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Kasutatud lithendid

APC - antigeeni presenteerivad rakkadt{gen-presenting cells)
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Sissejuhatus

Tanapaeval on inimestel Gheks kdige ohtlikemakgusaks vahk - haiguste
rihm, mille hulka kuulub tle 100 erineva kasvaglisaiguse ja mida iseloomustab
rakkude kontrollimatu jagunemine, kasv ning meseaumine. Melanoom on
pahaloomuline kasvaja, nahavahi erilik, mis arenmlelanotstitidest ja esineb
sagedamini heleda nahaga inimestel. See on Ukgkeyhdist pahaloomulistest
kasvajatest inimesel. Igal aastal diagnoositakseodfias melanoomi umbes 26 100
mehel ja 33 300 naisel ning umbes 8 300 meestg@07naist surevad haiguse tottu
(Ferlay jt., 2001). Eestis moodustab melanoom 15% k&ikideshawdhkidest.
Melanoomi on uuritud juba paarkiimmend aastat nieg om vaga palju informatsiooni
melanoomiga seotud protsessidest, valja kujunemrnisBhanismidest ja melanoomi

antigeenidest.

Viimastel aastatel on molekulaarbioloogias hakata@hlt kasutama viirus-
laadseid partikleid ehk VLP-sid. Need on tuhjadugpartiklid, mis ei ole vGimelised
nakatuma rakke. Uheks VLP-de eeliseks on head irogeensed omadused: nad on
vOimelised sisenema sihtrakkudesse ja indutseersiianiparast ja adaptiivset
immuunvastust (Ludwig ja Wagner, 2007). Lisaks edell saab nende pinnal
eksponeerida erinevaid antigeene ja indutseeridadene antigeenide vastast
immuunvastust inimesel. Kdik need omadused teeVa#-d perspektiivseteks

kandidaatideks uute vaktsiinide valjatootamisel.

Kaesoleva magistritod eesmargiks on anda ulevaadP-dé omadustest,
formeerumisest, kasutamisest vaktsiinidena ninganw@mist ja temaga seotud
spetsiifilistest antigeenidest. To0 eksperimentmatsa eesmargiks on melanoomi
spetsiifiliste antigeenidega pseudotipeeritud VePtodutseerimise tehnika valja
téotamine, optimeerimine ning melanoomi antigeenidetekteerimiseks sobiva

skriiningsusteemi loomine.
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1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Viirus-sarnased partiklid

Viirus-laadsed partiklid \jrus-like particle3 ehk VLP-d on Kkorgelt
organiseeritud sfaarilised struktuurid, mida nirtedtae ka lipopartikliteks. VLP-d on
tuhjad viiruspartiklid, mis ei sisalda infektsioksi vajalikke nukleiinhappeid.
Vaatamata sellele on lipopartiklid vdimelised sema sihtrakkudesse ja indutseerima
sunnipérast ja adaptiivset immuunvastust (Ludwig Wagner, 2007). VLP-de
formeerimine on esmakordselt kirjeldatud hepatiit virusega (HBV) nakatunud
rakkudes, mis massiliselt produtseerisid 22 nantnifise partikleid, mis koosnesid
HBV-e pinna antigeenist HBsAg (Bayjr, 1968).

Viimastel aastatel on VLP-d leidnud laialdast kasuist molekulaarbioloogia
erinevates valdkondades. VLP-d on stabiilse stuwiga ja kergesti manipuleeritavad
ning on leidnud kasutamist naiteks heteroloagilismolekulide transportimiseks ja
eksponeerimiseks vdi ehitusplokkidena nanomatdgali(Ludwig ja Wagner, 2007).
Lipopartiklite head immunogeensed omadused on nugut¥fiLP-d vaga atraktiivseteks
kandidaatideks uute vaktsiinide valjatootamisel. ikkésee teeb VLP-d  vaga

populaarseks tooristaks tanapéevases siunteekldesgias.

1.1.1. Viirus-sarnaste partiklite formeerumine

Retroviiruste Gag struktuursest valgust koosneWwdiP-de moodustamiseks
kasutatakse tihti eukartootsete rakkude slstee@eg geeni ekspresseerimisel
eukarlootses rakus stinteesitakse Gag poluvalkptagtoas ribosoomidel ja suunatakse
plasmamebraani, kus nad omandavad lipiidse kifpyaguvad valja taip | VLP-de
kujul (Joonis 1). Tsutoplasmaatilise transpordil &mag prekursorid moodustavad
mitmeid vahevorme ja [6puks assambleeruvad multiimeea plasmamembraani

sisemisele pinnale (Joonis 1Gelderblom, 1991). Assambleerunud Gag valgu



kompleks indutseerib membraani valjasopistamists mib punga moodustamisele.
Pungumise ajal lilitakse tekkinud partiklisse seleselt viiruse glukoproteiinid voi

tootja rakkudes ekspresseeritud valgud ning sdejamodustavad tudp Il VLP-d
(Gelderblomt., 1987; Arthuit., 1992; Meerlogt., 1993).

Vaga olulist rolli VLP formeerumisel mangivad vigel struktuursete
polivalkude erinevad domaanid. Gag valgu prekursds,ei sisalda viiruse teisi valke
vOi RNA-d, on vdimeline kataliisima mitte infetsgate viirus-sarnaste partiklite
formeerumist ja vabastamist, kui neid ekspressdesgt putukate, parmide voi imetaja
rakkudes (Delchambrg., 1989; Karacostag., 1989; Wagneit., 1992; Mergener
jt.,1992; Wills jt., 1989). Inimese immuunpuudulikkuse viiruse (HIY-dag geen
kodeerib kdrgelt konserveerunud struktuurset paiigini Pr55% (Joonis 1A), mis
koosneb jargmistest valkudest: pl7 maatrits- (MAR4 kapsiidi- (CA), p7
nukleokapsiidi- (NC) ja p6 linkervalgust (Denji., 2004). pl7 valgu erinevates
domaanides paikneb regioon, mis vastutab Gag pekte seondumise eest raku
sisemisele plasmamembraanile (Gottlinger1989; Freegt., 1994). Samuti mdjutab
pl7 valk glikoproteiinide ltlitamisprotsessi pdlitk pinnale (Freed ja Martin, 1995).
HIV Gag-i p24 domaan omab olulist rolli VLP Gigedrimeerumisel (Chazai.,1994).
p7 domaanil on suur roll viiruse kokkupanemisektg®/ mutantidel tekivad defektid
partiklite formeerumisel (Dorfmajt., 1993; Hong ja Boulanger, 1993). Samuti tGestati
hillem, et p7 on oluline ka Gag valgu suunamisedgandumisel plasma membraaniga
(Platt ja Haffar, 1994). Vorreldes teiste domaagalei oma p6 mingit olulist rolli VLP-
de formeerumisel ja pungumisel nii putukate kuiilkeetaja rakkudes (Hoshiwaja,
1991; Royeit., 1991; Jowetjt., 1992). Kokkuvdttes saab kindlalt 6elda, et Gatyw
multimeriseerimisel ja partiklite formeerumisel orad olulist rolli kdik struktuursete
valkude domaéanid, sest nende muteerumine voibdadikogu protsessi (Demt.,
2004).

Viirus-sarnaseid partikleid, mis kasutatakse biokiistes ja immunoloogilistes
analliusides, puhastatakse ultratsentrifugeerimisidp sahharoosi voi Optiprep
gradiendi, mille tulemusel saadakse rohkem kui §#ttusega partikleid. Saadud 100-

120 nm VLP-d sisaldavad umbes 1500-1800 Gag’'i m@®wmming on morfoloogiliselt



ja antigeeniliselt sarnased natiivsete virioonidédaffar jt., 1992; Wagnejt., 1992).
VLP stabiilsus ja véimalus neid toota suures koguseb neid suureparasteks vaktsiini
kandidaatideks.

(A)
— P17(MA) P24(CA) P7(NP) |P8(Ll)— HIV-1 gag
translation *
0 CP

®) memblrane =1 EM

targeting

cell
membrane
particle Gag
|

© release ()

Joonis 1 Skemaatiline joonis HIV Gag poluproteiinist ja partiklite formee rumisest
(A)HIV Pr55gag poluproteiin koosneb erinevatest démidest (MA, CA, NC ja LI), mis
aitavad (B) suunata Gag valgu tootja raku sisemipllsmamebraanile ja (C) formeerida klipse
VLP. (D ja E) VLP pungumine HighFive putukate raklkst. CP-tsitoplasma; EC-
ekstratsellulaarne osa (Dejnl| 2004).



1.1.2.Teise pblvkonna VLP-d

Gag valgul pdhinevate VLP-de avastamine viis t@8kkonna viirus-sarnaste
partiklite ehk multi-epitoobiliste VLP-de arendawiis. Vorreldes esimese pdlvkonna
lipopartiklitega indutseerisid multi-epitoobilised/LP-d (sisaldavad enda pinnal
spetsiifiliselt stinteesitud antigeenid) palju pair@nihumoraalsete antikehade vastust
(Deml jt., 2005). Antigeeni esinemise suurendamiseks VLP-datiivses
konformatsioonis viidi |dbi erinevaid Env erfvelopg valkude spetsiifilisi
modifikatsioone (nt trunkeerimine v&i liitmine leebloogiliste transmembraansete
doméaénidena) (Phogat ja Wyatt, 2007). See omakerida ristneutraliseerivate

antikehade hulga suurenemisele.

Heteroloogiliste Env valkudega pseudotipeeritud MLPv6ib kasutada
platvormina spetsiifiliste valkude effektiivseks itamiseks immuunsisteemile.
Partiklites olevate antigeenide suurt immunologgilpotentsiaali réhutab jargmine
katse. Gag VLP-d, mis olid pseudotipeeritud hodus@ipi herpesviirusest (EHV-1)
saadud gpl4 glukoproteiiniga, kutsusid hiirtel @silgeva immunkaitse EHV-1 vastu
(Osterriederjt., 1995). Hiire leukeemiaviiruseMLV- Murine leukemia virus) Gag-Env
VLP-d, mis olid in vitro ekspresseeritud DNA plasmiidilt, indutseerisid eug
spetsiifilise CTL vastust T-rakkude epitoopidegaitéedes hiire viiruse letaalsest
mojust (Bellierjt., 2005).

