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IVADAS

Paramyxoviridea Seimai priklauso placiai paplite virusai, sukeliantys
pavojingas Zmogaus ir gyvuny ligas. Vieni iS pavojingiausiy Sios Seimos
atstovy, priklausanciy Pneumovirus bei Respirovirus gentims, yra kvépavimo
takus pazeidziantys Zmogaus respiracinis sincitinis virusas (hRSV) bei 1 ir 3
serotipy Zmogaus paragripo virusai (hPIV1 ir hPIV3) (Chanock, 1957; Chanock
ir kt., 1958b). Pasaulio Sveikatos Organizacijos vertinimu, vien Zmogaus
respiracinis sincitinis virusas kasmet visame pasaulyje sukelia kvépavimo taky
ligas 64 milijonams Zmoniy, i$ kuriy 160.000, daugiausia naujagimiai ir vaikai,
deél ligos komplikacijy mirSta, o dél Zmogaus paragripo virusy sukelty
kvépavimo taky ligy kasmet vien tik JAV nuo 15.000 iki 80.000 Zmoniy yra
gydomi sveikatos priezidros jstaigose (World Health Organization 2009).
Kadangi paragripo ir respiracinio sincitinio virusy bei kity kvépavimo takus
infekuojanéiy virusy ir Sig organizmo sistemg pazZeidZianCiy bakterijy
sukeliamos kvépavimo taky ligos nezymiai skiriasi savo simptomais, todél
nejmanoma. Norint tiksliai nustatyti kvépavimo taky ligg sukélusj virusg,
rekomenduojama naudoti molekulinés diagnostikos priemones (Hall, 2001;
Henrickson, 2003).

Nipah, Hendra ir Menangle virusai (NiV, HeV ir MenV) yra neseniai
atrasti Paramyxoviridae Seimai priklausantys SikSnosparniy platinami virusai
(Chua ir kt., 1999; Philbey ir kt., 1998; Selvey ir Sheridan, 1995). Naujausi
duomenys rodo, kad NiV, HeV ir MenV Zalingy infekcijy protrikiai yra
negausis ir pasauliniu mastu iki Siol Siy virusy padaryta Zala néra labai didelé
(Eaton ir kt., 2006; Philbey ir kt., 2008). Taciau Sie virusai sparciai kinta, yra
platinami jvairiy rasiy gyvany, sukelia sistemine infekcijg, kurios metu yra
paZeidZiamos jvairios organy sistemos, tarp jy ir centriné nervy sistema, o NiV
ir HeV yra mirtinai pavojingi Zmogui, todél yra manoma, kad laikui bégant ir
kintant klimatui Sie virusai turi nemazg potencialg tapti placiai paplitusiais,
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pavojingais virusais (Eaton ir kt., 2006; Philbey ir kt., 2008). Kadangi NiV, HeV
ir MenV buvo atrasti palyginti neseniai, dél to Zinios apie juos yra pakankamai
skurdzios. Néra sukurtos efektyvios Siy virusy infekcijy diagnostikai skirtos
priemonés, kurios Zymiai palengvinty Siy virusy biologijos, paplitimo,
patogenezés ir patologijos tyrimus (Wong, 2010).

Dél minéty priezasCiy Siame darbe apraSyti tyrimai skirti sukurti
efektyvias priemones kvépavimo taky ligas sukelianciy ir neseniai atrasty
SikSnosparniy platinamy Paramyxoviridea Seimos virusy infekcijy diagnostikai
yra savalaikiai ir svarbds.

Paramyxoviridea Seimos virusy infekcijy diagnostikai naudojami
laboratorijoje atliekami metodai yra sudétingi ir nepakankamai specifiski (Hall,
2001; Henrickson, 2003; Lee ir kt., 1992). Specifiniai Sios Seimos virusams
antikGinai yra efektyviai aptinkami nustatant jy reakcijg su virusiniais
antigenais tiesioginés imunofermentinés analizés metodu. Siam metodui yra
reikalingi virusiniai antigenai, todél Siam tikslui iki Siol daZniausiai yra
naudojamos paramikso virusy dalelés. Nors virusy daleliy pagrindu sukurti
paramikso virusy infekcijy diagnostikos metodai yra pigls ir paprasti, jais
galima testuoti didelj kiekj méginiy vienu metu, taciau jie taip pat néra
pakankamai specifiski (Hall, 2001; Henrickson, 2003). Rekombinantiniy
baltymy panaudojimas specifiniy hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir MenV
antikiiny nustatymui turi daug pranasumy lyginant su virusiniy daleliy
panaudojimu Siai analizei: paprastesné antigeny sintezé, lengvesné metody
standartizacija, didesnis antigeny stabilumas, néra pavojaus iSplatinti virusus
ir kita (Bouche ir kt., 1998). Nors naudojant rekombinantinj baltymg
aptinkamas siauresnis virusui specifiniy antikiny spektras, taciau parinkus
tinkamg viruso antigeng, jmanoma padidinti diagnostinio testo specifiSkuma.
Yra Zinoma, kad Paramyxoviridae Seimos virusy N baltymo C-dalis yra
imunogeniska ir skiriasi savo aminorigsc¢iy seka net tarp skirtingy paragripo
virusy tipy (Karron ir Collins, 2007). Todél naudojant sj baltyma netiesioginés
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imunofermentinés analizés metodu turéty bati jmanoma aptikti virusui
specifinius antiklnus kraujo serumo ar seiliy méginiuose.

Darbo tikslas ir uZzdaviniai. Remiantis auksciau iSvardintomis problemomis,
buvo iskeltas pagrindinis Sio darbo tikslas:

o Atlikti hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir MenV nukleokapsidés baltymy (N)
sintezés tyrimus mieliy S.cerevisiae svetimy baltymy sintezés sistemoje,
apibddinti rekombinantiniy N baltymy savybes ir galimybes panaudoti juos
diagnostikoje.

Pagrindiniai Paramixoviridae Seimos virusy baltymai, infekcijos metu
sukeliantys imuninés sistemos atsaky, kurio metu yra gaminami specifiniai
Siems baltymams antiklinai, yra virusinés dalelés membranoje jsitvirtine
glikoproteinai (Connors ir kt., 1991; Eaton ir kt., 2006; Philbey ir kt., 2008; Ray
ir kt., 1988). Taciau laikui bégant Paramixoviridae Seimos virusy glikoproteiny
antigeninés savybés kinta, imuninio atsako metu Siems baltymams gaminami
antikQinai daZznai reaguoja su giminingo viruso analogiskais baltymais (Lamb ir
Parks, 2007). Paramyxoviridae Seimos virusy glikoproteiny sintezé
heterologinése baltymy sintezés sistemose yra sudétinga, gaunami tik nedideli
Siy baltymy kiekiai (Fooks ir kt., 1993; Nayak ir kt., 1985). Mielése S.cerevisiae
nepavyko susintetinti tymy viruso H ir kiaulytés viruso HN baltymy, kuriy
antigeninés savybés bity panasios j natyviy analogisky baltymy antigenines
savybes (Ciplys ir kt., 2011, spaudoje). Paramixoviridae 3eimos virusy N
baltymas Siy virusy infekcijos metu taip pat sukelia imuninés sistemos atsaka,
kurio metu yra gaminami N baltymui specifiniai antiklnai. Paramyxoviridae
Seimos kiaulytés ir tymy virusy N baltymai buvo sékmingai susintetinti mielése
S.cerevisiae ir P.pastoris ir iki pat Siandien yra sékmingai taikomi Siy virusy
infekcijy serologinei diagnostikai (Samuel ir kt., 2002; Samuel ir kt., 2003;
Slibinskas ir kt., 2004; Slibinskas ir kt., 2003). Todél hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV,
HeV ir MenV serologinei diagnostikai tikslinga blty naudoti mielése

susintetintus Siy virusy N baltymus.
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Siekiant uZsibrézto darbo tikslo buvo suformuluoti Sie darbo uzdaviniai:

1. Susintetinti hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir MenV N baltymus mieliy
S.cerevisiae svetimy baltymy sintezés sistemoje, parinkti optimalias Siy
baltymy sintezés sglygas, nustatyti rekombinantiniy baltymy sintezés lygj
bei apibtdinti jy sintezés mieliy lgstelése efektyvuma.

2. I8gryninti mieliy Igstelése susintetintus rekombinantinius hPIV1, hPIV3,
hRSV, NiV, HeV ir MenV N baltymus ir apibladinti jy savybes.

3. Nustatyti rekombinantiniy paramikso virusy N baltymy sgveikos su mieliy
Igstelés nukleortgstimis pobadj ir istirti Siy baltymy C dalies jtakg jy
formuojamy virusy nukleokapside primenanciy dariniy stabilumui.

4, Patikrinti, ar mielése susintetinti rekombinantiniai hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV,
HeV ir MenV N baltymai tinka Siy virusy infekcijy diagnostikai.

Darbo naujumas. Paramyxoviridea Seimos kvépavimo taky ligas sukelianciy

virusy infekcijy diagnostikai skirtos sistemos néra efektyvios (Hall, 2001,

Henrickson, 2003). Taip pat iki Siol néra sukurta efektyviy standartizuoty

neseniai atrasty SikSnosparniy platinamy Paramyxoviridea $eimos virusy

infekcijy diagnostikai skirty sistemy (Wong, 2010). Galimybés pritaikyti
rekombinantinius baltymus pavojingy Paramyxoviridae Seimos virusy infekcijy

diagnostikai buvo pradétos tirti mazdaug pries 20 mety (Lamb ir Parks, 2007).

Pastargjj deSimtmet] jvairGs paramikso virusy baltymai buvo susintetinti

prokarioty ir aukstesniyjy eukarioty svetimy baltymy sintezés sistemose ir

patikrintas jy tinkamumas paramikso virusy diagnostikai (Bhella ir kt., 2002;

Fooks ir kt., 1995; Fooks ir kt., 1993; Spehner ir kt., 1991; Warnes ir kt., 1994).

Kadangi optimalaus problemos sprendimo vis dar nerasta, Sie darbai tesiami

toliau. Darbe atlikti hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir MenV N baltymy sintezés

mielése S.cerevisiae bei rekombinantiniy N baltymy taikymo diagnostikai
tyrimai yra naujausias mokslinis darbas Sioje tyrimy srityje.

Darbo reiksmé. Pirmiausia Sis darbas svarbus praktiniu poZilriu, nes jo metu

mielése S.cerevisiae susintetinti hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir MenV N
11



baltymai gali bati sékmingai naudojami greity ir pigiy Siy virusy infekcijy
diagnostikai skirty sistemy karimui. Efektyvios Siy virusy infekcijy diagnostikos
priemonés ne tik pagelbéty tiksliai ir greitai identifikuoti pavojingus
paramikso virusus, bet taip pat Zymiai palengvinty Siy virusy biologijos,
paplitimo, patogenezés ir patologijos tyrimus. Darbe gauti rezultatai
atskleidzia naujus rekombinantiniy baltymy sintezés mielése aspektus ir
leidzia giliau suvokti paramikso virusy N baltymy ir jy formuojamy dariniy

savybes.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Paramyxoviridae Seimos virusai: sisteminé padétis, genomas, viruso
dalelés sandara ir infekcinis ciklas

Paramyxoviridae Seimai priklauso virusai, kuriy dalelés turi dvisluoksnj
lipidinj apvalkalg su jame jterptais membraniniais virusy glikoproteinais. Sios
Seimos virusy genomas yra vientisa viengrandé prieSprasmé RNR molekulé.
Genominé RNR yra naudojama matrica viruso baltymus koduojanciy
informaciniy RNR (iRNR) ir antigenominés RNR sintezei. Virusines RNR
sintetina viruso koduojama RNR nuskaitanti RNR polimerazé (RnRp), kuri
infekcinio ciklo metu kartu su genomine RNR yra jpakuojama j viruso daleles
(Lamb ir Parks, 2007). Paramyxoviridae $Seimos virusy iRNR sintezé vyksta
infekuotos lastelés citoplazmoje. Sios $eimos virusy genomo replikacijai
reikalinga pastovi virusiniy baltymy sintezé. Susintetintg antigenomine RNR
viruso RnRp naudoja matrica genominés RNR sintezei (Curran ir Kolakofsky,
1999). Paramyxoviridae Seimos virusai savo savybémis yra panasis j
Orthomyxoviridae (panasis viruso dalelés apvalkalélio glikoproteinai) ir
Rhabdoviridae (panasus genomas ir panasi virusiniy geny raiska) seimy
virusus.
Sisteminé padeétis

Paramyxoviridae virusy $eima priklauso Mononegavirales eilei. Sios
Seimos virusai pagal Virusy Taksonomijos Tarptautinio Komiteto reglamentg
Siuo metu yra suskirstyti j du posSeimius: Paramyxovirinae ir Pneumovirinae.
Paramyxovirinae poseimiui priklauso penkios gentys: Rubulavirus, Avulavirus,
Respirovirus, Henipavirus ir Morbillivirusl. Zinomiausi Rubulavirus genties
atstovai yra kiaulytés virusas bei 2 ir 4 serotipy Zmogaus paragripo virusai
(Takatsy ir Szafir, 1953), Avulavirus genties — 1 serotipo pauksciy paragripo
virusai, Respirovirus genties — Sendai virusas (SeV) bei 1 ir 3 serotipy Zmogaus
paragripo virusai (hPIV1 ir hPIV3) (Kuroya ir kt., 1953a), Henipavirus genties —

Nipah ir Hendra virusai (NiV ir HeV) (Eaton ir kt., 2006), o Morbillivirus genties
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— tymy virusas ir jvairiy gyviny maro virusai (Mansi, 1951). Pneumovirinae
poSeimiui priklauso dvi gentys: Pneumovirus ir Metapneumovirus.
Zinomiausias Pneumovirus genties atstovas yra Zzmogaus respiracinis sincitinis
virusas (hRSV) (Blount ir kt., 1956), o Metapneumovirus genties — neseniai
atrastas Zmogus metapneumo virusas (van den Hoogen ir kt., 2001).
Menangle viruso (MenV), tai pat, kaip ir dar keliy neseniai atrasty paramikso
virusy, taksonominé padétis Paramyxoviridae virusy Seimoje iki Siol néra
visiskai aiski (Philbey ir kt., 1998). Sios $eimos virusai yra klasifikuojami
remiantis Siais kriterijais: morfologinémis virusy savybémis; jy genomo
organizacija; virusiniy baltymy biologiniu aktyvumu; ribonukleortgsciy seky,
koduojanciy virusinius baltymus, panasumu. Paramyxoviridae Seimos virusy

klasifikacijos ir evoliuciniy rysiy schema pateikta 1 paveiksle.
Paramyxoviridae

Paramyxovirinae Pneumovirinae
Respirovirus
hPV1 piys "
Pneumovirus
SeV: bPIV3 a1
/_ _bRSV
: |\ RSV 1 hRSV

TRTV
\ Metapneumovirus

RPV/ hPIV2
Morbillivirus _—— 4
. (NDV> - svs
Avian genus / MuV
hPIV4A/B 2
A\ Rubulavirus 05

1 pav. Paramyxoviridae Seimos virusy Kklasifikacijos ir evoliuciniy rysiy schema (pagal Lamb ir
Kolakofsky, 2001). SeV — Sendai virusas, hPIV1 — pirmo serotipo Zmogaus paragripo virusas (angl.

human parainfluenza virus type 1 [hPIV1]), hPIV3 — trecio serotipo Zmogaus paragripo virusas (angl.

human parainfluenza virus type 3 [hPIV3]), bPIV3 — trecio serotipo galvijy paragripo virusas (angl. —
bovine parainfluenza virus type 3 [bPIV3]), oRSV — aviy respiracinis sincitinis virusas (angl. — ovine
respiratory sincytial virus [oRSV]), bRSV — galvijy respiracinis sincitinis virusas (angl. — bovine
respiratory sincytial virus [bRSV]), hRSV — Zmogaus respiracinis sincitinis virusas (angl. — human
respiratory sincytial virus [hRSV]), PVM — grauZiky pneumovirusas (angl. — murine pneumovirus
[PVM]), TRTV — kalakuty rinotrachéjito virusas (angl. — turkey rinotracheitis virus [TRTV]), SV41 —
beZdzZioniy virusas 41 (angl. — simian virus 41 [SV41]), hPIV2 — antro serotipo Zmogaus paragripo
virusas (angl. — human parainfluenza virus type 2 [hPIV2]), SV5 — beZdZioniy virusas 5 (angl. — simian
virus 5 [SV5]), MuV - kiaulytés virusas (angl. — mumps virus [MuV]), hPIVAA/B — ketvirto serotipo
Zmogaus paragripo virusas (angl. — human parainfluenza virus type 4 [hPIV4]), NDV - Newcastl'io ligos
virusas (angl. — Newcast! disease virus [NDV]), RPV — galvijy maro virusas (angl. — rinderpest virus
[RPV]), MeV — tymy virusas (angl. — measles virus [MeV]), DMV — delfiny morbilivirusas (angl. —
dolphin morbillivirus [DMV]), PMV — jiry kiaulés morbilivirusas (angl. — porpoise morbillivirus [PMV]),
CDV - Suny maro virusas (angl. — canine distemper virus [CDV]), TPMV — Tupaia paramikso virusas,
HeV — Hendra virusas ir NiV — Nipah virusas.
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Genomas

Paramikso virusy genomas yra apytiksliai 15.000-19.000 nukleotidy ilgio
RNR molekulé. Genomo galuose yra reguliacinés sekos. 3° genomo gale —
50 nt ilgio reguliaciné seka, vadinama , lyderiu”, ir 5° genomo gale — 50-161 nt
ilgio reguliaciné seka, vadinama ,priekaba“ (Mink ir kt., 1991; Okazaki ir kt.,
1992). Sios genomo reguliacinés sekos yra bitinos viruso transkripcijai ir
replikacijai. Tarp genomo reguliaciniy seky tandemiskai iSsidésto nuo 6 iki 10
geny (Varich, 1988). Paramyxovirinae poSeimio virusy genomo koduojami
genai 35" kryptimi genome vyra iSsidéste tokia tvarka: N, P/C/V
(persidengiantys atviri skaitymo rémeliai), M, F, H (arba HN) ir L, o
Pneumovirinae poseimio visusy koduojamy geny tvarka genome 3°-5°
kryptimi yra tokia: NS1, NS2, N, P, M, SH, G, F, M2 ir L. Genomo talpg padidina
persidengiantys atviri skaitymo rémeliai (ASR) P gene ir nauji ASR, kurie
suformuojami, viruso RnRp jterpiant papildomg nukleotidg j P geno iRNR Sio
geno transkripcijos metu (Hausmann ir kt., 1996; Pelet ir kt., 1991; Spriggs ir
Collins, 1986). Paramyxovirinae ir Pneumovirinae poseimiams priklausanciy
Sendai ir Zmogaus respiracinio sincitinio virusy genolapiai pateikti 2 paveiksle.
Kiekvienas genas savo pradzioje ir gale turi konservatyvias reguliacines sekas,

kurios yra batinos Siy geny transkripcijai (Rassa ir kt., 2000).

Respirovirus - Sendai virus

le _ tr
3 — e |5
N P/ICIV M F HN L
Pneumovirus - RSV
@g”
}_

2 pav. Sendai ir respiracinio sincitinio virusy genomy schemos (pagal Lamb ir Kolakofsky, 2001).

Viruso dalelés sandara
Paramyxoviridae Seimos virusy dalele (viriong) sudaro dvisluoksnis
lipidinis apvalkalas, kuris susiformuoja iS lgstelés Seimininko plazminés
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membranos ir jsiterpusiy j jg viruso glikoproteiny (Scheid ir kt., 1980). Viruso
dalelé daZniausiai yra 150-350 nm skersmens sfera (Pav.3. A), nors gana
daznai aptinkamos ir sitlinés viriono formos. Paramyxovirinae poseimio virusy
dvisluoksniame lipidiniame apvalkale yra jsiterpe dviejy tipy glikoproteinai:
membrany suliejimo baltymas Zymimas raide F (angl. — fusion protein) ir
kraujo Igsteles suriSantis baltymas — hemagliutininas, Zymimas raide H (angl. —
hemagliutinin), arba kraujo lgsteles surisantis ir sialo rdgsties grupe
hidrolizuojantis baltymas — hemgliutininas-neuraminidazé, Zymimas raidémis
HN (angl. — hemagliutinin-neuraminidase) (Lamb ir kt., 2006). Pneumovirinae
poSeimiui priklausanciy virusy dalelés dvisluoksniame lipidiniame apvalkale
vietoj H arba HN baltymy yra aptinkamas glikoproteinas, kuris yra Zymimas
raide G (angl. — glycoprotein) (Lambert ir Pons, 1983; Levine ir kt., 1987).
Integraliniai apvalkalo baltymai viriono pavirSiuje formuoja 8-12 nm ilgio
smaigus. HN baltymas atlieka keletg funkcijy. Jis |gstelés pavirSiuje sgveikauja
su sialo rlgsties grupémis, esanciomis lgstelés pavirsiaus baltymy-receptoriy
oligosacharidiniy grandiniy galuose (kraujo lIgsteles suriSantis aktyvumas)
(Wemers ir kt., 1987). Be to, GoldZio komplekse esantis HN baltymas nuskelia
sialo rGgsties grupe nuo visy baltymy, kurie yra transportuojami j infekuotos
Igstelés plazmine membrang (sialo rlgsties grupe hidrolizuojantis aktyvumas).
Glikoproteinai HN ir H yra Il tipo integraliniai membranos baltymai (Laver ir
kt., 1989). Pneumovirinae poSeimiui priklausanciy virusy G baltymas stipriai
skiriasi nuo HN ir H glikoproteiny, neturi sialo ragsties grupe hidrolizuojancio
aktyvumo ir néra batinas viruso gyvybiniam ciklui. Kitas paramikso virusy
pavirsinis glikoproteinas F yra | tipo integralinis membranos baltymas, kuris
sulieja viruso dalelés apvalkalélio ir infekuojamos Igstelés membranas
(Connolly ir kt., 2006).

Gausiausias virione yra matrikso baltymas, Zymimas raide M (angl. —
matrix protein), kuris sgveikauja su dvisluoksne lipidine membrana, taciau

néra membraninis baltymas (Harrison ir kt., 2000). M baltymai jungdamiesi
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tarpusavyje ir su kitais viruso baltymais formuoja vientisg sluoksnj, kuris
iSkloja viruso dalelés membraninio apvalkalo vidinj pavirSiy. Manoma, kad Sio
baltymo formuojamas sluoksnis suteikia viruso dalelei tvirtumo ir sferine
forma. 1Sgryninti M baltymai geba jungtis tarpusavyje (Zhirnov, 1990). Jie taip
pat sgveikauja su viruso nukleokapsidés baltymu, Zymimu raide N (angl. —
nucleocapsid protein). Taip pat M baltymas specifiskai sgveikauja tiek su F,
tiek su HN arba H glikoproteiny citoplazminés srities aminortgstimis
(Takimoto ir Portner, 2004). Todél paramikso virusy matrikso baltymas yra
pagrindinis viruso dalelés morfogenezés organizatorius, sgveikaujantis su
viruso dalelés integraliniais membranos baltymais, dvisluoksne lipidy
membrana ir nukleokapside (Irie ir Sakaguchi, 2007).

Viruso dalelés viduje yra jpakuota nukleokapsidé, kurig sudaro N, P ir L
baltymy kompleksas. Sendai viruso nukleokapside sudaro 2600 N, 300 P ir 50
L baltymy (Lamb ir Choppin, 1976). N baltymai ir genominé RNR formuoja
nukleokapsidés Serdj (N:RNR), prie kurios jungiasi P ir L baltymai (Portner ir
kt., 1988). Toks Siy paramikso virusy baltymy ir genominés RNR kompleksas
gali transkribuoti RNR in vitro. Paramikso virusy nukleokapsidé yra palyginti
nelankstus spiralinis 20 nm skersmens darinys, kurio centre yra tuscia 5-6 nm
diametro ertmé, o atstumas tarp dviejy spiralés vijy yra lygus mazdaug 5 nm
(Compans ir kt., 1972). Nukleokapsidé visada funkcionuoja kaip kompleksas ir
viruso infekcinio ciklo metu néra iSardoma.

Fosfo baltymas, Zymimas raide P (angl. — phosphoprotein), yra svarbus
viruso ribonukleordgsciy sintezei (Curran ir kt., 1994). Lasteléje Sis baltymas
yra gausiai fosforilinamas (Fuentes ir kt., 2010). Susijunges su polimerazés
baltymu, Zymimu didZigja raide L (angl. — large protein) ir nukleokapside, jie
kartu formuoja paramikso virusy polimerazinj kompleksa, o su laisvu N (N°)
baltymu formuoja P ir N° baltymy kompleksa, kuris yra batinas specifiskai

jjungiant naujai sintetinamg viruso genomg arba antigenoma j naujai
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besiformuojancia nukleokapside bei slopina nespecifines N° baltymo saveikas
su lgstelés RNR (Curran ir kt., 1995).
Paramyxoviridae Seimos virusy dalelé matoma elektroniniu mikroskopu

ir jos schema parodytos 3 paveiksle.

Nukieokapsideé Plazmineé membrana P baltymas L baitymas M baltymas H baltymas F baltymas

3 pav. Paramyxoviridae Seimos virusy dalelé. A — elektroniniu mikroskopu matomas vaizdas. B —
virusinés dalelés schema (pagal Lamb ir Kolakofsky, 2001).

Infekcinis ciklas

Paramikso virusy infekcinis ciklas prasideda nuo viriono prisitvirtinimo
lastelés Seimininko pavirSiuje. Prikibimas vyksta, kai viruso dalelés pavirSiaus
baltymai-glikoproteinai sgveikauja su sialo ragsSties grupémis, esanciomis
Igstelés pavirsiniy baltymy-receptoriy arba lipidy-receptoriy oligosacharidiniy
grandiniy galuose (Bowden ir kt., 2010). Saveika vyksta ne tarp pavienio
glikoproteino ir Igstelés receptoriaus, o tarp daugelio. Sgveikos tasky gausa ir
stabilumas nulemia infekcijos efektyvumg. Paramikso virusy dalelei
prisitvirtinus Igstelés pavirsiuje, pasikeicia F glikoproteino struktdra ir viriono
membrana dél Sio baltymo struktdriniy pokyciy yra suliejama su lgstelés
plazmine membrana (Baker ir kt., 1999). Virusinéje daleléje M baltymas

sgveikauja su nukleokapsidés N baltymais. Viruso apvalkalélio ir plazminés
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membranos susiliejimo metu Sios sgveikos nutriksta, todél nukleokapsidé
patenka j lgstelés citoplazma (Harrison ir kt., 2000).

Paramyxoviridae Seimos virusy replikacija vyksta lgstelés citoplazmoje.
Paramikso virusy infekcinio ciklo schema pavaizduota 4 paveiksle. Daugumos
Sios Seimos virusy replikacinis ciklas Zinduoliy lgstelése trunka nuo 14 iki 30
valandy. Paramikso virusai infekcinio ciklo metu labai jvairiai veikia infekuoty
Iasteliy baltymy sinteze. Vieni infekcijos metu sustabdo §j procesa, kiti visai jo
neslopina (Lamb ir Parks, 2007). Paramikso virusy RNR sintezé prasideda
genomo 3’ gale. Siame genomo gale viruso RnRp jungiasi su vieninteliu
genomo promotoriumi ir pradeda genomo lyderinés sekos sinteze (Tapparel ir
kt., 1998). Anksti, viruso infekcijos metu, RnRp sintetina lyderine genominés
RNR sekg ir iRNR. Susintetinusi lyderine RNR seka, polimerazé turi stabteléti,
nutraukti sgveikas su susintetinta RNR grandine ir, nenuSokdama nuo
matricos, nuo $io geno pradzioje esancios reguliacinés sekos i$ naujo pradéti
N geno transkripcijg. Tik pradéjusi N geno transkripcijg iS naujo, RnRp
efektyviai sintetina pilno ilgio N geno iRNR. Kitu atveju, kai RnRp ties lyderinés
genomo sekos pabaigos ir N geno pradzios sandira nestabteléjusi sintetina
RNR toliau, nesant replikacinj rezimga jjungianciy faktoriy RNR sintezé baigiasi
N geno viduryje. Sékmingai pradéjusi sinteze N geno pradZioje, RnRp
nutraukia $j procesg pasiekusi Sio geno gale esancig reguliacine seka (Vidal ir
Kolakofsky, 1989). Paramikso virusy RnRp turi guanil ir metil transferazinius
aktyvumus, todél pati modifikuoja sintetinamos iRNR 5° galg — suformuoja
ykepure”. Guanil ir metil transferazinius aktyvumus turi polimerazinio
komplekso L baltymas (Ogino ir kt., 2005). Geno gale RnRp stabteli ties 4-7
poli-U nukleotidy seka, kurig naudodama matrica net keliolika karty iRNR 3°
gale susintetina mazdaug 200 nukleotidy ilgio poli-A uodegg (Mizumoto ir kt.,
1995). Tuomet RnRp nutraukia sgveikg su susintetinta iRNR. Genome vieng
nuo kito genus skiria tarpgeninés sritys, kurios gali bati nuo 1 iki 56 nukleotidy

ilgio. Toliau nuo genomo 3" galo esantys genai transkribuojami tik tuo atveju,
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jeigu sekmingai yra susintetinamos prie$ juos esanciy geny iRNR. Viruso RnRp
gali pradéti RNR sinteze tik 3° genomo gale jungdamasi su Siame genomo gale
esanciu promotoriumi. Toliau genome iSsidéscCiusiy geny transkripcija vyksta
RnRp nenusokant nuo matricos. Uzbaigus vienos iRNR transkripcijg, viruso
polimerazinis kompleksas iesko kity reguliaciniy seky, genomine RNR slenkasi
abiem kryptimis ir aptikes artimiausio geno pradZios reguliacine seka,

sintetina $io geno iRNR (Wiegand ir kt., 2007).

— '\IU\IL “ =
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4 pav. Paramyxoviridae $eimos virusy infekcinio ciklo schema (pagal Lamb ir Kolakofsky, 2001).

Paramikso virusy genomo replikacija prasideda tik esant pakankamam
virusiniy baltymy kiekiui. Manoma, kad viruso RnRp replikacinj rezimg jjungia
specialus signalas. Sis signalas gali bati nukleokapsidés baltymy modifikacijos
(pvz.: fosforilinimas), dél kuriy gali keistis nukleokapsidés struktidra. Kai kurie
tyrimai leidZia manyti, kad RnRp replikacinis reZimas gali bati jjungiamas kity
Igstelés arba viruso baltymy (Mizumoto, 1992). Taciau vyrauja prielaida, kad
&is rezimas yra jjungiamas P-N° baltymy kompleksui jungiantis su naujai
sintetinama viruso genomo lyderine RNR seka. Sio proceso metu P-N° baltymy
kompleksas suyra, o N baltymai jungdamiesi su naujai sintetinama virusine
RNR ir sgveikaudami trapusavyje formuoja naujg nukleokapside. IS N baltymy
formuoijasi spiralinis karkasas, j kurj yra pakuojama sintetinama virusinés RNR

grandiné. Manoma, kad butent Sis besiformuojantis darinys jjungia viruso
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RnRp replikacinj rezimg (Castaneda ir Wong, 1990). Todél $i, pradéjusi RNR
sinteze nuo genomo 3" gale esancio promotoriaus, islieka aktyvi viso genomo
replikacijos metu ir nereaguoja j geny galuose esancius reguliacinius signalus.
Polimerazé be jokio stabteléjimo susintetina pilno ilgio antigenoma, kitaip
vadinamg — kopijine viruso RNR. Paramikso virusy RnRp genomui padauginti
matrica naudoja antigenomine viruso RNR, kuri taip pat yra jpakuojama
nukleokapsidéje. Viruso RnRp pradeda RNR sinteze nuo antigenominés RNR 3°
gale esancio promotoriaus. Esant pakankamam virusiniy baltymy kiekiui,
viruso RnRp sintetina pilno ilgio genomine RNR, kuri kaip ir naujai sintetinama
antigenominé RNR, yra i$ karto pakuojama j nukleokapside (Egelman ir kt.,
1989). Trikstant N baltymy, kuriems jungiantis su sintetinama virusine RNR
formuojasi nukleokapsidé, jjungianti replikacinj rezimg, RnRp pradéjusi RNR
sinteze antigenomo 3° gale sintetina tik trumpg antigenomo lyderine RNR
seka. Antigenomas neturi jokio atviro skaitymo rémelio ir néra transliuojamas.
Jis yra tarpiné genomo replikacijos grandis. Antigenomas, kaip ir genomas, yra
aptinkamas tik nukleokapsidéje, kuri viruso infekcinio ciklo metu yra
pakuojama j viruso dalele. Taciau viruso daleliy, turin¢iy nukleokapside su
jpakuotu antigenomu, aptinkama Zymiai maziau. Tokios dalelés sudaro tik 5-
20 % nuo bendro jy kiekio (Lamb ir Parks, 2007).

Visy paramikso virusy genomo koduojamy baltymy sintezé vyksta
citoplazmoje. Visi susintetinti viruso baltymai, iSskyrus virusinés dalelés
apvalkalo glikoproteinus, yra brandinami citoplazmoje, taciau pastarieji bresta
endoplazminiame tinkle, véliau GoldZio komplekse, o galiausiai kaupiasi
Igstelés pavirsiuje (plazminéje membranoje) (Chen ir Helenius, 2000).

Visi paramikso virusy infekcinio ciklo etapai vyksta Seimininko Igstelés
citoplazmoje (Lamb ir Parks, 2007). Cia susintetinti N baltymai, jungdamiesi su
replikuojama viruso genomine arba antigenomine RNR, formuoja
nukleokapsidés Serdj. Yra Zzinoma, kad specifinei N baltymy sgveikai su viruso

genomine arba antigenomine RNR yra svarbi 5° gale esanti nukleotidy seka.
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Sig seka atpaZjsta P-N° baltymy kompleksas ir tuomet 3io komplekso N°
baltymas formuoja sgveikas su pirmais SeSiais naujai sintetinamo genomo
arba antigenomo nukleotidais. Po sgveikos su RNR N baltymas nutraukia
sgveikg su P baltymu ir kompleksas galiausiai suyra. Tuomet kitus Sesis
nukleotidus atpaZjsta naujas P-N° baltymy kompleksas ir taip $is procesas
kartojasi tol, kol yra jpakuojama visa naujai sintetinamo genominé arba
antigenominé RNR molekulé (Curran ir kt., 1995). Nukleokapsidés Serdziai
susijungus su P-L baltymy kompleksu susiformuoja viruso nukleokapsidé.
Paramikso  virusy infekcinio ciklo metu Igstelés citoplazmoje
besiformuojancios naujos nukleokapsidés keliauja plazminés membranos link,
o tuo tarpu plazminéje membranoje kaupiasi viruso dalelés apvalkalo
glikoproteinai. Jy sankaupos aptinkamos didelj cholesterolio kiekj turinciose
plazminés membranos vietose. Kad susidaryty viruso dalelé, visos jos
sudedamosios dalys turi susirinkti viename erdvés taske. Paramikso virusy M
baltymas tarpininkauja nukleokapsidei prisijungiant prie viruso dalelés
apvalkalo glikoproteiny citoplazminés srities aminorigéciy. Sio baltymo
sankaupos yra aptinkamos vidiniame plazminés membranos pavirsiuje,
mazdaug ten pat kur kaupiasi ir viruso dalelés apvalkalo glikoproteinai (Irie ir
Sakaguchi, 2007). Procesas, kurio metu prie plazminés membranos susirenka
virionas, néra visiskai aiskus. Kaip jau buvo minéta, M baltymas sgveikauja su
glikoproteiny citoplazminés srities aminortgstimis ir nukleokapsidés N
baltymu (Coronel ir kt., 2001). Toliau plazminé membrana islinksta, apgaubia
viruso nukleokapside, susidariusios egzocitotinés dalelés anga susiauréja,
membranos krastai susilieja ir atsiskyrusi nauja viruso dalelé patenka j aplinka.
Reikéty paminéti, kad kai kuriy paramikso virusy Goldzio komplekse brestanti
neuraminidazé nuskelia sialo rigsties grupes nuo visy pavirsiniy baltymy ir
lipidy. Dél Sios priezasties uzkréstos lgstelés pavirSiniai baltymai ir lipidai

neturi sialo rigsties, o naujos viruso dalelés lengviau atsiskiria nuo lgstelés
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Seimininko pavirsiaus ir negali prikibti ir i$ naujo uzkrésti (Nayak ir kt., 2009).

Viriono formavimosi procesas yra pavaizduotas 5 paveiksle.
Plazminé membrana

Besiformuojantis| .
virionas !

5 pav. Plazminés membranos pavirSiuje besiformuojantis Paramyxoviridae Seimos virusy virionas.
Elektroniniu mikroskopu matomas vaizdas (pagal Lamb ir Kolakofsky, 2001).

1.2. Nukleokapsidés baltymas: funkcijos, struktiira, biocheminés savybés ir
formuojami dariniai

Nukleokapsidés baltymas dalyvauja daugelyje procesy, taciau
reikSmingiausias iS jy yra paramikso virusy replikacija. Jos metu Sis baltymas
formuoja nukleokapside, kurioje yra jpakuojama naujai sintetinama viruso
genominé arba antigenominé RNR. Ant naujai sintetinamos RNR grandinés
besirenkantis N baltymy karkasas gali bati veiksnys, kuris jjungia paramikso
virusy RnRp replikacinj rezimg (Marriott ir kt., 2001). Nukleokapsidés sandara
ir viruso replikacijos bei transkripcijos mechanizmai pastaruoju metu yra
tiriami labai intensyviai.

Svarbi Paramyxovirinae Seimos virusy savybé yra ta, kad kiekvienas N
baltymas nukleokapsidéje sgveikauja su SeSiais RNR grandinés nukleotidais
(Vulliemoz ir Roux, 2001). Siy virusy genomo ir antigenomo dvylika 3'-
terminaliniy nukleotidy yra identiski. Viruso genominés arba antigenominés
RNR sintezés metu P-N° baltymy kompleksas atpaZjsta kg tik susintetintg
terminaline sekg ir sgveikauja nuo pat pirmo nukleotido sintetinamos RNR
grandinés 5" gale. Tikslus N baltymo monomery jungimasis kas 6 nukleotidus
tesiasi tol, kol yra pasiekiamas sintetinamos RNR grandinés 3" galas (Vulliemoz

ir Roux, 2001). Taip formuojasi nukleokapsidé, kurioje N baltymai suformuoja
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taisyklingg spiralinj karkasg, o RNR grandiné bina jpakuota Siame karkase
taip, kad dvylika 3-terminaliniy nukleotidy issidésto tiksliai ant pirmo ir antro
nukleokapsidés subvienety. Genomo ir antigenomo terminaliniy promotoriy
sekos, veikiancios cis konformacijoje, efektyvumas labai priklauso nuo tikslaus
jos elementy iSsidéstymo N baltymo subvienety atzvilgiu nukleokapsidéje
(Cordey ir Roux, 2006). Sendai viruso genomo promotoriy sudaro dvi dalys:
pirmas promotoriaus elementas — trisdeSimties 3’-terminaliniy nukleotidy
seka. Dvylika galiniy nukleotidy yra supakuoti pirmuose dviejuose
nukleokapsidés N baltymuose; antrg elementg suformuoja kas 6 pozicijas tris
kartus periodiskai pasikartojantys C arba GC nukleotidai, esantys ties 13, 14 ir
15 nukleokapsidés subvienetais. Kiekviena nukleokapsidinés spiralés vija yra
sudaryta iS 13 N baltymuy, todél abu promotoriaus elementai nukleokapsidés
spiraléje iSsidésto vienoje plokStumoje, greta vienas kito ir tiksliai
nukleokapside sudaranciy N baltymo subvienety atzvilgiu (Salinas ir Roux,
2005). Manoma, kad nukleokapsidéje N baltymas suformuoja Sesis funkciniu
poZidriu skirtingus saveikos ,taskus® ties kuriais isidésto 6 nukleotidai.
Viruso RNR polimerazé negali tinkamai atpazinti ,reikalingo signalo®, jeigu
promotoriaus sekos nukleotidai iSsidésto ties jiems nebidingais N baltymo
sgveikos su RNR ,taskais“ (Vulliemoz ir Roux, 2001). Visi aukscéiau jvardinti
veiksniai daro jtakg viruso RNR sintezés iniciacijai nuo aptarto promotoriaus,

kurio struktlra yra pavaizduota 6 paveiksle.

200 A

6 pav. Paramyxovirinae poseimio virusy nukleokapsidés schema ir genomo promotoriaus struktdra
(pagal Lamb ir Kolakofsky, 2001).
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Nors nukleokapsidés baltymai sgveikauja su RNR, beveik visy
Paramyxoviridae Seimos virusy N baltymai turi neigiamg suminj krivj (nuo -7
iki -12). Tik kiaulytés viruso N baltymo suminis krivis yra teigiamas (+2).
Palyginus Paramyxovirinae poSeimio virusy N baltymus buvo nustatyta, kad N
baltymo N dalis (ar. 1-400) yra santykinai konservatyvi, o C dalis (ar. 400 iki
galo) stipriai jvairuoja. N baltymo C dalis dazniausiai turi didelio neigiamo
krivio sritj ir yra jautri proteaziy poveikiui. N baltymo N dalis atsako uz
spiraline nukleokapsidés struktirg, kuri formuojasi tarpusavyje jungiantis N
baltymams. Taip pat Si N baltymo dalis sgveikauja su RNR. N baltymas neturi
klasikiniy RNR surisanciy motyvy. Nukleokapsidés baltymo vidurinéje dalyje
buvo nustatyta konservatyvi aminorigs¢iy seka (F-X4-Y-X4-S-Y-A-M-G). Si
baltymo dalis yra hidrofobiné, todél vyrauja nuomoné, kad minéta seka gali
bati atsakinga uZ N baltymy tarpusavio sgveikg (N:N), formuojantis
nukleokapsidei (Morgan ir kt., 1984). Manoma, kad specifiné RNR suriSimo
vieta N baltymuose galutinai susidaro tik Siems baltymams susijungus
tarpusavyje, kadangi mutantiniai N baltymai, negalintys sgveikauti
tarpusavyje, taip pat negeba pakuoti ir RNR. N baltymo C dalyje yra didzZioji
dauguma fosforilinimo viety ir antigeniniy nukleokapsidés baltymo sriciy.
Buvo manoma, kad N baltymo sritis, kuria N°ir N:RNR sgveikauja su P baltymu
arba P-L baltymy kompleksu, taip pat yra C dalyje, tadiau neseni tyrimai
netikétai parodé, kad Siuo atzvilgiu Paramyxoviridae virusai tarpusavyje
skiriasi. Tymy viruso atveju Nukleokapsidés baltymas su P-L baltymy
kompleksu saveikauja savo C dalimi, o kiaulytés viruse kontaktas vyksta per
nukleokapsidés baltymo N dalies domeng (Kingston ir kt., 2004). Tai
schematiskai parodyta 7 pav.

Tymuy viruso P baltymo C dalies sritis NBD jungiasi su trumpa tymy viruso
N baltymo seka (ar. 477-505) C dalyje, o kiaulytés viruso atveju analogiska
NBD sritis sgveikauja su seka (ar. 1-398) N baltymo N dalyje. SeV atveju buvo

nustatyti du N baltymo C dalies regionai (ar.426-497 ir 456-524), kurie
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formuoja sgveikas su P baltymu. Tuo tarpu kiaulés rubulaviruso N baltymo su
P baltymu sgveikaujanti sritis lokalizuota N baltymo N dalies sekoje (ar. 1-333)
(Svenda ir kt., 2002). N baltymo C dalis priklauso baltymy grupei, kuriai yra
bldinga silpnai iSreiksta tretiné baltymo struktira. Tokie polipeptidai dél savo
struktidros ir sglyginai didelio lankstumo nematomi elektroniniu mikroskopu,
taip pat yra jautrlis proteaziy poveikiui. Tadiau jie geba formuoti tvirtus
kontaktus su jvairios erdvinés struktdros ir silpno giminingumo pavirsiais. Sios
savybés leidzia N baltymo C daliai sgveikauti su keliais skirtingos erdvinés
organizacijos partneriais (Longhi ir kt., 2003). Buvo nustatyta, kad N baltymo C
dalis yra nebdtina nukleokapsidés formavimuisi ir genominés RNR pakavimui,
o delecijos N baltymo N dalyje eliminuoja abu minétus aktyvumus. Tuo tarpu
iS N baltymy neturinéiy C dalies suformuota nukleokapsidé negali bati

transkribuojama ir replikuojama (Longhi ir kt., 2003).

Nukleokapsidé
" RNR

Polimerazé

Tymy
virusas

Karboksi-galas Kiaulytés
virusas

7 pav. Virusinés polimerazés jungimosi prie tymy ir kiaulytés virusy nukleokapsidziy schema (pagal
Kingston ir kt., 2004). “NBD” Zymi jungimosi su nukleokapside sritj P baltymo gale. P baltymas
pavaizduotas kaip tetrameras, bet nei kiaulytés, nei tymy virusy P oligomerizacijos buvis
nenustatytas.

Pneumovirinae poseimio virusy N baltymy sekos buvo palygintos su
Paramyxovirinae poseimio virusy nukleokapsidés baltymo N dalimi (ar. 1-400)
ir buvo nustatytos trys homologiskos sritys, kurios turi panasSig antrine
struktlrg. Nors abiejy poseimiy virusy N baltymai gana stipriai skiriasi savo
ilgiu, taciau funkciniy sri¢iy organizacija i$lieka ta pati. Zmogaus kvépavimo

sincitinio viruso N baltyma taip pat galima suskirstyti j N ir C dalis, i$ kuriy
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pirmoje yra sritis (ar. 1-92), atsakinga uz N:N ir N:RNR kontaktus formuojantis
nukleokapsidei, o su antra (ar. 200-391) kontaktuoja M baltymas. Sioje
baltymo dalyje yra dvi sekos (ar. 241-260 ir 301-335), atsakingos uz sgveikg su
P baltymu. Buvo nustatyta ir trecia sgveikos su P baltymu seka, bet tik N
baltymo N dalyje (ar. 46-65). hRSV nukleokapsidés baltyme buvo aptikta sritis
(ar.121-160), kuria N baltymai nukleokapsidés spiraléje formuoja kontaktus
su gretimo spiralés Zingsnio N baltymais, taip sutvirtindami spiraline N:RNR

struktdrg (Murphy ir kt., 2003). Pastarosios sgveikos yra pavaizduotos 8

Nukleokapsidés spirale

palaikantys N:N rysiai
8 pav. Pneumovirinae poseimio hRSV nukleokapsidés spirale palaikantys N:N baltymy rysiai (pagal
Murphy ir kt., 2003).

paveiksle.

Paramyxovirinae poSeimio virusy atstumas tarp dviejy nukleokapsidés
spiralés vijy yra lygus 4.7-6.4 nm (9 pav.f, g ir h), o vieng nukleokapsidés
spiralés vijg sudaro 13 arba 14 N baltymy bei 80 nt ilgio RNR grandiné (9 pav.
c ir d). Pneumovirinae poseimiui priklausan¢io hRSV viena nukleokapsidés
spiralés vija gali bati sudaryta iS 9, 10 arba 11 N baltymy (9 pav. a ir b), o
atstumas tarp dviejy nukleokapsidés spiralés vijy yra lygus 7 nm (9 pav.
e)(Bhella ir kt., 2002). Ji yra ne tokia kompaktiska ir pasizymi gana dideliu
lankstumu, palyginus ja su  Paramyxovirinae  poSeimio  virusy
nukleokapsidémis.

Naudojant EM gaunamos nukleokapsidziy mikrografijos analizuojamos
pasitelkus jvairius kompiuterinius metodus, stengiantis rekonstruoti erdvine
nukleokapsidés struktirg. Tymy viruso N baltymy formuojamos
nukleokapsidés pasirodé pernelyg lankscios tokiai analizei, taciau tam tiko
tripsinu paveiktos nukleokapsidés be N baltymo C dalies. Pastaryjy erdviné

struktdira nustatyta su 11.8 A skiriamaja geba (Schoehn ir kt., 2004). Gautame
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modelyje N baltymai, sudaryti i$ trijy sriiy, tarpusavyje formuoja dvi jungtis,
kuriy viena yra arti spiralinés asies, o kita — N baltymo sekos viduryje.
Skirtingai nei Pneumovirinae virusy atveju, tymy viruso nukleokapsidéje néra
jokiy jungciy tarp N baltymy, esanciy gretimuose spiralés Zingsniuose. RNR
pazymeéjus cis-platina buvo nustatytas tankio padidéjimas arciau spiralinés
nukleokapsidés asSies. Tai leidZzia manyti, jog genomas yra jpakuotas vidinéje

nukleokapsidés spiralés dalyje.

