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DARBA LIETOTIE SAISINAJUMI

BHK-21 — Sirijas zeltaina kamja mazulu nieru $tnas (Baby Hamster Kidney)

DNS — dezoksiribonukleinskabe

FLAG — peptida sekvence

hSI-CLP — hitinazei-lidzigais cilvéka SI-CLP géns (human SI-CLP)

IL — interleikins

Ip — intraperitoneala injekcija

it — intratumorala injekcija

kDa — kilodaltoni

M1 — klasiski aktivetie makrofagi

M2 — alternativi aktivetie makrofagi

MHC — galvenais audu saderibas komplekss (Major Histocompatibility Complex)

mSI-CLP — hitinazei-lidzigais peles SI-CLP géns (mouse SI-CLP)

ORF — atvertais nolasiSanas ramis (Open Reading Frame)

PDNS — plazmidas DNS

pSFV1 — Semliki meza virusa plazmidas vektors

rekSFV viruss — in Vitro sintezéts, rekombinants Semliki meza viruss

RNS — ribonukleinskabe

RNS (-) k&de — RNS negativas polaritates kéde

RNS (+) k&de — RNS pozitivas polaritates kede

SDS-PAGE - natrija dodecilsulfata poliakrilamida g€la elektroforéze (Sodium Dodecyl

Sulfate PolyacrylAmide Gel Electrophoresis)

SFV — Semliki meza viruss (Semliki Forest Virus)

SFV/Enh.Luc — rekombinantais Semliki meza virusa replikons ar ieklonétu translacijas

enhanceru un jantarpinu luciferazes génu

SFV/Enh.SI-CLP — rekombinantais Semliki meza virusa replikons ar ieklon&tu translacijas

enhanceru un hitinazei-Iidzigo SI-CLP génu

SIN — Sindbis viruss (Sindbis virus)

Thl — T paligstna 1 (T helper 1)

Th2 — T paligstina 2 (T helper 2)

TS/A — metastazgjosa peles kriits adenokarcinomas §tinu Iinija

v.d. — virusa dalinas

VEE — Venecuélas zirga encefalita viruss (Venezuelan Equine Encephalitis virus)
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KOPSAVILKUMS

Pedeja laika paradita augsta alfavirusu vektoru aktivitate divos pretvézu terapijas
pamatvirzienos: audz&ju Siinu apoptozes indukcija un pretvéza imiinmodulacija, kur
makrofagiem ir neaizvietojama loma pretvéza imunatbildes veidoSana.

ST darba ietvaros izveidots jauns onkolitisks SFV vektors ar saturo$o hitinazei-lidzigo
peles SI-CLP génu, kura funkcijas organisma Iidz S§im nav zinamas. Izveidota
rekSFV1/Enh.mSI-CLP vektora raksturosanai tika analiz&ta ta infekcijas sp&ja BHK-21 un
pelu krats véza TS/A Sunu linijas in vitro un SI-CLP proteina produkcijas un sekrécijas
parbaude ar Western blot metodi.

Lai izpétitu vektora terapeitiskas ipasibas, tika veikts in vivo eksperiments kriits audz&ja
TS/A modeli. Atkartotas intratumoralas injekcijas ar SFV vektoru uzradija audzgja
samazinasanos visam arstétam pelém par 10—40% un tika detektéta SI-CLP proteina spgja
stimulét makrofagu plismu uz audzg&ju periferiju, kas pierada ta terapeitisko potencialu véza

terapija.

Atslégvardi: kriits vézis, audz&ju asocictie makrofagi, alfavirusi, SI-CLP, terapija



SUMMARY

Lately high activity of alphavirus vectors has been shown in two main directions of
anti-cancer therapy: induction of tumor cell apoptosis and anticancer immunomodulation,
where macrophages take irreplaceable role in anti-tumor immune response.

In this study, we have designed a new oncolytic SFV vector carrying chitinase-like
mouse SI-CLP gene, that functions still remain unknown. The infection ability of constructed
rekSFV1/Enh.mSI-CLP vector was analyzed in vitro using BHK-21 and mouse breast cancer
TS/A cell lines, and SI-CLP protein production and secretion was tested by Western blot
technique.

To study vector therapeutic potential, in vivo experiment in TS/A mammary tumor
models was performed. We have shown that repeated intratumoral injections with SFV vector
led to 10-40% reduction in tumor volume in all treated mice, moreover, SI-CLP protein was
able to stimulate macrophage infiltration in tumor periphery that demonstrates its high

therapeutic potential for cancer treatment.

Keywords: breast cancer, tumor-associated macrophages, alphaviruses, SI-CLP, therapy

The title of the work: Alphavirus mediated SI-CLP gene delivery in a mouse mammary tumor

model.



IEVADS

Kruts vézis ir visbiezak diagnostic€tais laundabigais audzgjs sievietém, kas izraisa
vienu no vislielakajiem mirstibu raditajiem starp citiem audzgju veidiem. Katru gadu pasaule
tieck diagnosticeti vairak neka 1,38 miljoni jaunu saslimSanu gadijumu (Jiang 2014).
Neskatoties uz sasniegumiem agrina kriits véza diagnostika un arstéSana, kas veicina
mirstibas samazinasanos, metastazgjosais krits veézis joprojam tiek uzskatits par nearst€jamu
slimibu. Lidz ar to, ir nepiecieSamas jaunas un efektivakas arst€Sanas metodes cina ar kriits
vézi (Di Gioia et al. 2015).

P&dgja laika par vienu no svarigakajiem faktoriem vEZza progresija, angiogenczg,
metastazes un imiinas atbildes traucg€jumos tiek uzskatita audzgja mikrovide (Tsai et al. 2014).
Aptuveni pusi no kriits audz&ja masas aiznem makrofagi, kurus ir iesp&jams aktivizet ar
dazadiem stimuliem un polarizét funkcionali atSkirigos fenotipos M1 un M2. P&dg&ja laika ir
nostipringjies pienémums, ka M2 makrofagi aizsarga attistoSo audz€ju no iminsistémas,
ekspresgjot plasu pret-iekaisuma citokinu spektru, taja skaita ari dazadus angiogenézes
stimul&josos faktorus, kas nodroSina audz€ja augSanu un metastaz€Sanu. Turpreti, M1
fenotipa makrofagiem ir pro-iekaisuma funkcijas, kas varétu apstadinat audzgju attistibu
(Obeit et al. 2013). Lidz ar to, audz&ju mikrovides modul&sana, pielietojot dazadus vektorus
un ekspres€jot jaunus génu kandidatus ar mérki nodroSinat makrofagu plismu audzgjos un to
polarizaciju uz M1 fenotipu, tiek uzskatita par vienu no pievilcigakajam stratégijam pretvézu
imtnterapija (Noy et al. 2014).

Audzgju asociétiem makrofagiem raksturigs S$iinu virsmas receptors stabilins-1, ar
kuru mijiedarbibas rezultata sekret€jas hitinazei-lidzigais SI-CLP proteins. Lidz $im proteina
SI-CLP funkcijas audzgja nav zinamas (Kzhyshkowska 2010).

Darba merkis: Noskaidrot ar Semliki meZa virusa (SFV) replikona palidzibu piegadata
SI-CLP gena kodgéta proteina sekrécijas ietekmi uz kriits audzgja mikrovidi.

Darba meérka sasniegSanai tika izvirziti sekojoSi uzdevumi:
1. Izveidot rekombinantu rekSFV1/Enh.mSI-CLP vektoru.
2. Parbaudit SI-CLP géna saturoso SFV un SIN vektoru ekspresiju BHK-21 un TS/A §tnu
kulttiras.
3. Parbaudit SI-CLP proteina produkciju un sekréciju BHK-21 un TS/A §tnu barotn€s un
lizatos péc infekcijas ar SI-CLP géna saturosiem SFV un SIN vektoriem.
4. Veikt rekombinanta alfavirusu vektora rekSFV1/Enh.mSI-CLP aktivitates parbaudi pelu
kriits véza TS/A modeli.


javascript:void(0);

5. Péc intratumoralam injekcijam ar rekSFV1/Enh.mSI-CLP vektoru, veikt makrofagu

lokalizacijas analizi pelu TS/A audzgjos.

Magistra darbs tika izstradats Latvijas Biomedicinas pétijumu un studiju centra no
2013. gada septembra lidz 2015. gada maijam; Heidelbergas universitaté, Manheimas
medicinas centra 2014. gada novembri.

In vivo eksperimentam tika izmantotas BALB/c peles, kas iegiitas no Rigas Stradina
universitates Latvijas Eksperimentalas dzivnieku laboratorijas, bet pétijumi veikti Latvijas
Biomedicinas pétijjumu un studiju centra (BMC). Eksperimentus ar pelém apstiprinaja
Latvijas dzivnieku aizsardzibas €tikas komiteja un Partikas un veterinarais dienests, atlauja nr.

31/23.10.2010.

Darba rezultati ir prezentéti sekojosa zinatniskaja konference:

A.Zajakina, J.Vasilevska, A.Ezerta, D. Zhulenkovs, T.Kozlovska "Application of
oncolytic alphaviral vectors in combination with 5-fluorouracil for cancer treatment”, Ipp 24,
Minsk 04-06.06.2014. V Meoswcoynapoonas rongpepenyus «XUMUA, CTPYKTYPA U
DOVHKIHA BUOMOJIEKYJl»

Sobrid sagatavosana orginala zinatniska darba manuskripts:
A. Ezerta, A. Zajakina, J. Kzhyshkowska, J. Vasilevska, T. Kozlovska “Investigation

of macrophage phenotype in mouse tumor models using alphaviral vectors”.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Kriits vézis un audzéju veidojosas Siinas

Veézis ir multifaktoriala slimiba, ko raksturo nekontroléta audzgja Stnu proliferacija,
invazija un metastazes. Metastazu veidosanas d&l, ve&zis tiek uzskatits par vienu no
galvenajiem mirstibas c€loniem pasaule (Tsai et al. 2014). Neskatoties uz panakumiem
audz€ju diagnostika un terapija, Iidz 2030. gadam tiek prognozéti aptuveni 11,5 miljoni
saslim$anas gadijumu (Conniot et al. 2014).

Kriits vézis ir viens no visbiezak diagnosticétajiem audz&jiem sievietém un, starp visiem
audz&ju veidiem, raksturojas ar lielako pacientu mirstibas Itmeni. Lielakoties mirstiba tiek
saistita ar audz€ja sp€ju veidot metastazes, galvenokart, plausas, aknas, kaulos un smadzengs.
Kriits véza metastazes ir multifunkcionals process, kas ietver audzgja $iinu invaziju bazala
membrana un limfatiskaja sist€ma, izdzivotibu asins Stinu cirkulacija un limfvados,
piestiprinasanos pie asinsvadu sieninam un ekstravazaciju mérka organos, kam seko tulitgja
kolonize€Sanas un agresiva augSana, veidojot metastazes audz&jam labveligos vides apstalos
(Ding et al. 2012).

VEza arst€Sanas strat€gijas miisdienas ietver kimijterapiju, radioterapiju, imiinterapiju
un kirurgiju. Daudzam no §im arstéSanas metodém piemit dazadi blakusefekti, ka ari
ierobezota sp€ja organismu pilnigi atbrivot no véza Stunam. Lidz ar to, tiek mekl&ti efektivaki

un specifiskaki alternativi arstéSanas panémieni (Conniot et al. 2014).

1.2. Audzéju mikrovide un makrofagu loma taja

Audzgju mikrovidi veido dazadi organisma $tnu tipi, tiem apkart esoSie asinsvadi,
matriksa proteini un SkistoSas molekulas (Obeid et al. 2013). Imiinsistemas Stnas, kas
galvenokart veido audz€ja masu, sekreté citokinus, hemokinus, augSanas un proangiogénos
faktorus, kuri stimulé epitelialo proliferaciju un veido reaktivo skabekli (reactive oxygen
species — ROS), bojajot stinu DNS, veicinot audzgja veidosanos un progresiju. Tas izdala art
proteolitiskos enzimus, kas piedalas matriksa parveidoSana un angiogenézes attistiba
(Siemann 2011).

Kriits véZza mikrovide ir paSi bagata ar iekaisuma citokiniem, kas loti bieZi nespgj
izraisit imiino aizsardzibas mehanismu, bet darbojas pret€ji — veicina audz&ja attistibu
(Leibovich-Rivkin et al. 2013). Svarigakie audz€ja progresiju veicinoSie citokini ir,
piemé&ram, audz&ja nekrozes faktors alfa (tumor necrosis factor alpha — TNF-a), interleikins 1
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beta (IL-1B) un transform&josais augSanas faktors beta (transforming growth factor beta —
TGF- B) (Esquivel-Velazquez et al. 2015). TNF-a ir visplasak pétitais kriits véza citokins, jo
(Esquivel-Velazquez et al. 2015). TNF-a un IL-1p normalos krits epitélija audos tiek
ekspreséti minimala daudzuma, bet ir augsti ekspreséti audzgja Stnas. Petijumi pelu krits
véza modeli norada uz to, ka TNF-o ekspresija samazinas, ja samazinas krits audzgja
laundabigums, bet IL-1B paaugstinas angiogenézes un kriits véza progresijas gadijuma
(Leibovich-Rivkin et al. 2013).

Audzgja masu veido tadas organisma Stnas ka audzgja Stnas, T S$iinas, naturalas
galétajsunas (natural killer cells — NK), makrofagi, dendritiskas $tinas (Tsai et al. 2014),
fibroblasti, limfoidas Stinas, granulociti un tuklas Stnas (1. att€ls). Aptuveni 50% no krits

audzgja esoSam $tunam sastada makrofagi (Mukhtar et al. 2011).

Nemetastazgjoss audzéjs

Asinsvads

. @@ @@ ® ©® 0O .

Fibroblasti Diferencétas Véza cilmes Mezenhimalas Imunas Makrofagi Adipociti Citokini =~ AugSanas
veéza Sunas sunas stnas sanas faktori

1. att€ls. Audzgju mikrovide.

Veéza §tunu producéts paaugstinats citokinu un augSanas faktoru Itmenis veicina véza cilmes
§tinu proliferaciju un izdzivotibu, inducé angiogenézi, piesaista vidé audzEja asoci€tos
makrofagus, neitrofilus un tuklas Stnas. Tie attiecigi sekreté augSanas hormonus, veicinot
audzgja $tinu invaziju un metastazu veidosanos (attéls parveidots no Korkaya et al. 2011).

Figure 1. The tumor microenvironment.

Elevated levels of cytokines and growth factors produced by tumor cells enhance the
proliferation and survival of cancer stem cells, induce angiogenesis, and recruit tumor-
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associated macrophages, neutrophils, and mast cells. They secrete additional growth factors,
promoting tumor cell invasion and metastasis (figure converted from Korkaya et al. 2011).

Makrofagi ir mieloido §tnu heterogéna populacija, kurai ir svariga loma iedzimtaja
imiinaja sisttma (Heusinkveld, Van der Burg 2011). To veidoSana ietver sekojoSus posmu —
HCS diferenc&$anos par granulocitu-makrofagu prieksteci (GMP), kam seko diferenciacija
par makrofagu un dendritisko Stnu prieksteci (MDP), monocitu priekSteci (monoblasts),

promonocitu un monocttu (Italiani, Boraschi 2014) (2. attels).

Kaulu smadzenes

©-©©©©0-

GMP MDP Monoblasts  Promonocits Monocits

Audi Liesa
Kauls Plausas Aknas Saistaudi
.o o if\‘1
LGN
Osteoklasts M1kroglms AI‘ eolarais Kqut—Ta HlstOCltS Baltas pulpas Sarkanas pulpas Margmalas zonas Meta]lof‘hskais
soma makrofags suna makrofags makrofags makrofags makrofags

2 attéls. Monocitu heterogenitate (attéls parveidots no Mosser, Edwards 2008).

Figure 2. Monocyte heterogeneity (figure converted from Mosser, Edwards 2008).

Makrofagu priekStec¢i ir monociti, kas ir balto asins Stinu (leikocitu) grupa, cirkulgjoSa
asinis, kaulu smadzenés un liesa. Cilvéka organisma tie sastada aptuveni 10% no kopgja
leikocTtu daudzuma, bet pelés 2-4%. Monociti veidojas kaulu smadzenés no hematopoétisko
CD34* cilmes §tnu (HCS) priekste¢iem (Shi, Pamer 2011), proliferg (Lewis, Pollard 2006) un
attistas, izmantojot virkni secigus diferenciacijas posmus, dév€tus par monopoézi (Richards et
al. 2013). To galvena loma ir organismu nodro$inat ar makrofagiem un dendritiskajam $tinam
(Yang et al. 2014), ka arT atbrivot no atmirusajam $tnam un toksiskam molekulam (Woollard,
Geissmann 2010). Ta ka cirkulacija monociti atrodas aptuveni vienu lidz divas dienas, tad
infekcijas vai audu iekaisuma gadijuma, tie no cirkulacijas migré uz audiem, klaistot par audu
makrofagiem (Italiani, Boraschi 2014).

Makrofagi atrodas gandriz visos organisma audos (Parsa et al. 2012) un sastada
aptuveni 10-15% no kopgja organisma Stinu daudzuma. Tiem ir svariga loma organisma
aizsargreakcijas, imunas atbildes veidoSana pret patog€niem, iekaisuma veidoSana un

veicinasana, Stnu proliferacija, antigénu prezenté$ana, audu modelésana (Brown et al. 2014),
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ka arm audu homeostazes nodroSinasana (apopotisku un novecojosu Siinu aizvakSana no
audiem) (Italiani, Boraschi 2014). lekaisuma veidosanas gadijuma, organisma raksturigs

strauj$ makrofagu skaita pieaugums 24-48 h laika (Brown et al. 2014).

1.2.1. Makrofagu tipi

Ir sastopami divu tipu makrofagi — klasiski aktivétie jeb M1 tipa un alternativi aktivétie
jeb M2 tipa makrofagi. Makrofagu tips tiek identificéts, balstoties uz transkripcijas faktoru
ekspresiju, Stinas virsmas markieriem, citokinu un hemokinu produkciju, ka ari uz to
funkcijam audos (Heusinkveld, Van der Burg 2011). Tie sp&j kavét vai veicinat audzgja
veidosanos un ir saistiti ar dazadu audz&ju attistibu un progresiju, ka kriits véza, prostatas,
gliomas, limfomas, urinptsla, melanomas, plausu, kakla (Mukhtar et al. 2011), dzemdes
kakla, vairogdziedzera, aizkunga dziedzera, aknu un citiem véza veidiem (Zhang et al. 2014).

