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Darbības programma: „Uzņēmējdarbība un inovācijas”

Prioritātes numurs un nosaukums: 2.1. prioritāte „Zinātne un inovācijas”

Pasākuma numurs un nosaukums: 2.1.1. pasākums „Zinātne, pētniecība un attīstība”

Aktivitātes numurs un nosaukums: 2.1.1.1. aktivitāte „Atbalsts zinātnei un pētniecībai”

Vienošanās Nr. 2010/02112DP/2.1.1.1.0/10/APIA/VIAA/048
Projekta nosaukums: 
„Jaunas universālas hepatīta B rekombinantās vakcīnas prototipa izstrāde”
Līguma noslēgšanas datums: 28.10.2010.
Projekta īstenošanas termiņš: 01.10.2010.-30.09.2013.
Eiropas Reģionālās attīstības fonda finansējuma saņēmējs: 
APP Latvijas Biomedicīnas pētījumu un studiju centrs
ZINĀTNISKĀ PĒTĪJUMA PROGRESU APLIECINOŠA DOKUMENTĀCIJA

Pārskata numurs Nr.1. par periodu: 01.10.2010.-31.07.2011.
Projekta zinātniskais vadītājs: Dr.biol. Andris Dišlers
Projekta izpildītāju saraksts:

Projekta zin.vad., vad. pētnieks: Andris Dišlers 
Pētnieki: Ivars Petrovskis, Regīna Renhofa, Dace Skrastiņa, Indulis Cielēns, Irina Sominska
Zinātniskie aisistenti: Jānis Bogān, Ieva Bērza, Dzidra Dreiliņa, Jeļena Žakova, Dace Priede, Eduards Urbanovičs, Ludmila Jackeviča, Ināra Akopjana, Ilva Liekniņa
Laboranti: Sarmīte Kupša, Valentīna Jeremejeva, Kārlis Birģelis
Anotācija

Projekta vispārīgais mērķis – Hepatīta B profilakse un terapija ar jaunas universālas hepatīta B vīrusa rekombinantās vakcīnas palīdzību.
Projekta specifiskais mērķis – Izstrādāt hepatīta B universālas vakcīnas prototipu uz HBV kor-antigēna HBcAg un vīrusa preS daļas bāzes, kā arī tehnoloģiju augstas tīrības rekombinantā HBcAg-preS proteīna veidoto vīrusveidīgo daļiņu iegūšanai.
Projekta rezultātā – 
· tiks izstrādāts jauns produkts: Universālas cilvēka hepatīta B vīrusa rekombinantas vakcīnas prototips
· tiks izstrādāta jauna tehnoloģija: Tehnoloģija himēro HBcAg-preS vīrusveidīgo daļiņu augstas tīrības preparāta iegūšanai.
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Ievads

Universālas jauna tipa hepatīta B vīrusa rekombinantās vakcīnas prototipa izstrādei Biomedicīnas pētījumu un studiju centrā ir veikta fundamentāla priekšizpēte – ir izveidota rekombinanto vīrusveidīgo daļiņu tehnoloģija, kas ietver augsti efektīvu vīrusveidīgo daļiņu sintēzi bakteriālajos producentos un vīrusveidīgo daļiņu plaša spektra modifikācijas iespējas, tādejādi mērķtiecīgi veidojot daļiņu struktūras ar vēlamajām pretvīrusu imunogēnajām īpašībām. Attiecībā uz hepatīta B vīrusu ir izveidota uz hepatīta B vīrusa kor-antigēna balstīta rekombinanto produktu sērija, kas ietver šī vīrusa virsmas antigēna imunogēnās daļas – dažādus preS apgabala fragmentus. Projekta ietvaros tiek vērtētas kā esošo, tā arī jaunveidotu rekombinanto produktu īpašības, ar mērķi atlasīt optimālos variantus rekombinantās vakcīnas prototipa tehnoloģijas izstrādei.

Rezultātu kopsavilkums

Aktivitāte Nr 1 Pētniecība

Apakšaktivitāte 1.1.  Rūpnieciskais pētījums: jauna produkta – universālas hepatīta B vakcīnas prototipa izstrāde.
1. posms: HBcAg-preS1 ekspresijas vektoru dizains, konstruēšana un optimālo variantu atlase.

