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�VADAS�

Paramyxoviridea� šeimai� priklauso� pla	iai� paplit�� virusai,� sukeliantys�

pavojingas� žmogaus� ir� gyv�n�� ligas.� Vieni� iš� pavojingiausi�� šios� šeimos�

atstov�,� priklausan	i��Pneumovirus� bei�Respirovirus� gentims,� yra� kv�pavimo�

takus� pažeidžiantys� žmogaus� respiracinis� sincitinis� virusas� (hRSV)� bei� 1� ir� 3�

serotip��žmogaus�paragripo�virusai�(hPIV1�ir�hPIV3)�(Chanock,�1957;�Chanock�

ir� kt.,� 1958b).� Pasaulio� Sveikatos� Organizacijos� vertinimu,� vien� žmogaus�

respiracinis�sincitinis�virusas�kasmet�visame�pasaulyje�sukelia�kv�pavimo�tak��

ligas�64�milijonams�žmoni�,�iš�kuri��160.000,�daugiausia�naujagimiai�ir�vaikai,�

d�l� ligos� komplikacij�� miršta,� o� d�l� žmogaus� paragripo� virus�� sukelt��

kv�pavimo� tak�� lig�� kasmet� vien� tik� JAV� nuo� 15.000� iki� 80.000� žmoni�� yra�

gydomi� sveikatos� prieži�ros� �staigose� (World� Health� Organization� 2009).�

Kadangi� paragripo� ir� respiracinio� sincitinio� virus�� bei� kit�� kv�pavimo� takus�

infekuojan	i�� virus�� ir� ši�� organizmo� sistem�� pažeidžian	i�� bakterij��

sukeliamos� kv�pavimo� tak�� ligos� nežymiai� skiriasi� savo� simptomais,� tod�l�

nustatyti�ligos�priežast�,�remiantis�vien�klinikiniais�ligos�požymiais,�dažnai�b�na�

ne�manoma.� Norint� tiksliai� nustatyti� kv�pavimo� tak�� lig�� suk�lus�� virus�,�

rekomenduojama� naudoti� molekulin�s� diagnostikos� priemones� (Hall,� 2001;�

Henrickson,�2003).�

Nipah,� Hendra� ir� Menangle� virusai� (NiV,� HeV� ir� MenV)� yra� neseniai�

atrasti� Paramyxoviridae� šeimai� priklausantys� šikšnosparni�� platinami� virusai�

(Chua� ir� kt.,� 1999;� Philbey� ir� kt.,� 1998;� Selvey� ir� Sheridan,� 1995).� Naujausi�

duomenys� rodo,� kad� NiV,� HeV� ir� MenV� žaling�� infekcij�� protr�kiai� yra�

negaus�s�ir�pasauliniu�mastu�iki�šiol�ši��virus��padaryta�žala�n�ra�labai�didel��

(Eaton� ir� kt.,� 2006;� Philbey� ir� kt.,� 2008).� Ta	iau� šie� virusai� spar	iai� kinta,� yra�

platinami� �vairi�� r�ši�� gyv�n�,� sukelia� sistemin�� infekcij�,� kurios� metu� yra�

pažeidžiamos��vairios�organ��sistemos,�tarp�j��ir�centrin��nerv��sistema,�o�NiV�

ir�HeV�yra�mirtinai�pavojingi�žmogui,� tod�l�yra�manoma,�kad� laikui�b�gant� ir�

kintant� klimatui� šie� virusai� turi� nemaž�� potencial�� tapti� pla	iai� paplitusiais,�
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pavojingais�virusais�(Eaton�ir�kt.,�2006;�Philbey�ir�kt.,�2008).�Kadangi�NiV,�HeV�

ir�MenV�buvo�atrasti�palyginti�neseniai,�d�l�to�žinios�apie�juos�yra�pakankamai�

skurdžios.� N�ra� sukurtos� efektyvios� ši�� virus�� infekcij�� diagnostikai� skirtos�

priemon�s,� kurios� žymiai� palengvint�� ši�� virus�� biologijos,� paplitimo,�

patogenez�s�ir�patologijos�tyrimus�(Wong,�2010).�

D�l� min�t�� priežas	i�� šiame� darbe� aprašyti� tyrimai� skirti� sukurti�

efektyvias� priemones� kv�pavimo� tak�� ligas� sukelian	i�� ir� neseniai� atrast��

šikšnosparni��platinam��Paramyxoviridea�šeimos�virus��infekcij��diagnostikai�

yra�savalaikiai�ir�svarb�s.�

Paramyxoviridea� šeimos� virus�� infekcij�� diagnostikai� naudojami�

laboratorijoje�atliekami�metodai�yra�sud�tingi�ir�nepakankamai�specifiški�(Hall,�

2001;� Henrickson,� 2003;� Lee� ir� kt.,� 1992).� Specifiniai� šios� šeimos� virusams�

antik�nai� yra� efektyviai� aptinkami� nustatant� j�� reakcij�� su� virusiniais�

antigenais� tiesiogin�s� imunofermentin�s� analiz�s� metodu.� Šiam� metodui� yra�

reikalingi� virusiniai� antigenai,� tod�l� šiam� tikslui� iki� šiol� dažniausiai� yra�

naudojamos� paramikso� virus�� dalel�s.� Nors� virus�� daleli�� pagrindu� sukurti�

paramikso� virus�� infekcij�� diagnostikos� metodai� yra� pig�s� ir� paprasti,� jais�

galima� testuoti� didel�� kiek�� m�gini�� vienu� metu,� ta	iau� jie� taip� pat� n�ra�

pakankamai� specifiški� (Hall,� 2001;� Henrickson,� 2003).� Rekombinantini��

baltym�� panaudojimas� specifini�� hPIV1,� hPIV3,� hRSV,� NiV,� HeV� ir� MenV�

antik�n�� nustatymui� turi� daug� pranašum�� lyginant� su� virusini�� daleli��

panaudojimu� šiai� analizei:� paprastesn�� antigen�� sintez�,� lengvesn�� metod��

standartizacija,�didesnis�antigen��stabilumas,�n�ra�pavojaus� išplatinti�virusus�

ir� kita� (Bouche� ir� kt.,� 1998).� Nors� naudojant� rekombinantin�� baltym��

aptinkamas� siauresnis� virusui� specifini�� antik�n�� spektras,� ta	iau� parinkus�

tinkam��viruso�antigen�,� �manoma�padidinti�diagnostinio�testo�specifiškum�.�

Yra� žinoma,� kad� Paramyxoviridae� šeimos� virus�� N� baltymo� C�dalis� yra�

imunogeniška� ir� skiriasi� savo� aminor�gš	i�� seka� net� tarp� skirting�� paragripo�

virus��tip��(Karron�ir�Collins,�2007).�Tod�l�naudojant�š��baltym��netiesiogin�s�
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imunofermentin�s� analiz�s� metodu� tur�t�� b�ti� �manoma� aptikti� virusui�

specifinius�antik�nus�kraujo�serumo�ar�seili��m�giniuose.�

Darbo� tikslas� ir� uždaviniai.� Remiantis� aukš	iau� išvardintomis� problemomis,�

buvo�iškeltas�pagrindinis�šio�darbo�tikslas:�

� Atlikti� hPIV1,� hPIV3,� hRSV,� NiV,� HeV� ir� MenV� nukleokapsid�s� baltym�� (N)�

sintez�s� tyrimus� mieli�� S.cerevisiae� svetim�� baltym�� sintez�s� sistemoje,�

apib�dinti� rekombinantini�� N� baltym�� savybes� ir� galimybes� panaudoti� juos�

diagnostikoje.�

Pagrindiniai� Paramixoviridae� šeimos� virus�� baltymai,� infekcijos� metu�

sukeliantys� imunin�s� sistemos� atsak�,� kurio� metu� yra� gaminami� specifiniai�

šiems� baltymams� antik�nai,� yra� virusin�s� dalel�s� membranoje� �sitvirtin��

glikoproteinai�(Connors�ir�kt.,�1991;�Eaton�ir�kt.,�2006;�Philbey�ir�kt.,�2008;�Ray�

ir�kt.,�1988).�Ta	iau�laikui�b�gant�Paramixoviridae�šeimos�virus��glikoprotein��

antigenin�s�savyb�s�kinta,� imuninio�atsako�metu�šiems�baltymams�gaminami�

antik�nai�dažnai�reaguoja�su�giminingo�viruso�analogiškais�baltymais�(Lamb� ir�

Parks,� 2007).� Paramyxoviridae� šeimos� virus�� glikoprotein�� sintez��

heterologin�se�baltym��sintez�s�sistemose�yra�sud�tinga,�gaunami�tik�nedideli�

ši��baltym��kiekiai�(Fooks�ir�kt.,�1993;�Nayak�ir�kt.,�1985).�Miel�se�S.cerevisiae�

nepavyko� susintetinti� tym�� viruso� H� ir� kiaulyt�s� viruso� HN� baltym�,� kuri��

antigenin�s� savyb�s� b�t�� panašios� �� natyvi�� analogišk�� baltym�� antigenines�

savybes� (
iplys� ir� kt.,� 2011,� spaudoje).� Paramixoviridae� šeimos� virus�� N�

baltymas�ši��virus��infekcijos�metu�taip�pat�sukelia�imunin�s�sistemos�atsak�,�

kurio� metu� yra� gaminami� N� baltymui� specifiniai� antik�nai.� Paramyxoviridae�

šeimos�kiaulyt�s�ir�tym��virus��N�baltymai�buvo�s�kmingai�susintetinti�miel�se�

S.cerevisiae� ir� P.pastoris� ir� iki� pat� šiandien� yra� s�kmingai� taikomi� ši�� virus��

infekcij�� serologinei� diagnostikai� (Samuel� ir� kt.,� 2002;� Samuel� ir� kt.,� 2003;�

Slibinskas� ir�kt.,�2004;�Slibinskas� ir�kt.,�2003).�Tod�l�hPIV1,�hPIV3,�hRSV,�NiV,�

HeV� ir� MenV� serologinei� diagnostikai� tikslinga� b�t�� naudoti� miel�se�

susintetintus�ši��virus��N�baltymus.�



11�

�

Siekiant�užsibr�žto�darbo�tikslo�buvo�suformuluoti�šie�darbo�uždaviniai:�

1. Susintetinti� hPIV1,� hPIV3,� hRSV,� NiV,� HeV� ir� MenV� N� baltymus� mieli��

S.cerevisiae� svetim�� baltym�� sintez�s� sistemoje,� parinkti� optimalias� ši��

baltym�� sintez�s� s�lygas,� nustatyti� rekombinantini�� baltym�� sintez�s� lyg��

bei�apib�dinti�j��sintez�s�mieli��l�stel�se�efektyvum�.�

2. Išgryninti� mieli�� l�stel�se� susintetintus� rekombinantinius� hPIV1,� hPIV3,�

hRSV,�NiV,�HeV�ir�MenV�N�baltymus�ir�apib�dinti�j��savybes.��

3. Nustatyti� rekombinantini�� paramikso� virus�� N� baltym�� s�veikos� su� mieli��

l�stel�s� nukleor�gštimis� pob�d�� ir� ištirti� ši�� baltym�� C� dalies� �tak�� j��

formuojam��virus��nukleokapsid��primenan	i��darini��stabilumui.�

4. Patikrinti,�ar�miel�se�susintetinti�rekombinantiniai�hPIV1,�hPIV3,�hRSV,�NiV,�

HeV�ir�MenV�N�baltymai�tinka�ši��virus��infekcij��diagnostikai.�

Darbo� naujumas.� Paramyxoviridea� šeimos� kv�pavimo� tak�� ligas� sukelian	i��

virus�� infekcij�� diagnostikai� skirtos� sistemos� n�ra� efektyvios� (Hall,� 2001;�

Henrickson,� 2003).� Taip� pat� iki� šiol� n�ra� sukurta� efektyvi�� standartizuot��

neseniai� atrast�� šikšnosparni�� platinam�� Paramyxoviridea� šeimos� virus��

infekcij�� diagnostikai� skirt�� sistem�� (Wong,� 2010).� Galimyb�s� pritaikyti�

rekombinantinius�baltymus�pavojing��Paramyxoviridae�šeimos�virus��infekcij��

diagnostikai�buvo�prad�tos�tirti�maždaug�prieš�20�met��(Lamb�ir�Parks,�2007).�

Pastar�j�� dešimtmet�� �vair�s� paramikso� virus�� baltymai� buvo� susintetinti�

prokariot�� ir� aukštesni�j�� eukariot�� svetim�� baltym�� sintez�s� sistemose� ir�

patikrintas� j�� tinkamumas� paramikso� virus�� 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,�šie� darbai� t�siami�

toliau.�Darbe�atlikti�hPIV1,�hPIV3,�hRSV,�NiV,�HeV�ir�MenV�N�baltym��sintez�s�

miel�se� S.cerevisiae� bei� rekombinantini�� N� baltym�� taikymo� diagnostikai�

tyrimai�yra�naujausias�mokslinis�darbas�šioje�tyrim��srityje.�

Darbo�reikšm�.�Pirmiausia�šis�darbas�svarbus�praktiniu�poži�riu,�nes� jo�metu�

miel�se� S.cerevisiae� susintetinti� hPIV1,� hPIV3,� hRSV,� NiV,� HeV� ir� MenV� N�
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baltymai� gali� b�ti� s�kmingai� naudojami� greit�� ir� pigi�� ši�� virus�� infekcij��

diagnostikai�skirt��sistem��k�rimui.�Efektyvios�ši��virus��infekcij��diagnostikos�

priemon�s� ne� tik� pagelb�t�� tiksliai� ir� greitai� identifikuoti� pavojingus��

paramikso� virusus,� bet� taip� pat� žymiai� palengvint�� ši�� virus�� biologijos,�

paplitimo,� patogenez�s� ir� patologijos� tyrimus.� Darbe� gauti� rezultatai�

atskleidžia� naujus� rekombinantini�� baltym�� sintez�s� miel�se� aspektus� ir�

leidžia� giliau� suvokti� paramikso� virus�� N� baltym�� ir� j�� formuojam�� darini��

savybes.�
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1.�LITERAT�ROS�APŽVALGA� �

1.1.� Paramyxoviridae� šeimos� virusai:� sistemin�� pad�tis,� genomas,� viruso�

dalel�s�sandara�ir�infekcinis�ciklas�

Paramyxoviridae� šeimai� priklauso� virusai,� kuri�� dalel�s� turi� dvisluoksn��

lipidin��apvalkal��su� jame� �terptais�membraniniais�virus��glikoproteinais.�Šios�

šeimos� virus�� genomas� yra� vientisa� viengrand�� priešprasm�� RNR� molekul�.�

Genomin�� RNR� yra� naudojama� matrica� viruso� baltymus� koduojan	i��

informacini�� RNR� (iRNR)� ir� antigenomin�s� RNR� sintezei.� Virusines� RNR�

sintetina� viruso� koduojama� RNR� nuskaitanti� RNR� polimeraz�� (RnRp),� kuri�

infekcinio�ciklo�metu�kartu�su�genomine�RNR�yra� �pakuojama� ��viruso�daleles�

(Lamb� ir� Parks,� 2007).� Paramyxoviridae� šeimos� virus�� iRNR� sintez�� vyksta�

infekuotos� l�stel�s� citoplazmoje.� Šios� šeimos� virus�� genomo� replikacijai�

reikalinga� pastovi� virusini�� baltym�� sintez�.� Susintetint�� antigenomin�� RNR�

viruso� RnRp� naudoja� matrica� genomin�s� RNR� sintezei� (Curran� ir� Kolakofsky,�

1999).� Paramyxoviridae� šeimos� virusai� savo� savyb�mis� yra� panaš�s� ��

Orthomyxoviridae� (panaš�s� viruso� dalel�s� apvalkal�lio� glikoproteinai)� ir�

Rhabdoviridae� (panašus� genomas� ir� panaši� virusini�� gen�� raiška)� šeim��

virusus.�

Sistemin��pad�tis�

Paramyxoviridae� virus�� šeima� priklauso� Mononegavirales� eilei.� Šios�

šeimos� virusai� pagal� Virus�� Taksonomijos� Tarptautinio� Komiteto� reglament��

šiuo� metu� yra� suskirstyti� �� du� pošeimius:�Paramyxovirinae� ir�Pneumovirinae.�

Paramyxovirinae�pošeimiui�priklauso�penkios�gentys:�Rubulavirus,�Avulavirus,�

Respirovirus,� Henipavirus� ir� MorbillivirusI.� Žinomiausi� Rubulavirus� genties�

atstovai� yra� kiaulyt�s� virusas� bei� 2� ir� 4� serotip�� žmogaus� paragripo� virusai�

(Takatsy� ir� Szafir,� 1953),�Avulavirus� genties� –� 1� serotipo� paukš	i�� paragripo�

virusai,�Respirovirus�genties�–�Sendai�virusas�(SeV)�bei�1�ir�3�serotip��žmogaus�

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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–� tym�� virusas� ir� �vairi�� gyv�n�� maro� virusai� (Mansi,� 1951).� Pneumovirinae�

pošeimiui� priklauso� dvi� gentys:� Pneumovirus� ir� Metapneumovirus.�

Žinomiausias�Pneumovirus�genties�atstovas�yra�žmogaus�respiracinis�sincitinis�

virusas� (hRSV)� (Blount� ir� kt.,� 1956),� o� Metapneumovirus� genties� –� neseniai�

atrastas� žmogus� metapneumo� virusas� (van� den� Hoogen� ir� kt.,� 2001).�

Menangle�viruso�(MenV),�tai�pat,�kaip� ir�dar�keli��neseniai�atrast��paramikso�

virus�,� taksonomin�� pad�tis� Paramyxoviridae� virus�� šeimoje� iki� šiol� n�ra�

visiškai� aiški� (Philbey� ir� kt.,� 1998).� Šios� šeimos� virusai� yra� klasifikuojami�

remiantis� šiais� kriterijais:� morfologin�mis� virus�� savyb�mis;� j�� genomo�

organizacija;� virusini�� baltym�� biologiniu� aktyvumu;� ribonukleor�gš	i�� sek�,�

koduojan	i�� virusinius� baltymus,� panašumu.� Paramyxoviridae� šeimos� virus��

klasifikacijos�ir�evoliucini��ryši��schema�pateikta�1�paveiksle.�

�

�

�

�

�

�

�

1�pav.� Paramyxoviridae� šeimos� virus�� klasifikacijos� ir� evoliucini�� ryši�� schema� (pagal� Lamb� ir�
Kolakofsky,�2001).�SeV�–�Sendai�virusas,�hPIV1�–�pirmo�serotipo�žmogaus�paragripo�virusas� (angl.�–�
human�parainfluenza�virus�type�1�[hPIV1]),�hPIV3�–�tre	io�serotipo�žmogaus�paragripo�virusas�(angl.�–�

human�parainfluenza�virus�type�3�[hPIV3]),�bPIV3�–�tre	io�serotipo�galvij��paragripo�virusas�(angl.�–�
bovine�parainfluenza� virus� type�3� [bPIV3]),� oRSV� –� avi�� respiracinis� sincitinis� virusas� (angl.�–�ovine�
respiratory� sincytial� virus� [oRSV]),� bRSV� –� galvij�� respiracinis� sincitinis� virusas� (angl.� –� bovine�
respiratory� sincytial� virus� [bRSV]),� hRSV� –� žmogaus� respiracinis� sincitinis� virusas� (angl.� –� human�
respiratory� sincytial� virus� [hRSV]),� PVM� –� graužik�� pneumovirusas� (angl.� –� murine� pneumovirus�
[PVM]),� � TRTV� –� kalakut�� rinotrach�jito� virusas� (angl.� –� turkey� rinotracheitis� virus� [TRTV]),� SV41� –�
beždžioni�� virusas� 41� (angl.� –� simian� virus� 41� [SV41]),� hPIV2� –� antro� serotipo� žmogaus� paragripo�
virusas�(angl.�–�human�parainfluenza�virus�type�2�[hPIV2]),�SV5�–�beždžioni��virusas�5�(angl.�–�simian�
virus�5� [SV5]),� MuV� –� kiaulyt�s� virusas� (angl.�–�mumps�virus� [MuV]),� � hPIV4A/B� –� ketvirto� serotipo�
žmogaus�paragripo�virusas�(angl.�–�human�parainfluenza�virus�type�4�[hPIV4]),�NDV���Newcastl’io�ligos�
virusas� � (angl.�–�Newcastl�disease�virus� [NDV]),� RPV� –� galvij�� maro� virusas� (angl.�–� rinderpest�virus�
[RPV]),� MeV� –� tym�� virusas� (angl.� –� measles� virus� [MeV]),� DMV� –� delfin�� morbilivirusas� (angl.� –�
dolphin�morbillivirus�[DMV]),�PMV�–�j�r��kiaul�s�morbilivirusas�(angl.�–�porpoise�morbillivirus�[PMV]),�
CDV�–�šun��maro�virusas� (angl.�–�canine�distemper�virus� [CDV]),�TPMV�–�Tupaia�paramikso�virusas,�
HeV�–�Hendra�virusas�ir�NiV�–�Nipah�virusas.�
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Genomas�

Paramikso�virus��genomas�yra�apytiksliai�15.000�19.000�nukleotid��ilgio�

RNR� molekul�.� Genomo� galuose� yra� reguliacin�s� sekos.� 3`� genomo� gale� –�

50�nt�ilgio�reguliacin��seka,�vadinama�„lyderiu“,�ir�5`�genomo�gale�–�50�161�nt�

ilgio� reguliacin��seka,�vadinama�„priekaba“� (Mink� ir�kt.,�1991;�Okazaki� ir�kt.,�

1992).� Šios� genomo� reguliacin�s� sekos� yra� b�tinos� viruso� transkripcijai� ir�

replikacijai.�Tarp�genomo�reguliacini��sek��tandemiškai� išsid�sto�nuo�6� iki�10�

gen�� (Varich,� 1988).� Paramyxovirinae� pošeimio� virus�� genomo� koduojami�

genai� 3`–5`� kryptimi� genome� yra� išsid�st�� tokia� tvarka:� N,� P/C/V�

(persidengiantys� atviri� skaitymo� r�meliai),� M,� F,� H� (arba� HN)� ir� L,� o�

Pneumovirinae� pošeimio� visus�� koduojam�� gen�� tvarka� genome� 3`–5`�

kryptimi�yra�tokia:�NS1,�NS2,�N,�P,�M,�SH,�G,�F,�M2�ir�L.�Genomo�talp��padidina�

persidengiantys� atviri� skaitymo� r�meliai� (ASR)� P� gene� ir� nauji� ASR,� kurie�

suformuojami,�viruso�RnRp� �terpiant�papildom��nukleotid�� ��P�geno� iRNR�šio�

geno�transkripcijos�metu�(Hausmann� ir�kt.,�1996;�Pelet� ir�kt.,�1991;�Spriggs� ir�

Collins,� 1986).� Paramyxovirinae� ir� Pneumovirinae� pošeimiams� priklausan	i��

Sendai�ir�žmogaus�respiracinio�sincitinio�virus��genolapiai�pateikti�2�paveiksle.�

Kiekvienas�genas�savo�pradžioje�ir�gale�turi�konservatyvias�reguliacines�sekas,�

kurios�yra�b�tinos�ši��gen��transkripcijai�(Rassa�ir�kt.,�2000).�

�

�

�

�

�

2�pav.�Sendai�ir�respiracinio�sincitinio�virus��genom��schemos�(pagal�Lamb�ir�Kolakofsky,�2001).�

�

Viruso�dalel�s�sandara�

Paramyxoviridae� šeimos� virus�� dalel�� (virion�)� sudaro� dvisluoksnis�

lipidinis� apvalkalas,� kuris� susiformuoja� iš� l�stel�s� šeimininko� plazmin�s�
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membranos� ir� �siterpusi����j��viruso�glikoprotein��(Scheid� ir�kt.,�1980).�Viruso�

dalel�� dažniausiai� yra� 150�350�nm� skersmens� sfera� (Pav.3.� A),� nors� gana�

dažnai�aptinkamos�ir�si�lin�s�viriono�formos.�Paramyxovirinae�pošeimio�virus��

dvisluoksniame� lipidiniame� apvalkale� yra� �siterp�� dviej�� tip�� glikoproteinai:�

membran�� suliejimo� baltymas� žymimas� raide� F� (angl.� –� fusion� protein)� ir�

kraujo�l�steles�surišantis�baltymas�–�hemagliutininas,�žymimas�raide�H�(angl.�–�

hemagliutinin),� arba� kraujo� l�steles� surišantis� ir� sialo� r�gšties� grup��

hidrolizuojantis� baltymas� –� hemgliutininas�neuraminidaz�,� žymimas� raid�mis�

HN�(angl.�–�hemagliutinin�neuraminidase)�(Lamb� ir�kt.,�2006).�Pneumovirinae�

pošeimiui� priklausan	i�� virus�� dalel�s� dvisluoksniame� lipidiniame� apvalkale�

vietoj� H� arba� HN� baltym�� yra� aptinkamas� glikoproteinas,� kuris� yra� žymimas�

raide� G� (angl.� –� glycoprotein)� (Lambert� ir� Pons,� 1983;� Levine� ir� kt.,� 1987).�

Integraliniai� apvalkalo� baltymai� viriono� paviršiuje� formuoja� 8�12�nm� ilgio�

smaigus.�HN�baltymas�atlieka�kelet��funkcij�.�Jis�l�stel�s�paviršiuje�s�veikauja�

su�sialo� r�gšties�grup�mis,�esan	iomis� l�stel�s�paviršiaus�baltym��receptori��

oligosacharidini�� grandini�� galuose� (kraujo� l�steles� surišantis� aktyvumas)�

(Wemers�ir�kt.,�1987).�Be�to,�Goldžio�komplekse�esantis�HN�baltymas�nuskelia�

sialo�r�gšties�grup��nuo�vis��baltym�,�kurie�yra�transportuojami� �� infekuotos�

l�stel�s�plazmin��membran��(sialo�r�gšties�grup��hidrolizuojantis�aktyvumas).�

Glikoproteinai� HN� ir� H� yra� II� tipo� integraliniai� membranos� baltymai� (Laver� ir�

kt.,� 1989).�Pneumovirinae� pošeimiui� priklausan	i�� virus�� G� baltymas� stipriai�

skiriasi�nuo�HN� ir�H�glikoprotein�,�neturi�sialo�r�gšties�grup��hidrolizuojan	io�

aktyvumo� ir� n�ra� b�tinas� viruso� gyvybiniam� ciklui.� Kitas� paramikso� virus��

paviršinis� glikoproteinas� F� yra� I� tipo� integralinis� membranos� baltymas,� kuris�

sulieja� viruso� dalel�s� apvalkal�lio� ir� infekuojamos� l�stel�s� membranas�

(Connolly�ir�kt.,�2006).�

Gausiausias� virione� yra� matrikso� baltymas,� žymimas� raide� M� (angl.� –�

matrix� protein),� kuris� s�veikauja� su� dvisluoksne� lipidine� membrana,� ta	iau�

n�ra� membraninis� baltymas� (Harrison� ir� kt.,� 2000).� M� baltymai� jungdamiesi�
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tarpusavyje� ir� su� kitais� viruso� baltymais� formuoja� vientis�� sluoksn�,� kuris�

iškloja�viruso�dalel�s�membraninio�apvalkalo�vidin��pavirši�.�Manoma,�kad�šio�

baltymo� formuojamas� sluoksnis� suteikia� viruso� dalelei� tvirtumo� ir� sferin��

form�.�Išgryninti�M�baltymai�geba�jungtis�tarpusavyje�(Zhirnov,�1990).�Jie�taip�

pat� s�veikauja� su� viruso� nukleokapsid�s� baltymu,� žymimu� raide� N� (angl.� –�

nucleocapsid� protein).� Taip� pat� M� baltymas� specifiškai� s�veikauja� tiek� su� F,�

tiek� su� HN� arba� H� glikoprotein�� citoplazmin�s� srities� aminor�gštimis�

(Takimoto� ir� Portner,� 2004).� Tod�l� paramikso� virus�� matrikso� baltymas� yra�

pagrindinis� viruso� dalel�s� morfogenez�s� organizatorius,� s�veikaujantis� su�

viruso� dalel�s� integraliniais� membranos� baltymais,� dvisluoksne� lipid��

membrana�ir�nukleokapside�(Irie�ir�Sakaguchi,�2007).�

Viruso�dalel�s�viduje�yra� �pakuota�nukleokapsid�,�kuri��sudaro�N,�P� ir�L�

baltym��kompleksas.�Sendai�viruso�nukleokapsid��sudaro�2600�N,�300�P�ir�50�

L� baltym�� (Lamb� ir� Choppin,� 1976).� N� baltymai� ir� genomin�� RNR� formuoja�

nukleokapsid�s� šerd�� (N:RNR),� prie� kurios� jungiasi� P� ir� L� baltymai� (Portner� ir�

kt.,�1988).�Toks�ši��paramikso�virus��baltym�� ir�genomin�s�RNR�kompleksas�

gali� transkribuoti� RNR� in� vitro.� Paramikso� virus�� nukleokapsid�� yra� palyginti�

nelankstus�spiralinis�20�nm�skersmens�darinys,�kurio�centre�yra�tuš	ia�5�6�nm�

diametro�ertm�,�o�atstumas�tarp�dviej��spiral�s�vij��yra� lygus�maždaug�5�nm�

(Compans�ir�kt.,�1972).�Nukleokapsid��visada�funkcionuoja�kaip�kompleksas�ir�

viruso�infekcinio�ciklo�metu�n�ra�išardoma.��

Fosfo� baltymas,� žymimas� raide� P� (angl.�–�phosphoprotein),� yra� svarbus�

viruso� ribonukleor�gš	i�� sintezei� (Curran� ir� kt.,� 1994).� L�stel�je� šis� baltymas�

yra� gausiai� fosforilinamas� (Fuentes� ir� kt.,� 2010).� Susijung�s� su� polimeraz�s�

baltymu,�žymimu�didži�ja�raide�L� (angl.�–� large�protein)� ir�nukleokapside,� jie�

kartu� formuoja� paramikso� virus�� polimerazin�� kompleks�,� o� su� laisvu� N� (N0)�

baltymu� formuoja� P� ir� N0� baltym�� kompleks�,� kuris� yra� b�tinas� specifiškai�

�jungiant� naujai� sintetinam�� viruso� genom�� arba� antigenom�� �� naujai�
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besiformuojan	i��nukleokapsid��bei�slopina�nespecifines�N0�baltymo�s�veikas�

su�l�stel�s�RNR�(Curran�ir�kt.,�1995).�

Paramyxoviridae�šeimos�virus��dalel��matoma�elektroniniu�mikroskopu�

ir�jos�schema�parodytos�3�paveiksle.�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

3�pav.� Paramyxoviridae� šeimos� virus�� dalel�.� A� –� elektroniniu� mikroskopu� matomas� vaizdas.� B� –�
virusin�s�dalel�s�schema�(pagal�Lamb�ir�Kolakofsky,�2001).�

�

Infekcinis�ciklas�

Paramikso� virus�� infekcinis� ciklas� prasideda� nuo� viriono� prisitvirtinimo�

l�stel�s�šeimininko�paviršiuje.�Prikibimas�vyksta,�kai�viruso�dalel�s�paviršiaus�

baltymai�glikoproteinai� s�veikauja� su� sialo� r�gšties� grup�mis,� esan	iomis�

l�stel�s�paviršini��baltym��receptori��arba�lipid��receptori��oligosacharidini��

grandini�� galuose� (Bowden� ir� kt.,� 2010).� S�veika� vyksta� ne� tarp� pavienio�

glikoproteino�ir�l�stel�s�receptoriaus,�o�tarp�daugelio.�S�veikos�tašk��gausa�ir�

stabilumas� nulemia� infekcijos� efektyvum�.� Paramikso� virus�� dalelei�

prisitvirtinus� l�stel�s�paviršiuje,�pasikei	ia�F�glikoproteino�strukt�ra� ir�viriono�

membrana� d�l� šio� baltymo� strukt�rini�� poky	i�� yra� suliejama� su� l�stel�s�

plazmine� membrana� (Baker� ir� kt.,� 1999).� Virusin�je� dalel�je� M� baltymas�

s�veikauja� su� nukleokapsid�s� N� baltymais.� Viruso� apvalkal�lio� ir� plazmin�s�

A.�
�

�

B.�
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membranos� susiliejimo� metu� šios� s�veikos� nutr�ksta,� tod�l� nukleokapsid��

patenka���l�stel�s�citoplazm��(Harrison�ir�kt.,�2000).�

Paramyxoviridae� šeimos� virus�� replikacija� vyksta� l�stel�s� citoplazmoje.�

Paramikso�virus�� infekcinio�ciklo�schema�pavaizduota�4�paveiksle.�Daugumos�

šios� šeimos� virus�� replikacinis� ciklas� žinduoli�� l�stel�se� trunka� nuo� 14� iki� 30�

valand�.�Paramikso�virusai� infekcinio�ciklo�metu� labai��vairiai�veikia� infekuot��

l�steli��baltym��sintez�.�Vieni�infekcijos�metu�sustabdo�š��proces�,�kiti�visai�jo�

neslopina� (Lamb� ir� Parks,� 2007).� Paramikso� virus�� RNR� sintez�� prasideda�

genomo� 3`�gale.� Šiame� genomo� gale� viruso� RnRp� jungiasi� su� vieninteliu�

genomo�promotoriumi�ir�pradeda�genomo�lyderin�s�sekos�sintez��(Tapparel�ir�

kt.,�1998).�Anksti,�viruso� infekcijos�metu,�RnRp�sintetina� lyderin��genomin�s�

RNR�sek�� ir� iRNR.�Susintetinusi� lyderin��RNR�sek�,�polimeraz��turi�stabtel�ti,�

nutraukti� s�veikas� su� susintetinta� RNR� grandine� ir,� nenušokdama� nuo�

matricos,�nuo�šio�geno�pradžioje�esan	ios�reguliacin�s�sekos� iš�naujo�prad�ti�

N� geno� transkripcij�.� Tik� prad�jusi� N� geno� transkripcij�� iš� naujo,� RnRp�

efektyviai�sintetina�pilno�ilgio�N�geno�iRNR.�Kitu�atveju,�kai�RnRp�ties�lyderin�s�

genomo� sekos� pabaigos� ir�N� geno� pradžios� sand�ra� nestabtel�jusi� sintetina�

RNR�toliau,�nesant�replikacin��režim���jungian	i��faktori��RNR�sintez��baigiasi�

N� geno� viduryje.� S�kmingai� prad�jusi� sintez�� N� geno� pradžioje,� RnRp�

nutraukia�š��proces��pasiekusi�šio�geno�gale�esan	i��reguliacin��sek��(Vidal� ir�

Kolakofsky,� 1989).� Paramikso� virus�� RnRp� turi� guanil� ir� metil� transferazinius�

aktyvumus,� tod�l� pati� modifikuoja� sintetinamos� iRNR� 5`� gal�� –� suformuoja�

„kepur�“.� Guanil� ir� metil� transferazinius� aktyvumus� turi� polimerazinio�

komplekso� L� baltymas� (Ogino� ir� kt.,� 2005).� Geno� gale� RnRp� stabteli� ties� 4�7�

poli�U�nukleotid��seka,�kuri��naudodama�matrica�net�keliolika�kart�� iRNR�3`�

gale�susintetina�maždaug�200�nukleotid��ilgio�poli�A�uodeg��(Mizumoto�ir�kt.,�

1995).� Tuomet� RnRp� nutraukia� s�veik�� su� susintetinta� iRNR.� Genome� vien��

nuo�kito�genus�skiria�tarpgenin�s�sritys,�kurios�gali�b�ti�nuo�1�iki�56�nukleotid��

ilgio.�Toliau�nuo�genomo�3`�galo�esantys�genai�transkribuojami�tik�tuo�atveju,�
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jeigu�s�kmingai�yra�susintetinamos�prieš�juos�esan	i��gen��iRNR.�Viruso�RnRp�

gali�prad�ti�RNR�sintez��tik�3`�genomo�gale�jungdamasi�su�šiame�genomo�gale�

esan	iu� promotoriumi.� Toliau� genome� išsid�s	iusi�� gen�� transkripcija� vyksta�

RnRp� nenušokant� nuo� matricos.� Užbaigus� vienos� iRNR� transkripcij�,� viruso�

polimerazinis�kompleksas�ieško�kit��reguliacini��sek�,�genomine�RNR�slenkasi�

abiem� kryptimis� ir� aptik�s� artimiausio� geno� pradžios� reguliacin�� sek�,�

sintetina�šio�geno�iRNR�(Wiegand�ir�kt.,�2007).�

�

�

�

�

�

�

�

�

4�pav.�Paramyxoviridae�šeimos�virus��infekcinio�ciklo�schema�(pagal�Lamb�ir�Kolakofsky,�2001).�

�

Paramikso� virus�� genomo� replikacija� prasideda� tik� esant� pakankamam�

virusini��baltym��kiekiui.�Manoma,�kad�viruso�RnRp�replikacin��režim���jungia�

specialus�signalas.�Šis�signalas�gali�b�ti�nukleokapsid�s�baltym��modifikacijos�

(pvz.:�fosforilinimas),�d�l�kuri��gali�keistis�nukleokapsid�s�strukt�ra.�Kai�kurie�

tyrimai� leidžia�manyti,�kad�RnRp�replikacinis�režimas�gali�b�ti� �jungiamas�kit��

l�stel�s�arba�viruso�baltym�� (Mizumoto,�1992).�Ta	iau�vyrauja�prielaida,�kad�

šis� režimas� yra� �jungiamas� P�N0� baltym�� kompleksui� jungiantis� su� naujai�

sintetinama�viruso�genomo�lyderine�RNR�seka.�Šio�proceso�metu�P�N0�baltym��

kompleksas� suyra,� o� N� baltymai� jungdamiesi� su� naujai� sintetinama� virusine�

RNR�ir�s�veikaudami�trapusavyje�formuoja�nauj��nukleokapsid�.�Iš�N�baltym��

formuojasi�spiralinis�karkasas,���kur��yra�pakuojama�sintetinama�virusin�s�RNR�

grandin�.� Manoma,� kad� b�tent� šis� besiformuojantis� darinys� �jungia� viruso�

l�stel�s�baltymai
l l� k

ET
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RnRp� replikacin�� režim�� (Castaneda� ir� Wong,� 1990).� Tod�l� ši,� prad�jusi� RNR�

sintez��nuo�genomo�3`�gale�esan	io�promotoriaus,�išlieka�aktyvi�viso�genomo�

replikacijos�metu�ir�nereaguoja���gen��galuose�esan	ius�reguliacinius�signalus.�

Polimeraz�� be� jokio� stabtel�jimo� susintetina� pilno� ilgio� antigenom�,� kitaip�

vadinam��–�kopijine�viruso�RNR.�Paramikso�virus��RnRp�genomui�padauginti�

matrica� naudoja� antigenomin�� viruso� RNR,� kuri� taip� pat� yra� �pakuojama�

nukleokapsid�je.�Viruso�RnRp�pradeda�RNR�sintez��nuo�antigenomin�s�RNR�3`�

gale� esan	io� promotoriaus.� Esant� pakankamam� virusini�� baltym�� kiekiui,�

viruso�RnRp�sintetina�pilno�ilgio�genomin��RNR,�kuri�kaip�ir�naujai�sintetinama�

antigenomin�� RNR,� yra� iš� karto� pakuojama� �� nukleokapsid�� (Egelman� ir� kt.,�

1989).� Tr�kstant� N� baltym�,� kuriems� jungiantis� su� sintetinama� virusine� RNR�

formuojasi� nukleokapsid�,� �jungianti� replikacin�� režim�,� RnRp� prad�jusi� RNR�

sintez�� antigenomo� 3`� gale� sintetina� tik� trump�� antigenomo� lyderin�� RNR�

sek�.�Antigenomas�neturi�jokio�atviro�skaitymo�r�melio�ir�n�ra�transliuojamas.�

Jis�yra�tarpin��genomo�replikacijos�grandis.�Antigenomas,�kaip�ir�genomas,�yra�

aptinkamas� tik� nukleokapsid�je,� kuri� viruso� infekcinio� ciklo� metu� yra�

pakuojama� �� viruso� dalel�.� Ta	iau� viruso� daleli�,� turin	i�� nukleokapsid�� su�

�pakuotu�antigenomu,�aptinkama�žymiai�mažiau.�Tokios�dalel�s�sudaro�tik�5�

20�%�nuo�bendro�j��kiekio�(Lamb�ir�Parks,�2007).��

Vis�� paramikso� virus�� genomo� koduojam�� baltym�� sintez�� vyksta�

citoplazmoje.� Visi� susintetinti� viruso� baltymai,� išskyrus� virusin�s� dalel�s�

apvalkalo�glikoproteinus,�yra�brandinami�citoplazmoje,�ta	iau�pastarieji�br�sta�

endoplazminiame� tinkle,� v�liau� Goldžio� komplekse,� o� galiausiai� kaupiasi�

l�stel�s�paviršiuje�(plazmin�je�membranoje)�(Chen�ir�Helenius,�2000).�

Visi� paramikso� virus�� infekcinio� ciklo� etapai� vyksta� šeimininko� l�stel�s�

citoplazmoje�(Lamb�ir�Parks,�2007).�
ia�susintetinti�N�baltymai,�jungdamiesi�su�

replikuojama� viruso� genomine� arba� antigenomine� RNR,� formuoja�

nukleokapsid�s�šerd�.�Yra�žinoma,�kad�specifinei�N�baltym��s�veikai�su�viruso�

genomine� arba� antigenomine� RNR� yra� svarbi� 5`� gale� esanti� nukleotid�� seka.�
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Ši�� sek�� atpaž�sta� P�N0� baltym�� kompleksas� ir� tuomet� šio� komplekso� N0�

baltymas� formuoja� s�veikas� su� pirmais� šešiais� naujai� sintetinamo� genomo�

arba� antigenomo� nukleotidais.� Po� s�veikos� su� RNR� N� baltymas� nutraukia�

s�veik�� su� P� baltymu� ir� kompleksas� galiausiai� suyra.� Tuomet� kitus� šešis�

nukleotidus� atpaž�sta� naujas� P�N0� baltym�� kompleksas� ir� taip� šis� procesas�

kartojasi� tol,� kol� yra� �pakuojama� visa� naujai� sintetinamo� genomin�� arba�

antigenomin�� RNR� molekul�� (Curran� ir� kt.,� 1995).� Nukleokapsid�s� šerdžiai�

susijungus� su� P�L� baltym�� kompleksu� susiformuoja� viruso� nukleokapsid�.�

Paramikso� virus�� infekcinio� ciklo� metu� l�stel�s� citoplazmoje�

besiformuojan	ios�naujos�nukleokapsid�s�keliauja�plazmin�s�membranos�link,�

o� tuo� tarpu� plazmin�je� membranoje� kaupiasi� viruso� dalel�s� apvalkalo�

glikoproteinai.� J�� sankaupos� aptinkamos� didel�� cholesterolio� kiek�� turin	iose�

plazmin�s� membranos� vietose.� Kad� susidaryt�� viruso� dalel�,� visos� jos�

sudedamosios�dalys�turi�susirinkti�viename�erdv�s�taške.�Paramikso�virus��M�

baltymas� tarpininkauja� nukleokapsidei� prisijungiant� prie� viruso� dalel�s�

apvalkalo� glikoprotein�� citoplazmin�s� srities� aminor�gš	i�.� Šio� baltymo�

sankaupos� yra� aptinkamos� vidiniame� plazmin�s� membranos� paviršiuje,�

maždaug�ten�pat�kur�kaupiasi� ir�viruso�dalel�s�apvalkalo�glikoproteinai�(Irie� ir�

Sakaguchi,�2007).�Procesas,�kurio�metu�prie�plazmin�s�membranos�susirenka�

virionas,�n�ra�visiškai�aiškus.�Kaip�jau�buvo�min�ta,�M�baltymas�s�veikauja�su�

glikoprotein�� citoplazmin�s� srities� aminor�gštimis� ir� nukleokapsid�s� N�

baltymu�(Coronel� ir�kt.,�2001).�Toliau�plazmin��membrana� išlinksta,�apgaubia�

viruso� nukleokapsid�,� susidariusios� egzocitotin�s� dalel�s� anga� susiaur�ja,�

membranos�kraštai�susilieja�ir�atsiskyrusi�nauja�viruso�dalel��patenka���aplink�.�

Reik�t��pamin�ti,�kad�kai�kuri��paramikso�virus��Goldžio�komplekse�br�stanti�

neuraminidaz�� nuskelia� sialo� r�gšties� grupes� nuo� vis�� paviršini�� baltym�� ir�

lipid�.� D�l� šios� priežasties� užkr�stos� l�stel�s� paviršiniai� baltymai� ir� lipidai�

neturi� sialo� r�gšties,� o� naujos� viruso� dalel�s� lengviau� atsiskiria� nuo� l�stel�s�
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šeimininko�paviršiaus�ir�negali�prikibti� ir� iš�naujo�užkr�sti�(Nayak� ir�kt.,�2009).�

Viriono�formavimosi�procesas�yra�pavaizduotas�5�paveiksle.�

�

�

�

�

�

�

5�pav.� Plazmin�s� membranos� paviršiuje� besiformuojantis� Paramyxoviridae� šeimos� virus�� virionas.�
Elektroniniu�mikroskopu�matomas�vaizdas�(pagal�Lamb�ir�Kolakofsky,�2001).�

�

1.2.�Nukleokapsid�s�baltymas:� funkcijos,�strukt	ra,�biochemin�s�savyb�s� ir�

formuojami�dariniai�

Nukleokapsid�s� baltymas� dalyvauja� daugelyje� proces�,� ta	iau�

reikšmingiausias� iš� j��yra�paramikso�virus��replikacija.� Jos�metu�šis�baltymas�

formuoja� nukleokapsid�,� kurioje� yra� �pakuojama� naujai� sintetinama� viruso�

genomin�� arba� antigenomin�� RNR.� Ant� naujai� sintetinamos� RNR� grandin�s�

besirenkantis� N� baltym�� karkasas� gali� b�ti� veiksnys,� kuris� �jungia� paramikso�

virus��RnRp�replikacin��režim��(Marriott�ir�kt.,�2001).�Nukleokapsid�s�sandara�

ir� viruso� replikacijos� bei� transkripcijos� mechanizmai� pastaruoju� metu� yra�

tiriami�labai�intensyviai.�

Svarbi� Paramyxovirinae� šeimos� virus�� savyb�� yra� ta,� kad� kiekvienas� N�

baltymas� nukleokapsid�je� s�veikauja� su� šešiais� RNR� grandin�s� nukleotidais�

(Vulliemoz� ir� Roux,� 2001).� Ši�� virus�� genomo� ir� antigenomo� dvylika� 3`�

terminalini�� nukleotid�� yra� identiški.� Viruso� genomin�s� arba� antigenomin�s�

RNR� sintez�s� metu� P�N0� baltym�� kompleksas� atpaž�sta� k�� tik� susintetint��

terminalin�� sek�� ir� s�veikauja� nuo� pat� pirmo� nukleotido� sintetinamos� RNR�

grandin�s�5`�gale.�Tikslus�N�baltymo�monomer�� jungimasis�kas�6�nukleotidus�

t�siasi�tol,�kol�yra�pasiekiamas�sintetinamos�RNR�grandin�s�3`�galas�(Vulliemoz�

ir�Roux,�2001).�Taip�formuojasi�nukleokapsid�,�kurioje�N�baltymai�suformuoja�

Plazmin��membrana�

Besiformuojantis�
virionas�
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taisykling�� spiralin�� karkas�,� o� RNR� grandin�� b�na� �pakuota� šiame� karkase�

taip,�kad�dvylika�3�terminalini��nukleotid��išsid�sto�tiksliai�ant�pirmo� ir�antro�

nukleokapsid�s� subvienet�.� Genomo� ir� antigenomo� terminalini�� promotori��

sekos,�veikian	ios�cis�konformacijoje,�efektyvumas�labai�priklauso�nuo�tikslaus�

jos� element�� � išsid�stymo� N� baltymo� subvienet�� atžvilgiu� nukleokapsid�je�

(Cordey� ir� Roux,� 2006).� Sendai� viruso� genomo� promotori�� sudaro� dvi� dalys:�

pirmas� promotoriaus� elementas� –� trisdešimties� 3`�terminalini�� nukleotid��

seka.� Dvylika� galini�� nukleotid�� yra� supakuoti� pirmuose� dviejuose�

nukleokapsid�s�N�baltymuose;�antr��element��suformuoja�kas�6�pozicijas�tris�

kartus�periodiškai�pasikartojantys�C�arba�GC�nukleotidai,�esantys�ties�13,�14�ir�

15� nukleokapsid�s� subvienetais.� Kiekviena� nukleokapsidin�s� spiral�s� vija� yra�

sudaryta� iš�13�N�baltym�,�tod�l�abu�promotoriaus�elementai�nukleokapsid�s�

spiral�je� išsid�sto� vienoje� plokštumoje,� greta� vienas� kito� ir� tiksliai�

nukleokapsid�� sudaran	i�� N� baltymo� subvienet�� atžvilgiu� (Salinas� ir� Roux,�

2005).�Manoma,�kad�nukleokapsid�je�N�baltymas�suformuoja�šešis� funkciniu�

poži�riu� skirtingus� s�veikos� „taškus“,� ties� kuriais� išsid�sto� 6� nukleotidai.�

Viruso� RNR� polimeraz�� negali� tinkamai� atpažinti� „reikalingo� signalo“,� jeigu�

promotoriaus� sekos� nukleotidai� išsid�sto� ties� jiems� neb�dingais� N� baltymo�

s�veikos� su� RNR� „taškais“� (Vulliemoz� ir� Roux,� 2001).� Visi� aukš	iau� �vardinti�

veiksniai�daro� �tak��viruso�RNR�sintez�s� iniciacijai�nuo�aptarto�promotoriaus,�

kurio�strukt�ra�yra�pavaizduota�6�paveiksle.�

�

�

�

�

�

�

�

6�pav.�Paramyxovirinae� pošeimio� virus�� nukleokapsid�s� schema� ir� genomo� promotoriaus� strukt�ra�
(pagal�Lamb�ir�Kolakofsky,�2001).�
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Nors� nukleokapsid�s� baltymai� s�veikauja� su� RNR,� beveik� vis��

Paramyxoviridae�šeimos�virus��N�baltymai�turi�neigiam��sumin��kr�v��(nuo��7�

iki� �12).� Tik� kiaulyt�s� viruso� N� baltymo� suminis� kr�vis� yra� teigiamas� (+2).�

Palyginus�Paramyxovirinae�pošeimio�virus��N�baltymus�buvo�nustatyta,�kad�N�

baltymo� N� dalis� (ar.� 1�400)� yra� santykinai� konservatyvi,� o� C� dalis� (ar.� 400� iki�

galo)� stipriai� �vairuoja.� N� baltymo� C� dalis� dažniausiai� turi� didelio� neigiamo�

kr�vio� srit�� ir� yra� jautri� proteazi�� poveikiui.� N� baltymo� N� dalis� atsako� už�

spiralin�� nukleokapsid�s� strukt�r�,� kuri� formuojasi� tarpusavyje� jungiantis� N�

baltymams.�Taip�pat�ši�N�baltymo�dalis�s�veikauja�su�RNR.�N�baltymas�neturi�

klasikini�� RNR� surišan	i�� motyv�.� Nukleokapsid�s� baltymo� vidurin�je� dalyje�

buvo� nustatyta� konservatyvi� aminor�gš	i�� seka� (F�X4�Y�X4�S�Y�A�M�G).� Ši�

baltymo� dalis� yra� hidrofobin�,� tod�l� vyrauja� nuomon�,� kad� min�ta� seka� gali�

b�ti� atsakinga� už� N� baltym�� tarpusavio� s�veik�� (N:N),� formuojantis�

nukleokapsidei� (Morgan� ir� kt.,� 1984).� Manoma,� kad� specifin�� RNR� surišimo�

vieta� N� baltymuose� galutinai� susidaro� tik� šiems� baltymams� susijungus�

tarpusavyje,� kadangi� mutantiniai� N� baltymai,� negalintys� s�veikauti�

tarpusavyje,� taip� pat� negeba� pakuoti� ir� RNR.� N� baltymo� C� dalyje� yra� didžioji�

dauguma� fosforilinimo� viet�� ir� antigenini�� nukleokapsid�s� baltymo� sri	i�.�

Buvo�manoma,�kad�N�baltymo�sritis,�kuria�N0�ir�N:RNR�s�veikauja�su�P�baltymu�

arba� P�L� baltym�� kompleksu,� taip� pat� yra� C� dalyje,� ta	iau� neseni� tyrimai�

netik�tai� parod�,� kad� šiuo� atžvilgiu� Paramyxoviridae� virusai� tarpusavyje�

skiriasi.� Tym�� viruso� atveju� Nukleokapsid�s� baltymas� su� P�L� baltym��

kompleksu� s�veikauja� savo� C� dalimi,� o� kiaulyt�s� viruse� kontaktas� vyksta� per�

nukleokapsid�s� baltymo� N� dalies� domen�� (Kingston� ir� kt.,� 2004).� Tai�

schematiškai�parodyta�7�pav.�

Tym��viruso�P�baltymo�C�dalies�sritis�NBD�jungiasi�su�trumpa�tym��viruso�

N� baltymo� seka� (ar.� 477�505)� C� dalyje,� o� kiaulyt�s� viruso� atveju� analogiška�

NBD�sritis�s�veikauja�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�s�veikas�su�P�baltymu.�Tuo�tarpu�kiaul�s�rubulaviruso�N�baltymo�su�

P�baltymu�s�veikaujanti�sritis�lokalizuota�N�baltymo�N�dalies�sekoje�(ar.�1�333)�

(Svenda� ir� kt.,� 2002).� N� baltymo� C� dalis� priklauso� baltym�� grupei,� kuriai� yra�

b�dinga�silpnai�išreikšta�tretin��baltymo�strukt�ra.�Tokie�polipeptidai�d�l�savo�

strukt�ros� ir� s�lyginai� didelio� lankstumo� nematomi� elektroniniu� mikroskopu,�

taip� pat� yra� jautr�s� proteazi�� poveikiui.� Ta	iau� jie� geba� formuoti� tvirtus�

kontaktus�su��vairios�erdvin�s�strukt�ros�ir�silpno�giminingumo�paviršiais.�Šios�

savyb�s� leidžia� N� baltymo� C� daliai� s�veikauti� su� keliais� skirtingos� erdvin�s�

organizacijos�partneriais�(Longhi�ir�kt.,�2003).�Buvo�nustatyta,�kad�N�baltymo�C�

dalis�yra�neb�tina�nukleokapsid�s�formavimuisi�ir�genomin�s�RNR�pakavimui,�

o�delecijos�N�baltymo�N�dalyje�eliminuoja�abu�min�tus�aktyvumus.�Tuo�tarpu�

iš� N� baltym�� neturin	i�� C� dalies� suformuota� nukleokapsid�� negali� b�ti�

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

�

�

�

�

�

�

��

7� pav.� Virusin�s� polimeraz�s� jungimosi� prie� tym�� ir� kiaulyt�s� virus�� nukleokapsidži��schema� (pagal�
Kingston� ir� kt.,� 2004).� “NBD”� žymi� jungimosi� su� nukleokapside� srit�� P� baltymo� gale.� P� baltymas�
pavaizduotas� kaip� tetrameras,� bet� nei� kiaulyt�s,� nei� tym�� virus�� P� oligomerizacijos� b�vis�
nenustatytas.�

�

Pneumovirinae� pošeimio� virus�� N� baltym�� sekos� buvo� palygintos� su�

Paramyxovirinae�pošeimio�virus��nukleokapsid�s�baltymo�N�dalimi�(ar.�1�400)�

ir� buvo� nustatytos� trys� homologiškos� sritys,� kurios� turi� panaši�� antrin��

strukt�r�.� Nors� abiej�� pošeimi�� virus�� N� baltymai� gana� stipriai� skiriasi� savo�

ilgiu,� ta	iau� funkcini�� sri	i�� organizacija� išlieka� ta� pati.� Žmogaus� kv�pavimo�

sincitinio� viruso� N� baltym�� taip� pat� galima� suskirstyti� �� N� ir� C� dalis,� iš� kuri��

Tym

virusas�

Kiaulyt�s
virusas�
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pirmoje�yra�sritis�(ar.�1�92),�atsakinga�už�N:N�ir�N:RNR�kontaktus�formuojantis�

nukleokapsidei,� o� su� antra� (ar.� 200�391)� kontaktuoja� M� baltymas.� Šioje�

baltymo�dalyje�yra�dvi�sekos�(ar.�241�260�ir�301�335),�atsakingos�už�s�veik��su�

P� baltymu.� Buvo� nustatyta� ir� tre	ia� s�veikos� su� P� baltymu� seka,� bet� tik� N�

baltymo�N�dalyje�(ar.�46�65).�hRSV�nukleokapsid�s�baltyme�buvo�aptikta�sritis�

(ar.�121�160�),� kuria� N� baltymai� nukleokapsid�s� spiral�je� formuoja� kontaktus�

su� gretimo� spiral�s� žingsnio� N� baltymais,� taip� sutvirtindami� spiralin�� N:RNR�

strukt�r�� (Murphy� ir� kt.,� 2003).� Pastarosios� s�veikos� yra� pavaizduotos� 8�

paveiksle.�

�

�

�

8� pav.� Pneumovirinae� pošeimio� hRSV� nukleokapsid�s� spiral�� palaikantys� N:N� baltym�� ryšiai� (pagal�
Murphy�ir�kt.,�2003).�

�

Paramyxovirinae� pošeimio� virus�� atstumas� tarp� dviej�� nukleokapsid�s�

spiral�s� vij�� yra� lygus� 4.7�6.4�nm� (9� pav.f,� g� ir� h),� o� vien�� nukleokapsid�s�

spiral�s�vij��sudaro�13�arba�14�N�baltym��bei�80�nt�ilgio�RNR�grandin��(9�pav.�

c� ir� d).� Pneumovirinae� pošeimiui� priklausan	io� hRSV� viena� nukleokapsid�s�

spiral�s� vija� gali� b�ti� sudaryta� iš� � 9,� 10� arba� 11� N� baltym�� (9� pav.� a� ir� b),� o�

atstumas� tarp� dviej�� nukleokapsid�s� spiral�s� vij�� yra� lygus� 7�nm� (9� pav.�

e)(Bhella� ir� kt.,� 2002).� Ji� yra� ne� tokia� kompaktiška� ir� pasižymi� gana� dideliu�

lankstumu,� palyginus� j�� su� Paramyxovirinae� pošeimio� virus��

nukleokapsid�mis.�

Naudojant� EM� gaunamos� nukleokapsidži�� mikrografijos� analizuojamos�

pasitelkus� �vairius� kompiuterinius� metodus,� stengiantis� rekonstruoti� erdvin��

nukleokapsid�s� strukt�r�.� Tym�� viruso� N� baltym�� formuojamos�

nukleokapsid�s� pasirod�� pernelyg� lanks	ios� tokiai� analizei,� ta	iau� tam� tiko�

tripsinu� paveiktos� nukleokapsid�s� be� N� baltymo� C� dalies.� Pastar�j�� erdvin��

strukt�ra�nustatyta�su�11.8�Å�skiriam�ja�geba�(Schoehn�ir�kt.,�2004).�Gautame�
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modelyje�N�baltymai,�sudaryti� iš�trij��sri	i�,�tarpusavyje�formuoja�dvi� jungtis,�

kuri�� viena� yra� arti� spiralin�s� ašies,� o� kita� –� N� baltymo� sekos� viduryje.�

Skirtingai�nei�Pneumovirinae�virus��atveju,�tym��viruso�nukleokapsid�je�n�ra�

joki�� jung	i�� tarp� N� baltym�,� esan	i�� gretimuose� spiral�s� žingsniuose.� RNR�

pažym�jus� cis�platina� buvo� nustatytas� tankio� padid�jimas� ar	iau� spiralin�s�

nukleokapsid�s� ašies.� Tai� leidžia� manyti,� jog� genomas� yra� �pakuotas� vidin�je�

nukleokapsid�s�spiral�s�dalyje.�

�

�

�

�

�

�

9� pav.�Paramyxoviridae� šeimos� virus�� nukleokapsid�s� spiral�s� vij�� ir� nukleokapsidži�� vaizdai� (pagal�
Bhella� ir� kt.,� 2002).� Nukleokapsid�s� spiral�s� vij�� (a�d)� –� tai� vidurkin�s� projekcijos,� kompiuterini��
program��pagalba�apskai	iuotos�iš�500�atskir��žied��vaizd��elektronin�s�mikroskopijos�nuotraukose:�
a.� hRSV� iš� 10� N� baltym�� sudaryta� nukleokapsid�s� spiral�s� vija;� b.� hRSV� iš� 11� N� baltym�� sudaryta�
nukleokapsid�s�spiral�s�vija;�c.�TyV�iš�13�N�baltym��sudaryta�nukleokapsid�s�spiral�s�vija;�d.�SV5�iš�14�
N� baltym�� sudaryta� nukleokapsid�s� spiral�s� vija.� Ši�� virus�� nukleokapsid�s� pavaizduotos�
neapdorotose,� elektronin�se� mikrografijose:� e.� hRSV� nukleokapsid�s;� f.� SV5� nukleokapsid�s;� g.� TyV�
nukleokapsid�s;�h.�SeV�nukleokapsid�s.�
�

Neseniai�buvo�nustatyta� tiksli�nukleokapsidin�s�spiral�s�vijos,�sudarytos�

iš� dešimties� hRSV� N� baltym�,� strukt�ra� (11� A� ir� B� pav.)� (Tawar� ir� kt.,� 2009).�

Gauti�duomenys�rodo,�kad�nukleokapsidin�s�spiral�s�vijoje�RNR�grandin��yra�

�pakuota� išorin�je� vijos� dalyje� suformuotame� griovyje,� kurio� kr�vis� yra�

neigiamas�(10� ir�11�C�pav.).�Vaizdžiai�tariant,�RNR�molekul��nukleokapsidin�s�

spiral�s�vij�� juosia�kaip�diržas� liemen�.�Kiekvienas�spiralin�s�vijos�subvienetas�

formuoj��s�veikas�su�septyniais�nukleotidais,�o�vis��vij�� juosia�70�nukleotid��

ilgio� RNR� grandin�.� Kaip� jau� buvo� min�ta,� paramikso� virus�� N� baltymas� yra�

sudarytas� iš� N� ir� C� dali�,� kurias,� kaip� rodo� strukt�rin�s� analiz�s� duomenys,�

jungia� nestrukt�rizuota� amino� r�gš	i�� seka,� vaizdžiai� tariant,� panašiai� kaip�

r�m�� ir� lang�� jungia�vyriai.�RNR�s�veikai�skirtas�griovys�yra�N�baltymo�N� ir�C�
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dali�� sand�roje.� Sand�roje� s�veikos� tarp� N� ir� C� dali�� formuoja� vidin�� griovio�

pavirši�,� o� kilpa,� jungianti� �C3� ir� � �C4� spirales,� nepilnai� dengia� griovyje�

�pakuotos� RNR� grandin�s� išorin�� pavirši�� (10� pav.).� N� baltymo� N� ir� C� dalis�

sudaro� stukt�rizuotos� sritys� –� vadinamos� N� šerdimi� ir� C� šerdimi,� ir� nuo� j��

besidrieki�� nestrukt�rizuotos� N�terminalin�� ir� C�terminalin�� uodegos,� kurios�

strukt�rizuojasi�tik�s�veikaudamos�su�gretimais�nukleokapsidin�s�spiral�s�vijos�

N� baltymais.� Tiek� N,� tiek� C� N� baltymo� dalys� su� šalia� esan	iais� spiral�s� vijos�

subvienetais� s�veikauj�� šonais,� ta	iau� šios� s�veikos� yra� labai� silpnos,�

daugiausiai� palaikomos� trumpalaiki�� van� der� Waals‘o� ryši�.� S�veikaujantys�

paviršiai� yra� gausiai� hidratuoti,� o� N� baltym�� formuojam�� spiral�s� vij��

sutvirtina�j��juosianti�RNR�grandin��ir�N�baltymo�N�dalies�terminalin��uodega�

(ar.� 1�35),� �siterpianti� �� šalia� esan	io� spiral�s� vijos� subvieneto� strukt�rizuot��

srit��(11�A�ir�B�pav.).�Silpnos�šonin�s�N�baltym��s�veikos�paaiškina�ši��baltym��

formuojamos�spiralin�s�strukt�ros�lankstum�,�kuris,�matyt,�yra�b�tinas�viruso�

polimerazei�transkribuojant� ir�replikuojant�šioje�strukt�roje� �pakuot��virusin��

RNR.�Šios�strukt�ros�subvienetai�arba�j��dalys�gana�laisvai�gali�šiek�tiek�jud�ti�

vienas� kito� atžvilgiu� nesuardydami� pa	ios� stukt�ros,� kuri�� sutvirtinta� j��

juosianti�RNR�grandin�� ir�N�baltymo�N�dalies�terminalin��uodega,� �siterpusi� ��

šalia� esant�� spiral�s� vijos� subvienet�.� C� terminalin�� uodega� nusidriekia� virš�

strukt�rizuotos�N�baltymo�C�šerdies�b�tent�toje�vijoje,�kur�tur�t��glaustis�kita�

spiral�s�vija�(Tawar�ir�kt.,�2009).�

�

�

�

�

�

10� pav.� Trimatis� hRSV� N� baltymo� strukt�ros� vaizdas� (pagal� Tawar� ir� kt.,� 2009).� N� baltymo� N� dalies�
šerdis�pažym�ta�geltona�saplva,�C�dalies�šerdis�–�raudona�spalva,�o�nestrukt�rizuotos�N�baltymo�N�ir�C�
dali��terminalin�s�uodegos�pažym�tos�tamsiai�m�lyna�spalva.��pakuotos�RNR�grandin�s�fosforibozinis�
karkasas� yra� pažym�tas� šviesiai� m�lyna� spalva,� o� azotin�s� baz�s� –� juoda� spalva.� Oranžine� spalva�
pažym�ta�variabili�hRSV�N�baltymo�sritis.���
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�

�

�

�

�

�

�

�

11� pav.� A� ir� B� –� trimatis� nukleokapsidin�s� spiral�s� vijos,� sudarytos� iš� dešimties� hRSV� N� baltym�,�
strukt�ros�vaizdas.�A�–�vaizdas�iš�viršaus,�B�–�vaizdas�iš�šono.�C�–�trimatis�hRSV�N�baltymo�strukt�ros�
vaizdas� (pagal� Tawar� ir� kt.,� 2009).� Br�kšnys� –� 100�Å.� N� baltymo� N� dalies� šerdis� pažym�ta� geltona�
spalva,� C� dalies� šerdis� –� raudona� spalva,� o� nestrukt�rizuotos� N� baltymo� N� ir� C� dali�� terminalin�s�
uodegos� pažym�tos� tamsiai� m�lyna� spalva.� �pakuotos� RNR� grandin�s� fosforibozinis� karkasas� yra�
pažym�tas� šviesiai� m�lyna� spalva,� o� azotin�s� baz�s� –� juoda� spalva.� D� –� RNR� s�veikos� su� hRSV� N�
baltymu�schema�(pagal�Tawar�ir�kt.,�2009).�Geltona�spalva�pažym�ta���vien��nukleokapsidin�s�spiral�s�
vijos�N�baltym���pakuotos�RNR�grandin�s�dalis.�

�

Taip� pat� hRSV� nukleokapsid�s� strukt�ra� buvo� rekonstruota� naudojant�

elektroniniu� mikroskopu� gautus� vaizdus� (12� pav.)� ir� palyginta� su� nustatyta�

nukleokapsidin�s� spiral�s� vijos,� sudarytos� iš� dešimties� hRSV� N� baltym�,�

strukt�ra� � (Tawar� ir�kt.,�2009).�Gauti�duomenys�rodo,�kad�N�baltymo�N�dalis�

formuoja� elektroniniu� mikroskopu� matomus� nukleokapsidin�s� spiral�s�

iškilumus,�primenan	ius�„eglut�s“�rašt�,�o�C�dalis�formuoja�su�kita�spiral�s�vija�

besiglaudžiant��N�baltymo�pavirši�.�Yra�nustatyta,�kad�hRSV�N�baltymo�C�dalis�

s�veikauja� su� viruso� M� batymu� (Irie� ir� Sakaguchi� 2007).� Ši� s�veika� reikalinga�

pakuojant� nukleokapsid�� �� viruso� dalel�.� Ta	iau� strukt�rin�s� analiz�s�

duomenys�rodo,�kad�b�tent�ši�N�baltymo�dalis�gl�di�giliau�spiral�s�strukt�roje,�

tod�l�gana�sunku� �sivaizduoti,�kaip�ši�dalis�geba�formuoti�s�veik��su�viruso�M�

baltymu.� Matyt,� tai� galima� paaiškinti� tuo,� kad� iš� N� baltym�� suformuota�

nukleokapsid�s�spiral��yra�pakankamai�lankstus�darinys.�Tiek�s�veikaujan	io�N�
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baltymo,� tiek� N� baltymo,� esan	io� kitoje� spiral�s� vijoje,� atsikišusi� N� dalis� gali�

šiek�tiek�pasislinkti�abiem�kryptimis.�Be�to,�kiti�tyrimai�rodo,�kad�N�baltymo�C�

dalies�strukt�ra�gali�keistis�ir�galb�t�tod�l�šiek�tiek�pasislinkti�išor�s�link,�tod�l�

M� baltymas� gali� s�veikauti� su� nukleokapsid�je� esan	io� N� baltymo� C� dalimi.�

Strukt�rin�s� analiz�s� duomenys� rodo,� kad� su� kiekvienu� hRSV� N� baltymu�

formuoja� s�veikas� septyni� �pakuotos� �� nukleokapsid�� RNR� grandin�s�

nukleotidai� (Tawar� ir� kt.,� 2009).� Antro,� tre	io� ir� ketvirto� nukleotid�� azotin�s�

baz�s� yra� nukreiptos� �� N� baltymo� RNR� s�veikai� skirto� griovio� vid�.� Penkto,�

šešto,� septinto� ir� kito� N� baltymo� pirmo� nukleotid�� azotin�s� baz�s� yra�

�spraustos� tarp� dviej�� gretim�� spiral�s� vijos� subvienet�� ir� nukreiptos� nuo� N�

baltymo� �� išor�.� Gana� netik�ta,� bet� detali� iš� dešimties� hRSV� N� baltym��

suformuotos�nukleokapsid�s�spiral�s�vijos�erdvin�s�strukt�ros�analiz��parod�,�

kad� N� baltymai� formuoja� jungtis� ne� su� RNR� azotin�mis� baz�mis,� kaip� buvo�

manyta�anks	iau,�bet�su�fosforiboziniu�karkasu,�tod�l�ribonukleor�gš	i��seka�

neturi�didel�s��takos�hRSV�N�baltymo�s�veikai�su�RNR�(11�pav.�B).�

�

�

�

�

�

�

12�pav.�hRSV�nukleokapsid�s�strukt�ra�(pagal�Tawar�ir�kt.,�2009).�N�baltymo�N�dalies�šerdis�pažym�ta�
geltona�spalva,�C�dalies�šerdis�–�raudona�spalva.��pakuotos�RNR�grandin�s�fosforibozinis�karkasas�yra�
pažym�tas�šviesiai�m�lyna�spalva,�o�azotin�s�baz�s�–�juoda�spalva.�
�

Strukt�rinis� hRSV� nukleokapsid�s� spiral�s� modelis� leidžia� �sivaizduoti,�

kaip� viruso� polimeraz�� gali� slinktis� nukleokapsid�je� �pakuota� viruso� RNR�

grandine�ir�naudoti�j��kaip�matric��transkripcijai�ir�replikacijai�neišardydama�iš�

N� baltym�� suformuoto� spiralinio� nukleokpsid�s� karkaso� (Tawar� ir� kt.,� 2009).�

Labai�tik�tina,�kad�atsikišusi�N�baltymo�N�dalis�viruso�polimerazei�gali�tarnauti�
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kaip�svirtis.�Šia�svirt��polimeraziniam�kompleksui�palenkus�žemyn,�N�baltymo�

RNR� s�veikos� griovys� tampa� platesnis� ir� antro,� tre	io� ir� ketvirto� �pakuot��

nukleotid�� azotin�s� baz�s,� kurios� yra� nukreiptos� �� N� baltymo� RNR� s�veikai�

skirto� griovio� vid�,� išsilaisvina� ir� pasisuka� išor�s� link.� Tuomet� vienuolikos�

paeiliui� �� nukleokapsid�� �pakuotos� RNR� nukleotid�� azotin�s� baz�s� tampa�

nukreiptos�nuo�spiral�s�karkaso� ��išor�.��� išor��nukreiptas�RNR�azotines�bazes�

viruso�polimeraz��gali�naudoti�kaip�matric��viruso�RNR�sintezei.�Labai�tik�tina,�

kad� transkripcijos� ir� replikacijos� metu� nukleokapside� slinkdama� viruso�

polimeraz��vienu�metu�spaudžia�keli��gretim��N�baltym��N�dal��žemyn,�taip�iš�

nukleokapsid�s� gniaužt�� išlaisvindama� dar� ilgesn�� �pakuotos� RNR� grandin�.�

Nors� strukt�rin�s� analiz�s� duomenimis� paremtas� hRSV� polimeraz�s� slinkties�

modelis�yra�labai�patrauklus,�ta	iau�jam�patvirtinti�reikalingi�detalesni�tyrimai.�

�

1.3.� Kv�pavimo� tak
� ligas� sukeliantys� Paramyxoviridae� šeimos� virusai:�

patogenin�s�savyb�s,�sukeliamos�ligos,�paplitimas,�imunologija,�prevencin�s�

priemon�s�ir�diagnostika�

Didžioji� dalis� Paramyxoviridae� šeimos� virus�� yra� kv�pavimo� tak��

parazitai.�Jie�sukelia� �vairi��r�ši��gyv�nams�kv�pavimo�tak�� ligas,�kurios�savo�

simptomais� yra� panašios� �� grip�.� Pavyzdžiui,� Paramyxovirinae� pošeimio�

Rubulavirus� gen	iai� priklausantys� virusai� sukelia� kv�pavimo� tak�� ligas� šun��

šeimai�priklausan	i��r�ši��gyv�nams:�vilkams,�lap�ms,�šunims�ir�t.t.�Avulavirus�

genties�virusas,�vadinamas�pirmo�serotipo�paukš	i��paragripo�virusu,�sukelia�

kv�pavimo� tak�� sutrikimus� paukš	iams,� o� Respirovirus� genties� virusai� yra�

graužik�� ir� galvij�� kv�pavimo� tak�� parazitai.� Pneumovirinae� pošeimui�

priklauso� tokie� kv�pavimo� tak�� ligas� sukeliantys� virusai� kaip� galvij��

respiracinis� sincitinis� virusas,� peli�� pneumonijos� virusas� ir� paukš	i��

metapneumo� virusas� (Lamb� ir� Parks,� 2007).� Pateikti� pavyzdžiai� rodo,� kad�

daugelis� Paramyxoviridae� šeimos� virus�� pažeidžia� �vairi�� r�ši�� gyv�n��

kv�pavimo� tak�� sistem�,� ta	iau� didžiausi�� susir�pinim�� kelia� tie� šios� šeimos�
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atstovai,�kurie�sukelia�kv�pavimo�tak��ligas�žmogui.�Vieni�iš�pavojingiausi��yra�

Respirovirus�gen	iai�priklausantys�pirmo� ir�tre	io�serotip��žmogaus�paragripo�

virusai� bei� Pneumovirus� genties� atstovas,� žmogaus� respiracinis� sincitinis�

virusas.� Šie� virusai� yra� ypatingai� pavojingi� naujagimiams,� vaikams,� senyvo�

amžiaus�žmon�ms�bei�žmon�ms�su�sutrikusia�imunine�sistema�ir�sukelia�tokias�

kv�pavimo�tak��ligas�kaip�pneumonija,�bronchitas�ir�krupas�(Karron�ir�Collins,�

2007).� Nors� žmogaus� kv�pavimo� takus� pažeidžiantys� paramikso� virusai� yra�

intensyviai�tiriami�jau�40�met�,�ta	iau�iki�šiol�n�ra�sukurtos�nei�nuo�ši��virus��

infekcij��apsaugan	ios�vakcinos,�nei�veiksmingos�priešinfekcin�s�priemon�s,�o�

kasmet� d�l� ši�� virus�� sukelt�� kv�pavimo� tak�� lig�� miršta� šimtai� t�kstan	i��

žmoni�,�daugiausia�k�dikiai�ir�vaikai.�

�

1.3.1.�Žmogaus�paragripo�virusai�

Žmogaus� paragripo� virusai,� kurie� šiuo� metu� yra� suskirstyti� �� keturis�

serologinius�tipus,�buvo�atrasti�1956�60�metais.�Pirmo,�antro�ir�tre	io�serotip��

žmogaus� paragripo� virusai� (hPIV1,� hPIV2� ir� hPIV3)� buvo� išskirti� iš� apatini��

kv�pavimo�tak��ligomis�sergan	i��k�diki��ir�vaik�,�o�ketvirto�serotipo�(hPIV4)�

–� iš� lengvomis� viršutini�� kv�pavimo� tak�� ligomis� sergan	i�� vaik�� ir� jaun��

žmoni�� � (Chanock� ir� kt.,� 1958b;� Johnson� ir� kt.,� 1960).� Atradus� šiuos� virusus�

paaišk�jo,�kad�jie�daugeliu�atveju�yra�vaik��krupo�(hPIV1,�hPIV2�ir�hPIV3),�taip�

pat� pneumonijos� bei� bronchito� (hPIV3)� priežastis� (Chanock� ir� Parrott,� 1965;�

Glezen� ir�Denny,�1973).�Yra�nustatyta,�kad�šie�virusai,�kartu�pa�mus,�sukelia�

didžiajai� daliai� k�diki�� ir� vaik�� �mias� kv�pavimo� tak�� ligas� ir� šiuo� atžvilgiu�

nusileidžia� tik� žmogaus� respiraciniam� sincitiniam� virusui.� Patys� pavojingiausi�

yra�tre	io�ir�pirmo�serologini��tip��žmogaus�paragripo�virusai,�kurie�priklauso�

Respirovirus� gen	iai.� Maždaug� 15�%� pneumonijos,� 50�%� bronchito� ir� 40�%�

krupo� atvej�,� užregistruojam�� pediatrin�se� ligonin�se,� yra� sukeliami� b�tent�

šios�genties�žmogaus�paragripo�virus�.�Rubulavirus�gen	iai�priskiriamas�antro�

tipo� žmogaus� paragripo� virusas� yra� mažiau� pavojingas.� K�dikiams� ir� vaikams�
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jis�dažniausiai�sukelia�krup��ir�tik�retais�atvejais�–�bronchit��arba�pneumonij�.�

Kaip� jau� buvo� min�ta,� ketvirto� serotipo� žmogaus� paragripo� virusas,� taip� pat�

priklausantis�Rubulavirus�gen	iai,�vaik��kv�pavimo�tak��ligas�sukelia�retai�ir�šio�

viruso�sukelti�kv�pavimo�tak��sutrikimai�yra�žymiai�švelnesni�(Glezen�ir�Denny,�

1973;� Glezen,� 1984;� Glezen� ir� kt.,� 1984).� Prieš� atrandant� žmogaus� paragripo�

virusus,�pirmas�paragripo�virusas�buvo�išskirtas�iš�peli�,�inokuliuot��autopsiniu�

m�giniu� paimtu� iš� kv�pavimo� tak�� liga� sergan	io� k�dikio.� Šio� viruso,� dar�

vadinamo� Sendai� virusu� (SeV),� kilm�� iki� šiol� n�ra� visiškai� aiški.� Yra� manoma,�

kad�Sendai�virusas,�giminingas�pirmo�serotipo�žmogaus�paragripo�virusui,�yra�

grei	iau� graužik�� parazitas� nei� nat�ralus� žmogaus� kv�pavimo� tak�� lig��

suk�l�jas,� nors� pirm�� kart�� buvo� išskirtas� tiriant� b�tent� šiuo� virusu�

užsikr�tusio� k�dikio� atvej�� (Kuroya� ir� kt.,� 1953a).� Šis� virusas� ilg�� laik�� buvo�

naudojamas�kaip�modelis�Respirovirus�genties�virusams�tirti.�

Žmogaus� paragripo� virusai� dauginasi� kv�pavimo� tak�� gleivin�s� epitelio�

l�stel�se.� Pirmiausia,� infekcijos� metu,� šie� virusai� pažeidžia� nosies� ir� gerkl�s�

gleivines.�Taip�pat�gali�užkimšti�sinusus�ir�ausies�trimit�.�Tai�gali�sukelti�sinusit��

ir� vidurin�s� ausies� uždegim�.� Daugeliui� užsikr�tusi�� pacient�� virusai� gali�

pažeisti� ir� bronchus.� hPIV1� ir� hPIV2� infekcij�� metu� šiems� virusams� pažeidus�

gerklas�ir�viršutin��trach�jos�dal��išsivysto�krupo�sindromas.�Kai�kuriais�atvejais�

hPIV1� ir� hPIV2� infekcijos� gali� plisti� net� �� apatin�� trach�jos� dal�� bei� bronchus.�

Toki��infekcij��metu�šiuose�kv�pavimo�takuose�kaupiasi�sutiršt�jusios�gleiv�s,�

kurios�blokuoja�duj��apykait�.�Taip�pat� ��apatin�� trach�jos�dal��bei�bronchus�

išplitusios� hPIV1� ir� hPIV2� infekcijos� gali� sukelti� plau	i�� uždegim�.� Infekcijos�

metu� hPIV3� dažniausiai� pažeidžia� apatinius� kv�pavimo� takus� ir� sukelia�

bronchit��arba�plau	i��uždegim��(Parrott�ir�kt.,�1959).�

Pagrindinis� veiksnys,� kuris� daro� �tak�� žmogaus� paragripo� virus��

patogenezei,� yra� ši�� virus�� replikacijos� efektyvumas� (Karron� ir� kt.,� 2005).�

Efektyviau� besireplikuojantys� virusai� sukelia� sunkesn�s� formos� kv�pavimo�

tak�� ligas.� Atlikti� tyrimai� rodo,� kad� ši�� virus�� infekcij�� metu� sukeliamas�
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imunin�s�sistemos�atsakas�taip�pat�pažeidžia�kv�pavimo�tak��gleivin�s�l�steles�

(Welliver�ir�kt.,�1982).�Žmogaus�paragripo�virusai�yra�pneumotropiniai�virusai.�

Receptorius,�reikalingus�ši��virus��infekcijai,�turi��vairi��audini��l�stel�s,�ta	iau�

jie�gali�replikuotis�tik�kv�pavimo�tak��gleivin�s�epitelyje�(Tashiro�ir�kt.,�1990).�

Ši��virus��infekcij��tropiškum��lemia�trys�pagrindiniai�veiksniai:�pirmas,�hPIV1�

ir�hPIV4�glikoproteinai�F� ir�HN�visiškai�subr�sta�tik�kv�pavimo�tak��gleivin�je,�

kur�juos�hidrolizuoja�gleivin�s�l�steli��sekretuojamos�proteaz�s;�antras,�hPIV3�

dalel�s� morfogenez�� vyksta� tik� apikalin�je� kv�pavimo� tak�� gleivin�s� epitelio�

l�steli��membranoje;�ir�tre	ias,�žmogaus�paragripo�virus��infekcijoms�išplisti���

kit��organizmo�sistem��audinius�neleidžia� �gimtas� imunin�s�sistemos�atsakas�

(Johnson�ir�kt.,�1982;�Nagai�1995;�Park�ir�kt.,�2003).�

Žmogaus�paragripo�virusai�yra�pla	iai�paplit�� ir�aptinkami�visur,�kur�yra�

atliekama�kv�pavimo�tak�� ligas�sukelian	i��virus��diagnostika.�Šie�virusai�yra�

labiausiai� pavojingi� k�dikyst�s� ir� ankstyvos� vaikyst�s� metu.� Serologin�s�

steb�senos� tyrimai� parod�,� kad� hPIV3� maždaug� 60�%� vaik�� užsikre	ia� pirm��

dvej�� gyvenimo� met�� laikotarpyje.� Sulaukus� ketveri�,� šiuo� virusu� b�na�

užsikr�t��maždaug�80�%�vaik�.�Infekcijos�hPIV1�ir�hPIV2�ištinka�šiek�tiek�v�liau,�

ta	iau� pirm�� penkeri�� gyvenimo� met�� laikotarpyje� šiais� virusais� užsikre	ia�

maždaug� 75�%� vaik�.� Per� pirmuosius� šešis� gyvenimo� m�nesius� hPIV3�

užsikr�tusiems� k�dikiams� dažniausiai� sukelia� pneumonij�� ir� bronchit�,� o�

antrais� gyvenimo� metais� hPIV1� ir� hPIV2� užsikr�tusiems� vaikams� dažniausiai�

sukelia� krup�.� Vyresniems� vaikams� ir� suaugusiems� infekcijos� žmogaus�

paragripo� virusais� tik� labai� retai� sukelia� rimtesnes� kv�pavimo� tak�� ligas.�

Pastaruoju� metu� hPIV1� epidemijos� kyla� kiekvien�� nelygini�� met�� ruden�,� o�

hPIV2� infekcij�� protr�kiai� kartojasi� kasmet,� taip� pat� rudens� sezono� metu.�

hPIV3�infekcij��protr�kiams�n�ra�b�dingas�sezoniškumas,�tod�l�jie�kyla�kasmet�

�vairiu� met�� laiku.� Žmogaus� paragripo� virusai� plinta� iš� žmogaus� žmogui�

tiesioginio�kontakto�metu�arba�per�stambius�skys	io�lašus,�ta	iau�aplinkoje�šie�
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virusai� išlieka� gyvybingi� labai� neilgai� (Denny� ir� kt.,� 1983;� Knott� ir� kt.,� 1994;�

Reed�ir�kt.,�1997).��

Žmogaus�paragripo�virusai�suaugusiems�sukelia�stipr��imunin�s�sistemos�

atsak�.�K�diki�� ir�mažame	i��vaik�� imunin��sistema�n�ra�visiškai� išsivys	iusi,�

tod�l� ši�� virus�� infekcij�� metu� reaguoja� labai� vangiai.� Pavyzdžiui,� žmogaus�

paragripo�virus�� infekcij��metu�k�diki��nosies�gleivin�je�yra�aptinkami�šiems�

virusams� specifiniai� IgA� klas�s� antik�nai,� kurie� pasižymi� silpnu� virusus�

neutralizuojan	iu� aktyvumu,� o� kraujo� serume� yra� aptinkami� tik� nedideli�

virusus�neutralizuojan	i��IgG�klas�s�antik�n��kiekiai.�Silpnas�k�diki��imunin�s�

sistemos�atsakas� ��žmogaus�paragripo�virus�� infekcijas�paaiškina�tai,�kad�šiais�

virusais�k�dikyst�je�ir�ankstyvoje�vaikyst�je�pakartotinai�yra�užsikre	iama�labai�

dažnai.� Iš�dalies�k�dikius�nuo� infekcij��apsaugo�virusus�neutralizuojantys� IgG�

klas�s�antik�nai,�kuriuos�jie�gauna�iš�motinos�per�kraujotakos�sistem��arba�su�

pienu� (Crowe,� 2001).� Žmogaus� pragripo� virusus� neutralizuojantys� IgG� klas�s�

antik�nai�aptinkami�kraujo�serume�efektyviai�apsaugo�nuo�ši��virus��infekcij��

žemuosius� kv�pavimo� takus,� ta	iau� šie� antik�nai� n�ra� veiksmingi� viršutin�je�

kv�pavimo� sistemos� dalyje.� Taip� yra� d�l� to,� kad� tik� labai� nedideli� šios� klas�s�

antik�n�� kiekiai� iš� kraujotakos� sistemos� patenka� �� kv�pavimo� tak�� gleivin�.�

Atlikti� tyrimai� rodo,� kad� suaugusi�j�� viršutinius� kv�pavimo� takus� nuo�

pakartotin�s� infekcijos� žmogaus� paragripo� virusais� efektyviausiai� apsaugo�

virusus� neutralizuojantys� IgA� klas�s� antik�nai� sekretuojami� �� nosiarykl�s�

gleivin��(Mazanec�ir�kt.,�1992).�

Užsikr�tus� žmogaus� paragripo� virusais� yra� stimuliuojamas� imunin�s�

sistemos� atsakas,� kurio� metu� yra� gaminami� beveik� kiekvienam� ši�� virus��

baltymui� specifiniai� IgG� klas�s� antik�nai,� ta	iau� tik� viriono� glikoproteinams�

specifiniai� antik�nai� pasižymi� virus�� neutralizuojan	iu� aktyvumu� (Ray� ir� kt.,�

1988).�Taip�pat�ši��virus�� infekcij��metu�svarb��vaidmen��vaidina� ir� l�stelinis�

imunitetas,�nors�jis�yra�trumpalaikis�ir�neapsaugo�organizmo�nuo�pakartotini��

infekcij�.� Eksperimentiniai� duomenys� rodo,� kad� žmogaus� paragripo� virus��
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infekcij��metu�kv�pavimo�tak��gleivin�s�epitelyje�did�jant�CD8+�citotoksini��T�

limfocit�� kiekiui� m�žta� viruso� titras.� Yra� manoma,� kad� šie� limfocitai,�

eliminuodami� infekuotas� kv�pavimo� tak�� gleivin�s� l�steles,� neleidžia� viruso�

infekcijai�plisti�ir�taip�padeda�organizmui�šalinti�virus��iš�užkr�stos�kv�pavimo�

tak��sistemos�(Kast�ir�kt.,�1991).�Buvo�nustatyta,�kad�SeV�užkr�tus�peles,�kuri��

imunin�s� sistemos� l�stel�s� CD8+� nefunkcionuoja,� padid�ja� ši�� peli��

mirtingumas.� Tuo� tarpu� pel�se,� kuri�� imunin�s� sistemos� l�stel�s� CD4+�

neatlieka�savo�funkcij�,�jas�užkr�tus�SeV,�sutrinka�virusui�specifini��IgG�klas�s�

antik�n��gamyba,�ta	iau�šios�pel�s�virus��šalina� iš� infekuot��kv�pavimo�tak��

taip�pat�efektyviai�kaip� ir� tos,�kuri�� imunin��sistema�veikia�normaliai� (Hou� ir�

kt.,� 1992).� �gimtas� imunitetas� taip� pat� vaidina� svarb�� vaidmen�� slopinant�

žmogaus�paragripo�virus��infekcijas,�ta	iau�šie�virusai�koduoja�baltymus,�kurie�

blokuoja� kai� kuriuos� l�stel�s� signalo� perdavimo� kelius,� �jungian	ius� �gimto�

imuniteto� atsak�� �� viruso� infekcij�.� Yra� nustatyta,� kad� žmogaus� paragripo�

virus��C�ir�V�baltymai�blokuoja�l�stel�s�šeimininko��,��ir���interferon��sintez��

(Hall�ir�kt.,�1978).��

Iki� pat� šiandien� n�ra� sukurta� joki�� žmogaus� paragripo� virus�� gyvybin��

cikl�� blokuojan	i�� vaist�.� Kadangi� žmogaus� paragripo� virus�� sukeliamos�

kv�pavimo�tak��ligos�yra�pavojingiausios�k�dikiams�ir�mažame	iams�vaikams,�

tod�l� juos� nuo� ši�� virus�� infekcij�� pad�t�� apsaugoti� pediatrin�s� vakcinos.�

Vakcina� prieš� hPIV3� b�t�� veiksminga� tik� tuomet,� jei� k�dikiai� b�t�� skiepijami�

antr�� gyvenimo� m�nes�,� o� vakcinomis,� skirtomis� apsisaugoti� nuo� infekcij��

hPIV1�ir�hPIV2,�tur�t��b�ti�skiepijama�šiek�tiek�v�liau,�šešt��gyvenimo�m�nes�.�

Pirmuosius� šešis� gyvenimo� m�nesius� imunin�� sistema� yra� labai� inertiška.�

Imuninio�atsako�metu�yra�gaunami� tik�nedideli�antigenui�specifini��antik�n��

kiekiai,�tod�l�sukurti�efektyvias�vakcinas,�apsaugan	ias�k�dikius�ir�mažame	ius�

vaikus� nuo� infekcij�� žmogaus� paragripo� virusais� yra� nelengvas� uždavinys�

(Crowe,�2001).�Siekiant� sukurti� tokias� vakcinas,� vis�� pirma,� šiam� tikslui� buvo�

panaudotos� inaktyvuotos� žmogaus� paragripo� virus�� dalel�s.� Išbandžius� šias�
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vakcinas,� buvo� nustatyta,� kad� jos� yra� imunogeniškos� ir� sukelia� k�dikiams�

specifin��imunin��atsak�,�ta	iau�neapsaugo�j��nuo�ši��virus��infekcij��(Fulginiti�

ir�kt.,�1969).�Tai�pat�buvo� išbandyta�vakcina,�kuri�buvo�pagaminta�naudojant�

vabzdži�� l�stel�se�susintetintus� rekombinantinius�hPIV3�glikoproteinus�HN� ir�

F.� Rekombinantini�� baltym�� pagrindu� pagaminta� vakcina� imunizavus� peles,�

paaišk�jo,�kad�ji�apsaugo�nuo� infekcijos�hPIV3,�ta	iau�atlikti�klinikiniai�tyrimai�

parod�,� kad� ši� vakcina� yra� neveiksminga� ja� paskiepijus� mažame	ius� vaikus�

(Ambrose� ir� kt.,� 1991).� Pastaruoju� metu� labai� intensyviai� yra� tiriamos�

potencialios� žmogaus� paragripo� virus�� vakcinos,� kurioms� gaminti� yra�

naudojami� arba� heterologiniai� gyv�n�� paragripo� virusai,� arba� žmogaus�

paragripo�virusai,�turintys�mutacijas,�slopinan	ias�ši��virus��replikacij�.�Su�kai�

kuriais�ši��vakcin��variantais�šiuo�metu�jau�yra�atliekami�klinikiniai�tyrimai,�bet�

ar� jos�yra�veiksmingos,�paaišk�s�tik�gavus�rezultatus�(Karron� ir�Collins,�2007).�

Tiriamos�pediatrin�s�vakcinos�kol�kas�yra�vienintel��potenciali�priemon�,�kuria�

ateityje� gal� b�t� bus� �manoma� apsaugoti� k�dikius� ir� mažame	ius� vaikus� nuo�

infekcij��žmogaus�paragripo�virusais.�

Kadangi� �vairi�� virus�� sukeliamos� kv�pavimo� tak�� ligos� tik� nežymiai�

skiriasi� savo� klinikiniais� simptomais,� tod�l� ši�� virus�� diagnostikai� yra�

rekomenduojama� naudoti� molekulinius� metodus.� Tiksliai� žmogaus� paragripo�

virus�� infekcij�� diagnostikai� yra� dažniausiai� naudojami� tiesioginiai� viruso�

nustatymo�metodai.�Vienas�j��yra�paremtas�paties�viruso�išskyrimu�iš�pacient��

kv�pavimo�tak�� išskyr�.�Šiam�tikslui�virusas,�esantis�tiriamame�m�ginyje,�yra�

padauginamas� l�steli��kult�rose,�o�po� to�yra�nustatoma�šio�viruso� tapatyb�.�

Kartais� tiriamas� m�ginys� yra� koncentruojamas� tam,� kad� b�t�� padidintas� šio�

diagnostinio�testo� jautrumas�(Lee� ir�kt.,�1992).�Ta	iau�paties�viruso� išskyrimu�

paremtas� diagnostikos� metodas� turi� ir� tr�kum�.� Ne� visus� gamtoje�

egzistuojan	ius�to�paties�viruso�variantus��manoma�efektyviai�padauginti�šiam�

tikslui�skirtose�l�steli��kult�rose.�Siekiant�išvengti�klaidingos�diagnoz�s,�reikia�

saugotis� virus�� padauginimui� naudojam�� l�steli�� kult�r�� užkrato.� Kitas�
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žmogaus� paragripo� virus�� diagnostikos� metodas� yra� paremtas� ši�� virus��

baltym��aptikimu�kv�pavimo�tak��ligomis�sergan	i��pacient��nosies�ir�gerkl�s�

gleivini�� m�giniuose.� Viruso� baltymai� tiriamuose� m�giniuose� yra� aptinkami�

imunofluorescencine� reakcija� naudojant� ši�� virus�� baltymams� specifinius�

antik�nus.�Taip�pat�pacient��kv�pavimo�tak��išskyrose�naudojant�atvirkštin�s�

transkripcijos� ir� polimerazin�� grandinin�� reakcijas� yra� aptinkama� ir� žmogaus�

paragripo� virus�� genomin�� RNR� (Henrickson,� 2003).� Nors� ši�� virus��

diagnostikai� naudojami� tiesioginiai� virus�� aptikimo� metodai� yra� labai�

specifiniai,�ta	iau�jais�galima�diagnozuoti�virus��dažniausiai�tik�infekcijos�metu.�

Šiuos�diagnostikos�testus�gali�atlikti�tik�kvalifikuoti�specialistai,�naudodamiesi�

specialia��ranga.�Taip�pat�egzistuoja�tikimyb��jiems�užsikr�sti�diagnozuojamais�

virusais.� Žmogaus� paragripo� virus�� infekcij�� diagnostikai� yra� naudojami� ir�

serologiniai� metodai,� tokie� kaip� hemagliutinacijos� inhibicijos,� komplemento�

fiksacijos�arba�neutralizacijos� testai.�Šie�metodai�n�ra�pakankamai�specifiški,�

jais� dažnai� n�ra� �manoma� nustatyti� infekcij�� suk�lusio� paragripo� viruso� tipo,�

ta	iau� galima� aptikti� virusui� specifinius� antik�nus� infekcijos� metu� arba�

infekcijai� pasibaigus.� Specifiniai� žmogaus� paragripo� virusams� antik�nai� yra�

efektyviai�aptinkami�nustatant� j��reakcij��su�virusiniais�antigenais�tiesiogin�s�

imunofermentin�s� analiz�s� (IFA)� metodu.� IFA� yra� reikalingi� virusiniai�

antigenai,� tod�l� šiam� tikslui� yra� naudojamos� žmogaus� paragripo� virus��

dalel�s,� išskirtos� iš� žmogaus� l�steli�� kult�r�.� Nors� žmogaus� paragripo� virus��

infekcijos� diagnostikos� metodas� yra� pigus� ir� paprastas,� juo� galima� testuoti�

didel�� kiek�� m�gini�� vienu� metu,� ta	iau� jis� taip� pat� n�ra� pakankamai�

specifiškas.� Tiesiogin�s� IFA� metodu,� kaip� antigen�� naudojant� virus�� daleles,�

n�ra� �manoma� nustatyti� paragripo� virus�� tipo,� nes� ši�� virus�� antigenin�s�

savyb�s�yra�labai�panašios�(Henrickson,�2003).�
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1.3.2.�Žmogaus�respiracinis�sincitinis�virusas�

Žmogaus� repiracinis� sincitinis� virusas� (hRSV)� pirm�� kart�� buvo� išskirtas�

1956� metais� iš� šimpanz�s,� sergan	ios� lengva� peršalimo� liga� (Blount� ir� kt.,�

1956).� Netrukus� po� to� buvo� nustatyta,� kad� šis� virusas� dažniausiai� sukelia�

�mias� kv�pavimo� tak�� ligas� k�dikiams� ir� vaikams� (Chanock� ir� Finberg,� 1957;�

Chanock�ir�kt.,�1957).�Šiandien�yra�pripaž�stama,�kad�hRSV�yra�pavojingiausias�

iš�virus�,�sukelian	i���mias�pediatrines�respiracin�s�organizmo�sistemos� ligas�

pasauliniu� mastu.� Kai� kuriose� pasaulio� dalyse� šis� virusas� sukeliam�� lig��

skai	iumi� nurungia� kartu� pa�mus� visus� kitus� mikroorganizmus� ir� virusus,�

sukelian	ius��mias�kv�pavimo� tak�� ligas�k�dikiams.�hRSV�yra�pavojingiausias�

k�dikiams� ir� mažame	iams� vaikams,� ta	iau� retai� sukelia� sunkius� kv�pavimo�

sistemos� sutrikimus� suaugusiems� asmenims� ir� vyresnio� amžiaus� vaikams.� Šis�

virusas� taip� pat� yra� ypatingai� pavojingas� senyvo� amžiaus� žmon�ms� 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�kv�pavimo�tak�� ligas�64�milijonams�žmoni�,�

iš�kuri��160.000,�daugiausia�naujagimiai�ir�vaikai,�d�l�ligos�komplikacij��miršta�

(World�Health�Organization�2009).�

Žmogaus� respiracinis� sincitinis� virusas� yra� priskiriamas� Pneumovirinae�

pošeimio�Pneumovirus� gen	iai� ir� nuo� kit�� paramikso� virus�� skiriasi� tuo,� kad�

koduoja� du� papildomus� nestrukt�rinius� baltymus� NS1� ir� NS2,� kurie,� kaip�

tyrimai� rodo,� šio� viruso� infekcijos� metu� blokuoja� l�stel�s� interferon�� atsak��

�jungian	ius� signalinius� kelius� (Bossert� ir� kt.,� 2003).� Taip� pat� šis� virusas,�

skirtingai� nei� daugelis� kit�� paramikso� virus�,� prie� l�stel�s� tvirtinasi� abiem�

apvalkalo� glikoproteinais� F� ir� G.� Šie� viruso� glikoproteinai� gali� s�veikauti� su�

labai��vairiais�l�stel�s�paviršiaus�baltymais,�tokiais�kaip�chemokin��receptorius�

CX3CRI,�aneksinas�II�bei�su�l�stel�s�paviršiaus�matrikso�gliukozaminoglikanais,�

su�heparino�arba�hondroitino�sulfatu.�Abiem�apvalkalo�baltymais�viruso�dalel��
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tvirtinasi� prie� l�stel�s,� ta	iau� pašalinus� glikoprotein�� G� koduojant�� gen��

nesutrinka�tokio�viruso�gyvybinis�ciklas,�nors�virusas�tampa�mažiau�infektyvus�

(Techaarpornkul� ir� kt.,� 2002;� Tripp� ir� kt.,� 2001).� Taip� pat� viruso� baltym�� F�

aktyvinanti� hidroliz�,� skirtingai� nei� žmogaus� paragripo� virus�� atveju,� vyksta�

l�stel�s� trans�Goldžio� komplekse,� kuriame� baltymo� F� pirmtak�� hidrolizuoja�

substilizino� tipo� furino� endoproteaz�.� Ši�� proteaz�� turi� beveik� kiekviena�

l�stel�,�tod�l�šis�veiksnys�neriboja�hRSV�infekcijos�tropizmo�(Gonzalez�Reyes�ir�

kt.,� 2001).� Nors� viruso� dalel�� prie� l�stel�s� gali� tvirtintis� s�veikaudama� su�

�vairiais� l�stel�s� paviršiaus� baltymais� ir� angliavandeniais,� ta	iau� hRSV�

dažniausiai� replikuojasi� poliarizuotose� kv�pavimo� tak�� gleivin�s� epitelio�

l�stel�se,� turin	iose� mikrogaurelius.� Taip� pat� šis� virusas� gali� infekuoti� ir� kai�

kurias�imunin�s�sistemos�l�steles,�kurios�infekcijos�metu�infiltruoja�kv�pavimo�

tak�� epitelio� sluoksn�� (Becker� ir� kt.,� 1992).� hRSV� dalel�s� formuojasi� tik�

apikalin�je� poliarizuotos� kv�pavimo� tak�� gleivin�s� epitelio� l�stel�s� dalyje,� o�

susiformavusios� dalel�s� dažnai� lieka� prikibusios� prie� l�stel�s� ir� tik� nedidel��

dalis�naujai�susiformavusi��viruso�daleli��gali�atsiskirti�nuo�užkr�stos� l�stel�s�

paviršiaus.� Yra� manoma,� kad� taip� atsitinka� d�l� to,� kad� hRSV� neturi� baltymo,�

pavyzdžiui� tokio� kaip� paragripo� arba� gripo� virus�� neuraminidaz�,� kuris�

nuskelt�� nuo� l�stel�s� paviršiuje� esan	i�� molekuli�� tas� grupes,� kuriomis�

virusin��dalel��tvirtinasi�prie�l�stel�s.�Tod�l�hRSV�infekcijos�metu�didžioji�dalis�

naujai� susiformavusi�� viruso� daleli�� neatsiskiria� nuo� l�stel�s� ir� formuoja�

si�lines�strukt�ras�infekuotos�l�stel�s�paviršiuje�(Bachi,�1988).�hRSV�infekavus�

žinduoli�� l�steli�� kult�ras� yra� stebima,� kad� kai� kurios� šiuo� virusu� infekuotos�

l�stel�s� susilieja� ir� formuoja� daugiabranduolius� iš� keli�� susiliejusi�� l�steli��

suformuotus� darinius� vadinamus� sincitijais,� nuo� ko� ir� kilo� šio� viruso�

pavadinimas.� Ta	iau� šie� citopatologiniai� dariniai� n�ra� dažnai� aptinkami� hRSV�

infekcijos�metu�in�vivo�(Zhang�ir�kt.,�2002).�Taip�pat�hRSV�nuo�kit��paramikso�

virus�� skiriasi� ir� savo� genomo� strukt�ra,� bei� kai� kuriais� mechanizmais,�

reguliuojan	iais� genomo� transkripcij�� ir� replikacij�� viruso� infekcinio� ciklo�
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metu.� Pavyzdžiui,� hRSV� polimeraz�s� replikacin�� režim�� �jungia� ne� naujai�

besiformuojanti� nukleokapsid�,� o� M2�1� baltymas,� kur�� koduoja� tik�

Pneumovirus�gen	iai�priklausantys�virusai.�Taip�pat�hRSV�genomo� ilgis�neturi�

b�ti�šeši��kartotinis�ir�reguliacin�s�genomo�sekos�skiriasi�nuo�Paramyxovirinae�

pošeimio�virus��(Collins�ir�Crowe,�2007).�

Žmogaus� respiracinis� sincitinis� virusas� yra� pla	iai� paplit�s� visame�

pasaulyje�ir�kasmet,�infekcini��protr�ki��metu,�sukelia�sunkias�kv�pavimo�tak��

ligas,� nuo� kuri�� labiausiai� ken	ia� vaikai� iki� vien�� met�� amžiaus.� Serologin�s�

steb�senos�tyrimai�parod�,�kad�hRSV�maždaug�70�%�vaik��užsikre	ia�pirm�j��

gyvenimo�met��laikotarpyje,�o�sulauk��dvej��šiuo�virusu�b�na�užsikr�t��beveik�

visi.� Per� pirmuosius� dvejus� gyvenimo� metus� hRSV� k�dikiams� ir� vaikams�

dažniausiai� sukelia� pneumonij�� ir� bronchit�,� re	iau� krup�� ir� stambesni��

kv�pavimo�tak��uždegim��(Henderson�ir�kt.,�1979a;�Henderson�ir�kt.,�1979b).�

Vyresniems� vaikams� ir� suaugusiems� hRSV� infekcijos� tik� labai� retai� sukelia�

rimtesnius� kv�pavimo� tak�� sutrikimus.� Dažniausiai� šio� viruso� infekcijos� b�na�

asimptomin�s� arba� sukelia� tik� lengvas� peršalimo� ligas� (Parrott� ir� kt.,� 1973).�

Vidutinio� klimato� zonose� hRSV� epidemijos� kyla� kiekvienais� metais,� šaltojo�

sezono�metu.�Jos�prasideda�v�lyv��ruden��ir�t�siasi�maždaug�penkis�m�nesius�

iki� pat� pavasario� vidurio,� ta	iau� niekuomet� šio� viruso� infekciniai� protr�kiai�

nekyla� vasaros� sezono� metu� (Brandt� ir� kt.,� 1973).� Subtropiniuose� ir�

tropiniuose� regionuose� hRSV� infekcij�� protr�kiai� yra� registruojami� ištisus�

metus.� Gausesni� infekciniai� protr�kiai� dažniausiai� kyla� lieting�� sezon�� metu�

(Doraisingham�ir�kt.,�1987).���������

Žmogaus�respiracinis�sicitinis�virusas�infekuoja�tik�žmog�,�o�virusas�plinta�

per� kv�pavimo� tak�� išskyras,� dideliuose� išskyr�� lašuose.� Virusui� plisti�

reikalingas�artimas�kontaktas�su�užsikr�tusiu�individu�arba�jis�plinta�per�viruso�

dalel�mis�užterštas�rankas,�jomis�lie	iant�nosies�arba�jungin�s�gleivin��(Hall�ir�

Douglas,� 1981).� hRSV� infekcija� prasideda� nosiarykl�s� gleivin�je� ir� po� vienos�

trij�� dien�� plinta� �� žemuosius� kv�pavimo� takus.� Šis� virusas,� kaip� jau� buvo�
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min�ta,� daugiausia� replikuojasi� kv�pavimo� tak�� gleivin�s� epitelio� l�stel�se,�

turin	iose�mikrogaurelius.�Taip�pat�buvo�nustatyta,�kad�hRSV�kv�pavimo�tak��

sistemos� gleivin�je� gali� infekuoti� makrofagus� ir� monocitus.� Nors� kai� kuriais�

atvejais� viruso� antigenai� yra� aptinkami� ir� kraujyje,� ta	iau� iki� šiol� nebuvo�

užregistruotas� nei� vienas� šio� viruso� sukeltos� viremijos� atvejis.� K�diki��

kv�pavimo� tak�� sistemoje� hRSV� infekcijos� metu� sukelti� citopatologiniai�

simptomai�yra�panaš�s���tuos,�kuriuos�dažniausiai�sukelia�kiti�kv�pavimo�takus�

pažeidžiantys�virusai.�hRSV�mažyliams�dažniausiai�sukelia�bronchit�� ir�plau	i��

uždegim�,�kuri��metu�yra�pažeidžiamas�bronch��epitelis,�vyksta� intensyvi�šio�

kv�pavimo�tak��gleivin�s�sluoksnio�l�steli��nekroz��ir�proliferacija,�ž�sta�daug�

epitelio� l�steli�,� turin	i�� mikrogaurelius.� �� pažeistas� kv�pavimo� tak�� epitelio�

vietas� pl�sta� imunin�s� sistemos� l�stel�s,� d�l� to� pabrinksta� pomukozinis� ir�

jungiamasis� gleivin�s� epitelio� sluoksniai.� Taip� pat� infekcijos� metu� gausiai� yra�

sekretuojamos�gleiv�s,�kurios�kartu�su�žuvusi�� l�steli��liekanomis�ir� imunin�s�

sistemos� l�stel�mis� užkemša� bronchioles� ir� alveoles,� tuomet� jos� pabriksta� ir�

galiausiai�suyra�(Collins�ir�Crowe,�2007).�

Taip� pat,� kaip� ir� žmogaus� paragripo� virus�� infekcij�� metu,� užsikr�tus�

žmogaus�respiraciniu�sincitiniu�virusu�svarb��vaidmen��vaidina��gytas�imunin�s�

sistemos� atsakas,� kurio� metu� yra� gaminami� beveik� kiekvienam� šio� viruso�

baltymui� specifiniai� IgG� klas�s� antik�nai,� ta	iau� tik� viriono� glikoproteinams�

specifiniai� antik�nai� pasižymi� virus�� neutralizuojan	iu� aktyvumu� (Connors� ir�

kt.,�1991).�Nors�hRSV�specifiniai�IgG�klas�s�antik�nai�kraujyje� išlieka� ilg�� laik��

ir� gali� apsaugoti� nuo� pakartotin�s� infekcijos� mažuosius� kv�pavimo� takus,�

ta	iau� jie� neapsaugo� nuo� infekcijos� viršutini�� kv�pavimo� tak�� (Collins� ir�

Crowe,� 2007).� hRSV� infekcijos� metu� nosiarykl�s� gleivin�je� yra� sekretuojami�

virusui� specifiniai� IgA� klas�s� antik�nai,� kurie� efektyviai� slopina� šio� viruso�

replikacij��viršutiniuose�kv�pavimo�takuose,�ta	iau�šio�tipo�imunin�s�sistemos�

atsakas� yra� trumpalaikis� ir� neapsaugo� nuo� pakartotin�s� infekcijos� kito�

epideminio�sezono�metu� (Henderson� ir�kt.,�1979b).�K�dikiai�specifinius�hRSV�
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virusui�IgG�klas�s�antik�nus�gali�gauti�iš�motinos�per�placent��n�štumo�metu.�

Ta	iau� iš� motinos� gaut�� antik�n�� titrai� n�ra� pakankamai� dideli� ir� pilnai�

neapsaugo� k�diki�� nuo� hRSV� infekcijos� bei� šio� viruso� sukeliam�� kv�pavimo�

tak�� lig�.� Manoma,� kad� iš� motinos� gauti� antik�nai� pirmomis� gyvenimo�

savait�mis�iš�dalies�apsaugo�organizm��nuo�infekcijos,�ta	iau�su�laiku�j��kiekis�

spar	iai� m�žta� ir� nors� jie� gali� sušvelninti� infekcijos� padarinius� pirmaisiais�

gyvenimo�m�nesiais,�ta	iau�jie�tuo�pat�metu�slopina�k�dikio�imunin��sistem�,�

d�l� to� gali� daryti� daugiau� žalos� nei� b�ti� naudingi� (Murphy� ir� kt.,� 1986).� Kok��

poveik��hRSV�infekcijai�daro�virusui�specifiniai�antik�nai,�patenkantys���k�dikio�

kv�pavimo�tak��sistem��su�motinos�pienu,�iki�šiol�n�ra�aišku.�Svarb��vaidmen��

hRSV� infekcijos� metu� vaidina� ir� l�stelinis� imunin�s� sistemos� atsakas.� Yra�

nustatyta,� kad� pirmomis� infekcijos� dienomis� kv�pavimo� tak�� sistemoje�

padid�ja�CD8+�citotoksini��T�limfocit��kiekis.�Šios�l�stel�s�eliminuoja�užkr�stas�

l�steles� ir� moduliuoja� imunin�s� sistemos� atsak�� sekretuodamos� limfokinus,�

ypatingai� interferon�� �.� Infekcijos� metu� imunin�s� sistemos� CD8+� ir� CD4+�

limfocitai�taip�pat�neleidžia�viruso� infekcijai�plisti� ir�padeda�organizmui�šalinti�

virus�� iš� užkr�st�� kv�pavimo� tak�.� Užsikr�tus� hRSV,� skirtingai� nei� žmogaus�

paragripo� virus�� infekcij�� metu,� kv�pavimo� tak�� išskyrose� yra� aptinkami� tik�

negaus�s� interferon���� ir��kiekiai.�Buvo�nustatyta,�kad�žmogaus�respiracinis�

sincitinis� virusas� savo� nestrukt�riniai� NS1� ir� NS2� baltymais� žymiai� efektyviau�

slopina� �gimtos� imunin�s� sistemos� atsak�� nei� žmogaus� paragripo� virusai� P�

geno�koduojamais�baltymais�(Collins�ir�Crowe,�2007).�

Žmogaus� respiracinis� sincitinis� virusas� yra� vienas� iš� pavojingiausi��

infekcini�� patogen�,� nuo� kurio� sukelt�� �mi�� kv�pavimo� tak�� lig�� kasmet�

visame� pasaulyje� miršta� apie� šimtas� t�kstan	i�� k�diki�� ir� mažame	i�� vaik�.�

Pediatrin�s�vakcinos,�apsaugan	ios�nuo�infekcijos�hRSV,�suk�rimas�yra�vienas�

iš�pagrindini��uždavini�,�kur��šiuo�metu�kelia�Pasaulio�Sveikatos�Organizacijos�

specialistai� (World� Health� Organization� 2009).� Kadangi� k�dikiai� hRSV�

dažniausiai� užsikre	ia� antr��septint�� gyvenimo� savait�,� tod�l� siekiant� juos�
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apsaugoti� nuo� šio� viruso� infekcijos� jie� tur�t�� b�ti� skiepijami� pirm��antr��

gyvenimo� savait�.� Sukurti� vakcin�,� kuri� tokiame� ankstyvame� amžiuje� sukelt��

nuo� viruso� infekcijos� apsaugant�� imunin�s� sistemos� atsak�,� tikrai� yra�

sud�tingas� uždavinys.� Naujagimi�� imunin�� sistema� n�ra� visiškai� išsivys	iusi,�

taip� pat� iš� motinos� n�štumo� metu� per� placent�� gauti� antik�nai� pirmomis�

gyvenimo�savait�mis�pakankamai�stipriai�slopina�humoralin��k�dikio�imunin�s�

sistemos� atsak�,� tod�l� silpnai� imunin�� sistem�� stimuliuojantys� antigenai�

dažniausia�yra�neveiksmingi�(Crowe�ir�Williams,�2003).�Pirmi�bandymai�sukurti�

nuo� hRSV� infekcijos� apsaugan	i�� vakcin�,� šiam� tikslui� naudojant� formalinu�

inaktyvuotas� hRSV� daleles,� buvo� labai� nes�kmingi.� Viruso� daleli�� pagrindu�

sukonstruotomis�vakcinomis�paskiepijus�k�dikius�paaišk�jo,�kad�jos�yra�ne�tik�

visiškai�neveiksmingos,�bet�taip�pat�stimuliuoja�tok��imunin�s�sistemos�atsak�,�

kuris� viruso� infekcijos� metu� neslopina� viruso� replikacijos� ir� daro� žal��

kv�pavimo� tak�� sistemai.� Tod�l� šia� vakcina� paskiepytiems� k�dikiams�

užsikr�tus� hRSV� virusu,� šis� virusas� suk�l�� žymiai� �mesnes� kv�pavimo� tak��

ligas,�palyginus�su�tais�k�dikiais,�kurie�nebuvo�vakcinuoti�(Prince�ir�kt.,�2001).�

Iki� šiol� siekiant� sukurti� nuo� hRSV� infekcijos� apsaugan	i�� vakcin�� buvo� tirti�

�vair�s�vakcinavimo�b�dai.�Eksperimentini��vakcin��gamybai�buvo�naudojami�

tiek� rekombinatiniai� hRSV� viruso� dalel�s� apvalkalo� glikoproteinai,� tiek�

imunogeninius� viruso� baltym�� epitopus� formuojantys� sintetiniai� peptidai.�

Buvo� išbandytos� DNR� ir� virusini�� vektori�� pagrindu� sukonstruotos� vakcinos.�

Taip� pat� buvo� išm�gintos� vakcinos,� kurioms� sukurti� buvo� naudojami� arba�

galvij�� respiracinis� sincitinis� virusas,� arba� žmogaus� respiracinio� sincitinio�

viruso�variantai,� turintys�mutacijas,�slopinan	ias�šio�viruso� replikacij�.�Ta	iau�

nei� viena� išm�ginta� vakcinavimo� strategija� iki� šiol� nebuvo� pakankamai�

s�kminga,� tod�l� veiksmingos� nuo� hRSV� infekcijos� apsaugan	ios� pediatrin�s�

vakcinos�teks�dar�palaukti�(Hall,�2001).�Verta�pamin�ti,�kad�kovojant�su�hRSV�

infekcija� šiou� metu� yra� s�kmingai� naudojami� neutralizuojantys� humanizuoti�

monokloniniai�antik�nai�(SynagisTM�Palivizumab,�MedImmune).�
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Tiksliai�žmogaus� respiracinio�sincitinio�viruso� infekcij��diagnostikai,� taip�

pat� kaip� ir� žmogaus� paragripo� virus�� infekcij�� diagnostikai,� yra� naudojami�

tiesioginiai� viruso� nustatymo� metodai.� Žinduoli�� l�steli�� kult�rose� hRSV�

replikuojasi� neefektyviai,� tod�l� diagnostinis� metodas,� paremtas� viruso�

padauginimu,�yra�nejautrus�(Hall,�2001).�hRSV�infekcijos�metu�kv�pavimo�tak��

išskyrose� naudojant� imunofluorescencin�� reakcij�� yra� aptinkami� šio� viruso�

baltymai,�arba�naudojant�atvirkštin�s�transkripcijos�ir�polimerazin��grandinin��

reakcijas� galima� aptikti� šio� viruso� genomin�� RNR.� hRSV� infekcij�� serologinei�

diagnostikai� dažniausiai� yra� naudojamas� tiesiogin�s� imunofermentin�s�

analiz�s�metodas.�Šiam�metodui�yra�reikalingi�virusiniai�antigenai,�tod�l�šiam�

tikslui� iki� šiol� yra� naudojamos� arba� hRSV� dalel�s,� arba� rekombinantiniai�

virusin�s� dalel�s� apvalkalo� glikoproteinai.� Kadangi� hRSV� infekcijos� metu�

humoralinis� k�diki�� imunin�s� sistemos� atsakas� yra� silpnas,� tod�l� tiesiogin�s�

imunofermentin�s�analiz�s�metodu�ne�visuomet�pavyksta�aptikti�hRSV�virusui�

specifinius� antik�nus� hRSV� užsikr�tusi�� k�diki�� kraujo� serumo� arba� seili��

m�giniuose.�Atlikti�tyrimai�parod�,�kad�šiam�diagnostikos�metodui�naudojant�

rekombinantinius� hRSV� baltymus� galima� aptikti� žymiai� mažesnius� virusui�

specifini��antik�n��kiekius� ir�taip�padidinti�šio�diagnostinio�metodo� jautrum��

(Collins�ir�Crowe,�2007).�

�

1.4.� Nauji,� šikšnosparni
� platinami� Paramyxoviridae� šeimos� virusai:�

biologiniai�bruožai,�patogenin�s�savyb�s,�sukeliamos�ligos�ir�epidemiologija�

Per� pastaruosius� kelis� dešimtme	ius� buvo� aptikta� keletas� nauj��

pavojing�� Paramixoviridae� šeimai� priklausan	i�� virus�,� kuriuos� platina�

Chiroptera� b�rio� šikšnosparniai.� Nors� neseniai� aptikti� paramikso� virusai� n�ra�

pavojingi�juos�platinantiems�sparnuotiesiems�žinduoliams,�ta	iau�šiais�virusais�

gali�užsikr�sti�net�keli��sausumos�žinduoli��r�ši��gyv�nai� ir�kai�kuriems�j��šie�

virusai� sukelia� sistemin�� infekcij�:� pažeidžia� kv�pavimo� takus,� kraujotakos� ir�

nerv��sistemas.�Kai�kurie� iš�ši��virus��yra�mirtinai�pavojingi�žmogui� (Eaton� ir�
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kt.,� 2007).� Vieni� pavojingiausi�� yra� Hendra� ir� Nipah� virusai,� aptikti� 1994� ir�

1997�metais�(Chua�ir�kt.,�1999;�Selvey�ir�Sheridan,�1995).�Buvo�nustatyta,�kad�

šiais�virusais�užsikr�tus�žmogui,�jie�pažeidžia�kv�pavimo�tak��sistem��ir�sukelia�

neurologinius�sutrikimus.�Hendra�ir�Nipah�virusai�papild��vis�did�jant��mirtinai�

pavojing�� žmogui� šikšnosparni�� platinam�� virus�� s�raš�,� kur�� prad�jo� 1934�

metais�aptiktas�pasiutlig�s�virusas�ir�šiuo�metu�užbaigia�sunk���m��respiracin��

sindrom��sukeliantys�koronavirusai,�aptikti�2005�metais�(Li�ir�kt.,�2005;�Sulkin�

ir� Allen,� 1974).� Mažiau� pavojingas� yra� Paramixoviridae� šeimai� priklausantis�

Menangle� virusas,� kur�� taip� pat� platina� Chiroptera� b�rio� šikšnosparniai.� Šis�

virusas�buvo�aptiktas�1997�metais�per� infekcin��protr�k��vienoje� iš�Australijos�

kiaulidži��(Philbey�ir�kt.,�1998).�Buvo�nustatyta,�kad�infekcija�Menangle�virusu�

suk�l��reprodukcines�kiauli��ligas,�d�l�kuri��ženkliai�sumaž�jo�kiauli��vados,�o�

infekcij�� sukelian	ios� šio� viruso� dalel�s� buvo� aptiktos� paršeli�,� gimusi��

negyv�,�nerv��sistemos�audiniuose.�Menangle�virusas,�j��palyginus�su�Nipah�ir�

Hendra�virusais,�n�ra�toks�pavojingas�žmogui,�iki�šiol�buvo�užregistruoti�tik�keli�

atvejai,� kuri�� metu� šiuo� virusu� nuo� kiauli�� užsikr�t�� kiaulid�s� darbuotojai�

susirgo� �� grip�� panašia� kv�pavimo� tak�� liga� (Bowden� ir� kt.,� 2001).� Ta	iau�

atsižvelgus���tai,�kad�kol�kas�apie�Menangle�virus��yra�žinoma�labai�nedaug,�jis�

gali� daugintis�kv�pavimo� tak�� ir�nerv��sistemos� audiniuose,� ir� �� tai,� kad� šiuo�

virusu�gali�užsikr�sti�ir�žmogus,�tod�l�Menangle�virusas�taip�pat�kelia�nemaž��

susidom�jim��ir�yra�priskiriamas�potencialiai�pavojing��virus��grupei.�Neseniai�

buvo� aptikti� dar� keli� nauji� virusai,� Tioman� virusas,� šikšnosparni�� paragripo�

virusas� ir� Mapuera� virusas,� kurie,� nusta	ius� j�� savybes,� buvo� priskirti�

Paramixoviridae�šeimai�(Chua� ir�kt.,�2001;�Henderson� ir�kt.,�1995).�Šie�virusai�

taip�pat�yra�nuosaik�s�šikšnosparni��parazitai,�dažniausiai�ši��virus��infekcijos�

sparnuotiesiems� žinduoliams� nesukelia� �mi�� lig�� arba� yra� visiškai�

asimptomin�s,�ta	iau�ar�jie�kelia�pavoj��kit��r�ši��gyv�nams,�tarp�j��ir�žmogui,�

iki�šiol�n�ra�aišku.�
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Neseniai�atrast�,�šikšnosparni��platinam��Paramixoviridae�šeimos�virus��

tyrimai�tik� �sib�g�ja.�Hendra� ir�Nipah�virusus,�mirtinai�pavojingus�žmogui,�yra�

leidžiama� tirti� tik� ketvirto� saugumo� lygmens� reikalavimus� atitinkan	iose�

laboratorijose,� tod�l� ši�� virus�� tyrimai� �� priek�� juda� labai� l�tai.� Iki� šiol� n�ra�

aišku,�kaip�šie�virusai�plinta,�kokias�dar�gyv�n��r�šis�jie�gali�užkr�sti,�mažai�yra�

žinoma�apie�j��patogenines�ir�patologines�j��savybes�(Eaton�ir�kt.,�2006).�Taip�

pat�tr�ksta� ir�tinkam��molekulini���ranki��ši��virus��tyrimams,�n�ra�sukurtos�

nei� nuo� ši�� virus�� infekcij�� apsaugan	ios� vakcinos,� nei� efektyvios�

priešinfekcin�s� priemon�s.� Nors� ši�� virus�� diagnostikai� laboratorijose� yra�

naudojami� �vair�s� metodai,� ta	iau� n�ra� sukurta� standartizuot�� ši�� virus��

diagnostikai� skirt�� sistem�.� Kadangi� kai� kurie� neseniai� atrasti,� šikšnosparni��

platinamami�Paramixoviridae�šeimos�virusai�yra�labai�pavojingi�žmogui,�d�l�to�

jie� kelia� didel�� susidom�jim�,� ta	iau� žinios� apie� juos� kol� kas� yra� pakankamai�

skurdžios�(Eaton�ir�kt.,�2007).�

�

1.4.1.�Henipah�virusai�

Hendra� ir� Nipah� virus�� daleli�� ir� nukleokapsidži�� morfologin�s� savyb�s�

yra�panašios���Paramyxovirinae�pošeimio�virus�,�o�genomo�strukt�ra�labiausiai�

sutampa� su� šio� pošeimio� Reapirovirus� ir�Morbillivirus� gentims� priklausan	i��

virus��genomo�stukt�ra.�Ta	iau�šie�virusai�pasižymi� ir�unikaliomis�savyb�mis,�

kurios� n�ra� b�dingos� kitiems� paramikso� virusams.� Tod�l� Hendra� ir� Nipah�

virusai� buvo� išskirti� �� atskir�� gent�,� kuri� yra� priskiriama� Paramyxovirinae�

pošeimiui� ir� vadinama�Henipavirus� gentimi� (Eaton� ir� kt.,� 2006).� Vis�� pirma� ��

akis�krenta�tai,�kad�henipah�virus��genomas�yra�maždaug�2700�nk�ilgesnis�nei�

kit�� paramikso� virus�� ir� šie� virusai� genomo� 5‘� ir� 3‘� galuose� turi� unikalias�

gen	iai� specifines� reguliacines� sekas� (Wang� ir� kt.,� 2000).� Ta	iau� neseniai�

aptikt�,�dar�kol�kas�nesuklasifikuot�,�Tupaia�ir�J�paramikso�virus��genomai�taip�

pat� yra� panašaus� ilgio� ir� šiuo� aspektu� labai� nesiskiria� nuo� Nipah� ir� Hendra�

virus��genom�� (Jack� ir�kt.,�2005;�Tidona� ir�kt.,�1999).�Nors�vis��virus�,�kuri��
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genomas� yra� nesegmentuota� viengrand�� priešprasm�� RNR� molekul�,�

polimeraz�s� aktyv�� centr�� formuoja� tokia� pati� aminor�gš	i�� seka� (GDNQ),�

ta	iau� henipah� virus�� ši� seka� (GDNE)� skiriasi.� Taip� pat� henipah� virusai� yra�

unikal�s� tuo,� kad� koduojam�� gen�� 3‘� gale� turi� ilgas� netransliuojamas�

reguliacines�sekas.�Nors�Hendra�ir�Nipah�virus��beveik�visi�koduojami�baltymai�

savo� ilgiu� tik� nežymiai� skiriasi� nuo� analogišk�� baltym�,� kuriuos� koduoja�

Reapirovirus� ir�Morbillivirus�gentims�priklausantys�paramikso�virusai,�ta	iau�P�

baltymas�yra�net�200�aminor�gš	i��ilgesnis�nei�kit��paramikso�virus��(Wang�ir�

kt.,�2000).�

Henipah�virusai�tai�pat�pasižymi�unikaliomis�biologin�mis�savyb�mis.�Jie�

yra�vieninteliai�ypatingai�patogeniški�zoonotiniai�paramikso�virusai,�kurie,�kaip�

yra�nustatyta,�gali�infekuoti�ne�tik�keli��r�ši��šikšnosparnius,�bet�ir�keleto�r�ši��

sausumos�žinduolius,�priklausan	ius�net�keturiems�žinduoli��b�riams�(Wang�ir�

kt.,� 2001).� Nipah� virusas� yra� ypatingai� pavojingas� žmogui.� Pirmas�

užregistruotas�didelis�šio�viruso�sukeltas�infekcinis�protr�kis��vyko�1999�metais�

Singap�re,�kurio�metu�nuo�kiauli��užsikr�t��256�kiaulid�se�dirbantys�žmon�s,�

iš� kuri�� 40�%� mir�� (Paton� ir� kt.,� 1999).� Siekiant� užkirsti� keli�� Nipah� virusui�

plisti,�Singap�re�buvo�išskersta�net�milijonas�kiauli�.�Nuo�tada�iki�pat�šiandien�

visoje� piet�� Azijoje� Nipah� virusas� suk�l�� dar� dvylika� dideli�� infekcini��

protr�ki�,� kuri�� metu� buvo� nustatyta,� kad� šiuo� virusu� galima� užsikr�sti�

vartojant� infekuot��vaisia�dži��šikšnosparni��seil�mis�arba�šlapimu�užterštus�

vaisius� ir� j�� produktus,� taip� pat� š�� virus�� gali� platinti� užsikr�t�s� žmogus.� Visi�

Nipah�viruso�sukelti�infekciniai�protr�kiai�pasižym�jo�dideliu�mir	i��skai	iumi.�

Pavyzdziui,� 2004� metais� kilus� infekciniam� protr�kiui� Bangladeše,� maždaug�

75�%� Nipah� virusu� užsikr�tusi�� žmoni�� mir�� (Rahman� ir� kt.,� 2010).� Kaip� jau�

buvo� min�ta,� Nipah� virusu� dažniausiai� užsikre	ia� kiaul�s,� kurioms� šis� virusas�

sukelia� kv�pavimo� tak�� ligas� ir� daugeliu� atvej�� joms� jis� n�ra� mirtinai�

pavojingas.�Ta	iau�nuo� infekuot��kiauli��gali�užsikr�sti� ir�žmogus,� tod�l�kilus�

Nipah� viruso� infekcij�� protr�kiui� kiaulid�se,� šie� gyvuliai� yra� masiškai�
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skerdžiami.�Hendra�virusu�dažniausiai�užsikre	ia�arkliai,�kuriems�šis�virusas�yra�

mirtinai�pavojingas.�Arkliams�Hendra�virusas�sukelia�sunkias�kv�pavimo�tak��ir�

neurologines�ligas.�Taip�pat�Hendra�virusu�gali�užsikr�sti�ir�žmogus,�kuriam�šis�

virusas� labiausiai� pažeidžia� nerv�� sistem�� (Eaton� ir� kt.,� 2006).� Nors� iki� šiol�

užregistruot��Hendra�virusu�užsikr�tusi��žmoni��skai	ius�yra� labai�kuklus,�tik�

šeši� atvejai,� ta	iau� šis� virusas� taip� pat� yra� pavojingas.� Trys� iš� šeši�� Hendra�

virusu�užsikr�tusi��žmoni��mir�� (Wong,�2010).�Pirmas�užregistruotas�Hendra�

viruso� sukeltas� infekcinis� protr�kis� �vyko� 1994� metais� vienoje� iš� Australijos�

arklidži�,� kurio� metu� šiuo� virusu� užsikr�t�� dvidešimt� vienas� arklys.� Visi�

užsikr�t��arkliai�susirgo��miomis�kv�pavimo� tak�� ligomis� ir� trylika� iš� j��mir�.�

Taip� pat� šio� infekcinio� protr�kio� metu� nuo� arkli�� užsikr�t�� vienas� arklid�s�

darbininkas� ir� jojimo�treneris,�kuriems�Hendra�virusas�suk�l����grip��panašias�

kv�pavimo� tak�� ligas� ir� neurologinius� sutrikimus,� o� jojimo� treneris� netrukus�

mir�� (Eaton� ir� kt.,� 2006).� Nuo� tada� iki� pat� šiandien� daugiausia� Australijos�

Queensland‘o� regiono� arklid�se� buvo� užregistruota� dar� dešimt� infekcini��

protr�ki�,� kuriuos� suk�l�� Hendra� virusas� (Wong,� 2010).� Nors� šie� protr�kiai�

n�ra� gaus�s,� ta	iau� �vertinus� šio� viruso� potencial�� plisti� ir� sukelti� mirtinai�

pavojingas� nerv�� sistemos� ligas� žmogui,� jis� kaip� ir� Nipah� virusas� yra�

priskiriamas� ypatingai� pavojing�� virus�� grupei,� kurio� taip� pat� der�t��

pasisaugoti.�

Henipah� virus�� infekcijos� šikšnosparniams� nesukelia� joki�� pastebim��

ligos� simptom�.� Atlikus� serologin�s� steb�senos� tyrimus,� �vairi�� Australijoje�

gyvenan	i��pteropid��kraujyje�buvo�aptikti�dideli�henipah�virusams�specifini��

antik�n��kiekiai,�ta	iau�nei�Nipah,�nei�Hendra�viruso�infekcij��nepavyko�susieti�

nei�su�viena�šikšnosparni�� liga.�Taip�pat�buvo�atlikti�eksperimentiniai�tyrimai,�

kuri�� metu� henipah� virusais� specialiai� buvo� užkr�stos� net� kelios� Australijoje�

gyvenan	i��šikšnosparni��r�šys,�ta	iau�eksperimentin�s�infekcijos�užkr�stiems�

gyv�nams�nesuk�l�� joki�� ligos�simptom��(Rahman� ir�kt.,�2010).�Skirtingai�nei�

šikšnosparniams,�henipah�virusais�užsikr�tus�kit��r�ši��sausumos�žinduoliams,�
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šie�virusai�sukelia�sistemin��infekcij�,�kurios�metu�yra�pažeidžiamos�net�kelios�

organizmo� sistemos.� Priklausomai� nuo� žinduoli�� r�šies� ši�� virus�� infekcijos�

gali� sukelti� �mias� kv�pavimo� tak�� ligas� arba� stipriai� pažeisti� nerv�� sistem�.�

Didel�� dalis� šiais� virusais� užsikr�tusi�� sausumos� žinduoli�� miršta.� Hendra�

virusu�užsikr�tus�arkliams,�šis�virusas�sukelia��mi��ir�dažnai�mirtin��kv�pavimo�

tak�� lig�,� kurios� metu� gyvulys� karš	iuoja,� sutrinka� jo� koordinacija,� patinsta�

snukis� ir� formuojasi� gausios� nosiarykl�s� išskyros.� Nipah� virusu� užsikr�tus�

kiaul�ms,� taip� pat� labiausiai� yra� pažeidžiami� kv�pavimo� takai.� Šiuo� virusu�

užsikr�t�s�gyvulys�taip�pat�karš	iuoja,�padažn�ja�kv�pavimo�ritmas�ir�kamuoja�

sausas,�sunkus�kosulys.�Ta	iau�arkliams�užsikr�tus�Hendra�virusu,�o�kiaul�ms�–�

Nipah� virusu,� ši�� virus�� infekcijos� neapsiriboja� vien� tik� kv�pavimo� takais.� J��

metu� taip� pat� yra� pažeidžiama� ir� nerv�� sistema.� Nipah� ir� Hendra� virusais�

užsikr�tus� žmogui,� šie� virusai� dažniausiai� sukelia� �m�� nerv�� sistemos�

uždegim�,� ta	iau� ne� retai� kartu� yra� pažeidžiami� ir� kv�pavimo� takai� (Eaton� ir�

kt.,�2006).�

Henipah� virusais� užsikr�tus� sausumos� žinduoliams,� šie� virusai�

replikuojasi� kraujagysli�� sienel�s� l�stel�se,� tod�l� daugelyje� organ�� sukelia�

sistemin�� kraujagysli�� uždegim�,� nors� klinikiniai� simptomai� dažniausiai�

susiformuoja� tik� šiems� virusams� pažeidus� kv�pavimo� takus� ir/arba� nerv��

sistemos� kraujotak�� bei� centrin�s� nerv�� sistemos� l�steles.� Užsikr�tus� Nipah�

virusu,� šio� viruso� antigenai� yra� aptinkami� parenchimos� neuronuose,�

sincitin�se� endotelio� bei� bronch�� ir� alveoli�� epitelio� l�stel�se,� o� užsikr�tus�

Hendra� virusu,� šio� viruso� dalel�s� yra� aptinkamos� nosies� gleivin�s� išskyrose,�

šlapime,�smegenyse�ir�plau	iuose�(Hooper�ir�kt.,�2001).�Skirtingai�nei�arkliams,�

infekavus� šikšnosparnius� mirtinomis� arkliams� Hendra� viruso� daleli�� doz�mis,�

tik� kai� kuriems� j�� infekcija� suk�l�� negausius� pavienius� vaskulito� židinius�

plau	iuose,� blužnyje,� smegen�� dangale,� inkstuose� arba� žarnyne,� o� viruso�

dalel�s�buvo�aptiktos�ne�endotelio,�bet�vidurin��kraujagysli��sienel�s�dangal��

formuojan	io� sluoksnio� l�stel�se� (Williamson� ir� kt.,� 1998).� Yra� manoma,� kad�
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dvi�pagrindin�s�priežastys�lemia�tai,�kad�šikšnosparniams,�skirtingai�nei�kitiems�

sausumos� žinduoliams,� užsikr�tus� henipah� virusais,� šie� virusai� nesukelia�

sistemin�s� infekcijos.� Viena� iš� priežaš	i�� yra� ta,� kad� šikšnosparniuose� šie�

virusai� dauginasi� ne� kraujagysli�� endotelio,� bet� vidurin�� kraujagysli�� sienel�s�

dangal�� formuojan	io� sluoksnio� l�stel�se.� Yra� manoma,� kad� b�tent� tod�l�

infekcijos�henipah�virusais�šikšnosparniams�nesukelia�lig�,�kuri��priežastis�yra�

sisteminis� kraujotakos� tak�� uždegimas,� kylantis� šiems� virusams� pažeidus�

kraujagysli�� endotelio� sluoksn�.� Taip� pat� stebina� ir� tai,� kad� henipah� virusais�

užsikr�tus� šikšnosparniams,� j�� organizmo� audiniuose� yra� aptinkami� tik� labai�

nedideli� viruso� antigen�� kiekiai.� Tod�l� yra� manoma,� kad� šikšnosparniai� turi�

kažkokius�nuo� infekcij��henipah�virusais�apsaugan	ius�veiksnius,�kuri��neturi�

ši�� virus�� infekcijoms� jautr�s� kiti� sausumos� žinduoliai.� Ta	iau� kokie� tai� yra�

veiksniai,�iki�šiol�n�ra�aišku�(Eaton�ir�kt.,�2006).�

Neseniai� atlikti� tyrimai� parod�,� kad� henipah� virus�� infekcij�� tropizmas,�

ši��virus���virulentiškumas�ir�infekuojam��gyv�n���vairov��labai�priklauso�nuo�

ši�� virus�� koduojam�� baltym�� G� ir� F� funkcij�.� Be� to,� henipah� virus��P� geno�

koduojami�baltymai�moduliuoja�ši��virus��virulentiškum��blokuodami��vairius�

l�stel�s�interferon��atsak���jungian	ius�signalinius�kelius.�Buvo�nustatyta,�kad�

henipah�virus��G�baltymas,�pritvirtinantis�viruso�dalel��prie�l�stel�s,�skirtingai�

nei�kit��paramikso�virus��analogišk��funkcij��atliekantys�baltymai,�s�veikauja�

su� glikoproteinu� efrinu� B2,� kur�� savo� paviršiuje� turi� beveik� kiekviena� l�stel��

(Negrete�ir�kt.,�2005).�Šis�l�stel�s�paviršiaus�baltymas�yra�labai�konservatyvus�

ir� yra� aptinkamas� ne� tik� visose� žinduoli�� r�šyse,� bet� taip� pat� š�� baltym�� turi�

varliagyvi��ir�net�pin	i��l�stel�s�(Drescher,�2002).�Didžiosios�dalies�paramikso�

virus��baltymai,�pritvirtinantys�viruso�dalel��prie� l�stel�s,�s�veikauja�su�sialo�

r�gšties� grup�� turin	iais� l�stel�s� paviršiaus� glikoproteinais� ir� glikolipidais,�

kuri�� yra� gausu� tik� kai� kuri�� organizmo� audini�� l�steli�� paviršiuje.� Taip� pat�

skirtingose�gyv�n�� r�šyse�pakankam��kiek��molekuli��su�sialo�r�gšties�grupe�

turi�skirting��audini��l�stel�s.�Manoma,�kad�b�tent�tai�riboja�didžiosios�dalies�
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paramikso�virus��infekcij��tropizm��ir�ši��virus��infekuojam��gyv�n���vairov��

(Lamb� ir�Parks,�2007).�Kadangi�glikoproteino�efrino�B2�yra�gausiai�aptinkama�

beveik� vis�� organizmo� audini�� l�steli�� paviršiuje� ir� šis� baltymas� yra� labai�

konservatyvus,� tod�l� tai� iš�dalies� paaiškina,�kod�l�henipah� virusais,� skirtingai�

nei�kitais�paramikso�virusais,�gali�užsikr�sti� �vairi�� r�ši��gyv�nai,�o�ši��virus��

infekcij�� metu� virus�� replikacijos� židiniai� yra� aptinkami� �vairi�� organizmo�

sistem�� audiniuose.� Taip� pat� buvo� nustatyta,� kad� henipah� virus�� F� baltym��

aktyvinanti� hidroliz�� vyksta� l�stel�s� endosomose,� o� ši�� hidroliz�� atlieka�

baltymas� katepsinas� L,� kur�� turi� kiekviena� l�stel�� (Pager� ir� kt.,� 2004).� Dalies�

paramikso� virus�� F� baltymas� yra� aktyvuojamas� tik� l�stel�s� paviršiuje.� Ši��

funkcij�� atliek�� sekretuojamos� proteaz�s.� Tod�l� šie� paramikso� virusai� gali�

daugintis� tik� tame� audinyje,� kurio� l�stel�s� sekretuoja� tinkam�� F� baltym��

aktyvinant��ferment��(Lamb�ir�Parks,�2007).�Kadangi�henipah�virus��F�baltym��

aktyvinanti� hidroliz�� vyksta� l�stel�s� endosomoje� šiam� baltymui� iš�

endoplazminio� tinklo� keliaujant� link� l�stel�s� membranos,� o� ši�� hidroliz��

atliekant��ferment��turi�beveik�kiekviena�l�stel�,�tod�l�šis�veiksnys�neriboja�ši��

virus�� infekcij�� tropizmo.� Ištyrus�henipah�virus��P�geno�koduojam��baltym��

funkcijas,�paaišk�jo,�kad�šie�baltymai�gali�blokuoti� l�stel�s� interferon��atsak��

aktyvuojan	ius� signalinius� kelius� ne� tik� l�stel�s� citoplazmoje,� kur� š�� atsak��

blokuoja�kit��paramikso�virus��P�geno�koduojami�baltymai,�bet�ir�branduolyje.�

Yra� manoma,� kad� henipah� virusai,� skirtingai� nei� kiti� paramikso� virusai,� d�l�

unikali��P�geno�koduojam��baltym��funkcij��žymiai�efektyviau�slopina� �gimt��

imuninin�s� sistemos� atsak�,� d�l� to� jie� gali� infekuoti� �vairi�� r�ši�� gyv�nus� ir�

sukelti�sitemin��infekcij��(Eaton�ir�kt.,�2006).�

�

1.4.2.�Menangle�virusas�

MenV�buvo�aptiktas�1997�m.�per� infekcin��protr�k��vienoje� iš�Australijos�

kiaulidži�.� Buvo� nustatyta,� kad� infekcija� šiuo� virusu� suk�l�� reprodukcines�

kiauli�� ligas,�d�l�kuri��ženkliai�sumaž�jo�kiauli��vados,�o�MenV�buvo�aptiktas�
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paršeli�,� gimusi�� negyv�,� nerv�� sistemos� audiniuose� (Philbey� ir� kt.,� 1998).�

Nusta	ius� naujai� aptikto� viruso� genomo� sek�� ir� palyginus� šio� viruso�

koduojam�� baltym�� sekas� ir� reguliacines� genomo� sritis� su� kit�� paramikso�

virus�,� paaišk�jo,� kad� jos� yra� labiausiai� panašios� �� Rubulavirus� genties�

paramikso�virus�,�tod�l�MenV�buvo�priskirtas�Rubulavirus�gen	iai.�Ta	iau�buvo�

aptiktas� ir� vienas� esminis� skirtumas.� MenV� HN� baltymo� aminor�gš	i�� seka�

n�ra� pakankamai� panaši� �� kit�� paramikso� virus�,� o� neuraminidaz�s� aktyv��

centr�� formuojan	ios� aminor�gštys� skiriasi� nuo� kit�� paramikso� virus��

analogišk�� funkcij�� atliekan	io� HN� baltymo� aktyv�� centr�� formuojan	i��

aminor�gš	i�.� Beje,� HN� baltymo� neuraminidazin�� funkcij�� atliekant�� aktyv��

centr�� formuojan	ios� aminor�gštys� yra� labai� konservatyvios.� Manoma,� kad�

MenV� HN� baltymas� gali� netur�ti� neuraminidazinio� aktyvumo,� nors� savo�

erdvine�strukt�ra,�kaip�rodo�strukt�rin�s�analiz�s�duomenys,�gauti�naudojant�

baltym�� strukt�r�� �vertinan	ius� algoritmus,� yra� panaši� �� Rubulavirus� genties�

paramikso� virus�.� Taip� pat� gali� b�ti,� kad� MenV� HN� baltymo� neuraminidazin��

aktyvum��turintis�centras�yra�suformuotas�iš�kitoki��aminor�gš	i��(Bowden�ir�

kt.,�2001).�Ar�MenV�HN�baltymas�turi�neuraminidazin��aktyvum�,� iki�šiol�n�ra�

aišku.��

Iki� pat� šiandien� buvo� užregistruotas� tik� vienintelis� MenV� sukeltas�

infekcinis�protr�kis,�kurio�metu�paaišk�jo,�kad�šis�virusas� infekuoja�kiaules� ir�

sukelia� reprodukcines� ši�� gyvuli�� ligas� (Philbey� ir� kt.,� 2007).� Sumaž�ja� j��

paršiavimosi� dažnis,� pagaus�ja� savaimini�� persileidimo� atvej�,� šiuo� virusu�

užsikr�tusi�� kiauli�� vadose� padid�ja� paršeli�,� gimusi�� negyv�,� skai	ius.�

Infekuot�� gimusi�� negyv�� paršeli�� gal�n�s,� kaukol�� ir� snukis� dažniausiai� yra�

nepilnai� išsivyst�� ir� stipriai� deformuoti,� taip� pat� smarkiai� b�na� pažeistos� j��

galvos� ir� stuburo� smegenys� (Philbey� ir� kt.,� 2007).� MenV� infekcinio� protr�kio�

metu� specifiniai� virusui� antik�nai� buvo� aptikti� infekcijos� nuniokotoje� ir� dar�

keliose� netoliese� esan	iose� kiaulid�se� auginam�� kiauli�� kraujo� serumuose.�

Taip� pat� š�� virus�� neutralizuojantys� antik�nai� buvo� aptikti� dviej�� kiaulid�s�
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darbinink�,�tur�jusi��tiesiogin��kontakt��su�užsikr�tusiomis�kiaul�mis,�kraujyje.�

Abu�infekuoti�kiaulid�s�darbuotojai�susirgo���grip��panašia�liga�bei�buvo�išberti.�

Po� šio� infekcinio� protr�kio� nuniokotos� kiaulid�s� apylink�se� gyvenan	i��

šikšnosparni��kraujo�serume�taip�pat�buvo�aptikti�MenV�specifiniai�antik�nai.�

Po�šio�atradimo�buvo�padaryta�prielaida,�kad�b�tent�šie�sparnuotieji�žinduoliai�

yra�infekcijos�šaltinis.�Po�vienintelio�infekcinio�protr�kio�paaišk�jus,�kad�MenV�

yra�platinamas�šikšnosparni�,�nuo�kuri��gali�užsikr�sti�kiaul�s,�o�nuo�infekuot��

kiauli�� –� ir� žmogus,� ir� šis� virusas� gali� sukelti� reprodukcines� kiauli�� ligas� bei�

pažeisti�besilaukian	ios�kiaul�s�vaisiaus�nerv��sistem�,�Menangle�virusu�buvo�

labai�susidom�ta�ir�prasid�jo�šio�viruso�tyrimai�(Philbey�ir�kt.,�1998).�Šiandien�

jau� yra� nustatyta,� kad� serologini�� MenV� infekcijos� požymi�� galima� aptikti�

dažniausiai� trijose� Ptreopus� genties� šikšnosparni�� r�šyse:� P.poliocephlus,�

P.alecto� ir� P.conspicilliatus.� Šios� šikšnosparni�� r�šys� gyvena� Australijos�

žemyne� ir�Papua�Naujojoje�Gvin�joje.�Yra�manoma,�kad�b�tent�šiame�areale�

yra� paplit�s� ir� Menangle� virusas.� Iki� pat� šiandien� n�ra� aišku,� kaip� šis� virusas�

plinta.� Nors� specifiniai� MenV� antik�nai� yra� aptinkami� daugelio� Australijoje�

gyvenan	i��Pteropus�genties�šikšnosparni��kraujo�serume,�ta	iau�iki�šiol�nei�iš�

vieno� šiuos� antik�nus� turin	io� suaugusio� individo� nepavyko� išskirti� paties�

viruso.� Taip� pat� MenV� nepavyko� aptikti� serologinius� infekcijos� požymius�

turin	i�� šikšnosparni�� šlapime� ir� išmatose.� Nustatyta,� kad� suaugusiems�

šikšnosparniams� MenV� nesukelia� joki�� ligos� simptom�� (Philbey� ir� kt.,� 2008).�

Taip� pat� joki�� lig�� šis� virusas� nesukelia,� nei� suaugusioms� kiaul�ms,� nei� tik�

gimusiems� gyviems� paršeliams.� Yra� manoma,� kad� MenV� išsivys	iusiame�

organizme�replikuojasi� labai�negausiai,�tod�l�nepavyksta�aptikti�paties�viruso,�

nors� to�pakanka�sukelti� imunin��organizmo�atsak�,�kurio�metu�yra�gaminami�

šiam� virusui� specifiniai� antik�nai.� Ta	iau� MenV� virusu� užsikr�tus�

besivystan	iam�vaisiui,� jo� l�stel�se�virusas�replikuojasi� labai�gausiai� ir�sukelia�

stiprius�apsigimimus.�Jei�ši�prielaida�yra�teisinga,�tuomet�išsivyst�s�organizmas�

tur�t��tur�ti�kažkokius�nuo�gausios�viruso�replikacijos�apsaugan	ius�veiksnius,�
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kuri�� neturi� besivystantis� vaisius� (Philbey� ir� kt.,� 2008).� Remiantis� šiomis�

prielaidomis� yra� manoma,� kad� d�l� neefektyvios� MenV� replikacijos�

infekuotiems�suaugusiems� individams�virusas�nesukelia�joki�� ligos�simptom�,�

o���aplink��patenka�tik�labai�mažas�skai	ius�infektyvi��šio�viruso�daleli�,�d�l�to�

nepavyksta�j��aptikti.�Sp�jama,�kad�efektyviausiai�šis�virusas�plinta�užsikr�tus�

nuo� motinos� vaisiui� tokioje� vystymosi� stadijoje,� kurioje� šio� viruso� infekcija�

nebedaro�žalos.�Taip�virusas�yra�perduodamas�iš�kartos���kart�,�o�gim��negyvi�

infekuoti� individai� gali� b�ti� infektyvi�� viruso� daleli�,� patenkan	i�� �� aplink�,�

šaltinis�(Philbey�ir�kt.,�2008).���

Menangle�viruso�tyrimai�tik��sib�g�ja.�Ar�šis�neseniai�atrastas�zoonotinis�

šikšnosparni�� platinamas� virusas� kelia� rimt�� pavoj�� kitoms� gyv�n�� r�šims,�

tarp� j�� ir� žmogui,� n�ra� iki� galo� aišku.� Reikia� tik�tis,� kad� �� š�� klausim�� pavyks�

atrasi� atsakym�� ateityje� prieš� �vykstant� dar� vienam� šio� viruso� sukeltam�

infekciniam�protr�kiui.�

��

1.5.�Virusini
�baltym
�sintez��heterologin�se�baltym
�sintez�s�sistemose�

Heterologini�� baltym�� sintez�s� sistemos� yra� sukurtos� daugelyje�

organizm�,� pradedant� bakterijomis� ir� baigiant� aukštesniaisiais� eukariotais,�

žinduoli�� l�steli�� kult�romis.� Heterologini�� baltym�� sintez�s� sistemos� yra�

naudojamos�daugelio�virusini��baltym��sintezei,�o�šiose�sistemose�susintetinti�

virusiniai�baltymai�yra�naudojami��vairiems�tikslams.��

Rekombinantiniai� virusiniai� baltymai� susintetinti� heterologin�se�

sistemose�yra�naudojami�ši��baltym��strukt�ros�ir�savybi��tyrimams,�virusini��

lig�� diagnostikai,� vakcin�� k�rimui,� l�stel�je� vykstan	i�� proces�� analizei� ir�

daugelyje� kit�� mokslini�� tyrim�� sri	i�.� Akivaizdu,� kad� žmogaus� ligas�

sukeliantys� virusai� replikuojasi� aukštesni�j�� eukariot�� l�stel�se� ir� šiems�

virusams� padauginti� dažniausiai� naudojamos� žinduoli�� l�steli�� kult�ros.� Šios�

l�stel�s�labiausiai�tinka�ir�žmog��infekuojan	i��virus��baltym��sintezei,�nes�jos�

turi� tinkamus� šiuos� baltymus� modifikuojan	ius� fermentus,� ir� sistemas�
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reikalingas� ši�� baltym�� brandinimui.� Heterologin�se� sistemose� susintetinti�

rekombinantiniai� virus�� baltymai� nuo� natyvi�� analogišk�� baltym�� gali� skirtis�

savo� savyb�mis� ir� erdvine� strukt�ra.� Tyrimams,� kuriuose� yra� naudojami�

heterologin�se� sistemose� susintetinti� rekombinantiniai� virus�� baltymai,� yra�

svarbu,� kad� šie� baltymai� savo� savyb�mis� kuo� mažiau� skirt�si� nuo� natyvi��

analogišk��baltym�.�Suprantama,�kad�žinduoli�� l�steli��kult�rose�susintetinti�

žmogaus� virus�� baltymai� dažniausiai� savo� savyb�mis� b�na� panaš�s� ��

analogiškus� natyvius� baltymus.� Ta	iau,� tokios� sintez�s� sistemos� yra� gana�

sud�tingos,�sunku�išauginti�didesn��l�steli��biomas��ir�išgryninti�pat��baltym�,�

tod�l�gaunama�maža�šiose�sistemose�sintetinamo�baltymo� išeiga.�Pastaruoju�

metu� ieškoma� b�d�� dideliems� rekombinantini�� virusini�� baltym�� kiekiams�

gauti,�nes�pla	iai�paplitusi��infekcini��lig��diagnostikai�ir�prevencijai�reikalingi�

dideli� ši�� baltym�� kiekiai.� Kita� vertus,� heterologin�je� sintez�s� sistemoje�

susintetintas�baltymas�turi�išsaugoti�jam�b�dingas�savybes.�

Mikroorganizmai�dauginasi�greitai,�tod�l�nesunku�užauginti�didel��norim��

baltym�� sintetinan	i�� l�steli�� biomas�s� kiek�.� Grei	iausiai� dauginasi�

prokariotiniai� organizmai� –� bakterijos,� tod�l� juose� yra� išbandyta� beveik�

daugelio� virus�� baltym�� sintez�.� Nustatyta,� kad� bakterijose� susintetinti�

žmogaus� virus�� baltymai� neturi� kai� kuri�� šiems� baltymams� b�ding�� savybi�,�

d�l� to� yra� silpni� antigenai� ir� j�� panaudojimas� yra� ribotas.� Pavyzdžiui,�

rekombinantinis�tym��viruso�N�baltymas�susintetintas�E.coli�bakterijose,�buvo�

prastas�diagnostinis�reagentas� lyginant�su�tym��viruso�N�baltymu,�kuris�buvo�

susintetintas� vabzdži�� ir� žinduoli�� l�stel�se� (Warnes� ir� kt.,� 1994).� Dar� labiau�

skiriasi� natyvi�� ir� bakterijose� susintetint�� virusini�� glikoprotein�,� kurie�

normaliu�atveju�br�sta�endoplazminiame�tinkle�ir�Goldžio�komplekse,�savyb�s.�

Pavyzdžiui,� gripo� viruso� krauj��agliutinuojantis� baltymas� HA,� homologiškas�

paramikso�virus��HN� ir�H�glikoproteinams,�š��baltym��sintetinant�bakterijose�

suformuoja� kitoki�� erdvin�� strukt�r�� ir� nes�veikauja� su� gripo� virus��

neutralizuojan	iais� monokloniniais� antik�nais� (Nayak� ir� kt.,� 1985).� Be� to,�
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bakterijose�susintetint��baltym��panaudojimas�žmogui�yra�ribotas�d�l�galimo�

�vairi�� endotoksin�� poveikio.� Kai� bakterijos,� kaip� producentas,� pasirodo�

netinkamos,� d�mesys� krypsta� �� eukariotinius� mikroorganizmus,� tokius� kaip�

miel�s.��

Iš� pirmo� žvilgsnio� atrodyt�,� kad� žemesnieji� eukariotai� panašiai� kaip� ir�

bakterijos� gali� b�ti� netinkami� virusini�� baltym�� sintezei� d�l� to,� kad� mieli�� ir�

aukšteni�j��eukariot��baltym��brandinimo�sistemos�skiriasi�(Hu� ir�kt.,�1994a;�

Hu� ir�kt.,�1994b;�Hu� ir�Norrby,�1994).�Ta	iau� imunologini�� tyrim��duomenys�

rodo,�kad�P.pastoris�miel�se�susintetintu�gripo�viruso�HA�baltymu�imunizuotos�

pel�s� yra� atsparios� letaliai� gripo� viruso� infekcijai� (Saelens� ir� kt.,� 1999),� o� šis�

baltymas,� susintetintas� miel�se� S.cerevisiae,� s�veikauja� su� specifiniais�

antik�nais� taip� pat� efektyviai� kaip� ir� natyvus� šio� baltymo� analogas� (Jabbar� ir�

kt.,� 1985).� Pakankamai� imunogeniškus� virusinius� baltymus� gali� gaminti� ir�

aukštesnieji,�žinduoliams�tolimi�eukariotai.�Parodyta,�kad�transgeninio�tabako,�

sintetinan	io�tym��viruso�H�baltym�,�lap��ekstraktu�galima�sukelti�tym��virus��

neutralizuojan	i�� antik�n�� gamyb�� pel�se,� netgi� imunizavus� jas� orališkai�

(Huang� ir� kt.,� 2001).� Jau� min�tas� tym�� viruso� N� baltymas,� susintetintas�

vabzdži�� l�stel�se,� taip� pat� puikiai� tiko� tym�� viruso� infekcij�� diagnostikai.�

Daugyb�� eksperiment�� patvirtino,� kad� miel�se� susintetinti� �vair�s� žinduoli��

baltymai� savo� strukt�ra� bei� biologiniu� aktyvumu� nesiskiria� nuo� analogišk��

baltym�,�gaunam��šiuos�baltymus�sintetinant�aukštesni�j��eukariot��l�stel�se�

(Munder�ir�Hinnen,�1999).�

Kepimo�miel�s�S.cerevisiae�yra�pla	iai�naudojamos�heterologini��baltym��

sintezei.�Jos�gerai�auga�nebrangiose�terp�se,�šiose�miel�se�baltym��sekrecijos�

keliai� ir� potransliacin�s� modifikacijos� yra� panašios� �� aukštesni�j�� eukariot�,�

neturi� endotoksin�,� taip� pat� yra� nepavojingos� žmogui.� Daugumoje� atvej��

svetim�� gen�� raiškai� miel�se� yra� naudojami� mieli�� gen�� promotoriai.�

Vektoriumi� dažniausiai� yra� naudojama� plazmid�,� kuri� paprastai� mieli��

S.cerevisiae� l�steles� transformuoja� žiedin�je� formoje,� turi� selektyv�� gen��



59�

�

žymen��ir�yra�daugiakopijin�.�Didelis�kopij��skai	ius�priklauso�nuo�jos�sud�tyje�

esan	io� dvimikronin�s� mieli�� plazmid�s� fragmento,� kuris� užtikrina� šios�

plazmid�s� nepriklausom�� replikacij�� ir� stabil�� palaikym�� l�stel�je.� Neži�rint�

vis�� patogum�,� heterologinius� baltymus� koduojan	i�� gen�� raiška� miel�se�

S.cerevisiae�n�ra�garantuota� ir�priklauso�nuo�daugelio�veiksni�.�Naudojant�t��

pat��mieli��promotori�,�mieli��geno�raiška�dažnai�yra�kelias�dešimtis�ar�šimtus�

kart�� stipresn�� nei� heterologinio� geno� raiška.� Tai� lemia� pati� geno� seka,� kuri�

gali� daryti� �tak�� heterologin�s� iRNR� stabilumui,� ir� nuo� to� priklauso� šios� iRNR�

kiekis� l�stel�je� (Mellor� ir�kt.,�1985).�Taip�pat�sintetinamas�svetimas�baltymas�

gali�b�ti�nuodingas�l�stelei�ir�stabdyti�jos�augim��(Shuster�ir�kt.,�1989),�kartais�

jo�sintez��gali�b�ti�netgi� letali� (Caumont� ir�kt.,�1996).�Gavus�norimo�baltymo�

sintez�� ir� padidinus� išeig�� optimizuojant� sintez�s� s�lygas� bei� baltymo�

gryninimo� proced�r�,� svarbu� �sitikinti,� ar� baltymas� pasižymi� jam� b�dingomis�

savyb�mis.� Miel�se� S.cerevisiae� sekretuojami� baltymai� dažnai� b�na�

hiperglikozilinti,� o� tai� gali� pakeisti� šiose� miel�se� sintetinamo� heterologinio�

glikoproteino� savybes� bei� iššaukti� nepageidaujam�� pašalin�� imunin�� atsak�,�

šiuo� baltymu� vakcinuojant� žmog�� (Cremata� ir� kt.,� 1998).� Iki� šiol� miel�se� yra�

susintetinta�daugelis��vairi��virus��glikoprotein�,�padedan	i��in�vitro�ir�in�vivo�

tirti� �vairias� s�veikas� bei� pasižymin	i�� natyviam� viruso� baltymui� b�dingomis�

antigenin�mis� savyb�mis� (Jabbar� ir� kt.,� 1985).� Reikia� pažym�ti,� kad� pirmoji�

rekombinantin�� vakcina,� skirta� kovai� su� žmogaus� hepatito� B� virusu,� buvo�

susintetinta� mieli��S.cerevisiae� svetim�� baltym�� sintez�s� sistemoje� (Makela,�

2000).� Virusini�� baltym�,� sintetinam�� ir� brandinam�� l�stel�s� citoplazmoje,�

sintez�� miel�se� n�ra� tokia� komplikuota,� kaip� viruso� dalel�s� apvalkalo�

glikoprotein�.� Dažniausiai� miel�se� S.cerevisiae� susintetinti� Paramyxoviridae�

šeimos� virus�� nukleokapsid�s� baltymai� pasižymi� natyviems� analogiškiems�

baltymams� b�dingomis� savyb�mis� (Samuel� ir� kt.,� 2002;� Samuel� ir� kt.,� 2003;�

Slibinskas�ir�kt.,�2004;�Slibinskas�ir�kt.,�2003).�

�
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1.6.� Paramyxoviridae� šeimos� virus
� nukleokapsid�s� baltym
� sintez��

�vairiose�heterologini
�baltym
�sintez�s�sistemose��

Paramikso� virus�� N� baltymai,� susintetinti� heterologin�se� baltym��

sintez�s� sistemose,� formuoja� virus�� nukleokapsid�� primenan	ias� daleles�

(vNPD).� Buvo� nustatyta,� kad� naudojant� adeno� virus�� ir� vakcinijos� virus��

pagrindu� sukonstruotus� vektorius,� žinduoli�� l�stel�se� susintetintas� tym��

viruso� N� baltymas� formuoja� vNPD� ir� šiam� procesui� n�ra� reikalinga� virusin�s�

RNR� bei� kiti� viruso� baltymai� (Fooks� ir� kt.,� 1995;� Spehner� ir� kt.,� 1991).� Nors�

žinduoli�� l�stel�se� susintetini� rekombinantiniai� paramikso� virus�� N� baltymai�

savo� savyb�mis� yra� panaš�s� �� natyvius� analogiškus� paramikso� virus�� N�

baltymus,� ta	iau� naudojant� ši�� heterologini�� baltym�� sintez�s� sistem��

ne�manoma�gauti�dideli��N�baltymo�kieki�.�Taip�pat��vairi��paramikso�virus��N�

baltymai� s�kmingai� buvo� susintetinti� ir� vabzdži�� l�stel�se,� naudojant�

bakulovirus��pagrindu�sukonstruot��svetim��baltym��sintezei�skirt��vektori��

(Fooks� ir� kt.,� 1993).� Buvo� nustatyta,� kad� vabzdži�� l�stel�se� susintetinti�

paramikso�virus��N�baltymai�taip�pat�formuoja�vNPD�nesant�virusin�s�RNR� ir�

kit��viruso�baltym�.�Naudojant�vabzdži�� l�steles�paramikso�virus��N�baltym��

sintezei� yra� gaunami� gana� dideli� ši�� baltym�� kiekiai.� Be� to,� šioje� sistemoje�

susintetint��paramikso�virus��N�baltym��formuojamas�vNPD�galima�išgryninti�

naudojant� paprastus� gryninimo� metodus,� juos� centrifuguojant� per� tank��

sacharoz�s�tirpalo�sluoksn�,�o�po�to�CsCl�tankio�gradiente.�Vabzdži�� l�stel�se�

susintetint��paramikso�virus��N�baltym��formuojamos�vNPD,� jas�stebint�EM,�

yra�labai�panašios���paramikso�virus��nukleokapsid�,�kuri�formuojasi�ši��virus��

infekcij�� metu� žinduoli�� l�stel�se� (Bhella� ir� kt.,� 2002;� Bhella� ir� kt.,� 2004;�

Schoehn�ir�kt.,�2004).�Ta	iau�rekombinantini��baltym��formuojamos�vNPD�yra�

šiek�tiek� ilgesn�s� ir�turi�mažesn�� lyginam�j��svor��(Fooks� ir�kt.,�1993).�Taip�gali�

b�ti� d�l� to,� kad� vabzdži�� l�stel�se� susintetint�� paramikso� virus�� N� baltym��

formuojamos� vNPD� yra� be� virusin�s� RNR,� kuri� suteikia� nukleokapsidei�

papildom��svor�� ir,�galb�t,�riboja�jos� ilg�.�Yra�manoma,�kad�vabzdži�� l�stel�se�
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susintetinti� paramikso� virus�� N� baltymai� renkasi� �� virus�� nukleokapsid��

primenan	ius� darinius� nes�veikaudami� su� RNR� arba� šiems� dariniams�

susiformuoti� reikalinga� nespecifin�� s�veika� su� vabzdži�� l�stel�s� citoplazmoje�

esan	ia� RNR� (Fooks� ir� kt.,� 1993).� Taip� pat� buvo� nustatyta,� kad� vabzdži��

l�stel�se� susintetint�� tym�� viruso� N� baltym�� formuojamos� vNPD,� jas�

išgryninus,� yra� labai� imunogeniškos� ir� reaguoja� su� sveikstan	i�� nuo� tym��

pacient�� kraujo� serumu.� Tod�l� šioje� sistemoje� susintetintas� tym�� viruso� N�

baltymas�gali�b�ti�s�kmingai�naudojamas�šio�viruso� infekcij��diagnostikai.�Be�

to,� vabzdži�� l�stel�se� susinetint�� paramikso� virus�� N� baltym�� formuojamos�

vNPD� yra� s�kmingai� naudojamos� detaliems� ši�� virus�� nukleokapsid�s�

morfologijos� tyrimams� (Bhella� ir� kt.,� 2002).� Nors� vabzdži�� l�steli��

heterologini�� baltym�� sintez�s� sistema� puikiai� tinka� paramikso� virus�� N�

baltym�� sintezei,� ta	iau� naudojant� ši�� sistem�� n�ra� paprasta� gauti� didelius�

biomas�s�kiekius,�d�l�to,�norint�gauti�didelius�kiekius�N�baltym�,�b�t��patogu�

naudoti�mieli��arba�bakterij��sistemas�skirtas�svetim��baltym��sintezei.�Keleto�

paramikso�virus��N�baltym��buvo�m�ginta�susintetinti�bakterijose�(Warnes� ir�

kt.,� 1995).� Ta	iau� bakterijose� susintetinti� paramikso� N� baltymai� neformuoja�

toki�� vNPD,� kurias� formuoja� tie� patys� N� baltymai,� susintetinti� aukštesni�j��

eukariot�� svetim�� baltym�� sintez�s� sistemose.� Bakterijose� susintetintas�

žmogaus�respiracinio�sincitinio�viruso�N�baltymas�formuoja�tik�nukleokapsid�s��

žiedus,� kuriuos� sudaro� dešimt� arba� vienuolika� tarpusavyje� susijungusi�� N�

baltym��(Tawar�ir�kt.,�2009).�Taip�pat�bakterijose�susintetinti�paramikso�virus��

N� baltymai� yra� neimunogeniški,� prasti� diagnostiniai� reagentai.� Matyt,� šioje�

sistemoje� susintetinti� N� baltymai� skiriasi� savo� erdvine� strukt�ra� nuo� natyvi��

baltym�� (Warnes� ir� kt.,� 1994).� Paramyxoviridae� šeimos� kiaulyt�s� ir� tym��

virus��N�baltymai�buvo�s�kmingai�susintetinti�miel�se�S.cerevisiae�ir�P.pastoris�

(Samuel�ir�kt.,�2002;�Samuel�ir�kt.,�2003;�Slibinskas�ir�kt.,�2004;�Slibinskas�ir�kt.,�

2003).� Buvo� gautos� didel�s� ši�� baltym�� išeigos.� Nustatyta,� kad� miel�se�

susintetinti� kiaulyt�s� ir� tym�� virus�� N� baltymai� formuoja� vNPD,� yra�
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imunogeniški,� pasižymi� natyviems� N� baltymams� b�dingomis� antigenin�mis�

savyb�mis,� tod�l� buvo� s�kmingai� pritaikyti� ši�� virus�� infekcij�� serologinei�

diagnostikai.� Tai� pat� naudojant� miel�se� susintetintus� rekombinantinius�

kiaulyt�s� ir� tym�� virus�� N� baltymus� buvo� gauti� specifiniai� šiems� virusams�

antik�nai�(Žvirblien��ir�kt.,�2007).�
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2.�TYRIM��METODIKA�

�

2.1.�MEDŽIAGOS�

2.1.1.�Reagentai�

Visi�šiame�darbe�naudoti�reagentai�yra�aukš	iausios�prieinamos�kokyb�s.�

Ruošiant� tirpalus� reagentai� tirpinti� vandenyje,� jei� darbe� pateiktose�

metodikose�nenurodyta�kitaip.�

�

2.1.2.�Fermentai�

Veršelio� žarn�� šarmin�� fosfataz�,� DNR� polimeraz�s,� T4� DNR� ligaz�,�

dezoksiribonukleaz��I,� ribonukleaz�� A� ir� visos� darbe� naudotos� restrikcijos�

endonukleaz�s�buvo�pagamintos�uždaroje�akcin�je�bendrov�je�„Fermentas“.�

�

2.1.3.�Oligonukleotidai�

DNR�padauginimui�PGR�metodu�naudoti�oligonukleotid��pradmenys:��

1. Sintetinant�SeV�N�gen��raiškai�miel�se�S.cerevisiae:�

� 5‘�–�CAACTAGTACAATGGCTGGATTGTTGAGCACC�

� 3‘�–�GTACTAGTTTAGATTCCTCCTACCCCAGCT�

2. Sintetinant�hPIV1�N�gen��raiškai�miel�se�S.cerevisiae:��

���� 5‘�–�AAACTAGTACAATGGCAGGTCTACTAAGTACT�

� 3‘�–�AGTACTAGTTTAAATTCCTCCTATCCCTGCAGCCGC�������

3. Sintetinant�hPIV3�N�gen��raiškai�miel�se�S.cerevisiae:�

� 5‘�–�TATTCTAGAACAATGTTGAGCCTATTTGATACATTTA�

� 3‘�–�TTGTCTAGATTAGTTGCTTCCAAATGCATTAAACAGA�

4. Sintetinant�hRSV�N�gen��raiškai�miel�se�S.cerevisiae:�

� 5‘�–�GCAACTAGTACAATGGCTCTTAGCAAAGTCAAGTTG�

� 3‘�–�TTTACTAGTTTAAAGCTCTACATCATTATCT�

5. Sintetinant�NiV�N�gen��raiškai�miel�se�S.cerevisiae:�

������� 5‘�–�AAAACTAGTACAATGAGTGATATCTTTGAAGAG�
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� 3‘�–�AAAACTAGTTTACACATCAGCTCTGACGAAATCT�

6. Sintetinant�HeV�N�gen��raiškai�miel�se�S.cerevisiae:�

����� 5‘�–�AGAACTAGTACAATGAGTGATATATTTGACGAG�

� 3‘�–�GATACTAGTTTACACGTCTGCTCTAACAAAG�

7. Sintetinant�MenV�N�gen��raiškai�miel�se�S.cerevisiae:�

������ 5‘�–�TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC�

� 3‘�–�ACATCTAGAAATGATACTTGGGC�

8. Sintetinant�NiV�N(N1�399)�gen��raiškai�miel�se�S.cerevisiae:�

�� 5‘�–�AAAACTAGTACAATGAGTGATATCTTTGAAGAG�

� 3‘�–�AAAACTAGTTTATGTTTCCTGAACTGCAGCAGCG�

9. Sintetinant�HeV�N(N1�399)�gen��raiškai�miel�se�S.cerevisiae:�

����� 5‘�–�AGAACTAGTACAATGAGTGATATATTTGACGAG�

� 3‘�–�GTACTAGTTTAGATTCCTCCTACCCCAGCT�

10. Sintetinant�MenV�N(N1�399)�gen��raiškai�miel�se�S.cerevisiae:�

� 5‘�–�TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC�

� 3‘�–�AGATCTAGATTAGGTGACTGCTGCTGACATATCC�

11. Sintetinant�MenV�N(C6His)�gen��raiškai�miel�se�S.cerevisiae:�

� 5‘�–�TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC�

� 3‘�–�GTTATTAGTAGTCTAGATTAGTGATGGTGATGGTGATGCAT�

12. Sintetinant�MenV�N(N1�400+C6His)�gen��raiškai�miel�se�S.cerevisiae:�

� 5‘�–�TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC�

� 3‘�–�GTTATTAGTAGTCTAGATTAGTGATGGTGATGGTGATGTCT�

13. Sintetinant�MenV�N(N1�430+C6His)gen��raiškai�miel�se�S.cerevisiae:�

� 5‘�–�TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC�

� 3‘�–�GTTATTAGTAGTCTAGATTAGTGATGGTGATGGTGATGATT�

14. Sintetinant�MenV�N(N1�460+C6His)�gen��raiškai�miel�se�S.cerevisiae:�

� 5‘�–�TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC�

� 3‘�–�GTTATTAGTAGTCTAGATTAGTGATGGTGATGGTGATGGGG�

�
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15. Sintetinant�MenV�N(N1�490+C6His)�gen��raiškai�miel�se�S.cerevisiae:�

� 5‘�–�TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC�

� 3‘�–�GTTATTAGTAGTCTAGATTAGTGATGGTGATGGTGATGCC�

16. Sintetinant� TyV�N(N1�400)� koduojan	i�� DNR� sek�� klonavimui� E.coli�

bakterijose:�

� 5‘�–�TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC�

� 3‘�–�TTACTAGTTTAATGCATTGCAATCTCTGAAACAAGC�

17. Sintetinant� hRSV�N(C275�392)� koduojan	i�� DNR� sek�� klonavimui� E.coli�

bakterijose:�

� 5‘�–�AGTTATGCATGCTAGTGTGCAAGCA�

� 3‘�–�TTTACTAGTTTAAAGCTCTACATCATTATCT�

18. Sintetinant� chimerin�� N(TyV�N�N1�400+hRSV�N�C275�392)� gen�� raiškai� miel�se�

S.cerevisiae:�

� 5‘�–�TTACTAGTACAATGGCCACACTTTTAAGGAGC�

� 3‘�–�TTTACTAGTTTAAAGCTCTACATCATTATCT�

� � �

Oligonukleotid��pradmenys�DNR�sekos�nustatymui�

1. �� pFGG3� plazmide� �klonuotos� sekos� nustatymui� skirti� GAL7� geno�

promotoriaus�ir�transkripcijos�terminatoriaus�pradmenys:�

�������������� GAL7P�–�ATTATGCAGAGCATCAACATG�

� GAL7T�–�GTCTTTGTAGATAATGAATCTG�

2. ��pBluescript�plazmide��klonuotos�sekos�nustatymui�skirti�pradmenys:�

�������������� M13/pUC�22�mer�–�GCCAGGGTTTTCCCAGTCACGA�

� M13/pUC�24�mer�–�GAGCGGATAACAATTTCACACAGG�

�

2.1.4.�Bakterij
�ir�mieli
�terp�s,�l�steli
�auginimo�s�lygos�

LB�terp��(Sambrook�ir�kt.,�1989)��� 1�%�peptonas�

� 0.5�%�mieli��ekstraktas�

� 0.75�%�NaCl�
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Agarizuota�LB�terp��(Sambrook�ir�kt.,�1989)� 2�%�agaras�

� 1�%�peptonas�

� 0.5�%�mieli��ekstraktas�

� 0.75�%�NaCl�

MEPD�terp��(Guthrie�ir�Fink,�1991)� 2�%�gliukoz��

� 2�%�peptonas�

� 1�%�mieli��ekstraktas�

Agarizuota�MEPD�terp��(Guthrie�ir�Fink,�1991)� 2�%�agaras�

� 2�%�gliukoz��

� 2�%�peptonas�

� 1�%�mieli��ekstraktas�

MEPG�terp��(Guthrie�ir�Fink,�1991)� 2.5�%�galaktoz��

� 2�%�peptonas�

� 1�%�mieli��ekstraktas�

Agarizuota�MEPG�terp��(Guthrie�ir�Fink,�1991)� 2�%�agaras�

� 2�%�galaktoz��

� 2�%�peptonas�

� 1�%�mieli��ekstraktas�

�

E.coli� l�stel�s� buvo� auginamos� agarizuotoje� arba� skystoje� terp�je� 37°C�

temperat�roje.� Bakterini�� transformant�� atrankai� ir� auginimui� �� terpes� buvo�

pridedama�50��g/ml�ampicilino.�Mieli�� l�stel�s�buvo�auginamos�agarizuotoje�

arba� skystoje� terp�je� 28�30°C� temperat�roje.� S.cerevisiae� transformant��

atrankai� ir� biomas�s� auginimui� �� agarizuot�� bei� skyst�� MEPD� terpes� buvo�

pridedama�po�0.0125�%�formaldehido.�
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2.1.5.�Bakterij
,�mieli
�kamienai�ir�plazmid�s�

Plazmidži�� konstravimui� naudoti� Escherichia� coli� kamienas� DH5�� (F–�

gyrA96�(Nalr)�recA1�relA1�endA1�thi�1�hsdR17�(rk–mk+)�glnV44�deoR��(lacZYA�

argF)U169�[�80d�(lacZ)M15]).�

Transformant�� gavimui� naudoti� mieli�� Saccharomyces� cerevisiae�

kamienai:�AH�22�214�(a�ura3�leu2�his3),�214�pep4�(a�ura3�leu2�his3��pep4)�ir�

FH4�(a/�).�

�

Plazmid�s:�

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�–�mieli��S.cerevisiae�svetim��baltym��sintez�s�vektorius� (Slibinskas� ir�

kt.,�2004)�

pBluescript�II�KS(+)�–�klonavimo�vektorius,�ApR;�ColE1�replikonas�(Alting�Mees�

ir�Short,�1989)�

pBluescript�II�KS(�)�–�klonavimo�vektorius,�ApR;�ColE1�replikonas�(Alting�Mees�

ir�Short,�1989)�

�

2.2.�METODAI�

2.2.1.�DNR�padauginimas�PGR�metodu�

Polimerazin�s� grandinin�s� reakcijos� mišiniai� sudaryti� pagal� gamintojo�

rekomendacijas� (UAB� “Fermentas”,� 2004�2005)� su� 2.5�mM� MgSO4�

koncentracija�galutiniame�mišinyje.�Dauginant�N�genus,�skirtus�raiškai�miel�se�

S.cerevisiae,� buvo� naudota� Pfu� DNR� polimeraz�� (UAB� “Fermentas”).� PGR�

vykdyta� "Eppendorf� Mastercycler"� DNR� amplifikatoriuje� gamintojo�
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rekomenduotomis� s�lygomis� (UAB� „Fermentas”),� atliekant� 30� amplifikacijos�

cikl��ir�parenkant�pradmen��prisijungimo�temperat�r��atsižvelgus���konkre	iu�

atveju�naudotus�pradmenis.�

�

2.2.2.�DNR�elektroforez��agaroz�s�gelyje�

DNR� elektroforez�� buvo� atliekama� 0.8�1.4�%� agaroz�s,� ištirpintos� TAE�

buferyje� (0.04�M� Tris�acetato� ir�0.2�mM� EDTA),� geliuose�su�0.1��g/ml�etidžio�

bromidu,� naudojant� horizontalias� agaroz�s� plokšteles� ir� veikiant� 10�V/cm�

stiprumo� �tampa.� Elektroforez�s� aparato� talpa� taip� pat� buvo� užpildoma� TAE�

buferiu.�Pasibaigus�elektroforetiniam� frakcionavimui�geliai�buvo�analizuojami�

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

�

2.2.3.�DNR�fragment
�išskyrimas�iš�agaroz�s�gelio�

Šiam� tikslui� ruošiant� agaroz�s� gel�� naudojamos� pla	ius� takelius�

formuojan	ios�šukos.���vien��ar�kelis�takelius��nešamas�DNR�fragment��mišinys�

(5�20��g�DNR� ��vien��takel�).� ��gretimus�takelius� �nešami�DNR� fragment�� ilgio�

standartai.� Po� elektroforez�s� UV� šviesoje� gelyje� pažymima� vieta,� kurioje�

išsid�st�s� reikiamo� dydžio� fragmentas.� Išpjauta� agaroz�s� juostel�� su� DNR�

fragmentu� susmulkinama� ir� patalpinama� �� „Eppendorf“� firmos�

mikrocentrifugos� m�gintuv�l�.� DNR� fragmentai� iš� agaroz�s� gelio� buvo�

išskiriami� naudojant� „Amresco“� agaroz�s� gelio� ekstrahavimo� rinkin�� K220–

50RXN�gamintojo�rekomenduotomis�s�lygomis�(Amresco,�JAV).�

�

2.2.4.�Plazmidin�s�DNR�skyrimas�iš�E.coli�l�steli
�

Plazmidin��DNR�buvo�skiriama�šarmin�s�liz�s�metodu.�Priklausomai�nuo�

eksperimento�tikslo�buvo�naudojamos��vairios�šio�metodo�modifikacijos.�

�

Plazmidini��DNR�minipreparat��ruošimas�

Šis�metodas�naudojamas�norint�atlikti�plazmidži��restrikcin��analiz�.�
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Plazmidiniai� DNR� minipreparatai� buvo� paruošti� naudojant� UAB�

„Fermento“� „GeneJETTM� Plazmid� Miniprep� Kit“� rinkin�� gamintojo�

rekomenduotomis�s�lygomis�(UAB�„Fermentas“).�

�

Plazmidini��DNR�midipreparat��ruošimas�

Šis�metodas�naudojamas�norint�išskirti�didesn��kiek��plazmidin�s�DNR.�

Tiriama� kolonija� užs�jama� �� 200�ml� skystos� LB� terp�s� su� ampicilinu,�

auginama� per� nakt�,� maišant� purtykl�je� 200�aps/min� grei	iu� 37°C�

temperat�roje.� Centrifuguojama� 5�min� 1600�x�g� atitinkan	ia� išcentrine� j�ga�

0°C�temperat�roje.�Supernatantas�nupilamas,�l�stel�s�suspenduojamos�20�ml�

distiliuoto� vandens.� Prie� gautos� l�steli�� suspensijos� prid�jus� 2� t�rius�

0.2�N�NaOH�–�1�%�NDS� tirpalo,� mišinys� švelniai� sumaišomas,� 5�min� laikomas�

kambario�temperat�roje.�Po�to�pridedama�1.5�t�rio�3�M�NaAc�tirpalo�(pH�4.8).�

Gerai� sumaišoma,� palaikoma� 0.5�1�val� 4°C� temperat�ros� šaldytuve� ir�

centrifuguojama� 15�25�min� 8.000�x�g� atitinkan	ia� išcentrine� j�ga� 0°C�

temperat�roje.� DNR� iš� supernatanto� išsodinama� pridedant� lyg�� t�r��

izopropanolio.� Centrifuguojama� 20�min� 8000�aps/min� grei	iu.� Nuos�dos�

ištirpinamos� 4�ml� vandens.� Po� to� pridedama� 0.5� t�rio� 12�M� LiCl� tirpalo,�

laikoma� 0.5�1� val� 4°C� temperat�roje.� Centrifuguojama� 10�min� 10.000�x�g�

atitinkan	ia� išcentrine� j�ga.�Plazmidin��DNR� iš�supernatanto� išsodinama�0.65�

t�rio� izopropanolio.�Centrifuguojama�10�min�2500�aps/min�grei	iu.�Nuos�dos�

praplaunamos� 70�%�etanoliu,� tirpinamos� 400�µl� vandens,� �� kur�� �dedama�4�µl�

10�mg/ml� RNRaz�s.� Laikoma� 20�min� 37°C� temperat�ros� termostate.� Po� to�

užpilama� lygiu� t�riu� fenolio–chloroformo� mišiniu.� Gerai� sumaišoma� ir�

centrifuguojama�3�min�12.000�x�g�atitinkan	ia�išcentrine�j�ga.�Vandenin��faz��

nusiurbiama,�pridedama�1/10�t�rio�3�M�NaAc�tirpalo�(pH�5.2)� ir�2�t�riai�96�%�

etanolio.� Gerai� sumaišius� laikoma� 20�min� –70°C� temperat�ros� šaldytuve� ir�

centrifuguojama�10�min�12.000�x�g�atitinkan	ia�išcentrine�j�ga.�DNR�nuos�dos�
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por�� kart�� praplaunamos� 70�%� etanoliu,� išdžiovinamos� ir� ištirpinamos�

dejonizuotame�vandenyje�(Sambrook�ir�kt.,�2001).�

�

2.2.5.�DNR�hidroliz��restrikcijos�endonukleaz�mis�

DNR� hidroliz�� vykdoma� optimaliomis� (buferiniai� tirpalai� bei� inkubacijos�

temperat�ra� buvo� parenkami� pagal� gamintojo� rekomendacijas)� kiekvienai�

restrikcijos� endonukleazei� s�lygomis� (UAB� „Fermentas“).� 1��g� DNR�

hidrolizuoti� imami� 1�2� restrikcijos� endonukleaz�s� aktyvumo� vienetai� ir�

reakcijos� mišinys� inkubuojamas� 1�2� val� Po� inkubacijos,� reakcijos� mišin��

naudojant� elektroforetiniam� DNR� frakcionavimui,� �� 10��l� m�gin�� b�davo�

pridedama� 1��l� dažo� (0.04�%� bromfenolio� m�lio,� 0.04�%� ksilolcianolio,� 30�%�

glicerino).�Jei�restrikcijos�endonukleaze�paveikta�DNR�buvo�naudojama�kitose�

fermentin�se� reakcijose,� reakcijos� mišinys� buvo� ekstrahuojamas� fenolio–

chloroformo�mišiniu�ir�išsodinamas�etilo�alkoholiu.�

�

2.3.6.�DNR�5`�fosforo�grup�s�pašalinimas�

DNR� 5`� fosforo� grup�s� pašalinimui� buvo� naudojama� šarmin�� fosfataz��

išskirta� iš� veršiuko� žarn�� (CIAP).� Reakcija� vykdoma� gamintojo�

rekomenduotomis� s�lygomis� (UAB� “Fermentas”).� Po� reakcijos� mišinys� buvo�

ekstrahuojamas�fenolio�chloroformo�mišiniu�ir�išsodinamas�etilo�alkoholiu.�

�

2.3.7.�DNR�ligavimas�

DNR� ligavimo� reakcija� buvo� vykdoma� ligavimo� buferyje� 2�val� 25°C�

temperat�roje� arba� per� nakt�� 4°C� temperat�roje,� prid�jus� 1�5�vnt� T4� DNR�

ligaz�s� (UAB� „Fermentas“).� Vektoriaus� ir� DNR� fragment�� santykis� ligavimo�

mišinyje� 1:4.� �vykus� reakcijai,� ligavimo� mišiniu� (T4� DNR� polimeraz��

inaktyvuojama� laikant� 10�min� 65°C� temperat�roje)� transformuojamos�

kompetentin�s�E.coli�l�stel�s.�

�
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2.2.8.�E.coli�kompetentini
�l�steli
�paruošimas�

E.coli�kolonija�inkubuojama�per�nakt��5�ml�LB�terp�s�37°C�temperat�roje,�

purtant�200�rpm�grei	iu.�Ši�kult�ra�skiedžiama�50�100�kart��ta�pa	ia�terpe� ir�

auginama�apie�2.5�val�(kol�l�steli��kult�ros�tankis�pasiekia�0.6�optinio�vieneto�

prie�550�nm�bangos�ilgio)�tomis�pa	iomis�s�lygomis.�Auginim��nutraukus�visos�

tolesn�s� proced�ros� atliekamos� ledo� vonioje.� L�stel�s� surenkamos�

centrifuguojant� 10�min� 800�x�g� atitinkan	ia� išcentrine� j�ga.� Supernatantas�

nupilamas,� l�stel�s� suspenduojamos� 5�ml� I� tirpalo� (100�mM� NaCl,� 5�mM�

MgCl2,� 5�mM� Tris�HCl,� � pH�7.5�8)� ir� v�l� centrifuguojama� tomis� pa	iomis�

s�lygomis.�Supernatantas�nupilamas,�l�stel�s�suspenduojamos�2.5�ml�II�tirpalo�

(100�mM�CaCl2,�5�mM�MgCl2,�5�mM�Tris�HCl,��pH�7.5�8)�ir�ši�suspensija�laikoma�

0.5�1� valand�.� Po� to� l�stel�s� centrifuguojamos� tomis� pa	iomis� s�lygomis.�

Supernatantas� nupilamas,� l�stel�s� suspenduojamos� 1/15� pradinio� t�rio� II�

tirpalo�ir�naudojamos�transformacijai.�

�

2.2.9.�E.coli�kompetentini
�l�steli
�transformacija�

Vykdant� transformacij�� vienam� m�giniui� imama� 200��l� kompetentin�s�

kult�ros� ir� 1�5��g� ligavimo� mišinio� DNR� (20�µl� ligavimo� mišinio)� arba� 0.04�

0.1��g�natyvi��plazmidži��DNR.�Kompetentini�� l�steli�� ir�DNR�mišinys�30�min�

laikomas� lede,� po� to� pernešamas� �� 42°C� temperat�ros� vandens� voni�� ir�

inkubuojamas� 1.5�min,� v�liau� 1�2�min� laikomas� lede.� Po� to� DNR� ir� l�steli��

mišinys� užpilamas� 1�ml� LB� terp�s� ir� 1�val� inkubuojamas� 37°C� temperat�roje.�

L�stel�s� nusodinamos� centrifuguojant� 5�min� 1600�x�g� atitinkan	ia� išcentrine�

j�ga� ir� išs�jamos� ant� agarizuotos� LB� terp�s� su� ampicilinu.� L�kštel�s�

inkubuojamos�37°C�temperat�roje�per�nakt�.�
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�

2.2.10.�Mieli
� Saccharomyces� cerevisiae� transformacija� plazmidine� DNR� ir�

transformuot
�mieli
�l�steli
�užšaldymas�ilgalaikiam�saugojimui�

�� 5�ml� MEPD� terp�s� užs�jamas� mieli�� kamienas,� kuris� bus� naudojamas�

transformacijai.� Auginama� per� nakt�� 30°C� temperat�ros� kratytuve.� Kult�ra�

skiedžiama� ta� pa	ia� terpe� ir� inkubuojama� 30°C� temperat�ros� kratytuve� iki�

optinio� tankio� 1�1.5� (bangos� ilgis� 600�nm).� L�stel�s� centrifuguojamos� 5�min�

800�x�g� atitinkan	ia� išcentrine� j�ga.� Plaunamos� 5�ml� TE� (10�mM� Tris�HCl,�

0.1�mM� EDTA,� pH�7.5)� buferio� ir� v�l� nucentrifuguojamos� tomis� pa	iomis�

s�lygomis.� L�stel�s� suspenduojamos� 3�ml� 0.1�M� LiCl� (ištirpinto� TE� buferyje)�

tirpalo� ir� inkubuojamos� 1�val� 30°C� temperat�roje.� Po� to� nusodinamos�

centrifuguojant� 5�min� 800�x�g� atitinkan	ia� išcentrine� j�ga� ir� suspenduojamos�

100��l�0.1�M�LiCl�tirpalo.�

Transformacijai� naudojama� 15��l� aukš	iau� aprašytu� b�du� gaut��

kompetentini�� l�steli�� ir�5��l�plazmidin�s�DNR.�Mišinys� inkubuojamas�30�min�

25�30°C�temperat�roje.�Po�to�pridedama�2�t�riai�50�%�PEG�4000�(TE�buferyje),�

inkubuojama� 1�val� 30°C� temperat�roje,� 20�min� laikoma� 42°C� temperat�roje.�

Tada� mišinys� užpilamas� 1�ml� MEPD� terp�s� ir� inkubuojama� per� nakt�� 30°C�

temperat�ros� termostate.� Po� 12�16�val� inkubacijos� �� terp�� pridedama�

vandeniu� praskiesto� formaldehido� tirpalo,� iki� 0.0125�%� galutin�s� jo�

koncentracijos.� Inkubuojama� 2�3� val� Tada� l�stel�s� nusodinamos� 6� sekundes�

centrifuguojant� stalin�je� mikrofugoje� ir� išs�jamos� ant� agarizuotos� MEPD�

terp�s� su� � 0.0125�%� formaldehido.� Po� dviej�� dien�� išaug�� transformant��

kolonijos� pers�jamos� ant� MEPD� terp�s� su� 0.025�%� formaldehido.� Tolesnei�

analizei�imami�tik�gerai�šioje�terp�je�augantys�transformantai.�

Gauti� patikrinti� mieli�� transformantai� užšaldomi� ilgalaikiam� saugojimui�

MEPD�terp�je�su�glicerinu.�Tuo�tikslu�S.cerevisiae�transformant��kolonija�per�

nakt�� auginama� 5�ml� MEPD� terp�s� su� formaldehidu� 30°C� temperat�ros�

kratytuve� iki� 6�10� optinio� tankio� vienet�� (esant� 600�nm� bangos� ilgiui),� tada�
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l�stel�s� centrifuguojamos� 5�min� 800�x�g� atitinkan	ia� išcentrine� j�ga� ir�

suspenduojamos� 1�ml� MEPD� terp�s� su� 18�%� glicerino.� Gauta� suspensija�

nedelsiant�užšaldoma�–70°C�temperat�roje�ir�saugoma.�

�

2.2.11.�S.cerevisiae�transformant
�auginimas�ir�indukcija�

S.cerevisiae�transformantai�auginami�24�val�30°C�temperat�roje,�purtant�

kratytuve� 250�rpm� grei	iu,� skystoje� MEPD� terp�je� su� formaldehidu.� L�stel�s�

atskiriamos� nuo� terp�s� centrifuguojant� 5�min� 800�x�g� atitinkan	ia� išcentrine�

j�ga� ir�suspenduojamos� indukuojan	ioje�terp�je�MEPG�su�tokia�pat�0.0125�%�

formaldehido� koncentracija.� Indukcija,� palaikant� tokias� pat� inkubacijos�

s�lygas,�vykdoma�24�val�Tada�l�stel�s�v�l�nucentrifuguojamos�taip�pat,�gautos�

biomas�s� užšaldomos� ir� ardomos� iškarto� arba� koncervuojamos� ilgesniam�

laikui�–70°C�temperat�roje.�

�

2.2.12.� Suardyt
�mieli
� l�steli
� suspensijos�paruošimas� ir� tiriam
�baltym
�

sintez�s�lygio�nustatymas�

Indukuotos� mieli�� l�stel�s� surenkamos� 5� min� centrifuguojant� 800�x�g�

atitinkan	ia� išcentrine� j�ga.� Supernatantas� nupilamas,� l�stel�s�

suspenduojamos� vandenyje� ir� centrifuguojamos� taip� pat.� Supernatantas�

nupilamas,�centrifuguojama�30�sek.�L�steli��biomas��pasveriama�ir��dedama���

ledo� voni�,� užpilama� ardymo� tirpalu� (AT� –� 50�mM� natrio� fosfatas,� pH�7.4,�

5�mM�EDTA,� 1�mM�PMSF� [fenilmetilsulfonyl� fluoridas� –� proteazi��

inhibitorius]),� ardymo� tripalo/l�steli�� svorio� santykis� 10:1,� l�stel�s�

suspenduojamos.� Pridedami� stiklo� rutuliukai.� Bandymams� naudotos� dr�gnos�

mieli�� biomas�s� ir� stiklo� rutuliuk�� svori�� santykis� –� 1:2.� 1�min� ardoma�

intensyviai� purtant� ant� kratykl�s,� 1�min� šaldoma� ledo� vonioje.� Atliekami� 8�

tokie� ciklai.� Tada� �� m�gintuv�l�� pridedamas� 2�×�NDS�PAGE� pavyzdži�� buferio�

(2.2.16.)� t�ris,� lygus� naudoto� ardymo� buferio� t�riui.� Gerai� sumaišius�

m�gintuv�lis� iš� ledo� vonios� iškart� perkeliamas� �� 100°C� temperat�r�� ir�
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inkubuojama�10�min�Taip�paruošti�m�giniai�frakcionuojami�NDS�PAGE�metodu�

(2.2.17.).�

N� baltym�� kiekis� suardytoje� mieli�� l�steli�� suspensijoje� (SLS)�

nustatytomas�lyginant�N�baltymo�kiek��SLS�su�žinomomis�išgryninto�N�baltymo�

koncentracijomis� baltym�� imunoblotingo� metodu� (2.2.18.)� naudojant�

specifinius� N� baltymui� antik�nus.� N� baltymo� kiekis� SLS� apskai	iuojamas�

naudojant� vaizdo� analiz�s� program�� ImageQuantTM�TL� (GE� Healthcare,� JAV).�

Apskai	iuotas� N� baltymo� kiek�� padalinamas� iš� bendro� SLS� baltym�� kiekio,�

nustatyto� Bradford� metodu� (2.2.15.),� ir� gaut�� reikšm�� padauginus� iš� 100�%�

apskai	iuojamas� santykinis� N� baltymo� kiekis.� Trijuose� identiškai� paruoštuose�

m�giniuose�suskai	iuojamas�santykinis�N�baltymo�kiekis,�šio�kiekio�vidurkis� ir�

standartinis�nuokrypis.�

�

2.2.13.� Baltym
� gryninimas� centrifuguojant� per� 30�%� sacharoz�s� tirpalo�

sluoksn��ir�cezio�chlorido�tankio�gradiente�

Visi� veiksmai� atliekami� šaldant� mieli�� l�steles� ledo� vonioje.� L�steli��

biomas�� suspenduojama� užpylus� du� t�rius� AT,� pridedama� 2� t�riai� stiklo�

rutuliuk�.�1�min�ardoma�intensyviai�purtant�ant�kratykl�s,�1�min�šaldoma�ledo�

vonioje.� Atliekami� 8� tokie� ciklai.� Tada� suardyta� mieli�� l�steli�� suspensija�

20�min� nucentrifuguojama� 10.000�x�g� atitinkan	ia� išcentrine� j�ga� (Beckman�

centrifuga,� JA�14� rotoriuje,� 12.000�aps/min)� 0°C� temperat�roje,�

supernatantas�–�tirpi��baltym��frakcija�–�surenkamas.�

Tirpi�� baltym�� frakcija� (TBF)� patalpinama� virš� 30%� sacharoz�s� tirpalo�

(ištirpintos� ardymo� tirpale)� sliuoksnio� ultracentrifuginiame� m�gintuv�lyje.�

Sacharoz�s� tirpalo� sluoksnis� ir� virš� jo� patalpinta� TBF� frakcija� 3� val�

centrifuguojama� 100.000� ×� g� atitinkan	ia� išcentrine� j�ga� (Beckman�Coultier�

ultracentrifuga,� Ti60� rotoriuje,� 38.000� aps/min)� 0°C� temperat�roje.�

Nucentrifugavus� gautos� baltymin�s� nuos�dos� ištirpinamos� ardymo� tirpale�

(bandymui�naudotos�biomas�s�svorio�ir�AT�t�rio�santykis�–�1:4).�
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Toliau�sacharoz�s�sluoksn���veik��N�baltymai�centrifuguojami�iš�skirtingos�

koncentracijos� CsCl� tirpalo� sluoksni�� (1.38;� 1.35;� 1.32;� 1.29;� 1.26�g/ml� AT)�

suformuotame� tankio� gradiente.� CsCl� tirpalo� sluoksniai� ir� virš� j�� patalpinti�

sacharoz�s� sluoksn�� �veik�� N� baltymai� 36� val� centrifuguojami� 100.000�×�g�

atitinkan	ia� išcentrine� j�ga� (Beckman�Coultier�ultracentrifuga,�Ti60� rotoriuje,�

38.000�aps/min)� 0°C� temperat�roje.� Po� šio� gryninimo� žingsnio� surenkamos�

1�ml�t�rio�CsCl�tirpalo�frakcijos�ir�išmatuojamas�j��tankis.�

�

2.2.14.�vNPD�pl	duriavimo�tankio�nustatymas�

Virusini�� baltym�� sudarom�� vNPD� pl�duriavimo� tankis� CsCl� gradiente�

buvo� nustatomas� refraktometru,� matuojant� CsCl� frakcij�� su� didžiausiomis�

vNPD� koncentracijomis� tank�� dejonizuoto� vandens� atžvilgiu� ir� išvedant� t��

frakcij�� tanki�� vidurk�.� Visais� tirt�� N� baltym�� atvejais� vNPD� pl�duriavimo�

tankis� buvo� nustatomas� keleto� (trij�� arba� daugiau)� nepriklausom�� baltym��

gryninimo� proced�r�� metu.� Atlikus� tris� nepriklausomus� bandymus�

apskai	iuojamas�vNPD�pl�duriavimo�tankio�vidurkis�ir�standartinis�nuokrypis.�

�

2.2.15.�Baltym
�koncentracijos�nustatymas�

Baltym�� koncentracija� buvo� nustatoma� Bradford� metodu� (Bradford�

1976).�Metodas�pagr�stas�baltym��sugeb�jimu�sudaryti�kompleksus�su�Kumasi�

briliantiniu�m�liu�G.�Kompleks��koncentracija�nustatoma�spektrofotometriškai�

(bangos� ilgis� 595�nm).� Tiriamo� baltymo� koncentracija� nustatytoma� pagal�

kalibracin�� kreiv�,� sudarom�� iš� žinom�� BSA� baltymo� koncentracij�� ir�

išmatuot��j��optini��tanki�.�

�

2.2.16.�Baltym
�m�gini
�paruošimas�NDS�PAGE�

Ruošiant�m�ginius,�SLS�arba�bet�kurios�gautos�skiriant�baltymus�frakcijos�

m�ginys� maišomas� su� 2�×�NDS�PAGE� pavyzdži�� buferiu� (0.125�M� Tris�HCl,�

pH�6,8,� 4�%� NDS,� 0.02�%� bromfenolio� m�lynojo,� 20�%� glicerino� ir� 2�%� 2�
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merkaptoetanolio)� santykiu� 1:1.� M�giniai� 10�min� virinami� 100°C�

temperat�roje.�

�

2.2.17.�Baltym
�elektroforez��poliakrilamidiniame�gelyje�

Elektroforezei� naudojamas� 12�%� skirstomasis� poliakrilamido� gelis� (12�%�

akrilamido/N,N’�metilenbisakrilamido� 30:0.8,� 0.375�M� Tris�HCl,� pH�8.8,� 0.1�%�

NDS,� 0.1�%� amonio� persulfato� ir� 0.001�%� TEMED),� ir� mažos� koncentracijos�

koncentruojantis� gelis� (4�%� akrilamido/N,N’�metilenbisakrilamido� 30:0.8,�

0.125�M� Tris�HCl,� pH�6.8,� 0.1�%� NDS,� 0.1�%� amonio� persulfato� ir� 0.001�%�

TEMED).� Elektroforezei� naudojamas� Tris�glicino/SDS� elektroforez�s� buferis�

(0.3�%�Tris,�1.44�%�glicinas�ir�0.1�%�NDS).�Ji�atliekama�vertikalios�elektroforez�s�

aparate,� palaikant� tokius� maksimalius� ribojan	ius� parametrus:� 60�mA�

nuolatin�s�srov�s�stipr��ir�200�V��tamp�.�

Po� elektroforez�s� gelis� dažomas� Kumasi� m�liu� (40�%� etanolis,� 0.1�%�

Coomassie�Brilliant�Blue�R�250,�10�%�acto�r�gštis)�30�min�švelniai�purtant,�po�

to�2�kartus�po�1�val�tokiomis�pat�s�lygom�plaunamas�blukinan	iu�tirpalu�(5�%�

acto�r�gštis,�10�%�etanolis).�

�

2.2.18.�Baltym
�imunoblotingas�

Atliekant� baltym�� imunobloting�� (BIB)� baltymai� iš� pradži��

išfrakcionuojami� 10�%� koncentracijos� PAA� gelyje� (sud�tis� tokia� pat,� kaip� ir�

aprašyto� 2.2.17.� skyrelyje,� tik� akrilamido/N,N’�metilenbisakrilamido� 30:0.8�

koncentracija� yra� 10�%)� elektroforez�s� b�du,� palaikant� 2.2.17.� sumin�tas�

s�lygas.� Apytiksliam� tiriam�� baltym�� dydžiui� nustatyti� kartu� frakcionuojami�

nudažyt�� baltym�� molekulinio� svorio� standartai� (pagaminti� UAB�

“Fermentas”).� Po� elektroforez�s� PAA� gelis� �merkiamas� �� baltym�� pernešimo�

bufer�� (10�%� metanolis,� 150�mM� glicinas,� 25�mM� Tris�HCl,� pH�8.3),� ten� pat�

�dedama� ir� forma� bei� dydžiu� gel�� atitinkanti� nitroceliuliozin�s� “Hybond�ECL”�

tipo� membranos� atraiža.� Laikoma� 10�min.� Tada� atliekamas� pussausis�
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išfrakcionuot�� baltym�� pernešimas� ant� nitroceliuliozin�s� membranos.� Ant�

baltym�� pernešimo� aparato� (“Biometra”)� katodinio� pado� viena� ant� kitos�

sudedamos�keturios�pernešimo�buferyje�sušlapintos�1�mm�storio�gelio�dydžio�

sugeriamo�popieriaus�atraižos.�Ant� j��dedama�pernešimo�buferyje�pamirkyta�

nitroceliuliozin�� membrana,� ant� kurios� viršaus� atsargiai� užklojamas� gelis� su�

tiriamais�baltymais.�Ant�šio�sumuštinio�viršaus�v�l�dedamos�keturios�tokio�pat�

dydžio�sušlapintos�sugeriamo�popieriaus�atraižos.�Viskas�iš�viršaus�prislegiama�

anodiniu� aparato� padu� ir� 40�min� vykdomas� baltym�� pernešimas� iš� gelio� ant�

membranos,�palaikant�pastovi��12�V��tamp�.��

Po� pernešimo� membranoje� su� prisitvirtinusiais� baltymais� lik�s�

“neužimtas”� plotas� 1�val� kambario� temperat�roje� blokuojamas� 5�%� pieno�

milteli�,� ištirpint�� TTBS� buferyje� (0.5�M� NaCl,� 20�mM� Tris�HCl,� pH�7.6,� 0.1�%�

Tween20),� tirpale.� Trumpai� praskalavus� TTBS,� membrana� 1�val� orbitaliniame�

hibridizatoriuje�(“Biometra”)�25°C�temperat�roje�plaunama�su�0.1�0.2�ml/cm2�

t�rio� reikiamai� TTBS� buferyje� praskiestu� pirmini�� antik�n�� prieš� tiriam��

baltym�� tirpalu� (praskiedim�� nurodo� gamintojas).� Neprisijung�� pirminiai�

antik�nai� nuo� membranos� atplaunami� 3� kartus� po� 15�min� inkubuojant� su�

1.5�ml/cm2� t�rio� TTBS� buferiu� tomis� pat� s�lygomis.� Tada� 1�val� plaunama� su�

TTBS�praskiestu�antrini��antik�n�,�konjuguot��su�krien��peroksidaze,�tirpalu,�

kurio� t�ris� ir� praskiedimas� toks� pat� kaip� ir� pirmini�� antik�n�� atveju.�

Atplaunama�taip�pat,�kaip�ir�nuo�pirmini��antik�n�.�Prieš�ryškinim��membrana�

dar� 2� kartus� po� 5�min� atplaunama� 2�ml/cm2� t�rio� TBS� buferiu� (0.5�M� NaCl,�

20�mM� Tris�HCl,� pH�7.6),� kad� b�t�� pašalintas� �� TTBS� buferio� sud�t�� �einantis�

Tween20.� Su� antik�niais� reaguojan	i�� baltym�� juostel�s� ant� membranos�

išryškinamos�vykstant�krien��peroksidaz�s� fermentinei�reakcijai,�kurios�metu�

susidaro� spalvoti� junginiai.� Darbe� naudotas� ryškalas� su� 4�chloro�1�naftolio�

substratu�(15�mg�4�cloro�1�naftolio,�3�ml�etanolio,�25�ml�TBS,�20��l�30�%�H2O2,�

sud�t�� išvardinta� eil�s� tvarka)� arba� komercinis� UAB� “Fermentas”� gamybos�

“TMB�Blotting”�ryškalas�su�3,3’,5,5’�tetrametilbenzidino�(TMB)�substratu.�
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2.2.19.�Elektronin��mikroskopija�

Tiriami�m�giniai�buvo�užnešami�ant�anglimi�padengto�paladžio� tinklelio�

su� 400� aku	i�� ir� dažomi� 2�%� vandeniniu� uranilacetato� tirpalu.� Tinkleliai� su�

dažytais�pavyzdžiais�analizuojami�elektroniniu�mikroskopu�JEM�100S.�

�

2.2.20.�Visos�mieli
�l�stel�s�RNR�išskyrimas��

Visa� mieli�� l�stel�s� RNR� šiame� darbe� buvo� išskirta� r�gštaus� fenolio�

metodu� (Schmitt� ir� kt.,� 1990).� Miel�s� S.cerevisiae� užaugintos� 5�ml� MEPD�

terp�s,�indukuoti�5�ml�MEPG�terp�s.�L�stel�s�išsodintos�centrifuguojant�5�min�

800�x�g�atitinkan	ia�išcentrine�j�ga�ir�suspenduotos�400��l�AE�buferio�(50�mM�

natrio� acetato,� pH�5.3,� 10�mM� EDTA),� suspensija� perkeliama� �� Ependorf� tipo�

m�gintuv�l��ir�pridedama�40��l�10�%�NDS�tirpalo.�Sumaišius�pridedamas�lygus�

t�ris� r�gštaus� fenolio� (prisotinto� AE� buferiu� iki� pH�5.3),� sumaišoma� ir�

inkubuojama�65°C�temperat�roje�4�min.�Tada�mišinys�staigiai�atšaldomas�ledo�

vonioje� ir� inkubuojamas� kol� pasirodo� fenolio� kristalai� (3�5� min).�

Centrifuguojama�stalin�je�centrifugoje�12.000�x�g�atitinkan	ia� išcentrine� j�ga.�

Vandenin�� faz�� nusiurbiama� �� kit�� m�gintuv�l�� ir� ekstrahuojama� fenolio�

chloroformo� (1:1)� mišiniu� kambario� temperat�roje.� Vandenin�� faz��

perkeliama� �� m�gintuv�l�,� veikt�� 0.1�%� DEPC� (dietilpirokarbonato)� tirpalu,�

pridedama�1/10�t�rio�3�M�natrio�acetato�(pH�5.3,�veikto�DEPC)�tirpalo�bei�2.5�

t�rio� etanolio,� sumaišoma� ir� inkubuojama� 2�val� –70°C� temperat�roje.� RNR�

išsodinama�centrifuguojant�10�min�16.000�×�g�atitinkan	ia� išcentrine� j�ga�4°C�

temperat�roje,� nuos�dos� praplaunamos� 80�%� etanoliu� ir� suspenduojamos�

20��l� DEPC� veikto� vandens.� Išskirta� RNR� laikkoma� užšaldyta� –70°C�

temperat�roje.�

�
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2.2.21.�RNR�išskyrimas�iš�virus
�nukleokapsid�primenan�i
�darini
�

100� �g� išgrynint�� iš� N� baltym�� suformuot�� virus�� nukleokapsid��

primenan	i��daleli�� (vNPD)� ištirpinta�500��l� fosfatinio�buferio� (50�mM�natrio�

fosfatas,� pH�7.4,� 1�mM� EDTA).� Padalinus� ištirpintas� vNPD� �� dvi� lygias� dalis,�

viena� dalis� buvo� inkubuojama� 37°C� temperat�roje� 20�min,� esant� 10��g/ml�

DNaz�s�I� koncentracijai,� o� kita� –� 10��g/ml� RNaz�s�A� koncentracijai.� Po�

inkubacijos���abu�m�ginius�buvo�pridedama�1/10�t�rio�10�%�SDS�tirpalo�ir�lygus�

t�ris� r�gštaus� fenolio� bei� inkubuojama� 4�min� 65°C� temperat�roje,� o� po� to�

5�min� 0°C� temperat�roje.� Tada� abu� m�giniai� centrifuguojami� 3�min� stalin�je�

centrifugoje�kambario�temperat�roje�maksimaliu�grei	iu.�Toliau�visi�išskyrimo�

etapai� vykdomi� naudojant� tik� 0.1�%� DEPC� apdorotus� antgalius,� ependorfus,�

vanden�� ir� kitus� reikmenis,� tur�sian	ius� s�lyt�� su� tiriamu� m�giniu.�

Supernatantas� nusiurbiamas,� �� j�� pridedama� 1/10� t�rio� 3�M� natrio� acetato�

(pH�5.3),�2.5�t�rio�etanolio�bei�20��g/ml�glikogeno�ir�sumaišius�laikoma�–70°C�

per� nakt�.� RNR� išsodinama� centrifuguojant� stalin�je� centrifugoje� 15�min�

14.000�aps/min� grei	iu� 4°C� temperat�roje.� Nuos�dos� tirpinamos�

dejonizuotame� vandenyje.� Išskirta� RNR� laikoma� užšaldyta� –70°C�

temperat�roje.� Prieš� analiz�� �� m�ginius� buvo� pridedama� 1/10� t�rio�

10�×�DNaz�s� I� buferio� (UAB� „Fermentas“)� ir� 10��g/ml� DNaz�s�I� koncentracija�

arba� 10��g/ml� RNaz�s� A� koncentracija� ir� inkubuojama� 20�min� 37°C�

temperat�roje.�

�

2.2.22.�RNR�elektroforez��agaroz�s�gelyje�su�formaldehidu�

Prieš� elektroforez�� analizuojami� išskirtos� RNR� m�giniai� buvo� maišomi�

lygiomis� dalimis� su� 2�×�RNR� pavyzdži�� buferiu� (UAB� „Fermentas“),� turin	iu�

95�%� formamido� ir� 0.025�%� etidžio� bromido.� Tada� RNR� denat�ruojama� 70°C�

temperat�roje� 5�min� ir� atšaldoma� ledo� vonioje.� Taip� paruošti� m�giniai�

frakcionuojami� agaroz�s� gelyje� su� formaldehidu� (1�1.5�%� agaroz�s� ir� 2.2�M�

formaldehido� MOPS� buferyje),� (Sambrook� ir� Russell� 2001)�
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rekomenduojamomis� s�lygomis.� Elektroforez�� vykdoma� 4�5�val� MOPS�

buferyje� (0.2�M� MOPS� (3�[N�morpholino]propansulfonin�� r�gštis),� pH�7.0,�

20�mM� natrio� acetato� ir� 10�mM� EDTA,� pH�8.0),� palaikant� 5�V/cm� elektrinio�

lauko� stiprum�.� Po� elektroforez�s� gelis� analizuojamas� transiliuminatoriaus�

(“Fotodyne”)�UV�šviesoje.�

�

2.2.23.�RNR�hibridizacija�su�radioaktyviu�zondu�

Atliekant� RNR� hibridizacij�� buvo� naudojami� standartiniai� protokolai�

(Sambrook� ir� Russell� 2001).� Agaroz�s� gelyje� su� formaldehidu� išfrakcionuota�

RNR�buvo�pernešama�ant�nailonin�s�membranos�ir�imobilizuojama�UV�šviesa.�

Tada� atliekama� hibridizacija� su� 32P� žym�ta� totaline� mieli�� l�stel�s� RNR.� Po�

hibridizacijos� nailonin�s� membranos� analizuotos� autoradiografijos� b�du,�

naudojant� aparat�� Phosphor�Imager� (Amersham� Biosciences),� pagal�

gamintojo�rekomendacijas.�
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3.�DARBO�REZULTATAI�

Pagrindinis� šio� darbo� tikslas� buvo� susintetinti� Paramyxoviridae� šeimos�

virus�� nukleokapsid�s� � (N)� baltymus� miel�se� S.cerevisiae� ir� iširti,� ar� miel�se�

sintetinami� šios� šeimos� virus�� N� baltymai� formuoja� virus�� nukleokapsid��

primenan	ias� daleles� (vNPD),� ir� ar� šie� baltymai� tinka� paramikso� virus��

infekcij�� diagnostikai.� Tokia� pat� tvarka� išd�styti� ir� šio� darbo� rezultatai:� 3.1.�

skyriuje�aprašant�paramikso�virus��N�baltym��sintez��miel�se�bei�j��savybes,�

o� 3.2.� skyriuje� –� tyrimus,� skirtus� nustatyti,� ar� miel�se� susintetinti� baltymai�

tinka�diagnostikai.��

Šis� darbas� atliktas� Biotechnologijos� instituto� Eukariot�� gen�� inžinerijos�

skyriuje,� bendradarbiaujant� su� to� pa	io� instituto� Imunologijos� ir� l�stel�s�

biologijos� skyriumi� (vadov�� A.Žvirblien�),� Vilniaus� universiteto� Medicinos�

fakulteto� Vaik�� lig�� klinika,� Lietuvos� AIDS� centru,� Hirosimos� universiteto�

Biomedicinos�moksl��aukšt�ja�mokykla,� Japonija� (angl.�–�Graduate�School�of�

Biomedical�Sciences,�Hiroshima�University,�Japan),�de�Salud�Carlos�III�instituto�

Nacionaliniu�mikrobiologijos�centru� (NMC),� Ispanija,� (angl.�–�National�Center�

of� Microbiology,� de� Salud� Carlos� III� Institute,� Spain)� ir� Australijos� gyv�n��

sveikatos�prieži�ros�laboratorija�(AGSPL),�Australija�(angl.�–�Australian�Animal�

Health�Laboratory,�Australia).��

�

3.1.� Paramyxoviridae� šeimos� virus
� nukleokapsid�s� � baltym
� sintez��

miel�se�S.cerevisiae��

3.1.1.� Mieli
� raiškos� vektori
� su� nukleokapsid�s� � baltymus� koduojan�iais�

genais�konstravimas�ir�mieli
�transformacija�

Sendai� viruso� (SeV)� N� baltym�� koduojantis� genas� gautas� plazmid�je��

pSeV(+)�V�C365R� iš� dr.� T.� Sakaguchi� (Biomedicinos� moksl�� aukštoji� mokykla,�

Hirosimos�universitetas,�Japonija)�(Huang�ir�kt.,�2000).�Seka�yra�identiška�SeV�

kamieno� Z� N� geno� sekai,� �registruotai� GenBank� duomen�� baz�je.� Sekos�

atpažinimo�numeris�–�M30202.�
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�1� ir� 3� serotip�� žmogaus� paragripo� virus�� (hPIV1� ir� hPIV3),� taip� pat�

žmogaus� respiracinio� sincitinio� viruso� (hRSV)�N� genai� gauti� iš� dr.� M.� Coiras�

(NMC,� de� Salud� Carlos� III� institutas,� Ispanija).� NMC� šie� genai� padauginti�

atvirkštin�s�transkripcijos�ir�polimerazine�grandinine�reakcijomis�(AT�PGR),�abi�

reakcijas� atliekant� vienu� metu.� Atvirkštin�s� transkripcijos� reakcijoje� pirmine�

seka� naudotos� virus�� genomo� RNR� buvo� išskirtos� iš� surinkt�� hPIV1,� hPIV3� ir�

hRSV� užsikr�tusi�� pacient�� gerkl�s� gleivin�s� m�gini�.� AT�PGR� padauginti� N�

genai� buvo� klonuoti� bakterin�je� plazmid�je� pBluescript� II� KS(+)� naudojant�

Eco32I�restrikcijos�endonukleaz�s�(RE)�taikin�.�Gautos�plazmid�s�pBlsc�hPIV�1�

N,� pBlsc�hPIV�3�N� ir� pBlsc�hRSV�N� panaudotos� tolesniuose� tyrimuose.�

Plazmid�se�klonuot��gen��nukleotid��sekos�buvo�nustatytos�Biotechnologijos�

instituto� Sekoskaitos� centre� ir,� naudojant� FASTA� program�,� palygintos� su�

duomen�� baz�se� esan	iomis� sekomis.� Palyginamoji� analiz�� parod�,� kad�

klonuoto� hPIV1� N� geno� koduojama� baltymo� seka� labiausiai� sutampa� su�

baltym�� banko� duomen�� baz�je� �registruota� hPIV1� kamieno� C39� (99.046�%�

homologija,�sekos�atpažinimo�numeris�AAA46828.1)�N�baltymo�seka.�Klonuoto�

hPIV3�N�geno�koduojama�baltymo�seka� labiausiai�sutampa�su�baltym��banko�

duomen�� baz�je� �registruota� hPIV3� kamieno� C�243� (98.123�%� homologija,�

sekos�atpažinimo�numeris�BAA32570.1)�N�baltymo�seka,�o�hRSV�N�geno�seka�

yra� identiška� hRSV� kamieno� A2� N� geno� sekai� (sekos� atpažinimo� numeris�

X00001.1).�Paramikso�virusai,�kaip�ir�dauguma�RNR�virus�,�spar	iai�kinta,�tod�l�

gaut�� gen�� nukleotid�� sekos� skyr�si� 1�2�%� nuo� gen�� banke� esan	i�� sek�.�

hPIV�1,�hPIV�3�ir�hRSV�tirti�N�baltymus�koduojantys�genai�gauti�naudojant�AT�

PGR� ir� iš� pacient�� išskirt�� virus�� genomo� RNR,� tod�l� gaut�� N� gen�� sekos�

gal�jo�tur�ti�AT�PGR�metu�polimerazi��padaryt��klaid�.�Siekiant�išvengti�toki��

klaid�,� buvo� atlikta� po� tris� nepriklausomus� kiekvieno� N� geno� klonavimo� ir�

sekoskaitos� eksperimentus.� �sitikinus,� kad� trij�� nepriklausom�� bandym��

rezultatai�sutampa,�klonuot��hPIV1� ir�hPIV3�N�gen��sekos�buvo� �registruotos�

GenBank�duomen��baz�je�(atpažinimo�numeriai�EU346886.1�ir�EU346887.1).�
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Nipah,� Hendra� ir� Menangle� virus�� (NiV,� HeV� ir� MenV)� N� baltymus�

koduojantys� genai� gauti� plazmid�se� pFastBacHT�NiV,� pFastBacHT�HeN� ir�

pCR4�TOPO�MenV�N7�iš�dr.�W.�P.�Michalski�(AGSPL,�Australija)�(Bowden�ir�kt.,�

2001;� Chua� ir� kt.,� 2000;� Wang� ir� kt.,� 2000).� Sekos� yra� identiškos� N� gen��

sekoms,��registruotoms�GenBank�duomen��baz�je.�Sek��atpažinimo�numeriai:�

NiV�N�geno�–�AF212302,�HeV�N�geno�–�AF017149�ir�MenV�N�geno�–�AF326114.�

Paramikso� virus�� N� baltym�� sintezei� miel�se�S.cerevisiae� tirti� naudotas�

svetim�� baltym�� sintezei� miel�se� S.cerevisiae� skirtas� vektorius� –� plazmid��

pFGG3� (Slibinskas� ir� kt.,� 2004).� Šis� vektorius� turi�2�µm� plazmid�s� fragment�,�

kuris� užtikrina� vektoriaus� autonomin�� replikacij�� miel�se� S.cerevisiae.�

Vektoriaus� schema� pateikta� 13� paveiksle.� pFGG3� plazmid�� replikuojasi� tiek�

miel�se� S.cerevisiae,� tiek� E.coli� bakterijose.� Miel�se� replikacij�� užtikrina� jos�

turimas� 2�µm� plazmid�s� fragmentas,� turintis� mieli�� S.cerevisiae� replikacijos�

pradžios�sek�,�o�E.coli�bakterijose�–�bakterij��vektoriaus�pIC19H�dalis,�turinti�

E.coli� plazmid�s� ColE1� ORI� sek�.� Transformant�� atrankai� bakterijose�

naudojamas� atsparum�� ampicilinui� suteikiantis� bla� genas,� koduojantis� �

laktamaz�.� Transformant�� atrankai� miel�se� naudojamas� Candida� maltosa�

formaldehido� dehidrogenaz�s� genas� FDH1,� suteikiantis� atsparum��

formaldehidui� (Sasnauskas� ir� kt.,� 1992).� pFGG3� plazmid�� turi� du� galaktoze�

�jungiamus� GAL7� ir� GAL10/PYK1� gen�� promotorius,� po� kuri�� sek�� galima�

�terpti� tiriam�� baltym�� koduojan	i�� DNR� sek�.� Nors� abu� promotoriai� yra�

panašiai� �jungiami� ir� yra� panašaus� stiprumo,� ta	iau� juos� naudojant� kartu�

vienoje� svetim�� baltym�� gen�� raiškos� sistemoje�GAL7� promotorius� iš� dalies�

slopina�GAL10/PYK1�promotoriaus�aktyvum�.�Taip�yra,�matyt,�d�l�transkripcij��

reguliuojan	io� Gal4p� baltymo� tr�kumo,� nes� l�stel�je� yra� ribotas� šio� baltymo�

molekuli�� skai	ius.� Gal4p� baltymas� yra� b�tinas� �jungiant� abu� promotorius,�

ta	iau�šis�baltymas�efektyviau�jungiasi�su�GAL7�promotoriaus�reguliacine�seka�

nei� su� analogiška� seka�GAL10/PYK1� promotoriuje.� D�l� šios� priežasties�GAL7�

promotoriui� tenka� didesnis� Gal4p� baltymo� molekuli�� skai	ius,� tod�l� toje�
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pFGG3
8659 bp

FDH1

2mk-ars

ApR GAL10/PYK1-pr

GAL7-pr

PGK1-ter

GAL7-ter BcuI

pFGG3

pa	ioje� l�stel�je� GAL7� veikia� efektyviau� nei� GAL10/PYK1.� Biotechnologijos�

instituto� Eukariot�� gen�� inžinerijos� skyriuje� dr.� R.� Slibinsko� atlikti� tyrimai�

parod�,� kad� efektyvesn�� tym�� ir� kiaulyt�s� virus�� N� baltym�� gen�� raiška�

miel�se�S.cerevisiae�gaunama�naudojant�pFGG3�plazmid�s�GAL7�promotori�.�

Tod�l� šiame� darbe� paramikso� virus�� N� baltym�� sintez�s� miel�se� tyrimams�

pasirinktas�GAL7�promotorius.�13�paveiksle�pavaizduotoje�pFGG3�plazmid�je�

iš� karto� po� GAL7� promotoriaus� sekos� yra� GAL7� geno� transkripcijos�

terminatorius,� kur�� žymi� trumpinys� GAL7�ter.� Abi� transkripcijos� reguliacines�

sekas,�promotori�� ir� transkripcijos� terminatori�,�skiria�BcuI�RE� taikinys,�kuris�

yra� naudojamas� tiriam�� baltym�� koduojan	ios� DNR� sekos� klonavimui�

konstruojant�raiškos�vektorius.�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

13�pav.�Darbe�naudoto�svetim��baltym��sintezei�miel�se�S.cerevisiae�skirto�vektorius�pFGG3�schema.�
Sek��žym�jimai�tokie:�ApR�–��laktamaz�s�genas,�FDH1�–�formaldehido�dehidrogenaz�s�genas,�2mk�
ars� –� 2�µm� mieli�� plazmid�s� fragmentas,� GAL7�pr� ir� GAL10/PYK1�pr� –� galaktoze� �jungiam�� mieli��
S.cerevisiae� gen�� promotoriai,�GAL7�ter� ir�PGK1�ter� –� transkripcijos� terminatori�� sekos,�BcuI� –� BcuI�
restrikcijos�endonukleaz�s�taikinys.�

�

Siekiant� sukonstruoti� vektorius� tiriam�� paramikso� virus�� N� baltym��

sintezei� miel�se� S.cerevisiae,� pFGG3� plazmid�� hidrolizuota� BcuI� RE.� Po�

hidroliz�s� nuo� susidariusi�� lipni�� DNR� gal�� veikiant� šarmine� fosfataze� CIAP�

(angl.� –� calf� intestine� alkaline� phosphatase)� pašalinta� fosfato� grup�,� tokiu�

b�du� išvengiant� vektoriaus� susijungimo� �� pradin�� žiedin�� plazmid�s� form��
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v�lesniame�konstravimo�etape.�SeV,�hPIV1,�hPIV3,�hRSV,�NiV,�HeV�ir�MenV�N�

baltymus� koduojan	ios� DNR� sekos� buvo� padaugintos� polimerazin�s�

grandinin�s� reakcijos� (PGR)� metodu.� Reakcijoje� pirmine� seka� naudoti�

plazmid�se� pSeV(+)�V�C365R,� pBlsc�hPIV1�N,� pBlsc�hPIV3�N,� pBlsc�hRSV�N,�

pFastBacHT�NiV,�pFastBacHT�HeN�ir�pCR4�TOPO�MenV�N7�klonuoti�N�baltym��

genai.�Siekiant,�kad�PGR�b�t��kuo�tikslesn�,� ji�atlikta�su�Pfu�DNR�polimeraze.�

Išskyrus� MenV� atvej�,� naudojant� specifinius� PGR� pradmenis� dauginam�� DNR�

sek�� 5`� ir� 3`� galuose� buvo� prijungiamas� BcuI� RE� taikinys.� Kadangi� MenV� N�

baltymo�genas�turi�BcuI�RE�taikin��baltym��koduojan	ioje�dalyje,�dauginant�ši��

DNR� sek�� PGR� naudotais� pradmenimis� 5`� ir� 3`� galuose� prijungtas� XbaI� RE�

taikinys.�Š�� taikin�� hidrolizavus� XbaI� RE� susidaro� lipn�s� dvigrand�s� DNR� galai,�

identiški�BcuI�RE�suformuojamiems� lipniems�galams.�Padaugintos�N�baltymus�

koduojan	ios�DNR�sekos�hidrolizuotos�BcuI�arba�XbaI�RE�ir�naudojant�BcuI�RE�

taikin��klonuotos�pFGG3�vektoriuje�po�galaktoze��jungiamo�GAL7�promotoriaus�

sekos.� Gautos� N� baltym�� sintezei� miel�se� S.cerevisiae� skirtos� plazmid�s�

pFGG3�SeV�N,� pFGG3�hPIV1�N,� pFGG3�hPIV3�N,� pFGG3�hRSV�N,� pFGG3�NiV�

N,� pFGG3�HeV�N� ir� pFGG3�MenV�N.� Ši�� plazmidži�� schemos� pateiktos� 14�

paveiksle.� Klonuot�� DNR� fragment�� sekos� buvo� papildomai� nustatytos�

Biotechnologijos�instituto�Sekoskaitos�centre�ir��sitikinta,�kad�šios�sutampa�su�

pirmin�mis�sekomis.��

Siekiant�ištirti�kaip�NiV,�HeV�ir�MenV�N�baltym��C�dalis�veikia�ši��baltym��

geb�jim�� formuoti� nukleokapsid�� primenan	ius� darinius,� šiame� darbe�

sukonstruoti�vektoriai�skirti�NiV,�HeV� ir�MenV�N�baltym��be�C�dalies�sintezei�

miel�se� S.cerevisiae.� Šiam� tikslui� PGR� padaugintos� NiV,� HeV� ir� MenV� N�

baltym��N�dal�� (1�399�ar.)�koduojan	ios�DNR�sekos�hidrolizuotos�BcuI� (NiV� ir�

HeV� atvejais)� arba� XbaI� (MenV� atveju)� RE� ir� naudojant� BcuI� RE� taikin��

klonuotos� pFGG3� vektoriuje� po� galaktoze� �jungiamo� GAL7� promotoriaus�

sekos.� Plazmid�se� pFGG3�NiV�N,� pFGG3�HeV�N� ir� pFGG3�MenV�N� klonuotos�

pilno� ilgio� N� baltymus� koduojan	ios� DNR� sekos� PGR� naudotos� pirmin�mis�
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pFGG3-SeV-N

GAL10/PYK1-pr

FDH1

2mk-ars

ApR

GAL7-pr

PGK1-ter

GAL7-ter

SeV-N

BcuI

BcuI

pFGG3�SeV�N�

SeV�N

A.�

pFGG3-zPGV1-N

GAL10/PYK1-pr

FDH1

2mk-ars

ApR

GAL7-pr

PGK1-ter

GAL7-ter

zPGV1-N

BcuI

BcuI

pFGG3�žPGV1�N

žPGV1�N�

B.

pFGG3-zPGV3-N

GAL10/PYK1-pr

FDH1

2mk-ars

ApR

GAL7-pr

PGK1-ter

GAL7-ter

zPGV3-N

BcuI

BcuI

pFGG3�žPGV3�N�

žPGV3�N

C.�

pFGG3-zRSV-N

GAL10/PYK1-pr

FDH1

2mk-ars

ApR

GAL7-pr

PGK1-ter

GAL7-ter

zRSV-N

BcuI

BcuI

pFGG3�žRSV�N

žRSV�N�

D.

pFGG3-NiV-N

GAL10/PYK1-pr

FDH1

2mk-ars

ApR

GAL7-pr

PGK1-ter

GAL7-ter

NiV-N

BcuI

BcuI

pFGG3�NiV�N�

NiV�N

E.�

pFGG3-HeV-N

GAL10/PYK1-pr

FDH1

2mk-ars

ApR

GAL7-pr

PGK1-ter

GAL7-ter

HeV-N
BcuI

BcuI

pFGG3�HeV�N

HeV�N�

F.

pFGG3-MenV-N

GAL10/PYK1-pr

FDH1

2mk-ars

ApR

GAL7-pr

PGK1-ter

GAL7-ter

MenV-N

pFGG3�MenV�N

MenV�N

G.�

sekomis.� Gauti� vektoriai� pFGG3�NiV�N(N1�399),� pFGG3�HeV�N(N1�399)� ir� pFGG3�

MenV�N(N1�399),� kuri�� schemos� pateiktos� 15� paveiksle.� Klonuot�� DNR�

fragment�� sekos� patikrintos� Biotechnologijos� instituto� Sekoskaitos� centre� ir�

�sitikinta,�kad�šios�sutampa�su�pirmin�mis�sekomis.�

�

�

�

�

�

�

��������

��

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

14� pav.� Sukonstruot�� paragripo� virus�� N� baltym�� sintezei� miel�se� S.cerevisiae� skirt�� vektori��
schemos.�A.�SeV,�B.�hPIV1,�C.�hPIV3,�D.�hRSV,�E.�NiV,�F.�HeV�ir�G.�MenV.�Sek��žym�jimai�tokie:�ApR�–�
�laktamaz�s�genas,�FDH1�–� formaldehido�dehidrogenaz�s�genas,�2mk�ars�–�2�µm�mieli��plazmid�s�
fragmentas,�GAL7�pr� ir�GAL10/PYK1�pr� –� galaktoze� �jungiam�� mieli�� S.cerevisiae� gen�� promotoriai,�
GAL7�ter� ir� PGK1�ter� –� transkripcijos� terminatori�� sekos,� BcuI� –� BcuI� restrikcijos� endonukleaz�s�
taikinys.�

�
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GAL10/PYK1-pr

FDH1

2mk-ars

ApR

GAL7-pr

PGK1-ter

GAL7-ter BcuI

BcuI

pFGG3�NiV�N(N1�399)�

NiV�N(N1�399)

A.�

GAL10/PYK1-pr

FDH1

2mk-ars

ApR

GAL7-pr

PGK1-ter

GAL7-ter BcuI

BcuI

pFGG3�HeV�N(N1�399)�

HeV�N(N1�399)�

B.