1.1.3. Viirus-sarnaste partiklite immunogeensed omadused

Erinevalt lahustavatest antigeenidest, mida on wganduda adjuvantidega
immuunvastuse esilekutsumiseks, on VLP-d vdoimelisedtseerida tugeva rakulise ja

humoraalse vastust otseste immunogeenidena (Grga&imderson, 2006).

VLP-de suurus on sobilik sisenemiseks dendriitraldase 1abi
makropinotsitoosi vOi endotsisoosi, mis mangibistlublli stinniparase ja adaptiivse

immuunvastuse aktiveerimisel. Tanu oma struktuuniédh VLP-de sisenemine
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aktiivsele epitoopide tootlemisele ja esitamisaiigeeni presenteerivatele rakkudele
(APCs). Protsessi toetavad VLP-de fusogeenne aks8iya lipiidne koostis l(udwig ja
Wagner, 2007).

Katsed Gag VLP-dega, mis sisaldavad palju immuneggisi epitoope,
naitasid, et nad on vBimelised stimuleerida rakutisnuunvastust nii | kui ka 1l klassi
suure koesobivuskompleksi (MHC) radadelt (Dgtml 2005). Env valkude lisamine
VLP-dele (nt VSV-G- glycoprotein from vesicular stomatitis vijus muudab
lipopartiklite sisenemise labi retseptorist sdltuvasiooni effektivsemaks ning
suurendab epitoopide presenteerumist MHC | rajaleindutseerib CTL vastuse

kujunemist (Marsagt., 2002).

1.1.4.VLP vaktsiinid

Tanu VLP-de struktuurile omavad VLP-del pdhinevaaktgiinid suurt eelist
vorreldes tavaliste lahustavate antigeenidega, enisle vaga stabiilsed ja mdnedel
juhtudel on nérga immunogeensusega. Kuna VLP-émitseeru ning ei nakata rakke,

on nendel kindel eelis ndrgestunud viiruste vakide ees (Ludwig ja Wagner, 2007).

VLP produtseerimise muutus effektiivsemaks kui hidkasutada rekombinantse
DNA tehnoloogiat. 1984 aastal ekspresseeriti edud8IsAg antigeenist koosnevaid
VLP-sid rekombinantsetes parmi rakkudes (McAlggr 1984). Tanapaeval kdige
levinum viis VLP-de ekspresseerimiseks on imetajkude transfekteerimine RNA-ga

vOi DNA-ga (Joonis 2), ning putukate rakkude irddésmine rekombinantse

bakuloviirusega.
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Transfection of mammalian cells
A P CMV B P CMV

gag gag

~SP SV40
\ ./ gp64

VN
&

Joonis 2 Imetajate 293 T rakkude transfekteerimine gag'i kodeeriva plasmiidiga. (A)
Imetajate rakkude transfekteerimine aingétg geeni sisaldava plasmiidiga viib VLP-de, mis
koosnevad ainult kapsiid valgust, formeerumiseR). Gp64 valgu ko-ekspresseerimine viib
pseudotipeeritud Gag VLP-de moodustamisele. P Ché\dtomegaloviiruse promooter, P
SV40- Simian viiruse 40 promooter (Ludwig ja Wagrg07).

VLP-de ekspresseerimine DNA plasmiididelt, mis keilead gag geene,
muutus effektiivseks strateegiaks korge immunogesega HIV vaktsiinide
produtseerimisel  (Young jt., 2006). DNA-ga transfekteeritud rakkudes
ekspresseeritavad VLP antigeenid on voimelisecheis@ nii MHC | kui ka Il klassi
tootlemisrajale, stimuleerides nii CD$a CD4 T-rakulist ja lisaks ka B-rakulist
vastust. Vorreldes lahustuvate antigeenidega on DBlKsiine lihtsam toota.VLP-de
abil saab suurendada ndrgestatud vaktsiinide vdistebuleerida MHC | poolt

reguleeritud tsitotoksiliste T-limfotsttide (CTUgstust (Joonis 3).

12



activation

uptake O
immature
DC
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CD83, CD86, HLA-DR)
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Joonis3: VLP vahendatud dendriit rakkude aktiveerimine. VLP sisenemine aktiveerib raku
labi ohusignaali, mille tulemusel hakkatakse eksgeerima kiipsemismarkereid. Kipsed rakud
edastab VLP-dest tulevad antigeene C[Od CD8 T-rakkudele labi MHC 1 ja Il raja.
Tsutokiinide sekreteerimine stimuleerib differemtsanist efektor B- ja T rakkudeks mille jargi

toimub antikehade vabastamine ja CTL vastus (Lugaviyagner, 2007).

Viimastel aastatel peetakse erinevaid lipopartikj@ptentsiaalseks vaktsiinideks
paljude viiruslikke infektsioonide vastu: inimesemunodefitsiidi viirus (HIV), inimese
papilloomiviirus (HPV), Norwalk viirus (NV), rotauwus ja parvoviirus (Garcea ja
Gissmann, 2004). HIV vastase vaktsiini véljatoosehiselgus, et HIV-1 Pr55Gag
poluproteiin ise formeerib partikli sfadre (Wagyter1992).

VLP-de pseudotupeerimine heteroloogiliste Env wddga vbimendab VLP-de
immunogeensust, sest suurendab VLP omastamist ARKude poolt (Ludwig ja
Wagner, 2007). Naiteks vesikulaarse stomatiioluse pinna glukoproteiini (VSV-G)
litmine HIV VLP-desse suurendas markimisvaarsetigvastast antikehalist ja T-
rakulist immuunvastust hiirtel ning vahendas viregnuuritavates ahvides (Kuaje,
2006).
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1.2 Melanoom

Pahaloomulist melanoomi leidub kull harvemini kuarsaseid basaalsete ja
lamerakuliste rakkude nahakasvajad, kuid ta ondele palju ohtlikum — melanoomi
poolt pdhjustatud surmade arv moodustab 75% k&skid@havahi poolt pdhjustatud
surmajuhtumitest. Melanoomi nimetatakse heleda gel@imeste haiguseks, kuid see
vOib areneda ka inimestel, kelle nahk on rohkenmgigteerunud. Haiguse arengus
toimuvad melanotsuitide pahaloomulised transforioansd (Vries ja Coebergh,
2004). Euroopas on melanoom oma esinemissagedvigkide pingereas meestel
seitsmeteiskimnendal ja naistel kaheksandal koRallgy jt., 2001). Melanoomi

diagnoositakse tihti suhteliselt noortel inimeg@sterlind, 1992).

Kdige olulisemaks teguriks nahavahkide, kaasa advahelanoomi, tekkimisel
heleda nahaga inimestel on pikaajaline viibimirteanriolettkiirguse kdes (Armstrong ja
Kricker, 1993). Kiirgus v0ib pdhjustada melanoomersgut kolme erineva mehhanismi
kaudu: otseselt kahjustada DNA-d, mis viib mutaiside tekkele; produtseerida
aktiivsed hapniku Uhendid, mis omakorda kahjustaD&bh-d ja teisi raku struktuure
vOi viia lokaalsele immunosupressioonile, mis blkrie organismi kaitsevfimet
(Ichihashi jt., 2003). Lisaks ultraviolettkiirgusele maéangivaduldt rolli nahavahi
arengus ka endogeensed faktorid, nagu naha tuapJumststeemi ndrkus, geneetiline

eelsoodumus (Armstrong ja Kricker, 1993).

Melanooma kasvajad on uuritud palju tanu selleteyagased uuringud néitasid
antigeenide suurt sisaldust selles tuumori tadffarmianijt., 1990). Melanoomi
antigeene uuriti palju aastaid raku tasemel tdnmafiisele saada T rakke melanoomi
patsientide perifeerse vere (PBL) voi limfisblmédhafotstttidest (Anichinjt., 1987).

Kuna VLP metoodikat saab kasutada erinevate amtideesisselllitamiseks
lipopartiklitesse, otsustati kdesolevas t00s koesirida melanoomi spetsiifiliste
antigeenidega pseudotupeeritud VLP-d. Selleksivi#ficksa antigeeni, mis on seotud
melanoomi kasvajaga vOi nendes toimuvate protsegaidvdga heaks kandidaatideks
oli melaniini sunteesi raja valgud (TYR, TRP1l ja B ning melanotsidtide
diferentseerumisega seotud valgud (PMEL ja MARTMCAM ja HMW-MAA
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antigeenid kirjeldati esmakordselt melanoomi kastes. Kuna need on
membraanivalgud, siis nende eksponeerimine VLP-t@ap omab mitmeid eelisi.
Mebraanvalkude puhastamine on vaga raskendatud,né&id sinteesida imetajate
rakkudes. Samuti, VLP-de pinnal antigeenid sailivada natiivse struktuuri. Lisaks
eelnimetatud antigeenidele, valiti veel MAGE-AANBAGE-A10 valke, mis saab leida

paljudes kasvajates, kaasa arvatud melanooma tigimor

1.3 Melanoomi antigeenid

1.3.1.Turosinaas (TYR), TRP1 ja TRP2

Melaniini slintees toimub melanotsiitides paiknevatspetsiaalsetes
tsUtoplasmaatilistes organellides - melanosoomid8sinteesitakse kahte tldpi
melaniini: feomelaniin (kollane, punane) ja eumetar(pruun, must). Olulist rolli
melaniini sinteesil omab enstiim tdrosinaas (TYR)s rkataltisib torosiini
konverteerimist melaniini biopolimeeriks. Melaniisiinteesil osalevad veel kaks
turosinaasiga seotud valku (TRPgjrosinase related proteijis TRP1 ja TRP2
(DOPAkroom tautomeraas) (del Marol ja Beermann 6199

Tldrosinaas on glikoproteiin, mis on N-terminuse ckatseotud membraaniga.
Tlrosinaas sunteesitakse endoplasmaatilises fetiiksi (ER) ja transporditakse labi
trans-Golgi vorgustiku melanosoomidesse (Garciadoia Solano,2002). Turosinaas
suinteesitakse 55 kDa valguna, edasine glukosuleerisuurendab kiipse valgu suurust
65-75 kDa-ni (Hearing ja Tsukamoto, 1991). Valk atatisib L-turosiini
hidroksuleerimist dihtdrooksiphentulalaniiniks (DXpPja DOPA oksudeerimist
DOPAKkKinooniks (Joonis 4)(Tripathi jt., 1992). Mutatsioonid tlrosinaasi geenis

pdhjustavad inimestel albinismi (Oetting ja Kin§94).

