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Kopsavilkums

Onkolitiska viroterapija ir daudzsologa génu terapijas forma véza arsté$ana. Saja darba
tika pétits onkolitiska alfavirusu parstavja Semliki meZza virusa potencials véza terapija. Ta ka
Semliki meza virusam nav izstradats specifisks pielietojums pelu melanomas audzgja Stinas
B16-F10, alfavirusa iedarbiba tika p&tita $aja $tnu kultiira. ST darba mérkis bija parbaudit uz
Semliki meza virusa (SFV) replikona pamata izveidota rekombinanta alfavirusa vektora
rekSFV1/dsRed terapeitisko iedarbibu pelu melanomas S$tnu Imija B16-F10 in vitro
kombinacija ar 5Fu (5-fluoruracils) un DOX (doksorubicins) kimijpreparatiem. Tika iegiits
rekSFV1/dsRed viruss ar augstu virusa dalinu titru. Tika mikroskopiski pieradita rekSFV
sp&ja repliceties B16-F10 stinas péc to elektroporacijas ar rekSFV1/dsRed RNS, bet paradita
samazinata rekSFV inficétsp&ja B16-F10 stinas. Tika parbaudita stinu proliferacija, izmantojot
MTT metodi piecu dienu garuma péc rekSFV kombinétas iedarbibas uz B16-F10 $tinam ar
dazadu koncentraciju Kkimijpreparatiem DOX un 5Fu, lai noteiktu kombinacijterapijas
citopatisko efektu. RekSFV sinergija ar kimijpreparatiem bija novérojama abos gadijumos.
RekSFV kombinacija ar DOX uzradija zemu citopatiska efekta potencialu, bet augstu B16-
F10 Stnu inficetspeju. Kombinacija ar 5Fu rekSFV uzradija augstu citopatiska efekta
potencialu, bet zemu infic€tspgju B16-F10 S$iinas. Lai parliecinatos par transdukcijas
efektivitati B16-F10 S$tinas péc to apstrades ar kimijpreparatiem, tika veikta FACS analize.
Secinajam, ka rekSFV ir augsts citopatiskais potencials pelu melanomas S$iinas, bet
nepiecieSama specifiskas stratégijas izveide rekSFV vektora izmantojumam B16-F10 $inu

kultora.

Atslegas vardi: onkolitiski virusi, rekSFV vektors, kimijterapija, pretvéza terapija.



Summary

Oncolytic virotherapy is a promising strategy of gene therapy in curing cancer. In this
study the potential of oncolytic alphavirus representative Semliki Forest virus (SFV) was
studied. There is not any specific applications for Semliki Forest virus in B16-F10 cells. The
aim of this study was to examine the therapeutic application of alphavirus vector SFV1/dsRed
that has been created on the base of Semliki forest virus replicon, on mouse melanoma B16-
F10 cell line in vitro in combination with chemotherapeutical agents 5Fu (5-fluorouracil) and
DOX (doxorubicin). RekSFV1/dsRed with high titre was obtained. It was proved that RNA of
rekSFV1/dsRed is asble to replicate in B16-F10 cells after electroporation but rekSFV
infectivity in B16-F10 cells was low. MTT method was used for five days to determine cell
proliferation after combined application of rekSFV and chemotherapeutic agents DOX and
5Fu on B16-F10 cells. In this way it was possible to detect the cytophatic effect of combined
therapy. Synergism between both chemotherapeutic agents and rekSFV was observed.
RekSFV showed low potential cytopatic effect in combination with DOX, as well as high
infectivity in B16-F10 cells. High potential cytophatic effect was shown after combined
therapy with 5Fu and rekSFV but virus infectivity in this case was low. In order to determine
the effectivity of transduction in B16-F10 cells after treatment with chemotherapeutics, FACS
analysis was carried out. We concluded that rekSFV is of a high cytophatic potential but new
strategic applications for the use of rekSFV in B16-F10 cell culture are needed.

Key words: oncolytic viruses, recSFV vectors, chemotherapy, cancer therapy.



levads

Statistikas raditaji liecina, ka misdienas vézis ir viena no izplatitakajam slimibam
pasaulé. 2012. gada ar $o slimibu tika diagnosticéti 14,1 miljons piecauguso pasaulé (3,45
miloni Eiropa, bet 8,2 miljoniem cilvéku (1,75 miljoni Eiropa) v&zis bija naves c€lonis.
Pasaulg visvairak cilvéku slimo tiesi ar plausu (13%), krits (12%), zarnu (10%) un prostatas
(8%) veézi (10, 16). Tiek mekl&tas arvien jaunas véza terapijas stratégijas.

Lidz ar modernas biotehnologijas attistibu un génu terapijas konceptu 20.gs. péd¢ja
dekade pieauga interese par virusu izmanto$anu véza terapija. Miusdienas viroterapija ir tikpat
izmantojama metode v&za arstéSana ka kirurgiska icjaukS$anas, kimijterapija un radiacijas
terapija. Ipasi onkolitiska viroterapija ir daudzsoloSa génu terapijas forma véZza arstéSana,
izmantojot dabas dotos agentus, lai atrastu un iznicinatu audzg&ja Stnas. (30)

Viens no onkolitisko virusu parstavjiem ir alfaviruss, kas pieder Alphavirus gintij,
Togaviridae dzimtai (7). Alfavirusu vektoriem piemit vairakas prieksrocibas to izmantoSanai
vektoru sistému izveid€ un génu terapija, tai skaita liela vektora kapacitate, plass tropisms,
sp&ja inficét dazadas ziditaju $tunu linijas gan in vitro, gan in vivo, sp&ja izraisit TP53 géna
neatkarigo apoptozi (31), replikacijas defektivu vektoru islaiciga ekspresija, augsts transgéna
produkcijas Iimenis, iesp&ja iegiit augstu virusa titru in vitro (10’ - 10° v.d./mL), ka arT
alfavirusu vektori ir biodrosi cilvékiem (34;38).

Viroterapijas efektivitate ir atkariga no specifiska tropisma un augstas virusa
replikacijas sp&jas. Kombingjot viroterapiju ar kimijterapiju, ir iespgjams novérot pozitivu
citotoksiska virusa un kimijpreparatu sinergismu (18;28;22). Kimijpreparatu iedarbiba uz
alfavirusu infic€tsp&ju nav tikusi detaliz€ti pé€tita, bet dazados petijumos ticis paradits
daudzsoloss alfavirusu terapeitiskais potencials kombinacija ar Kimijpreparatiem (35;37).
Kombinétai kimijterapijas un viroterapijas strat€giju izp&tei ir liels potencials medicina

nakotne.



Darba meérkis:
Parbaudit uz Semliki meza virusa (SFV) replikona pamata izveidota rekombinanta alfavirusa
vektora rekSFV1/dsRed terapeitisko iedarbibu pelu melanomas $tinu Iinija B16-F10 in vitro

kombinacija ar 5Fu (5-Fluorouracil) un DOX (Doxorubicin) kimijpreparatiem.

Darba uzdevumi:

1. Rekombinanta, replikacijas defektiva alfavirusa vektora rekSFV1/dsRed iegtisana,
titra noteikSana un inficétsp&jas parbaude BHK-21 §tnu kultara in vitro.

2. RekSFV1/dsRed inficétsp&jas un citopatiska efekta parbaude B16-F10 $tnu kulttira in
vitro.

3. Kimijpreparatu 5Fu un DOX dazadu koncentraciju citotoksiska efekta parbaude B16-
F10 stnas in vitro un koncentraciju optimizacija.

4. RekSFV/red un kimijpreparatu DOX un 5Fu terapeitiskas kombinacijas efektivitates

parbaude uz B16-F10 §tnam in vitro.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Alfavirusu vektoru potencials pretvéza génu terapija

1.1.1. Alfavirusu struktiira un izplatiba

Alfavirusi gints Alphavirus pieder Togaviridae dzimtai. To genoms sastav no pozitivas
vienpavediena RNS, kas apnemta ar apvalku. Ziditaju alfavirusi tiek parnesti ka
starpsaimniekus izmantojot moskitus, bet ka saimnieku izmanto gan moskitu, gan cilvéka
organismu. Visvairak izpétitie alfavirusu parstavji, kas misdienas tiek izmantoti virusu
vektoru izveidei ir Semliki meza viruss (SFV — Semliki Forest virus), Sindbis viruss (SIN —
Sindbis virus) un Venecuélas zirga encefalita viruss (VEE — Venezuelan equine encephalitis
virus). SFV pirmo reizi no moskitiem tika izoléts 1948. gada Uganda, un tas ir pirmais viruss,
kur$ izmantots alfavirusu vektoru sist€mas radisanai (7).

Tapat ka citi alfavirusi, darba izmantotais parstavis SFV ir mazs, apvalkots viruss ar
diametru 70nm (7). SFV genoms ir 11,2 kb gara (+) sSRNS molekula, kas 5’ gala satur cap
struktiiru, bet 3* gala ir poliadeniléta. Genoma ir divi atvertas lasiSanas ramji (ORF — open
reading frames). ORF, kas atrodas tuvak 5’ galam (nsP1-4) kod€ cCetrus alfavirusa
nestrukturalos proteinus, kas veido replikazes kompleksu, bet otrs ORF kodé strukturalos
protetnus: kapsida proteinus, membranas izauguma proteinus E1-3, ka arT viriona dazados
daudzumos sastopamo daudz mazako proteinu 6K (skat. l.attélu) (6).

42S RNS genoms ir iepakots kapsida, kas sastav no 240 viena un ta paSa kapsida
protetna (C) kopijam, veidojot ikosaedralu T=4 simetriju. Kapsids ir appemts ar lipidu
dubultslani, kas iegiits virusam atdaloties no S$linas membranas un satur arl membranai
raksturigus izaugumus — glikoproteinus E1-3 (7).

Minus-k&des RNS sintézi un cap struktiru veidoSanos virusa RNS ierosina nsP1 géns,
savukart nsP2 atbild par proteazu un helikazu aktivitati. Gens nsP4 satur virusa RNS
polimerazes katalitisko subvienibu. Preciza nsP3 funkcija nav zinama, tomér aprakstits, ka

tas, iesp&jams, ir fosfoproteins, kas iesaistits RNS replikacija (20).
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1. attels. Semliki meza virusa (+)RNS genoma uzbive. 11,2 kb gara SFV (+)RNS satur Cap

struktiiru 5° gala (5’ brunais aplis) un ir poliadeniléta 3’ gala (3’ briuns kvadrats). Zalie
taisnsturi apzimé 5’ un 3’ netranslétos regionus. Nestrukturalie géni nsP1-4 kodé cetrus
nestrukturalos (ns) proteinus, kuri veido RNS polimerazes kompleksu; strukturalie géni kodé
virusa kapsida proteinus (Capsid) un apvalka proteinus E1-3 un 6K; p62 ir E2-3 priekstecis
(6).

Figure 1: The (+) RNA genome of Semliki Forest virus. Positive strand RNA genome of 11,2
kb in length that contains Cap stucture at 5° end ( 5’ brown circle) and is polyadenylated at
the 3' end (3’ brown foursquare). Green rectangle indicates 5 and 3’ nontranslatable regions.
The non-structural genes nsP1-4 encode four non-structural proteins (ns), that form RNA
polymerase complex; structural genes encode capsid proteins and envelop proteins E1-3 and
6K; p62 is precursor of E2-3. (2)

Alfavirusu saimnieku loka ir gan insektu, abinieku, rapulu, gan putnu un ziditaju $iinas.
Infekcija notiek, atpazistot $iinas virsmas proteinus, lai gan tie alfavirusiem lidz §im nav
pilniba aprakstiti. Ka zinamakais daudzu Stinu receptors, pie ka saistas alfavirusi ir laminina
receptors. Alfavirusu cikla (skat.2.attelu) sakuma viruss atpazist §tinu, tad virusa apvalka
membrana sapliist ar mérkStinas membranu vai ar virusa dalinas tiek endocitétas atkariba no
Stnas tipa. Virusa genoma (+)RNS tiek izmantota, lai kop&tu (—)RNS kédi, kura talak tiek
izmantota par matricu daudzu jaunu (+)RNS k&zu sint€zei. Pilna garuma 42S RNS un
subgenomiska 26S RNS, kas kod¢ strukturalos génus tiek sintez&tas $tna (20). Strukturalie
proteini tiek sintez€ti par matrici izmantojot subgenomisko 26S RNS, kura tiek transkrib&ta
no (-)RNS kedes no subgenomiska promotera 26S. Tiesi T sintéze tiek izmantota alfavirusu
vektoru konstruésana. Strukturalo proteinu ORF vieta 26S regiona iesp&jams ievietot MCS
(Multiple cloning site) rajonu, kas dod iesp&ju klon&$anai un augstai heterologo génu
ekspresijai, kuri tiek ekspreséti no 26S promotera (6).

Virusa nukleokapsids tiek veidots no kapsida proteiniem un virusa ssRNS un tiek
transportets uz Stnas plazmatisko membranu. Vienlaicigi no Siinas endoplazmatiska tikla ar
Goldzi aparata palidzibu tiek transportéti jaunsintez€tie virusa apvalka proteini lidz Siinas

membranai, kas apnem virusa nukleokapsidu, laujot nobriedusam virusa dalinam atstat Stinu.
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Sis process ir Joti efektivs, un tiek sintezétas virusu dalinas ar augstu titru no 10° — 10 virusa

dalinam/mL 24 stundu laika (20).

a %:t}
Cell membrane
2 .@ )
ﬁ Replicase
b c T

m’G 3,AAA 42S +ve RNA
d I@

{é} - - 425 -ve RNA
*%ﬁi) 9 m’G = l@ = AAA 265 +ve RNA
¢ " nn

. 4

2. attels: Alfavirusu replikacijas cikls. Attéla noraditi SFV replikacijas un ekspresijas soli

ziditaju Stna. A) Virusa adsorbcija un penetracija (cell membrane — Stinas membrana; nucleus
- kodols). B) Pilna garuma 42S (+)RNS kéde tiek atbrivota Siinas citoplazma. C) Virusa
replikacija sakas ar pirma ORF translaciju, ka rezultata tiek izveidots virusa replikazes
komplekss (Replicase). D) Replikaze katalizé gan 42S (-)RNS, gan 42 (+)RNS kédes
veidoSanos. E) Replikaze katalizé arT transkripciju sakot no 26S promotera uz 42S (-) RNS
kédes, lai veidotu subgenomisko 26S (+)RNS, kas F) kodé SFV strukturalos proteinus.
Jaunsintezeta genomiska RNS un kapsida proteini citosola forme nukleopkapsidu un asocigjas
ar glikoproteiniem pie Stinas membranas, kur G) virusa dalinas atstaj Stnu.

Figure 2: Alphavirus replication cycle. The picture demonstrates SFV replication and
expression steps in mammalian cells. A) The virus adsorption and penetration. B) Full-length
42S (+) RNA chain is released in the cytoplasm of the cell. C) Virus replication begins with
the first ORF translation, resulting in the virus replicase complex formation (Replicase). D)
Replicase catalyzes formation of both 42S (-) RNA and 42 (+) RNA chains. E) Replicase
catalyzes the transcription starting from the promoter 26S on 42S (-) RNA chain to form
subgenomic 26S (+) RNA, that F) encodes the SFV structural proteins. Newly synthesized
genomic RNA and capsid proteins form a nukleocapsid in the cytosol and associate with the
cell membrane glycoproteins, where G) virus particles leave the cell.
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1.1.2. Alfavirusu ekspresijas vektoru daudzveidiba

Alfavirusu vektori ir augstas ekspresijas, Tslaicigas noturibas vektori, kas izmantojami
terapeitiskam un profilaktiskam mérkim. Alfavirusu vektori tiek galvenokart izmantoti
vakcinu konstrukcijai, centralas nervu sistémas slimibu terapija un pretvéza terapija (29). Sie
pozitivas kédes RNS vektori, kas iegiiti no SFV, SIN un VEE replic§jas un ekspres€jas
lielakaja dala mugurkaulnieku §tinu, ieskaitot cilvéka Siinas. Dala no virusa genoma, kas kode
strukturalos proteinus un tiek amplificéts normalas infekcijas laika tiek aizstata ar transgénu
(30).

