visg eile ,pabégimo“ nuo imuninés sistemos
mechanizmy, kurie uztikrina, kad véZinés lastel és likty imuninés sistemos
nepastebétos ir nesunaikintos. Tai antigeny pateikimo slopinimas ir
sutrikdymas, imunine sistemg slopinanciy citokiny sintezé, reguliaciniy
imuniniy lgsteliy prisitraukimas [Khong ir Restifo, 2002; Drake et al,
2006; Whitside, 2006].

Antigeny pateikimo sutrikimai véZinése lgstelése

Su véziu susije antigenai (TAA) véziniy lasteliy pavirSiuje yra
pateikiami kompleksuose su MHC molekul émis, kur jie galéty buti CTL
lasteliy atpazinti, o atpazintos véZinés lgstelés sunaikintos. Taciau véZineés
lastelés pasiZzymi sumazinta MHC I ar (2-mikroglobulino (butina MHC I
klasés molekulés dalis atsakinga uZ komplekso stabilizavimg) molekuliy
raiSka. Pvz., véZinése lgsteléese, MHC molekuliy genuose, atsiranda
mutacijy, dél to CTL lasteliy TCR receptoriai véZiniy lasteliy nebegali
atpazinti. Kartais vézinés lastelés MHC molekules sekretuoja uz lastelés
riby, o ne lastelés pavirsiuje ir taip i$vengia CTL lasteliy atpaZinimo. Sis
reiSkinys yra vadinamas lastelés Sérimusi (angl shedding). Epitopo
pakitimas - dar vienas galimas véZiniy lgsteliy pabégimo nuo imuninés
sistemos biuidas. ISlieka tos vézinés lgstelés, kuriy antigenuose yra jvyke
pakitimy - taskiniy mutacijy, iSkrity ar kt. Pakitusios lgstelés yra
selektyviai atrenkamos, nes turi pranasuma pries lgsteles su nepakitusiais

epitopais, kuriuos gali atpaZinti CTL lastelés.
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Vézineése lastelése gali sumazéti MHC molekuliy (uZmetilinamas geno
promotorius) [Nie et al., 2001] ar kity komponenty, dalyvaujanciy
antigeno pateikimo lgstelés pavirSiuje procese, raiska, pvz., proteosomos
LMP subvienety, TAP transporterio, Saperono tapasino [Restifo et al,
1993]. Sumazéjusi, bet neiSnykusi MHC I molekuliy sintezé nustatoma
daugeliu véziniy susirgimy atvejy. Jeigu vézinés lgstel és visai neturi MHC I
molekuliy, tai CTL lgstelés negali jy atpaZinti ir, Zinoma, sunaikinti. Taciau
visiSkas MHC I nebuvimas ant véZiniy lgsteliy yra laikomos geresniu
prognostiniu Zymeniu, nes isSlieka tikimybé, kad tokias vézZines lasteles
sunaikins NK lgstelés. Deja, daznai véZinés lastelés savo pavirSiuje neturi
NK lagsteléms butiny aktyvacijos molekuliy [Ljunggern ir Karre, 1990;
Smyth et al., 2002]. 10-84 proc. gimdos kaklelio karcinomy, melanomuy ir
kt. atvejais buna sumazéjes arba visai iSnykes TAP transporteriy kiekis.
TAP transportuoja proteolizés bidu atsiradusias antigeniniy peptidy
molekules iS citozolio j endoplazminj tinklg, kur jos jungiasi su MHC
molekulémis ir keliauja j Igstelés pavirsiy, todél daugelio etapy antigeny

pateikimo procese yra didelis TAP baltymo poreikis [Hicklin et al., 1999].

Imunine sistemgq slopinanciyveiksniyiy sekretavimas véZinése lgstelése

Vézinés lgstelés sekretuoja jvairias tirpias medziagas, pvz., citokinus,
augimo veiksnius, kurie slopina imunine sistema. Vienas i$ tokiy citokiny
yra TGF-f (angl. transforming growth factor), kuris slopina T l3gsteliy
aktyvavima, proliferacijg ir diferenciacijg bei skatina angiogeneze [Li et al,,
2006]. VézZines lastelés neturi TGF-f receptoriy, taip jos iSvengia Sio
veiksnio poveikio. PrieSingai negu normalios lastelés, kurios gamina
citokinus tik tam tikrg laika, véZinés juos gali produkuoti nuolatos. TGF-[3
slopina perforiny ir granzimy, Fas ligando, IFNy, IL-2 raiska, o jie yra
butini CTL ir Tu aktyvavimui, bei CTL lasteliy citotoksiSkumui [Thomas ir
Massague, 2005].
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IL-10 yra véZiniy Iasteliy sekretuojamas citokinas, slopinantis
dendritiniy lgsteliy veiklag: sumazZéja TAP transporteriy, bitiny
kokybiskam peptidy pateikimui, bei MHC, kostimuliuojanc¢iy molekuliy
(CD80, CD86) ir adhezijos molekuliy (ICAM-I) sintezé ir taip sutrikdomas
CTL ir Tu lasteliy aktyvavimas [Malefyt et al.,, 1991; Moore et al, 2001;
Kurte et al, 2004]. IL-10 ,nukenksmindamas“ dendritines Iasteles
sutrikdo jgimto nespecifinio imuniteto rysi su jgytu specifiniu. Be to, abu
citokinai, tiek IL-10, tiek ir TGF-[3, skatina vienas kito sinteze [Mocellin et
al, 2005].

Prie veziniy lasteliy sekretuojamy imunine sistema slopinanciy
faktoriy priskiriamos ir mikropuslelés - véZinés lgstelés iSorinés
membranos dariniai su Fas ligandu ir TRAIL, kurie skatina apoptoze. T
lastelé prisijungusi prie minétos puslelés gauna signalg susinaikinti.
VéZziniy susirgimy atvejais spontaninis T lasteliy susinaikinimas
pastebimas gan daZnai [Whitside, 2005]. Mikroptusleliy pagalba véZinés
lastelés atsikrato ir MHC bei kostimuliuojané¢iy molekuliy. Sis reikinys
leidZia véZinéms lgsteléms iSvengti T Igsteliy prisijungimo. Mikropuslelés

yra aptinkamos tik véZiu serganciy pacienty kiino skysciuose.

Reguliaciniy T Igsteliy (Treg) funkcijos

Véziniy lasteliy aplinkoje daZznai yra randama reguliaciniy T lgsteliy
(Treg). Tai CD4* CD25 *FOXP3+ T lgstelés. Pagrindiné jy funkcija yra slopinti
CTL ir Tn lasteles [Sakaguchi, 2004]. Treg Igsteles aktyvina TGF-f ir IL-10, o

prie véZiniy lgsteliy pritraukia chemokinai.

Treg 1astelés | véZiniy lasteliy aplinkg gali patekti i§ Ciobrialiaukés,
limfmazgiy, kauly ¢iulpy ar periferinio kraujo. Vézinés Igstelés skatina Teg
infiltracijq i véZinj audinj gamindamos daug chemokino ligando CCL22,
kurio receptorius yra CCR4 (esantis Treg lasteliy pavirSiuje). VéZinés
lastelés gamina APL Iasteles slopinancias molekules, o nesubrendusios ir

nefunkcionalios APL lastelés skatina Treg diferenciacijgq ir, manoma, jog
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sukelia jy plitimg. VéZiniy lasteliy aplinkoje yra daug TGF-, kuris

normalias CD4+ T lasteles gali paversti j Treg 1asteles.

CcDa*
CD25* Reguliatorinés
Tlasteues Q ,
/
& % Efektonnes CCR4

4 T Iastelés o— CCL22

\
Vézinés Igstelés
2 pav. Véziniy ir CD4+CD25+ reguliaciniy T lasteliy (T.;) saveikos schema.
VéZinés lastelés pritraukia Treg 1asteles (violetinés) sekretuodamos chemoking CCL22,

kurio receptorius CCR4 yra T 13steliy pavirsiuje. Pagrindiné T 1gsteliy funkcija -
CTL (T¢ paveiksle) ir Ty Iasteliy slopinimas [Weinberg, 2007].

Yra keletas mechanizmy, kuriais Treg 13stelés blokuoja priesvézinj
imuniteta. Jos indukuoja B7-H4 molekuliy raiSka APL lgsteliy pavirsSiuje ir
taip sustabdo T lasteliy ciklg. Suaktyvintos Treg lastelés paclios tiesiogiai
perforiny ir granzimy keliu gali Zudyti taikinio Igsteles - APL ir T 1asteles.
Be to, Treg lastelés turi CTLA4 molekules (su citotoksiniais T limfocitais
susijes ketvirtas antigenas), kurios privercia APL Igsteles sintetinti IDO
(indolamino 2,3-dioksigenazé), todél sumaZéja triptofano Kkiekis ir
sustabdomas T lgsteliy aktyvavimas. Treg 13stel és taip pat sekretuoja IL-10
ir TGF-f bei tiesiogiai slopina T lgsteliy aktyvacijg ir, sutrikdo APL lgsteliy
funkcija (APL negamina MHC, CD80, CD86, IL-12) [Zou, 2006].

Siekiant sukelti efektyvy prieSvéZinj imuninj atsaka, esminj vaidmenj
atlieka dendritinés lastelés. Deja, véZiniy lasteliy aplinkoje DL dazniausiai
yra randamos nesubrendusios (labai Zemas kostimuliuojanciy molekuliy,
IL-12 raisSkos lygmuo) arba tolerantiskos ir neatliekancios savo funkcijy

[Robinovich et al., 2007].
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Véziniy lasteliy ir imuninés sistemos santykiai be galo sudétingi.
Atskleidus ir isaiSkinus visus véZiniy lgsteliy pabégimo nuo imuninés
sistemos mechanizmus, buty galima ieSkoti naujy budy, kaip paSalinti T
lasteliy imunosupresijg ir padéti onkologinémis ligomis sergantiems

ligoniams.

Su véziu susije peptidiniai antigenai (TAA)

TAA antigenai (angl. tumor associated antigens) - véziniy lasteliy
Zymenys - trumpi peptidai pateikiami véziniy Ilasteliy pavirsSiuje
kompleksuose su MHC molekulémis. Pirmasis TAA buvo nustatytas
devinto deSimtmecio viduryje (melanominis antigenas MAGE-1) - nuo
tada prasidéjo Siy peptidy tyrimy ir bandymy pritaikyti véZiniy susirgimy
gydymui era [Brugen et al, 1991; Traversari et al, 1992]. Peptidiniy
vakciny idéja lydéjo labai didelé entuziazmo banga, nes atsirado viltis
paprastucius peptidus panaudoti vézinéms lasteléms specifiniy CTL
lasteliy aktyvavimui bei sukurti sglyginai paprastas ir pigias priesvéZines
vakcinas. Eksperimenty, atlikty su laboratoriniais gyvinais, rezultatai yra
kokiy yra tikétasi. Peptidiniy vakciny sukurimui reikia papildomy
moksliniy tyrimy [Perez et al., 2010].

Visi T limfocity (CD8+* ir CD4+) atpaZjstami véZiniai antigenai, pagal
tai kokiuose audiniuose ir su kuriomis MHC molekulémis randami, yra
suskirstyti i grupes: vézio - séklidziy, diferenciacijos, véziui specifiniy,

padidéjusios antigeny raiSkos [Novellino et al., 2005].

Vézio - séklidziy TAA grupei priskiriami su MHC I ir II Kklasiy
molekul émis pateikiami vézZio - séklidZiy (angl. cancer - testis) antigenai,
pvz., pirmasis identifikuotas Zmogaus véZinis antigenas MAGE-1
(melanominis antigenas). Sios grupés antigenai gaminami histologiskai
skirtinguose Zmogaus augliuose ir kai kuriuose normaliuose audiniuose:

séklidziy spermatocituose-spermatogonijose, placentoje, kiauSidése.
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Sveikame suaugusiame organizme Sios grupés antigeny genai yra nutildyti
- neveiklus, bet jvairiy augliy atvejais jie buina transkribuojami [Scalan ir
Skimpson, 2004; Lim et al, 2005]. Imuniné sistema j minétus antigenus
nereaguoja, nes seklidziy lastelés neturi MHC molekuliy. VéZio - séklidziy
antigenams taip pat priklauso BAGE (B antigenas), RAGE (inksty
antigenas), NY-ESO-1 (Niujorko esofago antigenas), HAGE (helikazés
antigenas), SAGE (sarkomos antigenas) ir kiti TAA. Nors Sios klasés
antigenai yra geriausiai charakterizuoti, bet daugumos juy fiziologinés

funkcijos vis dar yra neaiskios.

Diferenciacijos antigeny grupei priklauso su MHC I ir II klasiy
molekulémis pateikiami vadinamieji diferenciacijos antigenai. Jie
aptinkami tiek normaliuose, tiek véZiniuose audiniuose. Pirmieji i$ jy buvo
rasti melanomose ir melanocituose [Thomson et al., 1988]. Pvz., CEA
(karcinoembrioninis), PSA (prostatos specifinis), TRP (su tirozinaze
susijusio baltymo) antigenai, MART-1, gp75, gp100 ir kt. Nustatyta, kad
diferenciacijos antigenai gali sukelti tiek humoralinj, tiek 13stelinj imuninij

atsaka [Houghton, 1994].

Véziui specifiniy TAA antigeny grupei priklauso tik véZinéms
lasteléms specifiniai, unikaliis antigenai. Normaliose sveikose lgstelése
Sios grupés TAA nebiina, todél jie yra daZniausi imunoterapiniy vaisty
taikiniai. Unikaluis véziniai antigenai atsiranda dél normaliy geny taskiniy
mutacijy, todél Sie antigenai gaminami tik vieno konkretaus véZinio
susirgimo atveju, daZnai yra pacientui specifiniai. Kartais tos pacios
mutacijos gali pasitaikyti ir keliems pacientams. VéZiui specifiniy antigeny
randama jvairiausiuose augliuose: melanomose, glioblastomose, plauciy
karcinomose, kepeny ir tiesiosios Zarnos adenokarcinomose ir Kkt.
DaZniausiai mutacijos blina svarbias reguliacines funkcijas atliekanciy
baltymy genuose, pvz., p21/ras, p53, Bc-Alb, cdk, RB-1, erb-2 [Schreiber et
al,, 1988; Urban ir Schreiber, 1992; Chen et al., 1992; Jung ir Schluesener,

1991].
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Genai, koduojantys TAA antigenus, kuriy raiSka yra padidéjusi,
randami daugumoje normaliy audiniy ir histologiSkai jvairiuose augliy
tipuose, nesuteikiant pirmenybés nei vienai i§ véZio ri$iy. Sia grupe
sudaro su MHC I ir II klasiy molekulémis pateikiami placiai paplite
antigenai, kurie normaliuose audiniuose yra sintetinami nedideliais
kiekiais, t. y., Zemiau slenkstinio lygio, kuri atpazjsta CTL, o l1gstelei pakitus
(supiktybéjus), prasideda stipri antigeny raiska ir sukeliamas imuninis
atsakas, nutraukiantis anksc¢iau buvusig tolerancija [Zinkernagel ir
Hengartner, 2001]. Tarp Sios grupés antigeny yra anti-apoptoziniai
baltymai, hTERT (Zmogaus telomerazés atvirkstiné transkriptazé), livinas,

survivinas [Scheibenbogen et al., 2002; Kawakami et al., 2004].

IS viso jau yra nustatyta apie 2000 skirtingy TAA véZiniy peptidiniy
antigeny. Informacijos apie konkrety TAA galima rasti ,Journal of the
Academy of cancer Immunology“ sukurtoje internetinéje duomeny bazéje:

http:/ /www.cancerimmunity.org/peptidedatabase/tumorspecific.htm.

1.2. Priesvézines vakcinos

Pacienty serganciy veéZiu gydymui yra naudojama kombinuota
terapija - keleto gydymo budy derinys, pvz., chirurgija ir chemoterapija,

chemoterapija ir imunoterapija bei kt.

Pats seniausias ir labai efektyvus véZio gydymo budas yra chirurgija,
naudojama tiek gydymui (esamo véZinio arba sveiko, bet galincio
supiktybéti audinio paSalinimui), tiek tikslios diagnozés ar ligos stadijos
nustatymui. Pats daZniausias onkologiniy ligy gydymo budas -
chemoterapija. Chemoterapiniai preparatai Zudo greitai besidalinancias
lasteles: jie kovalentiskai jungiasi prie DNR, RNR ar prie 1gstelés skeleto
baltymy, sutrikdo DNR sinteze, mitoze, sukelia apoptoze ir kt. Deja,

Zmogaus organizme greitai dalijasi ne tik véZinés lgstelés, bet ir dalis
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sveiky lasteliy, pvz., kauly Ciulpy, Zarnyno epitelio, plauky svogiinéliy
lastelés, todél Sis gydymas turi daug Salutiniy poveikiy. VéZiniy lgsteliy
naikinimas Rentgeno spinduliais (radiacija) - taip pat daZnas
onkologinémis ligomis serganciy pacienty gydymo budas. Kiti kovos su
vezinémis lgstelémis keliai: lazeriné terapija, hormony terapija, kauly

Ciulpy transplantacija, anti-angiogeniné terapija, hipertermija.

Naujausias véZiniy ligy gydymo buidas - imuniné terapija, kuri paties
Ymogaus imunine sistema priverc¢ia kovoti su véZinémis lastelémis. Siai
terapijai priskiriami imuninés sistemos lgsteles stimuliuojantys
interferonai, interleukinai ir kiti citokinai, taip pat medziagos, skatinancios
kraujo lasteliy gamyba kauly Ciulpuose, monokloniniai antikiinai,
specifiSkai paZymintys véZines lgsteles, bei priesvézinés vakcinos [US

National cancer Institute internetiné svetainé, www.cancer.gov|.

Galimas imuninés sistemos poveikis véZiniy susirgimy gydymui buvo
nustatytas daugiau nei prie§ Simtmetj. Dr. William Coley, analizuodamas
ligoninés archyvuose esancius duomenis, pastebéjo tendencija, jog daznai
augliai regresuoja tada, kai paciento imuniné sistema yra suaktyvinta del
infekcijos. Véziniy susirgimy gydymui dr. Coley pradéjo naudoti bakterijy
ekstraktus (Coley toksinus) ir pasieke, kad kai kurie augliai regresuodavo,
o ligoniai pasveikdavo [Coley, 1893 Coley, 1928; McCarthy, 2006]. Deja,
Sio gydytojo sukurtas gydymas padédavo ne visiems pacientams,
nepageidaujamas Salutinis poveikis kartais biidavo labai stiprus. Tai buvo
pirmoji imunoterapija taikyta véZio gydymui, atvérusi vartus naujoms

idéjoms, moksliniams tyrimams, naujy véZio gydymo metody karimui.

PrieSvézinés vakcinos yra skirstomos | profilaktines ir terapines.
Profilaktinés vakcinos yra skirtos sveiky Zmoniy skiepijimui, siekiant
dirbtinai sukelti imuninj atsaka prie§ tam tikrg antigeng [Tabi ir Man,
2008]. Susidariusi imuniné atmintis saugo organizmg nuo galimo

pavojaus, pvz. priesvéziné profilaktiné vakcina prieS papilomos viruso
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infekcijas, kurios gali sukelti gimdos kaklelio vézZj [Kirnbauer et al., 1992;
Schiller ir Lowy, 2001; Garland et al., 2007; Paavonen et al., 2007].
Terapinés vakcinos yra skirtos jau susirgusiy Zmoniy gydymui [Finke et
al, 2007; Acres et al, 2007; Goldman ir Defrancesco 2009]. Terapiniy
prieSveziniy vakciny kiurimas yra sunkus uZzdavinys, nes vakcinos turi
sukelti imuninj atsakg ne prie$ svetimus organizmus (bakterijas, virusus),
o prieS savas pakitusias lgsteles, kurios organizmui néra svetimos, ir tam
reikia jveikti tolerancijos barjerg [Kiessling ir Choudhury, 2007; Ghaffar ir
Nagarkatti, 2009].

Nors visame pasaulyje jau seniai atliekama labai daug moksliniy
tyrimy, tobulinama ligy diagnostika, kuriami nauji vaistai ir tam
iSleidZiama labai daug léSy, bet pacienty su jvairiais véZiniais susirgimais
(su keliomis iSimtimis) iSgyvenimo lygis yra Zemas ir vézys islieka viena is
pagrindiniy mirties prieZas¢iy pasaulyje [Berzofsky et al.,, 2004]. Salia jau
egzistuojanciy veéziniy susirgimy gydymo budy nuolatos yra ieSkoma
naujy, turin¢iy kuo geresnj terapinj veikimg ir kuo maziau
nepageidaujamy Salutiniy poveikiy [Yee et al, 2002; Dudley et al., 2005;
Rescingo et al., 2007; Wrzesinski et al., 2007; Bok, 2008; Baxevanis et al,,
2009].

Zmogaus imuniné sistema gali kovoti su véZzinémis lastel émis, bet $iy
lasteliy gebéjimas keisti savo antigeninj veida padeda joms iSgyventi
[Loose ir Van der Wiele, 2009]. Pagrindiné uzduotis, kuriant naujas
prieSvézines vakcinas, yra nuslopinti véZiniy lasteliy gebéjima iSvengti
imuninés sistemos atpaZinimo [Copier et al., 2009] ir sukelti efektyvy CTL
atsaka, kad veéZinés lgstelés biity atpaZjstamos ir naikinamos [Webster et
al, 2005]. Sunkiy ligy atvejais, kai véZinis susirgimas jau yra pasiekes
aukStesnes stadijas, imunoterapijos tikslas yra ne pagydyti, bet atstatyti
dinaminj balansg tarp veéziniy lgsteliy ir imuninés sistemos bei pagerinti

ligonio gyvenimo kokybe [Rozkova et al., 2009].
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PrieSvéZziné imunoterapija yra skirstoma | pasyvigjg ir aktyviaja
[McNeel, 2007; Todar, 2009]. Pasyviajai terapijai priklauso
imunomoduliuojanc¢ios medZiagos (citokinai, véziui specifiniai antikinai)
ir imunineés lgstelés. Minetos medZiagos ar lgstelés pacientui sukelia
vienokig ar kitokig imunine reakcija, taCiau jos nesusijusios su imuninés
atminties atsiradimu, dél to reikia daryti nuolatinius pakartotinius
preparato susvirkStimus [Rescingo et al., 2007; McNeel, 2007; Todar,
2009]. Keletas pasyviosios imunoterapijos produkty jau yra naudojami
véziu serganCiy pacienty gydymui - tai vaistai kovai su krities navikais,
melanoma, inksty karcinoma, leukemija ir kt. [Dudley et al., 2005;

Rescingo et al., 2007].

Aktyviosios imunoterapinés vakcinos - tai preparatai, kurie kovai su
vézinémis lgstelémis stimuliuoja ir aktyvina paties Zmogaus imunine
sistema [Rescingo et al., 2007; McNeel 2007]. Si terapija yra ilgalaiké
[Gulley et al., 2007; Kipp ir McNeel, 2007; Marrari et al., 2007].

Imunoterapines vakcinas galima skirstyti j antigenui nespecifines ir
specifines. Nespecifinéms vakcinoms yra priskiriamos medZiagos, kurios
néra specifinés konkretiems antigenams, pvz., limfokinais suaktyvintos
lastelés Zudikés (LAK). Tai yra leukocitai, kurie ex vivo yra paveikiami IL-2,
aktyvinami ir suleidziami atgal pacientui. Tokie leukocitai gali
nespecifiskai lizuoti vézines lgsteles, kurios buvo atsparios NK Igsteléms.
Sia terapija bandoma pritaikyti melanomoms, inksty lasteliy
karcinomoms, ne HodZkino limfomoms gydyti [Grimm et al., 1982; Clarc et
al.,, 1990]. Yra keli nespecifinés imunoterapijos preparatai, kurie jau yra
naudojami inksty, Slapimo pislés véZio gydymui [Intron A, 2007;

Proleukin, 2008].

Specifinés imunoterapinés vakcinos yra skirtos véZiniams
antigenams specifiniy T Igsteliy atsakui sukelti [Kipp ir McNeel, 2007;

Marrari et al,, 2007]. Siai terapijai dazniausiai yra naudojamos autologinés
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paciento imuninés sistemos lgstelés (dendritinés lgstelés, limfocitai), pvz.,
ex vivo yra atrenkami konkretiems véZiniams antigenams specifiniai T
limfocitai, jie kultivuojami, padauginami ir suSvirkS¢iami atgal pacientui
[Balsari, 1986; Wrzesinski et al, 2007]. Daug autologiniy terapiniy
vakciny yra kuriama dendritiniy lasteliy pagrindu: i$ paciento kraujo
surenkami leukocitai, jie specialiai kultivuojami, uzauginamos dendritinés
lastelés, po to jos paveikiamos tam tikru véZiniu antigenu (taip lastelés yra
subrandinamos) ir suSvirk§¢iamos atgal pacientui, kad sukelty T lgsteliy
atsaka. Dendritiniy lgsteliy stimuliavimui naudojami antigenai gali buti
autologiniai, t. y., paties paciento véZinés lgstelés, véziniy lasteliy lizatai,
iRNR i§ ty pacCiy lasteliy arba universalus, vadinami antigenais ,nuo
lentynos“. Universaliais antigenais gali buti tam tikrg antigenag
koduojancios DNR ar iRNR, konkrecioms véZinéms lgsteléms specifiniai
baltymai, TAA peptidai ar TAA peptidai su neSikliais [Chaudhuri et al,
2009]. Siuo metu jau yra atliekama kel etas klinikiniy tyrimy su $ios rasies
vaistais, pvz., GRNVAC1 aktyviai mieloleukemijai gydyti [ National Institute
of Health Clinical Trial.gov Web site, Nr.1, 2009], IDM-2 Slapimo puslés
veéziui [Baron-Bodo et al.,, 2005], IDD-3 melanomos [National Institute of
Health Clinical Trial.gov Web site, Nr.2, 2009], INGN 225 smulkialgstelinio
plauciy vézio [National Institute of Health Clinical Trial.gov Web site, Nr.3,
2009], Prostvac-VF prostatos [Higano et al, 2009; Park et al., 2007;
Kantoff et al., 2010], lapuleucel-T kruties, kiauSidziy ir Zarny [Park et al,,
2007] véziniams susirgimams gydyti. 2010-aisiais buvo aprobuota pirmoji
autologiné dendritiniy lasteliy vakcina Provenge (Dendreon, JAV), skirta

gydyti prostatos véZiu sergancius pacientus.

Autologinés prieSvézinés lasteliy vakcinos yra labai gerai pacienty
toleruojamos, taciau itin brangios, nes pagaminta vakcina tinka tik vienam
konkretiam pacientui, o vakcinai paruosti reikia specialiy patalpy ir
reagenty (GMP - angl. good manufacturing practice), turi buti vykdoma

kokybés ir saugumo kontrolé. Jeigu vakcinos paruoSimui naudojami
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autologiniai antigenai, o ne ,nuo lentynos“, tada vakcinos gamybos
procediira pasidaro dar ilgesné, sudétingesné ir brangesné, bet gaunama
efektyvesné vakcina. Autologinés priesvézineés lgsteliy vakciny klinikiniy
tyrimy rezultatai teikia vil¢iy: pageréja pacienty gyvenimo kokybé,
pailginama gyvenimo trukmeé, o atskirais atvejais ir pasveikstama. Deja,
dél paruoSimo sudétingumo, autologiniy lgsteliy vakcinos dar sunkiai
jsivaizduojamos kasdieninéje praktikoje, todél yra ieSkoma paprastesniy,
pigesniy ir universalesniy terapiniy prieSvéziniy vakciny varianty.
Perspektyviau atrodo sintetiniy peptidy ar rekombinantiniy baltymy
pagrindu kuriamos vakcinos, nes jas galima tiesiog paimti ,,nuo lentynos*

ir susvirksti pacientams.

Atradus TAA antigenus, jy pagrindu i$ karto buvo pradétas sintetiniy
peptidiniy priesvéziniy vakciny kirimas, taCiau efektyvaus CTL atsako su
tokiomis vakcinomis gauti iki Siol nepavykdavo [Marchand et al., 1995;
Jager et al, 1996; Rosenberg et al.,, 1998; Weber et al.,, 1999]. Taip yra
greiciausiai todél, kad, norint gauti efektyvy ir ilgalaikj CTL atsaka, reikia
stimuliuoti ne tik CTL, bet ir Ty 13steles. Be to, jei vakcing sudaro tik vienos
ruSies antigenai, labai tikétina, kad vézZinés lastelés greitai mutuos,
antigeno nebegamins ir taip nuo imuninés sistemos pasisléps.
Efektyvesnés turéty buti vakcinos, turinCios daugiau antigeny, ir ne tik

CTL, bet ir Tu antigenuy.

Véliau buvo kuriamos peptidinés prieSvézinés vakcinos sudarytos is
keleto peptidy miSinio, bet Sis metodas taip pat nebuvo toks efektyvus,
kaip tikétasi [Widmann et al.,, 1992]. Problemy kélé ir tai, kad pavieniai
trumpi peptidai yra nestabilis, greitai degraduoja ir gali sukelti imunine

tolerancija, anergija [Kyburz et al., 1993; Toes et al., 1996].

Dar vienas galimas peptidiniy prieSvéziniy vakciny kurimo variantas
- chimery gamyba (peptidy sujungimas j ilgesnius polipeptidus). Galima

ieSkoti natturaliai egzistuojanciy baltymy, turin€iy reikiamus antigenus,
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arba tokius baltymus pasigaminti laboratorijoje. Rekombinantiniy
chimeriniy baltymy su jterptais norimais antigeniniais peptidais
panaudojimas iSspresty ir trumpy peptidy nestabilumo problemga. Sukurti
chimeriniai rekombinantiniai baltymai turi buti imunogeniski, teisingai
pateikiami, sugebéti tinkamai aktyvinti dendritines lasteles, kad Sios
gaminty T Igsteliy aktyvinimui butinas kostimuliuojancias molekules. Yra
Zinoma, kad dendritinés lgstelés gali gaminti teisingus peptidus ir juos
pateikti lgstelés pavirSiuje, bet neturéti kostimuliuojanciy molekuliy
(nesubrendusios DL) - tada iSsivysto CTL lgsteliy tolerancija, anergija.
Norint padidinti peptidy ar baltymy imunogeniskumg, galima naudoti
adjuvantus. Adjuvantai - tai medZiagos, kurios pameégdzZioja pavojaus
signalus, paZadina ir sustimuliuoja imunine sistemg, palengvina antigeny
patekimg j dendritines lgsteles ir jy pateikimg, pvz. bakterijos, virusai,
TNF-a, IFN, DNR, HSP baltymai ir kt. [Medzhitov, 2001; Janeway ir
Medzhitov, 2002].

Imunine sistemg stimuliuojanc¢iais adjuvantais galéty biuti ir
chimerinés j virusus panasios dalelés (VPD). IS iSorés VPD primena tikrus
virusus, todél dendritiniy lasteliy yra lengvai sugaunamos. Prie VPD
prijungti ar jterpti TAA antigenai, jei buty teisingai APL lasteliy pateikiami,
galéty stimuliuoti T lgsteles. VPD pagrindu, jau yra sukurtos ir placiai
naudojamos dvi vakcinos (pries$ hepatito B bei papilomos virusus). Minéty
vakciny gamybai svetimy baltymy raisSkos sistema buvo pasirinktos

mielés.
1.3. [virusus panaSios dalelés

| virusus panaSios dalelés (VPD, angl. virus-like particles) yra
ikosaedrinés ar siulinés strukturos, sudarytos iS daugybés vieno ar keliy
viruso strukturiniy baltymy kopijy [Johnson ir Chui, 2000]. VPD yra
panaSios j autentiSkus virusus, iS kuriy yra kilusios, bet neturi viruso

genetinés medZiagos, yra neinfektyvios ir visiSkai saugios, todél VPD yra
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patrauklios kandidatés vakciny kirimui [Chackerian, 2007]. VPD formuoja

jvairiy virusy (gyvuny, augaly, bakteriofagy) struktiriniai baltymai (3

pav.).

T=3

Pupeliy (angl. cowpea) mozaikos virusas Hepatito E virusas

T=1
Liucernos (alfalfa) mozaikos virusas

T=7d
3 pav. Virusy, kuriy strukturiniai baltymai formuoja j virusus panasias daleles,
kapsidziuy pavyzdziai [http://expasy.org/viralzone/]. VPD formuoja jvairiy virusy
(gyvuny, augaly, fagy) strukturiniai baltymai. VPD buna siulinés (pvz., tabako mozaikos
virusas) arba ikosaedrinés formos (pvz., papilomos, hepatito B, E, bakteriofagas Qf ir
kt.).

Rekombinantines VPD galima gauti daugelyje svetimy baltymuy raiSkos
sistemy: bakterijose, mielése, augaluose, vabzdziy, Zinduoliy lastelése.

Vienose raiSkos sistemose virusiniai struktiriniai baltymai j VPD
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susirenka patys, kitose yra gaunami VPD subvienetai, kuriuos po to in vitro
reikia surinkti | VPD. Priklausomai nuo pasirinktos svetimy baltymy
raiskos sistemos, VPD gavimas gali buti pigus ir greitas. VPD | virusus yra
panaSios ne tik strukturiSkai, bet ir imunogeniskai, daznai VPD
antigeniSkumas yra toks pats kaip ir virusy, i$ kuriy jos yra kilusios

[Jennings ir Bachmann, 2007, 2008].

Geriausi imunogenai yra patys virusai. Vakcinoms galima naudoti
susilpnintus ar visai iSveiklintus virusus, daZznai uZtenka vienos tokios
vakcinos dozés efektyviam bei ilgalaikiam imuniniam atsakui sukelti.
Virusy pagrindu sukurtos vakcinos jau padéjo suvaldyti daugybe ligy -
raupus, tymus, kiaulyte, raudonuke, kokliusg ir kt. [Plotkin, 2005].
Skiepams naudojant tikry virusy pagrindu sukurtas vakcinas visada
islieka tikimybé tuo virusu uzsikreésti ir jj iSplatinti, todél Sios vakcinos
nors ir yra pacios efektyviausios, bet néra saugios. Rekombinantiniy
baltymy pagrindu sukurtos vakcinos yra saugios, bet daznai ne tokios
efektyvios ir maziau imunogeniSkos, todél jy efektyvumui pagerinti
naudojami adjuvantai [Goldman ir Lambert, 2004]. Rekombinantinés VPD
yra patraukli platforma vakciny gamybai todél, kad | vieng sistema
sujungia pacias patraukliausias ir esmines vakciny savybes. VPD yra geri
imunogenai, nes aktyvina tiek jgimta (per PAMP atpaZjstancius
receptorius), tiek ir jgyta imunitetg, jy pavirSius yra atsikartojantis,
antigeninés determinantés iSsidésciusios tvarkingai, nutolusios viena nuo
kitos 50-100A atstumu [Bachman et al., 1995]. Be to, VPD yra 25-100 nm
diametro, todél jas lengvai suryja dendritinés lgstelés, kurios po to

efektyviai stimuliuoja B ir CTL 13steles [Bachmann et al., 1993].

Dél VPD saugumo ir imunogeniSkumo pastaruosius 10-20 mety su
jomis buvo atliekama daug moksliniy eksperimenty, iki klinikiniy ir
klinikiniy tyrimy. Atskiros mokslininky grupés parodé, kad hepatito Bir C,

71V, papilomos, Norwalk, Rota, Parvo virusy struktiiriniy baltymy
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formuojamos VPD sukelia neutralizuojanciy antikiiny susidarymag ir yra
gerai toleruojamos [Grgacis ir Anderson, 2006]. Blue Tonge, Rota ir Parvo
virusy VPD yra tyrinéjamos veterinariniais tikslais. Hepatito B bei
papilomos virusy struktiriniy baltymy formuojamy VPD pagrindu
sukurtos vakcinos (Gardisil, Cervavix) jau yra pripazintos ir naudojamos

Zmoniy skiepijimui [Jennings ir Bachmann, 2008].