M1 tipa makrofagi ir iekaisumu veicinoSas iminsistémas Stnas. Tie piedalas T
paligstnu 1 (T helper 1 — Th1) imtinas atbildes veidosana, $iinu infekcijas gadijuma ir sp&jigi
iznicinat organisma saimniekaudus, lai atbrivotos no taja iekluvuSajiem intracelularajiem
patogéniem (Villalta et al. 2009), un tiem piemit augstas antigénu prezentéSanas sp&jas (Wang
et al. 2014).

M2 tipa makrofagi tiek saistiti ar bojato audu labosanu, modelésanu un fibrozi (Ploeger
et al. 2013). Tie piedalas T paligsinu 2 (T helper 2 — Th2) imiinas atbildés, spélé svarigu
lomu ekstracelularu patogénu aizvak$ana no organisma (Villalta et al. 2009) un alergiskas
reakcijas (O’Brien, Schedin 2009). Tiem raksturiga zema antig€nu prezent€Sanas spéja
(Allavena et al. 2008). M2 tipa makrofagi iedalas tris subtipos, balstoties uz konkrétiem $tinu
aktivgjoSiem faktoriem — M2a (aktivéti ar IL-4 un IL-13), M2b (aktivéti ar iminiem
kompleksiem vai TLR receptoru ligandiem) un M2c (aktivéti ar IL-10 palidzibu un
glukokortikoidu hormoniem) (Villalta et al. 2009). M2a un M2b makrofagu subtipi veicina
Th2 imiinas atbildes, sekretéjot Th2 citokinus, tad€jadi aktiv€jot Siinas. Turpreti M2c subtips
ir atbildigs par iekaisuma nomaksanu, kas ir Th1/M1 tipa imunologiskas reakcijas atbilde
(Obeid et al. 2013). AtSkirtba no M2a un M2b makrofagiem, M2c nomac MHC II klases
molekulu darbibu, kuras nepiecieSamas antigénu prezentéSanai (O’Brien, Schedin 2009).

M1 un M2 tipa makrofagi audos sekreté lielu daudzumu citokinu un hemokinu, kas ir
svarigi dazados makrofagu tipam raksturigos fiziologiskos procesos (Heusinkveld, Van der
Burg 2011) (1. tabula) (3. attels).

13



1. tabula

Makrofagu polarizacijas inducetaji, virsmas markieri un produkti.

Table 1

Macrophage inducers, surface markers and products.

M1 tipa makrofagi
Polarizacijas inducétaji: INF-y, TNF-a, LPS, GM-
CSF (Orme, Mohan 2012);

Virsmas markieri un produkti: CCL2, CCL5, CCR2,
CCR7, CD14, CD68, CD86, CXCL8, CXCL1S6,
CXCL9-11, Fey (augsta produkcija), IFN, IL-1, IL-6,
IL-10 (zema produkcija), IL-12 (augsta produkcija),
IL-23, IL-R; , Ly6C (augsta produkcija), CCL2-4,
MHC II, TLR (augsta produkcija), TNF-a, iNOS
(ROS) (Orme, Mohan 2012), MHC | (Chanmee et al.
2014), NO (Obeid et al. 2013), CD11c (Movahedi et
al. 2010), CD80 (Hirose et al. 2011) u.c.

MHCII

CD86
CD8o
Fe-RuI/m
IL-1R]
CCr7

Citokini
IL-12 IL-1
IL-23 IL-6
Type LN (a, )
Hemokini /NG|~ TENE
CXCL9 CXCL8 CCL4
CXCL10 CCL2 CCL5
CXCL11 CCL3

N

M2 tipa makrofagi
Polarizacijas inducétaji: IL-4, IL-10, IL-13, PPARy-
antagonisti, IL-1R antagonisti, LPS, TLR antagonisti,
glukokortikoidi, TGF-B (Orme, Mohan 2012);

Virsmas markieri un produkti: arginaze, CCLI,
CCL2, CCL16-18, CCL17, CCL22, CD163, CXCR1-

2 (augsta produkcija), CCL24, dektins-1, FCeR, IL-1,
IL-6, IL-4R, IL-10 (augsta produkcija), IL-12 (zema
produkcija), IL-Ry, lektins, MHC II, MSR 1, mannoze
R, scavenger R, P2Y12-13, CD68, CD86, TNF,
CCR2 (augsta produkcija), CD14 (augsta ekspresija),
CD150, CD163, ECM, IL-Ra, Stabilins-1 (Orme,
Mohan 2012) u.c.

IL-4R or IL-13
/

M;

Decoy IL-TRII IL-4Rcx

CXCR1/2
CD23 (FCe-RIN)

ScavengerR-A/B

IL-1R antagonist

(L-1Ra) Hemokini

CCL17 CCL24 CCL18
CCL22 CCL16 CCL1

3. att€ls. M1 un M2 tipa makrofagi ar tiem raksturigo Siinas signalu mehanismu (attels

parveidots no Tugal et al. 2013).

Figure 3. M1 and M2 type macrophages with typical signal mechanism of the cell (figure

converted from Tugal et al. 2013).
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1.2.2. Makrofagu loma audzeju progresija un attistiba

Makrofagi audzgjos sastada lielako dalu no stroma esosa leikocitu infiltrata un tos déve
par audz€ju asoci€tajiem makrofagiem (Tumor-associated macrophages — TAM) (Obeid et al.
2013). Lidz sim makrofagu loma audzgja tiek aprakstita pretrunigi, jo zinams, ka kolorektala
audzgja tiem piemit ickaisumu veicinos§as Tpasibas, turpreti tados audzgjos ka kriisu, prostatas,
olnicu, kakla, plausu un melanoma, makrofagiem ir pretiekaisumu funkcijas (Hao et al. 2012).
Ir veikti vairaki kliniskie pé&tijumi, lai noskaidrotu korelaciju starp audz€u asocicto
makrofagu daudzumu audzgja un prognozem to samazinat vai likvidet. Rezultati ir pieradijusi,
ka palielinats makrofagu daudzums 80% gadijumu tiek saistits ar audz&ja metastazém un
sliktam prognozém, pieméram, kriits véza likvidésana (Bingle et al. 2002 cit. péc Obeid et al.
2013). Audzgju asociétie makrofagi atbilst M2 tipa raksturigajam funkcijam (Guo et al. 2013)
un markieru ekspresijai (Hao et al. 2012). Lai identificétu tos krats véza modelos, tiek
izmantota iminohistokimijas analize, plismas citometrija un to funkcionala parbaude
(Mukhtar et al. 2011).

Makrofagu migracija audz€ja notiek pateicoties dazadiem hemoatraktantiem, kurus
izdala audzgja Stinas (Fujimoto et al. 2009), fibroblasti, endotélija Stnas, ka arT pasi audz&ju
asocietie makrofagi (Murdoch et al. 2004). Audz€ja mikrovidé sekret€to hemoatraktantu
limenis pozitivi korele ar audz&ju asociéto makrofagu daudzumu (Lewis, Pollard 2006).
Svarigakie no sekretétajiem hemoatraktantiem ir hemokina (C-C motiva) ligandi — CCL2 un
CCLS5, kuri ir nepiecieSami véza progresija. Hemoatraktanti stimulé monocitaras $tnu Iinijas,
asins monocitus un smadzenu makrofagus sekretét matriksa metalopeptidazes (MMP) un
urokinazes tipa plazminogéna aktivatora receptoru (urokinase-type plasminogen activator
receptor - UPAR), lai degradétu bazalo membranu un ekstracelulara matriksa komponentus
(Murdoch et al. 2004).

Audzgju asociétie makrofagi ekspresé dazadus faktorus, ka epidermalo augSanas faktoru
(epidermal growth factor — EGF), TGF-B1, hepatocitu augsanas faktoru (hepatocyte growth
factor — HGF) un fibroblastu augsanas faktoru (basic fibroblast growth factor — bFGF), kas
stimulé audzg&ju proliferaciju un dzivotsp&ju. Turklat, audz€ju asociéto makrofagu klatbutne ir
svariga dazadu audz&ju augSanai in vivo (Lewis, Pollard 2006).

Viena no audzgju vidé raksturigajam ipasibam ir zems skabekla daudzums audos jeb
hipoksija, kas saistits ar nepilnigi izveidojusos angiogenézi. Rezultata audzgja veidojas audu

nekrotiska vide, kas butiski pievilina audu makrofagus, pateicoties to sp&jai fagocitét
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(Murdoch et al. 2004). Ir pieradits, ka [idz ko makrofagi ir pievilinati, tie vairs nesp&j pamest
nekrotisko vidi (Turner et al. 1999), lidz ar to, audz&ja asociéto makrofagu akumulacija
hipoksijas apstaklos var tikt saistita ar audzgja agresivitates izpausmeém (Obeid et al. 2013).

Lai audzgjs spétu progresét, invadét un veidot metastazes, tam nepiecieSama asinsvadu
izveide skabekla un baribas vielu piegadei (Guo et al. 2013). Audz&ju asociétie makrofagi
ietekmé audz&ju, stimulgjot angiogenézi. Tas tick panakts ekspresgjot dazadus angiogenézi
veicino$us faktorus, pieméram, vaskulara endotélija augSanas faktoru (vascular endothelium
growth factor — VEGF) (Obeid et al. 2013), TNF-a, 1L-8, bFGF (Lewis, Pollard 2006) un
makrofagu kolonijas stimul&joso faktoru (macrophages-colony stimulationg factor — M-
CSF1). M-CSF-1 daudzuma samazinaSanas vai inhib&Sanas gadijuma, samazinas audzgja
asoci€to makrofagu daudzums, kas noved pie ievérojamiem audzg&ja augSanas trauc€jumiem
(Guo et al. 2013).

Audzgju asocietiem makrofagiem ir atSkirigs fenotips dazados véza attistibas stavoklos.
M2 fenotips raksturigs ta progresijas laika, tomé&r audz€ja agrinaja stadija, tas lidzinas M1 tipa
makrofaga fenotipam, inhib&jot angiogenézi, audz€ja imunitati (Lewis, Pollard 2006) un
jaunu audz&ja $tunu veidosanos (Allavena et al. 2008). M1 tipa makrofagi atrodoties audzeja
liz€ ta Sunas, prezent€ audzgja-asocietos antigénus T $tinam, ka arT ekspres€ imunstimul&josus
citokinus (Lewis, Pollard 2006). Molekularaja Iimeni, audz&u asociétiem makrofagiem
noveérojami abu tipu makrofagu markieri, tomér ievérojami atskirigos daudzumos (Guo et al.
2013). Veéza veidosanas vélakaja posma, M1 makrofagus nomaina M2 makrofagi, kam piemit
zema spégja cinities ar audz€ja Sunam. Audz€ju asoci€to makrofagu polarizacijas maina ir
svarigi daudzi faktori — signali, kurus Siinas sanem no stromas un iekaisuma $iina, hipoksija,
genétiskas un epigenétiskas izmainas audz&ja $tnas, molekularie signalceli, ieskaitot NF-kB,
Notch un Wnt5a (Guo et al. 2013).

Pastav pienémums, ka audz€ju asoci€tie makrofagi varétu biit potenciali izmantojami
pretvéza terapija. Lidz Sim ir veikti vairaki pé€tijumi, kuros apstiprinas audz€u izméru
samazinasanas un iekaisuma citokinu sekrécija audz&ju mikrovid€, izmantojot vielas, kas
darbojas nomacot M2 makrofagus. Pieméram, trabectedinam, dabiskam produktam no juras
organisma Ecteinascidia turbinata, piemit citotoksiskais efekts uz cilvéku makrofagiem un
audzgju asoci€tiem makrofagiem in vitro. Dazadam farmokologiskam zalém, piemé&ram,
zoledronskabei, talidomidinam un pentoksifilinam, piemit sp€a inhibé& makrofagu
infiltréSanos un samazinat audz&ju izmérus (Hao et al. 2012). Ari p&c apstrades ar makrofagu
met-CCL-5 receptora anagonistu, tika iegiita ievérojama makrofagu skaita un audzgja izméra

samazinasanas (Robinson et al. 2003). Ka labaku nakotnes terapijas veidu varétu uzskatit M2
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tipa makrofagu polarizaciju uz iekaisuma veicinoso M1 tipu. Vairaki p€tijumi ir publicéti
saistiba ar Toll-veida receptoru aktivésanu, kas stimulé M1 polarizéto makrofagu aktivaciju,
inducgjot iekaisumu procesus audzgja. Ir iesp&jams izmantot arm1 makrofagus ka dabigos
vektorus terapeitisko molekulu piegadei, pieméram, péc intratumoralas injekcijas ar
makrofagiem, kuri transficéti ar IL-12 ekspres€joSiem rekombinantiem adenovirusu
vektoriem, tika uzlabots T stinu daudzums audzgja, samazinot ta aug$anu un metastazes (Hao
etal. 2012).

Veicot padzilinatus pétijumus makrofagu polarizacija, audz&ju asociétie makrofagi
nakotné varétu kalpot ka potenciala terapija véza un dazadu iekaisuma slimibu arstéSana. Lidz
§im ir izmantoti dazadi citokini, kam piemit sp&ja polarizét makrofagus no M2 uz M1 tipu,
pieméram, [FN-y un TNF-a (Davis et al. 2013), tom&r m&s audzg€ja terapijai piedavajam

jaunatklatu proteinu SI-CLP, kura funkcijas lidz §im saglabajas nezinamas.

1.3. Hitinazei-lidzigais SI-CLP proteina géns

SI-CLP (Stabilin-Interacting Chitinase-Like Protein) ir hitinazei-lidzigais 39 kDa liels
ziditaju dzimtas proteins (Kzhyshkowska et al. 2006). Tas satur 393 aminoskabes ar
signalpeptidu N terminala gala un Gliko 18 doménu (Meng et al. 2010). Sis doméns ir augsti
specifisks hitinazes piederosajai 18 glikozilhidrolazes dzimtai, kas atrodama bakterijas, augos,
sénés, insektos, parazitos un ziditajos. Gliko 18 doménu satur ne tikai SI-CLP, bet art tadi
dzimtas proteini, ka hitotriosidaze, AMCaze, YKL-39 un YKL-40 (Kzhyshkowska et al.
2007). Tie darbojas ka Skistosi mediatori un ir iesaistiti audz&ju progresija un organisma
trauc€jumos, ko raksturo izmainas asinsvadu sisttma un ekstracelulara matriksa parveidoSana,
piem€ram, reimatoida artrita, zarnu iekaisuma slimibas, aknu fibroz€ un sistematiska sklerozé
(Zhang et al. 2009). SI-CLP lidziba ar YKL-39 proteina doména organizaciju ir 20%, bet ar
pargjiem dzimtas proteiniem svarstas no 43-68% (Kzhyshkowska et al. 2006). Salidzinot
proteinu doménu strukturalas atskiribas, noteikts, ka SI-CLP proteina struktiira satur papildus
spirales regionus ar daziem sekundaras struktiiras elementiem N gala terminala, ka arTt doména

garums ir salidzinosi 1ss (Kzhyshkowska et al. 2007) (4. attels).
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4. attels. Gliko 18 doména saturo$o cilvéka hitinazes un hitinazei-lidzigais proteinu
strukturals att€lojums (attéls parveidots no Kzhyshkowska 2010)

Figure 4. Structures of Glyco 18 domain—containing human chitinases and chitinase-like
proteins (figure converted from Kzhyshkowska 2010).

SI-CLP ir bagatigi ekspreséts alternativi aktivétos (M2) makrofagos un salidzinosi
maz neitrofilos, lai gan regulatorais mehanisms, kas kontrolé proteina atbrivoSanos vél
saglabajas nezinams. Proteins tiek reguléts ar Th2 citokiniem IL-4 un deksametazonu un spgj
piesaistit LPS in vivo, ka arT neitralizét endoksinu efektu uz makrofagiem. SI-CLP ir bagatigi
ticis detektets plauSu biopsijas no pacientiem ar respiratora trakta hronisku iekaisumu, cilvéku
periferiem asins leikocitiem wun pacientiem, kas sanem glukokortikoidu terapiju
(Kzhyshkowska et al. 2007).

Lai SI-CLP spétu sekretéties un stimulét iekaisumu, ir nepiecieSama mijiedarbiba ar
virsmas receptoru stabilinu-1 un saistiSanas pie receptora ekstracelulara fasciclina 7 (F7)
doména (Kzhyshkowska 2010). Receptors kalpo ka starpnieks SI-CLP intracelulara
parvietoSana alternativi aktivétos makrofagos, t.i., izmantojot endosomu/trans-goldzi
transporta celu (Zhang et al. 2009). Stabilina-1 transporta cela SI-CLP sakuma raksturiga
lokalizacija endosomas, kam seko lokalizéSanas CD63+ sekretoras un Lamp-1 pozitivas
lizosomas (Kzhyshkowska et al. 2006). Tur SI-CLP atdalas no stabilina-1 un transport&jas uz
sekretoram lizosomam, ar kuru palidzibu sekretgjas ekstracelularaja telpa (Zhang et al. 2009).
Tomeér lizosomala lokalizacija stabilina-1 negativos makrofagos norada uz to, ka, iesp&jams,
stabilins-1 nav vienigais receptors, kas ietekmé $iinas jaunsintezéta SI-CLP parvietoSanos

(Kzhyshkowska et al. 2006).
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Lidz Sim ir atklats, ka hitinazei-lidzigajam proteinam SI-CLP triikst enzimatiskas
aktivitates. Proteina pétfjumi liecina, ka tam piemit saharidu-saistiSanas ipaSibas un loma
mikrobu infekcijas, tomér 1idz §im vél nav zinamas proteina fiziologiskas funkcijas un nozime
imunaja sistéma (Kzhyshkowska et al. 2007). Lai notiktu géna SI-CLP piegade kriits audzg&ja
un proteina sekrécija, darba tiek izmantoti alfavirusu vektori ka potenciali gé€nu piegades

lidzekli.

1.4. Alfavirusi

1.4.1. Alfavirusu struktiira un replikacija

Alfavirusu gints klasificgjas pie Togaviridae dzimtas. Kopuma ta ietver 30 virusa sugas
(Hyde et al. 2015), no kuram visplasak pétitas ir Semliki meza viruss (Semliki Forest virus —
SFV), Sindbis viruss (Sindbis virus — SIN), Venecuélas zirga encefalita viruss (Venezuelan
Equine Encephalitis virus — VEE), Ross Upes viruss (Ross River virus — RRV) u.c. (Jose et al.
2009). Alfavirusi tiek klasificeti pie A arbovirusu grupas, jo asinssticEju posmukaji jeb odi
kalpo ka virusa parnésataji (Kujala 2000). Pirmo reizi SFV tika izoléts no moskitiem 1944,
gada Uganda (Smithburn, Haddow 1944), bet 1980. gada tika sekvenéts alfavirusu strukturalo
proteinu kodgjosais regions. SeSus gadus vélak tika nosekvenéts un iegits jau pilnais 11’445
nukleotidu garais SFV genoms (Kujala 2000).

