TARTU ULIKOOL
LOODUS- JA TEHNOLOOGIATEADUSKOND
MOLEKULAAR- JA RAKUBIOLOOGIA INSTITUUT

Olavi Reinsalu

Melanoomi antigeenidega rikastatud

viirus-laadsete partiklite iseloomustamine

Magistritoo

Juhendaja Ph. D. Reet Kurg

TARTU 2015



Sisukord

Kasutatud TUNENAIG .........ocuoiiiie et 4
SISSEJUNALUS ...ttt ettt e s s e teesa e s te e beeseesse e teeneeereeteeneenneenneenee e 5
1 KIRJANDUSE ULEVAADE ......ccoooiiitcteieteeeee ettt 6
I R |V =1 = T To o 1 o USSP PP 6
1.2 Melanoomi antigeenid .........ccueiieiiiieiiece e 7
121 MAGEAZ Ja MAGEALD ..ottt e 7
122 MARTL JA TRPL ..ottt 8
1.2.3  IMCAM ettt et beaneene s 9

1.3 Viirus-laadsed partiklid.............ccoooiiiiiiii 9
IR B0t R V4 I o (= (U [ o o OSSR 10

1.4 VLP-08 IMMUNOGEENSUS ......cuvitiritertertiatesieeseesee sttt sttt sse e e e e s s sbesbesbesneeneas 11

2 EKSPERIMENTAALNE OSA ...ttt te ettt e nnae e 14
2.1 TOO EESMAITIU. . .c.eieieiitieieeii ettt ettt b e bbb 14
2.2 Materjalid Ja MELOOUIKE ........cviieiiiiiieiierie e 15
2.2.1  Kasutatud plasmiidid ..........ccocoiiriiiiiniee e 15
2.2.2  RAKUIINIA ..ottt ne e 15
A T AN 01 1] =1 - o R 15
2.2.4  Eukariootsete rakkude transfekteeriming ............occocevvevenieninienene e 16
2.2.5  Rakkude koguming ja [UUSIMINE .......c.cooveiiiiiiieie e 17
2.2.6  VLP-de kontsentreeriming ja puhastamineg...........c.ccccovuevieeieiieieeie e 17
2.2.7  Geelelektroforees ja Western blot anallls ..........cccoevvveiieiciiese e 18
2.2.8  Voolutsutomeetria anallius elusate rakkudega ja VLP-dega.............ccccovevvenene. 18
2.2.9  Transmissioonielektronmikroskoopia (TEM) ........cccccevviiiiicniene e 20
2.2.10 Ensuimseoseline immunosorbtsioonanaliitis (ELISA) ........ccceeveveiieieeveenen, 20

2.3 TUIBMUSEU. ...ttt bbbt et bbb b e anes 21
2.3.1  Viirus-laadsete partiklite genereeriming...........cccocveveiieveeie e s 21
2.3.2  VLP-de analiiis elektronmikroskoobiga ............ccceveiiiiiiiciiccicce e 25
2.3.3  Melanoomi antigeenide paiknemine VLP-des ........c.ccccevveiiiiiiieiiiciic e, 26
2.3.4  Melanoomi antigeenide ekspressioon rakKudes .............ccocevvveienenencncnnnnnnn 28
2.3.5  VLP-de vastane immUUNVASTIUS .........c.ccuerureiriieeneeie e sieeeeseesieeee e seeeseesnee e 30

A AN 11 (- [ OSSR 34
2.4.1  Melanoomi antigeene kandvate MLV VLP-de formeerimine...........cc.ccocevvenee. 34
2.4.2  VLP-indutseeritud antikehade iseloOMUStAMINE.........cccoveveeiienvere e 36

2



TANUAVAIAUSEU ...ttt sttt b et et ne e bt et nre e 39
KaSULALUD KIFJANTUS ..ottt 40
SUMIMAIY ...ttt ettt s b et et e e be e et e e shb e e m b e e e b e e e mb e e sbeeambeeabeeenbeennneenes 50
17 o PRSPPSO STORRR 51

LIS L.ttt e et e e b e b e e nr e nn e nes 51



Kasutatud luhendid

APC — antigeeni esitlevad rakud

BCR — B-raku retseptorid

CMV - tsiitomegaloviirus

CTA — kasvaja/testise antigeenid

CTL — tsutoludtilised T-lumfotstudid

ELISA — enstilimseoseline immunosorbtsioonanalliis
FCS — vasika loote seerum

HeflA - inimese elongatsioonifaktor 1A

MAGEA4 - melanoomi-seoseline antigeen A4
MAGEA10 - melanoomi-seoseline antigeen A10
MARTL1 - T-rakkude poolt dratuntav melanoomi antigeen 1
MCAM — melanoomi raku adhesioonimolekul

MLV - hiire leukeemiaviirus

TEM - transmissioonelektronmikroskoopia

TRP1 - tirosinaas-seoseline proteiin 1

VLP — viirus-laadne partikkel



Sissejuhatus

Melanoom on inimese ohtlikuim naha pahaloomuline kasvaja, olles seotud enamuse
nahakasvajate poolt pdhjustatud surmadega. Igal aastal tuvastatakse enam kui 232 000 uut
melanoomi juhtu maailmas ning selle esinemissagedus on tdusmas. Seni enimlevinud
melanoomivastased ravimeetodid, nagu Kkirurgiline eemaldamine, kemoteraapia jt., pole
piisavalt efektiivsed ning praegu on loomisel ja arendamisel uudsed melanoomivastased
ravimeetodid. Nende hulka kuulub ka terapeutiline kasvajavastane vaktsiin, mis eeldab
kasvajale unikaalsete vOi ainult kasvajas korgelt ekspresseeritud antigeenide olemasolu.
Melanoomi puhul on avastatud mitmeid erinevaid antigeene, mis vastavad vaktsiini loomiseks
vajalikele kriteeriumitele. Ké&esoleva uurimusto6 jaoks on nenda hulgast véljavalitud viis
antigeeni: MAGEA4, MAGEA10, MART1, TRP1 ja MCAM.

Vaktsiini efektiivseks toimimiseks tuleb organismi immuunsisteemile esitleda
antigeene voimalikult immunogeensel viisil. Puhastatud antigeen (ksinda ei kutsu esile
piisavat imuunvastust, et organism oleks ise vOimeline kasvajarakke efektiivselt hévitama.
Selle probleemi lahendamiseks kasutatakse viirus-laadseid partikleid (VLP) kui antigeenide
esitlusplatvorme. VLP-d on kui virionid, mis ei kanna viiruslikku geneetilist materjali ning on
seetdttu ohutud. Lisaks on VLP-sid kirjeldatud kui kdrgelt immunogeenseid komplekse, mis

kutsuvad esile nii tugevat humoraalset kui ka rakulist vastust.

Ké&esoleva uurimistod eesmérgiks on genereerida melanoomi antigeene sisaldavaid
hiire leukeemiaviiruse (MLV) VLP-sid eukartiootses rakusiisteemis ilma liitvalgu
tehnoloogiat ja keemilist sidumist rakendamata ning iseloomustada saadud melanoomi
antigeenidega rikastatud VLP-sid. Teine eesmérk on iseloomustada MAGEA4 ja MART1
kandvate MLV VLP-de poolt janeses indutseeritud antikehasid.

Uurimust6o valmis Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Melanoom

Tanapéeval vOib pidada inimese (heks ohtlikuimaks haiguseks pahaloomulist
kasvajat. See geneetiliste ja keskkonna faktorite koosmdjul pdhjustatud haigus voib tekkida
igas elavas koes. Inimese suurimas organis — naha surmavaimaks kasvajatlibiks on
melanoom. Melanoom on pigmentrakkudest ehk melanotsiiitidest arenenud pahaloomuline
kasvaja, mis esineb nahas, ajukelme pehmes koes, limaskestas ja sd0gitorus. Seda esineb
harvem kui mitte-melanoomseid naha pahaloomulisi kasvajaid, kuid on enamuse
nahakasvajaga seotud surmade pdhjuseks. Melanoomi esineb kdige sagedamini valge nahaga
inimestel, kes elavad paikeselises kliimas nagu Austraalias, Uus-Meremaal, PGhja-Ameerikas
ja -Euroopas. Melanoomi juhtude arv kasvab Kiiresti peamiselt noorte téiskasvanute hulgas
(Parkin jt, 2005; Watson, 2012). Aastal 2012 tuvastati enam kui 232 000 uut naha melanoomi
juhtu maailmas ning esines 55000 melanoomiga seotud surma (Stewart ja Wild, 2014).
Melanoomi pddevate patsientide elulemus viie aasta jooksul on ligi 85% arenenud maades

ning ligi 40% arengumaades (Parkin jt, 2005).

Enim levinud meetod melanoomi ravis on kasvaja kirurgiline eemaldamine. Erinevatel
allikatel véidetakse kirurgia edukuseks varajase melanoomi ravis olevat 77-98%. Kuid
kirurgiliselt eemaldatud melanoom vdib naasta ligi 50% t6ené&osusega (Mohs jt., 1991; Bene
jt., 2008). Melanoomi tagasi tulemise vahendamiseks kasutatakse kiiritusravi, kuid elulemust
see ei paranda (Bastiaannet jt., 2005). Téaiendavalt on v@imalik rakendada ka adjuvandi
teraapiat interferoon a-2b manustamise ndol. Hoolimata kdrgest doosist tdstab interferooni
manustamine elulemust kdigest 3-5% ning esineda vdivad tdsised kdrvalnédhud (Kirkwood jt.,
1996). Lisaks teostatakse ka kemoteraapiat, kuid selle efektiivsus on piiratud, eriti

metastaatilisse faasi jdudnud melanoomi puhul (Bajetta jt., 2002).

Praegu teostatakse palju erinevaid teaduslikke uuringuid uudsete kasvajavastaste
ravimite loomiseks ja arendamiseks. Nende hulka kuulub ka terapeutiline kasvajavastane
vaktsiin. Terapeutilised kasvajavastased vaktsiinid on heterogeenne grupp komplekseid
bioloogilisi reagente, mis eristuvad tsutotoksilistest ainetest ning on (htlasi ka ohutumad
(Hoos jt., 2007). Terapeutiliste kasvajavastaste vaktsiinide eesmdark on kdrvaldada
tuumorrakud, kasutades selleks organismi enda immuunsisteemi (Giarelli, 2007). Sellele on
vOimalik laheneda mitte-spetsiifiliselt voi antigeen-spetsiifiliselt. Mitte-spetsiifiline strateegia
hdlmab imuunvastust stimuleerivate ainete stistimist kasvaja koesse ja selle umbrusesse. Kuid

efektiivsem on kasutada antigeen-spetsiifilist lahenemist, kasutades tuntud tuumori-seoselisi
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antigeene voi patsiendi enda tuumorkoe antigeene, 16ppeesmargiga rinnata tuumori rakke

kogu organismis (Acres jt., 2007).