[ virusus panasios dalelés - epitopy nesikliai

Apie chimeriniy VPD vakcinas galvoti buvo pradéta prie§ 10-15 mety
[Ulrich et al., 1998; Pumpens ir Grens, 2001]. Chimerinés VPD - tokios
VPD, Kkurios sudarytos i$ virusiniy struktiriniy baltymy suliety su
papildomomis sekomis (chimera - graiky mitologijos fantastiné butybé,
kurios klinas sudarytas i$ skirtingy gyviiny kiiny daliy). IStobul éjus geny
inZinerijos metodams bei pasinaudojus strukturiniais Rentgeno
kristalografijos, krioelektronmikroskopijos bei imunologijos duomenimis,
kurti norimas chimerines VPD pasidaré nesudétinga. VPD bei chimerinés
VPD jau yra pagamintos i§ viengrandZiy, dvigrandziy, DNR ar RNR
genomus turinciy virusy struktiiriniy baltymy. Norint sukurti naujas
chimerines VPD, reikia Zinoti virusiniy baltymy struktiirg, parinkti
baltymo vietas, galincias toleruoti papildomy seky jterpimg, ir geny
inZinerijos ar kitais metodais, jterpti ar prijungti norimg svetima seka.
VPD i§ baltymy monomery pasirinktose svetimy baltymy raiSkos
sistemose daZniausiai susirenka spontanisSkai. Viena viruso struktiirinio
baltymo kopija turi 1 iterptos sekos kopijg, o gauta VPD suformuoja
pavirSiy, kur jterptas antigenas atsiduria tvarkingame, organizuotame,
atsikartojanciame pavirSiuje - gaunamas didelis antigeno tankis vienoje
vietoje — VPD. [terpiami antigenai gali buti linijiniai arba konformaciniai.
Vienos i$ placiausiai Zinomy chimeriniy VPD yra hepatito B Serdies
antigeno VPD su iterptomis papildomomis sekomis [Pumpens ir Grens,

2001].
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Mozaikinés VPD - i$ skirtingy baltymy suformuotos VPD. Mozaikinés
VPD gaunamos pasirinktoje svetimy baltymy raiSkos sistemoje kartu
sintetinant kelis skirtingus viruso strukturinius baltymus, pvz,
nemodifikuotas viruso struktirinis baltymas su chimeriniu (modifikuotu)
arba du skirtingi viruso struktiriniai baltymai sintetinami kartu ir pan.
Mozaikinés VPD yra labai jdomios ir patrauklios, nes leidZia sukurti
norimos kompozicijos VPD su skirtingais intarpais, be to, skirtingi

baltymai gali buti sintetinami skirtingais kiekiais.

[ virusus panasios dalelés ir B lgsteliy atsakas

VPD sukelia greitg ir stipry B lasteliy atsakg, Si VPD savybé yra
susijusi su virusams budinga daleliy struktura [Bachmann ir Zinkernagel,
1997] (4 pav.). Daugumos virusy genomai yra mazuciai ir koduoja tik kelis
viruso struktirinius baltymus. Virusy baltyminés Serdys ar apvalkaléliai
yra sudaryti i§ daugybés vienody baltymy kopijy, todél jy pavirSius yra
tvarkingas, atsikartojantis, tankiai supakuotas, kvazikristalinis. Toks
pavirSius yra budingas ir virusams, ir VPD. Evoliucijos eigoje stuburiniams
iSsivysté imuninés sistemos savybé greitai atpazinti ir reaguoti j virusams
budingas reguliarias strukturas [Bachmann ir Zinkernagel, 1996]. Daug
karty pasikartojantys epitopai virusy ar VPD pavirSiuje Kkryzmiskai
sujungia B lasteliy receptorius (BCR, angl. B cell receptor), taip Sig sgveika
stabilizuoja ir greitai aktyvina B lgsteles [Bachmann et al, 1995;
Thyagarajan et al., 2003]. Pavieniai tirpus virusiniai baltymai néra tokie
imunogeniski, kaip esantys tvarkingoje struktiiroje, kuri padeda perZengti
B Iasteliy tolerancijos lygj [Bachman et al., 1993; Schodel et al., 1993;
Justewicz et al, 1995]. Norint, kad antigenai sukelty B lasteliy atsaka,
reikia maziausiai 20-25 epitopy, esanciy vienas nuo kito 5- 10 nm atstumu
[Dintzis et al., 1982]. Virusy ir VPD pavirSiuose epitopai yra iSdéstyti
minétu daznumu [Jegerlehner et al.,, 2002a]. Prie pasikartojanc¢iy pavirsiy
lengviau jungiasi komplemento baltymai bei antikunai - tai palengvina
antigeno fagocitoze [Fanger et al.,, 1996; Matsushita ir Fujita, 2001].
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Eksperimentiskai in vivo buvo parodyta, jog VPD gali stimuliuoti B 13steles.
Be to, VPD be adjuvanty B lgsteles stimuliuoja geriau nei jas sudarantys
rekombinantiniai virusy struktiriniai baltymai, nesusijunge i VPD, su
adjuvantais, skirtais B lasteliy atsakui sustiprinti, pvz., nepilnu Freund

adjuvantu ar CpG turtinga bakterine DNR [Gatto et al., 2004].

Dalelés struktira

diametras 20-100nm

efektyvus patekimas ir kryZminis prezentavimas
Baltyminé sudétis ) efektyvus patekimas | limfmazgius
qu“f'tEI'“* .page_'lba' g - k. Pasikartojantis pavirsius

asly penungimas = w BCR kryZminis sujungimas ir
ot B lasteliy aktyvavimas,
\ "" komplemento akbyvavimas,
- <) antikiny atpaZinimas

PRR ligand
supakgvim:l{s Svetimy epitopy demonstravimas
igimto imuniteto epitopy genetinis arba cheminis prijungimas,
akyvavimas tirpids anfigenai apsimeta esantys virusiniais

Antigeny ir jgimto imuniteto stimuliatoriy pernesimas
efektyvus dendritiniy lasteliy aktyvavimas, kuris toliau sukelia T lasteliy atsakus

4 pav. | virusus panasSiy daleliy (VPD) savybes apibendrinanti schema. VPD
sujungia esmines imunogenines virusy savybes | vieng sistemg, gali efektyviai
stimuliuoti T ir B lgsteliy atsakus, todél tinka vakciny kiirimui. VPD atsikartojantis ir
tvarkingas pavirsius tiesiogiai sgveikauja su B lgsteléemis ir komplemento kaskados
komponentais, gali prisijungti natiiralius antikiinus, o tai pagerina VPD patekimg |
dendritines lasteles. VPD yra sudarytos i$ baltymy - tai padeda aktyvinti B ir T lgsteles,
taip pat leidzia genetiniais ar cheminiais metodais prijungti norimas medziagas. Daleliy
ypatinga struktira ir pobudis sustiprina jy patekimg j dendritines lasteles ir antigeny
pateikima su MHC I ir II klasés molekulémis DL pavirsiuje. Be to, VPD i$ atskiry baltymy
susirenka spontaniskai, todél j jas galima pripakuoti papildomy mazy molekuliy, pvz.,
PRR receptoriy ligandy, kurie gali padéti sukelti jgimta imuninj atsaka [Jennings ir
Bachmann, 2008].

Labai svarbi VPD savybé - dydis, jis padeda VPD judrumui. VPD
susvirkstos | organizma nukeliauja iki limfmazgiy, patenka | antrinius
imuninés sistemos organus, ten sgveikauja su B lastelémis ir jas

suaktyvina. VPD tiesiogiai sgveikaudamos su B lgstelémis gali stimuliuoti
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ir konformaciniams epitopams specifines B 13steles. Kartais | VPD galima
pripakuoti papildomy medZiagy, adjuvanty, pvz., TLR9 ligandy (CpG
oligonukleotidai, kurie aktyvina B lgsteles, slopina jy apoptoze, sustiprina
imunoglobuliny klasiy persijungimg [Krieg, 2006]) ar TLR7 ligandy
(viengrandziy RNR [Jegerlehner et al.,, 2007]).

VPD yra naudojamos norint sukelti B 1gsteliy atsaka pries virusg, i$
kurio jos yra Kkilusios, arba prie§ svetimus antigenus, kuriuos galima
prijungti prie VPD. Antigenus su VPD galima sujungti chemiskai arba
pasitelkus geny inZinerijos metodus. Antigenais gali buti ne tik peptidai,
bet ir polisacharidai, mazos organinés molekulés (haptenai). VPD déka
imuninj atsakg pavyksta gauti net prieS savo antigenus - VPD padeda

apeiti tolerancija.

| virusus panasios dalelés ir T Igsteliy atsakas

Norint, kad VPD sukelty efektyvy antigenams specifinj T lgsteliy
atsaka, dendritinés lastelés (DL) VPD turi sugauti ir antigeninius peptidus
pateikti savo pavirSiuje kompleksuose su MHC molekulémis. Subrendusios

DL gali aktyvinti antigenui specifinius T limfocitus.

Molekuliniai agregatai, tokie kaip VPD, kurie turi didelj pavirsiy,
pasizymintj tam tikru kruviu, hidrofobiskumu ir gebéjimu sgveikauti su
receptoriais, dendritiniy lgsteliy yra daug geriau pagaunami ir suryjami,
lyginant su tirpiais pavieniais baltymais [Ahsan et al., 2002]. APL
efektyviausiai gaudo patogenams budingo dydzio antigenus: nuo 10 nm iki
3um skersmens. VPD dydis pakliina j §j intervalg, jos yra lengvai
dendritiniy lagsteliy sugaunamos endocitozés ar fagocitozés Kkeliais.
Optimalus antigeny, kuriuos ryja DL, diametras yra ~ 40 nm [Fifis et al,,
2004]. Sugavusios antigenus DL endosominiuose kompartmentuose
proteaziy déka juos sukarpo j peptidus ir Igstelés pavirSiuje pateikia
kompleksuose su MHC II klasés molekulémis. DL pasiZymi dar viena

savybe - gebéjimu kryzmiskai pateikti endocitozés budu sugautus
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antigenus, todél egzogeninés kilmés antigenai, kurie turéty biti pateikti su
MHC II, yra pateikiami su MHC I klasés molekulémis (5 pav). Ypatingy
struktury, tokiy, kaip VPD, antigeny kryZminis pateikimas yra daug
efektyvesnis negu pavieniy baltymy ir pagal gausa prilygsta pateikimui su
MHC II [Kovacsovic-Bankowski et al,, 1993; Harding ir Song, 1994; Storni
ir Bachmann, 2004]. VPD antigenus pateikia tik profesionalios APL, bet ne
kity tipy, pvz., fibroblasty ar T lastelés [Ruedl et al., 2002]. Antigenai,
pateikiami ne profesionaliy lasteliy, ne jjungia, o iSjungia T lgsteliy atsaka,
todél Si VPD savybé palengvina efektyvaus T lgsteliy imuninio atsako

susidaryma ir palaikyma.

MHC | kelias MHC Il kelias Kl'YZ.m_lnlS

s e pateikimas

Vidulastelinio zlgstelinio peptido < Sl & S =
peptid?) irMHC1, I MHC Il kompleksas Uzlastelinis |  Uziastelinio peptido

v antigenas | irMHCII‘S’ompleksas

e oF:

A

gg Vidulastelinis
3~ antigenas

gl:roteosoma

0y AT gg;* fffi‘é

Endosomlnls kelias

Gold2|o kompleksas

~ %35 %F Endoplazmmls tmklas a\f)
MHCI ‘MHCH ' MHCI

Nature Reviews | Immunology

5 pav. Antigeny pateikimo dendritiniy lasteliy pavirsiuje mechanizmy schemos.
DL antigenus gali pateikti MHC I keliu, MHC II keliu arba kryZzmiskai. MHC I keliu yra
pateikiami vidulgsteliniy baltymy antigenai kompleksuose su MHC 1 klasés
molekulémis; peptidai gaunami citoplazmoje, proteosomy déka. MHC II keliu yra
pateikiami uzlgsteliniy antigeny peptidai kompleksuose su MHC II klasés molekulémis;
peptidai gaunami proteolitinés degradacijos endosominiuose kompartmentuose déka. |
endosomas patekti gali ir vidulagsteliniy baltymuy, pvz., plazminés membranos baltymai,
endocitozés kelio komponentai, citoplazmos baltymai, pateke | endosomas autofagijos
keliu. KryZminio pateikimo metu uZlgsteliniy antigeny peptidai yra pateikiami
kompleksuose su MHC I klasés molekulémis [Villadangos ir Schnorrer, 2007].
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Dauguma rekombinantiniy antigeny, kartais ir VPD, nepriklausomai
nuo to, kad yra pateikiami su MHC I molekulémis, sukelia silpng T lgsteliy
atsaka ir reikalauja papildomy stimuly. Kadangi virusy replikacija Igsteléje
Seimininkéje suZadina ir jgimta imunitetg, tai padeda gauti efektyvy CTL
lasteliy atsakg, taCiau dauguma rekombinantiniy baltymy taip stimuliuoti
imuninés sistemos negali. Virusai indukuoja lgsteliy lize, gamina
viengrandes ir dvigrandes RNR molekules, RNR su 5°‘ trifosfatais be
kepurés. Virusy nukleoriigstys saveikauja su TLR receptoriais, RAG
helikazémis, PKR (PKR - interferonu indukuojamos nuo dvigrandés RNR
priklausomos baltymy kinazés), ir visa tai sukelia gausia I tipo interferony,
prieSuzdegiminiy citokiny gamybg [Takeuchi ir Akira, 2007]. VPD
suSvirkStimas indukuoja stipry CTL atsaka, jei Kkartu stipriai
stimuliuojamos ir dendritinés lgstelés, makrofagai [Storni et al., 2002].
Svirk§¢iant VPD su medZziagomis, suzadinan¢iomis jgimta imuniteta,

galima gauti imuninj atsakg, budingg tikrai virusinei infekcijai.

aktyvavimas

Wny :
@ B sintezé: (D40, (D80, (D86 sukelto dendritiniy Iasteliy

6 pav. ] virusus panasiu daleli
pavirsiaus Zymeny p ! p u u
brandinimo schema.

Nesubrendusios dendritinés Igstelés
(DL) sugavusios VPD susiaktyvina:
lastelés pavirSiuje padaugéja CD40,
CD80, CD86 molekuliy, pradedami
sekretuoti citokinai, pakinta Igstelés
morfologija, t. y. nesubrendusios DL
virsta subrendusiomis. IS VPD Kkile
peptidai  subrendusiy DL yra
pateikiami kompleksuose su MHC I
ar MHC II CD4+ arba CD8+ T
lasteléms, todél gaunamos veiklios
efektorinés antikiinus gaminancios B
lastelés ir citotoksinés CTL lastelés
[Ludwig ir Wagner, 2007].

pavojaus signalas
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Su skirtingy virusy VPD buvo jrodyta, kad VPD sugeba indukuoti
fenotipinj ir funkcinj dendritiniy lasteliy brendima (6 pav.). Zmogaus
papilomos viruso VPD be adjuvanty aktyvina dendritinés Iasteles, Sios
gamina kostimuliuojancias molekules, CTL aktyvavimui butinus citokinus
[Lenz et al., 2001], tacCiau papilomos virusy strukturiniy baltymy
formuojamos VPD pasiZymi iSskirtinai geromis imuninj atsaka
suzadinanciomis savybémis. Bakteriofago Qf pagrindu sukurtos VPD
gautos E. coli lastelése nesukelia efektyvaus CTL lgsteliy atsako, taciau,
pridéjus adjuvantiniy medziagy - TLR ligandy, viengrandziy RNR ar CpG,
gaunamas efektyvus CTL atsakas [Schwarz et al., 2003, 2005]. Chimerinés
bakteriofago Qf VPD, gautos prijungus GP 33 antigeninj peptida (i LCMV)
ir pripakuotos CpG, sukelia antigenui specifinj imuninj atsaka in vivo,
apsaugo nuo viruso infekcijos, kovoja su véZinémis lgstelémis, turin¢iomis
ta patj antigeng [Storni et al., 2004]. VPD gali sukelti ne tik pirminj CTL
imuninj atsakg, bet restimuliuoti ir jau esancias antigenui specifines
atminties CTL lgsteles. Dauguma molekuliy - antigeny neSikliy gali sukelti
tik pirminj imuninj atsaka, o norint pakartotinai jas panaudoti imuninio
atsako pastiprinimui, dazniausiai Sias molekules reikia truputj pakeisti,
pvz., antigenus jterpti j kitg baltymo neSiklio vietag. VPD Siuo atveju yra
daug pranaSesnés uz kitus baltymus-neSiklius, nes tiek norint sukelti
pirminj lgstelinj imuninj atsaka, tiek jj véliau restimuliuoti ar sustiprinti,
galima naudoti tas pacias VPD, nedarant jose jokiy pakeitimy [Schwarz et
al, 2005]. I VPD supakuotos medziagos, pvz., RNR - TLR ligandai, yra
apsaugotos nuo iSoriniy poveikiy, degradavimo, jos patenka tiesiai | APL
lasteles, nesijungia prie serumo baltymy - tai stipriai pagerina jy
farmakokinetines savybes, sumaZzina Salutinius poveikius (pvz., bluZnies

padidéjimg) [Storni et al., 2004].

Klinikiniai tyrimai su VPD

VPD - antigeny neSikliy pagrindu yra kuriamos vakcinos kovai su
jvairiomis ligomis: reumatoidiniu artritu, hipertenzija, osteoporoze,
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ateroskleroze, Alzheimerio, virS§svoriu, gripu, véziu, priklausomybe nuo
nikotino ir kt. Su daugeliu i§ minéty VPD jau yra atliekami klinikiniai

tyrimai.

Pirmoji VPD pagrindu sukurta vakcina, kuri naudojama skiepyti
Zzmonéms, yra prieS hepatita B. Tai vienas dazniausiy ir sunkiausiy
infekciniy susirgimy. IS viso pasaulyje yra apie 350 milijony HBV viruso
neSiotojy. Mazdaug milijonas Zmoniy kasmet nuo hepatito B mirsta.
Minétos vakcinos gamybai naudojamos rekombinantinés VPD yra
gaunamos i$ mieliy lgsteliy [Wampler et al., 1985]. Vakcing pries hepatita
B gamina kompanijos GlaxoSmithKline, Merk&Co (vakciny pavadinimai
atitinkamai Engerix ir Recombivax). Vakcina yra saugi, efektyvi (88-96
proc. pacienty kraujyje randama reikiamy antikiiny), gaunamas imuninis
atsakas yra ilgalaikis (daugiau nei 10 mety po vakcinavimo) [Coates et al,,

2001].

Antroji VPD pagrindu sukurta Zmoniy skiepijimui naudojama vakcina
yra skirta apsisaugoti nuo Zmogaus papiloma virusy (HPV) infekcijos, kuri
moterims gali sukelti gimdos kaklelio vézi. Yra daug HPV viruso tipy, patys
pavojingiausi - 16 ir 18. Vakcinos prieS papilomos virusus taip pat
gaminamos mieliy lgstelése. Papilomos VPD formuojasi i§ pagrindinio
kapsidés baltymo L1. SuSvirkStus Zmonéms Sios vakcinos, organizme
susidaro neutralizuojantys antikiinai, kurie apsaugo nuo viruso infekcijos
[Kirnbauer et al., 1992; Schiller ir Lowy, 2001; Garland et al., 2007;
Paavonen et al,, 2007]. Kompanija Merk&Co gamina keturvalente vakcing
(Gerdasil), kuri apsaugo nuo 6, 11, 16, 18 HPV tipy. GlaxoSmithKline
vakcina yra dvivalenté (Cervarix) - pries 16 ir 18 HPV tipus. DZiugu, kad
Sios vakcinos ne tik sukelia neutralizuojanciy antikiiny susidaryma
sveikoms pacientéms (90-100 proc.) ir apsaugo nuo viruso infekcijos, bet
taip pat tinka ir serganciy pacienciy gydymui, nes efektyviai veikia ne tik

profilaktiskai, bet ir terapiskai.
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Jau yra sukurtos ir Kklinikiniuose tyrimuose tikrinamos kelios
vakcinos, kuriose VPD atlieka CTL epitopy nesikliy vaidmenj, yra tiriamas
tokiy vakciny profilaktinis ar terapinis efektyvumas bei gebéjimas sukelti
CTL atsakg. Pavyzdziui, CVLP (chimerinés VPD; Medigene AG,
Martinstried, Vokietija), Malarivax (Apovia, San Diego, JAV), p24-VLP
(British Biotech plc, Oxford, Didzioji Britanija) vakcinos yra skirtos kovai
su papiloma virusu, Plasmodium falciparum, ZIV. Klinikiniy tyrimy
rezultatai parodé, kad iSvardintos vakcinos sukélé salyginai silpng CTL
imuninj atsakg, ne tokj, kokio buvo tikétasi [Lindenburg et al., 2002;
Walther et al., 2005, Kaufmann et al.,, 2007]. Minéty rezultaty prieZastys
gali buti Sios: tyrimuose nebuvo naudojami jokie nespecifinio imuninio
atsako stiprikliai (pvz., CpG), buvo naudojamos neoptimalios vakcinos

dozés ar intervalai tarp skiepijimuy.

Bakteriofago Q VPD pagrindu buvo sukurtos chimerinés VPD skirtos
kovai su melanoma. Sios VPD yra sujungtos su melanomos MART-1
baltymo dalimi, pripakuotos CpG ir pavadintos MelQbG10. Su MelQbG10
melanoma sergantiems pacientams, tiriamas vakcinos saugumas,
toleravimas, imunogeniSkumas, efektyvumas, stebima ligos progresija,
CTL funkcionalumas, bandoma parinkti tinkamas dozes, tinkamiausias
injekcijy vietas.

VPD panaudojimas rekombinantiniy vakciny kurimui yra
perspektyvus, jos jau yra naudojamos Zmoniy skiepijimui ir norimam B

lasteliy atsakui sukelti. Norisi tikeétis, kad VPD taip pat bus pritaikytos ir

efektyviam CTL imuniniam atsakui gauti.

Poliomos virusai ir jy struktiiriniy baltymy formuojamos j virusus
panasios dalelés

Poliomos virusai priklauso Polyomaviridae virusy Seimai. Tai -

apvalkalélio neturintys DNR virusai. Jy genomas dvigrandis, Ziedinis,
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kovalentiSkai uZdaras, apie 5 kb dydZio (7 pav.). Ikosaedriné viruso
kapsidé yra 45-50 nm skersmens, sudaryta i$ trijy rusiy baltymy: VP1,
VP2 ir VP3. Kiekvienas virusas turi siaurg Seimininky ratg. Pirmasis
atrastas Sios virusy Seimos atstovas - peliy poliomos virusas, buvo
pavadintas polioma dél sugebéjimo sukelti auglius daugelyje viety [Gross,

1953; Stewart, 1953].

7 pav. Poliomos viruso (SV40) genomo
schema [Gazdar et al., 2002]. Poliomos
virusy genomas dvigrandis, Ziedinis,
kovalentiSkai uzdaras, apie 5 kb dydzio.
Struktiriskai genomas skirstomas |
ankstyva, veélyva ir reguliacinj
(nekoduojantj) rajonus. Reguliaciniame
rajone yra ankstyvo ir vélyvo rajony
promotoriai bei replikacijos pradzios
seka ori. Ankstyvo ir vélyvo rajony
koduojancios sekos nepersikloja,
pirminiai transkriptai yra nuskaitomi nuo
prieSingg DNR grandZiy. Ankstyvoji
, = mRNR koduoja T antigenus (ir 17kT
Eﬁ; E;i:gﬁ:&g baltyn}q_ $V40 atveju), o veélyvoji -
VP38 [ Agnoprotein strukturinius VP1, VP2, VP3 baltymus ir
17 KT Agno baltyma (funkcija neZinoma).

4571 4425
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Poliomos virusai gali sukelti vézine lasteliy transformacijg ir auglius
eksperimentiniams gyvunams. [ki 2011-yjy mety pavasario identifikuoti ir
mokslinéje literatiiroje paskelbti poliomos virusai yra isvardinti 1
lenteléje.

2011-yjy pradzioje buvo Zinomi 9 Zmogaus poliomos virusai.
Dauguma Zmoniy yra poliomos virusy nesiotojai nuo ankstyvos vaikystés,
bet be jokiy simptomy. Idomu, kad imunosupresijos atvejais poliomos
virusai reaktyvinasi ir yra siejami su tam tikromis patologijomis. Placiai
paplites JCV (JCPyV) poliomos virusas siejamas su progresuojancia
daugiazidinine leukoencefalopatija (AIDS pacientams), o BKV (BKPyV)

poliomos virusas su Slapimtakiy stenoze (po inksty transplantacijos),
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hemoraginiu cistitu (po kauly ¢iulpy transplantacijos) [Krumbholz et al,,
2009]. KI ir WU virusai buvo rasti vaiky kvépavimo taky meéginiuose,
taciau su konkrecia kvépavimo taky liga jie dar néra susieti [Allander et
al, 2007; Gaynor et al.,, 2007]. Merkelio lgsteliy poliomos virusas (MCV
arba MCPyV) buvo surastas reto, bet labai agresyvaus odos véZio -
Merkelio lgsteliy karcinomos - lastelése. Tai pirmasis Zmogaus poliomos
virusas, kuris yra susietas su konkreCiu véZiniu susirgimu. MCV yra
randamas beveik visose (~ 90 proc.) Merkelio 1gsteliy karcinomose [Feng
et al,, 2008]. MCV virusas yra placiai paplites ir tarp sveiky Zmoniy, Sio
viruso DNR yra randama sveiky Zmoniy odos tepinéliuose, seilése,
zarnose, kvépavimo taky méginéliuose [Feng et al., 2008; Loyo et al., 2009;
Wieland et al., 2009]. 2010-aisiais sveiky Zmoniy odos tepinéliuose buvo
rasti dar du Zmogaus poliomos virusai - Sestasis ir septintasis - HPyV®,
HPyV7 [Schowalter et al, 2010]. Nustatyta, kad MCV, HPyV6, HPyV7
virusy DNR pasisalina su senomis odos Igstelémis viriony pavidalu.
AStuntasis Zmogaus poliomos virusas buvo rastas imunosupresuoto
Zmogaus (po Sirdies transplantacijos), sirgusio Trichodysplasia Spinulosa
(TS), veido odos méginiuose. Virusas buvo pavadintas su Trichodysplasia
Spinulosa (TS) susijusiu poliomos virusu (TSV) [Meijden et al,, 2010]. TS
yra labai retas odos susirgimas, daZniausiai pasitaikantis itin silpng
imunitetg turintiems Zmonéms, pvz.,, po organy transplantacijy. Ligai
budingi dideli ir bjaurus inksStirai, primenantys mazgelius-spygliukus
Zmogaus veide, kurie drastiSkai pakeicia Zmogaus iSvaizda. 2011-aisiais
buvo paskelbta ir apie dar vieno Zmogaus poliomos viruso, kuris i$ eilés
preliminariai buvo pavadintas 9-uoju (HPyV9), nustatymg [Scuda et al,,
2011]. HPyV9 buvo surastas imunosupresuoto paciento (po inksty
transplantacijos) kraujo serume. HPyV9 viruso buvimas buvo nustatytas
kraujo serume, plazmoje, pilname Kkraujyje ir Slapime, jo nerasta
cerebrospinaliniame skystyje, kvépavimo taky méginiuose. HPyV9 i$ visy

iki Siol Zinomy poliomos virusy yra panasiausias j beZdZioniy limfotropinj
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poliomos virusg (LPV). HPyV9 buvo nustatytas tik 4 i§ 597 istirty

imunosupresuoty pacienty atvejais, tai leidZia manyti, kad $is virusas néra

placiai paplites. Kadangi paskutiniais metais atrandama vis naujy Zmoniy

poliomos virusy, panasu, kad Zmoniy populiacijoje jy cirkuliuoja ir dar

daugiau.

1 lentelé. Poliomos virusy sgrasas [Dalianis ir Garcea, 2009; Schowalter et al., 2010;

Meijden et al., 2010]

Virusas Atradimo metai _ Seimininkas
1. Peliy poliomos virusas 1953 Pelé
2. Peliy pneumotropinis virusas 1953 Pelé
3. SV40 1960 BeZzdzZioné
4. SA12 1963 Bezdzioné
5. Triusiy poliomos virusas 1964 Triusis
6. Ziurkéno poliomos virusas 1968 Ziurkénas
7. BKpoliomos virusas (BKPyV) 1971 Zmogus
8. JCpoliomos virusas (JCPyV) 1971 Zmogus
9. Jaucio poliomos virusas 1974 Galvijai
10. Limfotropinis papova virusas 1979 Bezdzioné
11. Pauksciy poliomos virusas 1981 Pauksciai
12. Ziurkiy poliomos virusas 1984 Ziurke
13. Paviany poliomos virusas 2 1989 Pavianas
14. Cynomolgus poliomos virusas 1999 BeZdzZioné
15. Zasy hemoraginis poliomos virusas (GPyV) 2000 Zasis
16. Simpanzés poliomos virusas 2005 Simpanze
17. Varny poliomos virusas 2006 Varna
18. Kikiliy poliomos virusas 2006 Kikilis
19. KI2 poliomos virusas (KIPyV) 2007 Zmogus
20. WU poliomos virusas (WUPyV) 2007 Zmogus
21. Voverinés bezdZionés poliomos virusas 2008 BezdZioné
22. Merkelio lasteliy poliomos virusas 2008 Zmogus
23. HPyV6 2010 Zmogus
24. HPyV7 2010 Zmogus
25. TSV 2010 Zmogus
26. HPyV9 2011 Zmogus

Poliomos virusy Kkapside sudaro trys pavirSiniai baltymai:

pagrindinis kapsidés baltymas VP1 ir minoriniai - VP2 ir VP3. Sie baltymai

suformuoja ikosaedrine kapside, kurig sudaro 72 VP1 baltymo formuojami

pentamerai (8 pav.). Vienam pentamerui tenka mazdaug po vieng minorinj

baltymg, VP2 arba VP3. Kiekvienas virionas turi po 360 VP1 baltymo

2 KIPyV pavadinimas kilo nuo Karolinska Institute virus, o WUPyV - nuo Washington University

virus.
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vienety (72x5) ir 30-60 VP2 bei VP3 baltymo molekuliy. Virusine dalele
sudaro apie 88 proc. baltymy ir apie 12 proc. DNR. Viriono sedimentacijos
koeficientas sacharozés tankio gradiente yra 240 S. Poliomos virusai yra
atsparus lipidy tirpikliams, kadangi jie neturi papildomo apvalkalo, taip
pat yra i$ dalies atsparis karsciui. Cezio chlorido tankio gradiente virionai

randami 1.34 g/mL tankio frakcijoje.

x60 x12

wiss Institute of Bioinfarmatics
8 pav. Poliomos virusy kapsidés susidarymo schema. (A) Pagrindinio kapsidés
baltymo VP1 erdviné struktira. (B) Struktiriniy VP1 baltymy formuojamas
pentametras [Liddington et al, 1991]. (C) 72 pentamerai jungiasi tarpusavyje ir
sudaro T=7d simetrijos ikosaedrine kapside [http://www.expasy.org/viralzone].

Zalias trikampis Zymi vieng VP1 baltyma. Vieng viruso kapside sudaro 360 VP1
baltymo vienety, t. y. 72 pentamerai (72x5=360).

VP1 baltymas iSskirtas i§ viriony ar susintetintas jvairiose
rekombinantinése svetimy baltymy raiSkos sistemose in vivo ir in vitro
formuoja j virusus panaSias daleles (VPD). VPD susidarymui VP2 ir VP3

struktiriniai baltymai néra bitini. VPD griZtamai suyra j VP 1 pentamerus,
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pasalinus kalcio jonus, redukavus disulfidinius rySius ir esant Sarminei

terpei bei maZai joninei jégai [Salunke, 1986].

Kiekvienas i§ 12 VP1 pentamery, esancCiy ikosaedro virSunese,
sgveikauja su 5 gretimais pentamerais, o kiekvienas i$ kity 60 pentamery
turi po 6 kaimynus. SV40 ir pelés poliomos viruso VP 1 baltymy strukiuros
yra nustatytos. Penkiavalenciy ir SeSiavalen¢iy VP1 pentamery struktiira
identiska, iSskyrus lanksc¢ius VP 1 baltymo C galus. Po penkis tokius galus
jsiskverbia | kiekvieng pentamerg ir po penkis iSeina i$ jo j gretimus
pentamerus.

Minoriniy baltymy VP2 ir VP3 sekos yra persidengianCios, VP2
sudaro visa VP3 seka C-gale ir papildomos 115 amino rugsciy N-gale.
Polyomaviridae Seimos virusy baltymy VP2, VP3 C-gale yra konservatyvi
seka, per kurig Sie baltymai jungiasi prie VP1 baltymo N-galo [Barouch ir
Harrison, 1994]. VP2 ir VP3 yra iSsidéste pentamery kigiSkose ertmése.
Kiekviename kapsomere VP2, VP 3 jungiasi su VP1 skirtingai, be to, jie gali
jungtis su bet kuriuo i 5 VP1 baltymy [Chen et al, 1998]. Kapsomerai yra
iSsidéste taip, kad viriono iSoréje yra tik VP1 baltymai. Poliomos virusy
VP1 baltymas gali jungtis prie infekuojamos lgstelés oligosacharidinés
grandinés, pasibaigiancios sialo rugsStimi, o kai kuriy virusy virusinés
dalelés pasiZymi hemagliutinuojanciomis savybémis.

VP1 turi tris tretinés struktiiros modulius: N galo, du antiparalelius [3-
lakStus, turin¢ius vyniotinio topologija, ir ilga C galo. Pirmos 15 N galo ar. yra
nukreiptos 1 kapsidés vidy ir saveikauja su minichromosomas3. [-lakstus
sudarancias juostas jungia kilpos. Manoma, kad per C galines baltymu dalis
yra uztikrinamas rySys tarp pentamery. Pentameras yra cilindro formos. Jo
centre esanti kiigiSka ertme placiuoju galu atsiveria i viriono vidy. Pentamera
sudarantys monomerai labai glaudziai susij¢. SV40, MPyV, HaPyV, Zzmogaus

poliomos virusy VP1 sekuy palyginimas rodo, kad B lakSty susiformavima

3 Kadangi viruse randami lastelés Seimininkés histonai H2A, H2B, H3 ir H4, tai DNR-histony
kompleksas vadinamas virusine minichromosoma.
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salygojancios sekos labai konservatyvios. Labiausiai varijuoja viriono iSoréje
esancios kilpos, jos greifiausiai salygoja virusy saveika su lasteliy receptoriais
ir antigenines savybes [Liddington et al., 1991]. Kadangi Sios kilpos yra gana
variabilios ir nedalyvauja saveikoje tarp VP1 pentamery, jos gali buti
modifikuojamos, iterpiant i jas svetimus epitopus. Tokios VPD galéty biti
panaudotos vakcinoms prie§ {jvairius virusus gauti ir imuniniam atsakui
skatinti. [ tinkamas VP1 sritis jterpus atitinkamus polipeptidus, galima biity
kurti VPD, saveikaujancias su tam tikry tipu lasteliy receptoriais ir galin¢ias
pernesti 1 tas lasteles geneting informacija. [rodyta, kad 1 VP1 VPD pavirSiuje
esancias sritis galima jterpti gana didelius polipeptidus, pvz., 1t MuPyV VP1 HI
kilpa jjungus visa 18 kDa dihidrofolatreduktazés polipeptiding granding. VP1
baltymas iSlaiké sugebéjima formuoti VPD, o dihidrofolatreduktazé -—
fermentinj aktyvuma [Gleiter et al., 1999].