Alfavirusu ekspresijas vektori tiek iedaliti tris grupas:
1) Virusveidigas dalinas vai replikacijas defektiva sistéma (VLPs — virus like particles).
Pirmo reizi replikacijas defektivs alfaviruss tika konstruets 1989. gada, izveidojot Sindbis
(SIN) virusa genétisko konstrukciju. To var uzskatit par alfavirusu vektoru izmantoSanas
sakumu (41). Virusveidigas dalinas tiek iegttas no $tnam Ko-transfekcijas cela ar in vitro
transkrib&tu replikona RNS, kura alfavirusu genoma dala, kas kodé strukturalos proteinus,
tikusi aizstata ar interes€joSo génu un palig-RNS (helper RNA), kas kodé strukturalos
proteinus (skat. 3.(a) un 3.(b) att.). Ar virusveidigam dalipam inficétas $iinas novérojama
augsta interesgjosa geéna ekspresivitate, un taja pasa laika sist€ma ir arT sevi limitgjosa, jo
palig-RNS nav iekapsidéta (30). Tatad virusveidigas dalinas satur replikona RNS, kas ir
defektiva, jo strukturalos proteinus kod€joso génu vieta satur transgénu, tapec spgj iziet tikai
vienu replikacijas ciklu (30).
2) Replikacijas kompetenti vektori. 1991. gada tika izveidota paSreplicgjosa (replikacijas
kompetenta) rekombinantu alfavirusu vektoru sistéma. Sis sistémas vektori satur gan
strukturalos proteinus kodgjoSos génus, gan transgénu (skat. 3.(f) att.) (6). Replikacijas
kompetenti alfavirusu vektori var iziet vairakus replikacijas ciklus $tinu kultiira vai saimnieka
organisma. So vektoru iegfi§anai tiek izmantotas vairakas stratégijas. Pirmkart, sveSais géns
vai géni var tikt ievietoti nestrukturala poliproteina izveletas vietas ta, ka tie tiek ekspreséti ar
daziem alfavirusa nestrukturalajiem proteiniem saistita forma. Sadi vektori sve§o proteinu
ekspresé infekcijas agras fazes. Otrkart, proteins var tikt ekspreséts ar1 ka alfavirusa kodéta
strukturala vai ns-proteina dala. Treskart, ekspresijas vienibu skaits vektora var tikt
paaugstinats, ievietojot SG promotera kopijas alfavirusu genoma vai nu 3’-gala netranslétaja
regiona (UTR — untranslated region) vai SIR (short intergenic region) regiona starp
nestrukturalos un strukturalos proteinus kodgjosajiem regioniem (30; 24).
3) DNS vektoru sistéma. Saja gadijuma SP6 RNS polimerazes promoteris ir aizvietots ar
CMV (citomegalovirusa) promoteri. P&c vektora nonakSanas $iinas, RNS polimeraze II

nodroSina alfavirusa replikona transkripciju. DNS vektoru sisttma var tikt izmantota
11



virusveidigu dalinu iegiiSanai, tomér visbiezak ta tiek izmantota alfavirusu replikonu

transkripcijai un sekojosai proteina ekspresijai §tinas, kas paklautas transfekcijai (13).

-

a .-l]-[:“ Replicase Foreign |-||-l

b o] ARep Spike _ Hjm
Q{H A Rep *Gapsid ]-I-I
c Em H | Replicase - Foreign  H}m{]

SV40 polyA

. =

d .-l]-[:ll Replicase Foreign Structural H]-I

3.attéls: Alfavirusu vektoru daudzveidiba. (a)Virusveidigas dalinas vektors. Vektors satur

Cetrus geénus, kas kod€ replikazes kompleksu (nsP1-4), bet nesatur strukturalos proteinus
kodgjosos génus (C, p62, 6K, E1). Strukturalie géni ir aizstati ar MCS (multiple cloning site)
regionu, kura var tikt ievietoti svesi géni. (b) Kapsida un apvalka proteinu paligvektori. Sie
vektori satur génus, kas kodé strukturalos proteinus, bet replikazes regiona, kas ietver ari
RNS-iepakosanas signalu, ir vérojama delécija (A Rep — deleted replicase). () DNS-RNS
vektoru sisttma. SFV replikons ir novietots zem citomegalovirusa nekav€joties-agra
promotera (CMV P - cytomegalovirus immediate-early promoter), kuru atpazist RNS
polimeraze II. SV40 transkripcijas terminacijas regions ir novietots replikona 3’ gala. (d)
Replikacijas kompetents SFV vektors. Otrs subgenomiskais promoteris un MCS (multiple
cloning site) regions ir novietots starp nestrukturalos un strukturalos proteinus kodgjosajiem
geéniem (6).

Figure 3: Alphavirus expression vectors. (a) Virus-like particle vector. The backbone vector
carries four genes coding for the replicase complex (nsP1 —4), but does not contain the
structural genes (C, p62, 6K,E1). The structural genes are replaced with a multiple cloning
site into which foreign genes can be inserted. (b) Capsid and spike helper vectors. These
vectors carry the genes coding for the structural proteins but have a deletion in the replicase
region that includes the RNA-packaging signal. (c) DNA —RNA layered vector. The SFV
replicon is placed under the control of a cytomegalovirus immediate-early promoter
(recognised by RNA polymerase I1). An SV40 transcription termination region is placed at
the 3 end of the replicon. (d) Replication- competent SFV vector. A second subgenomic
promoter and multiple cloning site is placed between the nonstructural genes and the genes

coding for the structural proteins (6).
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1.1.3. Rekombinanto alfavirusu vektoru pielietojums onkoterapija

Alfavirusu vektoriem piemit vairakas priekSrocibas to izmantoSanai vektoru sist€ému
izveide un génu terapija. Ka pirma minama alfavirusu plaSais tropisms; tie sp&j inficét daudz
ziditaju Sunu linijas gan in vitro, gan in vivo. RNS replikona klatesamiba rada augstu RNS
ekspresiju infic€tajas Sunas, kas ir pamata loti augstai heterologu génu ekspresijai.
Replikacijas defektivu vektoru pielietojums dod iesp€ju 1slaicigai ekspresijai, kas ir nozimigi
v€za geénu terapija (34; 38).

Otra alfavirusu nozimiga prieksrociba ir p53neatkarigas apoptozes indukcijas sp€ja
(31). Ir zinams, ka daliSanas cikla trauc&jumus izraisoSas mutacijas $tinas genoma noved
pie neierobezoti dalities sp€jigu v&za Siinu attistibas, ka rezultata veidojas audzgjis.
Audzgju stnas supresoru géni zaude savas funkcijas. Viens no tiem ir arT TP53, kurs§ regule
Stnas daliSanas ciklu, kontrolé Siinas dzivi un navi. p53 ir nozimigs faktors daudzu
apoptozes un anti-apoptozes génu transkripcija. Aptuveni 50% cilvéka v&za Sunu ir
mutacijas TP53 géna, turklat, TP53 géna mutaciju izraisitas onkologiskas saslim$anas ir
daudz agresivakas un biezak beidzas ar pacienta navi (1). Ka jau minéts, viena no
svarigakajam alfavirusu Ipasibam ir to izraisitais citopatiskais efekts Stinas. Adenovirusiem
un retrovirusiem, lai izraisitu véza §linas navi, ir nepiecieSama mijiedarbiba ar Stunas TP53
géna produktu. Tapéc, ja ir notikusi §T g€na mutacija un Stnas paliek par TP53 géna
defektivam §tinam, adenovirusi un retrovirusi nav spgjigi izraisit $adu $tinu apoptozi (26).
Turpreti, alfavirusu inducéta apoptoze nav atkariga no TP53 géna aktivitates. Pats
alfavirusu izraistas apoptozes mehanisms vél nav pilnigi skaidrs. P&tijumos ir pieradits, ka
alfavirusu replikacijas rezultata citoplazma veidojas dubultspiralizétas RNS produkti, kas
aktivé proteinkinazi R (PKR). Sis enzims, savukart, fosforilé translacijas elongacijas
faktoru (elF2alpha), lidz ar to tiek traucéta $iinas proteinu sintéze (shut down). No otras
puses, PKR aktivé JNK proteinkinazi (c-Jun N-terminal kinase no MAP kinazu grupas),
kas noved pie Bad proteina translokacijas mitohondrijos, izraisot mitohondriala Bcl-xI un
Bak kompleksa sabruk$anu un Bak proteina oligomerizaciju. So procesu rezultata no
mitohondrijiem atbrivojas citohroms C (apoptozes centralais proteins), kas induce kaspazes
kaskazu darbibu (casp9, casp8, casp3) un Stinas apoptozi (23; 39).

Onkolitiska viroterapija ir daudzsoloSa ge€nu terapijas forma v&za arstéSana,
izmantojot dabas dotos agentus, lai atrastu un iznicinatu audz€ja Stnas. Lidz ar modernas
biotehnologijas attistibu un génu terapijas konceptu 20.gs. pedgja dekade interese par
virusu izmantoSanu v€za terapija pieauga. Misdienas viroterapija ir tikpat izmantojama
metode véza arstéSana ka kirurgiska iejaukSanas, kimijterapija un radiacijas terapija (37).
Pateicoties augstakminétajam ipasibam, SFV var uzskatit par perspektivu vektoru sist€ému
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onkoterapija, ar kuras palidzibu organisma ir iesp&jams ekspres€t vajadzigos transgénus,
veicinat protelnu sint€zi augsta koncentracija un 1sa laika, ka ar1 inducét véza Stnu
apoptozi. Lidz ar to, alfavirusi var tikt izmantoti arT ka vakcinu vektori profilaktiskos un
terapeitiskos nolikos, demonstréjot daudzsolosus rezultatus dazados pelu audz&ju modelos
(29).

Neskatoties uz plasu alfavirusu izmantoSanu pretvéza terapija, ta iekluSanas
mehanisms $§inas nav zinams, bet sp&ja inficét dazadas dabas S$tnas liecina par to, ka
alfavirusi infic€Sanas procesa izmanto augsti konservativu $tinu virsmas receptoru, kas ir
raksturigs dazadiem Siinu tipiem. Ir zinams, ka paaugstinato alfavirusa infic€tspéju audzeja
§tnas nodro$ina 67 kDa laminina receptora augsta ekspresija malignas $tinas (37). Ne tikai
receptori, bet arT citu faktoru ekspresija var ietekméet alfavirusu infic€tsp€ju, ta piemeram,
lidzigi ka daudzi citi RNS virusi, arT alfavirusi ir loti jutigi pret I-tipa interferonu anti-
viralo iedarbibu, tapec defekti IFN-signalizacija lauj efektivak inficet tieSi audzg&ja Stinas.
Tatad normalas Stinas virusu replikacija ir samazinata, bet audzgja $iinas ir uznémigas pret

virusiem, jo nespgj atbildét uz IFN signalizaciju (19; 37).

1.1.4. Rekombinanto alfavirusu vektoru pielietojums melanomas terapija

Melanoma ir viena no agresivakajam adas véza formam. Alfavirusu terapijas izstrade
Sim v&za tipam izraisa ipasu interesi, j0 melanomas $tnu linijas parada daudz pretrunigus
terapeitiskus datus. B16 $tnu linija ir tumorgena adas $tnu kulttira, kura ir galvena kultiira
melanomas pelu audzéju modelu veido$ana. Sis $Gnu kultiras C57BL/6J linijas $tnas ir
adherentas, varpstveida un epitélijveida formas. Darbam ar $o Stnu kultiru pieskirts
biodrosibas Iimenis 1. Sanu kultiira jauzskata par biobistamu vismaz 1. droSibas limena
aspekta. Nav informacijas, ka 1 §tinu kultlira var€tu izraisit slimibas veselos pieaugusajos (5).

Dazadas alfavirusu pielietoSanas stratégijas tikuSas parbauditas uz B16 pelu audz&ju
modeliem, ta pieméram, péc intatumoralas injekcijas ar SFV-LacZ virusu, ievérojama audzg&ju
apjoma samazinasanas nebija novérojama. Savukart lidziga terapijas stratégija ar SFV, kas
ekspres€ja citokinu IL-12, izraisija B16 audz&ju apjoma samazinaSanos par 70-90%, bet ar
laiku Sie audzgji atjaunojas un pilnu regresiju sasniegt neizdevas (4). Lai paaugstinatu anti-
melanomas arstéSanas efektivitati, SFV-IL12 infekcija un sistematiska stimulacija ar agonistu
anti-CD137 tika kombinétas, paradot specifisko sinergisko ietekmi. Salidzinot ar
nepietiekamu terapeitisko efektu, sasniegtu péc terapijas, izmantojot tikai SFV-1L12, CD137
mAb un rekombinanta virusa kombinacija paradija pilnigu audz&ju samazinasanos 75% pelu

audzg&ju modelu (29).
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Stradajot ar B16 $tnu kultdru, 2007. gada Rodriges-Madoz ar kolégiem pirmo reizi
paradija interesantu fenomenu, demonstréjot SFV virusa nesp&ju inficét B16-F10 Stinu
kulttiru in vitro, savukart, in vivo eksperimenti paradija neievérojamu SFV transdukcijas
sp&ju B16-F10 pelu melanomas modeli (32). Rezultati liecinaja par vairakiem faktoriem,
kas piedalas alfavirusu infekcijas un alfavirusu RNS replikacijas procesa. Biitu
nepiecieSami talaki pétijumi un dazadas manipulacijas ar véza $tinu mikrovides faktoriem,

lai saprastu alfavirusu darbibas principus un paaugstinatu onkoterapijas efektivitati.

1.2. Kimijterapija kombinacija ar viroterapiju
1.2.1. Kimijterapijas potencials alfavirusu onkolitiskas aktivitates paaugstinasana

Viroterapijas efektivitate ir atkariga no specifiska tropisma (primaras audz&ju
infic€tspgjas) un augsta virusa replikacijas limena. P&tijumos ticis paradits, ka klasiskie
pretvéza kimijpreparati, pieméram, 5-fluoruracils (5-FU) un gemcitabins kombinacija ar
onkolitiskiem herpes virusiem vai adenovirusiem ir sp&jigi paaugstinat virusa infekciju un
replikaciju, tadgjadi paaugstinot virusa vektora terapeitisko efektu, bet aktivacijas mehanisms,
kas noved pie virusa transgéna produkcijas paaugstinasanas Sajos pétijumos aprakstits netika
(9; 14). Kombingjot viroterapiju ar kimijterapiju, ir iesp&jams noveérot pozitivu citotoksiska
virusa un Kimijpreparatu sinergismu. Ta pieméram, dazados pétijumos tika novérots, ka
minimala 5-FU doza, lictota kopa ar rekombinantiem adenovirusiem, rada sinergisku
onkoterapeitisku efektu dazadas $tnu linijas un pelu audzgju modelos in vivo (18; 28; 22).

Kimijpreparatu iedarbiba uz alfavirusu infic€tsp&ju nav tikusi detalizéti pétita, bet
dazados pétijumos ticis paradits daudzsoloss alfavirusu terapeitiskais potencials kombinacija
ar kimijpreparatiem. Ta pieméram, veicot kimijterapiju ar 5 mg/kg doksorubicina dozu pirms
viroterapijas pielietoSanas, tika ievérojami paaugstinats Sindbis-Her2/neu vektora
immunoterapeitiskais efekts, kas noveda pie krits audzgja progresijas kavésanas pelu audzgju
modelos. Savukart, neskatoties uz to, ka doksorubicins ir standarta kimijpreparats, kuru
izmanto kriits véza terapija, doksarubicins, lietots bez SIN-balstitas vakcinas, neparadija
audzgju samazinasanos. Protams, ne visas alfavirusu un pretvéza preparatu kombinacijas ir
efektivas, ka ari to efektivitate ir atkariga no terapeitiskas stratégijas. Ta pieméram, pielietojot
SIN-Her2/neu imminterapeitisko vakcinu kombinacija ar 25 mg/kg paklitaksela pelu kriits
audz€ja modelos in vivo, pretvéza efekts paradits netika (15), bet, pateicoties paklitaksela
ipasibam inhib&t audz&ju angiogenézi un paaugstinat asinsvadu caurlaidibu, pelu arsté$ana ar
16 mg/kg taksola ievérojami paaugstindja rekSIN virusa citotoksiskas 1pasibas, rezultata

paradot audzg&ju attistibas kavésanu un vidgjas dzivildzes pagarinasanu (35). Lidzigi rezultati
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tika aprakstiti ar1 pé€tijuma, kur onkolitisks SIN vektors kombinacija ar topoizomerazes

inhibitoru irinotekanu izraisija ilgstosu olnicas audzg&ju SCID pelu izdzivosanu (17).
1.2.2. Pétijuma izmantota kKimijpreperata 5-fluorouracila raksturojums

Uracila fluorinétais analogs 5-fluorouracils (5-FU) ir antimetabolits, kas ir aktivs pret
dazadiem solidiem audzgjiem. AtSkiriba no uracila, 5-FU pirimidina gredzena piekta oglekla
pozicija tidenraza atoms ir aizvietots ar fluora atomu. Lai gan precizs fluorouracila darbibas
mehanisms nav izskaidrots, ta galvena iedarbiba ir iejaukSanas DNS sint€z€ un mRNS
translacija. Tomé@r pacientiem, kuri arstéti ar 5-FU, ir novérojamas dazadas nev&lamas
blakusparadibas, jo kimijpreperats nav specifiski citotoksisks tikai audzgja Sinam. Ir veiktas
dazadas 5-FU struktiiras modifikacijas, lai parvarétu $adus medikamenta tritkumus. Lidzigi
citiem kimijpreperatiem arT 5-FU efektivitate pretvéza terapija balstas uz véza Stnu augsto
replikacijas limeni un trauc€jumiem biokimiskas sint€zes procesa. Lai vai ka, lielaka dala
kimijpreperatu nav véza Stinu specifiski, tapec ar1 visa kermena normalu Siinu augSana tiek
negativi ietekméta. Turklat kimijpreperatu lokalizacija tiek ierobezota, organismam tos
koncentrgjot aknas un nierés, kur tie tiek parstradati, un tas rezult€jas So organu bojajumos
(2).

