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APZIMEJUMU SARAKSTS

TNF-a - audzgja nekrozes faktors alfa (angl. tumor necrosis factor alpha)
Apg./min — apgriezieni mintité

B16 — pelu melanomas §tinu Iinija

BHK — Sirijas kamju mazulu nieru $iinu Iinija

Huh-7 — cilvéka hepatomas $iinu Iinija

PBS — fosfatu fiziologiskais buferskidums (angl. phosphate buffered saline)
SFV — Semliki meza viruss (angl. Semliki Forest virus)

pSFV1 — Semliki meza virusa plazmidas vektors

MNPs — magnétiskas nanodalinas (angl. magnetic nanoparticles)

4T1 — pelu kriits v€za $tinu linija

m.d. — magnétiskas nanodalinas

TS/A — peles kriits adenokarcinomas $iinu linija

ssRNS - vienpavediena ribonukleinskabe (angl. single-stranded RNA)

IL - interleikins

1.t. — intratumorala injekcija

1.p. — intraperitoneala injekcija

1.v. — intravenoza injekcija

VLP — virusiem lidzigas dalinas (angl. virus-like particles)

Tregs - regulatoras T Siinas

1.u. — infekciozas dalinas (angl. infection units)



ANOTACIA

P&edgja laika alfavirusu vektoru pielietojums pretvéza terapija eksperimentalos modelos klist
arvien izplatitaks. Semliki meza viruss (SFV) ir potencials véza génu terapijas vektors, kas spej
nodroSinat relativi Tslaicigu, bet augsta ltmena heterologu proteinu ekspresiju véza Siinas.
Transdukcijas efektivitatei ir liela nozime optimalai génu piegadei audzgjos. Ir pieradits, ka
magnétiskas nanodalinas (MNPs) palielina Stnu transdukciju ar dazadiem virusu vektoriem in
Vitro.

Saja darba tika p&tits MNPs panelis, lai uzlabotu véZa §tinu transdukciju ar SFV vektoru. Tika
pielietota magnetotransdukcija, izmantojot pozitivi ladeétas MNPs, kas palielina Semliki meza
virusa transdukciju TS/A, B16, 4T1, un Huh-7 $tinu linijas in vitro fetala seruma klatbiitng.
Pozitivi ladetas MNPs efektivi uznéma SFV dalinas, neatkarigi no izmantotas barotnes, un
MNPs-SFV kompleksi tika veiksmigi atdaliti no suspensijas ar magnétisko izgulsnéSanu.

Iegttie rezultati atklaja MNPs iesp&jamo pielietojumu uzlabotai SFV vektoru piegadei.

Atslegvardi: Semliki meza viruss (SFV), audz&ju Stnas, magnétiskas nanodalinas (MNPs),

alfavirusi.



ABSTRACT

Recently, the use of alpha virus vectors in anti-cancer therapy in vivo is becoming increasingly
popular. Semliki Forest virus (SFV) is a potential cancer gene therapy providing relatively
short-term but high-level heterologous protein expression in cancer cells. Transduction
efficiency plays an important role in optimal gene delivery in tumors. Magnetic nanoparticles
(MNPs) have been shown to increase cell transduction in a number of viral vectors in vitro.

In this work, several types of MNPs were studied to improve cancer cell transduction with SFV
vector. Magnetotransduction was applied using positively charged MNPs which increase
Semliki forest virus transduction of TS/A, B16, 4T1, and Huh-7 cells in vitro in the presence
of fetal serum. Positively charged MNPs effectively absorbed SFV particles, regardless of the
medium used, and MNPs-SFV complexes were successfully isolated from suspension by
magnetic precipitation. These results revealed the potential use of MNPs for improved delivery

of SFV vectors.

Keywords: Semliki Forest virus (SFV), tumor-associated cells, magnetic nanoparticles

(MNPs), alphaviruses.



IEVADS

Tehnologijas, kas balstitas uz virusu dalinam, ir batiski ietekm&jusas vakcinu izstrades gaitu,
génu terapiju, véza arst€Sanu un mérktiecigu zalu izstradi [1]. P&dgjo desmit gadu laika
alfavirusu vektori, kas ir gené&tiski modificéti, lai razotu terapeitiskus rekombinantus proteinus,

ir paradijusi lielu potencialu gan prekliniskajos, gan vairakos kliniskajos pétijumos [2, 3, 4].

Semliki meZa viruss (SFV) ir alfavirusu gints parstavis, kas pieder Togaviridae dzimtai [5].
SFV ir pielagots heterologu proteinu ekspresijai ziditaju §nas. ST sistéma nodro$ina vairakas
priekSrocibas, piemé&ram, plaSu saimniekorganisma S$iinu spektru, kas ir uzp€migas pret
infekciju, un augsta limena heterologa proteina ekspresiju, kas spgj razot augstus virusu titrus

[6].

SFV ekspresijas sisteéma ir balstita uz modificétu SFV genomu, kura virusa strukturalie géni ir
aizstati ar interes€josiem géniem [5]. Tad€jadi nav iesp&jams iegit infekciozu virusu, kas spetu
inficét jaunas Stinas, nodroSinot droSus apstaklus in vitro un in vivo pétijumiem (replication
defficient virus). Onkologijas nozaré SFV ir izvirzits ka potencials kandidats glioblastomas un

neiroblastomas arstéSanai [7].

Alfavirusu biologiskas Tipasibas padara tos par idealu instrumentu g€nu parneses
eksperimentiem in vivo[8]. Neatkarigi no augstas heterologa géna ekspresijas, alfavirusu

vektori in vivo ietver zemu specifisku imiinreakciju pret paSu vektoru [6].

Ir Tpasa interese piemérot alfavirusus ka vakcinas platformu, jo Sie vektori spg inficet
dendritiskas $tinas un sasniegt limfmezglus [9]. Turklat alfavirusu vektori ir pieradijusi sevi ka
loti veiksmigas terapeitiskas un profilaktiskas véza vakcinas [10]. Pateicoties plasu audu
tropismam, v€Za terapijai galvenokart tiek izmantota alfavirusu vektoru intratumorala
ievadiSana [11, 12]. Tapec meérktieciga vektoru piegade, izmantojot sist€mas injekcijas, ir

aktuala probléma.

Vel viens ierobezojums ietver suboptimalo transdukcijas Itmeni daZos v€za Siinu tipos,
vienlaikus samazinot vektora terapeitisko potencialu [12, 13, 14, 15]. So ierobezojumu var
noverst, lietojot augstus virusu titrus, lai gan tas var novest pie nespecifiskas vektora

izplatiSanas un citotoksiska efekta [16].

Viens no risindjumiem ir samazinat virusu devu un taja pasa laika uzlabot vektoru tropismu un
infekcijas sp&ju ar magnétiskam nanodalinam (magnetic nanoparticles, MNPs). MNPs ir

piemérotas, lai palielinatu piegades efektivitati, pastiprinot virusu infekciju. Jau ieprieks ir



pieradits, ka, pateicoties MNPs, magnétiska lauka ietekm& paaugstinas virusu kompleksu

koncentraciju uz Stnu virsmas, tadgjadi uzlabojot efektivitati [16].

Magnétiskas transdukcijas efektivitate ir pieradita ar vairakiem virusiem, piem&ram, retrovirusu
[17,18, 19, 20], Rabdovirusu [21], parvovirusu [22], paramiksovirusu [23] un adenovirusu [20,

21, 24, 25, 26, 27, 28].

Atskiriba no specifiskiem ligandu-ligandu mijiedarbibas kompleksiem, kas prasa virusa un
nanodalinu kimisku modifikaciju, MNPs-virusu kompleksi, ko veido elektrostatiskas un

hidrofobas mijiedarbibas, ir viegli genergjami.

Magnétiskajam nanodalinam tiek atrasti arvien jauni pielietojumi. Tas var but saderigas ar
biologiskajiem objektiem un tikt izmantotas medicinisko problému risinasana. Izméru
variacijas dod iesp€ju izmantot nanodalinas ka mazas zondes, kas lautu iezim&t Stinu procesu
gaitu, neietekm&jot pasus procesus. Tam jabut loti mazam un parklatam ar biologiskam
molekulam, lai tas varétu konkréta veida mijiedarboties vai saistities ar biologiskiem objektiem,
tadgjadi nodrosinot zalu piegadi un to kontrolgjamibu [29, 30, 31]. Turklat MNPs uzkrasanos
var skaidri vizualizet, izmantojot magnétisko rezonansi, kas nodrosina papildus izsekoSanas

iesp&jas ar MNPs iezim&tiem vektoriem [32].
Saja pétijuma tika izpétitas komercialas MNPs, lai uzlabotu Semliki meZa virusa vektora
transdukciju TS/A, 4T1, B16,un Huh-7 véza $tinu I1nijas in vitro. Turklat tika izanalizéts MNPs

iesp&jamais pielietojums SFV vektora efektivai koncentréSanai.

Darbs tika izstradats Latvijas Biomedicinas p&tijjumu un studiju centra.



Darba meérkis:
Atlasit magnetiskas nanodalinas efektivai SFV transdukcijai véza Stinas.
Darba uzdevumi:

1. Sintezét rekombinantus SFV, kas ekspresé markiergénu (DS-Red) un pelu TNF-alfa

citokinu ka potencialo pretvéza imtnterapijas agentu.
2. Izpetit magnétisko nanodalinu sp&ju paaugstinat SFV transdukciju véza Stinu kultiiras.

3. Izpetit iesp&jamo SFV koncentréSanu no dazadiem skidumiem, izmantojot magnétisko

izgulsnésanu.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. SFV visparéejais raksturojums

Semliki meza viruss (SFV) ir alfavirusu gints parstavis, kas pieder Togaviridae dzimtai. Ta
diametrs ir apm@&ram 69 nm [5]. Pirmo reizi SFV tika izoléts 1944. gada no moskitiem Uganda.
Velak $o paSu virusu ieguva ari vairakos citos pasaules regionos: Subsaharas apvida, Krievija,
Indija, tad&jadi atklajot ta plaso geografisko izplatibu. Virusa strukturalo proteinu kod&josais
regions tika sekvenéts jau 1980. gada, bet viss 11445 nukleotidu garais SFV genoms — pé&c

seSiem gadiem [33].

Alfavirusa genomu veido pozitiva ssRNS, kuras garums ir aptuveni 11,7 kb un kas satur divus
galvenos regionus (1.1.A attéls) [34]. Divas treSdalas no RNS 5' gala kodé nestrukturalos
proteinus, kas sakotn&ji tiek sintez&ti ka viens poliproteins un p&c tam Skelti Cetros
nestrukturalajos proteinos: nsP1, nsP2, nsP3 un nsP4, kuri piedalas RNS replikacijas procesa.
Atlikust viena treSdala RNS 3' gala kodg virusa strukturalos proteinus un nes poliadenina asti.
RNS replikacijas laika sakotngji tiek radita pilna garuma minus RNS genoma kopija, kas kalpo
ka matrica pilna garuma genoma RNS iegiiSanai un subgenoma strukturalo génu RNS

transkripcijai [35] (1.1.B attéls).
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1.1.att. Alfavirusa genétiska struktiira un dzives cikls. A. Alfavirusa +RNS genoma struktiira.
Pozitivais ssSRNA genoms ietver sevi nestrukturalos un strukturalos génus. B. Virionu raZosana no
RNS genoma. Kad RNS tiek atbrivota citoplazma, no plus-RNS k&des tiek transl&ti RNS replikacijas
kompleksa nestrukturalie proteini, bet strukturalie géni tiek transléti no subgenoma 26S plus-RNS. RNS
genoms tiek ieklauts nukleokapsida, un apvalka proteini tiek transportéti uz citoplazmas membranu, kur

notiek nobriedusu virusu dalinu savakSanas un izkl@iSana no $iinas (virusa sekrécija).

Figure 1.1. Genome structure and life-cycle of alphaviruses. A. Alphavirus genome structure. The
ssRNA genome comprises the nonstructural and structural genes. B. Production of viral progeny from
RNA genome. Once RNA is released into the cytoplasm, a negative strand RNA is synthesized as a
template for RNA replication and translation of nonstructural proteins (replicase complex) and structural
genes from the subgenomic 26S promoter takes place. RNA genomes are packaged into nucleocapsids
and the envelope proteins are transported to the plasma membrane, where assembly and budding of

mature viral particles takes place.
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Daba alfavirusi mugurkaulniekos nokliist ar kukainu starpniecibu. Mugurkaulnieku $iinas
virusa infekcija izpauzas ka strauja saimnieka mRNS translacijas apturé$ana, jo virusa mRNS
parnem saimnieksiinas translacijas resursus. P&c tam seko strauja infekciozo virusa dalinu

skaita palielinasanas un Stnu bojaeja 24-48 stundu laika.