1.2 Melanoomi antigeenid

Terapeutiline kasvajavastane vaktsiin eeldab antigeenide olemasolu, mis on
tuumorirakkudes unikaalsed vdi on esindatud tuumorirakkudes kdrgemal maaral vorreldes
mitte-tuumorirakkudega. Melanoomil on tuvastatud mitmeid antigeene, mis on heaks
kandidaadiks kasvajavastaste vaktsiinide loomisel. Melanoomi antigeene saab jaotada nelja

peamisse gruppi:

a) idurakkude kasvaja/testise antigeenid (CTA-d), mis on somaatilistes rakkudes
vaigistatud, kuid melanoomi rakkudes aktiveeritud, sh NY-ESO, MAGE, BAGE ja
GAGE perekonna valgud;

b) diferentsiatsiooni antigeenid, mida ekspresseerivad ka normaalsed melanotsiddid, sh
tlrosinaas, tdrosinaas-seoseline proteiin 1 (TRP1), gp100, MART-1 ja dopakroom
tautomeraas;

c) Ule-ekspresseeritud antigeenid, mis sisuliselt on muteeritud auto-antigeenid, sh
mutatsioonid B-kateniinides ja tsukliin-sdltuvas kinaasis 4.

d) sekvesteeritud antigeenid ehk kdikjal olevad antigeenid, mis on tavaliselt
immuuntuvastuse eest peidetud;

Mitte k6ik melanoomid ei ekspresseeri kdiki melanoomi antigeene ning ihes tuumoris voivad

antigeeni ekspressiooni tasemed l&bi aja muutuda (Cormier jt., 2013; Gyorki jt., 2013).

1.2.1 MAGEA4 ja MAGEA10

Melanoomi-seoselise antigeeni A (MAGEA) geeniperekonna valgud on 50% - 80%
ulatuses omavahel identsed. Inimeses ei ekspresseerita MAGEA valke normaalsetes kudedes
uldse, v.a idurakkudes testises ning moningatel juhtudel ka platsentas. Osa selle
geeniperekonna valkudest ekspresseeritakse erinevat histoloogilist péaritolu  kasvaja
tuumorirakkudes, sh ka melanoomis. Selliselt esinevad nad antigeenidena, mis tuntakse ara
tsutoludtiliste T-lumfotstitide (CTL) poolt (Boon ja Van den Eynde, 1999). Tanu nende
tuumori-spetsiifilisele ekspressioonile on need antigeenid suurt huvi dratanud antituumori

imuunoteraapias (Chomez jt., 2001).



MAGEA4 on 317 aminohappet pikk ning ta teoreetiline mass on 35 kDa.
Normaalsetest rakkudest on MAGEA4 tuvastatud testistest, tdpsemalt spermatogoonides ning
palju vdiksemal maaral ka primaarsetes spermatotstiitides (Takahashi jt., 1995; Aubry jt.,
2001). MAGEAA4 funktsiooni ei ole veel suudetud iheselt kindlaks méérata. Osa uuringuid on
naidanud, et MAGE4 omab apoptoosi soosivat rolli (Nagao jt., 2003; Peikert jt., 2006), samas
kui teised vaidavad hoopis vastupidist (Bhan jt., 2012). On naidatud, et hiire rakkudes
ekspresseeritakse inimese MAGEAA4 valk tsttoplasmasse (Jagur, 2014).

MAGEA10 on 72 kDa suurune tuuma valk, mida peetakse iheks immunogeenseimaks
CTA-ks (Bricard jt., 2005; Sartorius jt., 2008). Normaalsetest kudedest leidub MAGEA10
ainult platsentas ja testises, tdpsemalt spermatogoonide ning spermatotsudtide tuumades.
MAGEAI10 leidub vaga paljudes erinevates histoloogist tliupi kasvaja tuumorites, kusjuures
vaga korget ekspressiooni esineb kopsu, naha ja uroepiteeli kasvajates (Rimoldi jt., 1999;
Schultz-Thater jt., 2011). MAGEA10 funktsioon on veel teadmata.

1.2.2 MARTL1 ja TRP1

T-rakkude poolt &ratuntav melanoomi antigeen 1 (MART1, tuntud ka kui Melan-A) on
tiup 11 membraani valk, mille molekulmass on ligi 23 kDa. MARTL1 lokaliseerub
endoplasmaatilises retiikulumis, trans-Golgi vorgustikus ja melanosoomides (Kawakami jt.,
1997; Rimoldi jt., 2001; De Maziere jt., 2002). Kuigi MART1-l puudub homoloogia teiste
tuntud melanosoomsete valkudega ning ensiimaatiline aktiivsus, on MART1 siiski kdrgelt
rikastatud just varajastes melanosoomides (Kushimoto jt., 2001). MART1 omab suurt rolli
Pmell7 ekspressiooni, stabiilsuse ja tootluse reguleerimises, mis on oluline melanosoomide
arengus ning seet6ttu ka pigmentatsioonis (Hoashi jt., 2005). On néidatud, et MART1
ekspresseeritakse  85-97% varajastes melanoomides ning 57-92% metatstaatilistes
melanoomides (Kaufmann jt., 1998; Rochaix jt., 2003; Reinke jt., 2005; Zhang jt., 2008).

TRP1 (tuntud kui ka TYRP1 ja gp75), molekulmassiga ligi 75 kDa, on ilmselt kdige
enam esindatud melanosomaalne valk melanotsiiutides. See tlup | transmembraanne
glukoproteiin  koosneb 537 aminohappest ning uUhtlasi omab 40-52% homoloogsust
tirosinaasiga. Transmembraanse valguna kuulub see rakusisesesse melanosoomi
umbritsevasse membraani (Hearing ja Jimenez, 1989; Halaban ja Moellmann, 1990;
Vijayasaradhi jt., 1991; Xu jt., 1998). TRP1 on oluline tlrosinaasi stabiliseerimisel ning selle
kataltttilise aktiivsuse moduleerimisel, mis on omakorda oluline melaniini siinteesiks

(Manga jt., 2000). Lisaks on néidatud, et TRP1 omab rolli melanotstutide morfoloogia
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kujunemises, melanotsiiiitide proliferatsioonis ning apoptoosis (Sarangarajan ja Boissy,
2001). On leitud, et primaarsetes melanoomides on TRP1 kdrgemal mé&éaral ekspresseeritud
kui arenenud melanoomis ning melanoomi metastaasides, juba areneva melanoomi invasiivne
front on Uldiselt TRP1 negatiivne (De Vries 1998; Fang jt., 2001; De Wit jt., 2002; Bolander
2008).

1.2.3 MCAM

Melanoomi raku adhesioonimolekul (MCAM, tuntud kui ka CD146, MUC18, A32
antigeen voi S-Endo-1), mis kuulub immunoglobuliinide superperekonda, on peamiselt
ekspresseeritud endoteelsete rakkude rakuvaheliidestel, kus see otseselt interakteerub
VEGFR-2-ga (Lehmann jt., 1987; Stalin jt., 2013). See 113 kDa massiga transmembraanne
glukoproteiin avastati algselt melanoomis, kuid niiudseks on leitud, et MCAM omab rolli
arengus, signaalllekandes, rakumigratsioonis, mesenhlmaalsete tlvirakkude
diferentsiatsioonis, angiogeneesis ja immuunvastuses (Wang jt.,, 2013). On naidatud, et
MCAM korreleerub inimese melanoomi rakkude tuumori paksuse ja metastaatilise
potentsiaaliga hiirtes (Holzmann jt., 1987; Luca jt., 1993). MCAM koidab tdhelepanu uudse
melanoomi progressiooni ja kehvemate prognoosidega patsientide biomarkerina (Braeuer jt.,
2014; Rapanotti jt., 2014). Kui hilisema astme melanoomid ekspresseerivad MCAM-i
tugevalt, siis varajastes melanoomides antigeen on tuvastatav madalamatel tasemetel ning
harvem (Satyamoorthy jt., 2001; Haass jt., 2005).

1.3 Viirus-laadsed partiklid

Sagedasti esineb olukordi, kus viirusega nakatunud rakus kokkupandud viiruse kapsiid
vabaneb rakust ilma, et sellesse oleks viiruse geneetiline materjal sisse pakitud. Selliseid
virioni sarnaseid osakesi nimetatakse viirus-laadseteks patrikliteks (VLP). VLP-d
mimikeerivad virione koosnedes viiruse struktuurilistest komponentidest, mis on sailitanud
omaduse iseseisvalt assambleeruda. Vastupidiselt elusatele viirustele, ei ole VLP-d
vOimelised nakatama ega replitseeruma, sest nad ei sisalda viiruse geneetilist materjali, kuid
on sellegipoolest v@imelised sisenema oma sihtmdrkrakku (Grgacic ja Anderson, 2006).
Arvatakse, et nakatunud rakud véljutavad VLP-sid, et kutsuda esile peremeesorganismi
immuunvastust viiruse vastu (Ludwig ja Wagner, 2007). Esmakordselt Kirjeldati VLP-sid

aastal 1968, kui t&heldati massilist tuhjade 22- nm l&abimddduga partiklite moodustumist



hepatiit B viirusega nakatunud rakkudest (Bayer jt, 1968). Sellest ajast alates, tdénu VLP
struktuuri ja funktsioonide parema mdistmise ning geenitehnoloogilisele l&henemisele, on
VLP-d leidnud mitmekilgset rakendust erinevates bioloogia harudes. Eelkdige on VLP-d
atraktiivsed vaktsiini kandidaadid, sest neil on loomuparaselt tugevad immunogeensed
omadused. Lisaks Kkasutatakse neid tdnu oma struktuurilisele stabiilsusele ja
manipuleeritavusele heteroloogsete molekulide kandjate ja esitlejatena ning ehitusblokkidena
uudsetes nanomaterjalides (Felnerova jt., 2004; Mao jt., 2004; Ludwig ja Wagner, 2007).

VLP-de silinteesimiseks kasutatakse efektiivseid homoloogseid voi peamiselt
heteroloogseid ekspressiooni-siisteeme nagu bakteri, parmi voi eukariootsed rakukultuurid
(Johnson ja Chiu, 2000, Pumpens ja Grens, 2002). VLP-sid on voimalik toota kas Uhest voi
mitmest modifitseerimata vOi rekombinantsest viiruse struktuurivalgust, moodustades
vastavalt natiivseid vOi kimadrseid VLP-sid. Kimé&érsete VLP-de loomiseks teostatakse
kovalentseid  modifikatsioone  funktsionaalsete =~ omadustega  polUpeptiidide, nt
immunoloogilised epitoobid, sihtméarkraku v6i kapseldumise signaalid, liitmise VvOi
asendamise teel. Selleks liidetakse vastav polipeptiidi kodeeriv jarjestus VLP monomeeri
geenijarjestusse vOi liidetakse soovitud peptiid, valk v6i muu molekul keemiliselt sidudes
(Pumpens ja Grens, 2002; Bachmann ja Dyer, 2004). Kimaarseid VLP-sid luuakse kolmel

peamisel eesmargil:

a) voorepitoopide esitlemine kasutades VLP-sid immunogeenide kandjatena
eesmaérgiga luua uusi vaktsiine;

b) erinevate terapeutiliste ja diagnostiliste reagentide kapseldamine, sh
nukleiinhapped vaktsiini adjuvantidena vOi geeniteraapiaks, valke voi
mMRNA-d  diagnostilistel ~ vdi  terapeutilistel ~ eesmarkidel, madala
molekulaarmassiga ravimite toimetamine spetsiifilistesse rakkudesse;

c) VLP-de suunamiseks soovitud organisse, koesse voi rakku (Pushko jt., 2013).

1.3.1 VLP-de tutbid

Erinevatel viirustel on erinevad kujud ning erinevad peremeesorganismid. Viirused
omavad geneetilist materjali kas DNA vdi RNA kujul, kapsiidi ning osad lisaks ka tmbrist,
mis périneb peremeesorganismist. Soltuvalt sellest, kas virion omab Gmbrist vdi mitte, saab

erinevate viiruste VLP-d jaotada kahte gruppi.

