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Kopsavilkums

Darba tika parbauditas un novértétas zurkas TERT un RT-TERTin DNS imunogéno
konstrukciju pretaudz€ju protektivas ipaSibas pret ar luciferazi iezimétam 4T1 derivatu
adenokarcinomas Iiniju §inam pelu modeli.

Audzgju attistibas, atgriiSanas vai augSanas noveéroSana tika veikta imuniz&étiem
dzivniekiem ar in vivo bioluminiscences attélveidosanu. Iegutie in vivo bioluminiscences dati
liecina par ar RT-TERTin efektivaku dzivnieku aizsardzibu no audz&jiem neka ar pilna garuma
aktivo TERT.

Ar pliismas citometriju tika parbaudita pret TERT veérsto T-Stnas atbildes reakcija.
Darba parbauditie TERT DNS imunoggni spgj izrasit specifisko T-$tinas atbildi. Tika noteikts,
ka stimulacija ar TERT sekvencei atbilstosiem oligopeptidiem izraisa imunizéto dzivnieku Th
un CTL limfocTttu aktivaciju.

Dala no darba rezultatiem tika publicéta 2020. gada 18.junija Zurnala “Vaccines” raksta
ar nosaukumu “Telomerazes reversas transkriptazes doména ekspresija inducé litisko Siinu
reakciju ar DNS imuniz&étam pelém un ierobeZo peles adenokarcinomas 4T1 Stinu tumorigéno

un metastatisko potencialu”.

Atslegvardi: audzgjis, TERT, RT-TERT doméns, DNS vakcina, bioluminiscences

att€lveidoSana, pliismas citometrija



Summary

Object of this study is to check and evaluate rat TERT and RT-TERTin DNA
immunogenic construct’s protective properties against 4T1 derivates adenocarcinoma cell lines
marked with luciferase in mice.

Tumor growth, development and rejection observation was performed on immunized
mice using in vivo bioluminescence imaging. Obtained in vivo bioluminescence data shows
evidence of higher protective properties against tumor growth of RT-TERTIn, rather than full-
length active TERT.

T-cell response against TERT was studied using flow cytometry. Studied TERT DNA
immunogenes were able to evoke specific T-cell immune response. Study determined, that
stimulation with TERT sequence corresponding oligopeptides causes Th and CTL lymphocyte
activation in immunized mice.

Part of this study is published in “Vaccines” journal on June, 18, 2020. Article name:
“Expression of the Reverse Transcriptase Domain of Telomerase Reverse Transcriptase
Induces Lytic Cellular Response in DNA-Immunized Mice and Limits Tumorigenic and

Metastatic Potential of Murine Adenocarcinoma 4T1 Cells”

Keywords: tumor, TERT, RT-TERT domain, DNA vaccines, bioluminescence imaging,

flow cytometry



SATURS

APZIMEJUMU SARAKSTS ..ottt sssssssssssssssasaens 5
IEVADS ..ot b bbb 8
Darba METKIS: ....viveiiiiic e 8
Darba UZABVUMI: ..o 8
LITERATURAS APSKATS ..ottt sttt sssssssssesssesasnns 9
AUAZEa IMUNTETAPIIA 1..veveenvieireiieeie ettt r e nr e e 9
DINS VAKCINAS ...ttt ettt sneene s 10
Telomerazes apgriezta transkriptaze (TERT) ....cooovvviiiiiiiiiiieccc e 12
MATERIALI UN METODES ......oooiiiiiiiiiiiiriiisisisisisisisisisis st sssssssssssssssssssesssnns 14
IMALETIALT ... 14
PlazmIdas ........coiiiiiiiiiii i 14
STINAS cvvvvevverereereesee ettt b bbbttt s bbbttt s sttt 14
Laboratorijas dZIVNIEKi........cuviiieiiiiiieiiieiee e 15
IMETODES ... oottt 19
Plazm1du 1zdaliSana...........coooiiiiiii 19
Eikariotu $tinu kultliru KultiveSana...........ccccooiiiiiiiii e 21
ElEKrOPOTACIIA ...t 21
Bioluminiscences att€lveidoSana ...........ccovvvvieeriiiiic i 23
Pelu splenocTtu 1zol85ana ...........covviiiiiiiiii 25
PIUSMAS CILOMEIITIA ....eviveitieieeiiee bbb 26
PrOLOKOIS ... 27
Datu apstrade un analizZe ............ccooviiiiiiiiiiii e 30
REZULTAT ..ottt ettt et s s s s 31
Audzgju attistibas noveroSana imuniz&tos dzIvniekos.........cccecviiiiiiiiiiiiiiiiiicne 31
Specifiskas T-stinu imunatbildes noteiksana pret TERT epitopiem ...........c.cccvvreneee. 38
DISKUSIIA bbbt r et 46



SECINAJUMI

PATEICIBAS



PIENEMTIE SAISINAJUMI

APS — Antigénu prezentgjosas §inas

ASV — Amerikas Savienotas Valstis

BLI — Bioluminiscences att€lveidoSana
BMC — Biomedical Research and Study Centre
CTE — C-terminala doméns

CTL — Citotoksiskie T-limfociti

DNS — Dezoksiribonukleinskabe

DS — Dendritiskas $iinas

FDA — Food and Drug Administration

FSC — Frontala izkliede

GM-CSF — makrofagu koloniju stimul&josais faktors
HIV — Cilveka imtindeficita viruss

IFN-y— Gamma interferons

IL-2 — Interleikins 2

MHC — Galvenais audu saderibas komplekss
PVD- Partikas un Veterinarais Dienests
RNS — Ribonukleinskabe

RT — Apgrieztas transkriptazes doméns

SSC — Sanu izkliede

TAA — ar audz€ju saistits antigéns

TEN — Galvenais N-terminalo doméns
TERT — Telomerazes apgriezta transkriptaze

TERTp — Telomerazes apgrieztas transkriptazes promoters



Th — Lidzé&tajstunas, T-helperi
TNF-o — Audz&ju nekrozes faktors alfa
TRBD — Telomerazes RNS saistosais domens

USDA — United States Department of Agriculture



IEVADS

Veézis ir slimibu grupa, kurai ir raksturiga kada noteikta $tinu kopuma nekontroléjama
dalisana un augsana, kas nelabvéligi ietekme visu organismu. Pastav dazadi véza tipi, bet visiem
ir kopigs ka cilvéka imtina sist€ma nav sp&jiga parvarét audzeju stinu attistibu. Tomér ar papildu
stimulaciju, piem€ram, iminterapiju, ir iesp§ams stimulét imiinas sisteémas
aizsargmehanismus.

Dazadas strat€gijas tiek izmantotas lai stimul€tu imiino sistému iznicinat audzgju $iinas.
Viena no tam ir terapeitiskas pretvéza vakcinas izstradasana. Saja joma DNS vakcinam ir
vairakas priekSrocibas: izstrades vienkarSiba, zemas izmaksas, stabilitate, un drosiba. Paslaik
apstiprinatas DNS vakcinas cilveékiem neeksisteé, tomér dazas DNS vakcinas pielieto
veterinaraja.

Telomerazes apgriezta transkriptaze (TERT) ir perspektivs terapeitiskas pretvéza
vakcinas mérkis, jo ~ 90% cilvéku véza ir atkarigi no telomerazes klatbiitnes un aktivitates.
Sakara ar plaSu un selektivu ekspresiju véza $iinas, telomeraze tika uzskatita par pievilcigu un
gandriz universalu terapeitisku mérki pretvéza iminterapijai.

Darba meérkis: Novértet TERT un RT-TERTin DNS imunogéno konstrukciju
pretaudzg&ju protektivas Tpasibas.

Darba uzdevumi:

1. Izpétit zinatnisko literattiru par audz&u iminterapiju, DNS vakcinam, TERT
proteinu;

2. Noteikt dazadu Iiniju audz&ju $tnu attistibu peles ar in vivo bioluminiscences
att€lveidosanas metodi;

3. Salidzinat audzgju S$tnu attistibu ar TERT, RT-TERTin un pVax vektoru
Imunizetas peles;

4. Noteikt pret TERT vérsto T-Stnas atbildi, izmantojot plismas citometriju.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1 Audzéja imiinterapija

P&dgjos gados aktivi attistas audz&ju imiinterapija, kuras merkis ir kavet audzgju augsanu
un stimulét organisma pretaudz&ju imanreakciju. Véza iminterapija ir mainijusi véza arsté$anu:
§is terapijas mérkis ir uzlabot pretaudzgju imiinas atbildes reakcijas ar samazinatu iedarbibu uz
meérki neka kimijterapija un citi lidzekli, kas tiesi iznicina v&za Stinas (Rosenberg, 2014). Véza
imiinterapija lidzekli tiek izmantoti, lai aktivizétu imiinsist€ému vai pastiprinatu tas aktivaciju,
lai uzbruktu véza $tinam, izmantojot dabiskos mehanismus, no kuriem daudzi nestrada slimibas
progreséSanas laika (Savas et al.,, 2016). Pastav dazadi laundabigo jaunveidojumu
imiinterapijas veidi: aktiva un pasiva, specifiska un nespecifiska (Yuzhakova, Shirmanova,
Sergeeva, Zagaynova, & Lukyanov, 2016).

Pasiva nespecifiska imiinterapija ir adaptiva Siinu terapija, kuras pamata ir efektoru Stinu
aktiviz€Sana arpus organisma un to turpmaka ievadiSana pacienta kermeni. Pasivo specifisko
iminterapiju veic ievadot organisma specifiskas antivielas pret audz&ju (Peggs, Quezada, &
Allison, 2009).

Aktivas nespecifiskas imiinterapijas pamata ir nespecifiskas pretaudzg&ju imiinas atbildes
stimul@$ana, izmantojot preparatus, kas var biit citokini, dazadi bakteriju produkti, sint&tiskas
molekulas un hormoni. Citokini ir pirma imiinterapijas preparatu klase, kas tika ieviesta klinika,
apstiprinot terapiju ar rekombinanto IFN-a 1986. gada. Injic&tie citokini tiesi stimulé imtino
Stinu augSanu un aktivitati. Tris galvenie citokinu veidi, kas tiek pielietoti imunoterapija, ir
interferoni, interleikini un granulocitu — makrofagu koloniju stimul&josais faktors (GM-CSF)
(Lee & Margolin, 2011). Interferonus parasti razo iminas Sinas, reagéjot uz mikrobu
patogéniem, un izraisa imuno atbildi, veicinot daudzu imiin§tinu nobrieSanu, ieskaitot
makrofagus, dabiskas killeru §tinas, limfocitus un dendritiskas $tinas. Interleiktni stimulé CD4+
+ T Stnu un CD8+ T $tnu aktivitati un augSanu. GM-CSF uzlabo imiino atbildi, izmantojot
divus mehanismus: veicinot T-S§tinu homeostazi, kas uzlabo T-$tinu izdzivoSanu, un atbalstot
dendritisko $tnu diferenciaciju, lai $Ts $tinas ekspresétu audzg&ja specifiskos antigénus (Emens,
2018).