Kukainos virusa replikacija notiek daudz lénak, parasti ta minimali ietekm& kukainu $iinas, bet
loti viegli izveido pastavigu infekciju. Lai gan dazi alfavirusi ir patogéni, divi virusi, kurus

izmanto ka vektorus: SFV un SIN (Sindbis viruss), ir vaji patogéni cilvékam [36].

Viens no galvenajiem neskaidrajiem jautajumiem joprojam ir saimniekStnu receptora
identifikacija, pie kura piesaistas alfavirusi. Ir paradits, ka anti-laminina receptora
monoklonalas antivielas bloké SIN saistiSanos ar BHK $iinam un samazina Siinu infekciju [37].
Ieprieks bija paradits, ka gan SFV, gan SIN vektori saistas ar heparana sulfata receptoriem uz
stnu virsmas [38]. Tomer talakie p&tijumi liecinija, ka heparana sulfata un laminina receptoru
sunu nokauti efektivi inficgjas ar alfavirusiem. Iesp€jams, ka alfavirusi izmanto dazadus

mehanismus §tinu infekcijai.

1.2. SFV ekspresijas sistema

Ekspresijas vektoriem jagaranté augsts drosSibas limenis. Replikacijas defektivie (replication
defficient) vektori sastav no ekspresijas vektora, kas kod€ alfavirusu nestrukturalos génus nsP1-
4, subgenomisko 26S promoteru un interes€joSo génu (1.2.att€ls). Lai sintez€tu virusus,
replikona RNS tiek elektroporéta Stinas kopa ar helpera-RNS, kura kod€ virusa strukturalos
génus (viriona génus). Rekombinanta replikona RNS tiek iepakota jaunsintezetajos virusos, jo
iepakojuma signals (packaging signal, PS) ir tikai rekombinantajam RNS, bet helper-RNS
nesatur PS [39]. Tadgjadi jaunsintezetie virioni ir replikacijas defektivi, jo nesatur strukturalos
(helper) génus. Péc Siinu infekcijas ar Sadiem virusiem, jaunas virusu dalinas neveidojas,

garantgjot augstu droSibas [tmeni.
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1.2.att. Uz alfavirusu balstita rekombinanto dalinu producé$ana. /n vitro transkribétas RNS no
alfavirusa ekspresijas un helpera vektoriem tiek elektroporétas vai transficétas ziditaju saimniekstinas
(parasti BHK-21 sitinas). Peéc RNS replikacijas un alfavirusu proteinu ekspresijas, rekombinanta RNS
tiek iepakota nukleokapsidos, jo iepakojuma signals (packaging signal, PS) ir tikai rekombinantam

RNS.

Figure 1.2. Alphavirus-based recombinant particle production. /n vitro transcribed RNAs from
alphavirus expression and helper vectors are electroporated or transfected into mammalian host cells
(generally BHK-21 cells). After RNA replication and expression of alphavirus proteins, recombinant
RNA is packaged into nucleocapsids due to the presence of a packaging signal (PS) only on the
recombinant RNA. After transport of envelope proteins to the plasma membrane assembly and budding

of recombinant particles takes place.

1.3. SFV pielieto$ana citokinu piegadei pelu audzéju modelos

Nelielais imiinreakcijas [Tmenis un nepiecieSamiba péc vairakam imunizacijam liecina, ka
alfavirusu vektoru iedarbibu var pastiprinat imtnstimul&josi citokini. Citokini ir dabiskas
imiinsist€mas molekulas, ko var izmantot, lai tiesi stimul€tu imiinsisteémas $tinas un pastiprinatu
audzgja Stnu atpaziSanu ar citotoksiskam efektora Siinam. Daudzi pétijumi ir pieradijusi, ka
citokiniem ir plaSa pretvéZa aktivitate, un daudzas citokinu balstitas pieejas ir izmantotas véza

terapija [40]. Kliniskajos pétijumos ir noverteti vairaki citokini, tostarp GM-CSF, IL-7, IL-12,
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IL-15, IL-18 un IL-21. Pretvéza iedarbiba ir aprakstita dazados pelu audz€ju modelos (1.1.
tabula).

Interleikins-12 (IL-12) ir ekspreséts ar SFV un SIN vektoriem, lai parvarétu imiinsupresivo vidi
audzgjos. IL-12 ir daudzfunkcionals citokins, kas aktivizé iedzimtas un adaptivas iminas
atbildes un veicina audzgja antigénu atbildi caur regulacijas palielinasanos I un II klases MHC
molekulam, kas izraisa CD4 + T $iinu diferenciaciju 1. tipa Th (7T helper I) $tinas, induc@ IFN-
vy razo$anu un p&c tam ieprogrammé audz&ja mikrovidi [41]. Sis kaskades izraisa citotoksisku

imunreakciju audzgjos.

IL-12 géna ekspresija izraisa audz€ja specifisku imunitati un kavé audz€ja Stinu augSanu
melanomas modeli. Viena intratumorala injekcija ar rekombinantam SFV VLP, kas ekspresé
IL-12, izraisa audzgja nekrozi, ka rezultata par 70-90% tiek aizkaveta audz&ja augSana B16
pelu melanomas modelt [42]. Tomér $aja agrinaja petijuma nav panakta pilniga audzgja

regresija.

Ir izstradati vairaki SFV vektori, lai ekspres€tu dazada veida citokinus un aktivizétu pretvéza
imunitati resnas zarnas véza modelos. Viena intratumorala 10’ un 10® SFV IL-12 VLP injekcija
izraisija pilnigu audz@ja regresiju attiecigi 36% un 80% pelu MC38 resnas zarnas
adenokarcinomas modeli. Turklat IL-12 géna sapludinasana (fusion) ar dabisku SFV kapsidas
translacijas pastiprinataju (enhancer) ievérojami palielinaja IL-12 ekspresiju un noveda pie
efektivakas audzgja regresijas arstétajas pelés. Lai nodroSinatu pilnigu audzgja regresiju visas
pelés ar resnas zarnas karcinomu (MC38 modelis), bija nepiecieSamas seSas augsta titra SFV10-
Enh VLP devas, kas ekspresé IL-12. ArstéSanas stadija tika novérots audzgja pietikums, ko
izraisTja intratumorala nekroze un iekaisums, un CD4 + un CDS8 + T Siinu piepliidums, kas
veicinaja pretvéza efektu [41, 42]. Chikkanna-Gowda un kolégi novéroja daudzsoloSus
rezultatus 4T1 peles kriits véza modeli [43]. Saja pétijuma augsta titra SFV-Enh-IL-12 VLP
intratumorala ievadiSana izraisija pilnigu audzgja regresiju Cetras no sesam pelém un ievérojami

samazinaja plauSu metastazu daudzumu.
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1.1.tabula.

Imunomodulgjosi citokini, kas izmantoti alfavirusu vektoros

Table 1.1.

Immunomodulating cytokines expressed by alphaviral vectors

Audzéja IevadiSanas
Citokins Vektors Terapeitiska
modelis veids
iedarbiba
dalgja audzgja
SFV . '
peles melanoma it. samazinasana
VLP
B16 (70%—-90%)
peles resnas zarnas pilnigs
. SFV ) g
Vezis L.t. audzgja
VLPs o
MC38 samazinajums
(92%)
peles resnas ‘
_ SFV-E ) pilnigs
zarnas Vezis 1.t.
VLPs audzgja
CT26; peles 4T1
. samazinajums
kriits vézis
audzgja
spontanu
SFV apstaSanas,
hepatokarcinomu L.t.
VLPs 100%
L-PK / c-myc
IL-12 1zdzivoSanas
transgenas peles '
raditajs
SFV-E
murkska aknu VLP L.t dal&ja audzgja
vezis WCH17 samazinasana
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IL-15, Sin
cilvéka olnicu VLP 1.p. dalgja audzgja
]
IL-12 vezis ES2 samazinasana
dalgjs audzgja
peles resnas zarnas SFV samazinajums,
IL18 vezis VLP it. pilnigs
]
CT26 audzgja
samazinajums
(36%)
peles resnas zarnas SFV-E pilnigs
IL-18 vezis VLP Lt. audzgjs
CT26 samazinajums
(33%)
konstateto
peles dzemdes SFV ) )
IFNalpha L.t. audzgju
kakla véza VLPs o
delis TC-1 1znicinaSana
modelis TC-
58% gadijumu
paaugstinata
GM-CSF | DPeles olnicu vezis SFV ip dzivildze,
MOT VLPs dalgja audzgja
samazinasana,
imunreakcija

IL-15 un IL-18 var pastiprinat pretvéza imiinas atbildes reakciju SFV un SIN vektoriem peles
olnicu un resnas zarnas véza modelos [40], ka rezultata peéc VLP ievadiSanas dalgji samazinas
audzgjs. Pieméram, pelém ar resnas zarnas karcinomu, kas tika arst€tas ar seSam augsta titra

SFV10-E VLP inokulacijam, kas ekspresé peles IL-18 génu, kura bija [gG-kappa lidera seciba,
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tika noverota aizkavéta audz€ja augsana, tacu pilniga audzgja regresija tika detektéta tikai 33%
gadijumu. Papildus anti-angiogénajai aktivitatei, IL-18 ir IFN-y inducgjoSs citokins, kam ir
galvena loma Thl $tnu medi€tas imtnas atbildes agrina aktivacija. Lai gan tika novérota visu
arsteto audzeju aizkaveta augSana, pilniga audzgju regresija tika konstateta tikai 33% arstetajas

pelés.

Cita pétijjuma SFV vektors, kas ekspresé pelu IFN-a, tika noveértéts uz pelem ar TC-1
audzgjiem, kas ekspresé cilveéka papilomas virusa proteinus E6 un E7. IFN-a ir plejotrops
citokins, kas ar savu tieSo antiproliferativo aktivitati sp€j palielinat pretaudzeju imunitati. Lai
gan IFN-a piemit pretvirusu aktivitate, no SFV iegitais IFN-aveéza Stnas tika razots augsta
Iimeni. SFV-IFN-a vektora intratumorala injekcija subkutani TC-1 audz€jiem izraisija E7
specifisku citotoksisko T limfocitu reakciju un modificgja audz&ju mikrovidi, samazinot
regulatoro T Stinu procentualo daudzumu un aktivéjot mieloidu Siinas. Lidz ar to SFV-IFN-a
iznicinaja 58% konstateto audzgju, kas tika arstéti 21 dienu p&c véza Stinu implantacijas. Turklat

tika nove@rota ilgstosa izdzivosana no audzgjiem un loti zema vektora toksicitate [44].

Granulocitu-makrofagu koloniju stimulgjoSais faktors (GM-CSF) ir imtinstimul&joSs citokins,
kas aktivé dendritiskas Stinas un var parprogrammét audzgja mikrovidi. SFV VLP vektori tika
izmantoti olnicu véza iminterapijai ar GM-CSF. SFV-GM-CSF VLP intraperitoneala injekcija
pelu olnicu audz&ja modeli palielinaja infiltréto makrofagu un neitrofilu skaitu. Saja pétijuma
tika noverota neliela audzgja augSanas inhibicija bez izdzivoSanas ieguvuma. Lielas SFV-
atvasinatas GM-CSF devas var izraisit kaitigu iedarbibu, nomacot imiinsisteému, ka ar1 aktivejot
un paplasinot no mieloidajam S$tinam atvasinatas supresoru Stinas (mieloid derived suppressor

cells, MDSC).

Citokinu piegade ar virusu vektoriem joprojam ir daudzsoloSa alternativa citokinu ka
rekombinanto olbaltumvielu ievadiSanai, jo vektori nodroSina citokinu intratumoralalo
ekspresiju un lénu seruma Itmena paaugstinasanos, tadgjadi izvairoties no citokinu toksicitates

un nestabilitates.
1.4. TNF-alfa visparigais raksturojums
Audzgja nekrozes faktors (fumor necrosis factor, TNF) tiek uzskatits par svarigu citokinu, kas

var veicinat véza S$iinu iznicinaSanu. Sis proteins izraisa imiinreakciju pret jebkuru ar&u

stimulu, piem&ram, iekaisumu, infekciju vai traumu. Ir divu veidu TNF: alfa un beta. TNF-alfa
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ir reti atrodams vesela cilvéka asinis. To iesp&jams detektét tikai gadijumos, kas saistiti ar
patologisko mikroorganismu infekcijam, histaminu, indes iekltsanu organisma utt. Organisma
reakcijas laiks uz Siem kairinajumiem ir aptuveni 40 miniites, un péc 1,5-3 stundam TNF-alfa
koncentracija seruma sasniedz maksimumu. Turpreti TNF-beta tiek konstatéts asinis tikai p&c

2-3 dienam péc saskares ar antigénu [45].