10



Esimest tulpi ehk Umbriseta VLP-d koosnevad (hest v&i mitmest viiruse
komponendist, mis on vodimelised iseseisvalt partikli moodustama, ning ei sisalda
peremeesraku komponente. Sellised VLP-d moodustuvad tmbriseta viirustel nagu papilloomi
viirus, rotaviirus, pollomaviirus, nodaviirus jpt. | tldpi VLP-de rekombinantsed
ikosaeedrilised ja vaiksemal mééral ka helikaalsed struktuurid pakuvad erakordselt efektiivset
keskkonda  vOOraste  oligopeptiidide  korgtihedusega  stimmeetriliseks  esitluseks.
Stimmeetriliste VLP-de algsete ja sisestatud epitoopide regulaarne ja korduv muster ning dige
konformatsioon on tahtsad tugeva immunoloogilise vastuse esilekutsumiseks (Pumpens ja
Grens, 2002; Bachmann ja Dyer, 2004; Pumpens jt., 2008). I tilpi VLP-de eeliseks |1 thlpi
VLP-de ees on nende puhastamise lihtsus (Pushko jt., 2013).

Teist tlupi VLP-d ehk Gmbrisega VLP-d on suhteliselt keerulise struktuuriga, mille
koostisesse kuulub peremeesraku membraan ehk tmbris. Sarnaselt I tiipi VLP-dega, teevad
epitoopide korduvad ja regulaarsed mustrid ning dige konformatsioon Il tilpi VLP-dest
erakordselt efektiivsed immunogeenid (Warfield jt., 2007; Roy ja Noad, 2009). Umbrisega
VLP-d on palju paindlikumad antigeenide integreerimise suhtes, vdimaldades esitleda
mitmeid autoloogseid vdi heteroloogseid antigeene korraga (Buonoguro jt, 2001). Umbrise
lipiidne kaksikkiht on suhteliselt elastne, mis annabki paindlikkuse ja pakub arvestatavat
struktuurilist mahutavust ning lubab ekspresseerida suuri epitoope vai lausa terveid vdorvalke
VLP integraalsete osadena (Pushko jt., 2013). Osa Il tldpi VLP-sid saab produtseerida
modifitseerimata viiruse valkudest, samas kui teisi tuleb optimeerida ning geneetiliselt
toddelda (Pushko jt., 2007; Wang jt., 2007; Warfield jt., 2007; McGinnes jt., 2011).
Umbrisega VLP-de produtseerimine ja puhastamine on komplitseeritum protsess vorreldes |
tiupi VLP-dega. Lisaks vdivad puhastusetapis kaasa sattuda erinevad rakulised lipiidid,
karbohidraadid, valgud, nukleiinhapped ning isegi eksosoomid (Pushko jt., 2013). Teist tulpi
VLP-sid on vdimalik luua Umbrisega viiruste pohjal, néiteks gripiviirused, flaviviirused,
retroviirused jpt (Gheysen jt, 1989; Baumert jt, 1998; Latham ja Galarza, 2001).

1.4 VLP-de immunogeensus

Labi evolutsiooni on selgroogsed omandanud adaptiivse immuunslsteemi, mis on
vOimeline Kkiirelt tuvastama, eristama ja vastama neile korduvatele ja korrapdarastele
struktuuridele, mida omavad virionide ning uUhtlasi ka VLP-de pinnad (Bachmann ja
Zinkernagel, 1996). Korduvad epitoobid VLP pinnal ristseostavad B-limfotstdtide pinnal

olevaid immunoglobuliine, mis sisaldavad B-raku retseptoreid (BCR). BCR ristseostamine
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ning BCR-signaliseerimise mikrodomaanide stabiliseerimine on kriitiliselt olulised signaalid
B-raku aktivatsiooniks, millele jargneb kohene T-rakust s6ltumatu IgM vastus (Bachmann jt.,
1995; Thyagarajan jt., 2003). Regulaarse ja korduva paigutusega ekspresseeritud viiruslikud
valgud kui ka VLP-del liidetavad antigeenid on palju immunogeensemad kui lahustunud kujul
ning on voimelised Uletama B-raku tolerantsust (Bachmann jt., 1993; Schodel jt., 1993;
Justewicz jt., 1995). Esitledes VLP-del organismi enda antigeene on vdimalik indutseerida nn
auto-antikehasid, mis on suunatud organismi enda molekulide vastu, mis pdhjustavad haigusi.
Immuunvastus v8imendub ka seet6ttu, et need korduvate struktuuridega seonduvad vaga hasti
ka immunoloogilise komplemendististeemi komponendid kui ka multivalentsed loomulikud
antikehad, valjendudes vbimendatud fagotsitoosis (Fanger jt., 1996; Matsushita ja Fujita,
2001). Lisaks indutseerivad VLP-de valgulised osad T-rakust s6ltuvaid 1gG vastuseid,
germinaalse keskuse loomist, hiipermuteerumist ja B-raku méalu (Bachmann ja Zinkernagel,
1997). VLP-d indutseerivad B-raku vastust maksimaalsel méaral isegi ilma adjuvantide
olemasoluta (Jegerlehner jt., 2007). VLP mdotmetega vaiksed partiklid on voimelised edukalt
difundeeruma manustamispunktist limfislmedesse. Seega VLP-d saavad siseneda
sekundaarsetesse limfoidsestesse organitesse ning otseselt interakteeruda B-rakkudega ja
kutsuda esile antikeha vastust. Arvestades, et aktiivset transporti ega vastuvéttu pole VLP-de
esitlemiseks tarvis, on voimalik esitleda konformatsioonist s6ltuvaid epitoope ja seetdttu
indutseerida optimaalset B-rakulist vastust (Jennings ja Bachmann, 2008).

Tanu VLP-de véikestele modtmetele ja partikulaarsele olemusele fagotsiteeritakse
VLP-d efektiivselt antigeeni esitlevate rakkude (APC), eelkdige dentriitrakkude, poolt.
Vorreldes lahustunud valkudega on VLP-del, kui molekulaarsetel agregaatidel, suurendatud
pind, mis kannab laengut, hiidrofoobseid ja retseptoriga interakteeruvaid omadusi ning seega
omavad paremat vGimekust interakteeruda rakuliste pindadega. Partikulaarsetel struktuuridel
esitletud antigeenide ristseondumise efektiivsus on vorreldav MHC Il molekulide esitlemise
efektiivsusega (Kovacsovics-Bankowski jt., 1993; Harding ja Song, 1994; Storni ja
Bachmann, 2004). On néidatud, et VLP-sid to6tlevad ainult nn professionaalsed APC-d, kuid
mitte teised rakutliibid nagu T-rakud vdi fibroblastid (Ruedl jt., 2002). Seda peetakse efektor
T-rakkude vastust soodustavaks omaduseks, sest mitte-professionaalsed APC-d pigem
inhibeerivad T-rakkude vastust kui soodustavad seda. Nonda nagu teised rekombinantsed
antigeenid, indutseerivad ka VLP-d tlupiliselt n6rka T-rakulist vastust ilma kaasastindinud
immuunsisteemi lisastiimuliteta. Stiimulite olemasoluta jadb CTL vastus ebaefektiivseks ning
katkendlikuks, mille parandamiseks on VLP luumenisse véimalik adjuvante sisse pakkida.

Oluline omadus on VLP-de v6ime lisaks T-rakulise vastuse (lesehitusele ka juba
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olemasolevaid T-rakulisi vastuseid turgutada. Kui enamus Ulesehitus-turgutus strateegiates
tuleb teha muutus antigeeni kandjates lesehituse ja turgutuse vaheapeal, siis VLP-dega on
voimalik indutseerida ja séilitada T-rakulist vastust, kui samu VLP-sid manustatakse

korduvalt (Jennings ja Bachmann, 2008).
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2 EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 TO6 eesmargid

Tartu Ulikooli Tehnoloogiainstituudis on algatatud melanoomi antigeenide uuringute
projekt, mille Gheks osaks on retroviiruste hulka kuuluva hiire leukeemiaviiruse (MLV)
viirus-laadsete partiklite pohjal melanoomi vastase vaktsiini valjatdotamine. On pustitatud
hlpotees, et imetaja rakukultuuri viidud plasmiidilt, mis sisaldab MLV Gag ja Uhte
melanoomi antigeeni geenijarjestust, on vdimalik genereerida MLV VLP-sid, mille pinnal on

eksponeeritud uuritavad kasvaja antigeenid.
Ké&esoleva uurimust6o eesméarkideks on:

a) imetaja koekultuuri rakuslsteemis melanoomi antigeene (MAGEA4,
MAGEA10, MART1, TRP1 ja MCAM) sisaldavate MLV-I baseeruvate viirus-
laadsete partiklite genereerimine;

b) melanoomi antigeenidega rikastatud MLV Gag valgul baseeruvate VLP-de
iseloomustamine;

c) MAGEA4 ja MARTL1 kandvate MLV VLP vastase antikehalise immuunvastuse

iseloomustamine.
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2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Kasutatud plasmiidid
Melanoomi spetsiifiliste antigeenide ekspresseerimiseks VLP-de pinnal kasutati
pQMCEF vektorit (Icosagen).

pQMCF-MLV-MAA (MAA-melanoma-associated antigen) vektorilt ekspresseeritakse
tsutomegaloviiruse promootori CMV alt MLV Gag ja inimese elongatsioonifaktor 1A
promootorilt (Hef1A) melanoomi spetsiifiline antigeen. pQMCF vektorid konstrueeris Kiira
Gildemann (TUTI).

Plasmiidide paljundamiseks kasutati Escherichia coli tiive DH5a. Transformeeritud
bakterirakke kasvatati LB sd6tmes kanamditsiini selektsiooni all 18ppkontsentratsiooniga 100
pg/ml. Plasmiidide eraldamiseks kasutati FavorPrep™ Plasmid DNA Extraction Mini Kit-i
(Favorgen) tootja protokolli jargi.

2.2.2 Rakuliinid

Uurimistdo teostamisel kasutati imetaja rakuliini CopSEBNA, mis on hiire fibroblasti
rakud, milles ekspresseeritakse Epstein-Barr’i viiruse tuumaantigeeni. Rakke kasvatati IMDM
sootmes (Iscove's Modified Dulbecco's Medium), kuhu oli lisatud 10% veise loote seerumit
(FCS) ning antibiootikume penitsilliin (100 U/ml) ja streptomutsiin (100 ng/ml) (Sigma).
Rakke kasvatati 37°C juures 5% CO2 keskkonnas (Galaxy R CO2 Incubator).

2.2.3 Antikehad

Kéesolevas uurimistdds kasutati nii meie laboris genereeritud afiinsuspuhastatud
melanoomi antigeenide vastaseid antikehasid kui ka kommertsiaalseid antikehasid.
Afiinsuspuhastatud antikehad olid puhastatud janese vereseerumist, kes olid immuniseeritud
kahel moel. Janeste immuniseerimiseks kasutati esiteks melanoomi antigeene MAGEA4,
MAGEA10, mlgG2a- MART1 ja TRP1. MAGEA-d toodeti ja puhastati Escherichia coli-st,
mida teostas Kadri Ounap ning migG2a-MART1 ja TRP1 eukariiootsetest CHO rakkudest,
mida teostas Liisi V@sa. Teiseks immuniseeriti janeseid MLV VLP-dega, mis kandsid
MAGEA4 voi MARTL1 antigeene, need olid toodetud ja puhastatud CopSEBNA rakkudest
Sergei Jaguri poolt. Janesed immuniseeriti ning antikehad puhastati biotehnoloogiaettevottes

Icosagen AS. Kommertsiaalsetest antikehadest olid kasutusel hiires produtseeritud MCAM
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ning janeses produtseeritud MLV Gag antikehad. Optimaalsed kasutatud antikehade
kontsentratsioonid on toodud allolevas tabelis (tabel 1).

