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SANTRUMPOS

ASR — atvirojo skaitymo rémelis

GAL1 — galaktokinazés genas

GAL10 — UDP gliukozés 4 epimerazés genas

HBCcAg — hepatito B branduolio antigenas

HBsAQ — hepatito B pavirSiaus antigenas

HBV — hepatito B virusas

L1 — gaususis zmogaus papilomos viruso kapsidés baltymas
NS1 — nestruktiirinis baltymas 1

ORF — atvirojo skaitymo rémelis (angl. open reading frame)
PAA - poliakrilamidas

PARV4 — Zzmogaus parvovirusas 4

PGKS — fosfoglicerato kinazés 3 genas

PYK1 — piruvato kinazes 1 genas

PLA:; — fosfolipazé A2

PSR — papildomas skaitymo rémelis

VLP —j virusus panaSios dalelés (angl. virus-like particle)
VP — struktiirinis kapsidés baltymas (angl. viral protein)

7PV — 7mogaus papilomos virusas



IVADAS

Pacios pirmosios vakcinos dazniausiai buvo kuriamos inaktyvuoty arba susilpninty virusy
pagrindu. Sios vakcinos efektyviai suzadina imuning sistema, ta¢iau juy produkcijos proceso keblumai
bei padidéjusi rizika imuniteto sutrikimus turintiems pacientams paskatino ieSkoti kitokiu pagrindu
kuriamy vakciny (Mohsen et al. 2017). Sios problemos sprendZziamos naudojant j virusus panagias
daleles (VLP). VLP yra struktiiros, iSoriSkai panaSios arba identiSkos viruso kapsidéms, taciau
neturindios genetinés medziagos, todél negebandios savarankiskai daugintis. Sios dalelés geba
iSSaukti jgimtajj ir jgytajj imuninius atsakus. Jos taip pat gali biiti gaunamos gana dideliais kiekiais
pasitelkiant rekombinantinés DNR technologijas. D¢l Siy priezasCiy jos yra itin patrauklios kaip
kandidatés vakciny kirimui. Siuo metu yra nemaZai komerciskai prieinamy j virusus panagiomis
dalelémis besiremianc¢iy vakciny ir dar daugiau vakciny kandidac¢iy pries jvairius virusus jau yra
sukurtos ir i§bandomos klinikiniuose tyrimuose. Sio tipo vakcinos taip pat gan pla¢iai naudojamos
panaudotos gydant véZines bei autoimunines ligas (Lei et al. 2020).

Pasitelkiant geny inZinerijos metodus atsiranda galimybé pagaminti chimerines j Virusus
panasias daleles, turin¢ias jvestus svetimy virusy epitopus. Tai suteikia galimybe kurti vakcinas pries
keliy virusy sukeltas infekcijas arba panaudoti VLP kaip svetimy epitopy nesiklj. Sios dalelés taip
pat gali buti pasitelktos tam tikry molekuliy pernaSai, todél tyrimai su Siomis j virusus panasiomis
dalelémis padéty kurti naujas technologijas skirtas ligy gydymui, jy prevencijai ir diagnostikai.

Siame tyrime kaip objektas buvo pasirinktas zmogaus parvoviruso 4 (PARV4) kapsidés
baltymas VP2, gebantis formuoti j virusus panasias struktiiras. Sio darbo tikslas — sukonstruoti tris
skirtingus chimerinius PARV4 VP2 rekombinantinius baltymus, turin¢ius jvesta hepatito B
pavirSiaus antigeno epitopo seka, kuri jvesta j atitinkamai vieng i8 trijy VP2 baltymo imunogenisky
kilpy sriciy. Atsizvelgiant | tikslg yra iSkelti Sie uZdaviniai:

1. Sukonstruoti mieliy raiskos vektorius su PARV4 VP2 baltymo geno pakeistomis
kilpy sekomis jvedant HBsAg epitopo geno seka.

2. Sukurti rekombinantiniy chimeriniy VP2 baltymy sintezés sistemg mielése
Saccharomyces cerevisiae.
ISgryninti mielése susintetintus baltymus.

4. Patikrinti $iy baltymy gebéjima formuoti  virusus panasias daleles bei jvertinti jy,

kaip antigenus pateikian¢iy molekuliy, antigenines savybes.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Parvoviridae Seimos virusai

Parvovirusai yra mazi (~25 nm ilgio), apvalkalo neturintys virusai, priklausantys Parvoviridae
Seimai. Parvoviridae Seima skirstoma j dvi poSeimes: Parvovirinae ir Densovirinae. Parvovirinae
poSeimés atstovai infekuoja stuburinius, o Densovirinae - bestuburius. Parvovirusai turi linijing
viengrandining genoming DNR, kurios ilgis svyruoja nuo 5 iki 6 tikstanc¢iy nukleotidy ilgio. Genomo
galai pazyméti dvejomis terminalinémis plauky segtuko struktiromis (Berns 2013; Parrish 2005).
Visi parvovirusai skirstomi j tam tikras gentis ir rasis pagal nestruktiirinio baltymo NS1 aminoriig§¢iy
pana$uma lyginant su kitais parvovirusais. Siuo principu Parvovirinae poseimis skirstomas j 8 gentis:
Protoparvovirus, Amdoparvovirus, Aveparvovirus, Bocaparvovirus, Dependoparvovirus,
Erythroparvovirus, Copiparvovirus ir Tetraparvovirus. IS jy tik 4 gali sukelti infekcijas zmonéms:

Erythroparvovirus, Bocaparvovirus, Protoparvovirus ir Tetraparvovirus (Qiu et al. 2017).
1.2 Zmogaus parvovirusas 4

Zmogaus parvovirusas 4 (PARV4) yra Tetraparvovirus genéiai priklausantis virusas, pirma
kartg rastas 2005 metais hepatitu B uzsikrétusio intraveniniy narkotiky vartotojo organizme (Jones et
al. 2005). Manoma, kad tarp §ios rizikos grupés zmoniy PARV4 plinta gausiausiai. Sio viruso
infekcija smarkiai susijusi su hepatito C bei ZIV infekcijomis: iki 95 % $iuos virusus turintys asmenys
taip pat turi IgG tipo antikiinus prie§s PARV4 (Simmons et al. 2012). PARV4 taip pat yra siejamas su
létine hepatito B infekcija (Yu et al. 2012). PARV4 klinikiné jtaka néra gerai zinoma, todél negalima
pasakyti, ar virusas gali sukelti kokius nors simptomus, taCiau yra pastebimas rySys tarp PARV4
infekcijos ir sunkios timinés kvépavimo taky infekcijos (Prakash et al. 2020).

1.2.1 Zmogaus parvoviruso 4 genomas

PARV4 genomas yra apytiksliai 5 kb ilgio ir sudarytas i§ 2 atvirojo skaitymo rémeliy,
koduojanciy 3 genus. Koduojancios sekos yra apsuptos trumpomis palindrominémis sekomis,
galin¢iomis formuoti plauky segtuko motyvus (Berns, Parrish 2013). Pirmasis atvirojo skaitymo
rémelis koduoja nestruktiirinj baltyma NS1, atsakingg uz viruso replikacija. Antrasis koduoja du tame
paciame atvirojo skaitymo rémelyje persidengiancius struktiirinius baltymus VP1 ir VP2 (1.1 pav.)
(Matthews et al. 2014). VP2 baltymas yra pagrindinis struktiirinis baltymas ir formuoja PARV4
ikosaedrinés strukttiros kapside. VP1 taip pat yra struktiirinis baltymas, jeinantis j kapsidés struktiirg
ir numanomai turintis fosfolipazinj A, (PLA2) aktyvumg. Sis fermentinis aktyvumas grei¢iausiai

reikalingas s€kmingam viriony peré¢jimui per lipiding lastelés membrana.
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1.1 pav. Scheminis PARV4 atvirojo skaitymo rémeliy ir geny atvaizdavimas. ASR yra Zymimi atvirojo skaitymo
rémeliai. NS-1, VP-1 ir VP-2 yra baltymus koduojantys genai. PSR1 ir PSR2 — papildomi skaitymo rémeliai. PSR1
koduoja 67 aminoriig§¢iy ilgio alternatyvyjj baltyma, o PSR2 — 86 aminoriigsciy ilgio alternatyvyjj baltyma. PSR1
koduojamas baltymas savo seka ir pozicija yra panasus ] mazajj alternatyviai transkribuojama baltyma, randama
kituose parvovirusuose. PSR2 baltymas nebuvo identifikuotas kaip joks atitikmuo Kitiems baltymams. Pagal
Matthews et al. (2014).

PARV4 genomas turi du promotorius: P6, atsakingg uz NS1 baltymo transkripcija, ir P38,
indukuojant; VP baltymy transkripcija. Teorinis NS1 baltymo dydis yra ~66 kDa, tuo tarpu
strukttirinio baltymo VP1 dydis yra ~101 kDa, 0 VP2 ~60 kDa (Lou et al. 2012). Panasiai kaip ir
kituose Parvoviridae atstovuose, abu VP baltymai yra uzkoduoti tame paciame transkripte ir
transliuojami j VP1 ir VP2 baltymus déka alternatyviy pradzios kodony. Todél Sie du baltymai skiriasi
tik N-galiniu domenu (Spitzer et al. 1997).

1.2.2 Zmogaus parvoviruso 4 kapsidés struktiira

PARV4, kaip ir kity parvovirusy, kapsidé yra sudaryta i§ 60 VP baltymy vienety. VP baltymy
santykis turéty biiti panasus j kity pavovirusy, turin¢iy du struktiirinius kapsidés baltymus, ir sudaryti
kapside santykiu 1:10, kur vienam VP1 baltymui tenka deSimt VP2 baltymy (Mietzsch et al. 2019).
Siems baltymams susirenkant yra formuojama T=1 ikosaedrinés simetrijos kapsidé (Agbandje-
McKenna, Kleinschmidt 2011). Suformuotos kapsidés pavirSius turi atsikartojanius asimetrinius
vienetus, kurie turi dviguboje aSyje esant] iJdubima, trigubus iSkilimus ir penkiagubas virSiines, kurios
formuoja cilindro formos struktiira. Sios kapsidés formos yra panasios tarp jvairiy parvovirusy, ta¢iau
santykinis tam tikry pavirSiaus struktiiry auksStis gali skirtis tarp poSeimiy ir genciy (1.2 pav.)
(Cotmore, Tattersall 2014; Meng et al. 2013).
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1.2 pav. Ivairiy parvovirusy kapsidziy topologija. Mélyna spalva pazymétas maziausias spindulinis atstumas
nuo viruso dalelés centro, raudona — didziausias. Juodu trikampiu pazymeétas kapsidés baltymy formuojamas
asimetrinis  vienetas. Paimta i§ tarptautinés virusy taksonomijos komiteto (ICTV) puslapio:
https://ictv.global/taxonomy/.

1.2.3 PARV4 VP2 baltymo struktiira

Pagrindinio strukttrinio kapsidés baltymo VP2 grandiné formuoja [ statinés struktiira,
susidedancig 1§ maziausiai 8 grandiniy, kurios susidedant dvejoms grandinéms sudaro po vieng [3
kloste. Atskiros B klostés yra sujungiamos su kaimyninémis per baltymo kilpy sritis, kuriy ilgis,
aminorugsciy seka bei konformacija gali skirtis kiekvienoje kilpoje. Dauguma Siy kilpy yra
nukreiptos j viruso kapsidés iSore¢ ir buitent dél jy seky skirtumy yra pastebimos virusy kapsidziy
topologijos variacijos tarp skirtingy parvovirusy. Siy kilpy virsiinés taip pat yra isskiriamos kaip
variabil@s regionai, nes Siose srityse aptinkama didelé aminortigsciy seky jvairové (llyas et al. 2018).
Tyrimais buvo identifikuoti 3 linijiniai PARV4 epitopai, esantys $iy kilpy vietoje, prie§ kuriuos
vykdant imunizacijg pelése, susidaro monokloniniai antikiinai. Dél savo imunogeniSkumo $ios kilpos
yra pasirinktos kaip svetimy epitopy jterpimo sritys (1.3 pav., 1.1 lentel¢). Taip pat parodyta, jog
PARV4 VP2 baltymai S. cerevisiae lastelése geba savarankiskai formuoti VLP (Tamositnas, 2017).
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1.3 pav. PARV4 VP2 erdviné struktiira. Spalvomis pazymétos skirtingose kilpose nustatytos epitopy sekos.
Vaizdas sukurtas naudojant The PyMOL Molecular Graphics System, Version 2.4.1, Schrédinger, LLC.

1.1 lentelé. Nustatyty VP2 epitopy lokalizacija bei aminortgs¢iy sekos. Pagal Tamositnas (2017).

Kilpos srities epitopy Lokalizacija aminoragsciy Epitopo seka
sutrumpintas pavadinimas sekoje (aminoriigsciy
numeriai)
Lp2 146-155 NQDTLPGHLP
Lp3 248-257 NDGTAIWKRP
Lp4 507-513 EKPAPFP

1.3 Parvovirusy patekimas j lastele ir replikacija

Manoma, kad infekcijos metu parvovirusy virionai patenka j lgstelés branduolj nepakite
(Sonntag et al. 2006). Ar virusy genomai islieka supakuoti kapsidése visos priesreplikatyvinés fazés
metu, yra neaiSku, taciau tai galéty paaiSkinti, kodél lastelés DNR pazaidy taisymo mechanizmai
iSlieka nejjungti (Cotmore, Tattersall 2014). Parvovirusai neturi gebéjimo nesidalijanéiy lasteliy
priversti pereiti | S fazg — savybés, kurig turi dauguma DNR virusy. Dél Sios priezasties parvovirusai
laukia, kol Iastelé pati pereis | S faze¢ ir todél jy infekcija yra apribota tik lastelése, kuriose vyksta
aktyvi lastelés ciklo kaita (Cotmore, Tattersall 2013). Informacijos, nusakancios tikslias lasteles,
kurias infekuoja PARV4, néra, taciau tyrimai rodo, kad PARV4 genomai buvo rasti jvairiuose
audiniuose, tokiuose kaip kepenys, kauly Ciulpai bei cerebrospinalinis skystis (Qiu et al. 2017).