Tlrosinaasiga seotud valgu 1 (TRP1) molekulmass-@h kDa (Halaban ja
Moellmann, 1990). Valk koosneb 537 aminohapesbrjeab 40-52% homoloogsust
turosinaasiga (Prota, 1992). Sarnaselt turosirmasihab TRP1 hidroksulaasset

aktiivsust (Sarangarajan ja Boissy, 2001) ja ortugkd-tirosinaasi konverteerimisega
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DOPA-ks (Zhaoijt., 1994). Lisaks sellele omistatakse TRP1-le tdiataltutilisi
funktsioone, mis on seotud dopakroom tautomerad§glgg, dihtidrookstindool (DHI)
okslidaasiga (Urahe, 1993) ja 5,6-dihidrokstindool-2-karboksul haggpéDHICA)
(Olivares jt.,2001). Samuti on teada, et TRP1 on seotud medanusle struktuuri
sdilitamisega ja mdjutab melanotstiitide prolifecatsi ja raku surma (Hirobe ja Abe,
1999). TRP1 on seotud ka tlrosinaasi katallutdld@évsuse inaktiveerimisega (Manga
jt., 2000).

DOPAkroom tautomeraas (TRP2) osaleb DOPAkroom geindihendi
konverteerimisel varvitu eumelaniini vahelthendikHICA-ks (Palumboijt., 1991).
TRP2 kipse valgu molekulmass on ~75 kDa (Tsukamotb992).

,©/\( cooH
Tyrosing e Ny
* Tyrcs'nasei
mm/\, cooH
DOPA P Ny
‘ Tyrasinase
Q COOH
v
DOPAguinone Dm

T
T
$ Pheomelanin

Ho
LeucoDOPAchrome mmm
H

°
DOPAchrome mmm

‘/C TRP-2 / DOPAchrome tautomerase I
€ooH
HO MO
DHI m m DHICA
i ¥ Ho. W COCH
i H
‘ Tyrosinase * I‘HP-‘IIDHlCAax!dase'
Indole-5,6- °m °m Indole-5 6-
quinone quinone-
g W ° 5% carboxylc acid

Eumeianin

Joonis 4: Melaniini suntees tdrosiinist Joonisel naidatud tdrosinaasi, TRP1 ja TRP2
enzimaatilised reaktsioonid. DOPA- 3,4-dihidrookaipitlalaniin; DHICA- ja 5,6-
dihtadrokslindool-2-karboksuil hape; DHI- 5,6- dindwksiindool (del Marol ja Beermann,
1996).
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1.3.2.PMEL/gp100 ja MART1

PMEL/gp100 ja MART1 antigeenid esinevad melanoonaisnormaalsetes
melanotsudtides ning on seotud melaniini biosumgaes(Anichini jt., 1993).
PMEL/gp100 premelanosome proteiron melanotsiitide spetsiifiline esimest tldpi
transmembraanne glikoproteiin. Seda valku leidwintes kogustes melanosoomides ja
valgu peamiseks funktsiooniks on premelanosoomtdetsiuri tagamine. PMEL valk
on seotud maatriksi kiudude formeerumisega, mis v@alik melanosoomide
tleminekuks esimesest staadiumist teisse. Valge fiigktsiooni omandamiseks peab
ta labima rida posttranslatsioonilise modifikatsieo(Watt jt.,2013). Kipse valgu
molekulmass on ~70,5 kDa. PMEL sekreteeritud valguois on vabastatud
proteoltutilisest ektodomaanist, saab kasutada noefai spetsiifilise seerumi
markerina (Bersojt., 2001).

MART1 (melanoma antigen recognized by T-celly} valk on korgelt
ekspresseeritud varajastes melanosoomides ja adasatu nende kipsemisel. Peptiid
koosneb 118 aminohapetest ning selle molekulmass1&kDa. (Wangt., 2001).
(Kawakamijt., 1997). MART1 on kolmandat tlupi transmembraavalk, mis paikneb
endoplasmaatilises retiikulumis, trans-Golgi votdus ja melanosoomides enamikus
melanotsidtides ning melanoomi rakkudes. MART1 mstab kompleksi PMEL
valguga ja mojutab PMEL valgu ekspressiooni, sksimt ja protsessingut
posttranskriptsioonilisel tasemel (Hoaghj 2005). MART1 tunnevad ara T-rakud ja
teda kasutatakse tihti biomarkerina. MART1 méangilulist rolli melanoomi

immunoteraapias (Zippeliys, 2002).

1.3.3.MCAM ja HMW-MAA

MCAM (melanoma cell adhesiomolecule) tugevat ekspressiooni detekteeriti
kdigepealt progressiivse esmase ja metastaatiliselanmomi kudedes, kuid
normaalsetes melanotsuitides selle valgu ekspossiel esinenud. MCAM on
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immunoglobuliini superperekonna adhesiooni moléBdrsjt., 1993). Kups valk, mille
suurus on 113 kDa, koosneb ekstratsellulaarsegimiadist (5 Ilg domé&éani), Uhest
transmembraansest regioonist ja tsutoplasmaatilisedast (Lehmannjt.,1989).
Antigeen omab olulist rolli erinevates melanoomsgmtud protsessides: tuumori kasv,
metastaaside areng, homottdpiline ja heterotuigilimkkude adhesioon ning
suurenenud maatriksi metalloproteinaasi aktiiv&isj(., 2006). Viimased uuringud on
naidanud, et MCAM on seotud signaali edastamisegikude vahel, rakkude
migratsiooniga, mesenhiimaalse tivirakkude defezenisnisega (Wang, Yan 2012),
leukotsuitide migreerumisega perifeerse narvisiigteendoteliaalsetes rakkudes
(Brucklacher-Walderit., 2009) ning angiogeneesiga (Zhuging2010).

HMW-MAA (high-molecular weight melanoma associated anjigdrk CSPG4
(Chondroitin sulfate proteoglycan) 4antigeen tuvastati esmakordselt umbes 30 aastat
tagasi inimese melanoomi rakkudes (Wil$on1981). See on esimest tudpi raku pinnal
paiknev transmembraanne valk molekulmassiga ~25@k8ajt., 2007). HMW-MAA
valk koosneb kolmest struktuursest domaanist: skstratsellulaarne domaéan, 25
aminohappeline  transmembraanne regioon ja luhike @&ninohappeline
tsitoplasmaatiline domaan (Stallcup, 2002). Valk togevalt seotud melanoomi
tuumori formeerumisega ja kasvamisega (Prhce 2011). HMW-MAA antigeeni
ekspressioon radiaalse kasvu faasis (RGP) inimesdanoomis aitab kaasa
migratsioonile, proteaaside aktivatsioonile ning ited@@alse mesenhimaalsele
transitsioonile (EMT). See viitab sellele, et vatkdngib olulist rolli kasvaja

progresserumisel radiaalsest kasvufaasist versigba(Yangt., 2009).

HMW-MAA valku ekspresseeritakse paljudes normdaksekudedes arengu
kaigus, mis viitab tema olulisele rollile kudedentepstaasis ja arengus. Uuringutes
naidati, et antigeeni ekspressioon toimub ka metdrivides, kuid palju vahesemal
maaral kui melanoomis (Campgfi., 2010). Lisaks selle valgu rollile melanoomi
kujunemisel on HMW-MAA seotud ka teiste pahalooistel kasvajatega:
oligodendrotstutoom, glioom, rinnavahk ja lamerakiaikartsinoom (Pricgt., 2011).
Seega on HMW-MAA (ks potentsiaalne terapeutilindtrséirk pahaloomulise

melanoomi ja teiste kasvajate ravimisel (Blgnk2011).

18



1.3.4. MAGE-A perekonna valgud. MAGEA4 ja MAGEA10

MAGE (melanoma-associated antigemerekond sisaldab 55 sarnast valgu
(Chomezjt., 2001). Vastavalt geeni struktuurile ja kohales eid ekspresseeritakse,
klassifitseeriti neid kaheks tutbiks: | tiip - MEG\, MAGE-B ja MAGE-C ja Il tuup
- MAGE-D geenid. Il tiupi geene ekspresseeritaksgansaalselt kdikides kudedes. |
tulipi MAGE ekspressioon toimub vahesel maaral naisetes kudedes
(spermatotsitdid, platsenta ja embrionaalse arengonedel etapidel) (Barker ja
Salehi, 2002). | tupi MAGE antigeenide ekspressitmmub paljudes pahaloomulistes
kasvajates (Jang., 2001). MAGE-A perekonna antigeenid ekspresssdes#t vahesel
maaral spermatotsuitides, tlimuses ja platsenteanléh jt., 2002). Suuremates
kogustes saab neid leida erinevates pahaloomukagajates: melanoom, kopsuvahk,
eesnaarmevahk, rinnavahk, hepatotsellulaarne \&ihip&ont., 2005).