Alfavirusiem ir sfériska forma un to izmérs vari€ no 65 lidz 70 nm diametra (Jose et al.
2009). Virusa genomu apnem kapsids, kopa veidojot nukleokapsidu. Kapsids sastav no 240
proteinu monomériem, veidojot ikosaedrisku T=4 simetriju. Savukart, nukleokapsidu ietver
lipidu dubultslana apvalks, ka sastava ietilpst 240 glikoproteini E1,E2 (SIN), ka art E3 (SFV),
kas uz nukleokapsida virsmas veido 80 izaugumus (Balistreri 2010).

Alfavirusu genoms ir lineara, aptuveni 11 — 12 kilobazes (kb) gara, nesegmentéta,
vienpavediena (+)RNS molekula. RNS 5’ gals satur metilétu cap struktiiru, bet 3° gals satur
poliadenilétu (poli-A) asti (Hyde et al. 2015). Alfavirusu genomu kodeé divi atveértie
nolasiSanas ramji (open reading frame — ORF), no kuriem viens kodé cetrus virusa
nestukturalos proteinus (NSP1-4), kas nepiecieSami transkripcijai, virusa RNS replikacijai,
poliproteinu SkelSanai un RNS noslégsSanai, bet otrs — piecus virusa strukturalos proteinus, kas
veido virusa apvalku un nepiecieSami virusa RNS inkapsidacijai (C, E1, E2, E3 un 6K) (5.
attéls). So proteinu ekspresija un virusa genoma replikacija noris saimniekstinas citoplazma,
kaut armT nsP2 un atseviSku alfavirusu kapsidu proteini iekliist Stnas kodola un traucé

saimnieks$iinas génu transkripcijai (Weaver et al. 2012).
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5. att€ls. Semliki meza virusa (+)RNS genoma struktiira.

RNS genoms sastav no diviem atvertiem nolasiSanas ramjiem, kur pirmais kodé cetrus
nestrukturalos proteinus, kas veido virusa replikacijas kompleksu, bet otrs kodé cetrus
strukturalos proteinus, kas veido virusa apvalku (attéls parveidots no Riezebos-Brilman et al.
2006).

Figure 5. The (+)RNA genome of Semliki Forest virus.

The genome consists of two open reading frames, where the first encodes the four
nonstructural proteins that form the virus replicase complex, but the second codes for the four
structural proteins (figure converted from Riezebos-Brilman et al. 2006).

Genoma starpposmu starp strukturalajiem un nestrukturalajiem doméniem aiznem
subgenomiskas mRNS transkripcijas promoteris — 26S promoteris. Galvena 26S promotera
nozime ir strukturalo génu translacija no subgenomiskas mRNS (Vander Veen et al. 2012).

SFV replikacijas procesa virusa genoma RNS kalpo ka mRNS cetru nestrukturalo
proteinu génu (NSP1-4) translacijai, veidojot RNS replikazes kompleksu, kur§ sintez€ pilna
garuma (-)RNS pavedienu. Tas kalpo par transkripcijas matricu pilna garuma plus
(+)pavediena genomiskajai RNS un isakajai plus (+)pavediena subgenomiskajai RNS, kas
kodg strukturalo proteinu génus. Virusa strukturalie proteini tiek sintezeti ka poliproteini, kuri
velak tiek saSkelti attiecigi kapsidas un apvalka proteinos E1 un p62 (E3 un E2 priekstecgjis)
(Atkins et al. 2008) (6. attels).
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6. attéls. Alfavirusu SFV RNS replikacijas cikls.

Genoma (+)RNS ir 11-12 kb gara vienpavediena molekula. RNS 5’ gals satur metilétu cap
struktiiru, bet 3’ gals satur poliadenilétu (poli-A) asti. P&c iekluSanas Stinas, alfavirusa RNS
kalpo ka mRNS ¢etru nestrukturalo proteinu (nsP1-4) translacijai, veidojot RNS replikazi, kas
sintezé komplementaru pilna garuma minus (-)RNS pavedienu. No minus (-)RNS pavediena
virusa replikaze sintez€ pilna garuma genomisku plus (+)RNS un 1saku subgenomisku plus
(+)RNS, kas kode strukturalo protemnu génus (C, E1, E2, E3 un 6K). Strukturalos proteinus
sinteze ka poliproteinus, kuru attiecigi saskel kapsidas un apvalka proteinos E1 un p62 (E3 un
E2) (attels parveidots no Quetglas et al. 2010).

Figure 6. Alphavirus SFV RNA replication cycle.

(+)RNA genome is about 11-12 kb long single-stranded molecule. RNA contains a methylate
cap structure at the 5’-end and a poly-A tail at the 3°. After entry the cell, alphavirus RNA is
used as mRNA for four 4 non-structural protein (nsP1-4) translation, forming RNA replicase,
which synthesis a complementary full length minus (-)RNA. (-)RNA is used as strain for fool
length (+)RNA, as also shot subgenomic (+)RNA synthesis, which code the structural protein
genes (C, E1, E2, E3 and 6K). The structural proteins are synthesized as a polyprotein, which
will be processed to produce the viral capsid and structural proteins E1 and p62 (E3 and E2)
(figure converted from Quetglas et al. 2010).

Par alfavirusi saimniekorganismiem kalpo dazadi mugurkaulnieki, to skaita, ziditaji,
putni, abinieki un rapuli (Kujala 2000). Tie augstos titros spgj inficét dazadas $tinu kultiras,
saglabajoties nepatogéniski (Leung et al. 2011). Cilvéku un dzivnieku saslimSanas gadijumos
raksturigakie simptomi ir drudzis, izsitumi un artrits. Ziditaju $tnu infic€Sanas gadijuma,
alfavirusi vairaku mehanismu rezultata izraisa Stnu apoptozi (Jose et al. 2009). Pateicoties
tiem piemitoSajam plasajam tropismam, alfavirusi sp&j infic€t ar1 neironus, glijas Siinas,

Skerssvitrotas un gludas muskulStnas, limfoidas Stnas, sinovialas $iinas, ka arT adipocitus. Tas
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liecina par to, ka alfavirusi infic€Sanas procesa izmanto Siinu virsmas receptoru, kas ir
raksturigs dazadiem $tinu tipiem. Sis receptors, iesp&ams, ir 67 kDa lielais lamininreceptors
(proteins p40 vai laminina saistoSais proteins), kas atrodams uz kukainu un moskitu Stnam.
Pastav hipotéze, ka virusi sp&j mijiedarboties ar vairakiem celulariem receptoriem (Jose et al.
2009). Japiemin, ka audz&ju Sunas biezi médz parproducét So receptoru, kam pateicoties
alfavirusi tik efektivi inficé dazadas audz&ju $anu kultiras. ST ipasiba dod iesp&ju pielietot

alfavirusu vektorus dazados pretvéza terapijas petijjumos.

1.4.2. Rekombinanto alfavirusu ekspresijas vektoru sistemas

Alfavirusu ekspresijas vektoru izveid€ bitisks solis bija vairaku alfavirusu genomu
RNS klon&sanai par komplementaru DNS (kDNS). Pirmo reizi to paveica Pitera Liljestroma
un Henrika Garofa grupa no Karolinskas Institiita ar SFV virusu, Roberts J. Dzonstons no
Ziemelu Karolinas Stata Universitates ar VEE virusu un Henrijs V. Huangs no Vasingtonas
Universitates ar SIN virusu (Quetglas et al. 2010). Pilna garuma virusa genoma kDNS kopija
un DNS-atkariga RNS polimeraze (Riezebos-Brielman et al. 2006), SP6 vai T7 polimeraze,
tika ieklongta bakteriala plazmida, lai virusa RNS varétu tikt transkribéta in vitro. Péc
transfekcijas eikariotu §tinas, transkribéta RNS bija sp€jiga izveidot produktivu infekciju,
lidzigi ka virusa dalinas. Lai alfavirusu ekspresijas vektorus varétu izmantot ka terapeitiskos
agentus, tie spétu replicéties, veidot virusam lidzigas dalinas un $tinas ekspresét interesgjoso
proteinu, virusa strukturalie proteini ir iznemti un aizstati ar sveSu interes€joSo génu (7.
att€ls). Lidz Sim alfavirusu vektori ir izveidoti no SFV, SIN, VEE, SAG (Sagiyama virus) un
CHIK (Chikungunya virus) virusiem (Quetglas et al. 2010).

Inficgjoss SFV viruss

sP 7 O O .‘C P62 |6K | Ef

Rekombinants SFV vektors

5'| 3
}_WM IL nsP2 nsP3 nsP4 .1 sveSais géns
|

7. attels. Infekciju izraisoSa SFV virusa genoma un rekombinanta SFV virusa genoma
shematisks att€lojums. Rekombinanta alfavirusa vektora sistéma, kur strukturalos proteinus
aizstaj ievietots sveSais interes€josSais géns (att€ls parveidots no Riezebos-Brielman et al.
2006).
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Figure 7. Schematic description of the wild-type SFV virus genome and the recombinant SFV
virus genome. For use of alphavirus as recombinant vector systems, the structural proteins are
replaced with foreign gene of interest (figure converted from Riezebos-Brielman et al. 2006).

Pastav tris alfavirusu ekspresijas vektoru sistémas — replikacijas-kompetenta vektoru
sistéma, replikacijas-defektiva vektoru sisttma un DNS-RNS vektoru sistéma (Lundstrom
2009) (8. attels).

A. Replikacijas-kompetents vektors B. Replikacijas-defektivs vektors C. DNS-RNS vektors

| ”replikﬁze |\istr|kturilieg§l .I: svesais géns lI replikaze ] svesais gens
IS

s .265_,_ 26S 26S cMv IS 26S
invitro trans.lfrlpcua in vitro transkripcija E:‘ transfekcija
elektroporacija elektroporacija 268

G </> <\//\ Q{/__\/ R{/,\ Q{/,\
wditaju $inas < ziditaju $inas 7 D\ Ziditaju $tnas < O\
2 S = <
virusa produkcija l virusa produkcija l
O O ‘ ‘ proteinu ekspresija

2. &
O O ‘ @& @
. > g

l infekcija linfekcija %
y P
<>, <> .
proteinu ekspresija:/ \vn'usa produlsiin lproteinu ekspresija

®

8. att€ls. Rekombinanto SFV vektoru ekspresijas Sistémas.

A — Replikacijas-kompetents vektors: pilna garuma SFV genoms ar subgenomisko 26S
promoteri un sveSo intereséjoSo génu. Vektoru sistéma veido replikacijas-kompetentas
dalinas, kuras p&c $tinu infekcijas producg jaunas virusa dalinas un rekombinanto proteinu. B
— Replikacijas-defektivs vektors: to veido ekspresijas vektors un paligvektors, kuri péc
elekroporacijas Siinas veido replikacijas-defektivas dalinas. Dalinas satur tikai RNS
iepakosanas signalu (IP). Stinu infekcijas rezultata ekspresgjas tikai rekombinantais proteins.
C — DNS-RNS vektors: RNS SP6 polimerazes promoteris ir aizstats ar CMV promoteri, kas
layj tieSu DNS plazmidas izmantoSanu Stinu transfekcija, lai veidotu rekombinantu proteinu.
(att€ls parveidots no Lundstrom 2012).

Figure 8. Recombinant SFV vector expression systems.

A - Replication-competent vector: Full-length genome of SFV with an additional SFV 26S
subgenomic promoter and foreign gene of interest. This vector system generates replication-
proficient particles, which after infection produces new viral particles and recombinant
protein. B — Replication-deficient vector: this system consists of expression and helper
vectors, which after co-electroporation in cells generates replication-deficient particles. These
particles are packaging only packaging signal (PS). Infection results in recombinant protein
expression. C — DNA-RNS vector: SP6 RNA polymerase promoter has been replaced by the
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CMV promoter that allows direct use of plasmid DNA for cell transfection to generate
recombinant protein (figure converted from Lundstrom 2012).

Darba tiek pielietota replikacijas-defektiva (replication deficient) ekspresijas sistéma
sastav no diviem vektoriem — ckspresijas vektora un paligvektora (Lundstrom 2009).
Paligvektors (helper vector) satur virusa strukturalos génus un kodé kapsida un nukleokapsida
virsmas izauguma proteinus. Paligvektors var tikt izmantots pilna garuma vai sadalits divas
dalas, kas samazina kompetenta virusa replic€Sanos, infic€Sanas risku un rekombiné$anos
starp diviem paligvektoriem vai vektoru plazmidam (Riezebos-Brielman et al. 2006) (9.
attels).

A.Plazmidas SFV paligvektors
BosPTH{c [ pe2 6k E1 |

B.Plazmidas SFV paligvektors divas molekulas

RnsP1A—.C.

9. att€ls. Plazmidas SFV (pSFV) paligvektoru konstrukti.

A - Pilna garuma pSFV paligvektors ar nestrukturaliem géniem (nSP1-4) un strukturaliem
géniem (C, P62, 6K un E1); B - pSFV paligvektors divas molekulas: viena molekula satur
nestrukturalos génus (NSP1-4) un vienu strukturalo génu — C, bet otra satur nestrukturalos
génus (NSP1-4) un tris strukturalos génus — P62, 6K un E1 (attéls parveidots no Riezebos-
Brielman et al. 2006).

Figure 9. Plasmid SFV (pSFV) helper vector constructs.

A — Full length pSFV helper vector with non-structural genes (nsP1-4) and structural genes
(C, P62, 6K and E1); B — pSFV split helper vector: one part consists of non-structural genes
(nsP1-4) and one structural gene — C, but the other consists of non-structural genes (nsP1-4)
and three structural genes — P62, 6K and E1 (figure converted from Riezebos-Brielman et al.
2006).

Ekspresijas vektors sastav no virusa nestrukturalajiem géniem, kas ir atbildigi par RNS
replikacijas funkcijam, ka ari sveSu interesg¢joSo génu (Riezebos-Brielman et al. 2006)
Replikacijas-defektiva virusa iegliSana, Stinas transficétas ar divam in vitro sintezétam virusa

RNS — paligvektoru un ekspresijas vektoru, kas satur vienu subgenomisko 26S promoteri un
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zem ta ieklonétu transgénu (Lundstrom 2009). P&éc virusa rekombinantas RNS
elektroporacijas Stinas, tiek iegits replikacijas-defektivais viruss, kurs§ iepako jaunizveidotas
virusa dalinas — vienu rekombinanto RNS ar nestrukturalajiem g€niem (replikazi) un
interes€joso génu (Riezebos-Brielman et al. 2006) (8. attéls; B). Rekombinantais viruss
sekretjas Stunu vid€ un to ir iesp€jams savakt un izmantot $iinu infic€Sanai un interes€joso
génu ekspresijai. Vidgjais replikacijas defektiva SFV virusa titrs ir aptuveni 10’ lidz 108
v.d./ml (Lundstrom 2005). Ta ka rekombinantas virusa dalinas nesatur strukturalos génus, tad
replikacijas defektivais viruss ir sp&jigs veikt tikai vienreiz€ju infekciju un nespgj vairoties
inficétajas $tnas (Lundstrom 2012).

Alfavirusu vektoru replikacija $tinas izraisa citopatisko efektu, kas nov&rojams
aptuveni 40 h pec infekcijas (Li et al. 2012). Pastav pien@mums, ka citopatiskais efekts varétu
ar1 biit saistits ar virusa kapsida glikoproteiniem, lai gan glikoproteinu molekulu daudzums
saimniek$tinu transfekcija ir ierobezots (Morse et al 2004). Ir izveidoti necitopatiski
alfavirusu vektori, kuriem ir papildus prieksrociba — ilgaka sp&ja ekspreséties in vitro, ka art
inducgjamie, temperatiiras jutigie vektori (Rheme et al. 2004). Sanas, kuras ir inficétas ar
necitopatiskiem vektoriem, notiek vektora génu ekspresija, bet citopatiskais efekts ir vajs. Tas
S$tinas nodro$ina ilgaku un augstaku transgéna ekspresiju (Khudyakov 2008). Necitopatiskie
vektori ir iegiiti, radot mutacijas alfavirusa genoma nestrukturalaja domeéna nsP2 ggna,
pieméram, vektors pSFV(PD) (Rheme et al. 2004).

Inducgjamie, temperatiiras jutigie vektori ir iegiti, radot mutacijas genoma nsP2 un
nsP4 nestrukturalajos génos, piem&ram, vektors pSFV(PD713P). Temperatiiras jutigie
alfavirusu vektori ir mazak citotoksiski un, noteiktas temperatiiras ietekmé, sp€j paildzinat
proteinu ekspresiju. So vektoru transgénu ekspresija veiksmigi notiek 31°C temperatiira, bet
37°C temperatiira ta ir ierobezota vai apstadinata, tadél vektorus iesp&jams izmantot tikai in

vitro apstaklos (Rheme et al. 2004).

1.4.3. Rekombinanto alfavirusu vektoru prieksrocibas audz€ju génu terapija

Alfavirusi ka génu ekspresijas vektori ir potenciali izmantojami, pateicoties to
raksturigajam iezimém — plaSajam tropismam; augstam replikacijas limenim S$unas, izraisot
augstu virusa strukturalo proteinu ekspresiju, kuru potenciali var izmantot, lai ekspres€tu
heterologus proteinus I1dziga Iimeni; relativi mazam RNS genomam, ar kuru viegli manipulét
komplementaras DNS (kDNS) sintézei; virusa RNS Stnam ir infekcioza, kas lauj sasniegt

produktivu virusa infekciju. Sis Tpasibas padara alfavirusa vektorus nozimigus augsta vélama
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proteina ekspresijas iegtiSanai 1sa laika perioda ziditaju Stinu kultiiras. Tomer, alfavirusu
vektoru proteinu ekspresija in vivo ir Tslaiciga, jo virusa iekliSana §anas inducé apoptozi. Sis
fakts ir ierobezojis to pielietoSanu gé€nu terapija, kur ir nepiecieSama ilglaiciga transg€na
ekspresija. L1dz ar to uzskata, ka alfavirusu vektori ir daudzsolosi audz&ju terapija, jo ne tikai
sp&j ekspresét transgenu liels daudzumos audzgju Stinas, bet ar1 papildus inducé audzgja Stinu
navi aptuveni 48 h laika (Quetglas et al. 2010).

Augsto transgénu ekspresiju var papildus 10x palielinat, ja trangéns tiek savienots ar
virusa kapsidas géniem (Riezebos-Brilman et al. 2006). ST stratégija tiek pielietota, izmantojot
SFV un SIN, lai sasniegtu augstu apvalka proteinu ekspresiju. legiita genoma sekvence tiek
raksturota ka minimalais translacijas enhancers un aptver pirmos 102-226 nukleotidus no SFV
un SIN kapsidas. Lai nodro$inatu vektora stabilitati, SIN gadijuma heterogénas sekvences tiek
ievietotas starp nsp un strukturalajiem géniem, bet SFV gadijuma — tas ievieto 3’ genoma
gala. Lielakoties, alfavirusu vektori balstas uz virusa genomu, kura virusa strukturalie géni
tiek aizvietoti ar interes€joSiem géniem (Quetglas et al. 2010).