Prasidéjus Iastelées DNR replikacijai virusinis genomas pereina j replikacing forma, kurios metu
taip pat vyksta virusiniy geny raiska. Viruso genomas yra padauginamas besivyniojancio plauky
segtuko replikacijos mechanizmu (Tattersall, Ward 1976). Sio mechanizmo metu kartu vyksta
vienkryptis grandinés perkélimas ir genomo galuose esanciy plauky segtuko motyvy iSsilankstymas
ir susilankstymas, kuris reikalingas dvigubos replikacinés formos DNR grandinés sintezei. Sintezé

susideda i$ keliy etapy. Pradzioje komplementariai virusinés DNR grandinei yra susintetinama antroji
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grandiné. Kitame etape dvigubos DNR grandinés genomas yra iskerpamas, paliekant vél viengrandj
DNR genoma. Uz DNR grandinés jkirpimg yra atsakingas replikacijos iniciacijos baltymas NS1,
kuris turi endonukleazinj ir helikazinj aktyvumus (Zadori et al. 2005). Viengrandis viruso genomas
toliau yra naudojamas kaip pagrindas komplementarios grandinés sintezei. Galiausiai formuojantis
viruso daleléms Sios genominés DNR grandinés yra perkeliamos j kapsidés vidy. (Cotmore, Tattersall
2013; Cotmore, Tattersall 2005; Cotmore, Tattersall 2006).

Parvovirusai prie Iastelés Seimininkés prisijungia per jvairius plazminés membranos receptorius
(Allison et al. 2014; Huang et al. 2014; Pillay et al. 2017) ir j jos vidy patenka endocitozés budu
(1.4 pav.). Virionams sékmingai iStrokti i§ endosomos padeda VP1 baltymo N gale esantis PLA>
aktyvumas (Canaan et al. 2004). Virusy daleléms patekus j branduolj ir sulaukus S fazés yra
pradedama genominés DNR replikacija ir geny transkripcija. Virusy pavirSiaus baltymai VP1 ir VP2
homotrimeringje biisenoje (susidedant i§ trijy VP2 baltymy) arba reciau heterotrimeringje biisenoje
(susidedant 1§ dviejy VP2 baltymy ir vieno VP1 baltymo) yra transportuojami i branduolj, kur yra
baigiamas kapsidés surinkimas (Lombardo et al. 2000; Riolobos et al. 2006). Susidare nauji virionai
i$ 1gstelés gali buti eksportuojami j iSore arba istrukti lizés metu (Bar et al. 2013; Maroto et al. 2004).

@ . @
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1.4 pav. lvairiy parvovirusy infekcijos schema. Virusai pakliiina i Igstele endocitozés biidu pasitelkiant
skirtingus receptorius. Parvovirusas B19 pasitelkia globozido receptoriy, CPV (Suny parvovirusas) nusitaiko j
transferino receptoriy, o MVM (minutés peliy virusas) ir BPV (galvijy parvovirusas) — j sialo riigstj. Sie virusai
pakliina ] endosomas, paskui virstant j lizosomas aktyvuojamas fosfolipazinis (PLA7) aktyvumas, padedantis
virusams i$trikti i§ endosomos. Galiausiai viruso dalelés paklitina j branduolj, kur vyksta viruso genomo
replikacija ir viruso daleliy susirinkimas. Pagal Tu et al. (2015).

1.4 T virusus panaSiy daleliy sintezé ir pritaikymas
I virusus panasiy daleliy praktinis pritaikymas yra daugiausiai siejamas su naujy vakciny bei
diagnostiniy jrankiy kiirimu. VLP technologijos pradzioje Sioms daleléms kurti buvo naudojami
ikosaedrinés simetrijos apvalkalo neturinios virusinés dalelés, kurios gali sékmingai pateikti
epitopus savo pavirsiuje. Vienos i$ pirmyjy VLP, pasizyminciy tokiomis savybémis buvo kuriamos

hepatito B branduolio antigeno (HBcAg) pagrindu, kurios formuoja tvarkingas ikosaedrinés
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struktiiros daleles. Sios technologijos taip pat jau yra naudojamos jvairiy svetimy epitopy pateikimui

ant lastelés pavirsiaus, taip sukuriant chimerines VLP (Pushko et al. 2013).
1.4.1 VLP savybés

Rekombinantinés VLP yra nanoskalés dydzio struktiiros, kurios sudarytos i§ virusinés kilmés
rekombinantiniy kapsidés baltymy ir yra sintetinamos pasirinkto organizmo raiskos sistemoje,
pvz.: bakterijose, mielése, augaluose ar kitose lastelése (Jennings, Bachmann 2008). VLP atkartoja
natiiralig virusy kapsidés forma, savarankiskai susirenkant i§ atsikartojanciy pavirSiaus baltymy ir dél
to tai yra lanksti ir tolerantiSka modifikacijoms struktiira. Kai VLP yra naudojama svetimy epitopy
pateikimui, dazniausiai tai yra daroma modifikuojant VLP geny sekas jvedant naujg epitopg ir
vykdant $iy chimeriniy geny raiska. Tais atvejais, kai antigenas yra per didelis, jis gali trukdyti VLP
susirinkimui, todél daznai norint iSvengti trikdziy antigenai yra prijungiami prie VLP daleliy
cheminés konjugacijos budu (Chroboczek et al. 2014).

1.4.2 VLP vakcinos

Iki Si0l dazniausia VLP panaudojimo sritis yra vakcinos. D¢l jy itin didelio panasumo i virusus,
VLP geba isSaukti stipry imuninj atsaka, kurj lemia tanki ir atsikartojanti Siy daleliy struktura
(Bachmann, Zinkernagel 1997). Dél jy dydzio jos yra sékmingai pagaunamos dendritiniy lasteliy ir
transportuojamos ] limfinius mazgus, kur vyksta antigeno pateikimas limfocitams. Pasikartojancios
struktiiros ant VLP pavirSiaus aktyvuoja B limfocitus, paskatinant antikiiny sintez¢ prie$ pateikta
antigeng. Tuo tarpu baltyminé VLP sandara padeda aktyvuoti T limfocitus jiems pateikiant VLP
peptidus MHC molekulése (1.5 pav.). Tad VLP gali aktyvuoti jgimtgjj ir jgytajj imunitetus (Jennings,
Bachmann 2008).
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1.5 pav. Scheminis atvaizdavimas, kaip VLP galéty potencialiai i§Saukti jvairaus tipo imuninius atsakus. Pagal
Tao et al. (2019).
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Nemazai VLP paremty vakciny jau yra komercializuotos ir naudojamos skiepijimui. Vienos i$
ju yra hepatito B ir zmogaus papilomos viruso VLP paremtos vakcinos. Hepatito B vakcina yra
paremta HBV pavirSiaus antigenu HBsAg, kuris mieliy ir Zinduoliy Igstelése formuoja 22 nm dydzio
sfering VLP dalel¢ (Greiner et al. 2012). Vakcina prie§ HBV yra pirmoji komerciné vakcina sukurta
VLP pagrindu. Pasaulio sveikatos organizacijos teigimu kasmet nuo HBV sukelty kepeny ligy mirsta
apie 1 mln. Zmoniy. Tai parodo $io skiepo svarbg vykdant HBV sukelty ligy prevencija (Roldao et al.
2010).

Zmogaus papilomos virusas (ZPV) yra vienas didziausiy gimdos kaklelio véZio sukéléjy (Wei
et al. 2018). Jau yra sukurtos ir komercikai prieinamos kelios profilaktinés ZPV vakcinos paremtos
rekombinantinémis technologijomis mieliy lastelése gaunamomis VLP (Kondo 2009). Sios vakcinos
paremtos vienu didziausiu kapsidés baltymy L1, kuris savarankiskai formuoja VLP, kurios taip pat
sugeba i§$aukti stipry imuninj atsaka (Chabeda et al. 2019). Ir nors $ios vakcinos yra patvirtintos ZPV
infekcijos prevencijai, jos néra efektyvios jau esamy infekcijy metu, tod¢l terapinés vakcinos paieska
Sios infekcijos gydymui vis dar vyksta (Wang, Roden 2013).

1.4.3 Chimerinés VLP

VLP yra laikomos puikiomis struktiiromis svetimy epitopy neSimui. Taip yra dél jy tvarkingo,
tankaus ir pasikartojancio iSsidéstymo erdvéje, kas néra budinga paprasto monomerinio ar
oligomerinio epitopo atveju. Konstruojant chimerines VLP yra i§skiriami 3 skirtingi chimeriniy VLP
tipai pagal jy veikimo principg (1.6 pav.). Pirmasis arba , klasikinis* VLP tipas yra paremtas vienu ar
keliais viruso genais su jvestais svetimais epitopais. Tokios chimerinés VLP negali infekuoti Igsteliy,
nes neturi jokios genominés DNR. Antrasis tipas yra paremtas dalelémis, turin¢iomis infekciniy
savybiy ir gali buti i§skiriamas j dvi katergorijas: replikacijai kompetentiskos ir nekompetentiskos
VLP. Replikacijai kompetentiSkos VLP turi pilng viruso genoma su hibridiniais genais ir geba
savarankiskai daugintis. Replikacijai nekompetentiSkos VLP turi tas pacias savybes kaip
kompetentiskos, taciau geba daugintis tik esant specialioms sglygoms. Jvedant svetimus epitopus
pasitelkiant cheming¢ sintez¢ arba PGR metodus, kiekvienai VLP S§ios insercijos sritys turi biiti

parinktos individualiai atsizvelgiant j pacios dalelés savybes (Khudyakov, Fields 2003).
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1.6 pav. Skirtingy VLP tipai pagal jy skirtingg veikimo principa. Taip pat skirtingam VLP tipui pavaizduoti
metodai, kuriais jos yra gaunamos. Pagal Khudyakov ir Fields (2003).

Chimerinés VLP su jvestais svetimais epitopais yra potencialios kandidatés vakciny kiirimui.
Rekombinantinés DNR inzinerijos metody atsiradimas leido kurti chimerines VLP su jterptais
svetimais epitopais. Sios dalelés gaunamos klonuojant linijinius arba konformacinius epitopus j
genus, koduojancius savarankiskai susirenkancias polipeptidus (Jennings, Bachmann 2008).

Vienas gerai istirtas antigeny nesiklis yra HBcAg, kuris sudaro VLP. Sios dalelés yra gerai
1Stirtos kaip svetimy epitopy nesiklis, gebantis i§Saukti imuninj atsakg pries jvairius jterptus epitopus
(Pumpens, Grens 2001). Taciau jterpiant naujas sekas j VLP struktiirg gali buti sutrikdytas dalelés
stabilumas, o tai tik parodo, jog kuriant chimerines VLP biitina atsiZvelgti ] jterpiamo epitopo jtaka
paciai dalelés struktiirai (Lei et al. 2020).

Chimerinés VLP taip pat galéty biiti naudojamos kaip vakcinos, apsaugancios nuo keliy tos
pacios riisies viruso atmainy. Buvo parodyta, kad ZPV chimerinés VLP, kuriy L1 (gausiojo ZPV
kapsidés baltymo) kilpy regionuose yra jvestos kitos ZPV viruso atmainos sekos, geba issaukti
imuninj atsaka prie§ kelias virusy atmainas. Tokios dalelés, gebancios apsaugoti nuo keliy skirtingy
epitopy, galéty zymiai pagerinti ligy prevencija ir padidinanti atsparumo virusams tikimybe (Li et al.
2018).

1.4.4 VLP sintezé mielése

Dazniausiai VLP gamybai naudojamos bakterijy arba mieliy lastelés (Rolddo et al. 2010).
Kuriant VLP vakcinas bakterijy, pvz.: E. coli, raiskos sistemose iSkyla problemos dél $iy lasteliy
negebéjimo vykdyti sudétingy potransliaciniy modifikacijy, tokiy kaip glikozilinimas ar disulfidiniy

tilteliy susidarymas. Be to, bakterijy raiskos sistemos taip pat susiduria su tokiomis problemomis kaip
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neteisingas baltymy susilankstymas, mazas baltymy tirpumas, bei pasaliniai toksiniai baltymai, kuriy
butina atsikratyti tikslinio baltymo gryninimo metu (Baneyx, Mujacic 2004). Mielés, kurios yra
eukariotinis vienalastis organizmas (Dickinson 2005) ir turi panaSumy su eukariotinémis ir
prokariotinémis lgstelémis, Siuo atveju yra pranasesnés uz bakterijas. Mieliy Iastelés gali sintetinti
sudétingesnes VLP nei bakterijos (Ding et al. 2018). Mieliy raiskos sistemos yra pigios, saugios ir
gebancios produkuoti patikimos kokybés VLP (Kim, Kim 2017). Mieliy, tiksliau Saccharomyces
cerevisiae, yra patrauklios raiskos sistemos, nes yra lengvai kultivuojamos, yra imlios genetinéms
modifikacijoms bei turi GRAS (angl. Generally Recognized as Safe) statusg (Zhao 2017). Be to,
mieliy raiSkos sistemos gali greitai pasiekti ir toleruoti didelj 1gsteliy tankj ir aukstg rekombinantiniy
baltymy iSeiga (Celik, Calik 2012).