/ VP1
VP1
VP2 (T
VP3
Histonai
Genominé 2
DNR
L
Poliomos VPD
virusas | virusa panasi dalelé
__— Intarpas
(pvz., CTL
antigenas)
e
Chimeriné VPD Mozaikiné VPD

9 pav. Poliomos viruso ir j virusus panasSiy daleliy schemos. Poliomos virusy
kapsidé yra sudaryta i$ struktiriniy VP1, VP2 ir VP3 baltymy bei genominés medZiagos
- dvigrandés Ziedinés DNR. VPD sudarymui uztenka tik pagrindinio kapsidés baltymo
VP1. Chimerines VPD sudaro modifikuotas VP1 baltymas su prijungtomis svetimomis
sekomis. Mozaikines VPD sudaro keli skirtingi baltymai, pvz., VP1 ir VP2 arba VP1 ir
modifikuotas VP1 [http://www.expasy.org/viralzone].
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Poliomos virusy VPD (9 pav.), kaip atitinkamy virusy analogai, jau
naudojamos diagnostikoje, taCiau galéty biti panaudotos ir profilaktinéms
priemonéms kurti. Be to, Sios VPD tyrinéjamos kaip svetimy epitopy
pateikimo imuninei sistemai priemoné ir vektoriai geny terapijai.
Daugiausia eksperimenty yra padaryta su peliy poliomos virusy VPD, jas
bandoma panaudoti svetimy seky neSikliais bei imuniniam atsakui prie$
VPD sukelti. Peléms kartu su adjuvantais susvirSkus VPD, sukeliamas
efektyvus, antigenui specifinis imuninis atsakas, kuris apsaugo nuo virusy

infekcijos, bei véziniy Igsteliy augimo [Andreasson et al., 2009].

Norint panaudoti poliomos VPD Zmogaus prieSvéziniy vakciny
kirimui, visada iSkyla klausimas dél anti-VP1 antikiiny kryZminio
reagavimo su vakcina. Taip gali atsitikti, nes didzZioji dalis Zmoniy
populiacijos yra uzZsikrétusi Zmogaus poliomos virusais, Sie virusai paplite
po visg pasaulj, o tai galéty sumazinti gydymo efektyvuma. Tyrimai rodo,
kad didzZioji Zmoniy populiacijos dalis turi antikiiny pries BK ir JC Zmogaus
poliomos virusus [Doerries, 1996]. Naujai atrasti poliomos virusai KIPyV,
WUPYyV, taip pat yra placiai paplite Zmoniy populiacijoje. Literatiiroje yra
preliminariy duomeny apie tokius kryZminio reagavimo eksperimentus:
Zzmoniy kraujo serumai kryZzmisSkai nereaguoja su VPD, naudojamomis
kaip vakcina [Brinkman et al.,, 2005]. Naudojant peliy (MuPyV) arba
Ziurkéno poliomos virusy (HaPyV) VP1 VPD, Si kryZzmiSko reagavimo

galimybé dar mazesné.

Siam darbui pasirinktas Ziurkéno poliomos viruso VP1 baltymas yra
labai efektyviai sintetinamas mieliy S.cerevisiae l1astelése [Sasnauskas et
al,, 1999]. Mieliy lastelés neturi Zmogaus organizmui toksiniy medzZiagy ir
negali sukelti pasaliniy nepageidaujamy reakcijy, todél jos itin tinka VPD
vakciny kurimui ir gamybai. HaPyV-VP1 formuojamos VPD, jas liofilizavus
ir vél istirpinus nesuyra, o tai vakciny kirimui ir ilgam VPD laikymui yra

svarbus privalumas. Mielése susintetintas HaPyV VP1 gerai toleruoja
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jvairaus ilgio ir kilmés baltymy intarpus, esancius VP1 baltymo kilpose,
VPD pavirSiuje. Nustatytos keturios epitopy jterpimo pozicijos | HaPyV-
VP1 baltyma: , 1“ pozicija tarp 80-89 ar., ,2“ tarp 221-224 ar., ,3“ tarp 244-
246 ar. ir ,,4“ pozicija tarp 280-289 ar. [Gedvilaite et al., 2000, 2004]. VP1
baltymo svetimy intarpy toleravimas buvo parodytas j VP1 baltymo
minétas pozicijas jvedus HBV - hepatito B viruso pre-S1 rajono epitopa (5
ar. ilgio - DPAFR), visais keturiais atvejais susidaré VPD, kuriomis
paskiepijus peles buvo sukeltas stiprus, pre-S1 sekai specifinis imuninis
atsakas [Gedvilaiteé et al., 2000]. Lyginant HaPyV VP1 baltymo homologija
su kity poliomos virusy VP1 baltymais, nustatyta, kad labiausiai variabili
yra 4 pozicija, po to maZzéjimo tvarka: 3, 1, 2. Visos keturios pozicijos,
baltymy monomerams susirinkus j VPD, uztikrina intarpy padétj dalelés

iSoréje (10 pav.).

10 pav. Sumodeliuotas Ziurkéno poliomos viruso (HaPyV) pagrindinio
struktiirinio baltymo VP1, tretinés strukturos modelis. (A) Modelyje raudonais
taskais pazymétos galimos svetimy intarpy vietos: ,1“ pozicija tarp 80-89 ar., ,2 tarp
221-224 ar., ,3“ tarp 244-246 ar., 4" tarp 280-289 ar. [Gedvilaiteé et al., 2000]. (B) HaPyV
VP1 modelis su antrinés struktiiros elementais (modelis gautas su swiss-model jrankiu
[http://swissmodel.expasy.org]).

HaPyV VP1 baltymo - vidutiniy ir ilgy svetimy intarpy (45, 80 ir 120
ar.) neSiklio tinkamumas buvo parodytas j minétas keturias baltymo

pozicijas, jterpiant hanta virusy Kkapside formuojan¢io baltymo
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fragmentus. Buvo parodyta, kad vidutinius ir ilgus intarpus puikiai
toleruoja 4 ir 1 pozicijos, gauti chimeriniai VP1 baltymai jgauna tinkama
konformacijg ir susirenka j VPD [Gedvilaité et al., 2004], o j 4 VP1 baltymo
pozicijg galima jterpti net visg GFP baltyma [Gedvilaité et al., 2006]. VPD
su hanta virusy kapside formuojancio baltymo intarpais peléms sukélé
intarpams specifini humoralinj imuninj atsakg net ir be adjuvanty. Be to,
pastebéta, kad kuo intarpas ilgesnis, ar jy daugiau, tuo silpnesnis
humoralinis imuninis atsakas gaunamas prieS patj neSiklj - maZéja
neSiklio imunogeniSkumas ir antigeniSkumas. Minéta savybé dar labiau
padidina HaPyV VP1 formuojamy VPD panaudojimo svetimiems
peptidams pernesti verte, ypa¢ kuriant vakcinas, sukelian€ias imunitetg

prie$ konkrety peptida.

1.4. LCMV GP33 peptidas - modelinis CTL antigenas

LCMV (peliy limfocity choriomeningito virusas) yra nattralus peliy
patogenas, peléms sukeliantis stipry CTL atsakg. LCMV yra nuodugniai
iStirtas ir charakterizuotas modelinis virusas, naudojamas CTL imuninio

atsako pelése analizei.

LCMV yra Arena virusy Seimai priklausantis RNR virusas (11 pav.).
Tai daznas peliy patogenas, galintis pakenkti ir Zmogui [Karupiah, 2006].
Dirbant su Siuo virusu yra biutina II-III klasés saugumo lygmens
laboratorija. LCMV yra lgsteliy nelizuojantis virusas, todél viruso plitimag
sunku pastebéti ir reikia ypaC saugoti nuo uzZkrétimo laboratorijoje

esancias lgsteliy linijas.

LCMV pelése indukuoja stipry CTL atsaka, kurj galima nustatyti in
vitro atliekant 51Cr atpalaidavimo analize (angl. Cr release assay)
[Zinkernagel ir Doherty, 1974]. LCMV specifiniy CTL lasteliy
susidarymui Tu pagalbos nereikia [Ahmed et al., 1988; Leist et al,, 1987],
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nors jis indukuoja ir Ty, ir B lgsteles. Viruso replikacijg iSimtinai reguliuoja
CTL (CD8+) lastelés per perforino sukeltg lgsteliy lize pirminés infekcijos
metu [Kagi et al, 1944]. Viruso eliminavimas yra LCMV specifiniy CTL
lasteliy buvimo rodiklis. Nesant LCMV specifiniy CTL lgsteliy, LCMV néra
pasalinamas. LCMV néra citopatinis virusas, todél infekcijos metu lgsteliy
nelizuoja. Zala $eimininko lgsteléms padaro paties $eimininko CTL
lastelés, kurios lizuoja virusu infekuotas Igsteles ir sukelia
imunopatologija. LCMV sus$virkstus sveikoms peléms | smegenis yra
sukeliamas mirtinas choriomeningitas - CTL suardo nervy lgsteles. Jeigu
suSvirSkus LCMV j letenéles per 8 dienas jos iStinsta, tai rodo, jog pelé turi
virusui specifiniy CTL lgsteliy. Jeigu viruso infekcijos metu pelé turi LCMV
specifiniy atminties CTL lasteliy, tai viruso replikacija greitai yra
sustabdoma ir imunopatologija nepasireiSkia. Imunopatologijos
nebuvimas rodo pirminio CTL imuninio atsako nebuvimg arba atminties
CTL lasteliy buvimg [Rowe, 1954; Lehmann-Grube, 1971; Hany et al,
1989].

Yra Zinomi keli LCMV kamienai, kurie skiriasi viruso replikacijos
stiprumu ir audiniy tropizmu. LCMV WE kamienas yra naudojamas, kai
norima sukelti stipry CTL imuninj atsaka, o Arm (Amstromg) kamienas -
norint silpnesnio atsako. Docile arba clone-13 kamieny virusai
replikuojasi labai greitai ir visiskai iSsekina specifines CTL lasteles

[Moskophidis et al., 1993].

LCMV sukelia CTL atsaka daugeliui MHC I klasés haplotipy, pvz., H-2b,
H-24d, H-2k, Stipriausi ir geriausiai moksliniams eksperimentams tinkantys

LCMV epitopai yra Sie: NP394-408, GP33-41 [Pircher et al., 1989].

GP33 - LCMV glikoproteino (GP) CTL antigenas, jo aminorugsciy seka
KAVYNTATC (33-41 ar.). Eksperimentams yra naudojamas modifikuotas

GP33 peptidas, kurio paskutiné aminorugstis yra pakeista i$ cisteino j
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metioning (kad nesusidaryty disulfidiniai tilteliai) - KAVYNFATM [Aichele

et al,, 1994].

Matrikso baltymas

Polimerazé

Glikoproteinas (GP)

” Genominé RNR

11 pav. Peliy limfocity choriomeningito viruso (LCMV) schema. LCMV priklauso
Arena virusy Seimai. LCMV genomg sudaro dvi linijinés viengrandés RNR. Viriong
sudaro apvalkalélis ir dvi ribonukleokasidés. Virione randama Seimininko lgstelés
ribosomy bei nestruktiiriniy baltymy [International Commitee on Taxonomy of Virus,
www.ictvonline.org; Sveicarijos bioinformatikos instituto internetiné duomeny bazé

http://www.expasy.org/viralzone].
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2. METODAI IR MEDZIAGOS

2.1. Metodai

2.1.1. Plazmidziy konstravimas
Darbui su DNR buvo naudojami klasikiniai geny inZinerijos, molekulinés
biologijos metodai [Sambrook et al., 1989]. Plazmidiné DNR iS E.coli
lasteliy buvo gryninama Sarminés lizés metodu. DNR nukleotidy seka
buvo nustatoma Biotechnologijos institute, Sekvenavimo centre
automatiniu sekvenatoriumi ABI PRISM 377 (Applied Biosystems). DNR
elektroforezé buvo vykdoma 0.8 - 2 % agarozés geliuose, turinciuose 0.1 -
0.2 pg/mL etidZio bromido. DNR koncentracija tirpaluose buvo nustatoma
spektrofotometru NanoDrop2000. DNR fragmentai i$§ agarozés geliy buvo
gryninami pagal gamintojo rekomendacijas, naudojant DNR gryninimo i$
agarozes gelio rinkinj ,Cyclo-pure gel extraction kit“ (Amresco, JAV).
Plazmidinés DNR hidrolizés restrikcijos endonukleazémis, polimerazés
grandininés reakcijoms, 5’-galiniy fosfaty pasalinimui, DNR viengrandziy
(Llipniy“) galy bukinimui, 5‘-galiniy fosfaty pasalinimui, DNR siuvimui,
buvo naudojami UAB ,Fermentas“ (Lietuva) reagentai, proceduros
atliekamos pagal gamintojo rekomendacijas. Imliyju E. coli lasteliy
paruoSimui ir transformacijai buvo naudojama Kklasikiné Bolivar ir

Backman metodika [Bolivar ir Becman, 1979].

2.1.2. Imliyjy S.cerevisiae 1asteliy paruoSimas ir transformacija
Transformuojant mieles, buvo naudojama modifikuota Geitz pasitlyta
metodika [Geitz et al, 1995]. IS vakaro mieliy kamieno (kuris bus
naudojamas transformacijai) lasteliy kolonija uzséjama j 5mL YEPD
terpés ir auginama per naktj 220 rpm/+30°C/16 val. kratytuve. Ryte
naktiné kultira buvo skiedZiama terpe iki optinio tankio 1 (A =600 nm) ir
inkubuojama 220 rpm/+30°C/3 val. kratytuve, kad lgstelés vieng ar du
kartus pasidalinty. Po to lastelés buvo surenkamos nucentrifuguojant

2000 rpm /KT /5 min.,, plaunamos su 5 mL TE buferio. Suspendavus
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lasteles | 3 mL 0.1 M TE-LiCl tirpalo, jos buvo inkubuojamos 1 val. +30°C
termostate. Po inkubacijos, paruostos imliosios mieliy lgstelés buvo
surenkamos,  centrifuguojant  tomis  paciomis  salygomis, ir
suspenduojamos j 100 pL 0.1 M TE-LiCl tirpalo.

Transformacijai buvo imama 15 pL paruoStos imliyjy Ilgsteliy
kulturos, pridedama 5 pL. DNR tirpalo (2-4 pg) ir 30 min. inkubuojama
+30°C termostate. Pridéjus du turius 50 % TE-PEGx4000 (40 uL) ir 1 val.
palaikius +30°C termostate, miSiniai 20-ciai min. buvo perkeliami j +42°C
temperatiros vandens vonig. Po temperatiirinio Soko transformantai
buvo gaivinami uZpilant 1mL YEPD terpés ir inkubuojant per naktj (apie
16 val.) +30°C temperatiiros termostate. Mégintuvélio kepureléje buvo
steriliai praduriama skyluté, kad nesikaupty mieliy iSskiriamas COq,
megintuv éliai uzdengiami folija. Po inkubacijos Igstelés buvo surenkamos
6 sek. centrifuguojant stalinéje Eppendorf minicentrifugoje 5417C, ir
iSséjamos (iSSpateliuojamos) ant agarizuotos YEPD terpés su 0,0125 %
formalino (0.3 uL/mL). Transformantai buvo tikrinami ir atrenkami
perséjant juos ant YEPD terpés su dvigubai didesniu formalino kiekiu

(0.6 pL/mL).

2.1.3. Mieliy auginimas ir svetimy baltymy sintezés indukcija
Mielés S. cerevisiae, transformuotos plazmide su reikiamu genu, 20-24 val.
buvo auginamos skystoje YEPD terpéje (turincioje 2 % gliukozés). Po to
buvo jpilama pusé turio 3XYEPG terpés skirtos svetimy baltymy sintezés
indukcijai (turincios 9 % galaktozés). ] auginimo ir indukcine terpes buvo
dedama 0,3 pL/mL formalino. Indukcija trukdavo 20-24 val. [Sasnauskas
et al., 1999].

2.1.4. Svetimy baltymy gryninimas i$ mieliy Iasteliy
Po baltymy sintezés indukcijos, mieliy lgstelés buvo atskiriamos nuo
terpés centrifuguojant 2000 rpm /KT /5 min. (Beckman ]-6B centrifuga, JS-

5.2 rotorius) ir uzSaldomos - 20°C temperatiiroje.
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Baltymy gryninimas buvo atliekamas ledo vonioje. Priklausomai nuo
lasteliy kiekio, jos buvo uZpilamos 2 kartus didesniu ardymo buferio
DB450+Arg turiu ir pridedamas lygus kiekis (pagal mieliy mase) stikliniy
rutuliuky. I Igsteliy ardymo buferj prie§ pat darbg buvo pridedama 1-
2mM proteaziy slopiklio PMSF, taip pat Roche proteaziy slopikliy
kokteilio (pagal gamintojo rekomendacijas). Mieliy lastelés buvo ardomos
intensyviai purtant purtykle (30 sek. ardoma ir 2-5 min. dedama j leda
atSaldyti) arba su homogenizatoriumi (French presu). Bendras ardymo
laikas 5- 10 min. Mieliy lasteliy lizatg nucentrifugavus
2000 rpm/+4°C/10 min. grei¢iu (Beckman J]-6B centrifuga, ]S-5.2
rotorius), buvo surenkamas supernatantas. Suardyty mieliy 1gsteliy lizaty
(grubus lizatai) ir supernatanty meéginiai buvo analizuojami geliuose po

baltymy elektroforezés denatiiruojanc¢iomis salygomis (NDS-PAGE).

Toliau baltymai buvo gryninami centrifuguojant per 20 - 60 % sacharozés
tirpaly gradientg (-us). Lasteliy lizato supernatantas buvo uZpilamas ant
sacharozés gradiento pavirSiaus ir centrifuguojamas
37000 rpm/+4°C/~16 val. (Beckman K80 arba K90 centrifugoje, 70.1 Ti
arba 60 Ti rotoriuje). Sacharozés tirpaly gradientas buvo sudarytas tankio
mazéjimo tvarka j ultracentrifuginj mégintuvélj atsargiai pilant sacharozeés
tirpalus. Po ultracentrifugavimo buvo renkamos atskiros baltymy
frakcijos, kurios vykdant NDS-PAGE, buvo tikrinamos ieSkant tiksliniy
baltymy. Norint gauti kuo grynesnius baltymus bei juos sukoncentruoti,
atrinktos frakcijos su gryninamais baltymais buvo pakartotinai uZnesamos
ant suformuoto sacharozés tirpaly gradiento ir centrifuguojamos tomis

paCiomis sglygomis.

Toliau baltymai buvo gryninami CsCl gradiente: baltymy suspensija buvo
uzpilama ant cezio chlorido gradiento pavirSiaus ir centrifuguojama
37000 rpm/+4°C/~40 val. CsCl tirpaly gradientas buvo sudarytas tankio

mazéjimo tvarka j ultracentrifuginj meégintuvélj atsargiai pilant cezio
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chlorido tirpalus. Nucentrifugavus buvo renkamos atskiros frakcijos (po
0.5-2 mL, pradedant nuo virSaus) ir tikrinamos vykdant NDS-PAGE, gelj
nudazZant ir analizuojant. Metodika sudaryta remiantis [Gedvilaite et al,,

2000] bei modifikuojant.

2.1.5. Baltymy dializé, baltymy elektroforezé poliakrilamido
gelyje denaturuojanciomis salygomis su NDS

Darbui su baltymais buvo naudojami klasikiniai metodai [Sambrook et al.,

1989]. Baltymuy tirpalai buvo dializuojami prieS PBS buferj. Baltymy

elektroforezé buvo vykdoma denaturuojanciomis salygomis, Tris-glicino-

NDS buferyje, vertikalios elektroforezés aparate. Po elektroforezeés geliai

buvo dazomi Coomassie briliantinio mélio tirpalu.

2.1.6. Western blotas
Po baltymy elektroforezés denatiiruojanc¢iomis salygomis iSfrakcionuoti
baltymai ir daZytas baltymy molekulinés masés standartas buvo
perneSami ant nitroceliuliozinés membranos (pusiau sausas perneSimas).
Tam tikslui poliakrilamidinis gelis po elektroforezés, nitroceliulioziné
membrana (prie§ tai 15-30 sek. palaikius metanolyje) ir perneSimo
popierius (vatmanas), buvo pamerkiami j perneSimo buferj. Ant pusiau
Slapio perneSimo aparato buvo dedamas lapelis vatmano, ant virSaus
membrana, ant jos gelis ir vél vatmanas. PerneSimas buvo vykdomas
20 min. esant 12V jtampai. Po to membrana buvo laikoma 1 val.
blokavimo tirpale. Po blokavimo membrang patalpinus j ,Biometra”
cilindrg, ji buvo vartykléje inkubuojama 3-uose mL TTBS buferio su
atitinkamais pirminiais antikiinais, 1 val. (arba per naktj). Po inkubacijos,
membrana 3 kartus po 15 min. buvo plaunama TTBS buferiu. Nuplauta
membrana 1-2 val. buvo inkubuojama 3-uose mL TTBS su antriniais
antiktnais ir vél plaunama 3 kartus po 15 min. su TTBS buferiu ir dar 2

kartus po 5 min. su TBS buferiu. Pabaigoje membrana buvo pamerkiama j
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rySkalg ir, iSryskéjus baltymy juosteléms, nuplaunama vandeniu. Metodika

sudaryta remiantis [Sambrook et al., 1989].

2.1.7. ] virusus panasiy daleliy stebéjimas elektroniniu
mikroskopu
Cezio chlorido gradiente gryninty VPD tirpalas buvo uZlaSinamas ant
specialaus tinklelio skirto méginiy stebéjimui elektroniniu mikroskopu
(S162-3 Formvar/Carbon 300 Mesh Cu, Agar scientific, UK). Méginiai ant
tinkleliy buvo daZzomi 2 % vandeniniu uranilacetato tirpalu, po to stebimi

elektroniniu mikroskopu bei fotografuojami.

2.1.8. Peliy imunizavimas
Visos peléms Svirk§¢iamos medZiagos (VPD, LCMV, véZinés Igstelés) buvo
ruoSiamos PBS buferyje. Tais atvejais, kai antigenas buvo Svirk$¢iamas j
veng, prieS susvirkStimag pelés buvo palaikomos po infraraudonuyjy
spinduliy lempa. Prie§ susSvirkStimus po oda, i raumenis, po pilvapléve,

pelés buvo uzmigdomos eteriu.

2.1.9. Imunofermentiné analizé
] 96-Sulin¢liy skaidrios ploks¢iadugnés ploksteles (,NUNCT™”) Sulinélius buvo
pilama po 50 uL 4 pg/mL koncentracijos VPD tirpalo padengimo buferyje.
Inkubuojama per naktj 37°C temperatiiroje. Tirpalg iSpylus, Sulinéliai 2
kartus po 150 uL. buvo plaunami plovimo buferiu ir uZpylus 100 pL
blokavimo buferio (3% JSA plovimo buferyje), plokstelés buvo
inkubuojamos 1 val. kambario temperatiiroje. Po inkubacijos Sulinéliai
buvo 3 kartus po 150 puL plaunami plovimo buferiu. Jpylus po 50 pL
jvairaus praskiedimo peliy kraujo serumo (plovimo buferyje), plokstelés
buvo inkubuojamos 1-2 val. 37°C temperaturos termostate. Po
inkubacijos Sulinéliai buvo 3 kartus po 150 uL praplaunami. Po to buvo
jpilama po 50 pL/Sulinéliui atitinkamai praskiesty (skiedimg nurodo
gamintojas), su peroksidaze konjuguoty (anti-pelés) antriniy antikiny
tirpalo plovimo buferyje, plokstelés buvo inkubuojamos 1 val. 37°C. Po
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inkubacijos Sulinéliai buvo plaunami 3 kartus po 150 uL plovimo buferio.
Ryskinama jpylus po 50 uL ryskalo TMB Plus (Clinical Science Products,
JAV). Reakcija buvo sustabdoma pridéjus po 50 uL. 10 % H2SOs tirpalo.
Rezultatai buvo kiekybiskai jvertinami spektrofotometru ,Infinite M200“
(bangos ilgis 450 nm). Antikiiny titru buvo laikomas toks didziausias

antikiiny skiedimas, kai antik@inai vis dar gerai reaguoja su antigenu.

2.1.10. Lasteliy kultury auginimas
Lastelés buvo auginamos T25, T75 buteliuose arba 6 Sulinéliy 1ékstelése,
joms tinkanciose terpése (pvz., DMEM, RPMI-1640, MEM ar kt.) su
antibiotikais (pvz., geneticinu, penicilinu/streptamicinu) +37°C CO:
inkubatoriuje jas nuolat (kas 2-3 paras) perséjant. Perséjant l3gsteles,
kurios auga prilipusios prie indo dugno, terpé nuo lgsteliy buvo
nusiurbiama, i§ karto buvo uZpilama tripsino tirpalo ir porg minuciy
palaikoma, kol Igstelés pradeda atlipti nuo pavirsiaus, tada indas buvo
smarkiai pakratomas, kad lgstelés greitai ir galutinai atkibty nuo dugno.
Po to buvo uZpilama tripsino tirpalui lygiu ar didesniu tiiriu mitybinés
terpés su 10% FCS ir dalis gautos lasteliy suspensijos (pvz., 1/5) buvo
perpilama j naujg indg su SvieZia mitybine terpe. Metodika sudaryta

remiantis [Freshney, 2005].

2.1.11. Lasteliy uzsaldymas ilgalaikiam saugojimui
Norint lgsteles uzsaldyti, pirmiausia buvo priauginamas norimas lgsteliy
kiekis, po to jos buvo surenkamos ir nuplaunamos terpe. Suskaiciavus
lasteles, jos buvo skiedziamos iki 2x106¢lgsteliy/mL | specialig lasteliy
uzSaldymo terpe (turinc¢iag 10% FCS ir 10% DMSO), labai Svelniai ir
atsargiai suspenduojamos ir skubiai iSpilstomos po 1mL |
kriomeégintuvélius. Kriomégintuvéliai buvo kaip galima greic¢iau sudedami
j izopropanoliu pripildytus Saldymo indus, kurie parai patalpinami j — 80°C
Saldytuva. Po to meégintuvélius galima perkelti j skysta azotg. Metodika

sudaryta remiantis [Freshney, 2005].
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2.1.12. Lasteliy atgaivinimas po ilgalaikio uzsaldymo
Lastelés esancios kriomégintuveéliuose buvo kaip galima grei¢iau delnuose
atitirpinamos ir labai S$velniai perkeliamos | 15mL Falcone tipo
megintuveélj. Po to ant lasteliy iki mégintuvélio virSaus itin létai buvo
pripilama mitybinés terpés. Lasteles surinkus centrifuguojant
(1100 rpm/KT/10 min.) jos buvo suspenduojamos j konkreciai toms
lasteléms tinkama terpe ir auginamos +37°C CO: inkubatoriuje. Metodika

sudaryta remiantis [Freshney, 2005].

2.1.13. Lasteliy skaic¢iavimas su tripano méliu
10 uL. norimos suskaiciuoti lasteliy suspensijos buvo skiedZiama ir
daZoma, pridedant 90 pL Tripano mélio daZo, bei gerai sumaiSoma
pipetuojant. Gauta suspensija buvo uzneSama ant Neubauer kameros ir
gyvos lastelés (gyvos lastelés baltos, o negyvos - mélynos) buvo
skai¢iuojamos Sviesinio mikroskopo pagalba. Lasteliy daZymas yra
paremtas neigiamai jkrauto chromoforo savybe nesgveikauti su 1gstelémis
tol, kol jy membrana yra nepaZeista. Suskaiciavus Igsteles, jy kiekis buvo
perskai¢iuojamas j lasteliy skai¢iy/mL suspensijos. Metodika sudaryta

remiantis Freshney, 2005.

2.1.14. Lasteliy Zyméjimas antikuinais tékmeés citometrijai
Vienam lgsteliy méginiui, skirtam analizei tékmeés citometru, buvo Zymima
~1x10¢ Igsteliy. Lastelés buvo sumaiSomos su norimais antikanais
(koncentracija buvo parenkama pagal gamintojo rekomendacijas arba
titruojant) ir ~ 30 min. inkubuojama +4°C Saldytuve. Po to lastelés buvo
nuplaunamos  pripilant  pilng  mégintuvél] FACS  buferio ir
nucentrifuguojant (1100 rpm/KT/10 min.).  Supernatantas buvo
nupilamas, o lgstelés suspenduojamos j likusj tirpalo 1asg. Taip pazymétos

lastelés buvo analizuojamos tékmeés citometru.

Jei buvo atliekamas keliy pakopy lgsteliy Zzyméjimas (pirminiai, antriniai

antiktinai), lastelés buvo Zymimos tokia tvarka: pazymima pirminiais
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antikinais, nuplaunama, paZymima antriniais antikiinais ir vél

nuplaunama.

Tais atvejais, kai buvo Zymimos ne lgsteliy kultiros, o kraujo lgstelés,
pirmiausiai reikéjo 3 lasus peliy kraujo jsilasinti j ~ 3 mL FACS buferio su
EDTA ir lasteles persinesti j laboratorija bei surinkti centrifuguojant
(1100 rpm/KT/10 min.). Po centrifugavimo supernatantas buvo
nupilamas, lastelés suspenduojamos j likusj tirpalo lasy ir Zymimos
antiklinais anks¢iau aprasytu budu. Po visy Zyméjimo Zingsniy lastelés
buvo nuplaunamos FACS buferiu ir surenkamos centrifuguojant. Po to
lasteles nuolatos purtant (,vorteksuojant“) ant jy buvo létai pilamas 1 mL
eritrocity lizés buferio. Gauta suspensija buvo laikoma kambario
temperaturoje atidziai stebint, kada lasteliy suspensija nuskaidrés -
eritrocitai susilizuos (~ 1 min.). Po eritrocity lizés lastelés buvo greitai
nuplaunamos FACS buferiu. Taip pazymétos baltosios kraujo 13stel és tinka

analizei tékmeés citometru.

Jeigu lastelés tékmeés citometru buvo analizuojamos ne i$ karto po juy
pazymeéjimo antiklinais, o veéliau, pvz., kita dieng, tai lastelés buvo
uzfiksuojamos, pripilant lygy turj fiksavimo tirpalo (4% formalino PBS
buferyje), ir paliekamos +4°C Saldytuve iki analizés. Metodikos sudarytos

remiantis Ormerod, 2000.

2.1.15. LCMV titro nustatymas bluZnyje
[II saugumo lygmens laboratorijoje pelei (C57 BL/6) i vena buvo
susvirk$¢iama 200 pfu LCMV. Po 4-5 dieny, kai viruso titras buna
maksimalus, bluznis steriliai buvo iSimama j Saltg PBS buferij ir perkeliama

j I saugumo lygmens laboratorijg (ledo vonioje).

BluZnies Igsteliy suspensijos paruosimas

Visos procediiros buvo atliekamos steriliai. BluZnis buvo pasveriama, po

to perkeliama j 2 mL Eppendorf tipo mégintuvélj, uzZpilama 1 mL terpés
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(DMEM), imetamas vienas metalinis 0.5 cm diametro rutuliukas ir audiniy
homogenizatoriumi iS bluZnies paruoSiama lgsteliy suspensija (2 min.
smarkiai purtoma). Gauta Igsteliy suspensija buvo nuskaidrinama
centrifuguojant 1000g/+4°C/10 min., o supernatantas, pamatavus tiri,
perkeliamas | naujg Eppendorf tipo mégintuvelj. Dalis supernatanto buvo

uzSaldoma - 80°C temperaturoje, likusi dalis naudojama titravimui.

LCMV titravimas

LCMV titravimas buvo vykdomas su MC57 Iastelémis 24-Sulinéliy
ploks¢iadugnése plokStelése. Pirmiausia, supernatantas buvo skiedZiamas
j 200 uL. terpés (DMEM) Zingsniu 1:10 (serijinis skiedimas). Po to i
kiekvieng Sulinélj kuo grei¢iau buvo uZpilama po 200 puL 7x10°
lasteliy/mL MC57 Igsteliy suspensijos toje pacioje terpéje ir inkubuojamos
+37°C 5 % CO2 termostate 4-6 val. kol Igsteleés prilips prie Sulinélio dugno.
Lasteléms prilipus, ant virSaus labai atsargiai buvo uzpilama ~ 300 pL
DMEM terpés su metilceliulioze (DMEM, 1 % metilceciuliozés, 5 % FCS,
antibiotikai, L-glutaminas), kad lagstelés negaléty judéti. Po 40-48 val.
terpé i$ Sulinéliy buvo Svelniai iSsiurbiama, o uZauges vientisas lasteliy
sluoksnis atsargiai dukart praplaunamas su PBS. Lasteliy sluoksnio
uzfiksavimui buvo pripilama po 250 uL 4 % formalino tirpalo PBS buferyje
ir inkubuojama 30 min. +4°C temperaturoje. Po to lgstelés buvo
permeabilizuojamos (lipidinés membranos tirpinimas) uZpylus 250 pL
0.5 % Triton X-100 tirpalo PBS buferyje ir inkubuojant 20 min. (+4°C). Po
to lastelés buvo 1 kartg praplaunamos su PBS ir uzblokuojamos pripilant
200 puL. PBS su 10% FCS (ar bet kokios terpés su 10% FCS), inkubuojama
60-90 min.

LCMV formuojamy negatyviy kolonijy (angl. plaque) Zyméjimas
antikunais
Ant uzfiksuoty, permeabilizuoty ir uZblokuoty lgsteliy buvo uZpilama

200 uL. terpés su Ziurkés a-LCMV monokloniniais antikiinais VL-4
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(dr. HP. Pircher dovana, Freiburgas, Vokietija), inkubuojama 60-90 min.
Po to Sulinéliai 5 kartus buvo praplaunami su PBS, veéliau uZpilama a-
Zziurkés IgG antikiny Zymeéty PE, inkubuojama 1-2val.,, Sulinéliai
paskutinius 5 kartus buvo praplaunami su PBS. PlokStelés buvo
analizuojamos fluorescenciniu mikroskopu, skai¢iuojamos negatyvios
kolonijos, viruso titras perskaiciuojamas j pfu/bluzniai (didZiausias titras
gali buti ~107 pfu/bluZniai). Metodika sudaryta remiantis [Battegay et al,,
1991] bei [Bachmann, 1997].

2.1.16. T lasteliy stimuliavimas in vitro

BluZnies lgsteliy suspensijos paruosimas

Visos procediiros buvo atliekamos steriliai. Pelé buvo apipurskiama 70 %
etanolio tirpalu, bluznis buvo iSimama steriliomis Zirklutémis bei pincetu
ir perkeliama j vienkartine Petri l1ékStele su 3-5 mL PBS buferio bei
metaliniu tinkliuku. BluZnis SvirkSto stimoklio gumine dalimi buvo
pertrinama per tinklelj - gaunama lasteliy suspensija. Gauta suspensija
buvo surenkama ir perkeliama | 15 mL Falcone tipo mégintuvélj,
praplaunama lediniu PBS buferiu, Igstelés suskaiciuojamos ir paruoSiama

5x10¢ 1gsteliy/mL suspensija PBS buferyje.