5-FU metabolisms ir plaSi pétits, un vairaki biokimiskie celi ir tikuSi rakst
uroti.Anaboliskaja cela (citotoksiskais mehanisms) 5-FU tiek parvérsts nukleozidos 5-
fluorouridins (5-FUrd) un 5-fluoro-2’-dezoksiuridins (5-FdUrd) un péc tam viena no trim
aktiviem nukleotidiem: 5-fluorodezoksiuridina monofosfats (FAUMP), 5-fluorodezoksiuridina
trifosfats (FAUTP) vai 5-fluorouridina trifosfats (FUTP). FUTP un FAUTP tiek inkorporéti
RNS un DNS, attiecigi vajinot génu sp&ju kodet informaciju un galu gala aizkavgjot DNS
sintézi. Kataboliskaja cela enzims dihidropirimidina dehidrogenaze (DPD) metabolizé 5-Fu
lidz ta neaktivai formai 5-fluoro-dihidrouracilam (5-FUH2). Nozimigi, ka DPD daudzums
individos noteikts gené&tiski un var variét, tapeéc arT 5-Fu metabolizésanas efektivitate var
variét no 15-80 %. Vienas ,,standarta ” dozas pielietojums var novest pie smagas toksicitates

un pat naves individos, kuriem ir DPD deficits (2).
1.2.3. Pétijuma izmantota kKimijpreperata doksorubicina raksturojums

Doksorubicins (DOX) ir citotoksiska antraciklina grupas antibiotika ar glikozida
struktiiru, ko ieglist no séném Streptomyces peucetius vai caesius. Doksorubicinam piemit
antimitotiskas un antiproliferativas ipasSibas. Ta darbibas precizs mehanisms nav pilniba
noskaidrots, tomér, eksperimentu dati liecina, ka tas spgj saistities ar DNS, veidot brivos
radika]us un tiesi iedarboties uz $inu membranu. Stnas ir Tpasi jitigas pret preparatu S un G2

fazé (3).
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Doksorubicins ir viens no visefektivakajiem pretvéza medikamentiem ar plasu darbibas
spektru, taja skaita arT limfoblastisku leikémiju, kriits véza, olnicu véza, un aknu karcinomas
arsteSana. Tomer ta kliniska pielietoSana ir ierobezota kKimijpreparata izraisito kaitigo
blakusparadibu dél, no ka visnozimigaka ir doksorubicina kardiotoksicitate, kas var novest pie

kardiomiopatijas un sirds mazspgjas (43).

1.3. RFP (red fluorescent protein) géna izmato$ana génu terapijas vektoru

aktivitates noteik§ana

Ta ka markiergeni ir tadi géni, kuru produkti var tikt vizuali identificéti, un to atraSanas
vieta var tikt noteikta, §T metode lauj atri identific€t transformetus audus. Géniem, kuri atbild
par fluorescentu proteinu sintézi ir priekSrocibas par citiem markiergéniem, jo tie var tikt
vizuali detektéti dzivas Stinas, nepielietojot invazivas procediiras. Genu ekspresija §linas var
tikt noteikta jau 1si péc $tnu transformacijas ar $adu génu (27).

Genu terapijas petijumos vektora tropisma un piegadata géna ekspresijas efektivitates
noteikSanai biezi izmanto dazadus viegli detekt€jamus proteinus kod€joSus markiera génus.
Viens no tiem ir sarkano fluorescgjoso proteinu (dsRed — red fluorescent protein) kod&josais
géns Red, kas pirmoreiz tika atrasts korallim Discosoma sp. jeb jiiras anemone. Saja
organisma proteinam ir loma koralla simbiotisko mikroalgu fotosistému aizsardziba no augsta
gaismas ltmena, kas var izraisit fotosist€tmu fotoinhibaciju. Géna kodgjosa proteina pilnais
nosaukums ir Red fluorescent protein drFP583. Proteina peptidu sekvences pilns garums ir
225AA (aminoskabes). Proteina absorbcijas maksimums (ierosinasanas spektrs) ir 558nm, bet
emisijas maksimums pie 583nm (36). Rekombinanta dsRed proteina molekulara masa ir 27.6
kad (8).

Fluorescences mikroskopija darbam ar dsRed nepiecieSams lietot specifisku
ierosinaSanas filtru, kas laiz cauri tikai tos gaismas vilnus, kuri efektivi ierosina konkréto
krasojumu.Filtri ir apvienoti filtru blokos, kuru nosaukumi doti, vadoties péc to ierosinaSanas
filtra. RFP gadijuma jaizmanto G filtrbloks, kas ierosina dsRed ekspresiju zalas (G - green)

gaismas spektra (12).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Rekombinanta alfavirusa rekSFV1/dsRed iegiiSana

2.1.1. DNS transformacija un E.coli Siinu savairo$ana

Darba tika izmantotas sekojoSas plazmidas:

« pSFV1/Helper1 plazmida’ — (8194 bp). Kodé SFV strukturalos génus (att. 4).

* pSFV1/dsRed plazmida® — (11708 bp). Kode RFP (red fluorescent protein) génu un
SFV nestrukturalos génus (att.5).
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4. attels. pSFV1/dsRed plazmidas restrikcijas karte: non structural - SFV nestrukturalo
proteinu (NsP1-4) géni; SP6 - RNS polimerazes promoteris in vitro transkripcijai; 26S - RNS
subgenoma promoteris, dsRed — RFP (red fluorescent protein) kodgjosais géns, Spel —
plazmidas DNS linearizacijas saits.

Figure 4. pSFV1/dsRed plasmid restriction map: non structural — SFV nonstructural
protein (Ns1-4) genes, SP6 — RNA polymerase promoter for transcription in vitro, 26S - RNA
subgenomic promoter, dsRed — RFP (red fluorescent protein) gene, Spel restriction and

plasmid DNA linearization site.

! Prof. H. Garofa davinajums (Karolinska institute, Sweden)
2 Dr. A. Zajakina (Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju centrs)
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5. attels. pSFV1/Helperl plazmidas restrikcijas karte: SFV strukturalo protemu géni (C,
P62, 6K, E1); SP6 - RNS polimerazes promoteris in vitro transkripcijai; Spel plazmidas DNS
linearizacijas saits.

Figure 5. pSFV1/Helperl plasmid restriction map:genes of SFV structural proteins (C,
P62, 6K, E1); SP6 - RNA polymerase promoter for transcription in vitro; Spel restriction and
plasmid DNA linearization site.

Transformacija tika veikta, lai savairotu virusa transkripcijai nepiecieSamo pDNS.
Viens pL (100 - 500 ng DNs) pSFVl/red plazmidas tika pievienots (iemaisits) ledd
atsaldétam 100 uL DH50 stinam (Echerichia coli celms), un turéts 10 — 15 mindtes ledd.
Stinas tika paklautas karstuma Sokam (heat-shock) 35 sekundes 42°C, ta veicinot plazmidas
iekliSanu S$tinds. Péc karstuma Soka izraisiSanas maisijums tika inkubgts ledii divas mintes.
Stinu suspensijai tika pievienoti 0,9 mL LB barotnes bez ampicilina, un maisijums vienu
stundu tika inkubéts 37°C kratitaja, lai $iinas vairotos. Ta ka plazmidas bija ieklonéts ar
ampicilina rezistences gé€ns, par notikuso transformaciju vargja parliecinaties, uzséjot 200 uL
Stinu suspensijas uz Petri platém ar LB agarozes barotni, kurai pievienots ampicilins (100
png/mL). Atseviskas kolonijas tika atlasitas un parsétas uz 2Ty Skidro barotni, kurai pievienots
ampicilins (100 ug/mL), un savairotas, inkub&jot 24h +37°C.

Lai transformétas bakteriju $tinas atdalitu no augSanas barotnes un sekojos$i varétu veikt
pDNS izdalisanu no E. coli stinam, savairota Stinu suspensija tika centrifugéta 10 — 15
mintites pie 2500 apgr./min. Supernatants tika noliets no $tinu nogulsném. Nogulsnes tika

skalotas ar 0,9% NaCl $kidumu, un $tnu suspensija tika centrifugéta 5 mindates pie 5000
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apgr./min. Supernatants tika noliets, un baktériju nogulsnes talak tika izmantotas, lai izdalitu

no tam pDNS. P& s$adas metodes tika veikta ari E.coli $tnu transformacija ar

pSFV1/Helperl.

2.1.2. pDNS izdaliSana no baktériju Sinam

pDNS no baktériju $tinam tika izdalita, izmantojot komplektu plazmidu izdaliSanai
,»USB Corporation PrepEase™ Maxi Plasmid Kit” (USB corporation, USA). Plazmidas DNS
izdaliSana tika veikta atbilsto$i razotaja instrukcijam.

Darba gaita tika izmantoti sekojos$i buferskidumi:

S1 buferskidums: 50mM Tris-HCI, pH 8.0, 10mM EDTA, 100 pg/ml RNase A

S2 buferskidums: 200mM NaOH, 1% SDS

S3 buferskidums: 2.8M KOAc, pH 5.1

N2 buferskidums: 100mM Tris, pH 6.3, 15% ethanol, 900mM KClI, 0.15% TritonX-100

N3 buferskidums: 100mM Tris, pH 6.3, 15% ethanol, 1.15M KClI

NS5 buferskidums: 100mM Tris, pH 8.5, 15% ethanol, 1M KCI

Lai transformétas E.coli baktériju $iinas lizétu, bakteériju nogulsnes tika resuspendétas
12 mL RNase A-S1 buferSskiduma, kura esoSais EDTA (etilendiamina tetraacetats) sagrauj
Stinu sieninas, saistot divvertigos katjonus (Mg2+, Ca2+), kas nepiecieSami Siinu membranas
stabilitatei, un inhibé DNS degrad€josus enzimus, bet buferSkiduma sastava esosa
ribonukleaze degradé RNS molekulas 1idz ribonukleotidiem. Suspensijai tika pievienoti 12
mL S2-EF buferskiduma, kura esoSais SDS (natrija dodecilsulfats) skidina Sinu membranu
fosfolipidus un proteinus, ta sagraujot Sinu membranas. S2-EF buferSkiduma esoS$ais natrija
hidroksids denaturé hromosomalo un plazmidu DNS vienpavedienu k&dés. Mégenes tika
maigi kratitas 6 — 8 reizes, pec tam tas tika inkubétas istabas temperatiira 2 — 3 mindites.
Suspensijai tika pievienoti 24 mL pirms tam atdzeséta S3-EF buferSkiduma, kura esoSais
kalija acetats neitraliz€ Skiduma pH un veido neskistoSu SDS/ lipidu/ proteinu precipitatu,
kuram tiek piesaistita genomiska DNS. Mégenes tika invertétas 6 — 8 reizes. Suspensija tika
inkubéta 5 miniites uz ledus, péc tam centrifugéta 15 minttes pie 11000 apgr./min. N tipa
buferi, kas saturgja etanolu, tika izmantoti plazmidas DNS precipitacijai no skiduma KCI
klatbiitng. PrepEase’™ — EF kolonna tika lidzsvarota ar 5 mL N2-EF bufera, filtrats tika
izliets. Stinu suspensija tika centrifugéta pie 11000 apgr./min. Kolonna divas reizes tika
mazgata ar 24 mL N3-EF buferi un sekojosi divas reizes ar 12 mL N5-EF buferi. Stinu lizats
tika filtréts cauri kolonnai, filtrats tika noliets. Kolonna tika mazgata ar N3-EF buferi un N5-

EF buferi. N5-EF buferis pirms tam tika sildits pie 50°C, un plazmida tika izmazgata no
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kolonnas ar 15 mL §1 bufera, paraugu savacot tira, no nukleazém briva mégené. Lai izgulsnétu
DNS, paraugam tika pievienoti 11 mL izopropanola istabas temperatiira. Paraugs tika maigi
samaisits un 30 miniites centrifugéts pie 15 000 x g 12°C. Supernatants tika riipigi noliets. Lai
nomazgatu DNS nogulsnes, tam tika pievienoti 5 mL 70% etanola. Paraugs tika vorteks€ts un
10 miniites centrifugéts pie 11000 apgr./min. 20 Iidz 25°C. Etanols tika riipigi noliets, un DNS
nogulsnes Zavetas pie vakuumsiikna. Plazmida tika §kidinata 300 uL H,O, un glabata — 20°C.

P&éc sadas metodes no transformétajam E.coli $tnam tika veikta ar1 pSFV1/Helperl
izdaliSana.

Izdalito plazmidu pSFV1/dsRed un pSFV1/Helperl kvalitate tika novértéta, veicot
elektroforézi 1% agarozes géla 1x TAE buferskiduma (10mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 1mM
EDTA), kam pievienots 5 pL etidija bromida uz 100 mL TAE bufera. Paraugi tika sagatavoti
sadas attiecibas: 8 uL H,O + 1 pL paraugs + 1 pL krasa (6 x DNA Loading Dye, Fermentas,
Lietuva). Savukart 2 uL GeneRuler™ 1kb DNA Ladder markiera tika sajaukts ar 8 pL H.O.
Elektroforéze tika veikta pie $adiem parametriem: 85 mA; 299 V. Elektroforézes rezultati tika
fotograféti, izmantojot programmu Launch Vision Works LS (skat. 6. attelu).

Izdalito plazmidu pSFV1/dsRed kvantitativa parbaude tika veikta, spektrofotometriski
ar aparatu NanoDrop 1000 (ThermoScientific, USA)izmérot pDNS koncentraciju (ng/uL).
Datu apstradei tika izmantota programma ND-1000 V 3.1.2. (skat. 6. attelu).

Stradajot ar komplektu ,,USB Corporation PrepEase™ Maxi Plasmid Kit”, ir jaievero
darba drosiba. Talak minétie komplekta buferSkidumu sastava esoSie savienojumi raksturoti
ka kairinoS§i acim, elpoSanas sistémai un adai: natrija dodecilsulfats (SDS) — (S2
buferskiduma), natrija hidroksids (S2 buferSkiduma), kalija acetats (S3 buferskiduma), Tris
(N2, N3 un N5 buferskidumos), kalija hlorids (N2, N3 un N5 buferskidumos). SDS raksturots
ka kaitigs noriSanas gadijuma. Savukart N2, N3 un N5 buferSkidumos esoSais etanols ir viegli
uzliesmojoss, tapec jaizvairas no ta tuvas novietoSanas viegli uzliesmojoSiem objektiem,
karstumam, dzirksteléem un atvértai liesmai, ka ari trauki jatur cieSi aizverti. Stradajot ar
komplektu, jaievero, lai neelpotu kimikaliju izgarojumus, jaizvairas no kimikaliju kontakta ar
adu un acim, ka ar1 javalka aizsargajoSs laboratorijas halats, brilles darbam ar kimikalijam un
cimdi. Profesionalim jaizverte, vai darba ar komplektu nepiecieSams respirators. Ir jaizvairas
no kimikaliju iekl@iSanas acis vai uz adas (péc ,,USB Corporation PrepEase™ Maxi Plasmid

Kit” materialu droSibas lapas (material safety sheet)).

21



pSFV1/ds-Red pSFV1/Helperl

M 1. 2. M 1.
- -
-= -
Q -
o
S—
8 | — —
é —jl_ —
_-— 5 2 —
—— =
8 8
o0
w8
© N
—
" 1
O @)

6.attels. pSFV1/ds-Red un pSFVI1/Helperl plazmidu kvalitativa parbaude ar
elektroforézi 1% agarozes gela, un koncentraciju spektrofotometriskie mérfjumi. a) -
pSFV1/dsRed. M - 1Kbp DNS markieris, 1. — 2. pSFV1/dsRed plazmidas paraugi un to
koncentracijas (ng/uL). b) - pSFV1/Helperl. M - 1Kbp DNS markieris, 1. pSFV1/Helperl
paraugs.

Figure 6. The quality control of pSFV1/dsRed and pSFV1/Helperl plasmids by
electrophoresis in 1% agarose gel and results of measuring concentration of samples
spectrofotometrically. a) - pSFV1/dsRed. M — 1Kpb DNA length marker, 1. — 2. stands for:
samples of pSFV/dsRed plasmids with shown concentration (ng/ul). b) - pSFV1/Helperl. M -

1kB DNA length marker, 1. — Sample of pSFV1/Helperl.

2.1.3. Plazmidu restrikcija
pSFV1/Helperl un pSFV1/dsRed plazmidu (att. 4., 5.) restrikcija (linearizacija) tika

veikta, izmantojot Spel (Bcul) restriktazi (Fermentas, Lietuva). Par restrikcijas enzima
unikalo SkelSanas vietu var parliecinaties plazmidu restrikcijas kartés. Linearizacijas reakcija
tika veikta atbilstosi razotaja instrukcijam.

Reakcijas maistijuma kopéjais tilpums bija 200 pl un sastavs sekojoss:

- DEPC H,0 - 1idz 200 pl
- Spel (10 w/ul) -4l

- Yellow Tango buffer (x10) -20 ul

- pDNS -40 ng
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Vispirms tika aprékinats, cik lielu tilpumu aiznem 40 pg noteiktas koncentracijas
pDNS. Udens tika pievienots péc nepiecieSamibas atkariba no pDNS koncentracijas.
Reagentu maisijums tika inkubgts 3 stundas +37°C temperatira.

Linearizacijas rezultati tika parbauditi, veicot elektroforézi 1 % agarozes gela 1x TAE
bufer§kiduma (10mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 1mM EDTA). DNS identifikacijai tika
izmantots GeneRulerTM 1 kB DNA Ladder markieris (Fermentas, Lietuva). Elektroforéze tika
veikta pie $adiem parametriem: 299V; 85 mA. Elektroforézes rezultati tika fotografeti,

izmantojot programmu Launch Vision Works LS (skat. 7. att.).
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7.attels. SFV1/Helperl DNS un SFV1/dsRed DNS kvalitativa parbaude ar elektroforézi
1% agarozes gela un koncentraciju spektrofotometriskie merijumi péc plazmidu linearizacijas.
a) - pSFV1/dsRed DNS restrikcija, izmantojot Spel (Bcul) restriktazi. M - 1Kbp DNS
markieris, 1. — nelinearizéta pSFV1/dsRed plazmida, 2. — linearizéts SFV/dsRed DNS
paraugs. b) - SFV1/Helperl pDNS restrikcija, izmantojot Spel (Bcul) restriktazi. M - 1Kbp
DNS markieris, 1.- 3. apzimé: linearizétie SFV1/Helperl DNS paraugi un to koncentracijas
(ng/pL).