Vykdant rekombinantiniy baltymy sintez¢ mielése svarbus etapas yra tinkamas raiSkos
vektoriaus pasirinkimas. Toks raiSkos vektorius paprastai susideda i§ promotoriaus sekos,
multikloninio regiono (skirto tiksliniy geny seky jterpimui), terminatoriaus sekos, selektyviai atrankai
skirto zymens ir replikacijos pradzios sekos (pvz.: 2 um plazmidés autonominé replikacijos seka).
Integraciniy plazmidziy atveju taip pat turi buti homologinés DNR seka tam tikram lokusui,
reikalinga jsiterpimui j genoma (Celik, Calik 2012). Gana svarbus elementas klonavimo vektoriuje
taip pat yra geny promotoriai. Keli promotoriy pavyzdziai, kile 18
S. cerevisiae yra PYK1, PGK3, kurie yra konstitutyviis bei GAL1 ir GAL10, kurie yra indukuojami
galaktoze ir represuojami gliukoze (Partow et al. 2010).

Vykdyti mieliy lasteliy transformacija klonavimo vektoriumi galimi keli bidai:
1) sferoplasty paruoSimo (pilnai fermentiskai suardant mieliy lasteliy sieneles palengvinant DNR
patekima j jas); 2) li¢io acetato metodu; 3) elektroporacija. Teigiamy transformanty atrankai gali biiti
naudojami auksotrofiniai Zymenys arba genai suteikiantys atsparuma antibiotikui ar kitai medziagai.
Autonominés plazmidés taip pat turi rizika biiti ,,pamestos® jeigu aplinkoje nebéra selektyvaus
spaudimo, tuo tarpu integracinés plazmidés iSlicka genome lgsteléms besidalijant ir perduodamos

dukterinéms lgsteléms (Mattanovich et al. 2012).
1.4.5 Kitas VLP pritaikymas

VLP yra ne tik patraukli platforma vakciny kiirimui, bet taip pat ir vaisty, ir kity molekuliy
transportui | lasteles. VLP jau yra naudojami kaip chemoterapiniy vaisty bei jvairiy peptidy nesikliai
(Shirbaghaee, Bolhassani 2016). Taip pat daug potencialo suteikia galimybé kovalentiskai
modifikuoti Sias daleles prijungiant norimas molekules pvz.: fluorescencinius dazus (Anderson et al.
2006). Didelis 8iy VLP transporto sistemy privalumas yra jy potencialas tikslingai pernesti molekules
] pasirinktas lasteles-taikines (Rohovie et al. 2017).

Mazy molekuliy prijungimas prie VLP pavirSiaus taip pat yra daug zadanti sritis. Prie VLP

pavirSiaus galima ,,prikabinti* jvairias molekules, taip nedarant jtakos pacios VLP konformacijai ir
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stabilumui. Todé¢l Sias daleles galima panaudoti ne tik vaisty perneSimui, bet ir panaudoti VLP
i8Saukiant imuninj atsaka prie§ molekules ant jy pavirSiaus. Viena i§ tokiy daleliy buvo sukurta kaip
vakcina pries nikoting. Panaudojant bakteriofago Qf pavirsiaus baltymus buvo suformuota VLP prie
vakcinomis parod¢, jog Siy daleliy déka organizme yra iSSaukiama stipri IgM/IgG tipo antikiiny
reakcija prie§ nikotino molekules. Iprastai nikotinas nesukelia imuninés reakcijos, taciau del
konjugacijos su VLP imuning¢ sistema yra suaktyvinama. Individuose su susidariusiais antiktinais taip
pat buvo pastebima abstinencija rilkymui dél sumaZzéjusio pasitenkinimo, kurj sukelia nikotino
suvartojimas (Cornuz et al. 2008; Maurer et al. 2005).

Kadangi VLP yra virusinés kilmés, jos turi savybe nespecifiskai juntis su DNR molekulémis
(Chang et al. 1993). Tyrimais su VLP buvo parodyta, kad §ios dalelés sugeba ,,supakuoti virusing
DNR molekulg ir pernesti ja j lasteles in vitro (Slilaty, Aposhian 1983). Taip pat VLP gali buti
panaudojamos pernesti ir plazmiding DNR. Tyrimai su ziurkény poliomaviruso VP1 baltymo
dalelémis, formuojan¢iomis VLP, patvirtino, kad in vitro iSardymo ir susirinkimo sistemoje VLP gali
»apgaubti® plazmiding DNR ir ja sékmingai pernesti | zinduoliy lasteles, ko pasekoje jvyksta
s¢kminga plazmidéje esanciy geny raiSka. Toks geny pernaSos jrankis yra daug zadantis geny
terapijos srityje (Voronkova et al. 2007). Svarbus VLP pritaikymas taip pat yra jvairiy virusiniy ligy
diagnostika pasitelkiant imunofermenting analiz¢. TradiciSkai naudojamos iSaktyvuotos pilnos
virusinés dalelés yra nesaugios, o jy produkcija gana sudétinga (Ricks et al. 2019). Todél anks¢iau
minétos VLP yra tvari alternatyva kuriant imunodiagnostinius jrankius. VLP sékmingai gali biti
panaudotos tokiems diagnostiniams jrankiams kaip imunofermentiné analizé arba ELISA (angl.
enzyme-linked immunosorbent assay). Pademonstruota, jog Sios dalelés puikiai veikia kaip antigenai
specifiniy antikiiny paieSkai, o gaunami $iy analiziy rezultatai yra auks$to specifiSkumo, jautrumo ir

atkartojamumo (Bai et al. 2021).
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

2.1 Medziagos, plazmidés ir mikroorganizmai

2.1.1 Medziagos ir tirpalai

Tirpalai DNR elektroforezei:

Agarozé (1 %): 1 % agarozés istirpintos TAE buferiniame tirpale;
TAE buferinis tirpalas (pH 8,3): 40 mM Tris, 20 mM acto ragstis, | mM EDTA (,,Thermo Scientific*,

Lietuva);

DNR dazas: Massruler DNA Loading Dye 6X (,,Thermo Scientific*, Lietuva).
Etidzio bromido tirpalas: 10 mg/ml etidZio bromido;

Buferiniai tirpalai ir fermentai fermentinéms reakcijoms:

Polimerazinei grandininei reakcijai naudoti tirpalai: 10 mM dNTP tirpalas, 50 mM MgCl2, polimerazés
Taq 10X buferinis tirpalas, DNR polimerazés Phusion HF 10X buferinis tirpalas, DNR polimerazé Taq
5U, DNR polimerazé Phusion High-Fidelity (HF) 2U.

DNR hidrolizei naudotas FastDigest (FD) 10X buferinis tirpalas, restrikcijos endonukleazés: ECoRI,
Bglll, Xbal, BamH]I, Bcul.

Kreveciy sarminé fosfatazé FastAP 1U.

DNR ligavimo reakcijai naudota: T4 DNR ligaze 5U , 10X DNR ligazés buferinis tirpalas.

Buferiniai tirpalai ir fermentai i$ ,,Thermo Scientific*.

Kompetentiniy E. coli lasteliy gamybai naudoti tirpalai:
CaClz 100 mM tirpalas;
CacCl; ir glicerolio tirpalas santykiu 4:1.

Naudojami sterilTs tirpalai.

Kompetentiniy mieliy S. cerevisiae lasteliy gamybai naudoti tirpalai:
TE: 10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 1 mM EDTA;

TE-LiOAc: 100 mM LiOAc tirpalas TE;

TE-PEG: 50 % (m/v) PEG 4000 tirpalas TE;

Naudojami sterilis tirpalai.

Tirpalai rekombinantiniams baltymams, susintetintiems S. cerevisiae, gryninti:

Ardymo buferinis tirpalas DB1000: 10 mM Tris-HCI, 1 M NaCl, 1 mM CaCl,, 0,1 % TritonX-100,
pH 7,2;

DB150: 10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM CacCly, 0,01 % TritonX-100, pH 7.2;

DB150+Arg: 10 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM CacCly, 0,01 % TritonX-100, 0,25 M Arg, pH 7.2;

Naudojami sterilas tirpalai.
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Sacharozés 30 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 % tirpalai: reikiamas Kkiekis sacharozés tirpinamas
DB150+Arg buferiniame tirpale (m/v), filtruojama naudojant 0,2 pum filtra.

CsCl jvairaus tankio tirpalai (1,365 g/ml; 1,3677 g/ml; 1,3712 g/ml ir 1,375 g/ml) gaminami DB150
buferiniame tirpale (v/v), filtruojama naudojant 0,2 um filtra.

Proteaziy inhibitoriaus PMSF 20 mM tirpalas metanolyje, naudojama galutiné koncentracija 2 mM.

Baltymy elektroforezei akrilamidiniame gelyje denatiiruojanc¢iomis salygomis reikalingi tirpalai:
Buferinis tirpalas koncentruojanciajam geliui: 4X Tris-HCI/NDS (pH 6,8): 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8),
0,4 % NDS;

Buferinis tirpalas skirianc¢iajam geliui: 4X Tris-HCI/NDS (pH 8,8): 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 0,4 % NDS;
30 % akrilamido/bisakrilamido tirpalas: 29:1 akrilamido:N, N’-metilenbisakrilamido (Carl Roth);

Amonio persulfato 10 % tirpalas vandenyje (APS);

TEMED (N, N, N’, N’- tetrametilendiamino) tirpalas (Sigma);

Koncentruojan¢io gelio tirpalas: 13 % akrilamido/bisakrilamido tirpalas, 25 % 4X Tris-HCI/NDS
(pH 6,8), 0,5 % APS tirpalo, 0,1 % TEMED (N, N, N, N’- tetrametilendiamino);

Skiriamojo gelio tirpalas (12 % akrilamido): 40 % akrilamido/bisakrilamido tirpalo, 25 % 4X Tris-
HCI/NDS (pH 8,8), 0,33 % APS tirpalo, 0,066 % TEMED;

2X baltymy dazo buferinis tirpalas: 100 mM Tris-HCI (pH 6,8), 20 % glicerolio, 4 % NDS, 0,2 %
bromfenolio mélio, 10 % merkaptoetanolio;

Kumasi mélio tirpalas: 40 % etanolio, 0,1 % Coomassie Brilliant Blue R-250, 10 % acto riigsties;

Geliy plovimo tirpalas: 5 % acto rugsties tirpalas;

Imunoblotui naudoti tirpalai:

Baltymy pernesimo buferinis tirpalas (PTB): 50 mM Tris-HCI (pH 7,2), 1,13 % glicino, 10 % metanolio;
Blokavimo tirpalas: 1X RotiBlock (Carl Roth);

PBS: 81 mM NaHPOs, 24 mM NaH,PO4*H,0, 99 mM NacCl, pH 7,5;

Plovimo tirpalas (PBS-T): 0,1 % Tween-20 PBS;

Buferinis tirpalas, naudotas skiesti antikiinams: 2 % BSA PBS-T.;
4-chloro-1-naftolio tirpalas: 30 mg 4-chloro-1-naftolio (Sigma) tirpinama 10 ml etanolio, laikoma -20 °C;
Tirpalas ryskinimui: 2 ml paruosto 4-chloro-1-naftolio tirpalo, 30 pl 35 % H202, 10 ml PBS.

Imunofermentinei analizei reikalingi tirpalai:

Karbonatinis buferinis tirpalas: 50 mM Na,COs tirpalas, pH 9,5;

PBS: 81 mM NaHPOa, 24 mM NaH>PO4*H.0O, 99 mM NacCl, pH 7,5;

Buferinis tirpalas, reikalingas antikiiny skiedimui PBS-T: PBS su 0,05 % Tween-20;

Plovimo buferis PBS-T: PBS buferinis tirpalas su 0,05 % Tween-20;

TMB: 3,3',5,5'-tetrametilbenzidinas, naudojamas kaip peroksidazés substratas (Clinical Science
Products);

Reakcijos stabdymui naudotas 10% H,SOs tirpalas.
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2.1.2 Mitybinés terpés
LB terpé E. coli auginimui: 2,5 % misinio (Sigma-Aldrich, JAV, St. Louise);
Agarizuota LB terpé E. coli auginimui: 2,5 % misinio (Sigma-Aldrich), 1,5 % agaro;
Terpé S. cerevisiae auginimui: YEPD (angl. Yeast Extract Peptone Dextrose): 1 % mieliy ekstrakto,
2 % peptono, 2 % gliukozés;
Terpé S. cerevisiae indukcijai 2X YEP: 2 % mieliy ekstrakto, 4 % peptono;
Galaktozés tirpalas rekombinantiniy baltymy sintezés S. cerevisiae indukcijai: 12 % galaktozés;
Agarizuota YEPD terpé: 1 % mieliy ekstrakto, 2 % peptono, 2 % gliukozés, 1,5 % agaro;
Terpés tirpalai autoklavuojami papildomame 0,8 atm slégyje 30 min (terpés su angliavandeniais) arba
papildomame 1 atm slégyje 20 min.
Ampicilinui atsparios E. coli 1astelés auginamos 37 °C temperatiiroje, terpéje, turincioje 50 pg/ml
ampicilino;
Formaldehidui atsparios S. cerevisiae Igstelés auginamos 30 °C temperatiiroje, terpéje, turincioje
0,3 - 0,6 pg/ml formaldehido.

2.1.3 Bakterijy ir mieliy kamienai

Bakterijy transformacijai buvo naudoti Escherichia coli kamienai: DH5a (Dam’) ir GM119 (Dam®).
DHS5a genotipas: F(p80dlacZ AM15) recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17(rk- mk+) supE44 relAl
deoRA(lacZYA-argF) U169.

GM119 genotipas: dam-3 dcm-6 metB1 lacY1 galK2 galT22 tonA31 tsx-78 supE44 mtl-1 (thi-1).
Mieliy transformacijai buvo naudotas Saccharomyces cerevisiae kamienas AH22-214.

AH22-214 genotipas: MATa/MATa his3/his3 leu2/leu? cir+.