Tabel 1. Uurimistods kasutatud primaarsed antikehad. Igale antikehale on toodud tema
kasutamise kontsentratsioon vastavalt anallisi tiubile.

Paritolu Antikeha Western blot | VVoolutsiitomeetria

Primaarsed afiinsuspuhastatud antikehad

anti-MAGEA4 0,1 pg/ml 1 pg/mi
anti-VLP-MAGEA4 | 0,7 pg/ml 2 ug/ml
Janesest anti-MAGEA10 0,6 pg/ml 2 pg/ml
anti-MART1 0,5 pg/ml 2 ug/ml
anti-VLP-MART1 1,9 pg/ml 2 ug/ml
anti-TRP1 0,4 pg/ml 2 pg/mi
Primaarsed kommertsiaalsed antikehad
.. anti-MCAM (Santa
Hiirest Cruz Biotechnology) 0,1 pg/ml 2 pg/ml
, anti-MLV Gag
Janesest (Icosagen) 0,3 pg/ml 2 ug/ml

2.2.4 Eukariootsete rakkude transfekteerimine

Plasmiidide viimiseks Cop5SEBNA rakkudesse kasutati elektroporatsiooni meetodit.
Selleks koguti rakud 100 mm labimddduga 70-80% konfluentsuseni kasvanud koekultuuri
tassidelt: s60de aspireeriti ning rakke pesti PBS-iga. Seejarel rakud eemaldati tassilt 2 ml
tripsiinilahusega (0,05% trupsiin, 0,02% EDTA PBS-s, GE Healthcare) ning kanti
tsentrifuugitopsi, kus oli 5 ml IMDM s6ddet. Rakud tsentrifuugiti pdhja 1000 rpm 20°C juures
5 minutit (Eppendorf centrifuge 5810R). Supernatant aspireeriti ning rakudele lisati 250 pl
s0odet Uhe poratsiooni kohta. pH hoidmiseks kasutati NaBES puhvrit (pH=7,5)
I6ppkontsentratsioonis 5 mM. Elektroporatsiooni kiivetis segati 50 pg carrier DNA-d (I6he
sperma DNA), 2 ug ekspressioonivektoreid ja 250 ul rakususpensiooni. Elektroporatsioon
viidi labi BioRad Gene Pulser Il aparaadiga 975 puF mahutavuse ning 230 V pinge juures.
Poreeritud rakud kanti 15 milliliitristesse koekultuuri tuubidesse, millesse oli eelnevalt
pandud 5 ml s6ddet ning tsentrifuugiti 5 minutit 1000 rpm temperatuuril 20°C (Eppendorf
centrifuge 5810R). Seejarel s60de aspireeriti, rakud resuspendeeriti 1 ml s66tmes ning kanti

100 mm l&bim6dduga koekultuuri tassidele, mis sisaldasid 8 ml sdddet.
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2.2.5 Rakkude kogumine ja lttsimine

Elektroporeeritud CopSEBNA rakke kasvatati 72 tundi temperatuuril 37°C 5% CQO2
keskkonnas (Galaxy R CO2 Incubator), mille jarel koguti s6dde. Pérast so6tme kogumist
pesti rakud PBS-ga, eemaldati need 2 ml tripsiinilahusega ning koguti 1,5 ml
tsentrifuugituubidesse ja tsentrifuugiti tuubi pdhja lauatsentrifuugis (Sigma 1-14) pooretel
4000 rpm 5 minutit. Supernatant aspireeriti ning rakusade pesti PBS-ga, mille jarel proov
tsentrifuugiti sarnaselt eelmisele korrale. Supernatant taaskord aspireeriti ning rakusade
resuspendeeriti 150 pl PBS-s ja ludsiti 30 pl 5xLaemmli puhvris [10% SDS, 50% glitserool,
250 mM Tris pH 6,8; 0,5% broomfenoolsinine] kuumutamisega 10 minutit temperatuuril

100°C. Rakullisaate hoiustati temperatuuril -20°C.

2.2.6 VLP-de kontsentreerimine ja puhastamine

VLP-de kogumiseks kasvatati elektroporeeritud Cop5EBNA rakke 72 tundi
temperatuuril 37°C 5% CO2 keskkonnas (Galaxy R CO2 Incubator), mille jérel koguti s6dde,
mis valati tsentrifuugitopsi ja tsentrifuugiti 2000 rpm temperatuuril 20°C 10 minutit
(Eppendorf centrifuge 5810R). Seejarel soode filtreeriti labi 0,45 um filtri (Sarstedt).

VLP-de kontsentreerimiseks so6tme proovid tsentrifuugiti 1abi 5 ml 20% sahharoosi
padja PBS-is temperatuuril 4°C 3 tundi 27000 rpm (SW28 rootor, Beckmann). VLP sade
lahustati 300 pl TN puhvris (0,2M NaCl; 0,05M Tris-HCI) 24 tundi 4°C juures. Jargmisel
paeval madarati proovides Uldvalgu kontsentratsioon Bradfordi meetodil. 2 pg valku voeti
Western blot analidisile: vastavalt VLP proovi mahule lisati samas mahus 2xLaemmli puhvrit

ja kuumutati 10 minutit 200°C juures.

VLP-de puhastamise jargmises etapis kasutati sahharoosi astmelise gradiendi
ultratsentrifuugimist. Gradiendile, mis koosnes 20%, 35%, 45% ja 60% sahharoosi lahustest
PBS-is, kanti 250 pl TN puhvris olevad VLP proovid ja tsentrifuugiti temperatuuril 4°C
1,5 tundi 32000 rpm (SW55 rootor, Beckmann). Gradiendid jagati 10 fraktsiooniks ja

anallusiti Western blot meetodil.
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2.2.7 Geelelektroforees ja Western blot analtits

Uuritavate valkude visualiseerimiseks lahutati valgud SDS poliakradlamiidgeelis
elektroforeesi (SDS-Page) teel. Geelile kanti 2 pg valku VLP proovide puhul ning 2 pl
rakullsaatide puhul. Kasutati 8%, 10% ja 12% akritlamiidgeele ja SDS jooksupuhvrit (125
mM Tris, 960 mM glltsiin, 0,5% SDS).

RakulUsaate ja VLP-de proove lahutati SDS pollakritlamiidgeelelektroforeesi
meetodil, kasutades 8%, 10% ja 12% akrltlamiidgeele ja SDS jooksupuhvrit. Valgud kanti
geelist tlle PVDF (polyvinylidene fluoride) filtrile (Immobilon-P Millipore 0,45 um) poolkuiva
iilekande abil (Semi-Trans-Blotter, Bio-Rad Manufactury). Ulekanne viidi labi 15 minutit
pingel 15 V. Seejérel filter blokeeriti toatemperatuuril 1 tund blokeerimislahuses [50 mM
Tris-Cl, pH 7.6; 150 mM NaCl; 0,05% Tween 20 + 5% NFDM (non-fat dry milk)].
Melanoomi spetsiifiliste antigeenide detekteerimiseks kasutati uuritavate antigeenide
spetsiifilisi antikehi. Inkubeerimislahusesse [50 mM Tris-Cl, pH 7.4; 150 mM NaCl; 0,05%
Tween 20 + 1% NFDM] lisati antikeha sobivas kontsentratsioonis (tabel 1) ja inkubeeriti
1 tund kallutil. Parast seda pesti filtrit kolm korda 5 minutit Westerni pesulahuses [100 mM
Tris-Cl, pH 7,5; 170 mM NaCl; 0,05% Tween 20]. Filter inkubeeriti 1 tund Kkallutil
inkubeerimislahuses, kuhu oli vastavalt primaarsele antikehale lisatud HRP-ga konjugeeritud
sekundaarne antikeha (Lab AS) lahjendusega 1:10000. Seejérel filter pesti kolm korda 10
minutit Westerni pesulahusega ning viidi labi ilmutamisreaktsioon ECL komplektiga
(Amersham Pharmacia Biotech) vastavalt tootja protokollile. Signaal visualiseeriti

autoradiograafiliselt Fuji rontgenfilmile.

2.2.8 Voolutsutomeetria analtts elusate rakkudega ja VLP-dega

Voolutslitomeetria katsete tarvis kasvatati transfekteeritud CopSEBNA rakke 24 tundi
temperatuuril 37°C 5% CO2 keskkonnas (Galaxy R CO2 Incubator), mille jarel s6dde
aspireeriti ning rakke pesti PBS-ga. Rakud eemaldati plaadilt 1 ml 3 mM EDTA-ga PBS-s
ning kanti 1,5 ml tsentrifuugituubidesse. Seejérel need tsentrifuugiti 5 min 400xg (Sigma 1-
14) ning supernatant eemaldati. Elusale rakumassile lisati 1 ml ja&kilma 10% FCS PBS-s.
Edasi jatkati 100 pl rakususpensiooniga iga erineva rakuproovi jaoks voolutsitomeetria
katsetes. Allesjaanud rakususpensioonid lldsiti sarnaselt peatlikis 2.2.5 kirjeldatuga ning

séilitati temperatuuril -20°C.
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Kogutud 100 pl-sed elusate rakkude suspensiooniproovid blokeeriti 5% BSA/PBS-s
poodrlejal 30 min temperatuuril 4°C. Seejérel need tsentrifuugiti 5 min 400xg ning eemaldati
supernatant. Rakumassid resuspendeeriti 3% BSA/PBS lahustes, millesse oli lisatud sobivas
kontsentratsioonis primaarseid uuritavate valkude vastaseid antikehasid (tabel 1, peatiukk
2.2.3), ning inkubeeriti poorlejal pimedas 1 h temperatuuril 4°C. Jargnevalt pesti proove,
tsentrifuugides 5 min 400xg ja suspendeerides 3% BSA/PBS-s, kolm korda. Seejérel
suspendeeriti  rakuproovid 3% BSA/PBS-s, millesse oli lisatud vastavalt primaarsele
antikehale Alexa488 fluorokroomiga konjugeeritud sekundaarne antikeha (Invitrogen)
lahjendusega 1:1000, ning inkubeeriti pimedas pdoérlejal 1 h temperatuuril 4°C. Pérast
inkubeerimist taaskord pesti proove kolm korda. Rakud resuspendeeriti jadkilmas 500 pl 10%
FCS/PBS-s ning mdddeti voolutsiitomeetria analusaatoriga (LSR 11, BD Biosciences)
kasutades programmi BD FACSDiva Software (BD Biosciences). Tulemused analusiti

programmis FlowJo VX (Tree Star).