Salidzinajuma ar citiem virusa vektoriem, kas tiek izmantoti audzgju génu terapija,
alfavirusu inserti var sasniegt lidz pat 7 kb, turpreti lentivirusu un adeno-asoci€to virusu
(adeno-associated virus — AAV) insertu garumi var bit ne lielaki par 4 kb. Bitiski, ka
alfavirusu augstais titrs (10°-10%° iju/ml) iegfistams divas dienas, bet retrovirusiem,
lentivirusiem un AAV nepiecieSams ilgaks laiks Iidziga titra iegiiSanai (Lundstrom 2001).

Lidz $im veikti vairaki pétijumi, lai veicinatu audzgju regresiju vai inhib&tu to augSanu.
Petijumi ir uzradijusi, ka, pieméram, audz&ju regresija tieck panakta péc B16 melanomas
intratumoralas injekcijas ar alfavirusa vektoru SFV-IL12. Vektors izraisija audzgja
vaskularizaciju un inducgja nekrozi. Izmantojot vektoru SFV-GFP, géns GFP izraisija
apoptozi cilvéka plausu karcionomas H358A Stnas (Templeton 2015). Ka ar1 audzgjiem K-
BALB un resnas zarnas karcinomas $tinu linijai CT26 regresiju izraisija injekcija ar alfavirusa
SFV-IL18 (Chikkanna-Gowda et al. 2005). Tadgl, pateicoties alfavirusu ipasibam, tie var tikt
uzskatiti par perspektivu ekspresijas vektoru sisttmu audz€ju terapija, ar kuras palidzibu
iesp&jams ekspresét nepiecieSamos transgénus, 1sa laika perioda veicinat augstu proteina

sint€zi un audzgju §tinas inducét apoptozi (Quetglas et al. 2010).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Materiali
2.1.1. Plazmidas

* pSFV1/Helperl — 8194 bp; kodé SFV strukturalos génus (10. att€ls). Prof. H. Garofa
davinajums (Karolinskas institiits, Zviedrija);

* pSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG — 12448 bp; kodé receptora stabilins-1 hitinazei-lidzigo
peles (m — mouse) génu SI-CLP (mSI-CLP) un SFV nestrukturalos génus (11. attls).
Prof. Dr. J. Kzhyshkowska davinajums (Heidelbergas universitate, Manheimas

medicinas centrs, Vacija).

Ecod7 111 7826
Aat Il 7414 X ’ Bgl Il 622

Afi Il 1022

Xmn | 7091 Msc | 1203

' pSFV1/Helperl Y

8194 bp | B Xho 12245
~— Bsm | 2556
™ Rsr |l 2690
™ PinA 12730
™ Nsi| 2833
N BssH 11 3136
\ Mam | 3462

Bel 1 4122

10. attels. pSFV1/Helperl plazmidas restrikcijas karte: C, P62, 6K, E1 — SFV strukturalo
proteinu géni; NSP1-4 — SFV nestrukturalo proteinu géni; Ap" — ampicilina rezistences géns;
SP6 — RNS polimerazes promoteris in vitro transkripcijai; Spe | — plazmidas DNS
linearizacijas saits; bp — bazu pari.

Figure 10. pSFV1/Helperl plasmid restriction map: C, P62, 6K, E1 — SFV structural protein
genes, nsP1-4 — SFV nonstructural protein genes; Ap' - ampicillin resistance gene; SP6 -
RNA polymerase promoter for transcription in vitro; Spe | — plasmid DNA linearization sait;
bp — base pairs.
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11. attéls. pSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG plazmidas restrikcijas karte: SFV nsP1-4 — SFV
nestrukturalo proteinu géni; Amp — ampicilina rezistences géns; SP6 — RNS polimerazes
promoteris in vitro transkripcijai; SFV core géna fragments; 26S promoteris — SFV 26S
subgenoma RNS promoteris; Enh — enhancers; SI-CLPm — hitinazei-lidzigais peles (m —
mouse) SI-CLP géns; FLAG — polipeptidu sekvence; Xma I, Apa | — plazmidas DNS
linearizacijas saiti; bp — bazu pari.

Figure 11. pSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG plasmid restriction map: SFV nsP1l-4 — SFV
nonstructural protein genes; Amp — ampicillin resistance gene; SP6 — RNA polymerase
promoter for transcription in vitro; SFV core gene fragment; 26S promoter — SFV 26S
subgenomic RNA promoter; Enh — enhancer; SI-CLPm — chitinase-like SI-CLP gene of
mouse (m — mouse); FLAG — polypeptide sequence; Xma I, Apa |I — plasmid DNA
linearization sait; bp — base pairs.
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2.1.2. Bakteriju celmi

« Escherichia coli (E.coli) celma XL10-Gold siinas — Stratagene, ASV

2.1.3. Rekombinantie alfavirusu vektori

* SIN-Rep5-mSI-CLP

* SIN-nspSer-mSI-CLP

* SIN-nspSer-hSI-CLP

* rekSFV1/Enh.Luc (kontroles vektors)

2.1.4. Siinu Iinijas

* BHK-21 — Sirijas zeltaina kamja (Mesocricetus auratus) jaundzimus$a mazula nieru
fibroblastu stnu Iinija (Baby Hamster Kidney-21)

* TS/A — metastazgjosa peles (Mus musculus) kriits adenokarcinomas $tinu Iinija

2.1.5. Reagenti

2. tabula
P&tijuma izmantotie reagenti.

Table 2
Reagents used in this study.
RazZotajs, Valsts l}eagenti
Acris, ASV Zurkas Anti-CD68 primara antiviela (kat. nr. SM1550PS)
Amersham Biosciences, Glicins (PlusOne Glycine)
Zviedrija
Chempur, Vacija Natrija hlorids (NaCl)
Dako, Danija Dako AEC substrata-hromogéns

Dako antivielu atSkaiditajs ar fona samazinoSiem komponentiem
Dako Pen zimulis

Feran Berlin, Vacija Bakto agars;
Merkaptoetanols (BME; tioetilenglikols)
GIBCO (Life DPBS-/- 10X (-CaCls, -MgCly) (Dulbecco’s Phosphafe-Buffered Saline)
Technologies), DPBS-/- 1X (-CaCly, -MgCly) (Dulbecco’s Phosphafe-Buffered Saline)
Lielbritanija DPBS+/+ 1X (+CaCl,, +MgCly) (Dulbecco’s Phosphafe-Buffered Saline)
FBS

G-MEM (Glasgow Minimum Essential Medium)

Kazas Anti-peles 1IgG (H+L) Alexa-488 sekundara antiviela (kat. nr. A-11029)
Kazas Anti-trusa [gG (H+L) Alexa-594 sekundara antiviela (kat. nr. A-11037)
L-glutamins (200 mM; 100X)

Magnétiskas lodites (Dynabeads M-280 Sheep anti-Mouse 1gG)

PEST (Penicilins/Streptamicins) (10°000 v/ml)

G-MEM BHK-21 1X (+L-glutamins, -Triptozes fosfata buljons) barotne
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Fluka, Vacija
Jaunpagasts plus, Latvija
Medochemia, Kipra
Merck, Vacija

New England Biolabs,
Lielbritanija

Reanal, Ungarija
Rigas kimija, Latvija
Sakura, Japana
Santa Cruz
Biotechnology, ASV
Sigma-Aldrich, ASV

Stanlab, Polija
Thermo Scientific, ASV

USB (Life Technologies),
Lielbritanija

DMEM (1X) + GlutaMAX barotne (+4.5 g/L +D-Glikoze, +Piruvats)
DMEM 1X (+4.5 g/L +D-Glikoze, +L-glutamins, +Piruvats)
RPMI-1640 barotne (Roswell Park Memorial Institute medium)
Tripanzila krasa

Tripsins

Vajpiena pulveris

Etanols

Ampicilins (100 mg/ml)

Glicerins

SDS (NaCi2H25S04) (natrija laurilsulfats)

Tris (tris-(hidroksimetil) aminometans)

RNS CAP struktiiras analogs (1 pmol; 7mG(5’)ppp(5°G))

TEMED (N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamins)

Ledus etikskabe

O.C.T. géls (Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound and Cryomolds®)
Kazas Anti-zurkas IgG (HRP) sekundara antiviela (kat. nr. sc-2303)

Agaroze

Akrilamida $kidums (40%) (RapidGel ™-XL-40% Concentrate)
APS (amonija persulfats)

BSA

DAPI

EDTA (etilendiamintetraetikskabe)

Etidija bromids

Hematoksilins;

HEPES (1M)

LB pulveris

Metanols

PBS

Peles Anti-FLAG (M2) monoklonala antiviela (kat. nr. F3165)
PFA (paraformaldehids)

Tioglikolata skidums

Triptozes fosfata buljons

Triton X-100

Tween-20 (Polioksietilensorbitanmonolaurats)

Hlortdenradis (HCI)

Acetons

Apa | restrikaze (10 U/ul)

Ar DEPC apstradats tidens

Bcu | (Spe 1) restriktaze 10 U/ul)

Bromfenolzila krasa

dNTP maisijums (katrs dGTP, dATP, dTTP, dCTP 10 mM)

DTT (dithiotreitols)

EDTA (etilendiamintetraetikskabe) (25mM)

Génu markieris (0,5 pg/ul) (GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder un GeneRulerTM 100
bp Plus DNA Ladder)

Kazas Anti-peles (HRP) sekundara antiviela (kat. nr. 32430)

Kazas Anti-trusa 1gG (H+L) (HRP) sekundara antiviela (kat. nr. 31460)
Kazas Anti-zurkas IgG (Fc) (HRP) sekundara antiviela (kat. nr. 31475)
Krasa (6X DNA Loading dye)

Proteinu krasosanas Skidums (PageBlue protein staining solution)
Proteinu markieris (Prestained protein molecular weight marker)
Ribunukleazu inhibitors (40 U/ul) (RiboLock® RNase inhibitor)

SP6 RNS polimeraze (20 U/ul)

Tango (Yellow) buferskidums (10X)

Transkripcijas buferskidums (5X)

Xma | restriktaze (10 U/pl)

Saharoze
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Antivielu davinajumi

TruSa Anti-SFV-nsP1 monoklonala antiviela (Prof. A. Merits, Tartu universitate,
Igaunija)

Trusa RS1 Anti-GST-HSTAB1-CT monoklonala antiviela (Prof. Dr. J.
Kzhyshkowska davinajums, Heidelbergas universitate, Vacija)

Zurkas Anti-peles 1B8 (SI-CLP) monoklonila antiviela (Elisabeta Kemmer
davinajums, Minhene, Vicija)

2.1.6. Reagentu komplekti

3. tabula
P&tijuma izmantotie reagentu komplekti.

Table 3
Reagent kits used in this study.
Razotajs, Valsts Reagentu komplekts
Affymetrix USB, Plazmidu attiriSanas reagentu komplekts bez endotoksina
Lielbritanija (PrepEase™ Endotoxin-Free Plasmid Purification Kits)
Kodak, Belgija Rentgena filmu reagentu komplekts

Life Technologies,
Lielbritanija
Mettler-Toledo, Vacija

Thermo Scientific, ASV

(attistitajs: Carestream Dental Developer, fiksétajs: Carestream Dental
Developer Fixer)
Metala-DAB Substrats (Metal Enhanced DAB Substrate Kit)

pH buferskidumi (pH buffer solution, pH 9.21+0.02)

Hemiluminescenta substrata §kidumu reagentu komplets
(SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Substrate Kit)
Peroksidazes detekt€Sanas reagentu komplekts

(Pierce Peroxidase Detection Kit)

2.1.7. Buferskidumi

4. tabula
P&tijuma izmantotie buferSkidumi.

Table 4
Buffers used in this study.
Skidumi Reagenti
10X Tris-glicina §kidums 250 mM Tris;
1,92 M glicins;
10 g SDS;

1X TAE buferskidums
(Tris-acetata-EDTA)

5% vajpiena §kidums

6X Laemmli
buferskidums

destiléts Gidens Iidz 1 L (pH 8,3).

10 ml 50X TAE buferis: 2 M Tris;
57,1 ml ledus etikskabe;
100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0);
destiléts tdens Iidz 1 L;

destiléts tidens lidz 500 ml.

0,3 ml Tween-20;

300 ml PBS;

15 g piena pulveris.

1,2 ml 0,5 M Tris buferskidums (pH 6,8);

1,2 g SDS;

0,939 1M DTT;

4,7 ml glicerins;

2,1 ml destiléta tidens;

6 mg bromfenolzila krasa;

Pirms lieto$anas pievieno 6 ml merkaptoetanolu.
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Blokésanas skidums

Mazgasanas
buferskidums

Proteinu elektroforezes
buferskidums

Proteinu parneses
buferskidums

TNE buferS§kidums

Tris bufer§kidums pH 6,8

Tris buferSkidums pH 8,8

1 ml 10X DPBS -/-;

500 pl 10% BSA;

500 pl 5% FBS;

destiléts Gdens lidz 10 ml.

Izmantojot peroksidazes detekteéSanas reagentu komplekts un razotaja protokolu.

100 ml 10X Tris-glicina $kiduma;
10 ml 10% SDS;
destiléts tidens lidz 1 L.
26 mM Tris;

14 g glicerins;

200 ml metanols;
destiléts tdens Iidz 1 L.
10 mM Tris-HClI,

150 mM NacCl;

1 mM EDTA (pH 7,6).
37,8 g Tris;

150 ml destiléts tidens;
pH izlidzinats ar HCI.
56,8 g Tris;

150 ml destiléts tidens;
pH izlidzinats ar HCI.

2.1.8. Siinu barotnes

5. tabula
P&tijuma izmantotas barotnes.

Table 5
Medium used in this study.

Barones

Sastavs

1X BHK-21

IX TS/A

LB agarizeta barotne

LB barotne Skidra

10% RPMI-1640 barotné

5% FBS;

10% triptozes fosfata buljons;

2 mM L-glutamins;

2 mM PEST,;

20 mM HEPES;

1X G-MEM BHK-21.

10% FBS;

2 mM L-glutamins;

DMEM (1X) + GlutaMAX barotne.

2% LB pulveris;

1,5% bakto agars;

Destiletu tideni pievieno Iidz nepiecieSamajam daudzumam,;
Autoklaveé 15 min 120°C.

2% LB pulveris;

Destiletu tideni pievieno lidz nepiecieSamajam daudzumam;
Autoklave 15 min 120°C.

10% FBS;

5 U penicilins/streptomicins;

RPMI 1640 barotne.
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2.1.9. Ierices

6. tabula

P&tijuma izmantotas ierices.

Table 6
Equipment used in this study.

Aparatiira Modelis Razotajs Valsts
Autoklavs Systec V-150 Systec Lab ASV
Automatiska $iinu skaiti§anas Countess® Automated Invitrogen ASV
iekarta Cell Counter )
Automatiskas pipetes PIPETBOY acu Integra Biosciences Sveice
Centrifiiga 5417R Eppendorf Vacija
Centrifiiga barotnem K26 Irnetzki Vacija
Digitala fotokamera PowerShot S80 Canon Japana
Elektroforézes kameras stravas EPS-301 Amersham Anglija
avots Bioscience
Elektroporators Gene Pulser Il System Bio-Rad ASV
Gaismas mikroskops DM IL Leica Vacija
Gaismas mikroskops Widefield Microscope Leica Vacija

(DMRBE)
Gélu vizualizacijas kamera BioSpectrum® AC UVP ASV

Imaging System,

BioSpectrum 500
Hibridizacijas krasnina ProBlot Hybridization Labnet ASV

Oven L12-2
Horizontala elektroforézes kamera HU6 Carl Roth Vacija
Inkubators 5% CO,, 37°C, MCO- Sanyo Electronic Co., Japana

5AC Ltd
Invertetais gaismas mikroskops Labovert FS Leitz Vacija
Krasnina P22 Thermo Electron ASV

Corporation
Kratitajs Shaker Pos-20L Skyline ASV
Laminars KOJAIR® KR-130 Kojair Tech Oy ASV
Ledus masina ZBE 70-35 Ziegra Vacija
Magnétiskais maisitajs MSH-300 Biosan Latvija
Mikrogriezumu ierice CM1850 Leica Vacija
Mikrovilnu krasns J17M Zanussi Italija
Orbitalais kratitajs PSU-10i Biosan Latvija
Parneses aparats western blot Apollo™ CLP ASV
pH metrs S-20 Metter-Toledo ASV
Rotators/mikseris RM-2S Elmi Latvija
Spektrofotometrs (NanoDrop® ND-1000) Thermo Scientific ASV
Svari Type P-120 Mettler-Toledo ASV
Termostats Thermo-Block TDB-120  Biosan Latvija
Ultracentrifiiga L-100 XP Beckman Coulter ASV
Udens vanna-termostats WB-4MS Biosan Latvija
UV-transiluminators BioSpectrum® Imaging UVP ASV
/fotografesanas sistema System
Vertikala elektroforézes kamera SE250 Amersham ASV
Biosciences

Vortekss/centrifiiga Combi-Spin FVL-2400N  Biosan Latvija
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2.1.10. Materiali

7. tabula

P&tijuma izmantotie materiali.

Table 7
Supplies used in this study.
Materiali Raksturojums Razotajs Valsts
24 ailu plates Tissue Cell Test Plate 24 well SPL Life Sciences Koreja
Elektroporacijas kivetes Gene Pulser Electroporation Bio-Rad ASV
Cuvettes (0.4 cm gap)
Gumijas cimdi Powder-free Latex Gloves Great Glove Malaizija
Kolbas, mércilindri, Petri plates - Miles Laboratories ASV
Inc
Kolonnas PrepEase™-EF kolonna Affymetrix USB Lielbritanija
Mikromeégenes 1.5ml; 2 ml Eppendorf Vacija
Histologiskie stikla slaidi SuperFrost® Plus Objekttriger R. Langenbrinck Vacija
Labortechnik
Medizintechnik
Histologiskie stikla slaidi Knittel-Glaeser Glass Knittel-Glaeser Vacija
Microsope Slides
Plastikata mégenes 15 ml; 50 ml; 120x17 mm Sarstedt Vacija
Proteinu parneses membrana Hybond-P, PVDF Transfer Amersham ASV
Membrane Biosciences
Rentgena filma Amersham Hyperfilm ECL (18  Amersham ASV
X 24 c¢cm) Biosciences
Segstiklini Microscope Cover Glasses, Menzel-Glaser Vacija
24x32 mm
Serologiskas pipetes 5ml, 10 ml, 25 ml GenFollower Kina
Siinu kultivé$anas slaidi Lab-Tek® Il Chamber Slide™ Thermo Scientific ASV
System
Siinu matradi CELLSTAR® Standard Cell Greiner Bio-One Vicija
Culture Flasks (25 cm?; 75 cm?)
Siinu sieti Cell sieve (d=70 pm) Thermo Scientific ASV
Siinu skaiti¥anas slaidi Countess® cell counting Life Technologies Lielbritanija
chamber slides
Siinu skrapi NUNC™ Cells scraper 32 cm Thermo Scientific ASV

2.1.11. Programmatiira

+ ImageJ 1.48v, National Institute of Health, USA.