Aktiva specifiska imiinterapija - §is imiinterapijas veids ir balstits uz vakcinas lietoSanu.
Veéza vakcinas tiek veidotas uz dendritisko Stinu, neo-antigénu vai nukleinskabju (piemé&ram,

DNS) pamata (Srivatsan et al., 2014). Dendritisko Stnu vakcinas tiek izgatavotas no
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dendritiskajam Stinam, kas tiek savaktas no pacientiem un modific€tas, lai ekspres€tu ar audzeju
saistTtus antigénus un tadgjadi tiesi aktivétu T-$tnas, kas uzbrik véza sinam (Garg, Coulie,
Van den Eynde, & Agostinis, 2017). Neo-antigénu vakcinas tiek izmantotas véza imiinterapija,
lai uzlabotu imiino reakciju uz véza Siinam. Neo-antigéni ir audzgja specifiski antigéni, kas
rodas notiekot somatiskam DNS izmainam véza $iinas, un viens no galvenajiem neo-antigénu
lietoSanas ieguvumiem ir tads, ka tie atrodas tikai véza $iinas, tapéc nevélamas blakusparadibas
praktiski tiek novérstas (L. Li, Goedegebuure, & Gillanders, 2017).

Nukleinskabes terapijas lidzekli, pieméram, uz DNS vai RNS balstitas genétiskas
vakcinas ir kluvusas par alternativu parastajam vakcinam un balstas uz eksogéno nukleinskabju
intracelularo ievadisanu mérka §nas. Sajas tehnologijas antigénu prezentgjosas sinas (APS)
uznem DNS vai mRNS un notiek translacija, kas izraisa antigé€na ekspresiju. Mérka antigéni
tiek uzraditi T-Sunam, aktivé imiino reakciju pret audzgja Stinam, kas ekspres€ interes€joso

antigénu (Riley, June, Langer, & Mitchell, 2019).

1.2 DNS vakcinas

Vakcinacija ir imtinsist€mas stimulé$ana ar modificétu infekciozo agentu vai infekcijas
izraisitaju sastavdalam, kas nevar izraisit slimibu, tom&r nodro$ina, lai saskaroties ar So
infekciozo agentu nakotng€, saimniekorganisma imiinsistéma varétu adekvati to neitralizet
(A.E., C.B., & N.J., 2009).

Termins “vakcina” ir ieglits no latinu valodas ,,vacca” - govs, par godu anglu arstam
Edvardam DZenneram, kur§ atklaja vakcinu pret govju bakam. 1796. gada DZenners ieguva
Skidrumu no ar govju bakam slimas sievietes pustulam un inokulgja iegiito skidrumu veselam
astongadigam zénam (Barquet & Domingo, 1998). Kad 1si péc tam zéns bija inficéts ar bakam,
vins nesaslima. DZennera veiksmigi izstradata vakcina atklaja celu miisdienu vakcinu attistibai
(Arita & Breman, 1979).

Vakcinas tiek klasificetas ka terapeitiskas vai profilaktiskas. Profilaktiskas vakcinas tiek
dotas veseliem individiem, lai noveérstu saslimSanu. Terapeitiskas vakcinas izmanto, lai
apkarotu patogéna darbibu inficéta organisma vai ierobeZotu infekcijas negativas sekas (Lollini,
Cavallo, Nanni, & Forni, 2006).

Vakcinas var ievadit intramuskulari, intradermali un subkutani (Marino, Scuderi,
Provenzano, & Bartoccioni, 2011).

Imunizacija ar nukleinskab&m pievers daudz uzmanibas jaunas paaudzes vakcinu joma.

Pirmas DNS vakcinas efektivitates pieradijums tika iegtits 1990. gada un tas ietvéra RNS vai
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DNS molekulu injic€Sanu peles skeleta muskulos, ekspres€jot hloramfenikola acetiltranstferazi,
luciferazi un beta-galaktozidazi, ka ar1 reportera génu ekspresiju in vivo. Parbaudes laika tie
var€ja bt atklati lidz diviem méneSiem pé&c injicéSanas (Lei Li & Petrovsky, 2016) (Wolff et
al., 1990).

DNS vakcinam ir zemas razoSanas izmaksas, tas ir stabilas, salidzinoSi viegli
izgatavojamas un drosas lietosana. DNS vakcinas ir pievilcigas arT tapec, ka spgj izraisit gan
iedzimtas, gan adaptivas imunitates atbildi. (Thalmensi et al., 2019).

Neskatoties uz visam priekSrocibam, DNS vakcinam ir bijusi ierobezoti panakumi
terapeitiska efekta radiSana pret lielako dalu audzg&ju, vajas imunogenitates dél (Yang, Jeang,
Yang, Wu, & Hung, 2014). Ir izstradatas dazadas molekularas pieejas, lai uzlabotu to
efektivitati, piem&ram, kodona optimizacija. ST génu inZenierijas metode lauj aizstat sinonimus
kodonus, lai palielinatu olbaltumvielu razo$anu un konstrukciju imunogenitati. Optimizétas
pretvéza DNS vakcinas paradija labu efektivitati dazados prekliniskos modelos, 1pasi
profilaktiskos modelos (Lopes, Vanvarenberg, Préat, & Vandermeulen, 2017).

DNS vakcina parasti ir bakt€riju razotas plazmidas, kas ziditaju promotera vadiba kodé
interes€josSo proteinu (antigénu). Ta tiek ievadita organisma, lai sasniegtu Siinas kodolu, laujot
notikt transkripcijai un translacijai transficétas Stinas (Hobernik & Bros, 2018). Péc plazmidu
uznemsanas In Vvivo kod@tais proteins tiek ekspreséts saimnieka $tinas, un péc tam vakcinas
antigéns tiek eksponéts uz antigénu prezentgjosam $inam (APS), pieméram, dendritiskajam
$anam (DS), izmantojot galvena audu saderibas kompleksa (MCH) celus, lai aktivizétu naivas
T-Stnas (Lei Li & Petrovsky, 2016).

CD8+ T-$tnu imunitati galvenokart aktiviz€ iek$$iina produc@tie antigéni, kas tiek
prezentéti uz MHC I klases molekulam. Aktiva CD8+ T Siina producé citokinus (pieméram,
gamma interferonu (IFN-y) un audz&ja nekrozes faktoru alfa (TNF-a)), kas palielina MHC 1
molekulu ekspresiju. IFN-y ir kritiski svarigs endogéna un vairaku citokinu inducéto pretvéza
imiino reakciju mehanismu komponents. IL-2 sinergiski pastiprina IFN-y producésanu gan in
vitro, gan in vivo (Wigginton et al., 2002) Tapé&c tiek aktivizeti art makrofagi, lai atbalstitu $tinu
izraisitas imunas atbildes reakciju (Ingolotti, Kawalekar, Shedlock, Muthumani, & Weiner,
2010). TNF-a loma audzgju attistiba ir diezgan pretruniga. Augsta TNF-a koncentracija audos
veicina imiino atbildi, kas iznicina audzgja $iinas, tomér zemas koncentracijas TNF-a veicina
audz€ju neoangiogenézi. Neskatoties uz to TNF-a ir potencials pretvéza imiinterapijas
efektivitates uzlabosanai (Montfort et al., 2019).

Savukart, CD4+ T-helperu aktivacija tiek veicinata caur MHC II klasi no APS.
Imunizacija ar DNS vakcinu izraisa pretiekaisuma citokinu un hemokinu sekréciju no T-helperu

limfocitiem. Gadijuma, ja vakcinas antigéni tiek sekretéti no §tinam, Sos mérkus atpazist B Siinu
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receptori naivajas B §iinas, kuras arT aktiviz&jas izmantojot MHC-II. Sada imiinas atbildes cela
aktiveétas B Stinas razo dazadu veidu antivielas (galvenokart IgG) pret specifiskiem antigéniem
(Coban, Kobiyama, Jounai, Tozuka, & Ishii, 2013).

DNS vakcinas visefektivak pielieto véza modelos, kur onkogéniem agentiem ir sve$o
virusu izcelsme, pieméram, ar cilvéka papilomas virusu saistiti laundabigi audzg€ji. Tomer
lielaka dala audzgju rodas no normaliem kermena audiem un ekspresé endogénos antigénus,
kurus imiinsisteéma vai nu neatpazist, vai nu imtinai reakcijai nav kliniska efekta.

Pagaidam, pielietoSanai uz cilvékiem nav apstiprinata neviena DNS vakcina, tomér dazas
DNS vakcinas guvuSas FDA un United States Department of Agriculture (USDA) atlauju
veterinarajai lietoSanai, ieskaitot vakcinu pret Rietumnilas virusu zirgiem un sunu melanomu.
Viena no pirmajiem klmiskajiem pétijjumiem ar cilvékiem tika novertéta DNS vakcinas
terapeitiska un profilaktiska iedarbiba pret HIV (MacGregor et al., 1998).

ASV $obrid ir registréti vairak neka 500 kliniskie pétijumi, kas ir saistiti ar DNS
vakcinaciju, Tpasi pret virusu infekcijam un v&zi, bet mazak tiek pétitas bakteriju infekcijas un
autoimiinas slimibas. Kliniskajos p&tijumos parbaudits liels DNS vakcinu skaits, kas reflekté
§is mediciniskas pieejas svarigumu nakotné (Tiptiri-Kourpeti, Spyridopoulou, Pappa, &
Chlichlia, 20)

1.3 Telomerazes apgriezta transkriptaze (TERT)

Telomeéri ir $inu nukleoproteinu kompleksi, kuru galvena funkcija ir hromosomu
integritates un genoma stabilitates uzturéSana (Blackburn 2001). Telomerus veido 5'-
TTAGGG-3 'secibas heksameriski atkartojumi, kas beidzas ar 3' vienvirziena parkari, G-
virknes parkari (Moyzis et al. 1988, Makarov et al. 1997, Wellinger & Sen 1997), kas aizsarga
genomisko DNS no talakas teloméru erozijas Stinu daliSanas laika.