9 pav. Paramyxoviridae Seimos virusy nukleokapsidés spiralés vijy ir nukleokapsidziy vaizdai (pagal
Bhella ir kt., 2002). Nukleokapsidés spiralés vijy (a-d) — tai vidurkinés projekcijos, kompiuteriniy
programy pagalba apskaiciuotos i§ 500 atskiry Ziedy vaizdy elektroninés mikroskopijos nuotraukose:
a. hRSV iS 10 N baltymy sudaryta nukleokapsidés spiralés vija; b. hRSV i§ 11 N baltymy sudaryta
nukleokapsidés spiralés vija; c. TyV is 13 N baltymy sudaryta nukleokapsidés spiralés vija; d. SV5 i$ 14
N baltymy sudaryta nukleokapsidés spiralés vija. Siy virusy nukleokapsidés pavaizduotos
neapdorotose, elektroninése mikrografijose: e. hRSV nukleokapsidés; f. SV5 nukleokapsidés; g. TyV
nukleokapsidés; h. SeV nukleokapsidés.

Neseniai buvo nustatyta tiksli nukleokapsidinés spiralés vijos, sudarytos
iS deSimties hRSV N baltymy, struktdra (11 A ir B pav.) (Tawar ir kt., 2009).
Gauti duomenys rodo, kad nukleokapsidinés spiralés vijoje RNR grandiné yra
jpakuota iSorinéje vijos dalyje suformuotame griovyje, kurio krivis yra
neigiamas (10 ir 11 C pav.). Vaizdziai tariant, RNR molekulé nukleokapsidinés
spiralés vija juosia kaip dirzas liemenj. Kiekvienas spiralinés vijos subvienetas
formuojg sgveikas su septyniais nukleotidais, o visg vijg juosia 70 nukleotidy
ilgio RNR grandiné. Kaip jau buvo minéta, paramikso virusy N baltymas yra
sudarytas i$ N ir C daliy, kurias, kaip rodo struktlrinés analizés duomenys,
jungia nestruktdrizuota amino rigsciy seka, vaizdZiai tariant, panasiai kaip

réma ir langg jungia vyriai. RNR sgveikai skirtas griovys yra N baltymo N ir C
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daliy sandiroje. Sandiroje sgveikos tarp N ir C daliy formuoja vidinj griovio
pavirsiy, o kilpa, jungianti ac; ir acs spirales, nepilnai dengia griovyje
jpakuotos RNR grandinés iSorinj pavirsiy (10 pav.). N baltymo N ir C dalis
sudaro stuktlrizuotos sritys — vadinamos N Serdimi ir C Serdimi, ir nuo jy
besidriekig nestruktirizuotos N-terminaliné ir C-terminaliné uodegos, kurios
struktdrizuojasi tik sgveikaudamos su gretimais nukleokapsidinés spiralés vijos
N baltymais. Tiek N, tiek C N baltymo dalys su Salia esanciais spiralés vijos
subvienetais sgveikaujg $onais, taciau Sios sgveikos yra labai silpnos,
daugiausiai palaikomos trumpalaikiy van der Waals‘o rysiy. Sgveikaujantys
pavirSiai yra gausiai hidratuoti, o N baltymy formuojama spiralés vijg
sutvirtina jg juosianti RNR grandiné ir N baltymo N dalies terminaliné uodega
(ar. 1-35), jsiterpianti j Salia esancio spiralés vijos subvieneto struktirizuotg
sritj (11 A ir B pav.). Silpnos Soninés N baltymy sgveikos paaiskina siy baltymy
formuojamos spiralinés struktiros lankstuma, kuris, matyt, yra bdtinas viruso
polimerazei transkribuojant ir replikuojant Sioje struktlroje jpakuotg virusine
RNR. Sios struktiiros subvienetai arba jy dalys gana laisvai gali $iek tiek judéti
vienas kito atzvilgiu nesuardydami pacios stuktliros, kurig sutvirtinta ja
juosianti RNR grandiné ir N baltymo N dalies terminaliné uodega, jsiterpusi j
Salia esant] spiralés vijos subvienety. C terminaliné uodega nusidriekia virs
struktlrizuotos N baltymo C Serdies butent toje vijoje, kur turéty glaustis kita

spiralés vija (Tawar ir kt., 2009).
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10 pav. Trimatis hRSV N baltymo struktiiros vaizdas (pagal Tawar ir kt., 2009). N baltymo N dalies
Serdis pazyméta geltona saplva, C dalies Serdis — raudona spalva, o nestruktirizuotos N baltymo N ir C
daliy terminalinés uodegos pazymétos tamsiai mélyna spalva. Jpakuotos RNR grandinés fosforibozinis
karkasas yra pazymétas Sviesiai mélyna spalva, o azotinés bazés — juoda spalva. OranZine spalva

pazyméta variabili hRSV N baltymo sritis.
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11 pav. A ir B — trimatis nukleokapsidinés spiralés vijos, sudarytos i$ deSimties hRSV N baltymuy,
struktdiros vaizdas. A — vaizdas i$ virSaus, B — vaizdas i$ Sono. C — trimatis hRSV N baltymo struktdros
vaizdas (pagal Tawar ir kt., 2009). Brakénys — 100 A. N baltymo N dalies $erdis paZyméta geltona
spalva, C dalies Serdis — raudona spalva, o nestruktirizuotos N baltymo N ir C daliy terminalinés
uodegos pazymeétos tamsiai mélyna spalva. Jpakuotos RNR grandinés fosforibozinis karkasas yra
pazymétas Sviesiai mélyna spalva, o azotinés bazés — juoda spalva. D — RNR saveikos su hRSV N
baltymu schema (pagal Tawar ir kt., 2009). Geltona spalva pazyméta j vieng nukleokapsidinés spiralés

vijos N baltymg jpakuotos RNR grandinés dalis.

Taip pat hRSV nukleokapsidés struktlra buvo rekonstruota naudojant
elektroniniu mikroskopu gautus vaizdus (12 pav.) ir palyginta su nustatyta
nukleokapsidinés spiralés vijos, sudarytos iS deSimties hRSV N baltymuy,
struktra (Tawar ir kt., 2009). Gauti duomenys rodo, kad N baltymo N dalis
formuoja elektroniniu mikroskopu matomus nukleokapsidinés spiralés
iSkilumus, primenancius ,eglutés” rasty, o C dalis formuoja su kita spiralés vija
besiglaudziantj N baltymo pavirsiy. Yra nustatyta, kad hRSV N baltymo C dalis
sgveikauja su viruso M batymu (Irie ir Sakaguchi 2007). Si sgveika reikalinga
pakuojant nukleokapside | viruso dalele. Taciau struktlrinés analizés
duomenys rodo, kad batent $i N baltymo dalis gladi giliau spiralés struktiiroje,
todél gana sunku jsivaizduoti, kaip Si dalis geba formuoti sgveikg su viruso M
baltymu. Matyt, tai galima paaiskinti tuo, kad iS N baltymy suformuota

nukleokapsidés spiralé yra pakankamai lankstus darinys. Tiek sgveikaujanc¢io N
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baltymo, tiek N baltymo, esancio kitoje spiralés vijoje, atsikiSusi N dalis gali
Siek tiek pasislinkti abiem kryptimis. Be to, kiti tyrimai rodo, kad N baltymo C
dalies struktlira gali keistis ir galbut todél Siek tiek pasislinkti iSorés link, todél
M baltymas gali sgveikauti su nukleokapsidéje esancio N baltymo C dalimi.
Struktdrinés analizés duomenys rodo, kad su kiekvienu hRSV N baltymu
formuoja sgveikas septyni jpakuotos | nukleokapside RNR grandinés
nukleotidai (Tawar ir kt., 2009). Antro, trecio ir ketvirto nukleotidy azotinés
bazés yra nukreiptos j N baltymo RNR saveikai skirto griovio vidy. Penkto,
Sesto, septinto ir kito N baltymo pirmo nukleotidy azotinés bazés yra
jspraustos tarp dviejy gretimy spiralés vijos subvienety ir nukreiptos nuo N
baltymo j iSore. Gana netikéta, bet detali i$ desSimties hRSV N baltymy
suformuotos nukleokapsidés spiralés vijos erdvinés struktdros analizé parode,
kad N baltymai formuoja jungtis ne su RNR azotinémis bazémis, kaip buvo
manyta anksciau, bet su fosforiboziniu karkasu, todél ribonukleoriigsciy seka

(11 pav. B).

12 pav. hRSV nukleokapsidés struktira (pagal Tawar ir kt., 2009). N baltymo N dalies Serdis pazyméta
geltona spalva, C dalies Serdis — raudona spalva. Jpakuotos RNR grandinés fosforibozinis karkasas yra
paZymeétas Sviesiai mélyna spalva, o azotinés bazés — juoda spalva.

Struktdrinis hRSV nukleokapsidés spiralés modelis leidzZia jsivaizduoti,
kaip viruso polimerazé gali slinktis nukleokapsidéje jpakuota viruso RNR
grandine ir naudoti jg kaip matricg transkripcijai ir replikacijai neiSardydama is
N baltymy suformuoto spiralinio nukleokpsidés karkaso (Tawar ir kt., 2009).

Labai tikétina, kad atsikiSusi N baltymo N dalis viruso polimerazei gali tarnauti

31



kaip svirtis. Sia svirtj polimeraziniam kompleksui palenkus Zemyn, N baltymo
RNR sgveikos griovys tampa platesnis ir antro, trecio ir ketvirto jpakuoty
nukleotidy azotinés bazés, kurios yra nukreiptos j N baltymo RNR sgveikai
skirto griovio vidy, iSsilaisvina ir pasisuka iSorés link. Tuomet vienuolikos
paeiliui j nukleokapside jpakuotos RNR nukleotidy azotinés bazés tampa
nukreiptos nuo spiralés karkaso j iSore. | iSore nukreiptas RNR azotines bazes
viruso polimerazeé gali naudoti kaip matricg viruso RNR sintezei. Labai tikétina,
kad transkripcijos ir replikacijos metu nukleokapside slinkdama viruso
polimerazeé vienu metu spaudzia keliy gretimy N baltymy N dalj Zemyn, taip i$
nukleokapsidés gniauzty islaisvindama dar ilgesne jpakuotos RNR grandine.
Nors struktdrinés analizés duomenimis paremtas hRSV polimerazés slinkties

modelis yra labai patrauklus, taciau jam patvirtinti reikalingi detalesni tyrimai.

1.3. Kvépavimo taky ligas sukeliantys Paramyxoviridae Seimos virusai:
patogeninés savybés, sukeliamos ligos, paplitimas, imunologija, prevencinés
priemonés ir diagnostika

DidZioji dalis Paramyxoviridae S$eimos virusy yra kvépavimo taky
parazitai. Jie sukelia jvairiy rasiy gyviinams kvépavimo taky ligas, kurios savo
simptomais yra panaSios j gripg. Pavyzdziui, Paramyxovirinae poSeimio
Rubulavirus genciai priklausantys virusai sukelia kvépavimo taky ligas Suny
Seimai priklausanciy rasiy gyvinams: vilkams, lapéms, Sunims ir t.t. Avulavirus
genties virusas, vadinamas pirmo serotipo pauksciy paragripo virusu, sukelia
kvépavimo taky sutrikimus pauks¢iams, o Respirovirus genties virusai yra
grauziky ir galvijy kvépavimo taky parazitai. Pneumovirinae poseimui
priklauso tokie kvépavimo taky ligas sukeliantys virusai kaip galvijy
respiracinis sincitinis virusas, peliy pneumonijos virusas ir pauksciy
metapneumo virusas (Lamb ir Parks, 2007). Pateikti pavyzdZiai rodo, kad
daugelis Paramyxoviridae Seimos virusy paZeidzia jvairiy rasiy gyviany
kvépavimo taky sistema, taciau didziausig susirlpinima kelia tie Sios Seimos

32



atstovai, kurie sukelia kvépavimo taky ligas Zmogui. Vieni iS pavojingiausiy yra
Respirovirus genciai priklausantys pirmo ir trecio serotipy Zmogaus paragripo
virusai bei Pneumovirus genties atstovas, Zmogaus respiracinis sincitinis
virusas. Sie virusai yra ypatingai pavojingi naujagimiams, vaikams, senyvo
amZziaus Zmonéms bei Zmonéms su sutrikusia imunine sistema ir sukelia tokias
kvépavimo taky ligas kaip pneumonija, bronchitas ir krupas (Karron ir Collins,
2007). Nors Zmogaus kvépavimo takus paZeidZiantys paramikso virusai yra
intensyviai tiriami jau 40 mety, taciau iki Siol néra sukurtos nei nuo Siy virusy
infekcijy apsaugancios vakcinos, nei veiksmingos priesinfekcinés priemoneés, o
kasmet dél Siy virusy sukelty kvépavimo taky ligy mirsta Simtai tokstanciy

Zmoniy, daugiausia kadikiai ir vaikai.

1.3.1. Zmogaus paragripo virusai

Zmogaus paragripo virusai, kurie $iuo metu yra suskirstyti j keturis
serologinius tipus, buvo atrasti 1956-60 metais. Pirmo, antro ir trecio serotipy
Zmogaus paragripo virusai (hPIV1, hPIV2 ir hPIV3) buvo isskirti iS apatiniy
kvépavimo taky ligomis serganciy kadikiy ir vaiky, o ketvirto serotipo (hPIV4)
— i$ lengvomis virSutiniy kvépavimo taky ligomis serganciy vaiky ir jauny
Zmoniy (Chanock ir kt., 1958b; Johnson ir kt., 1960). Atradus Siuos virusus
paaiskéjo, kad jie daugeliu atveju yra vaiky krupo (hPIV1, hPIV2 ir hPIV3), taip
pat pneumonijos bei bronchito (hPIV3) priezastis (Chanock ir Parrott, 1965;
Glezen ir Denny, 1973). Yra nustatyta, kad Sie virusai, kartu paémus, sukelia
didZiajai daliai kadikiy ir vaiky Gmias kvépavimo taky ligas ir Siuo atzvilgiu
nusileidzia tik Zmogaus respiraciniam sincitiniam virusui. Patys pavojingiausi
yra trecio ir pirmo serologiniy tipy Zmogaus paragripo virusai, kurie priklauso
Respirovirus genciai. Mazdaug 15 % pneumonijos, 50 % bronchito ir 40 %
krupo atvejy, uZregistruojamy pediatrinése ligoninése, yra sukeliami batent
Sios genties Zmogaus paragripo virusy. Rubulavirus genciai priskiriamas antro

tipo Zmogaus paragripo virusas yra maziau pavojingas. Kadikiams ir vaikams
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jis dazniausiai sukelia krupg ir tik retais atvejais — bronchitg arba pneumonija.
Kaip jau buvo minéta, ketvirto serotipo Zmogaus paragripo virusas, taip pat
priklausantis Rubulavirus genciai, vaiky kvépavimo taky ligas sukelia retai ir Sio
viruso sukelti kvépavimo taky sutrikimai yra Zymiai Svelnesni (Glezen ir Denny,
1973; Glezen, 1984; Glezen ir kt., 1984). Prie$ atrandant Zmogaus paragripo
virusus, pirmas paragripo virusas buvo iSskirtas i$ peliy, inokuliuoty autopsiniu
meéginiu paimtu i§ kvépavimo taky liga sergancio kidikio. Sio viruso, dar
vadinamo Sendai virusu (SeV), kilmeé iki Siol néra visiskai aiski. Yra manoma,
kad Sendai virusas, giminingas pirmo serotipo Zmogaus paragripo virusui, yra
greiCiau grauZiky parazitas nei natdralus Zmogaus kvépavimo taky ligy
sukéléjas, nors pirmg kartg buvo iSskirtas tiriant bdtent Siuo virusu
uzsikrétusio kidikio atvejj (Kuroya ir kt., 1953a). Sis virusas ilgg laika buvo
naudojamas kaip modelis Respirovirus genties virusams tirti.

Zmogaus paragripo virusai dauginasi kvépavimo taky gleivinés epitelio
Igstelése. Pirmiausia, infekcijos metu, Sie virusai paZeidzia nosies ir gerklés
gleivines. Taip pat gali uzkimsti sinusus ir ausies trimitg. Tai gali sukelti sinusitg
ir vidurinés ausies uzdegima. Daugeliui uZsikrétusiy pacienty virusai gali
pazeisti ir bronchus. hPIV1 ir hPIV2 infekcijy metu Siems virusams paZeidus
gerklas ir virsutine trachéjos dalj iSsivysto krupo sindromas. Kai kuriais atvejais
hPIV1 ir hPIV2 infekcijos gali plisti net j apatine trachéjos dalj bei bronchus.
Tokiy infekcijy metu Siuose kvépavimo takuose kaupiasi sutirStéjusios gleivés,
kurios blokuoja dujy apykaita. Taip pat j apatine trachéjos dalj bei bronchus
iSplitusios hPIV1 ir hPIV2 infekcijos gali sukelti plau¢iy uzdegima. Infekcijos
metu hPIV3 daZniausiai paZeidZia apatinius kvépavimo takus ir sukelia
bronchitg arba plauciy uzdegimga (Parrott ir kt., 1959).

Pagrindinis veiksnys, kuris daro jtakg Zmogaus paragripo virusy
patogenezei, yra Siy virusy replikacijos efektyvumas (Karron ir kt., 2005).
Efektyviau besireplikuojantys virusai sukelia sunkesnés formos kvépavimo

taky ligas. Atlikti tyrimai rodo, kad Siy virusy infekcijy metu sukeliamas
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imuninés sistemos atsakas taip pat pazeidzia kvépavimo taky gleivinés lgsteles
(Welliver ir kt., 1982). Zmogaus paragripo virusai yra pneumotropiniai virusai.
Receptorius, reikalingus Siy virusy infekcijai, turi jvairiy audiniy lastelés, taciau
jie gali replikuotis tik kvépavimo taky gleivinés epitelyje (Tashiro ir kt., 1990).
Siy virusy infekcijy tropiskuma lemia trys pagrindiniai veiksniai: pirmas, hPIV1
ir hPIV4 glikoproteinai F ir HN visiSkai subresta tik kvépavimo taky gleivinéje,
kur juos hidrolizuoja gleivinés lgsteliy sekretuojamos proteazés; antras, hPIV3
dalelés morfogenezé vyksta tik apikalinéje kvépavimo taky gleivinés epitelio
Igsteliy membranoje; ir trecias, Zmogaus paragripo virusy infekcijoms isplisti j
kity organizmo sistemy audinius neleidZia jgimtas imuninés sistemos atsakas
(Johnson ir kt., 1982; Nagai 1995; Park ir kt., 2003).

Zmogaus paragripo virusai yra placiai paplite ir aptinkami visur, kur yra
atliekama kvépavimo taky ligas sukelianéiy virusy diagnostika. Sie virusai yra
labiausiai pavojingi kadikystés ir ankstyvos vaikystés metu. Serologinés
stebésenos tyrimai parodé, kad hPIV3 mazdaug 60 % vaiky uzsikrecia pirmy
dvejy gyvenimo mety laikotarpyje. Sulaukus ketveriy, Siuo virusu bina
uzsikréte mazdaug 80 % vaiky. Infekcijos hPIV1 ir hPIV2 istinka Siek tiek véliau,
taciau pirmy penkeriy gyvenimo mety laikotarpyje Siais virusais uZsikrecia
mazdaug 75 % vaiky. Per pirmuosius 3eSis gyvenimo ménesius hPIV3
uzsikrétusiems kudikiams daZniausiai sukelia pneumonijg ir bronchitg, o
antrais gyvenimo metais hPIV1 ir hPIV2 uZsikrétusiems vaikams daZniausiai
sukelia krupg. Vyresniems vaikams ir suaugusiems infekcijos Zmogaus
paragripo virusais tik labai retai sukelia rimtesnes kvépavimo taky ligas.
Pastaruoju metu hPIV1 epidemijos kyla kiekvieng nelyginiy mety rudenj, o
hPIV2 infekcijy protrikiai kartojasi kasmet, taip pat rudens sezono metu.
hPIV3 infekcijy protrikiams néra bldingas sezoniskumas, todél jie kyla kasmet
jvairiu mety laiku. Zmogaus paragripo virusai plinta i§ ?mogaus Zmogui

tiesioginio kontakto metu arba per stambius skyscio lasus, taciau aplinkoje Sie
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virusai islieka gyvybingi labai neilgai (Denny ir kt., 1983; Knott ir kt., 1994;
Reed ir kt., 1997).

Zmogaus paragripo virusai suaugusiems sukelia stipry imuninés sistemos
atsaka. Kadikiy ir mazameciy vaiky imuniné sistema néra visiskai iSsivysciusi,
todél Siy virusy infekcijy metu reaguoja labai vangiai. PavyzdzZiui, Zmogaus
paragripo virusy infekcijy metu kadikiy nosies gleivinéje yra aptinkami Siems
virusams specifiniai IgA klasés antiklnai, kurie pasizymi silpnu virusus
neutralizuojanciu aktyvumu, o kraujo serume yra aptinkami tik nedideli
virusus neutralizuojanciy 1gG klasés antikliny kiekiai. Silpnas kadikiy imuninés
sistemos atsakas j Zmogaus paragripo virusy infekcijas paaiskina tai, kad Siais
virusais kudikystéje ir ankstyvoje vaikystéje pakartotinai yra uzsikreciama labai
daznai. IS dalies kadikius nuo infekcijy apsaugo virusus neutralizuojantys IgG
klasés antikiinai, kuriuos jie gauna iS motinos per kraujotakos sistemg arba su
pienu (Crowe, 2001). Zmogaus pragripo virusus neutralizuojantys IgG klasés
antikdnai aptinkami kraujo serume efektyviai apsaugo nuo Siy virusy infekcijy
Zemuosius kvépavimo takus, taCiau Sie antiklinai néra veiksmingi virSutinéje
kvépavimo sistemos dalyje. Taip yra dél to, kad tik labai nedideli Sios klasés
antikdny kiekiai iS kraujotakos sistemos patenka j kvépavimo taky gleivine.
Atlikti tyrimai rodo, kad suaugusiyjy virSutinius kvépavimo takus nuo
pakartotinés infekcijos Zmogaus paragripo virusais efektyviausiai apsaugo
virusus neutralizuojantys IgA klasés antiklnai sekretuojami j nosiaryklés
gleivine (Mazanec ir kt., 1992).

UZsikrétus Zmogaus paragripo virusais yra stimuliuojamas imuninés
sistemos atsakas, kurio metu yra gaminami beveik kiekvienam Siy virusy
baltymui specifiniai 1gG klasés antiklnai, taciau tik viriono glikoproteinams
specifiniai antikdnai pasizymi virusg neutralizuojanciu aktyvumu (Ray ir kt.,
1988). Taip pat Siy virusy infekcijy metu svarby vaidmenj vaidina ir Igstelinis
imunitetas, nors jis yra trumpalaikis ir neapsaugo organizmo nuo pakartotiniy

infekcijy. Eksperimentiniai duomenys rodo, kad Zmogaus paragripo virusy
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infekcijy metu kvépavimo taky gleivinés epitelyje didéjant CD8+ citotoksiniy T
limfocity kiekiui maZta viruso titras. Yra manoma, kad Sie limfocitai,
eliminuodami infekuotas kvépavimo taky gleivinés lasteles, neleidzia viruso
infekcijai plisti ir taip padeda organizmui Salinti virusg i$ uzkréstos kvépavimo
taky sistemos (Kast ir kt., 1991). Buvo nustatyta, kad SeV uzkrétus peles, kuriy
imuninés sistemos Igstelés CD8+ nefunkcionuoja, padidéja Siy peliy
mirtingumas. Tuo tarpu pelése, kuriy imuninés sistemos lIgstelés CD4+
neatlieka savo funkcijy, jas uzkrétus SeV, sutrinka virusui specifiniy IgG klasés
antikiny gamyba, taciau Sios pelés virusg salina i$ infekuoty kvépavimo taky
taip pat efektyviai kaip ir tos, kuriy imuniné sistema veikia normaliai (Hou ir
kt., 1992). ]Jgimtas imunitetas taip pat vaidina svarby vaidmenj slopinant
Zmogaus paragripo virusy infekcijas, taciau Sie virusai koduoja baltymus, kurie
blokuoja kai kuriuos lgstelés signalo perdavimo kelius, jjungianéius jgimto
imuniteto atsakg j viruso infekcija. Yra nustatyta, kad Zmogaus paragripo
virusy C ir V baltymai blokuoja Igstelés Seimininko a, B ir y interferony sinteze
(Hall ir kt., 1978).

Iki pat Siandien néra sukurta jokiy Zmogaus paragripo virusy gyvybinj
cikla blokuojanciy vaisty. Kadangi Zmogaus paragripo virusy sukeliamos
kvépavimo taky ligos yra pavojingiausios kiadikiams ir mazameciams vaikams,
todél juos nuo Siy virusy infekcijy padéty apsaugoti pediatrinés vakcinos.
Vakcina prie$ hPIV3 baty veiksminga tik tuomet, jei kadikiai baty skiepijami
antrg gyvenimo meénesj, o vakcinomis, skirtomis apsisaugoti nuo infekcijy
hPIV1 ir hPIV2, turéty bati skiepijama Siek tiek véliau, Sestg gyvenimo ménes;.
Pirmuosius SeSis gyvenimo meénesius imuniné sistema yra labai inertiska.
Imuninio atsako metu yra gaunami tik nedideli antigenui specifiniy antiklny
kiekiai, todél sukurti efektyvias vakcinas, apsaugancias kidikius ir mazamecius
vaikus nuo infekcijy Zmogaus paragripo virusais yra nelengvas uzdavinys
(Crowe, 2001). Siekiant sukurti tokias vakcinas, visy pirma, Siam tikslui buvo

panaudotos inaktyvuotos Zmogaus paragripo virusy dalelés. ISbandzius Sias
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vakcinas, buvo nustatyta, kad jos yra imunogeniskos ir sukelia kidikiams
specifinj imuninj atsaka, taciau neapsaugo jy nuo Siy virusy infekcijy (Fulginiti
ir kt., 1969). Tai pat buvo iSbandyta vakcina, kuri buvo pagaminta naudojant
vabzdZiy Igstelése susintetintus rekombinantinius hPIV3 glikoproteinus HN ir
F. Rekombinantiniy baltymy pagrindu pagaminta vakcina imunizavus peles,
parodé, kad Si vakcina yra neveiksminga ja paskiepijus mazamecius vaikus
(Ambrose ir kt., 1991). Pastaruoju metu labai intensyviai yra tiriamos
potencialios Zmogaus paragripo virusy vakcinos, kurioms gaminti yra
naudojami arba heterologiniai gyviny paragripo virusai, arba Zmogaus
paragripo virusai, turintys mutacijas, slopinancias Siy virusy replikacijg. Su kai
kuriais Siy vakciny variantais Siuo metu jau yra atliekami klinikiniai tyrimai, bet
ar jos yra veiksmingos, paaiskeés tik gavus rezultatus (Karron ir Collins, 2007).
Tiriamos pediatrinés vakcinos kol kas yra vienintelé potenciali priemoné, kuria
ateityje gal bit bus jmanoma apsaugoti kidikius ir mazamecius vaikus nuo
infekcijy Zmogaus paragripo virusais.

Kadangi jvairiy virusy sukeliamos kvépavimo taky ligos tik neZymiai
skiriasi savo klinikiniais simptomais, todél Siy virusy diagnostikai yra
rekomenduojama naudoti molekulinius metodus. Tiksliai Zmogaus paragripo
virusy infekcijy diagnostikai yra daZniausiai naudojami tiesioginiai viruso
nustatymo metodai. Vienas jy yra paremtas paties viruso iSskyrimu i$ pacienty
kvépavimo taky idskyry. Siam tikslui virusas, esantis tiriamame méginyje, yra
padauginamas lgsteliy kultlrose, o po to yra nustatoma Sio viruso tapatybé.
Kartais tiriamas méginys yra koncentruojamas tam, kad bity padidintas Sio
diagnostinio testo jautrumas (Lee ir kt., 1992). Taciau paties viruso iSskyrimu
paremtas diagnostikos metodas turi ir trdkumy. Ne visus gamtoje
egzistuojancius to paties viruso variantus jmanoma efektyviai padauginti Siam
tikslui skirtose lgsteliy kultGrose. Siekiant iSvengti klaidingos diagnozés, reikia

saugotis virusy padauginimui naudojamy lasteliy kultlry uzkrato. Kitas
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Zmogaus paragripo virusy diagnostikos metodas yra paremtas Siy virusy
baltymy aptikimu kvépavimo taky ligomis serganciy pacienty nosies ir gerklés
gleiviniy méginiuose. Viruso baltymai tiriamuose méginiuose yra aptinkami
imunofluorescencine reakcija naudojant Siy virusy baltymams specifinius
antikdnus. Taip pat pacienty kvépavimo taky iSskyrose naudojant atvirkstinés
transkripcijos ir polimerazine grandinine reakcijas yra aptinkama ir Zmogaus
paragripo virusy genominé RNR (Henrickson, 2003). Nors Siy virusy
diagnostikai naudojami tiesioginiai virusy aptikimo metodai yra labai
specifiniai, taciau jais galima diagnozuoti virusg daZniausiai tik infekcijos metu.
Siuos diagnostikos testus gali atlikti tik kvalifikuoti specialistai, naudodamiesi
specialia jranga. Taip pat egzistuoja tikimybé jiems uZsikrésti diagnozuojamais
virusais. Zmogaus paragripo virusy infekcijy diagnostikai yra naudojami ir
serologiniai metodai, tokie kaip hemagliutinacijos inhibicijos, komplemento
fiksacijos arba neutralizacijos testai. Sie metodai néra pakankamai specifiski,
jais daznai néra jmanoma nustatyti infekcijg sukélusio paragripo viruso tipo,
taciau galima aptikti virusui specifinius antiklinus infekcijos metu arba
infekcijai pasibaigus. Specifiniai Zmogaus paragripo virusams antikinai yra
efektyviai aptinkami nustatant jy reakcijg su virusiniais antigenais tiesioginés
imunofermentinés analizés (IFA) metodu. IFA vyra reikalingi virusiniai
antigenai, todél Siam tikslui yra naudojamos Zmogaus paragripo virusy
dalelés, iSskirtos i$ Zmogaus lgsteliy kultlry. Nors Zmogaus paragripo virusy
infekcijos diagnostikos metodas yra pigus ir paprastas, juo galima testuoti
didelj kiekj méginiy vienu metu, taciau jis taip pat néra pakankamai
specifiskas. Tiesioginés IFA metodu, kaip antigeng naudojant virusy daleles,
néra jmanoma nustatyti paragripo virusy tipo, nes Siy virusy antigeninés

savybés yra labai panasios (Henrickson, 2003).

39



1.3.2. Zmogaus respiracinis sincitinis virusas

Zmogaus repiracinis sincitinis virusas (hRSV) pirma kartg buvo i$skirtas
1956 metais i$ Simpanzés, sergancios lengva persalimo liga (Blount ir kt.,
1956). Netrukus po to buvo nustatyta, kad Sis virusas daZniausiai sukelia
Omias kvépavimo taky ligas kadikiams ir vaikams (Chanock ir Finberg, 1957;
Chanock ir kt., 1957). Siandien yra pripazjstama, kad hRSV yra pavojingiausias
i$ virusy, sukelianciy Gmias pediatrines respiracinés organizmo sistemos ligas
pasauliniu mastu. Kai kuriose pasaulio dalyse Sis virusas sukeliamy ligy
skai¢iumi nurungia kartu paémus visus kitus mikroorganizmus ir virusus,
sukeliancius Gmias kvépavimo taky ligas kidikiams. hRSV yra pavojingiausias
kidikiams ir mazameciams vaikams, taciau retai sukelia sunkius kvépavimo
sistemos sutrikimus suaugusiems asmenims ir vyresnio amziaus vaikams. Sis
virusas taip pat yra ypatingai pavojingas senyvo amziaus Zmonéms ir
asmenims su sutrikusia imunine sistema (Falsey ir kt., 2005; Falsey ir Walsh,
2005; Hall ir kt., 1986). Pasaulio Sveikatos Organizacijos vertinimu, hRSV
kasmet visame pasaulyje sukelia kvépavimo taky ligas 64 milijonams Zmoniy,
iS kuriy 160.000, daugiausia naujagimiai ir vaikai, dél ligos komplikacijy mirsta
(World Health Organization 2009).

Zmogaus respiracinis sincitinis virusas yra priskiriamas Pneumovirinae
poSeimio Pneumovirus genciai ir nuo kity paramikso virusy skiriasi tuo, kad
koduoja du papildomus nestruktdrinius baltymus NS1 ir NS2, kurie, kaip
tyrimai rodo, Sio viruso infekcijos metu blokuoja lastelés interferony atsakg
jjungiancius signalinius kelius (Bossert ir kt., 2003). Taip pat Sis virusas,
skirtingai nei daugelis kity paramikso virusy, prie Igstelés tvirtinasi abiem
apvalkalo glikoproteinais F ir G. Sie viruso glikoproteinai gali saveikauti su
labai jvairiais lgstelés pavirSiaus baltymais, tokiais kaip chemokiny receptorius
CX3CRI, aneksinas Il bei su Iastelés pavirsiaus matrikso gliukozaminoglikanais,

su heparino arba hondroitino sulfatu. Abiem apvalkalo baltymais viruso dalelé
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tvirtinasi prie lastelés, taciau pasSalinus glikoproteing G koduojantj gena
nesutrinka tokio viruso gyvybinis ciklas, nors virusas tampa matziau infektyvus
(Techaarpornkul ir kt., 2002; Tripp ir kt., 2001). Taip pat viruso baltymg F
aktyvinanti hidrolizé, skirtingai nei Zmogaus paragripo virusy atveju, vyksta
Igstelés trans-GoldZzio komplekse, kuriame baltymo F pirmtakg hidrolizuoja
substilizino tipo furino endoproteazé. Sig proteaze turi beveik kiekviena
Igstele, todél Sis veiksnys neriboja hRSV infekcijos tropizmo (Gonzalez-Reyes ir
kt., 2001). Nors viruso dalelé prie Igstelés gali tvirtintis sgveikaudama su
jvairiais lgstelés pavirSiaus baltymais ir angliavandeniais, taciau hRSV
dazniausiai replikuojasi poliarizuotose kvépavimo taky gleivinés epitelio
Igstelése, turiniose mikrogaurelius. Taip pat Sis virusas gali infekuoti ir kai
kurias imuninés sistemos Igsteles, kurios infekcijos metu infiltruoja kvépavimo
taky epitelio sluoksnj (Becker ir kt., 1992). hRSV dalelés formuojasi tik
apikalinéje poliarizuotos kvépavimo taky gleivinés epitelio Igstelés dalyje, o
susiformavusios dalelés daznai lieka prikibusios prie Igstelés ir tik nedidelé
dalis naujai susiformavusiy viruso daleliy gali atsiskirti nuo uzkréstos Igstelés
pavirSiaus. Yra manoma, kad taip atsitinka dél to, kad hRSV neturi baltymo,
pavyzdziui tokio kaip paragripo arba gripo virusy neuraminidazé, kuris
nuskelty nuo lgstelés pavirSiuje esanciy molekuliy tas grupes, kuriomis
virusiné dalelé tvirtinasi prie Igstelés. Todél hRSV infekcijos metu didzZioji dalis
naujai susiformavusiy viruso daleliy neatsiskiria nuo lgstelés ir formuoja
sidlines struktdras infekuotos lgstelés pavirSiuje (Bachi, 1988). hRSV infekavus
Zinduoliy lasteliy kultiras yra stebima, kad kai kurios Siuo virusu infekuotos
Igstelés susilieja ir formuoja daugiabranduolius i§ keliy susiliejusiy Igsteliy
suformuotus darinius vadinamus sincitijais, nuo ko ir kilo Sio viruso
pavadinimas. Taciau Sie citopatologiniai dariniai néra daZnai aptinkami hRSV
infekcijos metu in vivo (Zhang ir kt., 2002). Taip pat hRSV nuo kity paramikso
virusy skiriasi ir savo genomo struktdra, bei kai kuriais mechanizmais,

reguliuojanciais genomo transkripcijg ir replikacijg viruso infekcinio ciklo
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metu. PavyzdZiui, hRSV polimerazés replikacinj rezimg jjungia ne naujai
besiformuojanti nukleokapsidé, o M2-1 baltymas, kurj koduoja tik
Pneumovirus genciai priklausantys virusai. Taip pat hRSV genomo ilgis neturi
bati SeSiy kartotinis ir reguliacinés genomo sekos skiriasi nuo Paramyxovirinae
poseimio virusy (Collins ir Crowe, 2007).

Zmogaus respiracinis sincitinis virusas yra placiai paplites visame
pasaulyje ir kasmet, infekciniy protrikiy metu, sukelia sunkias kvépavimo taky
ligas, nuo kuriy labiausiai kencia vaikai iki vieny mety amZiaus. Serologinés
stebésenos tyrimai parodé, kad hRSV mazdaug 70 % vaiky uZsikrecia pirmuyjy
gyvenimo mety laikotarpyje, o sulauke dvejy Siuo virusu blina uzsikréte beveik
visi. Per pirmuosius dvejus gyvenimo metus hRSV kidikiams ir vaikams
daZniausiai sukelia pneumonijg ir bronchitg, reciau krupg ir stambesniy
kvépavimo taky uzdegimg (Henderson ir kt., 1979a; Henderson ir kt., 1979b).
Vyresniems vaikams ir suaugusiems hRSV infekcijos tik labai retai sukelia
rimtesnius kvépavimo taky sutrikimus. DaZniausiai Sio viruso infekcijos bina
asimptominés arba sukelia tik lengvas persalimo ligas (Parrott ir kt., 1973).
Vidutinio klimato zonose hRSV epidemijos kyla kiekvienais metais, Saltojo
sezono metu. Jos prasideda vélyva rudenj ir tesiasi mazdaug penkis ménesius
iki pat pavasario vidurio, taciau niekuomet Sio viruso infekciniai protrikiai
nekyla vasaros sezono metu (Brandt ir kt., 1973). Subtropiniuose ir
tropiniuose regionuose hRSV infekcijy protrikiai yra registruojami istisus
metus. Gausesni infekciniai protrikiai dazniausiai kyla lietingy sezony metu
(Doraisingham ir kt., 1987).

Zmogaus respiracinis sicitinis virusas infekuoja tik Zmogy, o virusas plinta
per kvépavimo taky iSskyras, dideliuose iSskyry lasuose. Virusui plisti
reikalingas artimas kontaktas su uZsikrétusiu individu arba jis plinta per viruso
dalelémis uzterstas rankas, jomis lieciant nosies arba junginés gleivine (Hall ir
Douglas, 1981). hRSV infekcija prasideda nosiaryklés gleivinéje ir po vienos-

trijy dieny plinta j Zemuosius kvépavimo takus. Sis virusas, kaip jau buvo
42



minéta, daugiausia replikuojasi kvépavimo taky gleivinés epitelio lgstelése,
turinciose mikrogaurelius. Taip pat buvo nustatyta, kad hRSV kvépavimo taky
sistemos gleivinéje gali infekuoti makrofagus ir monocitus. Nors kai kuriais
atvejais viruso antigenai yra aptinkami ir kraujyje, taciau iki Siol nebuvo
uzZregistruotas nei vienas Sio viruso sukeltos viremijos atvejis. Kadikiy
kvépavimo taky sistemoje hRSV infekcijos metu sukelti citopatologiniai
simptomai yra panasis j tuos, kuriuos dazniausiai sukelia kiti kvépavimo takus
pazeidZiantys virusai. hRSV mazyliams daZniausiai sukelia bronchitg ir plauciy
uzdegimg, kuriy metu yra pazeidZziamas bronchy epitelis, vyksta intensyvi Sio
kvépavimo taky gleivinés sluoksnio lgsteliy nekrozé ir proliferacija, Zista daug
epitelio lasteliy, turin¢iy mikrogaurelius. | paZeistas kvépavimo taky epitelio
vietas plUsta imuninés sistemos lgstelés, dél to pabrinksta pomukozinis ir
jungiamasis gleivinés epitelio sluoksniai. Taip pat infekcijos metu gausiai yra
sekretuojamos gleivés, kurios kartu su Zuvusiy lgsteliy liekanomis ir imuninés
sistemos lgstelémis uzkemsa bronchioles ir alveoles, tuomet jos pabriksta ir
galiausiai suyra (Collins ir Crowe, 2007).

Taip pat, kaip ir Zmogaus paragripo virusy infekcijy metu, uzsikrétus
Zmogaus respiraciniu sincitiniu virusu svarby vaidmenj vaidina jgytas imuninés
sistemos atsakas, kurio metu yra gaminami beveik kiekvienam Sio viruso
baltymui specifiniai IgG klasés antiklinai, taciau tik viriono glikoproteinams
specifiniai antiklnai pasizymi virusg neutralizuojanciu aktyvumu (Connors ir
kt., 1991). Nors hRSV specifiniai IgG klasés antikiinai kraujyje islieka ilgg laika
ir gali apsaugoti nuo pakartotinés infekcijos mazZuosius kvépavimo takus,
taciau jie neapsaugo nuo infekcijos virsutiniy kvépavimo taky (Collins ir
Crowe, 2007). hRSV infekcijos metu nosiaryklés gleivinéje yra sekretuojami
virusui specifiniai IgA klasés antikinai, kurie efektyviai slopina Sio viruso
replikacijg virSutiniuose kvépavimo takuose, taciau Sio tipo imuninés sistemos
atsakas yra trumpalaikis ir neapsaugo nuo pakartotinés infekcijos kito

epideminio sezono metu (Henderson ir kt., 1979b). Kidikiai specifinius hRSV
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virusui IgG klasés antiklinus gali gauti i motinos per placentg néstumo metu.
Tacdiau i motinos gauty antiklny titrai néra pakankamai dideli ir pilnai
neapsaugo kadikiy nuo hRSV infekcijos bei Sio viruso sukeliamy kvépavimo
taky ligy. Manoma, kad i§ motinos gauti antiklinai pirmomis gyvenimo
savaitémis i$ dalies apsaugo organizma nuo infekcijos, taciau su laiku jy kiekis
sparCiai mazta ir nors jie gali suSvelninti infekcijos padarinius pirmaisiais
gyvenimo meénesiais, taciau jie tuo pat metu slopina kiddikio imunine sistema,
dél to gali daryti daugiau Zalos nei bati naudingi (Murphy ir kt., 1986). Kokj
poveikj hRSV infekcijai daro virusui specifiniai antiklinai, patenkantys j kidikio
kvépavimo taky sistemg su motinos pienu, iki Siol néra aiSku. Svarby vaidmenj
hRSV infekcijos metu vaidina ir Igstelinis imuninés sistemos atsakas. Yra
nustatyta, kad pirmomis infekcijos dienomis kvépavimo taky sistemoje
padidéja CD8+ citotoksiniy T limfocity kiekis. Sios lastelés eliminuoja uzkréstas
Igsteles ir moduliuoja imuninés sistemos atsakg sekretuodamos limfokinus,
ypatingai interferong y. Infekcijos metu imuninés sistemos CD8+ ir CD4+
limfocitai taip pat neleidZia viruso infekcijai plisti ir padeda organizmui 3alinti
virusg i$ uzkrésty kvépavimo taky. UZsikrétus hRSV, skirtingai nei Zmogaus
paragripo virusy infekcijy metu, kvépavimo taky iSskyrose yra aptinkami tik
negausis interferony a ir B kiekiai. Buvo nustatyta, kad Zmogaus respiracinis
sincitinis virusas savo nestruktdriniai NS1 ir NS2 baltymais Zymiai efektyviau
slopina jgimtos imuninés sistemos atsakg nei Zmogaus paragripo virusai P
geno koduojamais baltymais (Collins ir Crowe, 2007).

Zmogaus respiracinis sincitinis virusas yra vienas i§ pavojingiausiy
infekciniy patogeny, nuo kurio sukelty Gmiy kvépavimo taky ligy kasmet
visame pasaulyje mirSta apie Simtas tdkstanciy kadikiy ir mazameciy vaiky.
Pediatrinés vakcinos, apsaugancios nuo infekcijos hRSV, sukirimas yra vienas
i$ pagrindiniy uzdaviniy, kurj Siuo metu kelia Pasaulio Sveikatos Organizacijos
specialistai (World Health Organization 2009). Kadangi kadikiai hRSV

dazZniausiai uzsikre€ia antrg-septintg gyvenimo savaite, todél siekiant juos
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apsaugoti nuo Sio viruso infekcijos jie turéty bati skiepijami pirmg-antrg
gyvenimo savaite. Sukurti vakcing, kuri tokiame ankstyvame amZiuje sukelty
nuo viruso infekcijos apsaugantj imuninés sistemos atsaka, tikrai yra
sudétingas uzdavinys. Naujagimiy imuniné sistema néra visiSkai iSsivysciusi,
taip pat iS motinos néstumo metu per placentg gauti antikiinai pirmomis
gyvenimo savaitémis pakankamai stipriai slopina humoralinj kiidikio imuninés
sistemos atsakg, todél silpnai imunine sistema stimuliuojantys antigenai
daZniausia yra neveiksmingi (Crowe ir Williams, 2003). Pirmi bandymai sukurti
nuo hRSV infekcijos apsaugancig vakcing, Siam tikslui naudojant formalinu
inaktyvuotas hRSV daleles, buvo labai nesékmingi. Viruso daleliy pagrindu
sukonstruotomis vakcinomis paskiepijus kidikius paaiskéjo, kad jos yra ne tik
visiSkai neveiksmingos, bet taip pat stimuliuoja tokj imuninés sistemos atsakga,
kuris viruso infekcijos metu neslopina viruso replikacijos ir daro Zalg
kvépavimo taky sistemai. Todél Sia vakcina paskiepytiems kadikiams
uzsikrétus hRSV virusu, Sis virusas sukélé Zymiai Gmesnes kvépavimo taky
ligas, palyginus su tais kidikiais, kurie nebuvo vakcinuoti (Prince ir kt., 2001).
Iki Siol siekiant sukurti nuo hRSV infekcijos apsaugancig vakcing buvo tirti
jvairis vakcinavimo budai. Eksperimentiniy vakciny gamybai buvo naudojami
tiek rekombinatiniai hRSV viruso dalelés apvalkalo glikoproteinai, tiek
imunogeninius viruso baltymy epitopus formuojantys sintetiniai peptidai.
Buvo iSbandytos DNR ir virusiniy vektoriy pagrindu sukonstruotos vakcinos.
Taip pat buvo ismeégintos vakcinos, kurioms sukurti buvo naudojami arba
galvijy respiracinis sincitinis virusas, arba Zmogaus respiracinio sincitinio
viruso variantai, turintys mutacijas, slopinancias Sio viruso replikacijg. Taciau
nei viena iSmeéginta vakcinavimo strategija iki Siol nebuvo pakankamai
sékminga, todél veiksmingos nuo hRSV infekcijos apsaugancios pediatrinés
vakcinos teks dar palaukti (Hall, 2001). Verta paminéti, kad kovojant su hRSV
infekcija Siou metu yra sékmingai naudojami neutralizuojantys humanizuoti

monokloniniai antikiinai (Synagis™ Palivizumab, Medimmune).
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Tiksliai Zmogaus respiracinio sincitinio viruso infekcijy diagnostikai, taip
pat kaip ir Zmogaus paragripo virusy infekcijy diagnostikai, yra naudojami
tiesioginiai viruso nustatymo metodai. Zinduoliy lasteliy kultGrose hRSV
replikuojasi neefektyviai, todél diagnostinis metodas, paremtas viruso
padauginimu, yra nejautrus (Hall, 2001). hRSV infekcijos metu kvépavimo taky
iSskyrose naudojant imunofluorescencine reakcijg yra aptinkami Sio viruso
baltymai, arba naudojant atvirkstinés transkripcijos ir polimerazine grandinine
reakcijas galima aptikti Sio viruso genomine RNR. hRSV infekcijy serologinei
diagnostikai daZniausiai yra naudojamas tiesioginés imunofermentinés
analizés metodas. Siam metodui yra reikalingi virusiniai antigenai, todél Siam
tikslui iki Siol yra naudojamos arba hRSV dalelés, arba rekombinantiniai
virusinés dalelés apvalkalo glikoproteinai. Kadangi hRSV infekcijos metu
humoralinis kadikiy imuninés sistemos atsakas yra silpnas, todél tiesioginés
imunofermentinés analizés metodu ne visuomet pavyksta aptikti hRSV virusui
specifinius antikiinus hRSV uZsikrétusiy kadikiy kraujo serumo arba seiliy
méginiuose. Atlikti tyrimai parodé, kad Siam diagnostikos metodui naudojant
rekombinantinius hRSV baltymus galima aptikti Zymiai maZesnius virusui
specifiniy antikiiny kiekius ir taip padidinti Sio diagnostinio metodo jautrumg

(Collins ir Crowe, 2007).