VLP-dega katseteks voeti VLP-sid labi sahharoosi padja puhastatud VLP proovidest
kui ka labi sahharoosi gradiendi puhastatud fraktsioonide proovidest. Mdlemal juhul lisati 30
pg (totaalvalgu jargi) VLP-dele 10 ul aldehliud/sulfaat latekskerakesi (Life Technologies) ja
inkubeeriti 15 min toatemperatuuril. Seejarel lisati PBS-i 16ppmahuni 1 ml ning inkubeeriti
poorlejal Gledd temperatuuril 4°C. Jargmisel péeval blokeeriti VLP-dega latekskerakesed
100 mM gltsiin/PBS-is pdorlejal 30 min temperatuuril 4°C. Jargnevalt pesti kerakesi kolm
korda: tsentrifuugiti 4000xg 15 min lauatsentrifuugis (Sigma 1-14), supernatant eemaldati
ning kerakesed suspendeeriti pesupuhvris (2% BSA/PBS). Seejarel lisati uuritavate valkude
vastaseid primaarseid antikehasid (tabel 1, peatiikk 2.2.3) ning inkubeeriti 1 h pimedas
poorlejal temperatuuril 4°C. Taaskord pesti kerakesi kolm korda nagu eelnevalt. Peale pesu
lisati Alexa488 fluorokroomi kandvaid sekundaarseid antikehasid (Invitrogen) vastavalt
kasutatud primaarsetele antikehadele lahjendusega 1:1000 ning inkubeeriti 1 h pimedas
poorlejal temperatuuril 4°C. Veelkord pesti kerakesi kolm korda nagu eelnevalt, mille jarel
resuspendeeriti kerakesed 500 pl pesupuhvris ning proovid mdddeti voolutsiitomeetria
analusaatoriga (LSR Il, BD Biosciences) kasutades programmi BD FACSDiva Software (BD
Biosciences). Tulemused analttsiti programmis FlowJo VX (Tree Star).
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2.2.9 Transmissioonielektronmikroskoopia (TEM)

TEM-i tarvis koondati iga erineva VLP fraktsioonide seeriast kolm kdige
kontsentreeritumat fraktsiooni Uheks suspensiooniks, millest kontsentreeriti VLP-d kasutades
0,5 ml tsentrifugaalfiltreid (Amicon Ultra, Millipore) tootja protokolli jargi. Saadud
proovidega teostati TEM vaatlused TUMRI-s Kart Padari poolt. Preparaatide negatiiv-
varvimiseks kasutati 2% uranudlatsetaadi lahust. Vaatluseks kasutati
transmissioonelektronmikroskoopi FEI Tecnai G2 Spirit BioTWIN pingel 120 kV. TEM
pildid tehti 11 megapikselise digitaalkaameraga Orius SC1000 CCD.

2.2.10 Enstiiimseoseline immunosorbtsioonanaliits (ELISA)

96 kaevukesega ELISA plaat kaeti puhastatud VLP proovidega. Igasse kaevukesse
lisati 0,1% Tween-20/PBS-is segatud 2 pg VLP-d ning inkubeeriti le6d temperatuuril 4°C.
Jargmisel paeval plaat pesti kolm korda 0,1% Tween-20/PBS lahusega mitteseondunud VLP-
de eemaldamiseks. Mittespetsiifiliste seondumissaitide blokeerimiseks lisati kaevukestesse
5% NFDM, 2% BSA ja 0,1% Tween-20/PBS Ilahust ning inkubeeriti plaati 1 tund
temperatuuril 37°C. Seejarel plaat pesti 4 korda 0,1% Tween-20/PBS lahusega. lgasse
kaevukesse lisati uuritavatele valkudele vastavaid spetsiifilisi primaarseid antikehi erinevates
kontsentratsioonides: 10 ng/ml, 2,5 ng/ml, 0,625 ng/ml ja 0,156 ng/ml 0,1% Tween-20/PBS
lahuses. Primaarsete antikehadega inkubeeriti 1 tund toatemperatuuril loksutil. Jargnevalt
pesti plaat taas neli korda 0,1% Tween-20/PBS lahusega, kusjuures (ks kord lihtsalt loputades
ja kolmel korral loksutil 3 minutit loksutades. Seejarel proovidele lisati vastavaid HRP-ga
konjugeeritud sekundaarseid antikehasid 0,1% Tween-20/PBS lahuses, nii anti-hiir kui ka
anti-janes, lahjendusega 1:10000 ning inkubeeriti 45 minutit toatemperatuuril loksutil.
Seejarel plaadid pesti jalle 4 korda 0,1% Tween-20/PBS lahusega ning lisati TMB + Substrate
(BioRad) reagent ja inkubeeriti 10 minutit toatemperatuuril. Reaktsiooni peatamiseks lisati
0,5M H>SO4. Reaktsioonide analutsimiseks kasutati Sunrise™ (Tecan) mikroplaadi lugejat
ning tulemus mdddeti lainepikkusel 450 nm.

Sarnaselt eelmises I08igus kirjeldatuga teostati ELISA teste janese vereseerumite
analliusiks. lgale plaadile kanti VLP-de asemel 2 pg melanoomi antigeene ning kasutatud
vereseerumite lahjendused olid jargmised: 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, 1:3200, 1:6400 ja

1:12800. Ulejaanud etapid on samasugused nagu lal kirjeldatud.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Viirus-laadsete partiklite genereerimine

Melanoomi antigeene sisaldavate VLP-de genereerimiseks ja puhastamiseks kasutati
2014. aastal valminud S. Jaguri magistritéo raames vélja to6tatud metoodikat. Meetod holmab
eukarliootsete rakkude transfekteerimist MLV Gag-i ja Uht antigeeni geenijarestust kandvate
plasmiididega ja kahte olulisemat VVLP puhastusetappi.

MLV-I pdhinevate VLP-de moodustamiseks on vajalik Gag valgu ekspressioon. Selle
kontrollimiseks elektroporeeriti hiire fibroblastirakke Cop5SEBNA plasmiididega pQMCF-
MLV Gag-MAA. Transfekteeritud rakkudel lasti kasvada ja ekspresseerida MLV Gag valku
ning uuritavaid melanoomi antigeene vastavalt plasmiidile 24 tunni jooksul. Seejérel
rakkudelt eemaldati s66de, nad ludsiti Western blot-i jaoks ning analtsiti. Kasutades MLV
Gag-i spetsiifilist antikeha tehti Western blot-iga kindlaks, et transfektsioonid olid edukad
ning rakud produtseerisid MLV Gag-i maérkimisvaarsel hulgal (joonis 1). Erinevate

plasmiididega transfekteeritud rakkude produtseeritud MLV Gag-i hulgad erinesid

minimaalselt.
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Joonis 1. Western blot analtiis transfekteeritud CopSEBNA rakulisaatidest MLV Gag
spetsiifilise antikehaga. Cop5SEBNA rakud lidsiti 24 h pérast transfektsiooni pQMCF-MLV
Gag ja pQMCF-MLV Gag-MAA plasmiididega. Elektroforeesil kanti 2 ul igat lisaadi proovi
geeli radadele. Western blot-is inkubeeriti proove anti-MLV Gag antikehadega. Kontrollproov
on rakullsaat plasmiidiga transfekteerimata rakkudest. MLV Gag valgule vastavad bandid on
tahistatud noolega. Kontrollproovil on ndha antikeha ristreaktsiooni monele rakulisele
valgule, mis on t&histatud tarniga.
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Olles veendunud, et transfekteeritud CopSEBNA rakud on véimelised ekspresseerima
Gag valku, lasti rakkudel 72 tunni jooksul produtseerida VLP-sid, mis punguvad
membraansete partiklitena rakkude so6tmesse. Kolme 60péeva mooddudes koguti rakkudelt
s0dde tsentrifuugituubidesse, milles need tsentrifuugiti ning filtreeriti 1abi 45 um-se filtri, et
vabaneda so0tmesse jaanud rakkude jaanustest jms. VLP-de kontsentreerimiseks ning
puhastamiseks ultratsentrifuugiti s66tmed labi 20% sahharoosi padja PBS-s, mille tulemusena
moodustunud sade suspendeeriti TN puhvris. Nonda moodustusid nd. esmased VLP-de
proovid, mille totaalvalgul pdhinevad valgulised kontsentratsioonid jaid vahemikku 320-950
pg/ml. Poratsiooni ning Uhtlasi ka VLP-de produktsiooni edukuse hindamiseks teostati
Western blot analliis tuvastades MLV Gag valgu olemasolu MLV Gag spetsiifilise antikeha
abil. Selleks tuli eelnevalt VLP proovid Laemmli puhvris llusida ning lahutada
poluakriitlamiidgeelis. Nagu on néha joonisel 2, on VLP-de formeerimine olnud edukas ning
MLV Gag valku esineb tsnagi kdrges kontsentratsioonis kdigis VLP proovides. Lisaks saab
téheldada, et melanoomi antigeenideta VVLP-de puhul on MLV Gag valgu hulk veidi kdrgem,
kui antigeene kandvatel VVLP-del.
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Joonis 2. Western blot analliis labi 20% suhkrupadja puhastatud VLP proovidest.
Cop5EBNA rakkudelt koguti s66de 72 h pérast transfektsiooni pQMCF-MLV Gag ja
POQMCF-MLV Gag-MAA plasmiididega. Sootmed filtreeriti 1&bi 45 pm  filtri ning
tsentrifugeeriti 1abi 20% sahharoosi padja. Elektroforeesil kanti 2 pg totaalvalgu jargi igat
VLP proovi geeli radadele. Western blot-is inkubeeriti proove anti-MLV Gag antikehadega.
Gag valgule vastavad bandid on téhistatud noolega.



Labi 20% sahharoosi padja puhastatud VLP proovidega on vdimalik teostada
erinevaid katseid VLP-de analutsimiseks, kuid tdpsema tulemuse nimel teostati ka teine
puhastusetapp. Selleks lisati sahharoosi padja labinud VLP proovid astmelisele sahharoosi
gradiendile ning ultratsentrifuugiti. Seejarel gradient fraktsioneeriti 10-ks vOrdse mahuga

fraktsiooniks (joonis 3).
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Joonis 3. Skeem VLP puhastamise ja kontsentreerimise etappidest. VLP-de
puhastamiseks ja kontsentreerimiseks labivad need kolm tsentrifuugimist, filtreerimise ja
fraktsioneerimise. Analliise teostati proovidega, mis olid sahharoosi padjast labi
tsentrifuugitud, ning fraktsioonidega, mis moodustati pérast astmelises gradiendis
tsentrifuugimist.
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Uuritavate melanoomi antigeenide tuvastamiseks saadud fraktsioonides teostati
Western blot anallits (joonis 4) kasutades igale uuritavale melanoomi antigeenile spetsiifilist
antikeha.

Sahharoosi sisaldus | 60% | 45% | 35% | 20%
Frakstioond 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

MART1 .&. - =

o D Y w0

TRP1
MAGEA4 e
MAGEA10 e T
MCAM b b
MLV Gag — O P e e o =

Joonis 4. VLP-de puhastamine labi sahharoosi astmelise gradiendi. Cop5SEBNA rakkudelt
koguti s66de 72 h pérast transfektsiooni pQMCF-MLV Gag ja pQMCF-MLV Gag-MAA
plasmiididega. S66tmed filtreeriti 1&bi 45 um filtri, tsentrifugeeriti 1&bi 20% sahharoosi padja
ja sahharoosi astmelise gradiendi ning fraktsioneeriti. Elektroforeesil kanti 2 pg totaalvalgu
jargi igat VLP proovi geeli radadele. Western blot-is on iga antigeeni kandva VLP puhul on
kasutatud vastava antigeeni spetsiifilist antikeha ning MLV Gag VLP puhul MLV Gag vastast
antikeha.