Eksperimenti ar pelém ir ]avusi konstatét onkologiska procesa atkaribu no TNF koncentracijas
kermentd - jo augstaks ir ta limenis, jo atrak tiek iznicinati véza audi. Audzeja nekrozes faktors
aktivize TpaSus receptorus, kas identifice laundabigas Siinas, blok€ to talaku daliSanos un veicina
to navi (nekrozi). Tada pasa veida TNF darbojas uz stinam, kas infic€tas ar virusiem un citiem
patogéniem mikroorganismiem, tacu patologisko $inu iznicinaSanas procesa tas neietekmé

veselos audus.

TNF-alfa ir multifunkcionals, iekaisuma procesu regulg&joss citokins, ekstracelularais proteins,
ko sintezé galvenokart monociti un makrofagi. Tas ietekme lipidu vielmainu, koagulaciju,
insulina rezistenci un endot€lija darbibu, stimulé IL-1, IL-6, IL-8 un interferonu-gamma,
aktivize leikocTtus un ir viens no svarigakajiem aizsardzibas faktoriem pret intracelulariem

parazitiem un virusiem [46].

Papildus ta citotoksiskajam (pretvéza) efektam, Sis proteins:

- piedalas imunsistémas pasregulacija, aktivizé aizsardzibas spekus;
- ir atbildigs par Sadiem procesiem organisma:
o imun$iinu (leikocttu) migracija (kustiba);
o apoptoze (laundabigo $iinu sabrukSana un nave);
o angiogenézes (audz€ja asinsvadu veidoSanas un izplatiSanas) blokésana;

- var ietekm@t véza Siinas, kas ir izturigas pret kimijterapijas Iidzekliem.

Galvenie TNF biologiskie efekti ir $adi:
* lidzdaliba imtinreakcijas;

+ ieckaisuma reguléSana;

* ietekme uz hematopo€zes procesu;

« citotoksiska iedarbiba.

Ja kermen nokliist mikrobi, virusi vai sves$i proteini, tad uzreiz aktiviz€jas imunitate. TNF

veicina T un B limfocitu skaita pieaugumu, blokg&jot iekaisumu.
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1.3.att. Audzéja nekrozes faktora (TNF) ietekme uz kermena Siinam. TNF stimul€ citas imtinas
Stnas - makrofagus, dendritiskas Siinas, T S$tnas, tauku S$tnas un fibroblastus. It Tpasi tas ietekme
endot€lija Siinas, kas saistitas ar miisu asinsvadiem, izraisot vaskularas problémas un biitiski ietekmgjot
veza attistibu, jo tas izraisa angiogen&zi un palielina asinsvadu veidosanos (hipervaskularizaciju). TNF

negativi ietekmg zarnu $iinas, izraisot $tinu apoptozi. TNF stimulé makrofagus un efektoras T Stnas, kas

izraisa papildus iekaisuma citokTnu razoSanu un rezistenci pret apoptozi, veicinot véza veidoSanos.

Figure 1.3. Effect of Tumor Necrosis Factor (TNF) on body cells. TNF stimulates other immune cells
- macrophages, dendritic cells, T cells, fat cells and fibroblasts. In particular it affects endothelial cells
associated with our blood vessels, causing vascular problems and significantly affecting the
development of cancer as it promotes angiogenesis and increases blood vessel formation
(hypervascularization). TNF negatively affects intestinal cells, causing cell apoptosis. TNF stimulates
macrophages and effector T cells that cause the production of more inflammatory cytokines and

apoptosis resistance, promoting formation of cancer).

Avots: http://www.newhealthoptions.org/?page 1d=2653

Audzgja nekrozes faktors ietekm& hematopo€zi. Tas inhibé eritrocitu, limfocitu un citu
hematopoétisko $tinu vairoSanos, bet gadijuma, ja hematopoéze tiek partraukta jebkada iemesla
del, TNF to stimul€. Papildus tam, daudziem citokiniem, ieskaitot TNF, piemit aizsargajosa

sp&ja pret starojumu [47].
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Audzgja nekrozes faktoru var noteikt ne tikai asinis un urina, bet art smadzenu Skidruma, kas
norada uz ta starpsistému iedarbibu. Sis proteins regulé nervu un endokrino sistému darbibu.
TNF-beta darbojas galvenokart lokali, tacu TNF-alfa regul€ sistémiskas imunitates, iekaisuma

un vielmainas izpausmes [48].

Viens no svarigakajiem TNF efektiem ir §linu iznicinasana, kas pilniba sp&j apturét audzgju
attistibu. TNF darbojas uz audzg&ja Siinam, izraisot to navi, atbrivojot brivos radikalus, aktivas
skabekla formas un slapekla oksidu. Ta ka
atseviSkas v€za Siinas tiek veidotas jebkura organisma visu muzu, TNF ir nepiecieSams ar1

veseliem cilvékiem, lai tas savlaicigi un atri neitraliz&tu.

Augstas TNF koncentracijas negativa ietekme izpauzas smaga Soka pret septisko slimibu

apstakliem [48].

Papildus audzgja Stinam, TNF iznicina ar1 Siinas, kas infic€tas ar virusiem, parazitiem, sénitém.
Ta darbiba kopa ar citiem iekaisuma proteiniem izraisa paaugstinatu kermena temperatiiru un

lokalus mikrocirkulacijas traucg€jumus [49].

Papildus aprakstitajam 1pasSibam, TNF nodroSina art reparativo funkciju. TNF aktivizeé asins
koagulacijas sistemu, kas izraisa iekaisuma zonu, ierobezojot mikrocirkulacijas procesu.

Mikrotrombi novers infekcijas izplatisanos [49].

Nemot vera, ka Sis citokins izraisa plasus toksiskus efektus organisma, ta pielietoSana medicina
ir ierobezota. Tomér nesen publicétie petijumi liecina, ka lokala TNF-alfa ekspresija vai
mérktieciga citokina piegade varétu klut par efektivu, komplementaru terapiju dazadu slimibu

arsteéSanai, ieskaitot pretvéza terapiju [46].

1.5. Magnetiskas nanodalinas un to raksturojums

Magnétiskas nanodalinas ir mazas feromagnétiskas dalinas, ar kuram var veikt dazadas
manipulacijas, izmantojot magnétisko lauku [50]. Pie vielas parejas nanostavokli butiski
mainas tas magnétiskas ipasibas, ka rezultata nanodalinam piemit feromagnétiskas un
supermagnétiskas pasibas.
Par superparamagnétikiem dalinas klust tad, kad tam pieliek magnétisko lauku, bet
feromagnétiem ir nemainigs vid€jais magnétiskais moments un tiem ir stiprakas magnétiskas

ipasibas [51].
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Nanodalinu aktiva virsma nodrosSina augstu sorbcijas sp&ju. Ta ka to izmérs ir mazaks par 100
nm, nanodalinas var efektivi mijiedarboties ar tadiem biologiskajiem objektiem ka, piem&ram,
Stunam, kuru lielums ir 10-100 mikroni, virusiem (20-450 nm), protetniem (5-50 nm) un pat
DNS (2 nm platums, 10-100 nm garums) [51].Vairuma gadijumu dalinas svarstas no 1 lidz 100

nm un var uzradit supermagnétiskas Tpasibas.

Dzelzs oksida nanodalinas (dzelzs oksidiem ir maghemita vai magnetida kristaliska struktiira)
ir visvairak izpétitas magnétiskas nanodalinas. Kad ferita dalinas kltust mazakas par 128 nm
[50], tas klust par superparamagnétiskajam dalinam un tas demonstré savu magnétisko darbibu
tikai tad, ja tiek izmantots ar€js magnétiskais lauks. Maghemita magnétiskas nanodalinas

virsma ir relativi inerta. Tomer to var parveidot, parklajot ar polimériem [52].

1.6. Perspektivas pieejas terapijai, pamatojoties uz magnétiskajam nanodalinam

Magnétisko nanodalinu prieksrociba ir magnétisma klatbiitne un vairaku magnétisko materialu,
pieméram, dzelzs oksida, relativa droSiba. To mediciniskais pielietojums ir kluvis iesp&jams,
pateicoties efektivai izp&tei un vairaku unikalu MNPs fizikalo parametru atklasanai. Tiek
aplikoti tadi MNPs pielietojumi ka magnétiska atdaliSana (separacija), magnétiska
hipertermija, magné&tiska meérktieciga piegade medicina un magnétiskas rezonanses tomografija

[51].

Terapeitiskiem noltikiem MNPs reti izmanto tira veida. Tas parasti iekapsulé vai ievieto
biologiski inertas matricas (dazados organiskos savienojumos vai poliméros, ieskaitot dabiskas
izcelsmes polimerus), lai samazinatu magnétiskas fazes iesp&jamo toksisko iedarbibu,
palielinatu ta fizikali-ktmisko stabilitati un veidotu imobilizacijas iesp&u uz zalu matricas

virsmas (/.4.att.) [52].
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1.4.att. Magnétisko dalinu struktiiras un to parklasanas shémas. (A) magnétiska dalina; (B)
magnétiska nanodalina, kas parklatd ar poliméru; (C) magnétiska dalina, kas pilniba iekapsuléta
poliméra parklajuma; (D) heterodiméra magnétiska dalina; (E) idrofoba magnétiska dalina, kas

iekapsuléta lipidu monoslani (augseja dala) un hidrofila magnétiska dalina lipidu dubultslant [51].

Figure 1.4. Structures of magnetic particles and their coating schemes. (A) Core-shell magnetic
particle; (B) End-grafted polymer coated magnetic nanoparticle; (C) Magnetic particle fully
encapsulated in polymer coating; (D) Heterodimer magnetic particle; (E) Hydrophobic magnetic particle
encapsulated within lipid monolayer (upper part) and hydrophilic magnetic particle within lipid bilayer

(modified from [51] with permission).

Merktiecigu terapeitisko lidzeklu piegadi kopa ar MNPs ierosinaja K. J. Viders (K. J. Widder)
1978. gada [53]. ST pieeja audz@ju kimijterapija var ievérojami samazinat zalu devu,
blakusparadibas un nespecifisko negativo ietekmi uz kermeni [52]. Ar magn&tiskajam dalinam

saistitas pretvéza zales var novirzit uz audz€ju, izmantojot aréja magnétiska lauka speku [53].

Paslaik ir veikti vairaki pétijumi, kur tika parbauditas uz nanodalinu virsmas nostiprinata
doksorubicina piegades iesp&jas eksperimentalaja dzivnieku audz€ja modelt [53,54,55]. Tika
paradits, ka nanodalinas, kam tika piestiprinatas zales, sp€] parvarét asins-smadzenu barjeru
(fiziologiska barjera starp asinsrites sisttmu un centralo nervu sist€ému), tadgjadi veicot
nanodalinu piegadi Zurku audzgjos [54]. Tapat ir veikti petijumi ar dzelzs oksida nanodalinam,

kas modific@tas ar cieti, par epirubicina piegadi sarkomas un cilvéka karcinomas terapijai [54].

Sobrid norisinas klinisko pétfjumu pirma un otra stadija aknu karcinomas arstésanai, izmantojot
MNPs [51]. Merktieciga piegade var noritét veselu organu arstéSanas limeni vai tikai noteiktas
Stnas. Ta tiek palielinata, izmantojot lektinu, antivielas un to fragmentus, citokinus, proteinus

un hormonus [52].

Geénu terapija ir viena no daudzsolo$akajam pieejam dazadu cilveéku slimibu arsteéSanai:
onkologisko, infekcijas un degenerativo slimibu. Specifisko DNS, RNS vai oligonukleotidu

piegade noteiktajas Siinas var nomakt génu ekspresiju vai inici€t svarigu proteinu sintézi.
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Galvena génu terapijas probléma ir arstniecisko vielu piegade noteiktajas $tinas un transfekcijas

efektivitates paaugstinasanas iesp€jas [53,54 ].