1.4. Nauji, SikSnosparniy platinami Paramyxoviridae S$eimos virusai:
biologiniai bruozai, patogeninés savybés, sukeliamos ligos ir epidemiologija
Per pastaruosius kelis deSimtmecius buvo aptikta keletas naujy
pavojingy Paramixoviridae $eimai priklausanciy virusy, kuriuos platina
Chiroptera birio SikSnosparniai. Nors neseniai aptikti paramikso virusai néra
pavojingi juos platinantiems sparnuotiesiems Zinduoliams, taciau Siais virusais
gali uZsikrésti net keliy sausumos Zinduoliy rasiy gyvinai ir kai kuriems jy Sie
virusai sukelia sistemine infekcijg: pazeidzia kvépavimo takus, kraujotakos ir

nervy sistemas. Kai kurie i$ Siy virusy yra mirtinai pavojingi Zmogui (Eaton ir
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kt., 2007). Vieni pavojingiausiy yra Hendra ir Nipah virusai, aptikti 1994 ir
1997 metais (Chua ir kt., 1999; Selvey ir Sheridan, 1995). Buvo nustatyta, kad
Siais virusais uZsikrétus Zmogui, jie paZzeidzia kvépavimo taky sistemg ir sukelia
neurologinius sutrikimus. Hendra ir Nipah virusai papildé vis didéjantj mirtinai
pavojingy Zmogui SikSnosparniy platinamy virusy sarasg, kurj pradéjo 1934
metais aptiktas pasiutligés virusas ir Siuo metu uzbaigia sunky Gmy respiracinj
sindromg sukeliantys koronavirusai, aptikti 2005 metais (Li ir kt., 2005; Sulkin
ir Allen, 1974). Maziau pavojingas yra Paramixoviridae Seimai priklausantis
Menangle virusas, kurj taip pat platina Chiroptera birio $ik$nosparniai. Sis
virusas buvo aptiktas 1997 metais per infekcinj protrikj vienoje i$ Australijos
kiaulidziy (Philbey ir kt., 1998). Buvo nustatyta, kad infekcija Menangle virusu
sukélé reprodukcines kiauliy ligas, dél kuriy Zenkliai sumazéjo kiauliy vados, o
infekcijg sukelianéios Sio viruso dalelés buvo aptiktos parseliy, gimusiy
negyvy, nervy sistemos audiniuose. Menangle virusas, jj palyginus su Nipah ir
Hendra virusais, néra toks pavojingas Zzmogui, iki Siol buvo uZregistruoti tik keli
atvejai, kuriy metu Siuo virusu nuo kiauliy uzsikréte kiaulidés darbuotojai
susirgo j gripg panasia kvépavimo taky liga (Bowden ir kt., 2001). Taciau
atsizvelgus j tai, kad kol kas apie Menangle virusg yra Zinoma labai nedaug, jis
gali daugintis kvépavimo taky ir nervy sistemos audiniuose, ir j tai, kad Siuo
virusu gali uZsikrésti ir Zmogus, todél Menangle virusas taip pat kelia nemaza
susidoméjima ir yra priskiriamas potencialiai pavojingy virusy grupei. Neseniai
buvo aptikti dar keli nauji virusai, Tioman virusas, SiksSnosparniy paragripo
virusas ir Mapuera virusas, kurie, nustacius jy savybes, buvo priskirti
Paramixoviridae $eimai (Chua ir kt., 2001; Henderson ir kt., 1995). Sie virusai
taip pat yra nuosaikis SikSnosparniy parazitai, dazniausiai Siy virusy infekcijos
sparnuotiesiems Zinduoliams nesukelia Umiy ligy arba yra visiSkai
asimptominés, taciau ar jie kelia pavojy kity rasiy gyvinams, tarp jy ir Zmogui,

iki Siol néra aisku.
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Neseniai atrasty, SikSnosparniy platinamy Paramixoviridae Seimos virusy
tyrimai tik jsibégéja. Hendra ir Nipah virusus, mirtinai pavojingus Zzmogui, yra
leidZziama tirti tik ketvirto saugumo lygmens reikalavimus atitinkanciose
laboratorijose, todél Siy virusy tyrimai j priekj juda labai létai. Iki Siol néra
aisku, kaip Sie virusai plinta, kokias dar gyviny rasis jie gali uzkrésti, mazai yra
Zinoma apie jy patogenines ir patologines jy savybes (Eaton ir kt., 2006). Taip
pat triksta ir tinkamy molekuliniy jrankiy Siy virusy tyrimams, néra sukurtos
nei nuo S8iy virusy infekcijy apsaugancios vakcinos, nei efektyvios
priesinfekcinés priemonés. Nors Siy virusy diagnostikai laboratorijose yra
naudojami jvairis metodai, taciau néra sukurta standartizuoty Siy virusy
diagnostikai skirty sistemy. Kadangi kai kurie neseniai atrasti, SikSnosparniy
platinamami Paramixoviridae Seimos virusai yra labai pavojingi Zzmogui, dél to
jie kelia didelj susidoméjimg, tacdiau Zinios apie juos kol kas yra pakankamai

skurdzios (Eaton ir kt., 2007).

1.4.1. Henipah virusai

Hendra ir Nipah virusy daleliy ir nukleokapsidZziy morfologinés savybés
yra panasios j Paramyxovirinae poSeimio virusy, o genomo struktira labiausiai
sutampa su Sio poseimio Reapirovirus ir Morbillivirus gentims priklausanciy
virusy genomo stuktira. Taciau Sie virusai pasizymi ir unikaliomis savybémis,
kurios néra bidingos kitiems paramikso virusams. Todél Hendra ir Nipah
virusai buvo iSskirti j atskirg gentj, kuri yra priskiriama Paramyxovirinae
poseimiui ir vadinama Henipavirus gentimi (Eaton ir kt., 2006). Visy pirma j
akis krenta tai, kad henipah virusy genomas yra mazdaug 2700 nk ilgesnis nei
kity paramikso virusy ir Sie virusai genomo 5° ir 3‘ galuose turi unikalias
genciai specifines reguliacines sekas (Wang ir kt., 2000). Tadiau neseniai
aptikty, dar kol kas nesuklasifikuoty, Tupaia ir J paramikso virusy genomai taip
pat yra panasaus ilgio ir Siuo aspektu labai nesiskiria nuo Nipah ir Hendra

virusy genomy (Jack ir kt., 2005; Tidona ir kt., 1999). Nors visy virusy, kuriy
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genomas yra nesegmentuota viengrandé prieSprasmé RNR molekulé,
polimerazés aktyvy centrg formuoja tokia pati aminortgsciy seka (GDNQ),
taciau henipah virusy Si seka (GDNE) skiriasi. Taip pat henipah virusai yra
unikalGs tuo, kad koduojamy geny 3‘ gale turi ilgas netransliuojamas
reguliacines sekas. Nors Hendra ir Nipah virusy beveik visi koduojami baltymai
savo ilgiu tik neZzymiai skiriasi nuo analogisky baltymy, kuriuos koduoja
Reapirovirus ir Morbillivirus gentims priklausantys paramikso virusai, ta¢iau P
baltymas yra net 200 aminoragsciy ilgesnis nei kity paramikso virusy (Wang ir
kt., 2000).

Henipah virusai tai pat pasizymi unikaliomis biologinémis savybémis. Jie
yra vieninteliai ypatingai patogeniski zoonotiniai paramikso virusai, kurie, kaip
yra nustatyta, gali infekuoti ne tik keliy rasiy sikSnosparnius, bet ir keleto rasiy
sausumos Zinduolius, priklausancius net keturiems Zinduoliy bdriams (Wang ir
kt., 2001). Nipah virusas yra ypatingai pavojingas Zmogui. Pirmas
uzregistruotas didelis Sio viruso sukeltas infekcinis protrikis jvyko 1999 metais
Singapdre, kurio metu nuo kiauliy uZsikrété 256 kiaulidése dirbantys Zmonés,
i kuriy 40 % miré (Paton ir kt., 1999). Siekiant uZzkirsti kelig Nipah virusui
plisti, Singapire buvo iSskersta net milijonas kiauliy. Nuo tada iki pat Siandien
visoje piety Azijoje Nipah virusas sukeélé dar dvylika dideliy infekciniy
protriakiy, kuriy metu buvo nustatyta, kad Siuo virusu galima uZsikrésti
vartojant infekuoty vaisiaédziy SikSnosparniy seilémis arba Slapimu uZterstus
vaisius ir jy produktus, taip pat §j virusg gali platinti uzsikrétes Zzmogus. Visi
Nipah viruso sukelti infekciniai protrukiai pasizyméjo dideliu mirciy skaiciumi.
Pavyzdziui, 2004 metais kilus infekciniam protrikiui Bangladese, mazdaug
75 % Nipah virusu uzsikrétusiy Zzmoniy miré (Rahman ir kt., 2010). Kaip jau
buvo minéta, Nipah virusu daZniausiai uZsikrecia kiaulés, kurioms Sis virusas
sukelia kvépavimo taky ligas ir daugeliu atvejy joms jis néra mirtinai
pavojingas. Tacdiau nuo infekuoty kiauliy gali uZsikrésti ir Zmogus, todél kilus
Nipah viruso infekcijy protrakiui kiaulidése, Sie gyvuliai yra masiskai
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skerdziami. Hendra virusu dazniausiai uzsikrecia arkliai, kuriems $is virusas yra
mirtinai pavojingas. Arkliams Hendra virusas sukelia sunkias kvépavimo taky ir
neurologines ligas. Taip pat Hendra virusu gali uzsikrésti ir Zzmogus, kuriam Sis
virusas labiausiai pazZeidZia nervy sistemg (Eaton ir kt., 2006). Nors iki Siol
uzregistruoty Hendra virusu uZsikrétusiy Zmoniy skaicius yra labai kuklus, tik
SeSi atvejai, taciau Sis virusas taip pat yra pavojingas. Trys iS SeSiy Hendra
virusu uzsikrétusiy Zmoniy miré (Wong, 2010). Pirmas uZregistruotas Hendra
viruso sukeltas infekcinis protrikis jvyko 1994 metais vienoje iS Australijos
arklidziy, kurio metu Siuo virusu uZsikrété dvideSimt vienas arklys. Visi
uzsikréte arkliai susirgo imiomis kvépavimo taky ligomis ir trylika i$ jy miré.
Taip pat Sio infekcinio protrikio metu nuo arkliy uZsikrété vienas arklidés
darbininkas ir jojimo treneris, kuriems Hendra virusas sukélé j gripg panasias
kvépavimo taky ligas ir neurologinius sutrikimus, o jojimo treneris netrukus
miré (Eaton ir kt., 2006). Nuo tada iki pat Siandien daugiausia Australijos
Queensland‘o regiono arklidése buvo uZregistruota dar desimt infekciniy
protrikiy, kuriuos sukélé Hendra virusas (Wong, 2010). Nors Sie protrikiai
néra gausls, taciau jvertinus Sio viruso potencialg plisti ir sukelti mirtinai
pavojingas nervy sistemos ligas Zmogui, jis kaip ir Nipah virusas yra
priskiriamas ypatingai pavojingy virusy grupei, kurio taip pat deréty
pasisaugoti.

Henipah virusy infekcijos SikSnosparniams nesukelia jokiy pastebimy
ligos simptomy. Atlikus serologinés stebésenos tyrimus, jvairiy Australijoje
gyvenandiy pteropidy kraujyje buvo aptikti dideli henipah virusams specifiniy
antikdny kiekiai, taciau nei Nipah, nei Hendra viruso infekcijy nepavyko susieti
nei su viena SikSnosparniy liga. Taip pat buvo atlikti eksperimentiniai tyrimai,
kuriy metu henipah virusais specialiai buvo uzkréstos net kelios Australijoje
gyvenanciy SikSnosparniy rasys, taciau eksperimentinés infekcijos uzkréstiems
gyviinams nesukélé jokiy ligos simptomy (Rahman ir kt., 2010). Skirtingai nei

SikSnosparniams, henipah virusais uzsikrétus kity rasiy sausumos zZinduoliams,
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Sie virusai sukelia sistemine infekcijg, kurios metu yra pazeidZiamos net kelios
organizmo sistemos. Priklausomai nuo Zinduoliy rasies Siy virusy infekcijos
gali sukelti Gmias kvépavimo taky ligas arba stipriai paZeisti nervy sistema.
Didelé dalis Siais virusais uzsikrétusiy sausumos Zinduoliy mirSta. Hendra
virusu uzsikrétus arkliams, Sis virusas sukelia Gmig ir daznai mirting kvépavimo
taky ligg, kurios metu gyvulys karséiuoja, sutrinka jo koordinacija, patinsta
snukis ir formuojasi gausios nosiaryklés iSskyros. Nipah virusu uZsikrétus
kiauléms, taip pat labiausiai yra pazeidziami kvépavimo takai. Siuo virusu
uzsikrétes gyvulys taip pat kars¢iuoja, padaznéja kvépavimo ritmas ir kamuoja
sausas, sunkus kosulys. Taciau arkliams uZsikrétus Hendra virusu, o kiauléms —
Nipah virusu, Siy virusy infekcijos neapsiriboja vien tik kvépavimo takais. Jy
metu taip pat yra pazeidziama ir nervy sistema. Nipah ir Hendra virusais
uzsikrétus Zmogui, Sie virusai daZniausiai sukelia Umy nervy sistemos
uzdegimg, taiau ne retai kartu yra paZeidZiami ir kvépavimo takai (Eaton ir
kt., 2006).

Henipah virusais uZsikrétus sausumos Zinduoliams, Sie virusai
replikuojasi kraujagysliy sienelés lgstelése, todél daugelyje organy sukelia
sisteminj kraujagysliy uZdegimag, nors klinikiniai simptomai daZniausiai
susiformuoja tik Siems virusams pazeidus kvépavimo takus ir/arba nervy
sistemos kraujotakg bei centrinés nervy sistemos Igsteles. UZsikrétus Nipah
virusu, Sio viruso antigenai yra aptinkami parenchimos neuronuose,
sincitinése endotelio bei bronchy ir alveoliy epitelio Igstelése, o uZsikrétus
Hendra virusu, Sio viruso dalelés yra aptinkamos nosies gleivinés iSskyrose,
Slapime, smegenyse ir plauciuose (Hooper ir kt., 2001). Skirtingai nei arkliams,
infekavus SikSnosparnius mirtinomis arkliams Hendra viruso daleliy dozémis,
tik kai kuriems jy infekcija sukélé negausius pavienius vaskulito Zidinius
plauciuose, bluZnyje, smegeny dangale, inkstuose arba Zarnyne, o viruso
dalelés buvo aptiktos ne endotelio, bet vidurinj kraujagysliy sienelés dangalg

formuojancio sluoksnio Igstelése (Williamson ir kt., 1998). Yra manoma, kad
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dvi pagrindinés priezastys lemia tai, kad SikSnosparniams, skirtingai nei kitiems
sausumos Zinduoliams, uZsikrétus henipah virusais, Sie virusai nesukelia
sisteminés infekcijos. Viena i$ priezasciy yra ta, kad SikSnosparniuose Sie
virusai dauginasi ne kraujagysliy endotelio, bet vidurinj kraujagysliy sienelés
dangalg formuojancio sluoksnio Igstelése. Yra manoma, kad batent todél
infekcijos henipah virusais SikSnosparniams nesukelia ligy, kuriy priezastis yra
sisteminis kraujotakos taky uZzdegimas, kylantis Siems virusams paZeidus
kraujagysliy endotelio sluoksnj. Taip pat stebina ir tai, kad henipah virusais
uzsikrétus SikSnosparniams, jy organizmo audiniuose yra aptinkami tik labai
nedideli viruso antigeny kiekiai. Todél yra manoma, kad SikSnosparniai turi
kazkokius nuo infekcijy henipah virusais apsaugancius veiksnius, kuriy neturi
Siy virusy infekcijoms jautrls kiti sausumos Zinduoliai. Tacdiau kokie tai yra
veiksniai, iki Siol néra aisku (Eaton ir kt., 2006).

Neseniai atlikti tyrimai parodé, kad henipah virusy infekcijy tropizmas,
Siy virusy virulentiSkumas ir infekuojamy gyviny jvairoveé labai priklauso nuo
Siy virusy koduojamy baltymy G ir F funkcijy. Be to, henipah virusy P geno
koduojami baltymai moduliuoja Siy virusy virulentiSkuma blokuodami jvairius
Igstelés interferony atsaka jjungiancius signalinius kelius. Buvo nustatyta, kad
henipah virusy G baltymas, pritvirtinantis viruso dalele prie Iastelés, skirtingai
nei kity paramikso virusy analogiskg funkcijg atliekantys baltymai, sgveikauja
su glikoproteinu efrinu B2, kurj savo pavirSiuje turi beveik kiekviena lgstelé
(Negrete ir kt., 2005). Sis Igstelés paviriaus baltymas yra labai konservatyvus
ir yra aptinkamas ne tik visose zinduoliy rasyse, bet taip pat §j baltyma turi
varliagyviy ir net pinciy lgstelés (Drescher, 2002). DidZiosios dalies paramikso
virusy baltymai, pritvirtinantys viruso dalele prie Igstelés, sgveikauja su sialo
ragsties grupe turinliais Igstelés pavirSiaus glikoproteinais ir glikolipidais,
kuriy yra gausu tik kai kuriy organizmo audiniy Iasteliy pavirSiuje. Taip pat
skirtingose gyviny risyse pakankama kiekj molekuliy su sialo ragsties grupe
turi skirtingy audiniy lgstelés. Manoma, kad batent tai riboja didziosios dalies
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paramikso virusy infekcijy tropizma ir Siy virusy infekuojamy gyviny jvairove
(Lamb ir Parks, 2007). Kadangi glikoproteino efrino B2 yra gausiai aptinkama
beveik visy organizmo audiniy lgsteliy pavirSiuje ir Sis baltymas yra labai
konservatyvus, todél tai i$ dalies paaiSkina, kodél henipah virusais, skirtingai
nei kitais paramikso virusais, gali uzsikrésti jvairiy rasiy gyvinai, o Siy virusy
infekcijy metu virusy replikacijos Zidiniai yra aptinkami jvairiy organizmo
sistemy audiniuose. Taip pat buvo nustatyta, kad henipah virusy F baltyma
aktyvinanti hidrolizé vyksta lIgstelés endosomose, o Sig hidrolize atlieka
baltymas katepsinas L, kurj turi kiekviena lgstelé (Pager ir kt., 2004). Dalies
paramikso virusy F baltymas yra aktyvuojamas tik Igstelés pavirsiuje. Sia
funkcijg atliekg sekretuojamos proteazés. Todél Sie paramikso virusai gali
daugintis tik tame audinyje, kurio lgstelés sekretuoja tinkamg F baltyma
aktyvinantj fermentg (Lamb ir Parks, 2007). Kadangi henipah virusy F baltymg
aktyvinanti hidrolizé vyksta Igstelés endosomoje Siam baltymui i
endoplazminio tinklo keliaujant link Igstelés membranos, o Sig hidrolize
atliekantj fermenta turi beveik kiekviena lgstelé, todél sis veiksnys neriboja Siy
virusy infekcijy tropizmo. IStyrus henipah virusy P geno koduojamy baltymy
funkcijas, paaiskéjo, kad Sie baltymai gali blokuoti Igstelés interferony atsaka
aktyvuojancius signalinius kelius ne tik Igstelés citoplazmoje, kur §j atsaka
blokuoja kity paramikso virusy P geno koduojami baltymai, bet ir branduolyje.
Yra manoma, kad henipah virusai, skirtingai nei kiti paramikso virusai, dél
unikaliy P geno koduojamy baltymy funkcijy Zymiai efektyviau slopina jgimtg
imunininés sistemos atsakg, dél to jie gali infekuoti jvairiy rasiy gyvinus ir

sukelti sitemine infekcijg (Eaton ir kt., 2006).

1.4.2. Menangle virusas
MenV buvo aptiktas 1997 m. per infekcinj protrikj vienoje i$ Australijos
kiaulidZziy. Buvo nustatyta, kad infekcija Siuo virusu sukeélé reprodukcines

kiauliy ligas, dél kuriy Zenkliai sumazéjo kiauliy vados, o MenV buvo aptiktas
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parSeliy, gimusiy negyvy, nervy sistemos audiniuose (Philbey ir kt., 1998).
Nustacius naujai aptikto viruso genomo sekg ir palyginus Sio viruso
koduojamy baltymy sekas ir reguliacines genomo sritis su kity paramikso
virusy, paaiskéjo, kad jos yra labiausiai panaSios j Rubulavirus genties
paramikso virusy, todél MenV buvo priskirtas Rubulavirus genciai. Taciau buvo
aptiktas ir vienas esminis skirtumas. MenV HN baltymo aminorigsciy seka
néra pakankamai panasi j kity paramikso virusy, o neuraminidazés aktyvy
centrg formuojancios aminordgstys skiriasi nuo kity paramikso virusy
analogiskg funkcijg atliekanc¢io HN baltymo aktyvy centrg formuojanciy
aminorugsciy. Beje, HN baltymo neuraminidazine funkcija atliekantj aktyvy
centrg formuojancios aminordgstys yra labai konservatyvios. Manoma, kad
MenV HN baltymas gali neturéti neuraminidazinio aktyvumo, nors savo
erdvine struktidra, kaip rodo struktidrinés analizés duomenys, gauti naudojant
baltymy struktiirg jvertinancius algoritmus, yra panasi j Rubulavirus genties
paramikso virusy. Taip pat gali bati, kad MenV HN baltymo neuraminidazinj
aktyvuma turintis centras yra suformuotas i$ kitokiy aminorigsciy (Bowden ir
kt., 2001). Ar MenV HN baltymas turi neuraminidazinj aktyvumg, iki Siol néra
aisku.

Iki pat Siandien buvo uZregistruotas tik vienintelis MenV sukeltas
infekcinis protrukis, kurio metu paaiskéjo, kad Sis virusas infekuoja kiaules ir
sukelia reprodukcines Siy gyvuliy ligas (Philbey ir kt., 2007). Sumazéja jy
parSiavimosi daZznis, pagauséja savaiminiy persileidimo atvejy, Siuo virusu
uzsikrétusiy kiauliy vadose padidéja parseliy, gimusiy negyvy, skaicius.
Infekuoty gimusiy negyvy parseliy gallnés, kaukolé ir snukis daZzniausiai yra
nepilnai iSsivyste ir stipriai deformuoti, taip pat smarkiai blina paZeistos jy
galvos ir stuburo smegenys (Philbey ir kt., 2007). MenV infekcinio protrikio
metu specifiniai virusui antiklinai buvo aptikti infekcijos nuniokotoje ir dar
keliose netoliese esanciose kiaulidése auginamy kiauliy kraujo serumuose.

Taip pat §j virusg neutralizuojantys antikinai buvo aptikti dviejy kiaulidés
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darbininky, turéjusiy tiesioginj kontaktg su uzsikrétusiomis kiaulémis, kraujyje.
Abu infekuoti kiaulidés darbuotojai susirgo j gripg panasia liga bei buvo isberti.
Po Sio infekcinio protrikio nuniokotos kiaulidés apylinkése gyvenanciy
SikSnosparniy kraujo serume taip pat buvo aptikti MenV specifiniai antiklnai.
Po Sio atradimo buvo padaryta prielaida, kad batent Sie sparnuotieji Zinduoliai
yra infekcijos Saltinis. Po vienintelio infekcinio protrukio paaiskéjus, kad MenV
yra platinamas SikSnosparniy, nuo kuriy gali uzsikrésti kiaulés, o nuo infekuoty
kiauliy — ir Zmogus, ir Sis virusas gali sukelti reprodukcines kiauliy ligas bei
pazeisti besilaukiancios kiaulés vaisiaus nervy sistemg, Menangle virusu buvo
labai susidométa ir prasidéjo $io viruso tyrimai (Philbey ir kt., 1998). Siandien
jau yra nustatyta, kad serologiniy MenV infekcijos pozymiy galima aptikti
daZniausiai trijose Ptreopus genties SikSnosparniy rasyse: P.poliocephlus,
P.alecto ir P.conspicilliatus. Sios $ik$nosparniy ridys gyvena Australijos
Zemyne ir Papua Naujojoje Gvinéjoje. Yra manoma, kad batent Siame areale
yra paplites ir Menangle virusas. |ki pat Siandien néra aiSku, kaip Sis virusas
plinta. Nors specifiniai MenV antiktnai yra aptinkami daugelio Australijoje
gyvenanciy Pteropus genties SikSnosparniy kraujo serume, taciau iki Siol nei i$
vieno Siuos antiklinus turindio suaugusio individo nepavyko isskirti paties
viruso. Taip pat MenV nepavyko aptikti serologinius infekcijos pozymius
turinciy SikSnosparniy Slapime ir iSmatose. Nustatyta, kad suaugusiems
SikSnosparniams MenV nesukelia jokiy ligos simptomy (Philbey ir kt., 2008).
Taip pat jokiy ligy Sis virusas nesukelia, nei suaugusioms kiauléms, nei tik
gimusiems gyviems parSeliams. Yra manoma, kad MenV issivysCiusiame
organizme replikuojasi labai negausiai, todél nepavyksta aptikti paties viruso,
nors to pakanka sukelti imuninj organizmo atsaka, kurio metu yra gaminami
Siam virusui specifiniai antikiinai. Taciau MenV virusu uZsikrétus
besivystanciam vaisiui, jo Igstelése virusas replikuojasi labai gausiai ir sukelia
stiprius apsigimimus. Jei Si prielaida yra teisinga, tuomet issivystes organizmas
turéty tureéti kazkokius nuo gausios viruso replikacijos apsaugancius veiksnius,
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kuriy neturi besivystantis vaisius (Philbey ir kt., 2008). Remiantis Siomis
prielaidomis yra manoma, kad deél neefektyvios MenV replikacijos
infekuotiems suaugusiems individams virusas nesukelia jokiy ligos simptomy,
o j aplinkg patenka tik labai mazas skaicius infektyviy Sio viruso daleliy, dél to
nepavyksta jy aptikti. Spéjama, kad efektyviausiai Sis virusas plinta uZsikrétus
nuo motinos vaisiui tokioje vystymosi stadijoje, kurioje Sio viruso infekcija
nebedaro Zalos. Taip virusas yra perduodamas i$ kartos j kartg, o gime negyvi
infekuoti individai gali bati infektyviy viruso daleliy, patenkanciy j aplinka,
Saltinis (Philbey ir kt., 2008).

Menangle viruso tyrimai tik jsibégéja. Ar Sis neseniai atrastas zoonotinis
SikSnosparniy platinamas virusas kelia rimtg pavojy kitoms gyviny rasims,
tarp jy ir Zmogui, néra iki galo aiSku. Reikia tikétis, kad j §j klausimg pavyks
atrasi atsakyma ateityje prie$ jvykstant dar vienam Sio viruso sukeltam

infekciniam protrakiui.

1.5. Virusiniy baltymy sintezé heterologinése baltymy sintezés sistemose

Heterologiniy baltymy sintezés sistemos yra sukurtos daugelyje
organizmy, pradedant bakterijomis ir baigiant aukstesniaisiais eukariotais,
Zinduoliy lasteliy kultGromis. Heterologiniy baltymy sintezés sistemos yra
naudojamos daugelio virusiniy baltymy sintezei, o Siose sistemose susintetinti
virusiniai baltymai yra naudojami jvairiems tikslams.

Rekombinantiniai  virusiniai baltymai susintetinti heterologinése
sistemose yra naudojami Siy baltymy struktiros ir savybiy tyrimams, virusiniy
ligy diagnostikai, vakciny kdrimui, lgsteléje vykstanciy procesy analizei ir
daugelyje kity moksliniy tyrimy sriciy. Akivaizdu, kad Zmogaus ligas
sukeliantys virusai replikuojasi aukstesniyjy eukarioty Iastelése ir Siems
virusams padauginti daZniausiai naudojamos Zinduoliy lgsteliy kultdros. Sios
Igstelés labiausiai tinka ir Zzmogy infekuojanciy virusy baltymy sintezei, nes jos

turi tinkamus Siuos baltymus modifikuojanéius fermentus, ir sistemas
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reikalingas Siy baltymy brandinimui. Heterologinése sistemose susintetinti
rekombinantiniai virusy baltymai nuo natyviy analogisky baltymy gali skirtis
savo savybémis ir erdvine struktlra. Tyrimams, kuriuose yra naudojami
heterologinése sistemose susintetinti rekombinantiniai virusy baltymai, yra
svarbu, kad Sie baltymai savo savybémis kuo maziau skirtysi nuo natyviy
analogisky baltymy. Suprantama, kad Zinduoliy Iasteliy kultlrose susintetinti
Zmogaus virusy baltymai daZniausiai savo savybémis bina panaSis j
analogiskus natyvius baltymus. Taciau, tokios sintezés sistemos yra gana
sudétingos, sunku iSauginti didesne Iasteliy biomase ir iSgryninti patj baltymg,
todél gaunama maza Siose sistemose sintetinamo baltymo iSeiga. Pastaruoju
metu ieSkoma bidy dideliems rekombinantiniy virusiniy baltymy kiekiams
gauti, nes placiai paplitusiy infekciniy ligy diagnostikai ir prevencijai reikalingi
dideli Siy baltymy kiekiai. Kita vertus, heterologinéje sintezés sistemoje
susintetintas baltymas turi iSsaugoti jam bidingas savybes.

Mikroorganizmai dauginasi greitai, todél nesunku uzauginti didelj norima
baltyma sintetinanciy Iasteliy biomasés kiekj. GreiCiausiai dauginasi
prokariotiniai organizmai — bakterijos, todél juose yra iSbandyta beveik
daugelio virusy baltymy sintezé. Nustatyta, kad bakterijose susintetinti
Zmogaus virusy baltymai neturi kai kuriy Siems baltymams biadingy savybiy,
dél to yra silpni antigenai ir jy panaudojimas yra ribotas. PavyzdZiui,
rekombinantinis tymy viruso N baltymas susintetintas E.coli bakterijose, buvo
prastas diagnostinis reagentas lyginant su tymy viruso N baltymu, kuris buvo
susintetintas vabzdziy ir Zinduoliy Igstelése (Warnes ir kt., 1994). Dar labiau
skiriasi natyviy ir bakterijose susintetinty virusiniy glikoproteiny, kurie
normaliu atveju bresta endoplazminiame tinkle ir Goldzio komplekse, savybés.
Pavyzdziui, gripo viruso krauja-agliutinuojantis baltymas HA, homologiskas
paramikso virusy HN ir H glikoproteinams, §j baltyma sintetinant bakterijose
suformuoja kitokig erdvine struktlrg ir nesgveikauja su gripo virusg

neutralizuojanciais monokloniniais antikiinais (Nayak ir kt., 1985). Be to,
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bakterijose susintetinty baltymy panaudojimas Zmogui yra ribotas dél galimo
jvairiy endotoksiny poveikio. Kai bakterijos, kaip producentas, pasirodo
netinkamos, démesys krypsta j eukariotinius mikroorganizmus, tokius kaip
mielés.

IS pirmo Zvilgsnio atrodyty, kad Zemesnieji eukariotai panasiai kaip ir
bakterijos gali buti netinkami virusiniy baltymy sintezei dél to, kad mieliy ir
auksteniyjy eukarioty baltymy brandinimo sistemos skiriasi (Hu ir kt., 1994a;
Hu ir kt., 1994b; Hu ir Norrby, 1994). Taciau imunologiniy tyrimy duomenys
rodo, kad P.pastoris mielése susintetintu gripo viruso HA baltymu imunizuotos
pelés yra atsparios letaliai gripo viruso infekcijai (Saelens ir kt., 1999), o Sis
baltymas, susintetintas mielése S.cerevisiae, saveikauja su specifiniais
antikdnais taip pat efektyviai kaip ir natyvus Sio baltymo analogas (Jabbar ir
kt., 1985). Pakankamai imunogeniSkus virusinius baltymus gali gaminti ir
aukstesnieji, zinduoliams tolimi eukariotai. Parodyta, kad transgeninio tabako,
sintetinancio tymy viruso H baltymga, lapy ekstraktu galima sukelti tymy virusg
neutralizuojanciy antikiiny gamybg pelése, netgi imunizavus jas oraliskai
(Huang ir kt., 2001). Jau minétas tymy viruso N baltymas, susintetintas
vabzdziy lastelése, taip pat puikiai tiko tymy viruso infekcijy diagnostikai.
Daugybé eksperimenty patvirtino, kad mielése susintetinti jvairls Zinduoliy
baltymai savo struktlira bei biologiniu aktyvumu nesiskiria nuo analogisky
baltymy, gaunamy Siuos baltymus sintetinant aukstesniyjy eukarioty lgstelése
(Munder ir Hinnen, 1999).

Kepimo mielés S.cerevisiae yra placiai naudojamos heterologiniy baltymy
sintezei. Jos gerai auga nebrangiose terpése, Siose mielése baltymy sekrecijos
keliai ir potransliacinés modifikacijos yra panasios j aukstesniyjy eukarioty,
neturi endotoksiny, taip pat yra nepavojingos Zmogui. Daugumoje atvejy
svetimy geny raiSkai mielése yra naudojami mieliy geny promotoriai.
Vektoriumi daZniausiai yra naudojama plazmidé, kuri paprastai mieliy

S.cerevisiae lgsteles transformuoja Ziedinéje formoje, turi selektyvy genga-
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Zymenj ir yra daugiakopijiné. Didelis kopijy skaicius priklauso nuo jos sudétyje
esancio dvimikroninés mieliy plazmidés fragmento, kuris uZtikrina Sios
plazmidés nepriklausomg replikacijg ir stabily palaikyma Iasteléje. NeZitrint
visy patogumy, heterologinius baltymus koduojanciy geny raiska mielése
S.cerevisiae néra garantuota ir priklauso nuo daugelio veiksniy. Naudojant tg
patj mieliy promotoriy, mieliy geno raiSka daznai yra kelias deSimtis ar Simtus
karty stipresné nei heterologinio geno raiska. Tai lemia pati geno seka, kuri
gali daryti jtakg heterologinés iRNR stabilumui, ir nuo to priklauso Sios iRNR
kiekis lgsteléje (Mellor ir kt., 1985). Taip pat sintetinamas svetimas baltymas
gali biti nuodingas Igstelei ir stabdyti jos augimg (Shuster ir kt., 1989), kartais
jo sintezé gali blti netgi letali (Caumont ir kt., 1996). Gavus norimo baltymo
sinteze ir padidinus iSeigg optimizuojant sintezés salygas bei baltymo
gryninimo procedurg, svarbu jsitikinti, ar baltymas pasizymi jam bldingomis
savybémis. Mielése S.cerevisiae sekretuojami baltymai daZznai blna
hiperglikozilinti, o tai gali pakeisti Siose mielése sintetinamo heterologinio
glikoproteino savybes bei isSaukti nepageidaujamg pasalinj imuninj atsaka,
Siuo baltymu vakcinuojant Zmogy (Cremata ir kt., 1998). Iki Siol mielése yra
susintetinta daugelis jvairiy virusy glikoproteiny, padedandiy in vitro ir in vivo
tirti jvairias sgveikas bei pasizyminciy natyviam viruso baltymui biadingomis
antigeninémis savybémis (Jabbar ir kt., 1985). Reikia pazyméti, kad pirmoji
rekombinantiné vakcina, skirta kovai su Zmogaus hepatito B virusu, buvo
susintetinta mieliy S.cerevisiae svetimy baltymy sintezés sistemoje (Makela,
2000). Virusiniy baltymy, sintetinamy ir brandinamy lgstelés citoplazmoje,
sintezé mielése néra tokia komplikuota, kaip viruso dalelés apvalkalo
glikoproteiny. DaZniausiai mielése S.cerevisiae susintetinti Paramyxoviridae
Seimos virusy nukleokapsidés baltymai pasizymi natyviems analogiskiems
baltymams bidingomis savybémis (Samuel ir kt., 2002; Samuel ir kt., 2003;
Slibinskas ir kt., 2004; Slibinskas ir kt., 2003).
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1.6. Paramyxoviridae Seimos virusy nukleokapsidés baltymy sintezé
jvairiose heterologiniy baltymy sintezés sistemose

Paramikso virusy N baltymai, susintetinti heterologinése baltymy
sintezés sistemose, formuoja virusy nukleokapside primenancias daleles
(vNPD). Buvo nustatyta, kad naudojant adeno virusy ir vakcinijos virusy
pagrindu sukonstruotus vektorius, Zinduoliy Iastelése susintetintas tymy
viruso N baltymas formuoja vNPD ir Siam procesui néra reikalinga virusinés
RNR bei kiti viruso baltymai (Fooks ir kt., 1995; Spehner ir kt., 1991). Nors
Zinduoliy lastelése susintetini rekombinantiniai paramikso virusy N baltymai
savo savybémis yra panaSis | natyvius analogiSkus paramikso virusy N
baltymus, taiau naudojant Sig heterologiniy baltymy sintezés sistemg
nejmanoma gauti dideliy N baltymo kiekiy. Taip pat jvairiy paramikso virusy N
baltymai sékmingai buvo susintetinti ir vabzdziy Igstelése, naudojant
bakulovirusy pagrindu sukonstruotg svetimy baltymy sintezei skirtg vektoriy
(Fooks ir kt., 1993). Buvo nustatyta, kad vabzdzZiy lIgstelése susintetinti
paramikso virusy N baltymai taip pat formuoja vNPD nesant virusinés RNR ir
kity viruso baltymy. Naudojant vabzdzZiy lgsteles paramikso virusy N baltymy
sintezei yra gaunami gana dideli Siy baltymy kiekiai. Be to, Sioje sistemoje
susintetinty paramikso virusy N baltymy formuojamas vNPD galima isgryninti
naudojant paprastus gryninimo metodus, juos centrifuguojant per tanky
sacharozés tirpalo sluoksnj, o po to CsCl tankio gradiente. Vabzdziy lgstelése
susintetinty paramikso virusy N baltymy formuojamos vNPD, jas stebint EM,
yra labai panasios j paramikso virusy nukleokapside, kuri formuojasi Siy virusy
infekcijy metu Zinduoliy lastelése (Bhella ir kt., 2002; Bhella ir kt., 2004,
Schoehn ir kt., 2004). Taciau rekombinantiniy baltymy formuojamos vNPD yra
Siek tiek ilgesnés ir turi mazesnj lyginamajj svorj (Fooks ir kt., 1993). Taip gali
bati dél to, kad vabzdzZiy Iastelése susintetinty paramikso virusy N baltymy
formuojamos vNPD yra be virusinés RNR, kuri suteikia nukleokapsidei

papildomg svorj ir, galbit, riboja jos ilgj. Yra manoma, kad vabzdZiy lgstelése
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susintetinti paramikso virusy N baltymai renkasi j virusy nukleokapside
primenancius darinius nesgveikaudami su RNR arba Siems dariniams
susiformuoti reikalinga nespecifiné sgveika su vabzdziy Igstelés citoplazmoje
esancia RNR (Fooks ir kt., 1993). Taip pat buvo nustatyta, kad vabzdziy
Igstelése susintetinty tymy viruso N baltymy formuojamos vNPD, jas
iSgryninus, yra labai imunogeniskos ir reaguoja su sveikstanciy nuo tymy
pacienty kraujo serumu. Todél Sioje sistemoje susintetintas tymy viruso N
baltymas gali blti sékmingai naudojamas Sio viruso infekcijy diagnostikai. Be
to, vabzdziy lastelése susinetinty paramikso virusy N baltymy formuojamos
VNPD yra sékmingai naudojamos detaliems S$iy virusy nukleokapsidés
morfologijos tyrimams (Bhella ir kt.,, 2002). Nors vabzdziy Iasteliy
heterologiniy baltymy sintezés sistema puikiai tinka paramikso virusy N
baltymy sintezei, tac¢iau naudojant Sig sistemg néra paprasta gauti didelius
biomasés kiekius, dél to, norint gauti didelius kiekius N baltymy, bity patogu
naudoti mieliy arba bakterijy sistemas skirtas svetimy baltymy sintezei. Keleto
paramikso virusy N baltymy buvo méginta susintetinti bakterijose (Warnes ir
kt., 1995). Taciau bakterijose susintetinti paramikso N baltymai neformuoja
tokiy vNPD, kurias formuoja tie patys N baltymai, susintetinti aukstesniyjy
eukarioty svetimy baltymy sintezés sistemose. Bakterijose susintetintas
Zmogaus respiracinio sincitinio viruso N baltymas formuoja tik nukleokapsidés
Ziedus, kuriuos sudaro desSimt arba vienuolika tarpusavyje susijungusiy N
baltymy (Tawar ir kt., 2009). Taip pat bakterijose susintetinti paramikso virusy
N baltymai yra neimunogeniski, prasti diagnostiniai reagentai. Matyt, Sioje
sistemoje susintetinti N baltymai skiriasi savo erdvine struktlra nuo natyviy
baltymy (Warnes ir kt., 1994). Paramyxoviridae Seimos kiaulytés ir tymy
virusy N baltymai buvo sékmingai susintetinti mielése S.cerevisiae ir P.pastoris
(Samuel ir kt., 2002; Samuel ir kt., 2003; Slibinskas ir kt., 2004; Slibinskas ir kt.,
2003). Buvo gautos didelés Siy baltymy iSeigos. Nustatyta, kad mielése

susintetinti kiaulytés ir tymy virusy N baltymai formuoja vNPD, yra
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imunogeniski, pasizymi natyviems N baltymams bidingomis antigeninémis
savybémis, todél buvo sékmingai pritaikyti Siy virusy infekcijy serologinei
diagnostikai. Tai pat naudojant mielése susintetintus rekombinantinius
kiaulytés ir tymy virusy N baltymus buvo gauti specifiniai Siems virusams

antikanai (Zvirbliené ir kt., 2007).
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2. TYRIMY METODIKA

2.1. MEDZIAGOS
2.1.1. Reagentai

Visi Siame darbe naudoti reagentai yra auksciausios prieinamos kokybés.
RuosSiant tirpalus reagentai tirpinti vandenyje, jei darbe pateiktose

metodikose nenurodyta kitaip.

2.1.2. Fermentai
Verselio Zarny Sarminé fosfatazé, DNR polimerazés, T4 DNR ligazé,
dezoksiribonukleazé I, ribonukleazé A ir visos darbe naudotos restrikcijos

endonukleazés buvo pagamintos uzdaroje akcinéje bendrovéje ,,Fermentas”.

2.1.3. Oligonukleotidai
DNR padauginimui PGR metodu naudoti oligonukleotidy pradmenys:
1. Sintetinant SeV N geng raiskai mielése S.cerevisiae:
5‘— CAACTAGTACAATGGCTGGATTGTTGAGCACC
3’ — GTACTAGTTTAGATTCCTCCTACCCCAGCT
2. Sintetinant hPIV1 N geng raiskai mielése S.cerevisiae:
5— AAACTAGTACAATGGCAGGTCTACTAAGTACT
3~ AGTACTAGTTTAAATTCCTCCTATCCCTGCAGCCGC
3. Sintetinant hPIV3 N gena raiskai mielése S.cerevisiae:
5'—TATTCTAGAACAATGTTGAGCCTATTTGATACATTTA
3~ TTGTCTAGATTAGTTGCTTCCAAATGCATTAAACAGA
4. Sintetinant hRSV N geng raiskai mielése S.cerevisiae:
5‘— GCAACTAGTACAATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTG
3= TTTACTAGTTTAAAGCTCTACATCATTATCT
5. Sintetinant NiV N geng raiSkai mielése S.cerevisiae:

5— AAAACTAGTACAATGAGTGATATCTTTGAAGAG
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10.

11.

12.

13.

14.

3‘— AAAACTAGTTTACACATCAGCTCTGACGAAATCT
Sintetinant HeV N geng raiSkai mielése S.cerevisiae:

5‘— AGAACTAGTACAATGAGTGATATATTTGACGAG

3'— GATACTAGTTTACACGTCTGCTCTAACAAAG
Sintetinant MenV N geng raiSkai mielése S.cerevisiae:

5‘—TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC

3‘— ACATCTAGAAATGATACTTGGGC
Sintetinant NiV-Ny;.399 gena raiskai mielése S.cerevisiae:

5— AAAACTAGTACAATGAGTGATATCTTTGAAGAG

3~ AAAACTAGTTTATGTTTCCTGAACTGCAGCAGCG
Sintetinant HeV-Ny;.399) g€n3 raiskai mielése S.cerevisiae:

5‘— AGAACTAGTACAATGAGTGATATATTTGACGAG

3‘— GTACTAGTTTAGATTCCTCCTACCCCAGCT
Sintetinant MenV-Ny1.399) g€n3 raiskai mielése S.cerevisiae:

5‘—TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC

3 — AGATCTAGATTAGGTGACTGCTGCTGACATATCC
Sintetinant MenV-N cs1is) 8€ng raiskai mielése S.cerevisiae:

5‘—TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC

3 — GTTATTAGTAGTCTAGATTAGTGATGGTGATGGTGATGCAT
Sintetinant MenV-Ny1.400+csHis) 8N3 raiskai mielése S.cerevisiae:

5'—TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC

3 — GTTATTAGTAGTCTAGATTAGTGATGGTGATGGTGATGTCT
Sintetinant MenV-Ny1.430.ceHis)€N3 raiskai mielése S.cerevisiae:

5‘—TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC

3 — GTTATTAGTAGTCTAGATTAGTGATGGTGATGGTGATGATT
Sintetinant MenV-Ny.460+csmis) §8N3 raiskai mielése S.cerevisiae:

5'—TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC

3’ — GTTATTAGTAGTCTAGATTAGTGATGGTGATGGTGATGGGG
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15. Sintetinant MenV-Ny-490+csris) §€N3 raiskai mielése S.cerevisiae:
5‘—TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC
3’ — GTTATTAGTAGTCTAGATTAGTGATGGTGATGGTGATGCC
16. Sintetinant  TyV-N(y1.400) koduojanCia DNR seky klonavimui E.coli
bakterijose:
5‘—TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC
3= TTACTAGTTTAATGCATTGCAATCTCTGAAACAAGC
17. Sintetinant hRSV-Nc;75.39;) koduojanCia DNR seky klonavimui E.coli
bakterijose:
5'— AGTTATGCATGCTAGTGTGCAAGCA
3= TTTACTAGTTTAAAGCTCTACATCATTATCT
18. Sintetinant chimerinj Nyv.nn1-400+hrSV-N-c275-392) 8enag raiSkai mielése
S.cerevisiae:
5—TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC
3~ TTTACTAGTTTAAAGCTCTACATCATTATCT

Oligonukleotidy pradmenys DNR sekos nustatymui
1. | pFGG3 plazmide jklonuotos sekos nustatymui skirti GAL7 geno
promotoriaus ir transkripcijos terminatoriaus pradmenys:

GAL7P — ATTATGCAGAGCATCAACATG
GAL7T — GTCTTTGTAGATAATGAATCTG

2. | pBluescript plazmide jklonuotos sekos nustatymui skirti pradmenys:
M13/pUC-22-mer — GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA
M13/pUC-24-mer — GAGCGGATAACAATTTCACACAGG

2.1.4. Bakterijy ir mieliy terpés, Iasteliy auginimo sglygos
LB terpé (Sambrook ir kt., 1989) 1 % peptonas
0.5 % mieliy ekstraktas

0.75 % NaCl
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Agarizuota LB terpé (Sambrook ir kt., 1989)

MEPD terpé (Guthrie ir Fink, 1991)

Agarizuota MEPD terpé (Guthrie ir Fink, 1991)

MEPG terpé (Guthrie ir Fink, 1991)

Agarizuota MEPG terpé (Guthrie ir Fink, 1991)

E.coli 1astelés buvo auginamos agarizuotoje arba skystoje terpéje 37°C
temperatdroje. Bakteriniy transformanty atrankai ir auginimui j terpes buvo
pridedama 50 pg/ml ampicilino. Mieliy lgstelés buvo auginamos agarizuotoje
arba skystoje terpéje 28-30°C temperatiroje. S.cerevisiae transformanty

atrankai ir biomasés auginimui j agarizuotg bei skystg MEPD terpes buvo

pridedama po 0.0125 % formaldehido.
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2 % agaras

1 % peptonas

0.5 % mieliy ekstraktas
0.75 % NaCl

2 % gliukozé

2 % peptonas

1 % mieliy ekstraktas
2 % agaras

2 % gliukozeé

2 % peptonas

1 % mieliy ekstraktas
2.5 % galaktozé

2 % peptonas

1 % mieliy ekstraktas
2 % agaras

2 % galaktoze

2 % peptonas

1 % mieliy ekstraktas



2.1.5. Bakterijy, mieliy kamienai ir plazmidés

Plazmidziy konstravimui naudoti Escherichia coli kamienas DH5a (F-
gyrA96 (Nalr) recAl relAl endAl1 thi-1 hsdR17 (rk—mk+) ginV44 deoR A(lacZYA-
argF)U169 [p80dA(lacZ)M15]).

Transformanty gavimui naudoti mieliy Saccharomyces cerevisiae
kamienai: AH 22-214 (a ura3 leu2 his3), 214Apep4 (a ura3 leu2 his3 Apep4) ir
FH4 (a/a).

Plazmideés:

pSeV(+)-V-C365R — vektorius su klonuotu SeV N genu (Huang ir kt., 2000)
pFastBacHT-NiV — vektorius su klonuotu NiV N genu (Chua ir kt., 2000)
pFastBacHT-HeN — vektorius su klonuotu HeV N genu (Wang ir kt., 2000)
pCR4-TOPO-MenV-N7 — vektorius su klonuotu MenV N genu (Bowden ir kt.,
2001)

pFGG3 — mieliy S.cerevisiae svetimy baltymy sintezés vektorius (Slibinskas ir
kt., 2004)

pBluescript Il KS(+) — klonavimo vektorius, ApR; ColE1 replikonas (Alting-Mees
ir Short, 1989)

pBluescript Il KS(-) — klonavimo vektorius, ApR; ColE1 replikonas (Alting-Mees
ir Short, 1989)

2.2. METODAI
2.2.1. DNR padauginimas PGR metodu

Polimerazinés grandininés reakcijos misiniai sudaryti pagal gamintojo
rekomendacijas (UAB “Fermentas”, 2004-2005) su 2.5mM MgSO,
koncentracija galutiniame misSinyje. Dauginant N genus, skirtus raisSkai mielése
S.cerevisiae, buvo naudota Pfu DNR polimerazé (UAB “Fermentas”). PGR

vykdyta "Eppendorf Mastercycler” DNR amplifikatoriuje gamintojo
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rekomenduotomis sglygomis (UAB , Fermentas”), atliekant 30 amplifikacijos
cikly ir parenkant pradmeny prisijungimo temperatirg atsizvelgus j konkreciu

atveju naudotus pradmenis.