2.1.4 Plazmidés

Darbe naudotas pFX8 mieliy raiskos vektorius, sukurtas EGIS laboratorijoje. Jis turi B-laktamazés
gena, suteikiant] bakterijoms atsparumag ampicilinui. Atsparumg formaldehidui lemia FDH1 genas,
koduojantis formaldehido dehidrogenazg ir suteikiantis galimybe mieléms augti mitybingje terpéje su
formaldehidu. Plazmidés replikacija mielése uztikrina 2p plazmidés seka. Rekombinantiniy geny
transkripcijai reikalingas GAL10-PYK1 promotorius (susidedantis i§ UDP-galaktozés epimerazés ir
piruvatkinazés geny promotoriy seky). GAL10 promotorius yra indukuojamas galaktoze.

Rekombinantinio geno transkripcijg stabdo PGK1 (fosfoglicerokinazés geno) terminatoriaus seka.
2.1.5 Molekulinés masés standartai

DNR molekulinéss masés standartas: GeneRuler 1 kb DNA Ladder #SM0311.
Dazytas baltymy molekulinés masés standartas imunobloto analizei — Prestained Protein Ladder
#26619
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Nedazytas baltymy molekulinio svorio standartas baltymy elektroforezei - Unstained Protein
Molecular Weight Ladder #26614, #26630;

Molekulinés masés standartai i$ ,,Thermo Scientific®, Lietuva.
2.1.6 Antikiinai

Polikloniniai antik@inai nukreipti prie§ PARV4 VP2 (produkuoti VU GMC BTI Imunologijos
ir Iastelés biologijos skyriuje);
Hibridomy terp¢ HB1 prie§ HBSAg (produkuota VU GMC BTI Imunologijos ir lastelés
biologijos skyriuje);
Goat anti-mouse-1gG konjuguoti su peroksidaze HRP (Bio-rad, #172-1011).
2.2 Metodai

2.2.1 Plazmidinés DNR skyrimas

Plazmidinés DNR i$skyrimui naudotas metodas, paremtas Sarmine bakterijy lasteliy lize.
Plazmidés skirtos naudojant ,, Thermo Scientific” GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit. Mazame turyje (3-
4 ml) LB terpés uzséjamos bakterijos. Auginamos purtykléje 16-18 val. 37 °C temperatiroje. Kulttira
centrifuguojama 10 min. 3000 aps./min grei¢iu Eppendorf 5810R centrifugoje. Surinkty po

centrifugavimo lasteliy lizé bei DNR i$skyrimas vykdomas pagal gamintojo instrukcijas.

2.2.2 DNR elektroforezé

DNR elektroforezei naudoti 1 % agarozés geliai su 0,2 pg/ml etidzio bromido, reikalingo DNR
vizualizacijai. Gelis leidziamas TAE buferiniame tirpale naudojant 5 V/cm jtampa (120 V). Geliai stebimi

po UV $viesos transiliuminatoriumi ,,Herolab“ E.A.S.Y 442 K.
2.2.3 Polimerazés grandininé reakcija

Polimerazés grandinine reakcija padauginami geno fragmentai jterpiant restrikcijos
endonukleaziy kirpimo sritis bei svetimo epitopo sekg j geno fragmentus.

Reakcijai vykdyti naudojami ,,Thermo scientific* buferiniai tirpalai DNR polimerazéms, DNR
polimerazés, ANTP miSinys, kaip substratas polimerazei, atitinkami pradmenys bei Sabloniné DNR.
Ivedama epitopo HBSAgQ seka: GGCCCGTGCCGCACCTGCACC.

Naudoti pradmenys (seka nurodyta 5°-3¢ kryptimi):
hpd_FW_pF8: CGGATCCACAATGTCCGTGGAACCAGCT (BamHI RE kirpimo srities
ivedimui)
hpd_RV_pF8: GATCTAGATTATAGCAAATGAGAATAATTTCGCGC (Xbal RE Kkirpimo srities
jvedimui)

Lp2_HBsAg_FW: GGCCCGTGCCGCACCTGCACCGGAGAAAATTATGTATTGCCTCAGT
Lp2_HBsSAG_RV: GGTGCAGGTGCGGCACGGGCCATGACCTAATACATATGGATAGTCAT
AG
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LP3_HBsAg_FW: GGCCCGTGCCGCACCTGCACCGAAGGCATGGATGTTGGC
LP3_HBsAg_RV: GGTGCAGGTGCGGCACGGGCCATCAACACCTGTCATAATAGCTAAC
LP4 HBsAg_FW: GGCCCGTGCCGCACCTGCACCTCTGGTGGTACTGATACAGTG

LP4 _HBsAg_RV: GGTGCAGGTGCGGCACGGGCCTCCAGGAACAAAAAACGTGT

BamHI ir Xbal restrikcijos endonukleaziy taikiniy sritys pabrauktos. J[vedamo epitopo HBsAg
seka paryskinta raudonai.

Reakcijos salygos atskiry VP2 geno fragmenty sintezei su Phusion HF polimeraze: 98 °C 30 sek.,
30 karty kartojamas ciklas: 98 °C 10 sek., 55 °C 15 sek., 72 °C 35 sek. Pasibaigiant 30 karty
pasikartojan¢iam ciklui palaikoma 72 °C 10 min. DNR grandinés sintezés uzbaigimui. Po reakcijos
méginiai laikomi 4 °C.

Vykdant teigiamy E. coli kolonijy atranka, vykdomas kolonijy PGR su Tagq DNR polimeraze.
Reakcijai naudojamos bakterijos kolonijos, jnestos | PGR reakcijos mégintuvélj. Reakcijai reikalingi
pradmenys, kurie jungiasi prie pFX8 plazmidés (pradmeny seka pateikta 5°-3° kryptimi):

PGK3: TCCTTACCTTCCAATAATTCCAAAG
PYKS: TATTCATTCTTTTTCATCCTTTGG

PGR salygos vykdant reakcijg su Taq polimeraze: laikoma 95 °C 2 min., tuomet Sis ciklas

kartojamas 30 karty: 95 °C 30 sek., 45 °C 30 sek., 72 °C 1 min. 50 sek. Pasibaigus ciklui DNR sintezés

uzbaigimas vyksta 72 °C 10 min. Po reakcijos méginiai laikomi 4 °C.
2.2.4 Suliejimo PGR

Tyrimo metu konstruojant chimerinius VP2 baltymo genus buvo pasitelktas suliejimo (angl.
Fusion) PGR metodas, besiremiantis identiSkomis sekomis skirtinguose geny fragmentuose, kuriomis
vykstant hibridizacijai du geno fragmentai yra sujungiami j vieng fragmentg (2.1 pav.).

I$ pradziy, prie§ vykdant suliejimo PGR, reikia sukonstruoti geno fragmentus, kurio vieno 3°
gale, o kito 5¢ gale yra persidengianti seka. Sie DNR fragmentai susintetinami PGR reakcijos metu
naudojant atitinkamus pradmenis, turinius jterpiama seka, fragmentai po reakcijos gryninami i$
agarozés gelio (2.2.7). Dvi persidengiancios sekos i§ skirtingy fragmenty suliejimo PGR reakcijos
metu yra sujungiamos, o pats genas yra susintetinamas pradedant nuo pradmeny, i§ kuriy vienas
jungiasi prie pirmojo fragmento galo, o kitas — antrojo fragmento galo. Vykdant suliejimo PGR
naudojama Phusion HF polimerazé ir reakcija vykdoma Siomis sglygomis: 98 °C 30 sek., tuomet 30
karty kartojamas ciklas: 98 °C 10 sek., 67 °C 15 sek., 72 °C 35 sek. Pasibaigus ciklui palaikoma 72

°C temperattra 10 min. Méginiai laikomi 4 °C.
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2.1 pav. Schema, vaizduojanti suliejimo PGR metodo veikimg. Pagal Cha-Aim et al. (2012).
2.2.5 DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis

DNR hidrolizé vykdoma 37 °C temperatiiroje 15 min. naudojant ,,Thermo Scientific* FastDigest
restrikcijos endonukleazes ir FastDigest 10X buferin;j tirpalg. 1 pg DNR hidrolizuoti naudojama 1 pl
restrikcijos endonukleazés. Vykdoma pagal gamintojo rekomendacijas.

2.2.6 Galiniy fosfato grupiy pasalinimas

Isvengiant karpytos plazmidés susijungimo atgal j zieding forma, naudojama fosfatazé FastAP.

Reakcija vyksta remiantis ,,Thermo Scientific* nurodymais.
2.2.7 DNR gryninimas po fermentiniy reakciju ir i§ agarozés gelio
DNR gryninimas po fermentiniy reakcijy arba po paleidimo per agarozés gelj vykdomas
naudojant ,,GeneJET PCR Purification Kit“ arba ,,Gel Extraction Kit“ i§ ,,Thermo Scientific*. Gryninimas
vykdomas pagal gamintojo instrukcijas.
2.2.8 DNR fragmenty ligavimo reakcija

DNR fragmentai po kirpimo su restrikcijos endonukleazémis lieka iSsikiSusiais 3¢ arba 5°
galais, kurie yra komplementartis ir gali buti sujungti. Sujungimui pasitelkiama T4 DNR ligazé.
Ligavimo reakcija vykdoma kambario temperattroje 1 val. Ligavimo reakcijai (20 pl) naudojama
20 ng vektoriaus ir DNR fragmenty moliniais santykiais miSinyje 1:3 arba 1:5 bei 1 pl 1U T4 DNR
ligazés. Po reakcijos miSinys naudojamas kompetentiniy E. coli lgsteliy transformacijai.

2.2.9 Kompetentiniy E. coli 1asteliy paruoSimas Saldymui

25 ml skystoje LB terpéje yra uzséjama pasirinkto E. coli kamieno kolonija i§ 1ékstelés su
agarizuota LB terpe, Igstelés yra auginamos purtykléje palaikant 37 °C temperatiirg. PO augimo per
naktj kulttira yra uzséjama j 500 ml skystos LB terpés 2 1 tario kolboje. Bakterijos toliau auginamos
37 °C, purtykléje, kol pasiekiamas reikiamas optinis tankis (matuojama 600 nm Sviesa). IS purtyklés

kolba istraukiama pasiekus 0,6-0,7 optinj tankj (jprastai po 1-3 val.). Lastelés surenkamos
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centrifuguojant 4 °C temperatiiroje 10 min., 3000 aps./min grei¢iu (Eppendorf 5810R centrifuga). LB
terpé nupilama, o Iagstelés suspenduojamos 25 ml atsaldytame 100 mM CaCl; tirpale. Tirpalas su
lastelémis vél centrifuguojamas 4 °C temperatiiroje 10 min., 3000 aps./min greiciu, lastelés
suspenduojamos 25 ml atsaldytame CacCl tirpale ir inkubuojamos +4 °C per naktj. Galiausiai lastelés
centrifuguojamos identiskomis sglygomis, supernatantas nupilamas, 0 Igstelés suspenduojamos 25 ml
CaClzir glicerolio tirpale, i$pilstomos mazais tiiriais bei uzsaldomos -70 °C ilgalaikiam saugojimui.
2.2.10 Kompetentiniy E. coli Iasteliy transformacija

Vykdant transformacijg ligavimo miSiniu, 5 pl ligavimo miSinio maiSoma su 50 pul
kompetentiniy lgsteliy (ligavimo miSinio ir Igsteliy tirio santykis turi bati 1:10). Jeigu vykdoma
transformacija natyvia plazmide, naudojama 0,1 ug/ml plazmidinés DNR transformacijos tirpale.
Lasteliy tirpalas su DNR inkubuojamas 15 min. leduose, tuomet vykdomas termosokas inkubuojant
1,5 min. 42 °C ir lastelés grazinamos j ledg. Tuomet DNR ir lgsteliy miSinys praskiedZiamas skysta
LB terpe santykiu 1:5-1:10 ir inkubuojamas 0,5-1 val. 37 °C temperatiiroje. Praéjus laikui,
centrifuguojama 5 min. 3000 aps./sek. grei¢iu norint nusodinti lgsteles ] mégintuvélio dugng. Terpé
nupilama ir Iastelés iSséjamos ant agarizuotos LB terpés 1ékstelése su antibiotiku. Lékstelés

inkubuojamos 37 °C termostate.
2.2.11 Teigiamy E. coli klony atranka ir plazmidinés DNR patikra

Ant agarizuotos LB terpés lékstelése po transformacijos susidariusios bakterijy kolonijos turi
biti patikrintos. Bakterijy biomasé nuo kiekvienos kolonijos yra perkeliamos ] mégintuvélius, o dalis
likusios biomasés yra perkeliamos ant naujy léksteliy su LB terpe, turin¢ia antibiotiko. Vykdoma
kolonijy PGR su,,Thermo Scientific” reagentais ir Taq DNR polimeraze. PGR vykdomas su vektoriui
pFX8 specifiniais pradmenimis PYKS5 ir PGK3.

Teigiamy kolonijy atveju, nuo naujos l¢kstelés kolonijy biomasé yra perkeliama j skysta LB
terpe su antibiotiku ir auginama naktin¢ kultiira, 1§ kurios bus iSskiriama plazmidiné DNR. I$skyrus
plazmides, yra vykdoma jy restrikciné analizé. Restrikcijos endonukleazés parenkamos, kad viena jy
hidrolizuoty sritj klonuoto geno sekoje, o kita — paciame vektoriuje. Hidrolizes produktai turéty biiti
pakankamo dydZio, jog matytusi vizualiai po UV S§viesa, ta¢iau ne vienodo dydzio, tam, kad galima
bty juos atskirti.