Neskatoties uz  augsto  efektivitati, virusu vektoru izmantoSanai pastav
patogenitates un imunogenitates risks, tade]l nanodalinu piegade var klust par jaunas terapijas

veidu [51, 52].

Ieprieks ir pieradits, ka ar€jais magnétiskais lauks, kas tick genercts ar magnétu, paliclina
MNPs-virusa kompleksu koncentraciju uz Stnu virsmas, tadéjadi uzlabojot transdukcijas
efektivitati [51]. Magnetiskas transdukcijas efektivitate ir pieradita ar vairakiem virusiem:
retrovirusu [18, 19, 20], rabdovirusu [21], parvovirusu [22], paramiksovirusu [23] un
adenovirusu [20, 21, 24,25]. MNPs-virusu kompleksi, kas veidojas no elektrostatiskas un
hidrofobas mijiedarbibas, ir viegli iegiistami atSkiriba no specifiskiem ligandu-ligandu
mijiedarbibas kompleksiem, kuriem ir nepiecieSama virusa un nanodalinu kimiska
parveidosana. Tas paver jaunas iespgjas in vivo pétijumos, un ir jau paradita magnéetiski
iezim&tu virusu dalinu efektivitate, izmantojot argji pielietotu magnétisko lauku [53]. Turklat
MNP uzkrasanos var skaidri vizualizét ar magnétiskas rezonanses palidzibu [32], kas lauj

izsekot vektoru piegadei ar MNPs markéSanas Iidzekliem.
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2. MATERIALI UN METODES
2.1. Materiali
2.1.1. Magneétiskas dalinas
Saja pétijuma tika izmantoti idens dispersijas magn&tisko nanodalinu kompleksi.

MNPs struktira:

1. Fluid-Mag Amine

o H . f
éHz co,H H RO
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2.1.tabula.

Magnétisko nanodalinu 1pasibas

Table 2.1.

Properties of the magnetic nanoparticles

Magneétiskas Hidrodina  Koncent
Razotajs  Kodols Parklajums  Ladins
nanodalinas miskais racija
diametrs

FluidMag Chemicell

. ) Magnefits  , 1inosilans 15 50 nm 25 mg/ml
Amine (Vacija) (Fe304)
FluidMa Chemicell =

. g i} Magnetits hitozans + 50 nm 25 mg/ml
Chitosan (Vacija) (Fe304)

FluidMag Chemicell Magnetits karboksimetil-

. - 50 nm 25 mg/ml
CMX (Vacija) (Fe304) dekstrans
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2.1.2. Rekombinantie alfavirusu vektori

Saja pétijuma tika izmantoti iepriek§ publicétie alfavirusu vektori: pSFV1/RFP, pSFV1/GFP,
SFV Helper, pSFV1/TNFalpha (2.1.att.) [55, 56].

Nl (goxz)
N v pSFV1/TNFaFLAG
8z bp
Smal(8as7)
—
Spel{7704] non structural
THFaFLAG

526

EamHI (zaoa)

2.1.att. pSFV1/TNFalfa vektora struktira. pSFV1/TNFaFLAG — plazmidas restrikcijas
karte: SFV

Figure 2.1. The structure of pSFV1/TNFalpha vector. pSFV1/TNFaFLAG — plasmid

restriction map: SFV.

2.1.3. Siinu Iinijas
Darba tika izmantotas piecas véZa Stinu linijas:

BHK-21 — Sirijas zeltaina kamja jaundzimu$a mazula nieru fibroblastu Stinu linija (Baby

Hamster Kidney — 21);

TS/A — metastazgjosa peles kriits adenokarcinomas Stnu Iinija;
4T1 — metastazgjosa pelu kriits véZza Stinu linija;

B16 — pelu melanomas $tinu linija;

Huh-7 — cilvéka hepatomas §tinu linija.
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2.1.4. Siinu barotnes

2.2.tabula.

Stinu kultivéSanas barotnes un to piedevas

Table 2.2.
Cell culture media and their additives
Barotne Razotajfirma Razotajvalsts
Minimala barotne (MEM) Invitrogen ASV
Dulbeko modificéta Igla barotne | Invitrogen ASV
(DMEM)
Tela fetalais serums (fetal bovine | Invitrogen ASV
serum/FBS)
Penicilina un streptomicina | Invitrogen ASV
maistjums (100u/ml un 100pg/ml)
Buferskidumi: Reagents Razotajfirma Razotajvalsts
Fosfatu fiziologiskais bufer§kidums | Invitrogen ASV
(Phosphate  buffered saline/PBS)
10x + Ca2+ + Mg2+
Enzimi: Reagents Razotajfirma Razotajvalsts
Tripsins-EDTA Invitrogen ASV
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2.1.5. Materiali

2.3.tabula.

Izmantotie materiali

Table 2.3.
Supplies used in this study

Materiali

Raksturojums

Razotajs, Valsts

Gumijas cimdi

Lateksa cimdi bez pulvera

Great Glove, Malaizija

Stnu matraci

CELLSTAR”R Standard Cell

Greiner Bio-One, Vacija

Stinu skrapji

NUNCATM Cellsscraper 32 cm

Thermo Scientific, ASV

Serologiskas pipetes

5 ml; 10 ml; 25 ml

GenFollower, Kina

Plastikata mégenes

15 ml; 50 ml; 120x17 mm

Sarstedt, ASV

Mikromégenes

(ependorfi)

1,5 ml; 2 ml

Eppendorf, Vacija
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2.1.6. Ierices

2.4.tabula.

Darba izmantota aparatiira

Table 2.4.
Equipment used in this study
Aparatiira Modelis Valsts Razotajs
Automatiska pipete PIPETBOY acu Sveice Integra Biosciences
Centrifuga 5417R Vacija Eppendorf
Laminars KOJAIR®KR-130 ASV Kojair Tech Oy
Udens vanna- | WB-4MS Latvija Biosan
termostats
Termostats Thermo-Block TDB- | Latvija Biosan
120
Magnéts (Permanent | Universala magnéta | Vacija IBA Lifesciences
magnet) plate MATra (8 x 13
cm)
7-2011-000
Magnétu stativs MagRack 6 Vacija GE Healthcare
Plismas citometrs FACSAria 11 ASV Becton Dickinson

Biosciences

2.1.7. Programmas

BD FACSDiva 6.1.2, VectorNTi, Excel programmatiira.
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2.2. Metodes

2.2.1. Siinu audzesana

Stinu kultivé$ana notika 12 ailu un 24 ailu platés. B16 un Huh-7 $@nas tika audzétas 12 ailu
plate DMEM barotné ar GlutaMAX un 10% FS piedevu un gentamicinu (40 png/ml) Iidz $iinas
sasniedz 70-100% konfluenci.

4T1 un TS/A Siinas tika audzg&tas 12 ailu plate DMEM barotng ar L-glutaminu (2mM) un 10%
FS lidz 70-100% konfluencei.

BHK stnas tika audzetas 24 ailu plate DMEM barotné ar 5% FS, L-glutaminu (2mM), Hepes
(20 mM), penicilinu/streptomicinu (PEST, x1) un triptozi (10 %) Iidz 70-100% konfluencei.

Visas $Stnas tika audzétas inkubatora pie 37 °C un 5% COa.

2.2.2. Siinu infekcija ar SFV1/GFP un SFV1/ TNFalfa virusiem

1) BHK (4T1, Huh-7, B16, TS/A) $iinas (90% konfluence) skalo ar PBS++ (10 mL uz 75 cm?
Stnu matraca) divas reizes. Pievieno virusu saturosu $kidumu (6 mL). Virusu atSkaida ar PBS++
attieciba 1:3 vai 1:5 (1 mL virusa + 4 mL PBS++). Siinas inkubg pie 37 °C, 5% COz 1 h, katras
15 min viegli pakratot $iinu matraci, lai viruss spétu vienmeérigi iedarboties uz visam $iinam.
Péc tam virusa Skidumu aizvieto ar standarta barotni (10-12 mL, lai veidotu lielaku

koncentraciju). Stinas inkubé 24 h inkubatora pie 37 °C, 5% CO.

Izmantotie virusi:

e SFVI1/GFP ar titru 4x10° i.u./ml
e SVF1/TNF-alfa 4x10° i.u./ml

2.2.3.MNPs/virusu kompleksu veidoSana un Siinu transdukcija

Plastmasas stobrinos safasé pa 90 pL DMEM + GlutaMAX (bez FS). Katra stobrina pievieno
10 uL SFV/Red virusa (4x10°® i.u./ml). 1., 2. un 3. stobrina pievieno 1 pL attiecigo magné&tisko
dalinu: Fluid-Mag Amine; Fluid-Mag Chitosan; Fluid-Mag CMX (dalinas pirms pievienoS$anas
kartigi samaisa). Atstaj istabas temperatiira uz 30 min, katras 5 min savorteks€jot plastmasas

stobrinus. P&c aptuveni 20 min sagatavotajam S$tinam (audzetas 12 ailu plat€) nostic barotni un
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mazga ar | mL 1x PBS++. P&c 30 min stobrinos, kas satur MNPs, un negativo kontroli (k-)
pievieno pa 900 pL 10% barotnes (DMEM + GlutaMax + 10% FS). Pozitivajai kontrolei (k+)
pievieno 900 pL PBS++. Samaisa un §kidumu pievieno sagatavotajam $anam. Sinas inkubg uz
silta! magnéta inkubatora pie 37 °C, CO». P&c tam S§tnam pievienoto Skidumu nomaina ar

barotni (DMEM + GlutaMax + FS 10%) un inkubg lidz nakamajai dienai.
Nakamaja diena:

Stinu paraugus apliiko fluorescences mikroskopa pie dazadiem palielindgjumiem un saglaba
iegiitos attélus. Stinas mazga ar 1 mL PBS--. Stinam pievieno 300 pL tripsina 1:5 (ImL tripsina
+ 4 mL PBS-/-). Inkub& 4 min 37 °C. Kartigi suspend€ Stnas. Pievieno 2 mL barotnes, lai
apstadinatu tripsina darbibu, un centrifugé 5 min. Nonem augsgjo slani un pievieno 1 mL PBS-

/-. Stinas resuspend@ un analiz€ ar pliismas citometru.

2.2.4. Virusa notversana (koncentrésana) ar MNPs
Tiek izmantotas divas 12 ailu plates ar BHK Stnam.

1,5 mL plastmasas stobrinos ielej pa 280 pL atbilstosas vides (DMEM, 500 mM NaCl, BHK
5%, 10 mM PBS-/- (pH 7.0)). Pievieno 10 pL SFV/-Red virusa, iznemot (k-). Pievieno 1 pL
magnétisko dalinu, iznemot (k-) un (k+). Paraugus roté 1 h aukstaja istaba. Péc tam 10 min
paraugus tur magnétiskaja stativa, lai izgulsn€tu virusu/magnetisko dalinu kompleksus un
legiitu no virusa atbrivotu supernatantu. Supernatantu parnes tiros stobrinos.. Pie palikusajam

MNPs pievieno 300 pL atbilstosas vides. Visos stobrinos pievieno 700 pL PBS++.

Aptuveni 10 min pirms ir gatavi supernatanti, sagatavotas Stinas mazga ar PBS++. Kad visi
kompleksi un supernatanti ir gatavi, tos uzlej uz $iinam un inkub& 40 min uz plasu magnéta 37
°C. P&c tam turpina inkubaciju vél 30 min bez magnéta 37 °C. Beigas virusa Skidumu nomaina

pret 1% BHK barotni un inkubé 18 h.
Nakamaja diena:

Stinas mazga ar 1 mL PBS--. Stinam uzlej 300 pL tripsina (1 mL tripsina + 4 mL PBS--) un
inkub& 4 min 37 °C. Suspendé 2 mL 1% BHK barotnes. Centrifugeé, augs¢jo slani nolej, lai
atbrivotos no tripsina, un pie $tinu nogulsném pievieno PBS--. Resuspendé 1 mL PBS-- un

Stinas analiz€ ar plismas citometru.
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2.2.5. Plismas citometrija

Pliismas citometrija ir tehnika mikroskopisku dalinu saskaitiSanai un analiz€Sanai, suspendg&jot

tas Skidruma pliisma un analizgjot §adu plismu ar lazeriem.