2.2.2. DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektroforezé buvo atliekama 0.8-1.4 % agarozés, iStirpintos TAE
buferyje (0.04 M Tris-acetato ir 0.2 mM EDTA), geliuose su 0.1 ug/ml etidzZio
bromidu, naudojant horizontalias agarozés ploksteles ir veikiant 10 V/cm
stiprumo jtampa. Elektroforezés aparato talpa taip pat buvo uzpildoma TAE
buferiu. Pasibaigus elektroforetiniam frakcionavimui geliai buvo analizuojami

transiliuminatoriaus "Fotodyne" UV Sviesoje (Sambrook ir kt., 2001).

2.2.3. DNR fragmenty iSskyrimas i$ agarozés gelio

Siam tikslui ruo$iant agarozés gelj naudojamos pladius takelius
formuojancios sSukos. | vieng ar kelis takelius jneSamas DNR fragmenty misinys
(5-20 pg DNR j vieng takelj). ] gretimus takelius jneSami DNR fragmenty ilgio
standartai. Po elektroforezés UV Sviesoje gelyje paiymima vieta, kurioje
iSsidéstes reikiamo dydZio fragmentas. ISpjauta agarozés juostelé su DNR
fragmentu  susmulkinama ir patalpinama | ,Eppendorf” firmos
mikrocentrifugos mégintuvélj. DNR fragmentai iS agarozés gelio buvo
iSskiriami naudojant ,,Amresco” agarozés gelio ekstrahavimo rinkinj K220-

50RXN gamintojo rekomenduotomis sglygomis (Amresco, JAV).

2.2.4. Plazmidinés DNR skyrimas i$ E.coli Iasteliy
Plazmidiné DNR buvo skiriama Sarminés lizés metodu. Priklausomai nuo

eksperimento tikslo buvo naudojamos jvairios Sio metodo modifikacijos.

Plazmidiniy DNR minipreparaty ruosimas

Sis metodas naudojamas norint atlikti plazmidZiy restrikcine analize.
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Plazmidiniai DNR minipreparatai buvo paruosti naudojant UAB
,Fermento” ,GenelET™ Plazmid Miniprep Kit“ rinkinj gamintojo

rekomenduotomis sglygomis (UAB ,Fermentas”).

Plazmidiniy DNR midipreparaty ruoSimas

Sis metodas naudojamas norint i$skirti didesnj kiekj plazmidinés DNR.

Tiriama kolonija uZséjama j 200 ml skystos LB terpés su ampicilinu,
auginama per naktj maiSant purtykléje 200 aps/min grei¢iu 37°C
temperatiroje. Centrifuguojama 5 min 1600 x g atitinkancia iScentrine jéga
0°C temperatiroje. Supernatantas nupilamas, Igstelés suspenduojamos 20 ml
distiliuoto vandens. Prie gautos lasteliy suspensijos pridéjus 2 tdrius
0.2 N NaOH -1 % NDS tirpalo, miSinys Svelniai sumaiSomas, 5 min laikomas
kambario temperatiroje. Po to pridedama 1.5 tdrio 3 M NaAc tirpalo (pH 4.8).
Gerai sumaiSoma, palaikoma 0.5-1val 4°C temperatlros Saldytuve ir
centrifuguojama 15-25min 8.000x g atitinkancia iScentrine jéga 0°C
temperatiroje. DNR i§ supernatanto iSsodinama pridedant lygy tarj
izopropanolio. Centrifuguojama 20 min 8000 aps/min grei¢iu. Nuosédos
iStirpinamos 4 ml vandens. Po to pridedama 0.5 tdrio 12 M LiCl tirpalo,
laikoma 0.5-1 val 4°C temperatiroje. Centrifuguojama 10 min 10.000 x g
atitinkancia iScentrine jéga. Plazmidiné DNR i$ supernatanto iSsodinama 0.65
tdrio izopropanolio. Centrifuguojama 10 min 2500 aps/min greiciu. Nuosédos
praplaunamos 70 % etanoliu, tirpinamos 400 pl vandens, j kurj jdedama 4 pl
10 mg/ml RNRazés. Laikoma 20 min 37°C temperatiros termostate. Po to
uzpilama lygiu tdriu fenolio—chloroformo miSiniu. Gerai sumaiSoma ir
centrifuguojama 3 min 12.000 x g atitinkancia iScentrine jéga. Vandeniné fazé
nusiurbiama, pridedama 1/10 tdrio 3 M NaAc tirpalo (pH 5.2) ir 2 tdriai 96 %
etanolio. Gerai sumaisius laikoma 20 min —70°C temperatiiros Saldytuve ir

centrifuguojama 10 min 12.000 x g atitinkancia iScentrine jéga. DNR nuosédos
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porg karty praplaunamos 70% etanoliu, iSdZiovinamos ir iStirpinamos

dejonizuotame vandenyje (Sambrook ir kt., 2001).

2.2.5. DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis

DNR hidrolizé vykdoma optimaliomis (buferiniai tirpalai bei inkubacijos
temperatira buvo parenkami pagal gamintojo rekomendacijas) kiekvienai
restrikcijos endonukleazei salygomis (UAB ,Fermentas“). 1ug DNR
hidrolizuoti imami 1-2 restrikcijos endonukleazés aktyvumo vienetai ir
reakcijos miSinys inkubuojamas 1-2 val Po inkubacijos, reakcijos misinj
naudojant elektroforetinikam DNR frakcionavimui, j 10 ul méginj budavo
pridedama 1 ul dazo (0.04 % bromfenolio mélio, 0.04 % ksilolcianolio, 30 %
glicerino). Jei restrikcijos endonukleaze paveikta DNR buvo naudojama kitose
fermentinése reakcijose, reakcijos miSinys buvo ekstrahuojamas fenolio—

chloroformo misiniu ir iSsodinamas etilo alkoholiu.

2.3.6. DNR 5" fosforo grupés pasalinimas

DNR 5° fosforo grupés pasalinimui buvo naudojama Sarminé fosfatazé
iSskirta iS verSiuko Zarny (CIAP). Reakcija vykdoma gamintojo
rekomenduotomis sglygomis (UAB “Fermentas”). Po reakcijos misinys buvo

ekstrahuojamas fenolio-chloroformo misiniu ir iSsodinamas etilo alkoholiu.

2.3.7. DNR ligavimas

DNR ligavimo reakcija buvo vykdoma ligavimo buferyje 2val 25°C
temperatiroje arba per naktj 4°C temperatlroje, pridéjus 1-5vnt T4 DNR
ligazés (UAB , Fermentas”). Vektoriaus ir DNR fragmenty santykis ligavimo
misSinyje 1:4. Jvykus reakcijai, ligavimo miSiniu (T4 DNR polimerazé
inaktyvuojama laikant 10 min 65°C temperatiroje) transformuojamos

kompetentinés E.coli Igstelés.
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2.2.8. E.coli kompetentiniy Igsteliy paruosimas

E.coli kolonija inkubuojama per naktj 5 ml LB terpés 37°C temperatiroje,
purtant 200 rpm greiciu. Si kultira skiedZiama 50-100 karty ta pacia terpe ir
auginama apie 2.5 val (kol Iasteliy kultGros tankis pasiekia 0.6 optinio vieneto
prie 550 nm bangos ilgio) tomis paciomis sglygomis. Auginimg nutraukus visos
tolesnés procediros atliekamos ledo vonioje. Lastelés surenkamos
centrifuguojant 10 min 800 x g atitinkancia iScentrine jéga. Supernatantas
nupilamas, lgstelés suspenduojamos 5 ml | tirpalo (100 mM NaCl, 5 mM
MgCl,, 5mM Tris-HCI, pH 7.5-8) ir vél centrifuguojama tomis paciomis
sglygomis. Supernatantas nupilamas, Igstelés suspenduojamos 2.5 ml Il tirpalo
(100 mM CacCl,, 5 mM MgCl,, 5 mM Tris-HCI, pH 7.5-8) ir Si suspensija laikoma
0.5-1 valanda. Po to lgstelés centrifuguojamos tomis paciomis sglygomis.
Supernatantas nupilamas, lgstelés suspenduojamos 1/15 pradinio tario |l

tirpalo ir naudojamos transformacijai.

2.2.9. E.coli kompetentiniy Igsteliy transformacija

Vykdant transformacijg vienam meéginiui imama 200 ul kompetentinés
kultdros ir 1-5 pug ligavimo misSinio DNR (20 ul ligavimo misinio) arba 0.04-
0.1 pg natyviy plazmidziy DNR. Kompetentiniy Igsteliy ir DNR misSinys 30 min
laikomas lede, po to perneSamas j 42°C temperatiros vandens vonig ir
inkubuojamas 1.5 min, véliau 1-2 min laikomas lede. Po to DNR ir Igsteliy
misinys uZpilamas 1 ml LB terpés ir 1 val inkubuojamas 37°C temperatiroje.
Lastelés nusodinamos centrifuguojant 5 min 1600 x g atitinkancia iScentrine
jéga ir iSséjamos ant agarizuotos LB terpés su ampicilinu. LékStelés

inkubuojamos 37°C temperaturoje per naktj.
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2.2.10. Mieliy Saccharomyces cerevisiae transformacija plazmidine DNR ir
transformuoty mieliy Igsteliy uzsaldymas ilgalaikiam saugojimui

] 5 ml MEPD terpés uZzséjamas mieliy kamienas, kuris bus naudojamas
transformacijai. Auginama per naktj 30°C temperatiros kratytuve. Kultdra
skiedZiama ta pacia terpe ir inkubuojama 30°C temperatdros kratytuve iki
optinio tankio 1-1.5 (bangos ilgis 600 nm). Lastelés centrifuguojamos 5 min
800 x g atitinkancia iScentrine jéga. Plaunamos 5ml TE (10 mM Tris-HCI,
0.1 mM EDTA, pH 7.5) buferio ir vél nucentrifuguojamos tomis paciomis
sglygomis. Lastelés suspenduojamos 3 ml 0.1 M LiCl (istirpinto TE buferyje)
tirpalo ir inkubuojamos 1val 30°C temperatiiroje. Po to nusodinamos
centrifuguojant 5 min 800 x g atitinkancia iScentrine jéga ir suspenduojamos
100 pl 0.1 M LiCl tirpalo.

Transformacijai naudojama 15 ul auksciau aprasytu bddu gauty
kompetentiniy lIgsteliy ir 5 pl plazmidinés DNR. Misinys inkubuojamas 30 min
25-30°C temperatiroje. Po to pridedama 2 tdriai 50 % PEG-4000 (TE buferyje),
inkubuojama 1 val 30°C temperatiroje, 20 min laikoma 42°C temperatiroje.
Tada misinys uzpilamas 1 ml MEPD terpés ir inkubuojama per naktj 30°C
temperatiros termostate. Po 12-16val inkubacijos j terpe pridedama
vandeniu praskiesto formaldehido tirpalo, iki 0.0125% galutinés jo
koncentracijos. Inkubuojama 2-3 val Tada lgstelés nusodinamos 6 sekundes
centrifuguojant stalinéje mikrofugoje ir iSséjamos ant agarizuotos MEPD
terpés su 0.0125 % formaldehido. Po dviejy dieny iSauge transformanty
kolonijos perséjamos ant MEPD terpés su 0.025 % formaldehido. Tolesnei
analizei imami tik gerai Sioje terpéje augantys transformantai.

Gauti patikrinti mieliy transformantai uzSaldomi ilgalaikiam saugojimui
MEPD terpéje su glicerinu. Tuo tikslu S.cerevisiae transformanty kolonija per
naktj auginama 5 ml MEPD terpés su formaldehidu 30°C temperatiros

kratytuve iki 6-10 optinio tankio vienety (esant 600 nm bangos ilgiui), tada
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Igstelés centrifuguojamos 5 min 800 x g atitinkancia iScentrine jéga ir
suspenduojamos 1 ml MEPD terpés su 18 % glicerino. Gauta suspensija

nedelsiant uzsaldoma —70°C temperatlroje ir saugoma.

2.2.11. S.cerevisiae transformanty auginimas ir indukcija

S.cerevisiae transformantai auginami 24 val 30°C temperaturoje, purtant
kratytuve 250 rpm greiciu, skystoje MEPD terpéje su formaldehidu. Lastelés
atskiriamos nuo terpés centrifuguojant 5 min 800 x g atitinkancia iScentrine
jéga ir suspenduojamos indukuojancioje terpéje MEPG su tokia pat 0.0125 %
formaldehido koncentracija. Indukcija, palaikant tokias pat inkubacijos
sglygas, vykdoma 24 val Tada Igstelés vél nucentrifuguojamos taip pat, gautos
biomasés uzsaldomos ir ardomos iskarto arba koncervuojamos ilgesniam

laikui =70°C temperatiroje.

2.2.12. Suardyty mieliy Igsteliy suspensijos paruosimas ir tiriamy baltymy
sintezés lygio nustatymas

Indukuotos mieliy lgstelés surenkamos 5 min centrifuguojant 800 x g
atitinkanéia  iScentrine  jéga.  Supernatantas  nupilamas, lgstelés
suspenduojamos vandenyje ir centrifuguojamos taip pat. Supernatantas
nupilamas, centrifuguojama 30 sek. Lasteliy biomasé pasveriama ir jdedama j
ledo vonig, uZpilama ardymo tirpalu (AT — 50 mM natrio fosfatas, pH 7.4,
5mM EDTA, 1mMPMSF [fenilmetilsulfonyl fluoridas — proteaziy
inhibitorius]), ardymo tripalo/lgsteliy svorio santykis 10:1, Igstelés
suspenduojamos. Pridedami stiklo rutuliukai. Bandymams naudotos drégnos
mieliy biomasés ir stiklo rutuliuky svoriy santykis — 1:2. 1 min ardoma
intensyviai purtant ant kratyklés, 1 min Saldoma ledo vonioje. Atliekami 8
tokie ciklai. Tada j mégintuvélj pridedamas 2 x NDS-PAGE pavyzdziy buferio
(2.2.16.) tdris, lygus naudoto ardymo buferio tdriui. Gerai sumaiSius

meégintuvélis iS ledo vonios iSkart perkeliamas j 100°C temperatirg ir
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inkubuojama 10 min Taip paruosti méginiai frakcionuojami NDS-PAGE metodu
(2.2.17.).

N baltymy kiekis suardytoje mieliy Igsteliy suspensijoje (SLS)
nustatytomas lyginant N baltymo kiekj SLS su Zinomomis iSgryninto N baltymo
koncentracijomis baltymy imunoblotingo metodu (2.2.18.) naudojant
specifinius N baltymui antikiinus. N baltymo kiekis SLS apskai¢iuojamas
naudojant vaizdo analizés programag ImageQuant™ TL (GE Healthcare, JAV).
Apskaiciuotas N baltymo kiekj padalinamas i§ bendro SLS baltymy kiekio,
nustatyto Bradford metodu (2.2.15.), ir gautg reikSme padauginus i 100 %
apskaiciuojamas santykinis N baltymo kiekis. Trijuose identiskai paruoStuose
meéginiuose suskaiciuojamas santykinis N baltymo kiekis, Sio kiekio vidurkis ir

standartinis nuokrypis.

2.2.13. Baltymy gryninimas centrifuguojant per 30 % sacharozés tirpalo
sluoksnj ir cezio chlorido tankio gradiente

Visi veiksmai atliekami Saldant mieliy lIgsteles ledo vonioje. Lasteliy
biomasé suspenduojama uZpylus du tlrius AT, pridedama 2 tdriai stiklo
rutuliuky. 1 min ardoma intensyviai purtant ant kratyklés, 1 min Saldoma ledo
vonioje. Atliekami 8 tokie ciklai. Tada suardyta mieliy lgsteliy suspensija
20 min nucentrifuguojama 10.000 x g atitinkancia iScentrine jéga (Beckman
centrifuga, JA-14 rotoriuje, 12.000 aps/min) 0°C  temperatiroje,
supernatantas — tirpiy baltymy frakcija — surenkamas.

Tirpiy baltymy frakcija (TBF) patalpinama virS 30% sacharozés tirpalo
(istirpintos ardymo tirpale) sliuoksnio ultracentrifuginiame meégintuvélyje.
Sacharozés tirpalo sluoksnis ir virS jo patalpinta TBF frakcija 3 val
centrifuguojama 100.000 x g atitinkancia iScentrine jéga (Beckman-Coultier
ultracentrifuga, Ti60 rotoriuje, 38.000 aps/min) 0°C temperatiroje.
Nucentrifugavus gautos baltyminés nuosédos istirpinamos ardymo tirpale

(bandymui naudotos biomasés svorio ir AT tlrio santykis — 1:4).
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Toliau sacharozés sluoksnj jveike N baltymai centrifuguojami i$ skirtingos
koncentracijos CsCl tirpalo sluoksniy (1.38; 1.35; 1.32; 1.29; 1.26 g/ml AT)
suformuotame tankio gradiente. CsCl tirpalo sluoksniai ir virs jy patalpinti
sacharozés sluoksnj jveike N baltymai 36 val centrifuguojami 100.000 x g
atitinkancia iScentrine jéga (Beckman-Coultier ultracentrifuga, Ti60 rotoriuje,
38.000 aps/min) 0°C temperatidroje. Po $io gryninimo Zingsnio surenkamos

1 ml tdrio CsCl tirpalo frakcijos ir iSmatuojamas jy tankis.

2.2.14. vNPD pluduriavimo tankio nustatymas

Virusiniy baltymy sudaromy vNPD pladuriavimo tankis CsCl gradiente
buvo nustatomas refraktometru, matuojant CsCl frakcijy su didziausiomis
VvNPD koncentracijomis tankj dejonizuoto vandens atzvilgiu ir iSvedant ty
frakcijy tankiy vidurkj. Visais tirty N baltymy atvejais vNPD pltduriavimo
tankis buvo nustatomas keleto (trijy arba daugiau) nepriklausomy baltymy
gryninimo procediry metu. Atlikus tris nepriklausomus bandymus

apskaiciuojamas vNPD pladuriavimo tankio vidurkis ir standartinis nuokrypis.

2.2.15. Baltymy koncentracijos nustatymas

Baltymy koncentracija buvo nustatoma Bradford metodu (Bradford
1976). Metodas pagrjstas baltymy sugebéjimu sudaryti kompleksus su Kumasi
briliantiniu méliu G. Kompleksy koncentracija nustatoma spektrofotometriskai
(bangos ilgis 595 nm). Tiriamo baltymo koncentracija nustatytoma pagal
kalibracine kreive, sudaromg i§ Zinomy BSA baltymo koncentracijy ir

iSmatuoty jy optiniy tankiy.

2.2.16. Baltymy méginiy paruosimas NDS-PAGE
Ruosiant méginius, SLS arba bet kurios gautos skiriant baltymus frakcijos
meéginys maiSomas su 2 x NDS-PAGE pavyzdziy buferiu (0.125 M Tris-HClI,

pH 6,8, 4% NDS, 0.02% bromfenolio mélynojo, 20 % glicerino ir 2% 2-
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merkaptoetanolio) santykiu 1:1. Meéginiai 10 min virinami 100°C

temperaturoje.

2.2.17. Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje

Elektroforezei naudojamas 12 % skirstomasis poliakrilamido gelis (12 %
akrilamido/N,N’-metilenbisakrilamido 30:0.8, 0.375 M Tris-HCI, pH 8.8, 0.1 %
NDS, 0.1 % amonio persulfato ir 0.001 % TEMED), ir maZos koncentracijos
koncentruojantis gelis (4 % akrilamido/N,N’-metilenbisakrilamido 30:0.8,
0.125M Tris-HCI, pH 6.8, 0.1 % NDS, 0.1 % amonio persulfato ir 0.001 %
TEMED). Elektroforezei naudojamas Tris-glicino/SDS elektroforezés buferis
(0.3 % Tris, 1.44 % glicinas ir 0.1 % NDS). Ji atliekama vertikalios elektroforezés
aparate, palaikant tokius maksimalius ribojancius parametrus: 60 mA
nuolatinés srovés stiprj ir 200 V jtampa.

Po elektroforezés gelis dazomas Kumasi méliu (40 % etanolis, 0.1 %
Coomassie Brilliant Blue R-250, 10 % acto rigstis) 30 min Svelniai purtant, po
to 2 kartus po 1 val tokiomis pat sglygom plaunamas blukinanciu tirpalu (5 %

acto ragstis, 10 % etanolis).

2.2.18. Baltymy imunoblotingas

Atliekant  baltymy imunoblotingg (BIB) baltymai i§ pradziy
iSfrakcionuojami 10 % koncentracijos PAA gelyje (sudétis tokia pat, kaip ir
aprasyto 2.2.17. skyrelyje, tik akrilamido/N,N’-metilenbisakrilamido 30:0.8
koncentracija yra 10 %) elektroforezés bldu, palaikant 2.2.17. suminétas
sglygas. Apytiksliam tiriamy baltymy dydZiui nustatyti kartu frakcionuojami
nudazyty baltymy molekulinio svorio standartai (pagaminti UAB
“Fermentas”). Po elektroforezés PAA gelis jmerkiamas j baltymy pernesimo
buferj (10 % metanolis, 150 mM glicinas, 25 mM Tris-HCI, pH 8.3), ten pat
jdedama ir forma bei dydziu gelj atitinkanti nitroceliuliozinés “Hybond-ECL"

tipo membranos atraiZza. Laikoma 10 min. Tada atliekamas pussausis
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iSfrakcionuoty baltymy pernesSimas ant nitroceliuliozinés membranos. Ant
baltymy perneSimo aparato (“Biometra”) katodinio pado viena ant kitos
sudedamos keturios pernesimo buferyje suslapintos 1 mm storio gelio dydzio
sugeriamo popieriaus atraizos. Ant jy dedama pernesimo buferyje pamirkyta
nitroceliulioziné membrana, ant kurios virSaus atsargiai uzklojamas gelis su
tiriamais baltymais. Ant Sio sumustinio virSaus vél dedamos keturios tokio pat
dydZio suslapintos sugeriamo popieriaus atraizos. Viskas i$ virSaus prislegiama
anodiniu aparato padu ir 40 min vykdomas baltymy pernesSimas i$ gelio ant
membranos, palaikant pastovig 12 V jtampa.

Po perneS§imo membranoje su prisitvirtinusiais baltymais likes
“neuzimtas” plotas 1val kambario temperatiiroje blokuojamas 5 % pieno
milteliy, istirpinty TTBS buferyje (0.5 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7.6, 0.1 %
Tweenzo), tirpale. Trumpai praskalavus TTBS, membrana 1 val orbitaliniame
hibridizatoriuje (“Biometra”) 25°C temperatiroje plaunama su 0.1-0.2 ml/cm?
tdrio reikiamai TTBS buferyje praskiestu pirminiy antikliny pries tiriama
baltyma tirpalu (praskiedima nurodo gamintojas). Neprisijunge pirminiai
antikinai nuo membranos atplaunami 3 kartus po 15 min inkubuojant su
1.5 ml/cm? tario TTBS buferiu tomis pat sglygomis. Tada 1 val plaunama su
TTBS praskiestu antriniy antiklny, konjuguoty su krieny peroksidaze, tirpalu,
kurio tdris ir praskiedimas toks pat kaip ir pirminiy antikiiny atveju.
Atplaunama taip pat, kaip ir nuo pirminiy antikny. Pries ryskinimg membrana
dar 2 kartus po 5 min atplaunama 2 ml/cm? tario TBS buferiu (0.5 M NadCl,
20 mM Tris-HCl, pH 7.6), kad bity pasalintas j TTBS buferio sudétj jeinantis
Tween?’. Su antikiiniais reaguojanéiy baltymy juostelés ant membranos
iSryskinamos vykstant krieny peroksidazés fermentinei reakcijai, kurios metu
susidaro spalvoti junginiai. Darbe naudotas ryskalas su 4-chloro-1-naftolio
substratu (15 mg 4-cloro-1-naftolio, 3 ml etanolio, 25 ml TBS, 20 ul 30 % H,0,,
sudéty isvardinta eilés tvarka) arba komercinis UAB “Fermentas” gamybos

“TMB Blotting” ryskalas su 3,3’,5,5'-tetrametilbenzidino (TMB) substratu.
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2.2.19. Elektroniné mikroskopija
Tiriami méginiai buvo uzneSami ant anglimi padengto paladzZio tinklelio
su 400 akuciy ir dazomi 2 % vandeniniu uranilacetato tirpalu. Tinkleliai su

dazytais pavyzdziais analizuojami elektroniniu mikroskopu JEM-100S.

2.2.20. Visos mieliy lastelés RNR iSskyrimas

Visa mieliy lgstelés RNR Siame darbe buvo iSskirta rigsStaus fenolio
metodu (Schmitt ir kt.,, 1990). Mielés S.cerevisiae uzaugintos 5 ml MEPD
terpés, indukuoti 5 ml MEPG terpés. Lgstelés iSsodintos centrifuguojant 5 min
800 x g atitinkancia iScentrine jéga ir suspenduotos 400 ul AE buferio (50 mM
natrio acetato, pH 5.3, 10 mM EDTA), suspensija perkeliama j Ependorf tipo
meégintuvélj ir pridedama 40 pl 10 % NDS tirpalo. Sumaisius pridedamas lygus
tdris rdgStaus fenolio (prisotinto AE buferiu iki pH5.3), sumaiSoma ir
inkubuojama 65°C temperatlroje 4 min. Tada misinys staigiai atSaldomas ledo
vonioje ir inkubuojamas kol pasirodo fenolio kristalai (3-5 min).
Centrifuguojama stalinéje centrifugoje 12.000 x g atitinkancia iScentrine jéga.
Vandeniné fazé nusiurbiama j kitg meégintuvélj ir ekstrahuojama fenolio-
chloroformo (1:1) misSiniu kambario temperatiiroje. Vandeniné fazé
perkeliama j mégintuvélj, veiktg 0.1 % DEPC (dietilpirokarbonato) tirpalu,
pridedama 1/10 tdrio 3 M natrio acetato (pH 5.3, veikto DEPC) tirpalo bei 2.5
tdrio etanolio, sumaiSoma ir inkubuojama 2 val —70°C temperatiroje. RNR
iSsodinama centrifuguojant 10 min 16.000 x g atitinkancia iScentrine jéga 4°C
temperatdroje, nuosédos praplaunamos 80 % etanoliu ir suspenduojamos
20 ul DEPC veikto vandens. ISskirta RNR laikkoma uZSaldyta —-70°C

temperaturoje.
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2.2.21. RNR isskyrimas i$ virusy nukleokapside primenanciy dariniy

100 pg isgryninty iS N baltymy suformuoty virusy nukleokapside
primenanciy daleliy (vNPD) istirpinta 500 pl fosfatinio buferio (50 mM natrio
fosfatas, pH 7.4, 1 mM EDTA). Padalinus iStirpintas vNPD j dvi lygias dalis,
viena dalis buvo inkubuojama 37°C temperatiroje 20 min, esant 10 pg/ml
DNazés | koncentracijai, o kita — 10 ug/ml RNazés A koncentracijai. Po
inkubacijos j abu méginius buvo pridedama 1/10 tdrio 10 % SDS tirpalo ir lygus
tdris rdgstaus fenolio bei inkubuojama 4 min 65°C temperatdroje, o po to
5 min 0°C temperatiroje. Tada abu méginiai centrifuguojami 3 min stalinéje
centrifugoje kambario temperatiroje maksimaliu greiciu. Toliau visi iSskyrimo
etapai vykdomi naudojant tik 0.1 % DEPC apdorotus antgalius, ependorfus,
vandenj ir kitus reikmenis, turésiancius salytj su tiriamu méginiu.
Supernatantas nusiurbiamas, j jj pridedama 1/10 tdrio 3 M natrio acetato
(pH 5.3), 2.5 tario etanolio bei 20 ug/ml glikogeno ir sumaisius laikoma —70°C
per naktj. RNR iSsodinama centrifuguojant stalinéje centrifugoje 15 min
14.000 aps/min  grei¢iu 4°C  temperatiroje. Nuosédos tirpinamos
dejonizuotame vandenyje. ISskirta RNR laikoma uZSaldyta —70°C
temperatdroje. Prie$ analize | méginius buvo pridedama 1/10 tirio
10 x DNazés | buferio (UAB ,,Fermentas”) ir 10 ug/ml DNazés | koncentracija
arba 10 pug/ml RNazés A koncentracija ir inkubuojama 20 min 37°C

temperaturoje.

2.2.22. RNR elektroforezé agarozés gelyje su formaldehidu

Pries elektroforeze analizuojami iSskirtos RNR meéginiai buvo maiSomi
lygiomis dalimis su 2 x RNR pavyzdziy buferiu (UAB ,Fermentas”), turinciu
95 % formamido ir 0.025 % etidzio bromido. Tada RNR denatlruojama 70°C
temperatdroje 5 min ir atSaldoma ledo vonioje. Taip paruosti meéginiai
frakcionuojami agarozés gelyje su formaldehidu (1-1.5 % agarozés ir 2.2 M

formaldehido  MOPS  buferyje), (Sambrook ir  Russell  2001)
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rekomenduojamomis sglygomis. Elektroforezé vykdoma 4-5val MOPS
buferyje (0.2 M MOPS (3-[N-morpholino]propansulfoniné rdgstis), pH 7.0,
20 mM natrio acetato ir 10 mM EDTA, pH 8.0), palaikant 5V/cm elektrinio
lauko stiprumga. Po elektroforezés gelis analizuojamas transiliuminatoriaus

(“Fotodyne”) UV Sviesoje.

2.2.23. RNR hibridizacija su radioaktyviu zondu

Atliekant RNR hibridizacijg buvo naudojami standartiniai protokolai
(Sambrook ir Russell 2001). Agarozés gelyje su formaldehidu isfrakcionuota
RNR buvo perneSama ant nailoninés membranos ir imobilizuojama UV 3viesa.
Tada atliekama hibridizacija su *P fyméta totaline mieliy lastelés RNR. Po
hibridizacijos nailoninés membranos analizuotos autoradiografijos budu,
naudojant aparatg Phosphor-Imager (Amersham Biosciences), pagal

gamintojo rekomendacijas.
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3. DARBO REZULTATAI

Pagrindinis Sio darbo tikslas buvo susintetinti Paramyxoviridae Seimos
virusy nukleokapsidés (N) baltymus mielése S.cerevisiae ir iSirti, ar mielése
sintetinami Sios Seimos virusy N baltymai formuoja virusy nukleokapside
primenancias daleles (vNPD), ir ar Sie baltymai tinka paramikso virusy
infekcijy diagnostikai. Tokia pat tvarka iSdéstyti ir Sio darbo rezultatai: 3.1.
skyriuje aprasant paramikso virusy N baltymy sinteze mielése bei jy savybes,
o 3.2. skyriuje — tyrimus, skirtus nustatyti, ar mielése susintetinti baltymai
tinka diagnostikai.

Sis darbas atliktas Biotechnologijos instituto Eukarioty geny inZinerijos
skyriuje, bendradarbiaujant su to pacio instituto Imunologijos ir lgstelés
biologijos skyriumi (vadové A.Zvirbliené), Vilniaus universiteto Medicinos
fakulteto Vaiky ligy klinika, Lietuvos AIDS centru, Hirosimos universiteto
Biomedicinos moksly aukstgja mokykla, Japonija (angl. — Graduate School of
Biomedical Sciences, Hiroshima University, Japan), de Salud Carlos lll instituto
Nacionaliniu mikrobiologijos centru (NMC), Ispanija, (angl. — National Center
of Microbiology, de Salud Carlos Il Institute, Spain) ir Australijos gyviny
sveikatos prieziliros laboratorija (AGSPL), Australija (angl. — Australian Animal

Health Laboratory, Australia).

3.1. Paramyxoviridae Seimos virusy nukleokapsidés baltymy sintezé
mielése S.cerevisiae
3.1.1. Mieliy raiskos vektoriy su nukleokapsidés baltymus koduojanciais
genais konstravimas ir mieliy transformacija

Sendai viruso (SeV) N baltymg koduojantis genas gautas plazmidéje
pSeV(+)-V-C365R i$ dr. T. Sakaguchi (Biomedicinos moksly aukstoji mokykla,
Hirosimos universitetas, Japonija) (Huang ir kt., 2000). Seka yra identiska SeV
kamieno Z N geno sekai, jregistruotai GenBank duomeny bazéje. Sekos

atpazinimo numeris — M30202.
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1 ir 3 serotipy Zmogaus paragripo virusy (hPIV1 ir hPIV3), taip pat
Zmogaus respiracinio sincitinio viruso (hRSV) N genai gauti i$ dr. M. Coiras
(NMC, de Salud Carlos Il institutas, Ispanija). NMC Sie genai padauginti
atvirkstinés transkripcijos ir polimerazine grandinine reakcijomis (AT-PGR), abi
reakcijas atliekant vienu metu. Atvirkstinés transkripcijos reakcijoje pirmine
seka naudotos virusy genomo RNR buvo isskirtos i$ surinkty hPIV1, hPIV3 ir
hRSV uizsikrétusiy pacienty gerklés gleivinés méginiy. AT-PGR padauginti N
genai buvo klonuoti bakterinéje plazmidéje pBluescript Il KS(+) naudojant
Eco32I restrikcijos endonukleazés (RE) taikinj. Gautos plazmidés pBlsc-hPIV-1-
N, pBlisc-hPIV-3-N ir pBlsc-hRSV-N panaudotos tolesniuose tyrimuose.
Plazmidése klonuoty geny nukleotidy sekos buvo nustatytos Biotechnologijos
instituto Sekoskaitos centre ir, naudojant FASTA programa, palygintos su
duomeny bazése esanciomis sekomis. Palyginamoji analizé parodé, kad
klonuoto hPIV1 N geno koduojama baltymo seka labiausiai sutampa su
baltymy banko duomeny bazéje jregistruota hPIV1 kamieno C39 (99.046 %
homologija, sekos atpaZzinimo numeris AAA46828.1) N baltymo seka. Klonuoto
hPIV3 N geno koduojama baltymo seka labiausiai sutampa su baltymy banko
duomeny bazéje jregistruota hPIV3 kamieno C-243 (98.123 % homologija,
sekos atpaZinimo numeris BAA32570.1) N baltymo seka, o hRSV N geno seka
yra identiSka hRSV kamieno A2 N geno sekai (sekos atpaZinimo numeris
X00001.1). Paramikso virusai, kaip ir dauguma RNR virusy, sparciai kinta, todél
gauty geny nukleotidy sekos skyrési 1-2 % nuo geny banke esanciy sekuy.
hPIV-1, hPIV-3 ir hRSV tirti N baltymus koduojantys genai gauti naudojant AT-
PGR ir i§ pacienty iSskirtg virusy genomo RNR, todél gauty N geny sekos
galéjo turéti AT-PGR metu polimeraziy padaryty klaidy. Siekiant iSvengti tokiy
klaidy, buvo atlikta po tris nepriklausomus kiekvieno N geno klonavimo ir
sekoskaitos eksperimentus. Jsitikinus, kad trijy nepriklausomy bandymy
rezultatai sutampa, klonuoty hPIV1 ir hPIV3 N geny sekos buvo jregistruotos

GenBank duomeny bazéje (atpazinimo numeriai EU346886.1 ir EU346887.1).
82



Nipah, Hendra ir Menangle virusy (NiV, HeV ir MenV) N baltymus
koduojantys genai gauti plazmidése pFastBacHT-NiV, pFastBacHT-HeN ir
pCR4-TOPO-MenV-N7 is dr. W. P. Michalski (AGSPL, Australija) (Bowden ir kt.,
2001; Chua ir kt., 2000; Wang ir kt., 2000). Sekos yra identiskos N geny
sekoms, jregistruotoms GenBank duomeny bazéje. Seky atpazinimo numeriai:
NiV N geno — AF212302, HeV N geno — AF017149 ir MenV N geno — AF326114.

Paramikso virusy N baltymy sintezei mielése S.cerevisiae tirti naudotas
svetimy baltymy sintezei mielése S.cerevisiae skirtas vektorius — plazmidé
pFGG3 (Slibinskas ir kt., 2004). Sis vektorius turi 2 um plazmidés fragments,
kuris uztikrina vektoriaus autonomine replikacija mielése S.cerevisiae.
Vektoriaus schema pateikta 13 paveiksle. pFGG3 plazmidé replikuojasi tiek
mielése S.cerevisiae, tiek E.coli bakterijose. Mielése replikacijg uztikrina jos
turimas 2 um plazmidés fragmentas, turintis mieliy S.cerevisiae replikacijos
pradzios seka, o E.coli bakterijose — bakterijy vektoriaus p/C19H dalis, turinti
E.coli plazmidés ColE1 ORI seka. Transformanty atrankai bakterijose
naudojamas atsparumg ampicilinui suteikiantis bla genas, koduojantis B-
laktamaze. Transformanty atrankai mielése naudojamas Candida maltosa
formaldehido dehidrogenazés genas FDHI1, suteikiantis atsparuma
formaldehidui (Sasnauskas ir kt., 1992). pFGG3 plazmidé turi du galaktoze
jjungiamus GAL7 ir GAL10/PYK1 geny promotorius, po kuriy seky galima
jterpti tiriamag baltyma koduojanciag DNR seka. Nors abu promotoriai yra
panasiai jjungiami ir yra panaSaus stiprumo, taciau juos naudojant kartu
vienoje svetimy baltymy geny raiskos sistemoje GAL7 promotorius i$ dalies
slopina GAL10/PYK1 promotoriaus aktyvuma. Taip yra, matyt, dél transkripcija
reguliuojancio Galdp baltymo trikumo, nes Igsteléje yra ribotas Sio baltymo
molekuliy skaicius. Gal4p baltymas yra batinas jjungiant abu promotorius,
taciau Sis baltymas efektyviau jungiasi su GAL7 promotoriaus reguliacine seka
nei su analogiska seka GAL10/PYK1 promotoriuje. Dél Sios priezasties GAL7

promotoriui tenka didesnis Gal4p baltymo molekuliy skaicius, todél toje
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pacioje lgsteléje GAL7 veikia efektyviau nei GAL10/PYK1. Biotechnologijos
instituto Eukarioty geny inZinerijos skyriuje dr. R. Slibinsko atlikti tyrimai
parodé, kad efektyvesné tymy ir kiaulytés virusy N baltymy geny raiska
mielése S.cerevisiae gaunama naudojant pFGG3 plazmidés GAL7 promotoriy.
Todél Siame darbe paramikso virusy N baltymy sintezés mielése tyrimams
pasirinktas GAL7 promotorius. 13 paveiksle pavaizduotoje pFGG3 plazmidéje
i$ karto po GAL7 promotoriaus sekos yra GAL7 geno transkripcijos
terminatorius, kurj Zymi trumpinys GAL7-ter. Abi transkripcijos reguliacines
sekas, promotoriy ir transkripcijos terminatoriy, skiria Bcul RE taikinys, kuris
yra naudojamas tiriamg baltymg koduojancios DNR sekos klonavimui

konstruojant raiSkos vektorius.

GALT7-ter Bewr
GAL7-pr

ApR_/ <\, GAL10/PYK1-pr

= p FGG3 % PGK1-ter

13 pav. Darbe naudoto svetimy baltymy sintezei mielése S.cerevisiae skirto vektorius pFGG3 schema.
Seky Zyméjimai tokie: ApR — B-laktamazés genas, FDH1 — formaldehido dehidrogenazés genas, 2mk-
ars — 2 um mieliy plazmidés fragmentas, GAL7-pr ir GAL10/PYK1-pr — galaktoze jjungiamy mieliy
S.cerevisiae geny promotoriai, GAL7-ter ir PGK1-ter — transkripcijos terminatoriy sekos, Bcul — Bcul
restrikcijos endonukleazés taikinys.

Siekiant sukonstruoti vektorius tiriamy paramikso virusy N baltymy
sintezei mielése S.cerevisiae, pFGG3 plazmidé hidrolizuota Bcul RE. Po
hidrolizés nuo susidariusiy lipniy DNR galy veikiant Sarmine fosfataze CIAP
(angl. — calf intestine alkaline phosphatase) pasalinta fosfato grupé, tokiu

badu isvengiant vektoriaus susijungimo j pradine Ziedine plazmidés formg
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vélesniame konstravimo etape. SeV, hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir MenV N
baltymus koduojancios DNR sekos buvo padaugintos polimerazinés
grandininés reakcijos (PGR) metodu. Reakcijoje pirmine seka naudoti
plazmidése pSeV(+)-V-C365R, pBlsc-hPIV1-N, pBlsc-hPIV3-N, pBlsc-hRSV-N,
pFastBacHT-NiV, pFastBacHT-HeN ir pCR4-TOPO-MenV-N7 klonuoti N baltymy
genai. Siekiant, kad PGR buaty kuo tikslesné, ji atlikta su Pfu DNR polimeraze.
ISskyrus MenV atvejj, naudojant specifinius PGR pradmenis dauginamy DNR
seky 5" ir 3" galuose buvo prijungiamas Bcul RE taikinys. Kadangi MenV N
baltymo genas turi Bcul RE taikinj baltyma koduojancioje dalyje, dauginant Sig
DNR sekg PGR naudotais pradmenimis 5° ir 3° galuose prijungtas Xbal RE
taikinys. Sj taikinj hidrolizavus Xbal RE susidaro lipnis dvigrandés DNR galai,
identiski Bcul RE suformuojamiems lipniems galams. Padaugintos N baltymus
koduojancios DNR sekos hidrolizuotos Bcul arba Xbal RE ir naudojant Bcul RE
taikinj klonuotos pFGG3 vektoriuje po galaktoze jjungiamo GAL7 promotoriaus
sekos. Gautos N baltymy sintezei mielése S.cerevisiae skirtos plazmidés
pFGG3-SeV-N, pFGG3-hPIV1-N, pFGG3-hPIV3-N, pFGG3-hRSV-N, pFGG3-NiV-
N, pFGG3-HeV-N ir pFGG3-MenV-N. Siy plazmidziy schemos pateiktos 14
paveiksle. Klonuoty DNR fragmenty sekos buvo papildomai nustatytos
Biotechnologijos instituto Sekoskaitos centre ir jsitikinta, kad Sios sutampa su
pirminémis sekomis.

Siekiant istirti kaip NiV, HeV ir MenV N baltymy C-dalis veikia Siy baltymy
gebéjimg formuoti nukleokapside primenancius darinius, Siame darbe
sukonstruoti vektoriai skirti NiV, HeV ir MenV N baltymy be C-dalies sintezei
mielése S.cerevisiae. Siam tikslui PGR padaugintos NiV, HeV ir MenV N
baltymy N-dalj (1-399 ar.) koduojancios DNR sekos hidrolizuotos Bcul (NiV ir
HeV atvejais) arba Xbal (MenV atveju) RE ir naudojant Bcul RE taikinj
klonuotos pFGG3 vektoriuje po galaktoze jjungiamo GAL7 promotoriaus
sekos. Plazmidése pFGG3-NiV-N, pFGG3-HeV-N ir pFGG3-MenV-N klonuotos

pilno ilgio N baltymus koduojancéios DNR sekos PGR naudotos pirminémis
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sekomis. Gauti vektoriai pFGG3-NiV-Ny1.309) PFGG3-HeV-Ny1.399) ir pFGG3-
MenV-N1.399, kuriy schemos pateiktos 15 paveiksle. Klonuoty DNR
fragmenty sekos patikrintos Biotechnologijos instituto Sekoskaitos centre ir

jsitikinta, kad Sios sutampa su pirminémis sekomis.

GAL7-ter  Beur GAL7-ter  Beur
SeV-N 3PGVI-N
ApR N ApR
7/ o 7/ o
GAL7-pr GAL7-pr
pFGG3-SeV-N r\ pFGG3-2PGV1-N
gGAL10/PYK1—pr A ;;gGAUO/PYKLpr
FDH1 PGK1-ter \ A<PaK1-ter
A, o 2mk-ars = 2mk-ars
GAL7-ter  Beur
GAL7-ter  Beur JRSV-N

Beul
GAL7-pr

ZPGV3-N AoR f

Beul
j GALT7-pr

GAL10/PYK1-pr
GAL10/PYK1-pr

PGK1-ter

2mk-ars

- GAL7-ter  Beur

i NiV-N HeV-N
ApR ApR
/‘ Beul £ Beul
GAL7-pr
GAL7-pr
pFGG3-NiV-N pFGG3-HeV-N
égGAUO/PYKLpr GAL10/PYK1-pr
& PGK1-ter FDH1 \ N PGK1-ter
= 7/2/mk-ars F- e 2mk-ars
GAL7-ter
MenV-N

ApR/W
y
y

o PFGG3-MenV-N EGA”"”

GAL10/PYK1-pr

PGK1-ter

2mk-ars

14 pav. Sukonstruoty paragripo virusy N baltymy sintezei mielése S.cerevisiae skirty vektoriy
schemos. A. SeV, B. hPIV1, C. hPIV3, D. hRSV, E. NiV, F. HeV ir G. MenV. Seky Zyméjimai tokie: ApR —
B-laktamazés genas, FDH1 — formaldehido dehidrogenazés genas, 2mk-ars — 2 um mieliy plazmidés
fragmentas, GAL7-pr ir GAL10/PYK1-pr — galaktoze jjungiamy mieliy S.cerevisiae geny promotoriai,
GAL7-ter ir PGK1-ter — transkripcijos terminatoriy sekos, Bcul — Bcul restrikcijos endonukleazés
taikinys.
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GALT-ter Beul GAL7-ter  Beul

NiV-N 1.399) ApR/j HeV-Ny31.399)
GAL7-pr

GAL7-pr PFGG3-HeV-N y1.399)

GAL10/PYK1-pr

PGK1-ter
N - #
A- © 2mk-ars B- 2mk-ars

GAL7-ter

MenV-N ;1.399)

ApR/f
PFGG3-MenV-Ny;.309) ﬁ GALT-pr

7 GAL10/PYK1-pr
PGK1-ter

2mk-ars

15 pav. Sukonstruoty paragripo virusy N baltymy be C-dalies sintezei mielése S.cerevisiae skirty
vektoriy schemos. A. NiV, B. HeV ir C. MenV. Seky Zyméjimai tokie: ApR — B-laktamazés genas, FDH1 —
formaldehido dehidrogenazés genas, 2mk-ars — 2 um mieliy plazmidés fragmentas, GAL7-pr ir
GAL10/PYK1-pr — galaktoze jjungiamy mieliy S.cerevisiae geny promotoriai, GAL7-ter ir PGK1-ter —
transkripcijos terminatoriy sekos, Bcul — Bcul restrikcijos endonukleazés taikinys.

MenV N baltymo antigeninéms sritims nustatyti buvo sukonstruoti
vektoriai, skirti sutrumpinty MenV N baltymo varianty sintezei mielése
S.cerevisiae. PGR metodu buvo padaugintos sutrumpintus MenV N baltymo
variantus koduojancios DNR sekos. Buvo sukonstruoti vektoriai, skirti MenV N
baltymo fragmenty be 29, 59, 89 ir 119 C-galiniy ar. sintezei mielése
S.cerevisiae. Sutrumpinty geny konstravimui buvo panaudoti 3° galo
pradmenys, koduojantys SeSias His ar., jterptas isSkart po paskutinés baltymo
ar., pries transliacijos STOP signalo tripletg. Tokiu budu, PGR naudotais
pradmenimis dauginty DNR seky 3° galuose buvo prijungtos 6His
koduojancios sekos. Plazmidéje pFGG3-MenV-N klonuota pilno ilgio N baltyma
koduojanti seka PGR naudota pirmine seka. Padaugintos sutrumpintus MenV

N baltymo variantus koduojancios DNR sekos, naudojant Xbal RE taikinj,
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klonuotos pFGG3 vektoriuje po galaktoze jjungiamo GAL7 promotoriaus
sekos. Gauti vektoriai pFGG3-MenV-N1-a90+cetis) PFGG3-MenV-Ny1.a60+cotis)»
PFGG3-MenV-Ny1.a30.coris) it MenV-Nyi_a00+cotis)- Siy vektoriy konstravimo
schema pateiktos 15 paveiksle. Klonuoty DNR fragmenty sekos patikrintos
Biotechnologijos instituto Sekoskaitos centre ir jsitikinta, kad Sios sutampa su
pirmine seka. Siam tyrimui tokiu pat bidu sukonstruotas vektorius, skirtas
pilno ilgio MenV N baltymo su 3" gale prijungta 6His seka sintezei mielése
S.cerevisiae. Gautas vektorius pFGG3-MenV-N cgyis), kurio schema tai pat

pateikta 16 paveiksle.