* Leica Microsystems Heidelberg GmbH. Version 2.3.

» NanoDrop 1000. Version 3.7.
* Vision Works®LS Image Acquisition and Analysis Software. Version 6.3.3.
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2.2. Metodes

2.1.1. Bakteriala transformacija

Transformacijai tika izmantotas aptuveni 100 ul E.coli celma XL10-Gold $tnas, kas
glabajas -80°C. Baktériju $tnas tika atkausétas uz ledus un tam pievienots 1 ng/ul
pSFV1/Enh.mSI-CLP plazmidas. Stinu/plazmidu maisijums inkubéts 15 min uz ledus. Péc
inkubacijas uz ledus, $tinas inkubé&tas 35 sek +42°C tidens vanna/termostata, kam sekoja 2 min
inkubacija uz ledus. Baktérijam pievienots 100 ul 50 mg/ml ampicilins un 900 pl Skidra LB
barotne, kam sekoja inkubacija uz kratitaja 1 h +37°C. Kolonnu iegi$anai Petri platé uz
agarizetas LB barotnes (200 ml LB barotne; 400 pl 50 mg/ml ampicilins) blivsgja uzsetas 200
ul XL10-Gold stnas un inkub&tas 24 h +37°C.

2.2.2. Bakteriju kolonnu parnesana $kidra LB barotné

Skidru LB barotni (400 ml LB barotne; 400 ul 50 mg/ml ampicilins) iepilda mégenés
katra pa 5 ml. Kolonnas, izaugusas Petr1 platé uz agarizétas LB barotnes, pa vienai tika
parnestas attieciga mégené, kuras inkubétas uz kratitaja 200 rpm 24 h +37°C. Péc 24 h katrs
meEgenes saturs parnests 200 ml jauna $kidra LB barotn€ un atkartoti inkubg&ts uz kratitaja 200

rpm 24 h +37°C.

2.2.3. pDNS izdali$ana no E.coli §inam

Péc E.coli celma kolonnu inkubacijas 200 ml Skidras LB barotnes, uz svariem tika
parbauditas kolbu svara attiecibas, tas izlidzinot ar NaCl. Kolbu saturs tika centifugéts 3000
rpm 10 min. P&c centrifugéSanas no kolbam tika izlieta barotne un izveidojusas nogulsnes
Skidinatas 30 ml NaCl. Izskidinatas nogulsnes parnestas 50 ml plastikata mégenés, kas
centrifug€tas 5000 rpm 10 min, p&c ka parnestas uz ledus. Talaka pDNS izdaliSana veikta,
izmantojot plazmidu attiriSanas reagentu komplektu un razotaja protokolu. Attiritai pDNS tika
izmérita koncentracija ar spektrofotometru un paraugi parbauditi, veicot elektroforézi 1%
agarozes g€la 1X TAE buferskiduma. Elektroforézes parametri tika iestatiti atbilstosi

elektroforézes kameras razotaja instrukcijai — 100 mA, 299 V. Paraugi uzglabati -70°C.
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2.2.4. Plasmidu restrikcija

pSFV1/Enh.mSI-CLP un pSFV1/Helperl plazmidu restrikcija (linearizacija) tika veikta,
izmantojot restriktazes Apa | un Xma | (Thermo Scientific). Restrikcijas reakcija tika veikta,
atbilstosi razotaja instrukcijam.

Reakcijas maistjums:

- 1 ug pDNS;

- 2 ul Tango (Yellow) buferskidums (10X);

-1,5 ul Apa | (10 U/pl);

- 1,5 ul Xma 1 (10 U/ul);

- Iidz 20 pl ar DEPC apstradats tdens.

Reakcijas maistjuma tilpums =20 pl

Lai parbauditu restrikcijas saitu, kas tiks talak izmantots plazmidas preperativa skelSana,
tika veikta reakcija, izmantojot restriktazes Bcu | (Spe 1) un Xma | (Thermo Scientific).
Restrikcijas reakcija veikta, atbilstosi razotaja instrukcijam.

Reakcijas maisijums:

- 600 ng pDNS;

- 2 ul Tango (Yellow) buferskidums (10X);

- 1,5 ul Spe I (10 U/ul);

- 1,5 ul Xma I (10 U/pl);

- Iidz 20 ul ar DEPC apstradats tidens.

Reakcijas maistjuma tilpums = 20 pl

Reakcijas maistjumi tika inkubéti 1 h 30 min +37°C. Restrikcijas rezultati parbauditi,
veicot elektroforézi 1% agarozes g€la 1X TAE buferskiduma. DNS identifikacijai izmantoti
GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder Plus un GeneRulerTM 1kB DNA Ladder markieri.
Elektoforézes parametri tika iestatiti atbilstoSi elektroforézes kameras razotaja instrukcijai —
100 mA, 299 V.

2.2.5. pSFV1/Enh.mSI-CLP un pSFV1/Helperl RNS transkripcija in vitro

Linearizétas pSFV1/Enh.mSI-CLP un pSFV1/Helperl plazmidas talak tika izmantotas
RNS transkripcijai in vitro. Reakcijai tika izmantots 1 pg/ul linearizétas pSFV1/Enh.mSlI-
CLP un pSFV1/Helperl plazmidas. Transkripcijas reakcija veikta 50 pl tilpuma. Reakcijas
maisijums — 5X transkripcijas buferSskidums, 20 U/ul SP6 RNS polimeraze (Thermo
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Scientific), 2 mM dNTP maisijums, 40 U/ul ribonukleazu inhibitors (Thermo Scientific), lidz
1 mM RNS CARP struktiiras analogs (New England Biolabs) un ar DEPC apstradats tidens lidz
50 pl tilpumam. Reakcijas maistjums inkub&ts 1 h 30 min 37°C, p&c tam jaunsintez&tas RNS
kvalitate parbaudita, veicot elektroforézi 1% agarozes ge€la 1X TAE buferSkiduma.

Elektoforézes parametri tika iestatiti atbilstoSi elektroforézes kameras razotaja instrukcijai —

100 mA, 299 V. RNS paraugi uzglabati -70°C.

2.2.6. BHK-21 Sunu elektroporacija ar rekombinantam RNS un virusu dalinu

savakS$ana/sasaldeSana

BHK-21 stinas kultive [idz 100% monoslana blivumam, monoslani divas reizes skalo ar
1X DPBS -/- reagentu un tripsiniz€ ar 0,05% tripsina $kidumu 2-3 min +37°C. Tripsiniz&é$anu
apstadina, izmantojot 1X BHK-21 barotni. Stnas centrifugé 10 min pie 1000 rpm un
nogulsnes skalo ar 1X DPBS -/-. Atkartoti veic centrifugéSanu 10 min 1000 rpm, nonem
supernatantu un $iinas suspende 770 pl auksta 1X DPBS -/-. Siinas (kopa 107 $@inu) parnes
elektroporacijas kiveté (sprauga 0,4 cm), pievienojot 20-30 pg transkrib&tas pSFV1/Enh.mSI-
CLP un pSFV1/Helperl RNS. Kopgjam tilpumam elektroporacijas kivete jabut 800 pl.
Elektroporatora noregulé vajadzigos parametrus (850 V, 25 pF) un $tinu-RNS suspensiju
paklauj diviem stravas impulsiem. S@inu suspensiju no kivetes uzsgj uz 75 cm? matraca 12 ml
1X BHK-21 barotnes. P&c 16 h ilgas inkubacijas pie 37°C, rekombinanta rekSFV1/Enh.mSI-
CLP virusa saturosa Stinu barotne tika savakta virusa koncentréSanai vai uzglabata

mikromégenés -70°C.

2.2.7. rekSFV1/Enh.mSI-CLP virusa koncentrésana ar ultracentrifugéSanu

Lai atdalitu virusu no BHK-21 §tnam, virusu dalinu saturoSo barotni 16 h péc
elektroporacijas centrifugeé 11’000 rpm 30 min. CentrifugéSanas stobrinos sagatavo
pakapenisku saharozes gradientu: 50% un 20% saharozes $kidumus TNE buferskiduma. Tris
ml saharozes spilvenus, sakot ar koncentrétako, uzslanoja vienu uz otra un 3 ml
rekSFV1/Enh.mSI-CLP virusa saturo$o slani novieto S$kiduma virspusé. Lidzsvarosanai
izmanto 1X BHK-21 barotni. UltracentrifugéSanas parametri — 90 min, 30’500 rpm (max
160’000 g), SW-32 rotors. P&c 90 min virusu dalinas saturo$so 20% saharozes Skiduma slani

savac un ielej dializes membranas maisina. Dializes membranas maisinu ar 20% saharozes-
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virusa §kidumu ievieto 1X DPBS -/- (1:100) un dializ€ 24 h. P&c dializes virusu alikvoti tika
sasaldéti -70°C.

2.2.8. BHK-21 un TS/A Sunu audzeéSana 24 ailu plateé

BHK-21 un TS/A §iinam nonem barotni un vienu reizi skalo ar siltu (+37°C) 1X DPBS-
/- reagentu. Pievieno 0,05% tripstnu (1 ml uz 25 cm? matraci) un inkubé +37°C aptuveni 3
min lidz Sunas atdalfjuS$as no matrata un brivi peld tripsina Skiduma (parbauda
mikroskopgjot). Péc tripsinizacijas $tinu suspensijai pievieno ekvivalentu daudzumu attiecigas
barotnes, lai apturétu tripsina darbibu. Suspendeé un centrifugé 1000 rpm 10 min. P&c
centrifug€Sanas Sinam nonem barotni, suspend€ svaiga attiecigas Stinas barotn€ un skaita

$tinas. Nepieciesamo $iinu daudzumu (0,4 X 10° $tinas/ml) uzsgj katra plates ailg.

2.2.9. BHK-21 un TS/A Siinu inficéSana ar mSI-CLP géna SFV un SIN vektoriem un Luc

génu saturoso SFV vektoru 24 ailu plate

24 ailu platé sinam BHK-21 un TS/A, sasniedzot 80-90% blivumu, nonem barotni un
vienu reizi skalo ar siltu (+37°C) 1X DPBS +/+ reagentu. Katra plates ailé pievieno attiecigo
virusu dazados atskaidijumos. Virusi tiek atSkaiditi 1X DPBS +/+ reagenta un katra ailé $inam
tiek pievienoti 300 pl attieciga virusa at$kaidijuma. Siinas inkubé 1h 10 min +37°C, 5% CO
atmosfera. Péc inkubacijas $inam nonem infekcijas Skidumu un pievieno 1 ml attiecigas

barotnes. Stinas inkubé 16 h +37°C.

2.2.10. mSI-CLP gena saturoso SFV un SIN vektoru un Luc géna saturoso SFV vektora

virusa titra imunodetekcija

BHK-21 un TS/A §tnas divas reizes skalo ar 1X DPBS -/- reagentu. Katra ailé pievieno
300 pl 2% PFA un inkubé 15 min istabas temperatira. Stinas divas reizes skalo ar 1% DPBS -
/- un pievieno 300 ul 0,1% Triton-X100, inkub& 10 min istabas temperatiira. Pievieno 1 ml
blok&sanas $kidumu un inkubé 40 min +37°C. Stinam pievieno primaras antivielas, kas
atSkaiditas blokéSanas Skiduma, 150 pl uz plates aili — rekSFV1/Enh.Luc virusa titra
imunodetekcijai trusa Anti-SFV-nsP1 monoklonalas antivielas (1:3500) (Prof. A. Merits
davinajums, Tartu universitate, Igaunija), bet rekSFV1/Enh.mSI-CLP virusa titra
imunodetekcijai peles Anti-FLAG (M2) monoklonalas antivielas (1:2000) (Sigma-Aldrich,
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kat. nr. F3165), inkubé 45 min +37°C. P&c inkubacijas $tinas trTs reizes mazga ar 1X DPBS -/-
reagentu. Stinam pievieno sekundaras antivielas, kas atskaiditas blok&sanas §kiduma, 150 ul
uz plates aili — rekSFV1/Enh.Luc virusa titra imunodetekcijai kazas Anti-trusa 1gG (H+L)
Alexa-594 (1:1000) (Life Technologies, kat. nr. A-11037), bet rekSFV1/Enh.mSI-CLP virusa
titra imunodetekcijai kazas Anti-peles 1IgG (H+L) Alexa-488 (1:1000) (Life Technologies, Kkat.
nr. A-11029), inkubé 45 min + 37°C. Sekundaras antivielas tiek aizvaktas un $iinas mazgatas
tris reizes ar 1X DPBS -/-. Sanu kodolu detekcijai pievieno 200 pl DAPI fluorescento
reagentu (1:10), kas atSkaidits 1X DPBS -/, un inkub&é 10 min istabas temperatiira. DAPI
aizvac un $lnas tris reizes mazga ar 1X DPBS -/-. Veic virusu titra noteik§anu un 24 ailu plati
uzglaba +4°C.

2.2.11. Virusu titra noteikSana

Lai noteiktu virusa titru, tiek aprékinats vid€jais pozitivais Stnu skaits viena redzes
lauka. Izveletaja atSkaidijuma pozitivo Stnu skaits redzes lauka ir aptuveni no piecam lidz
piecdesmit §tinam. Pie konkréta atSkaidijuma veikta redzes lauka maina vismaz astonas reizes.
Mikroskopa objektiva 1&ca izvéleta 10X vai 20X palielingjuma, no ta izrékinot redzes lauka

lielumu (8. tabula).

8. tabula.
Objektiva lecas redzes lauks.

Table 8.
Field sizes of objective lenses.
Objektiva leca Actinas lécas Lauki/ailes
Kopgjais Lauka diametrs Lauka platiba 12 ailu plate 24 ailu plate
palielindjums (mm?)
4X 40X 5mm 19.6 19 10
10X 100X 1.8 mm 2.54 150 79
20X 200X 0.9 mm 0.64 594 313

Izveloties objektiva l&cas palielinajumu 10X, iegiist lauka diametra palielinajumu 1.8 mm

(D=1.8 mm).

Lauka platiba = 3.14 x (D/2)? = 3.14 x 0.92 = 2.54 mm?

Ta ka virusa titrs tiek aprékinats §inam 24 ailu platg, kuras standarta diametrs ir 2.0 cm?, lidz

ar to:

Lauki/ailes = 2.0 cm?%/2.54 mm? = 2.0 cm?/2.54 x 10?cm? = 79
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Virusa titra aprekinasana (Infekcijas vienibas vai ifu/ml) 24 ailu plate:

(vidéjais pozitivais Stunu skaits/lauks) x (79 lauki/ailes)x (virusa atskaidijums)
0.1ml

2.2.12. BHK-21 un TS/A §iinu inficéSana 75 cm? matract ar mSI-CLP géna saturoSo SFV

un SIN vektoriem un Luc géna saturoso SFV vektoru

BHK-21 un TS/A monoslaniem 75 c¢cm? matraci, sasniedzot 90% blivumu, nonem
barotni un divas reizes skalo ar siltu (+cC) 1X DPBS +/+ reagentu. Katra matraci monoslanim
pievieno rekombinanto virusu at$kaiditu (1:3). Virusa atSkaidijums tiek veikts 1X DPBS +/+
reagenta. Infekciju veic $tnas inkubgot ar virusa preparatu 1h 10 min +37°C, 5% CO2
atmosféra. Nonem infekcijas $kidumu un monoslanim pievieno 9 ml attiecigas barotnes. Stinas

inkubg 16 h +37°C.

2.2.13. Ar mSI-CLP gena saturoSo SFV un SIN vektoru un Luc géna saturoSo SFV

vektoru inficeto BHK-21 un TS/A Siinu barotnu un lizatu savakSana

Péc Stnu infekcijas ar attiecigo virusu, no Siinu matraca tika savakta Stinu barotne un
centrifugéta 10 min 6000 rpm. P&c centrifugéSanas $tnu barotne atdalita no nogulsném,
barotne inkubgta -70°C. Siinu monoslanis mazgats ar 8 ml aukstu 1X DPBS -/- reagentu un
Stinas noskapétas no plastmasas ar $unu skrapi. Tam pievieno 2 ml aukstu 1X DPBS -/-
reagentu, parnes 15 ml stobrina un centrifugé 3 min 1000 rpm. P&c centrifugé$anas nonem 1X
DPBS -/- reagentu un pievienoti 700 pl 2X Laemmy buferskidumu ar 7 pl merkaptoetanola.

Stinu lizatus uzglaba -70°C.

2.2.14. SI-CLP un Luc proteina imunoprecipitacija no virusu inficétam BHK-21 un

TS/A §unu Kultiiru barotném un lizatiem

Proteina attirisanai no BHK-21 un TS/A $tinu barotnes un lizatiem, tika izmantoti 50 pl
magnétiskas lodites. Lodites divas reizes tika mazgatas ar 1 ml 0,1% PBS/BSA §kidumu un
suspendgétas 200 ul 0,1% PBS/BSA skiduma. Loditém pievienoti 5 ul peles Anti-FLAG (M2)
monoklonalas antivielas (Sigma-Aldrich, kat. nr. F3165) un maisfjums inkubéts 12 h uz
rotatora/miksera. Monoklonalas antivielas un 0,1% PBS/BSA skidums tika aizvakts un lodites
tris reizes mazgatas ar 1 ml 0,1% PBS/BSA S$kidumu, suspendétas attieciga Skiduma

daudzuma, ta, lai katros 1,5 ml Stinu barotnes un lizatu paraugos pievienotu 30 pl lodisu
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suspensiju. Paraugi 12 h inkubé&ti uz rotatora/miksera. Péc inkubacijas $iinu barotnes un lizati
tika aizvakti un lodites trTs reizi mazgatas 500 ul 0,1% PBS/BSA s$kiduma. P&c mazgasanas
suspendétas 30 pl 1X Laemmli buferskiduma. Paraugi uzglabati -20°C vai uzreiz izmantojami

SI-CLP proteina analizei.

2.2.15. SDS-PAGE — natrija dodecilsulfata poliakrilamida géla elektroforéeze

Protetna SI-CLP izdaliSanai no BHK-21 un TS/A $unu barotnes un lizatiem tika

izmantots 15% poliakrilamida (PAA) sadalosais un 4% koncentréjosais géls (9. tabula).