2.2.12 Mieliy S. cerevisiae transformacija

Transformacijai pasirinktas mieliy kamienas (AH22-214 ) yra uzséjamas j 3 ml skystos YEPD
terpés ir auginama per naktj 30 °C temperatiroje, purtykléje. | naujus mégintuvelius su 3 ml YEPD
terpés, 10 karty praskiedziama naktiné kultiira, auginama purtykléje iki optinio tankio 0,5-1,0
matuojant ties 600 nm bangos ilgiu. Pasiekus reikiamg optin;j tankj, lastelés centrifuguojamos 5 min.

2000 aps./min. grei¢iu (Eppendorf 5810R centrifuga). Skystis nupilamas, o lastelés praplaunamos
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1 ml distiliuoto vandens ir centrifuguojama identiSkomis salygomis. Nupylus vandenj, lastelés
uzpilamos 1 ml 100 mM TE-LiAc tirpalo ir inkubuojamos 1 val. 30 °C termostate. Pragjus laikui,
lastelés centrifuguojamos 3000 aps./sek. grei¢iu 5 min. ir suspenduojamos 100 pl TE-LiAc tirpalo.
80 ul suspensijos su lastelémis sumaiSoma su 10 pl 96 % etanolio ir 10 pl plazmidinés DNR,
koncentracija ne mazesné nei 0,2 mg/ml, ir inkubuojama 30 min. kambario temperatiiroje. Jpilama
300 pl 50 % TE-PEG ir 30 ul 1 M LiAc tirpaly, suspenduojama ir inkubuojama 30-40 min. 30 °C
temperatiiroje. Lastelés 20 min., perkeliamos j 42 °C temperatiirg. Centrifuguojama 2000 aps./min.
greiiu 5 min. ir suspenduojama skystoje YEPD terp¢je, vél centrifuguojama ir vél suspenduojama
1 ml skystoje YEPD terpéje. Paliekama 30 °C termostate per naktj. Kitg dieng lastelés uzs¢jamos ant
agarizuotos YEPD terpés, turincios formaldehido.
2.2.13 Rekombinantiniy baltymy sintezé mieles auginant maZame tiiryje

Siekiant patikrinti, ar vyksta tikslinio baltymo raiSka mieliy lgstelése, jos auginamos 3 ml
skystoje YEPD terpéje su formaldehidu 24 val. Mielés nucentrifuguojamos 2000 aps./min. grei¢iu
5 min. , terpé nupilama ir lastelés suspenduojamos 3 ml YEPG (YEP terpé su 3 % galaktozés) terpe
su formaldehidu, vykdant tikslinio baltymo sintezés indukcija. Po 20 wval. auginimo vél

nucentrifuguojama tomis paciomis salygomis, o terpé nupilama. Lastelés toliau ardomos.
2.2.14 Rekombinantiniy baltymuy sintezé mieles auginant dideliame turyje

Transformuotos mieliy Igstelés auginamos skystoje YEPD terpéje 24 val. Paskui vykdoma
rekombinantinio baltymo sintezés indukcija pridéjus pusg¢ esamo tirpalo tiirio 2xYEP terpés ir puse
tirio 12% galaktozés tirpalo. Auginimo ir indukcijos terpés yra papildomos su 0,3 — 0,4 pg/ml.
koncentracijos formaldehidu. Indukcija galaktoze vyksta 16-20 val.

2.2.15 Mieliy lasteliy ardymas

Po auginimo mieliy lastelés centrifuguojamos 10 min. 3000 aps./min. grei¢iu (Beckman J2-21
centrifuga, rotorius JA-20 arba JA-14). Lasteliy biomasé praplaunama 15 ml distiliuoto vandens ir
vél centrifuguojama. Svarstyklémis pasveriama mieliy biomasé ir jpilamas dvigubas tiiris ardymo
buferio DB1000 su PMSF bei pusé viso tirpalo tirio stiklo rutuliuky (skersmuo: 212-300 pm).
Lastelés mechaniSkai ardomos 5 min. smarkiai purtant su 30 sek. pertraukomis graZinant
mégintuvelius | ledus. Centrifuguojama 10 min. 2000 aps./sek grei¢iu, 4 °C temperatiiroje,

supernatantas nusiurbiamas j naujus meégintuvélius.
2.2.16 Mielése susintetinty, j virusus panasiy daleliy gryninimas

Suardzius mieliy lasteles, gautas lizatas yra laikomas $altai leduose. Lizatas centrifuguojamas
2 val. 10000 aps./min. grei¢iu (Beckman Coulter, modelis J-26 XPI) palaikant 4 °C temperatiirg.

Centrifuguojant atskiriama tirpi frakcija, kuri nusiurbiama kaip supernatantas, o netirpi frakcija,

25



i8kritusi ] nuosédas, yra tirpinama ardymo buferiniame tirpale. Baltymy elektroforezés metodu
nustatoma frakcija, kurioje yra baltymas, toliau gryninant baltyma yra naudojama pasirinkta frakcija.

Toliau baltymai yra gryninami per sacharozés gradienta. Ant sacharozés gradiento, turincio
kelis skirtingos koncentracijos sacharozés tirpaly sluoksnius, yra pilama frakcija (tirpi arba netirpi),
kurioje koncentruojasi baltymas. Tirpalas su gradientu centrifuguojamas 37000 aps./sek. greiciu,
4 °C temperatiiroje per naktj (Beckman L8-70 70.1 Ti rotoriuje) (2.2 pav.). Zemiau 30 % sacharozés
tirpalo ribos frakcijos yra renkamos po 1-2 ml. Surinktos frakcijos leidziamos per baltymy
elektroforezés gelj ir identifikuojamos frakcijos, turin€ios daugiausiai tikslinio baltymo.

Po sacharozés gradiento, atrinktos frakcijos yra gryninamos per CsCl gradienty. Pasirinktos
frakcijos yra skiedziamos DB150 buferiniu tirpalu 3 kartus ir tirpalas centrifuguojamas
37000 aps./sek. greiciu, 4 °C temperatiroje 3 val. Supernatantas nupilamas, o gautos nuosédos yra
tirpinamos DB150 buferiniame tirpale. Gautas tirpalas yra pilamas ant CsCl skirtingo tankio tirpaly
gradiento, centrifuguojama identiSkomis sglygomis per naktj (2.2 pav.). Frakcijos nuimamos po
1-2 ml ir leidziamos per baltymy elektroforezés gelj, norint nustatyti, kuriose frakcijose yra tikslinis
baltymas.

Baltymy
meéginys
Baltymy
5 16-18 val.
30% 16-18 val. it
o
40 % 2 B 37000 aps./min.
37000 aps./min. 40 %
45 %
.
50 % 45 %
559 50 %

60 % 55 % \/
A \/ B

2.2 pav. Schema, vaizduojanti baltymy méginiy ultracentrigufavimo procesa A) sacharozés gradientu ir B) cezio
chlorido gradientu. Procentais pazymeéti skirtingos koncentracijos tirpalai gradiente. Po centrifugavimo gelsva spalva
pazymétos tiksliniy baltymy koncentravimosi vietos sacharozés arba cezio chlorido tirpaly gradientuose.

2.2.17 NDS-PAGE baltymuy elektroforezé
Baltymy elektroforezei yra gaminamas 12 % poliakrilamido gelis. Gel] sudaro
koncentruojamasis gelis, esantis virSuje ir skiriamasis, esantis po juo. Gelis leidziamas vertikaliai
naudojant 40 mA srovés stiprj ir 150 V jtampa. Méginiai | gelj leidziami ir paruosiami taip, kaip

nurodyta 2.1 lentel¢je. Gelis dazomas kaip nurodyta 2.2.18.
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2.1 lentelé. Méginiy paruoSimas leidimui per NDS-PAGE elektroforezg.

Méginio sudétis Inesimo | gelj tiiris
Mieliy lizatas 10 pl méginio, 10 wl H,0, 20 ul 2X baltymy dazo Sul
Tirpi frakcija 10 pl még., 10 pl H>O, 20 pl 2X dazo 10 pl
Netirpi frakcija 10 pl még., 10 pl H>O, 20 pl 2X dazo 10 pl
Sacharozés gradiento méginiai 10 pl még., 10 ul HO, 20 pl 2X dazo 10 ul
CsCl gradiento méginiai 15 pl még., 3 ul 6X dazo 10 ul

2.2.18 Poliakrilamidinio gelio dazymas

Po elektroforezés baltymy gelis laikomas Kumasi briliantinio melio daze ir Svelniai vartoma

20 min. Praéjus laikui i§ dazo gelis perkeliamas j 5 % acto rtgsties tirpalg ir plaunama 0,5-2 val.
2.2.19 Baltymy koncentracijos nustatymas

Baltymy koncentracijos yra nustatomos vykdant baltymy elektroforez¢ ir analizuojant gautas
geliy nuotraukas su ImagelJ programa. Kalibracinei kreivei nubrézti naudojami zinomy koncentracijy
jaucio serumo albumino (BSA) tirpalai. ImageJ programa nustatomi baltymy gelio juosteliy rySkumo
intensyvumai pazymint juosteles vienodo ploto staciakampiais. Gauti intensyvumai atvaizduojami
kalibracinémis kreivémis, kuriy plotas ir santykinis tankis yra nustatomas pagal kontroling juostelg.
ISvedama kalibracinés kreivés lygtis pagal kurig apskai¢iuojama tikslinio baltymo koncentracija
(lygties tiesés R? reik§mé turi biiti didesné nei 0,9).

2.2.20 Imunobloto analizé

Po baltymy elektroforezés denatiiruoti baltymai pusiau sauso pernesSimo biidu perneSami ant
PVDF (poliviniliden-difluorido) membranos. Pernesus baltymus, membrana blokuojama RotiBlock
tirpalu 1 val. Po blokavimo membrana perkeliama j cilindrg ir inkubuojama su 2 % BSA PBS-T
(0,1%) skiestais antikiinais. Polikloniniai antikiinai prie§ PARV4 VP2 skiedziami 1000 karty,
hibridomy terpé HB1 prie§ HBsA(g, skiedziama 5 kartus. Cilindras sukamas rotoriumi ir paliekamas
suktis per naktj. Membrana keturis kartus praplaunama PBS-T tirpalu ir inkubuojama 1 val. sukant
su antriniais antikiinais anti-mouse-IgG, Zymétais peroksidaze ir skiestais 3000 karty 2 % BSA
PBS-T (0,1 %). Membrana praplaunama keturis kartus PBS-T buferiniu tirpalu ir tuomet du kartus
distiliuotu vandeniu. Ryskinama su 4-chlornaftolio tirpalu tamsoje 10 min.

2.2.21 Taskinio imunobloto analizé

Ant nitroceliuliozinés membranos uzlasinama po 3 Ml baltymo tirpalo ir laukiama kol lasas
i8dzius. Kartojama tol, kol bendras uznesto baltymo kiekis yra 3 pg. Tuomet membrana blokuojama
1 val. inkubuojant su RotiBlock tirpalu. Toliau vykdoma inkubacija su antik@inais ir rySkinimas kaip
nurodyta 2.2.20.

2.2.22 Netiesioginé imunofermentiné analizé
Mielése susintetintais ir iSgrynintais baltymais yra padengiama 96 Sulinéliy plokstele. Pilama

50 ul 3 pg/ml koncentracijos baltymo, skiesto karbonatiniu buferiniu tirpalu. Plokstel¢ inkubuojama
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4 °C nak¢iai. Plokstelé plaunama PBS-T buferiniu tirpalu tris kartus ir blokuojama 250 pl RotiBlock
tirpalu 1 val. 25 °C temperatiroje. Tris kartus vél praplaunama plovimo buferiniu tirpalu. Plokstelé
1 val. 25 °C temperatiiroje inkubuojama su reikiamo skiedimo polikloniniais antikiinais prie§ PARV4
VP2 (skiedimas 1:200) arba HBI hibridomy terpe pries HBsAg (skiedimas 1:10), skiedziama PBS-T,
purtoma 300 aps./min. grei¢iu. Plokstelé praplaunama keturis kartus ir inkubuojama su antriniais
antikinais anti-mouse IgG Zymétais peroksidaze (skiedimas 1:3000), skiedziama PBS-T.
Inkubuojama 1 val. 25 °C temperatiroje purtant 300 aps./min. grei¢iu. Praplaunama 5 kartus, i
kiekvieng Sulinélj pilama 100 pl peroksidazés substrato TMB ir plokstelé latkoma 10 min. tamsoje.
Reakcija stabdoma jpilus 100 pl 10 % sieros riigsties. Matuojamas optinis tankis ties 450 nm bangos
ilgiu, lyginant su 620 nm.
2.2.23 Virusiniy daleliy stebéjimas elektroniniu mikroskopu

CsCl gradiente iSgryninti baltymy méginiai bei PBS buferiniame tirpale esantys méginiai
uzlaSinami ant anglimi padengto vario tinklelio, turinc¢io 200 nm dydzio akutes. Méginiai dazomi
2 % vandeniniu uranilacetato tirpalu ir stebimi elektroniniu mikroskopu JEM 100C. Nuotraukos

iSsaugomos.
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3. EKSPERIMENTU REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1 Mieliy raiskos vektoriy, turin¢iy chimerinius PARV4 VP2 genus,

konstravimas

Ankstesniy tyrimy, atlikty EGIS laboratorijoje, metu buvo nustatyta, jog zmogaus ketvirto
parvoviruso kapside sudarantis baltymas VP2 savaime susirenka j virusus panasias daleles bei turi |
iSor¢ nukreiptas tris imunogeniSkas kilpas (TamoSitinas, 2017). Remiantis Siais rezultatais, buvo
nuspresta pabandyti jterpti svetimy antigeny epitopy geny sekas j imunogenisSky kilpy geny sritis ir
stebéti tokio chimerinio VP2 baltymo sinteze mielése, galimybe formuoti j virusus panasias daleles
bei jvertinti tokio baltymo antigenines savybes. | imunogenisky kilpy geny sritis nuspresta jterpti
hepatito B viruso HBsAg antigeno epitopo geno seka, kuri yra 21 nt ilgio
GGCCCGTGCCGCACCTGCACC ir atitinkamai yra transliuojama j septyniy aminortigs¢iy seka
GPCRTCT.

