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Dar ba anotacija

Pateicoties unikalal telpiskai struktioral un passavaksanas spejam, hepatita B virusa kora
(HBc) proteins un ta C terminali saisinata forma tiek plasi izmantoti ka svesu epitopu un proteinu
fragmentu nesgji. Saja petjjuma C terminali saisinatie HBc ekspresijas vektori tika izmantoti dazadu
hepatita C virusa (HCV) proteinu (kora, E2 un NS3) fragmentu ekspongsanai. HBC/HCV himeru
proteinu konstruesanai tika izraudzitas divas galvenas piegjas. (1) svesu sekvencu insercijas HBc
galvenaja imunodominantgja ragjona (MIR) un (2) izveleto secibu sapludinasana ar HBc C galu.
Visas izveidotas konstrukcijas inducgja relativi augstu rekombinanto proteinu sintézes Iimeni E.coli
stnas, kaut gan ne visi himerie proteini bija spejigi passavakties virusveidiggjas dalinas (VLPS).
Tadgjadi, HCV kora fragmenta aa 1-98 un hipervariabla rajona 1 (HVR1) tetraméra insercija MIR
rgona, ka art HCV NS3 fragmenta aa 202-326 sapludinasana ar HBc C galu noveda pie
nepilnvertigu kapsidu un proteinu agregatu veidosanas, noradot uz HCV fragmenta insercijas vietas
nozimi un svesu sekvencu ietekmi uz HBc kapsidu struktaru. Lai pilnveidotu himéra proteina
imunogenitati, konstrukcija HBcCterm/core98 tika ieviestas divas modifikacijas. (i) RGD tripeptida
insercija HBc proteina N gala un (i) SPRRR ‘astes insercija HBc C gala. Tiesam,
HBcCterm/core98 konstrukcija, kas saturéja RGD tripeptidu, inducgja krietni augstaku anti-HBc
antivielu titru un spécigaku anti-HBc proliferativo imino atbildi neka HBcCterm/cored8 un
HBcCterm/core98-SPRRR konstrukcijas, tadejadi liekot domat par labaku proteina uzpemsanu ar
antigenu prezentgjosam sanam. HBcCternVHVR1tetramer VLPs izradijas par visefektivako
HBCc/HCV imunogénu no visam testetgiam konstrukcijam. Tas spéja inducet HCV specifisku imano
atbildi, ka humoralu, ta at T sanu proliferativo. Interesanti rezultati tika ieguti ar
HBcCterm/NS3/327-482 himero proteinu, jo tika sasniegta tikai humorala HCV specifiska imiina
atbilde. HCV specifiskas T sunu atbildes trakums lika secinat par HBcCterm/NS3/327-482
konstrukcijas T stanu neatkarigas imanas atbildes indukciju. Lai noteiktu anti-HVR1 tetraméra
antivielu neitralizéjoso potencialu, ar HBcCterm/HV R1tetramer VLPs imunizéto pelu serumi tika
izmantoti surogata HCV ,virusa neitralizacijas’ testa. Eksperiments paradija, ka imunizéto
dzivnieku serumi spéja inhibet HCV-lidzigu dalinu (1a un 1b genotipu) saistisanos ar Huh7 stnam,
paradot krosreaktivitates HCV-neitralizéjosas spéjas. legatie rezultati demonstré principialu HBc
atvasinato VLP izmantosanas iespeju jauna tipa HCV-specifisko imunogenu izveidei. Sadu
imunogénu izveide balstas uz: (i) himéro dalinu dizaina optimizaciju, (ii) mozaikveida dalinu
izmantosanu, kas satur vairakus epitopus no dazadiem HCV proteiniem, un (iii) $o optimizéto
konstrukciju spéju inducét ne tikai humoralu, bet art specigu un plasu stinu imiano atbildi pret

vairakiem virusa epitopiem.



Darba aktualitate

Tiek aprekinats, ka 3% pasaules iedzivotaju — vairak ka 170 miljoni cilveku- ir inficgti ar
hepatita C virusu (HCV). Lielaka dala infekciju pariet hroniskaja faze, ko nav iespéjams izarstet
vairakumam pacientu, kas savukart noved pie cirozes un hepatocelularas karcinomas. Laka
posma no 2006.gada janvara lidz 2006.gada decembrim Latvija tika registréti 1339 hroniska
hepatita C  gadijumi un 105 &kata  hepatita C  infekciju  gadijumi
(http://www.sva.lv/epidemiologija/statistikal). Hroniska hepatita C pacientu skaits bija pieaudzis

par 30% salidzinajuma ar 2005.gadu un par 76% - salidzinajuma ar statistiskgjiem datiem, kas
tika ieguti pedejo piecu gadu laika (http://www.sva.lv/epidemiologija/statistikal). Pasreiz esosas

mediciniskas arstésanas iespgjas ir ierobezotas. Patiesam, hroniska HCV infekcija ir visbiezakais
iemesls aknu parstadisanai. Neskatoties uz to, ka ar molekularas biologijas metodem viruss tika
atklats jau 15 gadus atpakal, ka art tika noteikta ta genoma seciba, misu zinasanas par virusu un
aizsargmehanismu dabu ir niecigas. Lidz sim zinatniekus aizkavéja stinu kulttru sistemas
trakums, kas nelava producét infekciozu virusu, ka ari ne primatu dzivnieka modela trakums.
Sobrid izveidojusies situacija skaidri parada jaunu profilaktisku un terapeitisku piegju
nepieciesamibu, kas spetu noverst talaku HCV izplatibu un nodrosinatu efektivaku pretvirusa
terapiju cilvekiem, kas cies no hroniska hepatita C.

Tiek uzskatits, ka efektivai HCV vakcinai jabat spejigai inducgt specigu, ilgi darbojosos un
krosreaktivu humoralo imano atbildi, ka art multispecifisku stnu imano atbildi, kas ieklauj gan T
helperu (Ty) limfocitus, gan citotoksiskos T limfocitus (CTL) (Neumann-Haefelin et al., 2005;
Rollier et al., 2004; Bowen & Walker, 2005; Torres et al., 2004; Rehermann & Nascimbeni,
2005). Sadas vakcinas izstrades cela ir daudz griitibu. HCV infekcijas gaita un HCV mehanismi
iedarbiba uz saimnieka organismu ir loti sarezgiti proces, kas vél 1idz sim nav labi izprotami.
Butu precizi jadefing art savstarpgji saistito imunologisko faktoru sistémas ietekme uz slimibas
gaitu vai neuznemibu pret to. Turklat, HCV tiek raksturots ar augstu genoma sekvences mainibu
un ,kvazi sugu” izplatibu inficgtaja saimnieka. Retas un dargas simpanzes vél joprojam ir
vienigais piegjamais dzivnieka modelis HCV infekcijas petjumiem. Neskatoties uz visam §im
gratibam un ierobezojumiem, vérojams progress tika sasniegts pedejo dazu gadu laika, un tiek
petiti vairaki vakcinu kandidati. Starp tiem ir rekombinantu proteinu subvienibu vakcina, peptidu
vakcing, dziva rekombinanta vakcina, virusveidigas dalinas un DNS vakcina (Torres et al.,
2004; Houghton & Abrignani, 2005; Lechner et al., 2002; Inchauspe & Feinstone, 2003; Encke
et al., 2005; Duenas-Carrera, 2004). Visas §is piegjas ir daudzsolosas, kaut gan katrai no tam ir
dazas nepilnibas un ierobezojumi, un to pielietosanu mediciniskaja prakse vel ir nepieciesams
noteikt. Visdrizak, efektiva nakotnes HCV vakcina tiks balstita uz diviem vai vairakiem
imunogeniem, viens, no kuriem varétu bat multi epitopu virusveidigas dalinas (VLPS). Viens no
daudzsolosakajiem VLP kandidatiem ir himéras dalinas uz hepatita B virusa kora antigena
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(HBcAg) pamata. Galvena strukturala rekombinantu HBc dalinu prieksrociba ir to pilnveidota
imunogenitate, veidojoties kovalentam saitém starp B un Ty epitopiem, ka ari HBCAQ spéja
Luzvesties’ gan ka T sunu atkarigam antigénam, gan ka T sanu neatkarigam antigénam.
Rezultata HBc dalinas inducé augstus antivielu titrus un specigu T stnu proliferativu atbildi
(Ulrich et al., 1998; Pumpens & Grens, 2001). HBc dalinu perspektivas tika demonstrétas
pavisam nesen veiksmigaja kliniskaja petijuma fazeé | malarijas vakcina, kas tika izveidota uz
HBcAg platformas (Oliveira et al., 2005).