Esošās HBc-preS struktūras ietvēra dažāda garuma preS1 fragmentu insercijas dažāda garuma HBc nesējproteīna centrālajā – MIR rajonā. Inssrtēti tika: pilna garuma preS1 sekvence ar deletētu hidrofobo (60as-78as) daļu, kā arī preS1 gabala imunogēnākā daļa – fragments 20-47. Abi šie fragmenti tika iekļauti MIR rajonā aiz 78. aminoskābes. Nesējproteīna varianti ietvēra HBc proteīnus ar garumu 144, 163, 167, kā arī pilna garuma HBc proteīnu.
Šī projekta Rūpnieciskā pētījuma ietvaros 1. posma ietvaros veikta, pirmkārt, šo struktūru pilns izvērtējums pēc to imunoloģiskajām un tehnoloģiskajām īpašībām, otrkārt, jaunu alternatīvu konstrukciju dizains, konstruēšana un abu tipu produktu salīdzinājums. Otrā tipa produkti ietver preS sekvenču izvietojumu modificēta HBc proteīna C-galā, kā arī dubultepitopu konstrukcijas – ar insercijām MIR rajonā un paralēli arī C-galā. Jaunajām struktūrām veikta bakteriālā ekspresija, produktu attīrīšana standartapstākļos, lai iegūtu imunoloģiskajai priekšizpētei nepieciešamo tīrību, veikta imunoatbildes principiāla salīdzināšana ar esošo struktūru (MIR-inserti) imunogenitāti. Konstatēta jaunā tipa konstrukciju (preS sekvenču izvietojums modificēta HBc proteīna C-galā, kā arī dubultinserciju varianti) nestabilitāte vai arī zemāka imunogenitāte, salīdzinot ar MIR-insertu variantiem.

2.posms: Himēro HBcAg-preS VLP attīrīšanas metožu izpēte.
Šī posma ietvaros veikta pētniecība divos virzienos – pētīta HBc-preS variantu noturība frakcionētas gulsnēšanas ar amonija sulfātu apstāklos un jonapmaiņā un principiāli jaunas vīrusveidīgo daļiņu attīrīšanas sistēmas veidošanā, izmantojot daļiņu disociāciju/reasociāciju. Noskaidrotas amonija sulfāta koncentrācijas robežvērtības un nestabilitāte jonapmaiņā, kā arī koncentrācijas diapozons, kurā nenotiek HBc-preS produktu agregācija. 

Uzsākot vīrusveidīgo daļiņu (VVD) disociācijas/reasociācijas eksperimentus, kā sākotnējais objekts tika izvēlētas nehimērās, pilna garuma HBc VVD, eksperimentus veicot analītiskos daudzumos (starta koncentrācija 25-50 mg). Tika iegūtas augstas tīrības HBc kapsīdas ar iznākumu 10% no starta daudzuma. Tiek strādāts pie tehnoloģijas optimizācijas, palielinot iznākumu un meklējot iespējas samazināt izmaksas..             

Apakšaktivitāte 1.2. Eksperimentālā izstrāde – tehnoloģijas izstrāde himēro HBc-preS VLP iegūšanai.
1. posms: Producenta izveide himēro HBcAg-preS VLP iegūšanai. 

Atlases ceļā, veicot pilnu visu variantu salīdzināšanu, iegūti šādi HBc-preS1 proteīnu producenti ar augstu produkta sintēzes līmeni:

1. HBc-preS1 876 – pilna garuma HBc proteīns ar preS1delta insertu HBc proteīna MIR rajonā, 

2. HBc-preS1 875 – pilna garuma HBc proteīns ar preS1 20-47 insertu HBc proteīna MIR rajonā.

Tiek pētītas šo konstrukciju tālākas uzlabošanas iespējas, modificējot HBc proteīna spaiku alfa spirāles.  

Aktivitāte Nr.2. Pētniecības rezultātu publiskas pieejamības nodrošināšana

Ir uzstādītas plāksnes telpās, informācijas plāksnes un ievietota informācija mājaslapā internetā.
Aktivitāte Nr.3. Rūpnieciskā īpašuma tiesību nostiprināšana

Šajā atskaites periodā aktivitātes ietvaros darbības netika plānotas un veiktas.
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