Telomeraze ir ribonukleoproteinu polimeraze ar reversas transkriptazes aktivitati, kas
sp&j noverst nepartraukto telomeru eroziju, pievienojot 5'-TTAGGG-3 ' tandéma atkartojumus
hromosomu beigas (Liu et al. 2004). Aptuveni 85-90% no visiem cilvéka audzgjiem parada
augstu telomerazes aktivitati, savukart normalos audos telomerazes aktivitate ir mazaka, vai tas
vispar nav (Kim, 1997; Nakamura et al., 1997).

Telomerazes reversa transkriptaze (TERT) ir telomerazes katalitiska apakSvieniba.
Vairuma cilveku véza gadijumos telomeraze tiek atkartoti aktivizéta, pateicoties TERT
ekspresijai kancerogenézes laika. TERT spélé galveno lomu véza veido$ana, nodroSinot

hromosomu stabilitati, saglabajot teloméru garumu un laujot §Gnam noverst novecosanos.
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(Daniel, Peek, & Tollefsbol, 2012). Tomeér, lai gan ~ 90% cilvéku audz&ju ir atkarigi no
telomerazes klatbutnes un aktivitates, neliels procents (~ 10%) izmanto alternativu teloméru
mehanisma pagarinasanu. (Dosset, Castro, Carter, & Zanetti, 2020)

Cilvéka TERT ir autoantigéns, kas sastav no 1132 aminoskabém. TERT satur telomerazes
galveno N-terminalo (TEN) doménu, savienotaju regionu (Linker), telomerazes RNS saisto$o
(TRBD) doménu, apgrieztas transkriptazes (RT) domeénu un C-terminala doménu (CTE).

Aminoskabju seciba tika atSifréta pirms vairak neka 15 gadiem, kops ta laika vairakas
laboratorijas parbaudija TERT antig€nitati un imunogenitati (antigénitate ir sp&ja tikt atpazitam
ar adaptivu iminsistému, bet imunogenitate ir sp&ja izraisit adaptivas iminsistémas atbildi).
(Zanetti, 2017)

TERT somatiskas mutacijas ir visizplatitakas nekod€josas mutacijas cilvéka véza $tinas.
Lai gan ir dokument&ts, ka tas notiek kodéSanas regiona, daudz biezak tas ir sastopamas
promotera regiona (TERTp). Tika pieradits, ka vairakas TERTp mutacijas ietekmé TERT
ekspresiju, telom&ru garumu un telomerazes aktivitati, atcelot telomerazes klusésanu (Chiba et
al.,, 2017). TERTp mutacijas notiek specifiskos dazadu véza S$tnu liniju kliniskos un
fenotipiskos apakstipos, un atkartotas mutacijas ir noteiktas 19% véza gadijumu (Vinagre et al.,
2013). Véza stinas TERTp mutacijas parasti ir saistitas ar augstaku TERT ekspresijas ITmeni.

TERTp mutacijas tika atklatas vairakos audzgju tipos ar dazadu frekvenci. Parasti izskir
divu veidu audzgjus: tos, kuriem ir zems proliferacijas potencials un audzgji ar augstu
proliferacijas potencialu. Audzgjiem ar augstu TERTp mutacijas limeni, pieméram, melanomu,
glioblastomu, urinpiisla vézi vai aknu §tinu karcinomu (somatisko mutaciju [imenis attiecigi
64-80%, ~ 84%, ~ 65% un 32—45%) raksturigs zems proliferacijas potencials (Killela et al.,
2013). Audzgjiem ar zemu vai nenosakamu TERTp mutacijas limeni ir augsts proliferacijas
potencials, pieméram, kriits vézis 0,9% (Shimoi et al., 2018), seklinieku vézis 3% (Carcano et
al., 2016), zarnu vézis (Huang et al., 2015).

Uz vakcinam balstitu stratégiju konteksta galveno problému rada atbilstosa ar audz&ju
saistita antigéna (TAA) identificéSana. Idealam TAA jaekspres€jas lielakaja dala audzgju un
visas audz€ja progres€Sanas faz€s, lai to var€tu izmantot lielam pacientu skaitam, bez
autoimiino reakciju riska, ka arf jaizraisa spécigu imtino atbildi, ideala gadijuma iesaistot gan
CD4+, gan CD8+ T limfocitus (Mizukoshi & Kaneko, 2019). Sakara ar plasu un selektivu
ekspresiju véZa Siunas, telomeraze tiek uzskatita par pievilcigu un gandriz universalu
terapeitisku meérki pretvéza iminterapijai, tapec svarigs apstiprinasanas aspekts bija TERT

atvasinatu peptidu sp&ja izraisit efektivu imtino atbildi (Negrini, De Palma, & Filaci, 2020).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1 MATERIALI
2.1.1 Plazmidas

Darba tika izmantotas plazmidas, kas kodé akttvu pilna garuma Zurku TERT protetnu
(pVax TERT) un ar punktveida mutacijam inaktivétu RT-TERT doménu (pVax RT-TERTIn)

(Evrogen, Moscow, Russia) (1. attéls).

A B

N TROB AT Gl TERT vai RT-TERTin
1 240 329 595 929 1125

1. attéls A - Zurkas TERT katalitiskas apaksvienibas doménu struktiira, ar cipariem noraditas
doménu robezu aminoskabju pozicijas (Sandin & Rhodes, 2014). B - Plazmidu konstrukcija.

Figure 1. A - Domain structure of the rat TERT catalytic subunit, with numbers are shown the
positions of domains borders aminoacids (Sandin & Rhodes, 2014). B - DNA plasmid

construction

2.1.2 Siinas
Darba tika izmantotas tris $tunu kultiras linijas: 4T1luc2(“Bioware Ultra Cell Line
4T1luc2,” Caliper, Hopkinton, MA, USA; http://www.caliperls.com/assets/ 014/7158.pdf) w).
— ar luciferazi iezim€tas pelu adenokarcinomas S$tinas; E12 — 4Tlluc2 derivats, pelu
adenokarcinomas $iinas, Zurku pilna garuma TERT ekspres€josas Stinas; F1—4T1luc2 derivats,
pelu adenokarcinomas Stinas, Zurku RT-TERT ekspres€josas Stnas. E12 un F1 — abas Iinijas ir

stabili transficétas ar lentivirusa vektora palidzibu (Evrogen, Moscow, Russia).
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2.1.3 Laboratorijas dzivnieki
Darba tika izmantotas BALB/c linijas pelés (Envigo, Niderlande). Darbus ar dzivniekiem
vadija BMC specialiste Dr. biol. Dace Skrastina. Partikas un veterinara dienesta (PVD)
izsniegta atlauja darbam ar laboratorijas dzivniekiem: Izméginajuma projekta atlauja Nr.99
dzivnieka izmantoSanai procediira, prieks projekta “DNS zalu modelu parbaude véza audzgja

gadijumos in vivo” (3.pielikums).

1.tabula.
Darba izmantotie zurku TERT sekvencei atbilstosi peptidi (sintezéti Synpeptide Co.,Ltd.,
Kina).

Table 1.
Rat TERT sequence peptides used in study (synthesized by Synpeptide Co.,Ltd., China).

Nosaukums | Sekvence | Zurkas | Identisku | Identisku Literatiiras avoti
TERT | ms peles | ms cilveka
atrasan | TERT, % | TERT, %
as vieta
TERT 1 PPSLTGA | 354- 89 70 (Thalmensi et al., 2016)
RRLVEII 381 (Yanetal., 2013)
FLGSRPR
TSGPFC
TERT 2 ILAMFLF | 530- 93 79 (Fenoglio et al., 2015)
WLMDT 558 (Thalmensi et al., 2016)
YVVQLL (Fridman et al., 2012)
RSFFYIT (Adotevi et al., 2010)
ETT (Patel & Vonderheide, 2004)
(Gross et al., 2004)
TERT 3 QKNRLF 559- 92 96 (Thalmensi et al., 2016)
FYRKSV 584 (Godet et al., 2012)
WSKLQS (Adotevi et al., 2010)
IGIRQQL (Patel & Vonderheide, 2004)
(Hernandez et al., 2002)
(Gross et al., 2004)
TERT 4 DTWLA 600- 100 44 (Brunsvig et al., 2006)
MPICRLR | 616 (Fenoglio et al., 2015)
FIPK
TERT 5 SLLHFFL | 791- 67 50 (Gross et al., 2004)
RFVRHS 815 (Thalmensi et al., 2016)
VVKIDG
RFYVQ
TERT 6 QOQDGLL | 845- 95 85 (Fridman et al., 2012)
LRFVDD 865 (Adotevi et al., 2010)
FLLVTPH (Patel & Vonderheide, 2004)
L
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1. Tabulas turpinajums.

TERT 7 | KTVVN 888-917 90 76 (Yan et al., 2013)
FPVETG (Thalmensi et al., 2016)
ALGGA (Godet et al., 2012)
APHQLP
AHCLFP
W
TERT 8 | LGGAA 901-929 93 82 (Yan et al., 2013)
PHQLPA (Thalmensi et al., 2016)
HCLFP (Godet et al., 2012)
WCGLL (Fridman et al., 2012)
LDTRTL
E
TERTY9 | FLDLQ | 973-1001 100 90 (Yan et al., 2013)
VNSLQ (Thalmensi et al., 2016)
TVCINI (Fridman et al., 2012)
YKIFLL (Adotevi et al., 2010)
QAYRF (Patel & Vonderheide, 2004)
HACVI (Gross et al., 2004)

(Hernandez et al., 2002)
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Darba izmantotie reagenti un to razotaji.

List of chemical reagents and their distributors.

2.Tabula

Table 2.