9. tabula
SDS-PAGE gelu sagatavoSana Western blot analizei.

Table 9
SDS-PAGE gel preparation for Western blot analysis.

Reagenti 15% sadalosais gels 4% koncetr&josais géls
Akrilamida $kidums (40%) 5,625 ml 0,3 ml
Tris-HCI 3,8 ml (1,875 M; pH 8,8) 0,380 ml (1,25 M; pH 6,8)
10% SDS 0,150 ml 0,03 ml
10% APS 0,150 ml 0,03 ml
Destiléts tidens Iidz 15 ml Iidz 3 ml
TEMED 0,015 ml 0,01 ml

Pirms paraugu uznesanas uz géla, tie tika denaturéti 10 min 95°C. Proteina molekularas
masas noteikSanai izmantots proteinu markieris. Elektroforéze tika veikta proteinu
elektroforézes buferSkiduma, atbilstosi vertikalas elektroforézes razotaja instrukcijai (10-15

mA, 100-120 V) aptuveni 1 h.

2.2.16. Western blot proteina analize

SI-CLP proteina noteikSanai tika izmantota Western blot metode. Proteinus parnesa uz
polivinilidendifluorida (PVDF) membranas. Pirms proteinu parneses PVDF , Hybond — P”
membrana tika sagatavota atbilsto$i raZotaja protokolam — 1 min metanola, tad to noskaloja ar
destilétu tdeni un parnesa uz 15-20 min proteinu parneses buferskiduma. Western blot
analizei proteinus sadalfja ar SDS-PAGE gelu, kuru veica saskana ar augstak minéto
protokolu. Proteinu parnesi no PAGE géla sadaloSas dalas uz sagatavotas membranas veica ar

elektroparneses aparata 100120 mA, 1-3 V, 40 min.
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P&c proteinu parneses, membranu blok&ja 5% vajpiena PBS skiduma 1 h istabas
temperattira uz orbitala kratitaja. P&c blokésanas membranu inkubgja ar primaram antivielam
— peles Anti-FLAG (M2) monoklonalas antivielas (1:1000) (Sigma-Aldrich, kat. nr. F3165)
(FLAG sekvences detektéSanai) vai zurkas Anti-peles 1B8 (SI-CLP) (1:200) (Elisabeta
Kemmer davinajums, Minhene, Vacija) (SI-CLP proteina detektéSanai), kas tika atSkaiditas
5% vajpiena PBS buferskiduma 1 h 10 min istabas temperattira . P&c tam membranu skaloja
Cetras reizes pa 15 min 5% vajpiena PBS bufer§kiduma. P&éc skaloSanas membranu inkubg&ja
ar sekundaram antivielam — kazas Anti-peles poliklonalam antivielam iezim&tam ar marrutku
peroksidazi (HRP) (1:3000) (Thermo Scientific, kat. nr. 32430) (FLAG sekvences
detektésanai) vai kazas Anti-zurkas IgG poliklonalas antivielas iezimé&tas ar marrutku
peroksidazi (HRP) (Santa Cruz Biotechnology, kat. nr. sc-2303) (SI-CLP proteina
detektéSanai), kas tika atSkaiditas 5% vajpiena PBS buferSkiduma 1 h istabas temperatiira,
izmantojot termostatu ar rotatoru. PEc membranas skaloSanas Cetras reizes PBS buferSkiduma
ar 0,1% Tween-20 piedevu, membranu parklaja ar hemiluminescenta substrata Skidumu (1:1)
atbilsto§i razotdja protokolam — uz 1 cm? membranas izmantoja 0,1 ml substrata. Pé&c
membranas 5 min inkubacijas ar hemiluminescento reagentu, signalu detekcijai izmantoja
rentgena filmu, ekspozicijas laiks svarstfjas atkariba no signala stipruma, sakot ar vienu
miniti Iidz vairakam stundam. Rentgena filmu attistija un fiks€ja ar Kodak attistiSanas un

fiksacijas Skidumiem.

2.2.17. Makrofagu izdaliSana no BALB/c pelem

Makrofagu izdaliSanai tika izmantota BALB/c peles. Lai aktivétu un palielinatu
makrofagu daudzumu pelu védera dobuma, BALB/c peles tika intraperitoneali (ip) injicétas ar
3% tioglikolata $kidumu iz8kidinatu Gideni. Cetras dienas péc injekcijas, pelém caur labo kaju
védera dobuma tika ievaditi 5 ml DPBS -/- reagents ar 5% FBS. Lai noskalotu makrofagus no
zarnam, peles maigi tika sakratitas, DPBS -/- + 5% FBS iejicéts organisma un aizvakts ar
stnam. Tas tika centrifugetas pie 1000 rpm 10 min, suspendétas 10% RPMI-1640 barotng un
uzsétas uz petri plates. Lai atdalitu izdalitas dendritiskas Stinas no makrofagiem, uzsétas $iinas
tika inkub&tas 1 h 37°C, 5% CO; atmosfera, lai dendritiskas $iinas varétu piestiprinaties pie
petri plates virsmas. Péc inkubacijas barotne ar nepiestiprinatiem makrofagiem tika aizvakta

un uzséta uz cetru-iedobju slaidiem talakajai imainokrasosanai. 4 h p&c makrofagu uzsésanas,

barotne ar palikusiem limfocitiem tika samainita, pievienojot svaigu 10% RPMI barotni.
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2.2.18. Makrofagu imunokrasosana

24 h péc makrofagu uzs€sanas uz Cetru-iedobju slaidiem, Stnas tika skalotas ar DPBS -
/-, fiksétas 2-3% PFA 15 min istabas temperattra un divas reizes skalotas ar DPBS -/-. Tam
sekoja 10 min inkubacija DPBS -/-, kam pievienots 0,1% Tritons X-100 un skaloSana divas
reizes ar DPBS -/-. Makrofagu imunokraso$ana tika veikta saskana ar peroksidazes
detektésanas reagenta komplekta protokolu. Stinas tika divas reizes skalotas pa 3 min ar
DPBS -/-. Lai novérstu nespecifisko antiviclas piesaistiS8anos, paraugi tika inkubéti ar
blok&Sanas buferSkidumu 30 min istabas temperatira. Lai pieraditu, ka izdalitas Stinas ir
makrofagi, tika izmantotas specifiskas makrofagu antivielas, kas atpazist virsmas markieri
CD68. P&c blokésanas Stinas inkub&ja ar primaram antivielam — Zurkas Anti-CD68 (1:200)
(Acris, kat. nr. SM1550PS), kas tika atSkaiditas blokésanas bufer§kiduma un inkubétas 1 h 10
min istabas temperatiira. Péc tam makrofagus tris reizes pa 3 min skaloja ar mazgaSanas
buferskidumu. P&c skalo$anas paraugus inkub&ja ar sekundaram antivielam — kazas Anti-
zurkas IgG (Fc) poliklonalas antivielas iezim&tas ar marrutku peroksidazi (HRP) (1:400)
(Thermo Scientific, kat. nr. 31475), kas tika atSkaiditas bloké$anas bufer§kiduma, 1 h istabas
temperattira. Paraugi tika atmazgati no antivielam, tos tris reizes pa 3 min ar mazgasanas
buferSkidumu. Lai vizualizé€tu peroksidazes pozitivas Sunas, metala-DAB substrats tika
pielietots, kas izmanto kobalta un nikela hloridu p&c ipasas formulas diaminobenzidina
peroksidazes substrata, nodro$inot intensivu krasu imtinhistokimiskai Kraso$anai. Makrofagu
Stnas inkub&tas ar metala-DAB substratu 15 min un tris reize pa 3 min skalotas ar
mazgasanas buferskidumu. Lai krasotu paraugus ar hematoksilinu, $tnas divas reizes tika
skalotas ar destilétu ideni un 1 min inkubétas ar hematoksilinu. P&c krasoSanas $tinas atkartoti

skalotas ar destilétu tideni un mazgasanas buferskidumu.

2.2.19. TS/A audzéju iegisana pelu organisma

TS/A $tnu kultiru audzé DMEM barotng€ ar 10% FBS un antibiotikiem (5 U
penicilins/streptomicins). No §iinam aizvac augsanas barotni, tripsiniz€ aptuveni 2 min 0,1%
tripstna §kiduma +37°C un skalo divas reizes ar DPBS -/-. TS/A S$tnas suspendétas DPBS -/-
reagenta un filtrétas caur sietu (70 pm caurumu diametrs), lai iegitu viendabigu suspensiju,
kuru atskaidija 1idz koncentracijai 25x10° stinas/ml.

Darba izmantotas seSas Iidz astonas ned€las vecas sieviska dzimuma BALB/c peles.

BALB/c pelem zem adas muguras rajona tika ievaditi 0,2 ml sagatavotas TS/A Sanu
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suspensijas (5x10° tinas/ml). Septinu dienu laika $iinu injekcijas vieta tika konstatéti audz&ju

veidojumi ar vid&jo apjomu 2,2 cm®, audzgji tika nomériti.

2.2.20. TS/A audzéju saturoSo pelu infekcija ar rekSFV virusiem

9 BALB/c peles ar TS/A audzgjiem tika sadalitas tris grupas, katra grupa pa tris pelem.
Tam tika veiktas divas intratumoralas (it) injekcijas ar rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG un
rekSFV1/Enh.Luc alfavirusu ekspresijas vektoriem un PBS. Abu vektoru gadijuma tika
izmantots vienads virusa titrs 5,7 X 107 v.d. Injekcijas tika veiktas septitaja un devitaja
diena péc audzgju izveidosanas. 24 h péc otras it infekcijas, TS/A audzgji tika iznemti,

noméeriti un sasaldéti O.C.T g¢la un skidraja slapekli. Visi pelu audzgji tika uzglabati -80°C.

2.2.21. TS/A audzéju mikrogriezumu veik$ana un to fikséSana

Pirms mikrogriezumu veikSanas, TS/A audzgji tika ievietoti -20°C temperattra uz 1 h.
Radialie un tangencialie audz&ju mikrogriezumi tika veikti -18°C ar biezuma variaciju 5-10
um, izmantojot mikrogriezmu ierici. Lai veiktu mikrogriezumu krasoSanu ar antivielam, kas
atpazist FLAG sekvenci, tika izmantota griezumu fikséSana uz histologiskiem slaidiem ar 2%
un 4% PFA. FikséSana tika veikta trijos etapos: uz stikla slaidiem ar TS/A audz&ju
mikrogriezumiem tika uzpilinats 2% PFA un tie tika inkubéti 10 min istabas temperattira. Péc
tam audz&ju mikrogriezumiem pievienots PBS $kidums ar 0,5% Triton X-100 un tie inkubg&ti
15 min istabas temperatira. Pedgja fiksacija tika veikta, inkubgjot paraugus 4% PFA 10 min
istabas temperatiira. Pec fiks€Sanas, slaidi tika i1zzaveti istabas temperatiira un uzglabati +4°C.
Pargjo griezumu iminhistokimiskai krasoSanai, tie fiks€ti ar acetonu 10 min istabas

temperatiira. Pec fiks€Sanas, tioglikolata Skidumu slaidi tika izZavéti istabas temperatiira un

uzglabati -80°C.

2.2.22. TS/A mikrogriezumu fiksétu PFA imunhistokimijas analize

Paraugu mikrogriezumu imiinhistokimiska analize tika veikta saskana ar perosidazes
detekcijas reagentu komplekta protokolu. Lai blok&tu dabigas peroksidazes aktivitati, fiksétie
TS/A mikrogriezumu tika inkubéti ar peroksidazes supresoru 30 min istabas temperatira.
Paraugu slaidi divas reizes pa 3 min tika skaloti ar mazgasanas buferskidumu. Lai noverstu

nespecifisko antivielas piesaistisanos, paraugi tika inkub&ti ar blokésanas buferskidumu 30
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min istabas temperattira. Pec blokéSanas, mikrogriezumus inkubgja ar primaram antivielam —
peles Anti-FLAG (M2) monoklonalas antivielas (1:200) (Sigma-Aldrich, kat. nr. F3165), kas
atSkaiditas blok&Sanas buferskiduma, 1 h 10 min istabas temperatira. Péc inkubé&Sanas
mikrogriezumus skaloja tris reizes pa 3 min ar mazgasanas buferskidumu. P&c skalo$anas
paraugus inkub&ja ar sekundaram antivielam — kazas Anti-peles 1gG (H+L) Alexa-488
(1:400) (Life Technologies, kat.nr. A-11029), kas atskaiditas blok&Sanas $kiduma, 1 h istabas
temperatiira. Paraugi tika atmazgati no antivielam, skalojot tos tris reizes pa 3 min ar
mazgasanas buferSkidumu. Lai vizualizé€tu peroksidazes pozitivas Stnas, audz€ju
mikrogriezumi tika inkubg&ti ar 1X DAB/Metala koncentratu 15 min un skaloti tris reizes pa 3
min ar mazgasanas buferskidumu. Lai krasotu paraugus ar hematoksilinu, slaidi divas reizes
tika skaloti ar destilétu Gideni un inkubé&ti ar hematoksilinu 1-2 min istabas temperatiira. P&c

krasoSanas slaidi tika atkal skaloti ar destilétu tideni un mazgasanas buferskidumu.

2.2.23. TS/A mikrogriezumu fiksétu acetona imiinhistokimijas analize

Paraugu mikrogriezumi, kas fiks€ti acetona, tika ieslégti ar Dako Pen zimula Skidumu un 30
sek mazgati 1X PBS/0,1% Tween-20 Skiduma. Lai blokétu dabigas peroksidazes aktivitati,
fiksétie TS/A mikrogriezumu tika inkub&ti ar peroksidazes supresoru 30 min istabas
temperattra. Paraugu slaidi no peroksidazes supresora tika skaloti vienu reizi ar 1X PBS/0,1%
Tween-20 $kidumu 30 min istabas temperatiira. Péc skaloSanas, mikrogriezumus inkubgja ar
primaram antivielam — zurkas Anti-CD68 (1:400) (Acris, kat. nr. SM1550PS), zurkas Anti-
peles 1B8 (SI-CLP) (1:200) (Elisabeta Kemmer davinajums, Minhene, Vacija) vai trusa RS1
Anti-GST-HSTAB1-CT (Stabilina-1) (1:800) (Prof. Dr. J.  Kzhyshkowska davinajums,
Heidelbergas universitate, Vacija), kas atSkaiditas 1X PBS/0,1% Tween-20 $kiduma, 1 h
istabas temperattira, péc ka skaloja divas reizes pa 5 min 1X PBS/0,1% Tween-20 skiduma.
Péc skaloSanas paraugus inkubgja ar attiecigam sekundaram antivielam — kazas Anti-zurkas
IgG (Fc) poliklonalas antivielas iezimé&tas ar marrutku peroksidazi (HRP) (1:400) (Thermo
Scientific, kat. nr. 31475), kazas Anti-zurkas IgG poliklonalas antivielas iezim&tas ar marrutku
peroksidazi (HRP) (1:400) (Santa Cruz Biotechnology, kat. nr. sc-2303) vai kazas Anti-trusa
IgG (H+L) poliklonalas antivielas iezim&tas ar marrutku peroksidazi (HRP) (Thermo
Scientific, kat. nr. 31460), kas atSkaiditas 1X PBS/0,1% Tween-20 skiduma, 1 h istabas
temperatiira. Paraugi tika atmazgati no antivielam, skalojot tos tiis reizes pa 5 min 1X
PBS/0,1% Tween-20 skiduma. Lai vizualizétu peroksidazes pozitivas Stnas, audzgu

mikrogriezumi tika inkubéti ar Dako AEC substrata-hromogénu 15 min istabas temperatura.
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Mikrogriezumi atkartoti vienu reizi skaloti ar 1X PBS/0,1% Tween-20 $kidumu. Lai
atbrivotos no nevélama kontrastgjosa fona, izmanto hematoksilina un inkub& griezumus 30
sek istabas temperatira. P&c krasoSanas slaidi tika skaloti ar destilétu tdeni.
Mikrogriezumiem pievienots viens piliens Dako krasoSanas vide un tie parklati ar

segstikliniem.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA
3.1. Rekombinanta alfavirusu vektora rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG konstrukcija un

virusu vektoru vadita SI-CLP géna ekspresija in vitro.

Alfavirusu vektoriem piemit augsta replikacijas spgja ziditaju Stnu kultliras un augsts
transgéna ekspresijas limenis, kas padara tos par daudzsolo$iem agentiem audz&ju terapija
(Quetglas et al. 2010). Darba tika analizéta alfavirusu SFV un SIN vektoru vadita hitinazei-
lidziga SI-CLP géna un kontroles SFV vektora vadita Luc géna ekspresijas efektivitate BHK-
21 un kruts véza TS/A $tnu linijas. Izmantoti gatavi sekojosi peles (m — mouse) un cilvéka (h
— human) SI-CLP géna saturosi alfavirusu vektoru konstrukti — SIN-Rep5-mSI-CLP+FLAG,
SIN-nspSer-mSI-CLP+FLAG un SIN-nspSer-hSI-CLP+FLAG. Lai SFV ekspresétu peles SI-
CLP génu, tika izmantota pSFV1/Enh.mSI-CLP plazmida, kura kalpoja rekombinanta
alfavirusa rekSFV1/Enh.mSI-CLP izveidg, ka aprakstits sadala “Materiali un Metodes”.

Izmantojot iepriek§ parbauditu kontroles alfavirusa vektoru rekSFV1/Enh.Luc
(Vasilevska et al. 2012), tika uzradits augsts Luc géna ekspresijas limenis BHK-21 §tnu
kultora. Lidz ar to, BHK-21 kalpoja ka kontroles $tinu Iinija, lai parbauditu alfavirusu vektoru
sp&ju inficét $tinas un ekspresét SI-CLP génu. P&tijumos ir paradits, ka BHK-21 $iinas in vitro
transficgjot ar alfavirusiem, veidojas augsts virusa titrs (10% — 10%° i.u./ml) (Lundstrom
2003). Tadel stnas tika inficétas ar transgéna saturo$iem vektoriem, no kuriem citopatiski ir
rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG un SIN-Rep5-mSI-CLP+FLAG vektori, bet necitopatiski ir
SIN-nspSer-mSI-CLP+FLAG un SIN-nspSer-hSI-CLP+FLAG vektori. Aptuveni 16 h péc
$tinu infekcijas sekoja iminohistokimiska analize ar antivielam, kas atpazist FLAG sekvenci.
Visu vektoru gadijuma tika detekt€ta pozitiva SI-CLP géna ekspresija un lokalizacija $tinu
citoplazma (12. attels). Kontroles vektora imiinhistokimijas analiz€ tika izmantotas anti-SFV
antivielas.