Bluznies Igsteliy Zyméjimas CFSE daZu
] gautg bluZnies lasteliy suspensija buvo pridedama 0.1 mM CFSE
(12 pav.). Lastelés 10 min. buvo inkubuojamos +37°C 5 % CO: termostate
2-3 kartus per tg laika Svelniai pavartant. Lasteles nudaZius, jos greitai
buvo nuplaunamos PBS buferiu su 1 % FCS (KT) arba bet kokia mitybine
terpe turincia FCS.

T Igsteliy stimuliavimas in vitro
CFSE dazytos lastelés buvo suskaiCiuojamos, paruoSiama 2x10°
lasteliy/mL suspensija IMDM terpéje su 10 % FCS ir 5x10°M f-
merkaptoetanolio. ParuosSta l3gsteliy suspensija buvo iSpilstoma j 24-

Sulinéliy ploksteles po 1mL j Sulinélj, pridedama antigeny (pvz., 10 ug
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VPD, 107M GP33 peptido, PBS buferio (neigiamai kontrolei) arba 105
dendritiniy lgsteliy ir inkubuojama +37°C 5 % CO; termostate ~ 4-5 paras.
Kasdien lgstelés buvo stebimos Sviesiniu mikroskopu.
Lgsteliy analizé tékmés citometru

Po 4-5 pary (laikas priklauso nuo naudoty antigeny) lastelés buvo
surenkamos gerai pamaiSant pipetmanu ir perkeliamos i mégintuvélius
skirtus tékmés citometrui. Dalis lgsteliy buvo pasiliekama kontroliniams
matavimams, o likusios buvo paZymimos fluorescencine Zyme turinciais
antikunais, pvz., pelés a-CD8/PE ir analizuojamos tékmeés citometru:
nustatoma, kuri dalis CFSE (,zaliai“) nudazyty CD8* T lgsteliy proliferuoja.
Proliferuojanc¢iomis 1gstelémis laikomos tos Igstelés, kuriose yra
sumazéjes CFSE kiekis (proliferuojanciai lastelei kiekvieng kartg
pasidalinus pusiau jis tampa vis maZiau ,Zalia“). Metodika sudaryta

remiantis [Bachmann, 1997] ir [Freshney, 2005].
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12 pav. CFSE daZo veikimo mechanizmo schema. CFSE daZas yra naudojamas gyvy
1asteliy citoplazmos Zyméjimui. CFDASE laisvai juda per lgstelés membrang j Igstele ir i$
jos. Lastelés citoplazmoje esanCioms esterazéms nukirpus acetato grupes CFDASE virsta
j CFSE, kurio judrumas per lgstelés membrang yra daug maZesnis, o CFSE prisijungus
prie citoplazmoje esanc¢iy baltymy NH: grupiy, CFSE pasilieka citoplazmoje. CFSE daZas
fluorescuoja ,zaliai“. CFDASE: 5(6)-karboksi fluorescein diacetat N-sukcinimidilo
esteris, CFSE: karboksi fluorescein sukcinimidilo esteris, R1i, Rz: bet kokie lastelés
citoplazmoje esantys baltymai. Rodykliy storumas atspindi daZo judéjimo per
membrang intensyvuma [Parish, 1999].
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2.1.17. Vidulastelinio IFNy nustatymas

Pirmiausia buvo paruoSiama 2x10¢ Iasteliy/mL bluZnies Ilasteliy
suspensija IMDM terpéje su 10 % FCS ir 5x10>M [-merkaptoetanolio.
Gauta suspensija buvo iSpilstoma j 24 Sulinéliy ploksteles po 1 mL j
Sulinélj, pridedama 10-7”M GP33 peptido, pagal gamintojo rekomendacijas
GolgiStop* reagento (BD Pharmingen, USA) ir inkubuojama +37°C 5 % CO2
termostate 4-6val. arba per naktj. Po to lgstelés buvo surenkamos,
pazymimos a-CD8/FITC antikunais, nuplaunamos FACS ir PBS buferiais.
Véliau lastelés buvo uZfiksuojamos ir permeabilizuojamos pridedant
100 pL ,Cytofix/Cytoperm Fixation/Permeabilization“ (BD Pharmingen)
tirpalo ir 20 min. palaikant ant ledo. Véliau lgstelés du kartus buvo
nuplaunamos plovimo buferiu ,Perm/Wash“ (BD Pharmingen),
pazymimos o-IFNy/PE antikiinais, vél nuplaunamos ir analizuojamos
téekmés citometru. Metodika sudaryta remiantis [Jung, 1993; Sander, 1993;

Assenmacher, 1994; Prussin, 1995; Elson, 1995].

2.1.18. Dendritiniy lasteliy i$ peliy kauly ¢iulpy auginimas ir
brandinimas
Lgsteliy is kauly Ciulpy paruosimas
Procedura buvo atliekama steriliai. Nuo B6 pelés galiniy kojy Slaunikauliy
ir blauzdikauliy labai atsargiai, nepaZeidZiant kauly, buvo nuvalomi
raumenys. Po to kaulai porg minuciy buvo palaikomi 96 % etanolyje ir,
iSgriebus j sterilig Petri lékstele, nudzZiovinami. Kaulg laikant pincetu,
steriliomis Zirklémis buvo nukerpami abu kaulo galai, o kauly ¢iulpai buvo
iSplaunami j 50 mL Falcone tipo mégintuvélj (tam buvo naudojamas
Svirkstas su kuo plonesne adata prisiurbtas ledinio PBS buferio). Kaulas

buvo praplaunamas i$ abiejy galy, o procedira pakartojama su visais 4

4 GolgiStop reagentas - baltymy transporto slopiklis, j kurio sudétj jeina monesinas.
Pridéjus Sio regento j limfocity suspensija yra sustabdomas vidulastelinis baltymy transportas,
dél to Goldzio komplekse ima kauptis citokinai (ar kiti baltymai), o tai leidzia nustatyti citokinus
sintetinancias Igsteles (tékmés citometru) [www.biosciences.com/pharmingen /protocols].
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kaulais. Surinkus Igsteles, mégintuvélis iki virSaus buvo pripilamas ledinio
PBS ir gerai sumaiSomas Svelniai pipetuojant. Gauta lgsteliy suspensija
buvo perkoSiama per specialy filtrg (BD Biosciences, BD Falcon, Cell
Strainer, 100 pum Nylon REF352360) | naujg mégintuvélj. Lastelés buvo

surenkamos centrifuguojant 1100 rpm/10 min. ir suskaiCiuojamos.

Dendritiniy Igsteliy auginimas
Dendritiniy lgsteliy terpéje (RPMI-1640, su merkaptoetanoliu, IL-4, GM
CSF) buvo paruoSiama 5x105 lgsteliy/mL suspensija, iSpilstoma po
10 mL/ Petri lékstelei ir inkubuojama +37°C 5% CO: termostate. Trecig
dieng j kiekvieng lékStele buvo pripilama po 10 mL SvieZios dendritiniy
lasteliy terpés. Sesta diena i$ kiekvienos lékstelés buvo nusiurbiama po
10 mL terpés, 1astelés surenkamos nucentrifuguojant 1100 rpm/10 min.,,
iSpilstoma po 10 mL atgal j Petri léksteles. AStuntg dieng lgstelés buvo
analizuojamos tékmeés citometru, lgsteles pazymeéjus a-CD11c ir o [-Ab
antiktinais. Taip paruosStos nesubrendusios dendritinés lgstelés buvo
uzSaldomos ilgalaikiam saugojimui dendritiniy lasteliy terpéje su 10 %

FCSir 10 % DMSO.

Dendritiniy Igsteliy brandinimas

Nesubrendusios dendritinés Iastelés buvo iSpilstomos | 6 Sulinéliy
ploksteles po 10¢l3gsteliy/Sulinéliui. I dendritiniy lasteliy terpe buvo
pridedama antigeny (10 pg/mL VPD arba 1pg/mL LPS teigiamai
kontrolei, o PBS - neigiamai) ir 1gstelés inkubuojamos 2-3 paras. Kasdien
tékmés citometru buvo analizuojama lgsteliy pavirSiaus Zymeny raiska

(CD80, CD86,CD40,CD11c). Metodika sudaryta remiantis Lutz et al., 1999.

2.1.19. Statistiné analizé
T lasteliy proliferacijos eksperimenty rezultatai buvo lyginami naudojant
Student t-testg, p<0,05 reikSmés buvo laikomos statiSkai patikimomis.

UZkrétimo virusais eksperimenty rezultaty statistinis patikimumas buvo
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skai¢iuojamas Wilcoxon Mann-Whitney testo pagalba, o augliy augimo
eksperimenty duomenys buvo analizuojami naudojantis LogRank testu

[Machin et al., 2006].
2.2. Medziagos

2.2.1. Darbui naudoti reagentai ir jy gamintojai

2 lentelé. Darbui naudoti reagentai ir jy gamintojai

GAMINTOJAS REAGENTAI

Fermentas (Lietuva) Restrikcijos endonukleazés ir 5 standartiniy buferiy rinkinys, Pfu ir
Taq DNR polimerazeés, SAP ir CIAP fosfatazés, T4 DNR ligazé ir jai
skirtas buferis, dNTP miSinys, jvairis buferiai PGR reakcijoms, DNR ir
baltymy molekulinés masés standartai, X-gal, IPTG, pUC, pTZ
plazmidés, 50xTAE buferis, plazmidinés DNR gryninimo rinkinys
GeneJET Plasmid Miniprep Kit, DNR fragmenty gryninimo i$ agarozés
gelio rinkinys

Sigma Aldrich Cezio chloridas, EDTA, PEG, Tris, Tween-20, magnio sulfatas, kalcio

(Vokietija) chloridas, licio chloridas, gliukoze, agaras, formalinas,
merkaptoetanolis, stiklo rutuliukai, TMB (3,3,5,5-
tetrametilbenzidinas), IL-4, GM CSF

Amresco Natrio chloridas, glicinas, natriohidrofosfatas, agarozé, LB, mieliy

(JAV) ekstraktas, Cyclo-pure gel extraction kit rinkinys DNR gryninimui i$
agarozeés gelio

Fluka (Sveicarija) Vandenilio peroksidas, PMSF, glicerolis, gliukozé

Bio Rad (JAV) Agarozé, antikiinai, NDS

Roth (Vokietija) Amonio acetatas, mieliy ekstraktas, peptonas, pieno milteliai,
ampicilinas, proteaziy slopikliy kokteilis, Tris

Serva (Vokietija) Natrio azidas, NDS, PEG, akrilamidas, bisakrilamidas, amonio
persulfatas

Applichem (Vokietija)  Tris, L-argininas, kalcio chloridas, magnio chloridas, NDS, galaktozé

Merk (Vokietija) agaras, bromfenolio mélis, izopropanolis, kalcio chloridas, metanolis,
Triton X-100

Reachim (Rusija) Kalio chloridas, gliukozé, gal aktozé, kalio hidrofosfatas, natrio acetatas

Standard (Lenkija) Natrio S§armas, acto rigstis, sieros ragstis

Vilniaus degtiné Etanolis

(Lietuva)

Biological industries tripsinas, geneticinas, merkaptoetanolis, penicilinas-streptomicinas,

(Izraelis) mitybinés terpés lagsteliy kultiiroms

BD Biosciences (JAV) Tékmeés citometro buferiai ir mégintuvéliai, antikiinai tékmeés
citometrijai

Invitrogen, Gibco penicilinas-streptomicinas, L-glutaminas, mitybinés terpés lasteliy

(JAV) kultiroms

2.2.2. Plazmidés, oligonukleotidai, peptidai

3 lentelé. Siame darbe naudotos plazmidés, oligonukleotidai, peptidai

PLAZMIDES, PEPTIDAI PAPILDOMA INFORMACIJA GAMINTOJAS
pUC19 klonavimo ApR; ColE1 replikonas Fermentas,
vektorius Lietuva
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pTZ57R klonavimo ApR; ColE1 replikonas Fermentas,
vektorius Lietuva
pFX7 vektorius Jo pagrinda sudaro pIC19H plazmide, todél jis IS EGIS kolekcijos
gali replikuotis bakterijose ir suteikti joms
atsparumg ampicilinui. Replikacijai mielése
reikalingas 2p plazmidés fragmentas, turintis
jos ARS. Mieliy transformantams atsparuma
formaldehidui suteikia FDH1 - Candida
maltosa formaldehiddehidrogenazés genas.
Heterologiniu genuy transkripcija salygoja
hibridinis GAL10-PYK1 promotorius
(sudarytas i§ UDP-galaktozés epimerazés geno
UAS sekos ir  piruvatkinazés geno
promotoriaus). GAL10 UAS atsakinga uZ
transkripcijos indukcija, mitybine terpe su
gliukoze pakeiciant terpe su galaktoze. PGK1
yra fosfogliceratkinazés geno transkripcijos
terminatorius.
pFGG3, pFDP1 vektoriai Mieliy vektoriai, sukonstruoti pFX7 plazmidés IS EGIS kolekcijos
pagrindu, turi papildoma galaktoze
indukuojama GAL7 promotoriy ir GAL7
terminatoriy, tarp kuriy galima jterpti antra
norima gena.

GP33-41 peptidas (ar.: Antigenas T lasteliy proliferacijos in vitro Metabion
KAVYNFATM) eksperimentams; H-2b (Vokietija),
dr.R.Ulrich
dovana
Gly Ser Ser Gly |Gly Ser Ser Gly

GAT CAA | GGT TCT TCA GGA| GAT CTT;GGT TCT TCA GGT
TT |CCA AGA AGT CCT|CTA GAA |[CCG AGA AGT CCA |CTA G

13 pav. GSSG-X-GSSG intarpo sekos, skirtos DNR fragmenty, koduojanciy svetimus
peptidus (Siuo atveju - CTL epitopus), iterpimui i HaPyV VP1 baltyma koduojantj
gena. GSSG jungtukai pazyméti zydra spalva.
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Muc
Asp Gln Ala|Ser Thr Ala Pro Pro Val His Asn Val| Asn Asp
GAT CAA GCA|TCT ACT GCT CCA CCA GTT CAT AAT GTT| AAC
TT CGT|AGA TGA CGA GGT GGT CAA GTA TTA C TTG CTA G

CEA
Asp Gln Ser Gly|Tyr Leu Ser Gly Ala Asp Leu Asn Leu| Ser Asp
GAT CAA TCT GGT|TAT TTA TCT GGT GCT GAT TTA AAT TTA| TCA
TT AGA CCA\ATA AAT AGA CCA CGA CTA AAT TTA AAT) AGT CTA G

WT1l
Asp Gln Ala|Arg Met Phe Pro Asn Ala Pro Tyr Leu| Ser Asp
GAT CAA GCT| AGA ATG TTT CCT AAT GCT CCA TAC TTA| AGT
TT CGA|\TCT TAC AAA GGA TTA CGA GGT ATG AAT TCA CTA G

htert
Asp Gln Glu Glu [Ile Leu Ala Lys Phe Leu His Trp Leu Met Ser Val Tyr Asp
GAT CAA GAA GAA ATT TTG GCC AAA TTT TTA CAT TGG TTA (ATG TCT GTT TAT

TT CTT CTT EAA AAC CGG TTT AAA AAT GTA ACC AAT TAC AGA CAA ATA CTA G

Htert
Asp Gln Gly Tyr |Ile Leu Ala Lys Phe Leu His Trp Leu Asp
GAT CAA GGT TAC ATT TTG GCC AAG TTT TTG CAT TGG TTG

TT CCA ATG |TAA AAC CGG TTC AAA AAC GTA ACC AA?/CTA G

( TRP2
Asp Gln Gly Val| Phe Val Trp Leu His Tyr Tyr Ser Val Asn Asp
GAT CAA GGT GTT| TTT GTIT TGG TTG CAT TAT TAT TCT GTT |AAC
TT CCA CAA| ARA CAA ACC AAC GTA ATA ATA AGA CAA |TTG CTA G
N

MV
Asp Gln Gly Val |Asn Leu Val Pro Met Val Ala Thr Val |Tyr Asp
GAT CAA GGT GTT AAC TTG GTT CCA ATG GTT GCT ACA GTA |TAC
TT CCA CAA \TTG AAC CAA GGT TAC CAA CGA TGT CAT ATG CTA G

( MAGE \
Asp Gln Thr |[Leu Val His Phe Leu Leu Leu Lys Tyr|Val Gly Asp
GAT CAA ACC |TTG GTT CAT TTT TTG TTA TTG AAA TAC |GTA GGT

TT TGG U CAA GTA AAA AAC AAT AAC TTT ATG/CAT CCA CTA G

‘ T™H ‘

Asp Gln Gly Val |[Phe Val Trp Leu His Tyr Tyr Ser Val

GAT CAA GGT GTT |[TTT GTT TGG TTG CAT TAT TAT TCT GT
TT CCA CAA ARA CAA ACC AAC GTA ATA ATA AGA CAA

Leu Val His Phe'
TTG GTG CAC TTT
AAC CAC GTG AAA

;Leu Leu Leu Lys Tyr‘ile Leu Ala Lys Phe Leu His Trp Leu
TTG TTA TTG AAA TAT ATT TTG GCC AAG TTT TTG CAT TGG TTA
AAC AAT AAC TTT ATA TAA AAC CGG TTC AAA AAC GTA ACC AAT

Asp

CTA G

GP33
Lys Ala Val Tyr Asp Phe Ala Tyr Met
GAT CAA |AAA GCT GTT TAT AAT TTT GCT ACC ATG
TT |”TTT CGA CAA ATA TTA AAA CGA TGG TAC |CTA

14 pav. CTL epitopu, skirty chimeriniy virusus primenanciy daleliy gavimui,
aminorugsciy ir nukleotidinés sekos. Epitopy sekos pazymétos rausvame fone
(virsutiné eiluté — aminorugsciy seka, apatinés - oligonukleotidinis dupleksas). Rausvy
staCiakampiy virsuje surasSyti epitopy pavadinimai: Muc, CEA, WT1, htert, HTERT, TRP2,
CMV, MAGE, TMH, GP33.
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2.2.3. Fermentai, DNR ir baltymy molekulinés masés Zymekliai>

4 lentelé. Siame darbe naudoti fermentai, DNR ir baltymy molekulinés masés Zymekliai

REAGENTAS REAGENTO PASKIRTIS
Restrikcijos endonukl eazés DNR hidrolizé

T4 DNR ligazé DNR susiuvimas
SAP ir CIAP fosfatazeés Fosfaty pasalinimas

Klionovo fragmentas

Taq ir Pfu polimerazés

Nukleotidy miSinys PGR reakcijoms

Fermentams specifiniai buferiai

DNR molekulinés masés standartai, jvairis (GeneRuler™
DNA Ladder Mix, GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder, Mass
Ruler™ DNA Ladder Mix)

Baltymy molekulinés masés Zymekliai (dazyti ir nedazyti),
jvairis (Protein Ladder #SMO0661, Protein Molecular
Weight Marker #SM 0431, Prestained Protein Molecular
Weight Marker #SM0441).

RNRazé

DNR lipniy galy pasalinimas
DNR sintezé

DNR sintezé

[vairi

DNR elektroforezé agarozés
geliuose

Baltymuy el ektroforezei
poliakrilamido geliuose

RNR pasalinimas

2.2.4. Antikunai, citokinai

5 lentelé. Siame darbe naudoti antikiinai, citokinai

ANTIKUNAI
NAUDOTI

TIKSLAS, KURIAM ANTIKUNAI BUVO

GAMINTOJAS

Mouse a-HaPyV VP1 6D11,
mAKk

Western imunoblotas

a-mouse IgG (H* L) HRP
a-LCMV, pAk

Western imunoblotas, IFA
LCMV titro skaiCiavimas

biotinas a-mouse CD11c
(Integrin aX) (clone M1/70)
FITC a-mouse I-Ab (clone AF6-
120.1)

FITC a-mouse CD80 (B7-1)
(clone 16-10A1)

FITC a-mouse CD86 (B7-2)
(clone GL-1)

rat a-mouse CD40

PE F(ab’) 2 fragment donkey a-
ratIgG (H*L)

FITC a-mouse CD8a (Ly-2)
(clone 53-6.7),

PE F(ab’) 2 fragment donkey a-
ratIgG (H*L)

FITC streptavidinas

PE streptavidinas

rm IL-4

rm GM CSF

Tékmeés citometrija
Tékmeés citometrija
Tékmeés citometrija
Tékmeés citometrija

Tékmeés citometrija
Tékmeés citometrija

Tékmeés citometrija
Tékmeés citometrija

Tékmeés citometrija
Tékmeés citometrija

Dendritiniy Iagsteliy auginimas
Dendritiniy Iasteliy auginimas

Dr. A. Zvirblienés dovana
(Biotechnologijos institutas,
Lietuva)

BioRad arba Sigma

Dr. H.Pircher dovana
(Freiburgas, Vokietija)

BD Pharmingen

BD Pharmingen
BD Pharmingen
BD Pharmingen

BD Pharmingen
BD Pharmingen

BD Pharmingen
BD Pharmingen
BD Pharmingen
BD Pharmingen

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

5 Visy reagenty gamintojas - Fermentas, Lietuva.

71



2.2.5. Lastelés

6 lentelé. Siame darbe naudos lastelés

LASTELES

TIKSLAS, KURIAM LASTELES
BUVO NAUDOTOS

PASTABOS, SALTINIS

Escherichia coli DH5«a
F-gyrA96(Nalr) recAl relAl
endA1 thi-1 hsdR17(rkmg*)
glnV44 deoR A(lacZYA-argF)
U169 [p80dlacZ AM15]
Escherichia coli GM119

F-dam-3 dcm-6 lacYl galK2
galT22 tsx-78 glnV44 metB1
thi? fhuA? mtl?

Saccharomyces cerevisiae
AH22-214

MATa/MAT o his3/his3
leu2/leu2 cirt

MCA102

MCA102-GP33
[Blohm etal., 2002]

MC57 fibroblastai, H-2Db

PlazmidZiy dauginimas,
geny klonavimas

PlazmidZiy dauginimas
(dam-, dem-)

Svetimy baltymy sintezé

Vézio eksperimentai in
vivo

VézZio eksperimentai in
vivo

LCMV titro nustatymas

EGIS biblioteka (Vu
Biotechnologijos institutas, Vilius,

Lietuva). Auginti +37°C
temperatiros purtykléje arba
termostate.
EGIS biblioteka. Auginti +37°C
temperatiiros purtykléje arba
termostate.
EGIS biblioteka. Auginti +30°C
temperatiiros purtykléje arba
termostate.

Dr. H. Pircher dovana (Freiburgas,

Vokietija). Auginti +37°C
temperatiiros +5% CO2
termostate.

Dr. H.Pircher dovana. Augint
+37°C temperatiros +5% CO:2
termostate.

Dr. H.Pircher dovana. Augint
+37°C temperatiros +5% CO:

termostate.
Auginimo terpé: MEM +5% FCS.

2.2.6. Gyvunai

7 lentelé. Siame darbe naudoti gyviinai

PELES SAVYBES SALTINIS
C57 BL/6 (B6) H-2 Db Friedrich-Loffler institutas
(Vokietija)

Transgeninés P14 tg
TCR (line 327) (P14)
[Aichele etal., 1994]

>90% Siy peliy CD8* T lasteliy yra
specifinés LCMV GP33 antigenui.
Naudotos T lasteliy proliferacijos

eksperimentams in vitro

Dr. H.Pircher dovana, padauginta
Friedrich-Loffler institute
(Vokietija)

2.2.7. Tirpalai, mitybinés terpés

8 lentelé. Tirpalai plazmidinés DNR gryninimui

TIRPALO PAVADINIMAS

TIRPALO SUDETIS

PASTABOS

NaOH-NDS

NaAc (pH =4.8)
NaAc (pH =5.2)
NH4Ac

RNRazés A tirpalas

1% NDS, 0,2 M NaOH
3 M NaAc, pH =4.8

3 M NaAc, pH =5.2
7.5 M NH4Ac

10 mg/mL jauc¢io kasos RNRazés A
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RNRazé A iStirpinama
vandenyje, 10 min.
paverdama vandens vonioje.
Laikoma -20°C
temperaturoje.



Fenolis-chloroformas Fenolio chloroformo misinys

santykiu 1:1, prisotintas 50 mM

Tris-HCl vandeniniu tirpaluy,
pH=7.5-8

9 lentelé. Tirpalai DNR elektroforezei

TIRPALO PAVADINIMAS TIRPALO SUDETIS

PASTABOS

AE 1X 0.04 M TrisAc,
0.2 mM EDTA,
pH=8.3

Agarozé 0.8 - 2 % agarozés
TAE buferyje

EtidZio bromidas 10 mg/mL

0.04 % bromfenolio mélio,
0.04 % ksilolcianolio,
30 % glicerolio

DNR méginy dazas

Ruosiamas 50X tirpalas.

Dirbti su nitrilinémis
pirstinémis.

Tirpalai fermentinéms reakcijoms

Visoms fermentinéms reakcijoms, pvz.,, DNR hidrolizei, siuvimui, PGR

ir kt., buvo naudojami gamintojy rekomenduojami ir kartu su fermentais

pateikiami buferiniai tirpalai

10 lentelé. Tirpalai, skirti bakterijy ir mieliy transformacijoms

TIRPALO PAVADINIMAS TIRPALO SUDETIS PASTABOS

Na 5 mM Tris-HC, Tirpalas autoklavuojamas ir
5 mM MgCl, laikomas +4°C temperatiiroje. Prie$
100 mM NacCl, naudojimg atSaldomas ledo vonioje.
pH =7.4-8.0

Ca 5 mM Tris-HC, Tirpalas autoklavuojamas ir
5 mM MgCl, laikomas +4°C temperatiiroje. Prie$
100 mM CacClz, naudojim g atSaldomas ledo vonioje.
pH =7.4-8.0

TE buferis 10 mM Tris-HCl, Tirpalas autoklavuojamas
0.1 mM EDTA,
pH=7.6

TE-LiCl 0.1 M LicCl Tirpalas autoklavuojamas
TE buferyje

TE-PEG 50% (w/v) PEGx4000 Tirpalas autoklavuojamas
TE buferyje

11 lentelé. Tirpalai, skirti VPD gryninimui i$ mieliy S. cerevisiae lasteliy

TIRPALO PAVADINIMAS TIRPALO SUDETIS PASTABOS
DB450 10 mM Tris-HCl Buferis filtruojamas per 0.2pm filtra
450 mM Nadl, j sterily butelj
1 mM CaCl
0.01 % Triton X-100,
pH=7.2
DB450+Arg 10 mM Tris-HCl Buferis filtruojamas per 0.2pm filtrg
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450 mM Nadl, j sterily butelj

1 mM CaCl:
0.01 % Triton X-100,
0.25 M Arg,
pH=7.2
DB150 10 mM Tris-HCl Buferis filtruojamas per 0.2um filtra
150 mM Nad(l, j sterily butelj
1 mM CaCl:
0.01 % Triton X-100,
pH=7.2
DB150+Arg 10 mM Tris-HCl Buferis filtruojamas per 0.2pm filtra
150 mM Nad(l, j sterily butelj
1 mM CacClz
0.01 % Triton X-100,
0.25M Arg,
pH=7.2
PMSF 10X 20 mM PMSF Tirpalas laikomas -20°C
izopropanolyje tem peraturoje.
Naudojamas 1X tirpalas.
SkiedZiama j DB450+Arg bufer;j.
Sacharozés tirpalai 60, 55,50, 45, 40, 30, Tirpalai filtruojami per 0.2um filtra j
20 % (w/v) sacharozés sterilius butelius
DB150+Arg buferyje
CsCl tirpalai 1.38, 1.35, 1.32, 1.29, Tirpalai filtruojami per 0.2um filtra j
1.26 g/mL CsCl sterilius butelius
DB150 buferyje

12 lentelé. Tirpalai baltymy elektroforezei denatiiruojanciomis sglygomis

TIRPALO PAVADINIMAS TIRPALO SUDETIS

Akrilamido/bisakrilamido tirpalas 40 % (w/v) akrilamido,
0.8 % N,N’-metilenbisakrilamido

tirpalas vandenyje

4x koncentruojancio gelio buferis 0.5 M Tris-HCI
tirpalas vandenyje
pH=6.8
4x frakcionuojancio gelio buferis 1.5 M Tris-HCl
tirpalas vandenyje (pH = 8.8)
Amonio persulfato tirpalas 10 % (NH4)2S20s8
tirpalas vandenyje
NDS tirpalas 10 % NDS
tirpalas vandenyje
Koncentruojantis gelis 3.2 % akrilamido /bisakrilamido tirpalo,

1.25 M Tris-HCI (pH = 6.8),
0.1 % amonio persulfato tirpalo,
0.1 % NDS,
0.001 % TEMED
Frakcionuojantis gelis 12 % akrilamido/N,N’-metilenbisakrilamido
40:0.8,
0.375 M Tris-HCI (pH = 8.8),
0.1 % NDS,
0.1 % amonio persulfato,
0.001 % TEMED.
2x baltymy daZo buferis 0.5 M Tris-HCI (pH = 6.8),
20 % (w/v) glicerolio,
4% (w/v) NDS,
0.001 % (w/v) bromfenolio mélio,
10 % (v/v) B-merkaptoetanolio
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Tris-gly-NDS elektroforezés buferis 25 mM Tris,
0.2 M glicino,
0.1 % NDS
tirpalas vandenyje
pH =83
Coomassie briliantinio mélio dazymo tirpalas 50 % (v/v) etanolio,
0.25 % (v/v) Coomassie Brilliant Blue R-250,
10 % (v/v) acto rugsties
tirpalas vandenyje
Geliy plovimo tirpalas 5% (v/v) acto rugsties,
5 % etanolio tirpalas vandenyje

13 lentelé. Tirpalai Western blotui

TIRPALO PAVADINIMAS TIRPALO SUDETIS

Perne$imo buferis 25 mM Tris,
150 mM glicino,
10 %(v/v) etanolio
tirpalas vandenyje

TBS buferis 20 mM Tris,

0.5 M NaCl

tirpalas vandenyje (pH = 7.5)
TTBS 0.1 % Tween-20 (v/v)

tirpalas TBS buferyje.
Blokavimo tirpalas 5 % lieso pieno milteliy

5 mM natrio azido
tirpalas TTBS buferyje

Ryskalas pries pat vartojima sumaiSyti tirpalus A ir B:
A:imami 2 mL paruoSto tirpalo: 30 mg 4-chlor-1-naftolio
tableté (Sigma) iStirpinta j 10 mL metanolio arba etanolio
(laikomas tamsiame inde).
B: 5 pL 30 % H20: SvieZiai iStirpinta j 10 mL TBS buferio.

14 lentelé. Tirpalai imunofermentinei analizei

TIRPALO PAVADINIMAS TIRPALO SUDETIS
Padengimo (karbonatinis) 66, 67 mM NaHCOs3,
buferis 30 mM Naz2COs3
tirpalas vandenyje (pH = 9,4-9,5).
Plovimo buferis 10 mM Tris-HCl,
0,3 M Na(l,

0,1 % Tween-20
tirpalas vandenyje (pH = 7,2).
Blokavimo buferis 3% JSA plovimo buferyje

15 lentelé. Mitybinés terpés ir joms skirti tirpalai

TERPES, TIRPALO
PAVADINIMAS TIRPALO SUDETIS PASTABOS

LB 1 % peptono, Autoklavuojama (1 atm, 40 min.)

0.5 % mieliy ekstrakto,
0.5 % NaCl
tirpalas vandenyje
LB agarizuota 1 % peptono, Autoklavuojama (1 atm, 40 min.)
0.5 % mieliy ekstrakto,
0.5 % Nadl,
2 % agaro
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YEPD

YEPD agarizuota

YEPG

Ampicilino tirpalas

Formalinas

MEM, IMDM, DMEM

RPMI-1640

Dendritiniy lasteliy
auginimo terpeé

tirpalas vandenyje

1 % mieliy ekstrakto,
2 % peptono,

2 % gliukozés
tirpalas vandenyje

1 % mieliy ekstrakto,
2 % peptono,

2 % gliukozés,

2 % agaro

tirpalas vandenyje

1 % mieliy ekstrakto,
2 % peptono,

3 % galaktozés
tirpalas vandenyje
50 mg/mL ampicilino
tirpalas vandenyje

37 % formaldehido tirpalas

RPMI-1640 su

2 mM L-glutamino,

10 % FCS,

100U/mL
penicilino/streptomicino
0.025 % (v/v) B-
merkaptoetanolio,

10 ng/mL IL-4,

20 ng/mL GM-CSF.

Autoklavuojama (0.5 atm, 30 min.)

Autoklavuojama (0.5 atm, 30 min.)

Autoklavuojama (0.5 atm, 30 min.)

Laikomas - 20°C tem peratiiroje.
Transformuotos, atsparios
ampicilinui E. coli 1astelés augintos
LB terpése, turin¢iose 50 pg/mL
ampicilino.

Mieliy transformantus i$séti ant
agarizuotos YEPD terpés pridéjus j
ja 0.3 uL/mL 37 % formaldehido
tirpalo (formalino), o
transformanty atrinkimui -

0.6 uL/mL formalino. Skystoje
YEPD terpéje atrinkti
transformantai buvo auginami ir
indukuojami pridéjus 0.3 pL/mL
formalino.

I$ Gibco.

Pries naudojimg jdedama FCSir
100U/mL penicilino/streptomicino.
I$ Gibco.

Pries naudojimg jdedama FCSir
penicilino/streptomicino.

16 lentelé. Tirpalai darbui su lasteliy kultiiromis

TIRPALO PAVADINIMAS TIRPALO SUDETIS PASTABOS
Tripsino tirpalalas 0.25 % tripsino, Gibco arba Biological
0.02 % EDTA industries
Penicilino ir streptamicino  Penicilino: 10000 u/mlL, Gibco arba Biological
misinys Streptomicino: 10 mg/mL industries
Geneticinas 100 mg/mL Gibco
FCS Biological industries
FACS buferis PBS su Laikomas +4°C
2 % FCS,
0.1 % NaN3
FACSEDTA FACS burefis su
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0.5M EDTA

Eritrocity lizés tirpalas, 0.155M NH4Cl Naudojamas 1X tirpalas.
10X 0.01 M KHCOs3

0.1 mM EDTA
Lasteliy fiksavimo tirplas 4 % formalino tirpalas

FACS buferyje
L-glutaminas 200 mM Gibco
Tripano mélis 5 mg/mL PBS buferyje Biological industries
PBS Gibco

Pastaba: jeigu nenurodyta kitaip, tai buvo ruoSiami vandenininai tirpalai ir laikomi

kambario temperatiroje.