Razotajs

Reagents

Gibco Life Technologies (ASV)

Gibco™ Penicillin-Streptomycin #15140122

Gibco Life Technologies (ASV)

RPMI 1640 barotne

Gibco Life Technologies (ASV)

Liellopu seruma albumins (FBS)

Sigma (ASV)

DPBS buferis

Sigma (ASV) Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) # P8139
Sigma (ASV) lonomycin # 10634
Sigma (ASV) PBS fosfata buferis ar NaCl 0.01 M pH 7.4, pulveris

BD Pharmingen (ASV)

Golgy plug

BD Pharmingen (ASV)

BD Horizon™ Fixable Viability Stain 660 #564405

BD Pharmingen (ASV)

Peles anti-CD8a-FITC #553031

BD Pharmingen (ASV)

Peles anti-CD4+-APC-H7 #560181

BD Pharmingen (ASV)

Peles anti-IFNy-PE #554412

BD Pharmingen (ASV)

Peles anti-1L-2-BV421 #562969

BD Pharmingen (ASV)

Peles anti-TNF-BV510 #563386

BD Pharmingen (ASV)

Peles anti-CD8a-PE #553032

BD Pharmingen (ASV)

Peles anti-CD8a- BVV510 #563068

BD Pharmingen (ASV)

Peles anti-CD8a- BV421 #563898

BD Pharmingen (ASV)

Stain buffer (FBS) #554656

BD Pharmingen (ASV)

Cytofix-cytoperm

Perkin Elmer (ASV)

XenoLight D-luciferina kalija sals #112799

ThermoFisher Scientific

Trypsin-EDTA (0.5%) #15400054

ThermoFisher Scientific

UltraComp eBeads™ Compensation Beads

#01-2222-41

Qiagen (Vacija)

EndoFree Plasmid Mega Kit

17



List of laboratory equipment.

Darba izmantota aparatiira un tas raksturojums.

3.tabula.

Table 3.

Aparatiiras nosaukums Izgatavotajs Aparatiiras modelis

Centrifiga/maisitajs BIOSAN Sci Combi-Spin, FVL-
(Latvija) 2400N

Sausais termostats BIOSAN Sci THERMO-BLOCK
(Latvija) TDB-120

Stnu CO2 inkubators New  Brunswick Innova CO-48
Scientific (ASV)

Laminars Tellstar Industrial AV-100
(Spain)

Centrifuga Eppendorf 5804
(Vacija)

Centrifuga Eppendorf 4524
(Vacija)

Pliismas citometrs Beckton Dickinson BD FACSAria ll
(ASV)

IVIS Spectrum Perkin-Elmer Perkin-Elmer CT
(ASV)

Izoflurana anestgzijas Kent  Scientific SomnoSuite

sisteéma (ASV)
Elektroporators BEX (Japana) CUY21EDIT II
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2.2 METODES

2.2.1 Plazmidu izdaliSana

Saja darba tiek izmantots protokols, lai izdalitu 1idz 2,5 mg endotoksinu nesaturo$as DNS
plazmidas, izmantojot komplektu EndoFree Plasmid Mega Kit. DNS bez endotoksina uzlabo
transfekciju jutigas eikariotu $iinas un ir biitiska génu terapijas petijumiem.

Plazmidas tika pavairotas XL1-blue E.coli celma. Baktériju $tnas tiek liz&tas sarmainos
apstaklos un neapstradatie lizati tiek notiriti, izmantojot QIAfilter Cartridge. Saja posma
filtrétajam lizatam pievieno endotoksina nonemsanas buferSkidumu un inkub@ uz ledus. P&c
tam notirTtais lizats tiek ieladets anjonu apmainas gela kolonna, kur plazmida DNS selektivi
saistas atbilstoSos zemas sals un pH apstaklos. RNS, olbaltumvielas, metabolitus un citus
mazmolekularos piemaisijumus nonem ar mazgasanas lidzekli ar vid&ju sals daudzumu, un
pasi tiru plazmidu DNS elugé buferSkiduma ar augstu sals saturu. DNS koncentré un atsalo,
nogulsngjot ar izopropanolu, un savac centrifuggjot (2. attéls). Darbs tika veikts pec komplekta

razotaja protokola: https://www.giagen.com/us/products/discovery-and-translational-

research/dna-rna-purification/dna-purification/plasmid-dna/endofree-plasmid-kits/
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EndoFree Plasmid Kits

Pelleted bacteria

}

Alkaline lysate

P

Clear lysates by filtration

ﬁ’ . @!t:“*m

QlAfilter Maxi QlAfilter
Mega-Giga®

Y

# Add endotoxin

- removal buffer

é > Incubate on ice
for 30 min

Bind DNA

Elute

l
I
E Wesh
1
-
l

Isopropanol precipitate and
resuspend DNA in endotoxin-
free resuspension buffer

}

Endotoxin-free
ultrapure plasmid DNA

2. att€ls. Plazmidu izdaliSanas protokols ar EndoFree Plasmid Mega Kit.
Figure 2. EndoFree Plasmid Mega Kit protocol.



2.2.2 Eikariotu Stunu kultiiru kultivéeSana

1. Stinas pec glabasanas $kidra slapekli tika atmazgatas ar RPMI barotni, centrifuggjot
pie 390g 5 minttes.

2. Siuinas tika resuspendgtas pilna RPMI barotné (10% FBS; 1:100 Penicillin-
Streptomycin), parvietotas T25 Stnu kultivéSanas kolba ar ventilacijas vacinu un ieliktas
inkubatora 5%CO; +37°C stinu augsanas tiek kontrol&ta, izmantojot gaismas mikroskopu.

3. Sasniedzot 100% konfluenci $tinas tika pasaz&tas: nomazgatas ar Versen $kidumu
(PBS-EDTA), apstradatas ar 0,05% tripsina $kidumu, resuspendetas pilna RPMI barotng,
savaktas centrifug€jot pie 390g 5 minttes, mazgatas ar PBS Skidumu centrifuggjot pie 390g 5
miniites, atkal sasuspend@tas un apsSkaiditas 1:3 ar pilna RPMI barotné un iesietas Siinu
kultivésanas kolba.

4. Gatavojot Stinas injekcijai dzivniekos, Stinas tika nomazgatas ar Versen Skidumu (PBS-
EDTA), apstradatas ar 0,05% tripsina Skidumu, resuspendetas pilna RPMI barotng, savaktas
centrifuggjot pie 390g 5 miniites, mazgatas ar PBS Skidumu centrifuggjot pie 390g 5 miniites
un resuspendetas tira RPMI barotné (bez FBS un antibiotikiem!) lai sasniegtu $§tunu

koncentraciju 10° §iinas mililitra.

2.2.3 Elektroporacija

Elektroporacijas pétijumi Stinu Iiment sakas tikai 1980. gados. Neimans un vina kolegi
1982. gada publicgja revolucionaru zinojumu, kas paradija, ka elektroporacija var izraisit
efektivu plazmidu DNS transfekciju peles gliomas siinas (Neumann, Schaefer-Ridder, Wang,
& Hofschneider, 1982). Tsong sniegta elektroporacijas definicija, kas joprojam ir plasi
pienemta: elektroporacija ir 1slaicigs elektrisko impulsu iedarbiba esoSo Stinu membranu daléjas
caurlaidibas zudums, tad€jadi izraisot jonu nopliidi, metabolitu aizpliiSanu un palielinatu §tnu
preparatu, molekularas zondes un DNS uznems$anu. 21. gadsimta elektroporacija ir bijusi viena
no popularakajam nevirusu $tinu transfekcijas metodém gan in vitro, gan in vivo, ko vargja
attiecinat uz sist€mas manevréSanas spéju un tas daudzpusibu transfekcijas Stnu tipu zina
(Kumar, Nagarajan, & Uchil, 2019).

Ir zinams, ka §tinu membrana galvenokart sastav no lipidu divslana ar apméram 5 nm
biezumu, kas darbojas ka Skeérslis Stinu komponentiem no arpussSiinu vides. Ka elektriskais
izolators, kam normalos fiziologiskos apstaklos piemit izcila dielektriska ipasiba, tas uztur

elektrisko potencialu (~ 0,07 V) pari membranai, jo starp citosolu un Skidrumu ekstracelularaja
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vidé ir ievérojamas jonu koncentracijas atSkiribas. Teor€tiski elektroporacija ir efektiva
strat€gija poru veidosanai Sinu membrana, izmantojot potencialu starpibu visa membrana. Kad
potencialu starpiba sasniedz noteiktu sprieguma lielumu, elektroporacijas varbiitiba, kas notiek

uz $inu membranas, palielinas (Shi et al., 2018) (3. attels).

Pirms impulsa Impulsa laika Péc impulsa

Siinas membrana

levadamie Suina "sadzist" ar
géni/medikamenti génu/medikamentu ieksa
A +
- - + A"
. -

Elektriskais lauks induce
jonu plusmu caur Sunas
membranu

3. attels. Elektroporacijas darbibas princips
Figure 3. The principle of electroporation

DNS injecesanas un elektroporacijas laika dzivnieki tiek paklauti isoflurana respiratorai
anestézijai. Divdesmit mikrogrami (20 pg) plazmidu DNS izskaidita 20 pl PBS buferi tika
ievadita intradermali ada uz gurniem (2 injekcijas katrai pelei laba un kreisa gurna).
Elektroporacija tika veikta pielietojot CUY21EDIT Il impulsu generatoru (4. attéls A) ar
kombiné&to daksas un plaksnes pincetes tipa elektrodu(4. attéls B). Elektroporacijas programma
tetver 0,1 ms garu un 400V stipru caursitoSu impulsu, kas veido poras §tinu membranas un
virkni ar 10 ms gariem un 100V stipriem virzoSiem impulsiem, kas piegada DNS S$iinas.
Elektroda daksa tiek ievadita zem adas un novietota injekcijas vietas apaksa, bet elektroda
plaksne tiek uzlikta virsu injekcijas vietai. Mainot elektrodu poziciju ap injekcijas vietu tiek

panakts lai elektroporacijas laika audu pretestiba turétos robezas 1,8-2.2 kQ. (4. attéls C).
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4. attéls. A - CUY21EDIT II impulsu generators. B - Kombinétais daksas un plaksnes pincetes
tipa elektrods. C - Elektroporacijas programma.

Figure 4. A - CUY21EDIT Il pulse generator. B - Tweezers with fork and a plate electrode,
BEX. C — Electroporation program.

2.2.4 Bioluminiscences attélveidosana

Bioluminiscences attélveidosana (BLI) tika attistita priek§ maziem laboratorijas
dzivniekiem, lai p&titu notiekosos biologiskos procesus in vivo. Tada optiska attélveidosana ir
18ta, neinvaziva un atvieglo reallaika analizi par slimibu procesiem molekulara liment dzivajos
organismos. Metode tika izmantota pétijumos, lai kontrol€tu transgénu ekspresiju, infekcijas
progreséSanu, audz€ja aug$anu un metastazu veidosanos, transplantaciju, toksikologiju, virusu
infekcijas un génu terapiju. Bioluminiscences attélveidoSana (BLI) balstas uz jutigas, redzamas
gaismas noteikSanu, kas rodas molekulara substrata enzima (luciferazes) mediétas oksidéSanas
laika (Sadikot & Blackwell, 2005).

