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Obiectivele proiectului

1. Identificarea peptidelor imunogene din structura virusului SARS-CoV-2 specifice pentru imunofenotipul populatiei din
Romania

2. Sinteza, purificarea si validarea secventelor peptidice vaccinale

3. Testarea diferitelor combinatii de peptide in vitro pe culturi celulare si in vivo pe model animal pentru identificarea
combinatiilor optime de inducere a raspunsului imun adaptativ

4. Validarea unui vaccin peptidic preventiv pentru SARS-CoV-2 pentru studii clinice
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Predictia epitopilor si design-ul peptidelor lungi sintetice (SLPs)
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Platforma de vaccinare propusa in cadrul

acestui proiect se bazeaza pe peptide lungi saRs.Covz

sintetice (synthetic long peptides = SLPs),

care combina epitopi din structura proteinei k- 2000000000"" S/niheiciong peptide 5LP)
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peptidele vaccinale
Modalitatea de activare a sistemului imun indusa de vaccinul pe baza de SLPs

dezvoltat in cadrul proiectului DECODE



Rezultate

Structura 3D a peptidelor lungi sintetice (SLPs)

Docking-ul dintre TLR3 si SLPs selectat (scor
HADDOCK -90.0 +/- 6.0). Vizualizare Discovery Studio
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Teste de simulare a raspunsului imun in silico — C-ImmSim
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C-ImmSim include urmatoarele ipoteze de lucru sau teorii:

400000

2 s 1. Diversitatea elementelor specifice
2. Procesarea si prezentarea antigenica
M 3. Restrictionarea MHC
W wmoww wow o om e 4. Cooperarea intercelulara
ys r==gia 5. Maturarea raspunsului imun si memoria imuna
' E . 6. Selectia clonala indusa de afinitatea antigenului
§ o g 7. Educarea limfocitelor T la nivel timic (teoria deletiei
F o ' & clonale)
i os 3 8. Hipermutatiile care apar la moleculele imunoglobulinice
. 9. Limita Hayflick (senescenta replicativa a limfocitelor T)
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. Toleranta indusa de doza de antigen la nivelul limfocitelor

Reprezentarea grafica a raspunsului imun umoral si cellular. A. Evolutia B (anergle)

concentratiei Ag, imunoglobulinelor si a complexelor immune; B. Concentratia ~ 11. Anergia limfocitelor T

citokinelor si interleukinelor (D = semnalul de pericol, Simpson index). Se 12. Semnalele de pericol Matzinger
observa secretia crescuta de IFN-gamma si [L-12 (probabil de la nivelul . C e e
limfocitelor Th1), TGF-beta si IL-10 (de la nivelul limfocitelor Tregs), dar si a IL-2, 13. Teoria retelel |d|ot|p-ant|-|d|ot|p
factor mitogenic al limfocitelor T. Aceste citokine mentin un echilibru imun,
stimuland populatii celulare care sa nu poata induce furtuna citokinica.
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Teste de stimulare a celulelor sistemului imun — teste in vitro
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Days stimularea cu peptidele din componenta vaccinului. Din populatia de limfocite au fost excluse
Thecells dubletele, apoi limfocitele T a fost identificate pe baza expresiei CD3 si absenta CD56, fiind
= excluse din analiza celulele NKT. Celulele T helper si T citotoxice au fost identificate din
- populatia de limfocite T prin expresia coreceptorilor CD4, respectiv CD8. Activarea celulelor in

%celllT cells

prezenta de peptide stimulatoare a fost masurata ca procent de celule dublu pozitive
CD69+CD134+ sau HLA-DR+CD38+.
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Teste de toxicitate pe model animal — teste in vivo
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Aspecte din timpul anesteziei si administrarii intranazale a produsului

- . _ _ P Aspectul splinei excizate chirurgical
specific loturilor de control si experimentale de sobolani Wistar

de la cele 2 loturi de sobolani.

A B &
E i —_— Analiza statusului imun la sobolani, Thainte si la 7,
et I B ' .. respectiv 14 zile de la administrarea amestecului de SLP.
) E— ) E— & Au fost urmarite modificari la nivelul populatiei de
e e e © 7l limfocite inansamblu (A), dar si in cadrul limfocitelor T
C D

(B) si subpopulatiilor de limfocite T helper (C) si T
citotoxice (D). Aceste modifcari au fost apreciate pe
baza unui index calculat ca raport intre procentul de
celule Tnainte de stimulare (ziua 0) si procentul de celule
dupa stimulare, pentru fiecare animal in parte.
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D E C O D E 1. Secvente in silico de aminoacizi pentru 10-12 peptide specifice pentru activarea
limfocitelor T si B

Obtinerea peptidelor vaccinale purificate si liofilizate
Protocoale izolare si stocare celule din sangele periferic
Rapoarte calitative si cantitative PBMC

Raport calitativ si cantitativ markeri flowcitometrici
Raport viabilitate celulara

Raport proliferare celule imune

Raport evaluare parametri biologici model animal
Documentatie preliminara studiu clinic faza |
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