Siekiant jterpti HBsAg antigeno epitopo aminortigs¢iy sekg j Zzmogaus parvoviruso 4 kapsidés
baltyma VP2, reikéjo sukonstruoti geno variantus, turincius jterpta HBSAgQ epitopo geno seka j
baltymo imunogenisky kilpy, kurios toliau bus vadinamos Lp2, Lp3 ir Lp4, geny sritis. Siems
chimeriniams genams sukonstruoti buvo pasitelktas suliejimo (angl. Fusion) PGR metodas (2.2.4)
(Cha-Aim et al. 2012). Polimerazinés grandininés reakcijos metu HBSAQ epitopo geno seka buvo
jvedama pasinaudojant pradmenimis, kurie turi specifines nukleotidy sekas kilpy seky regionams ir
nespecifing HBsAg epitopo geno seka. Norint jvesti reikiamy restrikcijos endonukleaziy atpaZinimo
ir kirpimo nukleotidy sekas (BamHI bei Xbal), buvo naudojami pradmenys specifiniai VP2 baltymo
genui su jterpta papildoma reikiama restrikcijos endonukleazes atpazinimo bei kirpimo seka 5° arba
3’ galuose. Naudoti pradmenys, kuriais buvo sukurti, kiekvienos kilpos pakeitimo atveju, po du
chimerinius fragmentus (3.1 pav. pazyméta Frl ir Fr2), aprasyti 3.1 lenteléje, o jy sekos yra aptartos
2.2.3 skyrelyje. Chimeriniy geny fragmenty gamybai vykdoma PGR reakcija nuo PARV4 VP2 geno
(ilgis 1677 bp), esancio plazmidéje pUC57.

3.1 lentelé. Chimeriniy geny fragmenty gamybai naudoti pradmeny pavadinimai.

1 Fragmentas 2 Fragmentas
;;Siﬁﬂffffz hp4_FW_pF8 + Lp2_HBSAG_RV Lp2 HBSAG_FW + hp4_RV_pF8
;eisiﬁ%ffﬁ% hp4_FW_pF8 + Lp3_HBSAG_RV Lp3_HBSAG_FW + hp4_RV_pF8
;552&?5%84 hp4_FW_pF8 + Lp4_HBSAG_RV Lp4 HBSAG_FW + hp4_RV_pF8

Gauti chimeriniy geny fragmentai yra sujungiami suliejimo PGR metodu, apraSytu 2.2.4
skyrelyje. Suliejimas vyksta per persidengiancia jvesta HBsAg epitopo geno seka, kurig turi abu

susintetinti geno fragmentai. Gaunami trys chimeriniai VP2 genai, turintys jvesta HBsAg epitopo
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geno seka Kiekvienoje i$ trijy kilpy seky bei restrikcijos endonukleaziy (BamHI ir Xbal) kirpimo

sritis geny galuose (3.1 pav.).

Lp2 Lp3 Lp4d

3.1 pav. DNR elektroforezés agaroziniame gelyje nuotraukos. A) Gauti VP2 chimeriniy geny fragmentai jvedant
restrikcijos endonukleaziy taikiniy sekas ir HBsAg epitopo geno seka. Frl — pirmasis geno fragmentas,
Fr2 — antrasis geno fragmentas. B) Gauti pilni chimeriniai VP2 genai po suliejimo PGR. Molekulinés masés
zymuo: Generuler 1 kb DNA ladder, SM0311, ,,Thermo Scientific*. Skai¢iai $alia molekulinés masés Zymens
nurodo DNR fragmento ilgj kb.

PGR metodu susintetinti chimeriniai genai toliau yra hidrolizuojami BamHI ir Xbal restrikcijos
endonukleazémis. Mieliy raiskos vektorius pFX8 hidrolizuojamas BamHI ir Bcul restrikcijos
endonukleazémis, taip sukuriant ,,lipnius* galus, kurie yra komplementartis hidrolizuoty chimeriniy,
ir norimy jstatyti j vektoriy, geny fragmenty galams (2.2.5). Siekiant efektyvaus pakeisto VP2 geno
isistatymo 1 vektoriy, vektorius defosforilinamas pasinaudojant Sarmine fosfataze (2.2.6). Po
hidrolizés tiek vektorius, tiek tiksliniai genai yra igryninami (2.2.7).

Norint sukonstruoti mieliy raiSkos vektoriy su jterptu tiksliniu genu, toliau vykdoma ligavimo
reakcija naudojant T4 DNR ligazg. D¢l ,lipniy* galy, hidrolizuoti chimeriniy geny fragmentai
komplementariai jungiasi su hidrolizuotos plazmidés galais ir déka ligazés jie yra sujungiami (2.2.8).
Ligavimo reakcijos misiniu cheminés transformacijos metodu transformuojamos E. coli bakterijy
DH5a kamieno lgstelés (2.2.9, 2.2.10). Transformuotos lgstelés i$séjamos ant agarizuotos LB terpés
su ampicilinu. Uzaugti turéty tik tos lgstelés, kurios buvo sékmingai transformuotos plazmide,
kadangi pFX8 mieliy raiskos vektorius turi baltymo, suteikiancio atsparumg ampicilinui, gena.
Uzaugusios bakterijy kolonijos yra tikrinamos kolonijy PGR metodu su PYKS5 ir PGK3 pradmenimis,
specifiniais vektoriui pFX8 bei atliekant i§gryninty plazmidziy restrikcine analizg, taip, kaip nurodyta
2.2.3, 2.2.11 skyriuose. Analizuojant méginius po PGR reakcijos, teigiama kolonija (su jstatytu genu)

yra laikoma ta, kurios agarozés gelio nuotraukoje matomas ~1800 bp ilgio fragmentas. Biomasé nuo
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teigiamy kolonijy yra uzséjama j skystag LB terpe su ampicilinu ir auginama kultiira i§ kurios
iSskiriamas padaugintas vektorius su jstatytu tiksliniu genu. DNR iSgryninama (2.2.1) ir atlikus
restrikcing analize, Vvisi trys sukonstruoti vektoriai, su trimis skirtingais chimeriniais VP2 geno
variantais, buvo tikrinami Vilniaus universiteto Biotechnologijos instituto DNR sekoskaitos centre,
nuskaitant jstatyty geny sekas. Gautos sekoskaitos reakcijos metu sekos lyginamos su in silico
susintetinto chimerinio VP2 geno seka. Rezultatai analizuojami internetiniu jrankiu Benchling
[Biology Software]. Pasitelkiant aptartus biocheminius bei biotechnologinius metodus, buvo
sékmingai sukonstruoti visi trys chimeriniai mieliy raiSkos vektoriai su pakeista viena i$ trijy

imunogeni$ky VP2 baltymo kilpy jvedant HBsAg epitopo geno seka (3.2 pav.).

PARV4 VP2 PGK1-ter

2mk-ars
GAL10-UAS /

PYK1-pr

pFXs

e

bla FDH1

3.2 pav. pFX8 mieliy raiskos vektoriaus su tiksliniu genu schema. bla - B laktamaze koduojantis genas, GAL10-
UAS/PYK1-pr — hibridinis, galaktoze indukuojamas mieliy promotorius; PGK1 — transkripcijos terminatorius;
FDH1 —genas, koduojantis formaldehido dehidrogenazg, 2mk — mieliy dvimikroninés plazmidés DNR seka, reikalinga
replikacijai mieliy lastelése, PARV4 VP2 — tyrimo metu jterptas susintetintas chimerinis VP2 genas.

3.2 Chimeriniy VP2 baltymy sintezé mielése ir jy gryninimas

Sukonstruoti pFX8 mieliy raiSkos vektoriai su trimis skirtingais chimeriniais VP2 genais,
turinéiais jvesta HBsAg epitopo geno seka Lp2, Lp3 ir Lp4 kilpy srityse, toliau yra naudojami mieliy
S. cerevisiae Igsteliy kamieno AH22-214 transformacijai. Mielés taip pat transformuojamos
nepakeistag VP2 geng turinciu vektoriumi pFX7 (pFX7 - mieliy raiSkos vektorius, turintis tuos pacius
genus, kaip ir pFX8, taciau besiskiriantis restrikcijos endonukleaziy taikiniy sekomis), norint jvertinti
pakeisty VP2 baltymy sintezés efektyvuma. Norint jvertinti tiksliniy baltymy sinteze, mielés taip pat
transformuojamos tusciu, t.y. be jokio jstatyto tikslinio baltymo geno, mieliy raiSkos vektoriumi
pFX8. Transformacija atlickama cheminiu btidu pasitelkiant li¢io jonus (2.2.12). Transformuotos
mieliy lastelés iSs¢jamos ant 1éksteliy su YEPD terpe ir formaldehidu. Sékmingai transformuotos
lastelés, turincios vektoriy, sudarys kolonijas, kurios toliau augs dél jgyto atsparumo formaldehidui,

kurj suteikia atsparumo formaldehidui baltymo genas, esantis vektoriuje.
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Toliau vykdomas tiksliniy baltymy sintezés patikrinimas mielése. Mielés auginamos mazame
turyje ir ardomos (2.2.13, 2.2.15). Visy keturiy mieliy klony varianty atveju tiksliniy baltymy sintezé
vyksta (3.3 pav.) - aptinkama reikiamo dydzio baltymo juostelé, kuri neaptinkama tuscio vektoriaus

kontroliniame méginyje. Toliau nuspresta auginti didelj mieliy biomasés kiekj baltymy gryninimui.

PFX8 VP2 LP2 LP3 LP4
M
GL ‘ TF ’ NF GL | TF ’ NF GL i TF ‘ NF GL ] TF | NF GL ‘ TF | NF
200
70 R
- . S, Y

[
. N —

3.3 pav. PAA gelio nuotrauka, atvaizduojanti suardyty mieliy lgsteliy grubaus lizato, tirpios ir netirpios frakcijy
méginius denatiiruojan¢iomis salygomis. GL — grubus lizatas, TF — tirpi frakcija, NF — netirpi frakcija. Rodykle
pazymeétas tikslinis baltymas. Tikslinio baltymo masé ~61 kDa. PFX8 — vektoriaus kontrolé be VP2 baltymo geno.
Molekulinés masés zymuo - Unstained Protein Molecular Weight Ladder #26614. Skai¢iais vaizduojama molekulinés
masés zymens juostos masé kDa.

Skirtingg geno variantg turin¢ios transformuotos mielés auginamos 2 L kolbose po 200 ml
YEPD terpés (2.2.14). Vykdomas mechaninis mieliy lasteliy ardymas su stiklo rutuliukais ir ardymo
buferiniu tirpalu (2.2.15). Gautas grubus lizatas toliau centrifuguojant atskiriamas j tirpig ir netirpia
baltymy frakcijas (2.2.16). Sios frakcijos analizuojamos baltymy elektroforezés gelyje
denatiiruojanciomis sglygomis, jvertinant, kurioje frakcijoje koncentruojasi tiksliniai baltymai
(3.4 pav.).
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3.4 pav. PAA gelio nuotrauka, atvaizduojanti suardyty mieliy lgsteliy grubaus lizato, tirpios ir netirpios frakcijy
méginius denatiiruojanciomis salygomis. GL — grubus lizatas, TF — tirpi frakcija, NF — netirpi frakcija. Rodykle
pazymétas tikslinis baltymas. Tikslinio baltymo masé ~61 kDa. Molekulinés masés Zymuo - Unstained Protein
Molecular Weight Ladder #26614. Skaiciais vaizduojama molekulinés masés Zymens baltymo juostos masé kDa.

Tiksliniai baltymai identifikuojami baltymy gelio nuotraukoje ir atitinka teorinj dydj

(~ 61 kDa). Ivertinus baltymo kiekius netirpioje frakcijoje lyginant su baltymy kiekiu tirpioje

frakcijoje, tolimesniam baltymo gryninimui pasirenkama netirpi frakcija, kadangi joje koncentruojasi

tiksliniai baltymai. Tiksliniai baltymai, esantys netirpioje frakcijoje toliau gryninami centrifuguojant

per sacharozés tirpaly gradientg (Sis ir tolesni baltymy gryninimo metodo Zingsniai iSsamiai aprasyti

2.2.16 skyriuje). Centrifugavimas per skirtingo tankio tirpaly gradientg paremtas skirtingu molekuliy

tankiu. Centrifuguojant molekulés mégintuvélyje juda Zemyn tol, kol pasiekia tirpalg, kurio tankis

atitinka pacios molekulés tankj. Taip galima atskirti skirtingos masés ir tirio santykj turinCias

molekules. Po centrifugavimo vizualiai matosi, jog baltymas koncentruojasi gradiento apacioje.

Atsargiai nusiurbiamos gradiento frakcijos po 1-2 ml ir analizuojamos poliakrilamidiniame baltymy

gelyje denattiruojanciomis sglygomis (2.2.17) (3.5 pav.).
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VP2 sacharozés gradiento frakcijos LP2 sacharozes gradiento frakcijos

L:, llZISI4.|Slel7.L_8,li_|1|_u‘ 1|m|z|3]4|s|6|7 DIEREIEE

- E B —Y
- =
—
e == -t - F P -
-_— Qe ik P —
~ - — Cmw SEED SN S =8 =
- - - e = = =
-
- -— - w—
= - .
-
20 -
-
o
- . -
- —— =
LP3 sacharozés gradiento frakcijos LP4 sacharozés gradiento frakcijos
1|2|M|3|4|5|6|7 8l9|1°]11|12|13 1|2|3]M|4|5]6|7 3|9|1ol11|12|13
e " - = i
2005 200 '
- Y - N
- - &
f— R o™ di T
-— -
- -
-
-
3
0™
~

3.5 pav. PAA gelio nuotrauka, vaizduojanti tiksliniy baltymy méginiy frakcijas po gryninimo per sacharozés tirpaly
gradientg. Molekulinés masés Zymuo - Unstained Protein Molecular Weight Ladder #26614. Rodyklémis paZzymétos
kelios rySkesnés tikslinio baltymo juostelés PAA gelio nuotraukoje. Skaiciais vaizduojama molekulinés masés Zymens

baltymo juostos masé kDa.