Figure 7. The quality control of SFV1/dsRed DNA and SFV1/Helperl DNA by
electrophoresis in 1% agaroses gel and results of measuring concentration of samples
spectrofotometrically after linearisation of plasmids. a) Spel (Bcul) restrictase was used for
linearisation of pSFV1/dsRed. M — 1Kpb DNA length marker, 1. — non-liniarisated
pSFV/dsRed plasmid, 2. — sample of liniarisated SFV/dsRed DNA. b) Spel (Bcul) restrictase
was used for linearisation of pSF1V/Helperl. M - 1kB DNA length marker, 1. - 3. stands for:
DNA samples of linearisated SFV1/Helperl with shown concentration (ng/ul).
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2.1.4. DNS koncentrésana un attiriSana péc plamidu restrikcijas

SFV1/Helperl un SFV1/dsRed DNS tika koncentrétas, attiritas no restriktazes paliekam
un buferskiduma, izmantojot komplektu DNS attirisanai PrepEase® DNA Clean-Up Kit (USB
corporation, USA). DNS attiriSana tika veikta atbilsto$i razotaja instrukcijam. DNS tika
attirita, tai selektivi saistoties ar silicija dioksida membranu centrifugéSanas kolonna
haotropisku salu klatbiitné€. P&c tam membrana tika mazgata ar komplekta ieklautajiem
buferskidumiem, lai atdalitu salus un tident §kistoSas makromolekulas.

Linearizéta DNS tika saistita ar buferskidumu, sajaucot paraugu attieciba 1:5 =
paraugs:N2P buferskidums, un labi samaisot.

Lai paraugu ar SFV1/dsRed DNS piesaistitu pie kolonnas membranas, kolonna tika
ievietota komplekta pievienotaja ievakSanas mégen€, paraugs tika pipetéts tieSi kolonnas
centra, un tika veikta centrifugéSana vienu miniti pie 9000 apgr./min. Filtrats tika izmests.

Kolonnas mazgasana. Kolonnai tika pievienoti 600 pL NT3 buferSkiduma, kas satur
etanolu, un ta tika centrifugéta vienu miniti pie 9000 apgr./min. Filtrats tika izmests.

Lai kolonnu izzavetu, ta tika centrifugéta divas miniites pie 9000 apgr./min.

SFV1/dsRed DNS tika izmazgata no kolonnas, tai pievienojot 50 uL. DEPC H,O un
inkubgjot istabas temperatiira vienu minati. Tika veikta centrifugéSana vienu minati pie 9000
apgr./min.

Augstak aprakstitie soli tika veikti, lai koncentrétu un attiritu art SFV1/Helperl DNS.

Linearizéto plazmidu kvantitativa analize tika veikta, spektrofotometriski nosakot
attiritas, linearizétas DNS koncentraciju (ng/uL). Datu apstradei tika izmantota programma
ND-1000 V 3.1.2. (skat. 7. att.).

Stradajot ar kitu, ir jaieveéro darba droSiba. Savienojums guanidina hidrohlorids (N2P
buferSkiduma) raksturots ka kaitigs, ja to norij, ka arT acim un adai kairinoSs, savukart
izopropanols (N2P buferskiduma) ir viegli uzliesmojoSs, acim kairinoSs, ta izgarojumi var
izraisit nelabumu. Jaizvairas no darba ar uguni izopropanola uzglabaSanas vieta. Stradajot ar
komplektu, jaizvairas no kimikaliju iekltSanas acis un kontakta ar adu, ka ari javalka
aizsargajoSs laboratorijas halats, brilles darbam ar kimikalijam un laboratorijas cimdi (péc

PrepEase DNA Clean-Up Kit materialu drosibas datu lapam (material safety data sheets)).

2.1.5. rekSFV1/dsRed un rekSFV1/Helperl RNS transkripcija in vitro

Pirms transkripcijas ir nepiecieSams steriliz€t darba virsmu un pipetes ar 75% etanolu,
ka arT izmantot sterilus, autoklavétus pipeSu uzgalus un ependorfus, lai izvairitos no RNS
degradacijas vides RNazu ietekmé&. Ta ka RNS ir salidzino$i nestabila temperattras ietekmé,

nepiecieSams reakcijas maistjumu ar RNS vienmér turét uz ledus.
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Linearizétas rekombinantas SFV1/dsRed un SFV1/Helperl DNS talak tika izmantotas
RNS transkripcijai in vitro. Transkripcijas reakcijas maisijuma kopégjais tilpums bija 50 uL.
Reakcija tika veikta 10 pL transkripcijas buferSkiduma (40 mM Tris-Cl (pH 7.9), 6 mM
MgCl,, 10mM ditiotritols, 10mM NaCl, 2mM spermidins (Fermentas, Lietuva)).
Transkripcijas buferskidumam tika pievienoti 5 pL (ImM) RNS cap struktiras analoga -
7mG(5)ppp(5'G) (NewEngland Biolabs, Lielbritanija), 10 uL (2mM) ¢etru rNTF maisijums.
Cetru tNTF maisTjums (20 uL ATP, 20 uL UTP, 20 pL CTP, 10 uL GTP, 130 uL H20) ar
kopgjo tilpumu 200 uL tika sagatavots ieprieks. P&c atbilstoSa daudzuma (Iidz 50 pL) sterila
DEPC tdens (Fermentas, Lietuva) pievienoSanas transkripcijas maisijumam, visi komponenti
tika ar pipeti samaisiti, un atstati uz piecam mintitém istabas temperatiira, lai buferT esosais
spermidins neizraisttu DNS nogulsnéSanos. Reakcijas maisijumam ka nakamais tika
pievienots 1lug linearizétas SFV1/dsRed DNS, un maisijums tika samaisits. P&c §1 sola
maisijuma tika pievienots 1 pL (20 vienibas) SP6 RNS polimerazes (Fermentas, Lietuva) un
3 uL (60 vienibas) RNazu inhibitora (RiboLock® RNase Inhibitor, Fermentas, Lietuva).

Reakcijas maistjums 1 stundu un 20 minites tika inkubéts +37°C temperatiira. PEc tadas
paSas metodes tika sintezéta rekSFV1/Helperl RNS. Jaunsintez€to RNS kvalitate tika
parbaudita, veicot elektroforézi 1% agarozes g€la 1x TAE buferi (skat.8.att.). RNS paraugi
tika uzglabati -80 °C temperatira.

-V

2.1.6. RNS attiriSana péc transkripcijas

Jaunsintezéta RNS tika apstradata ar DNazi, lai to attiritu no DNS piemaisijumiem.
RNS maisijumam tika pievienoti 2 pL. DNazes (koncentracija — 5U/ uL, Fermentas, Lietuva)
un 1,5 uL RNazes inhibitora (koncentracija — 40U/ uL, Fermentas, Lietuva). Reakcijas
maistjums 30 miniites tika inkubéts +37°C temperatiira. Lai inaktivétu DNazes enzimatisko
darbibu, péc inkubacijas maisijumam tika pievienoti 2,5 pL 50 mM EDTA, un maisijjums
vienu miniti tika inkub@ts istabas temperatiira, péc tam 8 — 10 miniites 65°C temperatiira.
Attiritas RNS kvalitate tika parbaudita, veicot elektroforézi 1% agarozes gela 1 x TAE bufert
pie apstakliem: 299V, 65mA((skat.8.att.).
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8. attels. rekSFV1/dsRed un rekSFV1/Helperl RNS kvalitates parbaude ar elektroforézi
1% agarozes gela péc transkripcijas in vitro un RNS attiriSanas. a) — in vitro transkrib&ta
rekSFV1/Red RNS, M — 1Kbp DNS markieris, 1. — 2. apzimé&: no linearizétas SFV1/dsRed
DNS sintezétas RNS, kas apstradatas ar DNazi, 3. — no linearizétas SFV1/dsRed DNS
sintezéta RNS pirms apstradasanas ar DNazi. b) — in vitro transkrib&ta rekSFV1/Helperl
RNS. M — 1Kbp DNS markieris, 1. — 3. apzimé: no linearizétas SFV1/Helperl DNS sintez&tas
RNS péc apstrades ar DNazi.

Figure 8. Electrophoretic testing (1% agarose gel) of in vitro transcripted
rekSFV1/dsRed and rekSFV1/Helperl RNA. a) in vitro transcripted recSFV1/dsRed RNA, M
— 1Kbp DNA marker, 1. — 2. stands for: RNA synthesized in vitro from linearisated
SFV1/dsRed DNA and treated with DNase, 3. — recSFV1/dsRed RNA before treatment with
RNase. b) in vitro transcripted rekSFV1/Helperl RNA. M — 1Kbp DNA marker, 1. — 3. stands
for: RNA synthesized in vitro from linearisated SFV1/Helperl after the treatment with
DNase.

2.1.7. BHK-21 Sunu elektroporacija ar rekombinantam RNS un virusu dalinu
savakSana/sasaldeSana

BHK-21 $inas tika sagatavotas 24 — 48 stundas pirms transfekcijas sakuma. Siinas tika
audzetas lidz vélai log fazei.

BHK-21 Sitnas tika audzétas 75 cm2 kultivéSanas matrica Iidz 100% monoslana
blivumam BHK +/+ barotné. No §iinam tika aizvakta augSanas barotne, monoslanis tika divas
reizes mazgats ar 10 mL PBS-/-. Monoslanim tika pievienoti 2 mL 0,25% tripsina $kiduma,
un monoslanis tika inkub€ts 5 min +37°C temperattra. Tripsina Skiduma — $iinu suspensija
tika maigi resuspendéta, lai neveidojas Stinu agregati. Tripsina darbiba tika blokéta,
izmantojot BHK +/+barotni: $iinas ar tripsina Skidumu tika maigi resuspendétas ar 8 mL
barotnes, tika skalotas audzé$anas matricas sieninas. Stinu suspensija tika parnesta 15 mL
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mégené un centrifugéta 5 mindtes pie 1000 apg./min. Supernatants tika aizvakts. Sanu
nogulsném tika pievienoti se$i 1idz astoni mL PBS -/-, un nogulsnes tika resuspendétas. Tika
veikta Stnu skaitiSana, izmantojot automatisko Stinu skaititaju Countess® Automated Cell
Counter. Tika veikta atkartota centrifug€Sana, supernatants noliets, un §tinu nogulsnes tika
resuspendatas auksta PBS -/- buferT lidz 1x10’ $tnu/700puL PBS -/-. 700pL $inu suspensijas
tika parnests elektroporacijas kivete. Kivete tika ienesti 50 pg transkribétas rekSFV1/Red
RNS un 40 pg rekSFV1/Helperl RNS, un suspensija tika samaisita. Kop&am tilpumam
elektroporacijas kivete jabiit 750 - 800 uL.

Elektroporacijas aparatam tika uzstaditi nepiecieSamie parametri (850 V, 25uF), un
SUNU-RNS suspensijai tika pievaditi 2 stravas impulsi bez intervala starp tiem. Laika
konstantei p&c pulsa jabiit aptuveni 0,4. Stinu suspensija no kivetes tika uzséta uz 75cm? $tinu
kultivésanas matricas 10 mL BHK+/+ barotnes. Siinas tika inkubétas 16-18 stundas +37°C.

Rekombinanto rekSFV1/dsRed virusu saturo$a $tunu barotne tika savakta mégené un
centrifugéta piecas mindtes pie 1000 apgr./min., lai nogulsnétu no monoslana atdalijusas
Stnas. Virusu saturo$a barotne ar sekretéto virusu tika alikvoteta ependorfa stobrinos pa 0.5 -
1 mL un sasaldéta Skidraja slapekli. legiitais virusa preparats tika uzglabats -80°C

temperatura.

2.2. RekSFV1/dsRed virusa titra noteikSana

RekSFV1/dsRed virusa titra noteikSana ir balstita uz hipotézi ,,viena virusa dalina —
viena inficeta $iina”, jo dalinas ir replikacijas defektivas. Metode ir balstita uz Stinu infekciju
ar dazadiem virusa atSkaidijumiem un tieSu markiergéna fluorescenta proteina RFP — red
fluorescent protein ekspresijas mikroskopisku novértésanu.

Virusa titrs tika noteikts BHK-21 §tinu kultiira. Stinas tika sagatavotas 24 — 48 stundas
pirms infekcijas sakuma. No S§tnam (75 cm’ audz&$anas matrica) tika aizvakta augSanas
barotne, §tinas tika divas reizes skalotas ar 8 mL PBS -/-. Tika pievienoti 2 mL 0,25% tripsina
$kiduma, un §tinu kultivéSanas matrica tika ievietota inkubatora + 37°C aptuveni uz divim
lidz piecam minttém, kamér Stinu monoslanis atdalas no matricas. Jaievéro, ka parak ilga
tripsinizé$ana var nogalinat $iinas. Stinu — tripsina suspensija tika maigi resuspendéta, lai
noverstu koloniju veidoSanos. Tripsinizacijas process tika neitralizé€ts ar 8 mL BHK+/+
barotnes. legiita Stinu suspensija tika parnesta uz mégeni un centrifugéta piecas mindites pie
1000 apgr./min., lai atdalitu Stinas no augSanas barotnes. Supernatants tika noliets, un $iinas
tika resuspendétas 8 mL PBS-/-. Siinas tika skaititas automatiskaja §anu skaititaja. Mégene ar
Stinu suspensiju tika centrifugéta iepriekS minétajos apstaklos, lai nogulsnétu Stnas.

Supernatants tika noliets. Stinas tika resuspendétas attieciga daudzuma BHK +/+ barotnes lidz
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0,7 x 10° §0inu viena mililitra. BHK-21 $iinas tika uzsétas uz 24 iedobju plates pa vienam mL
$linu suspensijas katra lodzina, un inkubétas 24 stundas +37°C.

Infekcija tika veikta, kad BHK-21 stinu monoslana blivums iedobju platg bija sasniedzis
80%. RekSFV1/dsRed preparats tika atkauséts istabas temperatiira, un tika sagatavoti 12
virusa stoka divkartgjie atSkaidijumi (2-Fold dilutions) PBS+/+ (attieciba virusa stoks:PBS+/+
sakot no 1:10 un beidzot ar 1:10240). Siinas tika mazgatas divas reizes ar PBS +/+, lai
izvairitos no S$tinu augSanas barotnes piemaisijumiem. Iedobju plates katros divos lodzinos
tika pievienoti 300 pL infekcijas $kiduma no katra atSkaidfjuma. Siinas tika inkubétas vienu
stundu un 20 miniites +37°C, 5% CO,. Infekcijas §kidums tika nopemts, un katra lodzina tika
pievienots viens mL svaigas barotnes; $iinas tika inkubgtas 16 — 18 stundas +37°C, 5% CO,

P&c 16 — 18 stundu $iinu inkubacijas tika parbaudita markiergéna ekspresija ar invertetu
fluorescences mikroskopu, izmantojot G (green) filtru jeb ierosinot RFP (red fluorescence
protein) emisiju redzamas gaismas vilnu zalaja spektra. Apliikojot Stinas mikroskopiski, tika
atrasts virusa stoka atSkaidijums, kur bija iesp&jams saskaitit individualas inficétas Stnas,
pieméram, piecas $iinas viena redzes lauka. Tika izmantots palielinajums 400x. Sinas tika
skaititas astonos redzes laukos, un vid€jais Stinu skaits viena redzes lauka tika aprékinats.

Virusa titrs tika aprékinats péc sekojoSas formulas:

IF=N-C-D -k kur

IF — virusa titrs, infic€tsp€jigas virusa dalinas (infection units/ mL);

N — vidgjais Stinu skaits viena redzes lauka (number);

C —redzes lauku skaits viena iedobju plates lodzina;

D — virusa stoka atSkaidijums (dilution);

K — koeficients titra aprékinaSanai uz vienu mL.

C aprekina sekojosi:

C = iedobes laukums (MM?)/1t: (Xokularam/Xobjektvam * 2)°

2.3. RekSFV1/dsRed inficétspejas parbaude BHK-21 un B16-F10 Sinu

kulturas
Virusa inficétspéja tika parbaudita ar fluorescences mikroskopiju, vizuali novertgjot
rSFV1/dsRed dalinu RFP (red fluorescent protein) ekspresiju divas $anu kultiiras:
1. Kontroles $tinu kultira BHK-21 (Sirijas zeltaind kamja mazula nieru fibroblastu
Stinu linija - baby hamster kidney cell line),

2. Pelu melanomas $tnu kultira B16-F10 (mouse melanoma).
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Stinas tika sagatavotas 24-48 stundas pirms infekcijas sakuma. Katra §tnu kultara tika
audzéta sava 75cm’ kultivéSanas matrica. No $inam tika aizvakta augSanas barotne, tas tika
divas reizes skalotas ar 8 mL PBS -/-. Katra matrica tika pievienoti divi mL 0,25% tripsina
$kiduma, un $tnas tika inkubétas +37°C, 5% CO, divas lidz piecas miniites, kamér tas bija
atdalfju§ds no matricas virsmas. Stnas tika maigi resuspendétas tripsina $kiduma, lai
izvairitos no koloniju veidosanas. Tripsinizacijas process tika neitralizets, pievienojot 8 mL
attiecigas Stinu augSanas barotnes. BHK-21 §iinam tika izmantota BHK +/+ augSanas barotne,
B16-F10 $Gnam tika izmantota DMEM GlutaMAX +/+ barotne (skatit 3. pielikumu). Stnas
tika parnestas uz 15 mL mégeném un centrifugétas piecas minites pie 1000 apgr./min.
Supernatants tika aizvakts, $iinas tika suspendétas 8 mL PBS -/- un skaititas Invitrogen
automatiskaja $tnu skaititaja. Stnas tika centrifugétas piecas miniites pie 1000 apgr./min.
Supernatants tika aizvakts, un katra Stnu kulttra tika resuspendéta 8 mL augSanas barotnes.
Mégené tika sagatavota Stinu — barotnes suspensija ar uzs€Sanai nepiecie$amo Sunu
koncentraciju. Stinas tika uzsétas pa vienam mL/iedobé uz 24 iedobju kultivésanas plates
sadas koncentracijas: 1 - 10°/mL BHK-21 $inas; 3 - 10°/mL B16-F10 $inas.