Mikroskopgjot tika noteikts, ka géna SI-CLP ekspresijas Iimenis viszemak detekt&jams
ar vektoru SIN-nspSer-mSI-CLP+FLAG. Tas skaidrojams ar to, ka vektors ir necitopatisks, ka
rezultata ta replikacijai Stinas ir nepiecieSams ilgaks laika posms (Plesa et al. 2006).
Neskatoties uz to, ka necitopatiski vektori §inas nodroSina ilgaku transgéna ekspresiju un
augstaku vektora stabilitati, ir noskaidrots, ka So vektoru transgéna ekspresijas Iimenis ir
zems. Tas var sasniegt pat tikai Cetrus procentus no citopatiska vektora géna ekspresijas
limena (Casales et al. 2008). Zema transgéna ekspresija vargja but atkariga arT no ta, ka,
iesp&jams, izmantotais virusa vektora titrs bija salidzinoSi zemaks neka pargjiem vektoriem.
Savukart, necitopatiskais vektors SIN-nspSer-hSI-CLP+FLAG uzradija aptuveni vienlidz
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augstu transgéna SI-CLP ekspresiju ar citopatisko vektoru SIN-RepS5-mSI-CLP. Tas varétu biit
saistits ar to, ka infekcijai izmantotais Stinu daudzums vai virusa titrs necitopatiska alfavirusa

vektora gadijuma vargja but lielaks neka citopatiska virusa vektora gadijuma.

12. attels. SFV un SIN vektoru saturos$a SI-CLP un Luc géna ekspresijas imunohistokimiska
analize, izmantojot antivielas, kas atpazist FLAG sekvenci. Kontroles vektora gadijuma tika
izmantotas anti-SFV antivielas. A, B, C — rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG vektors
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(citopatiskais vektors); D,E,F — SIN-Rep5-mSI-CLP+FLAG vektors (citopatiskais vektors);
G, H, I — SIN-nspSer-hSI-CLP+FLAG vektors (necitopatiskais vektors); J, K, L — SIN-
nspSer-mSI-CLP+FLAG (necitopatiskais vektors); M, N, O — rekSFV1/Enh.Luc vektors;
mSI-CLP — peles SI-CLP géns (m — mouse); hSI-CLP — cilvéka SI-CLP géns (h — human).

Figure 12. Immunohistochemistry analysis of SFV and SIN vectors consisting SI-CLP and
Luc genes using antibodies against FLAG sequence. Anti-SFV antibodies were used for
control vector detection. A, B, C — rekSFV1/Enh.SI-CLP+FLAG vector (cytopathic vector);
D,E,F — SIN-Rep5-SI-CLP+FLAG vector (cytopathic vector); G, H, I — SIN-nspSer-SI-
CLP+FLAG human gene vector (non-cytopathic vector); J, K, L — SIN-nspSer-SI-
CLP+FLAG mouse gene vector (non-cytopathic vector); M, N, O — rekSFV1/Enh.Luc vector;
mSI-CLP — mouse SI-CLP géns (m — mouse); hSI-CLP — human SI-CLP géns (h — human).

Abiem necitopatiskiem vektoriem, kuru gadijuma atskiras transgéna SI-CLP
saimniekorganisms, mikroskop&jot redzams, ka géna ekspresijas Iimenis ir zemaks neka
citopatiskajiem vektoriem.

Visaugstaka géna SI-CLP ekspresija vérojama S$tinas transficgjot ar vektoru
rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG. Péc literaturas datiem, BHK-21 $unu kultira SFV vektoriem
verojama augstaka transdukcijas efektivitate un transgéna ekspresijas Itmenis neka SIN
vektoriem (Wahlfors et al. 2000), kas izskaidro géna ekspresijas limena atSkiribas. Tadel, lai
noskaidrotu SI-CLP géna ekspresiju kriits véza TS/A §tunu kultiira, tika veikta $tnu inficé$ana
ar rekSFV1/Enh.mSI-CLP vektoru, kam sekoja imiinhistokimiska analize, izmantojot
antivielas, kas atpazist FLAG sekvenci. Ka kontrole kalpoja vektors rekSFV1/Enh.Luc, kas
tika detektéts ar anti-SFV antivielam. Iegttie rezultati tika salidzinati ar kontroles $tnu Iiniju
BHK-21 (atteli darba netiek uzraditi). Krits audzgja TS/A $unu linija konstruéta vektora
gadijuma uzradija zemaku transgéna SI-CLP ekspresijas Iimeni neka tas bija noverojams
kontroles BHK-21 sitnu linija, tadel, ka BHK-21 S$Gnam transficétam ar alfavirusiem
raksturiga aptuveni 100% transfekcijas efektivitate (Robinson et al. 2003). Arf citos p&tijumos
tika radits, ka alfavirusa infekciozitate un ta ekspresijas limenis dazadas SGnu Iinijas ir
atskirigs (Rodriguez-Madoz et al. 2007), lidz ar to tiek pienemts, ka alfavirusu vektoriem
piemit specifiska transfekcija un replikacija audzgja Stnas (Piver et al. 2005). Alfavirusiem
piemit sp&ja infic€t Stinas, kuras atrodas atskiriga bioktmiska un genétiska vide (Kononchik et
al. 2011). Tomér virusa infekciozitate un ta ekspresijas ltmenis dazadas $tnu liijas ir
atSkirigs (Rodriguez-Madoz et al. 2007). Nav pieejama pietiekosi liela informacija par
alfavirusu vektoru mijiedarbibu ar Stinam, ka ari ar Siinu intracelularajiem faktoriem un
virsmas markieriem, kas modulé alfavirusu iekltiSanu §tina un replikaciju. Dazados p&tijjumos
ir informacija, ka alfavirusi izmanto Stinu-medi€tu endocitozi, pateicoties paris proteiniem,

kuri var€tu iesaistities virusa absorbcija/transdukcija. Sie proteini ir, pieméram, heparina
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sulfats (Smit et al. 2002), laminina receptors (Wang et al. 1992), MHC (Helenius et al. 1978),
C-tipa lektina receptori (DC-sign, L-sign) (Klimstra et al. 2003), karstuma Soka proteina-70
(Ryan et al. 1992), a1pB1 integrins (La Linn et al. 2005) un citi. Visticamak, ka alfavirusi
varétu izmanto vairakus proteinus ka receptorus vai alternativus celus, lai ieklitu dazadas
Stnas. Butiski, ka laminina receptors ir augsti ekspreséts uz audzéja Stinam (Rodriguez-Madoz
et al. 2007), tadel ir paradits, ka, pieméram, alfavirusu SIN vektorus ievadot pel€s, tie atri spgj
sasniegt audzgja Stinas (Tseng et al. 2004).

Lai ar mikroskopu detektétu augstaku transgéna ekspresijas limeni Siinu citoplazma,
butu nepiecieSams uzlabot alfavirusu vektoru kvalitati. Tas biitu veicams, uzlabojot virusa
produktivitati, kuru ietekm& in vitro transkribétas RNS kvalitate un daudzums, ka ari
elektroporacijas efektivitate. P&tijumi parada, ka vektora ekspresiju Stinas ietekm& ari
alfavirusu vektoru stabilitate, kas atkariga no vektora lieluma un transgéna garuma. Lielaka
izméra vektori ir mazak stabili un tiem ir zemaka ekspresija, 1idz ar to, transgéna produkcija
(Quetglas et al. 2010). Transgéna ekspresijas ITmenis $iinas paaugstinasies, ja papildus tiks
pagarinats Stnu infekcijas laiks ar alfavirusu vektoriem. Ir zinams, ka vislielako transgéna
ekspresiju iesp&jams detektet 24 h laika péc infekcijas, tomér péc 24 h pozitivo Stnu skaits
strauji samazinas, jo citopatisko vektoru gadijuma, Stinas iet boja no inducétas apoptozes
(Wahlfors et al. 2000). P&c ta var secinat, ka alfavirusu ekspresijas vektori ir aktivi, sp&jigi
piegadat un augsta Itmeni ekspresét hitinazei-lidzigo SI-CLP génu, lai gan tas notiek ar

atSkirigu efektivitates Itmeni.

3.2. Alfavirusu rekSFV1/Enh.mSI-CLP un rekSFV1/Enh.Luc vadita transgénu

parbaude proteinu Iimen1.

P&c géna SI-CLP detektetas ekspresijas sekoja géna parbaude proteinu Itmeni. Tas tika
veikts BHK-21 un kriits audz&ja TS/A S$tnas inficgjot ar SI-CLP géna saturoSiem SFV un SIN
vektoriem. Ka negativa kontrole kalpoja vektors rekSFV1/Enh.Luc. Lai noskaidrotu, cik
daudz SI-CLP proteina producgjas 16 h laika p&c infekcijas, tika savakta p&tamo stnu kultiiru
barotnes un lizati. legitie paraugi parbauditi ar Western blot metodi, izmantojot antivielas,
kas atpazist FLAG sekvenci (13. att€ls).

BHK-21 un TS/A §tnu lizatu paraugos visu vektoru gadijuma tika detektéta proteina SI-
CLP ekspresija, kura molekulara masa atbilst 39 kDa. Visaugstaka proteina produkcija
detektéta BHK-21 $unu kulttra ar rekombinanto alfavirusa vektoru rekSFVV1/Enh.mSI-CLP,

lidzigi ka tika noteikts péc géna ekspresijas limena. Augsto proteina produkciju papildus
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ietekmé génam pievienota enhancera sekvence, kas paaugstina ta sintézes daudzumu aptuveni
10 reizes (Yarfiez-Cuna et al. 2014).
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13. attéls. SI-CLP proteina ekspresijas analize BHK-21 un kriits véza TS/A §tnu kultiiru
lizatos pec to infic€Sanas ar SFV un SIN vektoriem. Proteina detekcija veikta ar Western blot
metodi, izmantojot antivielas pret FLAG sekvenci. M — markieris; kDa — kilodaltoni.

Figure 13. Expression analysis of protein SI-CLP in BHK-21 and breast cancer TS/A cell
culture lysates after infection with SFV and SIN vectors. Protein detection performed by
Western blot method using antibodies against the FLAG sequence. M — marker; kDa —
kilodaltons.

Tika detektets, ka TS/A Sunu kultiiras lizatos SI-CLP proteina daudzums ir zemaks neka
BHK-21 kultara. Tas izskaidrojams ar to, ka alfavirusiem raksturiga 100% spgja inficét BHK-
21 Sunas atSkiriba no audz&ja Stinam, tade] arm producéta un sekretétd proteina daudzums
audzgja Slinas attiecigi biis zemaks.

Jaatzimé, ka no abam S$unu kultGram iegatie lizati, kuri tika inficéti ar vektoru
rekSFV1/Enh.mSI-CLP, uzradija vairak ka viena detekt€jamu zona. Lidz §im ir paradits, ka
proteina SI-CLP veidotas izoformas var but $tnu Iiniju specifiskas, lidz ar to, SDS-PAGE
uzradot divas joslas ar neliela izméra starpibu — 33 kDa un 39 kDa. Ja géns satur papildus
FLAG sekvenci, tad inficgjot Siinas, proteina ekspresija var uzradit nedaudz lielaku proteina
molekulmasu, aptuveni, zem 50 kDa (Kzhyshkowska et al. 2006). Ta ka BHK-21 kultiiras
lizati péc infekcijas ar SIN ekspresijas vektoriem analizg uzradija tikai vienu ekspresijas zonu,
tad vairaku zonu detekt€Sana var€tu biit saistita ar konkréto SFV vektoru. Iesp&jams, ka péc
proteina denaturacijas veidojusies protelna renaturéSanas, vai ari vektors Skeloties palicis

dalgjis saistits ar enhancera un FLAG sekvenci.
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Nemot véra, ka SFV ekspresijas vektors satur peles transgénu un TS/A ir peles kriits
véza Stnu kulttra, tad nerodas papildus ekspresijas zonas, ka tas ir BHK-21 kultiiras
gadijuma. Varétu pienemt, ka peles géna ekspresijas vektoram sint€ze Sirijas kamju mazulu
nieru $tinu I1nija notiek specifiski.

No $tnu barotnes netika detektéta pozitiva proteina SI-CLP produkcija, tadél veicam
Stnu barotnes un lizata imunoprecipitaciju. P&c imunoprecipitacijas atkartoti veikts Western

blot, izmantojot SI-CLP proteina detekcijai specifiskas antivielas 1B8 (14. att&ls).

14. attels. SI-CLP proteina ekspresijas analize BHK-21 un kriits véza TS/A sunu kultiru
barotnés un lizatos péc to inficéSanas ar SFV un SIN vektoriem. Proteina detekcija veikta ar
Western blot metodi, izmantojot antivielas pret SI-CLP proteinu (1B8). M — markieris, kDa —
kilodaltoni.

Figure 14. Expression analysis of protein SI-CLP in BHK-21 and breast cancer TS/A cell
culture medium and lysates after infection with SFV and SIN vectors. Protein detection
performed by Western blot method using antibodies against SI-CLP protein (1B8). M —
marker; kDa — kilodaltons.

P&c attéla var noteikt, ka proteins SI-CLP ir detekt&jams tikai BHK-21 un TS/A §tnu
barotnés un lizatos, kas inficéti ar vektoru rekSFV1/Enh.mSI-CLP. Proteina ekspresija Stinu
lizatos salidzinajuma ar $tnu barotni ir aptuveni uz pusi zemaka. Tas izskaidrojams ar to, ka
vektors ir citopatisks, tadel proteina sintézes laika Siina iet boja un tas satur lielakoties nonak
Stinu barotn€. Vektora citopatiskais efekts veérojams 12. atteéla BHK-21 Stnam, kuram ir

mainijusies morfologija — tas ir kluvusas apalas, kas liecina par virusa induc€tu $tinu apoptozi.
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Proteina SI-CLP sekrécija nav novérojama ar SIN vektoru inficétajos $tnu paraugos,
kas var€tu bt saistits ar nelielo sekretéto proteina daudzumu, kas apgritina ta detekciju. Lai
uzlabotu detekciju, biitu nepiecieSams lielaks parbaudama parauga daudzums, ilgaks Western
blot metod€ izmantotas membranas ekspozicijas laiks vai ilgaka citopatiska efekta indekcija,
kuras laika palielinatos sintezéta proteina daudzums gan $tiinu barotn€, gan lizatos. Apskatot
12. att€lu veérojams, ka BHK-21 Stnam inficétam ar SIN vektoriem citopatiskais efekts ir
palélinats, jo §inu morfologija nav izmainijusies.

Vektora rekSFV1/Enh.Luc sekretétais proteins Luc kalpoja ka negativa kontrole, tadél
paraugi uzradija negativu SI-CLP proteina sekréciju gan Stinu barotnes, gan lizatu paraugos,

kas apstiprinaja antivielu 1B8 specifiskumu sekretétajam SI-CLP protetnam.

3.3. Alfavirusa rekSFV1/Enh.mSI-CLP ekspresija pelu kriits véZa modeli in vivo

TS/A ir pelu kriits véza modelis, kas loti atri veido metastazes BALB/c pelés (Giducci
et al. 2004). Ta ka in vitro pétijumos Stinas inficétas ar alfavirusu vektoru rekSFV1/Enh.mSI-
CLP+FLAG uzradija augstako SI-CLP géna ekspresiju un proteina analizé tikai ar So vektoru
tika detektéta proteina sekrécija, tad bija interesanti parbaudit vektora infic€Sanas sp&ju un
geéna terapeitisko efektu krats véza TS/A $inu modelt in vivo. Lai pelu organisma iegitu
audz&jus, pelem tika veikta zemadas injekcija ar TS/A $tinam (5 X 10° $tnas/ml). Septinu
dienu laika Stinu injekcijas vieta tika konstatéti izveidojuSies audzgji ar vid€jo apjomu 2,2
cm?. Pirms terapijas sakuma audzgji tika nomariti.

Lai kriits audzgja TS/A modeli noteiktu SI-CLP géna terapeitisko ietekmi, p&tijjuma tika
izmantotas devinas BALB/c peles ar izveidojuSiem metastazgjoSiem audzgjiem. In vivo
eksperimentam peles tika sadalitas tris apakSgrupas, katra no pelu apakSgrupam tika divas
reizes intratumorali (intratumoral — it) injicétas ar koncentrétiem alfavirusu vektoriem
rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG un rekSFV1/Enh.Luc ar titru 5,7 x 107 v.d vai PBS. Pirma
it injekcija veikta septitaja diena péc audz&ja Stinu ievadiSanas, bet otra it injekcija veikta
devitaja diena (15. att€ls). 24 h p&c atkartotas injekcijas, pelu kriits TS/A audzgji tika noméeriti
un iznemti. Tie tika sasaldéti skidraja slapelt un uzglabati -80 °C talakai analizei.

legiitie dati par audz€ju apjomu tika salidzinati sava starpa — pirms terapijas un péc

divam it injekcijam (16. attels).
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15. attels. rekSFV virusa ievadiSanas sheéma metastazgjosos kriits TS/A audzg&ju modelos.

Figure 15. Administration scheme of rekSFV virus in metastasizing breast TS/A tumor
models.
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16. attels. Peles kriits TS/A audz&ju apjoms péc divam it injekcijam ar rekSFV1/Enh.mSlI-
CLP+FLAG vektoru, rekSFV1/Enh.Luc vektoru un PBS.

Figure 16. Mouse mammary TS/A tumor volume after two it injection with
rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG vector, rekSFV1/Enh.Luc vector and PBS.

legiitie rezultati péc TS/A audzgju atkartotas it injekcijas jeb reinjekcijas ar PBS
uzradija audz&ju apjoma nelielu palielinasanos vai nemainigu audzgja izméru, kas kalpoja ka
kontrole. P&c it reinjekcijas ar rekSFV1/Enh.Luc vérojams, ka audz&ju apjomi samazinajas
aptuveni par 10%. Tas izskaidrojams ar to, ka virusam piemit citotoksicitate un injekcijas
vieta tas inducé audzgja Siinu apoptozi. Virusa izraisita apoptoze varétu novest pie audzgjam
specifisko antigénu atbrivosanas, ko uznemtu antigénu prezentgjosas Siinas, ka makrofagi un
dendritiskas $tinas, veicinot audzgja regresiju (Rodriguez-Madoz et al. 2005).