Darba merkis
Sis pétjjums tika fokussts uz HBC/HCV himeéru virusveidigu dalinu konstrukciju

specifiskas anti-HCV humoralas un stnu imanas atbildes iegisanal pelés. Lai sasniegtu o merki,
tikaizvirziti sekojosi uzdevumi:

1) Atbilstosu HCV proteinu — kora, E2 un nestrukturala proteina 3 (NS3) — epitopu vai
epitopu klasteru identifikacija.

2) Piemcrotas ekspresijas sistémas un attieciga HBc vektora HCV determinansu
insercijai izvele.

3) Attiritu himéru HBc/HCV virusveidigo dalinu raksturosana.

4) HBc/HCV proteinu imunogenitates novertésana peles.

5) Tiesi ekspresstu HCV proteinu un attiecigu HBC/HCV dalinu imunogenitates
salidzinosa analize.



| eskats HCV vakcinu izstr ade

Kadu laiku atpakal efektiva vakcinacija pret HCV tika uzskatita par attalu iespéjamibu.
Tris faktori bijatam par pamatu: augsta HCV spéja veicinat hronisku persistentu infekciju (Alter
& Seeff, 2000); pieradijums, ka veselibu atgastosie slimnieki un Simpanzes, var tikt atkartoti
inficeti (Lai et al., 1994); un véra nemama §i, pozitivi ladéta vienpavediena RNS, virusa
genctiska daudzveidiba (Simmonds, 2004). Situacija sodien ir pozitivaka divu iemeslu dgl.
Pirmkart, tagad mes zinam, ka spontana virusa iznicinasana notiek |idz pat 50% akiito infekciju
gadijumos (Seeff, 2002), un, ka §1 atbrivosanas no virusa ir saistita ar specifisku imano atbildi
pret virusu. Tadgjadi, sadas imanas atbildes atjaunosana ar atbilstosas vakcinacijas palidzibu,
klast par realu iespéju. Otrkart, nesen tika iegati skaidri pieradijumi par iedzimto imunitati gan
cilvékos (Mehta et al., 2002), gan Simpanzés (Weiner et al., 2001; Bassett et al., 2001; Landorf
et al., 2004). (Simpanze ir vienigais piegjamais dzivnieka modelis, un tam attistas slimiba tikai ar
merenam kliniskajam sekam.) Veselibu atgustosie slimnieki un simpanzes vismaz ir dalgji
pasargati pret atkartotu inficesanos ar virusu. Ir svarigi, ka aizsardziba pie atkartotas inficesanas
parasti ir hroniskas persistentas infekcijas noversanas Iimeni, nevis akitas saslimsanas
noversanas limeni. Bet $o faktu butu iespéjams izmantot efektiva profilakse, jo cilvekiem tiesi
hroniska persistenta HCV infekcijas daba galvenokart tiek saistita ar virusa patogenitati (Alter &
Seeff, 2000; Seeff, 2002). Neskatoties uz to, ka daziem individiem attistas hroniska infekcija
(Farci et al., 1992), vairakumam tas nenotiek (Mehta et al., 2002; Weiner et al., 2001; Bassett et
al., 2001; Landorf et al., 2004). Tas liecina, ka vismaz dalgji efektivas pret HCV vakcinas
izstrade ir izpildama. Tiesam, arkartigie vakcinu efektivitates dati, kas tika iegtti uz simpanzes
modela, norada, ka vakcingtagjos dzivniekos ir iespéjams kavét infekcijas progresesanu hroniskaja
faze. Tikai pavisam nesen kluva iespgjams efektivi audzet HCV virusu siinu kultara (Wakita et
al., 2005; Zhong et al., 2005; Lindenbach et al., 2005), un lidz ar to, vél nav izverteta inaktivetas
va dzivi novajinatas vakcinas iespéja. Tadgjadi vakcinu piegjas ieklavusas adjuvétas
rekombinantas virusa polipeptidu subvienibas, méginot inducgt virusu neitralizejosas antivielas
pret apvalka glikoproteiniem 1 un 2 (gpE1 and gpE2), ka art inducet MHC klases |1 restrikteto
CD4" Ty un MHC klases | restriktéto CD8" CTL limfocitu atbildes uz siem vai citiem virusa
proteiniem. Abi T sanu tipi spgj izdalit pretvirusa citokinus tadus ka, interferons-y (IFN-y), un
CD8" CTL piemit potencials nogalinat inficétas siinas.

Samera griiti ir inducgt CD8" CTL izmantojot polipeptidu subvienibu vakcinas, kaut gan
noteikti adjuvanti to spéj (Polakos et al., 2001; Pearse & Drane, 2005). Dazadas plazmidu DNS
vakcinu formas ari tiek petitas HCV gpecifiskas humoralas un celularas imanas atbildes
inducgsana pret iekodetiem antigéniem, kas tiek no jauna sintezéti transficéto sanu citosola un
var biit efektivi CD8" CTL veidosana. DNS vakcinas satur art imunostimulatoros deoksicitozina
deoksiguanozina (CpG) motivus, kas spgj aktivet antigénu prezentéjosas dendritu Sanas
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(Houghton & Abrignani, 2005). Tas novestu pie iedzimtas iminas atbildes (tada ka 1.tipa
interferonu sintéze un naturalas galinatajsanas (NK)) stimulacijas, ka art adaptivas B un T siinu
atbildes uz vakcinas antigeniem. Dazadi dzivi novajinati vai defektivi virusu vai bakteriju
vektori, kas ekspress HCV genus, ar tiek pétiti, jo vakcinas imunogenitate var tikt uzlabota ar
efektivaku HCV antigenu ekspresiju un nogadasanu. Dazos gadijumos tas var ieklaut antigenu
prezentgjosu stunu merkesanu. Atskirigu iniciésanas/stimulésanas imunizacijas panemienu piegja
ari tiek izmantota vakcinas imunogenitates un potences optimizacijai (Houghton & Abrignani,
2005). Sobrid [oti daudzi pienem, ka HBc nesgjs ir spejigs nodrosinat augstu svesu B un T §anu
epitopu imunoigenitati (Ulrich et al., 1998; Milich et al., 1995; Pumpens et al., 1995; Schodel et
al., 1996; Pumpens & Grens, 1999; Murray & Shiau, 1999). Papildus tadai HBc nestja dalas
ipasibai, ka T sunu palidzibas nodrosinasana, HBc kapsida kalpo par sarpnieku T sanu
neatkarigas humoralas iminas atbildes veidosanai pret svesgjiem epitopiem, pateicoties
daudziem epitopu atkartojumiem un atbilstosai epitopu atrasanas vietai (Fehr et al., 1998).

Jau ieprieks tika veikti vairaki eksperimenti ar HCV proteinu fragmentu inserciju HBc
vektoros, bet so pétijumu merkis bija citads. HCV kora proteina insercijas C gala demonstréja
arkartigu HBc dalinas ietilpibu ka VLP nestja: 559 aa gara insercija netraucéja himeru
savaksanos, un pat 741 aagara insercijatika veiksmigi eksprestta, zinama mera pielaujot himeru
savaksanos (Yoshikawa et al., 1993). Ar HBc C galu sapludinatas HCV kora (Claeys et al.,
1992; Wu et al., 1999) un NS3 (Claeys et al., 1995) proteina sekvences tika veiksmigi
izmantotas HCV specifisku antivielu notelksanai fermentativajas imunologiskajas reakcijas.