MAGE-A4 valk koosneb 317 aminohapetest ja temaetetiiime molekulmass
on 35 kDa. MAGE-A4 ekspressioon on leitud lameread kartsinoomis, harvemini
adenokartsinoomis. Valgu téapne funktsioon ei alensani teada, kuid méned uuringud
naitasid, et ta voib olla seotud apoptoosi regingisega (Peikerjt., 2006). Hiljutistes
uuringutes naidati, et MAGE-A4 C-terminaalne fragmiadutseerib apoptoosi vitro
l&bi p53-st sbltuva ja p53-sbltumatu raja (Sakitrai2001). See viidab sellele, et valk
omab proapoptootilist effekti ja vBib funktsionakrituumorsupressor valguna (Peikert
jt., 2006). Samuti on teada MAGE-A4 vdimest osalegaptoosi reguleerimises
testistes (Print ja Loveland, 2000).

MAGE-A10 on arvatavasti MAGE-A perekonna kdige inmogeensem
antigeen (Groepejt., 2007). See on tuuma valk molekularmassiga ~7@, kidis
ekspresseritakse ainult spermatogooniumi rakkudespermatotsudtides, aga mitte
teistes normaalsetes kudedes (Scajilarz002). Samas MAGE-A10 ekspresseeritakse
suurel maaral erinevates vahi tutpides (Valrjtgr2001; Alvegt., 2007; Linjt., 2004).
Kdige rohkem on seda antigeeni leitud kopsu-, nahana- ja uroteliaalse véanhi
rakkudes (Schultz-Thatgr, 2010, Liant., 2012).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. To0 eesmargid

Vaatamata paljudele vahiuuringutele ja l&abimuresté@inmunoloogias jaab
melanoom tanapaeval Uheks koige ohtlikumaks vabikisli Melanoom pdhjustab
inimestel kdrget suremust, kuna melanooma rakualeiravile, nagu keemiateraapia
vOi kiiritus. Siiamaani ei ole leitud head ravipahaloomulise melanoomi vastu, kuid

uuringud pidevalt jatkuvad (Prota ja Mascagna, 1994

Teiseks suureks probleemiks on melanoomi diagnansimvéahi varajastel
staadiumitel ei esine inimesel mingeid kindlaid gtomeid, kuid melanoomi
hilisemates staadiumites muutub haiguse ravimimga vaskeks. Praegu ei ole kahjuks
Uhtegi testi, mille abil saaks kindlaks teha metanb esinemist inimesel varajastel
staadiumitel. VLP-de kasutamine inimese immunollistgs uuringutes avas meile
palju uut vdimalusi erinevate haiguste ravimisehekoleva t60 esimeseks eesmargiks
on melanoomi spetsiifiliste antigeenidega pseudeiipud VLP-de produtseerimise
tehnoloogia vélja téotamine, kasutades imetajat&ulane, ning selle optimeerimine.
TOO teiseks eesmargiks oli melanoomi patsientideiingkgsisteemi loomine.
Skriiningu saaks teostada ELISA meetodiga, kasstadelnevalt saadud VLP-d

melanoomi spetsiifiliste antigeenidega.
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2.2. Materjalid ja metoodika

2.2.1. Kasutatud plasmiidid

Melanoomi spetsiifiliste antigeenide ekspresseeiks VLP-de pinnal kasutati
PQMCF ja pQMC vektoreid.

pQMCF-MLV-MAA (MAA-melanoma-associated antigenyektori korral
ekspresseeritakse CM\¢ytomegaloviruspromootori alt MLV gag ja HeflA (human
elongation factor 1a) promootorilt melanoomi spidiae antigeen. pQMCF vektorid

konstrueeris Kiira Gildemann (TUTI).

pQMC-MAA vektori korral ekspresseeritaks€MV promootorilt melanoomi
spetsiifilise antigeeni, mille N-terminuses paikn&2 Tag epitoop. pQMGAAA

vektorid on konstrueeritud Nele Jaansoni (TUTI)Ipoo

Plasmiidide paljundamiseks kasutatEscherichia coli tive DH5.
Transformeeritud bakterirakke kasvatati LB sootn@mamutsiini selektsiooni all
(I8ppkontsentratsioon- 10Qg/ml). Plasmiidide eraldamiseks kasut&@vorPrepg"

Plasmid DNA Extraction Mini Kit (Favorgendotja protokolli jargi.

2.2.2. Rakuliinid

Eksperemendi labiviimiseks kasutati imetaja rakuliCopSEBNA (hiire
fibroblasti rakud, kus ekspresseeritakse EpstemiBairuse tuumaantigeen). Rakke
kasvatati IMDM sd0tmedgcove's Modified Dulbecco's Mediynkuhu oli lisatud 10%
veise loote seerumiECS ning antibiootikume penitsilliin (100 U/ml) jarsptomdtsiin
(100 ng/ml) (Smart Media). Rakke kasvatat’@juures 5% CO2 keskkonnaSdlaxy
R CO2 Incubator
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2.2.3. Eukariiootsete rakkude transfektsioon elektroporatsiooni
meetodil

Plasmiidide viimiseks Cop5EBNA rakkudesse kasutakektroporatsiooni
meetodit. Selleks koguti rakud 100 mm [&bimdodu@a8d@% konfluentsuseni kasvanud
koekultuuri tassidelt: s66de aspireeriti ning rapksti PBS-iga [0,15 M NaCl]. Seejarel
rakud eemaldati tassilt 2 ml tripsiinilahusega rkagti tsentrifuugitopsi, kus oli 5 ml
IMDM so606det. Rakud tsentrifuugiti pdhja 1000 rpnP@Guures 5 minutitEppendorf
centrifuge 5810R). Supernatant aspireeriti ning rakudele ili2&0 pl séodet Uhe
poratsiooni kohta. pH hoidmiseks kasutati NaBES vpth (pH=7,5)
I6ppkontsentratsioonis 5 mM. Elektroporatsiooni &iily segati 5Qug carrier DNA-d
(Ibhe sperma DNA),3 pg ekspressioonivektoreid ja 2501 rakususpensiooni.
Elektroporatsioon viidi labBioRad Gene Pulser Hparaadiga 97pF mahutavuse ning
230 V pinge juures. Rakkudel lasti seista ligikaudi minutit, misjarel kanti 15 ml
koekultuuri tuubidesse, millesse oli eelnevalt kanb ml s6ddet ning tsentrifuugiti 5
minutit 1000 rpm 20°C juureg&ppendorf centrifug®810R). Seejarel s6dde aspireeriti,
rakud resuspendeeriti 1 ml s66tmes ning kanti 106 Rbimddduga koekultuuri
tassidele, mis sisaldasid 8 ml soddet. Rakke kasva® tunni 37C juures 5% CO2
keskkonnasGalaxy R CO2 Incubatr

2.2.4. VLP-de ja rakkude kogumine

72 tunni parast rakkude elektroporatsiooni kogé@tide ja rakud. S66de valati
tsentrifuugitopsi ja fuugiti 1000 rpm 20°C juuresniinutit (Eppendorf centrifuge
5810R). Seejarel soode filtreeriti l1abi 0,45 untrifi{Sarstedy ja séilitati 4 °C juures.
Rakud pesti PBS-ga, eemaldati neid 2 ml trupsiinigeag koguti 1,5 ml
tsentrifuugituubidesse, lisades varske sd6tme ygifupdhja lauatsentrifuugisS{gma
1-14) pooretel 8300 rpm-i 5 minutit. Rakusade suspentid 50 ul PBS-s ja ludsiti 30
ul 5xLaemmli puhvris (10% SDS, 50% glitserool, 25Mniris pH 6,8; 0,5%
broomfenoolsinine) kuumutamisega 10 minutit 1005@r¢s.
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2.2.5. VLP-de kontsentreerimine ja puhastamine

VLP-de kontsentreerimiseks sO06tme proovid tsenigfti 1abi 5 ml 20%
sahharoosi padja PBS-is 4°C juures 3 tundi 27060 (W28 rootorBeckmann)VLP
sade lahustati 300 pl TN puhvris (0,21M NacCl; 0,09Kks-HCI) 24 tundi 4°C juures.
Jargmisel paeval maarati proovides uldvalgu komtatsioon Nanodropiga 280 nm
juures. 10 pg valku vbetestern blotanalttsile: lahustati PBS-is 20 pl-ni, lisati 5ul
5xLaemmli puhvri ja kuumutati 10 minutit 100°C jegt

VLP-de puhastamise jargmises etapis kasutati sératifuugimist sahharoosi
astmelises gradiendis. Gradiendile, mis koosnes, ZB%0, 45% ja 60% sahharoosi
lahustest PBS-is, kanti 250 pl TN puhvris olevadPviroovid ja fuugiti 4°C juures 3
tundi 32000 RPM (SW55 rootoBeckmanh Gradiendid jagati 8 fraktsiooniks ja
analtusitiwestern blotneetodil.

2.2.6. SDS-poluakridlamiid geelelektroforees

VLP proovides olemasolevate valkude visualiseeeksslahutati valgud SDS
poltakrutlamiid geelelektroforeeqi6DS-Page)Geelile kanti 20 pug valku. Kasutati
10% akrtulamiidgeeli ja 1xSDS jooksupuhvrit (125 mivls, 960 mM glitsiin, 0,5%
SDS). Seejarel geeli varvitageBlue Protein Staining Solution (Thermo Scimtif

varviga ning pesti mitu korda destileeritud veega.