Péc audzgju it reinjekcijas ar alfavirusa vektoru rekSFV1/Enh.mSI-CLP vérojams, ka
audz€ju augSana tika kavéta un to apjomi strauji samazinas, aptuveni, par 10-40%, salidzinot
ar audzgjiem pirms terapijas pielietoSanas. Ja audz€ja samazinasanas balstitos tikai uz
alfavirusa sp&ju inducét $tnu apoptozi, tad, Iidzigi, ka ar rekSFV1/Enh.Luc virusu, izméra

samazinasanas biitu neliela un nepietiekosa, lai induc€tu audzgja regresiju. legttie rezultati
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liecina par to, ka, veicot divas it injekcijas ar rekSFV1/Enh.SI-CLP+FLAG virusu, tiek iegiita
audz€ju izmeru samazinasanas, kas norada uz vektora ieklonéta SI-CLP géna terapeitisko
efektu. Tomér literatira ir pieejami pretrunigi dati par SI-CLP géna iesp&jamo terapeitisko
efektu organisma.

P&tot reimatoido artridu, autori sava pétijuma uzrada, ka SI-CLP proteinu regulé gan
Thl, gan Th2 asociétie citokini, noradot uz to, ka proteins ir iesaistits ka ickaisuma procesos,
ta arT iekaisuma nomakSana (Xiao et al. 2014). Literatura liecina, ka SI-CLP proteins tiek
sekretéts, pateicoties stabilina-1 receptoram, kas, galvenokart, atrodas uz audzg€ja progresiju
veicinosajiem M2 tipa makrofagiem. Ta ka audz&ju mikrovidé M2 tipa makrofagu loma ir
audz€ju aizsargat un veicinat metastazu veidoSanos (Kzhyshkowska 2010), tad varétu secinat,
ka SI-CLP proteina loma ir saistita ar audz€ja imunitati un progresiju. Tome&r pétijumi parada,
ka peéc SI-CLP géna intraperitonalas (intraperitoneal — ip) injekcijas pel@s, in vivo apstaklos
tika veicinati iekaisuma procesi, tad€jadi noradot pretgjo, ka SI-CLP spélé svarigu lomu ar
iekaisuma saistito citokinu produkcija makrofagos (Xiao et al. 2014).

Pieradits, ka, lai palielinatu audz&ja inhibésanas efektu, ir japalielina audzgja injicEjama
vektora doza, ka ari javeic tris injekcijas, v€lams 48 h intervala, tad€jadi paaugstinot
terapeitisko efektu un audzg€ja regresiju. Tomeér jaazime, ka izmantojot mazaku injic€jamo
alfavirusu vektoru doza, palielinas biologiska drosiba, bet atkartoto injekciju gadijuma
organisma var€tu rasties imiina atbilde pret paSu vektoru, inhibgjot ta terapeitisko efektu
(Rodriguez-Madoz et al. 2005).

Lidzigos eksperimentos, izmantojot alfavirusu SFV ar taja ieklonétu citokinu IL-12
paradits, ka péc krits audzgja 4T1 it injekcijas pilniga audz&ju izzusana iegita 18-22 dienu
laika péc terapijas sakuma (Chikkanna-Gowda et al. 2005). Ta ka in vivo eksperimenta
audzgji pelém tika iznemti 3 dienas p&c terapijas sakuma, uzradot jau aptuveni 10-40% izmera

samazinajumu, tad var€tu pienemt, ka p&c ilgakas terapijas audz€ji sasniegtu pilnigu regresiju.

3.4. No BALB/c pelem izdalito makrofagu analize

M2 tipa makrofagi sastada lielako dalu no kriits audzgja $tinu masas un, pateicoties to
ipaSibam, tie ir galvenie v€Za augSanas, progresijas un metastazu veicinataji (Zhang et al.
2014). Lai parbauditu antivielu specifiskumu pret makrofagiem raksturigo virsmas markieri
CDe68, siinas tika izdalitas no BALB/c pelu védera dobuma un tika veikta imtinkrasosana (17.

attels).
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17. attels. Makrofagu imiinhistokimiska analize. A — makrofagi izdaliti no BALB/c pelém un
imunhistokimiski krasoti, izmantojot specifiskas makrofagu antivielas CD68; B — negativa
kontrole: makrofagu Stinas bez imiunkrasoSanas ar CD68 antivielam; krasotas ar
hematoksilinu.

Figure 17. Immunohistochemical analysis of macrophages. A — Macrophages isolated from
BALB/c mice and stained, using specific macrophages antibody CD68; B — negative control:
macrophages without immunostaining with CD68 antibodies, stained with hematoxylin.

P&c krasojuma var spriest par to, ka ar hematoksilinu ir iekrasoSies visu no BALB/c
pelem izdalito Stinu kodolu hromatini. Savukart, pec Stnu krasoSanas ar makrofagu
specifiskam antivielam, kas atpazist virsmas markieri CD68, redzams, ka tumSa krasa
iekrasojusas tikai noteiktas izdalitas Stinas, kas ir makrofagi. No ta var spriest par antivielu

specifiskumu konkrétam izdalitajam imunsistémas Stinam.

3.5. TS/A audzeju imunohistokimiska analize

P&c makrofagu izdalianas un imtnkraso$anas ar antivielam pret-CD68 markieri, tika
veikta TS/A audz&ju mikrogriezumu imiinohistokimiska analize. Analiz€ izmantoti TS/A
audzgji pec divkarsas it injekcija ar virusa vektoriem rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG un
rekSFV1/Enh.Luc, kam novérota audzga apjoma samazinaSanas. Lai audzgju
mikrogriezumos detekt€tu makrofagus, to virsmas receptoru stabilinu-1 un terapeitisko
proteinu SI-CLP, tika izmantotas specifiskas antivielas.

Kriits véza TS/A mikrogriezumos makrofagu detekteéSanai izmantotas ieprieks

parbauditas specifiskas antivielas, kas atpazist virsmas markeri CD68 (18. attéls).
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18. attels. TS/A audz€ja makrofagu virsmas markera CD68 imiinhistokimiska analize.
Audzgja Stinas un iminsiinas (violeta krasa), makrofagi (sarkana krasa). A, B — TS/A audzg&ju
mikrogriezumi péc divkarSas it injekcijas ar virusa vektoru rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG.
C, D — TS/A audzgju mikrogriezumi p&c divkarSas it injekcijas ar virusa vektoru
rekSFV1/Enh.Luc.

Figure 18. Immunohistochemistry analysis of tumor TS/A macrophage surface marker CD68.
Tumor cells and immune cells (purple color), macrophage (red color). A, B — TS/A tumor
microslides after double it injection with virus vector rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG; C, D —
TS/A tumor microslides after double it injection with virus vector rekSFV1/Enh.Luc.

Astonpadsmitaja attéla ar bultinam noradits, ka péc atkartotas kriits TS/A audzgju
injekcijas ar alfavirusu rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG, vérojama makrofagu kustiba uz
audzgja periferiju. Pec literatiras zinams, ka audzgjos esoSie makrofagi nelielos daudzumos
vidé sekreté SI-CLP proteinu, pateicoties receptoram stabilinam-1 (Kzhyshkowska 2010).
Veicot divas it injekcijas ar vektora saturo$o SI-CLP génu, vidé tiek pastiprinata proteina
sekrécija, kas varétu veicinat iekaisuma makrofagu jeb M1 tipa makrofagu plismu uz audzgja
mikrovidi. Pateicoties to sp&jai fagocitét Stinas, blitu iesp&jama audzgja izmera samazinasanas.
Ta ka MI makrofagiem ir augstas antigénu prezent€Sanas spé&jas, tie varétu sekmét
imunsistémas aktivaciju, tadéjadi cenSoties iznicinat véza Siinas. Krits véza TS/A regresija,
iesp&jams, ir saistita ar1 ar to, ka vektora sintezetais terapeitiskais SI-CLP proteins saistas pie
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makrofagu virsmas, stimul&jot makrofagus audz€ju mikrovide izdalit iekaisumu veicinoSos
citokinus (Xiao et al. 2014). Balstoties uz to, ka audz&ju mikrovidé atrodas audz&ju asociétie
makrofagi, kas aizsarga audzgja Stnas no iminsisteémas, tad varétu pienemt, ka, pateicoties
Siem izdalitajiem citokiniem, notieck makrofagu polarizacijas maina no M2 tipa uz MI.
Tadgjadi, varétu izskaidrot audzg€ja izmera samazinaSanos BALB/c pelés un atkartoti pieradit
SI-CLP terapeitisko efektu kriits audzgja.

Veicot imunhistokimisko analizi TS/A audz€ja mikrogriezumiem péc divkarsas
injekcijas ar rekSFV1/Enh.Luc, makrofagi audzgja ir nevienlidzigi izkartoti un nav
noveérojama to kustiba uz periferiju.

Lai specifiski noteiktu proteina SI-CLP daudzumu audzgja péc divkarsas it injekcijas,

tika izmantotas anti-FLAG antivielas, kas atpazist FLAG sekvenci un specifiskas antivielas
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19. attéls. TS/A audzgja sintez&ta proteina SI-CLP iminhistokimiska analize, izmantojot
proteinam specifiskas antivielas 1B8 un antivielas pret FLAG sekvenci. Audzgja mikrovides
Stnas (violeta krasa), sintezEtais proteins SI-CLP (sarkana krasa). A — TS/A audzgja
mikrogriezums péc divkarsas it injekcijas ar virusa vektoru rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG,
detekcija ar antivielam pret FLAG sekvenci; B — TS/A audzgja mikrogriezums p&c divkarsas
it injekcijas ar virusa vektoru rekSFV1/Enh.Luc, detekcija ar antivielam pret FLAG sekvenci;
C, D — TS/A audzgju mikrogriezumi p&c divkarSas it injekcijas ar virusa vektoru
rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG, detekcija ar antivielam 1B8; E, F — TS/A audzgju
mikrogriezumi p&c divkarsas it injekcijas ar virusa vektoru rekSFV1/Enh.Luc, detekcija ar
antivielam 1B8.

Figure 19. Imunohistochemistry analysis of protein SI-CLP synthesis in TS/A tumor with
antibodies 1B8 and antibodies agains FLAG sequence. Tumor microenvionment cells (purple
color), syntheses protein SI-CLP (red color). A — TS/A tumor microslides after double it
injection with virus vector rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG, detection using antibodies against
FLAG sequence; B — TS/A tumor microslides after double it injection with virus vector
rekSFV1/Enh.Luc, detection using antibodies against FLAG sequence; C, D — TS/A tumor
microslides after double it injection with virus vector rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG,
detection using antibodies 1B8; E, F — TS/A tumor microslides after double it injection with
virus vector rekSFV1/Enh.Luc, detection using antibodies 1B8.

legiitie mikrogriezumi no TS/A audzgja, kas injicéti ar vektoru rekSFV1/Enh.mSlI-
CLP+FLAG, un krasoti ar antivielam pret FLAG sekvenci, uzrada detekt§jamu SI-CLP
proteinu audz&ju mikrovidg, bet p&c injekcijas ar rekSFV1/Enh.Luc, proteins nav detektgjams.

Pec SI-CLP proteina detekcijas ar specifiskam antivielam 1BS8, vektora
rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG gadijuma SI-CLP proteins detektéjams neliela daudzuma. Tas
varétu bt saistits ar to, ka péc atkartotas injekcijas ar virusu biitu nepiecieSams ilgaks laika
periods par 24 h proteina sintézei, kas biitiski varétu palielinat makrofagu daudzumu audzgju
mikrovid€ un samazinat audzgju izmérus. Neliela daudzuma SI-CLP proteina detekciju var
ietekm@t ar1 iminhistokimijas analizé konkrétais izvél€tais mikrogriezums vai géna

produkcijas specifiskums in vivo. Mikrogriezumi no TS/A audz€jiem, kas injicéti ar
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rekSFV1/Enh.Luc virusu, uzrada negativu krasojumu, tadéjadi apstiprinot SI-CLP proteina
iztrikumu audz&ju mikrovide.
Lai parliecinatos par audzgja augSanu un metastazu veicinoso M2 makrofagu klatbiitni

audz&ju mikrovidé, mikrogriezumi tika krasoti ar M2 makrofagu receptora stabilina-1

20. attels. TS/A audzgja M2 makrofagu virsmas receptora stabilina-1 imunohistokimiska
detekteSana ar receptora specifiskam antivielam RS1. Audzgja Siinas un imunsiinas (violeta
krasa), stabilina-1 receptoru saturoSie M2 makrofagi (sarkana krasa). A, B — TS/A audzg&ju
mikrogriezumi péc divkarsas it injekcijas ar virusa vektoru rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG.
C, D — TS/A audzgju mikrogriezumi péc divkarSas it injekcijas ar virusa vektoru
rekSFV1/Enh.Luc.

Figure 20. Immunohistochemical detection of M2 macrophage surface receptor stabilin-1 in
TS/A tumor. Tumor cells and immune cells (purple color), receptor stabilin-1 containing
macrophages (red color). A, B — TS/A tumor microslides after double it injection with virus
vector rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG; C, D —TS/A tumor microslides after double it
injection with virus vector rekSFV1/Enh.Luc.

P&c att€la veérojams, ka lielaka dala no TS/A audzgjiem, kas divkarSi it injic&ti ar
alfavirusu vektoriem rekSFV1/Enh.mSI-CLP+FLAG un rekSFV1/Enh.Luc, satur audzgju

asoci€tos makrofagus, kam ir raksturigais virsmas markieris stabilins-1. P&c in vitro
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parbaudes tika noteikts, ka TS/A §tnas stabilinu-1 neekspresé. Virsmas receptora stabilina-1
izkliede audzg€ja masa ir vienmériga, tomér audzgjs, kas injicéts ar vektoru rekSFV1/Enh.mSI-
CLP+FLAG, satur nedaudz mazak detekt&jami stabilina-1 proteinu. Iesp&jams, ka, pateicoties
it injekcijam un transgéna ekspresijai, makrofagi atrodas parpolarizacijas stavokli no M2 tipa
makrofagiem uz M1 makrofagiem, balstoties uz audz&ja izméra samazinasanos. Jaatzime, ka
sakara ar to, ka nav zinamas proteina SI-CLP funkcijas audzgja, varétu pienemt, ka tas aktiveé
ne tikai M1, bet arT M2 makrofagu pastiprinatu plismu audzga ar mérki tiem veikt
fagocitozes funkciju un aktivét citas imiinsSist€émas $tnas cinities ar mutagénajam krits véza

Sunam.
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SECINAJUMI

1. Tika izveidoti un parbauditi SI-CLP g€na saturoSo alfavirusu konstruktu
(rekSFV1/Enh.mSI-CLP; SIN-Rep5-mSI-CLP; SIN-nspSer-mSI-CLP un SIN-nspSer-hSl-
CLP) spgja transficet BHK-21 un kriits véza TS/A $unu linijas. Augsts transgéna SI-CLP
ekspresijas Itmenis un SI-CLP proteinu produkcija tika detektéti abas Stunu kultiiras péc
infekcijas ar visiem izveidotajiem alfavirusu vektoriem, tomér proteinu sekrécija tika noverota

§tnam, inficétam tikai ar citopatisko rekSFV1/Enh.SI-CLP vektoru.

2. Pirmo reizi tika parbaudita SI-CLP proteina sp&ja ietekmé&t audz&ja mikrovidi péc it
injekcijam ar rekSFV1/Enh.mSI-CLP vektoru. Péc divkarSas it injekcijas ar SI-CLP géna
saturoso alfavirusa vektoru detekt€jama kriits v€za samazinasanas par 10-40%, alfavirusa
vektors bez terapeitiska transgéna sp&ja inducét audz€ja izmera samazinasanos aptuveni par

10%, bet péc injekcijas ar PBS tika noverota audz€ja izméra palielinasanas.
3. Tika detektéta SI-CLP proteina sp&ja stimulét makrofagu plismu uz kriits véza perifériju,

izraisot ta regresiju, kas norada uz to, ka SI-CLP var kalpot ka potencials kandidats kriits véZa

geénu terapijas izveide.
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pSFV1/Enh.Luc plazmidas restrikcijas karte: SFV nsP1-4 - SFV nestrukturalo proteinu géni;
Amp — ampicilina rezistences géns; SP6 — RNS polimerazes promoteris in vitro transkripcijai;
SFV core géna fragments; 26S promoteris — SFV 26S subgenoma RNS promoteris; Enh —
enhancers; ORF — atvertais nolasiSanas ramis; Luc gene — jantarpina luciferazes géns; SFV
polyA — SFV virusa 3’ gala poliadenilata sekvence; Spe | — plazmidas DNS linearizacijas
saits; bp — bazu pari.

pSFV1/Enh.Luc plasmid restriction map: SFV nsP1-4 — SFV nonstructural protein genes;
Amp - ampicillin resistance gene, SP6 - RNA polymerase promoter for transcription in vitro;
SFV core gene fragment; 26S promoter — SFV 26S subgenomic RNA promoter; Enh —
enhancer; ORF — open reading frame; Luc gene — firefly luciferases gene; SFV polyA — SFV
virus polyadenylated tail on the 3' end of sequence; Spe | — plasmid DNA linearization sait;
bp — base pairs.
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pSIN-Rep5-SI-CLP mouse plazmidas restrikcijas karte: SFV nsP1-4 - SFV nestrukturalo
proteinu géni; Amp — ampicilina rezistences géns; SP6 — RNS polimerazes promoteris in vitro
transkripcijai; SI-CLP mouse — hitinazei-lidzigais peles SI-CLP géns; Not | — plazmidas DNS
linearizacijas saits; bp — bazu pari.

pSIN-Rep5-SI-CLP mouse plasmid restriction map: SFV nsP1-4 — SFV nonstructural protein
genes; Amp - ampicillin resistance gene, SP6 - RNA polymerase promoter for transcription in
vitro; SI-CLP mouse — chitinase-like mouse SI-CLP gene; Not | — plasmid DNA linearization
sait; bp — base pairs.



1-3. pielikums.

SP6 promoter

e i S
NotI (9264) \//// \\

\
Mouse SI-CLP pSIN-nspSer-SICLP mouse )

11158 bp

26S prom oterﬁ_&’ /‘
‘_‘-"——\_‘_&‘_\_‘-
/ SIN NsP14

\:“\\ i
\Ef'”/

pSIN-nspSer-SI-CLP mouse plazmidas restrikcijas karte: SFV nsP1-4 - SFV nestrukturalo
proteinu géni; Amp — ampicilina rezistences géns; SP6 — RNS polimerazes promoteris in vitro
transkripcijai; 26S promoteris — SFV 26S subgenoma RNS promoteris; Mouse SI-CLP —
hitinazei-lidzigais peles SI-CLP géns; Not | — plazmidas DNS linearizacijas saits; bp — bazu
pari.

pSIN-Rep5-SI-CLP mouse plasmid restriction map: SFV nsP1-4 — SFV nonstructural protein
genes; Amp - ampicillin resistance gene, SP6 - RNA polymerase promoter for transcription in
vitro; 26S promoter — SFV 26S subgenomic RNA promoter; Mouse SI-CLP — chitinase-like
mouse SI-CLP gene; Not | — plasmid DNA linearization sait; bp — base pairs.
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