Loti svariga un praktiska HBc modela prieksrociba ir ta, ka himéros HBc atvasinajumus ir
viegli attirt ar gelfiltracijas vai saharozes gradienta centrifugésanas palidzibu, pateicoties to
strukturétai dabai (Pumpens & Grens, 2001). C gala saisinatie varianti var tikt paklauti
disociacijai ar turpmako reasociacijas soli, lai atbrivotos no ieksgjiem piejaukumiem un iegatu
no nukleinskabes brivus paraugus. Ipass HBc atvasinajumu attirisanas protokols vakcinas
kvalitates Itmeni tika izstradats, pievienojot seSu histidinu ‘asti’ HBc C terminali saisinatajam
proteinam (Wizemann & von Brunn, 1999). No otras puses, pilna garuma HBc himgru
atvasinajumu speja kontroleti iepakot nukleinskabi var tikt izmantota talakai §1 nesgja

izmantosanal genu terapijas eksperimentos (Pumpens & Grens, 2001).



Iss metozu apraksts

Pamata DNS metodes

Eksperimenti ar DNS tika veikti izmantojot standarta procediras (Sambrook et al., 1989).
Polimerazes kédes, DNS restrikcijas un ligésanas reakciju apstakli tika izveléti pec attieciga
fermenta razotaja (Fermentas) ietelkuma. DNS mutagenczes procedira tika izpildita atbilstosi
kita razotaja (Stratagene) protokolam. Escherichia coli (E. coli) celms XL1-Blue
(F::Tn10(Tet)proA'B* lacl? A(lacZ)M15 / recAl endAlgyrA96 (Na) thi-1 hsdR17 (rymy)
ginv44 relAl lac)) tika izmantots plazmidu klongsanai un pavairosanal. Katras plazmidas
detalizetu aprakstu var atrast individualaja publikacija.
Rekombinantu plazmidu ekspresija E.coli §inas

Rekombinantu plazmidu ekspresija himéru HBc/HCV virusveidigu dalinu iegisanai tika
veikta pec jau publicgta protokola (Borisova et al., 1999; Konig et al., 1998). Rekombinantu
plazmidu ekspresija histidina sapludinatu (6xHis) HCV proteinu ieguisanai tika veikta atbilstosi
pQE-60 vektora razotaja (Qiagen) protokolam. E. coli celmi K802 (Feld (McrA") metBl lacYl
or Alac(l-Y)6 galK2 galT22 ginv44 hsdR2 (rem¢") merB), IM109 (F traD36 proA'B* lacl®
A(lacZ)M15 / el4 (McrA’) A(lac-proAB) endAl gyrA96 (Nal) thi-1 hsdR17(rmy") glnV44
relAl recAl) un GI698 (F A" lacl? lacPL8 ampC::Pyp ¢l mcrA merB INV(rnnD-rnnE)) tika
izmantoti pétjjuma konstruéto HBC/HCV plazmidu ekspresijai. E. coli celms JM109 tika
izmantots histidina sapludinatu HCV proteinu ekspresijai.

Rekombinantu proteinu attirisana

HBC/HCV proteinu paraugu iegiasanai prieks pelu imunizacijas tika izmantota divu
proteinu attirisanas metozu (gelfiltracija un centrifugésana saharozes gradienta) kombinacija
Detalizétaku aprakstu skatit attiecigaja publikacija.
6" His HCV proteinu attirisana tika veikta izmantojot metalu afino hromatografiju uz nikela
nitrilotrietikskabes (Ni-NTA) agarozes un 6M guanidinhidrohlorida lizes buferi atbilstosi

—_

proteinu attirisanas protokolam denaturgjosos apstaklos (Qiagen).

Poliakrilamida gela elektroforéeze (SDS-PAGE), imunoblota analize un imunodifazija
SDS-PAGE analizei attiritie proteinu preparati (5 pug uz katru géla joslu) tika sajaukti ar
SDS gela elektroforézes paraugu buferi, kas saturéja 2% SDS un 5% p-merkaptoetanolu, un
silditi 10 min 100°C. Proteini tika sadaliti 15% SDS poliskrilamida gela vertikalajas
elektroforezes kameras (Bio-Rad). Imunoblota analize tika veikta ka aprakstits ieprieks (Towbin
et al., 1992). Imunodifiizija tika veikta 0.8% agarozes géla PBS buferi. Poliklonalas cuku anti-
HBc antivielas tika pievienotas centralajai géla saninai. Dazadi HBC/HCV attiritie himéerie
9



proteini un kontroles paraugi: nativais pilna garuma HBCAg un saisinatais HBc proteins, tika
pievienoti gela periferijas saninam ekvimolarajos daudzumos. Pec 48 h inkubacijas agarozes géls
tika nokrasots ar etidija bromidu, lai detektétu nukleinskabes iepakosanos himergjas

virusveidigajas dalinas. Pec tam gélstika izzavéts un nokrasots ar Coomassie Brilliant blue R250

krasu.

HCV veidigo dalinu (HCV-LP) neitralizacijas analize

Serumi no dzivniekiem, kas tika imunizeti ar HBc/HVR1tetramer dalinam, tika izmantoti
HCV-LP neitralizacijas testa (Steinmann et al., 2004). Isuma, HCV-LPs (sastav no E1/E2
proteiniem, iegutas izmantojot bakulovirusa ekspresijas sistému kukainu sinas, la vai 1b
genotipa, athilst aptuveni 0.25 ug HCV-LP E2/ml) tika inkub&tas ar imuniz&to dzivnieku serumu
vai kontroles seruma vairakiem atskaidijumiem 1 h 37 °C. HCV-LP/seruma kompleksi tika
pievienoti HUH-7 §anam (1.5 x 10° $anu uz bedriti) un inkubgti 1 h 4°C. Pec mazgasanas ar
PBS, ar sunam saistijies HCV-LP E2 daudzums tika novertéts, izmantojot plismas citometriju ar
monoklonalajam Simpanzes anti-HCV E2 antivielam 49F3. Paraléli tika veikta HCV-LP
saistisanas inhibicija ar monoklonalajam anti-HCV E2 antivielam AP33 (50 pg/ml) (pozitiva
kontrole). HCV-LP saistisanas PBS klatbatne = 100%.
Pelu imunizacija

Pelu matites BALB/c (H-2% tika turétas standarta patogenu brivajos apstaklos Esenes
Universitates Centralaja dzivnieku laboratorija Vacija. Astonas pelu grupas, pa sesam pelém
katra, tika izmantotas imunizacija ar himérgjam HBc/HCV VLPs un rekombinantajiem 6° His
HCV proteiniem. Detalizétaku aprakstu skatit atbilstosaja publikacija.

ELISA un proliferacijastests

Tiesa ELISA metode tika izmantota seruma antivielu noteiksanai imunizétajos dzivniekos.
Sim nolakam, 96 sinu plates (PolySorp, Nunc) tika parklatas ar attiritajiem rekombinantajiem
core98/6” His, NS3/202-482/6" His, 6 His’HVR1tetramer proteiniem vai nativajam HBCcAgQ
dalinam koncentracija 10 ug/ml. Plasu saninas tika blokétas ar 5% tela embrija serumu (FCS).
Imunoplates, parklatas ar core98/6” His, tika izmantotas anti-HCV kora antivielu noteiksanai,
imunoplates, parklatas ar NS3/202-482/6" His, tika izmantotas anti-HCV NS3 antivielu
detektesanai, imunoplates, parklatas ar 6" HiHV R1tetramer proteinu, tika izmantotas anti-HCV
HVR1tetramer antivielu noteiksanai, un plates, parklatas ar HBCAg, tika izmantotas anti-HBc
antivielu detektesanai ar HBC/HCV VLPs imunizéto dzivnieku serumos. Blokétas plates tika
inkubgtas 1 h 37°C ar imunizeto dzivnieku serumu Sérijveida atskaidijumiem vai kontorles
dzivnieku serumiem. Kopgja antivielu titra noteiksanai plates talak tika inkubgtas 1 h 37°C ar
HRP konjugétam anti-pelu 1gG antivielam (Sigma). Antivielu IgG apaksklasu titru noteiksanai
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plates tika inkubgtas 1 h 37°C ar HRP konjuggtam anti-pelu 1gG1 vai 1gG2a sekundarajam
antivielam (BD Pharmingen). Plates tika attistitas ar o-fenilendiaminu (Sigma), un optiskais
blivums tika nolasits uz 492 nm vilpa garuma.