2.2.7. Western blot analiiiis

Vordses koguses ludsitud rakud ja VLP-de proovi@ (1g) lahutati SDS
poltakrutlamiid geelelektroforeesi meetodil, kadeta10% ja 12% akrutlamiidgeeli ja
1xSDS jooksupuhvrit. Valgud kanti geelist Gle PVQelyvinylidene fluoridg filtrile
(Immobilon-P Millipore 0,45%:m) poolkuiva tlekande abilSgmi-Trans-Blotterile, Bio-

Rad Manufactury Ulekanne viidi labi 15 minutit 15 V pinge juureSeejarel filter
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blokeeriti ruumitemperatuuril 1 tund blokeerimiglses [100 mM Tris (pH 7,5); 170
mM NaCl; 0,05% Tween 20 + 5% NFDM (l6ssipulber)Melanoomi spetsiifiliste
antigeenide detekteerimiseks kasutati 5E11 antik@igrantigeeni spetsiifilisi antikehi.
2% NFDM-iga Westerni pesulahusesse (100 mM Tris Tgf); 170 mM NacCl; 0,05%
Tween 20) lisati antikeha vastavas kontsentratésofTabel 1) ja inkubeeriti 1 tund
kallutil. Péarast seda pesti filtrit 3 korda 15 wmmih Westerni pesulahusega. Filter
inkubeeriti 1 tund kallutil 2% I6ssipulbriga Westie pesulahuses, kuhu oli vastavalt
primaarsele antikehale lisatud HRP-ga konjugeergalundaarne antikeha vastavas
kontsentratsioonis (Tabel 1). Seejarel filter pgalie 3 korda 15 minutit Westerni
pesulahusega, ning viidi labi ilmutamisreaktsioddLEKit-iga (Amersham Pharmacia
Biotech) vastavalt tootja protokollile. Signaal visualisgeautoradiograafiliseltFuji

rontgenfilmile.
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Tabel T Western blot analliisi katsetes kasutatavate primaarsete ja sekdaarsete

antikehade lahjendused.

Primaarne antikeha | Primaarse Vastav Sekundaarse
antikeha sekundaarne antikeha
lahjendus antikeha lahjendus
anti-TYR (1E7) 1:3000
(TU
Tehnoloogiainstituut
anti-TRP2 1:3000
(Santa Cruz antFmouse 1:10000
Biotechnology) HRP
anti-MART1 1:3000
(Santa Cruz
Biotechnology)
anti-MCAM 1:3000
(Santa Cruz
Biotechnology)
5E11 1:3000
(TU
Tehnoloogiainstituut
anti-MAGE-A4 1:100
(Santa Cruz
Biotechnology)
anti-TRP1 1:300 antigoat 1:8000
(Santa Cruz HRP
Biotechnology)
anti-PMEL 1:100
(Santa Cruz
Biotechnology)
anti-MAGE-A10 1:100
(Santa Cruz
Biotechnology)
anti-HMW-MAA 1:1500 antirabbit 1:10000
(Santa Cruz HRP
Biotechnology)
anti-MLV gag 1:3000
(Icosagen
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2.2.8. Immunofluorestsentsanaliiiis

Immunofluorestsentsanalttsi jaoks pandi 60 mm dabsi 18x18 mm
labimGdduga katteklaasid. Transfekteeritud rakkevasati 48 tunni 3T juures 5%
COzkeskkonnasGalaxy R CQlIncubato).

Transfekteeritud rakke pesti 3 korda PBS-ga, sekjikseeriti neid 15 minutit
toatemperatuuril 4% PFA-PBS-ga ja pesti PBS-ga 3d&o3 minutit loksutil.
Membraani permeabiliseerimiseks t6ddeldi rakke O,5fon X-100-ga PBS-s 10
minutit ning klaase pesti uuesti 3 korda 5 minutit.

Blokeerimiseks kanti alusklaasidele 1 ml 4% BSAjga,05% Tween 20-ga
PBS lahust. Rakke inkubeeriti 1 tund toatemperdtdaksutil. Seejarel lahjendati
primaarne antikeha 1% BSA-ga ja 0,05% Tween 20-B& MRahuses lahjendusega
1:500, aspireeriti blokilahust ja kanti 1001 primaarsete antikehade lahust igale
alusklaasile ning inkubeeriti 1 tund loksutil. Spiesti alusklaase 3 korda 5 minutit PBS-
ga.

Sekundaarne antikeha lahjendati 1% BSA-ga ja 0,0BR&en 20-ga PBS
lahuses lahjendusega 1:1000, pandi l0@hust igale alusklaasile ja inkubeeriti 1 tund
pimedas. Sekundaarse antikehana kasutati hiireviggiast antikeha, millele oli lisatud
roheline fluorestsentsmargis (antbuse Alexa 488, Invitrogen) ja kudliku vastast
punase fluorestsentsmargisega antikeha (abbit Alexa 568,Invitrogen. Siis pesti
klaase 3 korda PBS-ga. Rakutuumade varvimisekst&adDAPI (4',6-diamidino-2-
fentulindool) varvi. Katteklaasid pesti destilléeed veega ja tdsteti tagurpidi
alusklaasidele (labimdot 76x26mm), kuhu oli pandusl ul sulunduslahust DAPI
varviga Glowfade GOLD antifade reagent with DAPI, Invitrape
Immunofluorestsentsanaltisi piltide tegemiseks fedisu  Zeiss710

konfokaalmikroskoobi.
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2.2.9. Enstiim-immuunsorbtsioon (ELISA) analils

ELISA plaadid kaeti puhastatud VLP proovidega.skgavell'i lisati PBS-is

lahustatud VLP proovid, kokkugj ja inkubeeriti Gled6 4°C juures.

Jargmisel paeval plaadid pesti 3 korda PBS-0,1% e lahusega
mitteseondunud  VLP-de eemaldamiseks. Mittespdisidi seondumissaite
vahendamiseks blokeeriti plaate 5% NFDM, 2% BSA,ji6 Tween-20 PBS lahuses,
inkubeerides plaadi 1 tund 37°C juures. Seejaeddtl pesti 4 korda 0,1% Tween-20
PBS lahusega. Igasseelli lisati vastavaid spetsiifilisi primaarseid argii erinevates
lahjenduses: 1/50, 1/150, 1/450 ja 1/1350 0,1% TwafePBS lahuses, ning inkubeeriti
1 tund toatemperatuuril loksutil. E2 taglgu ekspresseerivatele VLP proovidele lisati
5E11 antikeha 1:5000, 1:20000, 1:80000 ja 1:320a86@ndusega. Seerumite analtusil
tehti patsientide seerumitest erinevad lahjendus&f0, 1/400 ja 1/800 0,1% Tween-
20 PBS lahuses ja negatiivseks kontrolliks TweerrB® lahus ilma seerumita ning
inkubeeriti plaate 1 tund toatemperatuuril loksullelanoomipatsientide seerumite
kogumiseks ja kasutamiseks on olemas Tallinna tdi@duuringute Eetikakomitee
luba (otsus nr. 2781).

Plaadid pesti jalle 4 korda 0,1% Tween-20 PBS labaq1 kord loputades ja 3
korda loksutil 3 minuti jooksul). Siis proovidelsdti vastavaid HRP-ga konjugeeritud
sekundaarsi antikehi 100 0,1% Tween-20 PBS lahuses jargmistes lahjenduates
mouse HRP 1/5000, antgoat HRP1/8000 ja antrabbit HRP41/10000 ning
inkubeeriti 45 minutit toatemperatuuril loksutile&érel plaadid pesti jalle 4 korda
0,1% Tween-20 PBS lahusega, ning lisati #0MB+ Substrate (BioRadkeagendi ja
inkubeeriti 10-15 minutit toatemperatuuril. Rea&t®ii peatumiseks lisati 10d 0,2M
H.SO,. Reaktsioonide anallusiks kasutdtinrise™ (Tecaninikroplaadi lugejat ning

tulemus maarati 450 nm juures.
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3. TULEMUSED

3.1 Melanoomi spetsiifiliste antigeenide ekspressioon
imetajate rakkudes

Melanoomi spetsiifiliste antigeenide ekspresseaéhks imetajate rakkudes ja
edasiseks VLP produtseerimiseks transfekteerite Hibroblasti rakud (Cop5EBNA)
eelnevalt konstrueeritud plasmiididega, mis ekg@esvad meid huvitavaid antigeene.
Transformatsioon teostati kahel erineval Vviisil. inkssel korral viidi rakkudesse
plasmiid, kust ekspresseeritakse nii antigeeni kalkka MLV gag kapsiidi valk. Teisel
korral transfekteeriti rakke kahe plasmiidiga kgaaihelt ekspresseeritakse antigeeni
valk koos E2 tag epitoobiga ja teiselt- MLV gag &g proteiin. See andis meile
vOimaluse maarata melanoomi spetsiifiliste antigeresinemist VLP-des nii valgu

spetsiifiliste antikehadega, kui ka E2 tag’i vastastikehaga (5E11).

MLV gag valgu ja melanoomi spetsiifiliste antigedami ekspressioni ja
lokalisatsiooni maaramiseks viidi labi immunoflustgentsanalliiis. Kdigepealt IF
anallusi tulemused néitasid, et MLV gag valk lodadirub suurtes kogustes kdikides
rakkudes tsutoplasmas (Joonis 5B, 6B). KOik metasiiinteesi raja antigeenid (TYR,
TRP1 ja TRP2) ekspresseerivad raku tsutoplasmasi€l6A). Samuti lokaliseeruvad
raku tsutoplasmas melanotsiitide diferentseerumisegtud antigeenid (MARTL1 ja
PMEL) (Joonis 5A) ja MAGE-A4 valk (Joonis 6A).

Immunofluorestsentsanaltisilt on ndha, et MCAM jIW-MAA antigeenid
ekspresseeritakse rakkude plasmamembraanides. MMBE-antigeen leidub
suuremates kogustes tuuma membraani all ning nawdtesel maaral rakkude

tsitoplasmas (Joonis 6A).

