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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.5 par periodu: 01.05.2012.-31.07.2012.
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 Bogans, 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.
2. posms: Himēro HBcAg-preS VLP attīrīšanas metožu izpēte.
Vīrusveidīgo daļiņu – VLP izmantošana imunoepitopu klonēšanai ar mērķi celt epitopu imunogenitāti HBc kā vektora gadījumā tiek realizēta, epitopus klonējot MIR sastāvā, kas nodrošina epitopu prezentāciju uz HBc spaiku HBc virsmas un līdz ar to, maksimālu izvirzījumu VLP perifērijā. Klonēšana MIR sastāvā rada vai var radīt konformatīva rakstura problēmas, jo insertu ķēdes tiek salocītas.   

    Alternatīvas klonēšanas (insercijas) vietas ir HBc proteīna N- un C-gali – šajos variantos insertiem teorētiski tiek dota lielāka iespēja ieņemt natīvo  konformāciju. Tomēr, N-gala inserciju varianti reti ir sekmīgi, bieži tiek traucēta VLP formēšanās, savukārt, HBc C-gals ir apslēpts HBc veidoto kora daļiņu iekšpusē un insertu eksponēšana var nenotikt vai tā ir vāja. Mainot kora daļiņu stabilitāti, tomēr izdodas [anākt daļēju C-gala eksponēšanu uz virmas arī nemodificēta HBc proteīna gadījumā.    

    Projekta ietvaros tiek realizēta modificētu HBc proteīna C-gala izmantošana insercijām, - šim nolūkam tika veikta HBc proteīna C-gala pagarināšana ar paša HBc proteīna C-gala 40 aminoskābju garu HBc fragmentu, kurā aiz 150. HBc aminoskābes) Arg atlikumi nomainīti ar Gly atlikumiem. Šī pagarinājuma terminālajā galā tika izvietotas divas mūsu atlasītās HBV  preS1 sekvences: preS1 ayw 9-36 (atbilst adw 20-47) un preS1delta (1-49/78-108), kuras līdz šim tika izmantotas insercijām centrālajā HBc proteīna daļā -  mažorajā imunodominantnajā rajonā (MIR, aiz HBc 78. aminoskābes).
Veikta jauno produktu – preS1 sekvences saturošu himēro produktu attīrīšanas shēmas izstrāde, pētot jaunā tipa proteīnu izturību dažādajos attīrīāsanas procesa etapos – amonija sulfāta precipitācijā, gēlfiltrācijā, jonapmaiņā. Šie rezultāti atsp[oguļoti zinātniskajā atskaitē N5.       
Jauno produktu ekspresijas vektori: 
IR106 – C-galā preS1adw 9-36 pēc 218. amsk.

IS172 – C galā preS1, pēc 218. amsk.   

Tika realizāta ekspresijas analītiskās pārbaudes, izmantojot  E.coli celmus K802 un BL21. Aylasīti ekspresijas kloni, pārbaudītas plazmīdu sekvences atbilstība plānotajām struktūrām.   

Galā variantā biomasas ieguve tika veikta BL21 šūnās 2TYP barotnē, audzējot vispirms šūnas analītiskos, tad preparatīvos daudzumos. 

Secinājumi.  
preS1 sekvenču (9-36 un preS1d) ievietošana modificētā HBc proteīna, kas pirms insertiem satur C-gala pagarinājumu ar HBc fragmentu (150-183), kurā Arg atlikumi nomainīti ar Gly atlikumiem, C-galā neizjauc kapsīdu veidošanās spēju. Tajā pašā laikā kapsīdu stabilitāte ir samazināta – kapsīdas labi iztur gēlfiltrāciju, tomēr jonapmaiņā uz DEAE uzrāda nestabilitāti . IS172 konstrukta gadījumā. arī elektronmikroskopijas dati pstiprina samazinātu kapsīdu stabilitāti 

Tomēr gēlfitrācija sprocesā izdodas iegūt salīdzinoši daudz kapsīdu materiāla: no 5 g iegūts ap 80 mg proteīna, kas sastāda ap 16 mg no g svaigu šūnu. Tīŗības pakāpe [irmajiem pētījumiem un imunizācijas uzsākšanai jāuzskata par apmierinošu.            
Posma otrajā daļā veikta dažāda garuma nehimēro HBc proteīnu dicociācijas/reasociācijas optimālo apstākļu izpēte, - šie rezultāti apkopoti Atskatē N6. 
Disociācijai/reasociācijai tika izmantoti šādi HBc proteīna producenti:   
I-988 (HBc163, I-991 (HBc156) un  IS-101 (HBc171). Tika atrasti sekojoši optimālie apstākļi disociācijai
	IS-101
	1,7 M GuHCl, Tris/HCl pH7,5, 0,5M LiCl

	I-988
	2,0 M GuHCl, Tris/HCl pH7,5, 0,5M LiCl

	I-991
	2,0 M GuHCl, Tris/HCl pH7,5, 0,5M LiCl
5,0 UREA, NaHCO3 pH9,6, 0,5M LiCl


Visiem proteīniem tika veikta dimēru reasociācija tukšās kapsīdās vai kapsīdās ko ieguva reasociāciju veicot dezoksinukleotīda CpG G10 klātbūtnē.
Tika konstatēts, ka nukleīnskābju iepakošanas efektivitāte atkarīga no kapsīdas veidojošā HBcAg arginīnu domēnu daudzuma. Jo īsāks kapsīdu veidojošais proteīns, jo mazāk iepako nukleīnskābes. Tas ir koncentrācijas atkarīgs process – gan dimēru, gan nukleīnskābju. Ja dimēru koncentrācija ir zema, nukleīnskābju iepakošanās efektivitāte arī ir zema.
Rezultāti ļauj izdarīt secinājumus par HBc1-171 proteīna salīdzinošo perspektivitāti disociācijas/reasociācijas  apstākļos un līdz ar to – par  uz HBc 1-171 kā vektorproteīna  izveidoto himēro proteīnu tehnoloģiskajām priekšrocībām. 
Aktivitāte Nr.2. Pētniecības rezultātu publiskas pieejamības nodrošināšana

Atjaunota informācija mājaslapā internetā.
Aktivitāte Nr.3. Rūpnieciskā īpašuma tiesību nostiprināšana

Patentējamā materiāla patentējamības izvērtēšana – pielietojamības izvērtēšana, tehnoloģisko iespēju izvērtēšana un imūnās atbildes atbilstība.
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