Infekcija tika veikta, kad Snu monoslana blivums platé bija sasniedzis 80%.
Monoslanim tika pievienoti 300 pL infekcijas Skiduma ar 1 - 107 virusa dalipam/mL. Plates
tika inkubgtas vienu stundu un 20 miniites + 37°C, 5%CQO,. Péc inkubacijas infekcijas
Skidums tika nonemts, un monoslanim tika pievienoti 1,5 mL attiecigas Stnu kultiiras
augSanas barotnes uz vienu iedobi. Siinas tika inkubgtas 18 -20 stundas + 37°C, 5% COs,.

Virusa inficétspéja tika parbaudita ar fluorescences mikroskopiju, vizuali novertgjot

rSFV1/dsRed dalinu RFP (red fluorescent protein) ekspresiju abas $tinu kultiiras.

2.4. B16-F10 Sunu elektroporacija ar SFV1/dsRed RNS

Lai parbauditu, vai rekSFV1/dsRed virusa RNS spgj replicéties B16-F10 Stinas, tika
veikta B16-F10 sanu elektroporacija ar SFV1/dsRed RNS.

B16-F10 Sinas tika audzétas 75 cm® kultivéSanas matrica lidz 100% monoslana
blivumam DMEM GlutaMAX™ +/+ barotné. No §inam tika aizvakta augSanas barotne,
monoslanis tika divas reizes mazgats ar 10 mL PBS-/-. Monoslanim tika pievienoti 2 mL
0,25% tripsina $kiduma, un monoslanis tika inkub&ts +37°C aptuveni divas miniites. Tripsina
Skiduma — Stnu suspensija tika maigi resuspendéta, lai neveidojas Stnu kolonijas. Tripsina
darbiba tika blok&ta, izmantojot DMEM GlutaMAX™ +/+ barotni: §iinas ar tripstna Skidumu
tika maigi resuspendétas 8 mL barotnes, tika skalotas audz&$anas matricas sieninas. Stinu

suspensija tika parnesta uz 15 mL mé&geni un centrifugéta 5 min. pie 1000 apg./min.
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Supernatants tika aizvakts. Sinu nogulsném tika pievienoti sesi lidz astoni mL PBS -/-, un
nogulsnes tika resuspend@tas. Tika veikta Stnu skaitiSana, izmantojot automatisko Stnu
skaititaju Countess® Automated Cell Counter. Tika veikta atkartota centrifugéSana,
supernatants noliets, un $tinu nogulsnes tika resuspendétas auksta PBS -/- buferi lidz 1x10’
Stnu/mL. 700uL Stnu suspensijas tika parnests elektroporacijas kivete. Kivete tika ienesti 20
pg transkribétas rekSFV1/Red RNS un suspensija tika samaisita. Kop&am tilpumam
elektroporacijas kivete jabut 750 - 800 pL.

Elektroporacijas aparatam Bio-Red Gene Pulser tika uzstaditi vajadzigie parametri
(850V, 25uF), un stinu-RNS suspensijai tika pielikti 2 stravas impulsi bez intervala starp tiem.
Laika konstantei péc pulsa jabiit aptuveni 0,4. S@inu suspensija no kivetes tika uzséta uz
75cm? $anu kultivéSanas matricas 10 mL DMEM GlutaMAX™ +/+ barotnes. Stnas tika
inkubgtas 16-18 stundas 37°C.

Par SFV1/dsRed RNS replikacijas sp&ju B16-F10 $inas vargja parliecinaties,
mikroskopiski novérojot SFV1/dsRed transgéna ekspresiju B16-F10 $§tinas p&c 16-18 stundu

inkubacijas.

2.5. MTT proliferacijas testa metode

MTT proliferacijas tests tika izmantots, lai:
1. parbauditu rekSFV1/dsRed virusa citopatisko efektu B16-F10 $tinu Iinija in vitro,
2. parbauditu Kkimijpreperatu SFu (5-fluoruracila) un DOX (doksarubicina) dazadu
koncentraciju citotoksisko efektu B16-F10 §tnu Iinija in vitro,
3. parbauditu rekSFV1/dsRed virusa un Kkimijpreperatu DOX un S5Fu terapeitiskas
kombinacijas citotoksisko efektivitati B16-F10 $tinu linija in vitro.

MTT proliferacijas testa metode tika izmantota, lai méritu B16-F10 Siinu proliferaciju
un noteiktu to dzivotsp&ju péc apstrades ar rekSFV1/dsRed virusu un kimijpreperatiem SFu
un DOX. MTT metodes galvenais komponents ir 3-[4,5-dimetil-2-tiazolil]-2,5-difenil-
salu Skiduma bez fenola sarkana, ir raksturiga dzelteniga nokrasa. Aktivi elpojoSas Stinas
(dzivas Stinas) sp&j parverst tdent skistoSo MTT violetos, neSkistoSos formazana kristalos,
mitohondrialajai dehidrogenazei $kelot tetrazola gredzenu. S@nu skaita picaugums vai
samazinasanas rezult€jas izveidoto formazana kristalu daudzuma. Formazana kristalus
iz8kidinot, to koncentraciju, tatad ar1 Stnu dzivotsp€ju, var noteikt spektrofotometriski, merot
absorbciju pie 570 nm, un ka references vilpu garumu izmantojot 620 nm. Sanu skaits tika

izteikts ka funkcija no mitohondrialas aktivitates dzivas Siinas.
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MTT tests tika veikts péc ‘SIGMA MTT based in vitro toxicology assay kit’ protokola.
Tika izmantots pulverveida MTT (USB Corporation, USA), kam raksturiga dzelteniga
nokrasa; pulveris sausa veida tika uzglabats + 20°C. Talakam darbam 15 mg MTT pulvera
tika skidinats 3 mL DMEM/ F-12 Ham (1:1 x1) barotnes bez fenola sarkana, bet ar pievienotu
fetalo serumu 5% koncentracija, un MTT $kidums tika uzglabats + 4°C tumsa vieta. Pirms
katras MTT reakcijas Skiduma pievienos$anas $tinam, tas tika sajaukts attieciba 1:10 ar barotni
DMEM/ F-12 Ham (1:1 x1) bez fenola sarkana ar pievienotu fetalo serumu 10%
sekojosi: 111,5 mL izopropanols + 12,5 mL Triton x-100 + 1 mL HCI (koncentracija 37%).

Stradajot ar MTT, jaievéro darba drosiba, jo MTT ir kaitigs, ja tiek norits, ieelpots vai
absorbéts caur adu. MTT var izmainit genétisko materialu. Skidums formazana kristalu
SkidinaSanai ir uzliesmojoss un korozivs. Ar MTT metodeé izmantotajiem skidumiem jastrada
laminaras pliismas boksa, ka ar1 jastrada laboratorijas cimdos un halata.

B16-F10 sunas tika sagatavotas 24 stundas pirms infekcijas vai kimijpreperatu
pievienodanas sakuma. Sinas tika audzétas 75cm? kultivé$anas matricdi. No $inam tika
aizvakta augSanas barotne, tas tika divas reizes skalotas ar 8 mL PBS -/-. Katra matrica tika
pievienoti divi mL 0,25% tripsina $kiduma, un $iinas tika inkubétas +37°C, 5% CO; divas lidz
piecas miniites, kamér tas bija atdalfjusas no matricas virsmas. Stinas tika maigi resuspendétas
tripsina  Skiduma, lai izvairitos no koloniju veidoSanas. Tripsinizacijas process tika
neitralizéts, pievienojot 8 mL DMEM GlutaMAX +/+ barotnes (skatit 3. pielikumu). Sinas
tika parnestas uz 15 mL mé&geném un centrifugétas piecas mindtes pie 1000 apgr./min.
Supernatants tika aizvakts, $iinas tika suspendétas 8 mL PBS -/- un skaititas Invitrogen
automatiskaja $tnu skaititaja. Stanas tika centrifugétas piecas miniites pie 1000 apgr./min.
Supernatants tika aizvakts, un katra Stinu kulttra tika resuspendéta 8 mL augSanas barotnes.
Mégené tika sagatavota §iinu — barotnes suspensija ar 1,5 - 10° B16-F10 $inu/ mL barotnes.
Stinas tika uzsétas pa vienam mL/iedobé uz 24 iedobju kultivésanas plates. Siinas tika
inkubgtas 24 stundas + 37°C, 5% CO,.

MTT tests tika veikts sekojoSi. No Stinu monoslana katra eksperimenta iedobé tika
nonemta $tinu augsanas barotne, un $tinu monoslanis tika skalots ar 0,5 — 1 mL PBS -/- divas
reizes. Katra iedobé tika pievienoti 300 uL. MTT reakcijas Skiduma, un iedobju plates tika
inkubgtas divas stundas + 37°C, 5% CO,, lai dzivotspéjigajas §linds izveidotos formazana
kristali. P&c inkubacijas katra iedobé tika pievienoti 300 pL izopropanola skiduma, lai
izopropanola Skiduma pievienoSanas katra iedobé tika veikta maisiSana, pipet€jot Stinu -

formazana kristalu — izopropanola skiduma suspensiju ar vienveidigam kustibam, iesiicot
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Skidumu pipeté un pipet€jot to atpakal iedob€, kameér Skidums klust vienveidigi violets un
iedob€ vairs nav novérojams $iinu monoslanis. legito Skidumu optiskais blivums tika mérits
ar universalu spektrofotometru - mikroplasu lasitaju, un datu iegtiSanai tika izmantota
programma Gen5 2.0 Biotek. Dati tika analiz&ti programma Microsoft Excel, apkopojot tos
grafikos, kur Iiknes punkta vértiba tika aprékinata pec sekojoSas formulas, balstoties uz
pienémumu, ka formazana kristalu kvantitate jeb parauga optiskais blivums ir tiesi
proporcionali dzivotsp€jigo Siinu skaitam:
Stinu relativa dzivotspéja (%) = [(parauga absorbcija pie As7o — parauga absorbcija pie

Xs20)/ (kontroles parauga absorbcija pie As7o — kontroles parauga absorbcija pie Ag20)] X 100%

2.5.1. RekSFV1/dsRed virusa citopatiska efekta parbaude B16-F10 $unu kultiira in vitro

Infekcija tika veikta 24 stundas péc B16-F10 Stnu uzs€$anas. No $iinu monoslana tika
nonemta augSanas barotne, un monoslanis tika divas reizes skalots ar PBS +/+. Katra
eksperimentala parauga iedobé tika pievienoti 300 pL infekcijas Skiduma ar koncentraciju
1-10" virusa dalinas/mL. Lai iegiitu nepiecieSamo virusa atskaidfjumu, virusa stoks tika
atSkaidits 1idz vajadzigajai koncentracijai ar PBS +/+. Plates tika inkubg&tas vienu stundu un
20 miniites + 37°C, 5% CO,. Péc inkubacijas infekcijas Skidums tika nopemts, un
monoslanim tika pievienoti 1,5 mL B16-F10 Stinu kultiiras augSanas barotnes uz vienu iedobi.
Siinas tika inkubétas + 37°C, 5% CO, piecas eksperimenta dienas; tresaja eksperimenta diena
augSanas barotne katra iedobé tika nomainita, lai Stinu dzivotsp€ja nesamazinatos baribas
vielu nepietiekamibas dél. Katru dienu tika veikts MTT tests tris kontroles (neinficétas B16-
F10 Stnas) un tris eksperimenta (infic€tas B16-F10 Stinas) iedobés. Diena, kad tika veikta
infekcija, MTT tests tika veikts tris kontroles iedobgs, lai parliecinatos par Stnu dzivotspeju
pirms eksperimenta sakuma. Kopuma §1 eksperimenta veikSanai tika uzsétas B16-F10 Stnas
uz seSam 24 iedobju platém katrai $iinu proliferacijas mérjjumu eksperimenta dienai. Pirmaja
platé tika uzs@tas Stnas tris iedobé€s, kas tika izmantots ka nultas dienas kontroles paraugs
(neinfic€tas B16-F10 Siinas). Otraja lidz sestaja plat€ tika uzsetas Stinas sesas iedobé€s, kur tris
iedobes tika izmantotas ka pirmas lidz piektas eksperimenta dienas péc infekcijas veikSanas
kontroles paraugs (B16-F10 stinas bez veiktas infekcijas), bet pargjas trTs iedobes — ka pirmas
11dz piektas eksperimenta dienas peéc infekcijas veikSanas interes€josais paraugs (nultaja diena

inficétas B16-F10 $iinas).

2.5.2. Kimijpreparatu 5Fu un DOX dazadu koncentraciju citotoksiska efekta parbaude
B16-F10 Siinas in vitro
Lai izv€letos kimijpreperatu SFu un DOX koncentracijas, ar kuram var€tu iedarboties uz

B16-F10 stnam talakaja pétijuma gaita kombinacija ar rekSFVI1/dsRed virusu, bija
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nepiecieSams parbaudit kimijpreperatu dazadu koncentraciju citotoksisko efektu uz B16-F10
Sinam piecu dienu garuma, salidzinot dzivotsp&jigo Siinu skaita izmainas paraugos, kuros
pievienoti Kimijpreperati, ar kontroles paraugiem (bez pievienotiem Kimijpreperatiem).
Kimijpreperatu koncentracijas tika izveletas sekojosi: 1. — koncentracija neietekmé Stnu
dzivotsp€ju, salidzinot ar kontroles paraugu; 2. — koncentracija samazina Siinu dzivotsp&ju par
40 — 50 %); 3. — koncentracija samazina Siinu dzivotsp&ju par 70 — 99 %.

P&tfjuma tika izmantots pulverveida doksarubicins (DOX), kas tika Skidinats DMSO
lidz koncentracijai 70mg/mL, lai talak to Skidinatu B16-F10 Stnu augSanas barotné lidz
nepiecieSamajai koncentracijai. Pétijuma izmantotais kimijpreperats 5-fluoruracils (5Fu) tika
skidinats DMSO Iidz koncentracijai 70mg/mL lai talak to Skidinatu B16-F10 $tnu augSanas
barotné I1dz nepiecieSamajai koncentracijai.

5Fu iedarbiba uz B16-F10 Siinu dzivotsp€ju tika parbaudita $adas koncentracijas: 13
pg/mL, 26 pg/mL, 65 pg/mL, 130 pg/mL, 260 pg/mL. DOX iedarbiba uz B16-F10 $tnu
dzivotsp&ju tika parbaudita $adas koncentracijas: 1,2 pg/mL, 2,4 pg/mL, 4,7 pg/mL, 5,9
pug/mL, 11,8 pg/mL, 23,5 pg/mL.

Kimijpreperati tika pievienoti S$iinu monoslanim 24 stundas péc B16-F10 Stnu
uzs€Sanas. No Siinu monoslana tika nonemta augSanas barotne, un katra eksperimentala
parauga iedobg tika pievienots viens mL B16-F10 $iinu augSanas barotnes ar pievienotu
kimijpreperatu attiecigaja koncentracija. Stnas tika inkubgtas + 37°C, 5% CO, piecas
eksperimenta dienas; treSaja eksperimenta diena augSanas barotne ar pievienoto
kimijpreperatu katra iedobé tika nomainita, lai Stinu dzivotsp&ja nesamazinatos baribas vielu
nepietickamibas dél. Katru dienu piecu dienu garuma tika veikts MTT tests tris kontroles
(B16-F10 stnas bez pievienota kimijpreperata) un tris eksperimenta (B16-F10 Stinas ar
pievienotu kimijpreperatu) iedobés katrai kimijpreperata petamajai koncentracijai. Diena, kad
Stunam tika pievienoti Kimijpreperati, MTT tests tika veikts tris kontroles iedobés, lai

parliecinatos par Stinu dzivotsp&ju pirms eksperimenta sakuma.

2.5.3. RekSFV1/dsRed virusa un Kimijpreparatu DOX un 5Fu terapeitiskas
kombinacijas efektivitates parbaude B16-F10 $anas in vitro
Lai parbauditu, cik efektivi rekSFV1/dsRed spgj inficét un samazinat B16-F10 Stnu
dzivotsp&ju ka onkolitisks agents kombinacija ar pretvéza kimijpreperatiem DOX un 5Fu, un,
vai pastav sinergisms starp kimijpreperatu DOX, 5FU un SFV vektoru, iedarbojoties uz B16-
F10 véza $tinu Iiniju, $Siinu monoslana barotnes tika nomainitas 24 stundas péc B16-F10 $tinu
uzsesanas ar barotném, kuras bija kimijpreperati dazadas koncentracijas, bet Stinu infekcija ar

rekSFV1/dsRed tika veikta otraja diena péc kimijpreperatu pievienoSanas. Otraja diena
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barotne ar kimijpreperatiem tika nopemta no Sinu monoslana, un katra iedobe tika skalota
divas reizes ar PBS +/+. Virusa stoks tika atSkaidits lidz koncentracijai 1 x 10’ virusa
dalinas/mL ar PBS +/+. Katra eksperimentala parauga iedob& tika pievienoti 300 pL
infekcijas $kiduma, un S$iinas tika inkub&tas vienu stundu +37°C, 5% CO,, lai notiktu
infekcija. Péc stundas un 20 miniisu inkubacijas infekcijas skidums tika nonemts, un iedobgés
tika pievienota B16-F10 $inu barotne bez pievienotiem kimijpreperatiem. Stinas tika
inkubgtas +37°C, 5% CO, vél tris dienas, katru dienu atkartojot MTT testu tris katra parauga
iedobgs, lai varétu salidzinat Stinu dzivotspéjas izmainas. Kopuma MTT metode tika veikta
seSu dienu garuma; pirmaja diena MTT tests tika veikts tris kontroles Siinu (bez pievienotiem
eksperimentalajiem pretvéza agentiem) iedobgs.