Ivertinus baltymo turinCias frakcijas, matyti, jog yra nemazai priemaiSiniy baltymy, tad
tiksliniai baltymai gryninami toliau. Baltyma turin¢ios frakcijos apjungiamos ir gryninamos per CsCl
skirtingo tankio tirpaly gradientg centrifuguojant. Vizualiai matyti, kad tiksliniai baltymai
koncentruojasi gradiento apatiniuose sluoksniuose. Surenkamos 1-2 ml ttrio gradiento frakcijos ir

analizuojamos baltymy elektroforezés gelyje norint iSanalizuoti tiksliniy baltymy turincias frakcijas

(3.6 pav.).
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LP2 CsCl gradiento frakeijos
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3.6 pav. PAA gelio nuotrauka, atvaizduojanti tiksliniy baltymy méginiy frakcijas po gryninimo per cezio chlorido
tirpaly gradientg. Molekulinés masés zymuo - Unstained Protein Molecular Weight Ladder #26614. Rodyklémis

pazymétos kelios rySkesnés tikslinio baltymo juostelés PAA gelio nuotraukoje. Skai¢iais vaizduojama molekulinés
masés zymens baltymo juostos masé kDa.

Atlikus tiksliniy baltymy frakcijy po gryninimo per CsCl gradienta analize, pastebéta, jog
pasaliniy baltymy néra daug, tadiau tiksliniy baltymy kiekis yra sglyginai nedidelis (lyginant su
iprastai gaunamais kiekiais i$ tokio kiekio mieliy biomasés gryninant j virusus panasias daleles). Nors
frakcijy méginiuose Vvis dar matyti nedaug pasaliniy baltymy, taciau dél bendros baltymo iSeigos

sumazéjimo jtraukus dar vieng gryninimo stadija, buvo nusprgsta gryninimo nebetesti. Tad buvo

atrinktos daugiausiai baltymo turinCios frakcijos, praskiestos DB150 buferiniu tirpalu ir

centrifuguojamos per naktj 37000 rpm 4 °C, norint sukoncentruoti tikslinius baltymus Tuomet
supernatantas nupilamas, nuosédos tirpinamos minimaliame kiekyje PBS 1X buferinio tirpalo.
Méginiai i$pilstomi po nedidelj tarj ir laikomi -20 °C temperatiiroje.

Toliau vykdomas PBS tirpale tirpinty baltymy koncentracijos nustatymas programa ImagelJ
pagal baltymy PAA gelio nuotraukg. Kalibracinei kreivei nubrézti yra paruoS$iami skirtingos
koncentracijos BSA tirpalai (0,0625 mg/ml, 0,0125 mg/ml, 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,75 mg/ml).
Baltymy elektroforezés gelyje leidziami kiekvieno baltymo PBS tirpinti baltymy neskiesti méginiai

ir 2 kartus skiesti méginiai (2.2.19) (3.7 pav.).
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3.7 pav. PAA gelio nuotrauka, atvaizduojanti baltymy méginius po gryninimo bei BSA skirtingos koncentracijos
tirpaly méginius, skirtus nustatyti tiksliniy baltymy koncentracijas. 1X — neskiesti méginiai, 2X — 2 kartus skiesti
méginiai. Molekulinés masés zymuo - Unstained Protein Molecular Weight Ladder #26614. Skai¢iais vaizduojama
molekulinés masés zymens baltymo juostos masé kDa. Rodykle pazymeéti tiksliniai baltymai.

Baltymy nuotraukos analizuojamos programa ImagelJ. Nustatomi baltymy juosteliy rySkumo
intensyvumai, kurie atvaizduojami kreiviy plotu. Naudojant skirtingos koncentracijos BSA tirpalus,
nubrézta kalibracing ties¢ (R2>0,9), pagal kurios lygtji apskaiiuojamos tiksliniy baltymy
koncentracijos. Nustatytos koncentracijos pateikiamos lenteléje 5.1. Gautas baltymy kiekis svyruoja
nuo 0,128 iki 0,307 mg.

5.1 lentelé. ISgryninty baltymy koncentracijos, nustatytos su programa ImageJ.

Koncentracijos (mg/ml)

VP2 LP2 LP3 LP4

0,451 0,200 0,412 0,291

3.3 Mielése susintetinty chimeriniy VP2 baltymy antigeniniy savybiy analizé

3.3.1 Imunobloto analizé nustatant linijiniy epitopy reakcijg su antikiinais

nukreiptais prie§ PARV4 VP2 ir HBsAg

Norint jvertinti mielése susintetinty chimeriniy VP2 baltymy, su kilpose jvesta HBsSAg
antigeno epitopo aminorigs¢iy seka, antigenines savybes, buvo atliktas imunoblotas. | PAA gelio
Sulinélj kiekvieno baltymo atveju yra jneSama po 3 pg baltymo (3.9 pav.) (2.2.17). Pusiau sauso
pernesimo budu baltymai pernesami ant PVDF membranos, kuri toliau blokuojama. Po blokavimo
inkubuojama su pirminiais antik@inais, nukreiptais pries PAVR4 VP2 arba hibridomy terpe su
antikiinais prie§ HBsAg. Paskui membrana inkubuojama su antriniais antikiinais nukreiptais pries
pirminius ir konjuguotais su peroksidaze, kuriai pateikus substratg jvyksta reakcija ir atsiranda
spalvos pokytis, kurj galima uzfiksuoti vizualiai (2.2.20). Atlikus imunobloto analize, jvertinta, jog
visi mielése susintetinti baltymai, tiek nepakeistas VP2 baltymas, tiek visi trys chimeriniai VP2

baltymai, reaguoja su polikloniniais antiklinais nukreiptais prie§ PARV4 VP2 baltyma (3.8 pav.).
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Hepatito B viruso kapsidés baltymas, kuris buvo naudotas, kaip neigiama kontrol¢, su Siais antikiinais
nereaguoja, 0 VP2 baltymas anksCiau sintetintas mielése (parodyta, kad jis formuoja VLP,

membranos ir gelio nuotraukoje pazymétas VP2 K), reaguoja teigiamai.

Imunoblotas su anti-PARV4 antikanais Imunoblotas su anti-HBV antiktnais

LP4
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3.8 pav. Imunobloto membranos nuotrauka po ryskinimo. VP2 K — VP2 baltymas, i§grynintas ankstesniy tyrimy metu,
HBYV K — hepatito B pavirSiaus antigeno HBsAg kontrolinis baltymas, VP2, LP2, Lp3, LP4 zymi tikslinius baltymus.
M — molekulinés masés zymuo Prestained Protein Molecular Weight Ladder #26619. Skaiciais vaizduojama
molekulinés masés zymens baltymo juostos masé kDa. Rodykle pazyméti reaguojantys baltymai.

M VP2 LP2 LP3 LP4 VP2 K HBV K
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3.9 pav. PAA gelio nuotrauka, vaizduojanti i§gryninty baltymy méginius kartu su HBsAg ir VP2 kontrolémis. VP2 K
— VP2 baltymas, i$grynintas ankstesniy tyrimy, HBV metu K — hepatito B pavir§iaus antigeno HBsAg kontrolinis
baltymas, VP2, LP2, LP3, LP4 zymi tikslinius baltymus . M — molekulinés masés zymuo Unstained Protein Molecular
Weight Ladder #26614. Skai¢iais vaizduojama molekulinés masés Zymens baltymo juostos masé kDa. Rodykle
pazymeétos tiksliniy baltymy ir kontroliniy baltymy juostelés.

Imunobloto membranos nuotraukos analizéje, vykdant inkubacija su hibridomy terpe HB1,
nutaikyta pries HBsAg, pastebima, jog antiktinai esantys hibridomy terpéje reaguoja tik su Lp2, Lp3,
Lp4 chimeriniais VP2 baltymais ir HBsAg kontroliniu baltymu HBV K. Sio darbo metu grynintas
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VP2 baltymas ir VP2 baltymo kontrolé su hibridomy terpe nereaguoja. Sie rezultatai patvirtina, kad
HBsAg epitopo seka yra sékmingai jvesta ] VP2 baltymy sekas, gaunant chimerinius baltymus.
Abiejy imunobloty membrany nuotraukose taip pat pastebimos papildomos juostelés, esancios
zemiau tiksliniy baltymy juosty. Kadangi jos taip pat reaguoja su polikloniniais antikiinais prieS VP2
bei hibridomy terpe prieS HBsAg, galima numanyti, jog Sios juostelés yra dalis tiksliniy baltymy,

kurie yra degradave.

3.3.2 Netiesioginé imunofermentiné analizé nustatant konformaciniy epitopu reakcija
su antiki@inais nukreiptais prie§ PARV4 VP2 ir HBsAg

Norint nustatyti konformaciniy epitopy buvimg ir reakcija su antikiinais, nukreiptais pries
PARV4 VP2 ir HBsAg, vykdoma netiesioginé imunofermentiné analizé (2.2.22). F96 Polysorp
NUNC-IMMUNO PLATE ploksteléje inkubuojami iSgryninti chimeriniai baltymai Lp2, Lp3, Lp4,
iSgrynintas nepakeistas VP2 baltymas, VP2 baltymas, kuris zinoma, kad formuoja j virusus panasias
daleles ir HBV kontrolinis baltymas. Antigenams, prikibusiems prie plokstelés dugno, pateikiami
pirminiai antikiinai: polikloniniai antikiinai nukreipti prieS PARV4 VP2 arba hibridomy terpé
nukreipta prieS HBsAg. Po inkubacijos su pirminiaisS antikiinais, kurie buvo susintetinti pelése,
naudojami antriniai antikiinai, nukreipti prie§ peliy imunoglobulinus su sunkiaja y grandine. Sie
antriniai antikiinai konjuguoti su peroksidaze, kuriai pateikus substrata jvyksta spalvinis tirpalo
pokytis, kurj galima uzfiksuoti. Matuojamas optinis tankis Sulinéliuose ties 450 nm bangos ilgiu
lyginant su 620 nm. Atliekama kiekvienos reakcijos po du pakartojimus.
5.2 lentelé. Netiesioginés imunofermentinés analizés rezultatai. Nurodomas dviejy pakartojimy veréiy vidurkis (n =2).

Optinis tankis matuojamas ties 450 nm bangos ilgiu lyginant su 620 nm bangos ilgiu. Naudojami antik@inai: polikloniniai

antik@inai prie§ PARV4 VP2 ir monokloniniai antik@inai prie§ HBsAg.

ODus vertés naudojant
Antigenas antikiinus pries:
PARV4 HBSA
VP2 g
VP2 0,108 0,051
LP2 0,118 0,088
LP3 0,108 0,092
LP4 0,068 0,100
VP2 K 0,393 0,030
HBsAg K 0,042 1,992
Na,COs buf. 0,040 0,029
Mieliy 0,025 0,053
lizatas
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Jvertinus netiesioginés imunofermentinés analizés rezultatus, Kurie pateikti 5.2 lenteléje,
pastebima, jog polikloniniai antikinai nukreipti pries PARV4 VP2 reaguoja su kontroliniu VP2
baltymu (pazymétas VP2 K), kuris zinoma, kad formuoja j virusus panaSias daleles, vadinasi
pasizymi erdviniais epitopais su kuriais reaguoja antikiinai. Tuo tarpu reakcija, kurig galima biity
laikyti teigiama, su iSgrynintais baltymais nepastebima. Panasi situacija yra ir naudojant hibridomy
terpe su antikiinais prie§ HBsAg, kuomet teigiama verté pastebima tik HBsAg kontroléje (pazyméta
HBsAg K), o teigiama reakcija su iSgrynintais baltymais neuzfiksuojama. Norint jvertinti, ar
antikiinai specifiSkai nereaguoja prieS mielése susintetintus baltymus, buvo patikrinta antikiiny
reakcija su S. cerevisiae AH22-214 kamieno mieliy lizatu. Nustatyta, kad specifinés reakcijos néra.
Norint jvertinti “foninj triuk§mg”, buvo atlikta antikiny reakcija plokstele inkubuojant su
karbonatiniu buferiniu tirpalu (pazyméta Na,COgz buf.). Reakcija neuzfiksuota.

3.3.3 Taskinio imunobloto analizé su antikiinais nukreiptais prie§ PARV4 VP2 ir
HBsAg

Atlikus netiesioging imunofermenting analize¢, nustatyta, kad tiksliniai baltymai nereaguoja su
antikiinais nukreiptais prie§ PARV4 VP2 ir HBSAQ. Norint papildomai patikrinti prielaidg dél
erdviniy epitopy reakcijos su antikiinais nebuvimo, nuspresta atlikti tagkinj imunoblota. Sis metodas
nuo jau naudoto ir aprasyto 3.3.1 skyrelyje, skiriasi tuo, kad Siuo atveju yra naudojami natyviis
baltymai, t.y. néra leidziamas PAA gelis denatiiruojan¢iomis saglygomis. Baltymai laSelio pavidalu
pateikiami ant nitroceliuliozinés membranos, membrana blokuojama, o toliau atlieckama identiSka
imunoblotui reakcija: inkubacija su pirminiais antikiinaiS, su antriniais antikiinais bei membranos
rySkinimas. I§ nuotrauky pateikty 3.10 pav. matyti atsikartojantys netiesioginei imunofermentinei
analizei rezultatai. Su antikiinais prie§ PARV4 VP2 reaguoja tik VP2 K, o su hibridomy terpe pries
HBsA(g reaguoja tik HbsAg K.