2.2.8. Prietaisai

17 lentelé. Siame darbe naudoti prietaisai

TIKSLAS, KURIAM PRIETAISAS BUVO

PRIETAISAS NAUDOTAS GAMINTOJAS
Gilson autom atiniai dozatoriai <1 mL tariy dozavimas Gilson (USA)
Eppendorf staliné mini Eppendorf tipo mégintuvéliy Eppendorf
centrifuga 5415D centrifugavimas (Vokietija)
Eppendorf centrifuga 5810R 15 mL, 50 mL Falcone tipo Eppendorf

Beckman J-6B centrifuga

Beckman K80, K90
ultracentrifugos

Eppendorf PGR cikleris
Mastercycler

PGR cikleris Multigenie
Nanodrop2000
spektrofotometras

Geliy dokumentavimo sistema
Herolab

Termostatas (iki 100°C)

Vandeninis termostatas Haake
DC10

Purtyklé

Vortex Genie-2
MaisSyklé-vartyklé Labquake
Shaker Rotisserie
Maisyklé-sitibuoklé

MiniRocker MR-1
Purtyklé-termostatas innova 44

Termostatai-inkubatoriai
(+30°C, +37°C)

Pusiau sauso bloty perneSimo
aparatas

Saldytuvas +4°C

Saldytuvas - 20°C

Saldytuvas - 80°C

Spektrofotometras TEKAN
infinite M200
Srovés Saltinis

meégintuveéliy centrifugavimas

100-400 mL tiriy centrifugavimas, t. y.

mieliy biomasés surinkimas
VPD gryninimas

PGR

PGR

DNR tirpaly koncentracijos
nustatymas

Agaroziniy elektroforegramy
fotografavimas

Baltyminiy méginiy virimas, fermenty
iSveiklinimas

Bakterijy, mieliy transformacija,
tem peratirinis Sokas

Reikiamy méginiy mechaninis
purtymas, maiSymas

Membrany inkubavimas Western
blotui

Poliakrilamidiniy geliy plovimas

Bakterijy, mieliy auginimas skystoje
terpéje, aeruojant

Bakterijy, mieliy auginimas Petri
l1ékstelése

Pusiau sausas baltymy perneSimas ant
membrany, Western blotas

Tirpaly, Iasteliy ir kt. laikymas
Fermenty ir kt. medziagy laikymas
Lasteliy ilgal aikis saugojimas

IFA rezultaty matavimas

Elektroforezé
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Beckman (USA)
Beckman
Eppendorf

Labnet (USA)
Thermo Scientific
(USA)

Herolab (Vokietija)

Biosan (Latvija)

Thermo Scientific
(UsA)

Scientific Industries
(USA)

Barnstead
Thermolyne (USA)
Biosan (Latvija)

New Brunswick
scientific (USA)

Biometra (Vokietija)

Snaigé (Lietuva)
Liebherr (Vokietija)
New Brunswick
scientific (USA)
TECAN (Sveicarija)

Biometra



Elektroforezés aparatas
agarozeés geliams

Vertikalios elektroforezés
aparatas paliakrilamidiniams
geliams

Laminariné spinta
BABCOCK-BSH Laminar flow
Laminariné spinta HeraSafe

Liofilizatorius Labconco
+37°C CO2 termostatas
Fluorescencinis mikroskopas
IX51, Olympus

Elektroninis mikroskopas
Morgagni 268 (D)
Tékmeés citometras BD
FACSCalibour
Kompiuteris

Elektroforezeé

Elektroforezeé

Darbas su bakterijomis, mielémis
Darbas su lgsteliy kultiiromis

Baltymy dZiovinimas

Lasteliy kul tiiry auginimas

LCMV titro nustatymas, virusus
pazymint fluorescuojanciais
antiktinais

Baltymy gebéjimo formuoti VPD
nustatymas

Lasteliy pavirSiaus Zymeny
nustatymas, lasteliy skai¢iavimas
Duomeny rinkimas, apdorojimas

Biometra

Biometra

Vokietija

Thermo Scientific
(USA)

Labconco (USA)

Olympus

FEI (USA)

BD Bioscienses
(USA)
Dell (USA)

2.2.9. Programiné jranga

18 lentelé. Siame darbe naudota programiné jranga

PROGRAMA

TIKSLAS KURIAM PROGRAMA BUVO NAUDOTA

Microsoft Office Word 2007
Microsoft Office Excel 2007

SigmaPlot 8.0
Origin 8.1
Cell QuestPro

VectorNTI Suite 9
Tecan i-control 1.5

Nanodrop 2000/2000c
Adobe PhotoShop CS3
Corel DRAW X5

Duomeny rinkimas, aprasymas

Lenteliy ir grafiky braizymas, duomeny matematinis
apdorojimas, statistiné analizé

Grafiky braizymas

Statistinis duomeny apdorojimas

Duomeny analizé dirbant tékmés citometru BD FACS
Calibour

Darbas su nukleotidinémis sekomis

IFA duomeny rinkimas su spektrofotometru TEKAN
infinite M200

Duomeny rinkimas spektrofotometru NanoDrop2000
Paveiksliuky karpymas, teksto uzdéjimas

Darbas su grafikais, paveiksliukais
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3. DARBO EIGA IR REZULTATAI

3.1. HaPyV viruso pagrindinio kapsidés baltymo VP1 - CTL
epitopu nesiklio savybiy tyrimas

Norint nustatyti Ziurkéno poliomos viruso (HaPyV) pagrindinio
kapsidés baltymo VP1 formuojamy VPD tinkamuma vakciny gamybai,
pirmiausia reikéjo iSsiaiSkinti ar HaPyV VP1 baltymas gali buti CTL
epitopy neSikliu. Siekiant atsakyti j iSsikeltg klausimg buvo konstruojami
jvairius chimerinius VP1 baltymus koduojantys genai ir buvo tiriama, ar
VP1 toleruoja CTL epitopy intarpus (14 pav.), ar modifikuoti VP 1 baltymai
gali formuoti VPD. CTL epitopai buvo jterpiami j keturias bioinformatiniais
metodais parinktas VP1 baltymo vietas (19 lentelé), kurios turéjo

uztikrinti CTL epitopy pateikimg VPD pavirSiuje (10 pav.).

19 lentelé. HaPyV VP 1 baltymo pozicijos skirtos svetimy seky jter pimui

Intarpo pozicijos Nr. Intarpo vieta VP1 baltyme
1 tarp 80-89 ar.
2 tarp 221-224 ar.
3 tarp 244-246 ar.
4 tarp 280-289 ar.

3.1.1. Chimeriniy VPD su vienu, dviem, trim ir keturiais
vienodais CTL epitopy intarpais kurimas
VPD, turinCios daugiau nei vieng iterptg epitopy kopija, turéty
stipriau stimuliuoti imunine sistemg prieS jterptus antigenus, o tam
paciam imuniniam efektui gauti galéty uztekti maZesniy chimeriniy VPD
doziy. Dél minétos prieZasties, pirmiausia reikéjo iSsiaiSkinti, kurios VP1
baltymo vietos toleruoja CTL epitopy intarpus, ir kiek intarpy kopijy gali

buti jterpta j vieng VP1 baltymg, nesuardant VPD formavimosi.

Chimerinius baltymus koduojanCiy geny konstravimui buvo
panaudotos plazmidés, kuriy pagrindg sudaro pFX7 vektorius, skirtas

vieno svetimo baltymo sintezei mielése (15 pav.). | pFX7 vektoriy tarp

79



promotorinés ir terminatorinés seky buvo ijterpti HaPyV natyvy ir
modifikuotus VP1 baltymus koduojantys genai, kuriuose PGR metodu
buvo jterpti restrikcijos endonukleazés Bglll atpaZinimo taikiniai, skirti
svetimy seky, koduojanciy, pvz. CLT epitopus, jterpimui [Sasnauskas et
al, 1999; Gedvilaite et al., 2000]. Tikslinius intarpus koduojantys
oligonukleotidiniai dupleksai (14 pav.) buvo susintetinti chemiskai

(Metabion) ir jterpti i pasirinktas VP 1 baltyma koduojancio geno vietas.

Siame darbo etape buvo sukonstruoti genai, skirti chimeriniy VP1
baltymy su vieno, dviejy, trijy ar net keturiy CTL epitopy intarpais,

sintezei mielése (16 pav.).

UAS-GAL10

é/\Eco Rl
QggfiiifthKl

%ﬁ\xbal
Ter-PGK1
BLA
5 DFX7
___ARS-2mk
7473 bp

EcoRI

FDH1

15 pav. pFX7 plazmidés, skirtos svetimy baltymy sintezei mielése S.cerevisiae,
schema. pFX7 plazmidé turi mieliy 2p plazmidés ARS ir bakterijy ORI DNR fragmentus,
kuriuose yra DNR replikacijos pradZios sekos, todél Si plazmidé gali nepriklausomai
replikuotis bakterijy ir mieliy lastelése. Vektoriaus atrankos zZymeklis mielése yra FDH1
- formaldehid dehidrogenazés genas (rusva spalva), gautas i$ mieliy Candida maltosa,
lemiantis mieliy Igsteliy sugebéjima augti terpéje su formalinu. FDH1 genas koduoja
nuo glutationo priklausoma formaldehido dehidrogenaze, priskiriamg ADH III fermenty
klasei [Sasnauskas et al., 1999]. pFX7 plazmidés atrankos Zymeklis bakterijose yra bla
genas (raudona spalva), suteikiantis atsparumg ampicilinui. Svetimy baltymy sintezei
pFX7 turi GAL10-PYK1 sudétinj promotoriy (tamsiai meélyna spalva) ir PGK1
terminatorine sekg (Sviesiai mélyna spalva). Sudétinj promotoriy sudaro GAL10 geno
reguliacinis promotoriaus UAS fragmentas (angl. upstream activation sequence)
(violetiné spalva), indukuojamas galaktoze ir PYK1 geno, koduojancio piruvatkinaze
promotoriaus fragmentas. Transkripcijos terminatoriumi panaudotas
fosfogliceratkinazés PGK1 geno terminatorius
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C L L L X 1 VP1

. { } 1 VP1-CTLA1

. { ] 1 VP1-CTL-4

. - { } ) VP1-CTL 1+4
— : 1 VP1{J)-CTL-1

| I VP1{J)-CTL-4
) VP1(J)-CTL 1+4

— | mE—me ; VP1(J)-CTL 134
— ]~} | VP1(J)-CTL 1234
D GSSG |:1 CTLepitopas

16 pav. Chimeriniy HaPyV VP1 baltymy su vienodais vieno, dviejy, triju, keturiy
CTL epitopy intarpais (su GSSG jungtukais ir be jy), schemos. Norint nustatyti, kiek
CTL epitopy intarpy toleruoja VP1 baltymas, buvo konstruojami chimerinius VP1
baltymus, kuriy schemos parodytos Siame paveiksle, koduojantys genai. Pilka linija
simbolizuoja VP1 baltyma, juodi taskai su skaiciais 1, 2, 3, 4 - svetimy seky jterpimo j
VP1 baltymg vietas, rausvi kvadratai - CTL epitopy intarpus, melsvi stac¢iakampiai -
GSSG jungtukus, kurie toliau bus Zymimi (J). Po vieng CTL epitopy kopija buvo jterpiama
i 1 arba 4 VP1 baltymo pozicijas. Kuriant baltymus su dviem CTL epitopy kopijomis,
epitopai buvo jterpiami j 1 ir 4 (toliau bus Zymima 1+4) VP1 baltymo pozicijas, su
trimis - j 1, 3, 4 (toliau bus Zymima 134), o su keturiomis - j 1, 2, 3, 4 (toliau bus Zymima
1234) VP1 baltymo pozicijas.

I[terpimui j VP1 baltymg, buvo pasirinkti Sie CTL epitopai:

e Muc - mucino 1 antigenas, ar. seka STAPPVHNV;

e CEA - karcinoembrioninis antigenas, ar. seka YLSGADLNL;

e WTI1 - Vilmso véZio antigenas, ar. seka RMFPNAPYL;

e htert - Zmogaus telomerazeés atvirkstinés transkriptazés antigenas,
ar. seka ILAKFLHWT.

Siekiant sumazinti jterpiamy CTL epitopy poveiki VP1 baltymo
struktirai, konformacijai bei VPD formavimuisi, i$ abiejy CTL epitopo
pusiy buvo pridéti Gly-Ser-Ser-Gly (sutrumpintai GSSG) peptidiniai
jungtukai (13 pav.). GSSG jungtukai® yra sudaryti i§ maZy ir judriy

aminorugsciy, todél buvo tikimasi, kad jie padés VP1 baltymo su jterptu

® Plazmidziy pavadinimuose GSSG jungtuko seky buvimas VP1 baltyme toliau bus zy mimas (J) raide.
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CTL epitopu struktiros ir teisingos konformacijos susidarymui, bei geriau
iSkels epitopus j VPD pavirsiy.

| VP1 baltymo vietas koduojancias 1, 4, 1+4 ir 1+2+3+4 pozicijas (su
ir be GSSG jungtukais) buvo jterptos Muc ir CEA epitopus koduojancios
nukleotidinés sekos, o j 1, 4, 1+4, 1+2+3, 1+2+3+4 VP1 baltymo vietas -

WT1 ir htert epitopus koduojancios nukleotidinés sekos.

Sukonstruoty geny sekos buvo patikrintos ir patvirtintos DNR
sekoskaitos metodu (Sekvenavimo centras, Biotechnologijos institutas,
Lietuva). Visi plazmidziy konstravimo darbai buvo atliekami naudojant
klasikinius geny inZinerijos metodus, vadovaujantis fermenty gamintojy
rekomendacijomis. Gautomis plazmidémis, koduojanciomis chimerinius
baltymus, bei pFX-VP1 plazmide (koduojan¢ia nemodifikuota VP1
baltyma?) kontrolei buvo transformuotos mieliy S.cerevisiae 214 AH22-14

kamieno lgstelés ir atrinkti reikiami transformantai.

Norint patikrinti ar sukonstruoti chimeriniai baltymai mielése buvo
sintetinami, mieliy lgstelés buvo suardytos, o gauti lgsteliy lizatai
panaudoti Western blote naudojant «-VP1 monokloninius antikiinus

(mAKk) (17 pav. - pavyzdys su vienu i$ epitopy).

NDS-PAGE ir Western bloto rezultatai parodeé, kad mielése buvo
sintetinami visi sukonstruoti chimeriniai baltymai, tac¢iau jy sintezé buvo

nevienodai efektyvi.

VP1-Muc (bendras VP1 chimeriniy baltymy su Muc intarpais
pavadinimas) chimeriniai baltymai mieliy lgstelése buvo sintetinami taip
pat efektyviai, kaip ir nemodifikuotas VP 1 baltymas, iSskyrus baltyma su
jterptomis keturiomis Muc epitopo kopijomis (19 lentelé, 17 pav.). VP1-
Muc baltymy, su GSSG jungtukais ir be jy, raiSkos efektyvumas buvo
panasus. [Dorn et al., 2008].

" Laukinio tipo VP1 baltyma koduojantis genas yra 1119 bp ilgio (GenelD 148926). VP1 balty ma
sudaro 384 ar. (~42 kDa).
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17 pav. Chimeriniy VP1 baltymy su Muc epitopy intarpais sinteze mieliy
S.cerevisiae AH22-214 kamiene patvirtinancios nuotraukos. (A) NDS-PAGE gelio,
(B) Western bloto su a-VP1 monokloniniais antikiinais 6D11 ir (C) elektroninés
mikroskopijos nuotraukos. (A) ir (B) | takelius uZneSti grubiis mieliy lasteliy,
sintetinanciy chimerinius baltymus, lizatai: 1: VP1-Muc-1, 2: VP1-Muc-4, 3: VP1(J)-Muc-
1, 4: VP1(J)-Muc-4, 5: VP1-Muc 1+4, 6: VP1(]J)-Muc 1+4, 7: VP1(])-Muc-1234, 8: VP1
(teigiama kontrolé) ir 9: mieliy, nesintetinanciy jokio svetimo baltymo lizatas (neigiama
kontrolé), 10: baltymy molekulinés masés zZymeklis ,Protein Ladder #SM0661“
(Fermentas, Lietuva) [Dorn et al., 2008]. Juodas briikSnys elektroninés mikroskopijos
nuotraukose atitinka 100 nm.

VP1-CEA chimeriniy baltymy mielése sintezés rezultatai buvo
analogiski rezultatams, gautiems su VP 1-Muc baltymais [Lawatschek et al.,

2007].
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IS chimeriniy VP1-WT1 baltymy itin efektyviai buvo sintetinami
baltymai su vienu jterptu WT1 epitopu. Be to, skirtingai nuo VP1-Muc ir
nuo VP1-CEA, VP1-WT1 baltymai su GSSG jungtukais buvo sintetinami
efektyviau, negu be GSSG peptidy. Didinant jterpty epitopy skaiciy,

baltymy sintezés efektyvumas silpneéjo (20 lentelé).

VP1-htert baltymy raiska buvo silpniausia, lyginant su VP1-Muc, VP 1-
CEA, VP1-WT1 chimeriniy baltymy raiska. Nepriklausomai nuo to, kiek
htert epitopy buvo jterpta j VP1 baltyma, visy VP 1-htert baltymy sintezés
lygis buvo vienodai maZas. htert CTL epitopas geriausiai buvo
toleruojamas tada, kai j VP1 baltyma buvo jterpta tik viena jo kopija. GSSG
jungtuko pridéjimas jokios jtakos VP1-htert baltymy sintezés lygiui

neturéjo (20 lentelé).

Patvirtinus modifikuoty VP1 baltymy sinteze mielése, buvo
tikrinama, ar jie formuoja VPD. SuardZius mieliy lasteles, gautas lizatas
buvo nuskaidrintas ir grynintas centrifuguojant per sacharozés ,pagalve”.
Minéto centrifugavimo metu j meégintuvélio dugng nuséda baltymy
agregatai, baltymai, formuojantys VPD, bei pentametrus, o l3asteliy
pavieniai tirpis baltymai, dalis lipidy, bei polisacharidy lieka sacharozés
tirpalo virSuje. Po gryninimo per sacharozés pagalve, chimeriniai baltymai
buvo gryninami 2-3 kartus centrifuguojant per CsCl tirpaly gradienta.
ISgryninti baltymai buvo sukoncentruoti. Su baltymy méginiais buvo

vykdoma baltymy elektroforezé denatiiruojanCiomis sglygomis (NDS-

PAGE).

[Sgryninty chimeriniy baltymy méginius analizuojant elektroniniu
mikroskopu buvo nustatyta, kad baltymai su vienu ir dviem CTL epitopy
intarpais VPD formuoja efektyviai. Baltymy su trimis ir keturiais epitopy
intarpais méginiuose buvo aptinkamos tik pavienés VPD, didzZioji dalis
baltymy formavo pentametrus, kurie lipo | agregatus (baltymy

neformuojanc¢iy VPD nuotraukos nepateiktos).
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Chimeriniy VP1 baltymy su CTL epitopy intarpais iSeigos buvo
mazesnés, lyginant su nemodifikuoto VP1 baltymo iSeigomis, o ju
gryninimas buvo sudétingesnis - baltymai lipo prie Igsteliy nuolauzy ir
kiekvienoje gryninimo stadijoje buvo prarandami. GSSG jungtuky

panaudojimas pastebimos jtakos VPD formavimuisi neturéjo.

VP1 baltymas Muc, CEA, WT1 CTL epitopy intarpus toleravo gerai, o
htert - prasc¢iau. Isitikinimui, jog svetimy CTL epitopy toleravimas
priklauso nuo atitinkamo epitopo sekos, iterpimui j VP1 baltymo seka
buvo pasirinkti dar penki CTL epitopai (14 pav.):

e hTERT - Zmogaus telomerazés atvirkstinés transkriptazés antigenas,

ar. seka ILAKFLHWT (hTERT nuo htert skiriasi epitopg supanciomis
aminorugstimis, Zr. 14 pav.);

e TRP - su tirozinaze susijusio baltymo antigenas, ar. seka
FVWLHYYSV;

e MAGE - melanomos antigeno antigenas, ar. seka LVHPLLLKY;

e FLU - gripo A viruso antigeninio matrikso baltymo antigenas, ar. seka
GILGFVFTL;

e CMV - Zmogaus citomegalo viruso matrikso fosfoproteino antigenas,
ar.seka NLVPMVATV.

[Svardinti CTL epitopai j VP1 baltyma buvo jterpiami po dvi kopijas
su GSSG jungtukais, nes ankstesni eksperimentai parodeé, kad VP1
baltymas geriausiai toleravo vieng ar du CTL epitopy intarpus. GSSG
jungtuky pridéjimas nei vienu iS anksCiau apraSyty atvejy baltymy
sintezés ar gryninimo nepablogino, o WT1 epitopo atveju - pagerino.

Visy naujai sukurty VP1-hTERT, VP1-TRP, VP 1-MAGE, VP1-FLU, VP 1-
CMV chimeriniy baltymy raiskos lygis buvo Zemesnis, lyginant su VP1-
Muc, VP1-CEA, VP1-WT1 bei su nemodifikuoto VP1 baltymo raiskos lygiu.
Silpnesnés baltymy sintezés paaiSkinimas galéty buti Siy baltymy

netoleravimas mieliy Igstelése: jei tam tikros baltymy dalys jgavo
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neteisingg konformacija, baltymai galéjo pradéti agreguotis ir mieliy

lastelése buvo degraduojami.

Visi Siame darbo etape iSgryninti chimeriniai VP1 baltymai su
jterptais CTL peptidais buvo aptinkami 1.26 - 1.30 g/mL CsCl gradiento
frakcijose (nemodifikuoto VP1 baltymo pluduriavimo tankis 1.30 - 1.32
g/mL). MaZesnio tankio CsCl frakcijose esantys baltymai tolesniam
gryninimui nebuvo atrenkami. Baltymy, esanciy tik tam tikro tankio CsCl
tirpaluose, atrinkimas tolimesniems gryninimo etapams, drastiskai
sumazino galutines iSgryninty baltymy iSeigas, taciau leido tikétis, kad

iSgryninti chimeriniai baltymai formuoja VPD.

[Sgryninty baltymy méginiy analizé elektroniniu mikroskopu parodé,
kad jie formavo VPD, taciau ne taip efektyviai kaip nemodifikuoti VP1
baltymai. Nors visi baltymai buvo gryninami i§ tokio pat mieliy biomasés
kiekio (~ 20 g), iSgryninty baltymy iSeigos buvo tik 5-7 mg, o kai kuriy,
pvz., VP1-FLU, tik 3mg (20 lentelé). ISgryninto nemodifikuoto VP1
baltymo iSeiga buvo 20 mg. Visi baltymai buvo gryninami i$ tokio pat
mieliy biomasés kiekio (~ 20 g). VP1- hTERT, VP1-TRP, VP1-MAGE, VP1-
FLU, VP1-CMV chimeriniy baltymy gryninimo metu buvo susidurta su
sunkumais: chimeriniai baltymai, lyginant su nemodifikuotu VP 1 baltymu,
daug prasciau tirpo, buvo linke agreguotis, labai lipo prie lasteliy
nuolauzy. Akivaizdu, kad agregacija sukélé j VP1 baltyma ijterptos
papildomos sekos. CTL epitopai baltymuose, i$ kuriy Sie epitopai yra kile,
daZnai randami ne atitinkamy baltymy pavirSiuje, o viduje. Susilpnéjusiam
chimeriniy baltymy sintezés lygiui mieliy Iasteléese, o kartu ir
sumazéjusioms iSgryninty baltymy iSeigoms jtakos turéjo konkretaus
jterpto epitopo aminorugsciy seka - chimeriniai baltymai su vienais
jterptais epitopais (Muc, CEA, WT1) buvo sintetinami ir gryninosi taip pat
puikiai, kaip ir su nemodifikuotas VP1 baltymas, o su kitais epitopais

(htert, TRP, FLU) - iSgryninty baltymy iSeigos buvo Zenkliai mazesnés.
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20 lentelé. Sukonstruoty chimeriniy VP1 baltymy su CTL epitopy intarpais savybiy

apibendrinimas
CTL Chimerinio VP1 baltymo GSSG Chimerinio VPD [Sgryninty
epitopo baltymo pozicijos j kurias jungtuko baltymo formavi  chimeriniy
pavadi- pavadinimas buvo jterpiami panaudoji sintezés mas baltymy
nimas CTL epitopai mas efektyvumas iSeigos, mg
1 2 3 4 1))
Muc VP1-Muc-1 + - puikus puikus 17
VP1(])-Muc-1 + + puikus puikus 20
VP1-Muc-4 + - puikus puikus 15
VP1(J)-Muc-4 + + puikus puikus 16
VP1-Muc 1+4 + + - puikus puikus 15
VP1(J)-Muc 1+4 + + + puikus puikus 15
VP1(])-Muc 1234 + + o+ o+ + geras prastas ~1
CEA VP1-CEA-1 + - puikus puikus 16
VP1())-CEA-1 + + puikus puikus 18
VP1-CEA-4 + - puikus puikus 15
VP1(])-CEA-4 + + puikus puikus 17
VP1-CEA 1+4 + + - puikus puikus 14
VP1(])-CEA 1+4 + + + puikus puikus 12
VP1())-CEA.1234 + + + o+ + geras prastas ~1
WT1 VP1-WT1-1 + - geras puikus 18
VP1())-WT1-1 + + puikus puikus 20
VP1-WT1-4 + - geras puikus 17
VP1(J)-WT1-4 + + puikus puikus 19
VP1-WT11+4 + + - geras geras 13
VP1())-WT 1+4 + + + geras geras 14
VP1(J)-WT1 123 + + o+ + prastas geras 5
VP1())-WT11234 + + + + prastas prastas ~1
Htert VP1-htert-1 + - prastas geras 5
VP1())-htert-1 + + prastas geras 6
VP1-htert-4 + - prastas geras 5
VP1())-htert-4 + + prastas geras 6
VP1- htert 1+4 + + - prastas geras 4
VP1())-htert 1+4 + + + prastas geras 4
VP1(])-htert 123 + + o+ + prastas prastas 3
VP1())-htert 1234 + + o+ o+ + prastas prastas <1
TRP2 VP1(]))-TRP2 1+4  + + + prastas geras 3
MAGE VP1()-MAGE1+4 + + + prastas geras 6
hTERT VP1())-Htert1+4  + + + prastas geras 5
FLU VP1(J)-FLU 1+4 + + + prastas geras 3
CMV VP1(])-CMV 1+4 + + + prastas geras 7

Grafoje ,VP1 baltymo pozicijos j kurias buvo jterpiami CTL epitopai“ pliuso Zenklu yra pazymétos VP1
baltymo pozicijos, j kurias buvo jterpti CTL epitopai. Grafoje , GSSG jungtuky panaudojimas” pliuso Zenklas
reiSkia, kad jterpiamas CTL epitopas i abiejy epitopo pusiy buvo apsuptas Gly-Ser-Ser-Gly jungtuko
sekomis. ,Chimerinio baltymo sintezés efektyvumas“: puikus - chimerinio baltymo sintezé tokia pat
efektyvi kaip ir nemodifikuoto VP1 baltymo, gera - chimerinio baltymo sintezé iki 20 % prastesné uz
nemodifikuoto VP1 baltymo, prasta - chimerinio baltymo sintezé >50 % prastesné uz nemodifikuoto VP1
baltymo. ,VPD formavimas”: ,puikus“ - chimerinis baltymas formuoja nemodifikuotam VP1 baltymui
bidingas 45 nm skersmens VPD, méginyje néra mazesniy VPD ar pentamery, VPD labai daug, ,geras” -
chimerinis baltymas formuoja nemodifikuotam VP1 baltymui bidingas 45nm VPD, méginyje néra
mazesniy VPD ar pentamery, ,prastas“ - chimerinis baltymas formuoja nemodifikuotam VP1 baltymui
biidingas 45 nm VPD, bet jy labai mazai, méginyje taip pat yra ir maZesniy VPD ar pentamery. ,ISgryninty
baltymy iSeigos” - nusako kiek mg chimeriniy baltymy buvo iSgryninta i§ 20 g Slapios mieliy biomasés,
palyginimui - VP1 baltymo buvo i§gryninama 20 mg.
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Paskaiciavus ir palyginus Siame darbo etape naudoty CTL epitopy
hidropatiSkumo indeksus paaiskéjo, kad VP1 baltymas geriau toleruoja
hidrofiliSkomis savybémis pasiZzyminciy peptidy intarpus (21 lentelé). Kuo
hidrofobiSkesnis peptidas buvo jterpiamas i VP1 baltyma-nesiklj, tuo

mazesnés buvo iSgryninty baltymy iSeigos.

21 lentelé. CTL epitopy — peptidy hidropatiskumo indeksu palyginimas

CTL epitopo CTL epitopo CTL epitopo
pavadinimas  aminoriags¢iy  hidropatiSkumo

seka indeksas*
1 Muc STAPPVHNV -0.133
2 CEA YLSGADLNL 0.411
3 WT1 RMFPNAPYL -0.244
4 htert ILAKFLHWT 0.889
5 MAGE LVHPLLLKY 1.044
6 CMV NLVPMVATV 1.589
7 TRP FVWLHYYSV 0.833
8 FLU GILGFVFTL 2.267

* - hidropatiskumo indeksas parodo peptido hidrofilines/hidrofobines savybes. Kuo $is

indeksas didesnis, tuo peptidas yra labiau hidrofobinis (lenteléje raudona spalva), o kuo
maZzesnis — tuo labiau hidrofilinis (Zalia spalva). HidropatiSkumo indeksas svarbus
formuojantis baltymui, nes hidrofilinés aminortgstys stengiasi atsidurti jo pavirsiuje, o
hidrofobinés - pasislépti viduje. HidropatiSkumo indeksas buvo paskaiCiuotas
naudojantis Sveicarijos bioinformatikos instituto ExPaSy ProtParam jrankiu
[http://expasy.org/tools/protparam.html].

Sio skyriaus eksperimentais buvo parodyta ir patvirtinta chimeriniy
VP1 baltymy su viena, dviem, trimis ar keturiomis CTL epitopy kopijomis
sintezé mielése S. cerevisiae. Nustatyta, kad chimeriniy VP1 baltymy su
vienu, o kai kuriais atvejais su dviem jterptais CTL epitopais sintezés lygis
buvo toks pat aukstas, kaip ir nemodifikuoto VP 1 baltymo. Trijy ir keturiy
epitopy iterpimas jau stipriau jtakojo VPD formavimasi ir ypac iSgryninty
baltymy iSeigas - kuo daugiau CTL epitopy buvo jterptaj VP1 baltymga, tuo
maZesnés buvo iSgryninty baltymy iSeigos. VP1 baltymg efektyviai galima
naudoti vieno, dviejy, retais atvejais trijy, bet ne daugiau CTL epitopy

kopijy nesikliu.
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3.1.2. Chimeriniy VPD, turin¢iy triju skirtingy CTL epitopu
intarpus, kurimas

VéZinés lgstel és savo pavirsiuje turi daug skirtingy CTL epitopy (TAA

antigeny), kurie nuolat mutuoja, kinta, nes slepiasi nuo imuninés sistemos

atpazinimo. Norint, kad véZinéms lgsteléms buty sunkiau iSvengti

imuninés sistemos atpazinimo, vienu metu reikéty aktyvinti kuo daugiau

skirtingo specifiSkumo CTL lgsteliy.

1 2 3 4
[ | | B | | ; VP1

' { [ ]} Gl bisld ) VP1{J)-1T3M4H
: Gl B  VP1{J)-TMH- 4
[l esse [) TrRP MAGE | | hTERT

18 pav. Chimeriniy HaPyV VP1 baltymy su trimis skirtingais CTL epitopy
intarpais schemos. Pilkos spalvos juostos - VP1 baltymas; juodi kvadratai - galimos
CTL epitopy iterpimo vietos j HaPyV VP1 baltyma (1 - tarp 80-89ar., 3 - 244-246ar., 4 -
tarp 288-295ar.); Zydras staCiakampis - GSSG jungtukas; spalvoti kvadratai — CTL
epitopy intarpai. DeSinéje puséje pateikti baltymy pavadinimai.

Baltymai, sudaryti i$ keliy ar keliolikos véZiniy antigeny, sujungty j
vieng polipeptidg, turéty efektyviau stimuliuoti citotoksiniy T limfocity
atsakg ir padidindami tikimybe aptikti véZines lgsteles, turincias tikslinius
antigenus, bei jas sunaikinti. Deja, dauguma CTL epitopy yra sudaryti is
hidrofobiniy aminorugsciy, o tokius dirbtinius baltymus sunku susintetinti
bei i$gryninti. Siame darbo etape mes pabandéme j tiriama HaPyV VP1
baltyma jterpti tris skirtingus CTL antigenus: TRP, MAGE ir hTERT. Minéti
peptidai po vieng buvo jterpti j tris VP1 baltymo pozicijas (chimerinis
baltymas pagal pirmasias intarpy raides ir jterpimo poziciju numerius
pavadintas VP1(])-1T3M4HS3. Kitu atveju, trys peptidai buvo sulieti j vieng
triguba peptida, kuris buvo jterptas j 4 VP1 baltymo pozicija (chimerinis
baltymas pavadintas VP1(]J)-TMH-4) (18 pav.) [Aleksaite ir Gedvilaite,
2006]. Abiem atvejais peptidai buvo jterpiami su GSSG jungtukais.

8 Baltymo pavadinime skai¢iai reiSkia VP1 baltymo poziciju numerius, o raidés — pirmosios jterpto
epitopo pavadinimo raidés.
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19 pav Chlmermlq VP1 baltymy su trimis skirtingais CTL epltopals (TRP, MAGE,
hTERT) sinteze mielése patvirtinancios nuotraukos. (A) - NDS-PAGE gelis, (B) -
Western blotas su a-VP1 antikinais, (C) - VPD elektroninés mikroskopijos nuotraukos.
Takeliuose — 1: mieliy lasteliy, sintetinanc¢iy VP1(])-1T3M4H baltyma lizatas, 2: mieliy
lasteliy, sintetinanc¢iy VP1(])-TMH-4 baltyma lizatas, 3: mieliy 1asteliy, sintetinanciy VP1
baltyma lizatas, 4: mieliy lgsteliy, nesintetinanciy svetimy baltymy lizatas, M: dazytas
baltymy molekulinés maseés zymeklis (#SM0671, Fermentas, Lietuva).

Sukonstruoty chimeriniy baltymy VP1(J)-1T3M4H ir VP1(J)-TMH-4
raiSka mieliy Igstelése buvo silpnesné nei nemodifikuoto VP1 baltymo.
Abu baltymai i$ mieliy Igsteliy buvo iSgryninti, tac¢iau iSgryninty baltymy
iSeigos buvo itin mazos (2-4 mg iS 20g mieliy biomasés), o baltymai
maziau tirpus nei VP1. Baltymy meéginiy elektroninis mikroskopavimas

parodé, kad abu VP1(J)-1T3M4H bei VP1(J)-TMH-4 chimeriniai baltymai

90



formavo VPD (19 pav.). VP1(J)-1T3M4H baltymo formuojamos VPD buvo
panaSios j VP1 formuojamas VPD, o VP1(J)-TMH-4 VPD buvo nevienodo
dydzZio (didelé dalis VPD buvo maZesnés nei 45 nm skersmens, kuris

budingas poliomos virusy VPD).

Palyginus minétus du baltymus pagal sintezés lygj, gryninimo
lengvumg, iSgryninty baltymy kiekius bei VPD kokybe, paaiskéjo, kad
norint sukurti VPD su keliais skirtingais intarpais, palankiau buvo tris
skirtingus CTL epitopus jterpti po vieng i skirtingas VP1 baltymo vietas,
negu sulietg iS keliy CTL epitopy ilgg peptida i vieng i§ VP1 baltymo
poziciju.

3.1.3. Chimeriniy HaPyV VP1 baltymy su sutrumpintu C-galu

kurimas

Vienas i$ kriterijy, parenkant keturias anksc¢iau minétas svetimy
peptidy iterpimo j HaPyV VP1 baltyma pozicijas buvo Siy viety
imonogeniSkumas. Be jau minéty keturiy pozicijy (18 lentelé, 10 pav.) yra
nustatyta dar viena imunogeniska VP1 vieta - tai C-galiné baltymo dalis,
kuri daznai yra atsakinga uZ kryZmines imunines reakcijas tarp ivairiy
poliomos virusy. VP1 baltymo C-galinés dalies paSalinimas galéty
sumazinti nepageidaujamas poliomos virusy Kkapsidziy KkryZmines
imunines reakcijas, o svetimy peptidy jterpimas j S§ig imunogenisSkg C-
galine baltymo dalj galéty uZtikrinti stipry imuninj atsaka prie$ jterpta

peptida.