Virusa inficétsp&ja tika parbaudita ar fluorescences mikroskopiju, 16 — 18 stundas péc
infekcijas veikSanas, lai vizuali novértétu rSFV1/dsRed dalinu RFP (red fluorescent protein)
ekspresiju B16-F10 $tnu kultiira, un parliecinatos, vai MTT testa rezultatos novérojama $tinu

dzivotsp&jas samazinasanas ir saistama ar virusa iedarbibu.

2.6. RekSFV1/dsRed virusa inficétspéjas un citopatiska efekta parbaude
B16-F10 Sanas pec iedarbibas ar DOX, 5Fu un rek SFV1/dsRed,

izmantojot plismas citometriju

Plismas citometrija tika izmantota, lai kvantitativi noteiktu B16-F10 $tnu dzivotsp€ju
péc rekSFV1/dsRed virusa un kimijpreperatu DOX un 5Fu kombingtas iedarbibas uz B16-
F10 $tnam. Ar plasmas citometrijas metodi tika novértéts uz $tinam iedarbojusos agentu
rekSFV1/dsRed, DOX un 5Fu citopatiskais efekts, ka ari rekSFV1/dsRed virusa inficétspéja.

Lai noteiktu virusa infic€tsp&ju, tika izmantota Red proteina ekspresija inficetajas B16-
F10 siinas. Red proteina absorbcijas maksimums (ierosinasanas spektrs) ir pie 558nm vilnu
garuma, bet emisijas maksimums pie 583nm. Lai kvantitativi noveértétu miruso Sinu
gadijumus parauga, Siinas tika iezimétas ar propidija jodidu, kam absorbcijas maksimums ir
pie 535nm, bet emisijas maksimums pie 617nm vilnu garuma. Propidija jodids ir fluorescenta
molekula (molekulara masa 668,4 kDa), tapéc to bija iesp&jams izmantot ka markieri FACS
analiz€. Ar So agentu tika iezimé&tas tikai mirusas Stnas, jo propidija jodids ir membranas
necaurlaidigs un tas nesaistas ar dzivotsp&jigam $tiinam. Stradajot ar propidija jodidu, jaievero
darba drosiba, jo tas ir kancerogéns savienojums.

B16-F10 Siinas tika uzs€tas uz sesu iedobju kultivéSanas plates (katra iedobe 1,2x10°
$inu) 24 stundas pirms pliismas citometrijas veikSanas un inkubétas + 37°C, 5% CO,. P&c 24

stundu inkubacijas Stinu augSanas barotne tika nonemta. Tris iedobés tika pievienoti tris mL
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B16-F10 stinu augSanas barotnes DMEM GlutaMAX +/+ ar pievienotu DOX koncentracijas
1,2 pg/mL; 4,7 pg/mL; 12 pg/mL. VEl tris iedob@s tika pievienoti 3 mL B16-F10 §tnu
augsanas barotnes ar pievienotu 5Fu koncentracijas 1,3 pg/mL; 13 ug/mL; 260 pg/mL. Sinas
tika inkubgtas 2 stundas + 37°C, 5% CO,. Negativajam kontrolém tika izmantotas 1) ar
kimijpreperatiem neapstradatas un neinfic€tas B16-F10 Stinas; 2) ar kimijpreperatiem
neapstradatas, bet ar rekSFV1/dsRed inficétas B16-F10 Stinas (monoslanis pirms infekcijas
veik3anas neparsniedz 80%). Stinu infekcija ar rekSFV1/dsRed tika veikta divas stundas p&c
kimijpreperatu pievienoSanas. No Stinam tika nopemta augSanas barotne, Siinu monoslanis
tika skalots divas reizes ar 5 mL PBS +/+. Katra iedobé tika pievienoti 1,2 mL infekcijas
Skiduma (virusa stoks tika sajaukts ar PBS +/+ lidz vajadzigajai koncentracijai) ar
rekSVF1/dsRed virusa dalinam koncentracija 1 x 10"/mL. Stinas tika inkub&tas vienu stundu
+ 37°C, 5% CO,. Péc stundas inkubacijas infekcijas §kidums no $tinam tika nonemts, un
iedobés tika pievienota B16-F10 §iinu augsanas barotne. Siinas tika inkubétas 16 - 18 stundas
+ 37°C, 5% CO,. Péc 16 — 18 stundu inkubacijas tika veikta $linu mikroskopiska parbaude
katra parauga iedobg, un tika iegltas gaismas mikroskopijas un fluorescences mikroskopijas
fotografijas, lai parbauditu Red proteina ekspresiju Stinu monoslani. Sekojosi no §tinam tika
nonemta augsanas barotne, $tinas katra iedob€ tika mazgatas ar 5 mL PBS -/-. Katra iedobé
tika pievienoti 0,5 mL 0,25% tripsina Skiduma, un S$iinas tika inkubé&tas divas lidz piecas
miniites + 37°C, 5% CO,, kamér tas bija atdalijusas no iedobju virsmas. Sinas tika maigi
resuspendétas tripsina Skiduma, lai izvairitos no koloniju veidoSanas. Tripsinizacijas process
tika neitralizéts, pievienojot 2 mL DMEM GlutaMAX +/+ barotnes. Siinas tika parnestas uz 15
mL mé&geném un centrifugétas piecas minites pie 1000 apgr./min. Supernatants tika nopemts,
un Stnas tika suspendétas 1 mL PBS. Katram sagatavotas Stinu suspensijas paraugam tiesi
pirms testa veikSanas tika pievienoti 5 pL propidija jodida ieziméSanas $kiduma (PI PBS -/-
buferT koncentracija 10 png/mL), lai detektetu agri un vélu apoptotiskas Stinas un nekrotiskas
Sunas.

Propidija jodida un Red proteina fluorescence tika meérita pliismas citometra. Red
proteinu ekspresgjoso $tinu, ar propidija jodidu ieziméto (miruso) Stinu kvantitativi me&rjjumi
tika veikti, izmantojot plismas citometru un S§tnu skirotaju BD FACSAria Il, bet datu
apstradei tika izmantota programma FACS Diva Version 6.1.3. Abu FACS markieru (Red
proteins un propidija jodids) spektru TpaSibas lava tos izmantot viena parauga, jo abi tika
ierosinati ar 488nm lazeri, abos gadijumos bija iesp&ja izmantot vienu un to pasu 670 LP

standarta filtru, ka arT detektoru FL3.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1. RekSFV1/dsRed virusa titra noteikSana

Ta ka Sunas titra noteikSanai tika skaititas 400 x palielinajuma, un 24 iedobju plates
vienas iedobes laukums ir 200 mm?, tika aprékinats, ka redzes lauku skaits viena iedobju
plates lodzina C = 200/3,14 - (10/40 - 2)* = 1020,41. Saskaitot §uinas astonos dazados redzes
laukos, un apréekinot vidgjo §inu skaitu viena redzes lauka, ieguvam, ka N = 7,38. Siinas tika
skaititas pie virusa stoka atSkaidijuma 1 : 10240. Ka arT katra iedobé tika pievienoti 300 pL
infekcijas Skiduma, tatad k = 1000/300 = 3,3.

Virusa titrs tika aprékinats, ieliekot visas iegiitas vertibas formula:

I[F=N-C-D-k=738"102041 10240 - 3,3=2,54 - 108 v.d./mL

Sads virusa titrs bija salidzino§i augsts, nemot véra, ka virusa dalipas netika péc
savakSanas koncentréetas. Literattira nekoncentréta virusa stoka titrs dots 1,34 - 108 v.d./m L,
kas ir 1,9 reizes zemaks ka masu iegatais (21). Secinam, ka musu iegita rekSFV1/dsRed
virusa titrs ir augsts, un var tikt veiksmigi izmantots in vitro p&tjjumos.

Faktori, kas varga ietekmé&t virusa titra iznakumu bija RNS daudzums vienai
elektroporacijai — jo vairak tika pievienots RNS, jo virusa titrs varga paaugstinaties par
desmito dalu. Virusa titru ir iesp€ams paaugstinat, ari nodroSinot Siinu suspensiju liela

augSanas barotnes atSkaidijuma.
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3.2. RekSFV1/dsRed virusa inficétspéjas parbaude BHK-21 un B16-F10
Sinu kultaras

9. att€ls. RekSFV1/dsRed virusa inficétspejas ‘pﬁrbaude divas $anu kultﬁr.e'l-;,..ﬁ;)'vénl;t?éjot dsRed
proteina ekspresiju $tnu monoslani. a) — dsRed ekspresija BHK-21 kontroles $tnu kultiira
(fluorescences mikroskopija, palielingjums 200x), b) — dsRed ekspresija pelu melanomas
B16-F10 stnu kulttra (fluorescences mikroskopija, palielingjums 200x), c) — dsRed ekspresija
BHK-21 kontroles stinu Kkultiira (fluorescences mikroskopijas invertéts attels, palielinajums
200x), d) - dsRed ekspresija pelu melanomas B16-F10 S$tnu kultira (fluorescences
mikroskopijas invertets attéls, palielinajums 200X).

Figure 9. Examinating the ability of recSFV1/dsRed infect two cell lines by determining
expression of dsRed in the monolayer of cells. a) — expression of dsRed in BHK-21 cells
(fluorescence microscopy, magnification 200x), b) — expression of dsRed in mouse melanoma
B16-F10 cells (fluorescence microscopy, magnification 200x), c) — expression of dsRed in
mouse melanoma BHK-21 cells (fluorescence microscopy inverted image, magnification
200x), d) — expression of dsRed in mouse melanoma B16-F10 cells (fluorescence microscopy
inverted image, magnification 200x).
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BHK-21 S$tnu kultira tika izmantota ka kontrole, novertéjot rekSFV1/dsRed sp&ju
inficét véza Stnu kultiru B16-F10. Devitaja att€la a) un C) novérojama izteikta dsRed
ekspresija stinu monoslani, kas atbilst gaidamajiem rezultatiem par virusa sp&ju inficeét BHK-
21 Sunas (21). Devitaja b) un d) attéla izteikta dsRed virusa ekspresija novérojama tikai 10
Stinas pie palielinajuma 200x, tatad tikai 10 Stinas ekspreséja dsRed/ 0,785mm?>. Secinajam, ka
virusa infic€tsp&ja B16-F10 $unu kulttira in vitro bija stipri samazinata, salidzinot ar kontroles
Stunu BHK-21 liniju.

Agrakajos pétijumos jau tikusi paradita BHK-21 Stnu augsta uzp€miba pret SFV
vektoriem, ka arT samazinata transdukcijas efektivitate (1 — 5 %) B16-F10 $tnu kultara ar
SFV vektoriem (40). Ar1 Rodriges-Madoz ar kolégiem 2007. gada demonstréja SFV virusa
nespé&ju inficét B16-F10 $tinu kulttru in vitro (32). Miis interes€ja noskaidrot, kads c€lonis ir
samazinatai rekSFV1/dsRed inficétsp&jai B16-F10 $inas. Lai izskaidrotu $o novérojumu, tika
izvirzita hipotéze, ka 1) SFV genoms nesp&j S$unas ieklat, kam c€lonis vartu bt
rekSFV1/dsRed apvalka membranas nespéja sapliist ar B16-F10 $tinu membranu receptoru
neatbilstibas dg], tadgjadi B16-F10 $tinam nespgjot virusa dalinas endocitet, bet prethipotéze,
ka 2) virusa genoms B16-F10 $tuinas spgj iekliit, bet nespgj replicéties. Lai apstiprinatu vienu
no izvirzitajam hipotézém, nakamaja pétijuma soli bija javeic elektroporacija, ar kuras
palidzibu B16-F10 Stnas tiktu ievadita rekSFVI1/dsRed RNS, un mikroskopiski biitu
iesp€jams noverot, vai Stnas ekspresé dsRed, ta pieradot vai noliedzot rekSFV1/dsRed virusa
genoma nespéju repliceties B16-F10 $tnas. Secinaju, ka javeic talaki pétijumi, lai parbauditu

rekSFV potencialu génu terapija uz B16-F10 $tinu kultiras.
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3.3. B16-F10 Sainu elektroporacija ar SFV1/dsRed RNS

10. attéls. dsRed ekspresija $tinu monoslani i)éc B16-F10 §ﬁﬂu elektropofécijas ar
rekSFV1/dsRed RNS. a) — fluorescences mikroskopija, palielinajums 200x, b) - fluorescences
mikroskopija (invertéts attéls), palielinajums 200x.

Figure 10. Expression of dsRed in the monolayer of B16-F10 cells after electroporation with
recSFV1/dsRed RNA a) — fluorescence microscopy, magnification 200x), b) - fluorescence

microscopy (inverted image), magnification 200x.

Péc B16-F10 §tnu elektroporacijas ar rekSFV1/dsRed RNS tika paradita ievérojama
dsRed proteina ekspresija Stinu monoslani. Pozitiva dsRed ekspresija liecinaja par
rekSFV1/dsRed virusa sp&ju replicéties B16-F10 linijas $tnas, bet ir svarigi atzimét, ka
elektropor€tajam S§tinam ir samazinata cellulara imtinatbilde pret virusa RNS replikaciju, kas
varétu biit viens no galvenajiem iemesliem paaugstinatai SFV RNS replikacijai un transgéna
produkcijai. Interesanti, ka, inkubgjot elektroporétas B16-F10 $tnas ilgaka laika perioda (2-3
dienas péc elektropracijas), Stnas atri klat stiprakas, cellulara iminatbilde atjaunojas, un
Stinas ir sp&jigas izslégt virusa RNS replikaciju un bloket tas produkciju, ka arT atjaunojas atra
Stnas daliSanas. Savukart BHK-21 Siinas tados paSos apstaklos demonstré 7 dienas ilglaicigu
transgéna ekspresiju un ievérojami aizkaveto proliferacijas atjaunoSanu. Misu rezultati
pieradija, ka, iedarbojoties Siinas imunatbildei, ir iesp&jams paaugstinat alfavirusu produkcijas
Iimeni, tomer vél arvien aktuals ir jautdjums par specifiska receptora trikumu B16-F10
Sinam. Secinaju, ka noderigi biitu veikt rekSFV un B16-F10 Siinu saistibas strukturalos
pétijumus. Rodriges-Madoz et.al. tika paradijis zemu SFV transdukcijas sp&ju B16-F10 pelu
melanomas model1 arT in vivo eksperimentos, ka arT petijuma tika aprakstiti vairaki faktori,
kas piedalas alfavirusu infekcijas un alfavirusu replikacijas procesa (32), tapec ka vel vienu
no talako pétijjumu virzieniem vargjam ierosinat manipulacijas ar véza Sinu mikrovides
faktoriem, lai saprastu alfavirusu darbibas principus un paaugstinatu onkoterapijas efektivitati.
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Vairakos pétijumos tika apliikots arT alfavirusu terapeitiskais pretvéza potencials kombinacija
ar dazadiem kKimijpreparatiem. Zajakinas grupas jaunakie dati paradija, ka pelu audz&ju
modelu apstrade ar 5-Fu kimijpreparatu ievérojami samazinaja IFN-alfa ekspresiju pelu kriits
audz€jos, rezultata paaugstinot SFV virusa transdukciju un ekspresiju vairakas reizes (42).
Lidz ar to, ir iesp€jams izvirzit hipotézi, ka kimijpreparatu izmantojums kombinacija ar

rekSFV1/dsRed varetu uzlabot B16-F10 $tinu infic&tspgju.

3.4. Kimijpreparatu SFu un DOX dazadu koncentraciju citotoksiska efekta

parbaude B16-F10 §ainas in vitro

5-FU koncentricijas optimizicija uz B16-F10 Siinu kultiiras
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11. attels. SFu (5-fluoruracila) dazadu koncentraciju (13 ug/mL, 130 pg/mL, 260 pg/mL)
citotoksiska efekta parbaude B16-F10 Stinu kultiira.

Figure 11. Measuring cytotoxicity of 5Fu (5-fluorrouracil) concentrations (13 pg/mL, 130
ug/mL, 260 ug/mL) on B16-F10 cells.