Luciferaze ir gaismu razojo$s enzims, kas piemit jantarpiniem un daziem juras
organismiem. Jantarpina luciferaze ir polipeptids, kas tiek kodéts luc géna. Luciferaze ir
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piemérots génu ekspresijas markieris tapéc, ka tam nav p&ctranslacijas modifikacijas un in vivo
pussabrukuma laiks ir apméram tris stundas. Jantarpina luciferaze apvieno luciferinu
oksidésanu ar energijas parnesi no ATP (5. att€ls) un izstaro dzeltenzalo gaismu. Gaismas
emisijai no jantarpina luciferazes reakcijas ir 530640 nm vilnu garuma diapazons un
maksimums pie 562 nm. Sis emisijas spektrs kopa ar biologisko audu optiskajam Tpasibam lauj

gaismai (ipasi ar spektra saturu virs 600 nm) tikt cauri daziem audu centimetriem (Eun, 1996).

Firefly luciferase (Luc)

Luciferin + O, + ATP —— Oxyluciferin + CO; + H,O + AMP + light

COOH

o=

D-Luciferin

5. attels Jantarpina luciferaze (luc) gaismas starojumu veidoSanas reakcija (Eun, 1996).

Figure 5. Reaction of firefly lucifirase (luc) light emanation (Eun, 1996).

Luciferina Skidums PBS buferi tiek ievadits pelém peritoneali, substrata deva tiek
aprekinata ka 0,15 mg luciferina uz 1g peles svara. Pagaidot 10 mintites, lai luciferins ar asinsriti
tiek vienmerigi izplatits pa pelu organismu tiek veikta bioluminiscences attélveidoSana. Darba

mées izmantojam IVIS Spectrum (Perkin Elmer) kameru (6. attls).

6. attéls. Darbs ar in vivo Bioluminiscences attélveidosana (IVIS Spectrum CT, Perkin-Elmer)

Figure 6. Work with in vivo bioluminescence imaging (IVIS Spectrum CT, Perkin-Elmer)
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Lai mazinatu ar nejauso dzivnieku kustibu izraisitos trauc€jumus, att€lveidoSana tika

veikta pielietojot isoflurana respiratoru anestéziju. Attéli tika uznemti saskana ar razotaja

rekomendacijam izmantojot automatisko optimizacijas rezZimu. Foto- un bioluminiscences

attelu kombinacija tika apstradata izmantojot Living Image Software programmatiiru.

Bioluminiscences intensitate izvél&tajos regionos tika aprékinata ka izstaroto fotonu skaits

sekundé (total flux). Bioluminiscences attélveidoSana nepiecieSama, lai dinamika novérotu

audz€ju attistibu in vivo un noteiktu vai notiek audzgja veidoSanas vai atgriiSana (attéls)

o 0k~ w

2.2.5 Pelu splenocitu izoleSana

Peles liesu parnes uz $tnu filtra (ar sietveida apaksu), ievieto Petri platé un pievieno 1 ml
RPMI 1640 barotnes.

[zmantojot $lirces spiedna dalu, liesu berz cauri sietinam (cell strainer) ar caurumu izméru
70 pK Petri platé un noskalo ar 2-3 ml RPMI 1640 barotng.

Stinas ar pipeti parnes 15 ml stobra un pielej RPMI1640 barotni lidz 10 ml.

Stinu suspensiju centrifugg 1500 apgr./min. (390*g) 10 min 4°C temperatiira.

Nolej supernatantu.

Nogulsnes resuspend@ 5 ml eritrocttu lizes bufert (ACK) un inkubg istabas temperatiira 5
min. Ik pa bridim sakrata.

Partrauc reakciju atSkaidot ar 10 ml 1x PBS buferi.

Stinu suspensiju centrifuge 1500 apgr./min. (390*g) 10 min 4°C temperatira.

Nolej supernatantu, nogulsnes resuspendé 5 ml pilna RPMI barotné (5% FBS, 1:100

Penicillin-Streptomycin).

10. Saskaita Stnas:

10.1. Samaisit 4 pl stnas 100 pl PBS eppendorfa stobrina.
10.2. No maisijuma panemt 10 pl un samaistt 10 pl trypane blue.
10.3. Pievienol0 ul Goryaeva rezgi.

10.4. Siinu skaits viena liela rezga laukuma (mark@ts ar treknrakstu) atbilst 2,5-10° §tinam/ml

(Goryaeva rezgis) (7. attéls).

10.5. Saskaitit vismaz tris kvadratus un izveidot vid€jo vertibu.
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7. attéls. Parauga skaitiSanas piemérs Gorjaeva rezgi.

Figure 7. Cell counting in Goryaev chamber example.

11. IlgstoSai glabasanai Stinas centrifuge ar 1500 apgr./min. (390*g) 10 min 4°C temperatiira,
resuspendé saldéSanas barotneé ( 50% FBS, 40% RPMI, 10% DMSO), ievieto
kriokonservacijas stobros, [énam (pa nakti) atdzes€ 1idz -80° C un ievieto tvertng ar skidro
slapekli.

12. Stobrus ar saldétiem splenocitiem atsaldéSanai iznem ara no tvertnes ar Skidro slapekli un
atkausé $iinu suspensiju ievietojot stobrinus tiden ar temperatiiru + 37° C. Stinu suspensiju
parnes 15 ml stobrina, kas satur 10 ml pilnas RPMI barotnes. Centrifugeé Stinas suspensiju
pie 300-400*g 10 miniites 4°C temperatiira. Supernatantu izlej un resuspendé $tinas 1 ml

pilna RPMI barotng.

2.2.6 Plismas citometrija

Multiparametru pliismas citometrija ir spécigs analitiskais un preparativais instruments.
Tas lauj atri izmerit atseviSku $tinu vai dalinu fizikalas un kimiskas 1pasibas, kad pliist cauri, uz
Skidruma plismas fokusétam lazera gaismas staram. Izmantojot plismas citometriju, ir
iesp€jams noteikt Stinu tipus jauktajas Stinu populacijas un pétit Siinas atseviski vai funkcionalo
starpStinu mijiedarbibu. Plismas citometriju biezi izmanto, lai identificétu molekulas uz $iinas
virsmas vai Stnas iekSpus€, izmantojot specifiskas, ar fluoresc&josam krasam ieziméetas
antivielas. Vairaku fluorescences parametru vienlaiciga mériSana lauj veikt detaliz€tu analizi
ko-ekspresétam strukturalam, receptoru, signalizacijas un efektora molekulam, ka ari
nukletnskabém (BDBiosciences, 2000).

Katru splenocitu paraugu ienes U-veida dibena 96-bedrisu platé 1,5x10° $iinas/bedrits,

ievienojot Iidz 200 ul RPMI barotni ar Golgi Plug reagentu un atbilstosu stimulu. Stinas stimulé
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ar specifiskiem antigéniem - peptidiem koncentracija 10 pg/ml un mitogéniem stimuliem -
PMA (50 ng / ml) un ionomicina (1 pg / ml) maisijumu. Golgi Plug traucé ekspreséto citokinu

sekréciju apkartgja vide, nodrosinot to uzkraSanos $tinas.

Protokols
Stimulacija:
1. Uztaisit PreMixes no ICS barotnes (RPMI, 5% FBS, 1% Pen/Strep, Golgi Plug 1:200) ar
stimuliem.
2. Mediju kontrole un kompensacijas kontrole: ICS barotne, 50 pl uz iedobumu.
2.1. Testéti peptidi: sagatavot 4x stimul&josu vielu Skidumu ICS barotne — 40 pg/ml, 50 pl
uz iedobumu.
2.2. Mitogenie stimuli PMA/Ionomicins: sagatavot 4x PMA (200 ng / ml) un ionomicina
(4 pg / ml) maistjumu ICS vidg, 50 ul uz iedobumu.
3. lenest ISC vidi ar stimuliem, U-veida plate 50 pl uz iedobumu.
4. Pievienot 150 ul $tinu suspensiju RPMI (1,5x10° $iinas/ bedrité prieks paraugiem, 1x10°
Stnas/iedobuma priek§ kompensacijas kontrolém).
5. Inkubét 4,5 — 6 stundas pie 37°C un 5% CO2.
Beigto Stinu selektiva krasoSana:
1. Parnest Stnas 2 ml eppendorfa stobrinos
2. Centrifuget stobrinus 5 miniites 350*g
3. Aspirét supernatantu ar automatisko pipeti un mazgat Stinas, pievienojot 200 ul DPBS
buferi katra dobuma.
4. Centrifugét stobrinus 5 miniites 350*g
5. Resuspendgt Stinas paraugus 200 pul DPBS buferi ar 1:10 000 atskaidito FVS660 reagentu.
6. Inkubét 10-15 minttes pie +4 °C.
Stinas virsmas un iek$§inas markieru krasofana ar fluorescenci iezimétam
monoklonalam antivielam tika veikta, izmantojot BD Cytofix/Cytoperm reagentu komplektu

péc razotaja protokola: https://www.bdbiosciences.com/ds/pm/others/00-81014-4.pdf . Ar

antivielam tiek noteikti T-limfocTtu $tinu virsmas receptori CD4 un CD8, un ieksstinas markieri
— citokini IFN-y, IL-2 un TNF-a, kas ir raksturigi Th1 tipa imtinai atbildei.
Kompensacijas matricas izveidoSanai tika izmantotas UltraComp eBeads™ lodites,

izmantojot razotaju protokolu: https://assets.fishersci.com/TES-Assets/LSG/manuals/01-

2222.pdf .
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Plasmas citometrija:

Stinu suspensija tika analizéta BD FACSAriall pliismas citometrijas iekarta. Stinas tika
raksturotas, mérot Siinu lielumu (frontalo izkliedi, FSC), stnu iek$€jo granularitati un Siinu
membranas gludumu (sanu izkliede, SSC), Stnu dzivotsp&ju (fluorescgjoso FVS660
krasoSanu), un tika atrasts procentualais daudzums CTL Sinu CD8+ populacijas (FITC
krasosana), Th sunu CD4+ populacijas (APC-H7 krasoSana), Stinas, kas ekspres€ citokinus
IFN-y (PE krasosana), IL-2 (BV421 krasoSana) un TNF-a (BV510 krasosana).