Selgus, et VLP-d jaotuvad Usnagi laialt 35-45% sahharoosi sisaldusega fraktsioonides.
MAGEA4, MAGEA10, MART1 ja TRP1 sisaldavate VLP-de kontsentratsiooni maksimumid
jadvad fraktsioonidesse 6 ja 7 ehk suurem osa jaotub just 35% sahharoosi sisaldusega
gradiendi astmesse. MCAM VLP-de ja ainult MLV Gag valguga saadud VVLP-de maksimum
on 4. voi 5. fraktsioonis, mis nditab nende jaotumist 45% sahharoosi sisaldusega gradiendi
astmesse. Samas tuleb tddeda, et MLV Gag valku leidub vagagi thtlaselt tle terve gradiendi.
Selline tulemus esineb koigi antigeenikandvate VLP proovide gradientides, kus MLV Gag
jaotub (Uhtlaselt laiali, maksimumiga 4. vdi 5. fraktsioonis (joonistel pole ndidatud).
Fraktsioonid 9 ja 10 ehk 20 % sahharoosi sisaldusega gradiendi astmesse on tdendoliselt
kogunenud VLP-de fragmendid ehk lagunenud VLP-d.
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2.3.2 VLP-de analtits elektronmikroskoobiga

TEM analiisid teostati proovidega, mis parinesid iga erineva VLP kolmest kdige
kontsentreeritumatest ~ fraktsioonidest, mis olid negatiiv-vérvitud kasutades 2%
uranullatsetaadi lahust. Elektronmikroskoobist néhtav tulemus oli killaltki heterogeenne
(joonis 5, A). Preparaatidel oli ndha sfaérilisi ning regulaarse kujuga membraanseid partikleid,
mille 1abim6ddud jaid vahemikku 110-150 nm. Seal hulgas oli ka mitte-terviklikke voi
fragmentseid partikleid. Erinevaid melanoomi antigeene kandvate VLP proovides esinenud
partiklid olid omavahel vé&ga sarnased ning suuremaid omaparasid valja tuua ei saa (joonis 5,
B). Lisaks oli preparaatidel nédha ka vaiksemaid membraanseid partikleid suurusega 60-80 nm.

MART1 TRP1 MAGEA4

oL To

MAGEA10 MCAM MLV Gag

Joonis 5. Negatiiv-varvitud MLV VLP partiklid ndhtuna labi elektronmikroskoobi. VLP
proovid on labi sahharoosi gradiendi puhastatud ning fraktsioneeritud. Iga VLP variandi kolm
kdige kontsentreeritumat fraktsiooni liideti, kontsentreeriti ja varviti 2% uranidlatsetaadiga.
A. MLV VLP preparaat 6800 korda suurendatult. B Pildiseeria Ukiskutest partiklitest igast
erinevast uuritavast VLP variandist. Piltidel toodud must joon vastab 100 nm-le.
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2.3.3 Melanoomi antigeenide paiknemine VLP-des

Too jargmiseks eesmargiks oli vaadata, kas uuritavad melanoomi antigeenid asuvad
VLP-de pinnal. MLV VLP-d on vdga véikesed, mistéttu pole neid vdimalik
voolutsutomeetriga analtitisida. Selle probleemi lahendamiseks seoti VLP-d 4 pm
labimddduga latekskerakeste pinnale.

Voolutslitomeetria analiitise teostati nii 1&bi 20% sahharoosi padja puhastatud VLP
proovidega, kui ka l&bi sahharoosi astmelise gradiendi puhastatud VLP proovidega, mis olid
inkubeeritud aldehliid/sulfaat latekskerakestega. Kerakestega VLP-d inkubeeriti uuritavate
valkude vastaste primaarsete antikehadega ning Alexa488 fluorokroomi kandvate
sekundaarsete antikehadega. Vorreldes tulemusi l&bi sahharoosi padja ja labi sahharoosi
gradiendi puhastatud VLP proovidest saab véita, et proovid on (shagi sarnased ning
fluorestsentsi signaali erinevused on Usnagi marginaalsed (joonis 6). Kdikidel juhtudel on
antigeene kandvate VLP-de flourestsentsi signaal tugevam kui antigeene mitte-kandvatel
VLP-del, viidates asjaolule, et uuritavad melanoomi antigeenid ekspresseeritakse VLP-de
pinnale. MAGEA4 ja MAGEA10 kandvate VLP-de puhul fluorestsentsi signaalid eristuvad
labi gradiendi puhastatud proovides paremini. MART1 ja MCAM-i kandvate VLP-de puhul
on padjast ja gradiendist puhastatud proovide tulemused omavahel vdga sarnased. TRP1
kandva VLP flourestsentsi signaal on padjast puhastatud VLP proovides tugevam, kui vastav
signaal gradiendis puhastatud proovil, ning signaali tugevuste vahe antigeeni kandva ja mitte-
kandva VLP vahel on suurem just padjast puhastatud proovides. Tahelepanuvaarne on ka see,
et antigeeni mitte-kandva VLP fluorestsentsi signaal on anti-TRP1 antikeha kasutatud
proovides korgem, kui teiste antikehadega inkubeeritud proovides, viidates anti-TRP1
antikeha ristreaktsioonide esinemisele VVLP proovides.

Labi 20% sahharoosi padja puhastatud VLP proovidega teostati ka ELISA, mille
tulemused (lisa 1) Uhtivad VLP-de voolutsitomeetria tulemustega kinnitades andmete

paikapidavust.
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Joonis 6. Labi sahharoosi padja ja labi sahharoosi gradiendi puhastatud VLP-de
voolutsitomeetria analtitis. CopSEBNA rakkudelt koguti s66de 72 h pérast transfektsiooni
pPQMCF-MLV Gag ja pPQMCF-MLV Gag-MAA plasmiididega. S66tmed filtreeriti 1abi 45 um
filtri, tsentrifugeeriti 1abi 20% sahharoosi padja (analtiis 1) ja sahharoosi astmelise gradiendi
ning fraktsioneeriti (analtds I1). Igat 30 pg (totaalvalgu jérgi) VLP proovi inkubeeriti 10 pl
latekskerakeste lahusega 1 ml PBS-s, seejarel iga antigeeni vastase antikehaga inkubeeriti
vastavat antigeeni sisaldava VLP proove ning MLV Gag proove. Halli taustaga kdver esindab
kontrollproovi VLP-sid, mis pole primaarse antikehaga inkubeeritud. Sinine kdver vastab
antigeene mitte-sisaldavate VLP-de tulemustele. Punase kdveraga on kujutatud antigeene
kandvate VLP-de tulemused. Hulgad on normeeritud moodi alusel.



2.3.4 Melanoomi antigeenide ekspressioon rakkudes

Varasematest toodest on teada, et melanoomi antigeene kodeerivate plasmiididega
transfekteeritud rakud ekspresseerivad MAGEA4, MART1 ja TRP1 tsutoplasmasse,
MAGEA10 tuuma ning MCAM plasmamembraani. Kuid polnud teada, kas need antigeenid
eksponeeruvad ka raku valispinnal. Sellele kiisimusele vastuse leidmiseks teostati kaesolevas
uurimuses voolutsitomeetria analitis Cop5EBNA rakkudega, mis olid transfekteeritud

uuritavaid antigeene kodeerivate plasmiididega.

24 tundi peale Cop5SEBNA rakkude transfektsiooni eemaldati rakud tassidelt ning
nendega viidi labi uuritavate antigeenide ja MLV Gag spetsiifiliste antikehadega ning
vastavate sekundaarsete Alexa488 antikehadega inkubeerimised madalatel temperatuuridel
pimedas. Graafikutelt on ndha (joonis 7), et MAGEA4, MAGEA10, MART1 ja TRP1
antigeene ekspresseerivate rakkude (punane kdver) fluorestsentsi signaal Uhtib
transfekteerimata rakkude (sinine kdver) signaaliga, mis viitab asjaolule, et nimetatud
melanoomi  antigeene transfekteeritud CopS5SEBNA rakupinnale ei ekspresseerita.
Markimisvéarne on TRP1 tulemus, milles nii transfekteeritud kui ka transfekteerimata
rakuproovide fluorestsentsisignaal on tugevam, kui antikehadega inkubeerimata rakuproovi
signaal. See viitab asjaolule, et TRP1 vastane antikeha moodustab ristreaktsioone mdéne
rakumembraani epitoobiga. Kill aga MCAM-i ekspresseerivad rakud annavad selgelt
tugevamat fluorestentsi signaali vorreldes transfekteerimata rakkudega, mis tdhendab, et
MCAM ekspresseeritakse CopSEBNA rakupinnale ning on tuvastatav spetsiifilise antikeha
poolt. MLV Gag-i graafikul on toodud koigi transfekteeritud rakkude proovide kdverad,
kusjuures nende koigi flourestsentsid thtivad ka transfekteerimata rakkude signaaliga, mis
naitab, et ka MLV Gag ei ekspresseerita CopSEBNA rakupinnale.
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Joonis 7. Cop5EBNA pinnamarkerite voolutsitomeetria analtitis. Cop5SEBNA rakud
koguti s66tmelt 24 h pérast transfektsiooni pPQMCF-MLV Gag ja pPQMCF-MLV Gag-MAA
plasmiididega. Iga antigeeni vastase antikehaga inkubeeriti vastavat antigeeni
ekspresseerivaid rakke ning plasmiidiga transfekteerimata rakke. Kontrollproovi rakke ei
inkubeeritud primaarsete antikehadega.Uuritavate melanoomi antigeenidega transfekteeritud
rakkude koverad on punased ning transfekteerimata rakkude kdverad on sinised. Halli
taustaga kover vastab CopSEBNA rakkudele, mida pole primaarsete antikehadega
inkubeeritud. Hulgad on normeeritud moodi alusel.

Arvestades, et enamus antigeene voolutsutomeetria katses transfekteeritud
Cop5EBNA  rakkudelt ei tuvastatud, teostati Western Dblot analiiis samade
rakususpensioonidega uuritavate antigeenide olemasolu kinnitamiseks. Analuls tdestas, et
hoolimata negatiivsest tulemusest voolutsiitomeetria katses on transfektsioonid olnud edukad

ning Cop5SEBNA rakud ekspresseerisid uuritavaid melanoomi antigeene (joonis 8).
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Joonis 8. Voolutsutomeetrias kasutatud rakkude Western blot analtitis. CopSEBNA rakud
koguti sd6tmelt 24 h pérast transfektsiooni pPQMCF-MLV Gag ja pQMCF-MLV Gag-MAA
plasmiididega ning llusiti. Elektroforeesil kanti 2 pl igat rakulusaati. Western blot-is on iga
antigeeni ekspresseeriva rakuproovi puhul kasutatud vastava antigeeni spetsiifilist antikeha
ning ainult MLV Gag-i ekspresseeriva rakkude puhul MLV Gag vastast antikeha.
Kontrollproovideks on plasmiididega transfekteerimata rakud.Uleval on nimetatud
Cop5EBNA proovid transfektsioonide jargi ning allpool on kasutatud antikehad.

2.3.5 VLP-de vastane immuunvastus

Melanoomi antigeenidega rikastatud VLP-de immunogeensete omaduste uurimiseks
immuniseeriti janeseid MAGEA4 ja MART1 sisaldavate MLV VLP-dega. Kontrollproovide
jaoks immuniseeriti  jdneseid ka puhastatud MAGEA4 ja mlgG2a-MART1-ga.
Immuniseeritud janestest koguti vereseerumid, mida kasutati ELISA testides.