Lai parbauditu SFu dazadu koncentraciju citotoksisko efektu B16-F10 $tnu linija in
vitro, tika veikti $tnu proliferacijas mérijjumi ar MTT metodi. 5Fu citotoksicitate tika
parbaudita pie koncentracijam 13 ug/mL, 26 pg/mL, 65 pg/mL, 130 pg/mL, 260 ug/mL. Ka
negativa kontrole tika izmantotas B16-F10 S$iinas ar normalu augSanas barotni bez
kimijpreperata. Piektaja diena pie koncentracijas 13 pg/mL nebija noverojamas Stnu
proliferacijas izmainas, salidzinot ar kontroli (skat.11.att.), tap&c $1 koncentracija tika izvéléta,
lai talakaja p&tijuma gaita ar to iedarbotos uz B16-F10 $Gnam kombinacija ar rekSFV1/dsRed
vektoru. Ka maksimala 5Fu koncentracija izmantoSanai kombinacija ar rekSFV tika izvéleta
260 pg/mL, jo péc iedarboSanas uz Stunam ar SFu (260 pg/mL) piektaja diena dzivo Stnu
populacija bija 30 %. Tatad kimijpreperats Sada koncentracija sp€ja samazinat Siinu
proliferaciju vairak ka tris reizes, salidzinot ar negativo kontroli. Parbaudot 5Fu
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kimijpreperata dazado koncentraciju citotoksisko ietekmi uz B16-F10 S§tnam, starp
izv€letajam koncentracijam netika noverota neviena, kura samazinatu stinu dzivotspgju par 40
— 50 %. Interesanti, ka maksimala izmantota 5Fu koncentracija uzradija tadu paSu Stinu
dzivotsp€jas samazinasanos piektaja diena ka par to divas reizes mazaka koncentracija (260

pug/mL un 130 pg/mL) (skat.11.att.).

DOX koncentracijas optimizacija uz B16-F10 sunu kulttiras
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12. attels. DOX (doksorubicina) dazadu koncentraciju (1,2 pg/mL, 4,7 pg/mL, 12 pg/mL)
citotoksiska efekta parbaude B16-F10 Stinu kultiira.

Figure 12. Measuring cytotoxicity of DOX (doxorubicin) concentrations (1,2 pg/mL, 4,7
pg/mL, 12 pg/mL) on B16-F10 cells.

Lai parbauditu DOX dazadu koncentraciju citotoksisko efektu B16-F10 Stinu kultiira in
vitro tika veikti §tnu proliferacijas mérijjumi pec to apstrades ar kimijpreperatu. Ka negativa
kontrole tika izmantotas ar kimiju neapstradatas B16-F10 Siinas. ledarbojoties uz §tinam ar
DOX zemako koncentraciju 1,2 pg/mL, tika novérota Siinu dzivotsp&jas samazinasanas par
10% (skat.12.att.). ST koncentracija tika izmantota talakai kimijpreperata un rekSFV1/dsRed
kombinacijas efektivitates parbaudei uz B16-F10 sinam. Talakam darbam ar rekSFV tika
izveletas arT dox koncentracijas 4,7 pg/mL un 12 pg/mL, kas samazindja Stinu dzivotsp&ju par
45% un 90% (skat.12.att.). Dazadu koncentraciju izvéle un to dazada ietekme uz Stinu
dzivotsp€ju lava Sadas kimijpreperata koncentracijas izv€leties talakam darbam ar rekSFV
virusu, lai parbauditu, vai kimijpreparats sp€j veicinat rekSFV1/dsRed virusa infic€tsp&ju un

ietekmét $iinu proliferacijas samazinasanos péc kombinacijterapijas pielietoSanas.
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3.5. rekSFV1/dsRed virusa un Kimijpreperata DOX terapeitiskas

kombinacijas citotoksiska efekta parbaude B16-F10 §tinas in vitro

B16-F10 Sinu dzivotspéja péc kombinétas apstrades ar DOX un

rekSFV-ds/'Red
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13. attéls. DOX (doksorubicina) un rekSFV1/dsRed terapeitiskas kombinacijas ietekme uz
B16-F10 Stnu dzivotspgu. 1,2 upg/mL, 4,7 pg/mL, 12 pg/mL — DOX izmantotas
koncentracijas; infekcija ar recSFV1/dsRed veikta otraja diena.

Figure 13. The effects of rekSFV1/dsRed in therapeutic combination with DOX on B16-F10
cell viability. 1,2 pg/mL, 4,7 pg/mL, 12 pg/mL — concentrations of DOX used; infection with
recSFV1/dsRed carried out in day 2.

Piektaja diena peéc rekSFV1/dsRed iedarbibas uz B16-F10 Sinam kombinacija ar DOX
1,2 pg/mL dzivo $tnu populacija bija > 120% (skat.13.att.), un, salidzinot tikai ar DOX 1,2
pg/mL iedarbibu uz B16-F10 Stinam (skat.12.att.) Siinu dzivotsp€ja bija paaugstindjusies par
30%. Ari péc kombinativas iedarbibas ar DOX 4,7 pg/mL un rekSFV1/dsRed dzivo §tnu
populacija piektaja diena (skat.13.att.) bija par 30 % lielaka neka iedarbojoties tikai ar DOX
4,7 ug/mL (skat.12.att.). Par 65 % lielaka Stnu dzivotsp&ja bija novérojama piektaja diena péc
kombinétas DOX pg/mL un rekSFV1/dsRed terapijas, salidzinot tikai ar kimijpreperata
iedarbibu uz Stinam (skat.12.att.). Secinaju, ka starp DOX visas apliikotajas koncentracijas un
rekSFV1/dsRed bija vérojams pozitivs sinergisms, iedarbojoties uz B16-F10 $tnam, kas gan
terapeitiski bija vert€jams ka negativs, jo Stnu dzivotsp€ja péc kombinativas terapijas tika
paaugstinata, nevis samazinata. Terapeitiski vislielako efektivitati uzradija rekSFV1/dsRed
iedarbiba uz §iinam bez paralélas apstrades ar kKimijpreparatu.

Tomer, lai parliecinatos, vai 13. att€la redzamie rezultati bija nemami véra, ka
rekSFV1/dsRed un DOX kombinativas terapijas rezultata, bija nepiecieSams parliecinaties par

rekSFV1/dsRed virusa infic€tspgju pec apstrades ar DOX (skat.14.att.).
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1,2 ug/mL DOX >rekSFV/dsRed

4,7 ug/mL DOX ->rekSFV/dsRed

12 pug/mL DOX = rekSFV/dsRed

K + (rekSFV/dsRed)

14. attels. RekSFV1/dsRed inficétspejas mikroskopiska parbaude uz B16-F10 Siinam péc
iedarbibas ar DOX dazadam koncentracijam un bez kombinacijas ar kimijpreperatu.
Figure 14. RekSFV1/dsRed infectivity on B16-F10 cells after treatment with DOX in

different concentrations and without DOX.

Peéc B16-F10 Siinu apstrades ar DOX mazako un vid€jo eksperimenta izmantoto
koncentraciju (1,2 pg/mL, 4,7 pg/mL) bija novérojama virusa inficétsp&jas paaugstinasanas,
par ko varg€ja spriest pec dsRed ekspresijas Stinu monoslani, salidzinot ar pozitivo kontroli
(k+). Mazaka dsRed ekspresija bija novérojama péc B16-F10 Siinu apstrades ar DOX lielako

izmantoto koncentraciju (12 ug/mL), kas gan bija liclaka ka infic€jot Stinas bez iepricksgjas
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apstrades ar Kkimijpreparatu (k+), (skat.14.att.). Secinajam, ka virusa infic€tsp&ja ir
paaugstinata péc ieprieks€jas B16-F10 Stnu apstrades ar doksarubicinu, kas vargtu biit
izskaidrojams ar doksarubicinu tieSu iedarbibu uz $tinu membranu, ta atvieglojot virusa
ieklaSanu §tna (3). Secindjam, ka DOX ir potencials agents rekSFV1/dsRed inficétspgjas
paaugstinasanai B16-F10 §tunas, bet pétijumi neuzradija terapeitisku rekSFV1/dsRed un DOX

citotoksisko efektu uz B16-F10 $tunam.

3.6. rekSFV1/dsRed virusa un kimijpreperata SFu terapeitiskas

kombinacijas citotoksiska efekta parbaude B16-F10 §unas in vitro

B16-F10 fiinu dzivoispéjas analize péc kombinéias apstrides 5-FU un
rek5FV-ds/Red
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15. attéls. 5Fu (5-fluoruracila) un rekSFV1/dsRed terapeitiskas kombinacijas ietekme uz B16-
F10 $tnu dzivotsp&ju. 13 pg/mL, 260 pg/mL — SFu izmantotas koncentracijas; infekcija ar
recSFV1/dsRed veikta otraja diena.

Figure 13. The effects of rekSFV1/dsRed in therapeutic combination with 5Fu on B16-F10
cell viability. 13 pg/mL, 260 ug/mL — concentrations of 5Fu used; infection with
recSFV1/dsRed carried out in day 2.

Piektaja diena péc rekSFV1/dsRed iedarbibas uz B16-F10 stinam kombinacija ar 5Fu 13
pug/mL dzivo $tinu populacija bija samazinata uz pusi (55%), (skat.15.att.), un, salidzinot tikai
ar 5Fu 13 pg/mL iedarbibu uz B16-F10 $iinam (skat.11.att.) Sanu dzivotsp&ja bija samazinata
par 55%. Bija vérojams pozitivs sinergisms starp 5Fu 13 pg/mL un rekSFV1/dsRed $tnu
dzivotsp€jas samazinaSana. Ari péc kombinativas iedarbibas ar 5Fu 260 pg/mL un
rekSFV1/dsRed dzivo Stinu populacija piektaja diena (skat.15.att.) bija samazinajusies par
100%. Sads 5Fu un rekSFV sinergisms liecinaja par kombinacijterapijas augsto citopatisko
potencialu uz malignam S$Gnam. Salidzinot ar kimijpreperata SFu 260 pg/mL iedarbibu uz

B16-F10 stinam bez kombinacijas ar rekSFV1 (skat.11.att.), kombinacijterapija uzradija Stnu
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dzivotsp&jas samazinasanu par 30%. Secinaju, ka starp S5Fu abas apliikotajas koncentracijas
un rekSFV1/dsRed bija vérojams pozitivs sinergisms, iedarbojoties uz B16-F10 $tinam, kas
bija ar augstu terapeitisku potencialu jo $tnu dzivotsp&ja péc kombinativas terapijas tika
samazinata lidz 55% (ar 13 pg/mL 5Fu) un pilnigi Iidz 100% (ar 260 pg/mL 5Fu).
Terapeitiski vislielako efektivitati uzradija rekSFV1/dsRed iedarbiba uz Siinam kombinacija
ar 5Fu koncentracija 260 pg/mL.

Tomér, lai parliecinatos, vai 15. att€la redzamie rezultati bija nemami véra, ka
rekSFV1/dsRed un 5Fu kombinativas terapijas rezultata, bija nepiecieSams parliecinaties par

rekSFV1/dsRed virusa inficétsp&ju péc apstrades ar 5Fu (skat.16.att.).

K + (rekSFV/dsRed)

13 pg/mL 2> rekSFV/dsRed)

260 pg/mL 2> rekSFV/dsRed)

16. attels. RekSFV1/dsRed inficétspejas mikroskopiska parbaude uz B16-F10 Siinam péc
iedarbibas ar 5Fu dazadam koncentracijam un bez kombinacijas ar kimijpreparatu (k+).
Figure 16. RekSFV1/dsRed infectivity on B16-F10 cells after treatment with 5Fu in different

concentrations and without 5Fu (k+).
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Pec B16-F10 stinu apstrades ar SFu mazako koncentraciju (13 pg/mL) bija novérojama
neliela virusa infic€tspgjas paaugstinasanas, par ko vargja spriest péc dsRed ekspresijas Stinu
monoslani, salidzinot ar pozitivo kontroli (k+). dsRed ekspresija novérojama nebija p&c B16-
F10 sunu apstrades ar SFu koncentracija 260 pg/mL (skat.16.att.). Ta ka bija noveérojams
sinergisks 5Fu 13 pg/mL un rekSFV1/dsRed kombinacijterapijas efekts uz $tnu dzivotsp€jas
samazinasanu un virusa inficétsp&ja 5Fu 13 pg/mL klatbiitné tika nedaudz paaugstinata, tad
secinajam, ka 5Fu un rekSFV kombinacijai ir augsts potencials pretvéza terapija. Tomér ar1
SFu 260 pg/mL un rekSFV1/dsRed kombinacijterapijas efekts uz Siinu dzivotsp€jas
samazinasanu bija sinergisks un pozitivs, kaut ari virusa transgéna dsRed ekspresija $tinu
monoslani péc iedarbibas ar SFu nov@rojama nebija. Lai parliecinatos par $adu rezultatu

pareizibu, tika veikta arT FACS analize.

3.7. RekSFV1/dsRed virusa inficétspé&jas un citopatiska efekta parbaude
B16-F10 Sunas péc iedarbibas ar DOX, SFu un rek SFV1/dsRed, izmantojot

pliusmas citometriju

Ieprieks§ aprakstitie rezultati paradija kimijpreparatu un SFV virusa sinergismu, kas
noved pie augstas alfavirusa inficétsp&jas (DOX gadijuma) un citotoksicitates paaugstinasanas
(5-Fu un DOX). Lai kvantitativi detektétu SFV infektivitati kombinacija ar maisu izvéltajam
kimiskam vielam, tika veikta FACS (fluorescence activated cell sorting) analize. Saja
eksperimenta tika nolemts veikt 2 stundas ilgu B16-F10 Stnu apstradi ar abiem preparatiem
pirms alfavirusu infekcijas, jo dazos literatiiras avotos tika paraditi daudzsolosi in vitro
rezultati, pielietojot pretvéza kimijpreparatus kopa ar virusiem tiesi péc $adas stratégijas. Ta
pieméram, izmantojot pelu krits véZa Stinu kultiiru tika paradits, ka 2 stundu apstrade ar lielu
5-FU koncentraciju (130 pg/mL) netrauc€ja SFV virusa infekcijai un replikacijai, savukart 2
dienu inkubacija pilnigi blok&ja alfavirusu darbibu (42). Cita pétjjuma tika paradita
ievérojama adenovirusu infic€tsp€jas stimulacija, kas tika izraisita apstradajot Stinas ar
minimalu 5-Fu koncentraciju 2 stundas (9). Miisu ieprieks$&jie rezultati paradija augtsu SFV
inficétsp&jas paaugstinasanu tikai kombinacija ar DOX, bet balstoties uz literatiira
aprakstitajiem rezultatiem, tika nolemts turpinat alfavirusu un 5-FU kombinéto B16-F10 §tinu

apstradi, pievienojot augstak minétajam koncentracijam vél mazako 5-FU devu (1,3 ug/mL).
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3.7.1. RekSFV un 5-FU kombinétas apstrades efektivitates analize

Septinpadsmitaja atteéla tika paraditi rekSFV un 5-FU dazadu koncentraciju kombing&tas
apstrades efektivitate B16-F10 stnas. DsRed (+) procentualas veértibas FACS datos rada
rekSFV transdukcijas efektivitati un vektora sp&ju replicéties un producét transgénu. Lai
detektétu kombiné&tas apstrades citotoksisko efektu, Stinas tika iezimétas ar propidija jodidu,
kas tiek apziméts miisu rezultatos ka PI (+). Ta ka alfavirusi ir onkolitiskie virusi, tie induc@
Stinas apoptozi péc infekcijas, tapec dsRed (+) PI (+) procentualas veértibas tika uzskatitas
musu gadijuma ka pozitivs kombinétas apstrades rezultats. RekSFV un visas tris 5-FU
koncentracijas neparadija sinergisko efektu, un virusa transdukcijas un replikacijas sp€ja
netika paaugstinata. Vislabakais dsRed transgéna ekspresijas rezultats tika detektéts
neapstradatajam B16-F10 stnam (5,5%). Alfavirusu infekcijas gadijuma, $tinu apoptoze biezi
tiek izraisita bez vizualas transgéna ekspresijas (Stina iet boja pirms virusa RNS ir pabeigusi
replikaciju). Ar to var izskaidrot PI(+) dsRed(-) stnu populacijas paaugstinaSanu b-C
grafikiem. PI(-) dsRed(-) dati att€lo dzivu un neinficétu $tinu populaciju.

Ir zinams, ka 5-FU un ta atvasinajumi ir sp&jigi konkur&t un aizvietot uracilu RNS replikacijas
procesa, novedot pie RNS disfunkcijas. Ta ka alfavirusi ir RNS virusi,tie var but 1pasi jutigi
pret 5-FU. Jau sen tika paradits, ka IFN-alfa ekspresija stimulé 5-Fu aktivitati (33). IFN-alfa ir
dabiska $tinu imtinatbilde, kas ievérojami paaugstinas pec alfavirusa infekcijas (42). IFN-alfa
un 5-FU kombinétas darbibas mehanismu ir iesp&jams uzskatit ka pamatiemeslu, kas noved
pie zemas kombinétas apstrades efektivitates miisu petijuma. Nemot véra literatiras datus, kur
tika raditi efektivie SFV un 5-FU kombinacijas rezultati, ir iesp&jams secinat ka tadas
kombingtas apstrades efektivitate ir atkariga no S$iinu kultliram un nevar biit pielietojama visu

veZza tipu arstéSana.
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17. attels. dsRed ekspresijas un B16-F10 Stnu dzivotsp&jas parbaude péc Sunu apstrades ar
5Fu (2 stundas) un rekSFV1/dsRed infekcijas. FACS analizes rezultatu att€lojums punktu
grafika (kreisaja pus€); Apzim&jumi: PI (+) — ar propidija jodidu iezim&tas $tinas, dsRed (+) —
Stinas, kuras ekspres€é dsRed proteinu. Ds-Red transgéna ekspresijas fluorescences
mikroskopijas fotografijas un invertctie attéli (labaja pus€). a) Negativa kontrole; B16-F10
Sinas bez apstrades ar 5-Fu un virusa infekcijas. b) B16-F10 $tnas péc infekcijas ar 1x10”
v.d. rekSFV1/dsRed. ¢) B16-F10 siinas apstradatas ar 1,3 ug/mL 5-Fu preparatu (2 stundas)
un sekojosas infekcijas ar 1x10” v.d. rekSFV1/dsRed. d) B16-F10 $unas apstradatas ar 13
ng/mL 5-Fu preparatu (2 stundas) un sekojosas infekcijas ar 1x10° v.d. rekSFV1/dsRed. e)
B16-F10 stinas apstradatas ar 260 pg/mL 5-Fu preparatu (2 stundas) un sekojosas infekcijas ar
1x10” v.d. rekSFV1/dsRed. FACS analize un fluorescences mikroskopijas fotografijas tika
veiktas 20 stundas péc infekcijas ar rekSFV. Ds-Red transgéna ekspresija tika detektéta 20
stundas péc infekcijas.