Dati tika savakti izmantojot BD FACSDiva™ 8.0.2 programmatiiru un parnesti FCS v
3.0 failu veida FlowJo vX.07 programma talakai analizei. Lai noveérstu fluorohromu
ierosinasanas un emisijas spektru parklasanas dél raduSos traucgjumus (8.att€ls) tika veikta
spektrala kompensacija. Neiekrasotas Stinas tika izmantotas autofluorescences noteikSanai, bet
ar katru fluorescgjoso MAD iezimi individuali krasotas lodités un ar FSV660 krasotas $tinas —
lai noteiktu pamata detektora registrétam fluorescences Iimenim atbilstoSu visos pargjos
eksperimenta izmantotos detektoros registréto fluorescenci — ta saucamo spillover efektu.
Izmantojot iegiitos datus BD FACSDiva programma veidoja kompensacijas matricu, kas tika
pielietota rezultatu korekcijai gadijumos, kad tika izmantots fluoresc€joSo iezimju maisijums

(Herzenberg et al., 2002).
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8. attéls. Darba izmantoto fluorohromu ierosinasanas un emisijas spektri. Att€la ir atziméti

ierosinasanas lazeru un detektoru filtru vilpu garumi. A — Sarkanais lazers. B — Zilais lazers. C
— Tuvo UV lazers (www.bdbiosciences.com).

Figure 8. Fluorochromes excitation and emission specters used in the work. The figure shows

the wavelengths of lasers and detector filters. A- Red laser. B — Blue laser. C - Near UV laser
(www.bdbiosciences.com)
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2.2.6 Datu apstrade un analize

Citometrijas dati tika savakti izmantojot BD FACSDiva™ v.8.0.2 programmatiru un
parnesti FCS v3.0 failu veida FlowJo v.X.07 programma talakai analizei. Citometrijas datu
primara analize tika veikta ar TIBCO Statistica programmu izmantojot Kruskal-Wallis
ANOVA testu. Bioluminiscences att€lveidosanas datu apstradi veic ar Living Image v.4.5
programmu. Bioluminiscences un citomertijas statistiski dati tika attéloti GraphPad Prism
v.9.02. programma, izmantojot Mann Whitney testu. Tabulas un grafiki tika veidotas
izmantojot MS Excel 2016.
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3. REZULTATI

3.1 Audzéju attistibas noveéroSana imunizétos dzivniekos

=

| 1.diena 21.diena 31.diena 56.diena
Prime (pirmgja) Boost (atkartota) Dazadas Iinijas Bioluminiscences
imunizacija, 2x20 pg  imunizacija, 2x20 pg  audz&ja Siinas att€lveidosana in vivo
plazmidas DNS, plazmidas DNS, (iezimétas ar (IVIS Spectrum CT,
intradermali, seko intradermali, luciferazi) zemadas ~Perkin-Elmer)
elektroporacija seko elektroporacija  njekcija: 4T1luc2;

E12; F1

9. attels. Eksperimenta sheéma.

Figure 9. Experiment scheme.

Lai parbauditu izmantoto DNS imunogeénu aizsargsp€jas tika izmantota sekojoSa

eksperimenta shéma (9.attels) .

Peles tika sadalitas grupas, pa 5 dzivniekiem katra (4. tabula). Eksperiments tika veikts

divos posmos, daZzam grupam tas tika veikts atkartoti.
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4. tabula
P&tijuma izmantoto pelu sadalijums grupas.
Table 4

Mice grouping used in research.

Audzgju Siinas

Peles daudzums katra grupa

4T1luc2 E12 full TERT |F1 RT-TERT

g pVax 5 5 5

S

(@)

5

£ Aktivais TERT 5 5 5
RT-TERTIn 5 5 5

Pirmaja diena pelém tika uztaisita prime (pirmg&ja) imunizacija ar 20 g plazmidas DNS
intradermali uz gurniem ( 2 injekcijas katrai pelei) un tam sekoja elektroporacija. 21. diena tika
uztaisita boost (atkartota) imunizacija ar 20 pg plazmidas DNS intradermali uz gurniem (2
injekcijas katrai pelei) un tam sekoja elektroporacija. 31. diena pelém zem adas tika injicétas ar
luciferazi iezimétas adenokarcinomas Stnas: 4T1luc2, E12, F1. Katra pele sanéma divas S0n
Stnu suspensiju Skiduma zemadas injekcijas virs labas un kreisas lapstinas, 5000 $iinas katra
injekcija. Ar bioluminiscences attélveidosanas metodi (IVIS Spectrum CT, Perkin-Elmer)
regulari (eksperimenta sakuma reiz 2-3 dienas, eksperimenta beigas reiz 4 dienas) nosakot
luciferazes aktivitati audzg€ja Stnas tika novérota dinamiska audzgju attistiba in vivo . Tika
noteikti tris dzivnieku reakcijas profili: audz€ju attistiba, kad bioluminiscences signals pieauga
11dz pasam eksperimenta beigam; audzgja atra atgriiSana, kad bioluminiscences signals jau otra-
tre$a diena pec Siinas injekcijas krita Iidz fona Iimenim; un audzgja vélina atgrisana, kad pirmas
dienas péc injekcijas bioluminiscences signals pieauga kas liecina par audzgja attistibu, bet

vélak saka mazinaties un nokritas 1idz fona Iimenim (10. attls).
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Audzéju attistiba

Audzéja atra
atgrisana

Audzéjavéelina
atgrisana

1.diena 5.diena 11.diena 15diena 22.diena

10. attéls. In vivo Bioluminiscences attélveidosanas piemérs (IVIS Spectrum CT, Perkin-Elmer)

Figure 10. Example of in vivo bioluminescence imaging (IVIS Spectrum CT, Perkin-Elmer)

Aparats ne tikai spgj registrét BLI signalus attélveida, bet ari kvantifice tos. Tika noteikts
bioluminiscences signalu limenis (fotonu skaits sekundg), kas ir proporcionals audz&ju $iinas
skaitam. Kvantific€Sanas rezultati ir paraditi attélos 11-13, katrai grupai visu eksperimentu dati
ir apkopoti atseviski.

E12 pilna garuma Zzurku TERT ekspres€joSo Siinu gadijuma audzgji izauga visam
kontroles grupas (pVax) pelém. Salidzinot kontroles grupu ar RT-TERTin un aktivo TERT
imuniz&tam konstrukcijam ir labi redzams, ka audzgji tika atgrusti visam pelém. Aktiva TERT
grupa vienai pelei sakuma bija noverota audz&ju attistiba, bet p&c 15. dienas tika nove&rota

strauja signalu samazinasana, kas liecina par audz&ju atgrasanu (11.attels).
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11. attéls. Ar in vivo bioluminiscences analizi noteikta audz&ju attistiba no pilna garuma TERT

pVax1 (kontroles grupa)
Figure 11. Full length TERT expressing E12 cell line tumor growth analysis in DNA
immunized mice: pVax TERT, pVax RT-TERTin and pVaxZ1(controls), determined by in vivo

bioluminescence

F1 zurku RT-TERT doménu ekspres&joso $tinu gadijuma audzg&ji izauga visam kontroles
grupas (pVax) pelém, ka ari visam ar aktivo TERT imunizétam konstrukcijam pelém. Ar RT-
TERTin imuniz&étam konstrukcijam audzgji tika atgristi visam pelém. Vienai pelei RT-TERTIn
grupa lidz 12.dienai tika novérota audz€ju augSana, bet péc 12.dienas tika nov€rota strauja

atgriiSana (12 attels).
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12. att€ls. Ar in vivo bioluminiscences analizi noteikta audzgju attistiba no RT-TERT
ekspresgjosas F1 liijas Stinas ar DNS imunizétas pelés: pVax TERT, pVax RT-TERTin un
pVax1 (kontroles grupa)

Figure 12. RT-TERT expressing F1 cell line tumor growth analysis in DNA immunized mice:

pVax TERT, pVax RT-TERTin and pVax1(controls), determined by in vivo bioluminescence.

4T1luc2 nemodificétam adenokarcinomas stinam rezultati nav tik viennozimigi, ka E12
un F1 $tnam. 4Tlluc2 $tnam audzgji izauga visam kontroles grupas (pVax) peléem. RT-
TERTin grupa trim pelém péc 12. dienas audzgju attistiba tika apturgta, bet visam parejam
pelém audzgji attistijas [idz pedejai dienai. Aktiva TERT grupa vienai pelei péc 15. diena sakas

audzgja atgriusSana, bet visam parejam pelém audzgji attistijas un izauga (13.att€ls).
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13. att€ls. Ar in vivo bioluminiscences analizi noteikta audz&ju attistiba 4T 11luc linijas $tinas ar

DNS imunizgtas pelés: pVax TERT, pVax RT-TERTin un pVax1 (kontroles grupa)

Figure 13. 4T1luc cell line tumor growth analysis in DNA immunized mice: pVax TERT, pVax

RT-TERTIn and pVax1(controls), determined by in vivo bioluminescence.

Lai precizak raksturotu izmantoto imunogénu aizsargspgjas pret 4T1luc2 audzgja stinam

tika veikta iegiito bioluminiscences datu statistiska analize. Vislabak atSkiriba starp grupam

bija redzama 19. diena p&c stinu injekcijas (14. attls).
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14. attels . BLI no primariem audzgjiem kas attistijas no 4T 1luc2 siinam 19. diena péc injekcijas
pelem kas tika imunizétas ar pVax vektoru, TERT un RT-TERTin ekspresgjosam plazmidam,
statistiska nozimiba tika aprékinata izmantojot Mann Whitney testu.

Figure 14. BLI of primary tumors developed form the 4T1luc2 cells at day 19 post injection in
mice immunized by pVax vector, TERT and RT-TERTin expressing plasmids, statistical

significance is calculated using Mann Whitney test.

Tabula apkopoti bioluminiscences att€lveidosanas rezultati par audz€ju atgriiSanas
procentualo attieksmi. Kontrolgrupa (pVax) 100% izauga visi audzgji, 4T 1luc2 $tnu linijas
grupa audzgja Siinu atgriiSana notika 10% ar aktivo pilna garuma TERT imunizetam pelem un
20% ar RT-TERTin. E12 $tinu linijas grupa audzg&ja §tinu atgrisana notika 100% ar aktivo pilna
garuma TERT imunizetam pelem un 100% ar RT-TERTin. F1 $tinu linijas grupa audzgja $tinu
atgriiSana notika 0% ar aktivo pilna garuma TERT imunizetam pelem un 100% ar RT-TERTIn
(5. tabula).
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5.tabula.
Audzgju stnu atgriisana (%).
Table 5.