Tyrinéjant VP1 baltymo sugebéjimg formuoti VPD ir kas 10-12 ar.
trumpinant jo C-galg iki 4 pozicijos (288-295 ar.), buvo nustatyta, kad C-
galo iSkritos jtakoja VPD susidarymg [Gedvilaite et al., 2006]. Idomu, kad
VPD efektyviai formavo tokie VP1 baltymai, kuriy C-galiné dalis buvo
pasalinta net nuo 384 iki 307 aminorugsties. Nustacius, kad VP1 baltymas
formuoja VPD net ir be C-galinés dalies, buvo nutarta CTL peptidus
prijungti prie VP1 baltymy sutrumpinty iki 4 pozicijos (tokj baltyma
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pavadinome VP1-4-stop). Buvo tikimasi, kad prijungti CTL epitopai laisvai
kabés VP1-4-stop baltymo C-gale ir netrukdys chimerinio baltymo

teisingos konformacijos susidarymui.

1 2 3 4
[ X X X X ) VP1
. 1 2 3 4 VP1-4-stop

[ i i ‘1_ -] VP1({J)-MAGE 1+4 stop

. 3 © || VP1{J)-TMH-4 stop

i : eGFP VP1-eGFP-stop

| | gssc [ |TRP | IMAGE | | hTERT eGEP _

20 pav. Chimeriniy VP1 pagrindu sukurty baltymy su modifikuotu baltymo C-galu
schemos. VP1 baltymo C-galas buvo modifikuotas jj sutrumpinus iki 4 VP1 baltymo
pozicijos. Pilkos spalvos juostos - VP1 baltymas; juodi kvadratai - galimos CTL epitopy
jterpimo vietos | HaPyV VP1 baltymg (1 - tarp 80-89ar., 3 - 244-246ar., 4 - tarp 288-
295ar.); zydras stac¢iakampis - GSSG jungtukas; spalvoti kvadratai - CTL epitopy
intarpai; tamsiai Zalias staCiakampis - eGFP baltymas.

Siame darbo etape buvo sukonstruoti chimeriniai VP1 baltymai (20
pav.), uZ 4-osios VP1 baltymo pozicijos neturintys C-galinés baltymo dalies
ir su prijungtomis bei baltymo C-gale ,kabanciomis“ skirtingo ilgio
svetimomis sekomis: VP1(])-MAGE 1+4-stop® - su vienu CTL epitopu (9
ar.), VP1(J)-TMH-4-stop - su trimis sulietais CTL epitopais (27 ar.), VP1-
eGFP-stop - su visu eGFP baltymu (238 ar.).

Tik ~10 % isgryninto VP1(J)-MAGE 1+4-stop baltymo formavo VPD,
likes baltymas, analizuojant elektroniniu mikroskopu buvo aptinkamas

pentametry (VPD subvienety) pavidalu (22 pav.).

Chimerinio VP1(]J)-TMH-4-stop baltymo, turinio prijungtg trijy
suliety CTL epitopy (27 ar.) peptida, raiSka mieliy lgstelése buvo labai
silpna, gryninimas sudétingas - baltymas buvo netirpus, linkes agreguotis

bei lipti prie mieliy lgsteliy nuolauzy. VP1(J)-TMH-4-stop baltymo meéginiy

% “Stop* baltymy pavadinimuose reiskia, kad VVP1 baltymas neturi C-galo srities Zemiau 4 pozicijos (i
baltyma koduojantj gena jvestas stop kodonas).
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stebéjimas elektroniniu mikroskopu parodé, kad meéginyje dominavo

pentametry agregatai, retai buvo aptinkamos ir jvairaus skersmens VPD.

Prie VP1-4-stop baltymo prijungus visa eGFP baltymg, buvo
nustatyta, kad toks chimerinis VP1-eGFP-4-stop baltymas mielése buvo
sintetinamas (NDS-PAGE, Western blotas). VP1-eGFP-4-stop baltymo
gryninimo metu buvo labai lengva sekti Sio chimerinio baltymo buvimo
vietag - mégintuvéliuose jis Svytéjo intensyvia Zalia spalva. Gryninimo per
CsCl gradienta metu, VP1-eGFP-4-stop baltymas buvo rastas 1,26 g/mL
tankio CsCl frakcijose (palyginimui natyvaus VP1 formuojamos VPD
randamos ~1,30 g/mL tankio CsCl frakcijose). VP 1-eGFP-4-stop baltymas
buvo maziau tirpus nei nemodifikuotas VP1 baltymas ir buvo linkes
formuoti smélj primenancius agregatus. ISgryninto baltymo méginiy
analizé elektroniniu mikroskopu parodé, kad didzioji VP1-eGFP-4-stop
baltymo dalis (95%) neformavo VPD, o buvo aptinkama pentametry ir

pentamery agregaty pavidalu.

VP1 baltymas sutrumpintas iki 4 pozicijos (VP1-4-stop) gali buti
naudojamas kai kuriy ilgesniy peptidy prijungimui (kaip, pvz., viso eGFP
baltymo, kuris buvo labai imunogeniSkas gaminant monokloninius
antikiinus prieS eGFP). CTL epitopy prijungimui VP1-4-stop neSiklio

naudojimas nepasiteisino.

3.1.4. Mozaikiniy VPD kurimas

Mozaikinémis VPD yra vadinamos | virusus panaSios dalelés
sudarytos i$ daugiau nei vienos ruSies kapsidés baltymy. Misy
laboratorijoje buvo parodyta, kad prie chimeriniy VP 1 baltymy su jterptu j
4 VP1 pozicijag eGFP baltymu, pridéjus nemodifikuoty VP1, VP2 ar VP3
baltymy , pagalbininky“ pageréja chimeriniy baltymy sintezé ir iSgryninty
VPD iSeigos. Vienoje lasteléje sintetinant VP1-eGFP su VP1 baltymu,
mozaikiniy VPD iSeiga pageréjo apie ~5 kartus, o pridéjus VP2 ar VP3
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baltymy - apie du kartus [neskelbti EGIS duomenys]. Nemodifikuoty
viruso kapsidés struktiriniy baltymy ,pagalbininky“ pridéjimas galety
buti svarbus ne tik VPD formavimosi palengvinimui ar chimeriniy baltymy
sintezés pagerinimui, bet ir VPD prisitvirtinimui prie lgsteliy receptoriy ar
patekimui j dendritines Igsteles. Be to, | VPD jjungtas VP2 baltymas galéty

tarnauti papildomy epitopy nesikliu.

Siame darbo etape, tikintis palengvinti chimeriniy VP1 baltymy su
jterptais CTL epitopais gryninima ir pagerinti jy formuojamy VPD iSeigas,
buvo panaudotos plazmidés, leidZianCios vienoje lgsteléje kartu su
chimeriniu VP1 baltymu sintetinti ir nemodifikuotus VP1 arba VP2
baltymus, tikintis chimeriniy-mozaikiniy VPD susidarymo. Buvo pasirinkti
Sie chimeriniai baltymai: VP1(J)-MAGE 1+410 bei VP1(J)-CMV 1+4 (jterpti
du trumpi CTL epitopai, silpna chimeriniy baltymy raiska, nedidelés
iSgryninty baltymy isSeigos), VP1(]J)-1T3M4H (jterpti trys CTL epitopai,
silpna chimeriniy baltymy sintezé) ir VP1(J)-TMH-4 (iterptas ilgas
peptidas i$ sujungty trijy CTL epitopy, silpna chimeriniy baltymy sintezé).
VP1(])-MAGE 1+4, VP1(J)-CMV 1+4 ir VP1(J)-1T3M4H baltymai buvo
sintetinami kartu su VP1 baltymu, o VP1(J)-TMH-4 - su VP1 arba su VP2
baltymais (atskirai).

Paraleliai buvo sukonstruotos plazmidés, leidzianCios vienoje
lasteléje sintetinti chimerinius VP1 baltymus su sutrumpintu C-galu
(VP1(J)-MAGE 1+4-stop!! - su vienu CTL epitopu (9 ar.), VP1(])-TMH-4-
stop - su trimis sulietais CTL epitopais (27 ar.), VP1-eGFP-stop - su visu
eGFP baltymu (238 ar.)) kartu su nemodifikuotais , pagalbiniais“ VP1
baltymais, tikintis, kad mozaikinése VPD ,pagalbinis“ VP1 baltymas

pagerins Siy baltymy VPD formavimosi efektyvumg ir iSeigas.

19 \WP1(J)-MAGE 1+4 baltymo pavadinimo paaiskinimas: (J) reitkia GSSG jungtuko buvima, po to
seka intarpo pavadinimas (¢ia MA GE), o gale — pozicijy, i kurias intarpas buvo idétas (¢ia 1 ir 4 abi
kartu) numeris.

11 Stop* baltymy pavadinimuose reiskia, kad VP1 baltymas neturi C-galo srities Zemiau 4 pozicijos (i

baltyma koduojantj gena jvestas stop kodonas).
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Mozaikiniy VPD gavimui mielése S. cerevisiae buvo naudojamos
pFDP1-X//VP1, pFGG3-X//VP2 plazmidés (20 pav.). Minétos plazmidés
yra sukonstruotos pFX7 pagrindu (15 pav.) ir turi papildomg galaktoze
indukuojama GAL7 promotoriy bei GAL7 terminatoriy, tarp kuriy galima
jterpti antrg svetimg geng, kurio raiskg norime gauti mielése (Siuo atveju
genus koduojancius chimerinius VP1 baltymus). Tarp GAL10 PYK1
promotoriaus ir PGK1 terminatoriaus pFDP1-X//VP1 plazmidéje buvo
jterptas VP1 baltymo genas, o pFGG3-X//VP2 plazmidéje - VP2 baltymo
genas. ISskirtiné Siy plazmidZiy savybé yra ta, kad promotoriy stiprumas
pFGG3 plazmidéje skiriasi: nuo GAL7 geno promotoriaus indukuojamy
geny raiska yra stipresné nei nuo GAL10 PYK1 promotoriaus. Promotoriy

stiprumas yra panasus jiems esant atskirose plazmidése.

Pr-GAL7 Ter-GAL7

~_ Spel é\Spel
Ter-GAL7 wPr—GAU
b|af QTUAS—GALN QTUAS_GALIO
‘ Pr-PYK 1 blaf w Pr-PYK 1

pFDP1-X//VP1 PFGG3-X/IVP2

VP1
\
9833 bp ‘ 9704 bp

—VP2

— Ter-PGK1 - Ter-PGK1

ARS-2mk

21 pav. pFDP1-X//VP1, pFGG3-X//VP2 plazmidziy schemos. pFDP1 ir pFGG3
plazmidés yra sukurtos pFX7 plazmidés pagrindu. Abi plazmidés yra skirtos dviejy
baltymy sintezei mieliy lastelése vienu metu. X - bet koks genas, kurio koduojama
baltyma norime kartu sintetinti su VP1 (kairéje) ar VP2 (deSinéje) baltymais.

\
ARS-2mk

Gryninant CTL epitopy intarpy turincius chimerinius VP1 baltymus,
susintetintus  mieliy Iagstelése drauge su nemodifikuotu VP1
»pagalbininku®, buvo pastebéta, kad chimeriniy baltymy gryninimas labai
palengvéjo. Mozaikinés VPD, lyginant su chimerinémis VPD

sintetinamomis be baltymo-pagalbininko, geriau tirpo, buvo linke maziau
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agreguoti ir lipti prie mieliy Ilasteliy nuolauzy. Jau po pirmo
centrifugavimo per CsCl gradientg buvo gauti gana gryni tiksliniy baltymy
meginiai. Gryninant chimerines VPD be VP1 baltymo ,pagalbininko®
tokiam grynumui pasiekti reikédavo dviejy, atskirais atvejais net ir trijy
centrifugavimo per CsCl gradientus etapy. ISgryninty chimeriniy baltymy
iSeigos padidéjo 2-3 kartus. Teigiamas VP1 baltymo ,pagalbininko”
poveikis chimeriniy baltymy sintezei buvo gautas su S$iais tirtais
chimeriniais baltymais - VP1(J)-MAGE 1+4, VP1(]J)-CMV 1+4 ir VP1(])-
1T3M4H. ,Pagalbinio“ VP1 baltymo pridéjimas ne tik padidino VPD
iSeigas, bet, kaip parodé iSgryninty baltymy meéginiy analizé elektroniniu

mikroskopu, pagerino ir VPD formavimosi efektyvumag (22 pav.).

VP1(J)-MAGE 1+4 VP1(J)-MAGE 1+4 stop

.vgv » -
w v AL 3 -
Lo . '3
v & " -
\ ;

VP1(J)-MAGE 1+4 su VP1 VP1(])-MAGE 1+4 stop su VP1

T ) . * & 2
9 )+ . 7 A
x 2 N % ; Eh
S . R T : 1 >
e . J € s e
o 90 :
28 2
- o " " of =3
-
.

22 pav. VP1-MAGE chimeriniy baltymuy méginiy elektroninés mikroskopijos
nuotraukos. VP1(])-MAGE 1+4: chimerinis VP1 baltymas, turintis MAGE CTL epitopo
intarpus 1 ir 4 VP1 baltymo pozicijose. VP1(J)-MAGE 1+4 stop: chimerinis VP1
baltymas, turintis MAGE CTL epitopo intarpus 1 ir 4 VP1 baltymo pozicijose ir su
nutrumpintu baltymo C galu (uz 4 pozicijoje esanc¢io epitopo). VP1(J)-MAGE 1+4 su
VP1: chimerinis VP1(])-MAGE 1+4 ir nemodifikuotas VP1 baltymai, sintetinami kartu.
VP1(J)-MAGE 1+4 stop su VP1: chimerinis VP1(]J)-MAGE 1+4 stop ir nemodifikuotas
VP1 baltymai, sintetinami kartu.
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VP1(J)-MAGE 1+4-stop baltymo raiska kartu su nemodifikuotu VP1
baltymu, pagerino chimerinio baltymo iSeigas, ta¢iau mozaikines VPD
formuojantys baltymai buvo randami placiai pasklide po CsCl gradienta:
vienose frakcijose dominavo chimerinis baltymas kitose - nemodifikuotas
VP1. C-galo neturintis chimerinis VP1 baltymas neefektyviai formavo
mozaikines VPD su nemodifikuotu VP1 baltymu. Mozaikiniy VP1(])-
MAGE 1+4-stop//VP1 VPD!2 baltymy méginiy analizé elektroniniu
mikroskopu parodé, kad minéty baltymy méginiai buvo labai
heterogeniski: juose buvo aptinkami tiek pentametrai, tiek standartinio

45 nm dydzio VPD, tiek maZesnés - 20 nm VPD (22 pav.).

Chimerinio VP1(J)-TMH-4 ir VP1(J)-TMH-4-stop baltymy su jterptu
polipeptidu iS$ trijy suliety CTL epitopy sintezé mieliy lgstelése drauge su
pagalbiniais VP1 ar VP2 baltymais teigiamos jtakos nepadaré. Mozaikiniy
VPD sudétyje buvo randama tik nedidelé VP1(J)-TMH-4 chimerinio
baltymo dalis, o chimeriniai VP1(])-TMH-4-stop baltymai su VP1 baltymu
beveik visai neformavo mozaikiniy VPD (19 pav.). VP1-TMH-4 baltymai ir
toliau liko beveik netirpis, buvo sunku juos gryninti, o gautos VPD buvo
nehomogeniskos: VPD skersmuo svyravo nuo standartinio 45 nm

(poliomos virusams budingo) iki 20 nm (19 pav.).

VP1-eGFP-4-stop baltymo sintezé kartu su , pagalbiniu“ VP1 baltymu
(23 pav.), chimerinio baltymo raiSka pagerino apie 5 kartus, o gauti
baltymai buvo tirpesni. Chimerinis VP1-eGFP-4-stop baltymas mozaikines
VPD su VP1 baltymu formavo ne taip efektyviai kaip VP1-eGFP-4, turintis
natyvy C-gal3g [nepublikuoti EGIS duomenys], taCiau daug efektyviau negu
kiti Siame darbe tirti, turintys modifikuotg C-galg chimeriniai VP1
baltymai. Po pirmojo centrifugavimo per CsCl gradienta NDS-PAGE
geliuose buvo galima matyti, kad skirtingose CsCl tankio frakcijose

aptinkami VP1-eGFP-4-stop ir VP1 baltymai tarpusavyje j VPD jungiasi

12 Mozaikiniy VPD pavadinimas sudaromas i§ chimerinio ir ne ,,pagalbinio® baltymy pavadinimy, juos
sujungiant dviem pasviraisiais brik$niais (//).
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skirtingais santykiais (23 pav., B). VP1-eGFP-4-stop//VP1 baltymy
meginiy analizé elektroniniu mikroskopu parodé, kad nemodifikuoto VP1
baltymo buvimas pagerino chimerinio baltymo gebéjimg formuoti VPD -
dauguma VPD buvo 45 nm diametro, taiau buvo nemazai ir pentamery,
pentamery agregaty, ypac¢ tuose méginiuose, kur nemodifikuoto VP1

baltymo buvo maziau.

kDa
VP1/EGFPstop —.. ——
- VPl/EGFPStOp VPI- - l‘:ga— .—l
A ‘5 B VP1/EGFPstop//VP1

23 pav. Chimerinio VP1-eGFP-4-stop baltymo, sintetinamo mieliy lastelése vieno
arba kartu su VP1 baltymu, NDS-PAGE elektroforegramy nuotraukos. (A) NDS-
PAGE elektroforegrama su VP1-eGFP-4-stop baltymo, sintetinamo vieno ir (B) kartu su
VP1 baltymu ,pagalbininku” frakcijomis po centrifugavimo per CsCl gradientg. Naudotas
baltymy molekulinés masés zymeKklis #SM 0431 (Fermentas, Lietuva).

Sioje darbo dalyje buvo parodyta, kad mozaikiniy VPD kiirimas
(,pagalbiniy“ nemodifikuoty strukturiniy viruso baltymy sintezé drauge
su chimeriniais) pagerino chimeriniy baltymy su trumpais CTL intarpais
VPD formavimosi efektyvuma, palengvino jy gryninimag, leido iSgryninti
didesnius chimeriniy baltymy kiekius (22 lentelé). Sis metodas tinka
probleminiy chimeriniy baltymy su 2-3 trumpy CTL epitopy intarpais

iSeigy ir VPD formavimosi pagerinimui.
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22 lentelé. Chimeriniy VP1 baltymy, skirty mozaikiniy VPD gavimui, savybiy

apibendrinimas
Chimerinio baltymo Pagalbinio Pagalbinio Chimerinio VPD [Sgryninty
pavadinimas VP1 VP2 baltymo formavimas VPD iSeigos,
baltymo baltymo sintezés mg
sintezé sintezé efektyvumas
VP1(]J)-MAGE 1+4 prastas geras 6
VP1(J)-MAGE 1+4 + geras puikus 13
VP1(J)-MAGE 1+4 stop prastas prastas 2
VP1(J)-MAGE 1+4 stop + prastas prastas 3
VP1(])-CMV 1+4 prastas geras 7
VP1(])-CMV 1+4 + geras puikus 15
VP1(])-1T3M4H geras prastas 4
VP1(])-1T3M4H + geras geras 6
VP1(])-TMH-4 prastas prastas 2
VP1(])-TMH-4 + prastas prastas 2
VP1(])-TMH-4 + prastas prastas 2
VP1(J)-TMH-4-stop prastas prastas 2
VP1(J)-TMH-4-stop + prastas prastas 2
VP1(])-eGFP-4-stop geras prastas 3
VP1(])-eGFP-4-stop + puikus geras 15

«

Grafose ,pagalbinio VP1 (arba VP2) baltymo sintezé“ pliuso Zenklas reiskia pagalbinio baltymo
panaudojimg. Grafoje ,Chimerinio baltymo sintezés efektyvumas“ apibiidinimas ,puikus“ reiSkia, kad
chimerinio baltymo sintezé buvo tokia pat efektyvi kaip ir nemodifikuoto VP1 baltymo, ,gera“ - chimerinio
baltymo sintezé iki 20 % prastesné uZ nemodifikuoto VP1 baltymo, ,prasta“ - chimerinio baltymo sintezé
>50 % prastesné uz nemodifikuoto VP1 baltymo. “VPD formavimas”: ,puikus” - chimerinis baltymas
formuoja nemodifikuotam VP1 baltymui biidingas 45 nm skersmens VPD, méginyje néra mazesniy VPD ar
pentamery, VPD labai daug, ,geras“ - chimerinis baltymas formuoja nemodifikuotam VP1 baltymui
bidingas45 nm VPD, méginyje néra maZesniy VPD ar pentameruy, ,prastas“ - chimerinis baltymas formuoja
nemodifikuotam VP1 baltymui biidingas 45 nm VPD, bet jy labai maZzai, méginyje taip pat yra ir maZesniy
VPD ar pentamery. ,ISgryninty baltymy iSeigos” - nusako kiek mg chimeriniy baltymy buvo iSgryninta i$
20 g Slapios mieliy biomasés, palyginimui - VP1 baltymo buvo iSgryninama 20 mg.

3.1.5. Chimeriniy VPD su modeliniu GP33 CTL epitopu kurimas

CTL imuninio atsako in vivo tyrimams buvo sukurtos modelinés VPD.
Modeliniu antigenu buvo pasirinktas GP33 CTL antigenas (Zr. 1.4. skyriy,
17 pav.). Naudojantis Sveicarijos bioinformatikos instituto ExPaSy
ProtParam jrankiu [http://expasy.org/tools/protparam.html] buvo
paskaiCiuotas GP33 peptido hidropatiSkumo indeksas - 0,344. Miusy
patirtis su jvairiais CTL epitopy intarpais parodé, kad tokj hidropatiskumo
indeksa turinCiy peptidy intarpai VP1 baltyme yra puikiai toleruojami,

todél papildomy jungtuky seky naudoti nebutina.
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VP1-GP3313 chimerines VPD buvo nuspresta panaudoti kaip modelj
imunologiniuose eksperimentuose, leidZianc¢iuose jvertinti Siy VPD
gebeéjimg sukelti antigenui specifinj imuninj atsaka in vivo. GP33 peptida
buvo nutarta jterpti i 1 ir 4 VP1 baltymo pozicijas, nes ankstesniy
eksperimenty metu nustatéme, kad VP1 baltymas jvairius CTL epitopy
intarpus Siose pozicijose toleravo geriausiai. Dvi skirtingos jterpimo vietos
buvo pasirinktos tam, kad galétuméme jvertinti skirtingy VP1 baltymo

viety indélj sukeliant imuninj atsaka.

i 2 3 4

| | | | | ] VP1
|GP33! , VP1-GP33-1
(GP33! | VP1-GP33-4

24 pav. Chimeriniy VP1-GP33 baltymy schemos. Pilkos spalvos juostos - VP1
baltymas; juodi kvadratukai - galimos CTL epitopy jtepimo vietos (1 - tarp 80-89ar., 4 -
tarp 288-295ar.); raudoni staCiakampiai - GP33 epitopo intarpai (ar. seka
KAVYNFATM).

Chimeriniai VP1-GP33 baltymai (24 pav.) buvo sintetinami mieliy
lastelése ir iSgryninti standartiniu jau aprasytu metodu. Naudojant
baltymy meéginius (paruoStus i§ grubiy lasteliy lizaty, taip pat po
centrifugavimo per sacharozés pagalve ir po gryninimo per CsCl
gradientg), buvo vykdoma baltymy elektroforezé denaturuojanciomis
salygomis (NDS-PAGE) ir Western blotas su monokloniniais anti-VP1

antikunais (25 pav.).

25 paveikslo NDS-PAGE ir Western bloto rezultatai patvirtino, kad
abu VP1-GP33 baltymai mieliy lgstelése buvo sintetinami, o jy raiSkos
lygis buvo artimas nemodifikuoto VP1 baltymo raiskai (paveiksle
neparodyta), taciau abiejy iSgryninty VP 1-GP33 baltymy iSeigos nusileido
nemodifikuoto VP1 baltymo iSeigai kelis kartus (10 mg vs 20 mg iS 20 g

mieliy biomasés). VPD gryninimo metu buvo pastebéta, kad, lyginant su

13 VP1-GP33 - bendras chimeriniy VP1-GP33-1ir VP1-GP33-4 VPD pavadinimas
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nemodifikuotu VP1 baltymu, VP 1-GP 33 baltymai blogiau tirpo, buvo linke

agreguotis.

kDa kDa
pe -55
- 55 - Ve 0
e
’ jiu -35
-35
-25
-25
-1
-15 s
NDS PAGE WB

25 pav. VP1-GP33 baltymy sintezés tyrimo mielése S.cerevisiae NDS-PAGE
elektroforegramos ir Western bloto (WB) nuotraukos. Takeliuose - 1: iSgrynintas
VP1 baltymas, 2: mieliy lgsteliy sintetinanciy VP1-GP33-1 baltyma, lizatas, 3: mieliy
1asteliy, sintetinanciy VP1-GP33-4, lizatas, 4: iSgrynintas VP1-GP33-1 baltymas, 5: VP1-
GP33-4 baltymas, 6: baltymy molekulinés masés standartas (#SM0671, Fermentas,
Lietuva). WB buvo atliktas su monokloniniais antiktinais anti-VP1 6D11.

1 820 3 4 5 @ 7 Kba
55
35
25

26 pav. NDS-PAGE elektroforegrama su VP1-GP33-4 baltymo méginiais VPD
gryninimo eigoje. Takuciuose - 1: mieliy Igsteliy, sintetinan¢iy VP1-GP33-4 baltyma,
lizatas; 2: nuskaidrintas lizatas; 3: baltymo méginys po I centrifugavimo per sacharozés
tirpaly gradientg; 4: baltymo meéginys po Il centrifugavimo per sacharozés tirpaly
gradientg; 5: baltymo méginys po centrifugavimo per CsCl gradientg; 6: baltymo
meéginys po dializés, prie$ liofilizavima; 7: baltymy molekulinés masés Zymeklis
(#SM0671, Fermentas, Lietuva).

Siekiant pagerinti VP1-GP33 baltymy tirpumg ir palengvinti jy
gryninimg, buvo pakeista baltymy gryninimo buferiy sudétis (buvo
kei¢iama drusky koncentracija, pridedama glicerolio, tween-20 ar/ir L -

arginino) ir nustatyta, kad VP1-GP33 baltymai geriausiai tirpo, kai j
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gryninimo buferj buvo pridedama 0.25 M L-arginino aminortigsties. Be to,
buvo nuspresta VP1-GP33 baltymus pirmiausiai gryninti centrifuguojant
per 20-60 % sacharozés tirpaly gradienta, po kurio baltymai pliduriuoty
sacharozés tirpale viename debesélyje, o ne nusésty j nuosédas, kurias
veliau sunku iStirpinti. Po 2-3 centrifugavimy per sacharozés tirpaly
gradientus gryninamas baltymas buvo ne tik grynesnis, bet ir pakankamai
sukoncentruotas - tinkamas gryninimui centrifuguojant per CsCl tirpaly
gradientg (26 pav.). Dél VPD gryninimo metodikos pakeitimo, grynam
baltymui gauti uzteko tik vieno centrifugavimo per CsCl gradientg etapo, o

ne 2-3 kaip buvo daroma anksciau.

Standartinés VPD gryninimo metodikos pakeitimas j naujg (23
lentelé) leido VPD gryninimo procedura pagreitinti ir atpiginti. Be to, Si
VPD gryninimo modifikacija pagerino iSgryninty VP1-GP33 VPD iSeiga (ji
tapo ~ 20 mg iS 20g mieliy) ir grynuma.

23 lentelé. VPD gryninimo schemy palyginimas

Procedira Standartinis VPD  Modifikuotas VPD
gryninimas gryninimas

Mieliy lagsteliy suardymas. Trukmé - 1 val. 1 1
Lasteliy lizato nuskaidrinimas. 1 1
Trukmeé - 0,5 val.
Centrifugavimas per sacharozés, pagalve“ 1 0
Trukmeé - 4 val.
Centrifugavimas per sacharozés tirpaly 0 2-3
gradientg
Trukmeé - 4 val.
Centrifugavimas per CsCl tirpaly gradientg 2-3 1
Trukmeé - 48 val.
VPD sukoncentravimas. Trukmeé- 12 val. 1 1
Dializé. Trukmeé - 24 val. 1 1
Liofilizavimas. Trukmé - 24 val. 1 1

Lenteléje skai¢iai nurodo kiek konkreciy procediiry buvo atliekama VPD gryninimo metu.

[Sgryninty VP1-GP33 baltymy méginiy analizé elektroniniu
mikroskopu patvirtino, kad jie formuoja homogeniskas, taisyklingos

formos, poliomos virusams budingo 45 nm diametro VPD (27 pav.).
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VP1-GP33-1 VPD
W mmrerey

27 pav. Natyvaus VP1 ir modeliniy chimeriniy VP1-GP33 baltymy formuojamy i
virusus panaSiy daleliy (VPD) elektroninés mikroskopijos nuotraukos.

[Sgrynintos VPD buvo nudializuotos, iSpilstytos po 25, 50, 100 pg ir
iSliofilizuotos ilgalaikiam saugojimui. Taip paruoStos VP1-GP33 modelinés
chimerinés VPD toliau buvo naudojamos in vitro ir in vivo

eksperimentams.

3.2. Chimeriniy HaPyV VP1 pagrindu sukurty VPD gebéjimo
sukelti humoralinj imuninij atsakaq in vivo tyrimas

3.2.1. VP1-CEA VPD gebéjimo indukuoti antikuny pries
chimerines VPD sinteze pelése tyrimas

Norint nustatyti ar VP1-CEA chimerinés VPD su 1, 2 ar 4 CEA
intarpais bei su GSSG jungtukais arba be jy (VP1-CEA-1, VP1-CEA-4,
VP1(])-CEA-1, VP1(J)-CEA-4, VP1-CEA 1+4, VP1(J)-CEA 1+4, VP1(J)-CEA-
1234) (28 pav.) yra imunogeniskos ir ar sukelia pelése VPD specifiniy
antikiny sinteze, pelés buvo imunizuotos po pilvapléve minétomis VPD be
adjuvanty. VP1(J)-CEA-1234 chimeriniai baltymai VPD neformavo. Po 6
savaiCiy imunizacija buvo pakartota, o dar po 7 dieny peliy kraujyje IFA
metodu buvo nustatomas antikiiny specifiniy VPD ir specifiniy CEA
epitopui buvimas (Sig eksperimento dalj atliko kolegos i§ Potsdamo

universiteto, Vokietijoje). Visy peliy kraujo serumuose, iSskyrus ty, kurios
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buvo imunizuotos VP1(])-CEA-1234 baltymais, buvo rasta antikiny,
reaguojanciy su CEA peptidu (IFA plokstelés buvo padengtos CEA peptidu
suJSA).

VP1-CEA-1 VP

VP1-CEA-4 VPD VP1-CEA 1+4VPD_

2 W 5 (3 g

28 pav. Chimeriniy VP1-CEA baltymy formuojamy VPD elektroninés
mikroskopijos nuotraukos. Skaic¢iai nurodo VP1 baltymo pozicijas, j kurias buvo
jterptas CEA epitopas. (]J) - GSSG jungtukas, turintis palengvinti baltymams jgyti teisingg
konformacija.

Visose pelése (3 iS 3) imunizuotose VP1-CEA-1, VP1(])-CEA-1,
VP1(J)-CEA 1+4 VPD buvo aptikta CEA epitopui specifiniy antikiiny, tac¢iau
ju turéjo tik 1 ar 2 pelés iS VP1-CEA-4, VP1(]J)-CEA-4, VP1-CEA 1+4 VPD
imunizuoty peliy grupiy. Peliy imunizuoty VP1-CEA-1, VP1(J)-CEA-1 VPD,
CEA peptidui specifiniy antikiny titry vidurkiai buvo didesni nei kitose

peliy grupése.

Visose pelése, imunizuotose VPD, iSskyrus grupe peliy, imunizuoty
VP1(J)-CEA-1234, susidaré VP1 baltymui specifiniy antikiiny, ta¢iau VP1
baltymui specifiniy antikiiny titrai pelése, imunizuotose chimerinémis
VPD, buvo maZesni nei pelése, imunizuotose nemodifikuotomis VP1 VPD.

DidZiausi antikiiny titrai tiek prieS VP1 VPD, tiek ir CEA peptida buvo gauti
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tose pelése, kurios buvo imunizuotos chimeriniais baltymais, turinciais tik

vieng CEA epitopo kopija.

24 lentelé. Peliy imunizuoty su VP1-CEA chimerinémis VPD antikiiny titrai, nustatyti
peliy kraujo serumuose IFA metodu

Antikiiny titras

Antigenas, naudotas peliy IFA su VP1 IFA su CEA+]JSA
imunizacijai Pelés Nr. 7 6 7 6 menesiai
dienos ménesiai  dienos
VP1-CEA-1 1 24300 20000 2400 2000
2 8100 - 2400 -
3 24300 20000 >9600 3000
VP1(J)-CEA-1 4 24300 10000 4800 600
5 24300 10000 600 300
6 72900 20000 4800 600
VP1-CEA-4 7 2700 - <300 -
8 8100 - 2400 -
9 8100 - 1200 -
VP1(])-CEA-4 10 8100 - <300 -
11 24300 - 300 -
12 72900 - <300 -
VP1-CEA 1+4 13 2700 - 1200 -
14 8100 - 1200 -
15 900 - 2400 -
VP1(J)-CEA 1+4 16 24300 5000 <300 300
17 24300 5000 <300 300
18 24300 5000 <300 300
VP1(])-CEA-1234 19 <100 - <300 -
20 <100 - <300 -
21 <100 - <300 -
VP1 22 72900 10000 <300 <300
23 72900 10000 <300 <300
24 24300 - <300 -

Pelés buvo imunizuotos VPD, po 6 savaiciy imunizacija pakartota. Antikiiny titras nustatytas
praéjus 7 dienoms ir 6 ménesiams po pakartotinés imunizacijos [Lawatscheck et al., 2007].
Lenteléje minuso Zenklas reiskia, kad antikiiny titras nebuvo nustatomas. IFA analizei antigenais
buvo naudojamos VP1 VPD arba CEA peptidas su JSA.

Siekiant nustatyti ar VPD sukeltas humoralinis imuninis atsakas yra
ilgalaikis, VP1 baltymui ir CEA peptidui specifiniy antikuny titras buvo
tikrinamas peliy, imunizuoty VP1-CEA-1, VP1(J)-CEA-1, VP1(])-CEA 1+4
VPD, grupése, praéjus 6 ménesiams po paskutinés VPD injekcijos. Visy
peliy kraujo serumuose buvo aptikta CEA peptidui specifiniy antikiny.
Daugiausia jy buvo rasta pelése imunizuotose su VP1-CEA-1 baltymu. Siy
peliy serumuose antikiiny titras buvo beveik toks pat aukStas kaip ir
praéjus savaitei po paskutinés VPD injekcijos (24 lentelé) [Lawatscheck et

al,, 2007].
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Peliy imunizacijos chimerinémis VP1-CEA be adjuvanty sukélé
ilgalaikj humoralini imuninj atsaka, antikiny prieS VP1 bei pries CEA
peptidg susidaryma. Geriausig humoralinj imuninj atsaka in vivo sukélé

tos VPD, kuriose CEA epitopas buvo jterptas j 1 VP1 baltymo pozicija.