Proliferacijas testam liesas sinas , 1 x 10° sanas/ml, no imunizétajiem dzivniekiem vai
kontroles dzivniekiem tika audzztas 37°C trijos atkartojumos 96 sininu plates ar plakanu dibenu
RPMI 1640 barotné (PAA Laboratories) ar 10% FCS, 100 vienibas/ml penicilinu un 100 ug/mi
streptomicinu. Sanas tika stimulétas ar 5 pg/ml konkanavalina A, rekombinantu core98/6” His,
NS3/202-482/6" His, 6" HigHVR1tetramer un nativajam HBc dalinam. Ceturtga diena pec
stimulacijas tika pievienots *H-timidins (1 uCi uz $aninu). Stnas tika inkubétas papildus 24 h, un
pec tam tika izmérita *H-timidina inkorporacija DNS molekulas. Stimulacijas indekss (Sl) tika
aprekinats ka vidgjais cpm, kas tika nomerits pec stimulacijas ar antigenu, izdalits ar videjo cpm,

kas tika nolasits stnam inkub&tajam tikai ar barotni. SI >3 tika uzskatits par pozitivu rezultatu.
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Rezultatu parskats

Himeéro HBc/HCV proteinu ekspresija un to raksturosana

Meés bijam ieinterescti konstruét himéras HBc dalinas ar dazadiem HCV proteinu
epitopiem. Par sakumpunktu misu pétijumiem bija agrakajos eksperimentos iegitie pozitivie
rezultati HCV proteinu fragmentu ekspresija ka HBCAQ sapludinatu proteinu, un $o himero
konstrukciju izmantosana diagnostikas mérkiem (Yoshikawa et al., 1993; Claeys et al., 1995;
Wu et al., 1999). Lai atrisinatu $o jautajumu, mes izvelgjamies tris hepatita C virusa proteinus.
koru, apvalka proteinu 2 (E2) un nestrukturalo proteinu 3 (NS3). Masu izvéle balstijas uz
sekojosajam atzinam: (1) antivielas pret HCV koru slimibas gaita paradas pirmas salidzinajuma
ar antivielam pret citiem HCV proteniem (Van der Poel et al.,, 1991); (2) kors ir
viskonservativakais HCV proteins, pec kura nak konservativas secibas NS3 un NS5 proteinos
(Okamoto et al., 1992); antivielas pret apvalka proteiniem ir pirmie kandidati uz virusa
neitralizéjoso antivielu statusu; (4) E2 proteina hipervariablais rajons 1 (HVR1) satur ne tikai B
stinu epitopus, bet ar1 T stnu epitopus; (5) tika paradits, ka T helperu atbilde uz NS3 epitopiem ir

saistita ar virusaiznicinasanu akiitaja hepatita C infekcija; un (6) visnozimigakie NS3 proteina T

HBEMIR/HCVeore | HBc [HCVeore (aa 198) | HBe |
1 78 78 149
HBcMIRHVR1tetramer | HBc | HvRitetramer | HBc |
1 78 78 149
HBcCterm/core98 | HBc (aa 1-144) |HC\fcure {aa 198) |
HBEcCterm/core151 | HBc (aa 1-144) |HC\fcure {aa 1-151) |
HBcCterm/core173|  HBc (aa 1-144) HCveore (aa 1-173) |
HBcCterm/HVR1tetramer|  HBc (aa 1-144) [HvR1tetramer |
HBcCterm/NS3/202326 | HBc (aa 1-144) [HCV NS3 (aa 202.326) |
HBcCterm/NS3/327482 | HBc (aa 1.149) [HCV NS3 (aa 327482) |
SPRRR
1
HBcCterm/core98.SPRRR|  HBc (aa 1-144) [HCvcare (aa 198)
RGD
HBcCterm-RGD/core9d | HBc {aa 1-144) |HC\r"cure (aa 198) |

1.attels. Petzjuma izmantoto himero HBc/HCV konstrukciju shematisks attel ojums.

helperu epitopi neatskiras vai parada tikai dazu aminoskabju atskiribu starp HCV genotipiem
(Diepolder et al., 1998).

Misu petijjums tika fokusets uz HCV genotipu 1b, jo genotips 1 ir plasi izplatits (tiesi
genotips 1b dominé Latvija), ka a1 tika zinots, ka tas ir saistits ar augstaku RNS [imeni,
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progresgjosu infekciju un vaju arstésanas efektivitati (Tanaka et al., 1996; Kobayashi et al.,
1996).
Balstoties uz  piegjamiem  eksperimentaliem  datiem par HCV  epitopiem

(http://hev.lanl.gov/content/immuno/immuno-main.html), tika izraudziti sekojosi HCV proteinu

fragmenti:

Vv HCV kors1-98 aa, 1-151 aa, 1-173 ag;

v HCV NS3 202-326 aa, 327-482 ag;

vv HCV HVR1 rajons ir stipri mainigs, tapeéc mes esam izmantojusi ¢etrus HVR1 secibas
variantus HVR1 tetraméra molekulas iegasanai, kas spetu inducét plasu un krosreaktivu
imunitati (detalizétakai informacijai skatit atbilstosu publikaciju). Agrakos pétijjumos tika
zinots, ka visi Sie varianti reageé ar lielu skaitu hroniska hepatita C pacientu serumu
(Zucchelli et al., 2001; Puntoriero et al., 1998; Khudyakov, nav publicéts).

Himéru HBC/HCV dalinu konstrugsanai tika izmantotas divas piegjas (l.att.): (1) svesas
sekvences tika klongtas HBCAgQ proteina galvenaja imunodominantaja ragjona (MIR); (2) HCV
sekvences tika sapludinatas ar saisinata HBCAg proteina C galu.

Visas izveidotas rekombinantas plazmidas ar HCV insercijam HBcAg MIR rajona vai C
gala (1.att.) uzradija relativi augstu rekombinantu sapludinatu proteinu ekspresijas limeni E.coli
stunas. Tomer svesas insercijas netika tolerétas visos gadijumos, un pilnvértigu VLP veidosanas
tika novérota ne ar visiem himerajiem protemiem (3.att. G, H, 1). Lidz ar to HCV kora proteina
fragmenta (1-98 aa) un HVRI1 tetraméra insercija MIR rajona noveda pie nepilnigu vai
deformatu dalinu paradisanas, kas veidoja neskistosus agregatus. So negativu rezultatu iemesli
nav Iidz galam saprotami. Kaut gan, datormodelesanas (dati nav paraditi) rezultati paredzgja, ka
izveleto HCV inserciju sekvences MIR rajona vargja izsaukt vairakas nozimigas izmainas HBc
proteina monomeru el cilpas un blakus esoso sekvencu sekundaraja struktiira, tadgjadi noversot
himéru diméru savaksanos nobriedusgjas regularajas dalinas. Pirma NS3 proteina fragmenta
(202-326 aa) insercijas gadijuma HBc C gala més ari esam noverojusi pietiekamu himera
proteina ekspresijas Itmeni, bet sis proteins veidoja tikai nepilnvértigas dazada izméera dalinas,
kuram bija tendence veidot agregatus un lidz ar to nebija iespéjams attirit (3.att. |). Turpreti,
HCV kora proteina fragmenta (1-98 aa), HCV HVRL1 tetraméra vai NS3 proteina fragmenta (
327-482 ad) insercija C gala noveda pie vélama rezultata, t.i., pilnvértigu nobriedusu VLP
veidosanas (3.att.B, E, F). Ir svarigi piezimét, ka svesu sekvencu neveiksmiga insercija gan MIR

rgjona, gan ari C gala tika zinota vairakos svesu epitopu inserciju gadijumos (Ulrich et al., 1998).
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2.attels. Originala, no C gala sarsnata HBc protema un himeéru sapludinatu HBC/HCV
protetnu noteiksana. Attiritu da/ipu SDS-PAGE. Krasosana ar Coomassie Brilliant blue R250
(A). Imunablots ar monoklonalajam anti-HBc 13C9 antivielam (B), ar monoklonalajam anti-
HCV kora C7-50 antivielam (C), ar monoklonalajam anti-HCV HVR1 3C7-C3 antivielam (D) un
ar trusu poliklonalajam anti-HCV NS3 antivielam (E). Proteinu molekularas masas markieris
kDa (M); sarsinatais HBc (144 aa) (1); HBcCternVHVRI1tetramer (2); HBcCternVNS3/327-482
(3); HBcCterm/cored8 (4); HBcCternv/core98-SPRRR (5); HBcCterm-RGD/core98 (6) proteini.
Negativa kontrole, netransformetu E.coli K802 sinu lizats (K).