Tumor cell rejection (%).

Audzgju Stnas

4T1luc2 El12 F1
pVax 0% (0/18) | 0% (0/22) | 0% (0/10)
5
20 | Aktivais pilna
) o o .
é garuma TERT | 1070 (1/10) | 100% (10/10) | 0% (0/8)

RT-TERTin | 20% (4/20) | 100% (16/16) | 100% (10/10)

3.2 Specifiskas T-Siinu imiinatbildes noteik§ana pret TERT epitopiem

Specifiska T-$tnu imiinatbilde tika noteikta stimul&jot no eksperimenta izmantotiem
dzivniekiem izol&tas liesas $tinas ar TERT sekvencu saturo$iem oligopeptidiem un izmantojot
plismas citometriju nosakot Th-1 iminas atbildes tipam IFN-y; IL-2 un TNF-a citokinu
ekspresiju stimuléto CD4+ un CD8+ limfocitu populacijas. Ka negativa kontrole tika izmantota
stimulacija ar RPMI barotni, bet par pozitivo — ar mitogéno agentu PMA un ionomicina
maistjumu. Kopa tika izanalizéti 160 stimul€to Stinu paraugi.

Pirmkart, katram Stinu paraugam tika noteiktas vispar€jas limfocitu populacijas, atsevisko
Stnu populacijas, dzivo stnu populacijas, ka art CD4+ (Th) un CD8+ (CTL) Siinu populacijas
(15. attels). Talakai analizei tika izmantotas tikai dzivo Stnu populacijas, jo miruSas $tnas
pirmkart nesp€] ekspresét citokinus un otrkart apoptiskam siinam piemit augstais
autofluorescences limenis, l1dz ar to miruso siinu ieklauSana statistika negativi ietekme analizes

kvalitati.
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15. attels. Plasmas citometrijas datu analizes piemérs pielietojot FlowJo vX.07 programmatiiru,
lai raksturotu dazadas liesas imtino $tinu populacijas: A — vispargjas limfocitu populacijas
noteikSana, B — atsevisko $tinu populacijas noteiksana, C — dzivo $iinu populacijas noteiksana,
D — CD4+ (Th) un CD8+ (CTL) Siinu populacijas noteikSana.

Figure 15. Example of flow cytometry data analyze by FlowJo vX.07 program to identify
different splenocytes populations of immune cells. A — general lymphocytes B —single cells
detection, C —live cells detection, D — CD4+ (Th) un CD8+ (CTL) cells population detection.

Citokinu ekspresija tika noteikta CD4+ un CD8+ stinu populacijas atseviski, jo no
literatiiras ir zinams ka imiina atbilde pret dazadiem epitopiem var prevalét Th vai CTL §iinu
loma. (16. attéls) Talakai analizei tika izmantotas tikai citokinus ekspresgjosas populacijas, tiesi

CD4+ IFN-y; IL-2, TNF-a un CD8+ IFN-y; IL-2, TNF-a.
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16. attels. PC Citokinu ekspresijas noteikSana CD4+ un CD8+ limfocitu populacijas péc
stimulacijas ar PMA/ionomicinu. A - CD4+ populacija IFN-y ekspresija; B - CD4+ populacija
IL-2 ekspresija; C - CD4+ populacija TNF-a ekspresija; D — CD8+ populacija IFN-y ekspresija;
E — CD8+ populacija IL-2 ekspresija; F — CD8+ populacija TNF-a ekspresija.

Figure 16. PC cytokine expression in CD4+ and CD8+ lymphocyte populations after
stimulation with PMA/ionomycin. A - CD4+ population IFN-y" expression; B - CD4+
population IL-2 expression; C - CD4+ population TNF-a expression; D — CD8+ population
IFN-y" expression; E — CD8+ population IL-2 expression; F — CD8+ population TNF-a

expression

Izmantojot «Boolean combination gates» funkciju no FlowJo programmas tika notiekas

Stnu populacijas kas ekspresé citokinus dazadas kombinacijas (6. tabula)
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Stinu populacijas ekspreséto citokinu kombinacijas.

Cytokine expression combinations in cell populations.

CD4+ IFN-y#+ IL-2+ TNF-a+

CD8+ IFN-y+ IL-2+ TNF-a+

CD4+ IFN-y#+ IL-2+ TNF-a-

CD8+ IFN-y+ IL-2+ TNF-a-

CD4+ IFN-y* IL-2- TNF-o-+

CD8+ IFN-y+ IL-2- TNF-a+

CD4+ IFN-y*+ IL-2- TNF-a-

CD8+ IFN-y+ IL-2- TNF-a-

CD4+ IFN-y- IL-2+ TNF-a+

CD8+ IFN-y- IL-2+ TNF-a+

CD4+ IFN-y- IL-2+ TNF-a-

CD8+ IFN-y- IL-2+ TNF-a-

CD4+ IFN-y- IL-2- TNF-o+

CD8+ IFN-y- IL-2- TNF-o+

CD4+ IFN-y- IL-2- TNF-a-

CD8+ IFN-y- IL-2- TNF-a-

6. tabula

Table 6

Pirmkart, tika salidzinata liesas $tinu reakcija uz stimulaciju ar mitogéniem agentiem

dazadas dzivnieku grupas. legitie dati (17. attéls) pierada ka visos analiz&tos pelu grupas

izoléto limfocitu spgja reagét uz stimulaciju butiski neatskiras (p>0,1) un tapec analizgjot

specifiskas stimulacijas rezultatus meés varam biit droSi ka atrasta starpiba starp grupam

atspogulo atSkiribu imiinas atbildes rakstura nevis atskiribu analiz&to $iinu kvalitate.
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17. attéls Splenocitu stimulacija ar mitogénu agentu PMA/ionomicin. Ar citometrijas palidzibu
noteikts IFN-y ekspresgjoso stinu % CD4+ (A) un CD8+ (B) limfocitu populacijas. Statistiska
analizg veikta izmantojot Kruskal-Wallis ANOVA testu.

Figure 17. Splenocyte stimulation with PMA/ionomycin mitogen. IFN-y expressing cell % in
CD4+ (A) and CD8+ (B) lymphocyte populations, measured by flow cytometry. Data analyzed
using Kruskal-Wallis ANOVA test.

Lai noteiktu specifisko imiino atbildi pret TERT splenociti no dzivniekiem kas sanéma
E12 audzgja Stunas tika stimuléti ar Zurku TERT sekvencu saturoSiem oligopeptidiem. Lai
noteiktu citokinu ekspresijas fona Itmeni tika izmantota RPMI kontrole. Salidzinajumam tika
izmantoti splenociti no pelém kas tika imunizg&tas ar pVax vektoru bet nesanéma audzgja Stinas

(18.attels).
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Nespecifiskas citokinu ekspresijas augstais Iimenis ar tiro RPMI barotni stimul&tos
paraugos butiski apgriitina noteikSanu specifiskai imtinai atbildei pret TERT epitopiem. Tikai
analizgjot CD4+ un CD8+ limfocitus kas ekspreséja gamma interferonu ir izdevies noteikt
specifisko reakciju pret TERT2 un TERT7 oligopeptidiem dzivnieku grupa kas tika imunizéta
ar RT-TERTIn konstrukciju .(Att. 18D, 19D)

Atradums tika apstiprinats veicot detaliz€tako datu analizi ar GraphPad Prism

programmu izmantojot Mann—Whitney testu (20.attels).
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20. attéls. CD4+ un CD8+ limfociti, kas ekspresé gamma interferonu rada specifisko reakciju
pret TERT2 un TERT?7 oligopeptidiem, salidzinot ar kontroles RPMI grupu.

Figure 20. Gamma interferon expressing CD4+ and CD8+ lymphocytes produce specific
reaction against TERT2 and TERT7 oligopeptides, comparing to RPMI controls.
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4. DISKUSIJA

Bioluminiscences att€lveidoSana lauj noverot un salidzinat protekcijas Iimeni
laboratorijas dzivniekiem. pVax kontrolgrupas izauga 100% audzgju visu Stnu liniju grupas,
kas liecina par izpildito Stnu injekciju labo kvalitati. 4T1luc2 ar luciferazi iezimétas pelu
adenokarcinomas $iinas rezultati nav viennozimigi: audz€&ja Stinu strauja atgriiSana notika tikai
vienai ar aktivo pilna garuma TERT imunizg&tai pelei, un ¢etram ar RT-TERTIn imuniz&tam
pelém. Pargjam pelém audzgji auga lidz eksperimenta beigam. E12 zurku pilna garuma TERT
ekspresejosas pelu adenokarcinomas §tinam tika noverota pilna audz&ju atgriSana gan ar aktivo
pilna garuma TERT imunizétam pelém, gan ar RT-TERTin imunizétam pelém. F1 zurku RT-
TERT ekspresejosas stinas pelu adenokarcinomas §tinam noverota audzgja pilna izaugsana ar
aktivo pilna garuma TERT imuniz&tam pelém, bet novérota audzgja $tinu atgrisana ar RT-
TERTIin imuniz&étam pelém.

Ar pilna garuma aktivo TERT imunizgtas pel€s ir aizsargatas tikai pret E12 §tnu linijas
audzg€jiem. Ar RT-TERTin imunizg&tas pel€s ir aizsargatas pret E12 un F1 $iinu Itnijam un dalgji
ar1 pret 4T 11uc2, kas norada uz to, ka imunizacijai ar RT-TERTIn protektivais efekts ir spécigak
neka ar pilna garuma aktivo TERT.

BLI izmanto$ana lauj kontrol&t $tinu ievadiSanas kvalitati un sekot audzgja attistibas
dinamikai agrinas stadijas. P&c novérojumiem, sekosana 4T1luc2 derivatu izcelsmes audz&ju
attistibas, izmantojot morfometriju zemadas Stinu injekcijas gadijuma ir apgriitinata, jo audzg&ja
aug8anas Virziens ir neparedzams ($tinas var veidot simetrisko audz&ju, var izpausties platuma
zem adas, var ieaugt dzili audos), 1idz ar to BLI izmantoSana ar luciferazi ieziméto Stinu
atklasanai krietni uzlabo mérijjumus precizitati.