GAL7-ter

<
Men V'N(Nnr.+C6Hls)
|
AP% === | MenV N (ar1-519) [mH
a.r.1-490 hm
pFGG3-MeHV'N(Nar.+CSHis)ﬁ GALT-pr a.r.1-460 FHE
\ \ a.r.1-430 m
A GAL10/PYK1-pr : I
A a.r.1-400

PGK1-ter

2mk-ars

16 pav. Sukonstruoty sutrumpinty MenV N baltymo varianty sintezei mielése S.cerevisiae skirty
vektoriy schema. Seky Zyméjimai tokie: ApR — PB-laktamazés genas, FDH1 - formaldehido
dehidrogenazés genas, 2mk-ars — 2 um mieliy plazmidés fragmentas, GAL7-pr ir GAL10/PYK1-pr —
galaktoze jjungiamy mieliy S.cerevisiae geny promotoriai, GAL7-ter ir PGK1-ter — transkripcijos
terminatoriy sekos. Trumpinys ar. —aminoragstys.

Monokloniniams antikiinams, kurie specifiSkai reaguoty su hRSV N
baltymo C-dalies ar. seka, gauti sukonstruotas vektorius, skirtas chimerinio N
baltymo, sujungus tymy viruso (TyV) N baltymo N-dalj (1-400 ar.) su hRSV N
baltymo C-dalimi (275-392 ar.), sintezei mielése S.cerevisiae. Visy pirma, TyV
N baltymo N-dalj koduojanti DNR seka padauginta PGR naudojant i dr. R.
Slibinsko gautoje plazmidéje pFGG3-MeV-N klonuotg TyV N baltymo seka
pirmine seka. PGR naudotais pradmenimis daugintos DNR sekos 5" gale buvo
prijungtas Bcul RE taikinys, o 3° gale buvo prijungtos Mph1103I ir Bcul RE
taikiniy sekos. Padauginta seka hidrolizuota Bcul RE ir naudojant Xbal RE

taikinj klonuota bakterinéje plazmidéje pBluescript Il KS(—).
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I lacZ
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GAL7-ter Seul PBISc-N(ryv.n-n1-a00+2r5v-N-c275-392)

N srsv-n-c275-
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Mphuo3l
N (2RSV-N-C275-392)

{{71 GAL10/PYK1-pr

5

47" PGK1-ter

2mk-ars

17 pav. Chimerinio N baltymo, kurj sudaro sujungta tymy viruso (TyV) N baltymo N-dalis (1-400 ar.) su
hRSV N baltymo C-dalimi (275-392 ar.), sintezei mielése S.cerevisiae skirto vektoriaus konstravimo
schema. Seky Zyméjimai tokie: ApR — B-laktamazés genas, FDH1 — formaldehido dehidrogenazés
genas, 2mk-ars — 2 um mieliy plazmidés fragmentas, GAL7-pr ir GAL10/PYK1-pr — galaktoze jjungiamy
mieliy S.cerevisiae geny promotoriai, GAL7-ter ir PGK1-ter — transkripcijos terminatoriy sekos, Xbal,
Bcul ir Mph1103I — Xbal, Bcul ir Mph1103I restrikcijos endonukleaziy taikiniai.

Gauta plazmidé pBlsc-TyV-Nyyi400, kurios schema pateikta 158
paveiksle. Patikrinus, kad klonuota seka atitinka pirmine seka, toliau pBlsc-
TyV-N(n1-400) Plazmidé hidrolizuota Mph1103!I ir Bcul RE. Po hidrolizés, atlikus
elektroforeze, plazmidé iSskirta iS agarozés gelio. hRSV N baltymo C-dalj
koduojanti DNR seka taip pat padauginta PGR. Reakcijai pirmine seka naudota
pPFGG3-hRSV-N plazmidéje klonuota hRSV N geno seka, o pradmenimis
prijungti Mph1103I ir Bcul RE taikiniai 5° ir 3° galuose. Padauginta seka
hidrolizuota Mph1103l ir Bcul RE ir klonuota paruostoje plazmidéje pBlsc-TyV-

N(n1-400) Naudojant Mph1103I ir Bcul RE taikinius po TyV N baltymo N-dalj
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koduojancios sekos. Naudojant Siuos taikinius, vektoriuje klonuota hRSV N
baltymo C-dalies seka atsidiiré tame paciame skaitymo rémelyje, kaip ir TyV N
baltymo N-dalies seka. Tokiu bldu bakterinéje plazmidéje pBluescript Il KS(-)
klonuota chimerinj N baltyma koduojanti DNR seka. Gauta plazmidé pazymeéta
trumpiniu pBIsc-Nryv-n-n1-a00+hrsv-n-c275-392), jOS Schema pateikta 17 paveiksle.
Nustacius klonuoto DNR fragmento seka, jsitikinta, kad Si sutampa su
pirminémis sekomis. Kitame konstravimo etape chimerinj N baltymg
koduojanti DNR seka padauginta PGR pradmenimis 5" ir 3" galuose prijungiant
Bcul RE taikinius. PGR plazmidéje pBIsc-Niryv.n-n1-400+hrsv-n-c275-392) klonuoto
chimerinio baltymo seka naudota pirmine seka. Hidrolizavus padauginta seka
Bcul RE, Si, naudojant Bcul RE taikinj, klonuota paruoStame pFGG3 vektoriuje
po galaktoze jjungiamo GAL7 promotoriaus sekos. Gauta plazmidé pFGG3-
N (1yv-N-N1-400+hRSV-N-C275-392)- JOS sSchema pateikta 17 paveiksle. Taip pat jsitikinta,
kad klonuota seka sutampa su PGR naudota pirmine seka.

Sukonstruoti paramikso virusy N baltymy sintezei mielése S.cerevisiae
skirti vektoriai pFGG3-SeV-N, pFGG3-hPIV1-N, pFGG3-hPIV3-N, pFGG3-hRSV-
N, pFGG3-NiV-N, pFGG3-HeV-N ir pFGG3-MenV-N bei pradiné kontroliné
plazmidé pFGG3 panaudoti mieliy S.cerevisiae kamieno 214Apep4
transformacijai. Vektorius pFGG3-SeV-N ir kontroliné plazmidé pFGG3 tai pat
buvo naudoti dar dviejy mieliy S.cerevisiae kamieny FH4C ir AH 22-214
transformacijose. Trys skirtingi mieliy kamienai naudoti norint patikrinti, ar
skirtinguose mieliy kamienuose keiciasi SeV N baltymo sintezé. Kamienas
214Apep4, turintis pep4 mutacijg, pasirinktas dél to, kad jis neturi aktyvaus
PEP4 geno, koduojancio vakuoline peptidaze A, aktyvuojancig kitas vakuolines
peptidazes. Tikétasi, kad tai gali sustabdyti ar bent slopinti N baltymy hidrolize
sintezés mielése ir gryninimo metu. Sukonstruoti vektoriai pFGG3-NiV-Ny;.
399), PFGG3-HeV-Ny1.399) PFGG3-MenV-Ny;.395, PFGG3-MenV-Ncepis)y PFGG3-
MenV-N1.a90+cenisy ~ PFGG3-MenV-Nyyi ss0+cstis)y  PFGG3-MenV-N y1.430+cemis),

MenV-N1-a00+cstiis) It PFGG3-N 1yv-n-n1-400+hRSV-N-C275-392)» buvo naudoti tik mieliy
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S.cerevisiae kamieno 214Apep4 transformacijai. Svetimy baltymy sintezei
skirto vektoriaus, turincio mieliy S.cerevisiae 2 um plazmidés replikacijos
pradzios sekg, kopijy skaiéius mieliy Igsteléje yra apie 50 vienety. Mieliy
transformantai, jgave auk$ciau minétas rekombinantines plazmides, buvo
atrinkti auginant ant agarizuotos MEPD terpés su formaldehidu (0.0125 %).
Atrinkty mieliy trasformantai buvo tikrinti perséjant ant tos pacios terpés tik
su dvigubai didesne formaldehido koncentracija (0.025%). Su tokiu
formaldehido kiekiu susidoroja tik didelj FDH1 geno kopijy skaiciy turincios
mieliy lgstelés, o tos, kurios dalijimosi metu pameta plazmide, ZUsta.
Eksperimentams naudotos SvieZiai transformuotos mielés. Retais atvejais jos
buvo uzsaldomos —70°C temperatiroje skystoje MEPD terpéje su glicerinu, o

prireikus atgaivinamos ant agarizuotos MEPD terpés su formaldehidu.

3.1.2. Paramyxoviridae Seimos virusy nukleokapsidés baltymy sintezé
mielése S.cerevisiae, gryninimas ir savybiy tyrimai
3.1.2.1. Sendai viruso nukleokapsidés baltymas

Sendai viruso (SeV) N baltymo sintezei mielése S.cerevisiae tirti pradZioje
naudotos tokios sintezés indukcijos salygos, kurios labiausiai tiko tymy ir
kiaulytés virusy N baltymy sintezei tos pacios risies mielése (remtasi dr. R.
Slibinsko atliktais tyrimais). Sukonstruotu SeV N baltymo sintezei mielése
S.cerevisiae skirtu vektoriumi pFGG3-SeV-N (ir. skyriy 3.1.1., vektoriaus
schema pateikta 14 A pav.) transformuotos laukinio tipo mielés S.cerevisiae,
kamienas FH4C. Vektoriumi transformuotos mielés padaugintos 24 val
inkubuojant skystoje mitybinéje MEPD terpéje (Zr. Metodine dalj, skyrius
2.2.11.) su formaldehidu (0.0125 %) 30°C temperatlroje purtant kolbose
(250 aps/min). Vektoriuje pFGG3 SeV N baltymo geno transkripcija jjungiama
GAL7 promotoriaus, perkélus mieles j skysta mitybine MEPG terpe, kurioje
vietoj gliukozés anglies Zaltiniu naudojama galaktozé (1.5 %). Sioje terpéje
mielés inkubuotos 24 val 30°C temperatiroje kolbose intensyviai maiSant
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(250 aps/min). Po 24 val auginimo indukcijos salygomis, mieliy lIgstelés
surinktos 5 min centrifuguojant 800 x g atitinkancia iScentrine jéga. Pasvérus
surinktas lgsteles, jos praskiestos ardymo tirpalu (AT) (Zr. Metodine dalj,
skyrius 2.2.12.) (drégnos mieliy biomasés svorio ir AT tdrio santykis — 1:10) ir
suardytos intensyviai purtant su stiklo rutuliukais periodiskai Saldant leduose.
Bandymui naudotos drégnos mieliy biomasés ir stiklo rutuliuky svoriy santykis
—1:2, kaip apraSyta Metody dalies 2.2.12. skyriuje.

Suardyty lasteliy suspensija (SLS) analizuota NDS-PAGE metodu (zr.
Metodine dalj, skyrius 2.2.17.). Siuo metodu SLS méginyje, jj lyginant su
kontroliniu méginiu (plazmide pFGG3 transformuoty laukinio tipo mieliy
S.cerevisiae SLS), aptiktas ~ 60 kDa molekulinés masés (MM) papildomas
baltymas (18 pav., 2 takelis). Naudojant Ziniatinklyje laisvai prieinama
programg (Ziniatinklio svetainé Nr. 1), apskaiciuota, kad SeV N baltymo
teoriné MM yra lygi ~ 57 kDa. Tirtame méginyje NDS-PAGE metodu nustatyta
papildomo baltymo MM buvo ~ 3 kDa didesné nei programa apskaiciuota
teoriné SeV N baltymo MM. Remiantis publikuotais duomenimis jsitikinta, kad
NDS-PAGE metodu nustatyta aptikto papildomo baltymo MM sutapo su kity
tyréjy tokiu pat metodu nustatyta iS SeV viruso daleliy iSskirto pilno ilgio N
baltymo MM (Neubert ir kt., 1991; Sakaguchi ir kt., 1993). Padaryta prielaida,
kad po indukcijos vektoriumi pFGG3-SeV-N transformuoty mieliy SLS aptiktas
pilno ilgio SeV N baltymas.

Mielése susintetinto baltymo tapatybé buvo patvirtinta baltymy
imunoblotingo (BIB) metodu (Zr. Metodine dalj, skyrius 2.2.18.) BIB analizéje
naudotas SeV dalelémis imunizuoto triusio kraujo serumas, gautas is dr. T.
Sakaguchi (Biomedicinos moksly aukstoji mokykla, Hirosimos universitetas,
Japonija). NDS-PAGE metodu vektoriumi pFGG3-SeV-N transformuoty mieliy
SLS aptiktas papildomas baltymas stipriai reagavo su SeV dalelémis
imunizuoto triuSio kraujo serumu (18 pav., 5 takelis). Neigiamos kontrolés

méginyje jokio signalo neaptikta (18 pav., 4 takelis). Vektoriumi pFGG3-SeV-N
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transformuoty mieliy SLS su SeV dalelémis imunizuoto triusio kraujo serumu
reagavo dar du baltymai, kuriy MM buvo: vieno ~2 kDa, o kito ~6 kDa
mazesné uz pilno ilgio SeV N baltymo MM. Padaryta prielaida, kad Sie du
baltymai yra trumpesni SeV N baltymo variantai, kuriy SLS buvo aptikti
nedideli kiekiai. Trumpesnius N baltymo variantus pavyko aptikti tik BIB
metodu. Tai rodo, kad mielése sintetinamas SeV N baltymas yra stabilus ir tik
nedidelé jo dalis yra degraduojama baltymus hidrolizuojanciy fermenty.
Jsitikinus, kad laukinio tipo mielése S.cerevisiae vyksta SeV N baltymo
sintezé, toliau nustatyta optimali Siam baltymui sintezés indukcijos trukmeé ir
parinkta optimali N geno raiskg jjungiancios medZiagos — galaktozés —
koncentracija. Parenkant sintezés sglygas, po indukcijos suardZius mieles SLS
buvo matuojamas santykinis N baltymo kiekis. Tai buvo atliekama lyginant N
baltymo kiekj SLS su Zinomomis iSgryninto N baltymo koncentracijomis BIB
metodu naudojant specifinius SeV N baltymui antikinus (SeV dalelémis
imunizuoto triusio kraujo serumg). SeV N baltymo kiekis SLS apskaiciuotas
naudojant vaizdo analizés programa (zr. “Metodine dalj”, skyrius 2.2.12.). §j N
baltymo kiekj padalinus iS bendro SLS baltymy kiekio ir gautg reikSme
padauginus iS 100 % apskaiciuotas santykinis SeV N baltymo kiekis. Trijuose
identiSkai paruostuose meginiuose suskaiCiavus santykinj baltymo kiekj,
gautas Sio kiekio vidurkis ir apskaiCiuotas standartinis nuokrypis. SeV N
baltymo sintezé tirta po 8, 12, 16, 20, 24, 28 ir 32 val trukusios indukcijos. Po
indukcijos, surinkus mieliy lgsteles ir jas suardZius, nustatyta, kad SeV N
baltymo kiekis sparciai didéjo mieles auginant indukcijos sglygomis 16 val,
paskui N baltymo kiekis didéjo nezymiai, kol po 24 val trukusios indukcijos
pasiekes maksimumg pradéjo mazti. Nustatyta, kad po 24 val trukusios
indukcijos SeV N baltymo kiekis mieliy S.cerevisiae kamieno FH4C SLS sudaré
8.8 + 0.7% nuo bendro lIgstelés baltymy kiekio. Matuojant santykinj N
baltymo kiekj nustatyta, kad indukcinéje terpéje padidinus galaktozés

koncentracijg nuo 1.5 iki 2.5 % SeV N baltymo sintezés lygis padidéjo ~ 25 %.
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Naudojant parinktas optimalias indukcijos sglygas, SLS apskaiciuotas SeV N
baltymo kiekis sudaré 11.0 £ 0.6 % nuo bendro Igstelés baltymy kiekio.
Parinkus optimalias sintezés indukcijos sglygas SeV N baltymo sintezé
tirta kituose dviejuose mieliy S.cerevisiae kamienuose AH 22-214 ir 214Apep4.
Jokiy pastebimy SeV N baltymo sintezés skirtumy tarp naudoty mieliy
S.cerevisiae kamieny neaptikta. Dr. R. Slibinsko atlikti tyrimai taip pat
neparodé jokiy tymy ir kiaulytés virusy N baltymy sintezés skirtumy tyrimams
naudotuose skirtinguose mieliy S.cerevisiae kamienuose (Samuel ir kt., 2003;
Slibinskas ir kt., 2004). Siame darbe tirty paramikso virusy N baltymy sintezei
buvo naudotas tik mieliy S.cerevisiae kamienas 214Apep4, kuris turi mziau

baltymus hidrolizuojanciy fermenty.
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18 pav. Mielése S.cerevisiae susintetinto SeV N baltymo analizé SDS-PAGE metodu (1-3) ir
imunoblotingu naudojant SeV dalelémis imunizuoto triusio kraujo seruma (4-6). M — baltymy
molekulinio svorio standartas (UAB ,Fermentas”) 116, 66, 45, 35, 25 ir 18 kDa; 1 ir 4 takeliai — 20 ug
indukuoty pFGG3 vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 2 ir 5 takeliai — 20 pg indukuoty
pFGG3-SeV-N vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 3 ir 6 takeliai — 5 pg isgryninto
mielése S.cerevisiae susintetinto SeV N baltymo.

Atrinkus SeV N baltymo sintezei skirtg mieliy S.cerevisiae kamieng
(214Apep4) ir parinkus Sio baltymo sintezei optimalias indukcijos sglygas,
toliau mielése susintetintas SeV N baltymas buvo grynintas. SeV N baltymo
sintezei skirtos mielés uzaugintos ir indukuotos optimaliomis sglygomis. Po
indukcijos surinktos mieliy Igstelés suardytos. Tirpiy baltymy frakcijai (TBF)
atskirti SLS 20 min centrifuguota 10.000 x g atitinkancia iScentrine jéga
(Beckman centrifuga, JA-14 rotoriuje, 12.000 aps/min). Gautos nuosédos
atskirtos nuo TBF ir istirpintos tokiame pat AT tdryje, kokiame buvo

praskiestos surinktos mieliy Igstelés. TBF ir iStirpinty nuosédy meéginiai
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analizuoti BIB metodu naudojant specifinius SeV N baltymui antikinus. Tik
nedidelis SeV N baltymo kiekis aptiktas nuo TBF atskirtose nuosédose. Sis
sudaré tik 2+1 % nuo to N baltymo kiekio, kuris nustatytas TBF. Si analize
leido daryti prielaidg, kad mielése susintetintas SeV N baltymas yra tirpus, o
nedidelis jo kiekis galéjo atsidurti nuosédose dél mieliy lgsteliy, kuriy
nepavyko suardyti.

Toliau mielése S.cerevisiae susintetintas SeV N baltymas grynintas TBF
centrifuguojant per 30 % sacharozés tirpalo sluoksnj (Zr. Metodine dalj,
skyrius 2.2.13.). Sacharozés tirpalo sluoksnis ir vir§ jo patalpinta TBF 3 val
centrifuguota 100.000 x g atitinkancia iScentrine jéga (Beckman-Coultier
ultracentrifuga, Ti60 rotoriuje, 38.000 aps/min). Tanky sacharozés sluoksnj
gali jveikti tik didelio tankio ir MM baltymai ar jy dariniai. Zinoma, kad N
baltymai jungdamiesi tarpusavyje ir su RNR formuoja didelio tankio ir MM
darinj — nukleokapside, kuri, jg veikiant didele iScentrine jéga, turéty
prasiskverbti pro 30 % sacharozés tirpalg. Nucentrifugavus gautos baltyminés
nuosédos istirpintos AT (bandymui naudotos biomasés svorio ir AT tdrio
santykis — 1:4) ir tikrintos NDS-PAGE metodu (19 A pav.). DidZioji dalis mielése
susintetinto SeV N baltymo aptikta nuosédose. Nedidelis N baltymo kiekis
buvo aptiktas sacharozés tirpalo sluoksnyje, o tirpale virs jo N baltymo aptikti
nepavyko (neparodyta). Tai leido daryti prielaidg, kad didzZioji dalis mielése
susintetinto SeV N baltymo formuoja didelio tankio ir MM darinius. NDS-PAGE
metodu nustatyta, kad po Sio gryninimo Zingsnio nepakito SeV N baltymo
MM. Nei istirpintose baltymy nuosédose, nei sacharozés tirpale santykinis N
baltymo kiekis nebuvo matuotas. Toliau SeV N baltymas grynintas pro
sacharozeés sluoksnj prasiskverbusius baltymus centrifuguojant i$ skirtingos
koncentracijos CsCl tirpalo sluoksniy suformuotame tankio gradiente (zr.
Metodine dalj, skyrius 2.2.13.). CsCl tirpalo sluoksniai ir virs jy patalpintos
iStirpintos baltymy nuosédos 36 val centrifuguoti 100.000 x g atitinkancia

iScentrine  jéga (Beckman-Coultier ultracentrifuga, Ti60 rotoriuje,
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38.000 aps/min.). Po Sio gryninimo Zingsnio surinktos 1 ml tario CsCl tirpalo
frakcijos ir iSmatuotas jy tankis. VirSutinés frakcijos tankis buvo lygus
1.16 g/cm®, o apatinés — 1.38 g/cm>. NDS-PAGE metodu atlikus surinkty
frakcijy analize, didZiausias SeV N baltymo kiekis nustatytas 1.29-1.32 g/cm’®
tankio CsCl tirpalo sluoksnyje. Siame sluoksnyje aptiktos tik negausios mieliy
Iastelés baltymy priemaiSos. Taip pat jsitikinta, kad nepakito gryninamo N
baltymo MM. DidZiausig SeV N baltymo kiekj turinCios frakcijos sujungtos,
praskiestos 1.31 g/cm? tankio CsCl tirpalu ir dar kartg centrifuguotos tokiomis
pat sglygomis. Po to NDS-PAGE metodu atlikus surinkty CsCl tirpalo frakcijy
analize didZiausias SeV N baltymo kiekis nustatytas tokio pat tankio CsCl
tirpalo sluoksnyje kaip ir po pirmo karto (19 B pav.). Po Sio gryninimo Zingsnio
didziausig N baltymo kiekj turinéiose frakcijose beveik neliko mieliy Igstelés
baltymy priemaisy. Taip pat nepakito ir N baltymo MM. Tai rodo, kad mielése
susintetintas SeV N baltymas gryninant néra degraduojamas baltymus
hidrolizuojanciy fermenty. DidZiausiag SeV N baltymo kiekj turincios CsCl
tirpalo frakcijos sujungtos ir dializuotos natrio fosfato drusky tirpale (NFDT) su
1 mM EDTA. Po dializés NDS-PAGE metodu sujungty frakcijy méginyje aptiktas
daugiausiai tik pilno ilgio SeV N baltymas (18 pav., 3 takelis). Jo tapatybé
patvirtinta BIB metodu naudojant SeV N baltymui specifinius antiklinus
(18 pav., 6 takelis). ISgryninto SeV N baltymo meéginyje NDS-PAGE ir BIB
metodais aptiktas ir trumpesnis SeV N baltymo variantas, kurio MM buvo
~ 6 kDa mazZesné uz pilno ilgio SeV N baltymo MM. Trumpesnio N baltymo
varianto isgrynintam méginyje aptikta palyginti nedaug. Vaizdo analizés
programa nustatytas SeV N baltymo grynumas. Programa apskaiciuota, kad
iSgrynintame méginyje SeV N baltymas sudaré >95 % nuo bendro baltymy
kiekio. Po gryninimo gauta mielése S.cerevisiae susintetinto SeV N baltymo
iSeiga yra pateikta rezultatus apibendrinancioje 1 lenteléje, Rezultaty dalies

3.1.2.1. skyriuje.
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19 pav. Mielése S.cerevisiae sintetinto SeV N baltymo gryninimas centrifuguojant per 30 % sacharozés
tirpalo sluoksnj (A) ir po to centrifuguojant CsCl gradiente (B). (A): M — baltymy molekulinio svorio
standartas (UAB ,Fermentas”“) 170, 130, 100, 70, 55, 40, 35 ir 25 kDa; 1 takelis — 20 pg baltymy
prasiskverbusiy pro 30 % sacharozeés tirpalo sluoksnj SDS-PAGE. (B): M — baltymy molekulinio svorio
standartas (UAB ,Fermentas”) 116, 66, 45, 35 ir 25 kDa; 1-16 takeliuose — parodyta po antro
centrifugavimo CsCl gradiente surinkty CsCl tirpalo frakcijy SDS-PAGE. Frakcijos uznestos i kairés j
desine, nuo lengviausiy iki sunkiausiy.

ISgryninto SeV N baltymo koncentracija nustatyta Bredfordo metodu (zr.
Metodine dalj, skyrius 2.2.15.). Dalis isgryninto N baltymo tirpalo praskiesta
gliceroliu iki 50 % tdrio ir laikyta —20°C temperatdroje, kita dalis liofilizuota ir
laikyta 4°C temperatlroje. Po ménesio baltymo meéginiai tikrinti NDS-PAGE
metodu. Nustatyta, kad abiem budais uzkonservuotas isgrynintas SeV N
baltymas gali bati saugiai laikomas ilgg laika.

ISgryninus mielése susintetintg SeV N baltymg, tirtos jo savybés.
Liofilizuotas N baltymas istirpintas vandenyje ir analizuotas elektroniniu
mikroskopu (EM) (zr. Metodine dalj, skyrius 2.2.19.). EM analizé parodé, kad
mielése susintetintas SeV N baltymas formuoja paramikso virusy
nukleokapside primenancias daleles (20 pav.). Sie dariniai savo i$vaizda yra
panasis j tiesius arba truputj lenktus 20 nm skersmens ir nuo 20 iki 300 nm
ilgio vamzdelius, kuriy pakrasciuose yra aiSkiai matomi ,eglutés” rastg
primenantys susiauréjimai. Vamzdelio viduryje matoma ~ 3-4 nm skersmens
tamsi juosta, kuri driekiasi iSilgai vamzdelio per visg jo ilgj. Stebéti vamzdeliai
yra jvairaus ilgio, taciau vienodo skersmens. Kai kuriuose matomi gils pleisto
formos susiauréjimai, kurie néra panasis j ,eglutés” rastg primenancius
susiauréjimus. Taip pat EM stebéti ir paskiri krumpliaratj primenantys

nukleokapsidés spiralés Ziedai, iS N baltymy suformuotas darinys, sudarytas i$
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vienos ar keliy nukleokapsidés spiralés vijy (20 pav.). Siy Ziediniy struktiry
iSgryninto SeV N baltymo meéginyje aptikta palyginti nedaug. Remiantis
publikuotais duomenimis jsitikinta, kad labai panasts dariniai aptikti EM
stebint iSgrynintg N baltyma, iSskirtg iS jvairiy paramikso virusy daleliy
(Heggeness ir kt., 1981). EM metodu atlikta analizé patvirtino, kad mielése
susintetintas SeV N baltymas formuoja viruso nukleokapside primenancias

daleles.

20 pav. I3gryninto mielése S.cerevisiae susintetinto SeV N baltymo elektroniné mikrografija. Padidinta
100.000 karty, briksnys — 100 nm. Rodyklémis pazymeéti nukleokapsidés spiralés Ziedai.

Jsitikinus, kad mielése susintetintas SeV N baltymas formuoja viruso
nukleokapside primenancias daleles, siekta nustatyti, ar Sie dariniai savo
struktdroje turi nukleortgstis. Nukleortgsciy analizei naudotas iSgryninto SeV
N baltymo meéginys padalintas j dvi lygias dalis, viena jy veikta
dezoksiribonukleaze | (DNaze I, 20 min 37°C, 10 pug/ml), o kita — ribonukleaze
A (RNaze A, 20min 37°C, 10 ug/ml). 18 nukleazémis paveikty méginiy
nukleordgstys iSskirtos kaitinant su rigsciu fenoliu 65°C temperatiroje (zr.
Metodine dalj, skyrius 2.2.21.). DNase ir RNaze veikti méginiai padalinti j tris
lygias dalis. Viena dalis veikta DNase | (20 min 37°C, 10 pg/ml), antra —
RNaze A (20 min 37°C, 10 pug/ml), o tredia — 20 min inkubuota 37°C
temperatdroje. Po Sio Zingsnio nukleorigsties méginiai frakcionuoti agarozés
gelyje su formaldehidu (Zr. Metodine dalj, skyrius 2.2.22.) ir analizuoti
nukleordgsciy hibridizacijos (NH) metodu (Zr. Metodine dalj, skyrius 2.2.23.).
Hibridizacijos zondu naudota 32p pazyméta mieliy Igstelés RNR. NH metodu

atlikus analize paaiskéjo, kad nukleortgstys, iSskirtos i§ DNase veikto N
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baltymy meéginio, buvo atsparios DNazés | poveikiui (21 A pav., 2 takelis), NH
metodu aptikti 60-500 nt ilgio RNR fragmentai, tadiau jokio NH signalo
nepavyko nustatyti, iSskirtas nukleorigstis paveikus RNaze A
(21 A pav., 3 takelis). Nukleorlgstys, iSskirtos i RNase A veikto N baltymy
meéginio, taip pat buvo atsparios DNazés| poveikiui (21 B pav., 2 takelis),
taciau Siuo atveju NH metodu buvo aptikti tik 60-80 nt ilgio RNR fragmentai.
Kaip ir pirmu atveju, jokio NH signalo nepavyko nustatyti, iSskirtas
nukleorigstis paveikus RNaze A (21 B pav., 3 takelis). Siuo tyrimu jsitikinta,
kad mielése susintetinto SeV N baltymo formuojami virusy nukleokapside
primenantys dariniai j savo struktirg yra jjunge 60-500 nt ilgio mieliy Igstelés
RNR. Veikiant RNase, N baltymo dariniai nuo hidrolizés apsaugo tik 60-80 nt

ilgio RNR fragmentus.
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21 pav. IS mielése S.cerevisiae susintetinty SeV N baltymy formuojamy vNPD iSskirta RNR hibridizuota
su’p pazyméta mieliy Igstelés RNR NH metodu. 100ug vNPD buvo veikta DNaze | (10 pg/ml) (A) arba
10 pg/ml RNaze A (B). Po to i$ veikty vNPD buvo i$skirta RNR naudojant ragsty fenolj, kaitinant 65°C
temperattroje (A-B). 1S vNPD iSskirta RNR buvo: 1 takelis — neveikta; 2 takelis — veikta DNase |
(10 pg/ml); 3 takelis — veikta RNase A (10 pg/ml).

3.1.2.2. Zmogaus paragripo virusy nukleokapsidés baltymai

1 ir 3 serotipy Zmogaus paragripo virusy (hPIV1 ir hPIV3) N baltymy
sintezei mielése S.cerevisiae, pradZioje, taip pat, kaip ir SeV N baltymo
sintezés mielése atveju, naudotos tokios pat sintezés indukcijos sglygos (Zr.
Rezultaty dalj, skyrius 3.1.2.1.). IStyrus SeV N baltymo sinteze trijuose mieliy

S.cerevisiae kamienuose FH4C, AH 22-214 ir 214Apep4, jokiy pastebimy Sio
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baltymo sintezés skirtumy tarp naudoty mieliy kamieny neaptikta. Todél
toliau Siame darbe paramikso virusy N baltymy sintezei buvo naudotas mieliy
S.cerevisiae kamienas 214Apep4. Sukonstruotais hPIV1 ir hPIV3 N baltymy
sintezei mielése S.cerevisiae skirtais vektoriais pFGG3-hPIV1-N ir pFGG3-
hPIV3-N (zr. skyriy 3.1.1., vektoriy schemos pateiktos14 B irC pav.)
transformuotos mielés S.cerevisiae, kamienas 214Apep4. Vektoriais
transformuotas mieles padauginus skystoje mitybinéje terpéje su
formaldehidu, jos 24 val augintos indukcijos sglygomis.

Po indukcijos, suardzius mieles, NDS-PAGE metodu tirti SLS méginiai taip
pat, kaip ir SeV N baltymo sintezés mielése atveju (Zr. Rezultaty dalj, skyrius
3.1.2.1.). Siuo metodu pFGG3-hPIVI-N vektoriumi transformuoty mieliy SLS
meéginyje, jj lyginant su neigiamos kontrolés méginiu, aptiktas ~ 60 kDa MM
papildomas baltymas (22 A pav., 2 takelis). pFGG3-hPIV3-N vektoriumi
transformuoty mieliy SLS méginyje aptikto papildomo baltymo MM buvo lygi
~66 kDa (22 B pav., 2 takelis). Naudojant Ziniatinklyje laisvai prieinamg
programg apskaiciuota, kad kiekvieno tirty N baltymy teoriné MM yra lygi
~ 58 kDa. pFGG3-hPIV1-N vektoriumi transformuoty mieliy SLS NDS-PAGE
metodu aptikto papildomo baltymo MM buvo ~ 2 kDa didesné nei programa
apskaiciuota teoriné hPIV1 N baltymo MM, o pFGG3-hPIV3-N vektoriumi
transformuoty mieliy SLS —~ 8 kDa didesné nei programa apskaiciuota teoriné
hPIV3 N baltymo MM. Remiantis publikuotais duomenimis jsitikinta, kad
abiem tirtais atvejais NDS-PAGE metodu nustatyta aptikto papildomo baltymo
MM mazdaug sutapo su tokiu pat metodu nustatytomis iS hPIV1 ir hPIV3
daleliy isskirty pilno ilgio N baltymy MM (Henrickson, 2003; Miyahara ir kt.,
1992). Padaryta prielaida, kad po indukcijos vektoriais pFGG3-hPIV1-N ir
pFGG3-hPIV3-N transformuoty mieliy SLS aptikti pilno ilgio hPIV1 ir hPIV3 N
baltymai.

Mielése susintetinty N baltymy tapatybé patvirtinta BIB metodu.

Kadangi hPIV1 N baltymo ar. seka yra panasi j SeV N baltymo ar. sekg, todél
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mielése susintetinto hPIV1 N baltymo tapatybei patvirtinti BIB analizéje buvo
naudotas SeV dalelémis imunizuoto triusio kraujo serumas (zr. Rezultaty dalj,
skyrius 3.1.2.1.). pFGG3-hPIV1-N vektoriumi transformuoty mieliy SLS NDS-
PAGE metodu aptiktas papildomas baltymas stipriai reagavo su BIB analizéje
naudotu SeV baltymams specifiniu kraujo serumu (22 A pav., 4 takelis). Be to,
tirtame meéginyje su Siuo serumu silpnai reagavo ir kitas baltymas, kurio MM
buvo lygi ~50kDa. Padaryta prielaida, kad Sis baltymas yra peptidaziy
degraduotas, trumpesnis mielése susintetinto hPIV1 N baltymo variantas.
Kadangi trumpesnio N baltymo varianto buvo aptikta tik labai nedaug, tai
leido manyti, kad mielése susintetintas hPIV1 N baltymas yra atsparus mieliy
Igstelés peptidaziy poveikiui. Jokie baltymai pFGG3-hPIV3-N vektoriumi
transformuoty mieliy SLS, kaip ir neigiamos kontrolés méginyje, su SeV
baltymams specifiniu kraujo serumu nereagavo. pFGG3-hPIV3-N vektoriumi
transformuoty mieliy SLS NDS-PAGE metodu aptikto papildomo baltymo
tapatybé buvo patvirtinta BIB metodu naudojant hPIV3 baltymams specifinius
polikloninius ozkos antikiinus (Chemicon, JAV). Tirtame SLS méginyje joks kitas
baltymas, iSskyrus tg, kuris buvo aptiktas NDS-PAGE metodu, su Siuo serumu
nereagavo (22 B pav., 4 takelis). Todél buvo padaryta prielaida, kad mielése
sintetinamas hPIV3 N baltymas tai pat yra atsparus mieliy Igstelés peptidaziy
poveikiui.

Jsitikinus, kad Zmogaus paragripo virusy 1 ir 3 N baltymai yra sintetinami
mielése S.cerevisiae toliau buvo nustatytos Siy baltymy sintezei optimalios
indukcijos sglygos. hPIV1 ir hPIV3 N baltymy sintezé mielése tirta po 8, 12, 16,
20, 24, 28 ir 32 val trukusios indukcijos taip pat, kaip ir SeV N baltymo atveju
(Zr. “Rezultaty dalj”, skyrius 3.1.2.1.). Po indukcijos, suardZius mieliy Igsteles ir
SLS iSmatavus santykinj N baltymo kiekj nustatyta, kad hPIV1 N baltymo kiekis
sparciai didéjo mieles auginant indukcijos sglygomis 16 val, paskui N baltymo
kiekis didéjo nezymiai ir po 24 val pasiekes maksimuma pradéjo mazti. hPIV3
N baltymo kiekis sparciai didéjo mieles auginant indukcijos sglygomis 20 val, o
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savo maksimuma pasieké taip pat po 24 val. Toliau buvo nustatyta, kad abiem
tirtais atvejais indukcinéje terpéje padidinus galaktozés kiekj nuo 1.5 iki 2.5 %
tirty N baltymy sintezés lygis padidéjo ~ 25 %. Toliau didinant galaktozés kiekj
indukcinéje terpéje, tirty N baltymy sintezés lygis iSliko toks pats. Naudojant
parinktas optimalias indukcijos sglygas, SLS apskaiciuoti hPIV1 ir hPIV3 N
baltymy kiekiai sudaré 3.4+0.4 % ir 1.4 £ 0.1 % nuo bendro Igstelés baltymy
kiekio.

Parinkus optimalias sintezés indukcijos salygas, toliau mielése
susintetinti hPIV1 ir hPIV3 N baltymai buvo gryninti. Po indukcijos surinktos
hPIV1 N baltyma sintetinancios mielés S.cerevisiae, suardytos ir atskirta tirpiy
baltymy frakcija taip pat, kaip ir mielése susintetinto SeV N baltymo atveju (Zr.
Rezultaty dalj, skyrius 3.1.2.1.). Nuo TBF atskirtos nuosédos istirpintos
tokiame pat AT tlryje, kokiame buvo praskiestos surinktos mieliy Igstelés.
Kadangi su hPIV1 N baltymu reaguoja SeV N baltymui specifiniai antikiinai,
todél Siuo atveju TBF ir iStirpinty nuosédy méginiai analizuoti BIB metodu
naudojant SeV dalelémis imunizuoto triusio kraujo seruma. Tik nedidelis
hPIV1 N baltymo kiekis aptiktas nuo TBF atskirtose nuosédose. Sis sudarée
3+0.8% nuo to N baltymo kiekio, kuris buvo nustatytas TBF. Tai rodo, kad
mielése susintetintas hPIV1 N baltymas yra tirpus, o nedidelis jo kiekis galéjo
atsidurti nuosédose vien tik dél mieliy Iasteliy, kuriy nepavyko suardyti. hPIV3
N baltymo atveju, BIB metodu naudojant hPIV3 baltymams specifinius
polikloninius ozkos antiklinus ~ 30 % mielése susintetinto hPIV3 N baltymo
buvo aptikta nuo TBF atskirtose nuosédose. Tai rodo, kad didelé dalis mielése
susintetinto hPIV3 N baltymo yra netirpi. Netirpy N baltyma veikiant didele
iScentrine jéga, jis kartu su suardyty mieliy lgsteliy liekanomis koncentruojasi
nuosédose. Buvo padaryta prielaida, kad dalis mielése susintetinto hPIV3 N
baltymo gali bati netirpi dél hidrofobiniy saveiky. Siai prielaidai patikrinti
hPIV3 N baltymg sintetinancios mielés suardytos AT su jvairiomis detergenty

Tween® arba Triton X-100 koncentracijomis. Atskyrus TBF, Sios frakcijos ir
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iStirpinty nuosédy meéginiai analizuoti BIB metodu. Paaiskéjo, kad ~ 90 %
mielése susintetinto netirpaus hPIV3 N baltymo iStirpo AT naudojant 2 %
detergento Tween®® arba 1% detergento Triton X-100 koncentracijas. Tai
patvirtino prielaidg, kad dalis mielése susintetinto hPIV3 N baltymo yra netirpi
dél hidrofobiniy sgveiky. Todél gryninant mielése susintetinta hPIV3 N
baltymg, visuose gryninimo tirpaluose buvo naudota 2 % detergento Tween?

koncentracija.
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22 pav. Mielése S.cerevisiae susintetinty hPIV1 ir hPIV1 N baltymy analizé SDS-PAGE metodu (A ir B,
1-3 takeliai) ir imunoblotingu (A ir B, 4-5 takeliai). Imunoblotingas su SeV dalelémis imunizuoto triusio
kraujo serumu (A, 4-5 takeliai) ir su hPIV3 baltymams specifiniais polikloniniais ozkos antiktnais (B, 4-
5 takeliai). (A): M — baltymy molekulinio svorio standartas (UAB ,Fermentas”) 170, 130, 100, 70, 55,
40, 35 ir 25 kDa; 1 takelis — 20 pg indukuoty pFGG3 vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS;
2 ir 4 takeliai — 20 pg indukotos pFGG3-hPIV1-N vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 3 ir
5 takeliai — 2 ug isgryninto mielése S.cerevisiae susintetinto hPIV N baltymo. (B): M — baltymy
molekulinio svorio standartas (UAB ,Fermentas”) 170, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25 ir 15 kDa; 1 takelis
— 20 pg indukuoty pFGG3 vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 2 ir 4 takeliai — 20 pg
indukoty pFGG3-hPIV3-N vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 3 ir 5 takeliai — 2 ug
iSgryninto mielése S.cerevisiae susintetinto hPIV N baltymo.

Toliau mielése S.cerevisiae susintetinti hPIV1 ir hPIV3 N baltymai gryninti
taip pat, kaip ir mielése susintetintas SeV N baltymas, TBF centrifuguojant per
30 % sacharozés tirpalo sluoksnj (Zr. Rezultaty dalj, skyrius 3.1.2.1.).
Nucentrifugavus, gautos baltyminés nuosédos istirpintos AT ir tikrintos NDS-
PAGE metodu. DidZioji dalis mielése susintetinty hPIV1 ir hPIV3 N baltymy po
Sio gryninimo Zingsnio aptikta nuosédose ir tik nedideli kiekiai sacharozés
tirpalo sluoksnyje. Taip pat nustatyta, kad nei vienu, nei kitu tirtu atveju

tirpale virs tankaus sacharozés sluoksnio po centrifugavimo N baltymo neliko.
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NDS-PAGE metodu atlikta analizé parodé, kad po Sio gryninimo Zingsnio
nepakito abiejy gryninty N baltymy MM. Toliau mielése susintetinti hPIV1 ir
hPIV3 N baltymai buvo gryninti du kartus centrifuguojant CsCl tankio
gradiente taip pat, kaip ir mielése susintetintas SeV N baltymas (Zr. Rezultaty
dalj, skyrius 3.1.2.1.). Po pirmo centrifugavimo surinktos CsCl tankio gradiento
frakcijos ir analizuotos NDS-PAGE metodu. Siuo metodu didZiausi gryninty N
baltymy kiekiai nustatyti 1.28 —1.30 g/cm® tankio CsCl tirpalo sluoksnyje.
Siame sluoksnyje abiejy gryninty N baltymy atvejais aptiktos tik negausios
mieliy lgstelés baltymy priemaisos. Taip pat jsitikinta, kad nepakito gryninty N
baltymy MM. DidZiausius N baltymo kiekius turinfios frakcijos sujungtos,
praskiestos 1.31 g/cm? tankio CsCl tirpalu ir dar karta centrifuguotos tokiomis
pat sglygomis. Po to, NDS-PAGE metodu atlikus surinkty CsCl tankio gradiento
frakcijy analize, didziausi gryninty N baltymy kiekiai nustatyti tokio pat tankio
CsCl tirpalo sluoksnyje kaip ir po pirmo centrifugavimo. Po Sio gryninimo
Zingsnio abiem tirtais atvejais didZiausig N baltymo kiekj turinciose frakcijose
beveik neliko mieliy Igstelés baltymy priemaisy. Taip pat nepakito ir gryninty
N baltymy MM. Tai rodo, kad mielése susintetinti hPIV1 ir hPIV3 N baltymai,
juos gryninant, iSlieka stabilGs ir néra intensyviai degraduojami lIgstelés
baltymus hidrolizuojancéiy fermenty. DidZiausiag hPIV1 N baltymo kiekj
turindios CsCl tirpalo frakcijos sujungtos ir dializuotos NFDT su 1 mM EDTA. Po
dializés NDS-PAGE metodu sujungty frakcijy méginyje aptiktas daugiausiai tik
pilno ilgio hPIV1 N baltymas (22 A pav., 3 takelis). Jo tapatybé patvirtinta BIB
metodu naudojant SeV dalelémis imunizuoto triuSio kraujo seruma
(22 A pav., 5 takelis). ISgryninto hPIV1 N baltymo méginyje BIB metodu taip
pat aptiktas nedidelis kiekis ~ 10 kDa trumpesnio N baltymo varianto.
Naudojant vaizdo analizés programg apskaiciuotas hPIV1 N baltymo
grynumas. PaaiSkéjo, kad iSgrynintame méginyje hPIV1 N baltymas sudaré
>95 % nuo bendro baltymy kiekio. CsCl tankio gradiento frakcijos, kuriose

buvo nustatytos didZiausios hPIV3 N baltymo koncentracijos, sujungtos ir
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dializuotos NFDT su 1 mM EDTA. Po dializés sujungty frakcijy meéginyje NDS-
PAGE metodu aptiktas daugiausiai tik pilno ilgio hPIV3 N baltymas
(22 B pav., 3 takelis), kurio tapatybé patvirtinta BIB metodu naudojant hPIV3
baltymams specifinius polikloninius oZzkos antikinus (22 B pav., 5 takelis).
ISgryninto hPIV3 N baltymo méginyje NDS-PAGE metodu taip pat buvo aptikti
negausls kiekiai baltymy, kuriy: vieno MM buvo ~ 12 kDa maZesné, antro —
~ 28 kDa mazesné, o treCio — ~ 60 kDa didesné nei pilno ilgio hPIV3 N baltymo
MM (~ 66 kDa). Atlikus BIB analize paaiskéjo, kad tiek mazZesnés, tiek didesnés
MM baltymai, SDS-PAGE metodu aptikti iSgryninto hPIV3 N baltymo méginyje,
reagavo su hPIV3 baltymams specifiniais polikloniniais oZkos antiklinais. BIB
metodu naudojant Siuos antiklnus taip pat buvo aptikti dar keletas dalinai
sudegraduoty hPIV3 N baltymo varianty. Tai rodo, kad mielése susintetintas
hPIV3 N baltymas jj gryninat yra negausiai degraduojamas, taip pat labai
nedidelé jo dalis formuoja ~ 125 kDa MM agregatus, kuriuose N baltymai yra
susijunge kovalentinémis jungtimis. Naudojant vaizdo analizés programga
apskaiciuotas hPIV3 N baltymo grynumas. Paaiskéjo, kad isgrynintame
méginyje hPIV3 N baltymas sudaré >95 % nuo bendro baltymy kiekio. Po
gryninimo gautos mielése S.cerevisiae susintetinty hPIV1 ir hPIV3 N baltymy
iSeigos yra pateiktos rezultatus apibendrinancioje 1 lenteléje, , Rezultaty”
dalies 3.1.2.1. skyriuje.

ISgryninty hPIV1 ir hPIV3 N baltymy koncentracijos nustatytos Bredfordo
metodu. Abiem tirtais atvejais dalis iSgryninto N baltymo tirpalo praskiesta
gliceroliu iki 50 % tario ir laikyta —20°C temperattroje, kita dalis liofilizuota ir
laikyta 4°C temperatlroje. Po ménesio baltymy meéginiai tikrinti NDS-PAGE
metodu. Nustatyta, kad abiem biidais uzkonservuoti iSgryninti hPIV1 ir hPIV3
N baltymai gali buti saugiai laikomi ilgg laika.

Siekiant nustatyti, ar mielése susintetinti hPIV1 ir hPIV3 N baltymai
formuoja viruso nukleokapside primenancias daleles, iSgryninti jy meéginiai

buvo tirti elektroniniu mikroskopu. EM analizé parodé, kad mielése
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susintetintas hPIV1 N baltymas formuoja vNPD, truputj lenktus 20 nm
skersmens ir nuo 20 iki 200 nm ilgio vamzdelius, kuriy pakrasciuose yra
matomi ,eglutés” rastg primenantys susiauréjimai (23 A pav.). Vamzdelio
viduryje buvo matoma ~ 3-4 nm skersmens tamsi juosta, kuri driekési iSilgai
vamzdelio per visg jo ilgj. Kai kuriuose vamzdeliuose buvo matomi gilis pleisto
formos susiauréjimai. Taip pat EM stebéti ir paskiri krumpliaratj primenantys
nukleokapsidés spiralés Ziedai, kuriy iSgryninto hPIV1 N baltymo méginyje
aptikta Siek tiek daugiau nei mielése susintetinto SeV N baltymo atveju (zr.
Rezultaty dalj, skyrius 3.1.2.1.). Mielése susintetinto isgryninto hPIV3 N
baltymo méginyje EM stebétos vNPD buvo panasios j 20 nm skersmens ir nuo
20 iki 400 nm ilgio vamzdelius su ,eglutés” rastg primenancdiais susiauréjimais,
mazdaug vienodu atstumu pasikartojanciais per visg vamzdelio ilgj (23 B pav.).
Stebétos mielése susintetinty hPIV3 N baltymy formuojamos vNPD buvo
maziau lenktos ir santykinai tiesios jas lyginant su mielése susintetinty SeV ir
hPIV1 N baltymy formuojamomis vNPD. Taip pat isgryninto hPIV3 N baltymo
meéginyje aptikta tik keletas nukleokapsidés spiralés Ziedy. Tai rodo, kad
mielése susintetinti hPIV3 N baltymai efektyviau formuoja viruso
nukleokapside primenancias daleles, kurios yra maZziau paslankios ir pusantro
karto arba dvigubai ilgesnés nei mielése susintetinty SeV arba hPIV1 N
baltymy formuojamos vNPD.