3.2.2. Modeliniy VP1-GP33 VPD gebéjimo sukelti antikuny
sinteze pelése tyrimas

Siekiant nustatyti, ar modelinés chimerinés VP1-GP33 VPD gali
indukuoti humoralinio imuninio atsako prie§ VPD susidarymg, B6 peléms
3 kartus 1 ménesio intervalais buvo suleista VP1-GP33-1 arba VP1-GP33-4
VPD (50 ug be adjuvanty, j vena, po 2 peles kiekvienoje grupéje). Praéjus
meénesiui po kiekvienos imunizacijos buvo surinkti kraujo serumo
meéginiai, su kuriais buvo atlikta imunofermentiné analizé (IFA) bei
Western blotas (antigenais buvo naudotos VP1 ir VP1-GP33 VPD). IFA
rezultatai parodé, kad visy keturiy peliy kraujo serumuose buvo VPD
specifiniy antikuny, o jy kiekis po kiekvienos imunizacijos augo (29 pav,,
A). Visi VP1-GP33 VPD imunizuoty peliy kraujo serumai buvo istirti
Western blotuose, kurie patvirtino antikiiny pries chimerines VPD

susidaryma (27 pav., B).

GP33 antigenui specifiniy antikinai VP1-GP33 VPD imunizuoty peliy
kraujo serumuose buvo nustatyti panaudojant tékmés citometrg. MCA102-
GP33 lastelés, savo pavirSiuje turin¢ios GP33 antigeng, buvo
inkubuojamos su peliy kraujo serumais, po to, buvo pazymeétos antriniais
antikinais (prie$ pelés IgG) su fluorescuojancia Zyme ir analizuotos
tekmés citometru. Kontrolei buvo naudojamos MCA102 Igstelés, kurios
nuo MCA102-GP33 skyrési tik tuo, kad savo pavirSiuje GP33 antigeno
neturéjo. Naudoto metodo pagalba buvo nustatyta, kad 3 i§ 4
chimerinémis VP1-GP33 VPD imunizuoty peliy kraujo serumuose buvo

GP33 antigenui specifiniy IgG antikiny: abiejy peliy, imunizuoty su VP1-
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GP33-1 VPD, ir vienos i$ dviejy peliy, imunizuoty su VP1-GP33-4 VPD (29

pav., C).
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29 pav. Humoralinio imuninio atsako prie$§ chimerines VP1-GP33 VPD peliy
kraujo serumuose nustatymas. B6 peléms 3 kartus vieno ménesio intervalais j veng
buvo suleista 50 ug VP1-GP33-1 arba VP1-GP33-4 VPD. Antikiinai prieS VPD peliy
kraujo serumuose buvo nustatomi IFA (A), Western bloto (B) ir tékmés citometrijos
metodais (C). (A) IFA rezultatai, kai antigenu naudotos VP1 VPD. Skaiciai 1, 2, 3 nurodo
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kiek VPD imunizacijy buvo atlikta. IFA rezultatai, kai antigenais buvo naudotos
chimerinés VPD buvo analogiski ¢ia pateiktiesiems. Paveiksle pateikti vieno konkretaus
matavimo duomenys. (B) Antikiny prie§ VP1-GP33 peliy kraujo serumuose nustatymas
Western blotu - WB. Takeliuose: 1 - iSgrynintas VP1 baltymas, 2 - iSgrynintas VP1-
GP33-1 baltymas, 3 - VP1-GP33-4 baltymas, 4 - neigiama kontrolé, Boca viruso VP2
baltymas ir baltymy molekulinés masés standartas (#SM0671, Fermentas, Lietuva).
Paveiksle pateikti tik vienos pelés kraujo serumo po 3 imunizacijy VP1-GP33-1 ir VP1-
GP33-4 VPD duomenys. Rezultatai su kity peliy serumais buvo analogiski. (C) GP33
antigenui specifiniy antikiiny nustatymas peliy kraujo serumuose po 3 imunizacijy
chimerinémis VP1-GP33 VPD tékmés citometrijos budu. MCA102 ir MCA102-GP33
lastelés buvo inkubuotos su serumais, po to su anti-pelés IgG antiklinais pazymétais
fluorescuojancia Zyme ir buvo suskaiciuota kurig dalj i$ visy lasteliy atpazino serume
esantys antikiinai.

Pakartotinés peliy imunizacijos modelinémis chimerinémis VP1-
GP33 VPD B6 pelése sukélé efektyvy humoralinj imuninj atsaka, pelése
susidaré antikunai tiek prieS VP1 baltyma-nesiklj, tiek ir prieS jterpta
GP33 CTL antigena.

3.3. Modeliniy chimeriniy VP1-GP33 VPD gebéjimo sukelti
intarpui specifinj CTL imuninj atsaka tyrimas

3.3.1. Antigenui specifiniy CTL Igsteliy stimuliavimas VP1-GP33
VPD in vitro

Siekiant nustatyti ar modelinés VP1-GP33 VPD gali pateikti GP33
epitopa jau egzistuojancioms GP33-specifinéms CD8* T lgsteléms ir jas
stimuliuoti, buvo atliekamas transgeniniy P 14 peliy, kuriy CD8+* T Igstelés
yra specifinés LCMV GP33 antigenui, bluZnies lasteliy proliferacijos in
vitro eksperimentas. Su CFSE nudaZytos bluZnies lastelés buvo
inkubuojamos in vitro su VP1-GP33 arba VP1 VPD bei PBS ir GP33 peptidu
(neigiamai ir teigiamai kontroléms). SpecifiSkai aktyvintoms CD8+ T
lasteléms pradeéjus proliferuoti, apytiksliai po 5 dieny jos buvo paZymimos
a-CD8* antikunais ir tékmeés citometru skaiCiuojama, kuri CTL lgsteliy

dalis proliferuoja.
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30 pav. GP33-specifiniy CD8+ T lasteliy, stimuliuoty VPD, proliferacijain vitro. P14
peliy bluznies Igstelés nudazytos su CFSE, 5 dienas buvo inkubuojamos su VPD (VP1,
VP1-GP33-1 ar VP1-GP33-4). Neigiamai kontrolei buvo pridedama PBS, o teigiamai -
GP33 peptido. (A) paveikslo dalyje pateiktos vieno konkretaus eksperimento tékmés
citometrijos rezultaty histogramos, o (B) dalyje pateikti susumuoti keturiy
nepriklausomy eksperimenty duomenys - pateikti reikSmiy vidurkiai +/-SN, p<0,05.
Zvaigzdute (*) pazymeéti skirtumai statistiskai yra nereik$mingi.

Gauti rezultatai parodé (30 pav.), kad chimerinés VP1-GP33 VPD
specifiSkai stimuliavo GP33-specifiniy CD8* T Ilasteliy proliferacija
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(>50%), beveik taip pat gerai, kaip pats GP33 peptidas. VP1 VPD ir PBS
CD8* T lgsteliy proliferacijos nestimuliavo (~1%). Lyginant VP1-GP33-1 ir
VP1-GP33-4 VPD poveikj tarpusavyje, VP1-GP33-4 VPD indukuota GP33

CD8+* T lasteliy proliferacija buvo neZymiai stipresné.

Modelinés chimerinés VP1-GP33 VPD efektyviai ir specifiSkai

stimuliavo GP 33 antigenui specifiniy CD8* T Igsteliy proliferacijg in vitro.

3.3.2. Dendritiniy lasteliy brandinimas VP1-GP33 VPD in vitro

Antigenui specifines CTL Igsteles (efektorines Igsteles gebancias
zZudyti virusais infekuotas ir vézines lasteles) gali suaktyvinti
profesionaliausios antigenus pateikianciosios dendritinés lgstelés (DL),
todél buvo labai svarbu jvertinti modeliniy chimeriniy VP1-GP33 VPD
gebéjimg subrandinti dendritines lasteles in vitro. Tam iS§ B6 peliy kauly
Ciulpy in vitro buvo uzaugintos nesubrendusios dendritinés lgstelés. DL
buvo identifikuojamos tékmés citometru, jas pazyméjus antikinais,
atpazistanciais dendritiniy lgsteliy Zymenis (a-CD11c, a-MHCII). ~80%
lasteliy buvo identifikuotos kaip CD11c*MHCII* lastelés (DL).

Nesubrendusios DL in vitro buvo brandinamos pridedant VP1-GP33-
1, VP1-GP33-4, VP1 VPD arba PBS (neigiamai kontrolei) ir LPS (teigiamai
eksperimento kontrolei). Po 72 valandy brandinimo, tékmés citometru
buvo skai¢iuojama, kaip pakito subrendusiy DL CD80, CD86, CD40
pavirSiaus Zymeny raiska, lyginant su nesubrendusiomis DL, kurios buvo
inkubuojamos su PBS. Tékmeés citometrijos budu gauty histogramy
duomenys parodé (31 pav.), kad po inkubavimo su VPD CD80, CD86, CD40
molekuliy raiSka DL pavirSiuje padidéjo nuo 10-30 % iki 50-90 %. DL
brandinant su skirtingomis VPD (VP1, VP1-GP33-1 ar VP1-GP33-4) jokiy

pavirsiaus zymeny raiskos skirtumy pastebéta nebuvo.
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31 pav. Peliy dendritiniy lgsteliy brandinimo in vitro HaPyV VP1 pagrindu
sukurtomis VPD rezultatai. IS B6 peliy kauly ¢iulpy uZaugintos dendritinés lgstelés
(~80 % CD11c*MHCII*) buvo brandinamos 72val., pridéjus 10 pg/mL VPD (VP1, VP1-
GP33-1 arba VP1-GP33-4) arba PBS neigiamai kontrolei. Tékmés citometru buvo
matuojama, kaip pakito subrendusiy dendritiniy lgsteliy pavirSiaus markeriy CD80,
CD86, CD40 raiska DL pavirsiuje. Lastelés buvo inkubuojamos su FITC pazymétais mAk
(aCD80, aCD86, aCD40) ir analizuojamos tékmeés citometru. Pilki histogramos pikai
atspindi nesubrendusiy DL pavirSiaus Zymeny raiska, o tuSciaviduriai - subrendusiy.
Piko aukstis atspindi Igsteliy kieki, o pasislinkimas j deSine - pavirSiaus Zymeny raiskos
padidéjima. Paveiksle pateikti vieno reprezentatyvaus eksperimento (i$ trijy), kai DL
buvo brandintos su VP1 VPD duomenys. Visos VPD dendritines lgsteles brandino
identiskai.

VP1 pagrindu sukurtos VPD efektyviai subrandino i$ peliy kauly

Ciulpy uZaugintas dendritines lasteles in vitro.

3.3.3. GP33 antigenui specifiniy CD8* T lasteliy stimuliavimas
dendritinémis lgstelémis, subrandintomis su VP1-GP33

VPD, in vitro
Siekiant nustatyti, ar dendritinés Ilgstelés, subrandintos po
inkubacijos su VP1-GP33 VPD in vitro, gali stimuliuoti GP33 antigenui
specifines CTL lasteles buvo atliekamas Zemiau aprasytas eksperimentas.
CFSE nudazytos P14 peliy bluZnies lastelés (transgeniniy P14 peliy >90%
CTL lasteliy yra specifinés GP33 antigenui), buvo inkubuojamos su VPD

pagalba subrandintomis DL in vitro. Neigiamai kontrolei eksperimente
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buvo naudojamos nesubrendusios DL arba PBS, kurios negali stimuliuoti
antigenui specifiniy CD8* T lgsteliy. Teigiamai kontrolei buvo naudojamas
GP33 peptidas arba juo stimuliuotos dendritinés lastelés. Nespecifinées
proliferacijos nustatymui, Siame eksperimente buvo naudojamos B6 peliy
bluznies lgstelés. Po inkubacijos lastelés buvo paZymeétos
fluorescuojanciais oCD8 antikinais ir tékmés citometru buvo
analizuojama, kuri CD8+ lgsteliy dalis buvo specifiskai suaktyvintos ir

proliferavo (32 pav.).
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32 pav. CD8+ T lasteliy, specifiniy GP33 antigenui, stimuliuvoty dendritinémis
lastelémis (subrandintomis su VPD), proliferacijos in vitro rezultatai. Dendritinés
lastelés 72 val. buvo brandinamos su 10pg/mL VPD (VP1, VP1-GP33-1 ar VP1-GP33-4).
Po to DL buvo 4-5 dienas inkubuojamos su CFSE nudaZytomis P14 arba B6 peliy
bluznies lgstelémis (106 bluznies lgsteliy + 105 DL/mL). Neigiamai kontrolei buvo
naudojamos nesubrendusios DL (DL+PBS) arba PBS, o teigiamai - GP33 peptidas ir DL
stimuliuotos GP33 peptidu. Po inkubacijos lgstelés buvo pazymétos aCD8/PE antikiinais
ir tékmés citometru buvo analizuojama, kuri CD8+ T lgsteliy dalis proliferavo. Paveiksle
pateikti dviejy nepriklausomy eksperimenty rezultaty vidurkiai +/-SN, p<0,05 (* -
statistiSkai nereikSmingi skirtumai).

Eksperimento rezultatai parodé, kad dendritinés lgstelés brandintos
su modelinémis chimerinémis VP1-GP33 VPD efektyviai stimuliavo GP33-
specifiniy CD8* T |lasteliy proliferacija in vitro. Nesubrendusios
dendritinés lagstelés ar PBS minétos proliferacijos nesukeélé. Be to, DL
subrandintos su VP1-GP33 VPD, stimuliavo GP33-specifiniy CD8* T
lasteliy proliferacija taip pat gerai, kaip ir pats GP33 peptidas, bei 2-3
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kartus geriau nei DL, brandintos GP33 antigeno neturin¢iomis VP1 VPD.
Sie duomenys rodo, kad CTL lasteliy proliferacija buvo GP33 antigenui
specifiné. Be to, Siame eksperimente VP1-GP33-4 VPD subrandintos DL
buvo Zenkliai pranaSesneés uz VP1-GP33-1 VPD paveiktas DL. VP1-GP33-4
VPD subrandinty DL sukelta GP33-specifiniy CD8* T lgsteliy proliferacija
buvo net stipresné, negu paties GP33 peptido ar peptidu paveikty DL
sukelta CTL Iasteliy proliferacija. Nespecifiné B6 CD8+ T Iasteliy
proliferacija buvo neZymi (B6 vs P14) ir vienodo lygio visomis VPD

stimuliuotose Igsteliy grupése.

DL, subrandintos modelinémis chimerinémis VP1-GP33 VPD,
efektyviai ir specifiSkai stimuliavo GP33 antigenui specifiniy CD8+ T

lasteliy proliferacija in vitro.

3.3.4. Antigenui specifinio ilgalaikio CTL imuninio atsako
stimuliavimas VP1-GP33 VPD in vivo

Modeliniy chimeriniy VP1-GP33 VPD sukelto ilgalaikio CTL imuninio
atsako, specifinio GP33 peptidui, susidarymo in vivo tyrimui, B6 peléms j
veng buvo atliktos vienkartinés imunizacijos su 50 pyg VPD (VP1, VP1-
GP33-1, VP1-GP33-4) be jokiy adjuvanty. Praéjus 8 savaitéms po
imunizacijos (tokio laiko tarpo uZtenka, kad susidaryty atminties
imuninés lastelés) bluznies lasteliy suspencijoje buvo ieSkoma GP33-
specifiniy CD8+* T lgsteliy. Teigiamai kontrolei pelés III saugumo lygmens
laboratorijoje i veng buvo imunizuotos LCMV (200 pfu), nes Sio viruso
infekcija sukelia GP33 specifiniy CD8* T atminties lasteliy susidaryma.

Neigiamai kontrolei peléms buvo susvirksta PBS tirpalo.

Viena imunizuoty peliy bluZnies lgsteliy dalis buvo nudazyta su CFSE
ir panaudota proliferacijos in vitro eksperimente. BluzZnies lgstelés buvo

inkubuojamos (restimuliuojamos) su GP33 peptidu ir po 5 dieny tékmeés
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citometru buvo analizuojama, kuri dalis CD8+ T Iasteliy proliferavo

(proliferuoja tik tos CD8+ T lastelés yra GP33 antigenui specifinés).

Gauti rezultatai parodé, kad pelése, imunizuotose chimerinémis VP 1-
GP33 VPD, susidaré GP33 antigenui specifiniy atminties CTL Iasteliu.
Chimerinémis VP 1-GP33 VPD imunizuoty peliy CD8* T lgstelés proliferavo
du kartus stipriau, nei peliy, imunizuoty tik su VP1 VPD, taciau apie tris
kartus silpniau negu peliy, infekuoty LCMV (31 pav.). VP1-GP33-1 ir VP1-
GP33-4 VPD imunizuotose pelése GP33 antigenui specifiniy atminties CTL

lasteliy susidarymo efektyvumas buvo vienodas.
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33 pav. CD8+ T lasteliy, specifiniy GP33 antigenui, nustatymas B6 pelése po
imunizacijos modelinémis chimerinémis VP1-GP33 VPD, ijvertinant jy
proliferacija in vitro. B6 pelés buvo j vena imunizuotos su 50ug VPD (VP1, VP1-GP33-1
ar VP1-GP33-4). Neigiamai kontrolei peléms buvo suleista PBS tirpalo, o teigiamai - 200
pfu LCMV. Po 8 savaiCiy bluznies lgstelés buvo restimuliuotos GP33 peptidu. Po to
lastelés buvo pazymétos aCD8-PE antikiinais ir téekmés citometru buvo analizuojama,
kuri CD8+ T lasteliy dalis proliferuoja. Paveiksle pateikti trijy nepriklausomy
eksperimenty rezultaty vidurkiai +/-SN, p<0,05 (* - skirtumas statistiskai
nereikSmingas).

Antra imunizuoty peliy bluznies lgsteliy dalis buvo panaudota IFNy
gaminanciy CD8+T lasteliy paieSkai in vitro. Bluznies lgstelés 5, 12, 24
valandas buvo restimuliuojamos GP33 peptidu, esant brefeldino A. Po to
lastelés buvo paZymétos fluorescuojanciais a-IFNy bei a-CD8 antikiinais ir

tékmeés citometru buvo nustatomas CD8+ T Igsteliy, turinc¢iy vidulgstelinio
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IFNy, kiekis. IFNy sekrecija yra efektoriniy CD8+ T Igsteliy savybeé. Deja,
peliy, imunizuoty VPD, bluZnies l13steliy, sintetinanciy vidulgstelinj I[FNy,
po restimuliacijos peptidu nebuvo aptikta, lyginant su teigiamos kontrolés
lastelémis, kuriose [FNy buvo gaminamas (34 pav.). Vidulgstelinio IFNy
turinCiy CD8+ T lasteliy buvo ieSkoma ir B6 peliy, tris kartus imunizuoty
VP1-GP33 VPD 1 ménesio intervalais, bluznies 1astelése. BluZnies lgsteliy
populiacijoje vidulgstelinio IFNy turinc¢iy CD8+ T lgsteliy nebuvo aptikta
nei po antros, nei po trecios peliy imunizacijos VPD (duomenys nepateikti,

nes jie analogiski 34 pav. duomenims).
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34 pav. Vidulastelinio IFNy nustatymas peliy, imunizuoty VPD, bluZnies CD8+ T
lasteliy populiacijoje. B6 pelés buvo imunizuotos VPD (VP1, VP1-GP33-1 ar VP1-
GP33-4), PBS (neigiamai kontrolei) arba LCMV (teigiamai kontrolei). Po 8 savaiciy
bluZznies lgstelés buvo restimuliuotos GP33 peptidu esant brefeldino A. Paveiksle
taskinés diagramos pavidalu pateikti vieno konkretaus charakteringo eksperimento
(po 12val. restimuliavimo) tékmeés citometrijos duomenys. Rodomos tik gyvos lastelés
(angl. gated on livig cells). CD8+ T Iastelés, gaminancios IFNy, buvo identifikuotos jas
pazymeéjus a-CD8/FITC bei a- IFNy/PE antikiinais.

GP33 antigenui specifiniy CD8* T atminties lgsteliy susidarymui in
vivo pakako vienkartinés peliy imunizacijos chimerinémis VP1-GP33 VPD

be jokiy adjuvantuy.
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3.3.5. Profilaktinés imunizacijos VP1-GP33 VPD poveikio,
apsaugant peles nuo LCMV infekcijos, tyrimas in vivo

Nustacius, kad chimerinés VP1-GP33 VPD peléms sukélé GP33
antigenui specifiniy CD8* T lasteliy atsaka, reikéjo iSsiaiSkinti, ar Sis
atsakas yra efektyvus ir gali apsaugoti peles nuo LCMV infekcijos. Jei
chimerinémis VP1-GP33 dalelémis indukuotos GP33 specifinés CD8* T
lastelés yra efektyvios lastelés Zudikés, jos gali sunaikinti taikinio 1asteles,
turin¢ias GP33 antigeng in vivo, ir apsaugoti peles nuo LCMV infekcijos.
Peliy atsparumas viruso infekcijai buvo tiriamas praéjus 8 savaitéms po
peliy vienkartinés imunizacijos VPD be jokio adjuvanto, susvirksc¢iant 200
pfu LCMV j vena. 4-5 dieng po viruso injekcijos infekuoty peliy bluZnyje
buvo skai¢iuojami viruso titrai (35 pav.). Neigiamai kontrolei buvo
naudojamos B6 pelés, kurioms buvo susvirksta PBS, o teigiamai - LCMV

imunizuotos pelés.

Gauti rezultatai parodé, kad visos pelés, kurios buvo imunizuotos
LCMYV, buvo apsaugotos nuo pakartotinés viruso infekcijos, nes jose viruso
nebuvo. 4i§ 5 (80 %) VP1-GP33-1 VPD imunizuoty peliy bei 3/5 (60 %)
VP1-GP33-4 VPD peliy taip pat buvo visiSskai apsaugotos nuo viruso
infekcijos. Likusios pelés minétose grupése (3/10) nuo LCMV infekcijos
buvo apsaugotos dalinai - jose nustatyti virusy titrai buvo maZesni, negu
kontrolinése PBS ar VP 1 VPD peliy grupése (36 pav).

LCMV arba vézinés lastelés Viruso titro nustatymas po 4-5 dieny

VPD
arba
% % auglio matavimas kasdien
——t i i

Odiena

v

8 savaités laikas

35 pav. Eksperimento, skirto modeliniy chimeriniy VPD profilaktinio poveikio
nustatymui, schema. B6 pelés j veng buvo imunizuotos VP1-GP33 VPD (50 ug) be jokio
adjuvanto. Po 8 savaiciy, per kurias susidaro ilgalaikis imuninis atsakas, peléms buvo
susvirksta LCMV arba véziniy Igsteliy ir buvo tikrinama, ar susidares imuninis atsakas
pajégus kovoti su GP33 antigeng turinc¢iomis lastelémis.
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36 pav. LCMV titrai peliy, imunizuoty VP1-GP33VPD, bluZnyse. B6 pelés buvo
imunizuotos VPD, arba LCMV ir PBS kontroléms. Po 8 savaiciy peléms buvo susvirksta
LCMYV, o dar po keturiy dieny buvo nustatomas viruso titras bluznyje. Kiekvienas taskas
atspindi atskirg pele, horizontalus briksniukas - visy titry konkreCioje grupéje
aritmetinis vidurkis, punktyriné linija - minimali titro riba kurig galima nustatyti
naudotu metodu. Skirtumai tarp grupiy yra statistiSkai patikimi (p<0,05) iSskyrus
skirtuma tarp VP1-GP33-1 ir VP1-GP33-4 grupiy.

Vienkartiné peliy profilaktiné imunizacija modelinémis chimerinémis
VP1-GP33 VPD be adjuvanty indukavo ilgalaikio CTL atsako susidaryma,
kuris ~70 % peliy visiSkai, o ~ 30 % peliy iS dalies apsaugojo nuo

antigenui specifinio viruso infekcijos.

3.3.6. Profilaktinés imunizacijos VP1-GP33 VPD poveikio
MCA102-GP33 véziniy lagsteliy augimui tyrimas in vivo

Pelése susidariusiy GP33 specifiniy CD8* T lagsteliy sugebéjimas
Zudyti GP33 antigeng turincias Igsteles in vivo buvo tiriamas panaudojant
labai agresyvias vézines MCA102-GP 33 fibrosarkomos lgsteles. Tam, VPD
(VP1, VP1-GP33-1 ar VP1-GP33-4), LCMV ar PBS imunizuotoms peléms,
praéjus 8 savaitéms po imunizacijos, po oda buvo suSvirkSta 1x106
MCA102-GP33 fibrosarkomos vézZiniy lasteliy. VPD imunizacijos
prieSvéZinis veikimas pelése buvo vertinamas kasdien stebint auglio
susidarymg, matuojant auglio skersmenj, suskaiCiuojant jo dydj (ilgis x

plotis, iSreiSkiama mm?2). Norint jsitikinti, kad stebimas poveikis buvo
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GP33 antigenui specifinis, dviems peliy grupéms buvo susvirksta MCA102
lasteliy, kurios nuo MCA102-GP 33 Igsteliy skiriasi tuo, kad savo pavirsSiuje
neturi GP33 antigeny. Augliams pasiekus >10 mm skersmenj (dydis

>100 mm?) eksperimentas, laikantis etikos taisykliy, buvo nutraukiamas.

Gauti rezultatai parodé, kad pelése, imunizuotose chimerinémis VP 1-
GP33 VPD, GP33 antigenui nespecifinis atsakas (37 pav. A) buvo
analogiSkas atsakui gautam su kontrolinémis pelémis, imunizuotomis su
PBS tirpalu (37 pav. B) - visy augliy augimas buvo progresyvus. MCA102-
GP33 augliai visose PBS imunizuotose pelése ir visi MCA102 augliai VP1-
GP33 VPD imunizuotose pelése pasieké 50 mm? dydj praéjus 12-14 dieny
po véziniy lasteliy suSvirkstimo. Tuo tarpu VP1-GP33 VPD pelése
MCA102-GP33 augliy augimas buvo prislopintas: praéjus 12 dieny po
véziniy lasteliy susvirkStimo nei viena i$ septyniy (0/7) iS VP1-GP33-1
VPD imunizuoty peliy ir tik 1/7 VP1-GP33-4 VPD imunizuoty peliy, bei
3/7 VP1 VPD imunizuoty peliy (lyginant su 7/7 kontroliniy peliy) turéjo
50 mm? dydzio auglius. PrieSvézinis VP1-GP33 VPD sukeltas veikimas

buvo stipresnis, lyginant su VP1 VPD poveikiu (37 pav. B).

Po dar 10 dieny (22 dieng po véziniy lgsteliy susvirkstimo) visose
7/7 (100%) VP1 VPD imunizuotose pelése augliai jau buvo >50 mm?
dydzio, o0 5/7 (71%) peliy augliai pasieké 100 mm?2 dydj. Tuo pat metu
3/7 (42%) ir 4/7 (57%) VP1-GP33-1 ir VP1-GP33-4 VPD imunizuoty
peliy (atitinkamai) turéjo <50 mm?2 dydzio auglius ir tik 1/7 ir 1/7 (14%)
augliy pasieké 100 mm2 dydj (37 pav. B).

27 dieng visy 7/7 VP1 VPD imunizuoty peliy augliai buvo didesni nei
100 mmb?, kai tuo tarpu abiejose chimeriniy VP1-GP33 VPD peliy grupeése
daugiau nei pusés peliy (4/7 ir 4/7 arba 8/14 57%) augliai buvo mazZesni
uz 100 mm?2. Be to, 2iS 7 (28%) VP1-GP33-4 VPD imunizuoty peliy augliai

visai neiSsivysté (37 pav. B).
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37 pav. MCA102-GP33 augliy augimo pelése, po profilaktinés imunizacijos VPD,
tyrimas. B6 pelés buvo imunizuotos VPD (VP1, VP1-GP33-1 ar VP1-GP33-4). Po 8
savaiCiy peléms po oda buvo susvirksta 1x106 MCA102-GP33 (A) arba kontrolei
MCA102 (B) véziniy lasteliy suspensijos. Kasdien buvo stebimas augliy augimas,
slankmaciu matuojamas jy skersmuo. Kiekviena kreivé atspindi vienos konkrecios pelés
auglio dydzio (auglio ilgis x plotis, iSreiSkiama mm?2) kitimg laike. Paveiksle pateikti
vieno konkretaus eksperimento duomenys, viso buvo atlikti trys pakartotiniai
eksperimentai. Kai augliy skersmuo pasiekdavo >10mm eksperimentas buvo
sustabdomas.
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Vienkartiné peliy profilaktiné imunizacija modelinémis chimerinémis
VP1-GP33 sulétino ar laikinai pristabdé agresyviy augliy, turinciy
modelinj GP33 antigeng augima, nes VPD indukavo ilgalaikio specifinio

CTL atsako susidaryma.

3.3.7. Terapinio priesvézinio VP1-GP33 VPD poveikio tyrimas in
vVivo

Nustacius, kad peliy profilaktiné imunizacija chimerinémis

modelinémis VP1-GP33 VPD buvo efektyvi ir visiskai arba dalinai

apsaugojo peles nuo viruso infekcijos bei sulétino augliy augima buvo

iStirtas chimeriniy VP1-GP33 VPD terapinis veikimas (38 pav.).

Vézinés lastelés Auglio matavimas kasdien

z@\MI : %@%&(\%(’?x ®>

Odiena 9 diena 9diena 11diena 13diena
(auglys~25 mm? dydzio)

38 pav. Eksperimento, skirto terapiniam modeliniy chimeriniy VP1-GP33 VPD
poveikiui istirti, schema. B6 peléms (po 7 peles kiekvienoje grupéje) po oda buvo
susvirksta po 1x106 MCA102-GP33 véZiniy lasteliy. Kai 9 dieng po véZiniy lasteliy
suspensijos susvirkstimo peléms iSsivysté ~25 mm? dydZio standis augliai, peléms
buvo tris kartus kas antrg dieng j veng susvirksta po 10 ug VPD (VP1, VP1-GP33-1 ar
VP1-GP33-4). Kasdien buvo stebimas ir matuojamas augliy dydzio pasikeitimas.

B6 peléms (po 7 peles kiekvienoje grupéje) po oda buvo susvirksta
po 1x10¢ MCA102-GP33 veziniy lasteliy. 9 dieng po véziniy lasteliy
suspensijos suSvirkstimo peléms iSsivysté ~25mm? dydZio standus
augliai. Po to peléms tris kartus kas antrg dieng j veng buvo susvirkS¢iama
po 10 pg VPD (VP1,VP1-GP33-1 ar VP 1-GP33-4). Kasdien buvo stebimas
augliy augimas, matuojant jy dydZio pasikeitimus. VPD imunizacijos
efektyvumas buvo nustatomas, lyginant laiko intervalus, kuriy reikéjo, kad
augliai uzaugty iki tam tikro dydZio. Neigiamai kontrolei auglius

turin¢ioms peléms vietoj VPD buvo Svirks¢iamas PBS tirpalas.
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39 pav. MCA102-GP33 augliy augimo pelése, po gydymo terapiniy VPD
injekcijomis, tyrimas. B6 peléms po oda buvo suSvirkSta MCA102-GP33 véZiniy
1asteliy, o augliams uZaugus iki ~25 mm? dydzio, peléms j veng tris kartus 9, 11 ir 13
i;enomis (juodos rodyklés) buvo suleista po10 pg VPD (VP1, VP1-GP33-1 ar VP1-GP33-

Po terapiniy VPD injekcijy visose kontrolinése pelése augliai augo
progresyviai (39 pav). 12 dieng po véZiniy lasteliy susvirkstimo visi 7/7
augliai buvo didesni nei 50 mm?2. | VPD terapinj suSvirk§timga neragavo ir
2/7 (29 %) VP1 VPD bei 1/7 (14 %) VP1-GP33-1 VPD injekcijas gavusiy
peliy. Vienai iS terapines VP1 VPD injekcijas gavusiai pelei auglys neaugo
nuo eksperimento pradzios. Augliy augimo sulétéjimas buvo stebimas
visose peliy grupése, gavusiose VPD (VP1-GP33 ir VP1) jau po pirmos
VPD injekcijos. VP1-GP33 VPD sukeltas prieSvéZinis terapinis poveikis
buvo truputj stipresnis nei VP1 VPD. Peliy, gydyty VP1 VPD injekcijomis
(iSskyrus vieng pele kurioje 15-19 eksperimento dienomis auglys
sumazéjo), augliai augo progresyviai, bet 1éc¢iau, negu peliy gydyty PBS
tirpalu. Terapinés chimeriniy VP1-GP33 VPD injekcijos augliy augima
pristabdé, sustabdé ar net sukélé trumpalaike regresija. Panasia, tik kiek
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stipresne MCA102-GP33 augliy regresija sukelia terapinés LCMV
injekcijos, kurios taip pat yra laikinos [Prevost-Blondel et al., 1998]. 21
eksperimento dieng didesnius nei 50 mm? auglius turéjo 5/7 (71%) VP1
VPD, ir tik 4/14 (2/7 ir 2/7 arba 29%) VP1-GP33 VPD injekcijomis
gydytos pelés. Nors pirminis terapinis VPD poveikis buvo stiprus ir
pristabdé augliy augima, véliau jie toliau progresyviai augo.

Peliy su standZiais MCA102-GP33 augliais gydymas chimeriniy
modeliniy VP 1-GP 33 VPD injekcijomis turéjo terapinj priesvézinj poveiki:

sulétino ar laikinai pristabdé agresyviy augliy augima.

3.3.8. Teoriniy CTL epitopy HaPyV VP1 baltymo sekoje
nustatymas

Siekiant nustatyti ar HaPyV VP1 baltymas gali turéti CTL epitopy, su
kuriais galéty kryzmiskai reaguoti GP33 peptidas, internetinéje
duombazéje ,Immune Epitope Database and analysis resource”
[www.immuneepitope.org] buvo atlikta Sio baltymo aminorugsc¢iy sekos
analizé ir teoriniy HaPyV VP1 baltymo CTL epitopy paieSka. Nustatyty
galimy epitopy aminorigsciy sekos buvo palygintos su GP33
aminorugsciy seka (naudojantis MUSCLE seky palyginimo programa) (24
lentelé). Analizés rezultatai parodé, kad VP 1 baltymas turi 6 galimus CTL
epitopus (apribotus H-2DP), kurie yra dalinai panaSius | GP33 peptida.
Kadangi CTL peptidy kryZminiam reagavimui uZtenka labai nedidelés
peptidy homologijos - keliy identiSky ir keliy konservatyviai pakeisty
aminorugsciy, teoriskai surasti epitopai ar bent vienas iS epitopy galéty

buti atsakingi uzZ VP1 VPD GP33 specifinio atsako sukélima.
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24 lentelé. Teoriskai nustatyty galimy HaPyV VP1 CTL epitopy (H-2 Dbv) dalinai
homologisky GP33 peptidui sgrasas

Nr.  Nustatyti galimi IC50(nM) Epitopo vieta VP1 GP33 ar. sekos
HaPyV VP1 baltymo reikSmé baltyme (ar.) palyginimas su
CTL epitopai nustatytais galimais
CTL epitopais
1 AAIVSIKTV 2301.9 174-182 KAVYNFATM GP33
AATIVSIKTV
2 KAMTSTNQV 4088.9 185-193 KAVYNFATM GP33
KAMTSTNQV
3 MQFTNTLTT 3155.2 239-247 KAVYNFATM GP33
MQFTNTLTT
4 FTNTLTTVL 718.9 241-249 KAVYNFATM-  GP33
-FTNTLT TVL
5 AADVMGWYI 825.1 268-276 -“KAVYNFATM  GP33
AADVMGWYI-
6 RWVKNPYPV 3325.3 299-307 KAVYNFATM GP33
RWVKNPY PV
“*” _ identiSkos ar., “:” - konservatyviis pakeitimai, “.“ - pusiau konservatyviis pakeitimai.