Misdienas joprojam nav piegjama daudz maz uzticama tehnologija noteiktu himeru HBc
proteinu diméru passavaksanas paredzésanai, tapec katra jauna himéra konstrukcija ir jaizpéta
eksperimentali. Ir neapsaubami skaidrs, ka insertétas sekvences dabai un garumam, ka ari HBc
vektora garumam un insercijas vietal ir ietekme uz dalinu veidosanos (Ulrich et al., 1998;
Pumpens & Grens, 2001). Més sagaidam, ka masu pasreizéja petijjuma uzkratie dati papildinas
jau piegjamu informaciju par citam himerajam konstrukcijam un dos ieguldijumu miisu izpratné
par morfogengzes un himeru, uz HBcAg pamata izveidotu dalinu savaksanas mehanismu.

VLP veidosanas tika novérota ari garaku HCV kora fragmentu (1-151 aa un 1-173 aa)
sapludinasanas ar HBc C galu (1.att.) gadijuma, bet kopgjais so konstrukciju inducgtais proteinu
ekspresijas Iimenis bija relativi zems, un, tadgjadi, Sie himérie proteini tika izslegti no
turpmakajiem petjumiem.

Lai izpétitu VLP imunogenitates paaugstinasanas iespéju, konstrukcija ar HCV kora 1-98
aa fragmenta inserciju tika ieviestas divas modifikacijas. Viena no tam paredzéja papildus RGD
sekvences introducésanu himéra sapludinata proteina N gala. Dazadi ligandi, kas saistas ar
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integriniem, ieklauj RGD tripeptidu. Ar integrinu starpniecibu notiekosas mijiedarbibas ir
nozimigas daudzos biologiskajos procesos tados ka stnu diferenciacija, imana atpazisana, imana
athilde un asinsrece (Okada et al., 2001). Cita konstrukcija saturéja papildus SPRRR sekvenci
sapludinata HBcCterm/core98 proteina C gala (1.att.). Tika paradits, ka pilna garuma HBCcAg (1-
183aa) virusveidigas dalinas, kas satur argininiem bagatu rajonu C gala, spgj iepakot
nukleinskabi un tadgjadi, inducét Tyl imunitati, tai pasa laika saisinata HBc proteina (1-144aa

3.attels. Attiritu HBC/HCV dajinu elektronmikrofotografijas. Nativas saisinata HBc proteina
(1-144 aa) dajiras (A) un himéro HBC/HCV proteinu da/izas. HBcCternvcore98 (B), HBcCterm-
RGD/core98 (C), HBcCterm/core98-SPRRR (D),  HBcCternVyHVR1tetramer  (E),
HBcCtermyNS3/327-482 (F), HBcMIR/HCVcore (G), HBcMIR/HVR1tetramer (H) un
HBcCterm/NS3/202-326 (1). Palielingjums x 120000.

vai 1-149aa) veidotas VLPsinducg Ty2 imunitati (Riedl et al., 2002). Tika notekts, kaar SPRRR
sekvenci pietiek, lai VLPs inkorporgtu nukleinskabi (Sominskaya & Skrastina, nav publicéts). So
divu modifikaciju ieviesanai nebija izteiktas negativas ietekmes uz producétu himéru VLP
morfologiju (3.att. C, D). Passavaksanas spéjas saglabasana ir viens no svarigakajiem faktoriem
vakcinu kandidatu konstrugsana, jo tikai pareiza telpiska VLP organizacija var nodrosinat
ieklongtu svesu secibu augstu blivumu, augstu simetriju un pareizu merkésanu, ka art nodrosinat

vélamas gala VL P produktu imunologiskas un nogadasanas ipasibas (Pumpens & Grens, 2002).
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Kopa piecas sekojosas hibridas konstrukcijas tika izmantotas talakiem pétijjumiem:
HBcCterm/core98, HBcCterm-RGD/core98, HBcCternm/cored8-SPRRR,
HBcCterm/HV R1tetramer un HBcCterm/NS3/327-482 (1.att.). Ar attiecigajam rekombinantajam
plazmidam transforméto sinu producetas himeras VLPs tika attiritas ar gelfiltraciju uz sefarozes
CL-4B un saharozes gradienta centrifugesanu. Attirito himero dalinu paraugi tika paklauti SDS-
PAAG elektroforézes un imunoblota analizém (2.att.). Eksperimenti demonstréja paredzéta
lieluma proteinu joslu esamibu katra parauga. Sapludinatie proteini reagéja gan ar antivielam
pret nesgja proteinu (HBCcAQ) (2.att. B), gan ar specifiskam antivielam pret HCV proteiniem
(2.att. C, D, E). Elektronmikroskopijas analize paradija vienada izméra (ap 35 nm) VLP esamibu
VisOs proteinu paraugos (3.att.). Saskana ar visparéjo piepémumu (Pumpens & Grens, 2002)
viens no kritiskajiem jautajumiem, kas ir saistiti ar VLP tehnologiju, ir stingra nepieciesamiba
kontrolét iepakoto nukleinskabi himerajas dalinas. Proteinu preparatu tiriba no nenoteiktas dabas
nukleinskabem ir viens no svarigakajiem moderno vakcinu razosanas priekinoteikumiem. Si
iemesla dé] més esam izveidojusi HBCAQ atvasinajumus ar saisinatajiem nukleinskabju
saistosgiiem motiviem. Nukleinskabju klatbiatnes kontolei dalgji attirito himéro proteinu
paraugos tika izmantota agarozes géla radiala imunodifazija. So gelu krasosana ar krasu

E"‘Zf) 920
00" 0o

C D

4.attels. HBc un himero HBc/HCV dafiru nuklemskabes noteik§ana ar agarozes gela
imunodifizzijas palidzbu un krasosanu ar etidija bromidu. Agarozes geli tika krasoti ar
Coomassie Brilliant blue R250 (A, C) vai etidija bromidu (B, D). Periférijas suninas. nativas
HBCcAg da/iras (1); saisinata HBc proteina (144 aa) dajiras (2); HBcCternYHVR1tetramer
dajiras (3); HBcCternVNS3/327-482 dajinas (4); HBcCterm/core98 dajinas (5);
HBcCterm/core98-SPRRR da/inas (6); HBcCterm-RGD/core98 dajinas (7). Centrala sunipa —

poliklonalas trusa anti-HBc antivielas (Ab).

Coomassie Brilliant blue demonstréja dalinu klatbatni visos paraugos, kas spéja reagét ar anti-
HBc antivielam (4.att. A, C). Tga pasa laika, péc gelu krasosanas ar etidija bromidu speciga
pozitiva reakcija bija verojama tikai paraugam ar pilna garuma HBCAg proteina veidotajam
dalipam (4.att.B, D). Sie rezultati norada uz iepakotas nukleinskabes molekulu neesibu vai |oti
niecigu daudzumu saisinata HBc proteina dalinas, ta pat ka visas himérgjas VLPs, ieskaitot
himeras, kas satur papildus SPRRR asti (ta tiek uzskatita par nukleinskabi saistosu sekvenci
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(Riedl et al., 2002; Storni et al., 2004)). Ir pilnigi iespejams, ka himéras dalinas ar SPRRR
sekvenci spej pakot nukleinskabi, bet dalinu poras ir lielas, un nukleazes tiek klat iepakotajam

nukleinskabes molekulam un iznicina tas.