Inficétas §unas tika savaktas 18-24 h péc transdukcijas. Stinas atdalija no kultivé$anas plateém
ar 0,05% tripsina Skidumu, mazgaja un atkartoti suspend&ja 1 ml PBS, un tiilit apstradaja
analizei ar pliismas citometru. Ds-Red fluorescence tika merita, izmantojot FACSAria II
(Becton Dickinson Biosciences, Sanhos€, Kalifornija, ASV) pliismas citometru. Pliismas
citometrijas dati tika analizéti ar BD FACSDiva 6.1.2 programmatiiru; neinficétas Stinas tika

izmantotas ka negativa kontrole.

2.2.6. Virusa titra noteikSana

Virusa titra aprékinasanai tika izmantots vidgjais pozitivo Stinu skaits viena mikroskopa redzes

lauka. Katram atSkaidijumam tika izv€l&ts ne mazak par astoniem dazadiem redzes laukiem.

* Titrs - Stinu skaits, kas var parnest 1 ml virusu dalinu (transdukcijas vienibas, i.u./ml).

Redzes lauka lielumu aprékina, izmantojot izv€l€to mikroskopa objektiva 1€cas 10X vai 20X

palielinajumu.
Virusa titra aprékinasana 12 un 24 ailu plate:

Virusatitrs

_ (vidéjaispozitivaisSunu skaits /lauks)x(79 lauki/ailes)x(virusaatSkaidijums)
B 0,1ml
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2.6.tabula.

Redzes lauks objektivam

Table 2.6.

Field sizes of objective lenses

Objektiva | Palielinajums | 12 ailu | 24 ailu plate | Laukuma Laukuma
leca plate diametrs, mm | platiba,
mm?
10X 100X 150 79 5 2,54
20X 200X 594 313 0,9 0,64
2.2.7. ELISA metode

Darba tika izmantots enzimu imunosrobcijas tests ELISA (enzyme-linked immunosorbent
assay). ELISA ir klasiska un viena no visbiezak izmantotajam laboratorijas metodém, un to
galvenokart izmanto diagnostika, lai noteiktu specifiska antigéna vai antivielas esamibu
parauga, ka ari §is vielas daudzumu. Metodes pamata ir noteikta antigéna piestiprinaSana pie
cietas virsmas, pieméram, mikroplatém. Sim antigénam tiek pievienotas specifiskas antivielas,
kas saistas ar antigénu. Antivielas, savukart, ir saistitas ar specifisku enzimu. P&c antivielu
pievienoSanas veic mikroplasu skaloSanu, lai atbrivotos no antivielam, kas nav saistijusas.
Nakamais solis ir attieciga enzima substrata pievienoSana, ka rezultata notiek enzima katalizeta
reakcija ar ta substratu un rodas detekt€jams signals, kas parasti novérojams ka krasas izmainas.
Parauga antigéna daudzumu nosaka, merot to gaismas absorbciju ar specialam mikroplasu
lasiSanas iekartam.

ST darba ietvaros TNF-alfa daudzums tika mérits, izmantojot Sandwich ELISA metodi ar
TNFalfa ELISA komplektu (Thermo Fisher). Saja metodé petamais substrats tika ievietots starp
divam antivielam (uztverSanas un detektéSanas antivielas). Lai iegiitu standartliknei
datus, tika izmantoti standartSkidumu divos

nepiecieSamos sérijveida  atSkaidijumi

atkartojumos.

Standartliknes:
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12 - Kalibracijas likne
y =0,0004x + 0,099

A 450

O T T T T T 1
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mTNF-a (pg/mL)

2.1.att. Standartlikne pelu TNF alfa koncentracijas aprékinasanai

Figure 2.1. Calibration curve for mouse TNF alpha concentration

22 - Kalibracijas likne

y =0,0007x + 0,1911

A 450

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
CilvékaTNF-a (pg/mL)

2.2.att. Standartlikne cilvéka TNF-alfa koncentracijas apréekinasanai

Figure 2.1. Calibration curve for human TNF alpha concentration
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Eksperimenta gaita 96 ailu mikroplate tiek parklata ar ieprieks sagatavotu peles antivielu pret
cilveka TNF-alfa (uztverSanas antiviela). Péc 24 h BHK S$iinu infekcijas Stinu barotne tika
savakta un centrifugéta pie 3000 rpm 10 min. Mikroplates tika iepilinati 100 pL paraugu
atSkaidjumi un TNF-alfa standarta atSkaidijumi. Parauga un standarta skidumos esoSais TNF-
alfa saistas ar uztverSanas antivielu, ar kuru ir parklatas mikroplates. Mikroplates parklaj ar
caurspidigu parklaju un inkubg 2 h istabas temperatiira. Lai atbrivotos no savienojumiem, kas
nav saistfjusies ar TNF-alfa uztverSanas antivielu, plates tris reizes skalo ar PBS, kas satur
0,05% Triton X-100 S8kidumu. P&c tam pievieno 100 pL biotinilétu kazas antivielu pret cilvéka
pelu (detektéSanas antivielu), parklaj ar caurspidigu parklaju un inkubg 2 h istabas temperatiira.
Lai atbrivotos no detekt€Sanas antivielam, kas nav saistfjusas, plates atkartoti skalo ar
PBS/0,05% Triton X-100 skidumu. P&c tam pievieno 100 pL ar marrutku peroksidazi konjugétu
streptavidina Skidumu, inkubé 20 min istabas temperatiira, tumsa. P&c tam plati skalo un
pievieno 100 pL substrata Skidumu un inkub€ 20 min istabas temperatiira, tumsa. P&c tam katrai
mikroplates ailei pievieno 50 pL apstadinaSanas Skiduma, viegli pakustina visu plati, lai
nodro§inatu pilnigu samaisiSanos, un novero krasu izmainas. Gaismas absorbciju méra pie 450

nm gaismas vilnu garuma.

Rezultatu aprékinasana:

Rezultatu aprékinasanai vispirms izveido standartliknes grafiku, kur uz y ass attélo ar standarta
Skidumu iegiitas absorbcijas vertibas, bet uz x ass attélo standarta skidumu koncentraciju. No
standarta grafika iegiist grafika taisnes vienadojumu un péc ta aprékina TNF-alfa koncentraciju

petamajos paraugos. Standarta liknes konstrué€Sanai izmanto Microsoft Excel datorprogrammu.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

3.1.MNPs /virusa kompleksu veido§ana un Sainu transdukcija

Saja pétijuma tika parbaudita MNPs iedarbiba kopa ar SFV vektoru, kas uzlaboja génu piegadi
TS/A un 4T1 pelu kriits véZza modelos, B16 — pelu melanomas un Huh-7 — cilvéka hepatomas
Sinu modelt in vitro, pielietojot magnétisko transdukciju. Turklat tika analiz€ta MNPs

iesp€jama izmantoSana efektivai SFV vektoru koncentré$anai no dazadiem skidumiem.

Asins seruma komponenti (parsvara albumins), ka ar1 FS, ko plasi izmanto $tinu kultivéSanai,
butiski inhib& alfavirusu infekciju. Tap€c Stinu infekciju ar alfavirusiem veic bez seruma
klatbtitnes. Diemzgl vairakas Stinu kultiiras nespg€j izturét bezseruma kultivésanas apstak]us, kas
ierobezo alfavirusu pielietoSanu in vitro. Turklat asins seruma komponenti samazina alfavirusu
génu piegades efektivitati in vivo. Saja darba més izpétijam MNPs potencialu paaugstinat SFV

transdukcijas sp&jas FS klatbiitn€ cetras Stinu kultiiras:

TS/A un 4T1 — pelu kriits véza karcinomas $tinu Iinijas, ko plasi pielieto in vivo pelu
eksperimentos, jo tas ir atri augoSas, agresivas, metastazgjoSas kultiiras, kas labi parada
luminalu histologisku morfologiju un audzg€ja hiperaktivaciju. Imiinhistokimiska krasosana ir
paradijusi, ka §Tm $tinu kultiram piemit augsts proliferacijas Iimenis un tas ir loti lidzigas
cilvéka audzgjiem. Tapéec §ts kultiras ir labi pielietojamas prekliniskajos kriits véza karcinomas

pétijumos.

4T1 audzgja Stinu augSana un metastatiska izplatiba BALB/c pelés loti lidzinas cilvéka kriits
vézim. Sis audzgjs ir dzivnieka modelis, kas atbilst IV stadijas cilvéka krits vézim. 4T1
inducétos audz&jus var izmantot gan ka pécoperacijas modeli, gan ari ka nekirurgisku modeli,

jo 4T1 izraisitais audz€js spontani metastaz€ abos modelos ar lidzigu kinétiku [57, 58].

B16 ir pelu audz&ju Stnu linija, ko izmanto pétijumiem cilvéka adas véza modeleSanai. B16
Stinas ir noderigs modelis metastazu un cieta audz&ja veidoSanas pétiSanai, un tas ir viens no

pirmajiem efektivajiem pelu instrumentiem metastazu petjjumos.

B16 Stnas ir iegiitas no melaninu razojo$am peles epit€lija Stinam, un tas ir viegli izsekot in
vivo péc transplantacijas. To metastazu izplatiba no adas 1idz plausam, aknam un liesai padara

B16 Siinas par noderigu un paredzamu instrumentu metastatisko celu izpétei [58].

B16 ir galvenais pelu modelis melanomas pétijumos, kas pasSlaik ir labi izpétits, bet nezinamu

iemeslu del ta infekcija ar alfavirusiem nav efektiva. Tapéc ir nepiecieSams parbaudit MNPs
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sp&ju pastiprinat virusa iedarbibu un palielinat ta efektivitati gadijumos, kad $tinas nav viegli
inficgjamas ar alfavirusiem.
Huh-7 ir cilvéka aknu $tGnu Iija (hepatokarcinoma). Ta ir labi diferencéta karcinomas Stinu
linija, kas izol€ta no aknu audzgja hepatocitiem 1982. gada. Huh-7 linija tiek plasi izmantota C
hepatita virusa pétijumos [60]. To izmanto dazadu izcelsmes variantu hepatoprotektoru izpétei,
pieméram, regeneréjoSas un augoSas aknas biologiskajai kombinacijai [61]. Viena no
butiskakajam Tpatnibam, kas §1s Stinas atSkir no parejam, ir tas, ka Huh-7 cilvéka $tinu Iinija ir
jutiga pret FS klatbutni, kas nozimée, ka §is Siinas atri iet boja, ja to kultivéSanas barotnei

neizmanto FS.

Visas §1s stinu kultiiras, to Tpasibas un atskiribas tika salidzinatas un izpétitas Saja darba, mainot

Sunu kultivésanas vidi.

Magnetiskas nanodalinas

Nanodalinu magnétiskas ipasibas nosaka daudzi faktori: kimiskais sastavs, kristala rezga veids,
dalinu izmérs (lielums) un forma, morfologija (dalinam ar sarezgitu struktiiru), dalinu
mijiedarbiba ar apkart€jo matricu un blakus esoSajam dalinam. Mainot nanodalinu lielumu,
formu, sastavu un struktiiru noteiktas robezas, ir iesp&jams kontrolét to magnétiskas 1pasibas.
Tomer ne vienmér ir iesp&jams kontrol&t visus Sos faktorus aptuveni vienada izméra un kimiska

sastava nanodalinu sintézei, tapec lidzigu nanomaterialu TpaSibas var ievérojami atskirties.
Darba tika izmantotas tris veidu komerciali pieejamas MNPs:

e Fluid-Mag Amine
e Fluid-Mag Chitosan
e Fluid-Mag CMX (Carboxymethyl-dextran)

MNPs kimiskas un fizikalas ipasibas ir noraditas 3./.tabula:
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3.1.tabula.

Magnétisko nanodalinu 1pasibas

Table 3.1.
Properties of magnetic nanoparticles
Nosaukums Izmeérs Ladin$ | Virsmas parklajums
Fluid-Mag Amine 50 nm + Aminosilans
Fluid-Mag Chitosan 50 nm + Polisaharids ir lineari sadalits B-(1-4)

savienojums ar D-glikozaminu un N-

acetil-D-glikozaminu

Fluid-Mag CMX | 50nm - Karboksimetildekstrans, natrijs
(Carboxymethyl-

dextran)

3.2.Transdukcijas analize, izmantojot fluorescences mikroskopiju

Magnétiska transdukcija ir tikusi veiksmigi izmantota, lai uzlabotu Stnu transdukciju un
transge€na ekspresiju in vitro ar vairakiem virusu vektoriem, ieskaitot adenovirusus [20, 21, 24,
25,26, 27, 28]. Saja darba pirmo reizi, kombingjot rekombinanto SFV ar dazadu veidu pozitivi
ladeétam MNPs, tika panakta efektiva véza Stinu transdukcija ar SFV vektoru magnétiska lauka

ietekme.