IC50(nM) reikSmés parodo peptido afiniSkumg MHC I molekulei: kuo reikSmé yra mazesneé,
tuo afiniSkumas didesnis. IC50(nM) reikSmés: <50nM - labai aukstas afiniSkumas, <500 -
vidutinis, <5000 - Zemas. Nei vienas i$ Zinomy T 13steliy epitopy neturi IC50(nM) reikSmeés
didesnés nei 5000, todél j lentel e surasyti tik tie peptidai, kuriy IC50 (nM) reikSmés <5000.
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4. REZULTATU APTARIMAS

| virusus panaSios dalelés (VPD) yra patraukli rekombinantiniy
vakciny kirimo platforma, pasiZyminti svarbiausiais vakcinoms budingais
bruozais [Jennings ir Bachmann, 2007]. Taip yra todél, kad baltymai,
sudarantys VPD, gali savaime susirinkti j daleles, jy gamyba paprasta, o
pacios VPD pasizymi adjuvantinémis savybémis. Be to, VPD in vivo sukelia
humoralinio, o kartais ir Ilgstelinio imuninio atsako susidaryma.
Humoralinj imuninj atsaka gali suZadinti daugumos virusy pagrindu
sukurtos VPD, taciau retai kurios VPD stimuliuoja ilgalaikio CTL imuninio
atsako susidaryma, ypa¢ nenaudojant papildomy adjuvanty [Martinez et
al,, 2003; Lacasse et al,, 2008; Ding et al., 2009]. Be to, kai kuriy virusy VPD

galima panaudoti norimy epitopy neSikliais.

HaPyV VP1 baltymo pagrindu sukurtos VPD yra jvairaus ilgio ir
kilmés svetimy peptidy intarpus toleruojanti sistema [Gedvilaite et al.,
2000, 2004]. Eksperimentais buvo parodyta, kad HaPyV VP1 VPD in vivo
tinka VPD specifinio humoralinio imuninio atsako suzadinimui, o in vitro
subrandina Zmogaus dendritines lasteles [Zvirbliene et al., 2006;
Lawascheck et al., 2007; Dorn et al., 2008]. Deja, iki Siol nebuvo duomeny
apie HaPyV VP1 baltymo pagrindu sukurty chimeriniy VPD gebéjimag
sukelti CTL imuninj atsakg, o tokie duomenys yra bitini, norint nustatyti
HaPyV VP1 baltymo pagrindu sukurty VPD tinkamumg vakciny kurimui.
Siame darbe buvo istirtas HaPyV VP1 baltymo tinkamumas biiti CTL
epitopy neSikliu ir gebéjimas in vivo suZadinti konkreciam antigenui
specifinj CTL imuninj atsaka. In vivo VPD sukeltas lgstelinis imuninis
atsakas buvo tiriamas panaudojant modelines chimerines HaPyV VP1 VPD

su GP33 CTL epitopo intarpu.

vairts CTL epitopai j VP1 baltyma buvo jterpti, siekiant nustatyti
skirtingy VP1 baltymo viety tinkamumg svetimy seky jterpimui bei

toleruojamg intarpy kopijy skaiciy. Buvo sukurta visa paleté chimeriniy
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VP1 baltymuy. | VP1 baltyma buvo jterpta nuo vieno iki keturiy vienody ar
skirtingy CTL epitopy kopijy, tac¢iau, didesnis jterpty epitopy skaicius
neigiamai paveiké chimeriniy baltymy raiska ir apsunkino VPD gryninima.
Eksperimentai parodé, kad HaPyV VP1 baltymas geriausiai toleravo 1-2
CTL epitopy (Muc, CEA, WT1, htert, TRP, MAGE, Flu, CMV, GP33) kopijy
jterpimg, nes gauti chimeriniai baltymai formavo poliomos virusams
budingo dydZio ir formos VPD (17, 16 pav., 20 lentelé). Nors paaiskéjo, kad
atskirais atvejais imanoma gauti VPD | VP1 baltymg jterpiant 3 CTL
epitopy kopijas, tafiau tokiy chimeriniy baltymy sintezé ir VPD
formavimasis buvo neefektyviis. Esant poreikiui j VP 1 baltymga jterpti tris
skirtingus CTL epitopus, geresnis biidas buvo epitopy iterpimas po vieng i
skirtingas VP1 baltymo vietas, o ne sulieto i§ trijy epitopy peptido
jterpimas i vieng iS VP1 baltymo pozicijy [Aleksaité ir Gedvilaite, 2006]
(18, 19 pav.). GSSG jungtuky panaudojimas heterologiniy seky jterpimui
palengvino chimeriniy VPD formavimasi tik atskirais atvejais.
PaprascCiausias, lengviausias ir efektyviausias chimeriniy VPD gavimo

biidas buvo vienos norimo epitopo kopijos iterpimas j VP 1 baltyma.

Be CTL peptidy jterpimo buvo bandoma mieliy lgstelése sintetinti
VP1 baltymus su C-galinés baltymo srities iskrita (nuo 4 VP1 pozicijos -
288-295 ar. iki baltymo galo) bei su prijungtais ir baltymo gale kabanciais
jvairaus ilgio peptidais (22 pav.). Sis chimeriniy VPD gavimo biidas buvo
panaudotas, nustacius, kad HaPyV VP1 baltymai turintys sutrumpintg C-
galine baltymo sritj, kuri in vivo yra labai imunogeniSka, kai kuriais
atvejais formuoja VPD [Gedvilaité et al.,, 2006]. Rezultatai nebuvo labai
sékmingi, nes VP1 baltymai, turintys sutrumpintg C-galine baltymo dalj ir
su prijungtais trumpais (9 ar. - vienas CTL epitopas) ir ilgesniais (27 ar. -
trys sulieti CTL epitopai ir 239 ar. - eGFP baltymas) peptidais formavo tik
pavienes VPD, pentametrus bei jy agregatus, t. y.,, VPD formavimasis buvo

neefektyvus (22, 23 pav.).
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Kadangi daugumos chimeriniy baltymy su CTL epitopy intarpais
raiska ir iSgryninty baltymy iSeigos buvo mazesnés negu nemodifikuoto
VP1 baltymo, buvo ieSkoma budy, kaip pagerinti chimeriniy VPD gavima.
Vienas i$ tokiy budy buvo mozaikiniy VPD gaminimas, kai vienu metu su
chimeriniais baltymais mieliy lgstelése buvo sintetinami ir nemodifikuoti
viruso strukturiniai baltymai (VP1 arba VP2) (22 lentelé). Chimeriniams
baltymams su jterptais trumpais CTL epitopais (9 ar.) ,pagalbinio“ VP1
baltymo sintezé padéjo: pageréjo chimerinio baltymo raiska, tirpumas ir
VPD formavimosi efektyvumas, dél to baltymy gryninimas tapo lengvesnis,
o iSeigos didesnés. Chimeriniams baltymams su ilgesniu trigubu CTL
epitopu (27 ar.) VP 1 baltymo ,pagalbininko” pridéjimas Siek kiek padidino
iSgryninty baltymy iSeigas, taciau VPD formavimosi efektyvumo
nepagerino. Panaudojus VP1 baltymg ,pagalbininkg“ su chimeriniais VP1
baltymais, turinciais C-galinés dalies iSkritg, mozaikinés VPD formavosi tik
tada, kai VP1 C-gale buvo prikabintas vienas CTL epitopas (9 ar.) ar visas
eGFP baltymas, bet nesiformavo, kai buvo parijungtas ilgesnis 27 ar. trijy
CTL epitopy peptidas. Mozaikiniy VPD formavimosi galimybes jtakojo
prijungty konkreciy seky savybés. Nors eGFP baltymas, lyginant su CTL
epitopais, yra didelis (239 ar. ilgio), bet jis tirpus ir hidrofiliSkas baltymas,
tuo tarpu TMH peptidg sudaro tik 27 ar., tac¢iau dauguma jy hidrofobineés.
TMH peptido prijungimas akivaizdZiai trukdé mozaikiniy VPD
formavimuisi. VP1 baltymo ,pagalbininko“ panaudojimas pasiteisino
gaminant mozaikines VPD su chimeriniais VP1 baltymais, turinCiais
trumpy peptidy intarpus (pagerino chimeriniy baltymy sinteze, gryninima
ir VPD iSeigas), tac¢iau netiko mozaikiniy VPD iS chimeriniy VP 1 baltymuy,

turin¢iy C-galinés baltymo dalies iSkritg gavimui.

Apibendrinant CTL epitopy jterpimo i VP1 baltymg rezultatus galima
teigti, kad chimeriniy VPD savybeés labai priklauso nuo konkrecios j VP1
baltymga jterptos svetimos sekos savybiy (ypa¢ nuo jos hidrofobiskumo).

Kiekvienam jterpiamam antigenui reikia parinkti konkreciai jam
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tinkamiausig chimeriniy VPD gavimo buda: jterpimo vietg, intarpy kopijy
skaiciy, papildomy seky-jungtuky panaudojimg, pagalbiniy nemodifikuoty
baltymy pridéjimg ir kt.

Dalis Siame darbe sukurty chimeriniy VPD (su 1 ar 2 CTL epitopy
intarpais) buvo panaudotos peliy imunizacijoms ir VPD sukelto intarpui
specifinio humoralinio imuninio atsako tyrimui. Rezultatai parodé, kad
chimeriniy HaPyV VP1 pagrindu sukurtos VPD su CTL epitopy intarpais
(MUC, CEA, MAGE, WT1) in vivo sukelia ilgalaikj epitopui specifinj
humoralinj atsaka [Zvirbliene et al, 2006 ir neskelbti duomenys;
Lawascheck et al, 2007; Dorn et al,, 2008]. Sukurtos chimerinés HaPyV
VP1 VPD prisidéjo prie monokloniniy antikiiny prie$ trumpus peptidus,
kurie, kol néra sulieti su VP1 baltymu, yra visiSkai neimunogeniski,
gamybos technologijos sukiirimo ir uZpatentavimo [Zvirbliene et al,
2006]. Jdomu, kad pries$ j chimerines VP1-MUC1 VPD jterpta vézinj Muc
CTL epitopa sukurti specifiniai monokloniniai antikiinai atpazino jvairias
savo pavirsiuje turincias pakitusj mucino 1 baltymg vézines lgsteles, taCiau
neatpazino sveiky Igsteliy, kuriy mucino 1 baltymas buvo nepakites. Be to,
VP1-MUC1 VPD efektyviai brandino Zmogaus dendritines lasteles, kurios

stimuliavo antigenui specifines T Igsteles in vitro [Dorn et al., 2008].

Siekiant atsakyti j pagrindinj Sio darbo klausimg - ar gali HaPyV VP1
baltymo pagrindu sukurtos chimerinés VPD sukelti jterptam konkreciam
epitopui specifinj CTL imuninj atsakg, buvo sukurtos chimerinés VP1-
GP33 VPD su modeliniu CTL epitopu - GP33 (LCMV glikoproteino
antigenas) (22, 25 pav.). GP33 modelinis antigenas buvo pasirinktas dél
patogumo, nes turéjome reikiamus jrankius norimiems eksperimentams
atlikti: LCMV virusg, antikiny pries LCMV, véZiniy lgsteliy savo pavirsiuje
turin¢iy GP33 antigeng (MCA102-GP33), taip pat transgeniniy peliy P14,
kuriy >90 % CTL lasteliy yra GP33 specifinés. Pasigamintos modelinés

chimerinés VP1-GP33 VPD buvo panaudotos GP33 specifinio imuninio
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atsako in vivo tyrimams. Gryninant VP1-GP33 VPD buvo patobulinta
chimeriniy VPD gryninimo schema, todél pageréjo iSgryninty VPD kokybé,
o iSgryninty VPD iSeigos prilygo nemodifikuoto VP 1 baltymo iSeigoms (25
pav.).

Analizuojant VP1-GP33 VPD gebéjimag sukelti CTL imuninj atsaka,
pirmiausiai buvo tiriamas modeliniy chimeriniy VP1-GP33 VPD gebéjimas
stimuliuoti dendritines lasteles (DL), nes be VPD patekimo j antigenus
pateikiancigsias lgsteles CTL imuninis atsakas nejmanomas. Skirtingai nuo
GP33 peptido, kuris Siame darbe buvo naudojamas teigiamoms
kontroléms, VPD negali tiesiogiai prisijungti prie MHC I klasés molekuliy.
VPD turi buti dendritiniy lasteliy sugautos, procesuotos ir tik tada, kai
gautas teisingas CTL antigenas pateikiamas subrendusios DL pavirsiuje,
DL gali stimuliuoti CTL lgsteles (6 pav.). Atlikty eksperimenty rezultatai
parodé, kad modelinés VP1-GP33 VPD ne tik efektyviai stimuliavo DL
brendimga in vitro, bet taip pat gerai kaip ir GP33 peptidas aktyvavo GP33
antigenui specifiniy peliy bluZnies CD8* lgsteliy proliferacijg (30, 31, 32
pav.). Be to, VP1-GP33-4 VPD subrandintos DL stimuliavo P14 peliy
bluznies GP33 antigenui specifiniy CD8* T lasteliy proliferacija geriau,
negu pats GP33 peptidas ar DL, paveiktos GP33 peptidu. Gauti rezultatai
patvirtino, kad GP33 CTL antigenas, jterptas j HaPyV VP1 baltymg, DL
buvo teisingai procesuotas ir teisingas GP33 peptidas buvo kryZzmiskai
pateiktas DL pavirSiuje. VPD kryZzminj pateikimg su nesireplikuojanc¢iomis
VPD yra aprase ir kiti autoriai [Keller et al., 2010; Storni and Bachmann
2004; Ruedl et al., 2002; Storni et al., 2002].

Siekiant nustatyti, ar VP1-GP33 VPD in vivo gali sukelti GP33 specifinj
ilgalaikj imuninj atsakg, peléms vieng kartg be jokiy adjuvanty buvo
suSvirksta VPD. VP1-GP33 VPD imunizuoty peliy bluznies GP 33 antigenui
specifiniy CD8* T lgsteliy gebéjimas proliferuoti jrodé, kad pelése susidaré

atminties CD8* T lastelés, kurios sugebéjo atpazinti GP33 antigeng bei
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dalintis. Nors aprasyti eksperimentai parode, kad VP1-GP33 VPD injekcija
sukélé GP33 specifinio CTL imuninio atsako susidarymg, bet dar nejrodé
CTL lasteliy gebéjimo atlikti savo pagrindine efektorine funkcijg - Zudyti
taikinio lasteles. GP33 antigenui specifiniy CD8+ T lgsteliy efektoriné
funkcija buvo tiriama, atliekant eksperimentus su LCMV ir MCA102-GP 33
vezinémis lgstelémis, nes tiek LCMV uzkréstos lgstelés, tiek MCA102-GP 33
vézinés lastelés turi GP33 antigeng ir yra GP33 specifiniy CTL lasteliy

taikiniai.

Yra Zinoma, kad LCMV infekcijg reguliuoja CD8+ lastelés, todél viruso
aptikimas bluZnyje 4-5 dieng po LCMV susvirkStimo byloja apie CTL
lasteliy pelése neveiklumg [Bachmann, 1997]. Vieng kartg peles
imunizavus modelinémis VPD be adjuvanty net 7 i§ 10 (70 %) peliy buvo
visiSkai apsaugotos nuo viruso infekcijos, o 3 i§ 10 (30 %) peliy buvo
apsaugotos dalinai (36 pav.). Daliné, o ne pilna apsauga nuo viruso
infekcijos, kai kuriose pelése galéjo biiti gauta todél, kad buvo suzadintas
nepakankamas (slenkstinis) GP33 specifiniy CD8+ lasteliy Kiekis,
neuztikrinantis pilnos apsaugos nuo LCMV infekcijos. Eksperimentai
parodé, kad chimerinémis VPD imunizuoty peliy GP33 specifiné CD8+*
lasteliy proliferacija in vitro buvo silpnesné nei LCMV imunizuoty peliy
(33 pav.), kurios buvo visiSkai apsaugotos nuo LCMV infekcijos.
Literaturoje yra duomeny, kad net tokio stipraus antigeno, kaip hepatito B
viruso Serdies antigeno pagrindu sukurtos chimerinés VPD su tuo pacCiu
GP33 epitopu, visisSkai apsaugojo peles nuo viruso infekcijos tik
panaudojus adjuvantg (CpG turtingas DNR sekas) [Storni et al., 2002].
Misy atliktuose eksperimentuose virusu infekuotos lgstelés in vivo CTL
lasteliy buvo visiSkai arba dalinai sunaikintos, todél tai jrodo, kad VP1-

GP33 VPD sukélé efektyvaus imuninio atsako susidaryma.

VP1-GP33 VPD imunizuoty peliy atsparumo labai agresyviy MCA102-

GP33 véziniy lasteliy augimui tyrimas papildé ir patvirtino peliy
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apsaugojimo nuo LCMV infekcijos eksperimento rezultatus. Tik
profilaktiSkai LCMV imunizuotos pelés buna visiSkai apsaugotos nuo
MCA102-GP33 véZiniy lasteliy augimo. Terapinés LCMV injekcijos
MCA102-GP33 auglio augimg sustabdo tik laikinai: augliai kuriam laikui
sumazéja ar visai iSnyksta, taciau veéliau pradeda augti augliy ,escape”
variantai, kuriy vézZinés lastelés praranda GP33 antigeng [Blohm et al,

2002].

Pelése, kurios buvo profilaktiskai imunizuotos VP1-GP33 VPD,
MCA102-GP33 augliy vystymasis ir augimas buvo létesnis, lyginant su VPD
neimunizuotomis pelémis, vadinasi, GP33 antigenui specifinés atminties
CD8* T lgstelés buvo suaktyvintos ir turéjo citotoksinj poveikj. Duomenis
apie profilaktiniy VP1-GP33 VPD injekcijy sukeltg efektyvy CTL imuninj
atsakg pelése sustiprino ir rezultatai gauti po terapiniy VPD injekciju.
Peléms su jau pradéjusiais augti MCA102-GP33 augliais terapiskai
suSvirSkus VP1-GP33 VPD, augliy augimas sulétéjo arba laikinai sustojo,
reiskia gydymui panaudotos VPD aktyvavo peliy imunine sistemg, kuri
atpazino auglj ir émé naikinti véZines lasteles. Terapinis VP1-GP33 VPD
poveikis ypatingai svarbus, nes jis parodo, jog VPD aktyvintas imunitetas
kovojo ne tik su pavienémis véZinémis Igstelémis (profilaktinio
eksperimento metu peléms buvo susSvirkSCiama lgsteliy suspensija), bet
sugebéjo kovoti ir su jau esanciu standziu augliu (terapinis poveikis), kuris
imuninés sistemos lgsteléms yra daug sunkiau prieinamas. Kaip ir LCMV
atveju, VPD sukeltas prieSvéZinis veikimas buvo laikinas. Be to, jis buvo
trumpesnis, negu LCMV atveju, nes GP33 specifinés CD8+ T lastelés
negamino IFNy, kuris, kaip nustatyta, yra butinas MCA102-GP33 lgsteliy
Zudymui [Blohm et al, 2002]. Ateityje buty jdomu paanalizuoti, kokiu keliu
VPD indukuotos CTL Igstelés Zudé taikinio 1gsteles.

Nemodifikuoto VP 1 baltymo formuojamos VPD, misy nuostabai, taip

pat sukélé dalinj prieSvézinj ir silpna priesvirusinj atsaka. Tai reiksty, kad
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VP1 VPD, nors silpniau negu VP1-GP33 VPD, bet aktyvavo GP 33 specifines
CD8* T lasteles. PrieSvézinis VPD veikimas buvo gautas panasSus visose
VPD imunizuoty peliy grupése, o esami augliy dydzio kitimo kreiviy
skirtumai buvo ryskesni ankstesnése eksperimento stadijose (37, 39 pav.).
Vienas i$ paaiSkinimy galéty buti VP1 VPD nespecifinis imuninés sistemos
aktyvavimas, kuris ir padéjo kovoti su virusu infekuotomis arba vézinémis
lgstelémis. Taciau eksperimentai parodé, kad VP1-GP33 VPD specifiskai
aktyvavo CD8+ T Iasteles in vitro (30 pav.), o profilaktinés VPD
imunizacijos sulétino tik MCA102-GP33, bet ne MCA102 véZiniy lgsteliy
augimg (37 pav.). Kita VP1 VPD sukelto veikimo priezastis galéty biiti
kryZzmiskai su GP33 epitopu reaguojanciy atminties CD8+ T Igsteliy
aktyvavimas. Yra Zinoma, kad aktyvinant antigenui specifines atminties
CTL lasteles, TCR receptorius, skirtingai nei pirminio imuninio atsako
metu, sgveikauja tik su keliomis peptido aminorugsStimis. Peptidas, esantis
komplekse su MHC, gali buti tik panaSus, nebutinai identiSkas tikrajam
CTL epitopui. KryZzmiSkai reaguojantis epitopas gali turéti Kkeliy
aminorugsciy pakeitimus arba buti visai kitos kilmés ir atsitiktinai
reikiamoje vietoje turéti kelias aminorugstis, kuriy uZtenka prisijungimui
prie TCR, esanfiam atminties lasteliy pavirSiuje. Toks KkryZminis
reaktyvumas yra pastebétas tarp visai nesusijusiy virusy, pvz., LCMV ir
Vaccinia [Kim et al., 2005], gripo ir HIV [Acierno et al., 2003], papiloma ir
corona [Nilges et al., 2003] virusy. Galbut panasus kryZzminis reaktyvumas
yra ir tarp LCMV bei HaPyV. Internetinéje imuniniy epitopy duomeny
bazéje [Selin et al., 2006] pavyko nustatyti, kad HaPyV VP1 baltymas turi 6
potencialius CTL epitopus (H-2DP), kurie yra panasSus i GP33 ir galéety
kryZzmiSkai reaguoti su GP33 specifinémis CTL lgstelémis (24 lentelé).
Norint Sig hipoteze patvirtinti, reikty atlikti papildomus eksperimentus,
pvz., pakeisti kelias VP1 aminorigstis aptikty CTL epitopy vietose ir
patikrinti, ar dingsta kryZminis reagavimas bei nustatyti kaip pakinta

tokiy VPD sukeltas imuninis atsakas.

131



Siame darbe panaudotos modelinés chimerinés VP1-GP33 VPD
tarpusavyje skyrési tik GP33 intarpo vieta VP1 baltyme: VP1-GP33-1
epitopas yra tarp 80-89 ar., 0 VP1-GP33-4 VPD tarp 288-295 ar. Jvertinus
gautus rezultatus, galima teigti, kad abiejy rusiy VPD buvo efektyvios
visuose atliktuose eksperimentuose, taciau aktyvinant CTL lgsteles geresni
rezultatai buvo gauti su VP1-GP33-4 VPD, o stimuliuojant humoralinj
imuninj atsaka - su VP1-GP33-1 VPD. Sie rezultatai sutapo su duomenimis,
gautais panaudojant HaPyV VP1 pagrindu sukurtas chimerines VP1-CEA
VPD (su jterptu CEA epitopu), kai stipresnj humoralinj imuninj atsakg
pries intarpg sukélé VP1-CEA-1 VPD. Skirtumai tarp VP1-GP33-1 ir VP1-
GP33-4 VPD ar VP1-CEA-1 ir VP1-CEA-4 VPD, suzadinant imuninj atsaka,
gali buti susije su skirtingu peptidy pateikimu VP1 baltymo pavirsiuje, o
tai gali jtakoti antikiiny susidarymo efektyvuma. Be to, VP1 baltymo vieta,
j kurig jterptas tikslinis antigenas, dél intarpus supanciy skirtingy
aminorugsciy gali paveikti VPD procesavimo j peptidus efektyvumag

antigenus pateikianciosiose lastelése ir atitinkamai - CTL atsako kokybe.

Siame darbe buvo parodyta, kad peles imunizavus VP1-GP33 VPD
susidaro VPD specifiniai antikiinai (29 pav.). Literatiiroje yra duomenuy,
kad VPD specifiniy antikiny buvimas gali slopinti CTL imuninio atsako
susidarymg [Da Silva et al., 2001], bet daZniau pasitaiko atvejy, kai jj
sustiprina [Den Hann ir Bevan, 2002; Kalergis ir Ravetch, 2002; Ruedl et
al, 2005]. Modelinés chimerinés VP1-GP33 VPD suZadino tiek
humoralinio, tiek lgstelinio imuninio atsako susidaryma, todél panasu, jog
antikuny, specifiniy chimerinéms VPD, buvimas CTL atsakui netrukdé. Gali
buti, kad VPD specifiniy antikiiny buvimas padeda antigenus
pateikianciosioms lgsteléms sugauti VPD (opsonizacija), o tai atitinkamai
sustiprina CTL lagsteliy aktyvavima. HaPyV VP1 pagrindu sukurty VPD
gebéjimas sukelti tiek humoralinj, tiek Igstelinj imuninj atsaka gali buti Siy

VPD pranaSumas.
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Apibendrinant, HaPyV VP 1 baltymas yra geras CTL epitopy neSiklis, o
jo pagrindu sukurtos chimerinés VPD yra tinkamos vakciny, skirty
imuniniam atsakui prie§ norimg CTL epitopg sukelti, kirimui. Chimerinés
HaPyV VP1 baltymo pagrindu sukurtos VPD in vivo yra procesuojamos
dendritinése lgstelése, jterpti CTL epitopai yra kryzmiskai pateikiami
dendritiniy lgsteliy pavirSiuje ir yra sukeliamas Siems CTL epitopams
specifinis imuninis atsakas. VP1 pagrindu sukurtos chimerinés VPD yra
universalios, nes jos gali buti naudojamos ir humoraliniam, ir 1gsteliniam
antigenui specifiniam imuniniam atsakui sukelti bei tinka tiek

profilaktiniy, tiek terapiniy vakciny kiarimui.
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5. REZULTATU APIBENDRINIMAS

| virusus panaSios dalelés (VPD) gali buti perspektyvi peptidiniy
vakciny, skirty imuniniam atsakui pries CTL epitopus sukelti, alternatyva,
kadangi VPD pasiZymi virusams budingomis savybémis - pasikartojanciu
pavirSiumi, virusine kilme, dydziu, gebéjimu sukelti humoralinj ir (ar)
lastelinj imuninj atsaka. Siame darbe buvo parodytos rekombinantiniy
HaPyV VP1 baltymy formuojamy VPD panaudojimo priesvéZiniy vakciny
kirimui galimybés, jvertintas svetimy CTL epitopy iterpimo j VP 1 baltyma
toleravimas, VPD formavimosi efektyvumas bei ijterptam antigenui

sukeltas specifinis imuninis atsakas.

Pirmiausia  buvo  sukurti mieliy  Saccharomyces cerevisiae
producentai, gaminantys HaPyV VP1 pagrindu sukonstruotus chimerinius
(su ivairiais CTL epitopy intarpais) baltymus, su kuriais buvo iStirtos
HaPyV viruso pagrindinio kapsidés baltymo VP1 - svetimy CTL epitopy
nesiklio, savybés. Buvo nustatyta, kad HaPyV VP1 toleruoja jvairius CTL
epitopy intarpus, todél Sis baltymas tinka chimeriniy VPD gavimui mielése
S. cerevisiae. Buvo parodyta, kad HaPyV VP 1 baltymas geriausiai toleravo
vieno ir dviejy CTL epitopy kopijy jterpima. Taip pat buvo nustatyta, kad
GSSG jungtuky panaudojimas svetimy seky jterpimui palengvino
chimeriniy VPD formavimasi tik atskirais atvejais. IStyréme, kad
chimeriniy VPD su trimis skirtingais CTL epitopais gavimui geriau buvo po
vieng CTL epitopus jterpti j skirtingas VP1 baltymo pozicijas, negu ilgesnio
polipeptido, gauto suliejus tris CTL epitopus, jterpimas i vieng VP1
baltymo vietg. Nustatéme, kad VP1 baltymo su sutrumpintu C-galu
panaudojimas CTL epitopy prijungimui netinka. Pasiteisino mozaikiniy
VPD, sudaryty is ,pagalbinio“ nemodifikuoto VP1 baltymo ir chimeriniy
VP1 baltymy kiirimas, nes pageréjo chimeriniy baltymy raiska ir

iSgryninty VPD iSeigos. Taip pat buvo sukurta efektyvesné chimeriniy VPD
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gryninimo schema, kuri sutrumpino ir atpigino chimeriniy VPD gryninima,

padidino iSgryninty VPD iSeigas.

Buvo iStirtas chimeriniy VPD su jterptais CTL epitopais gebéjimas
sukelti antikiiny pries jterptus peptidus sinteze pelése. Buvo nustatyta,
kad chimerinés VPD su CTL epitopy intarpais (MUC, CEA, GP33) peléese
sukélé VP1 baltymui bei jterptiems 9 aminorugsciy ilgio CTL epitopams
specifinj humoralinj imuninj atsakga. Stipresnis atsakas buvo su VPD,

turinc¢iomis CTL epitopa 1-ojoje VP 1 baltymo pozicijoje (80-89 ar.).

Norint istirti HaPyV VP1 pagrindu sukurty chimeriniy VPD gebéjimag
sukelti jterptai sekai specifinj CTL imuninj atsaka, buvo sukurtos

chimerinés VP1-GP33 VPD, turincios jterptg modelinj GP33 CTL epitopa.

Pirmiausia su modelinémis chimerinémis VPD in vitro buvo iStirtas
VPD gebéjimas subrandinti dendritines Igsteles bei stimuliuoti GP33
antigenui specifines CTL lasteles. Taip pat buvo parodyta, kad chimerinés
VPD su CTL epitopy intarpais Zmogaus bei pelés dendritiniy lgsteliy buvo
teisingai procesuojamos, jas subrandino, o subrendusios dendritinés

lastelés efektyviai stimuliavo epitopui specifines CTL lgsteles.

Tiriant modeliniy chimeriniy VP1-GP33 VPD gebéjimg sukelti GP33
specifinj CTL imuninj atsaka in vivo, buvo parodyta, kad vienkartinis VPD
suSvirkStimas be jokiy adjuvanty pelése suzadino ilgalaikio GP33
antigenui specifinio imuninio atsako susidarymg, o susidares imuninis
atsakas buvo efektyvus - jis i$ dalies arba visiSkai apsaugojo peles nuo
LCMV infekcijos. Be to, buvo nustatyta, kad profilaktiné peliy imunizacija
modelinémis VPD be adjuvanty pristabdé modeliniam antigenui specifiniy
veziniy lgsteliy augima, o pakartotiniai terapiniai VPD suSvirkStimai

slopino jau esamy antigenui specifiniy augliy augima.
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HaPyV VP1 baltymas yra geras CTL epitopy nesiklis, o jo pagrindu
sukurtos chimerinés VPD tinka vakciny, skirty imuniniam atsakui pries

norimg CTL epitopa sukelti, kurimui.
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ISVADOS

HaPyV viruso pagrindinis kapsidés baltymas VP1 toleruoja jvairiy
svetimy CTL epitopy intarpus, todél VP1 yra tinkamas baltymas-
nesiklis chimeriniy VPD gavimui mielése S. cerevisiae.

Chimeriniy VPD savybés priklauso nuo konkrecios j VP1 baltymg
jterptos svetimos sekos savybiy, taciau parinkus jterpiamam
antigenui tinkamiausig chimeriniy VPD gavimo buda (jterpimo vietg,
intarpy kopijy skai¢iy, papildomy seky-jungtuky panaudojimag,
pagalbiniy nemodifikuoty baltymy pridéjimg ir kt.) galima pagerinti
VPD susidarymo efektyvumg ir iSeigas.

Chimerinés HaPyV VP1 pagrindu sukurtos VPD su CTL epitopy
intarpais pelése sukelia tiek baltymui neSikliui, tiek ir jterptiems CTL
epitopams specifinj humoralinj imuninj atsaka.

Chimerinés HaPyV VP1 VPD su CTL epitopy intarpais subrandina
dendritines lasteles, kurios efektyviai stimuliuoja j VP1 baltymag
jterptam epitopui specifines CTL lgsteles in vitro.

Modeliniy chimeriniy VP1-GP33 VPD suSvirkstimas peléms suzadina
antigenui specifinio CTL imuninio atsako susidaryma in vivo:

5.1 vienkartiné peliy imunizacija chimerinémis VP1-GP33 VPD
be jokiy adjuvanty suZadina ilgalaikio antigenui specifinio
CTL imuninio atsako susidarymg ir visiSkai arba i$ dalies
apsaugo peles nuo modeliniam CTL epitopui specifinio
LCMV viruso infekcijos;

5.2 profilaktiné peliy imunizacija VP1-GP33 VPD be adjuvanty
pristabdo modeliniam antigenui specifiniy véziniy lgsteliy
augimg, o pakartotinés terapinés injekcijos slopina jau
esamy augliy augima.
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PADEKA

Visy pirmiausiai esu dékinga savo Mamai, uz jskiepyta Ziniy troskimg (nuo
tada kai dar net néjau j mokyklg) ir uz meile, palaikymg bei pasiaukojima,
kuriuos jauciu kiekvieng savo gyvenimo akimirky. Be Taves a$ niekada nebui¢iau
tapusi tuo kuo esu.

Acit dr. Jonui Rubikui, kuris pirmasis mane supazindino su biochemiko
darbu tikroje laboratorijoje ir taip graZiai bei uZdeganciai papasakojo apie DNR
3’ ir 5’ galus, kad mokslininko darbu nesusiZaveéti negaléjau!

Acit prof. Kestuc¢iui Sasnauskui, kad mane priémé j savo laboratorijos
Seimg ir suteiké puikias darbo salygas. Taip pat dékoju uz vertingas pastabas ir
patarimus rasant disertacijos rankrastj.

Ypatingai dékoju savo darbo vadovei dr. Almai Gedvilaitei, uzZ vadovavima,
mokyma, Zinias, uz tyrimy objektg, darbo salygas, uz igyta didele darbo patirtj,
uZ parodytg pasitikéjimg ir uz visas man suteiktas galimybes.

NuoSirdZiai dékoju dr. Ulrikei Blohm uZ rupestj ir Silta atmosfera, ilgy
stazuociy jos laboratorijoje metu, bei jos laborantei Steffanie Kno ffel uz pagalba
[T klasés saugumo laboratorijoje.

Acit dr. Raineriui Ulrich uZz galimybe staZuotis jo laboratorijoje ir uZ
Saunias mokslines diskusijas.

Dékoju dr. Aurelijai Zvirblienei uZ nei$semiamus antikiiny klodus,
konsultacijas imunologijos klausimais ir vertingus patarimus rasant disertacijg,
dr.Juozui Staniuliui uzZ pirmasias dirbo su elektroniniu mikroskopu pamokas,
P. Grigui uZ konsultacijas statistikos klausimais.

Esu dékinga laboratorijos vadovui dr. Gintautui Zvirbliui, dr. Lolitai, bei
EGIS‘o kolektyvui uZ palaikymg; draugiSkas zvilgsnis ir Siltas Zodis daro
stebuklus.

Taip pat acitl visam tuzinui savo maZzyjy studenty, kuriuos mokydama is jy
mokiausi ir pati. Laikas praleistas dirbant su studentais man teiké didZiulj
malonuma.

NuoSirdZiai dékoju draugams dr. Martui ir dr. Virgai Krupoviciams, kurie
visus doktorantiiros studijy metus man siunté tuntus straipsniy pdf formatu,
kiek ir kokiy tik uzsigeisdavau. Jusy kantrybé begaliné!

Acit déstytojams, bendramoksliams ir draugams, tiesiai ar per aplinkui
(Ziniomis, patirtimi, tvirtu petim), Jus visi prisidéjote prie to, kad a$ Siandien
rasau paskutines disertacijos eilutes.

Ir ypatingai esu dékinga savo vyrui Egidijui. UZ besalygiSka meile ir
supratimg, uz begaline kantrybe ir palaikyma, kurj jauciu visur ir visada. Aciu
Tau.
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