Katse naitas, et kdik melanoomi spetsiifilised geinid ekspresseeritakse
Cop5EBNA rakkudes ning nende lokalisatsioon vasteistest allikatest saadud

andmetele.
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Rakutuum, melanoomi
Melanoomi spetsiifiline MLV gag spetsl;ifiline antigeen

antigeen MLV gag

TRP1

TRP2

PMEL

Joonis 5 Melanosoomides paiknevate valkude ja MLV gag proténi ekspresserimine
Cop5EBNA rakkudes. (A,C) Melanoomi spetsiifiliste antigeenide detekteerirkéskasutati E2
Tag'i vastast antikeha (TRP1 ja PMEL) voi antigespetsiifilist antikeha (TYR-1E7, TRP2 ja
MART1) ja vastavat sekundaarset antikeha Alexa#8&estsentsmargisega (roheline). (B,C)
MLV gag valgu detekteerimiseks kasutati MLV gaggistast antikeha ja sekundaarset antikeha
antiTabbit Alexa-568 (punane). (C) Rakutuumad on varvitud D@&tviga (sinine). Kasutatud

on konfokaalmikroskoop Zeiss LSM710.
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Rakutuum, melanoomi
spetsiifiline antigeen,
MLV gag

Melanoomi spetsiifiline MLV gag
antigeen

MCAM

MAGE-A4

MAGE-A10

Joonis 6 Melanoomaga seotud transmembraanse valgu (MCAM), ksvaja antigeenide
(MAGE-A perekond) ja MLV gag kapsiidvalgu ekspresseimine Cop5EBNA rakkudes.
(A,C) Melanooma spetsiifiliste antigeenide detekteerikgdeasutati E2 Tag'i vastast antikeha
(MAGE-A4 ja MAGE-A10) vdi antigeeni spetsiifilist idikeha (MCAM) ja vastavat
sekundaarset antikeha Alexa-488 fluorstsentsmdaygigeoheline). (B,C) MLV gag valgu
detekteerimiseks kasutati MLV gag'i vastast antikkgh sekundaarset antikeha amatbbit

Alexa-568 (punane). (C) Rakutuumad on varvitud DARIrviga (sinine). Kasutatud on
konfokaalmikroskoop Zeiss LSM710.

30



3.2 Melanoomi spetsiifiliste antigeenidega
pseudotiipeeritud VLP-de formeerimine

Melanoomi spetsiifiliste antigeenide ekspresseesunWLP-des kontrolliti
Western blomeetodi abil. Selleks voeti transfekteeritud rakkidest rakkude proovid.
VLP produtseerimise kaigus lipopartiklid pungusatkude pinnalt ning jaid s66tmesse,
mis oli korjatud petri tassidelt ning filtreerituelf saada lahti surnud rakkudest. Rakkude
ja VLP proove luusiti 5xLaemmli puhvris ja teostgiel elektroforees analtiiis. Meid
huvitavate valkude olemasolu kontroll/estern blotanalltsiga. TRP2, MAGE-A4,
PMEL ja MAGE-A10 valgud sisaldavad C-terminuses E&g’i epitoobi. Nende
antigeenide detekteerimiseks kasutati E2Tag'i whstentikeha 5E11 kui primaarset
antikeha ja HRP-ga konjugeeritud amtouse kui sekundaarset antikeha. TYR, TRP1,
MART1, MCAM ja HMW-MAA ekspressiooni kontrolliks kautati valgu spetsiifilisi
antikehi ja nendele vastavat sekundaarse antikeditze( 1). Ekspressiooni hindamiseks
tehtudWestern blopildid on valja toodud joonisel 7. Piltidel on r@let nii rakkudes,
kui ka VLP-des ekspresseeritakse MART1, MCAM, TRPRP2, MAGE-A4, MAGE-
A10, HMW-MAA ja PMEL antigeene. TYR antigeeni ekepsiooni méaarati rakkudes,
kuid VLP proovides seda ei esinenud. Piltidelt @an et MART1 valgu suurus on alla
20 kDa, TRP1, TRP2 ja MAGE-A10 — alla 85 kDa, MCAM alla 120 kDa, MAGE-
A4 — umbes 35 kDa, HMW-MAA — iile 120 kDa ja PMELei0 kDa. See kdik on

vastavuses nende teoreetilise molekulmassiga garvhkirjeldatud andmetega
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Joonis 7:Melanoomi spetsiifiliste antigeenide ekspresseerume Cop5EBNA rakkudes ja
nende poolt formeerunud VLP-desRakkudes ekspresseeritakse kdik valitud antigeéb;

des — kaik, valja arvatud TYR valk.

3.3 VLP-de puhastamine

Kdigepealt poreeritud rakkudest voetud so0tme prbditreeritakse, et saada
lahti surnud rakkudest ja Ulejaanud rakkude osakesWLP-de kontsentreerimiseks
fuugiti nad l&bi 20% sahharoosi padja. VLP proovadtusastme suurendamiseks, et
neid saaks kasutada skriining siisteemis, teostatiiiks puhastamisetapp. Selleks viidi
l&bi ultratsentrifuugimine Iabi sahharoosi astselgradiendi (20%, 35%, 45% ja 60%
sahharoosi PBS-s lahus). Parast fuugimist jagatwpd 8 fraktsiooniks (Joonis 8).
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sdotme

kogumine fuugimine
—_— —
1000 RPM
5 min
filtreerimine
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proovide kogumine |/ gradiendi sahharoosipadja
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Joonis 8: VLP-de puhastamis etapid. Poreeritud rakkudest saadud sO00tme proovid
filtreeritakse, fuugitakse labi 20% sahharoosi padgejarel l1&bi sahharoosi astmelise gradiendi

ning fraktsioneeritakse.

Saadud proove analltsWestern blomeetodiga. Joonisel 9H on ndha, et MLV
gag valk jaotub ule kogu gradiendi. Pseudotlupe#ntuP-de signaal oli detekteeritav
vaid osades fraktsioonides. MART1, TRP1 ja MCAMigetniga VLP-d jaid 35% ja
45% sahharoosi lahuse kihtidesse (Joonis 9A, 980a MAGE-A4 ja MAGE-A10
antigeeniga pseudottpeeritud VLP-d paiknesid saloisatahjemates kihtides (35% ja
20%) (Joonis 9F ja 9G) ning PMEL ja HMW-MAA antigedega VLP-d jaid 35%
sahharoosi kihis (Joonis 9C ja 9E). TRP2-ga pseipeatritud VLP-de signaal oli vaga

ndrk ja neid andmeid ei ole siin esitatud.
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C — i
| —50
MCAM
Sahharoosi 80% 45% 35% 20%
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Joonis 9:Melanoomi spetsiifiliste antigeenidega pseudotipeitnd VLP-de ja MLV gag
valgu jaotus sahharoosi gradiendis(A-G) Enamik pseudotipeeritud VLP-dest jaavad 35% ja
45% sahharoosi-PBS lahuse kihtidegs® MLV gag valk jaotub gradiendis thtlaselt.
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Samuti teostati geel elektroforees analiils, et at@apuhastatud VLP-de
valgulist koostist. Joonisel 10 on nadha, et VLPoprdes on kdige suuremas koguses
MLV gag valku (85 kDa). Samuti on ka paris paljisievalke, mis kuuluvad VLP-de
koostisesse. Valkude varvimisel ei ole melanoomietspiliste antigeenide
Uleekspressioon detekteeritav. See viitab selleke,nende osakaal VLP-des on
suhteliselt vaike.

MART1
MAGE-A4
MAGE-A10

Joonis 10VLP-de analliis SDS-geel elektroforeesiValgud on varvitud Coomassie Blue-ga.
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3.4 VLP-de analiiiis ELISA meetodiga

Melanoomi spetsiifiliste antigeenide ekspresseestiMLP-de pinnal kontrolliti
enstuumimmuunsorbtsiooni (ELISA) analtiisiga. Selleks v@etnastatud VLP proovid
rakuliinidest, mis olid transfekteeritud plasmiidjgus antigeeni C-terminuses paikneb
E2 Tag epitoop. Seejarel ELISA plaadid kaetudotipeeritud VLP-degd pg VLP-sid
iga well'i kohta. VLP-des ekspresseerivate antigeenidektiedemiseks kasutaprimaarsena
antikehana 5E11 antikeha, mis andis vdimaluse voOrrelda omdvadrenevate
antigeenide ekspressiooni taset . Sekundaarsechatik kasutaant-mouseantikeha,
mis oli konjugeeritud HRP-ga. Negatiivseks kontksll kasutati anallusis
pseudotupeerimata VLP-d (MLV gag) ning VLP-d, klkssmresseeritakse antigeen ilma
E2 tag valguta. Katse I0pus tuli valja, et kdiggewam signaal oli detekteeritav
MART1, MCAM, TRP1, MAGE-A4 ja MAGE-A10 pseudotipé®d VLP-de korral.
PMEL antigeeniga VLP-dest tulenev signaal oli vagadalal tasemel (Joonis 11).

HMW-MAA antigeeni E2 tag'i vastase antikehaga tugada ei 6nnestanud.
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Joonis 11:Melanoomi spetsiifiliste antigeene ekspresseerivatéLP-de ELISA anallis
kasutades 5E11 antikeha.
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Jargmisena teostati ELISA analtiis MART1, MCAM, MB®@4 ja HMW-
MAA antigeenidega pseudotupeeritud VLP-dega , kosgaeni esinemist kontrolliti
valkude spetsiifiliste antikehadega. Negatiivsesistkolliks kasutati pseudotliipeerimata
VLP-d (MLV gag). MART1, MCAM ja MAGE-A4 vastase dkéhaga tehtud katsed
andsid positiivse tulemuse, kuid HMW-MAA vastasdilkeha kasutamine néitas, et
spetsiifiline signaal on sama tugevusega, mis gatigsel kontrollil (Joonis 12). TRP1
ja PMEL vastast antikeha sel katsel kasutada eiush&kuna nende sekundaarne -anti
goat antikeha andis ristreaktsiooni teiste VLP-des esitega valkudega. MAGE-A10

vastast antikeha ei kasutati, kuna selle afiindiugaga vaike.