6 HisHCV proteinu ekspresija
Nakamais §1 petjjuma uzdevums bija salidzinat HCV determinantu (kas tika izmantotas

HBC/HCV VLP konstrugsanai) imunogenitati bez HBc nesgja. Sim nolikam tika izraudziti pQE-
60 un pQE-30 ekspresijas vektori, kas nodrosina proteina attirisanu izmantojot histidinu asti (His
Tag) kodgjoso sekvenci 3’ vai 5’ gala attieciba pret klonésanas rajonu. Tikaizveleti HCV koraaa
1-98, NS3 aa 202-482 un HVRL1 tetraméra fragmenti His-Tag HCV (6" His HCV) konstrukciju
izveidei (5.att. A). Visas rekombinantas plazmidas (pQE/core98, pQE/NS3/202-482 un pQE/

A) B)
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5.attels. Petijuma izmantoto rekombinanto 6" HiISHCV konstrukciju shematiska paradisana
(A), un 6xHIHCV protemu noteik§ana imunoblot@ ar pe/u monoklonalajam anti-penta His
antivielam (Qiagen) (B). Proteinu molekularas masas markieris kDa (M); 6x HigHVR1tetramer
dazadi subkloni, ~14 kDa (1-3); core98/6xHis dazadi subkloni, ~12 kDa (4-6); NS3/202-
482/6x His dazadi subkioni, ~31 kDa (7-9); negativa kontrole, netransforméto E.coli JM109

sanu lizati (10).

/HVR1tetramer) ar HCV sekvencu insercijam inducgja relativi augstu rekombinanta proteina
sintézi E.coli sunas. 5.attela (B) ir paradits kopgjais rekombinanto proteinu ekspresijas limenis
bakteriju sunas. No katras konstrukcijas imunoblota ar anti —penta His antivielam tika analizéti

tris subkloni. Rekombinantie proteini veidoja iesleguma kermenisus, un tapec proteinu tirisanal

tika izraudziti denaturgjosie apstakli.
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6.attels. Attirito rekombinanto 6xHis/THCV protemu noteik§ana. Attirito proteinu SDSPAGE
analize. Krasosana ar Coomassie Brilliant blue R250 (A), imunablots ar pe/u monoklionalajam
anti-HCV kora C7-50 antivielam (B), ar pe/u monoklonalajam anti-HCV HVR1 3C7-C3
antivielam (C), un ar trusa poliklonalajam anti-HCV NS3 antivielam (D). Protemu molekularas
masas markieris kDa (M); core98/6xHis, ~12 kDa (1); 6xHigHVRI1tetramer, ~14 kDa (2);
NS3/202-482/6x His, ~31 kDa (3); negativa kontrole, attiritais sarsinata hepatita B virusa kora
protemns (144 aa) (K).

6 His HCV proteini tika attiriti ar afinas hromatografijas palidzibu uz Ni-NTA agarozes
izmantojot 6M GuHCI lizes buferi un 8M urinvielas elugsanas buferus. Pec proteinu elugsanas
no Ni-NTA nestja tika veikta seciga proteinu renaturacija izmantojot urinvielas aizvaksanu ar
dializes palidzibu pret PBS. Attiritie rekombinantie HCV proteini tika paklauti SDS-PAGE
analizei. Krasosana ar Coomassie Blue R250 norada uz visu rekombinanto proteinu tiribu virs
95% (6.att. A). leguto proteinu paraugu specifiskums tika apstiprinats imunoblota ar
specifiskajam anti-HCV antivielam (6.att. B, C, D).

HBCc/HCV VLPsun 6 HisHCV proteinu imunogenitates novertésana

Ar gelfiltracijas un saharozes gradienta centrifugésanas palidzibu attiritas himéras VLPs
tika izmantotas imunogenitates petjumiem BALB/c peles. Pec tris subkutanam injekcijam tika
noteikta ka humorala, ta ari T sanu proliferativa imana atbilde. Tika registréta dazadu Iimenu
imuna atbilde gan pret nesgja proteinu (HBc), gan pret ieklongtajiem HCV epitopiem, noradot uz
klatesoso HCV proteinu secibu HBc proteina imunogenitates modulgjoso ietekmi. Ipasi
interesants novérojums bija ieverojami augstaku anti-HBc antivielu titru (7.att.) indukcija
imunizacija ar HBcCterm-RGD/core98 VLP neka imunizacija ar HBcCterm/core98-SPRRR
(p=0.06) vai HBcCterm/core98 (p=0.035) proteiniem.
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7.attels. Ar himerajam HBc/HCV da/iram imunizéto pefu serumu antivielu titri.

Anti-HBc antivielas (A); anti-HCV core, anti-NS3 un anti-HVR1tetramer antivielas (B); anti-
HBc antividlu 1gG1/IgG2a subklasu attieciba (C); anti-HVR1tetramer un anti-NS3 antivielu
1gGLl/1gG2a subklasu attieciba (D). GMT — vidéjais geometriskais titrs. Imunizeto pe/u grupas.
HBcCtermyHVR1tetramer (1), HBcCternVNS3/327-482 (2), HBcCternvcore98 (3), HBcCterm-
RGD/core98 (4) un HBcCternvcore98-SPRRR (5).

Proliferacijas testa imunizéto pelu splenoctti tika stimuléti ar HBc un HCV proteiniem (9.att.).
Sie ,atgadinasanas’ (recall) antigeni ieklava attiritu saisinato HBc un HCV antigenus
cored8/6” His, 6" HisHVR1tetramer un NS3/202-482/6" His ekspresetus E.coli sinas ka His-tag
konstrukcijas. Augstaka proliferativa atbilde gan pret HBc, gan pret HCV kora proteinu ari bija
verojama ar HBcCterm-RGD/core98 dalinam imunizéto pelu splenocitiem (9.att. A). Tadgjadi,
masu pienémums, ka RGD tripeptida iek]ausana HBc dalinu sastava var novest pie proteina
imunogenitates paaugstinasanas, tika apstiprinats. Saja sakara ir batiski mingt, ka ar RGD
sekvences ieklausanu adenovirusa pavedienveida izauguma (fiber knob) HI cilpa tika panakta
antigenu genu transdukcijas uzlabosana (Okada et al., 2001). Sada adenovirusa modifikacija
veicinaja mijiedarbibu starp virioniem un a-integriniem uz pelu un cilvéku dendritu sinam (DC),
ka a1 sekmgja virusa dalinu internalizaciju ar dramatisku transdukcijas efektivitates
paaugstinasanos. Dazi cilveki var domat, ka imunogenitates paaugstinasanas efekts, kas tika
noverots masu petijuma, bija ari pateicoties augstakai VLP saistisanas pakapei ar DC caur RGD
migjiedarbibu ar a-integriniem, kas savukart noveda pie efektivakas dalinu internalizacijas ar
dendritu sanam. Més uzskatam, ka $ada, uz RGD balstita, VLP merkésana uz DC (un, iespéjams,
art uz citam antigenu prezentéjosam stanam), ja tiks apstiprinata ari citos pétijumos, var izradities

par loti noderigu piegju nakotnes vakcinu izveidg.
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8.attels. Ar rekombinantajiem 6" HiSHCV protemiem imunizeto pefu serumu antivielu titri (A)
un anti-HCV antivielu 1gG1/1gG2a subklasu attieciba (B). GMT — vidéjais geometriskais titrs.
Pe/u grupas imunizetas ar: core98/6x His (6), 6x HigHVR1tetramer (7) un NS3/202-482/6x His
(8).