Figure 17: dsRed transgene expression and B16-F10 cell viability after recSFV1/dsRed virus
infection followed by cell pretreatment with 5FU (2 hours). FACS test results are represented
as a point graph (left), where PI(+) - Propidium iodide labeled cells, dsRed(+) — cells that
express dsRed protein. Fluorescence microscopy pictures and their inverted images are
demonstrated (right). a) Negative control; 5-Fu non-treated and recSFV non-infected B16-F10
cells. b) B16-F10 cells, infected with 1x10° v.p. recSFV1/dsRed. c¢) B16-F10 cells treated
with 1,3 pg/mL of 5-Fu drug during 2 hours and infected with 1x10” v.p. recSFV1/dsRed. d)
B16-F10 cells treated with 13 pg/mL of 5-Fu drug during 2 hours and infected with 1x10" v.p.
recSFV1/dsRed. e) B16-F10 cells treated with 260 pg/mL of 5-Fu drug during 2 hours and
infected with 1x10° v.p. recSFV1/dsRed. FACS analysis and fluorescence microscopy

pictures were done 20 hours after recSFV infection.

3.7.2. rekSFV un DOX kombinétas apstrades efektivitates analize

Doksorubicina ipasibas un darbiba nozimigi atSkiras no 5-FU (skat. literatiras apskatu), un
kimijpreparats Iidz §im nebija ticis pétits kombinacija ar alfavirusiem, kas bija viens no
galvenajiem iemesliem, lai saktu miisu eksperimentus. AtSkirtba no 5-FU un SFV
kombinacijas, 2 stundu ilglaiciga B16-F10 $tinu apstrade ar visam trim DOX koncentracijam
paaugstinaja rekSFV transdukcijas un replikacijas sp&ju vairak ka 10 reizes, summgjot gan
dzivas gan mirusas dsRed pozitivas Stnas (skat. 18.att.). Interesanti, ka minimala DOX
koncentracija (1,2 pg/mL) paradija vislielako dzivo dsRed pozitivo Stnu populaciju (50,2%),

nodroSinot ilgaku SFV transgéna ekspresiju, tapéc to varétu piepemt par optimalo
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koncentraciju talakajai kombingtas terapijas izstradei. Augstakas DOX koncentracijas (4,7 un
12 pg/mL) ar1 uzradija efektivu rekSFV virusa darbibu (ap 70% dsRed pozitivas $iinas),
tomer, lielaka populacijas dala jau bija ar inducéto apoptozi (dsRed(+) PI(+)), kas nozimég, ka
Stinas nespéja ilgi producét transgénu. Ir jaatzimé, ka ilglaiciga ekspresija ir viens no
svarigakajiem aspektiem, kas nosaka pretvéza génu terapijas efektivitati, Iidz ar to var secinat,
ka augstakas DOX koncentracijas nav piemérotas talakajos petijumos. Aktivétais mehanisms,
kas izraisa rekSFV un DOX sinergisko efektu nav zinams un pétits. Hipot&tiski, tas varétu biit
gan ieks$Stnas faktoru izmainas, gan $inas membranas morfologiskas izmainas. Talaki
eksperimenti ir nepiecieSami, tomé&r miisu rezultati piedava optimalo Siinu kultiiras modeli un
efektivu iedarbibas stratégiju, kuru var izmantot nepiecie$amo alfavirusu infekcijas un

replikacijas mehanismu pétisana.
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18. attéls: dsRed ekspresijas un B16-F10 $tnu dzivotsp&jas parbaude péc $inu apstrades ar
DOX (2 stundas) un rekSFV1/dsRed infekcijas. FACS analizes rezultatu att€lojums punktu
grafika (kreisaja pus€); Apzim&jumi: PI (+) — ar propidija jodidu iezim&tas $tinas, dsRed (+) —
Stinas, kuras ekspres€é dsRed proteinu. Ds-Red transgéna ekspresijas fluorescences
mikroskopijas fotografijas un invertétic att€li (labaja pus€). a) Negativa kontrole; B16-F10
$inas bez apstrades ar DOX un virusa infekcijas. b) B16-F10 $unas péc infekcijas ar 1x10”
v.d. rekSFV1/dsRed. c) B16-F10 stinas apstradatas ar 1,2 pg/mL DOX preparatu 2 stundu
laika un sekojosas infekeijas ar 13107 v.d. rekSFV1/dsRed. d) B16-F10 $inas apstradatas ar
47 pg/mL DOX preparatu 2 stundu laika un sekojoSas infekcijas ar 1x10" v.d.
rekSFV1/dsRed. e) B16-F10 $tinas apstradatas ar 12 pg/mL DOX preparatu 2 stundu laika un
sekojosas infekcijas ar 1x10° v.d. rekSFV1/dsRed. FACS analize un fluorescences
mikroskopijas fotografijas tika viektas 20 stundas péc infekcijas ar rekSFV. Ds-Red transgéna
ekspresija tika detektéta 20 stundas p&c infekcijas.

Figure 18: dsRed transgene expression and B16-F10 cell viability after recSFV1/dsRed virus
infection followed by cell pretreatment with DOX (2 hours). FACS test results are represented
as a point graph (left), where PI(+) - Propidium iodide labeled cells, dsRed(+) — cells that
express dsRed protein. Fluorescence microscopy pictures and their inverted images are
demonstrated (right). a) Negative control; DOX non-treated and recSFV non-infected B16-
F10 cells. b) B16-F10 cells, infected with 1x10° v.p. recSFV1/dsRed. c) B16-F10 cells treated
with 1,2 pg/mL of DOX drug during 2 hours and infected with 1x10” v.p. recSFV1/dsRed. d)
B16-F10 cells treated with 4,7 pg/mL of DOX drug during 2 hours and infected with 1x10’
v.p. recSFV1/dsRed. e€) B16-F10 cells treated with 12 ug/mL of DOX drug during 2 hours
and infected with 1x10’ v.p. recSFV1/dsRed. FACS analysis and fluorescence microscopy

pictures were done 20 hours after recSFV infection.
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4. SECINAJUMI

1. Tika noteikts virusa titrs péc metodes ,,viena virusu dalipa ir viena infic€ta $tina”.
Secinajam, ka misu iegitd rekSFVI1/dsRed virusa titrs ir augsts, un var tikt veiksmigi
izmantots talakajos in vitro pétijumos.

2. Tika parbaudita rekSFV1/dsRed virusa infic€tsp&ja divas sunu kultiiras — BHK-21 un
B16-F10 -, novért§jot dsRed proteina ekspresiju Stinu monoslani. Secinajam, ka
rekSFV1/dsRed spgj labi inficét BHK-21 S$tinas, bet virusa sp&ja inficét B16-F10 S$inas ir
stipri samazinata. Izvirzijam hipotézi, ka rekSFV1/dsRed nav sp€&jigs inficét B16-F10 Siinas
specifisku membranas receptoru trikuma dé] B16-F10 Stinas.

3. P&c B16-F10 sunu elektroporacijas ar rekSFV1/dsRed RNS tika paradita ievérojama
dsRed proteina ekspresija Stnu monoslani, kas pieradija rekSFV1/dsRed virusa sp&ju
replicéties B16-F10 Iinijas S$iinas. Secindjam, ka virusa iekliSana B16-F10 Stnas ir
apgritinata. Pamatojoties uz iepriekS veiktiem pétijumiem, tika izvirzita hipotéze, ka
kimijpreparatu izmantojums kombinacija ar rekSFV1/dsRed var€tu uzlabot B16-F10 Stnu
inficétspeju.

4. Tika noveérota rekSFV1/dsRed inficétsp€jas paaugstinaSana pec Siinu apstrades ar
DOX, kas pieradija pozitivu sinergismu starp DOX un rekSFV1/dsRed. Sinu apstrade ar
DOX paaugstinaja rekSFV transdukcijas un replikacijas sp&u B16-F10 Stnas. Netika
noverots citopatisks sinergisms starp rekSFV1/dsRed un DOX. Secinajam, ka DOX ir
potencials agents rekSFV 1/dsRed inficétsp&jas paaugstinasanai B16-F10 §unas.

S. Tika atrasta optimala DOX koncentracija talakai sekmigai kombin&tas terapijas
izstradei un pieradita tas sp€ja nodroSinat ilglaicigu transgéna produkciju. Secinajam, ka
augstas DOX koncentracijas nav piemérotas talakos pétijumos to Tslaicigas transgé€na
produkcijas dél.

6. Bija vérojams pozitivs sinergisms starp SFu 13 pg/mL un rekSFV1/dsRed $inu
dzivotsp€jas samazinaSana. Secingjam, ka SFu un rekSFV kombinacijterapijai ir augsts
citopatiskais potencials malignas $iinas.

7. Netika mikroskopiski paradita sinergija starp SFu un rekSFV virusa infic€tsp&jas
paaugstinaSana. Netika noverota paaugstinata transdukcijas efektivitate un transgéna
ekspresija péc SFu iedarbibas. Secinajam, ka alfavirusu izraisitas $tinu apoptozes gadijuma
Stina var iet boja pirms virusa RNS ir pabeigusi replikaciju, un transgéna ekspresija tada

gadijuma nav noveérojama.
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5. Pateicibas

Pateicos sava darba vaditajai Jelenai Vasilevskai par apmacibu, izsmeloSiem padomiem
un vispusigu palidzibu darba izstrades laika, grupas vaditajai Tatjanai Kozlovskai par sniegto
iesp&ju darbu izstradat BMC.

Paldies par palidzibu un atbalstu darba tapSana maniem kolégiem — Annai Zajakinai,

Arnim Strodam, Karinai Spundei, Aleksandrai VeZanei.
Vélos pateikties ari recenzentei Andai Hiinai par atsaucibu un kritisku darba recenziju.

Darbs tika finans€ts no Valsts pétijumu programmas (VPP) ,Jaunu profilakses,
arstniecibas, diagnostikas lidzeklu un metozu, biomedicinas tehnologiju izstrade sabiedribas

veselibas uzlabosanai” 7. projekta: ,,DNS, RNS, proteinu, peptidu un mazmolekularo

medicinisko preparatu piegades sist€mas izstradasana"
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Pielikumi.

1. Pielikums

Izmantotais inventars:

_ Agarozes gélelektroforézes aparats, Roth Chemikalien (Karlsruhe) Laborbedaft, model No.
HUBG, serial No. 4676

_Aizgriezamie plastmasas trauki, 15 ml, SARSTEDT, Vacija

_ Aizgriezamie plastmasas trauki, 50 ml, SARSTEDT, Vacija

_ Automatisko pipesu uzgali (uz 1ml, 200ul un 10ul), Aktiengesellschaft&Co., Vacija

_ Cimdi, gumijas, NCA MED-TOUCHTM, NCA MED-TOUCH INT ‘L, Thailand

_ Elektroforézes kamera Roth, mini electrophoresis unit N562.1, Vacija

_ Elektroporacijas kivetes (0,4cm electrode), Gene Pulser-Cuvette, BIO-RAD, ASV

_ Mikromégenes (1,5 un 2ml), Eppendorf, Vacija

_ Kolbas, mércilindri, stikla pipetes, Petri plates (35x10mm), Miles Laboratories,Inc., ASV

_ Petri plates, plastikata, Linbro, FloW Laboratories, ASV

_ Stativi ,,Roth”, Karlsruhe, Vacija

_ Stikla glazes JENA er GLAS, RASOTHERM, Vacija

_ Sanu kultiiru audzésanas matricas SARSTEDT, Vacija

_ Kultiru ,,slaidi”, Chamber-Slide SystemTM, Lab — Tek-, Nalge Nunc International,
Lielbritanija

_ Vienreizgjas plastikata pipetes (uz 2, 5, 10 un 25ml) Aktiengesellschaft&Co., Vacija
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2. Pielikums

Izmantotas iekartas:

_ Autoklavs, Systec V-150, ASV

_ Automatiskais Stnu skaititajs Countess® Automated Cell Counter, Invitrogen, Lielbritanija
_ Automatiskas pipetes ,, PIPETBOY acu”, Integra Biosciences, Sveice

_ Elektroforézes aparats Amerscham biosciences, Lielbritanija

_ Elektroporacijas aparats, Gene Pulser-11, Model No. 165210B, BIO-RAD, ASV

_ Fluorescences mikroskops, invertéts, DM IL, LEICA, Vacija

_ Horizontalas plaknes maisitajs, OS-10, BIOSAN, Latvija

_ Inkubators, $tinu kultiram, Sanyo Electronic Co., Ltd., Japana

_ Laminarais skapis, KOJAIR®, model: KR-130, 2006-14666, ASV

_ Mikroskops, invertéts, LABOVERT FS, Seitz, Vacija

_ Minicentrifliga — vorteks€josais aparats, 5415D, Eppendorf, Vacija

_ Pliismas citometrs un Stinu Skirotajs BD FACSAria II, BD Biosciences

_ Spektrofotometrs NanoDrop 1000 (Thermoscience, USA) _ Spektrofotometrs, NanoDrop
1000, Thermo Fisher Scientific, USA

_ Stravas avots forézes aparatiem, EPS 301, Amerscham biosciences, Lielbritanija

_ Svari, analitiskie, Mettler Toledo, ASV

_ Termostats, THERMO-BLOCK TDB -120, Biosan, Latvija

_ Ultracentrifuga, Eppendorf Centrifuge 5804, Eppendorf, Vacija

_ UV-transiluminators/fotografésanas sisttma, ULTRA-VIOLET Products, ASV

_ Vakuumsiknis, mediciniskais, Vacusafe Comfort, Integra Biosciences, Sveice
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3. Pielikums

Izmantotie reagenti un kultiiru audzésanas barotnes:

_ MTT (Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide), (USB Corporation, USA)

_Adgarozes gels, 1% (1 g agarozes, 100 mL 1x TAE buferskidums, 5 puL etidija bromids/100
mL TAE)

_Barotne 4T1 $anu kultiirai: DMEM L-Glut™ +/+ (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) ar
pievienotu fetalo serumu (FS), 10%, streptamicinu (100pg/ml), GIBCO, Lielbritanija
_Barotne B16-F10 sunu kultirai: DMEM GlutaMAX™ +/+ (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium) ar pievienotu fetalo serumu (FBS — fetal bovine serum) koncentracija 10% un
gentamicinu (80mg/mL)

_Barotne BHK-21 siinu kultiirai: GMEM +/+ (Glasgow's Minimal Essential medium) + L-
Glutamine +Tryptose Phosphate Broth + HEPES + FS + PEST

_Barotne, skidra, 2Ty (+ 100 ug ampicilina/ 1 mL barotnes)

_DEPC H20, Fermentas, Lietuva

_DNaze (stock — 5U/ puL), Fermentas, Lietuva

_DOX (MP Biomedicals, LLC)

_EDTA — etilendiamintetraactats, Gibco

_Etanols, 70%

_Fosfata buferis PBS+/+, -/- (Phosphate beffered saline), ar vai bez MgCl, CaCl, (Invitrogen,
Lielbritanija)

_GeneRulerTM 1 kB DNA Ladder markieris (Fermentas, Lietuva).

_LB barotne (- ampicilins)

_RNazu inhibitors (RiboLock® RNase Inhibitor, Fermentas, Lietuva),

_RNS cap struktiiras analogs - 7TmG(5")ppp(5'G) (NewEngland Biolabs, Lielbritanija)

_NTF maistjums (20 uL ATP, 20 puL UTP, 20 uL CTP, 10 uL GTP, 130 uL H20)
Fermentas, Lietuva

_SP6 RNS polimerazes (Fermentas, Lietuva)

_Spel (Bcul) restriktaze, Fermentas, Lietuva

_TAE buferskidums x 1 (10mM Tris-HCI, 150mM NaCl, 1ImM EDTA),

_transkripcijas buferis (40 mM Tris-Cl (pH 7.9 25°C), 6 mM MgCl,, 10mM ditiotritols,
10mM NaCl, 2mM spermidins (Fermentas, Lietuva))

_Tripsins, (Trypsin-EDTA, Gibco, Skotija)

_Yellow Tango buffer (x10), Fermentas, Lietuva
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_ Barotne DMEM/ F-12 Ham 1:1 x1 (Dulbecco's Modified Eagle's Medium/Nutrient F-12
Ham) ar pievienotu 15 mM HEPES un natrija bikarbonatu, ka ar piridoksinu, (GIBCO,
Lielbritanija)
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7. Pielikums

Si darba rezultati tika prezentéti:

Latvijas Universitates 71. Konferencg, Riga (2013) ,,Alfavirusu onkolitisko Tpasibu
izpete kombinacija ar kimijas terapijas preparatiem” (J. Vasilevska, B. Kuiréna, A.
Zajakina);

Konference ,,buonorus - Hayka XXI Beka” Krievija, Pus¢ino (aprilis 2012),
konferencu tézes: ,,In vitro evaluation of Semliki Forest virus infectivity in
combination with chemotherapeutic agents for cancer treatment” (B. Kurena, A.
Zajakina, T. Kozlovska, J. Vasilevska; Latvian Biomedical Research and Study

Centre, Riga, Latvia)
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