MART1 MAGE-A4
18 7 14 7
I —t—MARTL x
12 | 12 4 —4— MAGE-A4
y | R
o8 | == MART1 08 4
g , | (E2tag) 8 | == MAGE-A4
| 0.6 4 (E2 tag)
MLV gag 04 1
(rantl 02 | i
MARTL) o ™ MAGE-A4)
o o o 3 N
I & NN
. b ~ qt‘& &
Primaarse antikeha lahjendus \3\5
HMW-MAA
14 7
12 4 1.2 4
1 4 : —4— MCAM p 4 —+=HMW-MAA
a 08 08 -
Q45 == MCAM 8 o == HMW-MAA
) (E2tag) {E2tag)
0.4 - 0.4 -
MLV gag MLV gag
02 - T (+anti 0.2 1 \M (+anti
5 = e - \:l~_ MCAM) 6 e — HMW-MAA)
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Primaarse antikeha lahjendus ‘\\'\ Primaarse antikeha lahjendus ‘s""

Joonis 12:Melanooma spetsiifiliste antigeene ekspresseerivaléLP-de ELISA anallils

kasutades antigeeni spetsiifilisi antikehi.
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Western blotja ELISA anallitside tulemused néitasid, et meil &stuns
saada pseudotiipeeritud VLP-sid viie melanoomi sfieds antigeeniga (MART1,
MCAM, TRP1, MAGE-A4 ja MAGE-A10). Neid otsustati &atada edasises uuringus

ning labi viia melanoomi patsientide seerumiteigkrg.

3.5 VLP-de ELISA analiiiisi meetodi optimeerimine

VLP-de kasutamiseks patsientide seerumite skriggsniviidi kdigepealt labi
ELISA analitsi optimeerimine. Kuna VLP-d sisaldawd®ja palju teisi valke, lisaks
transfekteeritud plasmiididest slinteesitavale aetigdele, prooviti kasutada erinevaid
blokilahuseid mittespetsiifiliste seondumissaitbeddamiseks. Positiivseks kontrolliks
kasutati VLP proove, mis olid pseudotipeeritud MAGE antigeeniga koos E2
tag’iga. Negatiivseks kontrolliks kasutati pseugatérimata VLP-sid (MLV gag) ja
MAGE-A4 antigeeniga VLP-sid ilma E2 tag’ita. Valkeidletekteerimiseks kasutati E2
Tag'i vastast 5E11 antikeha ja HRP-ga konjugeersteidlindaarset aathouseantikeha.
Esmase blokilahusena kasutati PBS- Tw-20 (0,1%)d& kuhu lisati 5% NFDM-i vOi
veise 2% BSA-tlfovine serum albumin@ing nende kombinatsioone. PBS-i ja 1% Tw-
20 lahuse blokeerimis omadused olid vaga ndrgada kegatiivne proov (MLV gag)
andis positiivse signaali. Natuke parema tulemuwsme PBS- Tw-20 ja 2 % BSA
lahuse kasutamisel. Kuid antikeha suuremas komtgsitonis (1:5000) andis
negatiivne kontroll samuti positiivse signaali. §éiparema tulemuse andsid PBS- Tw-
20 lahused, kuhu oli lisatud 5% NFDM-i ning 2% B$Aa 5% NFDM-i koos.
Positiivsed proovid olid mdlema lahusega sama tugega ning negatiivsetel
kontrollidel ei esinenud ristreaktsiooni (Joonis).1&dasiseks uurimiseks otsustati
kasutada PBS- Tw-20 (0,1%) lahust 2% BSA-ga ja P M-iga.
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Joonis 13:Erinevate blokilahuste kasutamine VLP-del p6hineveELISA analtisi meetodil.
PBS- Tw-20 (0,1%) lahused, kuhu oli lisatud 5% NFDvi 2% BSA-t ja 5% NFDM-i koos
blokeerisid mittespetsiifilisi saite kdige pareminValkude detekteerimiseks kasutati

primaarse 5E11 antikeha ja HRP-ga konjugeeritudrsgkarse antnouseantikeha.

Lisaks sellele tehti VLP tiitrimine, et maarata BIA analttsiks vajalikku VLP-
de kogust. ELISA plaadid olid kaetud epitoop tagisaldava MART1 antigeeniga
pseudotipeeritud VLP proovidega erinevates koguétdsug, 2 pg ja 5 pg. Valkude
detekteerimiseks kasutati primaarse 5E11 antikeha HRP-ga konjugeeritud
sekundaarse antnouseantikeha. Katse tulemusega otsustati melanoomiigodite
seerumi skriinimisel kasutada 3 pg VLP proove, k@il g andis vaga madala signaali

ning 2 ug ja 5 pug vahel suurt erinevust ei esindgdaodnis 14).
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Joonis 14 VLP tiitrimine ELISA analtiusiks.

3.6 VLP-del pohineva ELISA kasutamine melanoomi
patsientide seerumite analiiiisil

Melanoomi patsientide seerum anallisiks kaetELISA plaeid melanoomi
spdsiifiliste antigeenidega (MAR1, MCAM, TRP1l, MAGE-A4 ja MAGE-A10)
pseudotipeeritud Vi-dega, |6ppkogus8 pg iga welli kohta. Negatiivsekskontrolliks
kasutati pseudotlpeerimata V-sid (MLV gag). VLP proovidele kai erineva
lahjendusegal(200, 1:400 ja 1:8() melanoompatsientide seerui lahused PBS - Tw-
20-s ning negavseks kontrolliksainult PBS - Tw-20 lahusSekundaarse antikeha
kasutati HRRga konjugeeritu antthumanantikehaVarasemalolid tehtud patsientide
seerumiteanaltusidkasutades bakteris sinteesitud MAGE&-ja MAGE-A10 valke
ning imetaja rakkudes sunteesitud MART1 ku. Saadud tulemustest ve VLP
ELISA analiiisiksseerumid, mis andsid tuge positiivsesignaali nende antigeeni
suhtes ja viidi nendega laanaltiissamade antigeenidega pseudotipeeritud-dega.
Tulemused naitavad, et Ukski patsiendi seerumi\pr@oanna positiivet tulemust.
MART1 antigeeniga pwudotipeeritud VLP-dega katses olkbik vaartused sam.
tasemel pseudotipemata VLPdega (MLV gag), valja arvatuMelan99 patsiendi
seerumiga, kus spetsiifili antigeeniga VLRiest tulenev signaal oli natuke kdrgem
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negatiivsel kontrollil ja antigeeniga ning E2 tagiipseudotipeeritud VLP-dest (Joonis
15).

56 Melan62 Melan71
oD
14 14
W MaRT W MaRTI
12 1 1.9 ~ -
1 W MART1 g -t Il MARTL
(E2tag) (E2 tag)
08 ENK 08 - — mNK
06 (MLV gag) 06 - ] —  (MLVgag)
02 1 02 - . ! .
0 b i Seerumi o : i 0 sesmll  Seerumi
1:200 1:400 1:800 Que/mi  lahiendus 1:200 1:400 1:300 o 'hiendus
Melan76 Melan99
oD oD
14 14 + -
B MamT1 W MR
12 12 -
1 W MART1 1 B MvarT

08
LT3
04 - —

02 + —

(E2 tag) o8 (E2 tag)
HNK NK
MLV gag) 0.6 {MLV gag)
o | ji |
0.2 —
_ Seerumi o : . u Seerumi
1:800

1:200 1:200 1800 ous/mi 'ohiendus 1-200 1400 ous/ml  lahjendus

Joonis 15 Melanoomi patsientide seerumite ELISA analiis MARTL antigeeniga

pseudottpeeritud VLP-dega.

Nii MAGE-A4 kui ka MAGE-A10 antigeenidega pseudpéiéritud VLP-dega
ELISA katsed ei andnud positiivseid tulemusi. Pgaakdikide patsientide seerumite
analudsil olid negatiivse kontrolli (pseudotiipeerien VLP-d) signaalid kérgemad
vorreldes pseudotipeeritud VLP-dega (Joonis 1686fa). Saadud tulemused viitavad
sellele, et VLP-del p6hinev ELISA anallils ei omiaguat tundlikkust tdnu antigeenide
vaikesele sisaldusele VLP-des, mida naitas eelhéeiatud geelelektroforees (Joonis
10).
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Joonis 16 Melanoomi patsientide seerumite ELISA analiis MAGEA4 (A) ja MAGE-A10

(B) antigeenidega pseudotipeeritud VLP-dega.
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ARUTELU

Tanapaeval on theks kdige ohtlikumaks haigusekk.\Mblanoom on nahavahi
vorm, mis poOhjustab vaga palju surma juhtumeid é@stal selle haiguse hilistes
staadiumites. Siiamani ei ole teadlastel dnnestueidh ravi voi vaktsiini, millega
saaks melanoomiga haigestunud inimesi ravida. kisakllele esinevad paljud
probleemid melanoomi diagnoosimisega varajasteldatanitel, kui haigust oleks palju
lihtsam ravida. Diagnoosiks saaks kasutada viimajglimmunoloogilistes uuringutes
laialt kasutatavat VLP-de stisteemi. VLP-d- on tdhjairuspartiklid, mis ei sisalda
infektsiooniks vajalikku materjali. Uheks lipopaitte eeliseks on nende vdime
eksponeerida oma pinnal tootjarakkudes ekspretsgenvalke. Kaesoleva t66
esmarkideks oli VLP-de genereerimine koos nendengbinasuvate melanoomi
spetsiifiliste antigeenidega ning nende alusel noani patsientide skriining stisteemi
valja to6tamine. Kuna seda tuupi katseid tehti ésmdselt, siis t66 kaigus vajas VLP-

de tootmis ja nende pdhjal skriining stisteemidropérimist.