HCV kora fragmentu imunogenitates salidzinasanai BALB/c peles tika imunizétas ar1 ar
core98/6” His proteinu. Imunizacija ar attiritu HCV kora antigena fragmentu aa 1-98 noveda pie
labas anti-kora antivielu atbildes (8.att. A), kas netika novérots ne ar vienu no pétjuma
izmantotaam HBc/HCVcore dalipam (7.att. B). So faktu varstu izskaidrot ar himero
HBcCterm/core98 VLPs organizaciju un HCV kora inserta nepiegjamibu uz VLPs virsmas, ko
apstiprina tadi eksperimenti ka imunozelta elektronmikroskopija un konkurences ELISA (dati
nav paraditi). B sanu epitopu ekspozicijai uz virsmas ir milziga nozime antivielu inukcija
(Pumpens & Grens, 2002). Taja pasa laika tika detektéta loti vaja proliferacija uz to pasu
antigenu (core98/6” His) (10.att.), kas jau tika ieverots imunizacija ar HBcCterm/core98 VLPs
(9.att. A). lemesls augstak mingtajam noverojumam nav pilnigi izprotams. Tika izteikta doma, ka
tiesi antigénu strukturéta daba varétu pieskirt proteiniem imunogenitati. Tadgejadi, viena petnieku
grupa zinoja, ka HCV kora fragments aa 1-120 spgj veidot virusveidigas dalinas, un, ka §is
dalinas paradija relativi augstu imunogenitati (Alvarez-Obregon et al., 2001). Cita grupa zinoja,
ka pat saisinatais HCV kora proteina fragments (aa 1-79) spgja savakties nukleokapsidu
veidiggjas struktaras (Majeau et al., 2004). Turpreti més nespéjam noteikt virusveidigo dalinu
veidosanos misu core98/6” His proteina parauga. Par iemeslu Sai pretrunal varétu bat $gja

——Y

petijuma izmantota core98 His-tag proteina attirisana no iesléguma kermenisiem denaturgjosos
apstaklos vai ari parak zema beigu proteina parauga koncentracija. Attirisanas piegja varétu
novest pie neatgriezeniskas proteina denaturacijas un renaturacijas neiespejamibas dializes
proceduras laika. Core98/6” His proteina probléema ar neskistosu agregatu veidosanu varétu tikt
risinata izmantojot citu ekspresijas vektoru un citus baktériju celmus, ka ari veicot rekombinanta
proteina indukciju zemaka temperatiira vai saisinot indukcijas laiku. Nesen tika zinotas sadu
piegju perspektivas isu HCV kora proteina fragmentu ekspresija (Majeau et al., 2004). Darbs ar
core98/6” His ekspresijas optimizaciju dazadas ekspresijas sistemas sobrid tiek papildinats.
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9.attels. Ar himerajam HBc/HCV dajipam imunizeto pefu splenocitu proliferativa atbilde. Ar
HBcCterm/core98, HBcCterm-RGD/core98 vai HBcCterm/core98-SPRRR imunizeto pe/u
splenociti (A); ar HBcCterm/NS3/327-482 imunizeto pe/u  splenociti  (B); ar
HBcCterm/HVR1tetramer imunizéto pe/u splenociti (C). Vertikalie stabipi — standartnovirze
(SD). Simulacijas indeks pie indukcijas ar konkanavalinu A (ConA) Vvisos exsperimentos

parsniedza 50.

Turpreti, himéras dalinas ar HCV NS3 secibu bija spgjigas izraisit specigu humoralu
athildi gan pret nesgja antigenu (HBcAQ), gan pret NS3 epitopiem (7.att. A, B), bet proliferacija
splenocitostika registrétatikal uz HBCAQ , un ta bija negaiditi zema (9.att. B). Atklatas pretrunas
attieciba uz atskirigu HBC/HCV himgro konstrukciju imunogéno potencialu nav pilnigi skaidras.
Pirmkart, visdrizak to nevarétu attiecinat uz izmantoto HCV antigénu strukturalajam atskirtbam

val ari uz pelu genctiskajam ipasibam. Gan augsti HCV specifisku antivielu titri, gan a1
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ievérojama proliferativa atbilde tika noverota pec ta pasa celma BALB/c pelu imunizacijas ar
Histag HCV NS3 fragmentu aa 202-482 (8.att. A; 10.att.). Otrkart, noverotas himero dalinu
imunogenitates atskiribas varétu bat dél atskirigas HCV secibu prezentacijas himérajas dalinas.
legutie dati - proliferativas atbildes trikums uz NS3 epitopiem un saméra zems splenocitu
proliferacijas [imenis péc imunizacijas ar HCV koru saturosgam VLPs - apstiprina un papildina
S0 piepémumu. Noteikti vel sobrid nezinami faktori ari spgj ietekmet himéro dalinu ar C
terminalajiem insertiem imunogeno potencialu. So faktoru noskaidrosana varétu bt
nepieciesama talakajiem petjumiem, kas versti uz HBc atvaisinato VLP izmantosanu vakcinu

prototipu konstruesanai.

Immuniz ation with recombinant HCV proteins
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10.attels. Proliferativa pgJu, imunizetu ar 6xHiHCV protemiem, splenocitu atbilde. Tika
veikta kontroles reakciju serija, lai noteiktu proliferacijas testa fonu, kas varétu bit paaugstinats
proteinu Histag astes de/ vai citu bakterialo proteinu Klatbitnes attiritajos preparatos dej.
NS3/202-482/6x His proteins tika izmantots ar core98/6x His proternu imunizzto pe/u splenocitu
stimulacijai, un core98/6xHis proteins tika pemts ar NS3/202-482/6x His un
6x His’HVRL1tetramer proterniem imunizeto pe/u splenocitu stimulacijai.

Himeras dalinas, kas saturgja HVRL1 tetraméru izradijas par visefektivako imunogenu. Tas
speja inducet augstu humoralo un proliferativo imano atbildi gan pret nesgja antigénu, gan art
pret HCV epitopiem (7.att. A, B; 9.att. C). Ar vien popularaks klast uzskats, ka efektivai
profilaktiskai un terapeitiskai vakcinai jabut spéjigal inducét ne tikai speciga un multispecifiska
T sunu atbilde, bet a1 plasa un krosreaktiva humorala atbilde uz virusu neitralizejosiem
epitopiem, pirmam kartam, pret galveno neitralizéjoso epitopu, kas atrodas HVR1 raona
(Houghton & Abrignani, 2005; Steinmann et al., 2004; Chen et al., 1999; Lavillette et al., 2005).

Saja petijuma mes esam izmantojusi nevis vienu HVR1 secibu, bet ¢etru dazadu HVR1 sekvendu

22



HCV-LPs Genotvpe 1a (HCV-H77C)

140 9
1209
o
< 100 4= — e s e e o o e o o o
o
£
m -
o 80
+
35 604
I
S 40 1
N .
0 - T v . v v
PBS Control Serum 1 Serum 2 Positive
serum control
(A)
HCV-LPs Genotype 1b (HCV-J strain)
1209

1001 "BEE™ ™ ™ " "= Tm Sm Em S Em S Em S Em S E e e

20 9

% HCV-LP Binding
» o [oe]
o o o o
Il Il Il L
—l

PBS Control Serum 1 Serum 2 Positive
serum control

146
=
&=
-
=
= -
[-% Control setwn
-’ - Serum1
by +-Serum2
=
2
P

o

0 40 80 120 160 200

(© Serumdilution

11.attels. HCV lidzigo dafiru (EVE?2) saistisanas ar HUH7 sianam inhibicija , izmantojot divus
pe/lu serumus pec imunizacijas ar HBcCterm/HVR1tetramer daf/iram. HCV lidzigo da/ipu
subtipa 1a (A) un subtipa 1b (B) saistisanas inhibicija. Seruma antivielu koncentracijas atkariga
HCV-LP saistisanas inhibicija (C). HCV-LP saistisanas PBS Klatbitne tika piezemta par 100%
(negativa kontrole) (PBS); serums (1:20) no peles pirms imunizacijas (negativa kontrole)
(Control serum); serums (1:20) no 1. peles imunizétas ar HBcCterm/HVR1tetramer daj/izam
(Serum 1); serums (1:20) no 2. peles imunizetas ar HBcCternVHVRI1tetramer da/inam (Serum

2); monoklonalas anti-E2 antivielas AP33 (50 pug/ml) (poztiva kontrole) (Positive control).
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variantu kombinaciju, lai izveidotu multispecifiska epitopa modeli, kas spétu inducet antivielas
reaggjosas ar lielu skaitu HVR1 secibu variantu. Ta rezultata, serumi no pelem, kas tika
imunizétas ar tetraméra molekulu saturosgiam VLP, spéja reagét ar 55% HVR1 variantu
atvasinatu no 172 HCV lauku izolatiem (dazada genotipa) (dati nav paraditi). Turklat, tie pasi
serumi bija spgjigi inhibét dazadu genotipu (1a un 1b) HCV veidigo dalinu saistisanos ar Huh7
stinam surogata ,virusa neitralizacijas’ testa (11.att.; dati tika iegati sadarbiba ar Dr. Tomasu
Baumertu, Fraiburga, Vacija).