GAL10/PYK1-pr

FDH1

2mk-ars

ApR

GAL7-pr

PGK1-ter

GAL7-ter

pFGG3�MenV�N(N1�399)

MenV�N(N1�399)

C.�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

�

15� pav.� Sukonstruot�� paragripo� virus�� N� baltym�� be� C�dalies� sintezei� miel�se� S.cerevisiae� skirt��
vektori��schemos.�A.�NiV,�B.�HeV�ir�C.�MenV.�Sek��žym�jimai�tokie:�ApR�–��laktamaz�s�genas,�FDH1�–�
formaldehido� dehidrogenaz�s� genas,� 2mk�ars� –� 2�µm� mieli�� plazmid�s� fragmentas,� GAL7�pr� ir�
GAL10/PYK1�pr� –� galaktoze� �jungiam�� mieli�� S.cerevisiae� gen�� promotoriai,�GAL7�ter� ir�PGK1�ter� –�
transkripcijos�terminatori��sekos,�BcuI�–�BcuI�restrikcijos�endonukleaz�s�taikinys.�

�

MenV� N� baltymo� antigenin�ms� sritims� nustatyti� buvo� sukonstruoti�

vektoriai,� skirti� sutrumpint�� MenV� N� baltymo� variant�� sintezei� miel�se�

S.cerevisiae.� PGR� metodu� buvo� padaugintos� sutrumpintus� MenV� N� baltymo�

variantus�koduojan	ios�DNR�sekos.�Buvo�sukonstruoti�vektoriai,�skirti�MenV�N�

baltymo� fragment�� be� 29,� 59,� 89� ir� 119� C�galini�� ar.� sintezei� miel�se�

S.cerevisiae.� Sutrumpint�� gen�� konstravimui� buvo� panaudoti� 3`� galo�

pradmenys,�koduojantys�šešias�His�ar.,� �terptas� iškart�po�paskutin�s�baltymo�

ar.,� prieš� transliacijos� STOP� signalo� triplet�.� Tokiu� b�du,� PGR� naudotais�

pradmenimis� daugint�� DNR� sek�� 3`� galuose� buvo� prijungtos� 6His�

koduojan	ios�sekos.�Plazmid�je�pFGG3�MenV�N�klonuota�pilno�ilgio�N�baltym��

koduojanti�seka�PGR�naudota�pirmine�seka.�Padaugintos�sutrumpintus�MenV�

N� baltymo� variantus� koduojan	ios� DNR� sekos,� naudojant� XbaI� RE� taikin�,�
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klonuotos� pFGG3� vektoriuje� po� galaktoze� �jungiamo� GAL7� promotoriaus�

sekos.� Gauti� vektoriai� pFGG3�MenV�N(N1�490+C6His),� pFGG3�MenV�N(N1�460+C6His),�

pFGG3�MenV�N(N1�430+C6His)� ir� MenV�N(N1�400+C6His).� Ši�� vektori�� konstravimo�

schema� pateiktos� 15� paveiksle.� Klonuot�� DNR� fragment�� sekos� patikrintos�

Biotechnologijos�instituto�Sekoskaitos�centre�ir��sitikinta,�kad�šios�sutampa�su�

pirmine� seka.� Šiam� tyrimui� tokiu� pat� b�du� sukonstruotas� vektorius,� skirtas�

pilno� ilgio� MenV� N� baltymo� su� 3`� gale� prijungta� 6His� seka� sintezei� miel�se�

S.cerevisiae.� Gautas� vektorius� pFGG3�MenV�N(C6His),� kurio� schema� tai� pat�

pateikta�16�paveiksle.�

�

�

�

�

�

�

16� pav.� Sukonstruot�� sutrumpint�� MenV� N� baltymo� variant�� sintezei� miel�se� S.cerevisiae� skirt��
vektori�� schema.� Sek�� žym�jimai� tokie:� ApR� –� �laktamaz�s� genas,� FDH1� –� formaldehido�
dehidrogenaz�s� genas,� 2mk�ars� –� 2�µm� mieli�� plazmid�s� fragmentas,�GAL7�pr� ir�GAL10/PYK1�pr� –�
galaktoze� �jungiam�� mieli�� S.cerevisiae� gen�� promotoriai,� GAL7�ter� ir� PGK1�ter� –� transkripcijos�
terminatori��sekos.�Trumpinys�ar.�–�aminor�gštys.�

�

Monokloniniams� antik�nams,� kurie� specifiškai� reaguot�� su� hRSV� N�

baltymo�C�dalies�ar.�seka,�gauti�sukonstruotas�vektorius,�skirtas�chimerinio�N�

baltymo,�sujungus�tym��viruso� (TyV)�N�baltymo�N�dal�� (1�400�ar.)�su�hRSV�N�

baltymo�C�dalimi�(275�392�ar.),�sintezei�miel�se�S.cerevisiae.�Vis��pirma,�TyV�

N� baltymo� N�dal�� koduojanti� DNR� seka� padauginta� PGR� naudojant� iš� dr.� R.�

Slibinsko� gautoje� plazmid�je� pFGG3�MeV�N� klonuot�� TyV� N� baltymo� sek��

pirmine�seka.�PGR�naudotais�pradmenimis�daugintos�DNR�sekos�5`�gale�buvo�

prijungtas� BcuI� RE� taikinys,� o� 3`� gale� buvo� prijungtos� Mph1103I� ir� BcuI� RE�

taikini�� sekos.� Padauginta� seka� hidrolizuota� BcuI� RE� ir� naudojant� XbaI� RE�

taikin��klonuota�bakterin�je�plazmid�je�pBluescript�II�KS(–).�

GAL10/PYK1-pr

FDH1

2mk-ars

ApR

GAL7-pr

PGK1-ter

GAL7-ter

pFGG3�MenV�N(Nar.+C6His)�

MenV�N(Nar.+C6His)
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�

�

�

�

�

17�pav.�Chimerinio�N�baltymo,�kur��sudaro�sujungta�tym��viruso�(TyV)�N�baltymo�N�dalis�(1�400�ar.)�su�
hRSV� N� baltymo� C�dalimi� (275�392� ar.),� sintezei� miel�se� S.cerevisiae� skirto� vektoriaus� konstravimo�
schema.� Sek�� žym�jimai� tokie:� ApR� –� �laktamaz�s� genas,� FDH1� –� formaldehido� dehidrogenaz�s�
genas,�2mk�ars�–�2�µm�mieli��plazmid�s�fragmentas,�GAL7�pr�ir�GAL10/PYK1�pr�–�galaktoze��jungiam��
mieli��S.cerevisiae�gen��promotoriai,�GAL7�ter� ir�PGK1�ter�–�transkripcijos�terminatori��sekos,�XbaI,�
BcuI�ir�Mph1103I�–�XbaI,�BcuI�ir�Mph1103I�restrikcijos�endonukleazi��taikiniai.�
�

Gauta� plazmid�� pBlsc�TyV�N(N1�400),� kurios� schema� pateikta� 15�B�

paveiksle.� Patikrinus,� kad� klonuota� seka� atitinka� pirmin�� sek�,� toliau� pBlsc�

TyV�N(N1�400)�plazmid��hidrolizuota�Mph1103I� ir�BcuI�RE.�Po�hidroliz�s,�atlikus�

elektroforez�,� plazmid�� išskirta� iš� agaroz�s� gelio.� hRSV� N� baltymo� C�dal��

koduojanti�DNR�seka�taip�pat�padauginta�PGR.�Reakcijai�pirmine�seka�naudota�

pFGG3�hRSV�N� plazmid�je� klonuota� hRSV� N� geno� seka,� o� pradmenimis�

prijungti� Mph1103I� ir� BcuI� RE� taikiniai� 5`� ir� 3`� galuose.� Padauginta� seka�

hidrolizuota�Mph1103I�ir�BcuI�RE�ir�klonuota�paruoštoje�plazmid�je�pBlsc�TyV�

N(N1�400)� naudojant� Mph1103I� ir� BcuI� RE� taikinius� po� TyV� N� baltymo� N�dal��

ApR

rep (pMB1)

lacZ

f1 (IG)

XbaI

BcuI
pBluescript�II�KS(�)�

f1 (IG)

ApR

rep (pMB1)

lacZ

BcuI
Mph1103I

pBlsc�TyV�N(N1�400)�

TyV�N(N1�400)

f1 (IG)

ApR

rep (pMB1)

lacZ

BcuI

Mph1103I

pBlsc�N(TyV�N�N1�400+žRSV�N�C275�392)�

N(TyV�N�N1�400)

N(žRSV�N�C275�392)�

GAL10/PYK1-pr

FDH1

2mk-ars

ApR

GAL7-pr

PGK1-ter

GAL7-ter
BcuI

BcuI
pFGG3�N(TyV�N�N1�400+žRSV�N�C275�392)�

N(žRSV�N�C275�392)

N(TyV�N�N1�400)
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koduojan	ios� sekos.� Naudojant� šiuos� taikinius,� vektoriuje� klonuota� hRSV� N�

baltymo�C�dalies�seka�atsid�r��tame�pa	iame�skaitymo�r�melyje,�kaip�ir�TyV�N�

baltymo�N�dalies�seka.�Tokiu�b�du�bakterin�je�plazmid�je�pBluescript�II�KS(–)�

klonuota�chimerin��N�baltym��koduojanti�DNR�seka.�Gauta�plazmid��pažym�ta�

trumpiniu� pBlsc�N(TyV�N�N1�400+hRSV�N�C275�392),� jos� schema� pateikta� 17� paveiksle.�

Nusta	ius� klonuoto� DNR� fragmento� sek�,� �sitikinta,� kad� ši� sutampa� su�

pirmin�mis� sekomis.� Kitame� konstravimo� etape� chimerin�� N� baltym��

koduojanti�DNR�seka�padauginta�PGR�pradmenimis�5`�ir�3`�galuose�prijungiant�

BcuI� RE� taikinius.� PGR� plazmid�je� pBlsc�N(TyV�N�N1�400+hRSV�N�C275�392)� klonuoto�

chimerinio�baltymo�seka�naudota�pirmine�seka.�Hidrolizavus�padaugint��sek��

BcuI�RE,�ši,�naudojant�BcuI�RE�taikin�,�klonuota�paruoštame�pFGG3�vektoriuje�

po� galaktoze� �jungiamo� GAL7� promotoriaus� sekos.� Gauta� plazmid�� pFGG3�

N(TyV�N�N1�400+hRSV�N�C275�392).�Jos�schema�pateikta�17�paveiksle.�Taip�pat��sitikinta,�

kad�klonuota�seka�sutampa�su�PGR�naudota�pirmine�seka.�

Sukonstruoti� paramikso� virus�� N� baltym�� sintezei� miel�se� 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� pradin�� kontrolin��

plazmid�� pFGG3� panaudoti� mieli�� S.cerevisiae� kamieno� 214�pep4�

transformacijai.�Vektorius�pFGG3�SeV�N� ir�kontrolin��plazmid��pFGG3�tai�pat�

buvo� naudoti� dar� dviej�� mieli�� S.cerevisiae� kamien�� FH4C� ir� AH�22�214�

transformacijose.� Trys� skirtingi� mieli�� kamienai� naudoti� norint� patikrinti,� ar�

skirtinguose� mieli�� kamienuose� kei	iasi� SeV� N� baltymo� sintez�.� Kamienas�

214�pep4,� turintis�pep4�mutacij�,� �pasirinktas�d�l� to,�kad� jis�neturi�aktyvaus�

PEP4�geno,�koduojan	io�vakuolin��peptidaz��A,�aktyvuojan	i��kitas�vakuolines�

peptidazes.�Tik�tasi,�kad�tai�gali�sustabdyti�ar�bent�slopinti�N�baltym��hidroliz��

sintez�s� miel�se� ir� gryninimo� metu.� Sukonstruoti� vektoriai� pFGG3�NiV�N(N1�

399),� pFGG3�HeV�N(N1�399)� pFGG3�MenV�N(N1�399),� pFGG3�MenV�N(C6His),� pFGG3�

MenV�N(N1�490+C6His),� pFGG3�MenV�N(N1�460+C6His),� pFGG3�MenV�N(N1�430+C6His),�

MenV�N(N1�400+C6His)� ir�pFGG3�N(TyV�N�N1�400+hRSV�N�C275�392),�buvo�naudoti�tik�mieli��
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S.cerevisiae� kamieno� 214�pep4� transformacijai.� Svetim�� baltym�� sintezei�

skirto� vektoriaus,� turin	io� mieli�� S.cerevisiae� 2�µm� plazmid�s� replikacijos�

pradžios� sek�,� kopij�� skai	ius� mieli�� l�stel�je� yra� apie� 50� vienet�.� Mieli��

transformantai,� �gav�� aukš	iau� min�tas� rekombinantines� plazmides,� buvo�

atrinkti� auginant� ant� agarizuotos� MEPD� terp�s� su� formaldehidu� (0.0125�%).�

Atrinkt��mieli��trasformantai�buvo�tikrinti�pers�jant�ant�tos�pa	ios�terp�s�tik�

su� dvigubai� didesne� formaldehido� koncentracija� (0.025�%).� Su� tokiu�

formaldehido� kiekiu� susidoroja� tik� didel�� FDH1� geno� kopij�� skai	i�� turin	ios�

mieli�� l�stel�s,� o� tos,� kurios� dalijimosi� metu� pameta� plazmid�,� ž�sta.�

Eksperimentams�naudotos�šviežiai� transformuotos�miel�s.�Retais�atvejais� jos�

buvo�užšaldomos�–70°C�temperat�roje�skystoje�MEPD�terp�je�su�glicerinu,�o�

prireikus�atgaivinamos�ant�agarizuotos�MEPD�terp�s�su�formaldehidu.�

�

3.1.2.� Paramyxoviridae� šeimos� virus
� nukleokapsid�s� baltym
� sintez��

miel�se�S.cerevisiae,�gryninimas�ir�savybi
�tyrimai���

3.1.2.1.�Sendai�viruso�nukleokapsid�s�baltymas�

Sendai�viruso�(SeV)�N�baltymo�sintezei�miel�se�S.cerevisiae�tirti�pradžioje�

naudotos� tokios� sintez�s� indukcijos� s�lygos,� kurios� labiausiai� tiko� tym�� ir�

kiaulyt�s� virus�� N� baltym�� sintezei� tos� pa	ios� r�šies� miel�se� (remtasi� dr.� R.�

Slibinsko� atliktais� tyrimais).� Sukonstruotu� SeV� N� baltymo� sintezei� miel�se�

S.cerevisiae� skirtu� vektoriumi� pFGG3�SeV�N� (žr.� skyri�� 3.1.1.,� vektoriaus�

schema� pateikta� 14�A�pav.)� transformuotos� laukinio� tipo� miel�s� S.cerevisiae,�

kamienas� FH4C.� Vektoriumi� transformuotos� miel�s� padaugintos� 24�val�

inkubuojant� skystoje� mitybin�je� MEPD� terp�je� (žr.� Metodin�� dal�,� skyrius�

2.2.11.)� su� formaldehidu� (0.0125�%)� 30°C� temperat�roje� purtant� kolbose�

(250�aps/min).�Vektoriuje�pFGG3�SeV�N�baltymo�geno�transkripcija� �jungiama�

GAL7� promotoriaus,� perk�lus� mieles� �� skyst�� mitybin�� MEPG� terp�,� kurioje�

vietoj� gliukoz�s� anglies� šaltiniu� naudojama� galaktoz�� (1.5�%).� Šioje� terp�je�

miel�s� inkubuotos� 24�val� 30°C� temperat�roje� kolbose� intensyviai� maišant�
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(250�aps/min).� Po� 24� val� auginimo� indukcijos� s�lygomis,� mieli�� l�stel�s�

surinktos�5�min�centrifuguojant�800�x�g�atitinkan	ia� išcentrine� j�ga.�Pasv�rus�

surinktas� l�steles,� jos� praskiestos� ardymo� tirpalu� (AT)� (žr.� Metodin�� dal�,�

skyrius�2.2.12.)�(dr�gnos�mieli��biomas�s�svorio�ir�AT�t�rio�santykis�–�1:10)�ir�

suardytos�intensyviai�purtant�su�stiklo�rutuliukais�periodiškai�šaldant�leduose.�

Bandymui�naudotos�dr�gnos�mieli��biomas�s�ir�stiklo�rutuliuk��svori��santykis�

–�1:2,�kaip�aprašyta�Metod��dalies�2.2.12.�skyriuje.�

Suardyt�� l�steli�� suspensija� (SLS)� analizuota� NDS�PAGE� metodu� (žr.�

Metodin�� dal�,� skyrius� 2.2.17.).� Šiuo� metodu� SLS� m�ginyje,� j�� lyginant� su�

kontroliniu� m�giniu� (plazmide� pFGG3� transformuot�� laukinio� tipo� mieli��

S.cerevisiae� SLS),� aptiktas� ~�60�kDa� molekulin�s� mas�s� (MM)� papildomas�

baltymas� (18�pav.,�2�takelis).� Naudojant� žiniatinklyje� laisvai� prieinam��

program�� (žiniatinklio� svetain�� Nr.�1),� apskai	iuota,� kad� SeV� N� baltymo�

teorin��MM�yra�lygi�~�57�kDa.�Tirtame�m�ginyje�NDS�PAGE�metodu�nustatyta�

papildomo� baltymo� MM� buvo� ~�3�kDa� didesn�� nei� programa� apskai	iuota�

teorin��SeV�N�baltymo�MM.�Remiantis�publikuotais�duomenimis��sitikinta,�kad�

NDS�PAGE�metodu�nustatyta�aptikto�papildomo�baltymo�MM�sutapo�su�kit��

tyr�j�� tokiu� pat� metodu� nustatyta� iš� SeV� viruso� daleli�� išskirto� pilno� ilgio� N�

baltymo�MM�(Neubert�ir�kt.,�1991;�Sakaguchi�ir�kt.,�1993).�Padaryta�prielaida,�

kad�po�indukcijos�vektoriumi�pFGG3�SeV�N�transformuot��mieli��SLS�aptiktas�

pilno�ilgio�SeV�N�baltymas.�

Miel�se� susintetinto� baltymo� tapatyb�� buvo� patvirtinta� baltym��

imunoblotingo� (BIB)�metodu� (žr.�Metodin��dal�,�skyrius�2.2.18.)�BIB�analiz�je�

naudotas� SeV� dalel�mis� imunizuoto� triušio� kraujo� serumas,� gautas� iš� dr.� T.�

Sakaguchi� (Biomedicinos� moksl�� aukštoji� mokykla,� Hirosimos� universitetas,�

Japonija).� NDS�PAGE� metodu� vektoriumi�pFGG3�SeV�N� transformuot�� mieli��

SLS� aptiktas� papildomas� baltymas� stipriai� reagavo� su� SeV� dalel�mis�

imunizuoto� triušio� kraujo� serumu� (18�pav.,�5�takelis).� Neigiamos� kontrol�s�

m�ginyje� jokio�signalo�neaptikta�(18�pav.,�4�takelis).�Vektoriumi�pFGG3�SeV�N�
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transformuot��mieli��SLS�su�SeV�dalel�mis� imunizuoto�triušio�kraujo�serumu�

reagavo� dar� du� baltymai,� kuri�� MM� buvo:� vieno� ~�2� kDa,� o� kito� ~�6� kDa�

mažesn�� už� pilno� ilgio� SeV� N� baltymo� MM.� Padaryta� prielaida,� kad� šie� du�

baltymai� yra� trumpesni� SeV� N� baltymo� variantai,� kuri�� SLS� buvo� aptikti�

nedideli� kiekiai.� Trumpesnius� N� baltymo� variantus� pavyko� aptikti� tik� BIB�

metodu.�Tai�rodo,�kad�miel�se�sintetinamas�SeV�N�baltymas�yra�stabilus�ir�tik�

nedidel��jo�dalis�yra�degraduojama�baltymus�hidrolizuojan	i��ferment�.�

�sitikinus,� kad� laukinio� tipo� miel�se� S.cerevisiae� vyksta� SeV� N� baltymo�

sintez�,�toliau�nustatyta�optimali�šiam�baltymui�sintez�s� indukcijos�trukm�� ir�

parinkta� optimali� N� geno� raišk�� �jungian	ios� medžiagos� –� galaktoz�s� –�

koncentracija.�Parenkant�sintez�s�s�lygas,�po� indukcijos�suardžius�mieles�SLS�

buvo�matuojamas�santykinis�N�baltymo�kiekis.�Tai�buvo�atliekama� lyginant�N�

baltymo� kiek�� SLS� su� žinomomis� išgryninto� N� baltymo� koncentracijomis� BIB�

metodu� naudojant� specifinius� SeV� N� baltymui� antik�nus� (SeV� dalel�mis�

imunizuoto� triušio� kraujo� serum�).� SeV� N� baltymo� kiekis� SLS� apskai	iuotas�

naudojant�vaizdo�analiz�s�program��(žr.�“Metodin��dal�”,�skyrius�2.2.12.).�Š��N�

baltymo� kiek�� padalinus� iš� bendro� SLS� baltym�� kiekio� ir� gaut�� reikšm��

padauginus� iš� 100�%� apskai	iuotas� santykinis� SeV�N� baltymo� kiekis.� Trijuose�

identiškai� paruoštuose� m�giniuose� suskai	iavus� santykin�� baltymo� kiek�,�

gautas� šio� kiekio� vidurkis� ir� apskai	iuotas� standartinis� nuokrypis.� SeV�N�

baltymo�sintez��tirta�po�8,�12,�16,�20,�24,�28�ir�32�val�trukusios�indukcijos.�Po�

indukcijos,� surinkus� mieli�� l�steles� ir� jas� suardžius,� nustatyta,� kad� SeV� N�

baltymo� kiekis� spar	iai� did�jo� mieles� auginant� indukcijos� s�lygomis� 16�val,�

paskui� N� baltymo� kiekis� did�jo� nežymiai,� kol� po� 24�val� trukusios� indukcijos�

pasiek�s� maksimum�� prad�jo� m�žti.� Nustatyta,� kad� po� 24�val� trukusios�

indukcijos�SeV�N�baltymo�kiekis�mieli��S.cerevisiae�kamieno�FH4C�SLS�sudar��

8.8� ±� 0.7�%� nuo� bendro� l�stel�s� baltym�� kiekio.� Matuojant� santykin�� N�

baltymo� kiek�� nustatyta,� kad� indukcin�je� terp�je� padidinus� galaktoz�s�

koncentracij��nuo�1.5�iki�2.5�%�SeV�N�baltymo�sintez�s�lygis�padid�jo�~�25�%.�
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Naudojant� parinktas� optimalias� indukcijos� s�lygas,� SLS� apskai	iuotas� SeV� N�

baltymo�kiekis�sudar��11.0�±�0.6�%�nuo�bendro�l�stel�s�baltym��kiekio.�

Parinkus� optimalias� sintez�s� indukcijos� s�lygas� SeV� N� baltymo� sintez��

tirta�kituose�dviejuose�mieli��S.cerevisiae�kamienuose�AH�22�214�ir�214�pep4.�

Joki�� pastebim�� SeV� N� baltymo� sintez�s� skirtum�� tarp� naudot�� mieli��

S.cerevisiae� kamien�� neaptikta.� Dr.� R.� Slibinsko� atlikti� tyrimai� taip� pat�

neparod��joki��tym��ir�kiaulyt�s�virus��N�baltym��sintez�s�skirtum��tyrimams�

naudotuose�skirtinguose�mieli��S.cerevisiae�kamienuose�(Samuel� ir�kt.,�2003;�

Slibinskas�ir�kt.,�2004).�Šiame�darbe�tirt��paramikso�virus��N�baltym��sintezei�

buvo� naudotas� tik� mieli�� S.cerevisiae� kamienas� 214�pep4,� kuris� turi� mžiau�

baltymus�hidrolizuojan	i��ferment�.�

�

�

�

�

�

18� pav.� Miel�se� S.cerevisiae� susintetinto� SeV� N� baltymo� analiz�� SDS�PAGE� metodu� (1�3)� ir�
imunoblotingu� naudojant� SeV� dalel�mis� imunizuoto� triušio� kraujo� serum�� (4�6).� M� –� baltym��
molekulinio�svorio�standartas�(UAB�„Fermentas“)�116,�66,�45,�35,�25�ir�18�kDa;�1�ir�4�takeliai�–�20��g�
indukuot��pFGG3�vektoriumi�transformuot��mieli��S.cerevisiae�SLS;�2�ir�5�takeliai�–�20��g�indukuot��
pFGG3�SeV�N� vektoriumi� transformuot�� mieli�� S.cerevisiae� SLS;� 3� ir� 6� takeliai� –� 5� �g� išgryninto�
miel�se�S.cerevisiae�susintetinto�SeV�N�baltymo.�
�

Atrinkus� SeV� N� baltymo� sintezei� skirt�� mieli�� S.cerevisiae� kamien��

(214�pep4)� ir� parinkus� šio� baltymo� sintezei� optimalias� indukcijos� s�lygas,�

toliau� miel�se� susintetintas� SeV� N� baltymas� buvo� grynintas.� SeV� N� baltymo�

sintezei� skirtos� miel�s� užaugintos� ir� indukuotos� optimaliomis� s�lygomis.� Po�

indukcijos� surinktos� mieli�� l�stel�s� suardytos.� Tirpi�� baltym�� frakcijai� (TBF)�

atskirti� SLS� 20�min� centrifuguota� 10.000�x�g� atitinkan	ia� išcentrine� j�ga�

(Beckman� centrifuga,� JA�14� rotoriuje,� 12.000�aps/min).� Gautos� nuos�dos�

atskirtos� nuo� TBF� ir� ištirpintos� tokiame� pat� AT� t�ryje,� kokiame� buvo�

praskiestos� surinktos� mieli�� l�stel�s.� TBF� ir� ištirpint�� nuos�d�� m�giniai�
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analizuoti� BIB� metodu� naudojant� specifinius� SeV� N� baltymui� antik�nus.� Tik�

nedidelis� SeV� N� baltymo� kiekis� aptiktas� nuo� TBF� atskirtose� nuos�dose.� Šis�

sudar�� tik� 2�±�1�%� nuo� to� N� baltymo� kiekio,� kuris� nustatytas� TBF.� Ši� analiz��

leido�daryti�prielaid�,�kad�miel�se�susintetintas�SeV�N�baltymas�yra� tirpus,�o�

nedidelis� jo� kiekis� gal�jo� atsidurti� nuos�dose� d�l� mieli�� l�steli�,� kuri��

nepavyko�suardyti.�

Toliau� miel�se� S.cerevisiae� susintetintas� SeV� N� baltymas� grynintas� TBF�

centrifuguojant� per� 30�%� sacharoz�s� tirpalo� sluoksn�� (žr.� Metodin�� dal�,�

skyrius� 2.2.13.).� Sacharoz�s� tirpalo� sluoksnis� ir� virš� jo� patalpinta� TBF� 3�val�

centrifuguota� 100.000�×�g� atitinkan	ia� išcentrine� j�ga� (Beckman�Coultier�

ultracentrifuga,� Ti60� rotoriuje,� 38.000� aps/min).� Tank�� sacharoz�s� sluoksn��

gali� �veikti� tik� didelio� tankio� ir� MM� baltymai� ar� j�� dariniai.� Žinoma,� kad� N�

baltymai� jungdamiesi� tarpusavyje� ir� su� RNR� formuoja� didelio� tankio� ir� MM�

darin�� –� nukleokapsid�,� kuri,� j�� veikiant� didele� išcentrine� j�ga,� tur�t��

prasiskverbti�pro�30�%�sacharoz�s�tirpal�.�Nucentrifugavus�gautos�baltymin�s�

nuos�dos� ištirpintos� AT� (bandymui� naudotos� biomas�s� svorio� ir� AT� t�rio�

santykis�–�1:4)�ir�tikrintos�NDS�PAGE�metodu�(19�A�pav.).�Didžioji�dalis�miel�se�

susintetinto� SeV� N� baltymo� aptikta� nuos�dose.� Nedidelis� N� baltymo� kiekis�

buvo�aptiktas�sacharoz�s�tirpalo�sluoksnyje,�o�tirpale�virš�jo�N�baltymo�aptikti�

nepavyko� (neparodyta).� Tai� leido� daryti� prielaid�,� kad� didžioji� dalis� miel�se�

susintetinto�SeV�N�baltymo�formuoja�didelio�tankio�ir�MM�darinius.�NDS�PAGE�

metodu� nustatyta,� kad� po� šio� gryninimo� žingsnio� nepakito� SeV� N� baltymo�

MM.�Nei� ištirpintose�baltym��nuos�dose,�nei�sacharoz�s�tirpale�santykinis�N�

baltymo� kiekis� nebuvo� matuotas.� Toliau� SeV� N� baltymas� grynintas� pro�

sacharoz�s� sluoksn�� prasiskverbusius� baltymus� centrifuguojant� iš� skirtingos�

koncentracijos� CsCl� tirpalo� sluoksni�� suformuotame� tankio� gradiente� (žr.�

Metodin�� dal�,� skyrius� 2.2.13.).� CsCl� tirpalo� sluoksniai� ir� virš� j�� patalpintos�

ištirpintos� baltym�� nuos�dos� 36� val� centrifuguoti� 100.000�×�g� atitinkan	ia�

išcentrine� j�ga� (Beckman�Coultier� ultracentrifuga,� Ti60� rotoriuje,�



96�

�

38.000�aps/min.).� Po� šio� gryninimo� žingsnio� surinktos� 1�ml� t�rio� CsCl� tirpalo�

frakcijos� ir� išmatuotas� j�� tankis.� Viršutin�s� frakcijos� tankis� buvo� lygus�

1.16�g/cm3,� o� apatin�s� –� 1.38�g/cm3.� NDS�PAGE� metodu� atlikus� surinkt��

frakcij�� analiz�,� didžiausias� SeV� N� baltymo� kiekis� nustatytas� 1.29�1.32�g/cm3�

tankio�CsCl�tirpalo�sluoksnyje.�Šiame�sluoksnyje�aptiktos�tik�negausios�mieli��

l�stel�s� baltym�� priemaišos.� Taip� pat� �sitikinta,� kad� nepakito� gryninamo� N�

baltymo� MM.� Didžiausi�� SeV� N� baltymo� kiek�� turin	ios� frakcijos� sujungtos,�

praskiestos�1.31�g/cm3�tankio�CsCl�tirpalu�ir�dar�kart��centrifuguotos�tokiomis�

pat� s�lygomis.� Po� to� NDS�PAGE� metodu� atlikus� surinkt�� CsCl� tirpalo� frakcij��

analiz�� didžiausias� SeV� N� baltymo� kiekis� nustatytas� tokio� pat� tankio� CsCl�

tirpalo�sluoksnyje�kaip�ir�po�pirmo�karto�(19�B�pav.).�Po�šio�gryninimo�žingsnio�

didžiausi�� N� baltymo� kiek�� turin	iose� frakcijose� beveik� neliko� mieli�� l�stel�s�

baltym��priemaiš�.�Taip�pat�nepakito�ir�N�baltymo�MM.�Tai�rodo,�kad�miel�se�

susintetintas� SeV� N� baltymas� gryninant� n�ra� degraduojamas� baltymus�

hidrolizuojan	i�� ferment�.� Didžiausi�� SeV� N� baltymo� kiek�� turin	ios� CsCl�

tirpalo�frakcijos�sujungtos�ir�dializuotos�natrio�fosfato�drusk��tirpale�(NFDT)�su�

1�mM�EDTA.�Po�dializ�s�NDS�PAGE�metodu�sujungt��frakcij��m�ginyje�aptiktas�

daugiausiai� tik� pilno� ilgio� SeV� N� baltymas� (18�pav.,�3�takelis).� Jo� tapatyb��

patvirtinta� BIB� metodu� naudojant� SeV� N� baltymui� specifinius� antik�nus�

(18�pav.,�6�takelis).� Išgryninto� SeV� N� baltymo� m�ginyje� NDS�PAGE� ir� BIB�

metodais� aptiktas� ir� trumpesnis� SeV� N� baltymo� variantas,� kurio� MM� buvo�

~�6�kDa� mažesn�� už� pilno� ilgio� SeV� N� baltymo� MM.� Trumpesnio� N� baltymo�

varianto� išgrynintam� m�ginyje� aptikta� palyginti� nedaug.� Vaizdo� analiz�s�

programa� nustatytas� SeV� N� baltymo� grynumas.� Programa� apskai	iuota,� kad�

išgrynintame� m�ginyje� SeV� N� baltymas� sudar�� >�95�%� nuo� bendro� baltym��

kiekio.� Po� gryninimo� gauta� miel�se� S.cerevisiae� susintetinto� SeV� N� baltymo�

išeiga� yra� pateikta� rezultatus� apibendrinan	ioje� 1� lentel�je,� Rezultat�� dalies�

3.1.2.1.�skyriuje.�

�
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19�pav.�Miel�se�S.cerevisiae�sintetinto�SeV�N�baltymo�gryninimas�centrifuguojant�per�30�%�sacharoz�s�
tirpalo�sluoksn�� (A)� ir�po� to�centrifuguojant�CsCl�gradiente� (B).� (A):�M�–�baltym��molekulinio�svorio�
standartas� (UAB� „Fermentas“)� 170,� 130,� 100,� 70,� 55,� 40,� 35� ir� 25� kDa;� 1� takelis� –� 20�µg� baltym��
prasiskverbusi��pro�30�%�sacharoz�s�tirpalo�sluoksn��SDS�PAGE.�(B):�M�–�baltym��molekulinio�svorio�
standartas� (UAB� „Fermentas“)� 116,� 66,� 45,� 35� ir� 25� kDa;� 1�16� takeliuose� –� parodyta� po� antro�
centrifugavimo� CsCl� gradiente� surinkt�� CsCl� tirpalo� frakcij�� SDS�PAGE.� Frakcijos� užneštos� iš� kair�s� ��
dešin�,�nuo�lengviausi��iki�sunkiausi�.�

�

Išgryninto�SeV�N�baltymo�koncentracija�nustatyta�Bredfordo�metodu�(žr.�

Metodin�� dal�,� skyrius� 2.2.15.).� Dalis� išgryninto� N� baltymo� tirpalo� praskiesta�

gliceroliu� iki�50�%�t�rio� ir� laikyta�–20°C�temperat�roje,�kita�dalis� liofilizuota� ir�

laikyta� 4°C� temperat�roje.� Po� m�nesio� baltymo� m�giniai� tikrinti� NDS�PAGE�

metodu.� Nustatyta,� kad� abiem� b�dais� užkonservuotas� išgrynintas� SeV�N�

baltymas�gali�b�ti�saugiai�laikomas�ilg��laik�.�

Išgryninus� miel�se� susintetint�� SeV� N� baltym�,� tirtos� jo� savyb�s.�

Liofilizuotas� N� baltymas� ištirpintas� vandenyje� ir� analizuotas� elektroniniu�

mikroskopu� (EM)� (žr.�Metodin��dal�,�skyrius�2.2.19.).�EM�analiz��parod�,�kad�

miel�se� susintetintas� SeV� N� baltymas� formuoja� paramikso� virus��

nukleokapsid�� primenan	ias� daleles� (20�pav.).� Šie� dariniai� savo� išvaizda� yra�

panaš�s� �� tiesius�arba� truput�� lenktus�20�nm�skersmens� ir�nuo�20� iki�300�nm�

ilgio� vamzdelius,� kuri�� pakraš	iuose� yra� aiškiai� matomi� „eglut�s“� rašt��

primenantys� susiaur�jimai.� Vamzdelio� viduryje� matoma� ~�3�4�nm� skersmens�

tamsi�juosta,�kuri�driekiasi� išilgai�vamzdelio�per�vis��jo�ilg�.�Steb�ti�vamzdeliai�

yra��vairaus�ilgio,�ta	iau�vienodo�skersmens.�Kai�kuriuose�matomi�gil�s�pleišto�

formos� susiaur�jimai,� kurie� n�ra� panaš�s� �� „eglut�s“� rašt�� primenan	ius�

susiaur�jimus.� Taip� pat� EM� steb�ti� ir� paskiri� krumpliarat�� primenantys�

nukleokapsid�s�spiral�s�žiedai,�iš�N�baltym��suformuotas�darinys,�sudarytas�iš�

(A)����������������������(B)�
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vienos� ar� keli�� nukleokapsid�s� spiral�s� vij�� (20�pav.).� Ši�� žiedini�� strukt�r��

išgryninto� SeV� N� baltymo� m�ginyje� aptikta� palyginti� nedaug.� Remiantis�

publikuotais� duomenimis� �sitikinta,� kad� labai� panaš�s� dariniai� aptikti� EM�

stebint� išgrynint�� N� baltym�,� išskirt�� iš� �vairi�� paramikso� virus�� daleli��

(Heggeness� ir� kt.,� 1981).� EM� metodu� atlikta� analiz�� patvirtino,� kad� miel�se�

susintetintas� SeV� N� baltymas� formuoja� viruso� nukleokapsid�� primenan	ias�

daleles.�

�

�

�

�

�

20�pav.�Išgryninto�miel�se�S.cerevisiae�susintetinto�SeV�N�baltymo�elektronin��mikrografija.�Padidinta�
100.000�kart�,�br�kšnys�–�100�nm.�Rodykl�mis�pažym�ti�nukleokapsid�s�spiral�s�žiedai.�
�

�sitikinus,� kad� miel�se� susintetintas� SeV� N� baltymas� formuoja� viruso�

nukleokapsid�� primenan	ias� daleles,� siekta� nustatyti,� ar� šie� dariniai� savo�

strukt�roje�turi�nukleor�gštis.�Nukleor�gš	i��analizei�naudotas�išgryninto�SeV�

N� baltymo� m�ginys� padalintas� �� dvi� lygias� dalis,� viena� j�� veikta�

dezoksiribonukleaze�I�(DNaze�I,�20�min�37°C,�10�µg/ml),�o�kita�–�ribonukleaze�

A� (RNaze�A,� 20�min� 37°C,� 10�µg/ml).� Iš� nukleaz�mis� paveikt�� m�gini��

nukleor�gštys� išskirtos� kaitinant� su� r�gš	iu� fenoliu� 65°C� temperat�roje� (žr.�

Metodin��dal�,�skyrius�2.2.21.).�DNase� ir�RNaze�veikti�m�giniai�padalinti� ��tris�

lygias� dalis.� Viena� dalis� veikta� DNase�I� (20�min� 37°C,� 10�µg/ml),� antra� –�

RNaze�A� (20�min� 37°C,� 10�µg/ml),� o� tre	ia� –� 20� min� inkubuota� 37°C�

temperat�roje.�Po�šio�žingsnio�nukleor�gšties�m�giniai�frakcionuoti�agaroz�s�

gelyje� su� formaldehidu� (žr.� Metodin�� dal�,� skyrius� 2.2.22.)� ir� analizuoti�

nukleor�gš	i��hibridizacijos� (NH)�metodu� (žr.�Metodin��dal�,�skyrius�2.2.23.).�

Hibridizacijos� zondu� naudota� 32P� pažym�ta� mieli�� l�stel�s� RNR.� NH� metodu�

atlikus� analize� paaišk�jo,� kad� nukleor�gštys,� išskirtos� iš� DNase� veikto� N�
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baltym��m�ginio,�buvo�atsparios�DNaz�s�I�poveikiui� (21�A�pav.,�2�takelis),�NH�

metodu� aptikti� 60�500�nt� ilgio� RNR� fragmentai,� ta	iau� jokio� NH� signalo�

nepavyko� nustatyti,� išskirtas� nukleor�gštis� paveikus� RNaze�A�

(21�A�pav.,�3�takelis).� Nukleor�gštys,� išskirtos� iš� RNase�A� veikto� N� baltym��

m�ginio,� taip� pat� buvo� atsparios� DNaz�s�I� poveikiui� (21�B� pav.,�2�takelis),�

ta	iau�šiuo�atveju�NH�metodu�buvo�aptikti�tik�60�80�nt� ilgio�RNR� fragmentai.�

Kaip� ir� pirmu� atveju,� jokio� NH� signalo� nepavyko� nustatyti,� išskirtas�

nukleor�gštis� paveikus� RNaze�A� (21�B� pav.,�3�takelis).� Šiuo� tyrimu� �sitikinta,�

kad� miel�se� susintetinto� SeV� N� baltymo� formuojami� virus�� nukleokapsid��

primenantys�dariniai���savo�strukt�r��yra��jung��60�500�nt�ilgio�mieli��l�stel�s�

RNR.�Veikiant�RNase,�N�baltymo�dariniai�nuo�hidroliz�s�apsaugo� tik�60�80�nt�

ilgio�RNR�fragmentus.��

�

�

�

�

�

�

��

21�pav.�Iš�miel�se�S.cerevisiae�susintetint��SeV�N�baltym��formuojam��vNPD�išskirta�RNR�hibridizuota�
su�32P�pažym�ta�mieli��l�stel�s�RNR�NH�metodu.�100�g�vNPD�buvo�veikta�DNaze�I�(10��g/ml)�(A)�arba�
10��g/ml�RNaze�A�(B).�Po�to�iš�veikt��vNPD�buvo�išskirta�RNR�naudojant�r�gšt��fenol�,�kaitinant�65°C�
temperat�roje� (A�B).� Iš� vNPD� išskirta� RNR� buvo:� 1� takelis� –� neveikta;� 2� takelis� –� veikta� DNase� I�
(10��g/ml);�3�takelis�–�veikta�RNase�A�(10��g/ml).��

�

3.1.2.2.�Žmogaus�paragripo�virus
�nukleokapsid�s�baltymai�

1� ir� 3� serotip�� žmogaus� paragripo� virus�� (hPIV1� ir� hPIV3)� N� baltym��

sintezei� miel�se� S.cerevisiae,� pradžioje,� taip� pat,� kaip� ir� SeV� N� baltymo�

sintez�s� miel�se� atveju,� naudotos� tokios� pat� sintez�s� indukcijos� s�lygos� (žr.�

Rezultat��dal�,�skyrius�3.1.2.1.).� Ištyrus�SeV�N�baltymo�sintez��trijuose�mieli��

S.cerevisiae� kamienuose� FH4C,�AH� 22�214� ir� 214�pep4,� joki�� pastebim�� šio�

500�nt�
�

100�nt�
50�nt�

������������������������������A�����������������������������B�������������.�����������

����������������������1�����2����3����������1������2������3�
DNase I����–�������+������–�������������–��������+�������–������
RNase I����–�������–������+�������������–��������–�������+�
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baltymo� sintez�s� skirtum�� tarp� naudot�� mieli�� kamien�� neaptikta.� Tod�l�

toliau�šiame�darbe�paramikso�virus��N�baltym��sintezei�buvo�naudotas�mieli��

S.cerevisiae� kamienas� 214�pep4.� Sukonstruotais� hPIV1� ir� hPIV3� N� baltym��

sintezei� miel�se� S.cerevisiae� skirtais� vektoriais� pFGG3�hPIV1�N� ir� pFGG3�

hPIV3�N� (žr.� skyri�� 3.1.1.,�vektori�� schemos� pateiktos�14� B�ir�C�pav.)�

transformuotos� miel�s� S.cerevisiae,� kamienas� 214�pep4.� Vektoriais�

transformuotas� mieles� padauginus� skystoje� mitybin�je� terp�je� su�

formaldehidu,�jos�24�val�augintos�indukcijos�s�lygomis.��

Po�indukcijos,�suardžius�mieles,�NDS�PAGE�metodu�tirti�SLS�m�giniai�taip�

pat,�kaip� ir�SeV�N�baltymo�sintez�s�miel�se�atveju� (žr.�Rezultat��dal�,�skyrius�

3.1.2.1.).� Šiuo� metodu� pFGG3�hPIV1�N� vektoriumi� transformuot�� mieli�� SLS�

m�ginyje,� j�� lyginant� su� neigiamos� kontrol�s� m�giniu,� aptiktas� ~�60�kDa� MM�

papildomas� baltymas� (22�A�pav.,�2�takelis).� pFGG3�hPIV3�N� vektoriumi�

transformuot��mieli��SLS�m�ginyje�aptikto�papildomo�baltymo�MM�buvo�lygi�

~�66�kDa� (22�B� pav.,�2�takelis).� Naudojant� žiniatinklyje� laisvai� prieinam��

program�� apskai	iuota,� kad� kiekvieno� tirt�� N� baltym�� teorin�� MM� yra� lygi�

~�58�kDa.� pFGG3�hPIV1�N� vektoriumi� transformuot�� mieli�� SLS� NDS�PAGE�

metodu�aptikto�papildomo�baltymo�MM�buvo�~�2�kDa�didesn��nei�programa�

apskai	iuota� teorin�� hPIV1� N� baltymo� MM,� o� pFGG3�hPIV3�N� vektoriumi�

transformuot��mieli��SLS�–�~�8�kDa�didesn��nei�programa�apskai	iuota�teorin��

hPIV3� N� baltymo� MM.� Remiantis� publikuotais� duomenimis� �sitikinta,� kad�

abiem�tirtais�atvejais�NDS�PAGE�metodu�nustatyta�aptikto�papildomo�baltymo�

MM� maždaug� sutapo� su� tokiu� pat� metodu� nustatytomis� iš� hPIV1� ir� hPIV3�

daleli�� išskirt��pilno� ilgio�N�baltym��MM� (Henrickson,�2003;�Miyahara� ir�kt.,�

1992).� Padaryta� prielaida,� kad� po� indukcijos� vektoriais� pFGG3�hPIV1�N� ir�

pFGG3�hPIV3�N� transformuot��mieli��SLS�aptikti�pilno� ilgio�hPIV1� ir�hPIV3�N�

baltymai.�

Miel�se� susintetint�� N� baltym�� tapatyb�� patvirtinta� BIB� metodu.�

Kadangi�hPIV1�N�baltymo�ar.�seka�yra�panaši� ��SeV�N�baltymo�ar.�sek�,�tod�l�
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miel�se�susintetinto�hPIV1�N�baltymo�tapatybei�patvirtinti�BIB�analiz�je�buvo�

naudotas�SeV�dalel�mis�imunizuoto�triušio�kraujo�serumas�(žr.�Rezultat��dal�,�

skyrius� 3.1.2.1.).� pFGG3�hPIV1�N� vektoriumi� transformuot�� mieli�� SLS� NDS�

PAGE�metodu�aptiktas�papildomas�baltymas�stipriai�reagavo�su�BIB�analiz�je�

naudotu�SeV�baltymams�specifiniu�kraujo�serumu�(22�A�pav.,�4�takelis).�Be�to,�

tirtame�m�ginyje�su�šiuo�serumu�silpnai�reagavo� ir�kitas�baltymas,�kurio�MM�

buvo� lygi� ~�50�kDa.� Padaryta� prielaida,� kad� šis� baltymas� yra� peptidazi��

degraduotas,� trumpesnis� miel�se� susintetinto� hPIV1� N� baltymo� variantas.�

Kadangi� trumpesnio� N� baltymo� varianto� buvo� aptikta� tik� labai� nedaug,� tai�

leido�manyti,�kad�miel�se�susintetintas�hPIV1�N�baltymas�yra�atsparus�mieli��

l�stel�s� peptidazi�� poveikiui.� Jokie� baltymai� pFGG3�hPIV3�N� vektoriumi�

transformuot�� mieli�� SLS,� kaip� ir� neigiamos� kontrol�s� m�ginyje,� su� SeV�

baltymams� specifiniu� kraujo� serumu� nereagavo.� pFGG3�hPIV3�N� vektoriumi�

transformuot�� mieli�� SLS� NDS�PAGE� metodu� aptikto� papildomo� baltymo�

tapatyb��buvo�patvirtinta�BIB�metodu�naudojant�hPIV3�baltymams�specifinius�

polikloninius�ožkos�antik�nus�(Chemicon,�JAV).�Tirtame�SLS�m�ginyje�joks�kitas�

baltymas,� išskyrus�t�,�kuris�buvo�aptiktas�NDS�PAGE�metodu,�su�šiuo�serumu�

nereagavo� (22�B� pav.,�4�takelis).� Tod�l� buvo� padaryta� prielaida,� kad� miel�se�

sintetinamas�hPIV3�N�baltymas�tai�pat�yra�atsparus�mieli�� l�stel�s�peptidazi��

poveikiui.�

�sitikinus,�kad�žmogaus�paragripo�virus��1�ir�3�N�baltymai�yra�sintetinami�

miel�se� S.cerevisiae� toliau� buvo� nustatytos� ši�� baltym�� sintezei� optimalios�

indukcijos�s�lygos.�hPIV1�ir�hPIV3�N�baltym��sintez��miel�se�tirta�po�8,�12,�16,�

20,�24,�28�ir�32�val�trukusios�indukcijos�taip�pat,�kaip�ir�SeV�N�baltymo�atveju�

(žr.�“Rezultat��dal�”,�skyrius�3.1.2.1.).�Po�indukcijos,�suardžius�mieli��l�steles�ir�

SLS�išmatavus�santykin��N�baltymo�kiek��nustatyta,�kad�hPIV1�N�baltymo�kiekis�

spar	iai�did�jo�mieles�auginant�indukcijos�s�lygomis�16�val,�paskui�N�baltymo�

kiekis�did�jo�nežymiai�ir�po�24�val�pasiek�s�maksimum��prad�jo�m�žti.�hPIV3�

N�baltymo�kiekis�spar	iai�did�jo�mieles�auginant�indukcijos�s�lygomis�20�val,�o�
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savo�maksimum��pasiek��taip�pat�po�24�val.�Toliau�buvo�nustatyta,�kad�abiem�

tirtais�atvejais�indukcin�je�terp�je�padidinus�galaktoz�s�kiek��nuo�1.5�iki�2.5�%�

tirt��N�baltym��sintez�s�lygis�padid�jo�~�25�%.�Toliau�didinant�galaktoz�s�kiek��

indukcin�je�terp�je,�tirt��N�baltym��sintez�s� lygis� išliko�toks�pats.�Naudojant�

parinktas� optimalias� indukcijos� s�lygas,� SLS� apskai	iuoti� hPIV1� ir� hPIV3� N�

baltym��kiekiai�sudar��3.4�±�0.4�%� ir�1.4�±�0.1�%�nuo�bendro� l�stel�s�baltym��

kiekio.�

Parinkus� optimalias� sintez�s� indukcijos� s�lygas,� toliau� miel�se�

susintetinti� hPIV1� ir� hPIV3� N� baltymai� buvo� gryninti.� Po� indukcijos� surinktos�

hPIV1�N�baltym��sintetinan	ios�miel�s�S.cerevisiae,�suardytos�ir�atskirta�tirpi��

baltym��frakcija�taip�pat,�kaip�ir�miel�se�susintetinto�SeV�N�baltymo�atveju�(žr.�

Rezultat�� dal�,� skyrius� 3.1.2.1.).� Nuo� TBF� atskirtos� nuos�dos� ištirpintos�

tokiame� pat� AT� t�ryje,� kokiame� buvo� praskiestos� surinktos� mieli�� l�stel�s.�

Kadangi� su� hPIV1� N� baltymu� reaguoja� SeV� N� baltymui� specifiniai� antik�nai,�

tod�l� šiuo� atveju� TBF� ir� ištirpint�� nuos�d�� m�giniai� analizuoti� BIB� metodu�

naudojant� SeV� dalel�mis� imunizuoto� triušio� kraujo� serum�.� Tik� nedidelis�

hPIV1� N� baltymo� kiekis� aptiktas� nuo� TBF� atskirtose� nuos�dose.� Šis� sudar��

3�±�0.8�%� nuo� to� N� baltymo� kiekio,� kuris� buvo� nustatytas� TBF.� Tai� rodo,� kad�

miel�se�susintetintas�hPIV1�N�baltymas�yra�tirpus,�o�nedidelis�jo�kiekis�gal�jo�

atsidurti�nuos�dose�vien�tik�d�l�mieli��l�steli�,�kuri��nepavyko�suardyti.�hPIV3�

N� baltymo� atveju,� BIB� metodu� naudojant� hPIV3� baltymams� specifinius�

polikloninius� ožkos� antik�nus� ~�30�%� miel�se� susintetinto� hPIV3� N� baltymo�

buvo�aptikta�nuo�TBF�atskirtose�nuos�dose.�Tai�rodo,�kad�didel��dalis�miel�se�

susintetinto� hPIV3� N� baltymo� yra� netirpi.� Netirp�� N� baltym�� veikiant� didele�

išcentrine�j�ga,�jis�kartu�su�suardyt��mieli��l�steli��liekanomis�koncentruojasi�

nuos�dose.� Buvo� padaryta� prielaida,� kad� dalis� miel�se� susintetinto� hPIV3� N�

baltymo� gali� b�ti� netirpi� d�l� hidrofobini�� s�veik�.� Šiai� prielaidai� patikrinti�

hPIV3�N�baltym��sintetinan	ios�miel�s�suardytos�AT�su� �vairiomis�detergent��

Tween20� arba� Triton�X�100� koncentracijomis.� Atskyrus� TBF,� šios� frakcijos� ir�
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ištirpint�� nuos�d�� m�giniai� analizuoti� BIB� metodu.� Paaišk�jo,� kad� ~�90�%�

miel�se� susintetinto� netirpaus� hPIV3� N� baltymo� ištirpo� AT� naudojant� 2�%�

detergento� Tween20� arba� 1�%� detergento� Triton�X�100� koncentracijas.� Tai�

patvirtino�prielaid�,�kad�dalis�miel�se�susintetinto�hPIV3�N�baltymo�yra�netirpi�

d�l� hidrofobini�� s�veik�.� Tod�l� gryninant� miel�se� susintetint�� hPIV3� N�

baltym�,�visuose�gryninimo�tirpaluose�buvo�naudota�2�%�detergento�Tween20�

koncentracija.�

�

�

�

�

�

�

�

22�pav.�Miel�se�S.cerevisiae�susintetint��hPIV1�ir�hPIV1�N�baltym��analiz��SDS�PAGE�metodu�(A�ir�B,�
1�3�takeliai)�ir�imunoblotingu�(A�ir�B,�4�5�takeliai).�Imunoblotingas�su�SeV�dalel�mis�imunizuoto�triušio�
kraujo�serumu�(A,�4�5�takeliai)�ir�su�hPIV3�baltymams�specifiniais�polikloniniais�ožkos�antik�nais�(B,�4�
5�takeliai).�(A):�M�–�baltym��molekulinio�svorio�standartas�(UAB�„Fermentas“)�170,�130,�100,�70,�55,�
40,�35�ir�25�kDa;�1�takelis�–�20��g�indukuot��pFGG3�vektoriumi�transformuot��mieli��S.cerevisiae�SLS;�
2�ir�4�takeliai�–�20��g�indukotos�pFGG3�hPIV1�N�vektoriumi�transformuot��mieli��S.cerevisiae�SLS;�3�ir�
5� takeliai� –� 2��g� išgryninto� miel�se� S.cerevisiae� susintetinto� hPIV� N� baltymo.� (B):� M� –� baltym��
molekulinio�svorio�standartas�(UAB�„Fermentas“)�170,�130,�100,�70,�55,�40,�35,�25�ir�15�kDa;�1�takelis�
–� 20� �g� indukuot��pFGG3� vektoriumi� transformuot�� mieli��S.cerevisiae� SLS;� 2� ir� 4� takeliai� –� 20� �g�
indukot�� pFGG3�hPIV3�N� vektoriumi� transformuot�� mieli�� S.cerevisiae� SLS;� 3� ir� 5� takeliai� –� 2��g�
išgryninto�miel�se�S.cerevisiae�susintetinto�hPIV�N�baltymo.�

�

Toliau�miel�se�S.cerevisiae�susintetinti�hPIV1�ir�hPIV3�N�baltymai�gryninti�

taip�pat,�kaip�ir�miel�se�susintetintas�SeV�N�baltymas,�TBF�centrifuguojant�per�

30�%� sacharoz�s� tirpalo� sluoksn�� (žr.� Rezultat�� dal�,� skyrius� 3.1.2.1.).�

Nucentrifugavus,�gautos�baltymin�s�nuos�dos� ištirpintos�AT� ir� tikrintos�NDS�

PAGE�metodu.�Didžioji�dalis�miel�se�susintetint��hPIV1�ir�hPIV3�N�baltym��po�

šio� gryninimo� žingsnio� aptikta� nuos�dose� ir� tik� nedideli� kiekiai� sacharoz�s�

tirpalo� sluoksnyje.� Taip� pat� nustatyta,� kad� nei� vienu,� nei� kitu� tirtu� atveju�

tirpale�virš�tankaus�sacharoz�s�sluoksnio�po�centrifugavimo�N�baltymo�neliko.�
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NDS�PAGE� metodu� atlikta� analiz�� parod�,� kad� po� šio� gryninimo� žingsnio�

nepakito�abiej��grynint��N�baltym��MM.�Toliau�miel�se�susintetinti�hPIV1� ir�

hPIV3� N� baltymai� buvo� gryninti� du� kartus� centrifuguojant� CsCl� tankio�

gradiente�taip�pat,�kaip�ir�miel�se�susintetintas�SeV�N�baltymas�(žr.�Rezultat��

dal�,�skyrius�3.1.2.1.).�Po�pirmo�centrifugavimo�surinktos�CsCl�tankio�gradiento�

frakcijos� ir�analizuotos�NDS�PAGE�metodu.�Šiuo�metodu�didžiausi�grynint��N�

baltym�� kiekiai� nustatyti� 1.28�–�1.30�g/cm3� tankio� CsCl� tirpalo� sluoksnyje.�

Šiame� sluoksnyje� abiej�� grynint�� N� baltym�� atvejais� aptiktos� tik� negausios�

mieli��l�stel�s�baltym��priemaišos.�Taip�pat��sitikinta,�kad�nepakito�grynint��N�

baltym�� MM.� Didžiausius� N� baltymo� kiekius� turin	ios� frakcijos� sujungtos,�

praskiestos�1.31�g/cm3�tankio�CsCl�tirpalu�ir�dar�kart��centrifuguotos�tokiomis�

pat�s�lygomis.�Po�to,�NDS�PAGE�metodu�atlikus�surinkt��CsCl�tankio�gradiento�

frakcij��analiz�,�didžiausi�grynint��N�baltym��kiekiai�nustatyti�tokio�pat�tankio�

CsCl� tirpalo� sluoksnyje� kaip� ir� po� pirmo� centrifugavimo.� Po� šio� gryninimo�

žingsnio�abiem�tirtais�atvejais�didžiausi��N�baltymo�kiek��turin	iose�frakcijose�

beveik�neliko�mieli��l�stel�s�baltym��priemaiš�.�Taip�pat�nepakito�ir�grynint��

N�baltym��MM.�Tai�rodo,�kad�miel�se�susintetinti�hPIV1� ir�hPIV3�N�baltymai,�

juos� gryninant,� išlieka� stabil�s� ir� n�ra� intensyviai� degraduojami� l�stel�s�

baltymus� hidrolizuojan	i�� ferment�.� Didžiausi�� hPIV1� N� baltymo� kiek��

turin	ios�CsCl�tirpalo�frakcijos�sujungtos�ir�dializuotos�NFDT�su�1�mM�EDTA.�Po�

dializ�s�NDS�PAGE�metodu�sujungt��frakcij��m�ginyje�aptiktas�daugiausiai�tik�

pilno� ilgio�hPIV1�N�baltymas� (22�A�pav.,�3�takelis).�Jo�tapatyb��patvirtinta�BIB�

metodu� naudojant� SeV� dalel�mis� imunizuoto� triušio� kraujo� serum��

(22�A�pav.,�5�takelis).� Išgryninto� hPIV1� N� baltymo� m�ginyje� BIB� metodu� taip�

pat� aptiktas� nedidelis� kiekis� ~�10�kDa� trumpesnio� N� baltymo� varianto.�

Naudojant� vaizdo� analiz�s� program�� apskai	iuotas� hPIV1� N� baltymo�

grynumas.� Paaišk�jo,� kad� išgrynintame� m�ginyje� hPIV1� N� baltymas� sudar��

>�95�%� nuo� bendro� baltym�� kiekio.� CsCl� tankio� gradiento� frakcijos,� kuriose�

buvo� nustatytos� didžiausios� hPIV3� N� baltymo� koncentracijos,� sujungtos� ir�
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dializuotos�NFDT�su�1�mM�EDTA.�Po�dializ�s�sujungt�� frakcij��m�ginyje�NDS�

PAGE� metodu� aptiktas� daugiausiai� tik� pilno� ilgio� hPIV3� N� baltymas�

(22�B�pav.,�3�takelis),�kurio� tapatyb��patvirtinta�BIB�metodu�naudojant�hPIV3�

baltymams� specifinius� polikloninius� ožkos� antik�nus� (22�B�pav.,�5�takelis).�

Išgryninto�hPIV3�N�baltymo�m�ginyje�NDS�PAGE�metodu�taip�pat�buvo�aptikti�

negaus�s� kiekiai� baltym�,� kuri�:� vieno� MM� buvo� ~�12�kDa� mažesn�,� antro� –��

~�28�kDa�mažesn�,�o�tre	io�–��~�60�kDa�didesn��nei�pilno�ilgio�hPIV3�N�baltymo�

MM�(~�66�kDa).�Atlikus�BIB�analiz��paaišk�jo,�kad�tiek�mažesn�s,�tiek�didesn�s�

MM�baltymai,�SDS�PAGE�metodu�aptikti�išgryninto�hPIV3�N�baltymo�m�ginyje,�

reagavo� su� hPIV3� baltymams� specifiniais� polikloniniais� ožkos� antik�nais.� BIB�

metodu� naudojant� šiuos� antik�nus� taip� pat� buvo� aptikti� dar� keletas� dalinai�

sudegraduot��hPIV3�N�baltymo�variant�.�Tai� rodo,�kad�miel�se�susintetintas�

hPIV3� N� baltymas� j�� gryninat� yra� negausiai� degraduojamas,� taip� pat� labai�

nedidel�� jo�dalis�formuoja�~�125�kDa�MM�agregatus,�kuriuose�N�baltymai�yra�

susijung�� kovalentin�mis� jungtimis.� Naudojant� vaizdo� analiz�s� program��

apskai	iuotas� hPIV3� N� baltymo� grynumas.� Paaišk�jo,� kad� išgrynintame�

m�ginyje� hPIV3� N� baltymas� sudar�� >�95�%� nuo� bendro� baltym�� kiekio.� Po�

gryninimo�gautos�miel�se�S.cerevisiae�susintetint��hPIV1� ir�hPIV3�N�baltym��

išeigos� yra� pateiktos� rezultatus� apibendrinan	ioje� 1� lentel�je,� „Rezultat�“�

dalies�3.1.2.1.�skyriuje.���

Išgrynint��hPIV1�ir�hPIV3�N�baltym��koncentracijos�nustatytos�Bredfordo�

metodu.� Abiem� tirtais� atvejais� dalis� išgryninto� N� baltymo� tirpalo� praskiesta�

gliceroliu� iki�50�%�t�rio� ir� laikyta�–20°C�temperat�roje,�kita�dalis� liofilizuota� ir�

laikyta� 4°C� temperat�roje.� Po� m�nesio� baltym�� m�giniai� tikrinti� NDS�PAGE�

metodu.�Nustatyta,�kad�abiem�b�dais�užkonservuoti� išgryninti�hPIV1� ir�hPIV3�

N�baltymai�gali�b�ti�saugiai�laikomi�ilg��laik�.�

Siekiant� nustatyti,� ar� miel�se� susintetinti� hPIV1� ir� hPIV3� N� baltymai�

formuoja� viruso� nukleokapsid�� primenan	ias� daleles,� išgryninti� j�� m�giniai�

buvo� tirti� elektroniniu� mikroskopu.� EM� analiz�� parod�,� kad� miel�se�
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susintetintas� hPIV1� N� baltymas� formuoja� vNPD,� truput�� lenktus� 20�nm�

skersmens� ir� nuo� 20� iki� 200�nm� ilgio� vamzdelius,� kuri�� pakraš	iuose� yra�

matomi� „eglut�s“� rašt�� primenantys� susiaur�jimai� (23�A�pav.).� Vamzdelio�

viduryje� buvo� matoma� ~�3�4�nm� skersmens� tamsi� juosta,� kuri� driek�si� išilgai�

vamzdelio�per�vis��jo�ilg�.�Kai�kuriuose�vamzdeliuose�buvo�matomi�gil�s�pleišto�

formos�susiaur�jimai.�Taip�pat�EM�steb�ti� ir�paskiri�krumpliarat��primenantys�

nukleokapsid�s� spiral�s� žiedai,� kuri�� išgryninto� hPIV1� N� baltymo� m�ginyje�

aptikta� šiek� tiek� daugiau� nei� miel�se� susintetinto� SeV� N� baltymo� atveju� (žr.�

Rezultat�� dal�,� skyrius� 3.1.2.1.).� Miel�se� susintetinto� išgryninto� hPIV3� N�

baltymo�m�ginyje�EM�steb�tos�vNPD�buvo�panašios���20�nm�skersmens�ir�nuo�

20�iki�400�nm�ilgio�vamzdelius�su�„eglut�s“�rašt��primenan	iais�susiaur�jimais,�

maždaug�vienodu�atstumu�pasikartojan	iais�per�vis��vamzdelio�ilg��(23�B�pav.).�

Steb�tos� miel�se� susintetint�� hPIV3� N� baltym�� formuojamos� vNPD� buvo�

mažiau� lenktos� ir�santykinai�tiesios� jas� lyginant�su�miel�se�susintetint��SeV� ir�

hPIV1�N�baltym��formuojamomis�vNPD.�Taip�pat� išgryninto�hPIV3�N�baltymo�

m�ginyje� aptikta� tik� keletas� nukleokapsid�s� spiral�s� žied�.� Tai� rodo,� kad�

miel�se� susintetinti� hPIV3� N� baltymai� efektyviau� formuoja� viruso�

nukleokapsid��primenan	ias�daleles,�kurios�yra�mažiau�paslankios�ir�pusantro�

karto� arba� dvigubai� ilgesn�s� nei� miel�se� susintetint�� SeV� arba� hPIV1� N�

baltym��formuojamos�vNPD.�

�sitikinus,�kad�miel�se�S.cerevisiae�susintetinti�hPIV1�ir�hPIV3�N�baltymai�

formuoja�viruso�nukleokapsid��primenan	ias�daleles,�padaryta�prielaida,�kad�

ši��baltym��antigenin�s�savyb�s�tur�t��b�ti�panašios���natyvi��hPIV1�ir�hPIV3�

N�baltym��antigenines�savybes.�Tod�l�miel�se�susintetinti�ir�išgryninti�hPIV1�ir�

hPIV3� N� baltymai� buvo� naudoti� monokloniniams� pel�s� antik�nams,�

specifiniams� natyviems� hPIV1� ir� hPIV3� N� baltymams,� gauti.� Šis� darbas� buvo�

atliktas� Biotechnologijos� instituto� Imunologijos� ir� l�stel�s� biologijos� skyriuje�

vadovaujant�dr.�A.�Žvirblienei.�

�
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23� pav.� Išgrynint�� miel�se� S.cerevisiae� susintetint�� hPIV1� (A)� ir� hPIV3� (B)� N� baltym�� elektronin�s�
mikrografijos.� Padidinta� 100.000� kart�,� br�kšnys� –� 100�nm.� Rodykl�mis� pažym�ti� nukleokapsid�s�
spiral�s�žiedai.��
�

3.1.2.3.�Žmogaus�respiracinio�sincitinio�viruso�nukleokapsid�s�baltymas�

Kaip� ir� prieš� tai� šiame� darbe� aprašytais� parmikso� virus�� N� baltym��

sintez�s� miel�se� atvejais,� žmogaus� respiracinio� sincitinio� viruso� (hRSV)� N�

baltymo� sintez�� tirta� mieli�� S.cerevisiae� kamiene� 214�pep4.� Sukonstruotu�

hRSV�N�baltymo�sintezei�miel�se�S.cerevisiae�skirtu�vektoriumi�pFGG3�hRSV�N�

(žr.�skyri��3.1.1.,�vektoriaus�schema�pateikta�14�D�pav.)�transformuotos�miel�s�

S.cerevisiae,� kamienas� 214�pep4,� buvo� padaugintos� skystoje� mitybin�je�

terp�je�su�formaldehidu�ir�po�to�augintos�indukcijos�s�lygomis�taip�pat�kaip�ir�

SeV�N�baltymo�sintez�s�miel�se�atveju�(žr.�Rezultat��dal�,�skyrius�3.1.2.1.).�

Po� indukcijos,� suardžius� mieles,� NDS�PAGE� metodu� buvo� tirtas� SLS�

m�ginys.� Šiuo� metodu� pFGG3�hRSV�N� vektoriumi� transformuot�� mieli�� SLS�

m�ginyje,� j�� lyginant� su� neigiamos� kontrol�s� m�giniu,� aptiktas� ~�44�kDa� MM�

papildomas� baltymas� (24�A�pav.,�2�takelis).� Šio� baltymo� MM� sutapo� tiek� su�

programa� apskai	iuota� teorine� hRSV� N� baltymo� MM,� tiek� su� MM,� kuri,�

remiantis�publikuotais�duomenimis,�tokiu�pat�metodu�buvo�nustatyta�iš�hRSV�

daleli�� išskirto� pilno� ilgio� N� baltymui� (Garcia�Barreno� ir� kt.,� 1996).� Tai� rodo,�

kad� po� indukcijos� pFGG3�hRSV�N� vektoriumi� transformuot�� mieli�� SLS�

aptiktas� pilno� ilgio� hRSV� N� baltymas.� Miel�se� susintetinto� baltymo� tapatyb��

buvo� patvirtinta� BIB� metodu� naudojant� hRSV� baltymams� specifinius�

polikloninius� ožkos� antik�nus� (Chemicon,� JAV)� (24�B�pav.,�2�takelis).� Tirtame�
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SLS� m�ginyje� taip� pat� su� šiais� antik�nais� reagavo� ~�30� ir� ~�34�kDa� MM�

baltymai.� Buvo� manyta,� kad� šie� baltymai� yra� iš� dalies� degraduoti� miel�se�

sintetinamo� hRSV� N� baltymo� variantai.� Kadangi� tirtame� SLS� m�ginyje�

trumpesni��hRSV�N�baltymo�variant��buvo�aptikti�tik�nedideli�kiekiai,�tai�rodo,�

kad� miel�se� S.cerevisiae� sintetinamas� hRSV� N� baltymas� yra� pakankamai�

atsparus�mieli��l�stel�s�baltymus�hidrolizuojan	i��ferment��poveikiui.�

�sitikinus,� kad� žmogaus� respiracinio� sincitinio� viruso� N� baltymas� yra�

sintetinamas�miel�se�S.cerevisiae,�toliau�buvo�nustatytos�šio�baltymo�sintezei�

optimalios� indukcijos� s�lygos.� pFGG3�hRSV�N� vektoriumi� transformuot��

mieli�� S.cerevisiae� SLS� išmatavus� santykin�� hRSV� N� baltymo� kiek�� po� �vair��

laiko� tarp�� trukusios� indukcijos� nustatyta,� kad� maksimalus� šio� viruso� N�

baltymo�kiekis�buvo�gautas�mieles�auginant� indukcijos�s�lygomis�24�val�Taip�

pat��sitikinta,�kad�indukcin�je�terp�je�pak�lus�galaktoz�s�koncentracij��nuo�1.5�

iki� 2.5�%� hRSV� N� baltymo� sintez�s� lygis� padid�jo� ~�25� %.� Toliau� indukcin�je�

terp�je�didinant�galaktoz�s�koncentracij�,�tirto�N�baltymo�sintez�s� lygis� išliko�

toks�pats.�Naudojant�parinktas�optimalias�indukcijos�s�lygas,�SLS�apskai	iuotas�

hRSV�N�baltymo�kiekis�sudar��3.2�±�0.3�%�nuo�bendro�l�stel�s�baltym��kiekio.�

�

�

�

�

�

�

24� pav.� Miel�se� S.cerevisiae� susintetinto� hRSV� N� baltymo� analiz�� SDS�PAGE� metodu� (A)� ir�
imunoblotingu�naudojant�hRSV�baltymams�specifinius�polikloninius�ožkos�antik�nus�(B).�M�–�baltym��
molekulinio�svorio�standartas�(UAB�„Fermentas“)�170,�130,�100,�70,�55,�40,�35�ir�25�kDa;�1�takelis�–�20�
�g� indukuot��pFGG3� vektoriumi� transformuot�� mieli��S.cerevisiae� SLS;� 2� takelis� –� 20� �g� indukuot��
pFGG3�hRSV�N�vektoriumi�transformuot��mieli��S.cerevisiae�SLS;�3�takelis�–�1��g� išgryninto�miel�se�
S.cerevisiae�susintetinto�hRSV�N�baltymo.�

�

Parinkus� optimalias� sintez�s� indukcijos� s�lygas,� toliau� miel�se�

susintetintas� hRSV� buvo� grynintas.� Po� indukcijos� surinktos� hRSV� N� baltym��

(A)�����������������������������������������(B)�
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sintetinan	ios�miel�s�S.cerevisiae,�suardytos� ir�atskirta�tirpi��baltym��frakcija�

taip�pat,�kaip�ir�miel�se�susintetinto�SeV�N�baltymo�atveju�(žr.�Rezultat��dal�,�

skyrius�3.1.2.1.).�Nuo�TBF�atskirtos�nuos�dos�ištirpintos�tokiame�pat�AT�t�ryje,�

kokiame�buvo�praskiestos�surinktos�mieli�� l�stel�s.�TBF� ir� ištirpint��nuos�d��

m�giniai� analizuoti� BIB� metodu� naudojant� hRSV� baltymams� specifinius�

polikloninius� ožkos� antik�nus.� Atlikus� BIB� � analiz�,� tik� nedidelis� hRSV� N�

baltymo�kiekis�aptiktas�nuo�TBF�atskirtose�nuos�dose.�Tai�rodo,�kad�miel�se�

susintetintas�hRSV�N�baltymas�yra�tirpus.��

�sitikinus,� kad� miel�se� S.cerevisiae� susintetintas� hRSV� N� baltymas� yra�

tirpus,� toliau� jis� buvo� grynintas� TBF� centrifuguojant� per� 30�%� sacharoz�s�

tirpalo� sluoksn�� taip� pat,� kaip� ir� miel�se� susintetintas� SeV� N� baltymas� (žr.�

Rezultat��dal�,�skyrius�3.1.2.1.).�Nucentrifugavus,�gautos�baltymin�s�nuos�dos�

ištirpintos�AT�ir�tikrintos�NDS�PAGE�metodu.�Didžioji�dalis�miel�se�susintetinto�

hRSV� N� baltymo� po� šio� gryninimo� žingsnio� aptikta� nuos�dose� ir� tik� nedideli�

kiekiai� sacharoz�s� tirpalo� sluoksnyje.� Taip� pat� nustatyta,� kad� tirpale� virš�

tankaus�sacharoz�s�sluoksnio�po�centrifugavimo�hRSV�N�baltymo�neliko.�NDS�

PAGE�metodu�atlikta�analiz��parod�,�kad�po�šio�gryninimo�žingsnio�nepakito�N�

baltymo�MM.�

�Toliau�miel�se�susintetintas�hRSV�N�baltymas�buvo�grynintas�du�kartus�

centrifuguojant� CsCl� tankio� gradiente� taip� pat,� kaip� ir� miel�se� susintetintas�

SeV�N�baltymas�(žr.�Rezultat��dal�,�skyrius�3.1.2.1.).�Nucentrifugavus�du�kartus�

surinktos� CsCl� tankio� gradiento� frakcijos� ir� analizuotos� NDS�PAGE� metodu.�

Šiuo�metodu�didžiausi�gryninto�N�baltymo�kiekiai�nustatyti�1.28�–�1.29�g/cm3�

tankio� CsCl� tirpalo� sluoksnyje,� kuriame� buvo� aptiktos� tik� negausios� mieli��

l�stel�s� baltym�� priemaišos.� Taip� pat� �sitikinta,� kad� nepakito� gryninto� N�

baltymo�MM.�Didžiausi��hRSV�N�baltymo�kiek��turin	ios�CsCl�tirpalo� frakcijos�

sujungtos� ir� dializuotos� NFDT� su� 1�mM�EDTA.� Po� dializ�s� NDS�PAGE� metodu�

sujungt�� frakcij�� m�ginyje� aptiktas� tik� pilno� ilgio� hRSV� N� baltymas�

(24�A�pav.,�3�takelis).� Jo� tapatyb�� patvirtinta� BIB� metodu� naudojant� hRSV�
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baltymams� specifinius� polikloninius� ožkos� antik�nus� (24�B�pav.,�3�takelis).�

Tirtame� išgryninto�N�baltymo�m�ginyje� jokie�kiti�baltymai�su�šiais�antik�nais�

nereagavo.�Padaryta�prielaida,�kad�miel�se�susintetintas�hRSV�N�baltymas,� j��

gryninant,�išlieka�stabilus.�Naudojant�vaizdo�analiz�s�program�,�apskai	iuotas�

hRSV� N� baltymo� grynumas.� Paaišk�jo,� kad� išgrynintame� m�ginyje� hRSV� N�

baltymas� sudar�� >�96�%� nuo� bendro� baltym�� kiekio.� Po� gryninimo� gauta�

miel�se�S.cerevisiae�susintetinto�hRSV�N�baltymo�išeiga�yra�pateikta�rezultatus�

apibendrinan	ioje�1�lentel�je,�Rezultat��dalies�3.1.2.6.�skyriuje.���

Išgryninto� hRSV� N� baltymo� koncentracija� nustatyta� Bredfordo� metodu.�

Dalis�išgryninto�N�baltymo�tirpalo�praskiesta�gliceroliu�iki�50�%�t�rio�ir�laikyta�–

20°C� temperat�roje,� kita� dalis� liofilizuota� ir� laikyta� 4°C� temperat�roje.� Po�

m�nesio� baltym�� m�giniai� tikrinti� NDS�PAGE� metodu.� Nustatyta,� kad� abiem�

b�dais�užkonservuotas�išgrynintas�hRSV�N�baltymas�gali�b�ti�saugiai�laikomas�

ilg��laik�.�

Siekiant� nustatyti,� ar� miel�se� susintetintas� hRSV� N� baltymas� formuoja�

paramikso�virus��nukleokapsid��primenan	ias�daleles,� išgrynintas� jo�m�ginys�

buvo� tirtas� EM.� Paaišk�jo,� kad� miel�se� susintetintas� hRSV� N� baltymas,� taip�

pat,� kaip� ir� kiti� šiame� darbe� tirti� miel�se� susintetinti� paramikso� virus�� N�

baltymai,� formuoja� vNPD� (25�pav.).� Ta	iau� hRSV� N� baltymo� formuojami�

dariniai�buvo�panaš�s���stipriai�lenktus�18�nm�skersmens�ir�nuo�20�iki�100�nm�

ilgio�vamzdelius,�kai�kurie�iš�j��buvo�susiriet��net���žied�.�Tai�rodo,�kad�miel�se�

susintetinto� hRSV� N� baltymo� formuojamos� vNPD� yra� labai� paslankios� ir�

maždaug� dvigubai� trumpesn�s� nei� miel�se� susintetinto� hPIV1� N� baltymo�

formuojamos� vNPD� (žr.� Rezultat�� dal�,� skyrius� 3.1.2.2.).� Steb�t�� vamzdeli��

pakraš	iuose� buvo� matomi� „eglut�s“� rašt�� primenantys� susiaur�jimai,� o�

viduryje� ~�2�3�nm� skersmens� tamsi� juosta.� Taip� pat� išgrynintame,� hRSV� N�

baltymo�m�ginyje�EM�steb�ti� ir�nukleokapsid�s�spiral�s�žiedai,�kuri�� tirtame�

m�ginyje,�j��lyginant�su�kit��šiame�darbe�tirt��miel�se�susintetint��ir�išgrynint��

paramikso�virus��N�baltym��m�giniais,�buvo�palyginti�daug�(25�pav.).�Tai�rodo,�
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kad� didel�� dalis� miel�se� susintetint�� hRSV� N� baltym�� negeba� formuoti�

ilgesni��nei�kelios�spiral�s�vijos�viruso�nukleokapsid��primenan	i��darini��arba�

šie�dariniai�yra�nepatvar�s�ir�gryninimo�metu�subyra���nukleokapsid�s�spiral�s�

žiedus.�Didel��dalis�žied��buvo�vos��ži�rimi,�mat�si�tik�neryšk�s�j��kont�rai.��

�

�

�

�

�

25� pav.� Išgryninto� miel�se� S.cerevisiae� susintetinto� hRSV� N� baltymo� elektronin�� mikrografija.�
Padidinta�100.000�kart�,�br�kšnys�–�100�nm.�Rodykl�mis�pažym�ti�nukleokapsid�s�spiral�s�žiedai.�
�

�sitikinus,� kad� miel�se� S.cerevisiae� susintetintas� hRSV� N� baltymas�

formuoja�viruso�nukleokapsid��primenan	ias�daleles,�padaryta�prielaida,�kad�

šio� baltymo� antigenin�s� savyb�s� tur�t�� b�ti� panašios� �� natyvaus� hRSV� N�

baltymo�antigenines�savybes.�Tod�l�miel�se�susintetintas�ir�išgrynintas�hRSV�N�

baltymas� buvo� naudotas� monokloniniams� pel�s� antik�nams� gauti.� Ta	iau,�

pam�ginus� kelis� kartus,� specifini�� hRSV� N� baltymui� monoklonini�� antik�n��

gauti� nepavyko.� Šis� darbas� buvo� atliktas� Biotechnologijos� instituto�

Imunologijos� ir� l�stel�s� biologijos� skyriuje,� vadovaujant� dr.� A.� Žvirblienei.�

Padaryta� prielaida,� kad� miel�se� susintetintas� hRSV� N� baltymas� n�ra�

pakankamai� imunogeniškas.� Matyt,� vien� šio� baltymo� nepakanka� sužadinti�

pel�s� imunin�s� sistemos� atsakui,� kurio� metu� stimuliuojami� B� limfocitai�

gamint�� antigenui� specifinius� antik�nus.� Tod�l� buvo� nuspr�sta� miel�se�

S.cerevisiae� susintetinti� chimerin�� N� baltym�,� sudaryt�� iš� tym�� viruso� N�

baltymo�N�dalies�(1�400�ar.),�sujungtos�su�hRSV�N�baltymo�C�dalimi�(275�392�

ar.),� ir�š��baltym�� išgryninus�panaudoti�specifiniams�hRSV�N�baltymo�C�dalies�

ar.�sekai�monokloniniams�pel�s�antik�nams�gauti.�Miel�se�susintetintas�tym��

viruso�N�baltymas�yra�labai�imunogeniškas�(Samuel�ir�kt.,�2003).�Šiuo�baltymu�

�munizavus� peles� buvo� gauta� daug� specifini�� monoklonini�� antik�n�,� kuri��
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vieni�reagavo�su�N�dalies,�o�kiti�su�C�dalies�tym��viruso�N�baltymo�ar.�sekomis�

(Žvirblien�� ir� kt.,� 2007).� Tod�l� buvo� manyta,� kad� chimeriniu� N� baltymu�

imunizavus� peles,� imunogeniška� tym�� viruso� N� baltymo� N�dalis� pakankamai�

stipriai� sužadins� pel�s� imunin�� atsak�.� Tik�tasi,� kad� šio� atsako� metu� taip� pat�

bus�stimuliuojami�ir�tie�B�limfocitai,�kurie�gamins�hRSV�N�baltymo�C�dalies�ar.�

sekai�specifinius�antik�nus.�

Šiam� tikslui� sukonstruotu� chimerinio� N� baltymo� sintezei� miel�se�

S.cerevisiae� skirtu� vektoriumi� pFGG3�N(TyV�N�N1�400+hRSV�N�C275�392)� (žr.� skyri��

3.1.1.,� vektoriaus� schema� pateikta� 17� pav.)� transformuotos� miel�s�

S.cerevisiae,� kamienas� 214�pep4,� buvo� padaugintos� skystoje� mitybin�je�

terp�je�su�formaldehidu� ir�po�to�augintos� indukcijos�s�lygomis,�kaip�aprašyta�

ankš	iau�(žr.�Rezultat��dal�,�skyrius�3.1.2.1.).�

Po� indukcijos� surinktos� mieli�� l�stel�s� buvo� suardytos� ir� NDS�PAGE�

metodu� tirtas� SLS� m�ginys.� Šiuo� metodu� tirtame� m�ginyje,� j�� lyginant� su�

neigiamos� kontrol�s� m�giniu,� buvo� aptiktas� papildomas� ~�60�kDa� MM�

baltymas�(26�A�pav.,�2�takelis),�kurio�MM�buvo�~�3�kDa�didesn��nei�programa�

apskai	iuota� teorin�� chimerinio� N� baltymo� MM� (57�kDa).� Naudojant�

žiniatinklyje� laisvai� prieinam�� program�� (žiniatinklio� svetain�� Nr.�1)� buvo�

apskai	iuota,� kad� chimerinis� N� baltymas� turi� palyginti� didel�� neigiam�� kr�v��

(netenka�kr�vio,�kai�pH�yra� lygus�5.07).�Turb�t�tod�l�šis�baltymas�PAA�gelyje�

veikiant� elektros� srovei� juda� l�	iau� nei� panašios� MM� baltymas� NDS�PAGE�

analiz�je� naudotas� kaip� MM� standartas.� Padaryta� prielaida,� kad� tirtoje� SLS�

aptiktas� papildomas� baltymas� yra� pilno� ilgio� chimerinis� N� baltymas.� Jo�

tapatyb�� buvo� patvirtinta� BIB� metodu� naudojant� tym�� viruso� N� baltymo� N�

daliai� specifinius� monokloninius� FH1G� antik�nus,� gautus� iš� dr.� A.� Žvirblien�s�

(26�B�pav.,�2�takelis).� SLS� apskai	iuotas� santykinis� miel�se� susintetinto�

chimerinio�N�baltymo�kiekis,�kuris�buvo�lygus�10.8�±�0.9�%�nuo�bendro�l�stel�s�

baltym��kiekio.�
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�sitikinus,�kad�miel�s�S.cerevisiae�sintetina�chimerin��N�baltym�,�toliau�šis�

baltymas�buvo�grynintas.�Gryninimui�naudotos�tokios�pat�proced�ros,�kaip� ir�

miel�se� susintetinto� SeV� N� baltymo� gryninimo� atveju� (žr.� Rezultat�� dal�,�

skyrius�3.1.2.1.).�Nucentrifugavus�SLS�suspensij�,�buvo�atskirta�TBF.�NDS�PAGE�

metodu�nustatyta,�kad�beveik�visas�miel�se�susintetinto�chimerinio�N�baltymo�

kiekis� liko� TBF,� tik� labai� nedidel�� jo� dalis� buvo� aptikta� nuo� TBF� atskirtose�

nuos�dose.� Tai� rodo,� kad� miel�se� susintetintas� chimerinis� N� baltymas� yra�

tirpus.� Toliau� TBF� buvo� centrifuguota� per� 30�%� sacharoz�s� tirpalo� sluoksn�.�

Nucentrifugavus,�NDS�PAGE�metodu�buvo�nustatyta,�kad�grynintas�chimerinis�

N� baltymas� koncentravosi� pro� tank�� sacharoz�s� sluoksn�� prasiskverbusi��

baltym�� formuojamose� nuos�dose.� Padaryta� prielaida,� kad� miel�se�

susintetintas� chimerinis� N� baltymas� formuoja� didelio� tankio� ir� MM� darinius.�

Toliau,�pro�sacharoz�s�sluoksn��parsiskverb��baltymai�buvo� ištirpinti�AT� ir�du�

kartus� centrifuguoti� CsCl� tankio� gradiente.� NDS�PAGE� metodu� išanalizavus�

surinkt�� CsCl� tankio� gradiento� frakcij�� m�ginius� didžiausi� chimerinio� N�

baltymo� kiekiai� buvo� nustatyti� 1.26�–�1.28�g/cm3� tankio� CsCl� tirpalo�

sluoksnyje.� Tai� rodo,� kad� miel�se� susintetintas� chimerinis� N� baltymas,� j��

centrifuguojant� CsCl� tankio� gradiente,� koncentruojasi� mažesnio� tankio� CsCl�

tirpalo� sluoksnyje� nei� šiame� darbe� gryninti� miel�se� susintetini� paramikso�

virus�� N� baltymai.� Šiame� sluoksnyje� NDS�PAGE� metodu� buvo� aptiktos�

negausios�mieli��l�stel�s�baltym��priemaišos.�Taip�pat��sitikinta,�kad�nepakito�

gryninto�N�baltymo�MM.�Didžiausi��chimerinio�N�baltymo�kiek��turin	ios�CsCl�

tirpalo�frakcijos�sujungtos�ir�dializuotos�NFDT�su�1�mM�EDTA.�Po�dializ�s�NDS�

PAGE� metodu� sujungt�� frakcij�� m�ginyje� aptiktas� daugiausiai� pilno� ilgio�

chimerinis� N� baltymas,� ta	iau� mat�si� ir� negausios� mieli�� l�stel�s� baltym��

priemaišos� (26�A�pav.,�3�takelis).� Išgryninto� chimerinio� N� baltymo� tapatyb��

buvo� patvirtinta� BIB� metodu� naudojant� tym�� viruso� N� baltymo� N�daliai�

specifinius� monokloninius� FH1G� antik�nus� (26�B�pav.,�3�takelis).� Išgryninto�

chimerinio�N�baltymo�koncentracija�nustatyta�Bredfordo�metodu.�Naudojant�
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vaizdo� analiz�s� program�� apskai	iuotas� chimerinio� N� baltymo� grynumas.�

Paaišk�jo,� kad� išgrynintame� m�ginyje� chimerinis� N� baltymas� sudar�� >�75�%�

nuo�bendro�baltym��kiekio.�

Siekiant� nustatyti,� ar� miel�se� susintetintas� chimerinis� N� baltymas�

formuoja� viruso� nukleokapsid�� primenan	ias� daleles,� išgrynintas� jo� m�ginys�

buvo� tirtas�EM,� ta	iau�šiame�m�ginyje� joki��vNPD�aptikti�nepavyko.�Miel�se�

susintetintas�chimerinis�N�baltymas,� j��veikiant�didele� išcentrine� j�ga,�sugeba�

prasiskverbi�pro�tank��sacharoz�s�tirpalo�sluoksn�.�Tai�rodo,�kad� jis�formuoja�

didelio� tankio� ir� MM� darinius.� Ta	iau� išgryninto� chimerinio� N� baltymo�

m�ginyje� j�� stebint� EM� joki�� aiškios� formos� darini�� aptikti� nepavyko,� tod�l�

buvo� padaryta� prielaida,� kad� šio� baltymo� formuojami� dariniai� gali� b�ti�

netvarkingai�tarpusavyje�susijungusi��chimerini��N�baltym��agregatai.�

�

�

�

�

�

�

26� pav.� Miel�se� S.cerevisiae� susintetinto� chimerinio� N(TyV�N�N1�400+hRSV�N�C275�392)� baltymo� analiz�� SDS�
PAGE� metodu� (A)� ir� imunoblotingu� naudojant� tym�� viruso� N� baltymo� N�daliai� specifinius�
monokloninius� FH1G� antik�nais� (B).� M� –� baltym�� molekulinio� svorio� standartas� (UAB� „Fermentas“)�
170,� 130,� 100,� 70,� 55,� 40� ir� 35� kDa;� 1� takelis� –� 20��g� (A)� ir� 10��g� (B)� indukuot��pFGG3� vektoriumi�
transformuot�� mieli�� S.cerevisiae� SLS;� 2� takelis� –� 20��g� (A)� ir� 10��g� (B)� indukuot��pFGG3�N(TyV�N�N1�

400+hRSV�N�C275�392)� vektoriumi� transformuot�� mieli�� S.cerevisiae� SLS;� 3� takelis� –� 10��g� (A)� ir� 4��g� (B)�
išgryninto�miel�se�S.cerevisiae�susintetinto�chimerinio�N(TyV�N�N1�400+hRSV�N�C275�392)�baltymo.�

�

Nors�buvo�nustatyta,�kad�miel�se�S.cerevisiae�susintetintas�chimerinis�N�

baltymas� neformuoja� viruso� nukleokapsid�� primenan	i�� daleli�,� ta	iau�

naudojant�išgrynint��chimerin��N�baltym��buvo�m�ginta�gauti�specifinius�hRSV�

N�baltymo�C�dalies�ar.�sekai�monokloninius�pel�s�antik�nus.�Pam�ginus�kelis�

kartus,� specifiškai� su� hRSV� N� baltymo� C�dalies� ar.� seka� reaguojan	i��

monoklonini�� antik�n�� gauti� nepavyko.� Gali� b�ti,� kad� eksperimentuose�

(A) �����������������������������������������(B)�
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naudotos�pel�s�pastoviai�susiduria�su�labai�artimu�virus��ir�tod�l���š��žmogaus�

viruso� baltym�� reaguoja� kaip� �� sav�� baltym�.� Šis� darbas� buvo� atliktas�

Biotechnologijos� instituto� Imunologijos� ir� l�stel�s� biologijos� skyriuje,�

vadovaujant�dr.�A.�Žvirblienei.��

��

3.1.2.4.�Henipah�virus
�nukleokapsid�s�baltymai�

Nipah� ir� Hendra� virus�� (NiV� ir� HeV,� kartu� –� Henipah� virus�)� N� baltym��

sintez�� tirta� mieli�� S.cerevisiae� kamiene� 214�pep4.� Sukonstruotais� Henipah�

virus��N�baltym��sintezei�miel�se�S.cerevisiae�skirtais�vektoriais�pFGG3�NiV�N�

ir�pFGG3�HeV�N� (žr.� skyri�� 3.1.1.,� vektori�� schemos� pateiktos� 14�E� ir� F� pav.)�

transformuotos� S.cerevisiae� miel�s,� kamienas� 214�pep4,� buvo� padaugintos�

skystoje� mitybin�je� terp�je� su� formaldehidu� ir� po� to� augintos� indukcijos�

s�lygomis,�kaip�aprašyta�anks	iau�(žr.�Rezultat��dal�,�skyrius�3.1.2.1.).�

Po� indukcijos,� suardžius� mieles,� NDS�PAGE� metodu� tirti� SLS� m�giniai.�

Šiuo� metodu� vektoriais� pFGG3�NiV�N� ir� pFGG3�HeV�N� transformuot�� mieli��

SLS�m�giniuose,�juos�lyginant�su�neigiamos�kontrol�s�m�giniu,�aptikti�~�62�kDa�

MM� papildomi� baltymai� (27� A� ir� B� pav.,�2�takelis),� kuri�� MM� buvo� ~�4�kDa�

didesn�s�nei�programa�apskai	iuotos�tirt��Henipah�virus��N�baltym��teorin�s�

MM� (abiem� atvejais� ~�58�kDa).� Padaryta� prielaida,� kad� po� indukcijos�pFGG3�

NiV�N� ir�pFGG3�HeV�N� vektoriais� transformuot�� mieli�� SLS� aptikti� pilno� ilgio�

NiV� ir� HenV� N� baltymai.� Kadangi� nebuvo� galimyb�s� gauti� šiems� baltymams�

specifini��antik�n�,�tod�l�j��tapatyb�s�nebuvo�patvirtintos�BIB�metodu.��

�sitikinus,� kad� Henipah� virus�� N� baltymai� yra� sintetinami� miel�se�

S.cerevisiae,�toliau�buvo�nustatytos�ši��baltym��sintezei�optimalios�indukcijos�

s�lygos.�Šioms�s�lygoms�nustatyti�SLS�buvo�matuojami�santykiniai�N�baltym��

kiekiai.� Šiems� kiekiams� išmatuoti� buvo� naudoti� Henipah� virus��N� baltymams�

specifiniai� monokloniniai� 1G3� antik�nai.� Šie� monokloniniai� antik�nai� buvo�

gauti� peles� imunizavus� šiame� darbe� miel�se� S.cerevisiae� susintetintu� ir�

išgrynintu�NiV�N�baltymu.�Henipah�virus��N�baltym��sintez��miel�se�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� (žr.� Rezultat�� dal�,� skyrius� 3.1.2.1.).� Po� indukcijos,� suardžius�

mieli��l�steles�ir�SLS�išmatavus�santykin��N�baltymo�kiek��nustatyta,�kad�abiem�

tirtais� atvejais� N� baltymo� kiekis� spar	iai� did�jo� mieles� auginant� indukcijos�

s�lygomis�16�val,�o�savo�maksimum��pasiek��po�24�val�Toliau�buvo�nustatyta,�

kad� abiem� tirtais� atvejais� indukcin�je� terp�je� padidinus� galaktoz�s� kiek�� nuo�

1.5� iki� 2.5�%� tirt�� N� baltym�� sintez�s� lygis� padid�jo� ~�25�%.� Naudojant�

parinktas�optimalias�indukcijos�s�lygas,�SLS�apskai	iuoti�NiV��ir�HeV�N�baltym��

kiekiai�sudar���5.3�±�0.6�%�ir�5.3�±�0.4�%�nuo�bendro�l�stel�s�baltym��kiekio.�

�

�

�

�

�

�

27�pav.�Miel�se�S.cerevisiae�susintetint��NiV�ir�HeV�N�baltym��analiz��SDS�PAGE�metodu�(A�ir�B,�1�3�
takeliai)� ir� imunoblotingu� naudojant� Henipah� virus�� N� baltymams� specifiniais� monokloninius� 1G3�
antik�nus� (A� ir� B,� 4�6� takeliai).� M� –� baltym�� molekulinio�svorio� standartas� (UAB� „Fermentas“)�170,�
130,�100,�70,�55,�40,�35�ir�25�kDa;�1�ir�4�takeliai�–�20��g�indukuot��pFGG3�vektoriumi�transformuot��
mieli�� S.cerevisiae� SLS;� 2� ir� 5� takeliai� –� 20� �g� indukuotos� pFGG3�NiV�N� vektoriumi� transformuot��
mieli�� S.cerevisiae� SLS;� 3� ir� 6� takeliai� –� 2��g� išgryninto� miel�se� S.cerevisiae� susintetinto� NiV� N�
baltymo.� (B)� SDS�PAGE� (1�3)� ir� imunoblotingas� su� Henipah� virus�� N� baltymams� specifiniais�
monokloniniais�1G3�antik�nais�(4�6).�M�–�baltym��molekulinio�svorio�standartas�(UAB�„Fermentas“)�
170,� 130,� 100,� 70,� 55,� 40,� 35� ir� 25� kDa;� 1� ir� 4� takeliai� –� 20� �g� indukuot�� pFGG3� vektoriumi�
transformuot�� mieli�� S.cerevisiae� SLS;� 2� ir� 5� takeliai� –� 20� �g� indukot�� pFGG3�HeV�N� vektoriumi�
transformuot��mieli��S.cerevisiae�SLS;�3�ir�6�takeliai�–�2��g�išgryninto�miel�se�S.cerevisiae�susintetinto�
HeV�N�baltymo.�

�

�sitikinus,�kad�miel�s�S.cerevisiae�sintetina�Henipah�virus��N�baltymus� ir�

parinkus�ši��baltym��sintezei�optimalias�indukcijos�s�lygas,�toliau�šie�baltymai�

buvo� gryninti.� Gryninimui� naudotos� tokios� pat� proced�ros,� kaip� ir� miel�se�

susintetinto� SeV� N� baltymo� gryninimo� atveju� (žr.� Rezultat�� dal�,� skyrius�

3.1.2.1.).� Nucentrifugavus� SLS� suspensij�� ir� atskyrus� TBF,� NDS�PAGE� metodu�

nustatyta,� kad� abiem� tirtais� atvejais� didžioji� dalis� miel�se� susintetint�� N�

baltym�� liko�TBF.�Toliau�TBF�buvo�centrifuguota�per�30�%�sacharoz�s� tirpalo�
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sluoksn�.�Nucentrifugavus,�NDS�PAGE�metodu�buvo��sitikinta,�kad�abiem�tirtais�

atvejais� gryninti� N� baltymai� koncentravosi� pro� tank�� sacharoz�s� sluoksn��

prasiskverbusi�� baltym�� formuojamose� nuos�dose.� Pro� sacharoz�s� sluoksn��

parsiskverb��baltymai�buvo� ištirpinti�AT� ir�du�kartus�centrifuguoti�CsCl�tankio�

gradiente.� NDS�PAGE� metodu� išanalizavus� surinkt�� CsCl� tankio� gradiento�

frakcij�� m�ginius� abiem� tirtais� atvejais� didžiausi� N� baltymo� kiekiai� buvo�

nustatyti� 1.28� –� 1.30�g/cm3� tankio� CsCl� tirpalo� sluoksnyje.� Taip� pat� šiame�

sluoksnyje� abiem� tirtais� atvejais� buvo� aptiktos� ir� negausios� mieli�� l�stel�s�

baltym�� priemaišos.� �sitikinta,� kad� nepakito� ir� grynint�� N� baltym�� MM.�

Didžiausius�NiV�N�baltymo�kiekius� turin	ios�CsCl�tirpalo� frakcijos�sujungtos� ir�

dializuotos� NFDT� su� 1�mM�EDTA.� Po� dializ�s� NDS�PAGE� metodu� sujungt��

frakcij��m�ginyje�buvo�aptiktas�daugiausia�tik�pilno�ilgio�NiV�N�baltymas�(27�A�

pav.,�3�takelis).�Tai�pat� tirtame�m�ginyje�buvo�nustatytos� ir�negausios�mieli��

l�stel�s� baltym�� priemaišos� bei� iš� dalies� degraduoti� trumpesnio� ilgio� NiV� N�

baltymo� variantai,� kuri�� tapatyb�� buvo� patvirtinta� BIB� metodu� naudojant�

Henipah� virus�� N� baltymams� specifinius� monokloninius� 1G3� antik�nus� (27�A�

pav.,�6�takelis).� Tai� rodo,� kad� nedidel�� dalis� miel�se� susintetinto� NiV� N�

baltymo� yra� sudegraduojama� gryninimo� proced�r�� metu.� Naudojant� vaizdo�

analiz�s� program�� apskai	iuotas� NiV� N� baltymo� grynumas.� Paaišk�jo,� kad�

išgrynintame� m�ginyje� NiV� N� baltymas� sudar�� 88�%� nuo� bendro� baltym��

kiekio.� CsCl� tankio� gradiento� frakcijos,� kuriose� buvo� nustatytos� didžiausios�

HeV�N�baltymo�koncentracijos,�sujungtos� ir�dializuotos�NFDT�su�1�mM�EDTA.�

Po� dializ�s� NDS�PAGE� metodu� sujungt�� frakcij�� m�ginyje� taip� pat� buvo�

aptiktas�daugiausia�tik�pilno�ilgio�HeV�N�baltymas�(27�B�pav.,�3�takelis),�ta	iau,�

kaip�ir�NiV�N�baltymo�atveju,�išgrynintame�m�ginyje�buvo�nustatytas�nedidelis�

kiekis� mieli�� l�stel�s� baltym�� priemaiš�� ir� nedideli� kiekiai� iš� dalies�

sudegraduot�� trumpesni�� HeV� N� baltymo� variant�,� kuri�� tapatyb�� buvo�

patvirtinta� BIB� metodu� (27�B� pav.,�6�takelis).� Naudojant� vaizdo� analiz�s�

program�� apskai	iuotas� HeV� N� baltymo� grynumas.� Paaišk�jo,� kad�
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išgrynintame� m�ginyje� HeV� N� baltymas� sudar�� 90�%� nuo� bendro� baltym��

kiekio.�Po�gryninimo�gautos�miel�se�S.cerevisiae�susintetint��Henipah�virus��N�

baltym�� išeigos� yra� pateiktos� rezultatus� apibendrinan	ioje� 1� lentel�je,�

Rezultat��dalies�3.1.2.6.�skyriuje.�

Išgrynint�� Henipah� virus�� N� baltym�� koncentracijos� nustatytos�

Bredfordo� metodu.� Abiem� tirtais� atvejais� dalis� išgryninto� N� baltymo� tirpalo�

buvo� praskiesta� gliceroliu� iki� 50�%� t�rio� ir� laikyta� –20°C� temperat�roje,� kita�

dalis� liofilizuota� ir� laikyta� 4°C� temperat�roje.� Po� m�nesio� baltym�� m�giniai�

tikrinti� NDS�PAGE� metodu.� Nustatyta,� kad� abiem� b�dais� užkonservuoti�

išgryninti�Henipah�virus��N�baltymai�gali�b�ti�saugiai�laikomi�ilg��laik�.�

Siekiant� patvirtinti� miel�se� susintetint�� Henipah� virus�� N� baltym��

tapatybes,� išgryninti� Henipah� virus�� N� baltymai� buvo� analizuoti� tandemin�s�

masi�� spektrometrijos� (MS/MS)� metodu.� Ši� analiz�� buvo� atlikta� Australijos�

gyv�n�� sveikatos� prieži�ros� laboratorijoje� (AGSPL),� Australijoje.� Išgryninti�

Henipah�virus��N�baltymai�vienu�atveju�veikti�tripsinu,�kitu�–�chimotripsinu� ir�

tre	iu� –endopeptidaze� AspN� (16�val� 37°C).� Po� N� baltym�� hidroliz�s� gauti�

peptidai� atvirkštini�� fazi�� chromatografijos� metodu� atskirti� Vydac� C18�

kolon�l�je� (Grace� Davison,� JAV),� aukšto� sl�gio� skys	i�� chromatografijos�

sistemoje� Surveyor�MS� (Thermo,� JAV)� (Juozapaitis� ir� kt.,� 2007b).� Atvirkštini��

fazi��chromatografijos�metodu�atskyrus�peptidus,�j��fragment��masi��spektrai�

buvo�nustatyti�naudojant�LCQ�keturi��poli�� jon��sp�st��mas�s�spektrometr��

(Thermo,� JAV)� (Juozapaitis� ir�kt.,�2007b).�Nustatyti�peptid�� fragment��masi��

spektrai� buvo� �vertinti� ir� palyginti� su� baltym�� duomen�� baz�je� esan	iais�

neapdorotais� žinomos� sekos� peptid�� fragment�� masi�� spektrais� in� sillico�

algoritmu� Sequest� (Eng� ir� kt.,� 2008)� (Thermo,� JAV).� Pagal� fragment�� masi��

spektr�� nustatytos� peptid�� sekos� palygintos� su� GenBank� duomen�� baz�je�

esan	iomis� baltym�� sekomis� ir� su� nedideliu� skai	iumi� Henipah� virus�� N�

baltym�� sek�.� Labiausiai� su� Henipah� virus��N� baltym��sekomis�sutampantys�

peptidai,� kuri�� panašumo� lygmuo� (Xcorr)� apskai	iuotas� algoritmu� Sequest�
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buvo�didesnis�už�2,�priskirti�tirt��N�baltym��ar.�sekoms.�MS/MS�metodu�abiem�

tirtais�atvejais�pavyko�nustatyti�92�%�miel�se�susintetinto�N�baltymo�sekos.�28�

paveiksle� šiuo� metodu� nustatytos� miel�se� susintetint�� Henipah� virus�� N�

baltym��sekos�yra�paryškintos.�Taip�pat�MS/MS�metodu�buvo�nustatyta,�kad�

abiem� tirtais� atvejais� miel�se� sintetinamas� N� baltymas� yra� modifikuojamas�

pašalinant�metionin��ir�acetilinant�antroje�pozicijoje�esant��serin�.�Yra�žinoma,�

kad�taip�pat�yra�modifikuojami�natyv�s�Menangle�ir�Hendra�virus��N�baltymai�

(Shiell�ir�kt.,�2002).�

����Siekiant� nustatyti,� ar� miel�se� susintetinti� Henipah� virus�� N� baltymai�

formuoja� viruso� nukleokapsid�� primenan	ias� daleles,� išgryninti� j�� m�giniai�

buvo�tirti�elektroniniu�mikroskopu.�EM�analiz��parod�,�kad,�skirtingai�nei�kiti�

šiame� darbe� miel�se� susintetinti� paramikso� virus�� N� baltymai,� miel�se�

susintetini�Henipah�virus��N�baltymai�daugiausia�formuoja�tik�nukleokapsid�s�

spiral�s�žiedus,�sudarytus� iš�vienos�ar�keli��spiral�s�vij��(30�A� ir�B�pav.).�Taip�

pat,� abiem� tirtais� atvejais,� išgrynint�� N� baltymo� m�gin�� stebint� EM� mat�si� ir�

paramikso� virus�� nukleokapsid�� primenan	ios� dalel�s,� ta	iau� ši�� darini�,� j��

skai	i�� lyginant� su� nukleokapsid�s� spiral�s� žied�� skai	iumi,� tirtuose�

m�giniuose�buvo�nedaug� (30�A� ir�B�pav.).�Šiek�tiek�daugiau�vNPD�mat�si�EM�

stebint�išgryninto�NiV�N�baltymo�m�gin��(30�A�pav.).�Tai�rodo,�kad�didžioji�dalis�

miel�se�susintetint��Henipah�virus��N�baltym��negeba� formuoti� ilgesni��nei�

kelios�spiral�s� vijos� viruso� nukleokapsid�� primenan	i��spiralini�� darini�� arba�

šie�dariniai�yra�nepatvar�s�ir�gryninimo�metu�subyra���nukleokapsid�s�spiral�s�

žiedus.� Miel�se� susintetint�� Henipah� virus�� N� baltym�� formuojamos� vNPD�

buvo�panašios� ��šiek� tiek� lenktus�20�nm�skersmens� ir�nuo�20� iki�100�nm� ilgio�

vamzdelius,�kuri��pakraš	iai�turi�„eglut�s“�rašt��primenan	ius�susiaur�jimus,�o�

viduryje� matosi� ~�3�4�nm� skersmens� tamsi� juosta,� besidriekianti� išilgai�

vamzdelio�per�vis��jo�ilg�.�

�

�
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                 1                                               50 
    NiV N    (1) MSDIFEEAASFRSYQSKLGRDGRASAATATLTTKIRIFVPATNSPELRWE
    HeV N    (1) MSDIFDEAASFRSYQSKLGRDGRASAATATLTTKIRIFVPATNSPELRWE
                 51                                             100 
    NiV N   (51) LTLFALDVIRSPSAAESMKVGAAFTLISMYSERPGALIRSLLNDPDIEAV
    HeV N   (51) LTLFALDVIRSPSAAESMKIGAAFTLISMYSERPGALIRSLLNDPDIEAV
                 101                                            150 
    NiV N  (101) IIDVGSMVNGIPVMERRGDKAQEEMEGLMRILKTARDSSKGKTPFVDSRA
    HeV N  (101) IIDVGSMLNGIPVMERRGDKAQEEMEGLMRILKTARESSKGKTPFVDSRA
                 151                                            200 
    NiV N  (151) YGLRITDMSTLVSAVITIEAQIWILIAKAVTAPDTAEESETRRWAKYVQQ
    HeV N  (151) YGLRITDMSTLVSAVITIEAQIWILIAKAVTAPDTAEESETRRWAKYVQQ
                 201                                            250 
    NiV N  (201) KRVNFFALTQQWLTEMRNLLSQSLSVRKFMVEILIEVKKGGSAKGRAVEI
    HeV N  (201) KRVNFFALTQQWLTEMRNLLSQSLSVRKFMVEILMEVKKGGSAKGRAVEI
                 251                                            300 
    NiV N  (251) ISDIGNYVEETGMAGFFATIRFGLETRYPALALNEFQSDLNTIKSLMLLY
    HeV N  (251) ISDIGNYVEETGMAGFFATIRFGLETRYPALALNEFQSDLNTIKGLMLLY
                 301                                            350 
    NiV N  (301) REIGPRAPYMVLLEESIQTKFAPGGYPLLWSFAMGVATTIDRSMGALNIN
    HeV N  (301) REIGPRAPYMVLLEESIQTKFAPGGYPLLWSFAMGVATTIDRSMGALNIN
                 351                                            400 
    NiV N  (351) RGYLEPMYFRLGQKSARHHAGGIDQNMANRLGLSSDQVAELAAAVQETSA
    HeV N  (351) RGYLEPMYFRLGQKSARHHAGGIDQNMANKLGLNSDQVAELAAAVQETSV
                 401                                            450 
    NiV N  (401) GRQESNVQAREAKFAAGGVLIGGSDQDIDEGEEPIEQSGRQSVTFKREMS
    HeV N  (401) GRQDNNMQAREAKFAAGGVLVGGGEQDIDEEEEPIEHSGRQSVTFKREMS
                 451                                            500 
    NiV N  (451) ISSLANSVPSSSVSTSGGTRLTNSLLNLRSRLAAKAAKEAASSNATDDPA
    HeV N  (451) MSSLADSVPSSSVSTSGGTRLTNSLLNLRSRLAAKAIKESTAQ-SSSERN
                 501                         531 
    NiV N  (501) ISNRTQGESEKKNNQDLKPAQNDLDFVRADV
    HeV N  (500) PNNRPQADSGRKDDQEPKPAQNDLDFVRADV

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

�

Žinoma,� kad� paramikso� virus�� N� baltymo� N�dalies� amino� r�gš	i�� seka�

(a.r.�1�399)�formuoja�kompaktišk��erdvin��strukt�r�,�tod�l�ši�N�baltymo�dalis�

yra�atspari�net�kai�kuri��peptidazi��poveikiui,�o�C�dalies�amino�r�gš	i��sekos�

(a.r.� nuo� 400� iki� galo)� erdvin�� strukt�ra� yra� nekompaktiška,� kintanti� ir� jautri�

peptidazi��poveikiui�(Habchi�ir�kt.,�2010).�Su�N�baltymo�C�dalies�amino�r�gš	i��

seka� s�veikauja� net� keletas� kit�� viruso� ir� l�stel�s� baltym�,� tod�l� C�dalis�

kompaktiškiau�susilanksto�tik�tuomet,�kai� ji�susijungia�su�kitu�viruso�baltymu�

(Habchi� ir�kt.,�2010).�Buvo�padaryta�prielaida,�kad�b�tent�paslanki�N�baltymo�

C�dalis� miel�se� sintetinamiems� Henipah� virus�� N� baltymams� trukdo� rinktis� ��

ilgesn�� nei� kelios� spiral�s� vijos� darin�.� Šiai� prielaidai� patikrini� miel�se�

S.cerevisiae�buvo�susintetinti� ir� išgryninti�Henipah�virus��N�baltym��variantai�

su� pašalinta� C�dalimi� (abiem� atvejais� ar.� 1�400).� Šiam� tikslui� sukonstruotais�

NiV� ir� HeV� N� baltym�� be� C�dalies� sintezei� miel�se� S.cerevisiae� skirtais�

vektoriais��pFGG3�NiV�N(N1�399)�ir�pFGG3�HeV�N(N1�399)�(žr.�skyri��3.1.1.,�vektori��

schemos� pateiktos� 15� A� ir� B� pav.)� transformuotos� miel�s� S.cerevisiae,�
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kamienas�214�pep4.�Šie�baltymai�buvo�susintetinti�miel�se,�o�po�to�išgryninti�

taip�pat,�kaip�ir�pilno�ilgio�Henipah�virus��N�baltymai�(29�A�ir�B�pav.).�

�

�

�

�

�

�

29�pav.�Miel�se�S.cerevisiae�susintetintu�NiV�N(N1�399)�(A)�ir�HeV�N(N1�399)�(B)�baltym��analiz��SDS�PAGE�
metodu.�(A):�M�–�baltym��molekulinio�svorio�standartas�(UAB�„Fermentas“)�170,�130,�100,�70,�55,�40,�
35�ir�25�kDa;�1�takelis�–�20��g�indukuot��pFGG3�vektoriumi�transformuot��mieli��S.cerevisiae�SLS;�2�
takelis� –� 20� �g� indukuotos�pFGG3�NiV�N(N1�399)� vektoriumi� transformuot�� mieli�� S.cerevisiae� SLS;� 3�
takelis� –� 1��g� išgryninto� miel�se� S.cerevisiae� susintetinto� NiV� N(N1�399)� baltymo.� (B):� M� –� baltym��
molekulinio� svorio� standartas� (UAB� „Fermentas“)� 116,� 66,� 45,� 35,� 25� ir� 18� kDa;� 1� takelis� –� 20� �g�
indukuot�� pFGG3� vektoriumi� transformuot�� mieli�� S.cerevisiae� SLS;� 2� takelis� –� 20� �g� indukuotos�
pFGG3�HeV�N(N1�399)� vektoriumi� transformuot�� mieli�� S.cerevisiae� SLS;� 3� takelis� –� 1��g� išgryninto�
miel�se�S.cerevisiae�susintetinto�HeV�N(N1�399)�baltymo.�

�

Stebint� išgrynintus� Henipah� virus�� N� baltym�� be� C�dalies� m�ginius� EM�

mat�si� tik� virus�� nukleokapsid�� primenantys� ilgi� dariniai,� ta	iau� ši�� �� tiesius�

vamzdelius� panaši�� darini�� pakraš	iuose� nesimat�� aiški�� „eglut�s“� rašt��

primenan	i�� susiaur�jim�� (30� C� ir� D� pav.).� Steb�ti� vamzdeliai� buvo� 2�nm�

siauresni� (18�nm)� nei� pilno� ilgio� miel�se� susintetint�� Henipah� virus�� N�

baltym�� formuojamos� vNPD� ir� nuo� 50� iki� 400�nm� ilgio,� o� j�� viduryje� mat�si�

~�3�4�nm� skersmens� tamsi� juosta.� Steb�tuose� m�giniuose� buvo� aptikta� vos�

keletas� nukleokapsid�s� spiral�s� žied�.� Tai� rodo,� kad� miel�se� sintetinami�

Henipah� virus�� N� baltymai� be� C�dalies� labai� efektyviai� renkasi� �� ilgas�

nukleokapsidines�spirales,�kurios�yra�nepaslankios�ir�patvarios.�

�sitikinus,�kad�miel�se�S.cerevisiae�susintetinti�Henipah�virus��N�baltymai�

formuoja�viruso�nukleokapsid��primenan	ias�daleles,�padaryta�prielaida,�kad�

ši��baltym��antigenin�s�savyb�s�tur�t��b�ti�panašios���natyvi��Henipah�virus��

N� baltym�� antigenines� savybes.� Tod�l� miel�se� susintetinti� ir� išgryninti�

Henipah�virus��N�baltymai�buvo�naudoti�monokloniniams�pel�s�antik�nams,�

(A)������������������������������������������(B)�
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specifiniams� natyviems� Henipah� virus�� N� baltymams,� gauti.� Šis� darbas� buvo�

atliktas� Biotechnologijos� instituto� Imunologijos� ir� l�stel�s� biologijos� skyriuje�

vadovaujant�dr.�A.�Žvirblienei.�

�

�

�

�

�

30�pav.�Išgrynint��miel�se�S.cerevisiae�susintetint��NiV�N�(A),�HeV�N�(B),�NiV�N(N1�399)�(C)�ir�HeV�N(N1�399)�
(D)� baltym�� elektronin�s� mikrografijos.� Padidinta� 100.000� kart�,� br�kšnys� –� 100�nm.� Rodykl�mis�
pažym�ti�nukleokapsid�s�spiral�s�žiedai.�
��������������������

3.1.2.5.�Menangle�viruso�nukleokapsid�s�baltymas�

Menangle� viruso� (MenV)� N� baltymo� sintez�� tirta� mieli�� S.cerevisiae�

kamiene� 214�pep4.� Sukonstruotu� MenV� N� baltymo� sintezei� miel�se�

S.cerevisiae� skirtu� vektoriumi� pFGG3�MenV�N� (žr.� skyri�� 3.1.1.,� vektoriaus�

schema� pateikta� 14� G� pav.)� transformuotos� miel�s� S.cerevisiae,� kamienas�

214�pep4,� buvo� padaugintos� skystoje� mitybin�je� terp�je� su� formaldehidu� ir�

po�to�augintos�indukcijos�s�lygomis,�kaip�aprašyta�anks	iau�(žr.�Rezultat��dal�,�

skyrius�3.1.2.1.).�

Po� indukcijos,� suardžius� mieles,� NDS�PAGE� metodu� tirtas� SLS� m�ginys.�

Šiuo�metodu�vektoriumi�pFGG3�MenV�N�transformuot��mieli��SLS�m�ginyje,�j��

lyginant� su� neigiamos� kontrol�s� m�giniu,� aptiktas� ~�67�kDa� MM� papildomas�

baltymas,�kurio�MM�buvo�~�8�kDa�didesn�s�nei�programa�apskai	iuota�MenV�

N�baltymo�teorin��MM� (~�59�kDa)� (31�A�pav.�2�takelis).�Naudojant�program��

tai�pat�buvo�apskai	iuota,�kad�MenV�N�baltymas�turi�palyginti�didel��neigiam��

kr�v�� (netenka� kr�vio,� kai� pH� yra� lygus� 4.94).� Turb�t� tod�l� šis� baltymas� PAA�

gelyje� veikiant� elektros� srovei� juda� l�	iau� nei� panašios� MM� baltymas� NDS�

PAGE� analiz�je� naudotas� kaip� MM� standartas.� Padaryta� prielaida,� kad� po�

indukcijos�pFGG3�MenV�N�vektoriumi�transformuot��mieli��SLS�aptiktas�pilno�

(A)������������������������������������(B)�����������������������������������(C)����������������������������������(D)�
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ilgio� MenV� N� baltymas.� Kadangi� nebuvo� galimyb�s� gauti� šiam� baltymui�

specifini��antik�n�,�tod�l�jo�tapatyb��nebuvo�patvirtinta�BIB�metodu.��

�sitikinus,� kad� MenV� N� baltymas� yra� sintetinamas� miel�se� S.cerevisiae,�

toliau� buvo� nustatytos� šio� baltymo� sintezei� optimalios� indukcijos� s�lygos.�

Šioms� s�lygoms� nustatyti� SLS� buvo� matuojamas� santykinis� MenV� N� baltymo�

kiekis.� Šiam� kiekiui� išmatuoti� buvo� naudoti� MenV� N� baltymui� specifiniai�

monokloniniai� 2D1� antik�nai� (Žvirblien�� ir� kt.,� 2010).� Šie� monokloniniai�

antik�nai� buvo� gauti� peles� imunizavus� šiame� darbe� miel�se� S.cerevisiae�

susintetintu� ir� išgrynintu� MenV� N� baltymu.� SLS� išmatavus� santykin�� MenV� N�

baltymo� kiek�� po� �vair�� laiko� tarp�� trukusios� indukcijos� nustatyta,� kad�

maksimalus� šio� viruso� N� baltymo� kiekis� buvo� gautas� mieles� auginant�

indukcijos� s�lygomis� 24� val� Toliau� buvo� nustatyta,� kad� indukcin�je� terp�je�

padidinus�galaktoz�s�koncentracij��nuo�1.5�iki�2.5�%�MenV�N�baltymo�sintez�s�

lygis� padid�jo� ~�25�%.� Naudojant� parinktas� optimalias� indukcijos� s�lygas,� SLS�

apskai	iuotas�MenV�N�baltymo�kiekis�sudar��1.8�±�0.2�%�nuo�bendro� l�stel�s�

baltym��kiekio.�

�

�

�

�

�

�

31� pav.� Miel�se� S.cerevisiae� susintetinto� MenV� N� baltymo� analiz�� SDS�PAGE� metodu� (A)� ir�
imunoblotingu� naudojant� MenV� N� baltymui� specifiniais� monokloninius� 2D1� antik�nus� (B).� M� –�
baltym��molekulinio�svorio�standartas�(UAB�„Fermentas“)�170,�130,�100,�70,�55,�40,�35,�25�ir�15�kDa;�
1�takelis�–�20��g�indukuot��pFGG3�vektoriumi�transformuot��mieli��S.cerevisiae�SLS;�2�takelis�–�20��g�
indukuot�� pFGG3�MenV�N� vektoriumi� transformuot�� mieli�� S.cerevisiae� SLS;� 3� takelis� –� 1� �g�
išgryninto�miel�se�S.cerevisiae�susintetinto�MenV�N�baltymo.�
�

�sitikinus,�kad�miel�s�S.cerevisiae�sintetina�MenV�N�baltym�� ir�parinkus�

šio� baltymo� sintezei� optimalias� indukcijos� s�lygas,� toliau� šis� baltymas� buvo�

grynintas.� Gryninimui� naudotos� tokios� pat� proced�ros,� kaip� ir� miel�se�

(A)����������������������������������������������(B)�
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susintetinto� SeV� N� baltymo� gryninimo� atveju� (žr.� Rezultat�� dal�,� skyrius�

3.1.2.1.).� Nucentrifugavus� SLS� suspensij�� ir� atskyrus� TBF,� NDS�PAGE� metodu�

nustatyta,� kad� didžioji� dalis� miel�se� susintetinto� MenV� N� baltymo� liko� TBF.�

Toliau� TBF� buvo� centrifuguota� per� 30�%� sacharoz�s� tirpalo� sluoksn�.�

Nucentrifugavus,� NDS�PAGE� metodu� buvo� �sitikinta,� kad� MenV� N� baltymas�

koncentravosi� pro� tank�� sacharoz�s� sluoksn�� prasiskverbusi�� baltym��

formuojamose� nuos�dose.� Pro� sacharoz�s� sluoksn�� parsiskverb�� baltymai�

buvo� ištirpinti�AT� ir�du�kartus�centrifuguoti�CsCl�tankio�gradiente.�NDS�PAGE�

metodu�išanalizavus�surinkt��CsCl�tankio�gradiento�frakcij��m�ginius�didžiausi�

MenV�N�baltymo�kiekiai�buvo�nustatyti�1.29�–�1.31�g/cm3� tankio�CsCl� tirpalo�

sluoksnyje.� Šiame� sluoksnyje� nebuvo� aptiktos� l�stel�s� baltym�� priemaišos� ir�

�sitikinta,�kad�nepakito�gryninto�N�baltymo�MM.�Didžiausius�MenV�N�baltymo�

kiekius� turin	ios� CsCl� tirpalo� frakcijos� sujungtos� ir� dializuotos� NFDT� su�

1�mM�EDTA.� Po� dializ�s� NDS�PAGE� metodu� sujungt�� frakcij�� m�ginyje� buvo�

aptiktas� tik�pilno� ilgio�NiV�N�baltymas� (31�A�pav.�3� takelis).�Taip�pat� tirtame�

m�ginyje�BIB�metodu�naudojant�MenV�N�baltymui�specifinius�monokloninius�

2D1–B� antik�nus� buvo� nustatyti� labai� nedideli� kiekiai� iš� dalies� sudegraduot��

trumpesnio�ilgio�MenV�N�baltymo�variant��(31�B�pav.�3�takelis).�Tai�rodo,�kad�

miel�se�susintetintas�MenV�N�baltymas�yra�stabilus� ir�n�ra�sudegraduojamas�

gryninimo� proced�r�� metu.� Naudojant� vaizdo� analiz�s� program��

apskai	iuotas� MenV� N� baltymo� grynumas.� Paaišk�jo,� kad� išgrynintame�

m�ginyje� MenV� N� baltymas� sudar�� >96�%� nuo� bendro� baltym�� kiekio.� Po�

gryninimo�gauta�miel�se�S.cerevisiae�susintetinto�MenV�N�baltymo� išeiga�yra�

pateikta� rezultatus� apibendrinan	ioje� 1� lentel�je,� Rezultat�� dalies� 3.1.2.6.�

skyriuje.���

Išgryninto�MenV�N�baltymo�koncentracija�nustatyta�Bredfordo�metodu.�

Dalis� išgryninto� N� baltymo� tirpalo� buvo� praskiesta� gliceroliu� iki� 50�%� t�rio� ir�

laikyta�–20°C�temperat�roje,�kita�dalis�liofilizuota�ir�laikyta�4°C�temperat�roje.�

Po� m�nesio� baltymo� m�ginys� tikrintas� NDS�PAGE� metodu.� Nustatyta,� kad�
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abiem� b�dais� užkonservuotas� išgrynintas� MenV� N� baltymas� gali� b�ti� saugiai�

laikomas�ilg��laik�.�

Siekiant� patvirtinti� miel�se� susintetinto� MenV� N� baltymo� tapatyb�,�

išgrynintas�MenV�N�baltymas�buvo�analizuotas�MS/MS�metodu�taip�pat,�kaip�

ir� miel�se� susintetinti� ir� išgryninti� Henipah� virus�� N� baltymai� (žr.� Rezultat��

dal�,� skyrius� 3.1.2.4.)� (Juozapaitis� ir� kt.,� 2007a).� Ši� analiz�� buvo� atlikta�

Australijos� gyv�n�� sveikatos� prieži�ros� laboratorijoje� (AGSPL),� Australijoje.�

MS/MS�metodu�pavyko�nustatyti�87�%�miel�se�susintetinto�N�baltymo�sekos.�

32� paveiksle� šiuo� metodu� nustatyta� miel�se� susintetinto� MenV� N� baltymo�

seka� yra� paryškinta.� Taip� pat� MS/MS� metodu� buvo� nustatyta,� kad� miel�se�

sintetinamas� MenV� N� baltymas� yra� modifikuojamas� pašalinant� metionin�� ir�

acetilinant� antroje� pozicijoje� esant�� serin�.� Yra� žinoma,� kad� taip� pat� yra�

modifikuojami� natyv�s� Menangle� ir� Hendra� virus�� N� baltymai� (Shiell� ir� kt.,�

2002).�
                 1                                               50 
    MenV N   (1) MSSVFRAFELFTLEQEQNEHGNDIELPPETLRTNIKVCTLNNQEPQARHD
                 51                                             100 
    MenV N  (51) MMCFCLRLIASNSARAAHKTGAILTLLSLPTAMMQNHLRIADRSPDADIE
                 101                                            150 
    MenV N (101) RLEIDGFEPGTFRLRANARTPMTNGEVTALNLMAQDLPDTYSNDTPFLNP
                 151                                            200 
    MenV N (151) NTETEQCDEMEQFLNAIYSVLVQVWVTVCKCMTAHDQPTGSDERRLAKYQ
                 201                                            250 
    MenV N (201) QQGRLDQRYALQPELRRQIQTCIRSSLTIRQFLTHELQTARKQGAITGKY
                 251                                            300 
    MenV N (251) YAMVGDIGKYIDNAGMSAFFMTMRFALGTKWPPLALAAFSGELLKLKSLM
                 301                                            350 
    MenV N (301) QLYRGLGDRARYMALLEMSEMMEFAPANYPLCYSYAMGIGSVQDPMMRNY
                 351                                            400 
    MenV N (351) TFARPFLNPAYFQLGVETANRQQGSVDKAMAAELGLTEDEKRDMSAAVTR
                 401                                            450 
    MenV N (401) LTTGRGGNQAQELINVMGARQGRDQGRRGNRDYDVVEENEETESDSDNDE
                 451                                            500 
    MenV N (451) EQEIQNRPLPPIPQMPQNIDWEVRLAEIERRNQQMAARDRPQAVVTADVH
                 501             519
    MenV N (501) QEPVDARVDEQDMLLDLDM

28�pav.�MenV�N�baltymo�(Bowden� ir�kt.,�2001;�atapžinimo�numeris:�AF326114)�amino�r�gš	i��seka.�
Pabrauktos�sekos�buvo�nustatytos�MS/MS�metodu.�

�

Siekiant� nustatyti,� ar� miel�se� susintetintas� MenV� N� baltymas� formuoja�

viruso�nukleokapsid��primenan	ias�daleles� išgrynintas� jo�m�ginys�buvo�tirtas�

elektroniniu�mikroskopu.�EM�analiz��parod�,�kad�MenV�N�baltymas�taip�pat,�

kaip�ir�miel�se�susintetini�Henipah�virus��N�baltymai,�daugiausia�formuoja�tik�

nukleokapsid�s�spiral�s�žiedus,�sudarytus� iš�vienos�ar�keli��spiral�s�vij��(34�A�
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pav.).� Išgryninto� N� baltymo� m�ginyje� j�� stebint� EM� mat�si� vos� keli� turintys�

daugiau�nei�kelias�vijas�paramikso�virus��nukleokapsid��primenantys�dariniai.�

Tai� rodo,� kad� didžioji� dalis� miel�se� susintetinto� MenV� N� baltymo� negeba�

formuoti� ilgesni�� nei� kelios� spiral�s� vijos� viruso� nukleokapsid�� primenan	i��

spiralini��darini��arba�šie�dariniai�yra�nepatvar�s� ir�gryninimo�metu�subyra� ��

nukleokapsid�s� spiral�s� žiedus.� Miel�se� susintetinto� MenV� N� baltymo�

formuojamos� vNPD� buvo� panašios� �� trumpus� vos� 50�nm� ilgio� ir� 20�nm�

skersmens� vamzdelius,� kuri�� pakraš	iai� turi� „eglut�s“� rašt�� primenan	ius�

susiaur�jimus,� o� viduryje� matosi� ~�3�4�nm� skersmens� tamsi� juosta.� Tai� pat,�

kaip�ir�miel�se�susintetint��Henipah�virus��N�baltym��atvejais,�buvo�padaryta�

prielaida,�kad�b�tent�paslanki�MenV�N�baltymo�C�dalis�miel�se�sintetinamam�

MenV� N� baltymui� trukdo� formuoti� viruso� nukleokapsid�� primenant	ius�

spiralinius� darinius,� kurie� b�t�� ilgesni� nei� kelios� spiral�s� vijos.� Šiai� prielaidai�

patikrini� miel�se� S.cerevisiae� buvo� susintetintas� ir� išgrynintas� MenV� N�

baltymo�variantas�su�pašalinta�C�dalimi�(a.r.�1�399).�

Šiam� tikslui�sukonstruotu�MenV�N�baltymo�be�C�dalies�sintezei�miel�se�

S.cerevisiae� skirtu� vektoriumi� pFGG3�MenV�N(N1�399)� (žr.� skyri�� 3.1.1.,�

vektoriaus� schema� pateikta� 15�C�pav.)� transformuotos� miel�s� S.cerevisiae,�

kamienas� 214�pep4.� Šis� baltymas� buvo� susintetintas� miel�se,� o� po� to�

išgrynintas�taip�pat,�kaip�ir�pilno�ilgio�MenV�N�baltymas�(33�pav.).�

�

�

�

�

�

�

33� pav.� Miel�se� S.cerevisiae� susintetinto� MenV� N(N1�399)� baltymo� analiz�� SDS�PAGE� metodu.� M� –�
baltym��molekulinio�svorio�standartas�(UAB�„Fermentas“)�170,�130,�100,�70,�55,�40,�35,�25�ir�15�kDa;�
1�takelis�–�20��g�indukuot��pFGG3�vektoriumi�transformuot��mieli��S.cerevisiae�SLS;�2�takelis�–�20��g�
indukuotos�pFGG3�MenV�N(N1�399)� vektoriumi� transformuot�� mieli��S.cerevisiae� SLS;� 3� takelis� –� 1��g�
išgryninto�miel�se�S.cerevisiae�susintetinto�MenV�N(N1�399)�baltymo.�
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Stebint�išgryninto�MenV�N�baltymo�be�C�dalies�m�gin��EM�mat�si�tik�ilgi�

virus��nukleokapsid��ptimenan	ios�dalel�s�(34�B�pav.).�Ši����tiesius�vamzdelius�

panaši�� darini�� pakraš	iuose� nesimat�� aiški�� „eglut�s“� rašt�� primenan	i��

susiaur�jim�.� Steb�ti� vamzdeliai� buvo� 2�nm� siauresni� (18�nm)� nei� pilno� ilgio�

miel�se�susintetinto�MenV�N�baltymo�formuojamos�vNPD�ir�nuo�50�iki�400�nm�

ilgio.� Steb�tame� m�ginyje� buvo� aptikta� vos� keletas� nukleokapsid�s� spiral�s�

žied�.�Tai�rodo,�kad�miel�se�susintetinti�MenV�N�baltymai�be�C�dalies,�tai�pat,�

kaip� ir� analogiški� Henipah� virus�� N� baltymai,� labai� efektyviai� formuoja� ilgas�

nukleokapsidines�spirales,�kurios�yra�nepaslankios�ir�patvarios.�

�

�

�

�

34�pav.�Išgrynint��miel�se�S.cerevisiae�susintetint��MenV�N�(A)�ir�N(N1�399)�(B)�baltym��elektronin�s�
mikrografijos.� Padidinta� 100.000� kart�,� br�kšnys� –� 100�nm.� Rodykl�mis� pažym�ti� nukleokapsid�s�
spiral�s�žiedai.�

�

�sitikinus,� kad� miel�se� S.cerevisiae� susintetintas� MenV� N� baltymas�

formuoja�viruso�nukleokapsid��primenan	ias�daleles,�padaryta�prielaida,�kad�

šio� baltymo� antigenin�s� savyb�s� tur�t�� b�ti� panašios� �� natyvaus� MenV� N�

baltymo�antigenines�savybes.�Tod�l�miel�se�susintetintas�ir�išgrynintas�MenV�

N� baltymas� buvo� naudotas� monokloniniams� pel�s� antik�nams� gauti.� Šis�

darbas� buvo� atliktas� Biotechnologijos� instituto� Imunologijos� ir� l�stel�s�

biologijos�skyriuje,�vadovaujant�dr.�A.�Žvirblienei.�

�

3.1.2.6.� Paramikso� virus
� nukleokapsid�s� baltym
� sintez�s� miel�se�

S.cerevisiae�rezultat
�apibendrinimas�

Paramikso�virus��nukleokapsid�s� �baltym��sintez�s�miel�se�S.cerevisiae�

ir�savybi��tyrim��pagrindiniai�rezultatai�yra�apibendrinti�1�lentel�je.�Lentel�je�

pateikti�dydžiai�buvo�gauti�iš�3�bandym�.�
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1�lentel�.�Paramikso�virus��nukleokapsid�s�baltym��sintez�s�miel�se�S.cerevisiae�rezultatai�

�

Dydis� SeV�N� žPIV1�N� žPIV3�N� hRSV�N� NiV�N� HeV�N� MenV�N�

Optimalus�indukcijos�
laikas�

24val� 24val� 24val� 24val� 24val� 24val� 24val�

Optimali�indukcijai�
galaktoz�s�

koncentracija�
2.5%� 2.5%� 2.5%� 2.5%� 2.5%� 2.5%� 2.5%�

Baltym
�kiekis�SLS� 11.0�±�0,6%�� 3.4�±�0.4%� 1.4�±�0.1%� 3.2�±�0.3%� 5.3�±�0.4%� 5.3�±�0.6�%� 1.8�±�0.2%�

Gauta�dr�gnos�
indukuotos�biomas�s� ~23g/L� ~26g/L� ~30g/L� ~20g/L� ~24g/L� ~24g/L� ~29g/L�

Išgryninto�baltymo�
išeiga������������������

(iš�dr�gnos�biomas�s)�
~1.2mg/1g� ~0.7mg/1g� ~0.5mg/1g� ~0.9mg/1g� ~0.8mg/1g� ~0.8mg/1g� ~0.3mg/1g�

Išgryninto�baltymo�
išeiga������������������

(iš�mieli
�kult	ros)�
~28mg/1L� ~20mg/1L� ~16mg/1L� ~18mg/1L� ~20mg/1L� ~20mg/1L� ~10mg/1L�

NPD�������������������
pl	duriavimo�tankis�

1.29�1.32�
g/cm3�

1.28�1.30�
g/cm3�

1.28�1,30�
g/cm3�

1.28�1.29�
g/cm3�

1.28�1,30�
g/cm3�

1.28�1.30�
g/cm3�

1.29�1.31�
g/cm3�

NPD�������������������
ilgis/plotis�

20�300nm����
20nm�

20�200nm���
20nm�

20�400nm����
20nm�

20�100nm����
18nm�

20�100nm����
20nm�

20�100nm����
20nm�

20�50nm�����
20nm�

NPD�������������������
žied
�kiekis�

Nedidelis� Nedidelis�
Labai��

nedidelis�
Didelis�

Laibai�
didelis�

Laibai�
didelis�

Laibai�
didelis�

NPD�be�C�dalies� Netirta� Netirta� Netirta� Netirta� Formuoja� Formuoja� Formuoja�

NPD�be�C�dalies��
ilgis/plotis�

Netirta� Netirta� Netirta� Netirta�
50�300nm����
18nm�

50�300nm����
18nm�

50�400nm����
18nm�

NPD�be�C�dalies�
žied
�kiekis�

Netirta� Netirta� Netirta� Netirta�
Labai��

nedidelis�
Labai��

nedidelis�
Labai��

nedidelis�

Ar�formuojami�NPD����
�jungia�RNR�

Taip� Netirta� Netirta� Netirta� Netirta� Netirta� Netirta�

��NPD��jungtos�RNR�
ilgis�

50�500�nt� Netirta� Netirta� Netirta� Netirta� Netirta� Netirta�

RNR�ilgis,�kuri��NPD�
apsaugo�nuo�RNazi
�

poveikio�
50�80�nt� Netirta� Netirta� Netirta� Netirta� Netirta� Netirta�

N�baltym
�
degradacija�sintez�s�

metu�
+������� +������� +������� +������� �������� �������� +�������

N�baltym
�
degradacija�

gryninimo�metu�
+������� +������� +�+����� �������� +�+����� +�+����� +�������

Imunogeniškas� Netirta� Taip� Taip� Ne� Taip� Taip� Taip�

Modifikuotas�
(Be�pirmo�Met,�
2�pozicijoje�

acetilintas�Ser)�

Netirta� Netirta� Netirta� Netirta� Taip�� Taip� Taip�
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3.2.� Rekombinantini
� Paramyxoviridae� šeimos� virus
� nukleokapsid�s�

baltym
�taikymas�diagnostikoje�

3.2.1.� Rekombinantini
� Paramyxoviridae� šeimos� virus
� nukleokapsid�s�

baltym
�antigenini
�savybi
�tyrimas�

Miel�se� S.cerevisiae� susintetint�� paramikso� virus�� N� baltym��

antigenin�s� savyb�s� buvo� tiriamos� imunofermentin�s� analiz�s� (IFA)� metodu.�

Miel�se�susintetinti�žmogaus�paragripo�virus��1�ir�3�bei�žmogaus�respiracinio�

sincitinio� viruso� N� baltymai� šiuo� metodu� buvo� tiriami� Biotechnologijos�

instituto� Imunologijos� ir� l�stel�s� biologijos� skyriuje,� vadovaujant� dr.� A.�

Žvirblienei.� Kadangi� su� Henipah� ir� Menangle� virusais� yra� leidžiama� dirbti� tik�

ketvirto� saugumo� lygmens� reikalavimus� atitinkan	ioje� laboratorijoje,� tod�l�

miel�se�susintetint��ši��virus��N�baltym��antigenin�s�savyb�s�buvo� tiriamos�

Australijos� gyv�n�� sveikatos� prieži�ros� laboratorijoje,� Australijoje.� Miel�se�

susintetint�� paramikso� virus�� N� baltym�� antigenin�s� savyb�s� buvo� tiriamos�

netiesiogin�s�IFA�metodu.�Trumpai�apie�pat��metod�.�Šis�metodas�skiriasi�nuo�

klasikin�s� IFA�tuo,�kad,�vis��pirma,�šulin�liuose�buvo�sorbuojamas�antigenas,�

šiuo� atveju� miel�se� susintetintas� ir� išgrynintas� N� baltymas.� Po� sorbcijos�

šulin�liai� buvo� blokuojami� jau	io� serumo� albuminu,� po� to� užpildomi� tiriamu�

kraujo�serumu� ir� inkubuojami�1�val�Po� inkubacijos�šulin�liai�buvo�kelis�kartus�

plaunami� ir� inkubuojami� su� IgG� klas�s� antik�nams� specifiniais� antriniais�

antik�nais�anti�IgG,�sujungtais�su�krien��peroksidaze,�arba�IgG,�IgM,�IgA�ir�IgE�

klasi��antik�nams�specifini��baltym��A�ir�G�mišiniu.�Šie�baltymai�taip�pat�buvo�

sujungti� su� krien�� peroksidaze.� Pridedant� peroksidaz�s� substrato,� buvo�

gaunama� spalvin�� reakcija,� kurios� intensyvumas� buvo� matuojamas�

spektrofotometru�(Tecan,�Austrija)�450�nm�bangos�ilgio�šviesoje.�

�
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3.2.1.1.�Žmogaus�paragripo�virus
�1�ir�3�nukleokapsid�s�baltym
�antigenin�s�

savyb�s�

Siekiant� nustatyti,� ar� miel�se� S.cerevisiae� susintetint�� žmogaus�

paragripo�virus��1�ir�3�N�baltym��antigenin�s�savyb�s�yra�panašios���ši��virus��

natyvi�� N� baltym�� antigenines� savybes,� netiesiogin�s� IFA� metodu� buvo� tirta�

ši�� baltym�� reakcija� su� kraujo� serum�� m�giniais,� surinktais� iš� pacient�,�

kuriems� buvo� nustatyta� paragripo� virus�� infekcija.� Kraujo� serumai� buvo�

surinkti� ir� charakterizuoti� de� Salud� Carlos� III� instituto� Nacionaliniame�

mikrobiologijos� centre,� Ispanijoje.� Šiam� tyrimui� buvo� naudoti� 16� kraujo�

serumo� m�gini�,� surinkt�� iš� 11� kv�pavimo� tak�� ligomis� sergan	i�� vaik�,�

kuriems� buvo� nustatyta� paragripo� virus�� infekcija.� Septyni� m�giniai� buvo�

surinkti� ligos� piko� metu,� o� devyni� –� pacientams� pasveikus,� maždaug� pora�

savai	i��po�to,�kai�pasireišk��pirmieji� ligos�požymiai.� Iš�penki��pacient��buvo�

paimti�suporuoti�m�giniai:�tiek� ligos�piko�metu,�tiek�pacientams�pasveikus�(2�

lentel�).� Surinkt�� serum�� m�giniai� buvo� patikrinti� komerciniu� testu,� skirtu�

žmogaus� paragripo� virus�� infekcij�� serologinei� diagnostikai� (IBL�HPIV1/2/3,�

Vokietija)�(2�lentel�).�Po�to,�charakterizuoti�kraujo�serum��m�giniai�buvo�tirti�

tiesiogin�s�IFA�metodu�naudojant�miel�se�susintetintus�ir�išgrynintus�hPIV�1�ir�

3�N�baltymus.�Vieni� IFA�naudoti�šulin�liai�buvo�sorbuoti�miel�se�S.cerevisiae�

susintetintu� ir� išgrynintu� hPIV1� N� baltymu,� kiti� –� miel�se� S.cerevisiae�

susintetintu� ir� išgrynintu� hPIV3� N� baltymu.� Su� sorbuotais� N� baltymais�

s�veikaujantiems�kraujo�serumo�IgG�klas�s�antik�nams�nustatyti�buvo�naudoti�

žmogaus� IgG� klas�s� antik�nams� specifiniai� antriniai� antik�nai� anti�IgG,�

sujungti�su�krien��peroksidaze�(BioRad,�JAV).�Naudojant�miel�se�susintetintus�

hPIV� N� baltymus� tiesiogin�s� IFA� metodu� hPIV� specifiniams� IgG� klas�s�

antik�nams� nustatyti,� 10� m�gini�� iš� 16� (62.5�%)� tyrimo� rezultatai� sutapo� su�

komercinio� testo� rezultatais,� o� šeši�� m�gini�� –� nesutapo� (2� lentel�).� Iš�

nesutapusi�j�� visi� buvo� klaidingai� teigiami.� Klaidingai� teigiami� rezultatai� gali�

reikšti,� kad� naudojant� miel�se� susintetintus� hPIV� N� baltymus� tiesiogin�s� IFA�
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metodu� �manoma� nustatyti� mažesnes� hPIV� specifini�� IgG� klas�s� antik�n��

koncentracijas.� Palyginus� tiesiogin�s� IFA� metodu� gautus� duomenis� su�

komercinio� testo� rezultatais,� �sitikinta,� kad� miel�se� susintetinti� ir� išgryninti�

hPIV� N� baltymai� reaguoja� su� IgG� klas�s� antik�nais,� specifiniais� žmogaus�

paragripo� virusams.� Tai� rodo,� kad� miel�se� susintetint�� žmogaus� paragripo�

virus�� N� baltym�� antigenin�s� savyb�s� yra� panašios� �� ši�� virus�� natyvi�� N�

baltym�� antigenines� savybes.� Komerciniu� testu� nebuvo� �manoma� nustatyti�

infekcij�� suk�lusio� paragripo� viruso� tipo.� Tiesiogin�s� IFA� metodu� naudojant�

miel�se� susintetintus� žmogaus� paragripo� virus�� N� baltymus� penkiais� tirtais�

serum�� atvejais� pavyko� nustatyti� infekcij�� suk�lusio� paragripo� viruso� tip�� (2�

lentel�,�serum��Nr.:�2,�5,�11,�12�ir�13).�

Siekiant� patvirtini,� kad� miel�se� S.cerevisiae� susintetinti� hPIV� 1� ir� 3� N�

baltymai� specifiškai� reaguoja� su� tirt�� kraujo� serum�� antik�nais,� išgrynint�� N�

baltym��m�giniai�buvo�analizuoti�BIB�metodu�naudojant�tuos�kraujo�serumus,�

kuriuose� tiesiogin�s� IFA� metodu� buvo� aptikti� žmogaus� paragripo� virus�� N�

baltymams�specifiški�IgG�klas�s�antik�nai.�BIB�metodu�nustatyta,�kad�miel�se�

susintetini�hPIV�1�ir�3�N�baltymai�specifiškai�reaguoja�su�tirtais�kraujo�serumais�

(35�B� ir�C�pav.,�1� ir�2�takeliai).�Miel�se�susintetintas� ir� išgrynintas�pasiutlig�s�

viruso�CVS�N�baltymas�su�tirtais�kraujo�serumais�nereagavo�(35�C� ir�B�pav.,�3�

takelis).����

Apibendrinus� gautus� rezultatus,� galima� teigti,� kad� miel�se� S.cerevisiae�

susintetinti� žmogaus� paragripo� virus�� 1� ir� 3� N� baltymai� tinka� ši�� virus��

infekcij��serologinei�diagnostikai.�

�

�

�

�

�
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2�lentel�.�Miel�se�S.cerevisiae�susintetint��hPIV�1� ir�3�nukleokapsid�s�baltym��reakcija�su�paragripo�
virusais�užsikr�tusi��žmoni��kraujo�serumais�

Nr.� M�ginys� IBL�hPIV1/2/3�IgG�IFA� hPIV1�N�IgG�IFA� hPIV3�N�IgG�IFA� Tipas� Serologin��klasifikaacija�

1� 1�s� 0.32� +/�� 3.39� +++� 3.32� +++� hPIV1� �� �� ��

2� 1�p� 2.16� +++� 3.29� +++� 3.19� +++� �� Kryžmin��reakcija� ��

3� 2�s� 0.10� �� 0.39� +/�� 0.43� +/�� �� �� �� ��

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

5� 3�s� 0.09� �� 0.22� �� 0.29� �� �� �� �� ��

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

7� 4�s� 0.31� +/�� 0.82� +� 2.73� +++� �� �� �� ��

8� 4�p� 0.42� +/�� 1.21� ++� 2.45� ++� �� Kryžmin��reakcija� ��

9� 5�s� 0.14� �� 0.07� �� 0.10� �� �� �� �� ��

10� 5�p� 0.13� �� 0.07� �� 0.10� �� �� Neigiamas� ��

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

12� 7�s� 0.36� +/�� 0.29� �� 0.98� +� �� hPIV3� �� ��

13� 8�p� 0.16� �� 2.56� +++� 0.44� +/�� hPIV1� hPIV1� �� ��

14� 9�p� 0.09� �� 0.29� �� 0.47� +/�� �� �tariamas�hPIV3� ��

15� 10�p� 0.10� �� 0.39� �� 0.48� +/�� �� �tariamas�hPIV3� ��

16� 11�p� 0.12� �� 0.25� �� 0.49� +/�� �� �tariamas�hPIV3� ��

Kontroliniai�m�giniai�iš�IBL�hPIV1/2/3�IgG�IFA�testo� � � � � �
Teigiamas� 2.39� +++� 2.93� +++� 3.06� +++� � � � �
Neigiamas� 0.06� �� 0.08� �� 0.08� �� �� �� �� �
+++:�OD�reikšm�,�>1.5;�++:�OD�reikšm�,�1.0�1.5;�+:�OD�reikšm�,�0.5�1.0;�OD�reikšm�,�0.3�0.5;��:�OD�rekšm�,�<0.3.����

s���paimtas�m�ginys�ligos�piko�metu,�p���m�ginys�paimtas�pasveikus� � � � �
�

�

�

�

�

�

�

35�pav.�Išgrynint��miel�se�S.cerevisiae�susintetint��hPIV1�ir�hPIV3�N�baltym��s�veika�su�šiais�virusais�
užsikr�tusi�� žmoni�� kraujo� serumo� antik�nais.� SDS�PAGE� (A).� Imunoblotingas� su� hPIV� 1� ir� 3� N�
baltymams�teigiamais�kraujo�serumais�(2�lentel�):�kraujo�serumas�1�s�(B)�ir�kraujo�serumas�1�p�(C).�M�
–�baltym��molekulinio�svorio�standartas� (UAB�„Fermentas“)�100,�70,�55,�40,�35,�25,�15� ir�10�kDa;�1�
takelis�–�1��g�išgryninto�miel�se�S.cerevisiae�susintetinto�hPIV1�N�baltymo;�2�takelis�–�1��g�išgryninto�
miel�se� S.cerevisiae� susintetinto� hPIV1� N� baltymo;� 3� takelis� –� 1��g� išgryninto� miel�se� S.cerevisiae�
susintetinto�pasiutlig�s�viruso�CVS�N�baltymo.�
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3.2.1.2.� Žmogaus� respiracinio� sincitinio� viruso� nukleokapsid�s� baltymo�

antigenin�s�savyb�s�

Miel�se�S.cerevisiae�susintetinto�žmogaus�respiracinio�sincitinio�viruso�N�

baltymo� antigenin�s� savyb�s� taip� pat� buvo� tirtos� netiesiogin�s� IFA� metodu.�

Šiam� tikslui� buvo� surinkti� 61� kv�pavimo� tak�� ligomis� sergan	i�� vaik�� kraujo�

serum�� m�giniai.� Šis� darbas� buvo� atliktas� Vilniaus� universiteto� Medicinos�

fakulteto� Vaik�� lig�� klinikoje� ir� Lietuvos� AIDS� centre.� Surinkti� kraujo� serumo�

m�giniai�vis��pirma�buvo� ištirti�tiesiogin�s� imunofluorescencijos�(IF)�metodu,�

naudojant� komercinius� antik�nus� (Chemicon,� JAV).� Dviejuose� m�giniuose� IF�

metodu�buvo�nustatytas�hRSV�virusas.�Po�to�surinkti�kraujo�serumo�m�giniai�

buvo�tirti�komerciniu�testu,�skirtu�hRSV�infekcijos�serologinei�diagnostikai�(IBL�

HRSV,� Vokietija).� Komerciniu� testu� 34� m�giniuose� buvo� nustatyti� hRSV�

specifiniai�IgG�klas�s�antik�nai.�IF�metodu� ir�komerciniu�testu�charakterizuoti�

kraujo� serumo� m�giniai� buvo� tirti� tiesiogin�s� IFA� metodu� naudojant� miel�se�

susintetint�� hRSV� N� baltym�.� IFA� naudoti� šulin�liai� buvo� sorbuoti� miel�se�

S.cerevisiae� susintetintu� ir� išgrynintu� hRSV� N� baltymu,� o� su� šiuo� baltymu�

reaguojantys�kraujo�serumo� IgG�klas�s�antik�nai�buvo�nustatyti�žmogaus� IgG�

klas�s� antik�nams� specifiniais� antriniais� antik�nais� anti�IgG,� sujungtais� su�

krien�� peroksidaze� (BioRad,� JAV).� Naudojant� miel�se� susintetint�� hRSV� N�

baltym�� tiesiogin�s� IFA� metodu� hRSV� specifiniams� IgG� klas�s� antik�nams�

nustatyti,� 57� m�gini�� iš� 61� (93.4�%)� tyrimo� rezultatai� sutapo� su� komercinio�

testo� rezultatais,� o� keturi�� m�gini�� –� nesutapo.� Iš� j�� trys� buvo� klaidingai�

teigiami,� o� vienas� –�klaidingai� neigiamas.� Klaidingai� neigiamas� rezultatas� gali�

reikšti,�kad�šiame�m�ginyje�yra�antik�n�,�specifini��kitiems�hRSV�baltymams,�

bet� ne� N� baltymui.� Klaidingai� teigiami� rezultatai� gali� reikšti,� kad� naudojant�

miel�se� susintetint�� hRSV� N� baltym�� tiesiogin�s� IFA� metodu� �manoma�

nustatyti� mažesnes� hRSV� specifini�� IgG� klas�s� antik�n�� koncentracijas.�

Palyginus� tiesiogin�s� IFA� metodu� gautus� duomenis� su� komercinio� testo�

rezultatais,��sitikinta,�kad�miel�se�susintetintas�ir�išgrynintas�hRSV�N�baltymas�
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reaguoja� su� IgG� klas�s� antik�nais,� specifiniais� žmogaus� respiraciniam�

sincitiniam� virusui.� Tai� rodo,� kad� miel�se� susintetinto� hRSV� N� baltymo�

antigenin�s�savyb�s�yra�panašios���šio�viruso�natyvaus�N�baltymo�antigenines�

savybes.� Apibendrinus� gautus� rezultatus,� galima� teigti,� kad� miel�se�

S.cerevisiae�susintetintas�ir�išgrynintas�žmogaus�respiracinio�sincitinio�viruso�N�

baltymas�tinka�šio�viruso�infekcijos�serologinei�diagnostikai.�

�

3.2.1.3.�Henipah�virus
�nukleokapsid�s�baltym
�antigenin�s�savyb�s�

Hendra�virusu�infekuoto�žmogaus,�šikšnosparnio�ir�arklio�kraujo�serumai,�

bei�Nipah�virusu� infekuoto�žmogaus,�šikšnosparnio� ir�kiaul�s�kraujo�serumai,�

kurie� buvo� gauti� iš� AGSPL� serum�� banko,� Australijoje,� buvo� naudoti� miel�se�

susintetint��Henipah�virus��N�baltym��antigenin�ms�savyb�ms�tirti.�Kai�kurie�

iš� tyrimams� naudot�� serum�� buvo� surinkti� net� per� pirmuosius� registruotus�

Hendra� ir� Nipah� virus�� infekcij�� protr�kius,� kilusius� 1994�m� Queensland‘e,�

Australijoje,�ir�1998�m�Nipah‘e,�Malaizijoje.�Kadangi�skirtingose�gyv�n��r�šyse�

ši�� virus�� infekcij�� metu� virus�� baltymams� specifini�� skirtingos� klas�s�

antik�n��koncentracijos�gali�skirtis,�tod�l�miel�se�susintetint��Henipah�virus��

N� baltym�� antigenin�ms� savyb�ms� nustatyti� tiesiogin�� IFA� buvo� atlikta� su�

baltym�� G� ir� A� mišiniu� (Zymed,� JAV).� Šie� baltymai� reaguoja� su� �vairi�� klasi��

antik�nais� �vairiose�gyv�n�� r�šyse.�Vieni� IFA�naudoti�šulin�liai�buvo�sorbuoti�

miel�se� S.cerevisiae� susintetintu� HeV� N� baltymu,� kiti� –� miel�se� S.cerevisiae�

susintetintu� NiV� N� baltymu.� Atlikus� IFA,� buvo� nustatyta,� kad� abu� miel�se�

susintetinti�baltymai�reagavo�su�teigiamais�kraujo�serum��m�giniais�(36�pav.).�

Tai� rodo,� kad� miel�se� susintetint�� Henipah� virus�� N� baltym�� antigenin�s�

savyb�s� yra� panašios� �� ši�� virus�� natyvi�� N� baltym�� antigenines� savybes.�

Kadangi�Henipah�virus��N�baltym��ar.�sekos�yra�labai�panašios,�tod�l�miel�se�

susintetintas� NiV� N� baltymas� panašiai� reagavo� su� Hendra� virusui� teigiamais�

kraujo� serumais,� o� miel�se� susintetintas� HeV� N� baltymas� –� su� Nipah� virusui�

teigiamais�kraujo�serumais.�Apibendrinus�gautus�rezultatus,�galima�teigti,�kad�



135�

�

miel�se� susintetinti� ir� išgryninti� Henipah� virus�� N� baltymai� tinka� ši�� virus��

infekcij�� serologinei� diagnostikai� �vairiose� gyv�n�� r�šyse.� Ta	iau� reikia�

pažym�ti,� kad� naudojant� miel�se� susintetintus� Henipah� virus�� N� baltymus�

tiesiogin�s� IFA� metodu� tirtuose� šikšnosparni�� ir� kiauli�� neigiamos� kontrol�s�

m�giniuose�buvo�nustatyta�gana�stipri�nespecifin��s�veika�–�fonas.�Tod�l�prieš�

naudojant� miel�se� susintetintus� Henipah� virus�� N� baltymus� ši�� virus��

infekcij�� protr�ki�� tyrimams� ir� serologinei� steb�senai,� miel�se� susintetint��

Henipah�virus��N�baltym��pagrindu�pagamintus�tiesiogin�s�IFA�testus�reik�t��

optimizuoti.�Taip�pat�reikia�pabr�žti,�kad� IFA�naudojant�miel�se�susintetintus�

Henipah� virus�� N� baltymus� n�ra� �manoma� atskirti� Nipah� ir� Hendra� virus��

infekcij�.�

�

3.2.1.4.�Menangle�viruso�nukleokapsid�s�baltymo�antigenin�s�savyb�s�

Miel�se� susintetinto� Menangle� viruso� N� baltymo� antigeniškumas� buvo�

analizuotas� naudojant� specialiai� šiuo� virusu� užkr�st�� penki�� kiauli�� kraujo�

serumus,�kurie�taip�pat�buvo�gauti� iš�AGSPL�serum��banko,�Australijoje.�Kaip�

neigiama�kontrol��buvo�naudoti�t��pa	i��kiauli��kraujo�serumai,�surinkti�prieš�

pat� infekcij�� Menangle� virusu.� Kraujo� serum�� m�giniai� buvo� tirti� tiesiogin�s�

IFA� metodu.� IFA� naudoti� šulin�liai� buvo� sorbuoti� miel�se� S.cerevisiae�

susintetintu� ir� išgrynintu� MenV� N� baltymu,� o� su� šiuo� baltymu� reaguojantys�

kraujo� serumo� antik�nai� buvo� nustatyti� baltymu� A� sujungtu� su� krien��

peroksidaze� (Zymed,� JAV).� Atlikus� IFA,� buvo� nustatyta,� kad� miel�se�

susintetintas�MenV�N�baltymas�reagavo�su�teigiamais�kraujo�serum��m�giniais�

(37� pav.).� Jokio� reikšmingo� signalo� nustatyti� nepavyko� neigiamos� kontrol�s�

m�giniuose.� Tai� rodo,� kad� miel�se� susintetinto� Menangle� viruso� N� baltymo�

antigenin�s�savyb�s�yra�panašios���šio�viruso�natyvaus�N�baltymo�antigenines�

savybes.� Tod�l� miel�se� susintetintas� ir� išgrynintas� baltymas� gali� b�ti�

naudojamas� serologini�� test�,� skirt�� MenV� specifiniams� antik�nams� aptikti,�

k�rimui�ir�standartizacijai.��
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36� pav.� Išgrynint�� miel�se� S.cerevisiae� susintetint�� NiV� ir� NeV� N� baltym�� s�veika� su� šiais� virusais�
užsikr�tusi�� gyv�n�� kraujo� serumo� antik�nais� analizuota� tiesiogin�s� IFA� metodu.� N.K.� –� neigiama�
kontrol�;� HeV� –� Hendra� virusu� užsikr�t�s� gyv�nas;� NiV� –� Nipah� virusu� užsikr�t�s� gyv�nas;� HeV�N�–�
išgrynintas�miel�se�S.cerevisiae�susintetintas�HeV�N�baltymas;�NiV�N�–�išgrynintas�miel�se�S.cerevisiae�
susintetintas�NiV�N�baltymas.�O.T.�–�optinis�tankis.�Pateikti�dydžiai�buvo�gauti�iš�3�bandym�.�Pakalaid��
ribos�žymi�standartin��nuokryp�.�
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37�pav.� Išgryninto�miel�se�S.cerevisiae�susintetinto�MenV�N�baltymo�s�veika�su�šiuo�virusu�užkr�st��
kiauli��kraujo�serumo�antik�nais�analizuota�tiesiogin�s�IFA�metodu.�1�5�bandymui�naudotos�penkios�
specialiai�MenV�užkr�stos�kiaul�s.�Balti�stulpeliai�–�prieš�užkre	iant�surinkti�bandymui�naudot��kiauli��
kraujo�serumo�m�giniai.�Pilki�stulpeliai�–�MenV�užkr�st��kiauli��kraujo�serumo�m�giniai.�O.T.�–�optinis�
tankis.�Pateikti�dydžiai�buvo�gauti�iš�3�bandym�.�Pakalaid��ribos�žymi�standartin��nuokryp�.�
�

3.2.2.� Miel�se� S.cerevisiae� susintetint
� Paramyxoviridae� šeimos� virus
�

nukleokapsid�s��baltym
�panaudojimas�monoklonini
�antik	n
�gavimui�

�Nusta	ius,� kad� miel�se� S.cerevisiae� susintetint�� paramikso� virus�� N�

baltym�� strukt�ra� ir� antigenin�s� savyb�s� yra� panašios� �� analogišk�� virus��

natyvi�� N� baltym�� antigenines� savybes,� šie� baltymai� buvo� panaudoti�
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monokoniniams� antik�nams� (mAk)� gauti.� Šie� darbai� buvo� atlikti�

Biotechnologijos� instituto� Imunologijos� ir� l�stel�s� biologijos� skyriuje,�

vadovaujant� dr.� A.� Žvirblienei.� Naudojant� miel�se� susintetinus� hPIV1,� hPIV3,�

NiV� ir� MenV� N� baltymus� buvo� gauti� šiems� baltymams� specifiniai� antik�nai,�

kuri��savyb�s�pateiktos�3�lentel�je.�

�

3�lentel�.�hPIV1,�hPIV3,�NiV�ir�MenV�N�baltymams�specifini��antik�n��savyb�s�

Rek.�N�
baltymas�

�� BIB�reakcija�� BIB�reakcija�su��
mieli
�SLS��
baltymais��mAk� hPIV1�N� hPIV3�N� SeV�N� hRSV�N�

hPIV1�N� 7F5� +� �� �� �� ��

hPIV3�N�
5B6� +/�� +� �� �� ��
9F2�� �� +� �� �� ��
9G10� +/�� +� �� �� ��

Rek.�N�
baltymas�

�� BIB�reakcija�� BIB�reakcija�su��
mieli
�SLS��
baltymais��

mAk� NiV�N� HeV�N� MenV�N� TiV1�N�

NiV�N� 1G3� +� +� �� �� ��
10A12� +� +� �� �� ��

MenV�
2D1� �� �� +� �� ��
4G11� �� �� +� �� ��
10G8� �� �� +� +� ��

Rek.�N�
baltymas�

�� BIB�reakcija�� IF�reakcija2�

mAk�
NiV�N�be�
C�dalies�

MenV�N�be�
C�dalies�

MenV3� MenV�(–)4� TiV5

NiV�N�
1G3� +� ��
10A12� +� ��

MenV��
2D1� �� �� +� �� ��

4G11� �� �� +� �� ��
10G8� �� �� +� �� ��

�
Rek.� –� rekombinantinis;� BIB� –� baltym�� imunoblotingas;� SLS� –� suardyt�� l�steli�� suspensija;� IF� –�
imunoflourescensin��
1� –� Tioman� virusas� yra� naujas� paramikso� virusas,� aptiktas� Malaizijoje� keliose� šikšnosparni�� r�šyse�

(Chua�ir�kt.,�2001)�
� Šis�virusas�savo�strukt�ra�ir�antigenin�mis�savyb�mis�yra�labai�panašus���Menangle�virus��(Chua�ir�

kt.,�2002)�
2�–�Šis�tyrimas�buvo�atliktas�Australijos�gyv�n��sveikatos�prieži�ros�laboratorijoje,�Australijoje�
3�–�Menangle�virusu�infekuot��kiauli��paršeli�,�gimusi��negyv�,�smegen��m�giniai�
4�–�Neinfekuot�,�sveik��paršeli��smegen��m�giniai�
5�–�Tioman�virusu�infekuot��kiauli��limfmazgi��m�giniai�

���

�
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Kaip� rodo� lentel�je�pateikti�duomenys,�gauti�mAk�yra�specifiniai�hPIV1,�

hPIV3,� NiV� ir� MenV� N� baltymams� ir� gali� b�ti� naudojami� ši�� virus�� infekcij��

diagnostikai.�Reikt��tik�pabr�žti,�kad�NiV�N�baltymui�specifiniai�mAk�reaguoja�

ir� su� HeV� N� baltymu,� tod�l� šiuos� antik�nus� naudojant� diagnostikai� neb�t��

�manoma�atskirti�Nipah�ir�Hendra�virus�.�

Kaip� jau� buvo� aprašyta� šio� darbo� rezultat�� dalies� 3.1.2.3.� skyriuje,�

naudojant� miel�se� S.cerevisiae� susintetint�� hRSV� N� baltym�� nepavyko� gauti�

specifini�� šiam� baltymui� mAk.� Buvo� padaryta� prielaida,� kad� šio� viruso� N�

baltymas� n�ra� pakankamai� imunogeniškas,� nors� kaip� rodo� šiame� darbe�

aprašyti�tyrimai� (žr.�Rezultat��dal�,�skyrius�3.2.1.2.),�hRSV� infekuot��pacient��

kraujo�serume�yra�aptinkami�N�baltymui�specifiniai�IgG�klas�s�antik�nai,�kurie�

specifiškai� reaguoja� ir� su� miel�se� susintetinu� hRSV� N� baltymu.�Gali�b�ti,� kad�

vien� N� baltymo� nepakanka� užtektinai� stipriai� stimuliuoti� imunin�� sistem�.�

Nors� miel�se�S.cerevisiae� susintetintas� hRSV� N� baltymas� savo� antigenin�mis�

savyb�mis� yra� panašus� �� natyv�� šio� viruso� N� baltym�,� ta	iau,� matyt,� hRSV�

infekcijos� metu� kiti� viruso� baltymai� vaidina� svarb�� vaidmen�� stimuliuojant�

imunin�� sistem�.� Siekiant� apeiti� ši�� kli�t�,� miel�se� S.cerevisiae� buvo�

susintetintas,� o� po� to� išgrynintas� chimerinis� N� baltymas,� sudarytas� iš� tym��

viruso� N� baltymo� N�dalies,� sujungtos� su� hRSV� N� baltymo� C�dalimi� (žr.�

Rezultat��dal�,�skyrius�3.1.1.3.).�Žinant,�kad�tym��viruso�N�baltymas�yra� labai�

imunogeniškas� (Žvirblien�� ir� kt.,� 2007),� buvo� tik�tasi� � kad� chimeriniu� N�

baltymu� imunizavus� peles,� imunogeniška� tym�� viruso� N� baltymo� N�dalis�

pakankamai�stipriai�sužadins�pel�s� imunin��atsak�,�kurio�metu�bus�gaminami�

hRSV� N� baltymo� C�dalies� ar.� sekai� specifiniai� antik�nai.� Naudojant� miel�se�

S.cerevisiae� susintetint�� chimerin�� N� baltym�� nepavyko� gauti� mAk� specifini��

hRSV� N� baltymo� C�dalies� ar.� sekai.� Tai� rodo,� kad� nors� miel�se� susintetintas�

hRSV� N� baltymas� yra� panašus� savo� antigenin�mis� savyb�mis� �� natyv�� šio�

viruso�N�baltym�,�bet�yra�neimunogeniškas�ir�be�kit��viruso�baltym��pagalbos�

negeba�užtektinai�stipriai�stimuliuoti�imunin�s�sistemos�atsak�.�
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Siekiant� detaliau� charakterizuoti� mAk� gautus� prieš� MenV� N� baltym�,�

buvo� atlikti� tyrimai� MenV� N� baltymo� ar.� sekos� sritims� su� kuriomis� reaguoja�

MenV� N� baltymui� specifiniai� mAk� (klonai� 2D1,� 4G11� ir� 10G8)� nustatyti.�

Miel�se�S.cerevisiae� buvo� susintetinti� sutrumpinti� MenV� N� batymo� variantai�

be�29,�59,�89� ir�119�C�galini��ar.,�turintys�6His�sek�,�prijungt��C�gale,� ir�pilno�

ilgio�MenV�N�baltymas,�taip�pat�turinis�6His�sek�,�prijungt��C�gale.�Šiam�tikslui�

buvo�sukonstruoti�sintezei�miel�se�S.cerevisiae�skirti�vektoriai,�su� �klonuotais�

genais�koduojan	iais�pilno�ilgio�ir�sutrumpintus�MenV�N�baltymo�variantus�su�

6His�sekomis�baltymo�C�gale:��pFGG3�MenV�N(C6His),�pFGG3�MenV�N(N1�490+C6His),�

pFGG3�MenV�N(N1�460+C6His),� pFGG3�MenV�N(N1�430+C6His),� MenV�N(N1�400+C6His)� (žr.�

skyri��3.1.1.,�vektori��schema�pateikta�16�pav.).�Sukonstruoti�vektoriai�buvo�

panaudoti� mieli�� S.cerevisiae,� kamienas� 214�pep4,� transformacijai.� Gauti�

transformantai� buvo� padauginti� skystoje� mitybin�je� MEPD� terp�je� su�

formaldehidu�ir�po�24�val�tikslinio�baltymo�sintez��buvo�indukuota�galaktoze,�

kaip� aprašyta� ankš	iau.� Po� indukcijos,� suardžius� mieli�� l�steles,� SLS� m�giniai�

buvo� tirti� BIB� metodu� naudojant� anti�tetra�his� mAk� (Qiagen,� JAV).� Šiuo�

metodu� buvo� patvirtinta,� kad� miel�s� S.cerevisiae� sintetina� pilno� ilgio� ir�

sutrumpintus� MenV� N� baltymus,� turin	ius� 6His� sek�� 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� šio� baltymo� variantu� be� 29� C�galini�� ar.� (38� B�D�

pav.,�2�3�takeliai),�o�nereaguoja�su�sutrumpintais�MenV�N�baltymo�variantais�

be�89�ir�119�C�galini��ar.�(38�B�D�pav.,�5�6�takeliai).�Du�iš�tirt��mAk�(klonai�2D1�

ir�4G11)�reagavo�su�sutrumpintu�MenV�N�baltymo�variantu�be�59�C�galini��ar.�

(38� B�C� pav.,� 4� takelis),� o� klono� 10G8� mAk� nereagavo� (38� D� pav.,� 4� takelis).�

Gauti� duomenys� rodo,� kad� du� iš� trij�� 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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38�pav.�Siekiant�detaliau�charakterizuoti�mAk�gautus�prieš�MenV�N�baltym�� imunoblotingo�metodu�
buvo� analizuota� MenV� N� baltymui� specifini�� mAk� antikun�� reakcija� su� miel�se� 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�–�baltym��molekulinio�svorio�standartas�
(UAB�„Fermentas“)�170,�130,�100,�70,�55,�40,�ir�35�kDa;�1�takelis�–�20��g�indukuot��pFGG3�vektoriumi�
transformuot�� mieli�� S.cerevisiae� SLS;� 2� takelis� –� 20� �g� indukuot��pFGG3�MenV�N(C6His)� vektoriumi�
transformuot�� mieli�� S.cerevisiae� SLS;� 3� takelis� –� 20� �g� indukuot�� pFGG3�MenV�N(N1�490+C6His)�
vektoriumi� transformuot�� mieli�� S.cerevisiae� SLS;� 4� takelis� –� 20� �g� indukuot�� pFGG3�MenV�N(N1�

460+C6His)�vektoriumi�transformuot��mieli��S.cerevisiae�SLS;�5�takelis�–�20��g� indukuot��pFGG3�MenV�
N(N1�430+C6His)� vektoriumi� transformuot�� mieli�� S.cerevisiae� SLS;� 6� takelis� –� 20� �g� indukuot��pFGG3�
MenV�N(N1�400+C6His)�vektoriumi�transformuot��mieli��S.cerevisiae�SLS.�
�

�
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4.�REZULTAT��APTARIMAS�

Paramyxoviridea� šeimai� priklauso� pla	iai� paplit�� virusai,� sukeliantys�

pavojingas� žmogaus� ir� gyv�n�� ligas.� Vieni� iš� pavojingiausi�� šios� šeimos�

atstov�,� priklausan	i��Pneumovirus� bei�Respirovirus� gentims,� yra� kv�pavimo�

takus� pažeidžiantys� žmogaus� respiracinis� sincitinis� virusas� bei� 1� ir� 3� serotip��

žmogaus� paragripo� virusai� (Chanock,� 1957;� Chanock� ir� kt.,� 1958b).� Pasaulio�

Sveikatos�Organizacijos�vertinimu,�vien�žmogaus�respiracinis�sincitinis�virusas�

kasmet�visame�pasaulyje�sukelia�kv�pavimo�tak�� ligas�64�milijonams�žmoni�,�

iš�kuri��160.000,�daugiausia�naujagimiai�ir�vaikai,�d�l�ligos�komplikacij��miršta,�

o� d�l� žmogaus� paragripo� virus�� sukelt�� kv�pavimo� tak�� lig�� kasmet� vien� tik�

JAV� nuo� 15.000� iki� 80.000� žmoni�� yra� gydomi� sveikatos� prieži�ros� �staigose�

(World�Health�Organization�2009).�

Kadangi� paragripo� ir� respiracinio� sincitinio� virus�� bei� kit�� kv�pavimo�

takus� infekuojan	i�� virus�� ir� ši�� organizmo� sistem�� pažeidžian	i�� bakterij��

sukeliamos�kv�pavimo�tak��ligos�labai�nežymiai�skiriasi�savo�simptomais,�tod�l�

nustatyti�ligos�priežast�,�remiantis�vien�klinikiniais�ligos�požymiais,�dažnai�b�na�

ne�manoma.�Norint�tiksliai�nustatyti�kv�pavimo�tak��lig��suk�lus��virus�,�tam,�

kad� b�tu� �manoma� taikyti� tinkam�� gydym�,� rekomenduojama� naudoti�

molekulin�s�diagnostikos�priemones� (Hall,�2001;�Henrickson,�2003).�Taip�pat�

šios� diagnostikos� priemon�s� yra� b�tinos� kv�pavimo� tak�� ligas� sukelian	i��

virus��paplitimui,�patogenezei�ir�patologijai�tirti.��

Šiame� darbe� aprašytais� tyrimais� buvo� siekiama� sukurti� efektyvias�

priemones� kv�pavimo� tak�� ligas� sukelian	i�� 1� ir� 3� serotip�� paragripo� bei�

respiracinio� sincitinio� virus�� infekcij�� serologinei� diagnostikai.� Ši�� virus��

diagnostikai�yra�naudojami� �vair�s� laboratorijoje�atliekami�metodai,�kurie�yra�

aprašyti�Literat�ros�apžvalgoje,�skyriuose�1.3.1.�ir�1.3.2.�Ta	iau�daugelis�j��turi�

�vairi��tr�kum�.�

�Specifiniai�paragripo� ir�respiraciniam�sincitiniam�virusams�antik�nai�yra�

efektyviai�aptinkami�nustatant� j��reakcij��su�virusiniais�antigenais�tiesiogin�s�
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imunofermentin�s� analiz�s� (IFA)� metodu.� IFA� yra� reikalingi� virusiniai�

antigenai,� tod�l� šiam� tikslui� iki� šiol� yra� naudojamos� paragripo� ir� respiracinio�

sincitinio� virus�� dalel�s,� išskirtos� iš� žmogaus� l�steli�� kult�r�.� Tiesiogin�s� IFA�

metodu� naudojant� kaip� antigen�� virus�� daleles� n�ra� �manoma� nustatyti�

paragripo� virus�� tipo,� nes� ši�� virus�� antigenin�s� savyb�s� yra� labai� panašios�

(Hall,�2001;�Henrickson,�2003).�

Rekombinantini��baltym��panaudojimas�specifini��hPIV1,�hPIV3� ir�hRSV�

antik�n�� nustatymui� turi� daug� pranašum�� lyginant� su� virusini�� daleli��

panaudojimu� šiai� analizei:� paprastesn�� antigen�� sintez�,� lengvesn�� metod��

standartizacija,�didesnis�antigen��stabilumas,�n�ra�pavojaus� išplatinti�virusus�

ir� kita� (Bouche� ir� kt.,� 1998).� Nors� naudojant� rekombinantin�� baltym��

aptinkamas� siauresnis� virusui� specifini�� antik�n�� spektras,� ta	iau� parinkus�

tinkam��viruso�antigen�,� �manoma�padidinti�diagnostinio�testo�specifiškum�.�

Yra� žinoma,� kad� Paramyxoviridae� šeimos� virus�� N� baltymo� C�dalis� yra�

imunogeniška�ir�skiriasi�savo�amino�r�gš	i��seka�net�tarp�paragripo�virus��tip��

(Karron�ir�Collins,�2007).�Tod�l�naudojant�š��baltym��netiesiogin�s�IFA�metodu�

tur�t��b�ti� �manoma�aptikti�viruso� tipui�specifinius�antik�nus�kraujo�serumo�

ar�seili��m�giniuose.�

Šiame� darbe� atlikti� hPIV1,� hPIV3� ir� hRSV� N� baltym�� sintez�s� tyrimai�

žemesni�j�� eukariot�� –� mieli�� S.cerevisiae� –� svetim�� baltym�� sintez�s�

sistemoje� ir� apib�dintos� gaut�� rekombinantini�� N� baltym�� savyb�s� bei� j��

tinkamumas� diagnostikai.� Biotechnologijos� instituto� Imunologijos� ir� l�stel�s�

biologijos� skyriuje� (vadov�� A.Žvirblien�),� naudojant� miel�se� susintetintus�

rekombinantinius�hPIV1� ir�hPIV3�N�baltymus,�buvo�gauti�specifiniai�ši��virus��

N�baltymams�monokloniniai�antik�nai,�tinkantys�ši��virus��diagnostikai.�

����Nipah� ir� Hendra� virusai� buvo� atrasti� tik� pra�jusio� t�kstantme	io�

paskutin�� dešimtmet�,� kilus� infekciniams� protr�kiams,� kuri�� metu� buvo�

nustatyta,� kad� šie� virusai� yra� mirtinai� pavojingi� žmogui� ir� daro� žal��

gyvulininkystei�(Chua�ir�kt.,�1999;�Selvey�ir�Sheridan,�1995).�Ištyrus�j��savybes�
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jie� buvo�priskirti�Paramyxoviridae� šeimos� virusams.� NiV� ir� HeV� yra� platinami�

Pteropodidae�šeimos�Pteropus�genties�šikšnosparni�,�kuriems�šie�virusai�n�ra�

pavojingi,�dažniausiai�nesukelia�ligos�simptom��(Wang�ir�kt.,�2001).�Ta	iau�jais�

gali� užsikr�sti� �vairi�� r�ši�� žinduoliai,� tokie� kaip� arkliai,� kiaul�s� ir� t.t.,� tame�

tarpe� ir� žmogus,� kuriems� šie� virusai� gali� sukelti� mirtin�� sistemin�� infekcij�.�

Menangle� virusas� yra� dar� vienas� neseniai� atrastas� šikšnosparni�� platinamas�

virusas,�kuris�n�ra� toks�pavojingas�žmogui.�MenV�buvo�aptiktas�1997�m.�per�

infekcin�� protr�k�� vienoje� iš� Australijos� kiaulidži�� (Philbey� ir� kt.,� 2007).� Buvo�

nustatyta,�kad�infekcija�šiuo�virusu�suk�l��reprodukcines�kiauli��ligas,�d�l�kuri��

ženkliai� sumaž�jo� kiauli�� vados,� o� MenV� buvo� aptiktas� paršeli�,� gimusi��

negyv�,�nerv��sistemos�audiniuose�(Philbey�ir�kt.,�1998).�

Naujausi� duomenys� rodo,� kad� NiV,� HeV� ir� MenV� žaling�� infekcij��

protr�kiai� yra� negaus�s� ir� pasauliniu� mastu� iki� šiol� ši�� virus�� padaryta� žala�

n�ra� labai� didel�� (Eaton� ir� kt.,� 2006;� Philbey� ir� kt.,� 2008).� Ta	iau� reikia�

atsižvelgti���tai,�kad�šie�virusai�spar	iai�kinta,�yra�platinami��vairi��r�ši��gyv�n�,�

sukelia� sistemin�� infekcij�,� kurios� metu� yra� pažeidžiamos� �vairios� organ��

sistemos,� tame� tarpe� ir� centrin�� nerv�� sistema,� ir� svarbiausia� tai,� kad� NiV� ir�

HeV�yra�mirtinai�pavojingi�ne�tik�gyvuliams,�bet�ir�žmogui,�tod�l�yra�manoma,�

kad�su� laiku�šie�virusai� turi�nemaž��potencial�� tapti�pla	iai�paplitusiais,�mirt��

nešan	iais�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,� tod�l� ši�� virus�� tyrimai� �� priek�� juda� labai� l�tai� (Eaton� ir� kt.,�

2006;� Philbey� ir� kt.,� 2008).� N�ra� iki� galo� aišku,� koki�� dar� r�ši�� gyv�nai� juos�

platina,� nedaug� t�ra� žinoma� apie� j�� paplitim�,� iki� galo� nenustatyta,� kuri��

audini�� l�stel�s� �vairi�� r�ši�� gyv�nuose� yra� tinkamos� jiems� daugintis,�

nežinomi� j�� plitimo� keliai,� n�ra� iki� galo� išaiškinti� ši�� virus�� patogenez�s� ir�

patologijos� mechanizmai.� Taip� pat� iki� pat� šiandien� n�ra� sukurtos� ši�� virus��

infekcij�� diagnostikai� skirtos� standartizuotos� priemon�s,� kurios� žymiai�
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palengvint��ši��virus��biologijos,�paplitimo,�patogenez�s�ir�patologijos�tyrimus�

(Wong,�2010).�

Remiantis� biotechnologijos� instituto� Eukariot�� gen�� inžinerijos� skyriuje�

atliktais� dr.� R.� Slibinsko� tyrimais,� yra� žinoma,� kad� miel�se� S.cerevisiae� ir�

P.pastoris� susintetinti� Paramyxoviridae� šeimos� kiaulyt�s� ir� tym�� virus�� N�

baltymai�buvo�s�kmingai�pritaikyti�ši��virus��infekcij��serologinei�diagnostikai�

(Samuel�ir�kt.,�2002;�Samuel�ir�kt.,�2003;�Slibinskas�ir�kt.,�2004;�Slibinskas�ir�kt.,�

2003).� Tai� pat� naudojant� miel�se� susintetintus� rekombinantinius� kiaulyt�s� ir�

tym�� virus�� N� baltymus� buvo� gauti� specifiniai� šiems� virusams� antik�nai�

(Žvirblien�� ir� kt.,� 2007).� Tod�l� šiame� darbe� buvo� atlikti� NiV,� HeV� ir� MenV� N�

baltym��sintez�s�tyrimai�žemesni�j��eukariot��–�mieli��S.cerevisiae�–�svetim��

baltym�� sintez�s� sistemoje� ir� apib�dintos� gaut�� rekombinantini�� N� baltym��

savyb�s� bei� j�� tinkamumas� diagnostikai.� Biotechnologijos� instituto�

Imunologijos� ir� l�stel�s� biologijos� skyriuje� (vadov�� A.Žvirblien�),� naudojant�

miel�se� susintetintus� rekombinantinius� NiV� ir� MenV� N� baltymus� buvo� gauti�

specifiniai� ši�� virus�� N� baltymams� monokloniniai� antik�nai,� tinkantys� ši��

virus��diagnostikai.�

Pagrindiniai� Paramixoviridae� šeimos� virus�� baltymai,� infekcijos� metu�

sukeliantys� imunin�s� sistemos� atsak�,� kurio� metu� yra� gaminami� specifiniai�

šiems� baltymams� antik�nai,� yra� virusin�s� dalel�s� membranoje� �sitvirtin��

glikoproteinai,� iš� kuri�� vieni� pritvirtina� viruso� dalel�� infekuojamos� l�stel�s�

paviršiuje�(hPI�viruso�HN�baltymas;�hRS,�Henipah�ir�Men�virus��G�baltymas),�o�

kiti� sulieja� viruso� dalel�s� ir� infekuojamos� l�stel�s� membranas� (F� baltymas)�

(Connors� ir�kt.,�1991;�Eaton� ir�kt.,�2006;�Philbey� ir�kt.,�2008;�Ray� ir�kt.,�1988).�

Ta	iau� su� laiku� Paramixoviridae� šeimos� virus�� glikoprotein�� antigenin�s�

savyb�s� kinta,� imuninio� atsako� metu� šiems� baltymas� gaminami� antik�nai�

dažnai� reaguoja� su� giminingo� viruso� analogiškais� baltymais� (Lamb� ir� Parks,�

2007).� Paramyxoviridae� šeimos� virus�� glikoprotein�� sintez�� heterologin�se�

baltym�� sintez�s� sistemose� yra� sud�tinga,� gaunami� tik� nedideli� ši�� baltym��
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kiekiai� (Fooks� ir�kt.,�1993;�Nayak� ir�kt.,�1985).�Miel�se�S.cerevisiae�nepavyko�

susintetinti� tym�� viruso� H� ir� kiaulyt�s� viruso� HN� baltym�,� kuri�� antigenin�s�

savyb�s� b�t�� panašios� �� natyvi�� analogišk�� baltym�� antigenines� savybes�

(remtasi�dr.�R.�Slibinsko�atliktais�tyrimais).�D�l�ši��priežas	i��Paramixoviridae�

šeimos�virus��glikoproteinai�n�ra�tinkami�antigenai,�kuri��pagrindu,�naudojant�

miel�se�susintetintus�rekombinantinius�ši��baltym��analogus,�but���manoma�

sukurti�efektyvias�sistemas�šios�šeimos�virus��serologinei�diagnostikai.�

Paramixoviridae� šeimos� virus�� N� baltymas,� ši�� virus�� infekcijos� metu,�

taip� pat� sukelia� imunin�s� sistemos� atsak�,� kurio� metu� yra� gaminami� N�

baltymui�specifiniai�antik�nai,�aptinkami�kraujo�serume� ir�kai�kuriais�atvejais�

seil�se� (Connors� ir� kt.,� 1991;� Eaton� ir� kt.,� 2006).� Kadangi� N� baltymas� atliek��

daug� funkcij�,� tod�l� jis� yra� labai� konservatyvus.� Nors� gimining�� virus�� N�

baltymo�N�dalis�yra�panaši�savo�ar.�seka,�ta	iau� imunogeniška�C�dalis�skiriasi�

(Habchi� ir� kt.,� 2010;� Morgan� ir� kt.,� 1984).� Kaip� jau� buvo� min�ta,�

Paramyxoviridae� šeimos� kiaulyt�s� ir� tym�� virus�� N� baltymai� buvo� s�kmingai�

susintetinti�miel�se�S.cerevisiae�ir�P.pastoris�ir�iki�pat�šiandien�yra�taikomi�ši��

virus�� infekcij�� serologinei� diagnostikai� (Samuel� ir� kt.,� 2002;� Samuel� ir� kt.,�

2003;� Slibinskas� ir� kt.,� 2004;� Slibinskas� ir� kt.,� 2003).� Remiantis� aukš	iau�

pamin�tais�faktais�buvo�nuspr�sta,�kad�hPIV1,�hPIV3,�hRSV,�NiV,�HeV�ir�MenV�

serologinei�diagnostikai�tikslinga�b�t��naudoti�miel�se�susintetintus�ši��virus��

N� baltymus.� Ši�� baltym�� sintez�� miel�se� S.cerevisiae� yra� aprašyta� darbo�

rezultatuose.�����

Paramyxoviridea�šeimos�Respirovirus�gen	iai�priklausantis�Sendai�virusas�

yra� labai� panašus� �� pirmo� serotipo� žmogaus� paragripo� virus�,� ta	iau� n�ra�

pavojingas� žmogui,� nors� pirm�� karta� buvo� aptiktas� ir� išskirtas� tiriant� b�tent�

šiuo� virusu� užsikr�tusio� žmogaus� atvej�� (Kuroya� ir� kt.,� 1953a;� Kuroya� ir� kt.,�

1953b).�Šis�virusas�infekuoja�peles�ir�ilg��laik��buvo�naudojamas�kaip�modelis�

Respirovirus�genties�virusams�tirti.�Tod�l�siekiant��sitikinti,�ar�svetim��baltym��
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sintez�s� sistema� miel�se� S.cerevisiae� tinka� Respirovirus� genties� virus�� N�

baltym��sintezei,�pradžioje�šioje�sistemoje�buvo�tirta�SeV�N�baltymo�sintez�.��

Darbo� eigoje� buvo� sukonstruoti� 10� N� baltym�� sintezei� miel�se�

S.cerevisiae� skirt�� vektori�.� Naudojant� šiuos� vektorius�virus�� nukleokapsid�s�

baltym��sintez��daugiausia�tirta�mieli��S.cerevisiae�214�pep4�kamiene.�

Šiame�darbe�nustatytas�SeV�N�baltymo�sintez�s�lygis�miel�se�S.cerevisiae�

(11�%�nuo�bendro� l�stel�s�baltym��kiekio)�buvo�dvigubai�didesnis�už�t�,�kuris�

dažniausiai�yra�gaunamas�svetimus�baltymus�sintetinant�šioje�mieli��sistemoje�

(1�5�%�nuo�bendro�l�stel�s�baltym��kiekio)�(Dargevi	iut��ir�kt.,�2002;�Gellissen�

ir� Hollenberg,� 1997;� Sasnauskas� ir� kt.,� 2002;� Valenzuela� ir� kt.,� 1982).� Kaip�

pavyzd�� galima� pateiki� gaut�� kiaulyt�s� viruso� N� baltymo� kiek�� suardyt��

indukuot��mieli��l�steli��suspensijoje,�kuris�sudar��3,5�%�nuo�bendro�l�stel�s�

baltym�� kiekio� (Samuel� ir� kt.,� 2002).� Ta	iau� SeV� N� baltymo� sintez�s� lygis�

nebuvo� toks� aukštas,� kok�� pavyko� gauti� mieles� S.cerevisiae� naudojant� tym��

viruso�N�baltymo�arba�hepatito�B�viruso�šerdies�baltymo�sintezei�(18�%�ir�40�%�

nuo� bendro� l�stel�s� baltym�� kiekio� (Kniskern� ir� kt.,� 1986;� Slibinskas� ir� kt.,�

2004)).�

Nusta	ius� hPIV1,� hPIV3,� hRSV,� NiV,� HeV� ir� MenV� N� baltym�� kiekius�

indukuot�� mieli�� S.cerevisiae� SLS� (3.4�%,� 1.4�%,� 3.2�%,� 5.3�%,� 5.3�%� ir� 1.8�%�

nuo� bendro� l�stel�s� baltym�� kiekio)� paaišk�jo,� kad� šie� baltymai� yra�

sintetinami� taip� pat� efektyviai� kaip� ir� daugelis� kit�� heterologini�� baltym�,�

kuri�� sintez�� buvo� tirta� miel�se� S.cerevisiae,� ta	iau� ši�� N� baltym�� sintez�s�

lygiai�yra�nuo�dviej�� iki�aštuoni��kart��mažesni�nei�SeV�N�baltymo�(11�%�nuo�

bendro� l�stel�s� baltym�� kiekio).� Nustatyta,� kad� iš� tirt�� N� baltym�� hPIV3� ir�

MenV� N� baltymai� miel�se� S.cerevisiae� yra� sintetinami� pras	iausiai� (1.4�%� ir�

1.8�%�nuo�bendro� l�stel�s�baltym��kiekio).�hPIV1� ir�hRSV�N�baltym��sintez�s�

lygiai� (3.4�%� ir� 3.2�%� nuo� bendro� l�stel�s� baltym�� kiekio)� yra� panaš�s� ��

kiaulyt�s�viruso�N�baltymo�(3.5�%�nuo�bendro�l�stel�s�baltym��kiekio),�o�NiV�ir�
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HeV�N�baltym��du�kartus�mažesni�(5.3�%�ir�5.3�%�nuo�bendro�l�stel�s�baltym��

kiekio)�nei�SeV�N�baltymo�(11�%�nuo�bendro�l�stel�s�baltym��kiekio).�

Kod�l�miel�se�S.cerevisiae�gauti�tokie�savo�strukt�ra�ir�kai�kuriais�atvejais�

net� ar.� seka� (hPIV1� ir� hPIV3� N� baltymai)� panaši�� N� baltym�� sintez�s� lygio�

skirtumai,� neatlikus� specialiai� tam� skirt�� tyrim�,� b�t�� gana� sunku� pasakyti,�

ta	iau� galima� �vardinti� bent� kelias� priežastis:� sintetinam�� skirting�� baltym��

iRNR�gali�skirtis�savo�stabilumu�bei�transliacijos�efektyvumu,�baltymai�gali�b�ti�

nevienodai� jautr�s� peptidazi�� poveikiui,� baltymai� gali� b�ti� „toksiški“� mieli��

l�stel�ms�arba�formuoti�toki��erdvin��strukt�r�,�kuri� �jungia� l�stel�s�baltym��

kokyb�s�kontrol�s�sistem��(Kaufman,�1999;�Wickner�ir�kt.,�1999).�

Matuojant�santykin��N�baltymo�kiek��suardyt�� indukuot��mieli�� l�steli��

suspensijoje,�buvo�parinktos�optimalios�šiame�darbe�tirt��N�baltym��sintez�s�

s�lygos.� Buvo� nustatyta� optimali� sintez�s� indukcijos� trukm�� ir� parinkta�

optimali�N� gen�� raišk�� �jungian	ios� medžiagos� –� galaktoz�s� –� koncentracija.�

Nustatyta,� kad� visais� tirtais� atvejais� didžiausi� N� baltym�� kiekiai� yra� gaunami�

mieles�S.cerevisiae�auginant�indukcijos�s�lygomis�24�val.�Yra�žinoma,�kad�tokia�

pati� sintez�s� indukcijos� trukm�� yra� optimali� ir� tym�� bei� kiaulyt�s� virus�� N�

baltym�� sintezei� miel�se� S.cerevisiae� (remtasi� dr.� R.� Slibinsko� atliktais�

tyrimais).� Taip� pat� buvo� nustatyta,� kad� mieles� auginant� indukcijos� s�lygomis�

ilgiau� nei� 24� val� visais� tirtais� atvejais� santykinis� N� baltymo� kiekis� suardyt��

mieli�� l�steli�� suspensijoje� m�žta.� Matyt,� mieles� indukuojant� kolbose� ilgiau�

nei� 24� val,� mieli�� l�steli�� kult�ros� tankis� pasiekia� toki�� rib�,� kada� pradeda�

tr�kti� mitybini�� medžiag�,� kurios� yra� b�tinos� efektyviai� rekombinantinio� N�

baltymo� sintezei.� Be� to,� tr�kstant� mitybini�� medžiag�,� miel�s� l�stel�je� gali�

b�ti� �jungiamos� sistemos,� kurios� hidrolizuoja� gausiai� sintetinamus� baltymus�

tam,�kad�palaikyt��gyvybines�funkcijas.�Kita�galima�priežastis,�stabdanti�mieli��

augim�� ir� kartu� svetim�� baltym�� sintez�� yra� miel�ms� toksišk�� metabolit��

(etanolio,� r�gš	i�)�koncentracijos�did�jimas� (Caumont� ir�kt.,�1996;�Shuster� ir�

kt.,� 1989).� Taip� pat� nustatyta,� kad� visais� tirtais� atvejais� didžiausi� N� baltym��
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kiekiai� yra� gaunami� indukcin�je� terp�je� naudojant� 2.5�%� galaktoz�s�

koncentracij�.�

Ištyrus� SeV� N� baltymo� sintez�� trijuose� mieli�� S.cerevisiae� kamienuose�

FH4C,� AH� 22�214� ir� 214�pep4,� nepavyko� aptikti� pastebim�� šio� baltymo�

sintez�s�skirtum��tarp�naudot��mieli��kamien�.�Dr.�R.�Slibinsko�atlikti�tyrimai�

taip�pat�neparod�� joki��tym�� ir�kiaulyt�s�virus��N�baltym��sintez�s�skirtum��

tyrimams� naudotuose� skirtinguose� mieli�� S.cerevisiae� kamienuose.� Tod�l�

šiame� darbe� tirt�� paramikso� virus�� N� baltym�� sintezei� buvo� naudotas� tik�

mieli��S.cerevisiae�kamienas�214�pep4.�Šis�kamienas,�turintis�pep4�mutacij�,�

pasirinktas� d�l� to,� kad� jis� neturi� aktyvaus�PEP4� geno,� koduojan	io� vakuolin��

peptidaz��A,�aktyvuojan	i��kitas�vakuolines�peptidazes�(Westphal�ir�kt.,�1996).�

Tik�tasi,�kad�tai�gali�sustabdyti�ar�bent�slopinti�N�baltym��hidroliz��suardžius�

mieles,�gryninimo�metu.�

Pagrindin�� priežastis,� trukdanti� gauti� didelius� rekombinantini�� baltym��

kiekius,� gali� b�ti� j�� nestabilumas� mieli�� l�stel�se.� Šiame� darbe� baltym��

imunoblotingo� metodu� išanalizavus� indukuot�� mieli�� suardyt�� l�steli��

suspensijas,�buvo� �sitikinta,�kad�visi�šiame�darbe� tirti�N�baltymai�yra�stabil�s�

mieli��S.cerevisiae� l�stel�se.�Tik� labai�nedideli�kiekai�N�baltym��degradacijos�

produkt��BIB�metodu�buvo�nustatyti�hPIV1,�hPIV3,�hRSV�ir�MenV�N�baltymus�

sintetinan	i�� mieli�� suardyt�� l�steli�� suspensijose.� Joki�� N� baltym��

degradacijos� produkt�� BIB� metodu� nepavyko� aptikti� NiV� ir� HeV� N� baltymus�

sintetinan	iose� miel�se.� Palyginus� su� kitomis� sistemomis,� naudotomis�

paramikso�virus��N�baltym��sintezei,�šiame�darbe�naudota�mieli��S.cerevisiae�

svetim�� baltym�� sintez�s� sistema� pasižym�jo� išskirtiniu� stabilumu� su�

minimalia�tiriam��N�baltym��degradacija.�

NDS�PAGE�metodu�buvo�nustatytos�SeV,�hPIV1,�hPIV3,�hRSV,�NiV,�HeV�ir�

MenV�rekombinantini��N�baltym��MM,�kurios�yra� lygios�~�60,�60,�66,�44,�62,�

62� ir�67�kDa.� �sitikinta,�kad�miel�se�S.cerevisiae�susintetinto�hRSV�N�baltymo�

MM� sutampa� su� teoriškai� apskai	iuota� šio� baltymo� MM� (~�44�kDa),� o� SeV,�
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hPIV1,� hPIV3,� NiV,� HeV� ir� MenV� rekombinantini�� N� baltym�� molekulin�s�

mas�s� yra� ~�3,� 2,� 8,� 4,� 4� ir� 8�kDa� didesn�s� nei� teoriškai� apskai	iuotos� ši��

baltym�� MM� (~�57,� 58,� 58,� 58,� 58� ir� 59�kDa).� Teorin�� ir� NDS�PAGE� metodu�

nustatyta� N� baltymo� MM� gali� skirtis� d�l� �vairi�� priežas	i�:� d�l� N� baltymo�

suminio�kr�vio,�daran	io� �tak�� jo�elektroforeziniam� judrumui�PAA�gelyje;�d�l�

po�transliacini�� N� baltymo� modifikacij�;� taip� pat� NDS�PAGE� metodu� be�

tinkamo� baltym�� MM� standarto� ne�manoma� labai� tiksliai� �vertinti� baltymo�

MM.� Tod�l� lyginant� NDS�PAGE� metodu� nustatyt�� ir� teorin�� N� baltymo� MM�

gautas� iki� 4�kDa� skirtumas� gali� b�ti� tik� vertinimo� paklaida.� Ta	iau� hPIV3� ir�

MenV� rekombinantini�� N� baltym�� nustatytos� ir� teorin�s� MM� skiriasi� net�

~�8�kDa.� Panašus� NDS�PAGE� metodu� nustatytos� ir� apskai	iuotos� hPIV3� N�

baltymo�MM�skirtumas�buvo�aprašytas�tiriant�natyv��N�baltym�,�susintetint��

hPIV3�užkr�stose�žinduoli��l�stel�se�(Henrickson,�2003;�Miyahara�ir�kt.,�1992).�

Rekombinantinio� MenV� N� baltymo� atveju� tok�� didel�� NDS�PAGE� metodu�

nustatytos�ir�teorin�s�MM�skirtum��galima�b�t��aiškinti�tuo,�kad�šis�baltymas�

turi�palyginti�didel��neigiam��kr�v��(izoelektrinis�taškas�yra�lygus�4,94).�Turb�t�

tod�l�šis�baltymas�PAA�gelyje�veikiant�elektros�srovei�juda�l�	iau�nei�panašios�

MM�baltymas�NDS�PAGE�analiz�je�naudotas�kaip�MM�standartas.�

Siekiant� �sitikinti,� ar� miel�se� susintetinti� N� baltymai� yra� tirp�s,�

indukuotos� mieli�� SLS� buvo� nucentrifuguotos� ir� atskirtos� tirpios� baltym��

frakcijos.� Nustatyta,� kad� tirti� miel�se� S.cerevisiae� susintetinti� N� baltymai,�

išskyrus� hPIV3� N� baltym�,� yra� tirp�s.� Maždaug�30�%� miel�se� S.cerevisiae�

susintetinto� hPIV3� N� baltymo� buvo� aptikta� nuo� tirpios� baltym�� frakcijos�

atskirtose� nuos�dose.� Tai� rodo,� kad� dalis� miel�se� susintetinto� hPIV3� N�

baltymo� yra� netirpi.� Yra� žinoma,� kad� paramikso� virus�� N� baltymo� N�dalies�

amino�r�gš	i��seka�(a.r.�1�399)�formuoja�kompaktišk��erdvin��strukt�r�,�o�C�

dalies� amino� r�gš	i�� sekos� (a.r.� nuo� 400� iki� galo)� erdvin�� strukt�ra� yra�

nekompaktiška,� kintanti� ir� jautri� peptidazi�� poveikiui.� Su� N� baltymo� C�dalies�

amino�r�gš	i��seka�s�veikauja�net�keletas�kit��viruso�ir�l�stel�s�baltym�,�tod�l�
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C�dalis�kompaktiškiau�susilanksto�tik�tuomet,�kai�ji�susijungia�su�kitu�viruso�ar�

l�stel�s� baltymu� (Habchi� ir� kt.,� 2010;� Morgan� ir� kt.,� 1984).� Buvo� padaryta�

prielaida,� kad� dalis� miel�se� susintetint�� hPIV3� N� baltym�� yra� netirpi� d�l�

hidrofobini��s�veik�,�kurios�gali�formuotis�s�veikaujant�keli��hPIV3�N�baltym��

hidrofobin�ms� C� dalies� sritims� tarpusavyje� arba� su� hidrofobiniais� netirpiais�

l�stel�s� komponentais.� Kadangi� hPIV3� N� baltymo� C� dalis� s�veikauja� net� su�

keletu�kit��viruso�ir�l�stel�s�baltym�,�tod�l�tr�kstant�kažkurio�arba�kažkuri��iš�

j�,�hidrofobin�s�hPIV3�N�baltymo�C�dalies�sritys�gali�b�ti�atviros�nespecifin�ms�

s�veikoms.� D�l� ši�� s�veik�� dalis� miel�se� susintetint�� hPIV3� N� baltym�� gali�

formuoti� agregatus,� kuriuos� veikiant� didele� išcentrine� j�ga,� jie� kartu� su�

suardyt�� mieli�� l�steli�� liekanomis� koncentruot�si� nuos�dose.� Šiai� prielaidai�

patikrinti� hPIV3� N� baltym�� sintetinan	ios� miel�s� buvo� suardytos� AT� su�

�vairiomis� detergent�� Tween20� arba� Triton�X�100� koncentracijomis.� Atskyrus�

tirpi�� baltym�� frakcij�,� nustatyta,� kad� ~�90�%� miel�se� susintetinto� netirpaus�

hPIV3� N� baltymo� ištirpsta� AT� naudojant� 2�%� detergento� Tween20� arba� 1�%�

detergento� Triton�X�100� koncentracijas.� Tai� patvirtina� prielaid�,� kad� dalis�

miel�se� susintetinto� hPIV3� N� baltymo� yra� netirpi� d�l� hidrofobini�� s�veik�.�

Tod�l� siekiant� išvengti� miel�se� susintetint�� hPIV3� N� baltym�� agregacijos�

gryninimo� metu,� visuose� gryninimo� tirpaluose� buvo� naudojama� 2�%�

detergento�Tween20�koncentracija.�

Šiame� darbe� buvo� siekta� sukurti� efektyvi�� paramikso� virus�� N� baltym��

sintez�s�sistem��miel�se�S.cerevisiae�ir�patikrinti�ar�šioje�sistemoje�susintetinti�

SeV,� hPIV1,� hPIV3,� hRSV,� NiV,� HeV� ir� MenV� N� baltymai� formuoja� viruso�

nukleokapsid�� primenan	ias� daleles� (vNPD).� Yra� žinoma,� kad� tokius� darinius�

be� kit�� virusini�� baltym�� pagalbos� formuoja� aukštesni�j�� ir� žemesni�j��

eukariot�� l�stel�se� susintetinti� rekombinantiniai� virus�� N� baltymai� (Bhella� ir�

kt.,� 2002;� Bhella� ir� kt.,� 2004;� Fooks� ir� kt.,� 1993;� Schoehn� ir� kt.,� 2004).� Jei�

l�stel�s�baltymai�dalyvauja�susidarant�vNPD,�tai�jie�tur�t��b�ti�konservatyv�s�

miel�se�ir�žinduoli��l�stel�se.�Šiame�darbe�tirti�miel�se�susintetinti�N�baltymai�
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buvo� centrifuguojami� per� tank�� sacharoz�s� tirpalo� sluoksn�� (30�%)� ir� po� to�

gryninami�du�kartus�centrifuguojant�CsCl�tankio�gradiente.�Nustatyta,�kad�visi�

šiame�darbe�tirti�paramikso�virus��N�baltymai,� juos�veikiant�didele� išcentrine�

j�ga,�sugeba��veiki�tank��sacharoz�s�tirpalo�sluoksn�.�Tai�rodo,�kad�ši��baltym��

formuojami� dariniai� yra� didelio� tankio� ir� didel�s� MM.� Po� šio� gryninimo�

žingsnio,� tirtus�N�baltymus�nucentrifugavus�CsCl� tankio�gradiente,�nustatyta,�

kad� jie� koncentruojasi� 1.28�–�1.32� g/cm3� tankio� CsCl� tirpalo� sluoksnyje,� kas�

b�dinga�ir�daugeliui�kit��virus��daleles�arba�virus��nukleokapsid��primenan	i��

daleli�� su� nukleor�gštimis� arba� be� j�� (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�

išgrynint�� rekombinantini�� SeV,� hPIV1,� hRSV,� NiV,� HeV� N� baltym�� išeigos�

(~�28,� 20,� 18,� 20,� 20�mg/L� indukuotos� mieli�� kult�ros)� buvo� panašios� ��

išgryninto� miel�se�S.cerevisiae� susintetinto� kiaulyt�s� viruso� N� baltymo� išeig��

(~�23�mg/L�indukuotos�mieli��kult�ros),�o�išgrynint��rekombinantini��hPIV1�ir�

MenV� N� baltym�� išeigos� (~�16,� 10�mg/L� indukuotos� mieli�� kult�ros)� buvo�

~�1.5�3� kartus� mažesn�s� nei� kit�� šiame� darbe� tirt�� paramikso� virus�� N�

baltym�.�Nors�šiame�darbe�gautos�tirt��pramikso�virus��N�baltym��išeigos�toli�

gražu� neprilygsta� toms� išeigoms,� kurias� pavyko� gauti� išgryninus� miel�se�

S.cerevisiae� ir�P.pastoris�susintetint��tym��viruso�N�baltym��(150� ir�400�mg/L�

indukuotos� mieli�� kult�ros� (Slibinskas� ir� kt.,� 2004)),� ta	iau� šiame� darbe�

�sitikinta,�kad�naudojant�mieli��S.cerevisiae�svetim��baltym��sintez�s�sistem��

laboratorin�mis�s�lygomis�galima�gauti�pakankamai�didelius�kiekius�išgrynint��

tirt��paramikso�virus��N�baltym�.�

Nustatyta,�kad�šiame�darbe�tirti�miel�se�susintetinti�paramikso�virus��N�

baltymai� gryninimo� metu� išlieka� stabil�s.� Negaus�s� hidrolizuot�� N� baltym��

kiekiai,�kuriuos�pavyko�aptikti�tik�BIB�metodu,�nustatyti�išgrynintuose�miel�se�

S.cerevisiae� susintetint�� SeV,� hPIV1,� hPIV3,� NiV,� HeV� ir� MenV� N� baltym��

m�giniuose,� o� išgryninto� rekombinantinio� hRSV� N� baltymo� m�ginyje� joki�� N�
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baltymo� degradacijos� produkt�� BIB� metodu� aptikti� nepavyko.� �sitikinta,� kad�

šiame�darbe�miel�se�susintetinti�ir�išgryninti�paramikso�virus��N�baltymai�gali�

b�ti�ilg��laik��saugiai�laikomi�50�%�glicerolio�tirpale,�–20°C�temperat�roje�arba�

ilgam� laikui� konservuojami� juos� liofilizuojant.� Nustatyta,� kad� šiais� b�dais�

užkonservuoti�tirti�rekombinantiniai�N�baltymai� ilg�� laik�� išlieka�stabil�s,�taip�

pat�nekinta�j��strukt�ra�bei�antigenin�s�savyb�s.�

�Elektroniniu� mikroskopu� stebint�miel�se�S.cerevisiae� susintetintus� SeV,�

hPIV1�ir�hPIV3�N�baltymus,�buvo�nustatyta,�kad�jie�formuoja�spiralinius�virus��

nukleokapsid�� primenan	ias� daleles,� panašias� �� tiesius� arba� truput�� lenktus�

20�nm� skersmens� ir� nuo� 20� iki� 400�nm� ilgio� vamzdelius,� su� „eglut�s“� rašt��

primenan	iais�susiaur�jimais,�maždaug�vienodu�atstumu�pasikartojan	iais�per�

vis�� vamzdelio� ilg�.� Šie� dariniai,� juos� stebint� EM,� savo� išvaizda� nesiskiria� nuo�

t�,� kuriuos� formuoja� natyv�s� SeV,� hPIV1� ir� hPIV3� N� baltymai� ši�� virus��

infekcij�� metu� žinduoli�� l�stel�se� (Heggeness� ir�kt.,�1981;� Henrickson,� 2003;�

Miyahara� ir� kt.,� 1992).� Taip� pat� yra� žinoma,� kad� panašius� darinius� formuoja�

tiek�miel�se�P.pastoris,�tiek�miel�se�S.cerevisiae�susintetinti�tym�� ir�kiaulyt�s�

virus�� N� baltymai� (Samuel� ir� kt.,� 2002;� Samuel� ir� kt.,� 2003;� Slibinskas� ir� kt.,�

2004;� Slibinskas� ir� kt.,� 2003).� Išgrynintus� miel�se� susintetint�� SeV,� hPIV1� ir�

hPIV3� N� baltym�� m�ginius,� stebint� EM,� buvo� aptikti� ir� krumpliarat��

primenantys�žiediniai�dariniai,�sudaryti�iš�N�baltym�,�susijungusi��tarpusavyje�

�� vien�� ar� kelias� nukleokapsidin�s� spiral�s� vijas.� Ta	iau� ši�� darini��

rekombinantini��N�baltym��m�giniuose�buvo�aptikta� labai�nedaug.�Tai�rodo,�

kad�miel�se�susintetinti�SeV,�hPIV1�ir�hPIV3�N�baltymai�formuoja�ilgesnias�nei�

kelios� spiral�s� vijos� vNPD� ir� šie� dariniai� yra� patvar�s,� nesuirsta� gryninimo�

proced�r�� metu.� EM� nustatyta,� kad� miel�se� susintetinto� hPIV3� N� baltymo�

formuojamos� vNPD� yra� vienos� ilgiausi�� (iki� 400�nm� ilgio),� be� to,� jos� yra�

atsparios� detergento� Tween20� poveikiui,� kuris� buvo� naudojamas� ši�� baltym��

gryninimui.�
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�Elektroniniu�mikroskopu�stebint�miel�se�S.cerevisiae�susintetintus�hRSV�

N� baltymus,� nustatyta,� kad� šie� baltymai� taip� pat� formuoja� vNPD.� Nors� šie�

dariniai�savo�išvaizda�yra�labai�panaš�s���paragripo�virus��(SeV,�hPIV1�ir�hPIV3)�

rekombinantini��N�baltym��formuojamus�analogiškus�darinius,�ta	iau�skiriasi�

tuo,�kad�yra�žymiai�trumpesni,�iki�100�nm�ilgio,�ir�paslankesni.�Juos�stebint�EM,�

matosi,�kad�kai�kurie�j��yra�susiriet��net� ��žied�.�Miel�se�susintetint��hRSV�N�

baltym�� formuojamos� vNPD,� jas� stebint� EM,� savo� išvaizda� nesiskiria� nuo� t�,�

kuriuos�formuoja�natyv�s�hRSV�N�baltymai�šio�viruso�infekcijos�metu�žinduoli��

l�stel�se� (Garcia�Barreno� ir� kt.,� 1996).� Išgrynint�� rekombinantini�� hRSV� N�

baltym��m�ginyje,�j��stebint�EM,�tai�pat�matosi�daug�nukleokapsidin�s�spiral�s�

žied�.� Tai� rodo,� kad� didel�� dalis� miel�se� susintetint�� hRSV� N� baltym��

neformuoja� ilgesni�� nei� kelios� spiral�s� vijos� vNPD� arba� šie� dariniai� yra�

nepatvar�s� ir� gryninimo� metu�subyra� �� vienos� arba�keli��vij�� nukleokapsid�s�

spiral�s� žiedus.� Neseniai� buvo� nustatyta� detali� nukleokapsid�s� spiral�s� vijos,�

sudarytos�iš�dešimties�hRSV�N�baltym�,�erdvin��strukt�ra�(Tawar�ir�kt.,�2009).�

Gauti� duomenys� rodo,� kad� jungtys,� kurios� formuojasi� tarp� �� spiral�s� vij��

susijungusi�� N� baltym�,� yra� labai� nepatvarios.� Gali� b�ti,� kad� ši�� jung	i��

pakanka� N� baltymams� suformuoti� stabil�� nukleokapsidin�s� spiral�s� žied�,�

ta	iau� daugiau� vij�� turintis� darinys� turi� b�ti� sutvirtintas� �� j�� �jungiamos�

ribonukleor�gš	i�� grandin�s.� Be� to,� detali� nukleokapsid�s� spiral�s� vijos�

erdvin�s� strukt�ros� analiz�� parod�,� kad� N� baltymai� formuoja� jungtis� ne� su�

RNR� azotin�mis� baz�mis,� kaip� buvo� manyta� anks	iau,� bet� su� fosforiboziniu�

karkasu,�tod�l�ribonukleor�gš	i��seka�neturi�didel�s��takos�N�baltymo�s�veikai�

su� RNR.� Remiantis� strukt�riniais� hRSV� N� baltymo� tyrimais,� galima� daryti�

prielaid�,� kad� dalis� miel�se� susintetint�� hRSV� N� baltym�,� besijungdami�

tarpusavyje,�tuo�pa	iu�metu�jungiasi�ir�su�mieli��l�stel�s�citoplazmoje�esan	ia�

RNR,�tod�l�formuoja�daugiau�nei�kelias�vijas�turin	ius�spiralinius�vNPD.�Ta	iau�

rekombinantiniai� hRSV� N� baltymai,� juos� lyginant,�pavyzdžiui,� su� šiame� darbe�

miel�se�susintetintais�paragripo�virus��(SeV,�hPIV1� ir�hPIV3)�N�baltymais,�d�l�
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�vairi��priežas	i��gali�neefektyviai�s�veikauti�su�mieli�� l�stel�s�RNR.�Tod�l�tie�

rekombinantiniai� hRSV� N� baltymai,� kurie� nesudaro� jung	i�� su� mieli�� l�stel�s�

RNR,�formuoja�tik�vienos,�keli��vij��nukleokapsidin�s�spiral�s�žied�,�kuris�yra�

palaikomas�tik�N�baltym��tarpusavio�s�veik�.�Miel�se�S.cerevisiae�susintetinti�

hRSV� N� baltymai� formuoja� vNPD� nesant� kit�� virusini�� baltym�� (Bhella� ir� kt.,�

2002).�Kai�kurie�tyrimai�rodo,�kad�efektyviai�hRSV�N�baltym��s�veikai�su�RNR�

gali� b�ti� reikalingi� ir� kiti� viruso� baltymai� (Collins� ir� Crowe,� 2007).� Taip� pat�

negalima� atmesti� prielaidos,� kad� rekombinantini�� N� baltym�� formuojamos�

vienos�ar�keli��vij��spiralin�s�vNPD�taip�pat�s�veikauja�su�mieli��l�stel�s�RNR,�

ta	iau� �jungiamos� RNR� ilgis� n�ra� pakankamas� didesniam� vij�� skai	iui.� Norint�

nustatyti� tikr�j�� priežast�,� kod�l� miel�se� susintetinti� hRSV� N� baltymai�

neefektyviai� formuoja� ilgesnes� nei� kelios� spiral�s� vijos� vNPD,� reikalingi�

papildomi�tyrimai.�

Analiz��elektroniniu�mikroskopu�analiz��parod�,�kad�miel�se�susintetinti�

NiV,� HeV� ir� MenV� N� baltymai� daugiausia� formuoja� vos� vienos� ar� keli�� vij��

nukleokapsidin�s� spiral�s� žiedus.� Daugiau� vij�� turin	i�� spiralini�� darini��

išgrynintuose� miel�se� susintetint�� NiV,� HeV� ir� MenV� N� baltym�� m�giniuose�

buvo� aptikta� palyginti� nedaug.� Daugiausiai� NiV� N� baltymo� m�ginyje� ir�

mažiausiai� MenV� N� baltymo� m�ginyje.� Tai� rodo,� kad� ilgesnes� nei� kelios�

spiral�s�vijos�vNPD�miel�se�susintetinti�NiV,�HeV�ir�MenV�N�baltymai�formuoja�

labai� neefektyviai.� Ta	iau� šie� dariniai� yra� panaš�s� �� natyvi�� N� baltym��

formuojam��nukleokapsid��(Eaton� ir�kt.,�2006).�Tam,�kad�b�t��nustatyta,�d�l�

kokios� priežasties� miel�se� susintetinti� NiV,� HeV� ir� MenV� N� baltymai� taip�

neefektyviai� formuoja� ilgesnes� vNPD,� taip� pat� kaip� ir� miel�se� susintetinto�

hRSV� N� baltymo� atveju,� b�t�� reikalingi� papildomi� tyrimai.� Yra� žinoma,� kad�

paramikso� virus�� N� baltymo� C�dalies� amino� r�gš	i�� sekos� (a.r.� nuo� 400� iki�

galo)� erdvin�� strukt�ra� yra� nekompaktiška� ir� kintanti� (Habchi� ir� kt.,� 2010;�

Morgan� ir� kt.,� 1984).� Buvo� padaryta� prielaida,� kad� nekompaktiškos� erdvin�s�

strukt�ros� paslanki� N� baltymo� C� dalis� gali� trukdyti� N� baltym�� tarpusavio�
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s�veikoms,�susidaran	ioms�tarp���nukleokapsidin�s�spiral�s�vij��besijungian	i��

N� baltym�� arba� gretimose� spiral�s� vijose� esan	i�� N� baltym�.� Šiame� darbe�

buvo�nustatyta,�kad�neturintys�C�dalies�miel�se�susintetinti�NiV,�HeV�ir�MenV�

N�baltymai�labai�efektyviai�formuoja�ilgas,�tiesias�ir�kompaktiškas�vNPD,�kuriu�

pakraš	iuose� nesimato� aiškiai� išreikšt�� „eglut�s“� rašt�� primenan	i��

susiaur�jim�.� Sutrumpint�� rekombinantini�� NiV,� HeV� ir� MenV� N� baltym��

m�giniuose,� juos� stebint� EM,� buvo� aptikti� vos� keli� nukleokapsidiniai� žiedai.�

Gauti�duomenys� rodo,�kad�nekompaktiškos�erdvin�s�strukt�ros�N�baltymo�C�

dalis�arba�gali�trugdyti�miel�se�susintetintiems�pilno�ilgio�NiV,�HeV�ir�MenV�N�

baltymams� formuoti� ilgesnes� nei� kelios� spiral�s� vijos� vNPD,� arba� iš�

rekombinantini��N�baltym��suformuoti�ilgi�spiraliniai�dariniai�d�l�paslankios�N�

baltymo� C� dalies� gali� b�ti� labai� nestabil�s� ir,� juos� gryninant,� subyr�ti� ��

nukleokapsid�s� � žiedus.� Yra� manoma,� kad� paslanki� N� baltymo� C� dalis� viruso�

nukleokapsidei� suteikia� lankstumo,� neleidžia� N� baltymams� suformuoti� labai�

kompaktiško� spiralinio� darinio,� tod�l� viruso� polimeraz�,� neišardydama� šios�

strukt�ros,� sugeba� transkribuoti� ir� replikuoti� joje� �jungt�� virusin�� RNR.� O�

�jungta� RNR� savo� ruožtu� sutvirtina� lankst�,� nekompaktišk�� iš� N� baltym��

suformuot��spiralin��nukleokapsid�s�karkas��(Tawar�ir�kt.,�2009).�Atsižvelgus���

tai,�b�t��galima�daryta�prielaid�,�kad�miel�se�susintetinti�pilno� ilgio�NiV,�HeV�

ir�MenV�N�baltymai,�skirtingai�nei�šiame�darbe�miel�se�susintetinti�paragripo�

virus��N�baltymai,� labai�neefektyviai�s�veikauja�su�nespecifine�mieli�� l�stel�s�

RNR,� kuri� t�r�t�� stabilizuoti� ši�� baltym�� formuojamas� ilgesnes� nei� kelios�

spiral�s� vijos� vNPD.� Tod�l� rekombinantini�� NiV,� HeV� ir� MenV� N� baltym��

formuojamos� vNPD� yra� vos� vienos� ar� keli�� spiral�s� vij�� ilgio.� Ta	iau� šiai�

prielaidai�patvirtinti�reikalingi�papildomi�tyrimai.�

Yra�žinoma,�kad�Paramyxoviridae�šeimos�virus��N�baltym��formuojama�

nukleokapsid�� apsaugo� viruso� genomin�� RNR� nuo� ribonukleazi�� poveikio�

(Lamb� ir� Parks,� 2007).� Šiame� darbe� nustatyta,� kad� miel�se� S.cerevisiae�

susintetint��SeV�N�baltym��formuojamos�vNPD���savo�strukt�r��yra��jung��60�
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500�nt� ilgio� mieli�� l�stel�s� RNR.� Tai� patvirtina� prielaid�,� kad� miel�se�

susintetinti� paramikso� virus�� N� baltymai� s�veikauja� su� mieli�� l�stel�s� RNR.�

Veikiant� RNase� A,� rekombinantini�� SeV� N� baltym�� formuojamos� vNPD� nuo�

hidroliz�s� apsaugo� tik� 60�80�nt� ilgio� RNR� fragmentus.� Tiriant� išgrynintus�

miel�se� susintetint�� tym�� ir� kiaulyt�s� virus�� N� baltym�� formuojamas� vNPD,�

buvo�gauti�panaš�s�rezultatai�–�visa���vNPD��jungta�RNR�veikiant�RNaze�A�buvo�

dalinai� degraduojama� �� 80�200� nt� ilgio� RNR� fragmentus� (remtasi� dr.� R.�

Slibinsko� atliktais� tyrimais).� Yra� nustatyta,� kad� paramikso� virus��

nukleokapsid�je� virusin�� RNR� yra� �sukta� per� vis�� iš� N� baltym�� suformuoto�

spiralinio� darinio� ilg�,� o� viena� spiral�s� vija� �jungia� apie� 80�nt� ilgio� RNR� sek��

(Bhella� ir� kt.,� 2002;� Egelman� ir� kt.,� 1989).� Paveikus� rekombinantinio� SeV� N�

baltymo� formuojamas� vNPD� RNaze�A,� išlik�� 60�80�nt� ilgio� RNR� fragmentai�

tur�t�� b�ti� apsaugoti� iš� 10�13� N� baltym�� suformuoto� darinio.� Tiek� SeV� N�

baltym�� pakanka� suformuoti� vienos� spiral�s� vijos� nukleokapsid�s� žied�.�

Ta	iau� išgrynint�� miel�se� susintetint�� SeV� N� baltym�� m�gin�� stebint� EM,�

vienos� ar� keli�� vij�� vNPD� buvo� aptikta� vos� keletas.� Tai� rodo,� kad�

rekombinantini�� SeV� N� baltym�� formuojamose� ilgesn�se� nei� kelios� spiral�s�

vijos� vNPD� �jungta� mieli�� l�stel�s� RNR,� maždaug� toje� vietoje� kur� prasideda�

nauja� spiral�s� vija,� yra� jautri� ribonukleazi�� poveikiui.� Gali� b�ti,� kad�

rekombinantini��SeV�N�baltym��formuojamose�vNPD�mieli�� l�stel�s�RNR�yra�

�jungiama� ne� taip� specifiškai� kaip� virusin�� RNR� nukleokapsidei� formuojantis�

viruso� infekcijos� metu� žinduoli�� l�stel�se.� Tod�l� nespecifiškai� �jungta� mieli��

l�stel�s� RNR� seka�kai�kuriose� iš� rekombinantini�� SeV� N� baltym�� suformuot��

spiralini��vNPD�vietose�yra�atvira�ribonukleazi��poveikiui.�Ta	iau�šiai�prielaidai�

patvirtinti�reikalingi�papildomi�tyrimai.�

Šiame�darbe�miel�se�S.cerevisiae�susintetint��SeV,�hPIV1,�hPIV3� ir�hRSV�

N� baltym�� tapatyb�s� buvo� patvirtintos� BIB� metodu� naudojant� SeV,� žPG1V,�

hPIV3�ir�hRSV�imunizuot��gyv�n��kraujo�serumus.�Kadangi�nebuvo�galimyb�s�

gauti� NiV,� HeV� ir� MenV� baltymams� specifini�� antik�n�,� tod�l� miel�se�
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susintetint��ši��virus��N�baltym��tapatyb�s�buvo�patvirtintos�šiuos�baltymus�

analizuojant� tandemin�s� masi�� spektrometrijos� (MS/MS)� metodu.� Ši� analiz��

buvo� atlikta� Australijos� gyv�n�� sveikatos� prieži�ros� laboratorijoje� (AGSPL),�

Australijoje.�Taip�pat�šiuo�metodu�nustatyta,�kad�miel�se�susintetinti�NiV,�HeV�

ir� MenV� N� baltymai� yra� modifikuojami� pašalinant� metionin�� ir� acetilinant�

antroje� pozicijoje� esant�� serin�.� Yra� žinoma,� kad� taip� pat� yra� modifikuojami�

natyv�s�Menangle� ir�Hendra� virus�� N� baltymai� (Shiell� ir� kt.,� 2002).�Tai� rodo,�

kad� baltymai� atsakingi� už� po�transliacines� NiV,� HeV� ir� MenV� N� baltym��

modifikacijas�yra�konservatyv�s�miel�se�ir�žinduoli��l�stel�se.�

Siekiant�nustatyti,�ar�šiame�darbe�tirt��miel�se�S.cerevisiae�susintetint��

paramikso� virus�� N� baltym�� antigenin�s� savyb�s� yra� panašios� �� natyvi��

analogišk�� virus�� N� baltym�� antigenines� savybes� tiesiogin�s�

imunofermentin�s� analiz�s� (IFA)� metodu� buvo� tiriama� rekombinantini�� N�

baltym��reakcija�su�atitinkamais�virusais�užsikr�tusi��žmoni��ir�gyv�n��kraujo�

serumais.�Tiesiogin�s�IFA�metodu�rekombinantiniai�paragripo�virus��1�ir�3�bei�

žmogaus� respiracinio� sincitinio� viruso� N� baltymai� buvo� tiriami�

Biotechnologijos� instituto� Imunologijos� ir� l�stel�s� biologijos� skyriuje,�

vadovaujant� dr.� A.� Žvirblienei.� Kadangi� su� Henipah� ir� Menangle� virusais� yra�

leidžiama� dirbti� tik� ketvirto� saugumo� lygmens� reikalavimus� atitinkan	ioje�

laboratorijoje,� tod�l� miel�se� susintetint�� ši�� virus�� N� baltym�� antigenin�s�

savyb�s� buvo� tiriamos� Australijos� gyv�n�� sveikatos� prieži�ros� laboratorijoje,�

Australijoje.�

Palyginus� tiesiogin�s� IFA�metodu�gautus�duomenis�su�komercinio� testo�

rezultatais� (IBL�hPIV1/2/3� IgG� IFA),� kuriame� kaip� antigenas� yra� naudojamos�

paragripo� virus�� dalel�s,� �sitikinta,� kad� rekombinantiniai� hPIV1� ir� hPIV3� N�

baltymai� reaguoja� su� IgG� klas�s� antik�nais,� paragripo� virusais� užsikr�tusi��

žmoni�� kraujo� serumuose� (Žvirblien�� ir� kt.,� 2009).� Tai� rodo,� kad� miel�se�

susintetint�� žmogaus� paragripo� virus�� N� baltym�� antigenin�s� savyb�s� yra�

panašios� ��ši��virus��natyvi��N�baltym��antigenines�savybes,�tod�l�paragripo�
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virus�� infekcij�� metu� prieš� ši�� virus�� N� baltymus� susidarantys� polikloniniai�

žmogaus� kraujo� serumo� antik�nai� gali� b�ti� s�kmingai� aptinkami� naudojant�

miel�se� susintetinus� hPIV1� ir� hPIV3� N� baltymus.� IFA� metodu� naudojant�

rekombinantinius�paragripo�virus��N�baltymus�penkiais�tirtais�serum��atvejais�

iš� septyni�� pavyko� nustatyti� infekcij�� suk�lusio� paragripo� viruso� tip�,� ko�

ne�manoma� padaryti� naudojant� komercin�� test�� (Lentel�� 2).� Tai� rodo,� kad�

paragripo� virus�� infekcij�� serologinei� diagnostikai� IFA� naudojant� miel�se�

susintetintus�paragripo�virus��N�baltymus�b�t��galima�padidinti�diagnostinio�

testo�specifiškum�.�

Taip� pat� buvo� �sitikinta,� kad� šiame� darbe� miel�se� S.cerevisiae�

susintetinto� respiracinio� sincitinio� viruso� N� baltymo� antigenin�s� savyb�s� yra�

panašios���natyvaus�analogiško�N�baltymo�antigenines�savybes.�Tiesiogin�s�IFA�

analiz�s�metodu�nustatyta,�kad�rekombinantinis�hRSV�N�baltymas�reaguoja�su�

IgG� klas�s� antik�nais� šiuo� virus�� užsikr�tusi�� žmoni�� kraujo� serumuose.�

Naudojant�miel�se�susintetint��hRSV�N�baltym��tiesiogin�s�IFA�metodu�hRSV�

specifiniams�IgG�klas�s�antik�nams�nustatyti,�57�m�gini��iš�61�(93.4�%)�tyrimo�

rezultatai�sutapo�su�komercinio�testo�rezultatais� (IBL�hRSV� IgG� IFA),�kuriame�

kaip�antigenas�yra�naudojamos�respiracinio�sincitinio�viruso�dalel�s,�o�keturi��

m�gini�� –� nesutapo.� Iš� j�� trys� buvo� klaidingai� teigiami,� o� vienas� –� klaidingai�

neigiamas.� Klaidingai� neigiamas� rezultatas� gali� reikšti,� kad� tirtame� m�ginyje�

yra�antik�n�,�specifini��kitiems�hRSV�baltymams,�bet�ne�N�baltymui.�Klaidingai�

teigiami� rezultatai� gali� reikšti,� kad� naudojant� miel�se� susintetint�� hRSV� N�

baltym��tiesiogin�s�IFA�metodu��manoma�nustatyti�mažesnes�hRSV�specifini��

IgG� klas�s� antik�n�� koncentracijas.� Gauti� rezultatai� rodo,� kad� miel�se�

S.cerevisiae� susintetintas� žmogaus� respiracinio� sincitinio� viruso� N� baltymas�

gali�b�ti�s�kmingai�naudojamas�šio�viruso�infekcijos�serologinei�diagnostikai.�

Atlikus� IFA,� buvo� nustatyta,� kad� miel�se� S.cerevisiae� susintetinti� NiV,�

HeV�ir�MenV�N�baltymai�reaguoja�su�atitinkamais�virusais�užsikr�tusi��gyv�n��

ir�žmogaus�kraujo�serumais.�Tai�rodo,�kad�rekombinantini���NiV,�HeV�ir�MenV�
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N� baltym�� antigenin�s� savyb�s� yra� panašios� �� ši�� virus�� natyvi�� N� baltym��

antigenines�savybes.�Tod�l�NiV,�HeV�ir�MenV�infekcij��metu�prieš�ši��virus��N�

baltymus� susidarantys� kraujo� serumo� polikloniniai� antik�nai� gali� b�ti�

s�kmingai�aptinkami� �vairiose�gyv�n��r�šyse,�naudojant�miel�se�susintetinus�

NiV,� HeV� ir� MenV� N� baltymus.� Ta	iau� reikia� pabr�žti,� kad� Henipah� virus�� N�

baltym��ar.�sekos�yra� labai�panašios,� tod�l�abu�miel�se�susintetinti�Henipah�

virus�� N� baltymai� vienodai� reaguoja� tiek� su� Nipah� virusui,� tiek� su� Hendra�

virusui�teigiamais�kraujo�serumais,�tod�l� IFA�naudojant�miel�se�susintetintus�

Henipah� virus�� N� baltymus� n�ra� �manoma� atskirti� Nipah� ir� Hendra� virus��

infekcij�.�

�sitikinus,� kad� šiame� darbe� miel�se� S.cerevisiae� susintetint�� paramikso�

virus�� N� baltym�� strukt�ra� ir� antigenin�s� savyb�s� yra� panašios� �� analogišk��

virus��natyvi��N�baltym��strukt�r�� ir�antigenines�savybes,�šie�baltymai�buvo�

panaudoti� mAk� gauti.� Šie� darbai� buvo� atlikti� Biotechnologijos� instituto�

Imunologijos� ir� l�stel�s� biologijos� skyriuje,� vadovaujant� dr.� A.� Žvirblienei.�

Šiame�darbe�nustatyta,�kad�naudojant�rekombinantinius�hPIV1,�hPIV3,�NiV� ir�

MenV� N� baltymus,� gauti� šiems� baltymams� specifiniai� mAk� tinka� ši�� virus��

diagnostikai� (Juozapaitis� ir�kt.,�2007a;�Žvirblien�� ir�kt.,�2010;�Žvirblien�� ir�kt.,�

2009).�Kadangi�Henipah�virus��N�baltym��ar.�sekos�yra� labai�panašios,� tod�l�

mAk�gauti�buvo�naudojamas�tik�rekombinantinis�NiV�N�baltymas.�Ta	iau�reikia�

pažym�ti,� kad� gauti� NiV� N� baltymui� specifiniai� mAk� reaguoja� ir� su� HeV� N�

baltymu,� tod�l� šiuos� antik�nus� naudojant� diagnostikai� neb�t�� �manoma�

atskirti� Nipah� ir� Hendra� virus�� infekcij�.�Taip� pat� šiame� darbe�buvo� detaliau�

charakterizuoti� gaut�� MenV� N� baltymui� specifini�� mAk� epitopai.� Nustatyta,�

kad�du�iš�trij��gaut��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�

miel�se� S.cerevisiae� susintetint�� hRSV� N� baltym�� specifini�� šiam� baltymui�

mAk�gauti�nepavyko.�Buvo�padaryta�prielaida,�kad�vien�N�baltymo�nepakanka�
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užtektinai�stipriai� stimuliuoti� imunin�� sistem�.� Nors� rekombinantinis� hRSV� N�

baltymas� savo� antigenin�mis� savyb�mis� yra� panašus� �� natyv�� šio� viruso� N�

baltym�,� ta	iau,� matyt,� hRSV� infekcijos� metu� kiti� viruso� baltymai� vaidina�

svarb�� vaidmen�� stimuliuojant� imunin�� sistem�.� Siekiant� apeiti� ši�� kli�t�,�

miel�se� S.cerevisiae� buvo� susintetintas� chimerinis� N� baltymas,� sudarytas� iš�

tym�� viruso� N� baltymo� N�dalies,� sujungtos� su� hRSV� N� baltymo� C�dalimi.�

Žinant,�kad�tym��viruso�N�baltymas�yra�labai�imunogeniškas�(Žvirblien��ir�kt.,�

2007),� buvo� tik�tasi,� kad� chimeriniu� N� baltymu� imunizavus� peles,�

imunogeniška� tym�� viruso� N� baltymo� N�dalis� pakankamai� stipriai� sužadins�

pel�s� imunin��atsak�,�kurio�metu�bus�gaminami�hRSV�N�baltymo�C�dalies�ar.�

sekai� specifiniai� antik�nai.� Ta	iau� naudojant� chimerin�� N� baltym�� nepavyko�

gauti� mAk� specifini�� hRSV� N� baltymo� C�dalies� ar.� sekai.� Tai� rodo,� kad� nors�

miel�se� susintetintas� hRSV� N� baltymas� yra� panašus� savo� antigenin�mis�

savyb�mis� ��natyv��šio�viruso�N�baltym�,�bet�yra�neimunogeniškas� ir�be�kit��

šio� viruso� baltym�� pagalbos� negeba� užtektinai� stipriai� stimuliuoti� imunin�s�

sistemos�atsak�.�

Daug�baltym�,�svarbi��tiriamuoju� ir�praktiniu�poži�riu,�buvo�susintetinti�

mieli��S.cerevisiae� svetim�� baltym�� sintez�s� sistemoje.� Šios� miel�s� yra� gerai�

ištirtos� ir� sukaupta� daug� duomen�� apie� j�� genetik�� ir� fiziologij�.� Be� to,�

remiantis� j�� naudojimu� kepimui� ir� rauginimui,� miel�s� S.cerevisiae� yra�

pripažintos� kaip� saugus� organizmas,� priskiriamas� kategorijai� GRAS� (angl.� –�

„generally� regarded� as� safe“).� D�l� paprastesni�� gen�� raiškos� technologij��

virusini�� baltym�� sintez�� tapo� lengvesn�� ir� efektyvesn�� tiek� eukariot�,� tiek�

prokariot�� svetim�� baltym�� sintez�s� sistemose.� Genetini�� manipuliacij��

paprastumas,� rekombinantini�� baltym�� išeiga� ir� natyviems� baltymams�

b�dingos� po�transliacin�s� modifikacijos� dažnai� nulemia� tai,� koki�� sistem��

tenka� rinktis� svetimo� baltymo� sintezei.� Miel�s� S.cerevisiae� yra� vienal�s	iai�

eukariotai,� kurie,� priešingai� nei� bakterijos,� turi� po�transliacinio� baltym��

brendimo�procesus� ir�yra�patog�s�genetin�ms�manipuliacijoms�atlikti.�Miel�s�
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turi� kelet�� svarbi�� privalum�� sintetinant� virusinius� baltymus:� miel�se�

susintetinti� baltymai� neturi� toksini�� priemaiš�� ir� gali� b�ti� naudojami�

vakcinoms� ir�diagnostikai.�Lyginant�šiame�darbe�gautas�tirt��rekombinantini��

paramikso� virus�� N� baltym�� išeigas,� mieli�� S.cerevisiae� svetim�� baltym��

sintez�s�sistema�yra�žymiai�pranašesn��už�analogiškas�aukštesni�j��eukariot��

sistemas.� Šio� darbo� metu� nustatyta,� kad� miel�se� S.cerevisiae� susintetinti�

paramikso� virus�� N� baltymai� tinka� ši�� virus�� infekcij�� diagnostikai,� tod�l�

žymiai� naudingiau� sintetinti� nukleokapsid�s� baltymus� miel�se,� nes� galima�

gauti�didesnius� j��kiekius,�nei�aukštesni�j��eukariot�� l�stel�se,�nenuken	iant�

N�baltym��kokybei.�

Apibendrinant� šiame� darbe� gautus� rezultatus� galima� teigti,� kad� miel�s�

S.cerevisiae� puikiai� tinka� paramikso� virus�� N� baltym�� sintezei.� Miel�se�

susintetinti� SeV,� hPIV1,� hPIV3,� hRSV,� NiV,� HeV� ir� MenV� N� baltymai� savo�

savyb�mis� yra� panaš�s� �� natyvius� analogišk�� virus�� N� baltymus:� formuoja�

virus��nukleokapsid��primenan	ias�daleles,�s�veikauja�su�ribonukleor�gštimis�

ir� turi�natyviems�virus��N�baltymams�b�dingas�po�transliacines�modifikacijas�

(Shiell� ir� kt.,� 2002).� Be� to,� rekombinantini�� hPIV1,� hPIV3,� hRSV,� NiV,� HeV� ir�

MenV�N�baltym��antigenin�s�savyb�s�yra� labai�panašios� ��natyvi��analogišk��

virus�� N� baltym�� antigenines� savybes.� Taip� pat� �sitikinta,� kad� šiame� darbe�

miel�se� S.cerevisiae� susintetinti� hPIV1,� hPIV3,� hRSV,� NiV,� HeV� ir� MenV� N�

baltymai�tinka�ši��virus��infekcij��serologinei�diagnostikai.�

�

�

�

�

�

�
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IŠVADOS�

1. Miel�se� S.cerevisiae� susintetinti� SeV,� hPIV1,� hPIV3,� hRSV,� NiV,� HeV� ir�

MenV� N� baltymai� formuoja� virus�� nukleokapsid�� primenan	ias� daleles.�

Vidutin��baltym��SeV,�hPIV1,�hPIV3,�hRSV,�NiV,�HeV�ir�MenV�N�išeiga�yra�1.2,�

0.7,�0.5,�0.9,�0.8,�0.8,�ir�0.3�mg�iš�1�g�dr�gnos�mieli��S.cerevisiae�biomas�s.�

�

2. Miel�se�S.cerevisiae�susintetinti�hPIV1,�hPIV3,�hRSV,�NiV,�HeV� ir�MenV�N�

baltymai�pasižymi�antigenin�mis�savyb�mis,�b�dingomis�natyviems�analogišk��

virus��N�baltymams.�

�

3. Rekombinantini�� NiV,� HeV� ir� MenV� N� baltym�� C� dalis� destabilizuoja� ši��

baltym��formuojamas�virus��nukleokapsid��primenan	ias�daleles.��

�

4. Rekombinantini�� SeV� N� baltym�� formuojamos� virus�� nukleokapsid��

primenan	ios� dalel�s� nespecifiškai� �jungia� mieli�� l�stel�s� RNR� ir� j�� iš� dalies�

apsaugo�nuo�RNaz�s�A�poveikio.�

�

5. Miel�se�S.cerevisiae�susintetinti�hPIV1,�hPIV3,�hRSV,�NiV,�HeV� ir�MenV�N�

baltymai� yra� puikus� �rankis� ši�� virus�� infekcij�� serologin�s� diagnostikos�

sistem��k�rimui.�

�
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