Jsitikinus, kad mielése S.cerevisiae susintetinti hPIV1 ir hPIV3 N baltymai
formuoja viruso nukleokapside primenancias daleles, padaryta prielaida, kad
Siy baltymy antigeninés savybés turéty biti panasios j natyviy hPIV1 ir hPIV3
N baltymy antigenines savybes. Todél mielése susintetinti ir iSgryninti hPIV1 ir
hPIV3 N baltymai buvo naudoti monokloniniams pelés antikinams,
specifiniams natyviems hPIV1 ir hPIV3 N baltymams, gauti. Sis darbas buvo
atliktas Biotechnologijos instituto Imunologijos ir Igstelés biologijos skyriuje

vadovaujant dr. A. Zvirblienei.
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23 pav. I3gryninty mielése S.cerevisiae susintetinty hPIV1 (A) ir hPIV3 (B) N baltymy elektroninés
mikrografijos. Padidinta 100.000 karty, briksnys — 100 nm. Rodyklémis pazyméti nukleokapsidés
spiralés Ziedai.

3.1.2.3. Zmogaus respiracinio sincitinio viruso nukleokapsidés baltymas

Kaip ir prie$ tai Siame darbe aprasSytais parmikso virusy N baltymy
sintezés mielése atvejais, Zmogaus respiracinio sincitinio viruso (hRSV) N
baltymo sintezé tirta mieliy S.cerevisiae kamiene 214Apep4. Sukonstruotu
hRSV N baltymo sintezei mielése S.cerevisiae skirtu vektoriumi pFGG3-hRSV-N
(zr. skyriy 3.1.1., vektoriaus schema pateikta 14 D pav.) transformuotos mielés
S.cerevisiae, kamienas 214Apep4, buvo padaugintos skystoje mitybinéje
terpéje su formaldehidu ir po to augintos indukcijos sglygomis taip pat kaip ir
SeV N baltymo sintezés mielése atveju (Zr. Rezultaty dalj, skyrius 3.1.2.1.).

Po indukcijos, suardzius mieles, NDS-PAGE metodu buvo tirtas SLS
meéginys. Siuo metodu pFGG3-hRSV-N vektoriumi transformuoty mieliy SLS
meéginyje, jj lyginant su neigiamos kontrolés méginiu, aptiktas ~ 44 kDa MM
papildomas baltymas (24 A pav., 2 takelis). Sio baltymo MM sutapo tiek su
programa apskaitiuota teorine hRSV N baltymo MM, tiek su MM, kuri,
remiantis publikuotais duomenimis, tokiu pat metodu buvo nustatyta i$ hRSV
daleliy isskirto pilno ilgio N baltymui (Garcia-Barreno ir kt., 1996). Tai rodo,
kad po indukcijos pFGG3-hRSV-N vektoriumi transformuoty mieliy SLS
aptiktas pilno ilgio hRSV N baltymas. Mielése susintetinto baltymo tapatybé
buvo patvirtinta BIB metodu naudojant hRSV baltymams specifinius

polikloninius ozkos antiklinus (Chemicon, JAV) (24 B pav., 2 takelis). Tirtame
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SLS meéginyje taip pat su Siais antiklinais reagavo ~30 ir ~34kDa MM
baltymai. Buvo manyta, kad Sie baltymai yra i$ dalies degraduoti mielése
sintetinamo hRSV N baltymo variantai. Kadangi tirtame SLS méginyje
trumpesniy hRSV N baltymo varianty buvo aptikti tik nedideli kiekiai, tai rodo,
kad mielése S.cerevisiae sintetinamas hRSV N baltymas yra pakankamai
atsparus mieliy Igstelés baltymus hidrolizuojanciy fermenty poveikiui.
Jsitikinus, kad Zmogaus respiracinio sincitinio viruso N baltymas yra
sintetinamas mielése S.cerevisiae, toliau buvo nustatytos Sio baltymo sintezei
optimalios indukcijos sglygos. pFGG3-hRSV-N vektoriumi transformuoty
mieliy S.cerevisiae SLS iSmatavus santykinj hRSV N baltymo kiekj po jvairy
laiko tarpg trukusios indukcijos nustatyta, kad maksimalus Sio viruso N
baltymo kiekis buvo gautas mieles auginant indukcijos sglygomis 24 val Taip
pat jsitikinta, kad indukcinéje terpéje pakélus galaktozés koncentracijg nuo 1.5
iki 2.5 % hRSV N baltymo sintezés lygis padidéjo ~ 25 %. Toliau indukcinéje
terpéje didinant galaktozés koncentracija, tirto N baltymo sintezés lygis isliko
toks pats. Naudojant parinktas optimalias indukcijos sglygas, SLS apskaiciuotas

hRSV N baltymo kiekis sudaré 3.2 £ 0.3 % nuo bendro Igstelés baltymy kiekio.

WM L 23| M1 23
kDa kDa N
150 S
100 100
70 70
55 ¥ - 55
40 : .; 40 —_——
35 25
25 25

24 pav. Mielése S.cerevisiage susintetinto hRSV N baltymo analizé SDS-PAGE metodu (A) ir
imunoblotingu naudojant hRSV baltymams specifinius polikloninius ozkos antiklnus (B). M — baltymy
molekulinio svorio standartas (UAB ,,Fermentas”) 170, 130, 100, 70, 55, 40, 35 ir 25 kDa; 1 takelis — 20
ug indukuoty pFGG3 vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 2 takelis — 20 pg indukuoty
PFGG3-hRSV-N vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 3 takelis — 1 pg isgryninto mielése
S.cerevisiae susintetinto hRSV N baltymo.

Parinkus optimalias sintezés indukcijos salygas, toliau mielése

susintetintas hRSV buvo grynintas. Po indukcijos surinktos hRSV N baltymg
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sintetinancios mielés S.cerevisiae, suardytos ir atskirta tirpiy baltymy frakcija
taip pat, kaip ir mielése susintetinto SeV N baltymo atveju (Zr. Rezultaty dalj,
skyrius 3.1.2.1.). Nuo TBF atskirtos nuosédos istirpintos tokiame pat AT tdryje,
kokiame buvo praskiestos surinktos mieliy lgstelés. TBF ir iStirpinty nuosédy
meéginiai analizuoti BIB metodu naudojant hRSV baltymams specifinius
polikloninius oZkos antiklnus. Atlikus BIB analize, tik nedidelis hRSV N
baltymo kiekis aptiktas nuo TBF atskirtose nuosédose. Tai rodo, kad mielése
susintetintas hRSV N baltymas yra tirpus.

Jsitikinus, kad mielése S.cerevisiae susintetintas hRSV N baltymas yra
tirpus, toliau jis buvo grynintas TBF centrifuguojant per 30 % sacharozés
tirpalo sluoksnj taip pat, kaip ir mielése susintetintas SeV N baltymas (zr.
Rezultaty dalj, skyrius 3.1.2.1.). Nucentrifugavus, gautos baltyminés nuosédos
iStirpintos AT ir tikrintos NDS-PAGE metodu. DidZioji dalis mielése susintetinto
hRSV N baltymo po Sio gryninimo Zingsnio aptikta nuosédose ir tik nedideli
kiekiai sacharozés tirpalo sluoksnyje. Taip pat nustatyta, kad tirpale vir$
tankaus sacharozés sluoksnio po centrifugavimo hRSV N baltymo neliko. NDS-
PAGE metodu atlikta analizé parodé, kad po Sio gryninimo Zingsnio nepakito N
baltymo MM.

Toliau mielése susintetintas hRSV N baltymas buvo grynintas du kartus
centrifuguojant CsCl tankio gradiente taip pat, kaip ir mielése susintetintas
SeV N baltymas (Zr. Rezultaty dalj, skyrius 3.1.2.1.). Nucentrifugavus du kartus
surinktos CsCl tankio gradiento frakcijos ir analizuotos NDS-PAGE metodu.
Siuo metodu didZiausi gryninto N baltymo kiekiai nustatyti 1.28 —1.29 g/cm’®
tankio CsCl tirpalo sluoksnyje, kuriame buvo aptiktos tik negausios mieliy
Igstelés baltymy priemaiSos. Taip pat jsitikinta, kad nepakito gryninto N
baltymo MM. Didziausig hRSV N baltymo kiekj turin¢ios CsCl tirpalo frakcijos
sujungtos ir dializuotos NFDT su 1 mM EDTA. Po dializés NDS-PAGE metodu
sujungty frakcijy meéginyje aptiktas tik pilno ilgio hRSV N baltymas
(24 A pav., 3 takelis). Jo tapatybé patvirtinta BIB metodu naudojant hRSV
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baltymams specifinius polikloninius ozkos antikiinus (24 B pav., 3 takelis).
Tirtame iSgryninto N baltymo meéginyje jokie kiti baltymai su Siais antiklnais
nereagavo. Padaryta prielaida, kad mielése susintetintas hRSV N baltymas, jj
gryninant, iSlieka stabilus. Naudojant vaizdo analizés programg, apskaiciuotas
hRSV N baltymo grynumas. Paaiskéjo, kad iSgrynintame meéginyje hRSV N
baltymas sudaré >96 % nuo bendro baltymy kiekio. Po gryninimo gauta
mielése S.cerevisiae susintetinto hRSV N baltymo iSeiga yra pateikta rezultatus
apibendrinancioje 1 lenteléje, Rezultaty dalies 3.1.2.6. skyriuje.

ISgryninto hRSV N baltymo koncentracija nustatyta Bredfordo metodu.
Dalis iSgryninto N baltymo tirpalo praskiesta gliceroliu iki 50 % tario ir laikyta —
20°C temperatiroje, kita dalis liofilizuota ir laikyta 4°C temperatiroje. Po
meénesio baltymy méginiai tikrinti NDS-PAGE metodu. Nustatyta, kad abiem
bldais uzkonservuotas iSgrynintas hRSV N baltymas gali buti saugiai laikomas
ilgg laika.

Siekiant nustatyti, ar mielése susintetintas hRSV N baltymas formuoja
paramikso virusy nukleokapside primenancias daleles, iSgrynintas jo méginys
buvo tirtas EM. Paaiskéjo, kad mielése susintetintas hRSV N baltymas, taip
pat, kaip ir kiti Siame darbe tirti mielése susintetinti paramikso virusy N
baltymai, formuoja vNPD (25 pav.). Taciau hRSV N baltymo formuojami
dariniai buvo panasus j stipriai lenktus 18 nm skersmens ir nuo 20 iki 100 nm
ilgio vamzdelius, kai kurie i$ jy buvo susiriete net j Zieda. Tai rodo, kad mielése
susintetinto hRSV N baltymo formuojamos vNPD yra labai paslankios ir
mazdaug dvigubai trumpesnés nei mielése susintetinto hPIV1 N baltymo
formuojamos vNPD (zr. Rezultaty dalj, skyrius 3.1.2.2.). Stebéty vamzdeliy
pakrasc¢iuose buvo matomi ,eglutés” rastg primenantys susiauréjimai, o
viduryje ~2-3 nm skersmens tamsi juosta. Taip pat iSgrynintame, hRSV N
baltymo meéginyje EM stebéti ir nukleokapsidés spiralés Ziedai, kuriy tirtame
meéginyje, jj lyginant su kity Siame darbe tirty mielése susintetinty ir iSgryninty
paramikso virusy N baltymy méginiais, buvo palyginti daug (25 pav.). Tai rodo,
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kad didelé dalis mielése susintetinty hRSV N baltymy negeba formuoti
ilgesniy nei kelios spiralés vijos viruso nukleokapside primenanciy dariniy arba
Sie dariniai yra nepatvarus ir gryninimo metu subyra j nukleokapsidés spiralés

Ziedus. Didelé dalis Ziedy buvo vos jzilrimi, matési tik neryskas jy kontdrai.

25 pav. Isgryninto mielése S.cerevisiae susintetinto hRSV N baltymo elektroniné mikrografija.
Padidinta 100.000 karty, briiksnys — 100 nm. Rodyklémis pazyméti nukleokapsidés spiralés Ziedai.

Jsitikinus, kad mielése S.cerevisiae susintetintas hRSV N baltymas
formuoja viruso nukleokapside primenancias daleles, padaryta prielaida, kad
Sio baltymo antigeninés savybés turéty bati panaSios j natyvaus hRSV N
baltymo antigenines savybes. Todél mielése susintetintas ir iSgrynintas hRSV N
baltymas buvo naudotas monokloniniams pelés antikiinams gauti. Taciau,
paméginus kelis kartus, specifiniy hRSV N baltymui monokloniniy antikiiny
gauti nepavyko. Sis darbas buvo atliktas Biotechnologijos instituto
Imunologijos ir Iastelés biologijos skyriuje, vadovaujant dr. A. Zvirblienei.
Padaryta prielaida, kad mielése susintetintas hRSV N baltymas néra
pakankamai imunogeniskas. Matyt, vien Sio baltymo nepakanka suzadinti
pelés imuninés sistemos atsakui, kurio metu stimuliuojami B limfocitai
gaminty antigenui specifinius antikiinus. Todél buvo nuspresta mielése
S.cerevisiae susintetinti chimerinj N baltymga, sudarytg iS tymy viruso N
baltymo N-dalies (1-400 ar.), sujungtos su hRSV N baltymo C-dalimi (275-392
ar.), ir $j baltyma iSgryninus panaudoti specifiniams hRSV N baltymo C-dalies
ar. sekai monokloniniams pelés antiklinams gauti. Mielése susintetintas tymy
viruso N baltymas yra labai imunogeniskas (Samuel ir kt., 2003). Siuo baltymu

jmunizavus peles buvo gauta daug specifiniy monokloniniy antikliny, kuriy
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vieni reagavo su N-dalies, o kiti su C-dalies tymy viruso N baltymo ar. sekomis
(Zvirbliené ir kt., 2007). Todél buvo manyta, kad chimeriniu N baltymu
imunizavus peles, imunogeniska tymy viruso N baltymo N-dalis pakankamai
stipriai suzadins pelés imuninj atsaka. Tikétasi, kad Sio atsako metu taip pat
bus stimuliuojami ir tie B limfocitai, kurie gamins hRSV N baltymo C-dalies ar.
sekai specifinius antiktnus.

Siam tikslui sukonstruotu chimerinio N baltymo sintezei mielése
S.cerevisiae skirtu vektoriumi pFGG3-Nryv.n-n1-g00+hRsv-N-c275-392) (Zr. skyriy
3.1.1.,, vektoriaus schema pateikta 17 pav.) transformuotos mielés
S.cerevisiae, kamienas 214Apep4, buvo padaugintos skystoje mitybinéje
terpéje su formaldehidu ir po to augintos indukcijos sglygomis, kaip aprasyta
anksciau (Zr. Rezultaty dalj, skyrius 3.1.2.1.).

Po indukcijos surinktos mieliy lgstelés buvo suardytos ir NDS-PAGE
metodu tirtas SLS meginys. Siuo metodu tirtame méginyje, jj lyginant su
neigiamos kontrolés meéginiu, buvo aptiktas papildomas ~60kDa MM
baltymas (26 A pav., 2 takelis), kurio MM buvo ~ 3 kDa didesné nei programa
apskaiciuota teoriné chimerinio N baltymo MM (57 kDa). Naudojant
Ziniatinklyje laisvai prieinamg programa (Ziniatinklio svetainé Nr.1) buvo
apskaiciuota, kad chimerinis N baltymas turi palyginti didelj neigiamg krivj
(netenka kravio, kai pH yra lygus 5.07). Turbit todél Sis baltymas PAA gelyje
veikiant elektros srovei juda léciau nei panasios MM baltymas NDS-PAGE
analizéje naudotas kaip MM standartas. Padaryta prielaida, kad tirtoje SLS
aptiktas papildomas baltymas yra pilno ilgio chimerinis N baltymas. Jo
tapatybé buvo patvirtinta BIB metodu naudojant tymy viruso N baltymo N-
daliai specifinius monokloninius FH1G antikiinus, gautus i$ dr. A. Zvirblienés
(26 B pav., 2 takelis). SLS apskaiCiuotas santykinis mielése susintetinto
chimerinio N baltymo kiekis, kuris buvo lygus 10.8 £ 0.9 % nuo bendro lgstelés

baltymuy kiekio.
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Jsitikinus, kad mielés S.cerevisiae sintetina chimerinj N baltyma, toliau Sis
baltymas buvo grynintas. Gryninimui naudotos tokios pat procediros, kaip ir
mielése susintetinto SeV N baltymo gryninimo atveju (Zr. Rezultaty dalj,
skyrius 3.1.2.1.). Nucentrifugavus SLS suspensijg, buvo atskirta TBF. NDS-PAGE
metodu nustatyta, kad beveik visas mielése susintetinto chimerinio N baltymo
kiekis liko TBF, tik labai nedidelé jo dalis buvo aptikta nuo TBF atskirtose
nuosédose. Tai rodo, kad mielése susintetintas chimerinis N baltymas yra
tirpus. Toliau TBF buvo centrifuguota per 30 % sacharozés tirpalo sluoksnj.
Nucentrifugavus, NDS-PAGE metodu buvo nustatyta, kad grynintas chimerinis
N baltymas koncentravosi pro tanky sacharozés sluoksnj prasiskverbusiy
baltymy formuojamose nuosédose. Padaryta prielaida, kad mielése
susintetintas chimerinis N baltymas formuoja didelio tankio ir MM darinius.
Toliau, pro sacharozés sluoksnj parsiskverbe baltymai buvo istirpinti AT ir du
kartus centrifuguoti CsCl tankio gradiente. NDS-PAGE metodu iSanalizavus
surinkty CsCl tankio gradiento frakcijy meéginius didzZiausi chimerinio N
baltymo kiekiai buvo nustatyti 1.26-—1.28 g/cm3 tankio CsCl tirpalo
sluoksnyje. Tai rodo, kad mielése susintetintas chimerinis N baltymas, jj
centrifuguojant CsCl tankio gradiente, koncentruojasi mazesnio tankio CsCl
tirpalo sluoksnyje nei Siame darbe gryninti mielése susintetini paramikso
virusy N baltymai. Siame sluoksnyje NDS-PAGE metodu buvo aptiktos
negausios mieliy lgstelés baltymy priemaisos. Taip pat jsitikinta, kad nepakito
gryninto N baltymo MM. DidZiausig chimerinio N baltymo kiekj turincios CsCl
tirpalo frakcijos sujungtos ir dializuotos NFDT su 1 mM EDTA. Po dializés NDS-
PAGE metodu sujungty frakcijy meéginyje aptiktas daugiausiai pilno ilgio
chimerinis N baltymas, tafiau matési ir negausios mieliy lgstelés baltymy
priemaisos (26 A pav., 3 takelis). 13gryninto chimerinio N baltymo tapatybé
buvo patvirtinta BIB metodu naudojant tymy viruso N baltymo N-daliai
specifinius monokloninius FH1G antiknus (26 B pav., 3 takelis). 1Sgryninto

chimerinio N baltymo koncentracija nustatyta Bredfordo metodu. Naudojant
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vaizdo analizés programg apskaiCiuotas chimerinio N baltymo grynumas.
Paaiskéjo, kad iSgrynintame méginyje chimerinis N baltymas sudaré >75%
nuo bendro baltymy kiekio.

Siekiant nustatyti, ar mielése susintetintas chimerinis N baltymas
formuoja viruso nukleokapside primenancias daleles, iSgrynintas jo méginys
buvo tirtas EM, taciau Siame méginyje jokiy vNPD aptikti nepavyko. Mielése
susintetintas chimerinis N baltymas, jj veikiant didele iScentrine jéga, sugeba
prasiskverbi pro tanky sacharozés tirpalo sluoksnj. Tai rodo, kad jis formuoja
didelio tankio ir MM darinius. Taciau isgryninto chimerinio N baltymo
meéginyje jj stebint EM jokiy aiSkios formos dariniy aptikti nepavyko, todél
buvo padaryta prielaida, kad Sio baltymo formuojami dariniai gali bati

netvarkingai tarpusavyje susijungusiy chimeriniy N baltymy agregatai.
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26 pav. Mielése S.cerevisiae susintetinto chimerinio Nryv.n-n1-400+hrsv-N-c275-392) baltymo analizé SDS-
PAGE metodu (A) ir imunoblotingu naudojant tymy viruso N baltymo N-daliai specifinius
monokloninius FH1G antikinais (B). M — baltymy molekulinio svorio standartas (UAB ,Fermentas”)
170, 130, 100, 70, 55, 40 ir 35 kDa; 1 takelis — 20 pg (A) ir 10 pug (B) indukuoty pFGG3 vektoriumi
transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 2 takelis — 20 pg (A) ir 10 pg (B) indukuoty pFGG3-Nryv-n-ni-
400+hRSV-N-C275-392) Vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 3 takelis — 10 ug (A) ir 4 pg (B)
isgryninto mielése S.cerevisiae susintetinto chimerinio Nryv.n-n1-a00+hRsv-n-c275-302) baltymo.

Nors buvo nustatyta, kad mielése S.cerevisiae susintetintas chimerinis N
baltymas neformuoja viruso nukleokapside primenanciy daleliy, taciau
naudojant iSgrynintg chimerinj N baltymg buvo méginta gauti specifinius hRSV
N baltymo C-dalies ar. sekai monokloninius pelés antiklinus. Paméginus kelis
kartus, specifiSkai su hRSV N baltymo C-dalies ar. seka reaguojanciy

monokloniniy antikliny gauti nepavyko. Gali bati, kad eksperimentuose
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naudotos pelés pastoviai susiduria su labai artimu virusy ir todél j §j Zmogaus
viruso baltyma reaguoja kaip j sava baltyma. Sis darbas buvo atliktas
Biotechnologijos instituto Imunologijos ir Igstelés biologijos skyriuje,

vadovaujant dr. A. Zvirblienei.

3.1.2.4. Henipah virusy nukleokapsidés baltymai

Nipah ir Hendra virusy (NiV ir HeV, kartu — Henipah virusy) N baltymy
sintezé tirta mieliy S.cerevisiae kamiene 214Apep4. Sukonstruotais Henipah
virusy N baltymy sintezei mielése S.cerevisiae skirtais vektoriais pFGG3-NiV-N
ir pFGG3-HeV-N (zr. skyriy 3.1.1., vektoriy schemos pateiktos 14 E ir F pav.)
transformuotos S.cerevisiae mielés, kamienas 214Apep4, buvo padaugintos
skystoje mitybinéje terpéje su formaldehidu ir po to augintos indukcijos
sglygomis, kaip aprasyta anksciau (Zr. Rezultaty dalj, skyrius 3.1.2.1.).

Po indukcijos, suardzZius mieles, NDS-PAGE metodu tirti SLS méginiai.
Siuo metodu vektoriais pFGG3-NiV-N ir pFGG3-HeV-N transformuoty mieliy
SLS méginiuose, juos lyginant su neigiamos kontrolés méginiu, aptikti ~ 62 kDa
MM papildomi baltymai (27 A ir B pav., 2 takelis), kuriy MM buvo ~ 4 kDa
didesnés nei programa apskaiciuotos tirty Henipah virusy N baltymy teorinés
MM (abiem atvejais ~ 58 kDa). Padaryta prielaida, kad po indukcijos pFGG3-
NiV-N ir pFGG3-HeV-N vektoriais transformuoty mieliy SLS aptikti pilno ilgio
NiV ir HenV N baltymai. Kadangi nebuvo galimybés gauti Siems baltymams
specifiniy antikliny, todél jy tapatybés nebuvo patvirtintos BIB metodu.

Jsitikinus, kad Henipah virusy N baltymai yra sintetinami mielése
S.cerevisiae, toliau buvo nustatytos Siy baltymy sintezei optimalios indukcijos
salygos. Sioms sglygoms nustatyti SLS buvo matuojami santykiniai N baltymy
kiekiai. Siems kiekiams i§matuoti buvo naudoti Henipah virusy N baltymams
specifiniai monokloniniai 1G3 antikiinai. Sie monokloniniai antikiinai buvo
gauti peles imunizavus Siame darbe mielése S.cerevisiae susintetintu ir

iSgrynintu NiV N baltymu. Henipah virusy N baltymy sintezé mielése tirta po
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8, 12, 16, 20, 24, 28 ir 32 val trukusios indukcijos taip pat, kaip ir SeV N
baltymo atveju (zr. Rezultaty dalj, skyrius 3.1.2.1.). Po indukcijos, suardZius
mieliy Igsteles ir SLS iSmatavus santykinj N baltymo kiekj nustatyta, kad abiem
tirtais atvejais N baltymo kiekis sparciai didéjo mieles auginant indukcijos
sglygomis 16 val, o savo maksimumg pasieké po 24 val Toliau buvo nustatyta,
kad abiem tirtais atvejais indukcinéje terpéje padidinus galaktozeés kiekj nuo
1.5 iki 2.5% tirty N baltymy sintezés lygis padidéjo ~ 25 %. Naudojant
parinktas optimalias indukcijos sglygas, SLS apskaiciuoti NiV ir HeV N baltymy
kiekiai sudaré 5.3 £ 0.6 % ir 5.3 £ 0.4 % nuo bendro Igstelés baltymy kiekio.
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27 pav. Mielése S.cerevisiae susintetinty NiV ir HeV N baltymy analizé SDS-PAGE metodu (A ir B, 1-3
takeliai) ir imunoblotingu naudojant Henipah virusy N baltymams specifiniais monokloninius 1G3
antikdnus (A ir B, 4-6 takeliai). M — baltymy molekulinio svorio standartas (UAB ,Fermentas”) 170,
130, 100, 70, 55, 40, 35 ir 25 kDa; 1 ir 4 takeliai — 20 pg indukuoty pFGG3 vektoriumi transformuoty
mieliy S.cerevisiae SLS; 2 ir 5 takeliai — 20 pg indukuotos pFGG3-NiV-N vektoriumi transformuoty
mieliy S.cerevisiae SLS; 3 ir 6 takeliai — 2 pug iSgryninto mielése S.cerevisiae susintetinto NiV N
baltymo. (B) SDS-PAGE (1-3) ir imunoblotingas su Henipah virusy N baltymams specifiniais
monokloniniais 1G3 antikinais (4-6). M — baltymy molekulinio svorio standartas (UAB ,Fermentas”)
170, 130, 100, 70, 55, 40, 35 ir 25 kDa; 1 ir 4 takeliai — 20 pg indukuoty pFGG3 vektoriumi
transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 2 ir 5 takeliai — 20 pg indukoty pFGG3-HeV-N vektoriumi
transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 3 ir 6 takeliai — 2 ug iSgryninto mielése S.cerevisiae susintetinto
HeV N baltymo.

Jsitikinus, kad mielés S.cerevisiae sintetina Henipah virusy N baltymus ir
parinkus Siy baltymy sintezei optimalias indukcijos salygas, toliau Sie baltymai
buvo gryninti. Gryninimui naudotos tokios pat procediros, kaip ir mielése
susintetinto SeV N baltymo gryninimo atveju (Zr. Rezultaty dalj, skyrius
3.1.2.1.). Nucentrifugavus SLS suspensijg ir atskyrus TBF, NDS-PAGE metodu
nustatyta, kad abiem tirtais atvejais didZioji dalis mielése susintetinty N

baltymy liko TBF. Toliau TBF buvo centrifuguota per 30 % sacharozés tirpalo
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sluoksnj. Nucentrifugavus, NDS-PAGE metodu buvo jsitikinta, kad abiem tirtais
atvejais gryninti N baltymai koncentravosi pro tanky sacharozés sluoksnj
prasiskverbusiy baltymy formuojamose nuosédose. Pro sacharozés sluoksnj
parsiskverbe baltymai buvo istirpinti AT ir du kartus centrifuguoti CsCl tankio
gradiente. NDS-PAGE metodu iSanalizavus surinkty CsCl tankio gradiento
frakcijy méginius abiem tirtais atvejais didziausi N baltymo kiekiai buvo
nustatyti 1.28 — 1.30 g/cm’ tankio CsCl tirpalo sluoksnyje. Taip pat $iame
sluoksnyje abiem tirtais atvejais buvo aptiktos ir negausios mieliy lgstelés
baltymy priemaisos. Jsitikinta, kad nepakito ir gryninty N baltymy MM.
DidZiausius NiV N baltymo kiekius turincios CsCl tirpalo frakcijos sujungtos ir
dializuotos NFDT su 1 mM EDTA. Po dializés NDS-PAGE metodu sujungty
frakcijy meéginyje buvo aptiktas daugiausia tik pilno ilgio NiV N baltymas (27 A
pav., 3 takelis). Tai pat tirtame méginyje buvo nustatytos ir negausios mieliy
Igstelés baltymy priemaisos bei iS dalies degraduoti trumpesnio ilgio NiV N
baltymo variantai, kuriy tapatybé buvo patvirtinta BIB metodu naudojant
Henipah virusy N baltymams specifinius monokloninius 1G3 antiklinus (27 A
pav., 6 takelis). Tai rodo, kad nedidelé dalis mielése susintetinto NiV N
baltymo yra sudegraduojama gryninimo procediry metu. Naudojant vaizdo
analizés programg apskaiciuotas NiV N baltymo grynumas. Paaiskéjo, kad
iSgrynintame meéginyje NiV N baltymas sudaré 88 % nuo bendro baltymy
kiekio. CsCl tankio gradiento frakcijos, kuriose buvo nustatytos didziausios
HeV N baltymo koncentracijos, sujungtos ir dializuotos NFDT su 1 mM EDTA.
Po dializés NDS-PAGE metodu sujungty frakcijy meéginyje taip pat buvo
aptiktas daugiausia tik pilno ilgio HeV N baltymas (27 B pav., 3 takelis), taciau,
kaip ir NiV N baltymo atveju, iSgrynintame méginyje buvo nustatytas nedidelis
kiekis mieliy Iastelés baltymy priemaisy ir nedideli kiekiai i dalies
sudegraduoty trumpesniy HeV N baltymo varianty, kuriy tapatybé buvo
patvirtinta BIB metodu (27 B pav., 6 takelis). Naudojant vaizdo analizés

programg apskai¢iuotas HeV N baltymo grynumas. Paaiskéjo, kad
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iSgrynintame meéginyje HeV N baltymas sudaré 90 % nuo bendro baltymy
kiekio. Po gryninimo gautos mielése S.cerevisiae susintetinty Henipah virusy N
baltymy iSeigos yra pateiktos rezultatus apibendrinancioje 1 lenteléje,
Rezultaty dalies 3.1.2.6. skyriuje.

ISgryninty Henipah virusy N baltymy koncentracijos nustatytos
Bredfordo metodu. Abiem tirtais atvejais dalis iSgryninto N baltymo tirpalo
buvo praskiesta gliceroliu iki 50 % tdrio ir laikyta —20°C temperatiroje, kita
dalis liofilizuota ir laikyta 4°C temperatiroje. Po ménesio baltymy meéginiai
tikrinti NDS-PAGE metodu. Nustatyta, kad abiem bddais uzkonservuoti
iSgryninti Henipah virusy N baltymai gali bati saugiai laikomi ilgg laika.

Siekiant patvirtinti mielése susintetinty Henipah virusy N baltymy
tapatybes, iSgryninti Henipah virusy N baltymai buvo analizuoti tandeminés
masiy spektrometrijos (MS/MS) metodu. Si analizé buvo atlikta Australijos
gyviny sveikatos priezitros laboratorijoje (AGSPL), Australijoje. ISgryninti
Henipah virusy N baltymai vienu atveju veikti tripsinu, kitu — chimotripsinu ir
trecCiu —endopeptidaze AspN (16 val 37°C). Po N baltymy hidrolizés gauti
peptidai atvirkstiniy faziy chromatografijos metodu atskirti Vydac C18
kolonéléje (Grace Davison, JAV), auksSto slégio skys¢iy chromatografijos
sistemoje Surveyor-MS (Thermo, JAV) (Juozapaitis ir kt., 2007b). Atvirkstiniy
faziy chromatografijos metodu atskyrus peptidus, jy fragmenty masiy spektrai
buvo nustatyti naudojant LCQ keturiy poliy jony-spasty masés spektrometrg
(Thermo, JAV) (Juozapaitis ir kt., 2007b). Nustatyti peptidy fragmenty masiy
spektrai buvo jvertinti ir palyginti su baltymy duomeny bazéje esanciais
neapdorotais Zinomos sekos peptidy fragmenty masiy spektrais in sillico
algoritmu Sequest (Eng ir kt., 2008) (Thermo, JAV). Pagal fragmenty masiy
spektrg nustatytos peptidy sekos palygintos su GenBank duomeny bazéje
esanciomis baltymy sekomis ir su nedideliu skai¢iumi Henipah virusy N
baltymy seky. Labiausiai su Henipah virusy N baltymy sekomis sutampantys

peptidai, kuriy panasumo lygmuo (Xcorr) apskaiciuotas algoritmu Sequest
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buvo didesnis uz 2, priskirti tirty N baltymy ar. sekoms. MS/MS metodu abiem
tirtais atvejais pavyko nustatyti 92 % mielése susintetinto N baltymo sekos. 28
paveiksle Siuo metodu nustatytos mielése susintetinty Henipah virusy N
baltymy sekos yra paryskintos. Taip pat MS/MS metodu buvo nustatyta, kad
abiem tirtais atvejais mielése sintetinamas N baltymas yra modifikuojamas
pasalinant metioning ir acetilinant antroje pozicijoje esantj sering. Yra Zinoma,
kad taip pat yra modifikuojami natyvis Menangle ir Hendra virusy N baltymai
(Shiell ir kt., 2002).

Siekiant nustatyti, ar mielése susintetinti Henipah virusy N baltymai
formuoja viruso nukleokapside primenancias daleles, iSgryninti jy méginiai
buvo tirti elektroniniu mikroskopu. EM analizé parodé, kad, skirtingai nei kiti
Siame darbe mielése susintetinti paramikso virusy N baltymai, mielése
susintetini Henipah virusy N baltymai daugiausia formuoja tik nukleokapsidés
spiralés Ziedus, sudarytus i$ vienos ar keliy spiralés vijy (30 A ir B pav.). Taip
pat, abiem tirtais atvejais, iSgrynintg N baltymo méginj stebint EM matési ir
paramikso virusy nukleokapside primenancios dalelés, taciau Siy dariniy, jy
skai¢iy lyginant su nukleokapsidés spiralés Ziedy skaic¢iumi, tirtuose
meéginiuose buvo nedaug (30 A ir B pav.). Siek tiek daugiau vVNPD matési EM
stebint iSgryninto NiV N baltymo méginj (30 A pav.). Tai rodo, kad didZioji dalis
mielése susintetinty Henipah virusy N baltymy negeba formuoti ilgesniy nei
kelios spiralés vijos viruso nukleokapside primenanciy spiraliniy dariniy arba
Sie dariniai yra nepatvar(s ir gryninimo metu subyra j nukleokapsidés spiralés
Ziedus. Mielése susintetinty Henipah virusy N baltymy formuojamos vNPD
buvo panasios j Siek tiek lenktus 20 nm skersmens ir nuo 20 iki 100 nm ilgio
vamzdelius, kuriy pakrasciai turi ,,eglutés” rastg primenancius susiauréjimus, o
viduryje matosi ~3-4nm skersmens tamsi juosta, besidriekianti iSilgai

vamzdelio per visg jo ilgj.
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1 50
Niv N (1) MSDI;ESFRSYQ SKLGRDGRASAATATLTTKIRIFVPATNSPELRWE

HeV N (1) MSDI SFRSYQSKLGRDGRASAATATLTTKIRIFVPATNSPELRWE

51 100
NiVv N (51) LTLFALDVIRSPSAAES! GAAFTLISMYSERPGALIRSLLNDPDIEAV
HeV N (51) LTLFALDVIRSPSAAES! GAAFTLISMYSERPGALIRSLLNDPDIEAV

101 150
NivV N (101) IIDVGS! GIPVMERRGDKAQEEMEGLMR T LKTARDSSKGKTPFVDSRA
HeV N (101) IIDVGS GIPVMERRGDKAQEEMEGLMRT LKTARESSKGKTPFVDSRA

151 200
NivV N (151) ¥YGLRITDMSTLVSAVITIEAQIWILIAKAVTAPDTAEESETRRWAKYVQQO
HeV N (151) YGLRITDMSTLVSAVITIEAQIWILIAKAVTAPDTAEESETRRWAKYVQQ
201 250
NiV N (201) KRVNFFALTQOWLTEMRNLLSQSLSVRKFMVEILIEVKKGGSAKGRAVEI
HeV N (201) KRVNFFALTQOWLTEMRNLLSQSLSVRKFMVEI .VKKGGSAKGRAVETI
251 300
NivV N (251) ISDIGNYVEETGMAGFFATIRFGLETRYPALALNEFQSDLNTIKSLMLLY
HeV N (251) ISDIGNYVEETGMAGFFATIRFGLETRYPALALNEFQSDLNTIKGLMLLY
301 350
NivV N (301) REIGPRAPYMVLLEESIQTKFAPGGYPLLWSFAMGVATTIDRSMGALNIN
HeV N (301) REIGPRAPYMVLLEESIQTKFAPGGYPLLWSFAMGVATTIDRSMGALNIN

351 400
NiV N (351) RGYLEPMYFRLGOKSARHHAGGIDQ LGLSSDQVAELAAAVQETSA
HeV N (351) RGYLEPMYFRLGQKSARHHAGGIDQ! LGLNSDQVAELAAAVQETSV
401 450
NiV N (401) GRQESNWQAREAKFAAGGVLEGGSBODIDEGEEPIEQSGRQSVTFKREMS
HeV N (401) GR OAREAKFAAGGVL ODIDEEEEPIEHSGRQSVTFKREMS
451 500
NiV N (451) [ESSLANSVPSSSVSTSGGTRLTNSLLNLRSRLAAKAAKEAASSNAFDEPA
HeV N (451) MSSLADSVPSSSVSTSGGTRLTNSLLNLRSRLAAKAIKESTAQ-SSSERN
501 531

NiV N (501) ISNRTQEESEKKNNOBLKPAQNDLDEVRADV
HeV N (500) PNNRPQADSGRKDDQEPKPAQNDLDEVRADV

28 pav. Palygintos NiV N baltymo (Chua ir kt., 2000; atapZinimo numeris: AF212302) ir HeV N baltymo
(Wang ir kt., 2000; atapZinimo numeris: AF017149) amino rigsciy sekos. Pabrauktos sekos buvo
nustatytos MS/MS metodu.

Zinoma, kad paramikso virusy N baltymo N-dalies amino rigiciy seka
(a.r. 1-399) formuoja kompaktiskg erdvine struktirg, todél si N baltymo dalis
yra atspari net kai kuriy peptidaziy poveikiui, o C-dalies amino ragsciy sekos
(a.r. nuo 400 iki galo) erdviné struktira yra nekompaktiska, kintanti ir jautri
peptidaziy poveikiui (Habchi ir kt., 2010). Su N baltymo C-dalies amino ragsciy
seka sgveikauja net keletas kity viruso ir lgstelés baltymy, todeél C-dalis
kompaktiSkiau susilanksto tik tuomet, kai ji susijungia su kitu viruso baltymu
(Habchi ir kt., 2010). Buvo padaryta prielaida, kad bitent paslanki N baltymo
C-dalis mielése sintetinamiems Henipah virusy N baltymams trukdo rinktis j
ilgesnj nei kelios spiralés vijos darinj. Siai prielaidai patikrini mielése
S.cerevisiae buvo susintetinti ir iSgryninti Henipah virusy N baltymy variantai
su pasalinta C-dalimi (abiem atvejais ar. 1-400). Siam tikslui sukonstruotais
NiV ir HeV N baltymy be C-dalies sintezei mielése S.cerevisiae skirtais
vektoriais pFGG3-NiV-Ny;.399) it PFGG3-HeV-N y1.399) (Zr. skyriy 3.1.1., vektoriy
schemos pateiktos 15 A ir B pav.) transformuotos mielés S.cerevisiae,
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kamienas 214Apep4. Sie baltymai buvo susintetinti mielése, o po to isgryninti

taip pat, kaip ir pilno ilgio Henipah virusy N baltymai (29 A ir B pav.).
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29 pav. Mielése S.cerevisiae susintetintu NiV N(y1.399) (A) ir HeV Nin1.309) (B) baltymy analizé SDS-PAGE
metodu. (A): M — baltymy molekulinio svorio standartas (UAB ,Fermentas”) 170, 130, 100, 70, 55, 40,
35 ir 25 kDa; 1 takelis — 20 pg indukuoty pFGG3 vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 2
takelis — 20 ug indukuotos pFGG3-NiV-N ;399 vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 3
takelis — 1 pg iSgryninto mielése S.cerevisiae susintetinto NiV N(ni399 baltymo. (B): M — baltymy
molekulinio svorio standartas (UAB ,Fermentas”) 116, 66, 45, 35, 25 ir 18 kDa; 1 takelis — 20 ug
indukuoty pFGG3 vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 2 takelis — 20 pg indukuotos
PFGG3-HeV-Ny;.309) vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 3 takelis — 1 pg idgryninto
mielése S.cerevisiae susintetinto HeV Ny1-399) baltymo.

Stebint iSgrynintus Henipah virusy N baltymy be C-dalies méginius EM
mateési tik virusy nukleokapside primenantys ilgi dariniai, taciau Siy j tiesius
vamzdelius panasiy dariniy pakrasciuose nesimaté aiskiy ,eglutés” rastg
primenanciy susiauréjimy (30 C ir D pav.). Stebéti vamzdeliai buvo 2 nm
siauresni (18 nm) nei pilno ilgio mielése susintetinty Henipah virusy N
baltymy formuojamos vNPD ir nuo 50 iki 400 nm ilgio, o jy viduryje matési
~3-4 nm skersmens tamsi juosta. Stebétuose méginiuose buvo aptikta vos
keletas nukleokapsidés spiralés Ziedy. Tai rodo, kad mielése sintetinami
Henipah virusy N baltymai be C-dalies labai efektyviai renkasi j ilgas
nukleokapsidines spirales, kurios yra nepaslankios ir patvarios.

Jsitikinus, kad mielése S.cerevisiae susintetinti Henipah virusy N baltymai
formuoja viruso nukleokapside primenancias daleles, padaryta prielaida, kad
Siy baltymy antigeninés savybés turéty bati panasios j natyviy Henipah virusy
N baltymy antigenines savybes. Todél mielése susintetinti ir iSgryninti

Henipah virusy N baltymai buvo naudoti monokloniniams pelés antiklinams,

121



specifiniams natyviems Henipah virusy N baltymams, gauti. Sis darbas buvo
atliktas Biotechnologijos instituto Imunologijos ir Igstelés biologijos skyriuje

vadovaujant dr. A. Zvirblienei.

(D)

30 pav. I3gryninty mielése S.cerevisiae susintetinty NiV N (A), HeV N (B), NiV N(y1-359) (C) ir HeV Nn1-399)
(D) baltymy elektroninés mikrografijos. Padidinta 100.000 karty, briksnys — 100 nm. Rodyklémis
pazyméti nukleokapsidés spiralés Ziedai.

3.1.2.5. Menangle viruso nukleokapsidés baltymas

Menangle viruso (MenV) N baltymo sintezé tirta mieliy S.cerevisiae
kamiene 214Apep4. Sukonstruotu MenV N baltymo sintezei mielése
S.cerevisiae skirtu vektoriumi pFGG3-MenV-N (zr. skyriy 3.1.1., vektoriaus
schema pateikta 14 G pav.) transformuotos mielés S.cerevisiae, kamienas
214Apep4, buvo padaugintos skystoje mitybinéje terpéje su formaldehidu ir
po to augintos indukcijos sglygomis, kaip aprasyta anksciau (Zr. Rezultaty dalj,
skyrius 3.1.2.1.).

Po indukcijos, suardZius mieles, NDS-PAGE metodu tirtas SLS méginys.
Siuo metodu vektoriumi pFGG3-MenV-N transformuoty mieliy SLS meéginyje, jj
lyginant su neigiamos kontrolés méginiu, aptiktas ~ 67 kDa MM papildomas
baltymas, kurio MM buvo ~ 8 kDa didesnés nei programa apskaiciuota MenV
N baltymo teoriné MM (~ 59 kDa) (31 A pav. 2 takelis). Naudojant programg
tai pat buvo apskaiciuota, kad MenV N baltymas turi palyginti didelj neigiama
kravj (netenka krivio, kai pH yra lygus 4.94). Turbit todél Sis baltymas PAA
gelyje veikiant elektros srovei juda Ié¢iau nei panasSios MM baltymas NDS-
PAGE analizéje naudotas kaip MM standartas. Padaryta prielaida, kad po

indukcijos pFGG3-MenV-N vektoriumi transformuoty mieliy SLS aptiktas pilno
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ilgio MenV N baltymas. Kadangi nebuvo galimybés gauti Siam baltymui
specifiniy antikliny, todél jo tapatybé nebuvo patvirtinta BIB metodu.
Jsitikinus, kad MenV N baltymas yra sintetinamas mielése S.cerevisiae,
toliau buvo nustatytos Sio baltymo sintezei optimalios indukcijos sglygos.
Sioms sglygoms nustatyti SLS buvo matuojamas santykinis MenV N baltymo
kiekis. Siam kiekiui i$matuoti buvo naudoti MenV N baltymui specifiniai
monokloniniai 2D1 antikidnai (Zvirbliené ir kt., 2010). Sie monokloniniai
antiknai buvo gauti peles imunizavus Siame darbe mielése S.cerevisiae
susintetintu ir iSgrynintu MenV N baltymu. SLS iSmatavus santykinj MenV N
baltymo kiekj po jvairy laiko tarpg trukusios indukcijos nustatyta, kad
maksimalus Sio viruso N baltymo kiekis buvo gautas mieles auginant
indukcijos salygomis 24 val Toliau buvo nustatyta, kad indukcinéje terpéje
padidinus galaktozés koncentracijg nuo 1.5 iki 2.5 % MenV N baltymo sintezés
lygis padidéjo ~ 25 %. Naudojant parinktas optimalias indukcijos salygas, SLS
apskaiciuotas MenV N baltymo kiekis sudaré 1.8 + 0.2 % nuo bendro Igstelés

baltymuy kiekio.
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31 pav. Mielése S.cerevisiae susintetinto MenV N baltymo analizé SDS-PAGE metodu (A) ir
imunoblotingu naudojant MenV N baltymui specifiniais monokloninius 2D1 antikiinus (B). M —
baltymy molekulinio svorio standartas (UAB ,Fermentas®) 170, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25 ir 15 kDa;
1 takelis — 20 pg indukuoty pFGG3 vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 2 takelis — 20 pg
indukuoty pFGG3-MenV-N vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 3 takelis — 1 pg
iSgryninto mielése S.cerevisiae susintetinto MenV N baltymo.

Jsitikinus, kad mielés S.cerevisiae sintetina MenV N baltymg ir parinkus
Sio baltymo sintezei optimalias indukcijos sglygas, toliau Sis baltymas buvo

grynintas. Gryninimui naudotos tokios pat procediros, kaip ir mielése
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susintetinto SeV N baltymo gryninimo atveju (Zr. Rezultaty dalj, skyrius
3.1.2.1.). Nucentrifugavus SLS suspensijg ir atskyrus TBF, NDS-PAGE metodu
nustatyta, kad didzioji dalis mielése susintetinto MenV N baltymo liko TBF.
Toliau TBF buvo centrifuguota per 30% sacharozés tirpalo sluoksni.
Nucentrifugavus, NDS-PAGE metodu buvo jsitikinta, kad MenV N baltymas
koncentravosi pro tanky sacharozés sluoksnj prasiskverbusiy baltymy
formuojamose nuosédose. Pro sacharozés sluoksnj parsiskverbe baltymai
buvo istirpinti AT ir du kartus centrifuguoti CsCl tankio gradiente. NDS-PAGE
metodu iSanalizavus surinkty CsCl tankio gradiento frakcijy méginius didZiausi
MenV N baltymo kiekiai buvo nustatyti 1.29 — 1.31 g/cm? tankio CsCl tirpalo
sluoksnyje. Siame sluoksnyje nebuvo aptiktos Igstelés baltymy priemaios ir
jsitikinta, kad nepakito gryninto N baltymo MM. Didziausius MenV N baltymo
kiekius turinios CsCl tirpalo frakcijos sujungtos ir dializuotos NFDT su
1 mM EDTA. Po dializés NDS-PAGE metodu sujungty frakcijy méginyje buvo
aptiktas tik pilno ilgio NiV N baltymas (31 A pav. 3 takelis). Taip pat tirtame
meéginyje BIB metodu naudojant MenV N baltymui specifinius monokloninius
2D1-B antiklinus buvo nustatyti labai nedideli kiekiai i$ dalies sudegraduoty
trumpesnio ilgio MenV N baltymo varianty (31 B pav. 3 takelis). Tai rodo, kad
mielése susintetintas MenV N baltymas yra stabilus ir néra sudegraduojamas
gryninimo  procediry metu. Naudojant vaizdo analizés programa
apskaiciuotas MenV N baltymo grynumas. Paaiskéjo, kad iSgrynintame
meéginyje MenV N baltymas sudaré >96 % nuo bendro baltymy kiekio. Po
gryninimo gauta mielése S.cerevisiae susintetinto MenV N baltymo iSeiga yra
pateikta rezultatus apibendrinancioje 1 lenteléje, Rezultaty dalies 3.1.2.6.
skyriuje.