Kdigepealt valiti tooks valja Uheksa antigeeni, mnsseotud melanoomi kasvajaga
vOi nendes toimuvate protsessidega: melaniini g&nteaja valgud- TYR, TRP1 ja
TRP2 (Jackson, 1994), melanotsiitide diferentsesaga seotud valgud - PMEL ja
MART1 (Kawakamijt., 1997; Wattjt.,2013), esmakordselt melanoomi kasvajates
kirjeldatud antigeenid MCAM ja HMW-MAA ning MAGE-A ja MAGE-A10 valgud,
mida on leitud paljudes kasvajates, kaasa arvateldmaoma tuumoris (Simpsgh,
2005). Valitud antigeenide ekspresseerimiseks ijatetaakkudes ja VLP-des kasutati
kahte tuupi vektoreid: esimene, kus vektorissesigise viidud melanoomi spetsiifilise
antigeeni geen ja lipopartiklite kapsiidvalgu ML¥ggeen ning teine, kus vektoris olev
antigeeni piirkond oli thendatud E2 tag epitoobiga.

TOO alguses maarati meie poolt valitud antigeernaealisatsiooni rakkudes
kasutades immunofluorestsentsanallisi. Katses daatkmused laksid taiesti kokku
eelnevalt saadud informatsiooniga valitud valkudght&. Melaniini sinteesi raja,
melanotsidtide diferentseerumisega seotud valgudMfsGE-A4 ekspresseeruvad
rakkude tsUtoplasmas. Transmembraansete valkudé&iM@ HMW-MAA) (lida jt.,
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2007) tugev lokalisatsioon toimus rakkude plasmabraanis ja MAGE-A10 antigeen,
mis on kirjeldatud kui tuumavalk (Schultz-Thatgr, 2010), lokaliseerub pohiliselt

tuuma membraani all.

VLP-de tootmissisteemi valjatéotamiseks melanoometssifiliste antigeene
sisaldavate vektoritega transfekteeriti rakke jaetv&00de. VLP-de puhastamiseks
soode filtreeriti ja fuugiti labi 20% sahharoosidgg mis aitas lahti saada surnud
rakkudest ja raku osakestest. Melanoomi spetsidilantigeenide esinemise testimisel
tuvastati, et VLP-desse lUlitati sisse k6ik meielpwalitud melanoomi spetsiifilised
antigeenid, valja arvatud TYR valk. Samuti naitasalads, et VLP-des asuvate
antigeenide suurused lahevad kokku nende valkudasgmtud suurustega, mis viitas
sellele, et tegu on Bigesti stinteesitud valkudega.

VLP-de puhtusastme suurendamiseks, et neid saalksitakia skriining
susteemis, viidi labi ultratsentrifuugimine sahlemiogradiendis. See aitas meil lahti
saada proovides olevates VLP-dest, mis ei sisattlamelanoomi antigeene.
Fraktsioonide analliUsi tulemused naitavad, et eaiteeantigeenidega pseudotlpeeritud
VLP-d paiknevad erinevates sahharoosi kihtidesq lkd@iige suuremates kogustes jaid
nad 35% ja 45% sahharoosi kihtidesse. TRP2-ga ps@uekeritud VLP-d andsid
ultratsentrifuugimisel vaga madala signaali. Uhsk#le pdhjuseks vdiks olla madal
antigeenide sisaldus VLP-des. Seega otsustati TgaPpseudotipeeritud VLP-sid

edasises uuringus mitte kasutada.

VLP-de valgulise koostise maaramisel selgus, ebypdes on kdige suuremas
koguses MLV gag valku. Lisaks sellele on ka paakupteisi valke, mis tulid rakkudest
kaasa VLP formeerumisega. Kahjuks ei olnud deteitéeemelanoomi spetsiifiliste
antigeenide Ule-ekspressioon, mis viitab selletepnende kogus VLP-des on vaga

madal.

Melanoomi patsientide skriinimiseks otsustati kadat ELISA meetodit. Kuna
VLP-del pdhineva ELISA meetodi kasutamisest oliar&§he informatsiooni, tuli seda
kdigepealt optimeerida. Selleks kasutati erine\dakeerimislahuseid ja teostati VLP

titrimine. Melanoomi spetsiifiliste antigeenidesgkessiooni kontrolliks VLP-de pinnal
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kasutati E2 tag'i vastast antikeha, mis andis vdiisea samadel tingimustel vorrelda
omavabhel erinevad pseudotupeeritud VLP-sid. Liptdde pinnal olevate antigeenide
spetsiifilisust kontrolliti valkude spetsiifilistentikehadega. Katse tulemused naitasid, et
patsientide skriinimiseks saab kasutada TRP1, MARMQGAM, MAGE-A4 ja MAGE-
Al10 antigeenidega pseudotupeeritud VLP-sid. Nendbup vahed positiivsete ja
negatiivsete vaartuste vahel olid markimisvaasalremad, kui PMEL ja HMW-MAA
antigeenidega VLP-de puhul. Kahe viimaste puhus ¥égu olla ka antigeenide madala

sisaldusega lipopartiklite pinnal.

Melanoomi patsientide skriinimisel selgus, et VLE-dodhineva meetodi
tundlikkus on vaga madal ning sellega ei saa detekta melanoomi spetsiifiliste
antigeenide vastaseid antikehi patsientide seeruraislleelselt tehtud analtuside abil,
kus kasutati imetaja rakkudes slnteesitud ja pahastMART1 valku ning bakteris
suinteesitud ja puhastatud MAGE-A4 ja MAGE-A10 valtavastati mitmeid positiivse
signaali andnud patsiente Ulaltoodud antigeenidditesu Samade patsientide
skriinimisel VLP-de slisteemiga ei saadud aga posdid vastuseid.

Kaesoleval t60 kaigus tootati valjla melanoomi gpgitte antigeenidega
pseudotupeeritud VLP-de genereerimise metoodikde $&hjal loodud melanoomi
patsientide skriining slsteem ei oma aga piisawatdlikkust. Selle peamiseks
pbhjuseks on antigeenide vaike sisaldus VLP-degy rsour arv tootjarakkudest
kaasatulevaid valke, mis annavad vaga palju ristsezone. Kui tOsta spetsiifiliste
antigeenide osakaalu VLP-des ning vahendada méte#piste valkude arvu VLP-des,

siis saaks suure tdendosusega seda meetodit\efektkasutada skriiningutes.
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KOKKUVOTE

Melanoom on ténapaeval Uks kdige ohtlikumaid nahiav@érme. Vorreldes
teiste nahakasvajatega pohjustab melanoom paljiemohsurmajuhtumeid. Vaga
oluline on melanoomi diagnoosimine varajastes staaites. Selle probleemi tUheks
lahenduseks vdiks olla VLP-de kasutamine patsiensikriinimisel. VLP-d on tihjad
viiruspartiklid, mis ei sisalda infektsiooniks vhiku geneetilist materjali. Nende
vOime eksponeerida enda pinnal tootjarakkudes eksperitud valke oleks suureks

eeliseks skriiningstisteemi loomisel.

Kaesoleva magistritoé eksperimentaalse osa eeseiski oli melanoomi
antigeenidega pseudotupeeritud VLP-de genereerimnieg nendel pohineva
patsientide skriiningststeemi valja to6tamine. Tdigus to6tati valja ja optimeeriti
VLP-de produtseerimise ja puhastamise protokollil Bienestus saada kaheksa erineva

melanoomi spetsiifilise antigeeniga pseudotipegntuP-d.

Lipopartiklitel pohineva skriiningststeemi kontiolisel selgus, et mdnede
antigeenidega pseudottpeeritud VLP-d ei anna #gaisignaali ELISA analtusil.
Selle Uheks pdhjuseks voiks olla spetsiifilistegagnide vaike sisaldus VLP-de pinnal.
Melanoomi patsientide seerumite skriinimisel kaButaviie antigeenidega
pseudotupeeritud lipopartikle. VLP-del p&hinevaiisigu tulemused ei lainud kokku
eelnevalt tehtud samade patsientide seerumite izigi) mis oli teostatud puhastatud
valkudega. Seega VLP-del pohinev ELISA analtiiideeposavalt tundlik, et seda saaks

kasutada antikehade detekteerimiseks vere seesimite
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Generation of virus like particles pseudotyped

with melanoma specific antigens

Sergei Jagur

Summary

Nowadays melanoma is one of the most dangerouscakicerslt is much more
fatal than the familiar basal and squamous cellouns of the skinScientist have not
find any treatment or vaccine against this disgas$eln addition, there is no diagnostic
tool for screening of patients with early melanostadiums. One solution for this
problem could be the construction of melanoma dat tool that is based on VLP’s.
VLP’s are empty viruse particles that do not cantany infectious material. VLP’s
have a big advantage in developing novel diagndsiot, because they are able to
present exogenously expressed membrane proteite @urface of the particle.

The aim fo this study was to produce VLP’s pseupetlywith the melanoma
specific antigens and to develope a novel melanseraening system based on
pseudotyped VLP’s. During this work we have optiedzthe production and
purification of the lipoparticles, because thereswwat enough information about similar
experiments. Finally we managed to produce eighP¥Lwith different melanoma
specific antigens.

Unfortunately, we couldn’t use VLP’s pseudotypedhwall eight melanoma
antigens in screening system. Our data showed MbBts with some antigens don’t
give enough strong signal for detection of antigerth specific antibodies. It could be
caused by the little percentage of the melanomigearg on the surface of VLP. We
used VLP’s with five different antigens for screspiof melanoma patients serum.
ELISA analyse with purified melanoma specific aatig showed positive results

against some melanoma patients serum. On the ¢tled, ELISA analyse with
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pseudotyped VLP’s didn’t gave any positive signdghvgame patients serum. Therefore
screening system based pseudotyped VLP’s is not enough sensitive for deteoof

antibodies in blood serum.
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