Antigeeni suhtes antikehalise vastuse hindamiseks erinevates vereseerumites teostati
ELISA analulse puhastatud valkudega MAGEA4 ja mlgG2a-MART1. Antigeen MART1
kuulub antud analtdsis liitvalku koos immuunoglobuliin G2a-ga, seetbttu on teostatud
MART1 vastaste antikehadega analuis ka mlgG2a-ga, et MART1 antigeeni mdju osakaal
oleks hinnatav. Selgus, et nii MAGEA4 kui ka MART1 antigeeni korral esineb tugevam
antikehaline vastus kui VLP-ga immuniseerimise teel saadud vastus (joonis 9). Antikeha
lahjendustel 1:200 kuni 1:800 on neelduvuste vahe anti-MAGE4 ja anti-VLP-MAGEA4
proovides kuni kaheksakordne. Anti-MARTL1 antikehad on antigeeni suhtes végagi afiinsed —

isegi antikeha lahjendusel 1:12800 pusis neelduvus korgel tasemel. Anti-VLP-MART1
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signaal antikeha lahjendusel 1:200 oli veidi enam kui pool anti-MART1 omast, kuid juba kaks
korda lahjemas proovis tdusis vahe ligi viiekordseks. mlgG2a-st tulenevad neelduvused olid

mdlemal juhul madalad.
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Joonis 9. Janeste vereseerumitega teostatud ELISA analtisi tulemused. Graafikutel on
kujutatud kahest janesest vOetud vereseerumite keskmised tulemused koos standartvigadega.
Igasse ELISA plaadi kaevukesse kanti 2 pg puhastatud valku. lgat valgu proovi inkubeeriti
vastavate antigeenidega immuniseerimise teel saadud vereseerumitega erinevatel lahjendustel.
Sinise kdveraga on toodud puhta valguga immuniseerimisest saadud vereseerumi tulemused
ning punase kdveraga VLP-ga immuniseerimise teel saadud vereseerumi tulemused. MART1
graafikul mlgG2a proovides roheline ja lilla kdverad esindavad anti-MARTL1 ja anti-VLP-
MART1 tulemusi vastavalt.

Jargmisteks  analllsideks  pubastati  antikehad  jdnese  vereseerumitest
afiinsuskromatograafia abil. Edasised analliisid on teostatud afiinsuspuhastatud
poliiklonaalsete antikehadega. Antikehasid vorreldi Western blot-i analliisis, milles kasutati
vastava antigeeni kodeeriva plasmiidiga transfekteeritud ning transfekteerimata CopSEBNA
rakultsaate. Nii anti-MAGEA4 kui ka anti-VLP-MAGEA4 antikehadega moodustub tugev
bénd, mis vastab kirjanduses leiduva materjaliga MAGEA4 kohta (joonis 10). Samavééarselt

moodustab ka MART1 béndi, mis vastab MART1 kirjeldustele kirjanduses. Kuid anti-VLP-
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MART1 antikeha kutsub esile bandi nii transfekteeritud kui ka transfekteerimata rakkude

proovi tulemustes, mis vastab ligi 35 kDa suurusele valgule.
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Joonis 10. Antikehasid vordlev Western blot analtiis. CopSEBNA rakud koguti s66tmelt 24
h pérast transfektsiooni pPQMCF-MLV Gag-MAA plasmiididega ning ltusiti. Elektroforeesil
kanti 2 pl igat rakulUsaati geeli radadele. Western blot-is on iga antigeeni ekspresseeriva
rakuproovi puhul kasutatud vastava antigeeni uuritavat antikeha. Kontrollproovideks on
plasmiididega transfekteerimata rakuliisaadid. Uleval on toodud Cop5EBNA rakud
transfektsiooniti ning allpool on nimetatud kasutatud antikehad.

Lisaks teostati ka voolutsitomeetria analliise VLP-dega antud antikehade
vordlemiseks. Selleks kasutati VLP proove, mis olid labinud sahharoosi padja puhastusetapi,
ning proove, mis olid puhastatud ka labi sahharoosi astmelise gradiendi. Nii MAGEA4 kui ka
MART1 sisaldavaid VLP-sid inkubeeriti mdlemat tliipi uuritavate antikehadega. Sarnaselt
anti-MAGEA4-le annab anti-VLP-MAGEA4 antikeha nii padjast pubhastatud kui ka
gradiendist puhastatud VLP proovides antigeene kandvatel VLP-del selgelt tugevama signaali
kui antigeene mitte-kandvatel VLP-del. Samuti selgus, et VLP antikehad annavad ka
antigeene mitte-kandva VLP puhul tugevama signaali vorreldes VLP-dega, mis pole
primaarsete antikehadega t6ddeldud (joonis 11). See viitab ristreaktsioonide olemasolule. Kui
anti-MART1 korral on kerge signaali maksimumide nihe VLP-de vahel, siis anti-VLP-
MART1 antigeene kandvate ja mitte-kandvate VVLP-de signaalimaksimumid ei erine. Lisaks
labi gradiendi puhastatud VLP proovide puhul toimub anti-VLP-MART1 signaali hajumine,

viidates antikeha mitte-spetsiifilisusele.
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Joonis 11. Voolutsutomeetria anallis antikehade vordlemiseks erinevates VLP
proovides. CopSEBNA rakkudelt koguti s6dde 72 h pérast transfektsiooni pQMCF-MLV
Gag ja pQMCF-MLV Gag-MAA plasmiididega. So66tmed filtreeriti l&bi 45 pm filtri,
tsentrifugeeriti 1&bi 20% sahharoosi padja (analuis 1) ja sahharoosi astmelise gradiendi ning
fraktsioneeriti (analts I1). Igat 30 pg (totaalvalgu jargi) VLP proovi inkubeeriti 10 pl
latekskerakeste lahusega 1 ml PBS-s, seejdrel iga uuritava antigeeni antikehaga inkubeeriti
vastavat antigeeni sisaldava VLP proove ja MLV Gag VLP proove. Halli taustaga kover
esindab VLP-sid, mis pole primaarse antikehaga t66deldud. Antigeene kandvatele VLP-dele
vastab punane kdver ning antigeen mitte-kandvatele VLP-dele sinine kdver. Hulgad on
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2.4 Arutelu

2.4.1 Melanoomi antigeene kandvate MLV VLP-de formeerimine

Melanoomi ravi eesmargil on véljatotamisel mitmeid erinevaid lahenemisi, mille
hulgas on ka terapeutiline kasvajavastane vaktsiin. Terapeutiliste kasvajavastaste vaktsiinide
eelduseks on, et tuumorirakud omavad unikaalseid antigeene voi ainult tuumoris korgelt
ekspresseeritud antigeene. Melanoomi puhul on tuvastatud mitmeid selliseid antigeene, mille
hulgast on antud uurimistéoks valitud 5 valku: MAGEA4, MAGEA10, MART1, TRP1 ja
MCAM. Varasemad uuringud on néidanud, et antigeenide esitlemine organismi
immuunsusststeemile lahustatud kujul ei ole efektiivne moodus immunoloogiliste vastuste
esilekutsumiseks. Selle probleemi Uletamiseks kasutatakse korgelt immunogeensete

omadustega VLP-sid kui antigeeni kohaletoimetamise platvormi.

Kéesolevas uurimistoos késitletud melanoomi antigeene sisaldavate MLV VLP-de
genereerimiseks kasutati 2014. aastal valminud Sergei Jaguri magistritod raames vilja
tootatud metoodikat, mis on melanoomi vastaste vaktsiinide arendamises mitmes mottes
uudne ldhenemine. Seni on melanoomivastaste vaktsiine véljatootamiseks kasutatud
poluomaviiruste Umbriseta VLP-sid, mille kapsiidivalgu geenijarjestuse 18ppu liidetakse
antigeeni geenijarjestus (Brinkman jt., 2004; Schumacher jt., 2007). Meie laboris kasutati
MLV VLP-sid, mis on Umbritsetud rakumembraanist parit lipomembraaniga. Uudne on ka
see, et antigeenide inkorporeerimiseks VLP-desse ei kasutatud liitvalgu tehnoloogiat ega
keemilist sidumist. Tosi, teiste VLP-vaktsiinide loomisel on samuti ndidatud, et
rakumembraani kuuluvad antigeenid inkorporeeritakse Umbrisega VLP-desse ilma nimetatud
meetodeid rakendamata (Cubas jt., 2011; Kirchmeier 2014), kuid antud juhul on MCAM
ainuke antigeen, mida ekspresseeritakse raku membraani. Ulejadnud toos Kasitletatavad
melanoomi antigeenid ei kuulu rakku U{mbritsevasse membraani. Selliste antigeenide
inkorporeerimine VLP pinnale on uudne ldhenemine modifitseeritud Umbrisega VLP-de
genereerimises. Meetod hdlmab eukartiootses rakukultuuris MLV Gag ja melanoomi
antigeeni ekspresseerimist eraldi geenidelt, kuid (hest plasmiidist. Sellele jargneb
puhastamine ja kontsentreerimine rakusodtmest ultratsentrifuugimise teel labi sahharoosi

padja ja astmelise gradiendi.

Western blot analtitisid rakulisaatide ning kontsentreeritud VVLP proovidest nditasid, et
kasutatud meetod vGimaldab luua MLV VLP-sid, mis kannavad melanoomi antigeeni.
Rakulusaatide ja labi sahharoosi padja puhastatud VLP proovide Western blot analiiisides

selgus, et MLV Gag-i ekspresseeritakse suuremates kogustes juhul, kui plasmiid ei sisalda
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antigeeni kodeerivat jarjestust. Tdenéoliselt pole siin tegu antigeenide otsese interaktsiooniga
ekspressioonisuisteemis, vaid ekspresseeritavate valkude vahel hajutatud
ekspressioonivdimekusega. Elektronmikroskoopia andis visuaalse kinnituse, et MLV Gag
valgud moodustavad sfaarilisi VLP-sid, mis on Umbritsetud lipiidse membraaniga. Tulemus
on sarnane kirjanduses leiduva elektronmikroskoopia materjaliga MLV Gag partiklite kohta
(Datta jt., 2011). Terviklike partiklite korval oli ka katkenud membraaniga ning fragmentseid
VLP-sid, mis on kooskdlas gradiendi fraktsioonide Western blot analtilisiga, milles esines nii
Gagi kui antigeenide suhteliselt tugev signaal ka 20% sahharoosi sisaldusega astmes.
Umbrisega VLP-de Ornemast ehitusest, stabiilsusest ja vastupidavusest, eriti tootlus ja
puhastusprotsessides, on arutatud mitmel korral (Roldao jt., 2010; Vicente jt., 2011; Lua jt.,
2014). Ultratsentrifuugitud sahharoosi gradiendi analutsid néitasid, et MAGEA4,
MAGEA10, MART1 JA TRP1 antigeene kandvad VLP-d akumuleeruvad 35% sahharoosi
sisaldusega gradiendi astmesse, kuid samades proovides MLV Gag akumuleerub pigem 45%
sahharoosi sisaldusega gradiendi astmesse. Kuid pdhjus, miks antigeene kandvad VLP-d
vorreldes mitte-kandvate VLP-dega kogunevad véiksema sahhaaroosi sisaldusega gradiendi

astmesse, ei ole hetkel teada.