SFV infekcijas efektivitate, ko stimule MNPs, un uzlabota Stinu transdukcija FS klatbtitné
veicina MNPs/virusu kompleksu turpmako izmantoSanu in vivo. Vairaki petijumi ir uzradijusi
panakumus magnétiski vadita MNPs/virusu kompleksu piegade in vivo [52, 53], un §is petijums
var kalpot ka pamats turpmakiem pétijjumiem par potencialo MNPs/SFV piegadi in vivo,
pielietojot magnétiska lauka speku. ST varétu biit daudzsolosa stratégija, lai uzlabotu SFV

vakcinu drosibu un efektivitati prekliniskajos un kliniskajos pielietojumos.

Stinu transdukcijas efektivitate tika noteikta ar mikroskopijas analizi un pliismas citometriju.

Transgena ekspresijas Iimenis tika analizets, izmantojot imunofermentalo analizi.
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1.Fluid-
Mag
Amine

magn.d.

TS/A §tinu Iinija 4T1 §tnu linija Huh-7 §tinu linija B-16 §tinu Iinija

2 .Fluid-
Mag
Chitosun

magn.d.

3.Fluid-
Mag
CMX

magn.d.

Negativa

kontrole

Pozitiva

kontrole

3.1.att. Transdukcijas efektivitates noteikSana TS/A, 4T1, Huh-7 un B16 §tinu linijas ar dazada
veida magnéetiskam nanodalipam (Fluid-Mag Amine, Fluid-Mag Chitosan, Fluid-Mag CMX),
izmantojot fluorescences mikroskopijas analizi. Stinu infekcija standarta apstaklos bez fetala seruma
klatbutnes un magnétiskajam nanodalinam kalpo ka pozitiva kontrole, bet infekcija fetala seruma
klatbiitneé un bez nanodalinam - ka negativa kontrole. Sarkanais krasojums norada uz DS-Red proteina

(sarkanais fluorescences proteins) ekspresiju Stinas, kuras tika inficétas ar SFV1/DS-Red vektoru.
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Figure 3.1. Determination of transduction efficiency in TS/A, 4T1, Huh-7 and B16 cell lines with
different types of magnetic nanoparticles (Fluid-Mag Amine, Fluid-Mag Chitosan, Fluid-Mag
CMX) using fluorescence microscopy analysis. Cell infection under standard conditions without the
presence of fetal serum and magnetic nanoparticles serves as a positive control, but cell infection in the
presence of fetal serum but without nanoparticles - as a negative control. The red staining indicates the

expression of DS-Red protein (red fluorescence protein) in the cells infected with SFV1/DS-Red vector.

Lai noteiktu, kuras $iinas vislabak ekspresé SFV/Red virusu un kura veida MNPs ir efektivakas,
tika veikta TS/A, 4T1, Huh-7 un B16 $tnu kultiru infekcija, izmantojot Fluid-Mag Amin,
Fluid-Mag Chitosan un Fluid-Mag CMX magnétiskas nanodalinas. Ka negativa kontrole tika
izmantotas Sunas, kas kultivétas tados paSos apstak]os, bet bez MNPs un ar vai bez virusa
pievienoSanas. Ka pozitiva kontrole tika izmantotas Siinas, kas audz&tas barotné bez seruma,

aizstajot standarta barotni ar PBS++, un bez MNPs pievienoSanas.

Fluorescences mikroskopija labi paradija, ka Stnu transdukcija ir veiksmiga, izmantojot
pozitivi ladétas Fluid-Mag Amin un Fluid-Mag Chitosan MNPs, un vislabak ta izpauzas TS/A

un Huh-7 $unu kultaras.

4T1 un B16 stnu linijas uzradija loti vaju fluorescenci. Parsteidzosi bija tas, ka 4T1 §tnu linija
bija noverojama loti vaji izteikta fluorescence, jo literatiras dati liecina, ka $Tm S$Gnam ir
raksturiga augsta SFV infic€Sanas sp&ja [42]. Tacu pétijumi liecina, ka rekSFV virusam ir 4T1
audzgju tropisms, jo pelém ar 4T1 audz&jiem tika pieradita zema virusa organu infic€Sanas
efektivitate, salidzinot ar augstu transgéna ekspresiju audzgjos.

Negativi ladetas Fluid-Mag CMX MNPs neuzlaboja transdukciju nevienai §tnu kultiirai, un

rezultati ir loti 11dzigi negativajai kontrolei.

Ta ka mikroskopijas rezultati médz biit neprecizi, tad nedrikst balstities tikai uz tiem. Tapéc

tika veikta ar1 plismas citometrijas analize, lai iegiitu skaitliskus datus.
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3.3. Siinu transdukcijas efektivitites noteik$ana ar pliismas citometriju

Inficétas Stunas tika savaktas 24 h péc transdukcijas, un Ds-Red proteina fluorescence tika

noteikta, izmantojot FACSAria II plismas citometru.

Neinficetas Stnas bez MNPs tika izmantotas ka negativa kontrole. Ka pozitiva kontrole tika

izmantotas infic€tas Siinas, bet bez MNPs, kas kultivétas standarta apstaklos bez FS. Tika

pielietota arT parasta kontrole ar Siinam, kuram nekas netika pievienots.

FACS rezultati ir paraditi 3.2, 3.3, 3.4 un 3.5 tabulas, kas atbilst katrai p&tamajai Stinu linijai.

3.2.tabula.
FACS rezultati TS/A §iinu Iinijai

Table 3.2.
FACS results for TS/A cell line

Apraksts

FACS bildes

1. Fluid-Mag Amine magn.d. TS/A Stnas.
Stinas tika inficétas ar Fluid-Mag Amine un
pSFV1/DS-Red virusu kompleksiem fetala

seruma klatbutne.

2. Fluid-Mag Chitosan magn.d. TS/A Siinas.
Stinas tika inficétas ar Fluid-Mag Chitosan un
pSFV1/DS-Red virusu kompleksiem fetala

seruma klatbutne.
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3. Fluid-Mag CMX magn.d. TS/A $iinas.
Stinas tika inficétas ar Fluid-Mag CMX un
pSFV1/DS-Red virusu kompleksiem fetala

ssruma klatbuitne.

4. Negativa kontrole TS/A §iinas. Siinas tika
inficétas ar pSFV1/DS-Red virusu fetala
seruma klatbiitngé, bet magnétiskas dalinas

netika pievienotas.

5. Pozitiva kontrole TS/A §unas. Stnas tika
inficétas ar pSFV1/DS-Red virusu PBS++
standarta apstaklos bez fetala seruma, un

magnétiskas dalinas netika pievienotas.

6. TS/A §tinu kontrole. Siinas bez virusa un

magnétisko dalinu pievienoSanas.

rrrrrrr

ik

Count
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3.3.tabula.
FACS rezultati 4T1 Siinu linijai

Table 3.3.
FACS results for TS/A cell line

Apraksts FACS bildes
1. Fluid-Mag Amine magn.d. 4T1 Stnas. FACSDIva Varsion 6.1.3
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3.4.tabula.

FACS rezultati Huh-7 $tinu linijai

Table 3.4.

FACS results for Huh-7 cell line
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3.5.tabula.

FACS rezultati B16 Siinu linijai

Table 3.5.
FACS results for B16 cell line
Apraksts FACS bildes
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3.6.tabula.

MNPs/virusa kompleksu veido$ana un $iinu transdukcijas FACS analize

Table 3.6.
Generation of MNPs/virus complexes and FACS analysis of cell transduction
Parauga nosaukums RFP (+) pozitivo Stuinu skaits 24 h péc
transdukcijas, (%)

TS/A 4T1 Huh-7 B16
Kontrole 0,0 0,0 0,0 0,0
Negativa kontrole (ar 1,2 0,2 12,1 0,0
virusu fetala seruma
klatbutné, bez
magnétiskam dalinam)
Pozitiva kontrole (ar 21,0 438 64,0 3,6
virusu, bez fetala seruma
un magnétiskam dalinam)
1. Fluid-Mag Amine (ar 9.0 0,6 32,4 2,6
virusu fetala seruma
klatbiitn€, ar magné&tiskam
dalinam)
2. Fluid-Mag Chitosan 14,2 1,1 331 7,4
(ar virusu fetala seruma
klatbiitn€, ar magnétiskam
dalinam)
3. Fluid-Mag CMX (ar 1,6 0,2 15,6 0,1
virusu fetala seruma
klatbiitn€, ar magnétiskam
dalinam)

Parbaudot tris dazadu veidu MNPs ietekmi uz vairakam Stinu Iinijam, tika atklats, ka Fluid-
Mag Amine un Fluid-Mag Chitosan pastiprina SFV virusa iedarbibu TS/A un Huh-7 §iinas,

salidzinot ar Fluid-Mag CMX, kas neradija butisku ietekmi un tikai minimali at8kiras no
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negativas kontroles (3.6. tabula). Plusmas citometrijas rezultati sakrit ar fluorescences

mikroskopijas datiem 3.1. attela.

P&c literaturas datiem Fluid-Mag Amine un Fluid-Mag Chitosan paaugstina infekciju, bet
Fluid-Mag CMX neuzlabo virusa efektivitati. Negativajai kontrolei nevajadz&tu parsniegt 3%,
bet miisu gadijuma Huh-7 negativa kontrole uzradija 12,1% RFP+. Tacu ar1 Fluid-Mag CMX

nanodalinas paaugstindja rezultatu, kas ir vienads ar 15,6% un ir tuvu negativajai kontrolei.

FACS dati parada, ka pozitiva kontrole Huh-7 §tinu linija ir 64%, Amine - 32,4% un Chitosan
- 33,1%, kas ir divreiz vairak, neka negativa kontrole un Fluid-Mag CMX. legiitie rezultati lauj
izvirzit teoriju, ka Chitosan un Amine MNPs uzlabo §tinu transdukcijas efektivitati. Bet, lai

pieraditu So hipotézi, eksperiments tika veikts atkartoti.

4T1 sunas bija noverojams Joti minimals transdukcijas efektivitates pieaugums, izmantojot

Amine (0,6%) un Chitosan (1,1%) MNPs.

TS/A un B16 Sunu linijas uzradija lidzigus rezultatus, jo abos gadijumos Chitosan MNPs
demonstréja vislabako efektivitati, bet Amine MNPs paradija minimalu transdukcijas
uzlabojumu. Fluid-Mag CMX MNPs neuzradija nekadu efektu, un to rezultati sakrita ar

negativo kontroli.

Transdukcijas efektivitates paaugstinasanas eksperimenta atkartojums.

Atkartojot eksperimentu, tika izmantotas visas Cetras augstak minétas Stnu kultiiras un divi
MNPs veidi, kas uzradija lielako efektivitati iepriekS€jas parbaude€s. Lai labak izsekotu §tinu
infekcijai un virusa infekcijas pastiprinaSanai, tika veikta ar standarta $tinu infekcija ar virusu.
Viss eksperiments tika veikts divkarS$a atkartojuma, lai iegilitu precizakus rezultatus un

nepielautu kltdas.

Papildus tika pielietotas divu veidu negativas kontroles - ar un bez MNPs, lai novérotu

nanodalinu ietekmi uz citometrijas rezultatiem.

Viena veida negativajai kontrolei tika izmantotas Stinas, kam netika pievienots virus, bet tikai
attiecigas MNPs, un otra veida negativajai kontrolei netika pievienots nekas — ne virus, ne
MNPs. Sis abas negativas kontroles tika ieklautas tadél, ka iepriek$ja eksperimenta gaita tika
atklats, ka viena tipa MNPs, iesp&jams, izraisa autofluorescenci. Ta ka MNPs autofluorescence
trauc€ pliismas citometrijas analizei, magnétiskas dalinas tika parbauditas atseviski, krasojot

Stinas tikai ar dalinam, bez virusa RFP ekspresijas. legiiti rezultati ir paraditi 3.7. tabula.
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3.7.tabula.

MNPs/virusa kompleksu veidoSana un atkartota Siinu transdukcijas FACS analize

Table 3.7.