ISgryninto MenV N baltymo koncentracija nustatyta Bredfordo metodu.
Dalis isgryninto N baltymo tirpalo buvo praskiesta gliceroliu iki 50 % tdrio ir
laikyta —20°C temperatdroje, kita dalis liofilizuota ir laikyta 4°C temperatiroje.

Po ménesio baltymo meéginys tikrintas NDS-PAGE metodu. Nustatyta, kad
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abiem bidais uzkonservuotas iSgrynintas MenV N baltymas gali bdti saugiai
laikomas ilgg laika.

Siekiant patvirtinti mielése susintetinto MenV N baltymo tapatybe,
isgrynintas MenV N baltymas buvo analizuotas MS/MS metodu taip pat, kaip
ir mielése susintetinti ir iSgryninti Henipah virusy N baltymai (Zr. Rezultaty
dalj, skyrius 3.1.2.4.) (Juozapaitis ir kt., 2007a). Si analizé buvo atlikta
Australijos gyviny sveikatos prieZitiros laboratorijoje (AGSPL), Australijoje.
MS/MS metodu pavyko nustatyti 87 % mielése susintetinto N baltymo sekos.
32 paveiksle Siuo metodu nustatyta mielése susintetinto MenV N baltymo
seka yra paryskinta. Taip pat MS/MS metodu buvo nustatyta, kad mielése
sintetinamas MenV N baltymas yra modifikuojamas pasalinant metioning ir
acetilinant antroje pozicijoje esantj sering. Yra Zinoma, kad taip pat yra
modifikuojami natyvis Menangle ir Hendra virusy N baltymai (Shiell ir kt.,

2002).

1 50
MenV N (1) MSSVFRAFELFTLEQEQNEHGNDIELPPETLRTNIKVCTLNNQEPQARHD
51 100
MenV N  (51) MMCFCLRLIASNSARAAHKTGAILTLLSLPTAMMONHLRIADRSPDADIE
101 150
MenV N (101) RLEIDGFEPGTFRLRANARTPMTNGEVTALNLMAQDLPDTYSNDTPFLNP
151 200
MenV N (151) NTETEQCDEMEQFLNAIYSVLVQVWVTVCKCMTAHDQPTGSDERRLAKYQ
201 250
MenV N (201) QQGRLDORYALQPELRRQIQTCIRSSLTIRQFLTHELQTARKQGAITGKY
251 300
MenV N (251) YAMVGDIGKYIDNAGMSAFFMTMRFALGTKWPPLALAAFSGELLKLKSLM
301 350
MenV N (301) QLYRGLGDRARYMALLEMSEMMEFAPANYPLCYSYAMGIGSVQDPMMRNY
351 400
MenV N (351) TFARPFLNPAYFQLGVETANRQOGSVDKAMAAELGLTEDEKRDMSAAVTR
401 450
MenV N (401) LTTGRGGNQAQELINVMGARQGRDOGRRGNRDYDVVEENEETESDSDNDE
451 500
MenV N (451) EQEIQONRPLPPIPQMPQONIDWEVRLAEIERRNQOMAARDRPQAVVTADVH
501 519

MenV N (501) QEPVDARVDEQDMLLDLDM

28 pav. MenV N baltymo (Bowden ir kt., 2001; atapZinimo numeris: AF326114) amino ragsciy seka.
Pabrauktos sekos buvo nustatytos MS/MS metodu.

Siekiant nustatyti, ar mielése susintetintas MenV N baltymas formuoja
viruso nukleokapside primenancias daleles iSgrynintas jo méginys buvo tirtas
elektroniniu mikroskopu. EM analizé parodé, kad MenV N baltymas taip pat,
kaip ir mielése susintetini Henipah virusy N baltymai, daugiausia formuoja tik

nukleokapsidés spiralés Ziedus, sudarytus i vienos ar keliy spiralés vijy (34 A
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pav.). 13gryninto N baltymo meéginyje jj stebint EM matési vos keli turintys
daugiau nei kelias vijas paramikso virusy nukleokapside primenantys dariniai.
Tai rodo, kad didzioji dalis mielése susintetinto MenV N baltymo negeba
formuoti ilgesniy nei kelios spiralés vijos viruso nukleokapside primenanciy
spiraliniy dariniy arba Sie dariniai yra nepatvaris ir gryninimo metu subyra j
nukleokapsidés spiralés Ziedus. Mielése susintetinto MenV N baltymo
formuojamos VNPD buvo panasios j trumpus vos 50 nm ilgio ir 20 nm
skersmens vamzdelius, kuriy pakrasc¢iai turi ,eglutés” rastg primenancius
susiauréjimus, o viduryje matosi ~ 3-4 nm skersmens tamsi juosta. Tai pat,
kaip ir mielése susintetinty Henipah virusy N baltymy atvejais, buvo padaryta
prielaida, kad bitent paslanki MenV N baltymo C-dalis mielése sintetinamam
MenV N baltymui trukdo formuoti viruso nukleokapside primenantcius
spiralinius darinius, kurie baty ilgesni nei kelios spiralés vijos. Siai prielaidai
patikrini mielése S.cerevisiae buvo susintetintas ir iSgrynintas MenV N
baltymo variantas su pasalinta C-dalimi (a.r. 1-399).

Siam tikslui sukonstruotu MenV N baltymo be C-dalies sintezei mielése
S.cerevisiae skirtu vektoriumi pFGG3-MenV-Ny;.399) (Zr. skyriy 3.1.1,,
vektoriaus schema pateikta 15 C pav.) transformuotos mielés S.cerevisiae,
kamienas 214Apep4. Sis baltymas buvo susintetintas mielése, o po to

iSgrynintas taip pat, kaip ir pilno ilgio MenV N baltymas (33 pav.).
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33 pav. Mielése S.cerevisiae susintetinto MenV N300 baltymo analizé SDS-PAGE metodu. M —
baltymy molekulinio svorio standartas (UAB ,Fermentas®) 170, 130, 100, 70, 55, 40, 35, 25 ir 15 kDa;
1 takelis — 20 pg indukuoty pFGG3 vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 2 takelis — 20 pg
indukuotos pFGG3-MenV-N;.399) vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 3 takelis — 1 pg
iSgryninto mielése S.cerevisiae susintetinto MenV N(y1.359) baltymo.
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Stebint iSgryninto MenV N baltymo be C-dalies méginj EM matési tik ilgi
virusy nukleokapside ptimenancios dalelés (34 B pav.). Siy j tiesius vamzdelius
panasiy dariniy pakrasc¢iuose nesimaté aiskiy ,eglutés” rastg primenanciy
susiauréjimy. Stebéti vamzdeliai buvo 2 nm siauresni (18 nm) nei pilno ilgio
mielése susintetinto MenV N baltymo formuojamos vNPD ir nuo 50 iki 400 nm
ilgio. Stebétame méginyje buvo aptikta vos keletas nukleokapsidés spiralés
Ziedy. Tai rodo, kad mielése susintetinti MenV N baltymai be C-dalies, tai pat,

kaip ir analogiSki Henipah virusy N baltymai, labai efektyviai formuoja ilgas

nukleokapsidines spirales, kurios yra nepaslankios ir patvarios.

?’ \ !
34 pav. I13gryninty mielése S.cerevisiae susintetinty MenV N (A) ir Niy1.399) (B) baltymy elektroninés

mikrografijos. Padidinta 100.000 karty, briksnys — 100 nm. Rodyklémis pazyméti nukleokapsidés
spiralés Ziedai.

Jsitikinus, kad mielése S.cerevisiae susintetintas MenV N baltymas
formuoja viruso nukleokapside primenancias daleles, padaryta prielaida, kad
Sio baltymo antigeninés savybés turéty biti panaSios j natyvaus MenV N
baltymo antigenines savybes. Todél mielése susintetintas ir iSgrynintas MenV
N baltymas buvo naudotas monokloniniams pelés antikinams gauti. Sis
darbas buvo atliktas Biotechnologijos instituto Imunologijos ir lgstelés

biologijos skyriuje, vadovaujant dr. A. Zvirblienei.

3.1.2.6. Paramikso virusy nukleokapsidés baltymy sintezés mielése
S.cerevisiae rezultaty apibendrinimas

Paramikso virusy nukleokapsidés baltymy sintezés mielése S.cerevisiae
ir savybiy tyrimy pagrindiniai rezultatai yra apibendrinti 1 lenteléje. Lenteléje

pateikti dydZiai buvo gauti i$ 3 bandymuy.
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1 lentelé. Paramikso virusy nukleokapsidés baltymy sintezés mielése S.cerevisiae rezultatai

Dydis SeV N iPIVIN ZiPIV3 N hRSV N NiVN HeV N MenV N
Optlmalu.s indukcijos 24val 24val 24val 24val 24val 24val 24val
laikas
Optimali indukcijai
galaktozés 2.5% 2.5% 2.5% 2.5% 2.5% 2.5% 2.5%

koncentracija

Baltymy kiekis SLS 11.0+0,6% | 3.4+0.4% | 1.4+0.1% | 3.2+0.3% | 53+0.4% | 53+0.6% | 1.8+0.2%

Gauta drégnos

indukuotos biomasés ~23g/L ~26g/L -30g/L ~20g/L ~24g/L -24g/L ~29g/L

I18gryninto baltymo
iSeiga -1.2mg/1g | -0.7mg/1g | -0.5mg/1g | -0.9mg/1g | -0.8mg/1g | -0.8mg/1g | -0.3mg/1g
(i8 drégnos biomasés)

I18gryninto baltymo
iSeiga -28mg/1L -20mg/1L | -16mg/iL | -18mg/iL | -20mg/iL | -20mg/iL | -10mg/1iL
(is mieliy kultaros)

NPD 1.29-1.32 1.28-1.30 1.28-1,30 1.28-1.29 1.28-1,30 1.28-1.30 1.29-1.31
pladuriavimo tankis g/em?® g/em?® g/em?® g/em?® g/cm’® g/em?® g/em?®
NPD 20-300nm 20-200nm | 20-400nm | 20-100nm | 20-100nm 20-100nm 20-50nm
ilgis/plotis 20nm 20nm 20nm 18nm 20nm 20nm 20nm
NPD A - Labai R Laibai Laibai Laibai
siedy kiekis Nedidelis | Nedidelis | o yidetis | D9l | gigetis didelis | didelis
NPD be C-dalies Netirta Netirta Netirta Netirta Formuoja Formuoja Formuoja
NP_D Pe C-d?hes Netirta Netirta Netirta Netirta 50-300nm | 50-300nm | 50-400nm
ilgis/plotis 18nm 18nm 18nm
NP.D be C.- da.hes Netirta Netirta Netirta Netirta Lj.lial,. L?.lial.. Lf.kf,al..
Ziedy kiekis r Y
Ar f?.rmu?jam NPD Taip Netirta Netirta Netirta Netirta Netirta Netirta
jjungia RNR
NPD jj RNR
! ll';'lzig:os 50-500 nt Netirta Netirta Netirta Netirta Netirta Netirta
RNR ilgis, kurig NPD
apsaugo nuo RNaziy 50-80 nt Netirta Netirta Netirta Netirta Netirta Netirta
poveikio
N baltymy
degradacija sintezés t——— t—— = | === |t | — === | — === | +=—=
metu
N baltymy
degradacija ——— +——— tt—— | ———— | ++—— +t—— +———
gryninimo metu
Imunogeniskas Netirta Taip Taip Ne Taip Taip Taip
Modifikuotas
(Be pirmo Met, Netirta Netirta Netirta Netirta Taip Taip Taip

2 pozicijoje
acetilintas Ser)
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3.2. Rekombinantiniy Paramyxoviridae S$eimos virusy nukleokapsidés
baltymy taikymas diagnostikoje
3.2.1. Rekombinantiniy Paramyxoviridae Seimos virusy nukleokapsidés
baltymy antigeniniy savybiy tyrimas

Mielése S.cerevisiae susintetinty paramikso virusy N baltymy
antigeninés savybés buvo tiriamos imunofermentinés analizés (IFA) metodu.
Mielése susintetinti Zmogaus paragripo virusy 1 ir 3 bei Zmogaus respiracinio
sincitinio viruso N baltymai Siuo metodu buvo tiriami Biotechnologijos
instituto Imunologijos ir lgstelés biologijos skyriuje, vadovaujant dr. A.
Zvirblienei. Kadangi su Henipah ir Menangle virusais yra leidZiama dirbti tik
ketvirto saugumo lygmens reikalavimus atitinkancioje laboratorijoje, todél
mielése susintetinty Siy virusy N baltymy antigeninés savybés buvo tiriamos
Australijos gyviny sveikatos priezitros laboratorijoje, Australijoje. Mielése
susintetinty paramikso virusy N baltymy antigeninés savybés buvo tiriamos
netiesioginés IFA metodu. Trumpai apie patj metoda. Sis metodas skiriasi nuo
klasikinés IFA tuo, kad, visy pirma, sulinéliuose buvo sorbuojamas antigenas,
Siuo atveju mielése susintetintas ir iSgrynintas N baltymas. Po sorbcijos
Sulinéliai buvo blokuojami jaucio serumo albuminu, po to uzpildomi tiriamu
kraujo serumu ir inkubuojami 1 val Po inkubacijos sulinéliai buvo kelis kartus
plaunami ir inkubuojami su IgG klasés antikiinams specifiniais antriniais
antiklnais anti-lgG, sujungtais su krieny peroksidaze, arba IgG, IgM, IgA ir IgE
klasiy antikiinams specifiniy baltymy A ir G miginiu. Sie baltymai taip pat buvo
sujungti su krieny peroksidaze. Pridedant peroksidazés substrato, buvo
gaunama spalviné reakcija, kurios intensyvumas buvo matuojamas

spektrofotometru (Tecan, Austrija) 450 nm bangos ilgio Sviesoje.
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3.2.1.1. Zmogaus paragripo virusy 1 ir 3 nukleokapsidés baltymy antigeninés
savybés

Siekiant nustatyti, ar mielése S.cerevisiae susintetinty Zmogaus
paragripo virusy 1 ir 3 N baltymy antigeninés savybés yra panasios j Siy virusy
natyviy N baltymy antigenines savybes, netiesioginés IFA metodu buvo tirta
Siy baltymy reakcija su kraujo serumy meéginiais, surinktais iS pacienty,
kuriems buvo nustatyta paragripo virusy infekcija. Kraujo serumai buvo
surinkti ir charakterizuoti de Salud Carlos Il instituto Nacionaliniame
mikrobiologijos centre, Ispanijoje. Siam tyrimui buvo naudoti 16 kraujo
serumo meéginiy, surinkty i$ 11 kvépavimo taky ligomis serganciy vaiky,
kuriems buvo nustatyta paragripo virusy infekcija. Septyni meéginiai buvo
surinkti ligos piko metu, o devyni — pacientams pasveikus, maZzdaug pora
savaiciy po to, kai pasireiské pirmieji ligos pozymiai. IS penkiy pacienty buvo
paimti suporuoti méginiai: tiek ligos piko metu, tiek pacientams pasveikus (2
lentelé). Surinkty serumy meéginiai buvo patikrinti komerciniu testu, skirtu
Zmogaus paragripo virusy infekcijy serologinei diagnostikai (IBL-HPIV1/2/3,
Vokietija) (2 lentelé). Po to, charakterizuoti kraujo serumy méginiai buvo tirti
tiesioginés IFA metodu naudojant mielése susintetintus ir iSgrynintus hPIV 1 ir
3 N baltymus. Vieni IFA naudoti Sulinéliai buvo sorbuoti mielése S.cerevisiae
susintetintu ir iSgrynintu hPIV1 N baltymu, kiti — mielése S.cerevisiae
susintetintu ir iSgrynintu hPIV3 N baltymu. Su sorbuotais N baltymais
sgveikaujantiems kraujo serumo IgG klasés antikinams nustatyti buvo naudoti
Zmogaus IgG klasés antikinams specifiniai antriniai antiklinai anti-IgG,
sujungti su krieny peroksidaze (BioRad, JAV). Naudojant mielése susintetintus
hPIV N baltymus tiesioginés IFA metodu hPIV specifiniams 1gG klasés
antiklnams nustatyti, 10 meéginiy i$ 16 (62.5 %) tyrimo rezultatai sutapo su
komercinio testo rezultatais, o SeSiy méginiy — nesutapo (2 lentelé). I3
nesutapusiyjy visi buvo klaidingai teigiami. Klaidingai teigiami rezultatai gali
reiksti, kad naudojant mielése susintetintus hPIV N baltymus tiesioginés IFA
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metodu jmanoma nustatyti mazesnes hPIV specifiniy IgG klasés antikiiny
koncentracijas. Palyginus tiesioginés IFA metodu gautus duomenis su
komercinio testo rezultatais, jsitikinta, kad mielése susintetinti ir iSgryninti
hPIV N baltymai reaguoja su IgG klasés antiklinais, specifiniais Zmogaus
paragripo virusams. Tai rodo, kad mielése susintetinty Zmogaus paragripo
virusy N baltymy antigeninés savybés yra panasios j Siy virusy natyviy N
baltymy antigenines savybes. Komerciniu testu nebuvo jmanoma nustatyti
infekcijg sukélusio paragripo viruso tipo. Tiesioginés IFA metodu naudojant
mielése susintetintus Zmogaus paragripo virusy N baltymus penkiais tirtais
serumy atvejais pavyko nustatyti infekcijg sukélusio paragripo viruso tipg (2
lentelé, serumy Nr.: 2, 5,11, 12 ir 13).

Siekiant patvirtini, kad mielése S.cerevisiae susintetinti hPIV 1 ir 3 N
baltymai specifiskai reaguoja su tirty kraujo serumy antiklnais, iSgryninty N
baltymy méginiai buvo analizuoti BIB metodu naudojant tuos kraujo serumus,
kuriuose tiesioginés IFA metodu buvo aptikti Zmogaus paragripo virusy N
baltymams specifiski IgG klasés antikiinai. BIB metodu nustatyta, kad mielése
susintetini hPIV 1 ir 3 N baltymai specifiskai reaguoja su tirtais kraujo serumais
(35 B ir C pav., 1 ir 2 takeliai). Mielése susintetintas ir iSgrynintas pasiutligés
viruso CVS N baltymas su tirtais kraujo serumais nereagavo (35 C ir B pav., 3
takelis).

Apibendrinus gautus rezultatus, galima teigti, kad mielése S.cerevisiae
susintetinti Zmogaus paragripo virusy 1 ir 3 N baltymai tinka Siy virusy

infekcijy serologinei diagnostikai.
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2 lentelé. Mielése S.cerevisiae susintetinty hPIV 1 ir 3 nukleokapsidés baltymy reakcija su paragripo
virusais uzsikrétusiy Zmoniy kraujo serumais

Nr. Meéginys IBL-hPIV1/2/3 IgG IFA hPIV1 N IgG IFA hPIV3 N IgG IFA Tipas  Serologiné klasifikaacija

1 1-s 032 +/- 3.39  +++ 3.32 +++ hPIV1

2 1-p 2.16  +++ 3.29  +++ 3.19  +++ KryZminé reakcija
3 2-s 0.10 - 039 +/- 043 +/-

4 2-p 0.46 +/- 2.97  +++ 0.55 + hPIV1

5 3-s 0.09 - 022 - 029 -

6 3-p 0.33 +/- 0.23 - 2.35  +++ hPIV3

7 4-s 031 +/- 0.82 + 2,73  +++

8 4-p 0.42 +/- 1.21  ++ 2.45 ++ KryZminé reakcija
9 5-s 0.14 - 0.07 - 0.10 -

10 5-p 013 - 0.07 - 0.10 - Neigi

11 6-s 0.58 + 0.35 +/- 0.79 + hPIV3  hPIV3

12 7-s 036 +/- 0.29 - 098 + hPIV3

13 8-p 016 - 2.56  ++ 0.44 +/- hPIV1  hPIV1

14 9-p 0.09 - 0.29 - 0.47 +/- Jtariamas hPIV3
15 10-p 0.10 - 039 - 0.48 +/- Jtariamas hPIV3
16 11-p 0.12 - 0.25 - 049 +/- Jtariamas hPIV3

Kontroliniai méginiai i$ IBL-hPIV1/2/3 IgG IFA testo
Teigiamas 239 +++ 2.93 +++ 3.06 +++

Neigi 0.06 - 0.08 - 0.08 -

+++: OD reikimé, >1.5; ++: OD reik§mé, 1.0-1.5; +: OD reikSmé, 0.5-1.0; OD reiksmé, 0.3-0.5; -: OD reksmé, <0.3.

s - paimtas méginys ligos piko metu, p - méginys paimtas pasveikus

kDa M % § 2 3 M 1 2 3 1 2 3
100
70 ..
—
55 e — —_— = -
40
3B
25
15
10 A B [+

35 pav. I3gryninty mielése S.cerevisiae susintetinty hPIV1 ir hPIV3 N baltymy saveika su Siais virusais
uzsikrétusiy Zmoniy kraujo serumo antikinais. SDS-PAGE (A). Imunoblotingas su hPIV 1 ir 3 N
baltymams teigiamais kraujo serumais (2 lentelé): kraujo serumas 1-s (B) ir kraujo serumas 1-p (C). M
— baltymy molekulinio svorio standartas (UAB , Fermentas”) 100, 70, 55, 40, 35, 25, 15 ir 10 kDa; 1
takelis — 1 pg iSgryninto mielése S.cerevisiae susintetinto hPIV1 N baltymo; 2 takelis — 1 pg iSgryninto
mielése S.cerevisiae susintetinto hPIV1 N baltymo; 3 takelis — 1 pug iSgryninto mielése S.cerevisiae
susintetinto pasiutligés viruso CVS N baltymo.
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3.2.1.2. Zmogaus respiracinio sincitinio viruso nukleokapsidés baltymo
antigeninés savybés

Mielése S.cerevisiae susintetinto Zmogaus respiracinio sincitinio viruso N
baltymo antigeninés savybés taip pat buvo tirtos netiesioginés IFA metodu.
Siam tikslui buvo surinkti 61 kvépavimo taky ligomis serganciy vaiky kraujo
serumy meéginiai. Sis darbas buvo atliktas Vilniaus universiteto Medicinos
fakulteto Vaiky ligy klinikoje ir Lietuvos AIDS centre. Surinkti kraujo serumo
meéginiai visy pirma buvo istirti tiesioginés imunofluorescencijos (IF) metodu,
naudojant komercinius antiklinus (Chemicon, JAV). Dviejuose méginiuose IF
metodu buvo nustatytas hRSV virusas. Po to surinkti kraujo serumo méginiai
buvo tirti komerciniu testu, skirtu hRSV infekcijos serologinei diagnostikai (IBL-
HRSV, Vokietija). Komerciniu testu 34 meéginiuose buvo nustatyti hRSV
specifiniai IgG klasés antikunai. IF metodu ir komerciniu testu charakterizuoti
kraujo serumo meéginiai buvo tirti tiesioginés IFA metodu naudojant mielése
susintetintg hRSV N baltyma. IFA naudoti Sulinéliai buvo sorbuoti mielése
S.cerevisiae susintetintu ir iSgrynintu hRSV N baltymu, o su Siuo baltymu
reaguojantys kraujo serumo IgG klasés antiklinai buvo nustatyti Zmogaus IgG
klasés antikinams specifiniais antriniais antiklinais anti-lgG, sujungtais su
krieny peroksidaze (BioRad, JAV). Naudojant mielése susintetintg hRSV N
baltyma tiesioginés IFA metodu hRSV specifiniams IgG klasés antiklinams
nustatyti, 57 méginiy i 61 (93.4 %) tyrimo rezultatai sutapo su komercinio
testo rezultatais, o keturiy méginiy — nesutapo. IS jy trys buvo klaidingai
teigiami, o vienas — klaidingai neigiamas. Klaidingai neigiamas rezultatas gali
reiksti, kad Siame meéginyje yra antikliny, specifiniy kitiems hRSV baltymam:s,
bet ne N baltymui. Klaidingai teigiami rezultatai gali reiksti, kad naudojant
mielése susintetinta hRSV N baltymg tiesioginés IFA metodu jmanoma
nustatyti mazesnes hRSV specifiniy 1gG klasés antikiiny koncentracijas.
Palyginus tiesioginés IFA metodu gautus duomenis su komercinio testo

rezultatais, jsitikinta, kad mielése susintetintas ir iSgrynintas hRSV N baltymas
133



reaguoja su IgG klasés antikiinais, specifiniais Zmogaus respiraciniam
sincitiniam virusui. Tai rodo, kad mielése susintetinto hRSV N baltymo
antigeninés savybés yra panasios j Sio viruso natyvaus N baltymo antigenines
savybes. Apibendrinus gautus rezultatus, galima teigti, kad mielése
S.cerevisiae susintetintas ir iSgrynintas Zmogaus respiracinio sincitinio viruso N

baltymas tinka Sio viruso infekcijos serologinei diagnostikai.

3.2.1.3. Henipah virusy nukleokapsidés baltymy antigeninés savybés

Hendra virusu infekuoto Zmogaus, SikSnosparnio ir arklio kraujo serumai,
bei Nipah virusu infekuoto Zmogaus, SikSnosparnio ir kiaulés kraujo serumai,
kurie buvo gauti iS AGSPL serumy banko, Australijoje, buvo naudoti mielése
susintetinty Henipah virusy N baltymy antigeninéms savybéms tirti. Kai kurie
i$ tyrimams naudoty serumy buvo surinkti net per pirmuosius registruotus
Hendra ir Nipah virusy infekcijy protrakius, kilusius 1994 m Queensland’e,
Australijoje, ir 1998 m Nipah‘e, Malaizijoje. Kadangi skirtingose gyviny risyse
Siy virusy infekcijy metu virusy baltymams specifiniy skirtingos klasés
antiktiny koncentracijos gali skirtis, todél mielése susintetinty Henipah virusy
N baltymy antigeninéms savybéms nustatyti tiesioginé IFA buvo atlikta su
baltymy G ir A miiniu (Zymed, JAV). Sie baltymai reaguoja su jvairiy klasiy
antikinais jvairiose gyviny rasyse. Vieni IFA naudoti Sulinéliai buvo sorbuoti
mielése S.cerevisiae susintetintu HeV N baltymu, kiti — mielése S.cerevisiae
susintetintu NiV N baltymu. Atlikus IFA, buvo nustatyta, kad abu mielése
susintetinti baltymai reagavo su teigiamais kraujo serumy méginiais (36 pav.).
Tai rodo, kad mielése susintetinty Henipah virusy N baltymy antigeninés
savybés yra panasios j Siy virusy natyviy N baltymy antigenines savybes.
Kadangi Henipah virusy N baltymy ar. sekos yra labai panasios, todél mielése
susintetintas NiV N baltymas panaSiai reagavo su Hendra virusui teigiamais
kraujo serumais, o mielése susintetintas HeV N baltymas — su Nipah virusui

teigiamais kraujo serumais. Apibendrinus gautus rezultatus, galima teigti, kad
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mielése susintetinti ir iSgryninti Henipah virusy N baltymai tinka Siy virusy
infekcijy serologinei diagnostikai jvairiose gyviny rasyse. Taciau reikia
pazymeti, kad naudojant mielése susintetintus Henipah virusy N baltymus
tiesioginés IFA metodu tirtuose SikSnosparniy ir kiauliy neigiamos kontrolés
meéginiuose buvo nustatyta gana stipri nespecifiné sgveika — fonas. Todél pries
naudojant mielése susintetintus Henipah virusy N baltymus Siy virusy
infekcijy protrikiy tyrimams ir serologinei stebésenai, mielése susintetinty
Henipah virusy N baltymy pagrindu pagamintus tiesioginés IFA testus reikéty
optimizuoti. Taip pat reikia pabrézti, kad IFA naudojant mielése susintetintus
Henipah virusy N baltymus néra jmanoma atskirti Nipah ir Hendra virusy

infekcijy.

3.2.1.4. Menangle viruso nukleokapsidés baltymo antigeninés savybés

Mielése susintetinto Menangle viruso N baltymo antigeniskumas buvo
analizuotas naudojant specialiai Siuo virusu uzkrésty penkiy kiauliy kraujo
serumus, kurie taip pat buvo gauti i AGSPL serumy banko, Australijoje. Kaip
neigiama kontrolé buvo naudoti ty paciy kiauliy kraujo serumai, surinkti pries$
pat infekcijg Menangle virusu. Kraujo serumy méginiai buvo tirti tiesioginés
IFA metodu. IFA naudoti Sulinéliai buvo sorbuoti mielése S.cerevisiae
susintetintu ir iSgrynintu MenV N baltymu, o su Siuo baltymu reaguojantys
kraujo serumo antikiinai buvo nustatyti baltymu A sujungtu su krieny
peroksidaze (Zymed, JAV). Atlikus IFA, buvo nustatyta, kad mielése
susintetintas MenV N baltymas reagavo su teigiamais kraujo serumy méginiais
(37 pav.). Jokio reikSmingo signalo nustatyti nepavyko neigiamos kontrolés
meéginiuose. Tai rodo, kad mielése susintetinto Menangle viruso N baltymo
antigeninés savybés yra panasios j Sio viruso natyvaus N baltymo antigenines
savybes. Todél mielése susintetintas ir iSgrynintas baltymas gali bati
naudojamas serologiniy testy, skirty MenV specifiniams antiklinams aptikti,
kdrimui ir standartizacijai.
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36 pav. Isgryninty mielése S.cerevisiae susintetinty NiV ir NeV N baltymy saveika su Siais virusais
uzsikrétusiy gyvuny kraujo serumo antiklinais analizuota tiesioginés IFA metodu. N.K. — neigiama
kontrolé; HeV — Hendra virusu uZsikrétes gyvinas; NiV — Nipah virusu uZsikrétes gyviinas; HeV-N —
iSgrynintas mielése S.cerevisiae susintetintas HeV N baltymas; NiV-N — iSgrynintas mielése S.cerevisiae
susintetintas NiV N baltymas. O.T. — optinis tankis. Pateikti dydZiai buvo gauti i$ 3 bandymuy. Pakalaidy
ribos Zymi standartinj nuokrypj.

0.T.450 nm

37 pav. ISgryninto mielése S.cerevisiae susintetinto MenV N baltymo sgveika su Siuo virusu uzkrésty
kiauliy kraujo serumo antikinais analizuota tiesioginés IFA metodu. 1-5 bandymui naudotos penkios
specialiai MenV uzkreéstos kiaulés. Balti stulpeliai — prie$ uzkreciant surinkti bandymui naudoty kiauliy
kraujo serumo méginiai. Pilki stulpeliai — MenV uzkrésty kiauliy kraujo serumo meéginiai. O.T. — optinis
tankis. Pateikti dydziai buvo gauti i$ 3 bandymy. Pakalaidy ribos Zymi standartinj nuokrypj.

3.2.2. Mielése S.cerevisiae susintetinty Paramyxoviridae Seimos virusy

nukleokapsidés baltymy panaudojimas monokloniniy antikiiny gavimui
Nustacius, kad mielése S.cerevisiae susintetinty paramikso virusy N

baltymy struktdra ir antigeninés savybés yra panasios j analogisky virusy

natyviy N baltymy antigenines savybes, Sie baltymai buvo panaudoti
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monokoniniams  antikiinams (mAk) gauti. Sie darbai buvo atlikti
Biotechnologijos instituto Imunologijos ir Igstelés biologijos skyriuje,
vadovaujant dr. A. Zvirblienei. Naudojant mielése susintetinus hPIV1, hPIV3,
NiV ir MenV N baltymus buvo gauti Siems baltymams specifiniai antikiinai,

kuriy savybés pateiktos 3 lenteléje.

3 lentelé. hPIV1, hPIV3, NiV ir MenV N baltymams specifiniy antikliny savybés

Rek. N BIB reakcija BIP r.eakcija su
mieliy SLS
baltymas .
mAk hPIV1IN hPIV3 N SeV N hRSV N | baltymais
hPIV1 N 7F5 + - - - -
5B6 +/- + - - -
hPIV3 N 9F2 - + - R -
9G10 +/- + - - -
BIB reakcija BIB reakcija su
Rek. N mieliy SLS
baltymas baltymai
mAk NiVN | HeVN | MenVN | TiviN | o Ymas
+ + - - -
NiV N 163
10A12 + + - - -
2D1 - - + - -
MenV 4G11 - - + - -
10G8 - - + + -
ij IF reakcija’
Rek. N BI.B reakcija reakcija
NiV N be MenV N be
baltymas . -
mAKk C-dalies C-dalies 3 4 s
MenV® | MenV (-)° | TiV
. 1G3 + -
NiV N
10A12 + -
2D1 - - + - -
MenV 4G11 - - + - -
10G8 - - + - -

Rek. — rekombinantinis; BIB — baltymy imunoblotingas; SLS — suardyty lasteliy suspensija; IF —

imunoflourescensiné

1 — Tioman virusas yra naujas paramikso virusas, aptiktas Malaizijoje keliose SikSnosparniy rasyse
(Chua ir kt., 2001)
Sis virusas savo struktira ir antigeninémis savybémis yra labai panasus j Menangle virusg (Chua ir
kt., 2002)

2 —Sis tyrimas buvo atliktas Australijos gyviiny sveikatos prieZitiros laboratorijoje, Australijoje

3 —Menangle virusu infekuoty kiauliy parseliy, gimusiy negyvy, smegeny méginiai

4 — Neinfekuoty, sveiky parseliy smegeny méginiai

5 — Tioman virusu infekuoty kiauliy limfmazgiy méginiai
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Kaip rodo lenteléje pateikti duomenys, gauti mAk yra specifiniai hPIV1,
hPIV3, NiV ir MenV N baltymams ir gali blti naudojami Siy virusy infekcijy
diagnostikai. Reikty tik pabrézti, kad NiV N baltymui specifiniai mAk reaguoja
ir su HeV N baltymu, todél Siuos antikiinus naudojant diagnostikai nebuty
jmanoma atskirti Nipah ir Hendra virusy.

Kaip jau buvo apraSyta Sio darbo rezultaty dalies 3.1.2.3. skyriuje,
naudojant mielése S.cerevisiae susintetintg hRSV N baltymga nepavyko gauti
specifiniy Siam baltymui mAk. Buvo padaryta prielaida, kad Sio viruso N
baltymas néra pakankamai imunogeniskas, nors kaip rodo Siame darbe
aprasyti tyrimai (Zr. Rezultaty dalj, skyrius 3.2.1.2.), hRSV infekuoty pacienty
kraujo serume yra aptinkami N baltymui specifiniai IgG klasés antikinai, kurie
specifiskai reaguoja ir su mielése susintetinu hRSV N baltymu. Gali bati, kad
vien N baltymo nepakanka uZtektinai stipriai stimuliuoti imunine sistema.
Nors mielése S.cerevisiae susintetintas hRSV N baltymas savo antigeninémis
savybémis yra panasus j natyvy Sio viruso N baltymg, tadiau, matyt, hRSV
infekcijos metu kiti viruso baltymai vaidina svarby vaidmenj stimuliuojant
imunine sistemga. Siekiant apeiti Sig kliGtj, mielése S.cerevisiae buvo
susintetintas, o po to iSgrynintas chimerinis N baltymas, sudarytas iS tymy
viruso N baltymo N-dalies, sujungtos su hRSV N baltymo C-dalimi (zr.
Rezultaty dalj, skyrius 3.1.1.3.). Zinant, kad tymy viruso N baltymas yra labai
imunogenigkas (Zvirbliené ir kt., 2007), buvo tikétasi kad chimeriniu N
baltymu imunizavus peles, imunogeniska tymy viruso N baltymo N-dalis
pakankamai stipriai suzadins pelés imuninj atsaka, kurio metu bus gaminami
hRSV N baltymo C-dalies ar. sekai specifiniai antikiinai. Naudojant mielése
S.cerevisiae susintetintg chimerinj N baltymg nepavyko gauti mAk specifiniy
hRSV N baltymo C-dalies ar. sekai. Tai rodo, kad nors mielése susintetintas
hRSV N baltymas yra panasSus savo antigeninémis savybémis j natyvy Sio
viruso N baltymg, bet yra neimunogeniskas ir be kity viruso baltymy pagalbos

negeba uztektinai stipriai stimuliuoti imuninés sistemos atsaka.
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Siekiant detaliau charakterizuoti mAk gautus prieS MenV N baltyma,
buvo atlikti tyrimai MenV N baltymo ar. sekos sritims su kuriomis reaguoja
MenV N baltymui specifiniai mAk (klonai 2D1, 4G11 ir 10G8) nustatyti.
Mielése S.cerevisiae buvo susintetinti sutrumpinti MenV N batymo variantai
be 29, 59, 89 ir 119 C-galiniy ar., turintys 6His seka, prijungtg C gale, ir pilno
ilgio MenV N baltymas, taip pat turinis 6His seka, prijungta C gale. Siam tikslui
buvo sukonstruoti sintezei mielése S.cerevisiae skirti vektoriai, su jklonuotais
genais koduojanciais pilno ilgio ir sutrumpintus MenV N baltymo variantus su
6His sekomis baltymo C gale: pFGG3-MenV-N ceuis), PFGG3-MenV-N;.490+cstis)s
pPFGG3-MenV-N1.ago+cemis)y PFGG3-MenV-Nyi.430+conis)y MenV-Ni.s00+cstis) (Zr.
skyriy 3.1.1., vektoriy schema pateikta 16 pav.). Sukonstruoti vektoriai buvo
panaudoti mieliy S.cerevisiae, kamienas 214Apep4, transformacijai. Gauti
transformantai buvo padauginti skystoje mitybinéje MEPD terpéje su
formaldehidu ir po 24 val tikslinio baltymo sintezé buvo indukuota galaktoze,
kaip aprasyta anksciau. Po indukcijos, suardzius mieliy Igsteles, SLS méginiai
buvo tirti BIB metodu naudojant anti-tetra-his mAk (Qiagen, JAV). Siuo
metodu buvo patvirtinta, kad mielés S.cerevisiae sintetina pilno ilgio ir
sutrumpintus MenV N baltymus, turinéius 6His sekg C gale (38 A pav. 2-6
takeliai). Toliau, BIB metodu buvo nustatyta, kad visi trys mAk, specifiniai
MenV N baltymui (klonai 2D1, 4G11 ir 10G8), reaguoja su pilno ilgio MenV N
baltymu ir su sutrumpintu Sio baltymo variantu be 29 C-galiniy ar. (38 B-D
pav., 2-3 takeliai), o nereaguoja su sutrumpintais MenV N baltymo variantais
be 89 ir 119 C-galiniy ar. (38 B-D pav., 5-6 takeliai). Du i$ tirty mAk (klonai 2D1
ir 4G11) reagavo su sutrumpintu MenV N baltymo variantu be 59 C-galiniy ar.
(38 B-C pav., 4 takelis), o klono 10G8 mAk nereagavo (38 D pav., 4 takelis).
Gauti duomenys rodo, kad du is trijy mAk (klonai 2D1 ir 4G11) reaguoja su
MenV N baltymo ar. seka, kuri prasideda 430 ar. ir baigiasi 460 a.r, o klono
10G8 mAk reaguoja su MenV N baltymo ar. seka, kuri prasideda 460 ar. ir

baigiasi 490 ar.
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2| MenV N (a.r.1-519) FEIE
3 a.rn.1-490 mm
4 a.r.1-460 FHE
5 a.r.1-430 |5+i<)
6 ar1-400 [OB
kDa A B c D
170 -
130 - - —
100 - — —
70 —_— - — — - -
55 - = - - - - - s - o -
40 - ——- —_— —
354 - - -
M 123 456M123 456 M123 45¢6M1234 56

38 pav. Siekiant detaliau charakterizuoti mAk gautus pries MenV N baltymg imunoblotingo metodu
buvo analizuota MenV N baltymui specifiniy mAk antikuny reakcija su mielése susintetintais
sutrumpintas MenV N baltymo variantais. Imunoblotingas naudojant: A — anti-tetra-his mAk (Qiagen,
JAV); B — MenV N baltymui specifinius klono 2D1 mAk; C — MenV N baltymui specifinius klono 4G11
mAk; D — MenV N baltymui specifinius klono 10G8 mAk. M — baltymy molekulinio svorio standartas
(UAB ,Fermentas”) 170, 130, 100, 70, 55, 40, ir 35 kDa; 1 takelis — 20 pg indukuoty pFGG3 vektoriumi
transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 2 takelis — 20 pg indukuoty pFGG3-MenV-N csyis) vektoriumi
transformuoty mieliy S.cerevisiage SLS; 3 takelis — 20 pg indukuoty pFGG3-MenV-Ni.490.cstis)
vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 4 takelis — 20 pg indukuoty pFGG3-MenV-N;.
60+cemis) Vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 5 takelis — 20 pg indukuoty pFGG3-MenV-
Nin1-430+cemis) Vektoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS; 6 takelis — 20 ug indukuoty pFGG3-
MenV-N1.s00+cenis) VEktoriumi transformuoty mieliy S.cerevisiae SLS.
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4. REZULTATY APTARIMAS

Paramyxoviridea Seimai priklauso placiai paplite virusai, sukeliantys
pavojingas Zmogaus ir gyvuny ligas. Vieni iS pavojingiausiy Sios Seimos
atstovy, priklausanciy Pneumovirus bei Respirovirus gentims, yra kvépavimo
takus paZeidZiantys Zmogaus respiracinis sincitinis virusas bei 1 ir 3 serotipy
Zmogaus paragripo virusai (Chanock, 1957; Chanock ir kt., 1958b). Pasaulio
Sveikatos Organizacijos vertinimu, vien Zmogaus respiracinis sincitinis virusas
kasmet visame pasaulyje sukelia kvépavimo taky ligas 64 milijonams Zmoniy,
iS kuriy 160.000, daugiausia naujagimiai ir vaikai, dél ligos komplikacijy mirsta,
o dél Zmogaus paragripo virusy sukelty kvépavimo taky ligy kasmet vien tik
JAV nuo 15.000 iki 80.000 Zmoniy yra gydomi sveikatos prieziliros jstaigose
(World Health Organization 2009).

Kadangi paragripo ir respiracinio sincitinio virusy bei kity kvépavimo
takus infekuojanciy virusy ir Sig organizmo sistema pazeidzianciy bakterijy
sukeliamos kvépavimo taky ligos labai nezymiai skiriasi savo simptomais, todél
nejmanoma. Norint tiksliai nustatyti kvépavimo taky ligg sukélusj virusg, tam,
kad bdtu jmanoma taikyti tinkamg gydymga, rekomenduojama naudoti
molekulinés diagnostikos priemones (Hall, 2001; Henrickson, 2003). Taip pat
Sios diagnostikos priemonés yra butinos kvépavimo taky ligas sukelianciy
virusy paplitimui, patogenezei ir patologijai tirti.

Siame darbe apradytais tyrimais buvo siekiama sukurti efektyvias
priemones kvépavimo taky ligas sukelianciy 1 ir 3 serotipy paragripo bei
respiracinio sincitinio virusy infekcijy serologinei diagnostikai. Siy virusy
diagnostikai yra naudojami jvairus laboratorijoje atliekami metodai, kurie yra
aprasyti Literaturos apzvalgoje, skyriuose 1.3.1. ir 1.3.2. Taciau daugelis jy turi
jvairiy trakumuy.

Specifiniai paragripo ir respiraciniam sincitiniam virusams antikinai yra
efektyviai aptinkami nustatant jy reakcijg su virusiniais antigenais tiesioginés
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imunofermentinés analizés (IFA) metodu. IFA vyra reikalingi virusiniai
antigenai, todél Siam tikslui iki Siol yra naudojamos paragripo ir respiracinio
sincitinio virusy dalelés, iSskirtos i§ Zmogaus lgsteliy kultliry. Tiesioginés IFA
metodu naudojant kaip antigeng virusy daleles néra jmanoma nustatyti
paragripo virusy tipo, nes Siy virusy antigeninés savybés yra labai panasios
(Hall, 2001; Henrickson, 2003).

Rekombinantiniy baltymy panaudojimas specifiniy hPIV1, hPIV3 ir hRSV
antikiiny nustatymui turi daug pranasumy lyginant su virusiniy daleliy
panaudojimu Siai analizei: paprastesné antigeny sintezé, lengvesné metody
standartizacija, didesnis antigeny stabilumas, néra pavojaus iSplatinti virusus
ir kita (Bouche ir kt., 1998). Nors naudojant rekombinantinj baltymg
aptinkamas siauresnis virusui specifiniy antikiny spektras, taciau parinkus
tinkamag viruso antigeng, jmanoma padidinti diagnostinio testo specifiSkuma.
Yra Zinoma, kad Paramyxoviridae Seimos virusy N baltymo C-dalis yra
imunogeniska ir skiriasi savo amino rigsciy seka net tarp paragripo virusy tipy
(Karron ir Collins, 2007). Todél naudojant $j baltyma netiesioginés IFA metodu
turéty biti jmanoma aptikti viruso tipui specifinius antikinus kraujo serumo
ar seiliy meéginiuose.

Siame darbe atlikti hPIV1, hPIV3 ir hRSV N baltymy sintezés tyrimai
Zemesniyjy eukarioty — mieliy S.cerevisiae — svetimy baltymy sintezés
sistemoje ir apibldintos gauty rekombinantiniy N baltymy savybés bei jy
tinkamumas diagnostikai. Biotechnologijos instituto Imunologijos ir Igstelés
biologijos skyriuje (vadové A.Zvirbliené), naudojant mielése susintetintus
rekombinantinius hPIV1 ir hPIV3 N baltymus, buvo gauti specifiniai Siy virusy
N baltymams monokloniniai antikinai, tinkantys Siy virusy diagnostikai.

Nipah ir Hendra virusai buvo atrasti tik praéjusio tikstantmecio
paskutinj deSimtmetj, kilus infekciniams protrikiams, kuriy metu buvo
nustatyta, kad Sie virusai yra mirtinai pavojingi Zmogui ir daro Zalg

gyvulininkystei (Chua ir kt., 1999; Selvey ir Sheridan, 1995). IStyrus jy savybes
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jie buvo priskirti Paramyxoviridae Seimos virusams. NiV ir HeV yra platinami
Pteropodidae Seimos Pteropus genties SikSnosparniy, kuriems Sie virusai néra
pavojingi, dazniausiai nesukelia ligos simptomy (Wang ir kt., 2001). Taciau jais
gali uZsikrésti jvairiy rasiy Zinduoliai, tokie kaip arkliai, kiaulés ir t.t., tame
tarpe ir Zzmogus, kuriems Sie virusai gali sukelti mirting sistemine infekcija.
Menangle virusas yra dar vienas neseniai atrastas SikSnosparniy platinamas
virusas, kuris néra toks pavojingas Zmogui. MenV buvo aptiktas 1997 m. per
infekcinj protrikj vienoje iS Australijos kiaulidzZiy (Philbey ir kt., 2007). Buvo
nustatyta, kad infekcija Siuo virusu sukeélé reprodukcines kiauliy ligas, dél kuriy
Zenkliai sumazéjo kiauliy vados, o MenV buvo aptiktas parSeliy, gimusiy
negyvy, nervy sistemos audiniuose (Philbey ir kt., 1998).

Naujausi duomenys rodo, kad NiV, HeV ir MenV Zalingy infekcijy
protrikiai yra negausus ir pasauliniu mastu iki Siol Siy virusy padaryta zZala
néra labai didelé (Eaton ir kt., 2006; Philbey ir kt., 2008). Taciau reikia
atsizvelgti j tai, kad Sie virusai sparciai kinta, yra platinami jvairiy rasiy gyviny,
sukelia sistemine infekcijg, kurios metu yra paZeidZiamos jvairios organy
sistemos, tame tarpe ir centriné nervy sistema, ir svarbiausia tai, kad NiV ir
HeV yra mirtinai pavojingi ne tik gyvuliams, bet ir Zmogui, todél yra manoma,
kad su laiku Sie virusai turi nemazg potencialg tapti placiai paplitusiais, mirtj
nesanciais virusais (Eaton ir kt., 2006). Kadangi NiV, HeV ir MenV buvo atrasti
palyginti neseniai, o NiV ir HeV galima tirti tik ketvirto saugumo lygmens
laboratorijose, todél Siy virusy tyrimai j priekj juda labai létai (Eaton ir kt.,
2006; Philbey ir kt., 2008). Néra iki galo aisku, kokiy dar rasiy gyvinai juos
platina, nedaug téra Zinoma apie jy paplitimg, iki galo nenustatyta, kuriy
audiniy lgstelés jvairiy rasiy gyvinuose yra tinkamos jiems daugintis,
nezinomi jy plitimo keliai, néra iki galo iSaiskinti Siy virusy patogenezés ir
patologijos mechanizmai. Taip pat iki pat Siandien néra sukurtos Siy virusy

infekcijy diagnostikai skirtos standartizuotos priemonés, kurios Zymiai
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palengvinty Siy virusy biologijos, paplitimo, patogenezés ir patologijos tyrimus
(Wong, 2010).