Analizg€jot imiinas atbildes profilu, novéro paaugstinato nespecifisko citokinu ekspresiju
vairakas limfocitu populaciju grupas kas sanéma audzgja Stinas, ari gadijumos kad audzgji tika
atri atgrusti. Nespecifiski aktivizéto limfocitu augsts skaitlis var bat izskaidrots ar iekasuma
procesiem dzivnieku organisma, kas ir saistiti ar audz&ja atgruSanu vai audzg€ja attistibu ar
dalgjo nekrozi. Izanaliz€jot T-Siinu atbildi pelu grupas kas sanéma E12 audz&ja Siinas
iminatbildes analize parejas grupas netika veikta, jo audzgja atgrisana tajas tika noverota reti
un lidz ar to perspektivas noteikt specifisko imiino atbildi bija maznozimigas sakara ar
paredzamo nespecifisko citokinu produkciju izol&tos limfocitos.

Abu CD4+ un CD8+ limfocitu reakcija uz stimulaciju ar TERT2 un TERT7 peptidiem
bija paradita jau agrak analiz€jot pilna garuma Zurkas TERT imtunogenitati (Jansons et al.,
2020). TERT7 peptida sekvence atbilst RT doménam, savukart TERT2 - telomerazes RNS
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saistosam (TRBD) doménam. Dotaja eksperimenta dzivnieki tika imunizéti ar RT-TERTIn
domeénu, lidz ar to atbilde pret TERT2 peptidu nevar rasties tie$d imunizacijas rezultata.
Iespgjams, limfociti kas reag€ uz TERT2 ir merkéti nevis pret ievesto zurkas TERT, bet pret
endogeno pelu TERT, un aktiviz€jas audzgja atgriiSanas procesa, ko izprovocg€ja imunizacija ar
RT-TERTin konstrukciju.

Aktivéto limfocitu noteikSanai ka markieri tika izmantoti citokini interferons gamma
(IFN-y), interleikins-2 (IL-2) un audz&ju nekrozes faktors alfa (TNF-a). So iekaisuma grupas
citokinu ekspresija limfocitos ir tipiska Thl tipa imtnai atbildei. Thl imtnai atbildei piemit
citotoksisks efekts, 1idz ar to més sagaidijam ka tiesi §1 tipa atbilde spéles atslégas lomu audz&ju
atgruSana.

DNS vakcinas ir viens no iminterapijas perspektiviem onkologisko slimibu arstéSanas
metodém. Tacu, neskatoties uz visam prieksrocibam, DNS vakcinam ir ierobezoti panakumi
terapeitiska efekta radiSana pret lielako dalu véza tipiem vajas imunogenitates dé] (Yang et al.,
2014). Sis darbs parada, kadi uzlabojumi ir iesp&ami lai paaugstinat DNS vakcinu
imunogenitati.

Pirmkart, imunogéna strukttiru optimizés$ana: tika panemts tikai RT-TERTin doméns,
kas paradija labaku imiinas atbildes reakciju, neka pilna garuma aktivais TERT. Dzivnieki kas
sanéma RT-TERTIn konstrukciju bija labak pasargati par ar pilna garuma TERT imuniz&tiem
dzivniekiem, kas pierada modific€ta imunogéna augstako efektivitati.

Otrkart, tika izmantots efektivs DNS vakcinas piegadés veids. Elektroporacijas
uzlabojumi, 1pasi augstsprieguma-zemsprieguma impulsu secibas izmanto$ana, ir ievérojami
palielinajusi DNS vakcinacijas efektivitati (Liu, Kjeken, Mathiesen, & Barouch, 2008).
Elektroporacija darbojas ari ka adjuvants, uzlabojot $tinu transfekciju, palielinot antigéna
ekspresiju un radot lokalu ickaisumu, kas noved pie APS aktivizésanas (Ahlén et al., 2007).
Darba eksperiments pierada, ka DNS vakcina ar elektroporaciju sasniedz gala mérki, par to
liecina imtinas atbildes reakcija, audzgju atgriiSanas. Darba bija izmantots pelu modelis, bet ir
pieradijumi, ka in vivo elektroporacija uzlabo imiino reakciju uz DNS vakcinacijam ari
cilvékiem. Petfjuma, kura piedalijas veseli brivpratigie, in vivo elektroporacija uzlaboja imiinas
atbildes reakcijas Iimeni no 0% lidz 88% péc DNS ievadisanas (Sallberg, Frelin, Ahlén, &
Sallberg-Chen, 2015). Tas nozime, ka metode varétu biit izmantota kliniskaja prakse.

Treskart, prime (pirméja)- boost (atkartota) dubultas imunizacijas shéma bija izmantota,
jo péc Latanova et al. 2018 tada shéma spgj izraisit gan augstaku specifisku antivielu Itmeni,
gan spécigaku T-$iinas reakciju.

Darba izmantota imunizacijas shéma nevar but tiesSi parnesta kliniskaja praks€, jo nav

datu par TERT konstrukciju efektivitati audz&ju terapija. Tomér profilaktiska efekta
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sasniegSana liecina par TERT potencialu kliit par pretaudz&ju imiinas terapijas agentu,
iesp&jams, izmantojot citas piegades platformas (adenovirusa vektors, mRNS utt). Prekliniskos
petijumos uz maziem dzivniekiem DNS vakcina demonstré tiesi savas stipras puses —
vienkar§ibu un zemas izmaksas, un lidz var to bit veiksmigi izmantota lai parbauditu

efektivitati lielam skaitam potencialo imunogénu.
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5. SECINAJUMI

Imunizacija ar RT-TERTin efektivak aizsarga dzivniekus no audz&jiem neka ar pilna
garuma aktivo TERT

. Bioluminiscences attélveidosana atvieglo audz&ju atklasanu un attistibas monitorésanu in
Vivo, Tpasi agrinas stadijas

Pliismas citometrija apstiprindja imiinu reakciju uz stimulaciju ar TERT2 un TERT7
peptidiem.

. Darba parbauditie TERT DNS imunogéni spgj izrasit specifisko T-Siinas atbildi.
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Abstract

Telomerase reverse transcriptase (TERT) is a classic tumer-associated antigen owerexpressed in
majority of tumors. Several TERT-based cancer vaccines are currently in clinical trials, but immune
correlates of their antitumer activity remain largely unknown. Here, we characterized fine specificity
and lytic potential of immune response against rat TERT in mice. BALE/c mice were primed with
plasmids encoding expression-optimized hemagglutinin-tagged or nontagged TERT or empty vector
and boosted with same DMNA mixed with plasmid encoding firefly luciferase (Luc DNA). Injections were
followed by electroporation. Photon emission from booster sites was assessed by in vivo
bicluminescent imaging. Two weeks post boost, mice were sacrificed and assessed for IFN-y,
interleukin-2 {IL-2), and tumor necrosis factor alpha (TNF-c) preduction by T-cells upon their
stimulation with TERT peptides and for anti-TERT antibodies. All TERT DMNA-immunized mice
developed cellular and antibody response against epitopes at the M-terminus and reverse
transcriptase domain (rTERT) of TERT. Pheton emissicn from mice boosted with TERT/TERT-HA+Luc
DMA was 100 times lower than from vector+Luc DNA-boosted controls. Bioluminescence loss
correlated with percent of IFN-y/IL-2/TNF-a producing CO8+ and CD4+ T-cells specific to rtTERT,
indicating immune clearance of TERT/Luc-coexpressing cells. We made murne adenacarcinoma
AT1luc? cells to express rtTERT by lentiviral transduction. Expression of rtTERT significantly reduced
the capacity of 4T1luc2 to form tumors and retastasize in mice, while not affecting in vitro growth.
Mice which rejected the tumors developed T-cell response against rtTERT and low/no respense to the
autcepitope of TERT. This advances rtTERT as key component of TERT-based therapeutic vaccines
against cancer.

Keywords: CD4+ and CD8+ Iytic T cell response; antibodies; electroporation; epitopes; intradermal
DMA immunization; lentiviral transduction; metastasis; murine adenccarcinoema cells; rejection; reverse
transcriptase domain; suppression; telomerase reverse transcriptase (TERT); therapeutic cancer
vaccines; tumeor growth.
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Abstract

Chronic HCV infection and associated liver cancer impose a heavy burden on the healthcare system.
Direct acting antivirals eliminate HCV, unless it is drug resistant, and partially reverse liver disease, but
they cannot cure HCV-related cancer. & possible remedy could be a multi-component
immunotherapeutic vaccine targeting both HCV-infected and malignant cells, but also those not
infected with HCV. To meet this need we developed a two-component DMNA vaccine based on the
highly conserved core protein of HCV to target HCV-infected cells, and a renowned tumer-associated
antigen telomerase reverse transcriptase (TERT) based on the rat TERT, to target malignant cells. Thair
synthetic genes were expression-optimized, and HCV core was truncated after aa 152 (Core1520pt) to
delete the domain interfering with immunogenicity, Core152cpt and TERT DMNA were highly
immunogenic in BALB/c mice, inducing IFN-y/IL-2/TMF-c response of CD4+ and CD8+ T cells.
Additionally, DMA-immunization with TERT enhanced cellular immune response against luciferase
encoded by a co-delivered plasmid (Luc DNA). However, DNA-immunization with Core132opt and
TERT mix resulted in abrogation of immune response against both components, & loss of
bicluminescence signal after co-delivery of TERT and Luc DMA into mice indicated that TERT affects
the in vivo expression of luciferase directed by the immediate early cytomegalovirus and interferon-
promaoters, Panel of mutant TERT variants was created and tested for their expression effects. TERT
with deleted N-terminal nucleali localization signal and mutations abrogating telomerase activity still
suppressed the IFM-B driven Luc expression, while the inactivated reverse transcriptase domain of
TERT and its analegue, enzymatically active HIV-1 reverse transcriptase, exerted only weak suppressive
effects, implying that suppression relied on the presence of the full-length/nearly full-langth TERT, but
not its enzymatic activity, The effect(s) could be due to interference of the ectopically expressed
xenogeneic rat TERT with biogenesis of mRNA, ribosomes and protein translation in murine cells,
affecting the expression of immunagens. HCV core can aggravate this effect, leading to early
apoptosis of co-expressing cells, preventing the induction of immune response,

Keywords: C04+ and CD8+ T cell response; assays of reporter expression; eukanyotic expression;
hepatitis C virus; hepatocellular carcinema; immune suppression; immunaotherapy: induction of type |
interferons; multi-component DMA vaccine; nucleocapsid (core) protein; telomerase reverse

transcriptase.
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