Generation of MNPs/virus complexes and repeated FACS analysis of transduced cells

Parauga nosaukums RFP (+) pozitivo Stinu skaits 24 h péc transdukcijas,
(o)
TS/A 4T1 Huh-7 B16
Magnétisko dalinu kontrole 14,4 6.6 30,2 0,0
(amine)/ (amine)/ (amine)/ amine/
12,2 9,2 29,0 0,7
(chtosan) (chitosan) | (chitosan) (chitosan)
Negativa  kontrole  (viruss 1,1/2,1 3,9/4,9 11,1 0,0
fetala seruma klatbutng, bez
magnétiskam dalinam)
1. Fluid-Mag Amine 23,5/25,6 20,9/18,5 46,4 1,2
(viruss fetala seruma
klatbiitng, ar magnétiskam
dalinam)
2. Fluid-Mag Chitosan 40,3/38,3 22,3/23,4 45,4 1,5
(viruss fetala seruma
klatbutné, ar magnétiskam
dalinam)
Pozitiva kontrole (tikai viruss, 16,2 4.6 67,0 0,7
bez magnétiskam dalinam un
fetala seruma)

Atkartojot eksperimentu, iegitie rezultati atS$kiras no iepriek$&jas parbaudes. lespgjams, ka
ieprieks€ja reizé Huh-7 Stinu Iinijai MNPs bija nestabilas un tapéc augsta fluorescence tika
novérota ari negativas kontroles un Fluid-Mag CXM MNPs paraugiem. Saja reizé tika

izmantotas jaunas piegades partijas MNPs.
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Jauniegiitie plismas citometrijas dati demonstr&ja, ka Huh-7 Stinas Chitosan un Amine MNPs
pielietojums rada lielu autofluorescenci: 30,2% (amine) un 29,0% (chitosan). Pievienojot Huh-
7 sinam MNPs/virusa kompleksu, fluorescence pastiprinas (46,4% Fluid-Mag Amine un 45,4%
Fluid-Mag Chitosan), kas norada uz RFP proteina ekspresiju. Rezultati apstiprinaja, ka Fluid-
Mag Chitosan un Fluid-Mag Amine MNPs pastiprina virusa infekciju.

B-16 Stnas uzradija zemus rezultatus, bet ir janem veéra fakts, ka FACS analizei tika izmantots
neliels skaits §tinu, jo virusa ietekme izradijas loti toksiska B-16 Stinam. Paréjam Stnu kulturam
Sada reakcija netika noverota, lai gan tika izmantoti identiski augSanas un infekcijas apstakl]i.
Tas paradija, ka SFV viruss izraisa parak lielu toksisku efektu B-16 Stnas un paklauj tas

apoptozei [39].

Stinu apoptoze notiek 1-2 dienu laika, tapéc janem véra tas, ka $linas noris citopatiskais efekts
pé&c stinu kulttras inficeSanas ar virusu. Ar14T1 $tnas bija paklautas apoptozei, par ko liecinaja
strauja $tinu daudzuma samazinasanas. Literatiras dati rada, ka rekombinantam alfavirusam
medz bit citopatiskais efekts. Stinas apoptozi inducé kaspazes proteinu aktivacija SFV
replikacijas procesa [39]. Interesanti, ka $aja eksperimenta 4T1 Sunas relativi labi inficgjas ar
SFV/DS-Red virusu, kas var€tu bit saistits ar ieprick§€jo MNPs nestabilitati, jo no jauna

iegadatas MNPs uzradija pozitivus rezultatus.

Visam izveletajam Stnu kultiram ir atSkirigas gan augSanas, gan biokimiskas Tpasibas.
Piem@ram, savu lomu nospélgja tas, ka tam ir atSkirigas membranas, kas pastiprinaja TS/A un
Huh-7 §tinu autofluorescenci, ko izraisija Chitosan MNPs, kas veido efektivu suspensiju un spgj

ieklauties Stinu membrana, iekrasojot Siinas.

Tomer tas paSas Fluid-Mag Chitosan un Fluid-Mag Amine MNPs nerada tik lielu
autofluorescenci 4T1 un B16 §tinas. 4T1 Stnas kopa ar MNPs neveido tik efektivu suspensiju,

jo §s Siinas griitak saistas ar nanodalinam, salidzinot, pieméram, ar TS/A §tnam.

Visas veéza Sunu Iinijas tika noverota pastiprinata géna ekspresija un Stnu transdukcija, bet
visefektivaka tika noveérota TS/A un Huh-7 Stinu linijas. legttie rezultati pieradija, ka in vitro
eksperimentos SFV TNF-alfa virusi kopa ar MNPs var efektivi ietekmét transdukcijas
pastiprinasanos un piegadat rekSFV génu. Tapat visas darba pétitas Stnu kultiiras var pielietot

virusa génu piegadei audzgju modelos.
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3.4. Citokina TNF-alfa ekspresijas un sekrécijas paaugstinasana, inficéjot véza Siinas ar

SFV/TNFalfa virusu un magnétisko nanodalinu kompleksiem

TNF-alfa ir potencials terapeitisks citokins. Lai paaugstinatu véza Siinu transdukciju ar TNF-
alfa kod€joso SFV virusu, tika pielietotas MNPs, kas uzradija efektivu transdukciju ieprieksgjos
eksperimentos. Tika izvéletas pelu TS/A un cilvéka Huh-7 S$iinas infekcijai ar atbilstoSo
SFV1/mTNFalfa (pelu TNF-alfa) un SFV1/hTNFalfa (cilveka TNF-alfa). Virusi tika pielietoti
komplekta ar Fluid-Mag Amine un Fluid-Mag Chitosan MNPs. SFV1/GFP vai SFV1/DS-Red

virusi tika izmantoti ka negativa kontrole.

Enzimu imunosorbcijas tests ELISA ir plasi pielietojama metode, kas lauj kvantitativi vai
kvalitativi noteiktu antigénu un antivielu klatbiitni kliniskajos un eksperimentalajos paraugos,
pamatojoties uz specifisku antigéna-antivielas reakciju. legiito kompleksu identifice,
izmantojot  kolorimetrisku reakciju. ELISA teorétiskais pamats balstas uz misdienu
iminktmiju un kimiskajiem enzimiem, zinaSanam par antig€nu-antivielu reakciju fizikali
kimiskajiem likumiem, ka ar7 analitiskas kimijas pamatprincipiem.

Saja darba tika izmantots gatavs komercialais peles un cilvéka TNF-alfa ELISA komplekts

saskana ar razotaja instrukciju.
No sakuma tika ieguta kalibracijas Iikne, izmantojot attiecigos TNF-alfa standarta

atSkaidijumus. Eksperiments tika veikts gan uz pelu TS/A §tinam, gan uz cilvéka Huh-7 $tinam.

legiitie rezultati ir atspoguloti 3.8. un 3.9. tabulas.
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3.8.tabula.
PeJu TNF-alfa (mTNFalfa) koncentracija péc Siinu infekcijas ar MNPs un SFV/mTNFalfa

virusu kompleksiem

Table 3.8.
Concentration of mouse TNF-alpha (mTNFalfa) after cell infection with MNPs and
SFV/mTNFalfa complexes

Peles TNF-alfa ar
mTNF-alfa (pg/mL)

magnéetiskam

Siinu barotné 24 h
nanodalinam (TS/A

péc infekcijas
siinas)

mTNFalfa viruss ar Fluid-

_ 147,25
Mag Amine 1:100
mTNFalfa viruss ar Fluid-

. 138,25
Mag Chitosan 1:100
mTNFalfa  viruss bez

39,50

MNPs 1:100
Negativa kontrole
(Stnas infic€tas ar 0,00

pSFV/GFP)

ELISA testa veiktajos merijjumos tika pielietots viruss ar atSkaidijumu 1:100, un visaugstaka
mTNFalfa koncentracija tika noveérota pelu TS/A §tnas, izmantojot Amine MNPs (147,25
pg/mL). Chitosan MNPs uzradija nedaudz zemaku, tacu tapat ievérojamu, rezultatu (138,25

pg/mL). Ka negativa kontrole tika izmantotas neinfic€tas Siinas.

Tika iegiita kalibracijas likne ar vienadojumu: y = 0,0007x + 0,1911. Balstoties uz to, tika

1zrékinata alfavirusa koncentracija.
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3.9. tabula.
Cilveka TNF-alfa (hnTNFalfa) koncentracija péc $Siinu infekcijas ar MNPs un SFV/hTNFalfa

virusu kompleksiem

Table 3.9.
Concentration of human TNF-alpha (hTNFalfa) after cell infection with MNPs and
SFV/hTNFalfa complexes

Cilveka TNF-alfa ar

magnetiskam CilvekaTNF-alfa
nanodalinam (Huh-7 | (pg/mL)
siinas)
hTNFalfa viruss ar Fluid-

. 812,83
Mag Amine 1:50
hTNFalfa viruss ar Fluid-

‘ 786,26
Mag Chitosan 1:50
hTNFalfa viruss bez MNPs

225,40

1:50
Negativa kontrole
(Stnas inficétas ar 0,00

pSFV/GFP)

Huh-7 Siinas cilvéka TNF-alfa virusa koncentracijas noteikS$anai tika izmantots viruss ar

atSkaidijumu 1:50.

Gan pelu Siinu linija (TS/A), gan cilvéka Siinu linija (Huh-7) tika detekt@ta vienada sakariba -
Mag-Fluid Amine MNPs visefektivak uzlabo virusa infekciju TS/A (147,25 pg/mL) un Huh-7
(812,83 pg/mL) §unas un atbilstosa citokina TNF-alfa sekréciju. Fluid-Mag Chitosan MNPs ar1
uzlabo infekcijas efektivitati, bet nedaudz vajaka liment: TS/A - 138,25 pg/mL un Huh-7 -
786,26 pg/mL. Kopuma TNF-alfa sekrécija paaugstinajas, inficgjot Siinas ar SFV/TNF un
MNPs kompleksiem, salidzinot ar vienkarSu SFV/TNF infekciju bez MNPs: pelu §iinas - 39,50
pg/mL un cilveka Stinas - 225,40 pg/mL.

legiitie rezultati paradija, ka gan Fluid-Mag Amine, gan Fluid-Mag Chitosan MNPs var biit
vienlidz labi izmantojamas virusa infekcijas efektivitates uzlaboSanai un terapeitisko citokinu

sekrécijas paaugstinasanai.
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3.5. Virusa koncentrésana ar magnétiskam nanodalinam

Infekcija ar SFV1/DS-Red virusu péc virusa magnétiskas izgulsnéSanas

Lai parbauditu virusu koncentréSanas iespgjas, pielietojot MNPs, tika izmantotas divas 12 ailu
plates ar BHK $tinam (90% konfluence). SFV1/DS-Red virusa magnétiska izgulsnésana tika
veikta 1,5 ml plastmasas stobrinos dazadas vidés: DMEM (bez FS), NaCl (500 mM), BHK
barotne (bez FS) un PBS, kur tika pievienots SFV1/DS-Red viruss un atbilsto§as MNPs (Fluid-
Mag Amine un Fluid-Mag Chitosan). Lai izgulsn€tu virusa un MNPs kompleksus, tika
izmantots magnétiskais stativs (Magnetic rack), ar kura palidzibu kompleksi tika atdaliti no
supernatanta (3.2. att). Kompleksi tika resuspendé@ti atbilstosa vidé tada pasa apjoma, ka
supernatanti. Kad visi kompleksi un supernatanti tika sagatavoti, tie tika pievienoti Sinam, un

tika veikta $tinu infekciju, ka aprakstits metodes.

Negativa kontrole - Stinas tika kultivétas tados paSos apstaklos, bet bez MNPs un virusa
pievienosanas.
Pozitiva kontrole: siinam tiek pievienots viruss PBS++ §kiduma standarta infekcijas apstaklos

bez MNPs.
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3.2.att. Virusa magnétiskas izgulsnésanas eksperimenta shéma (sk. tekstu)

Figure 3.2. Experimental scheme of virus capturing (see text)

Ta ka BHK $iinu kultiira uzrada visefektivakos rezultatus génu ekspresija, ta tika izveléta ka
pozitiva kontrole. Salidzinot ar BHK §tinu liniju, génu ekspresija audz&ju $iinu I1nijas ir zemaka.
Tas parada, ka virusa infekcijas efektivitate ir atkariga no izmantotas Stinu kulttiras. Visaugstaka
génu ekspresija tika sasniegta Huh-7 un TS/A §tinas. Tacu ar1 pargjas pétamajas véza Stinu
linijas tika konstateta géna ekspresija, kas nozimée, ka visas §1s §tinu linijas ir iesp&jams izmantot

ka audz&ju modelus in vivo eksperimentos.