Lai salidzinatu imano atbildi uz HVRL1 tetraméru, BALB/c peles tika imunizétas ar
HVR1tetramer His-tag proteinu. Pirms imunizacijas mes esam paveikusi vienu papildus ELISA
eksperimentu ar 6° His’HVR1tetramer proteinu un nejausi izvéletajiem HCV pacientu serumiem
(dati nav paraditi). Tika pieradits, ka HVR1 tetraméra komplekss reagéja ar 75% no izmantoto
serumu, ieskaitot serumus no pacientiem, kas bija inficéti ar tadiem HCV subtipiem ka 1a, 1d,
2b, 3a un 4. Taa pasa laika, masu HVR1 tetraméra konstrukcijas atsevisks komponents,
mimotops R9, pats par sevi reaggja tikai ar 45% no serumiem un paradija krietni sauraku HCV
subtipu atpazisanu. Imunizacijas rezultata, 6 HigHVR1tetramer proteins inducgja specigu
humoralu (8.att. A) un sunu (10.att.) imano atbildi, apstiprinot rezultatus, kas tika ieguti
imunizacija ar HBcCterm/HV R1tetramer VLPs (7.att. B; 9.att. C). Sobrid mes meginam izvertet
anti-HVRL1 tetraméra serumu spéju neitralizét HCV augsanu speciali §im noltikam pielagotajas
stnu kultaras.

Humorala imana atbilde gan uz HBc/HCV VLPs, gan uz 6 HiyHCV proteiniem tika
izverteéta a1 attieciba uz 1gG1 un IgG2a antivielu subklasu produkciju. Visam, ar HBC/HCV
VLPs imunizéto peju grupam serumu anti-HBc antivielu 1gGl/1gG2a attieciba (7.att. C) bija
zemaka par 1.0, kas liecina par tendenci uz Tyl imano atbildi. Lidziga parslegsanas uz
predominanti 1gG2a antivielu razosanu tika novérota ari anti-NS3 antivielam (7.att. D).
6" HiHCV proteinu inducétas anti-HCV antivielas bija galvenokart 1gG1 subklases antivielas
(8.att.), noradot uz specigaku Tw2 tipa imanas atbildes veidosanos. Papildinot proliferacijas
datus, kas tika iegati imunizacija ar 6" HiHVR1tetramer un NS3/202-482/6" His proteiniem,
IgG subklasu aina lika mums domat, ka sgjos gadijumos tika panakta saméra labi sabalanstta
Twl/Ty2 imuna atbilde,

St ,principa pieradisana’ (“proof-of-principle’) lauj turpinat, ka ari nodrosina nakamos
masu programmeas etapus — detalizétaku pietiekamu HVR1 variantu izvéli, himéro VLP dizaina
optimizaciju un inducgto antivielu speju ,neitralizét” HCV veidigo dalinu (kas atvasinatas no

dazadu virusa genotipu proteiniem) novertesanu.
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Secinajumi
Meés esam izvelgjusies relativi lielus HCV proteinu (kora, NS3 un E2) fragmentus, kas
satur vairakus svarigus B un T siinu epitopus. NS3 proteinam tika atrasti divi tadi rajoni:
NS3 aa 202-326 un aa 327-482. T sunu epitopi ir izkliedeti pa visu HCV kora proteinu, §1
iemesla del més esam izmantojusi dazada garuma kora fragmentus. kors aa 1-98, aa 1-151
un aa 1-173. Cetri E2 proteina HVR1 rajona varianti tika izveléti tetrameras molekulas

konstrugsanai, lai nodrosinatu plasu un krosreaktivu imano atbildi.

Eksperimentalie dati iedrosinaja mas izmantot dazadus hepatita B kora ekspresijas
vektorus, jo tika paredzéts, ka ne visas konstrukcijas ar HCV epitopu insercijam bas
veiksmigas. Tika izmantotas divas galvenas piegjas HBC/HCV himeéro proteinu
konstrugsana: svesu secibu klongsana HBc (HBc149) galvengja imunodominantaja rajona
(MIR) un HCV sekvencu insercija HBc (HBc144) C gala.

Elektornmikroskopijas analize atklaja, ka himérie HBcCterm/core98, HBcCterm-
RGD/core98, HBcCternv/core98-SPRRR, HBcCternVHV R1tetramer un
HBcCterm/NS3/327-482 proteini veido labi noformétas virusveidigas kapsidas. Turpreti,
virusveidigo dalinu veidosanas netika novérota HBcMIR/HCV core,
HBCcMIR/HV R1tetramer un HBcCterm/NS3/202-326 himero proteinu gadijuma, noradot
uz HCV insertu efektu uz HBc proteina passavaksanas spéju. Visas HBC/HCV himeras
dalinas, ieskaitot tas, kas saturéja SPRRR secibu, nespéja pakot nukleinskabi.

HBcCterm/HVR1tetramer VLPs izradijas par visefektivako imunogénu no visiem
testetgiem HBC/HCV proteiniem. Tas spéja induceét relativi augstu gan humoralu, gan
stnu imano atbildi. 1gG subklasu aina lika mums secinat, ka HBcCterm/HV R1tetramer
proteins inducgja realtivi sabalansétu TyL/Ty2 atbildi. Diezgan interesanti un pat negaiditi
rezultati tika ieguti ar HBcCterm/NS3/327-482 proteinu, kur imunizacijas laika tika
konstateta tikai speciga antivielu atbilde. HBC/HCV core konstrukcijas nespéja inducét
HCV specifisku antivielu atbildi un paradija vaju proliferaciju. Bet ir [oti svarigi uzsvert,
ka pelu imunizacija ar HBc/HCVcore konstrukciju, kas saturéja RGD tripeptidu, tika
noverots krietni augstaks anti-HBc antivielu titrs. Tadgjadi, masu piepemums, ka RGD
motiva ieklausana HBc dalipas noved pie imunigenitates paaugstinasanas, tika
apstiprinats.
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HBCc/HCV VLPs imunogenitate tika salidzinata ar tiesgja ekspresija iegato HCV proteinu
imunigenitati. 6" His’HVR1tetramer proteins inducgja relativi specigu humoralu, ka art
sinu HCV specifisku imano atbildi, ka jau tika novérots imunizacija ar
HBcCterm/HVR1tetramer VLPs. Pretrunigi dati tika iegtuti HBcCterm/NS3/327-482 un
NS3/202-482/6xHis, ka a1 HBc/HCVcore (visu tris tipu VLPS) un core98/6xHis
rekombinanto proteinu gadijuma. Pirmaja gadijuma NS3/202-482/6xHis proteins spéja
inducgt loti labu HCV specifisku gan humoralu, gan ar1 T sanu atbildi, otrga gadijuma
core98/6xHis proteins inducgja anti-HCV kora antivielas, kas netika panakts pelu
imunizacija ne ar vienu no HBc/HCV core dalinam. Atrastas pretrunas dazadu HBc/HCV
dalinu un 6" His HCV proteinu imunogenitates potenciala nav pilnigi skaidras. Pirmkart,
diezvai to varétu attiecinat uz HCV antigéenu strukturalo ipasibu atskiribu vai peju
genctisko vesturi. Otrkart, himéro dalinu novérotas imunogenitates atskiribas varétu rasties

del nevienlidzigas ieklonéto HCV sekvencu prezentacijas himéro dalinu sastava.

Petjjuma iegatie rezultati demonstréja principialu HBc atvasinato VLP izmantosanas
iespeju jauna tipa HCV specifisko imunogenu izveidei. Kaut gan jaiegulda vél daudz
darba pirms gala secinajuma izdarisanas attieciba uz izmantotas piegjas perspektivam. Sis
papildus darbs varétu ieklaut: (i) himéro dalinu dizaina optimizaciju, (ii) mozaikveida
dalinu izmantosanu, kas satur vairakus epitopus no dazadiem HCV proteiniem, un (iii) $o
optimizéto konstrukciju spgju inducét ne tikai humoralu, bet arT spécigu un plasu sanu

imano atbildi pret vairakiem virusa epitopiem.
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