S. Jaguri magistritods leiti, et hiire fibroblasti rakke on vdimalik edukalt
transfekteerida plasmiidiga, mis kannab MLV Gag-i ja melanoomi antigeeni geenijarjestusi.
Teostati immunofluorestsentsanaliilise rakulise ekspressiooni lokaliseerimiseks, milles selgus,
et transfekteeritud rakud ekspresseerivad MAGEA4, MART1 ja TRP1 tsitoplasmasse,
MAGEA10 tuuma ja osaliselt tsiitoplasmasse ning MCAM plasmamembraani (Jagur 2014).
Kéesolevas uurimistdds teostati voolutsitomeetria analliise VLP-dega kontrollimaks
hipoteesi, mille jargi uuritavad melanoomi antigeenid ekspresseeritakse VLP-de pinnale.
MLV VLP-d, mille 1&bimd6dud modifitseerimata kujul jd&dvad 80-120 nm vahemikku (Datta
jt., 2011), on vdaga véiksed partiklid, mistdttu ainuiiksi VLP-sid ei dnnestu voolutsiitomeetrias
tuvastada. Selle probleemi lahendamiseks kasutati aldehtd/sulfaatlatekskerakesi, mis seovad
VLP-sid enda kilge, moodustades piisavalt suure labimd6duga agregaadi, mis on tuvastatav
voolutsiitomeetria anallisaatori poolt. Analiiusid nditasid vaga mitmekesiseid tulemusi
erinevate melanoomi antigeenide kohta. MAGEA4, MAGEA10, MCAM sisaldavate VLP
proovide tulemused viitavad, et nimetatud antigeenid on VLP-de pinnal. Arvestades asjaolu,
et nimetatud MAGEA valgud tlupiliselt ekspresseeritakse rakus vastavalt tslitoplasmasse voi
rakutuuma, siis Uhtlasi on see tfestuseks, et antud t60s kasutatud meetod v@imaldab
genereerida MLV VLP-sid, mille membraansele pinnale ekspresseeritakse mitte-

membraanseid valke. MART1 kandvate VLP-de puhul ei esinenud mitte-antigeeni kandvate
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VLP-dest ndnda palju tugevamat signaali kui eelnimetatud antigeenide korral. Western blot
analusis esines MART1 tuvastamisel vagagi tugev signaal ning arvestades, et VLP proovides
on markismisvaarne hulk mitte-terviklikke VLP-sid, vOib oletada, et voolutsiitomeetria
tulemuses esinev nork signaal vastab MART1 kandvatele katkistele VLP-dele ning MART1
ekspresseeritakse vaid vahesel maaral MLV VLP-de pinnale vdi kasutataud MARTL1 vastane
antikeha ei tunne ara MLV pinnal esitatud epitoopi. TRP1 kandvate VLP-de mérkimisvaarselt
tugevam signaal annab julgust oletada, et TRP1 v0iks olla ekspresseeritud VLP pinnale, kuid
samas antigeeni mitte-kandvate VLP-de signaal on palju tugevam kui antikehadega
inkubeerimata VLP proovide signaal, mis viitab TRP1 antikeha suhteliselt tugevatele
ristreaktsioonidele VLP pinnaepitoopidega. Western blot analliusides, kus valgud on
denatureeritud kujul, TRP1 vastane antikeha ristreaktsoone ei moodustanud, mis viitab
asjaolule, et TRP1 antikeha omab konformatsioonist s6ltuvaid epitoope membraani pinnal.

Antud olukorras ei saa Uheselt kinnitada TRP1 antigeeni ekspresseerumist VLP pinnale.

Voolutsiutomeetria analliiisid elusate CopSEBNA rakkudega néitasid, et MCAM on
ainuke uuritav melanoomi antigeen, mis ekspresseeritakse raku pinnale. See on téiesti
ootuspérane, millest voib jareldada, et MCAM satub MLV VLP pinnale VLP-de rakust
pungumise ajal. Kill aga MAGEA4 ja MAGEA10 antigeenide VLP pinnale paigutumise
mehhanismi see ei seleta ning vastava protsessi avastamiseks tuleb teha edasiseid uuringuid.
Rakkude analtlsidest selgus, et TRP1 antikeha annab ka rakupinnal olevate
pinnaepitoopidega tugevaid ristreaktsioone, mis Kkinnitab, et t60s esinevaid TRP1

voolutsiutomeetria tulemusi adekvaatseteks lugeda ei saa.

2.4.2 VLP-indutseeritud antikehade iseloomustamine

Kirjanduses mainitakse, et VLP-d on vdga immunogeensed ning ohutud, mistdttu
sobivad need viga hasti kasutamiseks vaktsiinidena. Uhtlasi kirjeldatakse, et VLP-d
indutseerivad heade omadustega antikehasid. Ké&esolevas uurimistods teostati vordlevaid
analliise puhastatud antigeeniga ja antigeeni sisaldavate VLP-dega immuniseerimise teel
saadud vereseerumitega. Puhastatud valkudega immuniseerimise teel saadud vereseerumi
antikehasid nimetatakse anti-MAGEA4 ja anti-MART1 ning VLP-dega immuniseeritud
janestest saadi anti-VLP-MAGEAA4 ja anti-VLP-MART1 antikehad.

RakulUsaatide Western blot analtlsi pdhjal saab vdita, et nii anti-MAGEA4 kui ka
anti-VLP-MAGEA4 omavad véga head spetsiifikat MAGEA4 valgu suhtes, kuid ELISA

tulemused puhastatud MAGEAA4-I néitasid, et puhastatud MAGEA4 poolt indutseeritud
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antikehaline vastus on kuni kaheksa korda ndrgem kui partikuleeritud antigeeni poolt
indutseeritud vastus. Lisaks voolutsuitomeetria VLP proovidega t6i valja anti-VLP-MAGEA4
ristreaktsioonide esinemise VLP-de pinnaepitoopidega. Saab Oelda, et MAGEA4 kandev
MLV VLP on indutseerinud antikehalise vastuse, kuid moodustunud poliiklonaalsete
antikehade detailsemat analtisi me teha ei saa. Antikehade tdpsemate omaduste
valjaselgitamiseks tuleb jargmisena teha monoklonaalseid antikehi. MAGEA4 sisaldava MLV
VLP indutseeritud ndrk immunoloogiline vastus vdib olla saavutatud tanu MAGEA4
paiknemisele VLP-de pinnal, kuid kui palju ja millise paigutusega antigeenid seal on, tuleb

valja selgitada edasiste uuringute toel.

MARTL1 antigeeni puhul ei moodustanud anti-VLP-MART1 uhtegi spetsiifilist
signaali Western blot analudsis, kuid anti-MART1 korral ilmus tugev spetsiifiline signaal.
ELISA analiiis nditas, anti-VLP-MART1 vastus puhastatud MART1 suhtes oli vdga madal,
lausa kuni 25 korda madalam kui anti-MART1 antikehal. Ka voolutsiitomeetria katsetes ei
ilmutanud partikuleeritud MART1 poolt indutseeritud antikeha positiivset signaali ning samas
tulemus néitas ristreaktsioonide esinemist. Antud tulemusi arvestades vOib jareldada, et
MART1 antigeeni kandvad MLV VLP-d ei kutsunud esile antikehalist vastust immuniseeritud
janestes MART1 suhtes. See toetab antud uurimuse jareldusi, et MART1 tbendoliselt ei
ekspresseeru MLV VLP pinnale, vaid pigem pakitakse selle sisse ja seega ei kutsu esile

antikehalist immuunvastust.
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Kokkuvote

Transfekteerides eukariiootseid CopSEBNA rakke plasmiididega, mis sisaldavad MLV
Gag ja uhte melanoomi antigeeni geenijarjestust, on véimalik genereerida MLV VLP-sid, mis
sisaldavad uuritavaid melanoomi antigeene. Selle meetodiga on vOimalik Umbrisega VLP
pinnale ekspresseerida transmembraanset valku MCAM ja rakusiseseid antigeene MAGEA4
ja MAGEA10. See on esimene kord kui kirjeldatakse mitte-membraansete antigeenide
inkorporeerimist Umbrisega VLP-de pinnale ilma, et oleks rakendatud liitvalgu tehnoloogiat
vOi Uhendite keemilist sidumist. Antud hetkel ei ole véimalik Uheselt kinnitada melanosoomi
membraanivalkude MART1 ja TRP1 ekspresserimist MLV VLP-de pinnale. MART1
pakitakse tbendoliselt VLP sisse, kuid TRP1 puhul TRP1 vastase antikeha tugevate

ristreaktsioonide esinemise téttu puuduvad adekvaatsed andmed.

Genereeritud melanoomi antigeene MAGEA4 ja MART1 kandvate MLV VLP-dega
immuniseeritud janestes tugevat humoraalset vastust uuritavate antigeenide suhtes ei teki.
MAGEA4 VLP indutseerib ndrga immunoloogilise vastuse vorreldes puhastatud valguga,
kusjuures indutseeritud antikehad on kiill MAGEA4 suhtes spetsiiflised, kuid afiinsus jaab
madalamale tasemele. MART1 VLP praktiliselt ei indutseerigi MART1 vastaseid antikehasid,

mis oleksid MART1 suhtes spetsiifilised voi afiinsed. .
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Characterization of Virus-like Particles enriched with Melanoma Antigens

Olavi Reinsalu

Summary

Melanoma is the most dangerous skin cancer in humans, being responsible for the
majority of deaths related to skin cancer. With increasing rate there are more than 232 000
new melanoma incidences annually worldwide. Current popular melanoma treatments,
including surgery, chemotherapy and others, are ineffective and novel melanoma treatment
methods are developed. One of most promising methods are therapeutic cancer vaccines. In
order to be effective antigens of cancer vaccine, they must be unique or highly expressed only
in tumor and need to be presented in strongly immunogenic fashion. Virus-like particles
(VLPs) are said to be very immunogenic and are being used as antigen delivery platforms in
vaccines. In this study, our goal is to generate murine leukemia virus (MLV) based VLP-s
that contain melanoma antigens, like MAGEA4, MAGEA10, MART1, TRP1 and MCAM.

We were able to successfully generate MLV VLPs that contain melanoma antigens.
Our findings suggest that intracellular antigens MAGEA4, MAGEA10 and transmembrane
antigen MCAM are expressed on the surface of the VVLPs. This is the first time described that
intracellular antigens are being expressed onto the surface of enveloped VLPs without fusion
of antigen and viral component or chemical coupling. Relying on our results we believe that
MARTL is being packed into the VLPs rather on the surface. Considering the strong cross-
reactions of anti-TRP1 antibody we cannot confirm the presentation of TRP1 on the outer side

of VLP membrane.

The analysis of antibodies induced by MAGEA4 and MART1 carrying VLPs
determined that these VLPs do not elicit strong antibody responses in rabbits. The antibodies
induced by MAGEA4 VLPs showed good specificity towards MAGE4 but had lower affinity.
MARTI1 VLPs didn’t induce any antibodies which were specific or had any affinity towards
MART1 antigen.
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ELISA testi analtts labi sahharoosi padja puhastatud MLV VLP proovidel. Cop5SEBNA
rakkudelt koguti s66de 72 h pérast transfektsiooni pPQMCF-MLV Gag ja pQMCF-MLV Gag-
MAA plasmiididega. Sootmed filtreeriti 1abi 45 pm filtri ning tsentrifugeeriti 1abi 20%
sahharoosi padja. lgasse ELISA plaadi kaevukesse kanti 2 ug VLP-sid (totaalvalgu jargi). lga
uuritava antigeeni antikehaga inkubeeriti vastavat antigeeni sisaldava VLP proove ja MLV
Gag VLP proove. Sinine kdver vastab antigeene mitte-sisaldavate VLP-de tulemustele.

Punase kdveraga on kujutatud antigeene kandvate VLP-de tulemused.
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