Mikroskopijas rezultati:
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BHK S$iinu Iinija + Fluid-Mag | BHK Siinu Iinija + Fluid-Mag
Chitosan magnéetiskas dalinas | Amine magnetiskas dalinas
dazados Skidumos dazados Skidumos

a) kompleksu A)

precipitats kompleksu

DMEM skid. precipitats

ar Fluid-Mag DMEM skid.

Chitosan ar Fluid-Mag
Amine

b) DMEM B) DMEM

skid. skid.

supernatants supernatants

pec Fluid-Mag péc Fluid-

Chitosan Mag Amine

izgulsnéSanas izgulsnéSanas

¢) kompleksu O

precipitats kompleksu

NaCl skid. ar precipitats

Fluid-Mag NaCl skid. ar

Chitosan Fluid-Mag
Amine

d) NaCl skid. D) NaCl skid.

supernatants supernatants

péc Fluid-Mag péc Fluid-

Chitosan Mag Amine

izgulsnéSanas izgulsnéSanas

e) kompleksu E)

precipitats kompleksu

BHK skid. ar precipitats

Fluid-Mag BHK skid. ar

Chitosan Fluid-Mag
Amine
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f) BHK skid.
supernatants
péc Fluid-
MAg Chitosan

izgulsnéSanas

g) kompleksu
precipitats
PBS skid. ar
Fluid-Mag
Chitosan

h) PBS skid.
supernatants
péc Fluid-Mag
Chitosan

1zgulsnéSanas

i) BHK Siinas
ar Chitosan
magn.dal. bez
virusa
klatbiitnes
(negativa

kontrole)

j) BHK Sunas
ar Chitosan
magn.dal. un
SFV virusu
(pozitiva
kontrole), bez

izgulsnéSanas

F) BHK
skid.
supernatants
péc Fluid-
Mag Amine

izgulsnéSanas

G) Stunu
infekcija
DMEM
barotné (bez

FS)

H) Sanu
infekcija

NaCl $kid.

I) BHK §tinu
infekcija ar
SFV virusu

BHK kid.

J) BHK
infekcija ar
SFV virusu

PBS skid.
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Ieprieksgjos Siinu transdukcijas eksperimentos tika parbauditi tris MNPs veidi, un péc iegtitiem
rezultatiem tika izvéletas visefektivakas MNPs — Fluid-Mag Chitosan un Fluid-Mag Amine
nanodalinas. Turpmakajos virusa koncentréSanas eksperimentos tika izmantotas tikai §is. Abu
veidu MNPs tika salidzinatas sava starpa, izmantojot BHK S§iinas, un ka vienas, ta otras uzradija

pozitivu efektu, izmantojot dazadas vides (DMEM, NaCl, PBS, BHK barotni).

Iedarbiba Stinu kultiira tika salidzinata, izmantojot gan MNPs/virusu kompleksus, gan
supernatantus attiecigajos Skidumos. Fluid-Mag Chitosan MNPs uzradija visaugstako efektu
NaCl skiduma, bet Fluid-Mag Amino MNPs pastiprinaja efektivitati gan NaCl skiduma, gan
DMEM.

5% BHK barotne tika izvéleta ka pozitiva kontrole, un rezultati loti skaidri atspoguloja, ka BHK
vide ir visatbilstoSaka ekspresijas nodroSinasanai. PBS $kiduma ar Chitosan MNPs ekspresija
bija loti labi noveérojama, bet tika detekteta Stinu agregacija, jo bija sacies apoptozes process.

Lidz ar to, zimantojot supernatantu, ekspresija bija krietni zemaka.

FACS rezultatu apkopojums:

Inficétas Stnas tika analizétas ar FACS metodi. Nemot véra, ka iepriek§ Fluid-Mag Chitosan
MNPs uzradija lielu autofluorescenci, pliismas citometrija tika pielietota tikai Fluid-Mag
Amine MNPs paraugiem (3.10. tab).

Ka negativa kontrole tika izmantotas BHK S§tnas, kam tika pievienotas tikai MNPs. Bet par
pozitivo kontroli kalpoja Stinas, kas tika inficétas ar SVF virusu un kam tika pievienotas Fluid-

Mag Amine MNPs.
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3.10.tabula.
Fluid-Mag Amine MNPs un SFV/DS-Red virusa kompleksu magnétiskas izgulsnésanas FACS

rezultati
Table 3.10.
FACS results of magnetic precipitation of the Fluid-Mag Amine MNPs and SFV/DS-Red virus
complexes
Parauga nosaukums RFP (+), (%)
Negativa kontrole 0,0
Pozitiva  kontrole  (Fluid-Mag | 68,3
Amine un SFV/DS-Red, bez
izgulsnéSanas)
1.DMEM + Fluid-Mag Amine 6,7
2.DMEM + supernatants 0,2
3.NaCl + Fluid-Mag Amine 74,9
4 NaCl + supernatants 1,2
5.BHK + Fluid-Mag Amine 67,7
6.BHK + supernatants 3,1
7.PBS -/- + Fluid-Mag Amine 8,7
7.PBS -/- + supernatants 0,1

Salidzinot iegiitos rezultatus no eksperimenta, kura tika izmantotas dazadas vides un BHK
Stnas, kuras inficétas ar SFV/Red virusu, var redzet, ka MNPs vairakkart pastiprina infekciju,
salidzinot ar Stinam, kuras tika vienkarsi infictas ar SFV/-Red virusu.

BHK standarta barotne (bez FS) uzradija labu rezultatu ka optimalaka BHK S$iinu kultivéSanas

barotne.

Kopuma §ie rezultati parada, ka magnétiskajam laukam ir iz8kiro$a nozime, laujot uzlabot Stinu
transdukciju ar SFV-MNPs kompleksiem vairakas reizes, salidzinot ar transdukciju bez
magnétiska lauka ietekmes. Stnu transdukcijas efektivitati ar MNPs/SFV kompleksiem
dazados vides apstaklos, iesp&jams, ir ietekm&uSas MNPs, kas vairakkart pastiprina
magnétisko lauku. Lai spetu izverteét magnétisko iedarbibu, inficgjot ar SFV dazados Skidumos,
tika parbaudita viena paSa virusa iedarbiba dazados Skidumos. Visos €etros gadijumos (DMEM,

NaCl, BHK barotne un PBS) virusa ekspresija bija loti augsta (3.11. tab).
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3.11.tabula.

Ar SFYV inficétas BHK §tinas dazadas vidés bez magnétiskam dalinam

Table 3.11.
BHK cells infected with SFV in different media without magnetic particles

Parauga nosaukums RFP (+), (%)
Negativa kontrole (BHK S$iinas) 0,00
Pozitiva  kontrole  (standarta 90,9

infekcija PBS++ skiduma)

1.DMEM + SFV/-Red virus 89,6
2.NaCl + SFV/-Red virus 49,6
3.BHK bar.+ SFV/-Red virus 93,9
4 PBS -/- + SFV/-Red virus 90,5

Nanodalinu magnétiska iedarbiba lauj atri koncentrét virusu dalinas ar minimali bistamu
apstradi, lai panaktu augstu virusu uztverSanas un regeneracijas Itmeni. Magnétiska lauka
izmantoSana ir vienkarSa, atra un viegli lietojama, ka ar1 lauj izvairities no laikietilpigas

ultracentrifugésanas un hromatografijas virusu koncentréSanas panémieniem [50] .

Kadas pielietojuma iesp&jas ir ar magnétiskam dalipdm koncentrétam virusam? P&c
magnétiskas koncentracijas virusus var izmantot vairakiem testiem un pétfjumiem. Sadi
sakoncentrétus virusus var tiesi izmantot in vitro un in vivo infekcijam. ST metode lauj
koncentrét virusa devu, paatrinot §tinu transdukcijas procesu un Stinu infekciju ar génu piegadi.
Turklat virusu infekcijas efektivitate ir ievérojami palielinata un ari Stinu adsorbcija/infekcija
var tikt uzlabota. Ir iesp&jams veikt arT merktiecigu/ierobezotu transdukciju konkréta apgabala
(magnétiska markeSana) [53] . Ir pieradits, ka daudzi pielietojumi ir pieméroti virusam, kas ir
koncentréts ar magné&tiskam dalinam [54] , pieméram, PCR, Western blot, ELISA, in vitro un

in vivo infekcijas utt.

Eluacijas buferi paraléli piedava iesp&ju atdalit virusu dalinas no magnétiskajam dalinam, un
tie ir pilnigi saderigi ar virusa dzivotsp&ju un $tnu biologiju. Koncentrétas virusu dalinas var
uzglabat glabaSanas buferi. Tada veida uzglabasanas apstaklos uzlabojas virusu stabilitate[52].
Glabasanas buferi ir specifiski adenovirusiem un retrovirusiem. ST darba ietvaros visas pétitas
vides tika atzitas par labiem buferSkidumiem. Visefektivakais bija DMEM ar Fluid-Mag Amine
un Fluid-Mag Chitosan MNPs, kam sekoja PBS ar Fluid-Mag Amine un Fluid-Mag Chitosan
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MNPs, un visbeidzot NaCl ar Fluid-Mag Amine un Fluid-Mag Chitosan MNPs. Kopuma

iegttie rezultati apliecindja, ka to izmantoSana ir atkariga no nepiecieSamjiem apstakliem.

Rezultati liecina, ka MNPs varétu but atrs un efektivs veids, ka izdalit, attirit un koncentrét SFV
dalinas ar magnétisko izgulsnéSanu. MNPs/virusu kompleksus var izgulsnét ar magnétiska
lauka palidzibu, pé€c tam mazgat un atkartoti resuspendét neliela tilpuma attiecigaja
buferskiduma, kas nodroSina ievérojamu koncentraciju un attirisanas atrumu. Rezultata MNPs

var izmantot augstu SFV titru razoSanai, tadgjadi laujot uzlabot $tinu transdukeciju.

Stinu transdukcija veicina MNPs/virusu kompleksu izmanto3anu ari in vivo apstak]os. Vairaki
petijumi ir uzradijusi panakumus magnétiski uzladéto MNPs/virusu kompleksu piegadg in vivo
[15,26,27,29], un $is darbs var kalpot ka pamats, lai attistitu SFV potencialu in vivo apstaklos,
izmantojot magnétisko speku. Sads mérktiecigais magnétisms biitu daudzsolosa stratégija, kas
lautu uzlabot SFV vektoru drosibu un efektivitati prekliniskajos un kliniskajos pielietojumos.
Turklat, MNPs ir iesp&jams detektet ar magnétiskas rezonanses (MR) palidzibu [34]. Tas layj
ieztmé&t virusu dalinas ar MNPs, dodot iesp&ju izsekot virusu lokalizaciju in vivo [23] ar MR.

Tas nozimé, ka MNPs un SFV vektoru kompleksus var izmantot terapija.

Nosléguma, pastiprinatu véZa Stnu transdukciju ar SFV/MNPs kompleksiem magnétiska lauka
ietekmé var@s izmantot nakotn€, pieméram, mérktieciga un uzlabota SFV génu terapija,
vienlaikus nosakot arstéSanu/vizualizaciju ar MR. SFV asociacija ar pozitivi ladétam MNPs var
but atrs un efektivs veids, ka izolét, attirit un koncentrét SFV dalinas ar MNPs neatkarigi no

vides.
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SECINAJUMI
1. Magnétiskas nanodalinas Fluid-Mag Amine un Fluid-Mag Chitosan butiski pastiprina

SFV1/DS-Red un SFV1/TNFalfa transdukciju TS/A un Huh-7 $iinas.

2. Negativi ladétas Fluid-Mag CMX magnétiskas nanodalinas neuzlabo SFV virusa

transdukciju $iinas.

3. Fluid-Mag Chitosan un Fluid-Mag Amine magnétiskam nanodalinpdm piemit

autofluoriscence, kas labi novérojama TS/A un Huh-7 Stinu kultiiras.
4. V1rusa koncentracijas palielinasanai visefektivak izmantot DMEM bufer§idumu, bet ar1 PBS

un NaCl skidumi uzrada augstas efektivitates virusa koncentracijas palielinaSanas spgjas,

pielietojot magneto-precipitaciju.
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