Su antikanais pries HBsAg

VP2 LP2 LP3 LP4 VP2 K HBV K

S

Su antiktnais pries PARV4 VP2

VP2 LP2 LP3 LP4 VP2 K HBV K

3.10 pav. Taskinio imunobloto membranos nuotrauka po ryskinimo. VP2 K — VP2 baltymas, iSgrynintas ankstesniy
tyrimy metu, HBV K — hepatito B pavirSiaus antigeno HBsAg kontrolé. VP2, LP2, LP3, LP4 zymi tikslinius baltymus.
Teigiama reakcija laikoma violetiniu taskeliu ant membranos pavir§iaus (pazyméta rodykle). LP2, LP3 ir LP4 baltymy
atveju pastebimi gelsvi taskeliai buvo matomi prie§ rySkinimg. Grei¢iausiai jie yra dél nuosédy buvusiy baltymo
méginyje.
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3.4 ] virusus panaSiy daleliy stebéjimas elektroniniu mikroskopu

Norint sukurti efektyvy svetimy epitopy nesiklj, jis turi iSlaikyti savo natyvig stuktiirg — Siuo
atveju svarbu, kad chimeriniai VP2 baltymai formuoty j virusus pana$ias daleles. Nustatyti ar
tiksliniai baltymai formuoja daleles, pasinaudota transmisiniu elektroniniu mikroskopu (2.2.23).

Pirmiausia, tiksliniy baltymy turincios frakcijos po gryninimo CsCl gradiente stebétos
transmisiniu elektroniniu mikroskopu. Tiek nepakeisto VP2, tiek visy chimeriniy VP2 baltymy
atveju, matyti pavienés reikiamo dydzio, 23-25 nm, dalelés. 3.11 pav. pateiktos nepakeisto VP2 ir
chimerinio Lp2 baltymy formuojamy daleliy nuotraukos. Taciau daleliy kiekis yra nedidelis,
aptinkamos tik pavienés j virusus panasios dalelés. Tad negalima tvirtai teigti, jog vyksta efektyvus
savaiminis daleliy susirinkimas. Kaip jau buvo minéta anksciau, tiksliniy baltymy kiekis po
gryninimo CsCl tirpaly gradiente buvo salyginai nedidelis, o tiriamy CsCl frakcijy taris sieké 1-2 ml,
tad galimai baltymas labai prasiskiedé¢, jo koncentracija méginyje buvo nedidelé ir dél Sios priezasties
matomos tik pavienés dalelés. Todél buvo nuspresta paziiiréti jau sukoncentruoty tiksliniy baltymy
méginius tirpintus PBS buferiniame tirpale, kuriuose baltymy koncentracija turéty buti gerokai
didesné nei tirtose CsCl frakcijy méginiuose. 3.12 pav. pavaizduotos nepakeisto VP2 ir chimerinio
Lp2 baltymy elektroninés mikrografijos. Matyti pavienés reikiamo dydzio dalelés visy baltymy
atveju, tadiau visuose méginiuose dominuoja baltymy agregatai. Sie agregatai greidiausiai yra
suirusios j virusus panasios dalelés, kadangi toks vaizdas nebuvo matomas CsCl frakcijy méginiuose.
Agregatai galéjo susidaryti dél baltymy méginio uzsaldymo -20 °C temperatiiroje PBS buferiniame
tirpale. Taip pat svarbu paminéti, kad tiek CsCl frakcijy méginiuose, tieck PBS méginiuose matyti
gerokai didesnés dalelés, apie 30-45 nm dydzio. Ar Sios dalelés yra didesnés dalelés, formuojamos

VP2 baltymo, ar natyviis mieliy virusai, nustatyti padéty tolimesni tyrimai.

3.11 pav. PARV4 natyvaus VP2 ir chimerinio LP2 baltymy méginiy po gryninimo cezio chlorido gradientu elektroniné
mikrografija. Rodyklémis pazymétos numanomos j virusus pana$ios dalelés.

40



0%

e elektroniné

L A,‘_)‘._vh £ ; \_'_Ni.ﬁ.r- ! v - 3
3.12 pav. PARV4 natyvaus VP2 ir chimerinio LP2 baltymy méginiy po tirpinimo PBS buferiniame tirpal
mikrografija. Rodyklémis pazymétos numanomos j virusus pana$ios dalelés.

3.5 Rezultaty aptarimas

Ankstesniais tyrimais su PARV4 VP2, buvo parodyta, kad Sis baltymas, susintetintas mieliy
S. cerevisiae raiskos sistemoje formuoja tipiskas ikosaedrinés struktiros, 25-28 nm skersmens j
virusus panasias daleles. Imuniniais tyrimais su Siomis dalelémis parodyta, jog pelése yra isSaukiamas
stiprus imuninis atsakas j tris $io daleles formuojancio baltymo VP2 kilpy sritis (Lp2, Lp3 ir Lp4)
(TamosSitinas, 2017). Tod¢l Sios baltymo sritys buvo pasirinktos kaip tolimesniy eksperimenty
objektas, siekiant j Sias kilpas jvesti HBSAQ epitopo seka ir parodyti, ar chimeriniai VP2 baltymai
geba formuoti VLP ir biiti panaudojami kaip svetimo epitopo sekos nesikliai.

Sukonstravus mieliy raiskos vektorius, turin¢ius chimerinio VP2 baltymo geno variantus su
jterptomis HBsAg sekomis, buvo vykdoma S. cerevisiae mieliy transformacija, po kurios mieliy
biomasé¢ auginama, vykdoma tikslinio baltymo sintezés indukcija galaktoze ir galiausiai Igstelés
suardomos mechaniskai su stiklo rutuliuky ir ardymo buferiniy tirpaly pagalba. Lasteliy lizatai
gryninami skirtingo tankio tirpaluose ultracentrifuguojant. Visi chimeriniai VP2 baltymai, kartu su
nepakeistu VP2 baltymu iSgryninti. Atsizvelgiant | mazg tiksliniy baltymy iSeiga, toliau nuspresta
netesti baltymy gryninimo nenorint dar labiau sumazinti bendro baltymy kiekio, nepaisant to, kad
Siek tiek pasaliniy baltymy visgi liko. Ivertinus gauty baltymy koncentracijas, pastebéta, jog bendras
gauty baltymy kiekis yra santykinai mazas, lyginant su jprastais mielése susintetinty j virusus panasiy
daleliy gryninimo metu gaunamais baltymy kiekiais. Baltymo iSeiga galéjo lemti nepilnai
optimizuotos mieliy auginimo salygos, biomasés ardymo salygos bei pats biomasés sandéliavimas
-20 °C temperatiiroje pries lasteliy ardyma.

Vykdant isgryninty baltymy imunobloto tyrima, buvo nustatyta, kad Sie baltymai reaguoja su
antiktinais nukreiptais pries PARV4 VP2, taip buvo patvirtinta, kad i$gryninti tiksliniai baltymai turi
linijinius VP2 biidingus epitopus. Tuo tarpu imunobloto analizé su hibridomy terpe HB1 pries HBsAg
patvirtino, kad trys chimeriniai VP2 baltymy variantai turi jterpta HBsAg epitopo sekg, kuri yra

atpazjstama antiktiny, nukreipty prie§ HBsAg linijinj epitopa.
41



Netiesioginés imunofermentinés analizés rezultatai parodé, jog hibridomy terpés antikiinai
nukreipti pries HBsAg nereaguoja su chimeriniais VP2 baltymais, turin¢iais jvesta HBsAg epitopo
seka. Imunobloto rezultatai patvirtino HBsAg linijinio epitopo buvima baltymo sekoje (3.8 pav.),
todél netiesioginés imunofermentinés analizés metu reakcija greiciausiai nebuvo fiksuojama dél paciy
baltymy konformacijos pokyc¢iy, ar j virusus panaSiy daleliy neformavimo, kuriy metu HBsAg
erdvinis epitopas néra pateikiamas antikiinams. ISgryninty chimeriniy VP2 bei nepakeisty VP2
baltymy atveju taip pat néra pastebima teigiama reakcija su antikiinais nukreiptais prie§ PARV4 VP2
atlickant imunofermenting analiz¢. Tad Sie baltymai taip pat nepateikia erdviniy epitopy, su kuriais
reaguoty antikiinai. Taskinio imunobloto rezultatai patvirtina netiesioginés imunofermentinés
analizés rezultatus parodant, jog reaktyvis yra tik kontroliniai baltymai, tuo tarpu chimeriniai VP2
bei nepakeistas VP2 baltymas su antikiinais nukreiptais prie§ PARV4 VP2 bei HBsAg natyviomis
saglygomis nereaguoja (3.10 pav.). Tokie rezultatai parodo, jog iSgryninti baltymai galimai
neformuoja | virusus panasiy daleliy arba Sios dalelés kurio nors eksperimento etapo metu galéjo
suirti dél fizinio arba cheminio aplinkos poveikio. Taip galéjo nutikti dél netinkamo biomasés ir paciy
i$gryninty baltymy méginiy sandéliavimo -20 °C temperatiiroje, po kurio analizuojant elektronines
mikrografijas buvo pastebéti susidare baltymy agregatai (3.12 pav.). Galimai dél baltymy agregaty
susidarymo buvo prarastos erdvinés antigeninés chimeriniy VP2 bei nepakeisto VP2 baltymy
savybés. Atsizvelgiant j tai, kad visy tiksliniy baltymy elektroninése mikrografijose buvo pastebimos
pavienés reikiamo dydzio (25-28 nm) j virusus panasSios dalelés, manoma, kad VP2 tiek nepakeistas,
tiek chimeriniai Sio baltymo variantai, savaime susirenka j virusus panasias daleles. Daroma prielaida,
kad dél netinkamo i§gryninty baltymy laikymo (-20 °C PBS buferiniame tirpale), dalelés suiro. Todél
norint galutinai jvertinti ar j virusus panasios dalelés yra efektyviai formuojamos, reikalingi tolimesni
tyrimai, gryninimo bei baltymy laikymo salygy optimizavimas. Taip pat norint pagerinti santykinai

mazg tiksliniy baltymy i8eiga, reikéty optimizuoti mieliy auginimo ir/ar ardymo salygas.
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4. ISVADOS

Suliejimo PGR metodo strategija yra tinkama mieliy raiskos vektoriy, turinciy
chimerinius PARV4 VP2 baltymo geno variantus su jterpta HBsAg epitopo seka
imunogenisky kilpy srityse, konstravimui.

Mieliy S. cerevisiae raiskos sistema yra tinkama trijy chimeriniy PARV4 VP2 baltymo
varianty, su jterpta HBsAg epitopo seka imunogenisky kilpy srityse, sintezei.
Ultracentrifugavimo CsCl tirpaly gradiente baltymy gryninimo metodas yra tinkamas
tiksliniy chimeriniy baltymy gryninimui.

Chimeriniuose VP2 baltymuose su jterpta HBsAg epitopo seka imunogenisky kilpy
srityse dominuoja linijiniai epitopai.

Chimeriniai VP2 baltymai formuoja pavienes j virusus panaSias daleles, taciau
savaiminiam daleliy susirinkimo efektyvumo pagerinimui reikalingas salygy

optimizavimas.
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SANTRAUKA

PARYV4 viruso kapsidés baltymo VP2, kaip svetimy epitopy neSiklio,

konstravimas

I virusus panaSios dalelés dél savo lanks¢ios modifikacijoms struktiiros yra daug zadantis
objektas vakciny kiirimui, molekuliy pernasai, ligy gydymui ir jy diagnostikai. Ankstesniais tyrimais
parodyta, jog PARV4 VP2 yra baltymas, gebantis formuoti Sias daleles bei turi tris imunogeniskas
kilpas, kurias galima panaudoti svetimo epitopo eksponavimui.

Darbo metu sékmingai sukurta S. cerevisiae mieliy raiskos sistema, kurioje sintetinami
chimeriniai VP2 baltymai, kuriy imunogenisky kilpy srityse jterpta HBsAg epitopo seka. Sie baltymai
pasizymi linijiniais PARV4 VP2 bei HBSAg budingais epitopais. Atlikus netiesioging
imunofermenting analiz¢ bei taskinj imunoblotg pastebéta, jog iSgryninti baltymai nepasizymi
erdvinémis antigeninémis savybémis, dél galimo j virusus panaSiy daleliy suirimo, kuriam jtaka
gal¢jo padaryti netinkamas baltymy méginiy sandéliavimas. Elektroninése mikrografijose visy
tiksliniy baltymy atveju pastebimos pavienés savaime susirenkancios reikiamo dydzio i virusus
panaSios dalelés, todél norint jsitikinti, ar chimeriniai VP2 baltymai gali efektyviai formuoti Sias

daleles, reikalingi tolimesni tyrimai optimizuojant darbo salygas.
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SUMMARY

Development of PARV4 Viral Capsid Protein VP2 as Foreign Epitope

Carrier

Virus-like particles due to their flexible structures are promising objects in vaccine
development, transfer of molecules, prevention and diagnostics of disease. Previous studies have
shown that PARV4 VP2 protein is capable of forming such particles.

During this study a S. cerevisiae expression system for synthesis of chimeric VP2 proteins with
inserted HBsA(g epitope sequence was developed. Purified target proteins contain linear PARV4 VP2
and HBsAg epitopes. However, indirect Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay and dot-blot analysis
have shown that target proteins do not contain conformational epitopes. This can be explained by the
abscence of virus-like particles in the solution which could have been caused by non-favourable
storage conditions of purified proteins. In electron micrographs of each protein solution individual
virus-like particles of proper size were detected. To determine if chimeric VP2 proteins can assemble

into virus-like particles further investigation needs to be completed.
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