Remiantis biotechnologijos instituto Eukarioty geny inZinerijos skyriuje
atliktais dr. R. Slibinsko tyrimais, yra Zinoma, kad mielése S.cerevisiae ir
P.pastoris susintetinti Paramyxoviridae Seimos kiaulytés ir tymy virusy N
baltymai buvo sékmingai pritaikyti Siy virusy infekcijy serologinei diagnostikai
(Samuel ir kt., 2002; Samuel ir kt., 2003; Slibinskas ir kt., 2004; Slibinskas ir kt.,
2003). Tai pat naudojant mielése susintetintus rekombinantinius kiaulytés ir
tymy virusy N baltymus buvo gauti specifiniai Siems virusams antiklnai
(Zvirbliené ir kt., 2007). Todél $iame darbe buvo atlikti NiV, HeV ir MenV N
baltymy sintezés tyrimai Zemesniyjy eukarioty — mieliy S.cerevisiae — svetimy
baltymy sintezés sistemoje ir apibldintos gauty rekombinantiniy N baltymy
savybés bei jy tinkamumas diagnostikai. Biotechnologijos instituto
Imunologijos ir Igstelés biologijos skyriuje (vadové A.Zvirbliené), naudojant
mielése susintetintus rekombinantinius NiV ir MenV N baltymus buvo gauti
specifiniai Siy virusy N baltymams monokloniniai antiklnai, tinkantys Siy
virusy diagnostikai.

Pagrindiniai Paramixoviridae Seimos virusy baltymai, infekcijos metu
sukeliantys imuninés sistemos atsakg, kurio metu yra gaminami specifiniai
Siems baltymams antiklinai, yra virusinés dalelés membranoje jsitvirtine
glikoproteinai, i$ kuriy vieni pritvirtina viruso dalele infekuojamos lgstelés
pavirsiuje (hPI viruso HN baltymas; hRS, Henipah ir Men virusy G baltymas), o
kiti sulieja viruso dalelés ir infekuojamos lgstelés membranas (F baltymas)
(Connors ir kt., 1991; Eaton ir kt., 2006; Philbey ir kt., 2008; Ray ir kt., 1988).
Taciau su laiku Paramixoviridae Seimos virusy glikoproteiny antigeninés
savybés kinta, imuninio atsako metu Siems baltymas gaminami antikinai
daZnai reaguoja su giminingo viruso analogiskais baltymais (Lamb ir Parks,
2007). Paramyxoviridae Seimos virusy glikoproteiny sintezé heterologinése

baltymy sintezés sistemose yra sudétinga, gaunami tik nedideli Siy baltymy
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kiekiai (Fooks ir kt., 1993; Nayak ir kt., 1985). Mielése S.cerevisiae nepavyko
susintetinti tymy viruso H ir kiaulytés viruso HN baltymy, kuriy antigeninés
savybés buty panaSios j natyviy analogisky baltymy antigenines savybes
(remtasi dr. R. Slibinsko atliktais tyrimais). Dél Siy priezasciy Paramixoviridae
Seimos virusy glikoproteinai néra tinkami antigenai, kuriy pagrindu, naudojant
mielése susintetintus rekombinantinius Siy baltymy analogus, buty jmanoma
sukurti efektyvias sistemas Sios Seimos virusy serologinei diagnostikai.

Paramixoviridae Seimos virusy N baltymas, Siy virusy infekcijos metu,
taip pat sukelia imuninés sistemos atsakg, kurio metu yra gaminami N
baltymui specifiniai antiktinai, aptinkami kraujo serume ir kai kuriais atvejais
seilése (Connors ir kt., 1991; Eaton ir kt., 2006). Kadangi N baltymas atlieka
daug funkcijy, todél jis yra labai konservatyvus. Nors giminingy virusy N
baltymo N-dalis yra panasi savo ar. seka, tac¢iau imunogeniska C-dalis skiriasi
(Habchi ir kt.,, 2010; Morgan ir kt., 1984). Kaip jau buvo minéta,
Paramyxoviridae Seimos kiaulytés ir tymy virusy N baltymai buvo sékmingai
susintetinti mielése S.cerevisiae ir P.pastoris ir iki pat Siandien yra taikomi Siy
virusy infekcijy serologinei diagnostikai (Samuel ir kt., 2002; Samuel ir kt.,
2003; Slibinskas ir kt., 2004; Slibinskas ir kt., 2003). Remiantis auksciau
paminétais faktais buvo nuspresta, kad hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir MenV
serologinei diagnostikai tikslinga buty naudoti mielése susintetintus Siy virusy
N baltymus. Siy baltymy sintezé mielése S.cerevisiage yra aprasyta darbo
rezultatuose.

Paramyxoviridea Seimos Respirovirus genciai priklausantis Sendai virusas
yra labai panasSus j pirmo serotipo Zmogaus paragripo virusg, taciau néra
pavojingas Zmogui, nors pirmg karta buvo aptiktas ir iSskirtas tiriant bltent
Siuo virusu uzsikrétusio Zmogaus atvejj (Kuroya ir kt., 1953a; Kuroya ir kt.,
1953b). Sis virusas infekuoja peles ir ilga laikg buvo naudojamas kaip modelis

Respirovirus genties virusams tirti. Todél siekiant jsitikinti, ar svetimy baltymy
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sintezés sistema mielése S.cerevisiae tinka Respirovirus genties virusy N
baltymuy sintezei, pradZioje Sioje sistemoje buvo tirta SeV N baltymo sintezé.

Darbo eigoje buvo sukonstruoti 10 N baltymy sintezei mielése
S.cerevisiae skirty vektoriy. Naudojant Siuos vektorius virusy nukleokapsidés
baltymy sintezé daugiausia tirta mieliy S.cerevisiae 214Apep4 kamiene.

Siame darbe nustatytas SeV N baltymo sintezés lygis mielése S.cerevisiae
(11 % nuo bendro lgstelés baltymy kiekio) buvo dvigubai didesnis uz tg, kuris
daZniausiai yra gaunamas svetimus baltymus sintetinant Sioje mieliy sistemoje
(1-5 % nuo bendro Igstelés baltymy kiekio) (Dargeviciuté ir kt., 2002; Gellissen
ir Hollenberg, 1997; Sasnauskas ir kt., 2002; Valenzuela ir kt., 1982). Kaip
pavyzdj galima pateiki gautg kiaulytés viruso N baltymo kiekj suardyty
indukuoty mieliy Igsteliy suspensijoje, kuris sudaré 3,5 % nuo bendro Igstelés
baltymy kiekio (Samuel ir kt., 2002). Taciau SeV N baltymo sintezés lygis
nebuvo toks aukstas, kokj pavyko gauti mieles S.cerevisiae naudojant tymy
viruso N baltymo arba hepatito B viruso Serdies baltymo sintezei (18 % ir 40 %
nuo bendro Igstelés baltymy kiekio (Kniskern ir kt., 1986; Slibinskas ir kt.,
2004)).

Nustacius hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir MenV N baltymy kiekius
indukuoty mieliy S.cerevisiae SLS (3.4 %, 1.4 %, 3.2%, 5.3%, 5.3% ir 1.8 %
nuo bendro Iastelés baltymy kiekio) paaiskéjo, kad Sie baltymai yra
sintetinami taip pat efektyviai kaip ir daugelis kity heterologiniy baltymy,
kuriy sintezé buvo tirta mielése S.cerevisiae, taciau Siy N baltymy sintezés
lygiai yra nuo dviejy iki astuoniy karty mazesni nei SeV N baltymo (11 % nuo
bendro lgstelés baltymy kiekio). Nustatyta, kad i$ tirty N baltymy hPIV3 ir
MenV N baltymai mielése S.cerevisiae yra sintetinami prasciausiai (1.4 % ir
1.8 % nuo bendro lgstelés baltymy kiekio). hPIV1 ir hRSV N baltymy sintezés
lygiai (3.4% ir 3.2% nuo bendro lIgstelés baltymy kiekio) yra panasis j

kiaulytés viruso N baltymo (3.5 % nuo bendro Igstelés baltymy kiekio), o NiV ir
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HeV N baltymy du kartus mazesni (5.3 % ir 5.3 % nuo bendro Igstelés baltymy
kiekio) nei SeV N baltymo (11 % nuo bendro Igstelés baltymy kiekio).

Kodél mielése S.cerevisiae gauti tokie savo struktura ir kai kuriais atvejais
net ar. seka (hPIV1 ir hPIV3 N baltymai) panasiy N baltymy sintezés lygio
skirtumai, neatlikus specialiai tam skirty tyrimy, bdty gana sunku pasakyti,
taciau galima jvardinti bent kelias priezastis: sintetinamy skirtingy baltymy
iRNR gali skirtis savo stabilumu bei transliacijos efektyvumu, baltymai gali bati
nevienodai jautrls peptidaziy poveikiui, baltymai gali bati ,toksiski“ mieliy
Igsteléms arba formuoti tokig erdvine struktirg, kuri jjungia Igstelés baltymy
kokybés kontrolés sistemg (Kaufman, 1999; Wickner ir kt., 1999).

Matuojant santykinj N baltymo kiekj suardyty indukuoty mieliy lgsteliy
suspensijoje, buvo parinktos optimalios Siame darbe tirty N baltymy sintezés
sglygos. Buvo nustatyta optimali sintezés indukcijos trukmé ir parinkta
optimali N geny raiska jjungiancios medziagos — galaktozés — koncentracija.
Nustatyta, kad visais tirtais atvejais didzZiausi N baltymy kiekiai yra gaunami
mieles S.cerevisiae auginant indukcijos sglygomis 24 val. Yra Zinoma, kad tokia
pati sintezés indukcijos trukmé yra optimali ir tymy bei kiaulytés virusy N
baltymy sintezei mielése S.cerevisiae (remtasi dr. R. Slibinsko atliktais
tyrimais). Taip pat buvo nustatyta, kad mieles auginant indukcijos sglygomis
ilgiau nei 24 val visais tirtais atvejais santykinis N baltymo kiekis suardyty
mieliy lgsteliy suspensijoje mazta. Matyt, mieles indukuojant kolbose ilgiau
nei 24 val, mieliy Igsteliy kultlros tankis pasiekia tokig ribg, kada pradeda
trakti mitybiniy medziagy, kurios yra batinos efektyviai rekombinantinio N
baltymo sintezei. Be to, trikstant mitybiniy medziagy, mielés lgsteléje gali
blti jjungiamos sistemos, kurios hidrolizuoja gausiai sintetinamus baltymus
tam, kad palaikyty gyvybines funkcijas. Kita galima prieZastis, stabdanti mieliy
augimg ir kartu svetimy baltymy sinteze yra mieléms toksisky metabolity
(etanolio, rdgsciy) koncentracijos didéjimas (Caumont ir kt., 1996; Shuster ir

kt., 1989). Taip pat nustatyta, kad visais tirtais atvejais didziausi N baltymy
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kiekiai yra gaunami indukcinéje terpéje naudojant 2.5% galaktozés
koncentracija.

IStyrus SeV N baltymo sinteze trijuose mieliy S.cerevisiae kamienuose
FH4C, AH 22-214 ir 214Apep4, nepavyko aptikti pastebimy Sio baltymo
sintezés skirtumy tarp naudoty mieliy kamieny. Dr. R. Slibinsko atlikti tyrimai
taip pat neparodé jokiy tymuy ir kiaulytés virusy N baltymy sintezés skirtumy
tyrimams naudotuose skirtinguose mieliy S.cerevisiae kamienuose. Todél
Siame darbe tirty paramikso virusy N baltymy sintezei buvo naudotas tik
mieliy S.cerevisiae kamienas 214Apep4. Sis kamienas, turintis pep4 mutacija,
pasirinktas dél to, kad jis neturi aktyvaus PEP4 geno, koduojancio vakuoline
peptidaze A, aktyvuojancig kitas vakuolines peptidazes (Westphal ir kt., 1996).
Tikétasi, kad tai gali sustabdyti ar bent slopinti N baltymy hidrolize suardzius
mieles, gryninimo metu.

Pagrindiné prieZastis, trukdanti gauti didelius rekombinantiniy baltymy
kiekius, gali bdti jy nestabilumas mieliy lastelése. Siame darbe baltymy
imunoblotingo metodu iSanalizavus indukuoty mieliy suardyty Iasteliy
suspensijas, buvo jsitikinta, kad visi Siame darbe tirti N baltymai yra stabilUs
mieliy S.cerevisiae |astelése. Tik labai nedideli kiekai N baltymy degradacijos
produkty BIB metodu buvo nustatyti hPIV1, hPIV3, hRSV ir MenV N baltymus
sintetinanéiy mieliy suardyty Igsteliy suspensijose. Jokiy N baltymy
degradacijos produkty BIB metodu nepavyko aptikti NiV ir HeV N baltymus
sintetinanCiose mielése. Palyginus su kitomis sistemomis, naudotomis
paramikso virusy N baltymy sintezei, Siame darbe naudota mieliy S.cerevisiae
svetimy baltymy sintezés sistema pasizyméjo iSskirtiniu stabilumu su
minimalia tiriamy N baltymy degradacija.

NDS-PAGE metodu buvo nustatytos SeV, hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir
MenV rekombinantiniy N baltymy MM, kurios yra lygios ~ 60, 60, 66, 44, 62,
62 ir 67 kDa. sitikinta, kad mielése S.cerevisiae susintetinto hRSV N baltymo

MM sutampa su teoriskai apskaiciuota Sio baltymo MM (~ 44 kDa), o SeV,
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hPIV1, hPIV3, NiV, HeV ir MenV rekombinantiniy N baltymy molekulinés
maseés yra ~3, 2, 8, 4, 4 ir 8 kDa didesnés nei teoriskai apskaiciuotos Siy
baltymy MM (~ 57, 58, 58, 58, 58 ir 59 kDa). Teoriné ir NDS-PAGE metodu
nustatyta N baltymo MM gali skirtis dél jvairiy priezasCiy: dél N baltymo
suminio krdvio, darancio jtakg jo elektroforeziniam judrumui PAA gelyje; dél
po-transliaciniy N baltymo modifikacijy; taip pat NDS-PAGE metodu be
tinkamo baltymy MM standarto nejmanoma labai tiksliai jvertinti baltymo
MM. Todél lyginant NDS-PAGE metodu nustatytg ir teorine N baltymo MM
gautas iki 4 kDa skirtumas gali bati tik vertinimo paklaida. Taciau hPIV3 ir
MenV rekombinantiniy N baltymy nustatytos ir teorinés MM skiriasi net
~ 8 kDa. Panasus NDS-PAGE metodu nustatytos ir apskaiciuotos hPIV3 N
baltymo MM skirtumas buvo aprasytas tiriant natyvy N baltyma, susintetintg
hPIV3 uzkréstose Zinduoliy lgstelése (Henrickson, 2003; Miyahara ir kt., 1992).
Rekombinantinio MenV N baltymo atveju tokj didelj NDS-PAGE metodu
nustatytos ir teorinés MM skirtumg galima bty aiskinti tuo, kad Sis baltymas
turi palyginti didelj neigiamg kriivj (izoelektrinis taskas yra lygus 4,94). Turbdit
todél Sis baltymas PAA gelyje veikiant elektros srovei juda Iéiau nei panasios
MM baltymas NDS-PAGE analizéje naudotas kaip MM standartas.

Siekiant jsitikinti, ar mielése susintetinti N baltymai yra tirpus,
indukuotos mieliy SLS buvo nucentrifuguotos ir atskirtos tirpios baltymy
frakcijos. Nustatyta, kad tirti mielése S.cerevisiae susintetinti N baltymai,
iSskyrus hPIV3 N baltyma, yra tirpls. MaZzdaug 30 % mielése S.cerevisiae
susintetinto hPIV3 N baltymo buvo aptikta nuo tirpios baltymy frakcijos
atskirtose nuosédose. Tai rodo, kad dalis mielése susintetinto hPIV3 N
baltymo yra netirpi. Yra Zinoma, kad paramikso virusy N baltymo N-dalies
amino rigsciy seka (a.r. 1-399) formuoja kompaktiskg erdvine struktirg, o C-
dalies amino ragscéiy sekos (a.r. nuo 400 iki galo) erdviné struktira yra
nekompaktiska, kintanti ir jautri peptidaziy poveikiui. Su N baltymo C-dalies

amino rugsciy seka sgveikauja net keletas kity viruso ir lgstelés baltymy, todél
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C-dalis kompaktiskiau susilanksto tik tuomet, kai ji susijungia su kitu viruso ar
Igstelés baltymu (Habchi ir kt., 2010; Morgan ir kt., 1984). Buvo padaryta
prielaida, kad dalis mielése susintetinty hPIV3 N baltymy yra netirpi dél
hidrofobiniy sgveiky, kurios gali formuotis sgveikaujant keliy hPIV3 N baltymy
hidrofobinéms C dalies sritims tarpusavyje arba su hidrofobiniais netirpiais
Iastelés komponentais. Kadangi hPIV3 N baltymo C dalis sgveikauja net su
keletu kity viruso ir Igstelés baltymy, todél trikstant kazkurio arba kazkuriy i$
jy, hidrofobinés hPIV3 N baltymo C dalies sritys gali bati atviros nespecifinéms
sgveikoms. Dél Siy sgveiky dalis mielése susintetinty hPIV3 N baltymy gali
formuoti agregatus, kuriuos veikiant didele iScentrine jéga, jie kartu su
suardyty mieliy lasteliy liekanomis koncentruotysi nuosédose. Siai prielaidai
patikrinti hPIV3 N baltymg sintetinancios mielés buvo suardytos AT su
jvairiomis detergenty Tween® arba Triton X-100 koncentracijomis. Atskyrus
tirpig baltymy frakcijg, nustatyta, kad ~ 90 % mielése susintetinto netirpaus
hPIV3 N baltymo iStirpsta AT naudojant 2 % detergento Tween®™ arba 1%
detergento Triton X-100 koncentracijas. Tai patvirtina prielaida, kad dalis
mielése susintetinto hPIV3 N baltymo yra netirpi dél hidrofobiniy sgveiky.
Todél siekiant iSvengti mielése susintetinty hPIV3 N baltymy agregacijos
gryninimo metu, visuose gryninimo tirpaluose buvo naudojama 2%
detergento Tween® koncentracija.

Siame darbe buvo siekta sukurti efektyvig paramikso virusy N baltymy
sintezés sistemg mielése S.cerevisiae ir patikrinti ar Sioje sistemoje susintetinti
SeV, hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir MenV N baltymai formuoja viruso
nukleokapside primenancias daleles (VNPD). Yra Zinoma, kad tokius darinius
be kity virusiniy baltymy pagalbos formuoja aukstesniyjy ir Zemesniyjy
eukarioty lgstelése susintetinti rekombinantiniai virusy N baltymai (Bhella ir
kt., 2002; Bhella ir kt., 2004; Fooks ir kt., 1993; Schoehn ir kt., 2004). Jei
Igstelés baltymai dalyvauja susidarant vNPD, tai jie turéty bati konservatyvis

mielése ir Zinduoliy lastelése. Siame darbe tirti mielése susintetinti N baltymai
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buvo centrifuguojami per tanky sacharozeés tirpalo sluoksnj (30 %) ir po to
gryninami du kartus centrifuguojant CsCl tankio gradiente. Nustatyta, kad visi
Siame darbe tirti paramikso virusy N baltymai, juos veikiant didele iScentrine
jéga, sugeba jveiki tanky sacharozés tirpalo sluoksnj. Tai rodo, kad Siy baltymy
formuojami dariniai yra didelio tankio ir didelés MM. Po Sio gryninimo
Zingsnio, tirtus N baltymus nucentrifugavus CsCl tankio gradiente, nustatyta,
kad jie koncentruojasi 1.28 —1.32 g/cm?® tankio CsCl tirpalo sluoksnyje, kas
bldinga ir daugeliui kity virusy daleles arba virusy nukleokapside primenanciy
daleliy su nukleoragstimis arba be jy (Dargeviciute ir kt., 2002; Gedvilaite ir
kt., 2000; HV ir Dermott, 1976; Samuel ir kt., 2002; Samuel ir kt., 2003;
Sasnauskas ir kt., 2002; Slibinskas ir kt., 2004; Slibinskas ir kt., 2003). Gautos
iSgryninty rekombinantiniy SeV, hPIV1, hRSV, NiV, HeV N baltymy iseigos
(~28, 20, 18, 20, 20 mg/L indukuotos mieliy kultdros) buvo panaSios j
iSgryninto mielése S.cerevisiae susintetinto kiaulytés viruso N baltymo iSeigg
(~ 23 mg/L indukuotos mieliy kultdros), o isgryninty rekombinantiniy hPIV1 ir
MenV N baltymy iseigos (~ 16, 10 mg/L indukuotos mieliy kultlros) buvo
~1.5-3 kartus mazesnés nei kity Siame darbe tirty paramikso virusy N
baltymy. Nors Siame darbe gautos tirty pramikso virusy N baltymy iSeigos toli
grazu neprilygsta toms iSeigoms, kurias pavyko gauti iSgryninus mielése
S.cerevisiae ir P.pastoris susintetintg tymy viruso N baltymg (150 ir 400 mg/L
indukuotos mieliy kultiros (Slibinskas ir kt., 2004)), taciau Siame darbe
jsitikinta, kad naudojant mieliy S.cerevisiae svetimy baltymy sintezés sistemg
laboratorinémis sglygomis galima gauti pakankamai didelius kiekius iSgryninty
tirty paramikso virusy N baltymuy.

Nustatyta, kad Siame darbe tirti mielése susintetinti paramikso virusy N
baltymai gryninimo metu iSlieka stabillis. Negausis hidrolizuoty N baltymy
kiekiai, kuriuos pavyko aptikti tik BIB metodu, nustatyti iSgrynintuose mielése
S.cerevisiae susintetinty SeV, hPIV1, hPIV3, NiV, HeV ir MenV N baltymy

meéginiuose, o iSgryninto rekombinantinio hRSV N baltymo meéginyje jokiy N
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baltymo degradacijos produkty BIB metodu aptikti nepavyko. Jsitikinta, kad
Siame darbe mielése susintetinti ir iSgryninti paramikso virusy N baltymai gali
biti ilgg laikg saugiai laikomi 50 % glicerolio tirpale, —20°C temperaturoje arba
ilgam laikui konservuojami juos liofilizuojant. Nustatyta, kad Siais badais
uzkonservuoti tirti rekombinantiniai N baltymai ilgg laikg islieka stabilGs, taip
pat nekinta jy struktdra bei antigeninés savybés.

Elektroniniu mikroskopu stebint mielése S.cerevisiae susintetintus SeV,
hPIV1 ir hPIV3 N baltymus, buvo nustatyta, kad jie formuoja spiralinius virusy
nukleokapside primenancias daleles, panasias j tiesius arba truputj lenktus
20 nm skersmens ir nuo 20 iki 400 nm ilgio vamzdelius, su ,eglutés” rastg
primenanciais susiauréjimais, mazdaug vienodu atstumu pasikartojanciais per
visg vamzdelio ilgj. Sie dariniai, juos stebint EM, savo i$vaizda nesiskiria nuo
ty, kuriuos formuoja natyvis SeV, hPIV1 ir hPIV3 N baltymai Siy virusy
infekcijy metu Zinduoliy lgstelése (Heggeness ir kt., 1981; Henrickson, 2003;
Miyahara ir kt., 1992). Taip pat yra Zinoma, kad panasius darinius formuoja
tiek mielése P.pastoris, tiek mielése S.cerevisiae susintetinti tymy ir kiaulytés
virusy N baltymai (Samuel ir kt., 2002; Samuel ir kt., 2003; Slibinskas ir kt.,
2004; Slibinskas ir kt., 2003). ISgrynintus mielése susintetinty SeV, hPIV1 ir
hPIV3 N baltymy méginius, stebint EM, buvo aptikti ir krumpliaratj
primenantys Ziediniai dariniai, sudaryti iS N baltymy, susijungusiy tarpusavyje
j vieng ar kelias nukleokapsidinés spiralés vijas. Tacdiau Siy dariniy
rekombinantiniy N baltymy meéginiuose buvo aptikta labai nedaug. Tai rodo,
kad mielése susintetinti SeV, hPIV1 ir hPIV3 N baltymai formuoja ilgesnias nei
kelios spiralés vijos vNPD ir Sie dariniai yra patvarls, nesuirsta gryninimo
procediry metu. EM nustatyta, kad mielése susintetinto hPIV3 N baltymo
formuojamos vNPD yra vienos ilgiausiy (iki 400 nm ilgio), be to, jos yra
atsparios detergento Tween® poveikiui, kuris buvo naudojamas 3iy baltymy

gryninimui.
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Elektroniniu mikroskopu stebint mielése S.cerevisiae susintetintus hRSV
N baltymus, nustatyta, kad Sie baltymai taip pat formuoja vNPD. Nors Sie
dariniai savo iSvaizda yra labai panasis j paragripo virusy (SeV, hPIV1 ir hPIV3)
rekombinantiniy N baltymy formuojamus analogiSkus darinius, taciau skiriasi
tuo, kad yra Zymiai trumpesni, iki 100 nm ilgio, ir paslankesni. Juos stebint EM,
matosi, kad kai kurie jy yra susiriete net j Ziedg. Mielése susintetinty hRSV N
baltymy formuojamos vNPD, jas stebint EM, savo iSvaizda nesiskiria nuo ty,
kuriuos formuoja natyvis hRSV N baltymai Sio viruso infekcijos metu Zinduoliy
Igstelése (Garcia-Barreno ir kt., 1996). ISgryninty rekombinantiniy hRSV N
baltymy méginyje, jj stebint EM, tai pat matosi daug nukleokapsidinés spiralés
Ziedy. Tai rodo, kad didelé dalis mielése susintetinty hRSV N baltymy
neformuoja ilgesniy nei kelios spiralés vijos vNPD arba Sie dariniai yra
nepatvaras ir gryninimo metu subyra j vienos arba keliy vijy nukleokapsidés
spiralés Ziedus. Neseniai buvo nustatyta detali nukleokapsidés spiralés vijos,
sudarytos i$ desSimties hRSV N baltymy, erdviné struktdra (Tawar ir kt., 2009).
Gauti duomenys rodo, kad jungtys, kurios formuojasi tarp j spiralés vijg
susijungusiy N baltymy, yra labai nepatvarios. Gali bati, kad Siy jungciy
pakanka N baltymams suformuoti stabily nukleokapsidinés spiralés Ziedgs,
tacdiau daugiau vijy turintis darinys turi bati sutvirtintas j jj jjungiamos
ribonukleortgsciy grandinés. Be to, detali nukleokapsidés spiralés vijos
erdvinés struktlros analizé parodé, kad N baltymai formuoja jungtis ne su
RNR azotinémis bazémis, kaip buvo manyta anksciau, bet su fosforiboziniu
karkasu, todél ribonukleorigsciy seka neturi didelés jtakos N baltymo sgveikai
su RNR. Remiantis struktdriniais hRSV N baltymo tyrimais, galima daryti
prielaidg, kad dalis mielése susintetinty hRSV N baltymy, besijungdami
tarpusavyje, tuo paciu metu jungiasi ir su mieliy Igstelés citoplazmoje esancia
RNR, todél formuoja daugiau nei kelias vijas turincius spiralinius vNPD. Tadiau
rekombinantiniai hRSV N baltymai, juos lyginant, pavyzdZiui, su Siame darbe

mielése susintetintais paragripo virusy (SeV, hPIV1 ir hPIV3) N baltymais, dél
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jvairiy priezasciy gali neefektyviai sgveikauti su mieliy Igstelés RNR. Todél tie
rekombinantiniai hRSV N baltymai, kurie nesudaro jungciy su mieliy lgstelés
RNR, formuoja tik vienos, keliy vijy nukleokapsidinés spiralés Ziedg, kuris yra
palaikomas tik N baltymy tarpusavio sgveiky. Mielése S.cerevisiae susintetinti
hRSV N baltymai formuoja vNPD nesant kity virusiniy baltymy (Bhella ir kt.,
2002). Kai kurie tyrimai rodo, kad efektyviai hRSV N baltymy sgveikai su RNR
gali bati reikalingi ir kiti viruso baltymai (Collins ir Crowe, 2007). Taip pat
negalima atmesti prielaidos, kad rekombinantiniy N baltymy formuojamos
vienos ar keliy vijy spiralinés vNPD taip pat sgveikauja su mieliy lastelés RNR,
taciau jjungiamos RNR ilgis néra pakankamas didesniam vijy skaiciui. Norint
nustatyti tikrajg priezastj, kodél mielése susintetinti hRSV N baltymai
neefektyviai formuoja ilgesnes nei kelios spiralés vijos vNPD, reikalingi
papildomi tyrimai.

Analizé elektroniniu mikroskopu analizé parodé, kad mielése susintetinti
NiV, HeV ir MenV N baltymai daugiausia formuoja vos vienos ar keliy vijy
nukleokapsidinés spiralés Ziedus. Daugiau vijy turinciy spiraliniy dariniy
iSgrynintuose mielése susintetinty NiV, HeV ir MenV N baltymy méginiuose
buvo aptikta palyginti nedaug. Daugiausiai NiV N baltymo méginyje ir
maziausiai MenV N baltymo meéginyje. Tai rodo, kad ilgesnes nei kelios
spiralés vijos vNPD mielése susintetinti NiV, HeV ir MenV N baltymai formuoja
labai neefektyviai. Taciau Sie dariniai yra panasds j natyviy N baltymy
formuojama nukleokapside (Eaton ir kt., 2006). Tam, kad bity nustatyta, dél
kokios priezasties mielése susintetinti NiV, HeV ir MenV N baltymai taip
neefektyviai formuoja ilgesnes VNPD, taip pat kaip ir mielése susintetinto
hRSV N baltymo atveju, bity reikalingi papildomi tyrimai. Yra Zinoma, kad
paramikso virusy N baltymo C-dalies amino ragsciy sekos (a.r. nuo 400 iki
galo) erdviné struktlra yra nekompaktiska ir kintanti (Habchi ir kt., 2010;
Morgan ir kt., 1984). Buvo padaryta prielaida, kad nekompaktiskos erdvinés

struktlros paslanki N baltymo C dalis gali trukdyti N baltymy tarpusavio
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sgveikoms, susidarancioms tarp j nukleokapsidinés spiralés vijg besijungianciy
N baltymy arba gretimose spiralés vijose esan¢iy N baltymy. Siame darbe
buvo nustatyta, kad neturintys C dalies mielése susintetinti NiV, HeV ir MenV
N baltymai labai efektyviai formuoja ilgas, tiesias ir kompaktiSkas vNPD, kuriu
pakrasc¢iuose nesimato aiskiai iSreikSty ,eglutés” rastg primenanciy
susiauréjimy. Sutrumpinty rekombinantiniy NiV, HeV ir MenV N baltymy
meéginiuose, juos stebint EM, buvo aptikti vos keli nukleokapsidiniai Ziedai.
Gauti duomenys rodo, kad nekompaktiskos erdvinés struktiros N baltymo C
dalis arba gali trugdyti mielése susintetintiems pilno ilgio NiV, HeV ir MenV N
baltymams formuoti ilgesnes nei kelios spiralés vijos vNPD, arba i$
rekombinantiniy N baltymy suformuoti ilgi spiraliniai dariniai dél paslankios N
baltymo C dalies gali bati labai nestabills ir, juos gryninant, subyréti j
nukleokapsidés Ziedus. Yra manoma, kad paslanki N baltymo C dalis viruso
nukleokapsidei suteikia lankstumo, neleidZia N baltymams suformuoti labai
kompaktisko spiralinio darinio, todél viruso polimerazé, neiSardydama Sios
struktlros, sugeba transkribuoti ir replikuoti joje jjungta virusine RNR. O
jjungta RNR savo ruoZtu sutvirtina lanksty, nekompaktiskg i§ N baltymy
suformuotg spiralinj nukleokapsidés karkasg (Tawar ir kt., 2009). Atsizvelgus j
tai, baty galima daryta prielaidg, kad mielése susintetinti pilno ilgio NiV, HeV
ir MenV N baltymai, skirtingai nei Siame darbe mielése susintetinti paragripo
virusy N baltymai, labai neefektyviai sgveikauja su nespecifine mieliy Igstelés
RNR, kuri tréty stabilizuoti Siy baltymy formuojamas ilgesnes nei kelios
spiralés vijos vNPD. Todél rekombinantiniy NiV, HeV ir MenV N baltymy
formuojamos VNPD yra vos vienos ar keliy spiralés vijy ilgio. Taciau Siai
prielaidai patvirtinti reikalingi papildomi tyrimai.

Yra Zinoma, kad Paramyxoviridae Seimos virusy N baltymy formuojama
nukleokapsidé apsaugo viruso genomine RNR nuo ribonukleaziy poveikio
(Lamb ir Parks, 2007). Siame darbe nustatyta, kad mielése S.cerevisiae

susintetinty SeV N baltymy formuojamos vNPD j savo struktirg yra jjunge 60-
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500 nt ilgio mieliy lgstelés RNR. Tai patvirtina prielaidg, kad mielése
susintetinti paramikso virusy N baltymai sgveikauja su mieliy Igstelés RNR.
Veikiant RNase A, rekombinantiniy SeV N baltymy formuojamos vNPD nuo
hidrolizés apsaugo tik 60-80 nt ilgio RNR fragmentus. Tiriant iSgrynintus
mielése susintetinty tymuy ir kiaulytés virusy N baltymy formuojamas vNPD,
buvo gauti panasis rezultatai — visa j vNPD jjungta RNR veikiant RNaze A buvo
dalinai degraduojama j 80-200 nt ilgio RNR fragmentus (remtasi dr. R.
Slibinsko atliktais tyrimais). Yra nustatyta, kad paramikso virusy
nukleokapsidéje virusiné RNR yra jsukta per visg i§ N baltymy suformuoto
spiralinio darinio ilgj, o viena spiralés vija jjungia apie 80 nt ilgio RNR sekg
(Bhella ir kt., 2002; Egelman ir kt., 1989). Paveikus rekombinantinio SeV N
baltymo formuojamas vNPD RNaze A, islike 60-80 nt ilgio RNR fragmentai
turéty bati apsaugoti iS 10-13 N baltymy suformuoto darinio. Tiek SeV N
baltymy pakanka suformuoti vienos spiralés vijos nukleokapsidés Zieds.
Taciau iSgryninty mielése susintetinty SeV N baltymy meéginj stebint EM,
vienos ar keliy vijy vNPD buvo aptikta vos keletas. Tai rodo, kad
rekombinantiniy SeV N baltymy formuojamose ilgesnése nei kelios spiralés
vijos VNPD jjungta mieliy Igstelés RNR, maZdaug toje vietoje kur prasideda
nauja spiralés vija, yra jautri ribonukleaziy poveikiui. Gali buati, kad
rekombinantiniy SeV N baltymy formuojamose vNPD mieliy Igstelés RNR yra
jjungiama ne taip specifiSskai kaip virusiné RNR nukleokapsidei formuojantis
viruso infekcijos metu Zinduoliy lgstelése. Todél nespecifiskai jjungta mieliy
Igstelés RNR seka kai kuriose i§ rekombinantiniy SeV N baltymy suformuoty
spiraliniy VNPD vietose yra atvira ribonukleaziy poveikiui. Taciau Siai prielaidai
patvirtinti reikalingi papildomi tyrimai.

Siame darbe mielése S.cerevisiae susintetinty SeV, hPIV1, hPIV3 ir hRSV
N baltymy tapatybés buvo patvirtintos BIB metodu naudojant SeV, ZPG1V,
hPIV3 ir hRSV imunizuoty gyviny kraujo serumus. Kadangi nebuvo galimybés

gauti NiV, HeV ir MenV baltymams specifiniy antikiny, todél mielése
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susintetinty Siy virusy N baltymy tapatybés buvo patvirtintos Siuos baltymus
analizuojant tandeminés masiy spektrometrijos (MS/MS) metodu. Si analizé
buvo atlikta Australijos gyviny sveikatos prieZitros laboratorijoje (AGSPL),
Australijoje. Taip pat Siuo metodu nustatyta, kad mielése susintetinti NiV, HeV
ir MenV N baltymai yra modifikuojami pasalinant metioning ir acetilinant
antroje pozicijoje esantj sering. Yra Zinoma, kad taip pat yra modifikuojami
natyvis Menangle ir Hendra virusy N baltymai (Shiell ir kt., 2002). Tai rodo,
kad baltymai atsakingi uZ po-transliacines NiV, HeV ir MenV N baltymy
modifikacijas yra konservatyvis mielése ir Zinduoliy Igstelése.

Siekiant nustatyti, ar Siame darbe tirty mielése S.cerevisiae susintetinty
paramikso virusy N baltymy antigeninés savybés yra panaSios j natyviy
analogisky virusy N  baltymy antigenines savybes tiesioginés
imunofermentinés analizés (IFA) metodu buvo tiriama rekombinantiniy N
baltymy reakcija su atitinkamais virusais uzsikrétusiy Zmoniy ir gyviiny kraujo
serumais. Tiesioginés IFA metodu rekombinantiniai paragripo virusy 1 ir 3 bei
Zmogaus respiracinio sincitinio viruso N baltymai buvo tiriami
Biotechnologijos instituto Imunologijos ir Igstelés biologijos skyriuje,
vadovaujant dr. A. Zvirblienei. Kadangi su Henipah ir Menangle virusais yra
leidziama dirbti tik ketvirto saugumo lygmens reikalavimus atitinkancioje
laboratorijoje, todél mielése susintetinty Siy virusy N baltymy antigeninés
savybés buvo tiriamos Australijos gyviiny sveikatos priezZilros laboratorijoje,
Australijoje.

Palyginus tiesioginés IFA metodu gautus duomenis su komercinio testo
rezultatais (IBL-hPIV1/2/3 IgG IFA), kuriame kaip antigenas yra naudojamos
paragripo virusy dalelés, jsitikinta, kad rekombinantiniai hPIV1 ir hPIV3 N
baltymai reaguoja su IgG klasés antiklinais, paragripo virusais uZsikrétusiy
#moniy kraujo serumuose (Zvirbliené ir kt., 2009). Tai rodo, kad mielése
susintetinty Zmogaus paragripo virusy N baltymy antigeninés savybés yra

panasios j Siy virusy natyviy N baltymy antigenines savybes, todél paragripo
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virusy infekcijy metu pries Siy virusy N baltymus susidarantys polikloniniai
Zmogaus kraujo serumo antiklinai gali bati sékmingai aptinkami naudojant
mielése susintetinus hPIV1 ir hPIV3 N baltymus. IFA metodu naudojant
rekombinantinius paragripo virusy N baltymus penkiais tirtais serumy atvejais
iS septyniy pavyko nustatyti infekcijg sukélusio paragripo viruso tipg, ko
nejmanoma padaryti naudojant komercinj testa (Lentelé 2). Tai rodo, kad
paragripo virusy infekcijy serologinei diagnostikai IFA naudojant mielése
susintetintus paragripo virusy N baltymus bity galima padidinti diagnostinio
testo specifiskuma.

Taip pat buvo jsitikinta, kad Siame darbe mielése S.cerevisiae
susintetinto respiracinio sincitinio viruso N baltymo antigeninés savybés yra
panasios j natyvaus analogisko N baltymo antigenines savybes. Tiesioginés IFA
analizés metodu nustatyta, kad rekombinantinis hRSV N baltymas reaguoja su
IgG klasés antiklnais Siuo virusy uzsikrétusiy Zmoniy kraujo serumuose.
Naudojant mielése susintetintg hRSV N baltymg tiesioginés IFA metodu hRSV
specifiniams 1gG klasés antikinams nustatyti, 57 méginiy i$ 61 (93.4 %) tyrimo
rezultatai sutapo su komercinio testo rezultatais (IBL-hRSV IgG IFA), kuriame
kaip antigenas yra naudojamos respiracinio sincitinio viruso dalelés, o keturiy
meéginiy — nesutapo. IS jy trys buvo klaidingai teigiami, o vienas — klaidingai
neigiamas. Klaidingai neigiamas rezultatas gali reiksti, kad tirtame méginyje
yra antikliny, specifiniy kitiems hRSV baltymams, bet ne N baltymui. Klaidingai
teigiami rezultatai gali reiksti, kad naudojant mielése susintetintg hRSV N
baltymg tiesioginés IFA metodu jmanoma nustatyti mazesnes hRSV specifiniy
IgG klasés antikiiny koncentracijas. Gauti rezultatai rodo, kad mielése
S.cerevisiae susintetintas Zmogaus respiracinio sincitinio viruso N baltymas
gali bti sékmingai naudojamas Sio viruso infekcijos serologinei diagnostikai.

Atlikus IFA, buvo nustatyta, kad mielése S.cerevisiae susintetinti NiV,
HeV ir MenV N baltymai reaguoja su atitinkamais virusais uzsikrétusiy gyviiny

ir Zzmogaus kraujo serumais. Tai rodo, kad rekombinantiniy NiV, HeV ir MenV
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N baltymy antigeninés savybés yra panasios j Siy virusy natyviy N baltymy
antigenines savybes. Todél NiV, HeV ir MenV infekcijy metu pries Siy virusy N
baltymus susidarantys kraujo serumo polikloniniai antiklnai gali buti
sékmingai aptinkami jvairiose gyviiny risyse, naudojant mielése susintetinus
NiV, HeV ir MenV N baltymus. Taciau reikia pabrézti, kad Henipah virusy N
baltymy ar. sekos yra labai panasios, todél abu mielése susintetinti Henipah
virusy N baltymai vienodai reaguoja tiek su Nipah virusui, tiek su Hendra
virusui teigiamais kraujo serumais, todél IFA naudojant mielése susintetintus
Henipah virusy N baltymus néra jmanoma atskirti Nipah ir Hendra virusy
infekcijy.

Jsitikinus, kad Siame darbe mielése S.cerevisiae susintetinty paramikso
virusy N baltymy struktdra ir antigeninés savybés yra panasios j analogisky
virusy natyviy N baltymy struktiirg ir antigenines savybes, Sie baltymai buvo
panaudoti mAk gauti. Sie darbai buvo atlikti Biotechnologijos instituto
Imunologijos ir Iastelés biologijos skyriuje, vadovaujant dr. A. Zvirblienei.
Siame darbe nustatyta, kad naudojant rekombinantinius hPIV1, hPIV3, NiV ir
MenV N baltymus, gauti Siems baltymams specifiniai mAk tinka Siy virusy
diagnostikai (Juozapaitis ir kt., 2007a; Zvirbliené ir kt., 2010; Zvirbliené ir kt.,
2009). Kadangi Henipah virusy N baltymy ar. sekos yra labai panasios, todél
mAk gauti buvo naudojamas tik rekombinantinis NiV N baltymas. Taciau reikia
pazymeéti, kad gauti NiV N baltymui specifiniai mAk reaguoja ir su HeV N
baltymu, todél Siuos antikiinus naudojant diagnostikai neblty jmanoma
atskirti Nipah ir Hendra virusy infekcijy. Taip pat Siame darbe buvo detaliau
charakterizuoti gauty MenV N baltymui specifiniy mAk epitopai. Nustatyta,
kad du i$ trijy gauty mAk (klonai 2D1 ir 4G11) reaguoja su MenV N baltymo ar.
seka, kuri prasideda 430 ar. ir baigiasi 460 a.r, o klono 10G8 mAk reaguoja su
MenV N baltymo ar. seka, kuri prasideda 460 ar. ir baigiasi 490 ar. Naudojant
mielése S.cerevisiae susintetintg hRSV N baltyma specifiniy Siam baltymui

mAk gauti nepavyko. Buvo padaryta prielaida, kad vien N baltymo nepakanka
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uztektinai stipriai stimuliuoti imunine sistema. Nors rekombinantinis hRSV N
baltymas savo antigeninémis savybémis yra panasus j natyvy Sio viruso N
baltymg, taiau, matyt, hRSV infekcijos metu kiti viruso baltymai vaidina
svarby vaidmenj stimuliuojant imunine sistemga. Siekiant apeiti Sig kliGtj,
mielése S.cerevisiae buvo susintetintas chimerinis N baltymas, sudarytas i
tymy viruso N baltymo N-dalies, sujungtos su hRSV N baltymo C-dalimi.
Zinant, kad tymy viruso N baltymas yra labai imunogeniskas (Zvirbliené ir kt.,
2007), buvo tikétasi, kad chimeriniu N baltymu imunizavus peles,
imunogeniska tymy viruso N baltymo N-dalis pakankamai stipriai suzadins
pelés imuninj atsaka, kurio metu bus gaminami hRSV N baltymo C-dalies ar.
sekai specifiniai antiklnai. Ta¢iau naudojant chimerinj N baltymg nepavyko
gauti mAk specifiniy hRSV N baltymo C-dalies ar. sekai. Tai rodo, kad nors
mielése susintetintas hRSV N baltymas yra panasus savo antigeninémis
savybémis j natyvy Sio viruso N baltymg, bet yra neimunogeniskas ir be kity
Sio viruso baltymy pagalbos negeba uZtektinai stipriai stimuliuoti imuninés
sistemos atsaka.

Daug baltymy, svarbiy tiriamuoju ir praktiniu poZilriu, buvo susintetinti
mieliy S.cerevisige svetimy baltymy sintezés sistemoje. Sios mielés yra gerai
iStirtos ir sukaupta daug duomeny apie jy genetikg ir fiziologijg. Be to,
remiantis jy naudojimu kepimui ir rauginimui, mielés S.cerevisiae yra
pripazintos kaip saugus organizmas, priskiriamas kategorijai GRAS (angl. —
»generally regarded as safe”). Dél paprastesniy geny raiskos technologijy
virusiniy baltymy sintezé tapo lengvesné ir efektyvesné tiek eukarioty, tiek
prokarioty svetimy baltymy sintezés sistemose. Genetiniy manipuliacijy
paprastumas, rekombinantiniy baltymy iSeiga ir natyviems baltymams
bidingos po-transliacinés modifikacijos daznai nulemia tai, kokig sistema
tenka rinktis svetimo baltymo sintezei. Mielés S.cerevisiae yra vienalgsciai
eukariotai, kurie, prieSingai nei bakterijos, turi po-transliacinio baltymy

brendimo procesus ir yra patogis genetinéms manipuliacijoms atlikti. Mielés
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turi keletg svarbiy privalumy sintetinant virusinius baltymus: mielése
susintetinti baltymai neturi toksiniy priemaisy ir gali bdati naudojami
vakcinoms ir diagnostikai. Lyginant Siame darbe gautas tirty rekombinantiniy
paramikso virusy N baltymy iseigas, mieliy S.cerevisiae svetimy baltymy
sintezés sistema yra Zymiai pranasesné uz analogiskas aukstesniyjy eukarioty
sistemas. Sio darbo metu nustatyta, kad mielése S.cerevisiae susintetinti
paramikso virusy N baltymai tinka Siy virusy infekcijy diagnostikai, todél
Zymiai naudingiau sintetinti nukleokapsidés baltymus mielése, nes galima
gauti didesnius jy kiekius, nei aukstesniyjy eukarioty lgstelése, nenukenciant
N baltymy kokybei.

Apibendrinant Siame darbe gautus rezultatus galima teigti, kad mielés
S.cerevisiae puikiai tinka paramikso virusy N baltymy sintezei. Mielése
susintetinti SeV, hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir MenV N baltymai savo
savybémis yra panasis j natyvius analogisky virusy N baltymus: formuoja
virusy nukleokapside primenancias daleles, sgveikauja su ribonukleortgstimis
ir turi natyviems virusy N baltymams bidingas po-transliacines modifikacijas
(Shiell ir kt., 2002). Be to, rekombinantiniy hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir
MenV N baltymy antigeninés savybés yra labai panasios j natyviy analogisky
virusy N baltymy antigenines savybes. Taip pat jsitikinta, kad Siame darbe
mielése S.cerevisiae susintetinti hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir MenV N

baltymai tinka Siy virusy infekcijy serologinei diagnostikai.
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ISVADOS

1. Mielése S.cerevisiae susintetinti SeV, hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir
MenV N baltymai formuoja virusy nukleokapside primenancias daleles.
Vidutiné baltymy SeV, hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir MenV N iSeiga yra 1.2,

0.7,0.5,0.9,0.8,0.8,ir 0.3 mgi$ 1 g drégnos mieliy S.cerevisiae biomasés.

2. Mielése S.cerevisiae susintetinti hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir MenV N
baltymai pasizymi antigeninémis savybémis, badingomis natyviems analogisky

virusy N baltymams.

3. Rekombinantiniy NiV, HeV ir MenV N baltymy C dalis destabilizuoja Siy

baltymy formuojamas virusy nukleokapside primenancias daleles.

4. Rekombinantiniy SeV N baltymy formuojamos virusy nukleokapside
primenancios dalelés nespecifiskai jjungia mieliy Igstelés RNR ir jg iS dalies

apsaugo nuo RNazés A poveikio.
5. Mielése S.cerevisiae susintetinti hPIV1, hPIV3, hRSV, NiV, HeV ir MenV N

baltymai yra puikus jrankis Siy virusy infekcijy serologinés diagnostikos

sistemy kdrimui.
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